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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Parodontale Erkrankungen stellen mit einer Pravalenz von 20-50% eine Volkskrankheit dar,
die bei einer groflen Anzahl an Erkrankungen, wie bspw. Herz-Kreislauf-Erkrankungen, ein
grolles Risikopotenzial aufweisen. Die Erkrankung ist gepragt von entzlndlichen Prozessen,
die unter anderem durch die Infektion mit bakteriellen Erregern initiiert werden. Zentraler
Bestandteil der Erkrankung ist die Umwandlung des umliegenden Gewebes und des Kiefer-
knochens durch den Einfluss von Mediatoren wie Prostaglandinen, Leukotrienen, Bradykini-
nen, und Zytokinen, die die Immunantwort und die Freisetzung von Proteinasen steuern. Ne-
ben den Matrixmetalloproteinasen spielen auch die a disintegrin and metalloproteinases
(ADAM) eine bedeutende Rolle bei diesen Prozessen, in dem sie die Zellmigration, Diapede-
se, Freisetzung weiterer Zytokine und den Gewebeumbau steuern.

Im Rahmen dieser Studie sollte das Expressionsmuster und die Aktivitat der Metalloproteina-
sen ADAMS, -10 und -17 bei parodontal erkrankten Personen untersucht werden. Hierzu
wurde die Sulkusflissigkeit von 69 Patientinnen aus verschiedenen Stadien und Graden der
Parodontitis analysiert, von denen 16 Patientlnnen als parodontal gesund diagnostiziert wur-
den. Die parodontal gesunden Patientinnen dienten als Referenzpatientinnen. Die Probenent-
nahme erfolgte im Rahmen einer gewdhnlichen zahnérztlichen Behandlung, so dass keine
zusatzliche Belastung der Patientlnnen entstand. Zur Detektion der in der Analyseflissigkeit
enthaltenen Proteinmenge wurde ein kolorimetrischer Proteinquantifizierungstest verwendet.
Im Anschluss daran wurden Westernblots zur Bestimmung der Gesamtproteinexpression und
Expression verschiedener Maturierungsformen von ADAMS, -10 und -17 durchgefihrt. Auf
Basis der identifizierten Unterschiede wurden zusatzlich Aktivitatsmessungen fir ADAMS
mittels eines fluoreszierenden Substrates (FRET-Substrat) durchgefiihrt.

Parodontal gesunde Patientlnnen zeigten im Vergleich zu parodontal erkrankten Patientinnen
eine geringere Gesamtproteinmenge im Sulkusflissigkeit. Im Westernblot war keine/kaum
ADAMS, -10 und -17 Proteinexpression nachweisbar. ADAMS, -10, -17 zeigten Uber die ver-
schieden nachgewiesenen Formen im Vergleich zu parodontal gesunden Patientinnen ver-
mehrte Proteinexpressionen. Bei steigendem Stadium und Grad der Parodontitis war keine
Verénderung von ADAMS in der remnant-Form zu verzeichnen. Die pro-Form und die ma-
ture-Form von ADAMS8 zeigten jedoch eine signifikante Zunahme in ihrer Expression.

ADAMI10 und -17 zeigten im Unterschied dazu (ber ihre pro-Form und mature-Form eine

[1]



Zusammenfassung

Abnahme in ihrer Expression bei steigendem Stadium und Grad, wobei dieser Unterschied
lediglich bei ADAM10 signifikant war. Des Weiteren konnte ein Anstieg der ADAMS-
Aktivitdt mit Zunahme des Erkrankungsgrades detektiert werden. Aufgrund einer mangelnden
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH)-Detektion kann geschlussfolgert wer-
den, dass es sich hierbei um eine vesikel-assoziierte Expression oder um die I6sliche Form der
Proteasen handelt. Der Anstieg der ADAMS8-AKktivitat scheint dazu zu fihren, dass ADAM10
und ADAM17 sowie andere Substrate vermehrt gespalten werden. ADAMS8 konnte daher ein
vielversprechender Anhaltspunkt zukunftiger Forschungen im Bereich der Therapie der Paro-
dontitis darstellen. Auch konnte der Nachweis der verschiedenen ADAM-Proteasen im Be-
reich der Friherkennung und Kontrolle von antiinfektiosen Therapien im Bereich der Paro-
dontitis von Bedeutung werden. Hierzu sind weitere Studien z.B. unter Einschluss von Spei-

chelflissigkeit, fur die Diagnostik und zum Pathogenitatsmechanismus notwendig.

[2]
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1.2 Abstract

With a prevalence of 20-50%, periodontal diseases represent a widespread disease that has a
large risk potential in numerous diseases, such as cardiovascular diseases. The disease is
characterized by inflammatory processes that are generated, by infection with bacterial patho-
gens. The central component of the disease is the transformation of the tissue through the in-
fluence of mediators such as prostaglandins, leukotrienes, bradykinins, cytokines and matrix
metalloproteinases. In addition to these, the ADAM proteases also play an important role in
these processes in terms of regulation of cell migration, diapedesis, release of other cytokines
and tissue remodeling.

Within the scope of this study, the expression pattern and the activity of the metalloproteinas-
es ADAM8, ADAM10 and ADAML17 in persons with periodontitis should be examined. For
this purpose, the sulcus fluid of 69 patients with different stages and grades of periodontitis
was examined, of which 16 patients were diagnosed as having a healthy periodontium. The
periodontally healthy patients serve as reference patients. The samples were taken as part of a
regular dental treatment, so that the patients were not subjected to any additional stress. A
colorimetric protein quantification test was used to detect the amount of protein determined in
the analysis liquid. Subsequently, Westernblots were performed to determine total protein
expression and expression of different maturation forms of ADAMS, -10 and -17. Based on
these data, activity measurements were carried out using a fluorescent substrate (FRET sub-
strate) for ADAMS.

Periodontal healthy patients showed a lower total amount of protein in the sulcus fluid com-
pared to periodontally diseased patients. No/hardly any ADAMS, -10 and -17 expression was
detectable in the Westernblot. ADAMS, -10, -17 showed increased protein expressions across
the various detected forms compared to periodontally healthy patients. With increasing stage
and grade of the periodontitis, there was no change in the expression from ADAMS8 remnant
form. However, pro- and mature-form of ADAMS8 showed a significant increase in their ex-
pression. In contrast, ADAM10 and -17 showed a decrease in their expression with increasing
stage and grade via their pro- and mature-form, whereby only ADAM10 was significant. Due
to a lack of GAPDH it can be concluded that this is a vesicle-associated expression. Further-
more, an increase in ADAMBS activity with an increase in the grade of disease could be detect-
ed. This increase in activity could lead to increased cleavage of ADAM10 and ADAM17.

ADAMS could therefore represent a promising starting point for future research in the field of

3]



Zusammenfassung

periodontitis therapy. The detection of various ADAM proteases could also be of importance
in the field of early detection and control of anti-infective therapies of periodontitis. Further
studies, e.g. including salivary fluid for diagnostics and the pathogenicity mechanism, are

necessary for this.

[4]
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2 Einleitung
2.1 Parodontale Erkrankungen

2.1.1 Das Parodont
Unter dem Begriff Parodont versteht man das Gewebe, welches den Zahn umgibt. Hierzu ge-
horen die Gingiva, das Wurzelzement, das Desmodont (Wurzelhaut) sowie der Alveolarfort-
satz (Abbildung 1). Mikroskopisch kann man die Gingiva noch weiter in die dem Zahn zuge-
wandte Seite, das orale Sulkusepithel, und die der Mundhdhle zugewandte Seite, das Saume-
pithel, unterscheiden. Beide Epithelien sind mehrschichtige, verhornte Epithelien. Das
Saumepithel dient der Anhaftung der Gingiva an den Zahn und reicht von der Schmelz-

Zement-Grenze bis zum Sulkusboden.

Bestandteile des Zahnhalteapparates / - SR Gingivaformen
[‘ \ s \ |

Ginglva marginale Gingiva
Wurzelhaut / = befestigte Gingiva
(mit Sharpey'sche Fasern) // =

| =]

|

| =]
Zememt ! ) <t = [ - Maukogingivale Grenze

y

Naundschermhaut
(Mukosa)

Alvectarknochen

Abbildung 1 Bestandteile des Zahnhalteapparate [130]:

Die Aufgaben des Parodonts ist u.a. die Verankerung des Zahnes im Knochen, Dampfung und Uberleitung von
Kaukréften, die Abwehr gegeniber duReren Noxen sowie die Trennung zwischen der Mundhdhle und dem tiefer
unterhalb der Schleimhaut befindlichen Gewebes. [40]

2.1.2 Parodontopathien
Unter dem Begriff werden im Allgemeinen entziindliche sowie nicht entziindliche Erkran-
kungen des Parodonts zusammengefasst [40]. Bei den entzlindlichen Parodontopathien kann
man je nach Lokalisation und Ausdehnung der Entziindung in Gingivitis, ein ohne klinischen
Attachmentverlust auf die Schleimhaut begrenztes Geschehen [20], und Parodontitis, ein mit
klinischem Attachmentverlust einhergehenden Geschehen, unterscheiden [40,50,73]. Unter
clinical attachment loss (CAL) versteht man die Destruktion des Zahnhalteapparates. Gemes-

[5]
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sen wird dieser als Distanz zwischen der Schmelz-Zement-Grenze am Zahn und dem Boden

der Zahnfleischtasche.

2.1.3 Epidemiologie
Die Parodontitis gehort mit einer Pravalenz von 20-50% zu den haufigsten Krankheiten welt-
weit [86,98]. Die Ergebnisse der Funften Deutschen Mundgesundheitsstudie von 2014 zeigen
eine deutliche Verbesserung der parodontalen Gesundheit im Vergleich zur vorangegangenen
Deutschen Mundgesundheitsstudie, obwohl der Behandlungsbedarf bei Parodontitis aufgrund
des demografischen Wandels prognostisch steigen wird [28]. Bei der Einteilung in parodonta-
le Erkrankungsklassen nach Full-Mouth-Recording wurde bei einer Studienkohorte von 2625
Personen in drei Altersgruppen unterteilt: Jiingere Erwachsene (35-44 Jahrige), jungere Seni-
oren (65-74 Jahrige) und altere Senioren (75-100 Jahrige). 32,4% der jingeren Erwachsenen
waren parodontal gesund oder zeigten milde Erkrankungszeichen, 53,4% zeigten eine mode-
rate und 14,3% eine schwere Parodontitis. 9,9% der jingeren Senioren zeigten keine bzw. nur
milde Parodontitiszeichen, 54,2 zeigten eine moderate und 40,6% eine schwere Parodontitis.
Bei den &lteren Senioren zeigten 10% der Studienteilnehmer keine bis nur milde Parodontitis-
zeichen, 45,7% eine moderate Parodontitis und 44,3% eine schwere Parodontitis. Daraus zeigt
sich nun auch, dass schwere Parodontitiden im jungeren Erwachsenenalter deutlich seltener
auftreten [63]. Hierbei wird der Schweregrad der Parodontitis anhand der Tiefe der interdenta-
len Stellen und Taschentiefe definiert: 1) schwere Parodontitis ab >6 mm CAL an zwei oder
mehr interdentalen Stellen und >5 mm tiefen interdentalen Tasche definiert; 2) moderate Pa-
rodontitis ab >4 mm CAL an zwei oder mehr Stellen interdental oder mit zwei oder mehr >5
mm Taschen; 3) milde Parodontitis bei >2 Stellen mit >3 mm CAL und >2 Stellen interdental

mit >4 mm Taschentiefe oder eine Seite mit >5 mm Taschentiefe [37].

2.1.4 Atiologie
Man kann bei der Atiologie zwischen einem primaren sowie sekundaren Ursachenkomplex
einer Parodontitis unterscheiden. Der primére Ursachenkomplex beschreibt die durch die im
Plaque befindlichen Mikroorganismen einhergehende Entziindung, welche zu Lé&sionen des
Parodonts fiihren [30,85]. Unter einer dentalen Plague versteht man ein Konglomerat aus
Bakterien, die in eine Plagquematrix eingebettet sind [7]. Uber die Plaquematrix kénnen sich
Bakterien zusammenlagern und der Biofilm an den Zahn anhaften. Sie besteht aus vorwie-
gend anionisch geladenen oder auch neutralen Proteinen, Polysacchariden, Nukleinsduren und

Lipiden. Zahnplaque ist klinisch ab einer ausreichenden Dicke als weicher, strukturierter

[6]
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Zahnbelag zu erkennen, welcher nicht mehr durch Wasserspray entfernbar ist. Klinisch hat
sich gezeigt, dass bei 10-15% der Menschen aus einer Gingivitis bei langer andauernder er-
hohter bakterieller Belastung eine schwere Parodontitis entsteht [40]. Man kann zwischen
supragingivalen und subgingivalen Plaque, je nach Lokalisation oberhalb oder unterhalb der
Gingiva, unterscheiden. Wahrend sich in der supragingivalen Plaque vorwiegend Gram-
positive, fakultativ anaerobe Kokken und Stdbchen befinden, setzt sich die subgingivale
Plaque vermehrt aus anaeroben Keimen zusammen. Das Verhaltnis von beweglichen zu un-
beweglichen Keimen verschiebt sich im entzlindeten Parodont in Richtung der beweglichen
Keime [76]. Die Plaque kann als umso parodontal pathogener eingestuft werden, je mehr be-
wegliche, Gram-negative und anaerobe Erreger dort vorzufinden sind [76,77]. Virulenzfakto-
ren, die den Destruktionsgrad erhohen, sind u.a. von den Mikroorganismen gebildete Enzyme,
Adhasine, Lipopolysaccharide, Toxine sowie andere Stoffwechselprodukte [119]. Die unspe-
zifische Plaquehypothese liel lange Zeit vermuten, dass alleine die Menge des Plaques die
Intensitat der entzundlichen Parodontopathien bestimme [48,117]. Der Nachweis verschiede-
ner Keime in Verbindung mit bestimmten Formen von Parodontopathien fiihrte zur spezifi-
schen Plaquehypothese. Diese geht davon aus, dass nicht unbedingt die Menge an Plaque,
sondern die Zusammensetzung des Keimspektrums in der Plaque die Intensitat der entziindli-
chen Parodontopathien bestimme [118]. Die Entstehung von Zahnplaque kann man in unter-
schiedliche Schritte einteilen. Auf einen azelluldren Film (acquired pellicel), welcher unter
anderem aus Bestandteilen des Speichels besteht, heften sich sog. Fruhbesiedler (gram-
positive Kokken und Aktinomyzeten) an. Die Plaque wachst durch Teilung sowie auch Ak-
kumulation weiterer Bakterien. Typische Spatbesiedler sind Keime des orangenen Komple-
xes, wozu auch Fusobacterium nucleatum als koaggregierendes Verbindungsglied zwischen
den Friihbesiedlern und den Spétbesiedlern zahlt. Die Bakterien aus dem sog. roten Komplex
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia und Treponema denticola) sowie Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans zeigen nach den Socransky-Kriterien die am deutlichsten
parodontal pathogenen Eigenschaften [53,85,90]. Porphyromonas gingivalis gilt als einer der
Leitkeime der Parodontitis [115] und kann durch seine Virulenzfaktoren wie Fimbrien, Ham-
agglutinine, Enzyme und Lipopolysaccharide [3] den Organismus dazu veranlassen unter an-
derem Zytokine auszuschitten und damit Entziindungsreaktionen und Gewebeverlust zu for-
dern [57,59,94] (2.2.3 Regulation und Funktion von ADAM-Proteasen; Abbildung 4).

[7]
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Histologisch kann man die plaquebedingte entziindliche Parodontitis in vier Schritte untertei-
len [77]. Die initiale Lasion (zwei bis vier Tage), welche reversibel ist, ist durch eine akut
entziindliche Reaktion mit erhohter Sulkusflissigkeitsproduktion und Migration von neutro-
philen Granulozyten gekennzeichnet. Durch die Einwanderung von T-Lymphozyten sowie
Kollagenverlust der dentogingivalen Fasern und Ausbreitung des Saumepithels in das laterale
Bindegewebe entwickelt sich diese zur friihen Lasion (ca. zwei Wochen) weiter. Die etablier-
te Lasion (wenige Wochen) ist durch B-Lymphozyten, extravaskuldre Immunglobuline und
ein fortschreitendes Auflésen des gingivalen Stitzgewebes gekennzeichnet. Diese drei Stadi-
en weisen im Gegensatz zu fortgeschrittenen Lasionen eine Reversibilitat auf, welche durch
das Einwandern von Plasmazellen, eine Destruktion des Alveolarknochens und eine weiterer
Verlagerung des Saumepithels nach apikal erkennbar ist. Dadurch kommt es zur Ausbildung
parodontaler Taschen.

Faktoren des sekundéren Ursachenkomplexes l6sen selbst keine entziindlichen Reaktionen
aus, sondern begtinstigen Mechanismen des priméren Komplexes wie die Plaqueakkumulati-
on. Man unterscheidet hier zwischen lokalen und systemischen Faktoren [54]. Zu den lokalen
Faktoren gehoren gebildeter Zahnstein, die Zahnanatomie inklusive des Mineralisierungsgrad,
die Zahnstellung, Mundatmung, das Weichgewebe, Restaurationen [41], unphysiologische
Krafte [43], die Erndhrung sowie der Speichel. Zahnstein ermdglicht eine vermehrte Ansiede-
lung von Bakterien. Auch karidse Lasionen dienen als Bakterienreservoir, was eine anschlie-
Rende mogliche Entziindung beginstigen kann. Mundatmung fuhrt zu einem verminderten
Angebot an Speichel und Sulkusflussigkeit, in dem unter anderem Antikdrper wie z.B. Im-
munglobulin (Ig)A und IgE fehlen. Daraus resultiert eine verminderte Immunabwehr gegen
die vorhandenen Erreger. Auch die Spilfunktion ist bei der Mundatmung eingeschrankt.
Durch das Austrocknen der Schleimhaut ist diese weniger widerstandsfahig gegentiber Patho-
genen. Das Weichgewebe selbst kann durch Nischenbildung oder einer verminderten Kerati-
nisierung dazu beitragen, dass Parodontopathien entstehen [25]. Auch verhaltensbedingte Ri-
sikofaktoren wie Rauchen oder allgemeine Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Osteoporose,
genetische Faktoren, wie Interleukin-I-Polymorphismus, Fettleibigkeit und andere chroni-
scher Erkrankungen vergroRern das Risiko an Parodontopathien zu erkranken (siehe auch 3.1
Patientinnen) [40,62][14,62][128,131]. Des Weiteren zeigen genetische Faktoren wie Poly-
morphismen im Gencluster von Interleukin (IL)-1, v.a. von IL-1A und —B, in einer Metaana-

lyse aus dem Jahr 2012 einen signifikanten Zusammenhang zur chronischen Parodontitis.
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Durch den Polymorphismus auf beiden Genen wird beim Vorhandensein von parodontalpa-
thogenen Keimen der Kdrper veranlasst vermehrt 1L-1 zu produzieren, was ein proinflamma-
torisches Zytokin darstellt [40,64].

2.1.5 Staging und Grading

Die Parodontitis wird seit dem EuroPerio9-Kongress im Jahr 2018 in ,,nekrotisierende Paro-
dontitis“, ,,Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen* und in eine weitere
Kategorie ,,Parodontitis“ eingeteilt. Letztere vereint die Formen der Parodontitis, die bisher in
,,chronisch® oder ,,aggressiv‘ eingeteilt wurden und definiert sie in einer ,,Staging- und Gra-
ding““- Matrix [19]. Des Weiteren wird noch die Ausdehnung und Verteilung der betroffenen
Regionen einbezogen. Man unterteilt in vier Stadien (Stadium I-1V) und drei Graden (Grad A-
C) mit aufsteigenden Schwere- und Progressionsgrad der Erkrankungen. Fir die Einteilung
benoétigt man klinische sowie rontgenologische Befunde. Der Schweregrad wird durch den
CAL, den rontgenologischen Knochenabbau und den Zahnverlust definiert. Komplexitétsfak-
toren wie die maximale Sondierungstiefe, Knochenabbaumuster, Zahnbeweglichkeit, Furkati-
onsbefall und Zahnverlust helfen bei der Einteilung. Diese kdnnen das Staging jedoch nur
verschlechtern und nicht in ein weniger gravierendes Stadium verandern. Das Grading ge-
schieht durch die Ermittlung vom Knochenabbau in Prozent pro Alter, ob und wie viel Bio-
film vorhanden ist, longitudinale Daten zum rontgenologischen Knochenabbau oder CAL
uber einen Zeitraum von finf Jahren und weiteren Risikofaktoren wie Rauchen und Grunder-
krankungen wie Diabetes mellitus. Der Grad der Erkrankung steht hierbei fur die Hohe des
Risikos fiir Krankheitsprogression.

Aus diesem Grund wird im Verlauf dieser Arbeit auch bei der PatientInneneinteilung auf die-
se neue Klassifikation zurlickgegriffen.

2.1.6 Sulkusflussigkeit
Die Sulkusflissigkeit stellt als ein Transsudat im physiologischen Zustand und als Exsudat im
entziindlichen Zustand des Parodonts eine Spulflissigkeit des Sulkus dar [12,121]. Es ent-
stammt den subepithelialen BlutgefélRen der Lamina propria [121]. Die Sulkusflissigkeit ent-
hélt je nach Entziindungszustands des Parodonts eine unterschiedliche Konzentration und
Zusammensetzung von Serumbestandteilen wie Enzymen, lonen, Antikorpern, Bakterien,
Entzindungszellen, Biomarkern und Gewebezerfallsprodukten [11]. Selbst bei klinisch ge-
sunden Patientinnen kénnen Entziindungszellen wie polymorphonuclear leukocytes (PMNSs)

nachgewiesen werden, die Teil des Abwehrmechanismus des Korpers darstellen [8]. Das
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Exsudat zeichnet sich im Vergleich zum Transsudat durch einen vermehrten Flussigkeitsaus-
tritt, erhohte Proteinkonzentrationen und Zellreichtum, wie auch vermehrten Aufkommen an
proinflammatorischen Mediatoren wie Prostaglandin E2 (PGE2) aus, welches unter anderem
zur erhdhten Permeabilitat der GefaRe, wie auch Knochenresorption beitrégt [5,121]. Weitere
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1o und Interleukin-1p3 (IL-1o und IL-1B) und

Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) konnten vermehrt im Exsudat nachgewiesen werden [5].

Die hier genannten proinflammatorischen Zytokine spielen eine zentrale Rolle bei der Paro-
dontitis, da sie wie bereits beschrieben zum Verlust von parodontalen Gewebe fiihren, aber
auch weitere Botenstoffe wie Interferon (IFN)-y aktivieren. Sie selbst kdnnen zum einen zu
einer gesteigerten Aktivitdit von ADAM-Proteasen flihren, zum anderen sind sie selber oder

ihre entsprechenden Rezeptoren Substrate der ADAM-Proteasen.
2.2 ADAM-Proteasen

2.2.1 Struktur von ADAM-Proteasen
ADAM-Proteasen sind Typ-I-Transmembranproteine, welche eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung, -adhéasion, -migration und Signalweiterleitung spielen. Es konnten 40
verschiedene ADAM-Proteasen identifiziert werden. Im menschlichen Genom wurden 22
ADAM-Proteasen beschrieben, wovon lediglich 12 proteolytisch aktiv sind [84]. Ihren Na-
men besitzen sie aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zur Familie der snake venom me-
talloproteinases (SVMPs). Sie weisen beide eine Prodoméne, eine Metalloproteinase- und
Disintegrindomane sowie eine cysteinreiche Domane auf. Zusétzlich besitzen die ADAM-
Proteasen jedoch noch eine EGF-&hnliche Domaéne, eine transmembrane Doméane sowie einen
intrazelluldren C-Terminus [49] (Abbildung 2). Eine Ausnahme bilden hier ADAM10 und
ADAM17, welche lediglich eine membranproximale Doméne besitzen. Die proteolytische
Aktivitat, welche eine Zinkbindung benétigt, wird durch ein spezifisches Aminosauremotiv in

der Metalloproteinasedomane der ADAM-Proteasen definiert [45,56].
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ADAM10/17

Disintegrin-dhnliche Domane

membranproximale cysteinreiche Doméane
Domadne EGF-dhnliche Doméne

Stalk-Region
& . Transmembranregion

zytoplasmatische Region

Abbildung 2 Schematische Darstellung der ADAM-Proteasen:

Die Abfolge der extrazellularen Doméanen von ADAM10 und ADAM17 vom N-Terminus zum C-Terminus ist
wie folgt: Prodoméne, katalytische Domane, Disintegrin-ahnliche Doméane und membranproximale Domaéne.
Darauf folgen die Stalk-Region, die Transmembranregion und die zytoplasmatische Region. Alle anderen Mit-
glieder der ADAM-Proteasen besitzen statt der membranproximalen Doméne eine cysteinreiche sowie eine
EGF-ahnliche Doméne [36].

Nach ihrer Synthese im endoplasmatische Retikulum und dem anschlieBenden Transport zum
Golgi-Apparat durchlaufen ADAM-Proteasen verschiedene Reifungs- und Aktivierungspro-
zessen. In der Regel, wie auch fur ADAM10 und ADAML17, erfolgen im Golgi-Apparat die
Glykosylierung und die Abspaltung der inhibitorischen Prodoméane durch die Proprotein-
Convertase Furin [4,101]. Eine Ausnahme stellt ADAMS dar, welches durch autokatalytische
Entfernung der Prodomane im Trans-Golgi-Netzwerk aktiviert wird (Abbildung 3). Dies er-
fordert die homophile Multimerisierung von mindestens zwei ADAMS8-Monomeren (ber ihre
Disintegrindomane [24,107]. Insbesondere neuere Studien weisen darauf hin, dass nicht nur
ADAMS, sondern auch ADAM10 und ADAML17 selber an der Oberflache abgespalten wer-
den und somit in den Extrazellularraum freigesetzt werden [105]. Zusétzlich erfolgt eine Frei-

setzung in extrazellularen Vesikeln [10,52,120].
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Abbildung 3 Vorgeschlagenes Modell fur die ADAMS8 Prozessierung und mdégliche Funktionen [107]:

Nach Passage durch den medialen Golgi-Apparat wird pro-ADAMS durch Autokatalyse in der Region zwischen
der Prodoméne und der Metalloproteinasedomane prozessiert. In dieser prozessierten Form wird ADAMS8 zur
Zelloberflache transportiert, wo es als Sheddase wirken kann (activated ADAMS). Ein grofer Teil von ADAMS8
wird durch das Abspalten der MP-Domane weiter prozessiert, wodurch es zur Entstehung der ebenfalls trans-
membranen remnant Form kommt. Diese vermittelt wie generell flr die intrazellulére und die Disintegrin-
Doméne angenommen — die Zelladhdsion, Migration sowie moglicherweise auch der Zellfusion. (schwarze Pfei-
le: Prozessierung, weiRe Pfeile: Funktion; trans-Golgi-Netzwerk (TGN), Metalloproteinasedoméne (MP), Disin-
tegrindoméne (DC))

2.2.2 Funktionen der Doméanen
Aktivierbare ADAM-Proteasen findet man sowohl auf den Membranen des Golgi-Apparats
als auch auf der Plasmamembran [101]. Die Prodomane selbst agiert als Chaperon und dient
somit der korrekten Faltung der ADAM-Proteasen [82]. Zu ihrer Funktion gehort ebenfalls,
die Proteinasen in einem ruhenden Zustand zu halten [4,13]. Der ruhende Zustand wird Uber
einen sogenannten cysteine-switch aufrechterhalten. Das in der Prodomane enthaltene Cystein
koordiniert das auf der aktiven Seite vorhandene Zink-Atom und kann so die Metalloproteina-
sedomane in inaktiver Konformation binden. Wenn die Prodoméne wie oben beschrieben
abgespalten wird, andert das Zink-Atom seine Koordination zur Metalloproteinasedomane

und wird so aktiviert [109]. Die Disintegrindoméane hat eine grof’e Bedeutung bei der Zell-
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Zell-Interaktion Uber Integrine [66]. AuBerdem dient sie der richtigen Positionierung der kata-
Iytischen Domane zum jeweiligen Substrat [122]. Die cysteinreiche Doméne ist in der Lage,
die ADAM-AKktivitat Gber intramolekulare Verbindungen zur enzymatisch aktiven Doméne
zu modulieren [109,110,116]. Des Weiteren erfolgen hiertiber unabhangig von der Disin-
tegrin-Integrin-Interaktion Bindungen an die extrazellulare Matrix [22]. Die genaue Rolle der
epidermal growth factor (EGF)-like Domadne ist noch unklar [84]. Diese Doméne ist jedoch
unter anderem fur die Verankerung des Proteins mit der Zellmembran mit verantwortlich
[22]. Ebenso zeigt die membranproximale Doméne eine Bedeutung bei der Substraterken-
nung, wie auch beim shedding des IL-6R und IL-1R), [78,100]. Die zytoplasmatische Doméne
ist eine in ihrer Lange und Sequenz der aneinandergereihten Aminosauren eine sehr variable
Doméne. Durch ihre Anbindungen an das Zytoskelett sowie z.B. Phosphorylierungsstellen
und Calmodulin-Bindestellen (bt die zytoplasmatische Domane wichtige Funktionen in der
Signaltransduktion und Funktion von Zellen aus [66,103,132].

2.2.3 Regulation und Funktion von ADAM-Proteasen

Eine der wichtigsten biologischen Funktionen von ADAM-Proteasen ist die Spaltung anderer
Transmembranproteine nahe der Zelloberflache, das sogenannte ectodomain shedding. Hier-
bei weisen ADAM-Proteasen sowohl eine konstitutive als auch eine induzierbare Aktivitat
auf. Beispielsweise werden CXCL16 und CX3CL1 als Chemokine konstitutiv durch
ADAM10 gespalten [92,111], wobei die induzierte Spaltung des CX3CL1 insbesondere durch
ADAML17 vermittelt wird. Beide Chemokine sind essentiell fur die Rekrutierung und Migrati-
on von Makrophagen und Lymphozyten [120].

Es gibt verschiedenste Signaltransduktionswege, tber welche ADAM-Proteasen aktiviert
werden und ihre Funktion austiben. Eine Aktivierung erfolgt beispielsweise tber Bakterien,
welche die angeborene und adaptive Immunantwort beeinflussen. Bakterien werden durch
ihre pathogen-assoziierten molekularen Muster, wie Lipopolysaccharid, Lipoteichonsdure und
Flagellin, vom Korper Uber keimbahnkodierte Mustererkennungsrezeptoren wie bspw. den
Toll-like Rezeptoren, nucleotide-binding oligomerization domain- (NOD)-like Rezeptoren
und Scavenger-rezeptoren erkannt (Abbildung 4). Dies hat zur Folge, dass unter anderem Zy-
tokine wie IL-1B, IL-6, TNF-a ausgeschdttet werden. Darauf folgend kommt es zur Chemota-
xis und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, T-Zellen, Monozyten und dendritischen
Zellen. Konnen sich die entziindungsauslésenden Keime, wie die fur die Parodontitis bedeu-

tenden Bakterien Porphyromonas gingivalis und Fusobacterium nucleatum der Immunant-
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wort entziehen, wird die Entziindung weiter gefordert. Zusétzlich zu den Zytokinen fordern

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) die Expression von ADAM-Proteasen [2].

Zytokine

Wachstums- “GPCR C
faktoren L Oxidativer Stress/ 4
> ADAM (inaktiv) ADAM (aktiv) /
Zigarettenrauch /
v L = | s, S SH Adapter Proteine
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| ’ ,..‘ar . GTPases A / Internalisierung
4

Degradation?

Protein Transport Transkriptionelle

Regulation

Abbildung 4 Mdgliche Regulationswege von ADAM10 und ADAM17 [42]:

Das Substrat-Shedding durch ADAM10 und -17 kann durch Zellstimulation mit Wachstumsfaktoren, z. B. vas-
cular endothelial growth factor (VEGF), Zytokinen (z.B. TNF-o und IFN-y), toll-like-receptor (TLR)-Liganden
(z.B. Lipopolysaccharide (LPS)), protein-coupled receptor (GPCR)-Liganden (z.B. Thrombin), Phorbolester
(z.B. Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)), Kalzium-lonophoren (z.B. lonomycin) oder oxidativem Stress
(ROS) gesteigert werden. Dies resultiert in intrazellularen Signalkaskaden, an denen Proteinkinase C (PKC),
extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2), p38, Src-Kinase, intrazelluldres Kalzium oder die Nicotina-
midadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase beteiligt sein kdnnen. Mdgliche Regulationswege beinhalten
die intrazelluldre Phosphorylierung, eine zellulare Umverteilung innerhalb von Mikrodoménen (z.B. Lipid-Rafts
und Tetraspaninreiche Mikrodoménen), eine Reifung der Proteasen von der pro-Form zur reifen Form, an deren
Prozess Proprotein-Konvertasen (z.B. Furin) beteiligt sind, einen Transport aus intrazelluldren Speichern zur
Plasmamembran, Interaktion mit Adapterproteinen, Konformationsanderungen der Domanenstruktur oder eine
Internalisierung der Proteasen.

Auf der Basis der Funktion von ADAM-Proteasen gibt es zahlreiche Mdoglichkeiten, wie diese
in den pathophysiologischen Prozess der Parodontitis eingreifen konnten. Wie oben bereits
beschrieben, gibt es die Mdglichkeit der direkten Interaktion der Proteasen oder ihrer Substra-
te mit dem Pathogen bzw. dessen Virulenzfaktoren. Parodontitiden zeichnen sich des Weite-
ren durch eine Entziindung des Gewebes aus, welche mit der Infiltration von Entziindungszel-
len einhergeht. In zahlreichen Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass ADAM-Proteasen in
allen Bereichen der Entziindung beteiligt sind. Hierzu gehdren die initiale Freisetzung von
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Zytokinen und anderen Botenstoffen, die Spaltungen von Zellverbindungen und die damit
einhergehende Odembildung, die Rekrutierung von Entziindungszellen und die letztliche Re-
generation des Gewebes [126]. ADAM17 wurde urspringlich als tumor necrosis alpha
converting enzyme (TACE) beschrieben, da es hauptsachlich flr die Freisetzung des I6slichen
TNF-o verantwortlich ist. Die Zellmigration wird nicht nur durch die Freisetzung von Zytoki-
nen und Chemokinen sowie die Regulation von Adhé&sions- und Junktionsmolekdiilen beein-
flusst, sondern auch durch Veranderungen im Zytoskelett der Zellen und der extrazelluldren
Matrix. Es konnte gezeigt werden, dass beispielsweise ADAM10 die Zytoskelettumlagerung
von migrierenden Entziindungszellen verédndert und ADAMS essentiell fur die Migration von
neutrophilen Granulozyten ist [24,97]. ADAM-Proteasen besitzen nicht nur eine proteolyti-
sche Funktion, sondern kdnnen tber ihre Disintegrindoméne mit Integrinen sowie Bestandtei-
len der extrazelluldren Matrix interagieren. Gleichzeitig erfolgt eine Aktivierung anderer Me-
talloproteinasen, wie z.B. matrix metallopeptidase (MMP)9 im Falle von ADAMS8, wodurch
der Gewebeumbau und eine Fibrosierung gefordert wird [34]. Die Funktion von ADAMS, -10
und -17 in parodontalen Erkrankungen wurde bisher noch nicht systematisch untersucht. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die messenger ribonucleic acid (MRNA)- und Proteinex-
pression von ADAMS8 im Gewebe von Patientlnnen, welche an chronischer Parodontitis lit-
ten, im Vergleich zum Gewebe parodontal gesunder Patientinnen erhéht ist. Ebenso wurde in
Zellkulturversuchen in humanen epithelialen Zellen eine signifikant vermehrte ADAMS8
MRNA- Expression verzeichnet, nachdem diese Zellen mit Fusobacterium nucleatum als pa-
rodontalpathogenem Keim, stimuliert wurden. Jedoch war in humanen gingivalen Fibroblas-
ten bei gleicher Stimulation kein Anstieg der Expression zu erkennen [9]. Es konnte auch eine
positive Korrelation zwischen dem Auftreten von ADAMS und einer starker werdender Paro-
dontitis nachgewiesen werden, wobei nicht die Aktivitat der Protease ermittelt wurde [87]. In
Bezug auf ADAM10 und ADAM17 wurden ebenfalls nur Genexpressionsstudien durchge-
fuhrt [67,124] und keine eindeutigen Proteinexpressionsstudien [38,74], oder eine indirekte
Verbindung uber verwendete Inhibitoren in der Zellkultur hergestellt [55,99]. Die bisherigen
Ausfihrungen bezogen sich Gberwiegend auf die Sulkusflussigkeit oder das parodontale Ge-
webe. Es gibt Hinweise auf eine positive Korrelation des receptor activator of NF-xB ligand
(RANK-Liganden) und ADAM17 [15], was auf einen verstarkten Knochenabbau hinweisen
kdnnte. Aber auch dieser Aspekt wurde nicht systematisch untersucht. Allen bisherigen Stu-

dien gemeinsam ist jedoch, dass a) haufig nur Genexpressionsstudien durchgefihrt wurden,

[15]



Einleitung

obwohl ADAM-Proteasen nur bedingt auf Genexpressionsebene reguliert sind, b) die unter-
schiedlichen Aktivierungsformen nicht betrachtet wurden und c) nicht zwischen Expression

und Aktivitat unterschieden wurde.

2.3 Ziel der Arbeit / Fragestellung
Um ADAM-Proteasen hinsichtlich ihrer diagnostischen, prognostischen oder therapeutischen
Parameter in parodontalen Erkrankungen betrachten zu konnen, sollten im Rahmen dieser
Studie folgende Hauptfragestellungen adressiert werden:
e Wie ist die Protein- und Genexpression von ADAMS, ADAM10 und ADAM1Y7 in pa-
rodontalen Erkrankungen verandert?
¢ In welcher Form liegen diese Proteasen vor (membrangebunden, 16slich, aktiv, inak-
tiv)?
e Welche funktionellen Konsequenzen ergeben sich aus diesen Beobachtungen?

e Welcher Gesamteinfluss ergibt sich hieraus auf die Progression parodontaler Erkran-
kungen?
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3 Material und Methode

3.1 Patientlnnen

An der vorliegenden Studie nahmen 68 Patientinnen Teil, woraus sich aufgrund des Befalls
mehrere Z&hne pro Patientinn 176 Proben ergaben (Tabelle 1, Tabelle 2). Dabei wurden alle
Patientlnnen nach der 2018 auf dem EuroPerio9-Kongress eingefihrten Einteilung der Paro-
dontitis in Stadien (Stadium I-1V) und Grade (A-C) eingeteilt. Die Stadien zeigen hierbei den
Schweregrad und die Grade die voraussichtliche Progression der Parodontitis an (2.1.5
Staging und Grading).

In dieser Studie haben wir die Patientinnen in gesund, Stadium I+I1 und I1+1V eingeteilt. 18
PatientInnen wurden in die Stadien I+11 und Grad A/B eingeteilt. Patientinnen des Stadium |11
teilten sich in elf Personen aus dem Grad B und 14 Personen des Grad C. Vier Patientinnen

befanden sich im Stadium IV Grad B und sechs Patientlnnen im Stadium IV Grad C.

Tabelle 1 Patientlnnenanzahl

Patientinnenmenge Gesunde Patientinnen Parodontitis Patientinnen
Alter, mannlich (in Jahren) 40 +£19 51+21
Alter, weiblich (in Jahren) 40 £ 22 50+ 20
Geschlecht, mannlich, n (%) 6 (40%) 32 (60,4%)
Geschlecht, weiblich, n (%) 9 (60%) 21 (39,6%)
stage I/11, grad A/B, mannlich - 15 (83,3%)
stage I/11, grad A/B, weiblich - 3 (16,7%)
stage I11/1V, grad A/B, ménnlich - 7 (46,7%)
stage 111/1V, grad A/B, weiblich - 8 (53,3%)
stage I11/1V, grad C, ménnlich - 10 (50%)
stage I11/1V, grad C, weiblich - 10 (50%)

Tabelle 2 Probenanzahl

Proben Anzahl

gesund 33
stage I/11, grad A/B 45
stage 111/1V, grad A/B 54
Stage HI/1V, grad C 44
Gesamt 176
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Die Probenentnahme wurde zum einen in der Klinik fiir Zahnerhaltung, Parodontologie und
praventive Zahnheilkunde (Gebdude 73) des Universitatsklinikums des Saarlandes und zum
anderen in der zahnarztlichen Gemeinschaftspraxis Reinstédtler und Hektor (GrubenstralRe 5
66787 Wadgassen-Hostenbach) durchgefuhrt. Im Vorfeld wurde das fir die Entnahme ver-
antwortlichen medizinische Personal beziliglich der Entnahmetechnik und insbesondere der
Probenlagerung geschult. Die Aufteilung zwischen den zwei Probenentnahmestellen diente
der Erhohung der Probenzahl in den verschiedenen Stadien parodontaler Erkrankungen. Die
verwendeten Einschluss- und Ausschlusskriterien sind in (Tabelle 3) naher beschrieben. Die
Probenanalyse selber wurde zentral im Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakolo-
gie und Toxikologie (FR2.4), ZHMB-Gruppe Molekulare Pharmakologie durchgefiihrt, so
dass es sich nicht um eine Multizentren-Studie handelte.

Tabelle 3 Ein-und Ausschlusskriterien bei der PatientInnenwahl

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Parodontal gesunde Patientlnnen Akute virale und bakterielle Infektionskrank-
heiten

Patientinnen mit nachgewiesener Parodonti- | Schwangere
tis unterschiedlicher Krankheitsstadien und —

graden

Patientlnnen zwischen 30. und 70. Lebens- | Minderjahrige
jahr

Bereits begonnene Parodontitistherapie; Sta- | Antibiotikaeinnahme innerhalb der letzten 3

tus quo wird als Stadium angesehen Monate

Mindestzahl an vorhandenen Zahnen groRer | Anwendung von Mundspullésungen (direkt

20 vor der Behandlung)

Systemische Grunderkrankungen wie:
1. Pankreas- und Prostatakarzinom

2. Gliome

3. Alzheimer

4. rheumatoide Arthritis

5. Multiple Sklerose

6. Diabetes mellitus

7. akute- und chronische Lungenerkrankun-
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gen
8. kardiovaskulére Erkrankungen
9. hepatische Erkrankungen

PatientInnen mit Suchterkrankungen

Fehlende Einverstandniserklarung

In die Studie eingeschlossen wurden ebenfalls parodontal gesunde Patientinnen, welche als
Referenzwerte herangezogen wurden, um mogliche Expressions-, Maturierungs- und Aktivie-
rungsunterschiede detektieren zu konnen. Das Alter der Patientlnnen wurde auf das 30. bis
70. Lebensjahr beschrénkt. Eine Studie aus den USA 2013 beschrieb die Parodontitispré-
valenz bei Uber 30-Jahrigen auf mehr als 47% welche mit dem Alter zunehmend ist [16]. Die
obere Altersgrenze wurde auf 70 Jahre festgelegt, da mit Zunahme des Alters auch der Anteil
an chronischen Vorerkrankungen steigt [31]. Eine Mindestzahl von 20 vorhandenen Zahnen
wurde vorausgesetzt, da Patientinnen mit weniger als 20 vorhandenen Zahnen automatisch in
Stage IV einzuordnen sind und in der Regel ein solch schlechter oraler Zustand vorliegt, dass
eine saubere Entnahme von Sulkusflissigkeit erschwert wird. Patientlnnen aus der Spalte
»Ausschlusskriterien” (Tabelle 3) wurden aufgrund nachweislicher Effekte auf parodontale
Erkrankungen und/oder die Expression von ADAM-Proteasen von der Studie ausgeschlossen.
Zudem zeigt die Parodontitis z.T. mit den oben genannten Ausschlusskriterien gemeinsame
pathogenetische Faktoren, sodass eine Veranderung der ADAM-Proteasen-Expression nicht
eindeutig zuzuordnen ware. Im Folgenden sind die Ausschlusskriterien kurz begriindet.

1. Pankreas- Prostatakarzinom: Erhohte Expression von ADAMS, -10, -17 [35,102]
[23,108,125][68].

2. Gliome: Unter Gliomen versteht man Hirntumoren, welche sich aus Gliazellen entwickeln.
Hierbei stellen die Glioblastome die haufigste Form von primér bosartigen Hirntumoren dar,
welche eine erhohte Expression von ADAMS, -10, und — 17 aufweisen [75,114].

3. Alzheimer: Kompetitive Spaltung des amyloid-precursor-protein (APP) durch Beta-
Sekretasel (BACEL) und ADAM10 [18,44][72,96]; verringerte Expression von ADAM10 auf
Thrombozyten [80].

4. Rheumatoide Arthritis: chronisch entzlindliche Erkrankung mit erhéhter Expression von
ADAMBS und -17 [21,129]. Da bei der rheumatoiden Arthritis auch Knochenverlust charakte-
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ristisch ist, zeigt sich hier ebenfalls wie beim Diabetes mellitus eine bidirektionale Beeinflus-
sung zur Parodontitis [27,89].

5. Multiple Sklerose: ADAML17 zeigt eine erhdhte Expression im Gewebe von Patientinnen
mit multipler Sklerose und aktiviert durch die Spaltung von TNF-a die Entziindungsreaktion
im zentralen Nervensystem [93].

6. Diabetes mellitus: Der Zusammenhang zwischen der Parodontitis und Diabetes ist bidirek-
tional [61]. Bei nicht gut eingestellten Diabetikern ist in Folge von Hyperglyk&dmie ein ver-
mehrtes Vorkommen von Endprodukten der Glykierung, sogenannte advanced glycation end-
products (AGE), zu verzeichnen. Diese fordern unter anderem Entziindungsreaktionen, den
Umbau der Extrazellularmatrix und Knochendestruktion, was die Parodontitis vorantreibt
[40,81,95]. Ebenso wurden in diabetischen Mausmodellen eine erhdhte Gen- sowie Protein-
expression von ADAM17 nachgewiesen [112,123,127].

7. Lungenerkrankungen: ADAM-Proteasen zeigen sowohl in akuten als auch in chronischen
Erkrankungen eine erhohte Expression und somit auch eine erhohte Freisetzung von Entzin-
dungsmediatoren [33].

8. Kardiovaskulédre Erkrankungen: Die Expression von ADAMS, -10 und -17 sind bei kardi-
ovaskularen Erkrankungen erhoht und greifen durch die Spaltung von Cadherinen, Chemoki-
nen und Zytokinen in die Pathogenese ein [17,32,106]. In den Plagques atherosklerotischer
GeféRe konnte die deoxyribonucleic acid (DNA) der parodontalpathogenen Keimen Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus , Porphyromonas gingivalis, Prevotel-
la intermedia, nachgewiesen werden [47].

9. Hepatische Erkrankungen: Erhéhte Expression und Freisetzung spezifischer Substrate wie
heparin-binding-EGF-like growth factor (HB-EGF), transforming growth factor-a (TGF-a)
durch ADAM17 oder Notch durch ADAM10. Damit ist hier ebenso die Wichtigkeit der
ADAM-Proteasen bei Tumorinitiierung und —progression zu beobachten [23,65].

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Landesérztekammer des Saarlandes im Vor-
feld genehmigt (Votum 345/20, Daniela Yildiz und Matthias Hannig). Vor Entnahme der
Proben wurde den Patientinnen ein Informationsblatt bezuglich der Ziele der Arbeit, Hinter-
grundinformationen und mégliche Risiken der Abnahme ausgeteilt und im Anschluss bespro-
chen. Des Weiteren wurde eine Einwilligungserklarung ausgehéndigt. Auf dieser bestatigten
die Patientlnnen unter anderem die Zurverfligungstellung der Proben, dass sie Uber die Be-
deutung und Tragweite der Studie aufgeklart wurden, ausreichend Zeit fur Rickfragen zur

[20]
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Verfligung standen und zur Kenntnis genommen wurde, dass die freiwillige Mitwirkung je-
derzeit beendet werden kann. AuBerdem willigten die Patientinnen damit ein, dass personen-
bezogene Daten von einem angehenden Zahnmediziner eingesehen werden dirfen (7.3.1
Einwilligungserklarung Gemeinschaftspraxis/Klinik, 7.3.2 Patienteninformationen Gemein-

schaftspraxis/Klinik).

3.2 Probenentnahme

Vor der Probenentnahme wurden die Papierspitzen mittels Prazisionswage abgewogen und
vier Papierspitzen pro Reaktionsgefal vorgelegt. Die Oberflache der ausgewéhlten Zahne
wurde zur Entfernung von Debridement mit Watterolle gereinigt und mittels sanften Luftstol3
von Speichel befreit. Die relative Trockenlegung erfolgte im Oberkiefer durch Einbringen
einer Watterolle vestibular und im Unterkiefer durch Watterollen vestibulér und lingual. Die
Papierspitzen wurden in die Zahnfleischtaschen eingefiihrt und dort fir 30 Sekunden belas-
sen. An bis zu drei weiteren Entnahmestellen des gleichen Zahnes wurde analog verfahren
und alle Spitzen zusammen in ein Reaktionsgefal transferiert, sodass sich immer die vier zu-
vor abgewogenen Spitzen wieder in dem ReaktionsgefaR befanden (Abbildung 5). Die Lage-

rung erfolgte bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C fir maximal sieben Tage.

7~

Poolprobe:
N7 4 Spitzen im Rohrchen

S

Abbildung 5 Probenentnahmeschema [133]:

Hier dargestellt ist die Entnahme der fiir die Aufnahme der Sulkusfliissigkeit notwendigen Papierspitzen, welche
im Anschluss die Sulkusflissigkeit aus dem Probengebiet aufnehmen und dann in die Testréhrchen gegeben
werden.

Durch das erneute Wiegen der Papierspitzen wurde das Volumen des gingival-crevicular-
fluid (GCF) ermittelt. Die Papierspitzen wurden zurechtgeschnitten, sodass der komplette
Teil, welcher sich mit GCF vollgesogen hatte, sich im Reaktionsgefal? befindet. Der Rest
wurde verworfen (Abbildung 6). Das Ziel des Zurechtschneidens ist a) das komplette Uber-
schichten der Proben mittels der entsprechenden Probenpuffer und b) die Reduktion der Puf-

fermenge und damit eine moglichst geringe Verdunnen der Probe.
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-

Abbildung 6 Mit Sulkusflissigkeit vollgesogene Papierspitze:

Der Pfeil markiert die Grenze zwischen der mit GCF vollgesogenen Papierspitze sowie dem noch trockenen Rest
der Papierspitze.

Fur die Analyse der Proteinexpression mittels sodium dodecyl sulfate — polyacrylamid gel
electrophoresis (SDS-Page) und Westernblot wurden die zurechtgeschnittenen Spitzen im
Probengefall mit 200ul ADAM-Lysepuffer (5 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-
HCI), 1 mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA), 250 mM
Saccharose, 0,1% (w/v) SDS, 1% TritonX-100, 1x Complete-Inhibitor (Roche), 1 mM Natri-
umorthovanadat (Na3VO4), 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 10 mM 1,10-
Phenanthrolin) tberschichtet und 15 Minuten unter mehrmaligem Schwenken auf Eis eluiert.
Das Probengemisch wurde im Anschluss fiinf Minuten bei 4°C und 16000xg zentrifugiert, der
Uberstand in ein neues ProbengefaR tiberfiihrt und anschlieBend bei -80°C gelagert. Fir den
Aktivitatsassay wurden die Spitzen mit 200 pl Aktivitatspuffer (1 mM Zinkchlorid (ZnCly),
20 mM Tris (pH 8.0), 10 mM Calciumchlorid (CaCl,), 150 mM Natriumchlorid (NaCl),
0,0006% Brij-35) Uberschichtet und fur 20 Minuten unter mehrmaligen Schwenken auf Eis
zur Elution inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Probengemisch fiir 10 Minuten bei 4°C
und 4000xg zentrifugiert und der Uberstand in neue Probengefale aliquotiert (10 pl fur die
bicinchoninic acid (BCA)- Proteinbestimmung, 24 ul fir die Aktivitdtsmessung, 160 ul fur
weitere Messungen und Lagerung bei -80°C, um ein mehrfaches Auftauen der Proben zu ver-
hindern [6].
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3.3 BCA

Der BCA-Assay dient der Bestimmung des Gesamtproteingehalts des Probengemisches. Es
wurde der ProteinPierce™ BCAT™ Protein-Assay von ThermoFisher # 23227 genutzt. Die
verwendeten Materialien sind im Anhang aufgelistet (7.1.3 BCA). Dieser Test ist ein kolori-
metrischer Test, in welchem Kupferionen an Proteine in der Probe binden und anschlieRend
nach Reduktion im alkalischen Milieu einen hellblauen Komplex bilden. In einer zweiten Re-
aktion bildet sich ein Chelatkomplex durch die Zugabe von Bicinchoninsaure-Molekdlen,
wodurch es zu einer Violettverfarbung kommt. Mit steigender Proteinkonzentration nimmt
die Violettfarbung in ihrer Intensitdt zu, was ebenso in der Zunahme der Extinktionswerte zu
erkennen ist. Zundchst wurde aus der bovinen serumalbumin (BSA)-Standardldsung (2
mg/ml) eine Kalibrierungsgerade aus folgenden Konzentrationen hergestellt: 0, 10, 20, 40, 60,
80, und 100 pg/ml hergestellt. Die vorbereiteten Proben (3.2 Probenentnahme) wurden ebenso
mit destilliertem Wasser 1:100 und 1:200 verdiinnt. 50 ul der Probe/Standardverdiinnung
wurden mit 300 ul BCA-Reagenzgemisch fir 30 Minuten bei 60°C inkubiert. Die Messung
der Extinktion erfolgte im Anschluss in einer Mikrotiterplatte bei einer Wellenldnge von 562
nm. Anhand der Kalibrierungsgerade wurden die Proteinkonzentrationen ermittelt und ent-
sprechend fir die Auftragung der gleichen Proteinmenge im Westernblot sowie zur Normali-

sierung im Aktivitatsassay verwendet.

3.4 SDS-Page und Westernblot

Die verwendeten Materialien und Pufferzusammensetzungen sind im Anhang aufgelistet
(7.1.4.5 Puffer). Fur die Durchfuhrung der Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN®
Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories) verwendet. Das Giel3en der Polyacrylamidge-
le (PAA) mit einer Dicke von 1,5 mm und 10 Taschen erfolgte mit dem Mini-PROTEAN®
Tetra Cell Casting Module #1658019 und den zugehdrigen Glasplatten. Das Trenn- sowie
Sammelgel wurden nach Anleitung gegossen (7.1.4.5 Puffer). Nach Einbringen des Trenn-
gels, wurde dieses mit Isopropanol tberschichtet und fir 20 Minuten auspolymerisiert. Das
Isopropanol wurde restlos entfernt, das Sammelgel aufgeschichtet und der entsprechende
Kamm eingesetzt. Die Gele wurden sofort verwendet oder bei 4°C in einem feuchten Milieu

gelagert.

Die zuvor durchgefuhrte Proteinbestimmung zeigte eine schwache, aber zwischen den Proben
gleiche Proteinkonzentration. Daher wurden die Proben 1:5 mit 5x reduzierendem Laemmli-

Puffer versetzt, fir 30 Minuten bei 60°C denaturiert und 45 pl pro Geltasche aufgetragen.
[23]
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Durch den Denaturierungsschritt werden mittels des enthaltenen beta-Mercaptoethanols die
intra- und intermolekularen Disulfidbindungen gespalten. Das ebenfalls enthaltene SDS dient
der Entfaltung der Proteine und verleiht ihnen eine negative Ladung, sodass alle Proteine ein
gleiches Ladungs-Masse-Verhéltnis aufweisen und die Auftrennung alleine anhand der Mole-
kilgroRe erfolgt [71]. Bromphenolblau wird zur optischen Sichtbarmachung verwendet, um
unter anderem ein Herauslaufen der Probe aus dem Gel im Gleichstromfeld zu verhindern.
Als Lauf-Puffer wurde fir die Elektrophorese 1xSDS-Puffer verwendet. Als Grélenmarker
wurde der prestained-marker Fisher BioReagents™ EZ-Run™ verwendet. Die Proben, der
Marker und die Kontrollen wurden nach dem in (Abbildung 7) dargestellten Schema aufge-

tragen.

1IN Lo 18 e e el 1 el

Gel 1

Abbildung 7 Probenauftragungsschema auf Polyacrylamidgelen fiir den Westernblot:

Als Marker (M) wurde Fisher BioReagents™ EZ-Run™ verwendet. (P) stellt die Positivkontrolle mit ADAM
Uberexpremierenden Zellen, (N) die Kontrolle mit A549 Wildtypzellen dar. (a-g) zeigt die Probenverteilung auf
den Gelen. Es wurden 5 pl des Markers und 10 pl der Kontrollen verwendet.

Damit sich die Proteine am Ubergang von Sammel- zu Trenngel zu einer scharfen Trennlinie
konzentrieren kdnnen, wurde eine Spannung von 80V uber 20 Minuten angelegt und danach

zur Auftrennung auf 160V erhoht.

Westernblot

Der Blotting-Vorgang dient dem Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem PAA-Gel auf
eine Membran. Nachdem die Gele aus den Glasplatten entnommen wurden und das Sammel-
gel vorsichtig von dem Trenngel entfernt wurde, fihrte man die Gele nach dem Sandwich-
Prinzip (Abbildung 8) mit Vlies, Whatman-Filterpapiere und einer Nitrocellulose-Membran in
eine Gelhaltekassette zusammen. Hierbei ist es wichtig darauf zu achten, dass a) alle Bestand-
teile puffergetréankt sind und b) keine Luftblasen entstehen, welche den Transfervorgang be-

hindern wirden.
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Abbildung 8 Aufbau des Blotting-Moduls [134]:

Schematische Darstellung eines Blotting-Moduls bestehend aus einem Puffertank, einer Kélteeinheit, einem
Elektrodenmodul, der Gelhaltekassette inklusive zweier Fiber pads, zwei Filterpapieren, dem mit den Proben
versehendem Gel und einer Membran, auf welche die Proben tbertragen werden.

Es ist darauf zu achten, dass das Blotting-Modul komplett mit Blotting-Puffer tberschichtet
ist und zusétzlich noch mit einer Kuhleinheit versehen wird. Der eigentliche Blotting-Vorgang
findet dann in einem Kihlraum bei 4°C fur 1% Stunden bei konstant 350 mA statt. Im An-
schluss wird die Membran eine Stunde mit einer Losung aus 5% Magermilch in tris-buffered
saline (TBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fir den Antikorper auf der Memb-
ran zu blockieren. Die Magermilchlésung wird verworfen und die Membran anschlielend mit
1XTBS abgespiilt, um verbliebende Uberstande der Losung zu entfernen. Die Inkubation er-
folgt mit dem jeweiligen Primarantikorper tGber Nacht bei 4 °C unter konstantem Schwenken.
Folgende Konzentrationen wurden verwendet: goat polyclonal anti-human (ectodomain)
ADAMBS 0,2 pg/ml, rabbit polyclonal (C-terminus) anti-human ADAM10 0,1 pg/ml und rab-
bit polyclonal anti-human ADAM17 0,1 pg/ml sowie rabbit polyclonal anti-human GAPDH

0,4 pg/ml. Die Antikorperlésungen wurden in einer Losung aus 1% BSA+ 0.05% Natriuma-
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zid (NaNs) in TBS angesetzt. Die Inkubation gegen GAPDH erfolgte als interne Ladekontrol-
le und zur Detektion zelluldren Materials.

Die Membran wurde drei Mal 10 Minuten mit 1x TBS mit 0,1% Tween20 (TBST) gewaschen
und im Anschluss flr eine Stunde mit dem jeweils passenden Sekundarantikdrper in 5% Ma-
germilch inkubiert (1:50.000 anti-rabbit-lgG-HRP und 1:20.000 anti-goat-lgG-HRP). Nach
dreimaligem Waschen (zwei Mal 10 Minuten mit 1x TBST und ein Mal 10 Minuten mit 1x
TBS) wurde die Membran in enhanced chemiluminescence (ECL) zur Detektion der HRP-
Aktivitét als Nachweis der Antikdrperbindung entwickelt und im Fujifilm LAS-3000 Lumine-
scent Image Analyzer Bildanalysesystem gemessen. Die ECL-Methode basiert auf dem Prin-
zip, dass das Diacylhydrazid Luminol durch eine Peroxidase katalysierte Oxidation auf ein
hoheres Energieniveau angehoben wird und beim Absinken auf das urspringliche Energieni-
veau Chemilumineszenz durch das Luminol freigesetzt wird. Man nennt diese Methode en-
hanced, also verstarkt, da durch Zugabe von Phenol die Oxidation von Luminol, welche durch
die Peroxidase vermittelt wird, um den Faktor 1000 verstarkt wird. Die Auswertung und
Quantifizierung der Bandenstérke erfolgte mit dem Programm AIDA Image Analyzer v.4.14.
Die Exposition erfolgte fur 1, 5 und 60 Minuten mit einer Expositionszeit von 1/100 sec. Zu-

séatzlich wurde ein Weil3bild zur GréRRenbestimmung aufgenommen.

Stripping

Aufgrund der begrenzten Probenmenge wurden die Membranen gegen verschiedene Zielpro-
teine entwickelt. Hierzu wurden die Membranen fir 5 Minuten in 1x TBST gewaschen und
zur Entfernung der Antikdrper fur 10 Minuten bei RT im sogenannten Strippingpuffer
(7.1.4.5 Puffer) unter stdndigem Schwenken inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der
Membranen fir jeweils 10 Minuten in TBST wurde die Membran erneut in 5% Milchpulver
in TBS inkubiert und wie oben bereits beschrieben fortgefahren.

3.5 Aktivitatsassay

Proteolytic activity matrix analysis (PrAMA) dient der Bestimmung der Aktivitat von proteo-
Iytisch aktiven Proteinen in komplexen Proben durch Verwendung spezifischer FRET-
Polypeptid-Substrate [83]. Das speziell auf ADAMS8 abgestimmte Substrat besitzt eine fluo-
reszierende Gruppe, fluorescnce resonance enegery transfer donor, und eine fluoreszenzlo-
schende Gruppe, quencher fluorophore. Diese beiden Gruppen sind uber einen Aminosaure-
verbinder zusammengehalten, welche die Proteaseschnittstelle darstellt. Wenn ADAMS in der
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Probe vorhanden ist, kann die Protease an der Schnittstelle den fluorophore-donor vom quen-
cher spalten, so dass die Fluoreszenz freigesetzt werden kann.

Die verwendeten Materialien sind im Anhang aufgelistet (7.2 PrAMA). Die wie aus dem vor-
herig beschriebenen aliquotieren Proben (3.2 Probenentnahme) wurden mittels Aktivitétspuf-
fer 1:5 verdinnt. Von der 1:5 Verdinnung wurden 50 pl in Duplikaten auf eine Mikrotiter-
platte vorgelegt. Als Positivkontrolle fur das FRET-Polypeptid Substrat wurden 49 pl Aktivi-
tatspuffer mit 1 pl 1:100 verdlinntem Trypsin verwendet. Als Negativkontrolle fungierten 50
ul Aktivitatspuffer ohne Probenzugabe. In einer zweiten Mikrotiterplatte wurden 60 ul einer
1:500 Verdunnung des FRET-Polypeptid-Substrats in Aktivitatspuffer in entsprechender An-
zahl vorgelegt. Von dieser Substratverdinnung wurden dann fur die Messung 50 ul auf die
bereits auf der ersten Mikrotiterplatte befindlichen Proben gegeben und sofort die Messung
gestartet. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Messung erfolgte bei 37°C fiir finf
Stunden, wobei alle 10 Minuten die Fluoreszenz bei einer Exzitationswellenldnge von 485 nm
und einer Emissionswellenldnge von 530 nm mittels Multimode-Mikroplattenlesegerat Flu-
ostar BMG Optima gemessen wurde.

3.6 Statistik

Zur grafischen Darstellung der Einteilung der Patientinnen, Gewicht der Papierspitzen sowie
Quantifizierung der Westernblots wurden die Mittelwerte bestimmt und in Balkendiagram-
men angezeigt. Die Streuung der Werte wurde als Standardabweichung angegeben. Die
durchgefuhrten Aktivitdtsmessungen wurden als Liniendiagramm dargestellt.

Die statistische Prifung erfolgte mittels One-way ANOVA und Tukey Post-test. Das Signifi-

kanzniveau wurde als p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

Die Studienpopulation bestand aus 68 Personen, was aufgrund der Begutachtung mehrerer
Zahne 176 Proben ergab. Das Geschlechterverhdltnis war mit einem Verhéltnis von 43,5%
Frauen und 56,5% Maénnern relativ ausgeglichen. Das Durchschnittsalter lag bei 48,2 Jahren,
bei Frauen 48,1 Jahre und bei Manner 47,8 Jahre. Neun Frauen und sechs Mé&nner befanden
sich in keiner parodontalen Behandlung und wurden klinisch als ,,gesund* eingeteilt. Sieben
Frauen und 11 Mé&nner kamen als Neubefund ohne vorherige parodontale Behandlung. Acht
Frauen und sieben Manner befanden sich in einer parodontalen Therapie, und sechs Frauen
und 14 Manner des Studienkollektivs hatten bereits eine parodontale Behandlung durchlau-
fen. Fur die Gbersichtliche Darstellung der Patientinnenmengen wurden die Stadien | und 11,
die Stadien 111 und 1V sowie Grad A und B zusammengefasst. Grad C wurde separat betrach-
tet. In Stadium 1I/Il Grad A/B befanden sich drei Frauen und 15 Manner. Acht Frauen und
sieben Manner befanden sich in Stadium I11/IV Grad A/B und je zehn Frauen und zehn Man-
ner in Stadium H1/1V Grad C (Abbildung 9).

- Minner
= Frauen

10 =

Anzahl PatientInnen

:

0 e T T T
H I-Il A+B -V A+B -V ¢
Stage

Abbildung 9 Einteilung der Patientlnnen nach Geschlecht und Stadium/Grad:

Die Patientlnnen wurden anhand des CAL, des rontgenologischen Knochenabbaus in Prozent, Zahnbeweglich-
keit, Furkationsbeteiligung und Zahnverlust in die Stadien | bis IV eingeteilt. A+B und C bezeichnet hierbei den
Grad der Erkrankung, wobei C die rascheste Progressionsrate darstellt. Ermittelt wird der Grad v.a. durch den
Knochenabbau in %/Alter und Modifikationsfaktoren wie das Rauchen oder einem mdglichen vorhandenen
Diabetes mellitus.
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4.2 Gewicht Papierspitzen

Die Messung des Gewichts der Papierspitzen vor und nach Probenentnahme zeigte eine Ten-
denz zur Zunahme an Sulkusflussigkeitsproduktion bei parodontal Erkrankten im Vergleich
zu parodontal gesunden Patientlnnen. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant

(Abbildung 10).
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Abbildung 10 Abgenommene Menge an Sulkusflissigkeit:

Das Gewicht der vier sich im Reaktionsgefal? befindlichen Papierspitzen wurde vor und nach Abnahme der Sul-
kusflussigkeit gemessen. Die Differenz hieraus ergab die abgenommene Menge an Sulkusflussigkeit. Die Daten
sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung (SD) dargestellt. Statistische Unterschiede wurden mittels One-way
ANOVA und Tukey Post-Test bestimmt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.

4.3 Proteinexpression von ADAM8, ADAM10 und ADAM17

Um die Proteinexpression sowie das Vorkommen unterschiedlicher Prozessierungsformen der
ADAM-Proteasen zu untersuchen, wurden Westernblot-Analysen durchgefihrt. Fir die bes-
sere ldentifizierung der entsprechenden Fragmente wurden Vorversuche mit dentalen Kera-
tinozyten durchgefiihrt, welche mit TNF-q, 1lI-18 und Interferon-y entziindliche stimuliert
wurden (Abbildung 11). Fir ADAMS8 konnten mit dem verwendeten Antikorper die drei ver-
schiedenen Formen detektiert werden: die 60 kDa remmant-Form, die 80/90 kDa mature-
Form nach autokatalytischer Abspaltung der inhibitorischen Prodoméne und die 120 kDa pro-
Form (Abbildung 11, A). Bei der remnant-Form handelt es sich um das Proteinfragment, dass
nach Abspaltung der extrazellularen Domane in der Membran zurlickbleibt. Fir ADAM10

wurde sowohl die mature-Form (70 kDa) als auch die pro-Form (100 kDa) detektiert
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(Abbildung 11, B). Fur ADAM17 zeigten sich Banden bei 130 kDa und 100 kDa, welche die
pro-Form und die mature-Form darstellen (Abbildung 11, C).

A B
ADAMS ADAM10
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Lt 130 1SS N !
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95 {1 L oro-
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551 : - remnant-Form o
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Abbildung 11 Zytokinregulierte Expression von ADAM8, ADAM10 und ADAML17 in oralen Keratinozy-
ten:

A-C: Orale Keratinozyten wurden fiir vier bzw. 24 Stunden mit einer Zytokinkombination aus TNF-a, I11-1p und
Interferon-y stimuliert. Als Kontrolle wurden unstimulierte orale Keratinozyten verwendet. Die Gesamtprotein-
lysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen Uibertragen. Der Nachweis
von ADAMS8 (A) erfolgte durch Inkubation mit 0,2 pg/ml Primérantikérper bzw. fir ADAM10 (B) und
ADAM17 (C) mit 0,1 pg/ml Primérantikérper in 5% Milchpulver sowie anschlieender Inkubation mit einem
HRP-gekoppelten Zweitantikorper. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent
Image Analyzer Bildanalysesystem. Die Bandenintensitit wurde anschlieRend mittels Densitometrie unter Zuhil-
fenahme der Software AIDA Image Analyzer v.4.14 bestimmt.
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Im Folgenden sind die Analysen zur Regulation der ADAM-Proteasen in parodontalen Er-
krankungen fir ADAM8, ADAM10 und ADAM17 getrennt beschrieben.

4.3.1 ADAM8

In  Proben parodontal gesunder Patientinnen konnte keine der drei ADAMS-
Prozessierungsformen detektiert werden (Abbildung 13, A-D). Parodontal erkrankte Patien-
tinnen zeigten ein vermehrtes Vorkommen der remnant-Form, jedoch war kein Unterschied
zwischen den einzelnen Erkrankungsgeraden detektierbar (Abbildung 13, C). Die pro-Form
war nur in den Stadien I11-1V Grad A+B und Il1-1V Grad C nachweisbar (Abbildung 13, A).
Sowohl die mature-Form als auch die pro-Form zeigten bei steigendem Stadium und Grad der
Parodontitis eine signifikante Erhthung der Proteinexpression (Abbildung 13 A, B, exempla-
rischer Westernblot Abbildung 12). Die Maturation von ADAMS als relative expression, ist
als Verhaltnis zwischen mature- und pro-Form dargestellt. Es wird eine signifikante Maturati-

on bei steigendem Stadium und Grad der Parodontitis gezeigt (Abbildung 13, D).
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Abbildung 12 Représentativer Blot zum Nachweis von ADAMS8 im Sulkusfluid:

Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen Uber-
tragen. Der Nachweis von ADAMS erfolgte durch Inkubation mit 0,2 pg/ml Primérantikdrper in 5% Milchpulver
und anschlieBender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikdrper. GAPDH wurde als interne Lade-
kontrolle verwendet. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer
Bildanalysesystem. Die Proben wurden fortwéhrend analysiert. Ein représentativer Blot zur Visualisierung der
einzelnen Stadien ist gezeigt.
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Abbildung 13 Quantifizierung der ADAMS8 Proteinexpression im Sulkusfluid:

A-D: Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen
Ubertragen. Der Nachweis von ADAMS erfolgte durch Inkubation mit 0,2 pg/ml Primarantikdérper in 5% Milch-
pulver und anschlieRender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikdrper. Die Entwicklung erfolgte
mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer Bildanalysesystem. Die Bandenintensitat wur-
de anschliefend mittels Densitometrie unter Zuhilfenahme der Software AIDA Image Analyzer v.4.14 bestimmt.
A: pro-Form, 120 kDa; B: mature-Form, 80/90 kDa; C: remnant-Form, 55 kDa; D: relative Expression: Verhalt-
nis von mature- und pro-Form. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD. Die entsprechenden n-Zahlen sind der
(Tabelle 1) zu entnehmen. Die statistische Priifung erfolgte mittels One-way ANOVA und Tukey Post-test. n.s.:
nicht signifikant, **p<0.01; ***p<0.001.

4.3.2 ADAM10
Wie auch fir ADAMS beschrieben, war in der Sulkusfliissigkeit von gesunden Patientinnen
keine Proteinexpression der membranassoziierten Formen von ADAM10 nachweisbar
(Abbildung 15, A-E), exemplarischer Westernblot Abbildung 14). Im Gegensatz zu ADAMS8
wurde flir ADAM10 eine signifikante Abnahme der Expression der pro-Form mit steigendem
Stadium und Grad der Erkrankung detektiert (Abbildung 15, A). Die mature-Form zeigte eine
Tendenz der Abnahme, welche jedoch nicht signifikant war (Abbildung 15, B). Zusatzlich zu
[32]
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diesen bekannten Formen wurden Banden bei 44 kDa und 55 kDa detektiert, welche Spalt-
produkte von ADAM10 sein konnten (Abbildung 15, D-E). Aufgrund dessen wurden diese
Banden in die Quantifizierung mit aufgenommen, zeigten jedoch ebenfalls keine signifikanten
Anderungen. Die Maturation von ADAM10 als relative expression, ist als Verhaltnis zwi-
schen mature- und pro-Form dargestellt. Es ist keine signifikante Maturation erkennbar
(Abbildung 15, C).
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Abbildung 14 Repréasentativer Blot zum Nachweis von ADAM10 im Sulkusfluid:

Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen Uber-
tragen. Der Nachweis von ADAM10 erfolgte durch Inkubation mit 0,1ug/ml Primarantikdérper in 5% Milchpul-
ver und anschlieender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikérper. GAPDH wurde als interne
Ladekontrolle verwendet. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image
Analyzer Bildanalysesystem. Die Proben wurden fortwéhrend analysiert. Ein reprasentativer Blot zur Visualisie-
rung der einzelnen Stadien ist gezeigt.
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Abbildung 15 Quantifizierung der ADAM10 Proteinexpression im Sulkusfluid:

A-E: Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-Membranen ubertra-
gen. Der Nachweis von ADAM10 erfolgte durch Inkubation mit 0,1 pg/ml Priméarantikdrper in 5% Milchpulver
und anschlieBender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikorper. Die Entwicklung erfolgte mittels
ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer Bildanalysesystem. Die Bandenintensitat wurde an-
schlieRend mittels Densitometrie unter Zuhilfenahme der Software AIDA Image Analyzer v.4.14bestimmt. A:
pro-Form, 90 kDa; B: mature-Form, 60 kDa; C: relative expression: Verhaltnis von mature- und pro-Form; D-E:
zusétzliche Banden bei 55-44 kDa. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD. Die n-Zahlen sind (Tabelle 1) zu
entnehmen. Die statistische Priifung erfolgte mittels One-way ANOVA und Tukey Post-test. n.s.: nicht signifi-
kant, **p<0.01; ***p<0.001.
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4.3.3 ADAM17

ADAM17 konnte, Ubereinstimmend mit ADAM8 und ADAM10, nicht im Sulkusfluid paro-
dontal gesunder Patientinnen nachgewiesen werden (Abbildung 17, A-B). Im Gegensatz dazu
war ein deutlicher Anstieg bei parodontaler Erkrankung zu erkennen, wobei keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Stadien detektiert werden konnten. Lediglich eine Tendenz
der Abnahme der pro-Form und der maturen-Form war zu erkennen (Abbildung 17, A-B,
exemplarischer Westernblot Abbildung 16). Auch hier wurden zusatzliche Banden im Wes-
ternblot detektiert. Diese Banden bei ca. 60 kDa konnten ein Spaltprodukt von ADAM17 sein
(Abbildung 16). Die Maturation von ADAML17 als relative expression, ist als Verhaltnis zwi-
schen mature- und pro-Form dargestellt (Abbildung 17, C).
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Abbildung 16 Repréasentativer Blot zum Nachweis von ADAM17 im Sulkusfluid:

Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen Uber-
tragen. Der Nachweis von ADAML17 erfolgte durch Inkubation mit 0,1ug/ml Primarantikérper in 5% Milchpul-
ver und anschlieBender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikérper. GAPDH wurde als interne
Ladekontrolle verwendet. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image
Analyzer Bildanalysesystem. Die Proben wurden fortwéhrend analysiert. Ein reprasentativer Blot zur Visualisie-
rung der einzelnen Stadien ist gezeigt.

[35]



Ergebnisse

A B
300000+ 800000.0
n.s. s
| | = ) .S. ,
A 4 — I 1
Ak N A 2 600000.01 A
£ 2000004 o)
S A 3 N
T i 5 400000.04 N
2 A S A,
o A A
~ 1000004 Aaa a = A At Ay
s 4 = 200000.01 A % A
< A
g : ek S8
< A AA
0 ok T T T 0.0 httpbdoias- T T T
H IA+B 1MV A+B IV C H MIA+B  lIIVA+B 1V C
Stage Stage
S
-2 2500007 ns.
o | ;
o
S 200000 N
b A
2 150000 R R .
© A
S 100000 A .
M~
= 500001 iL I
[m)] %
<
c AAA:‘AA AAAA "'“‘|'“ ' | .
H -A+B HHVA+B -V C
Stage

Abbildung 17 Quantifizierung der ADAM17 Proteinexpression im Sulkusfluid:

Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen uber-
tragen. Der Nachweis von ADAML17 erfolgte durch Inkubation mit 0,1ug/ml Primarantikérper in 5% Milchpul-
ver und anschlieRender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikorper. Die Entwicklung erfolgte mit-
tels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer Bildanalysesystem. Die Bandenintensitat wurde
anschlieBend mittels Densitometrie unter Zuhilfenahme der Software AIDA Image Analyzer v.4.14bestimmt. A:
pro-Form, 130 kDa; B: mature-Form 100 kDa; C: relative expression: Verhdltnis von mature- und pro-Form.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD. Die n-Zahlen sind (Tabelle 1) zu entnehmen. Die statistische Prufung
erfolgte mittels One-way ANOVA und Tukey Post-test. n.s.: nicht signifikant, **p<0.01; ***p<0.001.

4.3.4 Zellulére Bestandteile und interne Ladekontrolle
Fir die Westernblot-Analysen wurden gleiche Proben- und Proteinmengen aufgetragen. Um
dies zusatzlich zu kontrollieren, erfolgte eine Inkubation mit Antikérpern gegen GAPDH. Nur
in 14 von 176 Proben und damit 4 von 68 Patientinnen konnte GAPDH als MaR zellularer
Bestandteile detektiert werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Ladekontrolle zur Bestimmung zelluldrer Bestandteile in der Probe:

Die Gesamtproteinlysate wurden auf 8%igen SDS-Gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen uber-
tragen. Der Nachweis von GAPDH erfolgte durch Inkubation mit 0,4 pug/ml Priméarantikorper in 5% Milchpulver
und anschlieBender Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikorper. Slot 1: A549 ADAMS transfizier-
ten Zellen, Slot 2: nicht transfizierte A549 Zellen, Slot3: 1.Pat., Slot4-6: 2.Pat, Slot7-9: 3.Pat. Die Entwicklung
erfolgte mittels ECL im Fujifilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer Bildanalysesystem.

Dies legt den Schluss nahe, dass es sich bei der detektierten Expression der ADAM-Proteasen
weitestgehend nicht um eine direkt zellassoziierte Expression, sondern um ldsliche Varianten

oder eine Freisetzung in vesikul&ren Strukturen handeln konnte.

4.4 Aktivitatsassay/PrAMA

Die Proteinexpression von ADAMS gibt nur einen indirekten Hinweis auf die Aktivitat. Um
diese zu bestimmen, wurden zusatzlich Aktivitatsmessungen durchgefuihrt. Parodontal gesun-
de Patientinnen im Stadium I-11 A+B zeigten eine konstante Basalaktvitit. Im Gegensatz dazu
zeigte sich in Stadium 1I-IV A+B und Stadium I1I-1V C eine signifikante Zunahme der
ADAMBS8-Aktivitdat, welche im hdchsten Stadium die grofite Steigerung im Slope zeigte
(Abbildung 19, A-B).
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Abbildung 19 ADAMS8 Aktivitatsmessungen im Sulkusfluid:

A/B: Die Gesamtproteinlysate wurden nach Verdlnnung im Aktivitatspuffer auf eine Mikrotiterplatte vorgelegt.
Nach Zugabe des FRET-Polypeptid-Substrats erfolgt die Messung bei 37°C alle zehn Minuten fiir einen Zeit-
raum von flinf Stunden mittels Multimode-Mikroplattenlesegerét Fluostar BMG Optimadie. A: Darstellung der
Aktivitdt von ADAMS (ber einen Zeitraum von fiinf Stunden; B: Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD der
einzelnen aufgeschlisselten Gruppen (n=4-13 pro Gruppe). Die statistische Prifung erfolgte mittels One-way
ANOVA und Tukey Post-test, * p<0.05, ** p<0.01.
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5 Diskussion

Es handelt sich bei dieser Studie um eine analytische Querschnittsstudie, in welcher die Ex-
pression und Aktivitat von ADAM-Proteasen in unterschiedlich stark parodontal geschadigten
Patientinnen im Vergleich zu parodontal gesunden Patientlnnen betrachtet wurde. Im folgen-
den Abschnitt werden die Patientinnenzahl, die Prifmaterialien, die angewandte Methodik

sowie die Ergebnisse dieser Studie erortert und zugrundeliegenden Fragen néher beleuchtet.

5.1 Patientinnenkollektiv

Bei den Patientinnen handelte es sich um Patientinnen aus der Klinik fiir Zahnerhaltung, Pa-
rodontologie und préventive Zahnheilkunde (Geb&ude 73) des Universitatsklinikums Saarland
und b) um Patientlnnen der zahnarztlichen Gemeinschaftspraxis Reinstadtler und Hektor,
wodurch ein guter Querschnitt der Bevolkerung in Bezug auf parodontale Gesundheit gege-
ben ist. Im Vorfeld wurde eine ausgiebige Anamnese erhoben, um madgliche Interaktionen
von bereits bekannten Vorerkrankungen mit ADAM-Proteasen und der Parodontitis an sich
auszuschlielen. Die Probenakquise geschah unabhangig vom Alter und Geschlecht. Die Mes-
sungen der Parameter, die zur Einteilung in Stadien und Grade der Parodontitis vorgenommen
werden mussten, wurden von Studenten, die sich im klinischen Abschnitt des Studiums be-
fanden, oder durch Zahnérzte und zahnmedizinisch ausgebildetes Personal der Gemein-
schaftspraxis Reinstadtler und Hektor durchgefiihrt. Von den 68 Patientinnen waren 53 paro-
dontal vorerkrankt und 15 als parodontal gesund eingestuft. Da die Patientlnnenauswahl nur
Stichprobenartig durchgefuhrt wurde und nicht jede Patientlnn in den Probenpool mit aufge-
nommen wurde, lasst sich durch diese Studie kein Zusammenhang zwischen der H&ufigkeit
vom Auftreten parodontaler Erkrankungen zu parodontaler Gesundheit ziehen. Die 15 Patien-
tinnen der parodontalen Gesundheit wurden aufgrund eines unauffalligen PSI ausgewahlt. Die
53 Patientlnnen mit parodontaler Erkrankung hatten einen Altersdurchschnitt von 48,2 Jahren
bei Frauen und 47,8 Jahren bei Méannern [46]. VVon den insgesamt 53 parodontal erkrankten
Patientlnnen waren 60,4% (n=32) mannlich und 39,6% (n=21) weiblich. Das vermehrte Auf-
treten von parodontalen Erkrankungen bei Mannern im Vergleich zu Frauen wurde bereits
beschrieben [113]. Jedoch gibt es wiederum Studien, die keinen Zusammenhang zwischen
Geschlecht und parodontaler Erkrankung zeigten [26], weshalb es weiterer Untersuchungen
benodtigt um Geschlechtszusammenhange genauer zu beschreiben und zu erkennen. Die hier
vorliegende Studie kann durch die Anzahl an 68 Patientlnnen und daraus resultierenden 176

Proben einen guten Eindruck fur die Veradnderungen des Vorliegens von ADAM-Proteasen
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bei parodontal erkrankten Patientinnen geben und somit als Pilotstudie fiir weitere Untersu-
chungen in dem Bereich dienen. Die Anzahl des Patientinnenkollektives reichte ebenso aus
um erste Erkenntnisse der Regulationsmechanismen der untersuchten ADAM-Proteasen un-
tereinander und im Zusammenhang mit den Stadien und Graden der Parodontitis aufzuzeigen.
Um eine mogliche therapeutische Relevanz zu erreichen, misste jedoch die Anzahl an Patien-

tinnen vergrolert werden.

5.2 Prifmaterialien

Um die Auswirkungen und Zusammenhange von ADAM-Proteasen mit parodontalen Erkran-
kungen darzustellen, eignet sich die Sulkusflissigkeit im Vergleich zu bspw. Gewebeproben
sehr gut, da zum einen die Abnahme gut in den Arbeitsalltag zu integrieren ist und somit auch
keinen enormen Mehraufwand fiir Patientinnen und Behandlerinnen darstellt und auflerdem
noch mit einer geringen Invasivitét einhergeht. Es lassen sich hieriiber sehr gut entzlndliche
Ereignisse Uber die Expression und Zusammensetzung von bspw. Enzymen, Zytokinen, Che-
mokinen oder zelluldren Bestandteilen qualitativ und quantitativ nachweisen [60]. Die Pro-
benabnahme der Sulkusflissigkeit wurde mittels Papierspitzen durchgefiihrt. Alternativ kann
Sulkusflissigkeit mittels Pipettieren aus dem Sulkus entnommen werden. Dieses Prinzip ist
anspruchsvoller in der Umsetzung und birgt auch eine grofRere Gefahr, Traumata in der
Schleimhaut hervorzurufen und somit die Ergebnisse zu verfalschen. Es gibt auch die Mdg-
lichkeit, Gber Spulung des Sulkus mittels isotoner Lésungen Bestandteile herauszulésen und
zu analysieren. Diese Technik wurde jedoch nicht verwendet, da hierliber keine genaue An-
gabe uber die Menge des gewonnenen Sulkusfluids moglich gewesen ware [51]. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ist, dass man Poolproben aus unterschiedlichen Regionen des Zahnes
sammeln kann und aufgrund der L&nge der Papierspitzen auch in tiefere Regionen unterhalb
des Zahnfleisches gelangen kann, ohne Verletzungen der Schleimhaut zu riskieren. Die
Durchfiihrung der Abnahme und Lagerung der Proben erfolgte durch zuvor instruierte Zahn-
medizinstudenten aus dem klinischen Abschnitt des Studiums und trainiertes zahnmedizini-
sches Personal. Die Probenentnahme und Lagerung geschah nach einem festgelegten Proto-
koll (7.4 Probenverarbeitungsschema), so dass durch dieses VVorgehen eine standardisierte und
gleichbleibende Qualitat der Proben erzielt werden konnte.

Die Proben wurden pseudonymisiert an die Arbeitsgruppe von Jun.-Prof. Dr. rer. nat. Daniela
Yildiz weitergegeben, sodass keine personenbezogene Datenerfassung oder —weitergabe er-

folgte. Die Proben wurden fortlaufend nummeriert, sodass im Falle einer Einwilligungsrick-
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nahme der Patientinn Uber die Mitteilung des Entnahmetags sowie Probennummer alle Pro-
ben vernichtet und Versuchsdaten unter Wahrnehmung der Patientinnenanonymitét geloscht
werden konnten und weiterhin kénnen. Die Parodontitis wurde in Stadien und Grade einge-
teilt und nicht nur anhand der Sondierungstiefen parodontal beurteilt, wie es in zahlreichen
Studien getan wird, da zusétzlich zu der Sondierungstiefe auch bspw. der CAL, rontgenologi-
scher Knochenabbau oder auch Zahnverlust fiir den Verlauf von Parodontopathien entschei-
dend sind. Durch die so erhobenen klinischen Parameter kdnnen akute und noch nicht réntge-
nologisch aufféllige Erkrankungen sowie bereits abgelaufen und/oder anhaltend mit radiolo-
gischen Knochenabbau verbundene Erkrankungen systematisch erfasst werden. Durch die
strikte Adhérenz an diese neuen Richtlinien ist eine gute Vergleichbarkeit der Studie mit an-

deren Studien und Patientinnenkollektiven moglich.
5.3 Methodik

5.3.1 Elektrophorese/Westernblot
Der Westernblot inkl. der zunéchst durchgefuhrten Gelelektrophorese zum Auftrennen von
Proteinen nach ihrer GréRe und Ladung ist eine Standardmethode in der molekularbiologi-
schen und medizinischen Forschung und Diagnostik zum Analysieren von Proteinproben. Die
Mehrfachdetektion aus dem geringen Probenvolumen heraus ware prinzipiell auch mit einem
sequentiellen ELISA, d.h. einem sequentiellen Transfer der Probe auf verschiedene ELISA-
Platten mdglich. Der Westernblot hat sich trotz des héheren Zeitaufwands fiir diese Studie
jedoch aus zwei Griinden als geeignetere Methode erwiesen. Zum einen erlaubt der Western-
blot die Detektion verschiedener Proteinformen der ADAM-Proteasen, wéhrend der ELISA
nur eine quantitative Aussage ermdglicht. Zum anderen enthalten die Zellaufschlusslésungen
zahlreiche Detergenzien, welche die Detektion im ELISA erschweren. Bei der Mehrfachver-
wendung der Membranen (stripping) muss man jedoch beachten, dass die gebundene Menge
an Proteinen reduziert wird. Auflerdem kann es durch nicht komplett abgeldste Antikorper-
bindungen zu unspezifischen Banden bei der Anschlussinkubation und Nachweis kommen.
Um hierdurch verursachte Fehler auszuschliel3en, wurden die Inkubationsreihenfolgen dauer-
haft variiert und gepriift, so dass hier eine Verfalschung der Ergebnisse durch einen Ubertrag

aus vorherigen Entwicklungen ausgeschlossen werden kann.
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5.3.2 Aktivitatsmessungen
Die ,,proteolytic activity martrix analysis* wird fiir die Bestimmung der Aktivitat von Me-
talloproteinasen in komplexen biologischen Proben verwendet [83]. Diese Methodik wurde
bereits in friheren Studien zur Bestimmung in Flussigkeiten, wie der bronchalveolédren Lava-
ge [24] oder Speichelproben [69], erfolgreich eingesetzt und entsprechend fur die vorliegende
Studie adaptiert. Durch das direkte Aliquotieren der Proben wurde eine Verfélschung der

Messergebnisse durch mehrfache Auftau-Einfrier-Prozesse vermieden.

5.4 Einordnung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Hintergrund und weiter-
flhrende Experimente

Die vorliegende Studie zeigt eine Tendenz der Zunahme der Gesamtproteinmenge im Sulkus-
fluid bei parodontal erkrankten Patientinnen im Vergleich zu parodontal gesunden PatientIn-
nen. Die Zunahme der Gesamtproteinmenge im Sulkusfluid bei entzlndlichen Erkrankungen
im Parodont wurde bereits in friheren Studien nachgewiesen [70,88]. Somit kann bereits die
Bestimmung der Hohe der Gesamtproteinmenge ein gutes erstes Anzeichen fir das Ausmal
einer Entzindung im Parodont geben.

Die angefertigten Westernblots haben gezeigt, dass mit Zunahme des Stadiums und Grades
der Parodontitis ADAMBS in seiner maturen- sowie pro-Form vermehrt exprimiert wird, wobei
auch die remnant-Form im Vergleich zu parodontal gesunden vermehrt aufzufinden ist
(Abbildung 13, A-C). Andererseits liel sich bei ADAM10 und -17 eine Tendenz der Abnah-
me der pro- und mature-Form nachweisen, wobei die pro-Form von ADAM10 doch entspre-
chend signifikant abnahm (Abbildung 15, A-B; Abbildung 17, A-B). Es konnte gezeigt wer-
den, dass ADAMS in der Lage ist, eine losliche extrazellulare Form von ADAM10 und
ADAML1Y7 freizusetzen, welche ebenfalls proteolytische Aktivitaten austiben (Abbildung 20)
[105]. Zusétzlich zu der tendenziellen Abnahme der Proteinformen konnten im Westernblot
zusétzliche Fragmente detektiert werden. Hierbei konnte es sich um unspezifische Antikor-
perbindungen durch andere Bestandteile des Sulkusfluid handeln. Da diese jedoch nicht in
den Proben parodontal gesunder Patientinnen detektiert werden konnten, liegt der Schluss
nahe, dass es sich hierbei um remnant Formen handelt, welche nach Abspaltungen der extra-
zelluldren Domane zuriickbleiben. Des Weiteren kdnnte es sich um Degradationsprodukte
nach Internalisierung der Proteasen handeln (Abbildung 15, D-E). Die Untersuchungen zur
Prasenz von GAPDH im Sulkusfluid als Mal} zellul&rer Bestandteile haben jedoch gezeigt,

dass es sich hierbei nicht direkt um zellulare Bestandteile, sondern eher um vesikelassoziier-
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tes Vorliegen der Proteasen handeln kdnnte (Abbildung 18). Es wurde bereits in vorherigen
Studien beschrieben, dass ADAM8, ADAM10 und ADAML17 auf extrazellularen Vesikeln
und insbesondere Exosomen freigesetzt werden [3,10,52].

ADAMI10 ADAM10/17 ADAM17
e.g. N-Cadherin e.g. EGF e.g. TNFa
VE-Cadherin Notch TNFR
Ephrins APP VCAM-1 SAPP
Betacellulin IL-6R Amphiregulin PCPE-1
Des 2 Prp HB-EGF Fibronectin

Cystatin-C
sCdh2

A
L3 ‘ 4 ’

.\"’ |
' =

PRI RRARRARAR !ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁffﬁ AR AR I TR

L44841 88884 LLLL4GHALELLLL884LL81 LLLLLLLLLLLEELELLE
=

ADAM10/17 ADAMI10/17 ADAM9/15/8

Abbildung 20 ADAMS8 abhéangige Freisetzung von ADAM10 und -17 Ectodoméane [105]:

ADAMS ist in der Lage ADAM10 und -17 zu schneiden. Hierbei zeigt sich, dass wiederum membrangebundene
ADAMI10 und -17 im Gegensatz zu der Igslichen geschnittenen Variante SADAM10 und SADAML17 unter-
schiedliche Substratepools besitzen.

Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitdt von ADAMS in den verschiedenen Stadien
und Graden der Parodontitis unterstiitzte die Ergebnisse, welche sich aus den Westernblot
ergaben. Hier zeigte sich ebenfalls eine Erhohung der Aktivitait von ADAMS bei Erhéhung
des Stadiums und Grades von parodontal erkrankten Patientinnen (Abbildung 19). Dies steht
im Einklang mit einer vorherigen Studie, in welcher die proteolytische Aktivitat im Speichel
untersucht wurde [69]. Um nun eine moégliche Freisetzung von ADAM10 und ADAM17 als
I6sliche Formen zu prifen, sollte diese Aktivitdtsmessungen ebenfalls fir ADAM10 und
ADAML17 durchgefiihrt werden.

Eine Erh6hung des ADAMS8-Proteinvorkommens bei chronischen Parodontitispatientlnnen
im Vergleich zu parodontal gesunden Patientinnen in Speichel und GCF konnte bereits in
vorherigen Studien gezeigt werden [35,61,85]. Human gingival epithelia cells (HEGCs) aus
Gewebeproben parodontal erkrankter Patientinnen wiesen eine Erhdhung der mRNA Expres-
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sion von ADAMBS auf, welche durch Infektion mit Fusobacterium nucleatum gesteigert wurde
[9]. In diesen vorherigen Studien erfolgte jedoch keine genauere Einteilung der parodontal
Erkrankten in Stadien oder Grade, so dass keine Hinweise auf ein mdglicherweise diagnosti-
sches/prognostisches Potential gewonnen werden konnten. Des Weiteren erfolgte kein syste-
matischer Vergleich der untersuchten Proteasen sowie eine Beachtung von Ergebnisverfél-
schungen durch systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Lebererkrankungen oder auch Tabakkonsum. Diese Erkrankungen, die in den
vorherigen Studien nicht ausgeschlossen wurden, konnen zusatzlich die Expression der
ADAM-Proteasen beeinflussen (3.1 Patientlnnen) [67].

Um diesen Aspekt ndher zu beleuchten, sollten Zellkulturversuche mit oralen Keratinozyten
sowie an weiteren pathogen beteiligten Entziindungszellen durchgefiihrt werden, um a) die
Herkunft der Protease im Sulkusfluid, b) die Freisetzungsform und c) die biologische Rele-
vanz naher zu bestimmen. Hierbei sollte ein Vergleich flr die Stimulation mit verschiedenen
Zytokinen wie TNF-a, INF-y, 1I-1p, da diese eine zentrale Rolle im Zytokinnetzwerk der Pa-
rodontitis darstellen [91], und mit parodontal pathogenen Keimen wie Porphyromonas gingi-
valis erfolgen. Des Weiteren sind diese in vitro-Untersuchungen essentiell, um die biologi-
sche Relevanz der Befunde néher zu beleuchten. Matrixmetalloproteinasen (MMP), wie z.B.
MMP-8 und -9, haben einen grofRen Einfluss auf die Integritit des parodontalen Gewebes
[58,79]. Eine verstarkte Expression von MMP9 durch ADAMS wurde in friiheren Studien aus
Gewebeproben von an Glioblastom erkrankten Patientinnen gezeigt [104]. Auch wurden so-
wohl erhéhte MMP-8 und -9 als auch ADAM8 Werte bei an akuten Lungenversagen erkrank-
ten Patientinnen beschrieben [24]. Bereits in friheren Studien, war der parodontal pathogene
Keime Porphyromonas gingivalis in der Lage unter anderem MMP9 vermehrt freizusetzen
[29]. Auch konnte bereits gezeigt werden, eine Hemmung von MMP9 zu geringerem alveolé-
ren Knochenverlust fiihrt [99]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass neutrophile Granulozy-
ten, welche eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Parodontitis spielen, auch eine grol3e
Bedeutung bei der Freisetzung von MMP9 haben, welches durch ADAMS8 gehemmt werden
kann [1]. Dieser Zusammenhang zwischen MMPs und ADAM-Proteasen sollte in weiterfih-
renden Studien n&her beleuchtet werden, um ein noch besseres Verstandnis des Gewebeum-
baus und letzten Endes somit einer gezielten und erfolgreichen Therapie zu gewinnen. Ein
maoglicher therapeutischer Ansatz wére beispielsweise die Verwendung eines Inhibitors gegen

ADAMS in Form einer Zahnpasta und die Untersuchung einer méglichen Verbesserung des
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Erkrankungsbildes. Generell wére es sinnvoll, Patientinnen, die an Parodontitis leiden, syste-
matisch von der Befundung, Uber die Behandlung, bis hin zu den Nachkontrollen unter wie-
derholenden Abnahmen und Verarbeitungen der Sulkusflissigkeit zu begleiten, um so Effekte
der Parodontitistherapie auf die Expression von ADAM-Proteasen zu verfolgen. Bei den in
dieser Studie vorliegenden Proben handelt es sich immer nur um Momentaufnahmen. Des
Weiteren konnten die Level an Expression von ADAM-Proteasen als eine Art Entziindungs-
marker gesehen werden, um das Fortschreiten der Erkrankung friihzeitig zu erkennen und
vorherzusagen, bevor es bereits zu Gewebeverlust wie Knochenabbau gekommen ist. Da
ADAM-Proteasen und die Parodontitis, wie bereits in dem Material- und Methodenteil (3.1
Patientlnnen) beschrieben auch Auswirkungen auf den gesamten Organismus haben, kdnnten
innovative Therapien, die auf die effiziente Behandlung der Parodontitis ausgelegt sind, auch
Begleiterkrankungen wie Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems und/oder Diabetes melli-

tus minimieren.
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7 Anhang
7.1 Materiallisten

7.1.1 ADAM-Lysepuffer
5 mM Tris-HCI
1 mM EGTA
250 mM Saccharose
0,1 % (w/v) SDS
1 % TritonX-100
1 x Complete
1 mM Na3Vv0O4
1 mM PMSF

10 mM 1,10-Phenanthrolin

7.1.2 Laemmli-puffer

8% SDS 8¢

120mM Tris pH6,8 (1M) 12ml
0,01% Bromphenolblau 10mg
20% Glycerin 25,29

H.0O

Auf 100ml auffillen

Fir 2xLaemmli: 900pl Laemmli-puffer + 100ul B-mercaptoethanol

Far 5xLaemmli: 900ul Laemmli-puffer + 125ul B-mercaptoethanol

7.1.3BCA

BCA-Prot.Assay Reagenz A
BCA-Prot.Assay Reagenz B
Albumin Standard-Ampullen, 2mg/ml

5ul Probe
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7.1.4 Westernblot

7141 Gele
Trenngel 8%
1. 4x TG- Puffer 2,5ml
2.40% Aa 29:1 2,0ml
3. H20 5,41ml
4.10% APS 75ul
5. TEMED 15ul
Summe 10ml
Sammelgel 4%
1.4xSG- Puffer 1,25ml
2. 40% Acrylamid 29:1 0,50ml
3. H20 3,21ml
4.10% APS 37,5
5. TEMED 7,5 ul
Summe 5ml

7.1.4.2  Antikorper

Name Firma Bestellnummer | Lagertemperatur | Host
Human R&D Sys- | AF1031 -20°C goat
ADAMS Ec- | tems

todomain An-

tibody

Anti-ADAM | Chemicon | AB19026 -20°C rabbit

10 c-terminus

Anti-ADAM Chemicon | AB19027 -20°C rabbit
17 Antibody
GAPDH Santa Cruz | sc-25778 4°C rabbit
Biotechno-
logy
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7.1.43 Marker
Fisher BioReagents™ EZ-Run™
7.1.4.4 Kontrollen
Positivkontrolle: A549 ADAMBS transfizierte Zellen
Negativkontrolle: A549 nicht beladenen Zellen
7.1.45 Puffer
Trenngel-puffer

Trenngel-puffer 400ml pH8,8 with HCL
1,5 M Tris 73,89
0,4% SDS 1,69
H20 auf 400ml auffillen
Sammelgel-puffer
Sammelgel-puffer 240ml pH6,8 with HCL
0,5M Tris 14,79
0,4% SDS 0,969
H20 auf 240ml auffullen
10%SDS
10xSDS Electrophoresis-buffer 1l pH 8,3 with HCL
250mM Tris 30g
1,92M Glycin 144q
1% SDS 10g
H20 auf 11 auffillen
10xTBS
10x TBS 1L pH 7,5 with HCL
500mM Tris 60,59
1,5M NaCl 87,69
H20 auf 11 auffillen

Blotting-puffer

Blot-buffer 1l
100% Methanol 200 ml
10xSDS 100 mi
H20 700 ml
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50%BSA
5% BSA
BSA 5g
1XTBS 100ml
8%NaNs (final 0,05%) 625ul
8%NaNs3
NaN3 8¢
H20 100ml
10xTBS
10x TBS 1L pH 7,5 with HCL
500mM Tris 60,59
1,5M NaCl 87,69
Stripping-puffer
Stripping-puffer
Tris-HCL 1M 0,125ml
IXTBS 1l
SDS 10% 10ml
-Mecaptoethanol 350ul
H20 36,525ml
5% Magermilch
5% Magermilch in 1XTBS 1L pH 7,5 with HCL
Magermilchpulver 509
1XTBS 1l
10xTween in TBS
Tween-20 20g
1XTBS 200ml
7.2 PrAMA
Stock FRET-Polypeptid Substrate (10mM DMSO, stored at -20°C, obtained from Bi-
oZyme Inc, Apex, NC)

o PEPDab013 (Dabcyl-HGDQMAQKSK (5FAM)-NH,)
Aktivitats-Puffer: 1 mM ZnCl,, 20 mM Tris (pH 8.0), 10 mM CacCl,, 150 mM NaCl,
0,0006% Brij-3
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7.3 Datenblatter

7.3.1 Einwilligungserklarung Gemeinschaftspraxis/Klinik

7.3.1.1 Gemeinschaftspraxis

C

DrubsnciraBs 6 . D-BE7ET Wadgascan

L
Crsberwinalle 5, 567ET ‘Wistpnsan

Einwilligungserkldrung
Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung von parodontalen Erkrankungen

Hiermit mdchte ich mit der Zurverfigungstellung wom Sulkusfluid als menschlichem
Untersuchungsmaterial die ocben erwshnte Grundlagenforschung unterstitzen. Meine
Einwiligung, an diesem Forschungsvorhaben als  Spender won  menschlichem
Untersuchungsmaterial teilzunehmen, erfolgt freiwilig. Durch die Untersuchung dieses
Materials werde ich nicht zusaizlich belastet. Ich weil, dass ich jederzeit ohne Angaben von
Grinden meine Zusage zurickziehen kann und mir daraus keine Machteile entstehen.

= lch bin von Fraw' Hermn uber Wesen, Bedeutung und Tragweite der
Studie sowie die sich fir mich daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart worden. Ich
habe dariiber hinaus den Text der Patientenaufkl&rung und dieser Einwilligungserkl&rung
gelesen.

= Ich hatte susreichend Zeit. Fragen zu stellen und mich zu entscheiden. Aufgetretene
Fragen wurden mir von der Studienarztinfvom Studienarzt beantwortet.

= lch weill, dass ich meine freiwillige Mitwirkung jederzeit beenden kann. ohne dass mir
daraus Machteilz entstehen.

lch erklare mich beresit. an der Studie teilzunehmen.

1. Ich wilige =in, dass personenbezogene Daten dber mich, wie in der Informationsschrift
beschrieben, erhoben und in Papierform sowie auf elektronischen Datentrégem sufgezeichnet
werden.

Soweit erforderich, dirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschlisselt) weitergegeben
werden:

&) an Jun.-Prof. Dr. rer. nat. Daniela Yildiz

2. Zur Kontrolle der Datendbermittlung willige ich dazu ein, dass dies durch einen angehenden
Zahnmediziner geschieht Zu diesem Fweck enthinde ich die mich behandelnden Arzte won der
arztlichen Schweigepflicht.

lzh bin daraber aufgeklart worden, dass ich meine Einwilligung jederzeit widerrufen kann. Im Falle
des Widerrufs werden keine weiteren Daten mehr erhoben. Ich kann in diesem Fall die Lischung
der Daten verlangen.
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Kontsktdaten des behandelnden Arzies:

[Mame wund Vorname in Druckschrift)

Grubenstralle 5§, D-86787 Wadgaszen

062 43/42304

lch willige in die Verarbeitung der genannten Daten ein.

Ein Exemplar der Informationsschrft und der Einwilligungserkl&rung habe ich erhaklen. Ein
Exemplar verbleibt in der zahnarztlichen Gemeinschaftspraxis Reinstadtler und Hekior.

Unterschrift des Teilnehmers/der Teilnehmerin

[Mame wnd Vormame in Druckschnft)

[Diatumn) (Unterschrift)

Erklrung und Unterschrift des sufkliranden Arztes/der sufidérenden Arztin

lch habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung eingehaolt.

{Mame wnd Vormame in Druckschnft)

[Diatumn) {(Unterschrift)
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7.3.1.2 Klinik

Zantrumilr Zahn- Kund- un ferhalii unde ’
[
K
Hlinik
Zahnerha 0. Parodontologie und Praventive Zahnhe de
Direkctor: Prof. Dr. med. dent. Matinlae Hannig
U Pl fur
¥ und i Gt T3, D882 Homturg Debdude T2

Einwilligungserkldrung
Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung von parcodontalen Erkrankungen

Hiermit maéchie ich mit der Zurverfigungstellung wom Sulkusfluid als menschlichem
Untersuchungsmaterial die oben erwshnte Grundlagenforschung unterstitzen. Meine
Einwiligung, am diesem Forschungsvorhaben als Spender won  menschlichem
Untersuchungsmaterial teilzunehmen, erfolgt freiwilig. Durch die Untersuchung dieses
Materials werde ich nicht zusatzlich belastet. Ich weil, dass ich jederzeit chne Angaben von
Grinden meine Zusage zurickziehen kann wund mir daraus keine Machizile entstehen.

= lch bin von Fraw' Hermn uber Wesen, Bedeutung und Tragweite der
Studie sowie die sich fir mich daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart worden. Ich
habe dariber hinaus den Text der Patientenaufklérung und dieser Einwilligungserkl&rung
gelesen.

= lch hatte susreichend Zeit. Fragen zu stellen und mich zu entscheiden. Aufgetretene
Fragen wurden mir won der Studienarztinfvom Studienarzt beantwortet.

= lch weil, dass ich meine frefwillige Mitwirkung jederzeit beenden kann, ohne dass mir
daraus Machieilz entstehen.

Ich erklare mich bereit. an der Studie teilzunehmen.

1. lch wilige =in, dass personenbezogene Daten dber mich, wie in der Informationsschrift
beschrieben, erhoben und in Papierform sowie auf elektronischen Datentrégem asufgezeichnet
werden.

Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschlisselt) weitergegeben
werden:

a) an Jun.-Prof. Dr. rer. nat. Daniela Yildiz

2. Zur Kontrolle der Datenubermittlung wilige ich dazu ein, dass dies durch einen angehenden
Zahnmediziner geschicht. Zu diesem Zweck entbinde ich die mich behandelnden Arzte won der
arztlichen Schweigepflicht.

Izh bin dardober aufgeklart worden, dass ich meine Einwilligung jederzeit widerrufen kann. Im Falle
des Widerrufs werden keine weiteren Daten mehr erhoben. Ich kann in diesem Fall die Léschung
der Daten verlangen.
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Kontaktdaten des behandelnden Arztes:

{Mame und Vormname in Druckschnift)

Eirrberger Strasse Gebaude 73, D-68421 Homburgl Saar

053411624064

lch willige in die Verarbeitung der genannten Daten ein.

Ein Exemplar der Informationsschrift und der Einwilligungserklarung habe ich erhaklten. Ein
Exemplar werbleibt in der Klinik for Zshnerhalfung., Parodontologie und préventive
Zahnheilkunde {Gebiuwde 73).

Unterschrift des Teilnehmers/der Teilnehmerin

[Mame und Vorname in Druckschrift)

[Datumm} (Unterschrift)

Erkl&rung und Unterschrift des sufkl&renden Arztesider sufidérenden Arztin

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Eimwilligung eingeholt.

{Mame und Worname in Druckschnift)

[Datum} {Unterschrift)
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7.3.2 Patienteninformationen Gemeinschaftspraxis/Klinik

7.3.2.1  Gemeinschaftspraxis

Grubsnciabs 6 D-BETET Wadgacoan
L
Cratarainalle 5, S5TET Wikyinsen

Patienteninformation
Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung von parodontalen Erkrankungen

Entzindungen sind notwendige Abwehrreaktionen gegen in den Korper eingedrungene
krankheitserreger, wie z.B. Wiren und Bakierien. Eine zu starke und insbesondere andauarnde

— Entzindung kann zu dauerhaften Schaden des Gewebes fihren, wie sie beispielsweise im Juge von
Entzindungen des Zshnhalteapparats kommt. Hierbei kann es zur Bildung von Zahnfleischtaschen und
krnochenabbau kommen.

In der Arbeitsgruppe won Frau Yildiz werden grundlegende Mechanismen der Entzindungsregulation
durch ADAM Proteasen untersucht. Dabei handelt es sich um Metalloproteinasen, die zum einen
Botenstoffe der Entzindung freisetzen, zum anderen sber auch an der Zerstorung des umbiegenden
Gewebes beteiligt sind. Metalloproteinasen sind Enzyme, welche in ihrem strukturellen Awfbau positiv
geladene Metalionen sufweisen. In Zusammenarbeit mit der Klinik for Zahnerhaltung, Perodontologie
und praventive Zehnheilkunde und der zshnarztlichen Gemeinschaftspraxis Reinstadiler und Hektor soll
die Beteiligung der ADAM Proteasen am Entzindungsprozess bei parcdontalen Erkrankungen untersucht
werden. Mechanistische Untersuchungen kinnen im Reagenzglas erfolgen. Dies dient dazu
herauszufinden, welche Interaktionen von Komponenten in einem System ein bestimmtes Phanomen
hervorruft. Fir die Uberpriffung der klinischen Bedeutung ist es jedoch essentiell, durch Verwendung der
Sulkusflissigksit. welches ein wom Zahnfleisch und dem Zshnhalteapparat im der Zahnfleischrinne
gebildetes Exsudat darstellt, 8) die Arf, Menge und Form der vorhandensn Metalloproteinasen zu
untersuchen und b) Medistoren [Botenstoffe) zu entdecken, die durch ihre Aktivitdt in parodontslen
Erkrankungen freigesetzt werden.

Zu diesemn Zwecke werden fur eine Studie zur Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung won
parodontalen Erkrankungen Patient{inn)en fir die Entnahme von Sulkusfiuid (Sulkusflissigkeit) gesucht.
Im Rehmen der Studie werden won den Patientiinnjen das Alter, Geschlecht, und das Stadium der
FParodoniitis erfasst. Da eine Beeinflussung parodontaler Erkrankungen durch andere entziindliche und
chronische Erkrankungen nicht ausgeschlossen werden kann, werden zusatzlich Angaben zu skuten und
chronischen Erkrankungen der Lumge. kardiovaskularen Erkrankungen, Diabetes mellitus und
hepatischen Erkrankungen saufgezeichmet. Das Einbringen der Papierspitzen zur Entnahme won
Sulkusflissigkeit kinnte eine leichte Blutung induzieren und ein voribergehendes Druckgefihl auslisen.
Auch eine Verschleppung von Keimen aus cherfléchlichen in tiefer gelegene Regionen ware maglich. Die
Probengewinnung erfolgt  entsprechend der in der Routineuntersuchung  durchgefohrien
Taschensondierung, sodass kein erhdhtes Risiko fir die Proband{inn)en entsteht.

Die Proben werden von derfdem Sulkusfiuid gewinnenden Zahnarztin/ Zahnarzt pseudonymisiert an die
Arbeitsgruppe von Frau Yildiz weitergegeben, d.h. es erfolgt keine personenbezogens Datenerfassung
oder Datenweitergabe. Dies gilt gleichermaiten fir die aus Rontgenaufnahmen gewonnensn Daten. Die
Rantgenaufnahmen werden nur bei voriegender medizinischer Indikation gewonnen und nicht extra aus
Studiengrinden, sodass keine zusatzliche Strahlenbelastung fur die Patient(inn)en entsteht. Die Proben
werden fortlaufend nummeriert Der Ansprechpariner ist immer, z.B. im Falle der jederzeit maglichen
Einwilligungsricknahme. die Zahnarztin/ der Zahnarzt, sodass dber die Miteilung des Eninehmetags
sowie die Probennummer slle Proben wernichtet und ‘Versuchsdaten wnter Wahrnehmung der
Patientenanonymitit gelischt werden konnen.
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Datenschutz
# Rechtsgrundlage fir die Datenverarbeitung ist lhre freiwillige Einwilligung (Art. & Abs. 1 Buchst. )
DEGEWVO).

Die Daten werden zu jeder Zeit veriraulich behandelt Die Daten werden in pseudonymisierter Form an
den Initistor der Sfudie, Jun-Prof. Dr. rer. nat. Daniela Yikdiz zum Zweck der wissenschaftlichen
Auswertung weitergeleitet Zugrff suf die perscnenbezogenen Daten haben nur die zustandigen
Personen im jeweiligen Studienzentrum (Klinik fir Zshnerhaliung. Parcdontologie wnd praventive
Zahnheilkunde {Gebiude 73) oder zahnarziliche Gemeinschafispraxis Reinstadtler und Hekior).

Pseudonymisieren bedeutet, dass die personenbezogenen Daten wie der Name und das Geburisdatum
ohne Hinzubeziehung einer Liste nicht mehr einer konkreten Person zugeordnet werden konnen. Die
personenbezogenen Daten werden durch einen Nummem- und Buchstabencode ersetzt; die Angabe des
Geburtsdatums wird suf das Geburtsjahr beschrénkt. In der Praxis ist eine Liste hinterlegt, auf der die
Mamen den Mummerm- und Buchstabencodes zugeordnet sind. Diese Liste wird in der Praxis gesondert
aufbewshrt und unteriegt dort technischen und organisatorischen Malnahmen, die gewahrieisten, dass
die personenbezogenen Daten lhnen durch wunbefugte Personen nicht zugeordnet werden kannen. Eine
Entschliisselung erfolgt nur bei Widerruf der Einwilligungserklarung.

Die Daten und Proben werden nicht nach Beendigung oder Abbruch der Studie sufoewshrt. Sie sind
gegen unbefugten Zugriff gesichert. Sie werden geldscht, wenn sie nicht mehr benotigt werden.

Zustindige und zur Verschwiegenheit verpflichtete Mitarbeiter des Initiators der Studie konmen, auch
nachdem slle relevanten Daten bereits dbermittelt wurden, Einsicht in die in der Praxis vorhandensn
Behandlungsuntarlagen nehmen, um die Datendberiragung zu Oberprifen. Durch lhre Unterschrift
entbinden Sie zu diesem Zweck [hre Arzte von der &rztlichen Schweigepflicht.

Sind mit der Datenwverarbeitung Risiken verbunden?

Bei jeder Erhebung, Speicherung, Mutzung und Ubermittiung von Daten bestehen Vertrawlichkeitsrisiken
(z.B. die Maoglichkeit, die betreffande Person zu identifizieren). Diese Risiken lassen sich nicht vollig
ausschlielen und steigen, je mehr Daten miteinander verknidpft werden kinnen. Der Iniistor der Studie
wvarsichert Ihnen, slles nach dem Stand der Technik Magliche zum Schutz lhrer Privatsphare zu tun und
Daten nur an Stellen weiterzugeben, die =in geeignetes Datenschutzkonzept vorweisen kénnen.
Medizinische Risiken sind mit der Datenverarbeitung nicht verbunden.

Kanmn ich meine Einwilligung widerrufen?®

Sie konnen lhre jeweilige Einwilligung jederzeit ohne Angsbe won Grinden schnfifich cder mindlich
widerrufen, ohne dass lhnen daraus ein Machteil entsteht. Wenn Sie lhre Einwilligung widerrufen, werden
keine weiteren Daten mehr erhoben. Die bis zum Widerruf erfolgte Datenverarbeitung bleibt jedoch
rechimalig.

Sie kinnen im Fall des Widerrufs auch die Laschung lhrer Daten verlangen.

fe 2 wom 2
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Welche weiteren Rechte habe ich bezogen auf den Datenschutz®

Sie haben das Recht wvom Verantworlichen Auskunft dber die won  lhnen  gespeicherten
personenbezogenen Daten (einschliellich der kostenlosen Uberlassung einer Kopie der Daten) zu
wverlangen. Ebenfalls kdnnen Sie die Berichtigung wunzutreffender Daten sowie gegebenenfalls eine

Ubertragung der von |hnen zur Verfiigung gestellten Daten und die Einschrénkung ihrer WVerarbeitung
wverlangen.

Bitte wenden Sie sich im Regelfall an das Prifzentrum, denn allein das Prifzentrum kann aufgrund des
Pseudonymisierungsprozesses vollumfanglich auf lhre Daten zugreifen bzw. entsprechende Auskinfie
geben.

Sie haben ein Beschwerderecht bei jeder Awfsichisbehorde fir den Datenschuiz. Eine Liste der
Aufsichisbehorden in Deutschland finden Sie unter

https:fwww bfdi. bund de/DE/Infothek/Anschriften_Links/anschriften_links-node. himl
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7.3.22 Klinik

Un Kk fur Gyl s 7% D824 Hoeritarn
I e I Chidiarte T3, UAE4Z1 Horasung BabBuds T, D606 Hombueg

Patienteninformation
Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung von parodontalen Erkrankungen

Entzindungen sind notwendige Abwehrreaktionen gegen in den Korper eingedrungens
kKrankheitserreger, wie z.B. Viren wnd Bskierien. Eine zu starke und insbesondere andauernde
Entzindung kann zu dauerhaften Schaden des Gewebes fihren, wie sie beispielsweise im Zuge wvon
Entziindungen des Zshnhalteapparets kommt. Hierbei kann es zur Bildung von Zshnfleischtaschen und

Knechenabbau kommen.

In der Arbeitsgruppe von Frau Yildiz werden grundlegende Mechanismen der Entzindungsregulation
durch ADAM Proteasen umtersucht. Dabei handelt es sich um Metsalloproteinasen, die zum einen
Botenstoffe der Entzindung freisetzen, zum anderen aber auch an der Zerstdrung des umliegenden
Gewebes beteiligt sind. Metalloproteinasen sind Enzyme, welche in ihrem strukturellen Aufbau positiv
geladene Metslionen aufweisen. In Zusammenarbeit mit der Klinik for Zshnerhaltung, Farodontologie
und préaventive Zshnheilkunde und der zshnarztlichen Gemeinschaftspraxis Reinstadter und Hektor soll
die Beteiligung der ADAM Froteasen am Entziindungsprozess bei parodontalen Erkrankungan untersucht
werden. Mechanistische Untersuchungen konnem im Reagenzglas erfolgen. Dies dient dazu
herauszufinden, welche Interaktionen wvon Komponenten in einem System ein bestimmies Phénomen
hervorruft. Fir die Ubenpriifung der klinischen Bedeutung ist es jedoch essentiell, durch Verwendung der
Sulkusflissigkeit. welches ein vom Zahnfleisch und dem Zahnhalteapparat in der Zshnfleischrinne
gebildetes Exsudat darstelit, a) die Art, Menge und Form der vorhandensn Metslloproteinasen zu
untersuchen und b) Mediatoren [Botenstoffe) zu entdecken, die durch ithre Aktivitat in parodontalen
Erkrankungen freigesetzt werden.

Zu diesemn Zwecke werden fir eine Studie zur Rolle von Metalloproteinasen bei der Beurteilung von
parodontalen Erkrankungen Patient{inn)en fir die Entnahme von Sulkusfluid (Sulkusfliissighkeit) gesucht.
Im Rehmen der Studie werden wvon den Patientiinnjen das Alter, Geschlecht, und das Stadium der
Parodontitis erfasst. Da eine Beeinflussung parcdontsler Erkrankungen durch andere enizindliche und
chronische Erkrankungen nicht ausgeschlossen werden kann, werden zusétzlich Angaben zu akuten und
chronischen Erkrankungen der Lunge., kardiowaskularen Erkrankungen, Diabetes mellitus und
hepatischen Erkrankungen saufgezeichmet. Das Einbringen der Papierspitzen zur Entnahme wvon
Sulkusflissigkeit kinnte eine leichte Blutung induzieran und ein voribergehendes Druckgefihl auslisan.
Auch eine Verschleppung won Keimen aus oberfldchlichen in tiefer gelegene Regionen ware moglich. Die
Frobengewinnung  erfolgt  enfsprechend der in der Routineuntersuchung  durchgefihrien
Taschensondierung, sodass kein erhidhtes Risiko fir die Proband{inn)en entsteht.

Die Proben werden von derfdem Sulkusfluid gewinnenden Zshnarztin/ Zahnarzt pseudonymisiert an die
Arbeitsgruppe won Frau Yildiz weitergegeben, d.h. es erfoigt keine personenbezogens Datenerfassung
oder Datenweitergabe. Dies gilt gleichermaien fir die aus Rontgenaufnahmen gewonnenen Daten. Die
Rantgensufnahmen werden nur bei voriegender medizinischer Indikation gewonnen und nicht extra aus
Studiengrinden, sodass keine zusatzliche Strahlenbelastung for die Patient(inn)en entsteht. Die Proben
werden fortlaufend nummeriert. Der Ansprechparner ist immer, z.B. im Falle der jederzeit miglichen
Einwilligungsricknahme, die Zshnérztin/ der Zehnarzt, sodass dber die Mitteilung des Entnehmetags
sowie die Probennummer slle Proben wernichtet und Versuchsdaten unter ‘Wahrnehmung der
Patientenanonymitat gelischt werden kannen.

[66]




Anhang

Zenbrum fxZahn-, Mund- und Kleferhallkunds

1inlk flir

Datenschutz
* Rechtsgrundlage fir die Datenverarbeitung ist lhre freiwillige Einwiligung (Art. 6 Abs. 1 Buchst )
DEGEVO)

Die Daten werden zu jeder Zeit veriraulich behandelt. Die Daten werden in pseudonymisierter Form an
den Initistor der Studie, Jun.-Prof. Dr. rer. nat. Daniela Yildiz zum Zweck der wissenschaftlichen
Auswertung weitergeleitet Zugrff auf die personenbezogenen Daten haben nur die zustandigen
Personen im jeweiligen Studienzentrum (Klinik fir Zshnerhaltung, Parodontologie und préwventive
Zahnheilkunde {Gebiude 73) oder zahnarztliche Gemeinschafispraxzis Reinstadtler und Hektor).

Pseudonymisieren bedeutet, dass die personenbezogenen Daten wie der Mame und das Geburisdatum
ohne Hinzubeziehung einer Liste nicht mehr einer konkreten Person zugeordnet werden konnen. Die
personenbezogenen Daten werden durch einen Mummem- und Buchstabencode ersetzt; die Angabe des
Geburtsdatums wird auf das Geburtsjahr beschrénkt. In der Praxis ist eine Liste hinterlegt, auf der die
Mamen den Mummern- und Buchstabencodes zugeordnet sind. Diese Liste wird in der Prazis gesondert
aufbewsahrt und unteriegt dort technischen und organisatorischen Maknahmen, die gewahrleisten. dass
die personenbezogenen Daten lhnen durch wnbefugte Personen nicht zugeordnet werden kdnnen. Eine
Entschlisselung erfolgt mur bei Widerruf der Einwiligungserklanung.

Die Daten und Proben werden nicht nach Beendigung oder Abbruch der Studie sufbewshrt. Sie sind
gegen unbefugten Zugriff gesichert. Sie werden geldscht. wenn sie nicht mehr benotigt werden.

Zusténdige und zur Verschwisgenheit verpflichtete Mitarbeiter des Initistors der Studie kdnnen, awch
nachdem slle relevanten Daten bereits dbermittelt wurden. Einsicht in die in der Praxis vorhandenan
Behandlungsunterlagen nehmen, um die Dateniberiragung zu dberprifen. Durch lhre Unterschrift
entbinden Sie zu diesem Zweck |hre Arzte wvon der arztlichen Schweigepflicht.

Sind mit der Datenverarbeitung Risiken verbunden?

Bei jeder Erhebung, Speicherung, Mutzung und Dbermittiung von Daten bestehen Vertraulichkeitsrisiken
[z.B. die Moglichkeit, die betreffende Person zu identifizieren). Diese Risiken lassen sich nicht wllig
ausschlielen und steigen, je mehr Daten miteinander verknipft werden kinnen. Der Initiator der Studie
wversichert Ihnen, alles nach dem Stand der Technik Magliche zum Schutz |hrer Privatsphére zu tum und
Daten nur an Stellen weiterzugeben, die ein geeignetes Datenschutzkonzept wvonweisen kinnen.
Medizinische Risiken sind mit der Datenwverarbeitung nicht verbunden.

Kann ich meine Einwilligung widerrufen?

Sie konnen lhre jeweilige Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Grinden schrififich cder mindlich
widerrufen, ohne dass lhnen daraus ein MNachteil entsteht. Wenn Sie lhre Einwilligung widernufen, werden
keine weiteren Daten mehr erhoben. Die bis zum Widerruf erfolgte Datenverarbeitung bleibt jedoch
rechimakig.

Sie kénnen im Fall des Widerrufs auch die Léschung lhrer Daten verlangen.
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Zarbrum SwZahn-, und- und Hisferhslllkunde

Welche weiteren Rechte habe ich bezogen auf den Datenschutz?

Sie haben das Recht wom ‘Verantworlichen Auskunft Gber die won lhnem gespeicherten
personenbezogensn Daten (einschlieflich der kostemlosen Uberlassung siner Kopie der Daten) zu
verlangen. Ebenfalls konnen Sie die Berichtigung wnzutreffender Daten sowie gegebenenfalls eine
(bertragung der won lhnen zur Verfiigung gestellten Daten und die Einschrénkung ihrer Verarbeitung
wverlangen.

Bitte wenden Sie sich im Regelfall an das Prifzentrum, denn allein das Prifzentrum kann sufgrund des
Pseudonymisisrungsprozesses wollumfanglich auf lhre Daten zugreifen bzw. entsprechende Auskinfie
geben.

Sie haben ein Beschwerderecht bei jeder Aufsichtsbeharde fir den Detenschutz. Eine Liste der
Aufsichisbehrden in Deutschland finden Sie unter

hitps:ffwww. bfdi bund . de/DE/ Infothek/Anschriften_Links/anschriften_links-node. himl

Safte 3 wom 3
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7.4 Probenverarbeitungsschema
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