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Einleitung 1

1 Einleitung

Parodontitis ist eine multifaktorielle immunentziindliche und infektidse Erkrankung des Parodontiums.
Sie zahlt gemeinsam mit der Gingivitis zu den haufigsten Parodontalerkrankungen (Trindade et al.,
2014). Laut der Mundgesundheitsstudie 2014 hat jeder fiinfte junge Erwachsene (35-44 Jahre) und
jeder zweite jiingere Senior (65-74 Jahre) in Deutschland eine mittelschwere chronische Parodontitis
(Jordan and Micheelis, 2016). Chronische Parodontitis ist auch mit allgemeinmedizinischen
Erkrankungen assoziiert, darunter neurologische, kardiovaskulére, metabolische, chronische
respiratorische, gastrointestinale und entzindliche Autoimmunerkrankungen, Tumorerkrankungen,

Osteoporose, sowie Schwangerschaftskomplikationen (Martinez-Garcia and Hernandez-Lemus, 2021).

Der Ubergang von einem gesunden zu einem fortgeschrittenen pathologischen Zustand ist ein
komplexer Prozess, der haufig von einer Veranderung der Mundflora begleitet wird (Bui ef al., 2019).
Die Taschenflora parodontal-gesunder Patienten besteht lberwiegend aus aeroben grampositiven
Mikroorganismen, wahrend bei Parodontitispatienten auch anaerobe gramnegative Bakterien zu finden
sind (Abusleme et al., 2013; Hasan and Palmer, 2014). In diesen parodontalen Lasionen nimmt die
Haufigkeit der mikrobiellen Nebenprodukte und Zellbestandteile allmahlich zu (Madianos, Bobetsis and
Kinane, 2005). Sobald diese Antigene von Wirtszellen erkannt werden, wird die Produktion von
entzindungsférdernden Mediatoren geférdert (Yucel-Lindberg and Bage, 2013). Insbesondere die
Freisetzung von Interleukin-1 beta (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8, CXCL8) spielt
dabei eine signifikante Rolle bei der immunologischen Reaktion. Die durch diese Zytokine ausgeldste
Signalkaskade fuhrt letztendlich zu irreversiblen Knochenverlust, dem Kennzeichen der Parodontitis

(Kéndnen, Gursoy and Gursoy, 2019; Mufoz-Carrillo et al., 2019).

Die Anfalligkeit eines Patienten fiir Parodontitis ist schwer vorhersagbar. Wahrend einige bekannte
Risikofaktoren wie Rauchen oder Diabetes mellitus fiir die Entwicklung einer Parodontitis
mitverantwortlich sind (Ylostalo et al., 2004; Lalla et al., 2007; Genco and Borgnakke, 2013), ist die
kritische Determinante fir das Fortschreiten der Krankheit wahrscheinlich das Ausmal} der
Immunantwort auf die Dysbiose. Ein genauerer Blick auf den Entziindungsort zeigte eine signifikante
Expansion von B-Zellen und Plasmazellen bei fortgeschrittener Parodontitis im Gegensatz zu einer
stabilen Gingivitis-Lasion, die hauptsachlich aus T-Zellen besteht (Ohlrich, Cullinan and Seymour,
2009).

Diesbezlglich wurde die Rolle von CD5+ B-Zellen (auch bekannt als B-1a-Zellen) bei schwerer
Parodontitis in den letzten zwanzig Jahren relativiert. Im Jahr 2002 zeigten Berglundh et al. eine
betrachtlich erhéhte Population von B-1a-Zellen bei Patienten mit aggressiver lokaler Parodontitis
(Berglundh et al., 2002). Im Jahr 2009 gab die gleiche Forschungsgruppe an, dass fast 60 % der
analysierten B-Zellen (einschliellich der B-1a-Zellfraktion) in schweren chronischen
Parodontitislasionen autoreaktive Eigenschaften aufwiesen (Donati et al., 2009). Tatsachlich sind die
CD5+ B-Zellen mit der Produktion von Anti-Kollagen-Antikorpern in entzindlich-veranderten
parodontalen Geweben assoziiert, wie von Sugawara et al. im Jahr 1992 beschrieben (Sugawara et al.,
1992). Die Rolle von CD5+ B-Zellen wurde auch bei anderen Erkrankung mit pathologischer

Knochenresorption untersucht (z.B. rheumatoide Arthritis (RA)), wo eine fehlregulierte Immunantwort
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ebenfalls zu einer Gewebezerstérung filhrt (Deng et al., 2016). Bei RA-Patienten fanden Engelmann et
al. eine positive Korrelation zwischen der Haufigkeit von CD5+ B-Zellen in peripheren Blut- und
Serumspiegel von carboxyterminalem Telopeptid des Typ-1-Kollagens (CTX-1), dass ein haufiger
Biomarker der Knochenresorption ist (Engelmann et al., 2015). Ebbers et al. untersuchten bei Mausen
mit kollagenindizierter Arthritis den Alverolarknochenverlust nach oraler Impfung mit Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), Aggregatibacter actinomycetemcomintans (A. actinomycetemcomitans) und
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). Wahrend die orale Impfung aller drei Pathobionten einen
geringen Alveolarknochenverlust verursachte, gab es einen signifikant héhreren Knochenverulst, wenn

nur P. gingivalis geimpft wurde. (Ebbers et al., 2018).

In Anbetracht der beschriebenen Autoreaktivitdit von CD5+ B-Zellen sowie ihres Potenzials, die
Knochenresorption zu férdern, kdnnte das Ausmal} der B-1a-Zellexpansion moglicherweise den Verlauf
einer Parodontitis beeinflussen. Im Zusammenhang mit parodontaler Gesundheit wurde die Beteiligung
von CD5+ B-Zellen jedoch uUberwiegend in schweren Fallen von Parodontitis ohne breiten
mikrobiologischen Hintergrund untersucht. Ziel dieser Studie war, die Beteiligung von B-1a-Zellen bei
chronischer mittelschwerer Parodontitis, Gingivitis und gesunden Probanden in Bezug auf die CD5+-

Zellreifung, die lokale Zytokinexpression sowie das vollstandige orale Mikrobiota-Profil zu untersuchen.

1.1 Parodontale Gesundheit

Das Parodontium besteht aus verschiedenen Strukturen. Es beinhaltet die Gingiva, den Wurzelzement,
das Desmodont und den Zahn umgebenen Alveolarknochen (Di Benedetto et al, 2013). Das
Saumepithel sorgt fir Herstellung der epithelialen Integritdt der Mundhdhle (Gingiva und
Zahnhartsubstanz). Sie besitzt eine hohe Zellteilungsrate (4-6 Tage) und durch ihre gute Permeabilitat
bildet sie einen Diffusionsweg zwischen den Stoffwechselprodukten der Plaque (Antigene,
Chemotaxine, Toxine) und auch fiir kérpereigene Abwehrstoffe, wie bspw. Antikdrper und Serumexudat
(Herbert Wolf, 2004). Da sich praktisch jederzeit mikrobielle Plaque an der Zahnoberflache befindet,
weist selbst die gesunde Gingiva ein leukozytares Infiltrat auf. Ein schwacher Leukozytenstrom wandert
standig vom subepithelialen Gefallplexus durch das Saumepithel bis hin zum Ginigvalrand, oder
Sulkusboden, wo es die Mundhohle erreicht (Schroeder, 1997). Dieser Leukozytenstrom beinhaltet
hauptsachlich polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN), welche die Bakterien phagozytieren,
die durch das epitheliale Gewebe migrieren (Kinane, 2001). Zugleich wird er aber nicht von
Plasmaexudaten aus der Sulkusflissigkeit begleitet und stellt kein Zeichen der Entziindung dar
(Schroeder, 1997).

1.2 Gingivitis

1.2.1 Initiale Lasion
Eine Gingivitis wird fast immer durch die bakterielle Plaque bzw. einen Biofilm verursacht (Loe, Theilade
and Jensen, 1965; Williams et al., 1997) . Etwa vier Tage nach Beginn der Plagueansammlung tritt die
initiale Lasion in der Gingiva ein. Durch Substanzen der mikrobiellen Plaque und deren Abfallprodukte

kommt es zu einer akuten exsudativen Entziindung (Page, 1986). Plaquemetaboliten wie
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Lipopolysaccharide (LPS), Proteine aus bakteriellen Vesikeln und chemotaktisch aktive Stoffe
stimulieren das Gewebe und die Gefalle, unterstiitzt durch perivaskuldre Mastzellen und Makrophagen.
Diese exprimieren proinflammatorische Zytokine (IL-1, Matrixmetalloproteinasen (MMP),
Prostaglandin E2 (PGE2), TNF-a, IL-8), sowie die Signalstoffe wie Histamin, Prostazyklin und
Stickstoffmonoxid (NO) (Herbert Wolf, 2004). Letztere induzieren eine Erhéhung der Durchflussrate der
Sulkusflissigkeit im Sulkus und aus den postkapillaren Alveolen treten verstarkt PMNs, sowie
Serumproteine (Komplement, Akute-Phase-Proteine) in den subgingivalen Plexus. (Schroeder, 1997;
Herbert Wolf, 2004). Im marginalen gingivalen Bindegewebe kommt es zu Kollagenabbau. Das
infiltrierte marginale Bindegewebe umfasst dabei etwa finf bis zehn Prozent (Page, 1986).

Der koronalmarginale Teil des Saumepithels wird durch die erhéhte Exsudation aufgelockert und der
Epithelansatz teilweise aufgeltst. Infolge dessen kann sich die supragingivale Plaque, unter
Voraussetzung, dass sie die humorale und zellulare Abwehrbarriere durchdringt, apikalwarts
ausdehnen (Schroeder, 1997).

1.2.2 Friihe Lasion
Die frihe Lasion beginnt etwa sieben Tage nach Beginn der bakteriellen Plagueansammiung.
Histologisch etabliert sie sich durch ein charakteristisches Infiltrat von Lymphozyten und Makrophagen
mit einer kleinen Gruppe von Plasmazellen. Den Hauptanteil an Lymphozyten machen T-Zellen aus
(Page, 1986). Die aktivierten T-Zellen sind fiir die Koordination der Immunantwort verantwortlich durch
die Ausschittung von Zytokinen (IL-2-6, IL 10, TNFa & B, Interferon gamma (IFN y)). Auch aktivierte
PMN exprimieren diverse Leukotriene und Zytokine. Die wenigen vorhandenen Plasmazellen reagieren
mit der Produktionen von Immunglobulinen und Zytokinen (Schroeder, 1997). Der Kollagenzerfall im
marginalen Gingivagewebe erreicht nun etwa 60-70 %. Die umliegenden Fibroblasten sezernieren
Tissue inhibitors of MMP (TIMP) und MMP. Die Zunahme der gingivalen Sulkusflissigkeit und die
steigende Anzahl an Leukozyten erreicht ihr Maximum zwischen sechs und zwolf Tagen nach dem

Entstehen einer klinischen Gingivitis. (Page, 1986; Schroeder, 1997).

1.2.3 Etablierte Lasion

Wenn sich die Anzahl an Plasma- und B- Zellen erhoht und sich eine gingivale Tasche mit einem
Taschenepithel gebildet hat, geht die Gingivitis in eine etablierte Lasion Uber (Schroeder und Attsrém
1977). Eine grof’e Anzahl an Neutrophilen tritt im Saum- und Taschenepithel auf und Makrophagen
wandern in die bindegewebs- und faserreiche Lamina Propria, wobei das Typ-1 Kollagen bis auf wenige
Reste abgebaut wird. Die Zellen im Infiltrat sind zu 54 % T-Lymphozyten, 33 % B-Lymphozyten und 8 %
Makrophagen. Aktive Fibroblasten sezernieren zahlreiche Zytokine, wie TNFa, IL-1p, IL-6, IL8 und
PGE2, MMP und TIMP (Daly, Clancy and Cripps, 1983; Schroeder, 1997).

Die Lokalisation der bakteriellen Plaque reicht von supra- bis subgingival dicht an den Taschenboden.
Nach Entfernung der Plaque ist die Gingivitis reversibel, es gibt also eine vollstandige Rickbildung der
Entziindung und die Synthese von neuen Kollagens (Schroeder, 1997).

Untersuchungen zeigten, dass es zwei Typen einer etablierten Gingivitis gibt. Die Gingivitis kann stabil
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bleiben und sich Uber Monate und Jahre nicht dndern oder sie entwickelt sich in eine progressive
gewebeschadigende Lasion (Schroeder & Lindhe 1975).

1.3 Parodontitis

Parodontitis ist eine multifaktorielle immunentziindliche und infektidse Erkrankung des Parodontiums.
Sie zahlt gemeinsam mit der Gingivitis zu den haufigsten Parodontalerkrankungen (Trindade et al.,
2014). Histopathologisch ahnelt die Gingivitis der Parodontitis. Doch mit Fortschreitung der Plaque nach
subgingival, siedeln sich, wegen des geringeren Sauerstoffpartialdrucks am Taschenboden, immer
mehr gramnegative, fakultativ oder strikt anaerobe Spirochaten und Stébchen an. Diese sind virulenter
und pathogener als die zuvor hauptsachlich aeroben Bakterien aus der supragingivalen Plaque
(Schroeder, 1997). AuRerdem erhdht sich der Anteil der Plasmazellen auf tiber 50 %. Dabei tUberwiegt
die Population der B-Zellen den der T-Zellen (Kinane, 2001). Im Folgenden &andert sich die
Immunreaktion hin in eine B-Zell-Plasmazellantwort unter Bildung hoher IL-1, IL-6 und PGE2-Spiegel
(Ohlrich, Cullinan and Seymour, 2009). Makrophagen werden durch die vermehrten bakteriellen
Metabolite (z.B. LPS, Antigene, Lipoteichonsauren (LTA)) aktiviert und schitten u.a. IL-1p, TNF-a aus,
das die umliegenden Fibroblasten zur Produktion von Kollagen abbauférdernden Mediatoren wie MMP
und PGE2 angeregt. Beide Mediatoren foérdern auRerdem die Aktivierung von Osteoklasten und damit
den Knochenabbau (Herbert Wolf, 2004).

Klinisch ist die Parodontitis durch eine Ausdehnung epithelialer Gewebe nach apikal entlang der
Wourzeloberflache, Bindegewebsverlust und krestalen Knochenabbau gekennzeichnet (Kinane, 2001).

Diese Veranderungen sind irreversibel (Muller-Glauser and Schroeder, 1982).

1.4 Immunologischer Hintergrund
141 Angeborene Immunabwehr

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie des Kérpers gegen Krankheitserreger
(Akira, Uematsu and Takeuchi, 2006). Es besitzt Rezeptoren, welche eindringende Pathogene anhand
von sich wiederholenden Mustern erkennen konnen und darauf mit immer gleichen
Verteidigungsmechanismen reagieren. Solche Muster konnen zum Beispiel LPS, LTA, oder
doppelstrangige RNA von Bakterien sein. Manche dieser Rezeptoren aktivieren direkt die Phagozytose
von Mikroorganismen, andere regen eine intrazelluldre Signalkaskade an, welche eine lokale
Entziindung verursacht und nachfolgend neue Effektorzellen rekrutiert bzw. das erworbene
Immunsystem aktiviert. Komponenten des Systems sind unter anderem Barrieren, wie Epithelzellen, die
einen dichten Zellverband bilden, und so Pathogene vor dem Eindringen abwehren. Andere
Komponenten stellen Molekule zur Pathogenerkennung dar. Dazu gehéren das Komplementsystem,
die durch einen eindringenden Krankheitserreger entweder direkt oder durch an Krankheitserreger
gebundene Antikorper indirekt aktiviert werden. Auch Toll-like-Rezeptoren gehdren zu solchen
Molekilen. Sie kdnnen einige spezifische Muster von Pathogenen erkennen und eine Signalkaskade in
Gang setzen woraufhin die Synthese von inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen induziert wird.
Phagozyten stellen eine weitere Komponente der angeborenen Immunabwehr dar. Sie umfassen die

Makrophagen, welche von Monozyten abstammen, PMNs und Neutrophile. Diese sind in der Lage
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Pathogene zu phagozytieren und im aktiven Zustand auch Chemokine und Zytokine und andere
Mediatoren zu sezernieren. Dadurch wird eine Inflammation im Gewebe ausgel6st. Es kommt lokal zu
einer Erweiterung der BlutgefalRe bzw. einer Proliferation, somit zu einer erhdéhten Durchblutung.
Endothelzellen setzten Adhasionsmolekiile frei, die es den Leukozyten erlauben, an diesen zu haften
und durch Wanderung durch die gelockerten Endothelzellen zum Infektionsort zu gelangen (Langefeld
et al., 2008).

Zytokine, Interleukine und Chemokine

Zytokine sind Peptide, die fiir die intrazellulare Kommunikation und Signaliibertragung zwischen Zellen
verantwortlich sind. Sie treten bei der angeborenen und adaptiven Wirtsabwehr, bei Zellwachstum- und
Differenzierung, beim Zelltod und Reparaturprozessen zur Wiederherstellung der Homdéostase auf.
Zytokine wirken auf Zellen, welche komplementare Rezeptoren exprimieren und werden praktisch von
jeder Zelle als Reaktion auf toxische Reize produziert (Oppenheim, 2001). Interleukine sind eine
Untergruppe der Zytokine und ermdglichen die Signaliibertragung von Leukozyten untereinander
(Offenbacher, 1996). Chemokine sind eine gro3e Unterfamilie der Zytokine und besitzen die Fahigkeit
die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten zu regulieren (Bonecchi et al, 2009).
Hauptverursacher fur einen Entziindungsprozess im Parodont sind Bakterien, die Substanzen
freisetzen, die das angeborene Immunsystem aktivieren. Es werden proinflammatorische Zytokine
exprimiert, welche wiederum eine weitere Progression fordern. Es kommt zu der Aktivierung des
erworbenen Immunsystems, die zum Fortschreiten einer Gingivitis bis hin zu der Parodontitis fihren
kann . Im Verlauf der Immunantwort sind die freigesetzten Zytokine und Chemokine als Mediatoren an
der Schadigung der Gingiva, der dentoalveolaren Faser des Desmodonts und des Alveolarknochen
beteiligt (Ramadan et al., 2020).

Das Interleukin-1f (IL-1B) wirkt proinflammatorisch und ist an immunregulatorischen,
entzindungsbedingten Prozessen, sowie der Knochenresorption bei Parodontitis beteiligt. Es wird
hauptsachlich von Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert, sowie in geringeren
Konzentrationen von Osteoblasten und gingivalen Fibroblasten. Im Allgemeinen erhéht das Zytokin den
lokalen Blutfluss im Gewebe, tragt zur Rekrutierung von Leukozyten bei und sorgt fiir die lokale
Infiltration von Neutrophilen. IL-1p foérdert ebenfalls die Expression von MMPs, RANKL, sowie weiteren

kollagenolytischen Enzymen (Cheng, Wu, Li, Scahao, & Hu, 2020).

Das Interleukin-2 (IL-2) ist auch ein proinflammatorisches Zytokin, welches wachstumsstimulierend auf
T-Zellen wirkt, auBerdem tragt es zur Proliferation und Differenzierung von B- und naturlichen
Killerzellen bei (Minami et al., 1993).

Das Interleukin-4 (IL-4) ist ein Uberwiegend antiinflammatorisches Zytokin. Es verstarkt die T2-
Helferzellproliferation, kontrolliert den spezifischen Klassenwechsel von Immunglobulinen und

unterdriickt die Produktion von entziindungsférdernden Zytokinen wie IFN-y (Nelms et al., 1999).

Das Interleukin-6 (IL-6) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das an der Regulation von
Entzindungsprozessen beteiligt ist. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion der Akute-Phase-

Reaktion, sowie bei der Immunglobulinsekretion, T-Zell-Aktivierung und der terminalen B-Zell-



Einleitung 6

Differenzierung. Durch diese Effekte ist es ein Modulator in der Ubergangsphase von der akuten zur

chronischen Entziindung (Kaur et al., 2020).

Das Interleukin 10 (IL-10) ist ein antiinflammatorisches Zytokin. Es spielt eine wichtige Rolle bei der
Begrenzung von Entziindungsreaktionen und tragt dazu bei, die Immuntoleranz aufrecht zu erhalten
(Ouyang et al., 2011).

Das proinflammatorische Interleukin 8 (CXCL8/ IL-8) wird von epithelialen Zellen, Monozyten,
Lymphozyten, Makrophagen und auch von gingivalen Fibroblasten gebildet. Es ist ein wichtiges
Interleukin, da es, im Gegensatz zu anderen entziindungsférdernden Zytokinen, frih produziert wird
und einige Wochen im Gewebe persistieren kann (Mlachkova, Popova and Doseva, 2020). Das IL-8
reguliert viele Funktionen der PMNs. So ist es ein Attraktant fiir die Migration und Aktivierung von PMNs

und erhoht die Adhasion von Monozyten in den BlutgefalRen (Yoshimura et al., 1997).

Das Interleukin-12 (IL-12)-Heterodimer (IL12p70) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das
Uberwiegend von B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen sezerniert wird. Es ist wichtig fir die
Abwehr von intrazellularen Krankheitserregern durch die Differenzierung von Th1-Zellen, Sezernierung
von IFN-y und die Aktivierung von zytotoxischen natirlichen Killerzellen (NKs) und T-Lymphozyten
(O’shea and Paul, 2002; Trinchieri, 2003).

Die Interleukin 17 (IL-17) Familie setzt sich aus einer Subgruppe von Zytokinen zusammen, die an
akuten und chronischen Entziindungsgeschehen beteiligt sind. IL-17A ist ein proinflammatorisches
Zytokin und kann eine Vielzahl von Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen, Chemokinen und MMPs
produzieren. Diese dienen dann der Wirtsabwehr durch Neutrophilenrekrutierung und

Entziindungsreaktion. (Chunfang, Ling and Xiaoxia, 2013).

Der C-X-C modified Chemokine Ligand oder auch Interferon-y-induzierbares Protein 10 (CXCL10/
IP-10) wird als proinflammatorisches Chemokin kategorisiert, das durch IFN-y induziert und von
verschiedenen Zelltypen wie Endothelzellen, Monozyten, Fibroblasten Neutrophilen sezerniert wird. Es
reguliert Immunantworten durch die Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten (Lee, Lee and Song,
2009).

Das Monozyten-Chemo-Attractant Protein-1 (MCP-1), auch als CC Chemokin Ligand 2 (CCL-2)
bezeichnet, ist eines der starksten Chemoattraktanten fir Monozyten und hat somit eine
proinflammatorische Funktion. Es wird von einer Vielzahl von Zelltypen als Reaktion auf verschiedene
Signale wie TNF- a, IFN-y und IL-1 produziert (Colotta et al., 1992; Gupta, Chaturvedi and Jain, 2013).

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) ist ein proinflammatorisches Zytokin und Modulator von
Immunantworten, das in Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten, Neutrophilen, NK-Zellen, T- und B-
Zellen produziert wird. Studien haben gezeigt, dass der TNF-a-Spiegel maRgeblich zur Pathogenese
der Parodontitis beitragt, weil TNF-a molekulare Signale fir Entziindung und Zelltod Gbertragt (Ding et
al., 2014).

Der transformierende Wachstumsfaktor 1 (engl. transforming growth factor B (TGFB)) ist ein

Zytokin mit einer bedeutsamen regulatorischen Wirkung auf die Differenzierung, Zellproliferation und
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Migration von Zellen und hat somit Einfluss auf biologische Prozesse wie Wundheilung, Entwicklung
und Immunantwort. (Blobe GC, Schiemann WP, 2002). Es wird von B-Zellen, Th-Zellen und
regulatorischen T-Zellen gebildet (Kasagi and Chen, 2013). TGFB-1 wird eine regulatorische Funktion
der Osteogenese, sowohl beim Knochenaufbau als auch beim Knochenabbau zugeschrieben (Rosen,

Stempien, Thompson, & Seyedin, 1988).

Das Interferon-gamma (IFN-y) ist ein proinflammatorisches Zytokin und z&hlt zu den wichtigsten
Aktivatoren der Makrophagen. Weitere wichtige Funktionen sind die Attraktion von Leukozyten, die
Aktivierung von NKs und die Regulation von B-Zellfunktionen beziglich der Produktion von

Immunglobulinen (Finkelman et al., 1991; Young and Hardy, 1995; Boehm et al., 1997).

1.4.2 Adaptive Immunabwehr
Wahrend die angeborene Wirtsreaktion durch Reaktionen auf generische Pathogenmuster
gekennzeichnet ist, nutzt die adaptive Immunreaktion Strategien zur Antigen-Erkennung, des
Gedachtnisses und der Antigen-Bindung, um die Effektorsysteme bei der Eliminierung von Pathogenen
zu unterstitzen (Wang et al., 2024). Im Folgenden werden die verschiedenen Interaktionen der

beteiligten B- und T-Zellen beschrieben.
B-Zellen

B-Zellen kénnen durch die Produktion von Antikérpern dem Wirt dabei helfen Infektionen abzuwehren.
Die Antikorper dienen der Opsonisierung von Pathogenen zur effizienten Phagozytose durch
Makrophagen und der Virusneutralisation. Des weiteren regulieren sie die humorale Immunantwort
durch Suppression von antiinflammatorischen und inflammatorischen Zytokinen. B-Zellen lassen sich
in 3 Gruppen unterteilen. Zu der ersten Gruppe zahlen die B-1 Zellen, zur zweiten die B-2 Zellen und
zur dritten Gruppe die regulatorischen B-Zellen (Bregs).

Die B-1 Zellen werden vor allem in der fotalen Leber produziert und lassen sich nochmals in die
Subpopulationen B-1a und B-1b Zellen unterscheiden. Eine wichtige Eigenschaft der B-1 Zellen ist,
dass sie Antikérper der Klasse Immunglobulin M (IgM) produzieren, ohne die Hilfe von T-Zellen zu
bendtigen. Dadurch kann bereits in der frihen Infektionsphase eine starke Reaktion auf Pathogene
erfolgen (Gunnarsson et al., 2000; Tyrrell-Price, Lydyard and Isenberg, 2001). B-1 Zellen unterscheiden
sich von B-2 Zellen bezuglich ihrer Oberflachenmarkerexpression, ihrem Entwicklungsursprung, ihrer
Funktion und ihrer besonderen Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Graf et al., 2019). Als
Oberflachenmarker besitzen sie CD43 (engl. Cluster of Differentation, CD43). B-1a Zellen sind zudem
CD5 positiv und B-1b Zellen CD5 negativ. Die CD5+ B- (1a) Zellen produzieren polyreaktive Antikorper
mit niedriger Affinitat, bilden Zytokine und kénnen Antigene prasentieren. Viele genetische Studien
konnten eine klare Verbindung zwischen CD5+ B-Zellen und Autoreaktivitat zeigen. Vermutlich werden
die B-1a Zellen durch eine Kreuzreaktion des niedrig affinen B-Zell-Rezeptors und Autoantigenen zum
Wachstum und zur Bildung von Autoantikbrpern angeregt. Die Vermehrung von B-1a Zellen wird
wahrscheinlich durch eine dysregulierte B-Zellentwicklung ausgelést (Duan and Morel, 2006). B-1a
Zellen produzieren IL-10, das an der Regulation von T-Zellen beteiligt ist. Diese IL-10 bildenden B-
Zellen werden aufgrund ihres antiinflammatorischen Charakters auch als Bregs bezeichnet. Nach
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aktuellem Stand der Forschung lassen sich diese B-Zellen durch eine recht groRe Kombination an
Oberflachenmarkern (CD19+CD5+CD1d++CD24++CD38++) durchflusszytometrisch charakterisieren
und isolieren (Blair et al., 2010; Vitale and Mion, 2014).

Die zweite Gruppe bilden die B-2 Zellen. Sie sind CD5-negativ und stellen den GroRteil des adulten B-
Zell-Repertoires dar (Sagaert and De Wolf-Peeters, 2003). Ihre Bildung erfolgt im Knochenmark und sie
unterteilen sich in die follikularen und die marginalzonen-B-Zellen. Die follikularen B Zellen spielen eine
entschiedene Rolle fir einen anhaltenden Schutz gegen Pathogene. So unterstiitzen sie in Interaktion
mit CD4+ T-Zellen die Bildung langlebiger, hochaffiner Antikérper und Gedachtniszellen, was die
Grundlage fiir den Schutzmechanismus der meisten erfolgreichen Impfstoffe darstellt (Nutt et al., 2015;
Pollard and Bijker, 2021). B-2 Zellen haben die Fahigkeit sich in B-1 Zellen umzuwandeln (Graf et al.,
2019).

Die letzte Gruppe bilden die Bregs. Ihnen wird eine unterdriickende Rolle der inflammatorischen Antwort
und eine Induktion der Immuntoleranz zugeordnet (Tretter and Lorenz, 2010; Wang, 2020).

Die B-Zellen durchlaufen verschiedene Entwicklungsstadien. In der ersten Phase werden im
Knochenmark, in den Vorlaufer-B-Zellen, die Gene fiir Immunglobuline umgelagert. Daraus entsteht
eine unreife B-Zelle auf deren Oberflache Antigenrezeptoren in Form von IgM prasentiert sind. Die
zweite Phase dient dazu autoreaktive B-Zellen eliminieren. Die unreife B-Zelle kann nun mit Antigenen
aus der Umgebung wechselwirken. Reagiert sie dabei stark auf die Stimulation durch ein Antigen, wird
sie in einem negativen Selektionsprozess inaktiviert. In der dritten Entwicklungsphase gelangen die
unreifen B-Zellen (transitorische B-Zellen) in die Peripherie und reifen zu Zellen heran, welche IgM und
IgD exprimieren. Diese reifen B-Zellen werden auch naive B-Zellen genannt und kénnen in sekundaren
lymphatischen Geweben durch den Kontakt mit Antigenen aktiviert werden. AnschlieRend proliferieren
und differenzieren sie entweder zu Plasmazellen, die Antikorper sezernieren, oder zu Gedachtniszellen
(Murphy and Weaver, 2018).

Alle B-Zellen im peripheren Blut besitzen den Oberflachenmarker CD19. Die B-Zellen kdnnen mittels
des Immunglobulins G (IgG) und des Oberflachenmarkers CD27 in vier verschiedene Populationen
eingeordnet werden. Dabei spiegeln die CD27-IgD+ B-Zellen die naiven B-Zellen wider, die CD27+IgD+
die Gedachtnis-B-Zellen ohne vollzogenen Klassenwechsel, CD27+IgD- die Gedachtnis-B-Zellen mit
Klassenwechsel und abschlieRend die CD27-IgD- die doppelt negativen Gedachtnis-B-Zellen (Klein,
Rajewsky and Kiippers, 1998; Agematsu et al., 2000; Fecteau, Coté and Néron, 2006; Sanz et al.,
2008). Zur Charakterisierung der unreifen (transitorischen) B-Zellen werden die Oberflachenmarker
CD24 und CD38 herangezogen. Transitorische B-Zellen kénnen dann nochmal in ihr unreifen Stadium
T1/T2 und ihr etwas reiferes Stadium (T3) unterteilt werden. T1/T2 B-Zellen exprimieren die beiden
Oberflachenmarker CD24 und CD38 sehr stark (CD38++CD24++) und lassen sich dadurch von T3 B-
Zellen (CD38+CD24++), den naiven B-Zellen (CD38+CD24+), den Gedachtnis-B-Zellen (CD38-CD24+)
und den Plasmazellen (CD38++CD24-) abgrenzen (Sims et al., 2005).

T-Zellen

T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und wandern dann weiter in den Thymus, wo sie heranreifen.
Reife T-Zellen besitzen einen T-Zell Rezeptor, welcher potentiell antigene Peptide in Verbund mit den
Haupt-Histokompatibilitats-Komplexen (MHC) | und Il identifiziert und bindet (Kaufmann, 2009).
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CD8+ T-Zellen sind zytotoxische T-Zellen und besitzen das Potential nach einer Aktivierung schnell zu
proliferieren und sich zu potenten Effektorzellen zu entwickeln. Somit kdnnen sie schnell Zytokine
produzieren, um in virusinfizierten Zellen Apoptose zu induzieren (Ekkens et al., 2007).

CD4+ T-Zellen lassen sich klassischerweise in Th1 und Th2 Zellen unterteilen. Th1 T-Zellen sind wichtig
fur die Abwehr von intrazelluldren Pathogenen, wahrend Th2 Zellen das Immunsystem bei der
Bekampfung von extrazellularen Krankheitserregern unterstitzen (Ekkens et al., 2007). T-Zellen
koénnen den Antikérperklassenwechsel von B-Zellen férdern (Abbas, Murphy and Sher, 1996).

Als weitere Untergruppe sind die T-Helferzellen beschrieben. Dabei handelt es sich um die TH-17
Zellen, welche die Zytokine IL-17, IL-17F und IL-22 produzieren und damit massive Gewebsreaktionen
hervorrufen (Korn et al., 2009).

1.5 Mikrobieller Hintergrund
1.5.1 Sulkusfliissigkeit

Die gingivale Sulkusflissigkeit (GSF) ist ein Serumtransudat. Sie umspllt den Zahn und kann somit aus
dem Gingivalsulkus oder der parodontalen Tasche entnommen werden. Ahnlich wie der Speichel ist
das Serumexsudat eine komplexe Flissigkeit. Sie enthalt im Hauptanteil Bestandteile aus der
interstitiellen Flussigkeit oder dem Serum, andere Komponenten stammen aus dem Bindegewebe und
aus dem Knochen. Diese Bestandteile kénnen zum Bespiel Entziindungsmediatoren, einschlief3lich
Enzymen, Zytokinen und Interleukinen, sowie Antikdrper und Abbauprodukte aus dem Parodont sein
(Trindade et al., 2014). Sie enthalt aul’erdem Bestandteile oder Produkte aus Mikroorganismen der
supra- und subgingivalen Plaque (Lamster and Ahlo, 2007). Die Menge der Sulkusflissigkeit steigt mit
dem Fortschreiten des gingivalen Entziindungsstatus durch die erhdhte GefalRpermeabilitat (Armitage,
1995). Der Sulkusflissigkeitsstrom kann durch einen Isolationseffekt als mechanische Barriere dazu
dienen, das Eindringen von Bakterien in das Gewebe zu verhindern. Gleichzeitig hat er eine
Spulwirkung, die eindringende Substanzen schnell wieder auswascht (Freedman, Listgarten and
Taichman, 1968). Die GSF kann durch verschiedene Methoden entnommen werden. Zum einen durch
Waschtechniken mittels Mikropipetten, durch die Verwendung von herkdmmlichen Papierspitzen oder
mit Filterpapierstreifen, welche fir eine bestimmte Zeit in den Sulkus eingefiihrt werden (Oppenheim,
1970; Griffiths, 2003). Die Flissigkeit, die durch diese Methoden gewonnen wird, kann gereinigt und
analysiert werden (Lamster and Ahlo, 2007). So konnte das Verstéandnis der Mediatoren, die an der
Initiierung, Pathogenese und Progression der Parodontitis beteiligt sind, in den letzten Jahren deutlich
verbessert werden. Auch heute ermdglicht die GSF-Untersuchung einen nicht-invasiven Zugang zum
Parodont und dient als gute Methode zur Bestimmung von Parodontitis férderndem Markern (Gupta,
2012).

1.5.2 Bakterien
In der oralen bakteriellen Mundflora kommen Uber 500 verschiedene bakterielle Spezies aus ungefahr
9 Stammen vor. (Aas et al., 2005). Einige Bakterienarten werden mit systemischen Krankheiten in
Verbindung gebracht, wie zum Beispiel kardiovaskularen Krankheiten, pulmonale Erkrankungen,

bakterielle Endokarditis und geringes Geburtsgewicht (Beck et al., 1996; Berbari, Cockerill and



Einleitung 10

Steckelberg, 1997; Offenbacher et al., 1998; Aas et al., 2005). Andere Bakterien verursachen orale
Erkrankungen, wie Parodontitis und Karies (Albandar, Brunelle and Kingman, 1999). Zu den wichtigen
Mikroorganismen fir die Parodontitis zahlen Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola und
Tanerella forsythia. Sie werden seit 1998 als pathogener ,roter Komplex* bezeichnet (Socransky et al.,
1998).

P. gingivalis ist ein obligat anaerobes, gram negatives Bakterium (Holt et al., 1999). Die gingivalen
Fibroblasten kénnen bei Parodontitislasionen direkt mit P. gingivalis, einschlieRlich Lipopolysaccharid
interagieren und somit hohe Mengen an proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und IL-1p,
ausschitten. P. gingivalis besitzt die Fahigkeit lange im parodontalen Gewebe zu persistieren und

Abwehrmechanismen des Immunsystems gut zu umgehen (Wang and Ohura, 2002; Mysak et al., 2014).

Das Bakterium Treponema denticola (T. denticola) ist ein obligat anerobes, gram-negatives Bakterium
(Sela, 2001). Durch spezifische aulere Membrankomponenten, die proteolytische Aktivitat,
zytotoxische Wirkung und Adharenz vermitteln, kann sich T. denticola an parodontales Gewebe
anhaften und in es eindringen. (Fenno and McBride, 1998).

T. forsythia ist ein obligat anaerobes, gram negatives Bakterium (Tanner and Izard, 2006). Auch T.
forsythia besitzt mehrere Virulenzfaktoren. Spezielle Glykoproteine an der Oberflache sind fir die
Adhasion und Invasion an und in Epithelzellen, sowie an der Coaggregation von F. nucleatum beteiligt
(Murray, Kern and Winkler, 1988; Sabet et al., 2003).

Aber auch der ,orangene Komplex“ mit den Bakterien F. nucleatum sp., Prevotella intermedia, P.
nigrescens, Peptostreptoeoccus micros, Campylobacter rectus, Campylobacter gracilis, Campylobacter
showae, E. nodatum und S. constellatus wird mit Parodontitis in Verbindung gebracht (Socransky et al.,
1998).

Unter diesen Bakterien hat Prevotella intermedia (P. intermedia) eine Assoziation zur Parodontitis
(Popova, Dosseva-Panova and Panov, 2013). P. intermedia ist ein strikt anaerobes, gram negatives
Bakterium. Durch das Vorhandensein von Fimbrien und die Umordnung des eigenen Zytoskeletts ist es
P. intermedia mdglich in Epithelzellen einzudringen. AuRerdem besitzt P. intermedia die Fahigkeit eine
Wirtsantwort zu aktivieren und durch proteolytische Aktivitaten Gewebe zu zerstoren.

Ein weiteres wichtiges pathogenes Bakterium ist das Aggregatibacter actinomycetemcomitans, (A.
actinomycetemcomitans) welches bei der Parodontitis eine wichtige Rolle spielt und zum griinen
Komplex gehdrt (Socransky et al., 1998; Holt et al.,, 1999). A. actinomycetemcomitans kann effektiv
durch das Gingivaepithel wandern und so eine breite Entziindungsreaktion des Wirts auslésen. Es
schuttet die Exotoxine cytolethal distending toxin (CDT) und Leukotoxin aus. Letztes verursacht den
Zelltod von Monozyten, PMNs und T-Zellen (Herbert, Novince and Kirkwood, 2016).
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2 Zielstellung und Hypothese

CD5+ B-Zellen zahlen zu den B1a-Zellen des Korpers. Aufgrund ihrer autoreaktiven Eigenschaften
stellen sie seit vielen Jahren ein interessantes Untersuchungsthema in vielen medizinischen Bereichen
dar.

Berglundh et al. zeigten, dass bei Probanden mit fortgeschrittener und aggressiver Parodontitis eine
erhdhte CD5+ B-Zellkonzentration, im Gegensatz zur gesunden Kontrollgruppe, vorliegt. Dazu wurden
Gewebeproben der entziindeten Gingiva und Zellen aus dem peripheren Blut untersucht (Berglundh et
al., 2002). Auch in der Rheumaforschung konnten Engelmann et al. (2015) zeigen, dass CD5+ B-Zellen
bei der Rheumatischen Arthritis eine besondere Rolle spielen. Dabei wurde ein klarer positiver
Zusammenhang zwischen CD5+ B-Zellen aus dem peripheren Blut und dem Knochenabbau hergestellt

werden. (Engelmann et al., 2015).

Zielstellung dieser Arbeit war es, zirkulierende CD5+ B-Zellen als potenzielle Biomarker zur
Vorhersage des Verlaufs der Parodontalerkrankungen zu untersuchen, um daraus neuartige Strategien
zur Diagnostizierung und Therapie abzuleiten. Hierfir wurden die Blutspiegel und das
Entwicklungsstadium der CD5+ B-Zellen bei an Gingivitis oder an moderater chronischer Parodontitis

erkrankten Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden untersucht.

Neben der klinischen Diagnostik zeichnet sich die vorliegende Arbeit durch Untersuchungen des
Entziindungsgeschehens auf zytologischer Ebene im Speichel sowie durch umfangreiche
bioinformatische Analysen des Mikrobioms aus. Somit konnte das klinische Krankheitsbild sowohl von
immunologischer als auch von mikrobiologischer Sicht eingehend beurteilt werden.

Die Hypothese der Arbeit ist es, dass CD5+ B-Zellen in parodontalen Erkrankungen, wie Gingivitis
und moderater chronischer Parodontitis in einem bestimmten B-Zellentwicklungsstadium vermehrt
vorkommen koénnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenrekrutierung

Nachdem der Ethikantrag von der ,Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Universitat
Rostock® (A 2014-0181) begutachtet und genehmigt wurde, konnte die Rekrutierung der Probanden
beginnen. Diese erfolgte aus dem Patientenklientel der Abteilung fir Zahnerhaltung und Parodontologie
der Universitatsmedizin Rostock und fand zwischen den Jahren 2017 bis 2019 statt. Auswahlkriterien
waren daflir Patienten ab dem Alter von 18 Jahren, bei denen kein Nikotin- oder Drogenkonsum, keine
akuten oder chronisch entziindlichen Erkrankungen (wie z.B. rheumatische Erkrankungen) und keine
Erkrankung des Immunsystems (Diabetes mellitus, HIV, etc.) vorlagen. AuRerdem sollte die letzte
Parodontaltherapie mehr als zwei Jahre und die letzte professionelle Zahnreinigung mehr als acht
Wochen vor der Untersuchung durchgefiihrt worden sein. Auch die letzte Antibiotikaeinnahme sollte
langer als sechs Monate zurlickliegen und die Probandinnen sollten sich nicht in einer Schwangerschaft
oder in der Stillzeit befinden.

Zur Auswahl der geeigneten Patienten wurde eine Anamnese erhoben.

Aufgrund der aufgezahlten Kriterien wurden 60 Probanden ausgewahlt und untersucht. Anschlielend
konnten sie anhand klinischer Beurteilung in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden.
In die Gruppe der gesunden Patienten fielen Probanden, welche an allen Messstellen eine
Sondierungstiefe von bis zu 3 mm umfassten, mit Ausnahme von maximal 4 Stellen mit einer
Sondierungstiefe von <4 mm, und einen modifizierten Sulkus-Blutungs-Index (mSBI) von <10 %
aufwiesen.

Die Gruppe der Patienten, die an Gingivitis erkrankt waren, erfillten dieselben Kriterien fur die
Sondierungstiefe, jedoch mit einem mSBI von > 10 %.

Und in die Gruppe, der an chronischer Parodontitis erkrankten Patienten fielen Probanden, die an
mindestens vier Messtellen eine Sondierungstiefe von 2 4 mm und einen mSBI von > 10 % aufwiesen.

Aus jeder Gruppe wurden N = 20 Probanden untersucht.

Die Aufklarung und Einwilligung der Patienten erfolgte vor Behandlungsbeginn und wurde schriftlich in

einem Einwilligungs- und Aufklarungsbogen dokumentiert.

3.2 Klinische Untersuchung

Der Untersuchungsbeginn startete mit der Entnahme von Sulkusflissigkeit. Dazu wurden die
Parodontaltaschen mit der grof3ten Sondierungstiefe ausgewahit. Die Plaque konnte nun zervikal am
Zahn mit einem Scaler entfernt und anschlieRend die Sulkusflissigkeit mit Hilfe von stumpfen, sterilen
Papierspitzen (Roeko, Colténe, Langenau, D) entnommen werden. Fir die Bakterienbestimmung
erfolgte die Verwendung von vier Papierspitzen mit einer ISO-Gré3e von 35, welche anschlie3end in
ein Mikroreaktionsgefald (SafeSeal Microcentrifuge Tubes, 1,7 mL, Sorenson BioScience, USA)
hineingegeben wurden. Um eine Analyse zur Zytokinbestimmung durchfilhren zu kdnnen, erfolgte die
Entnahme von ca. 1 mL Speichel, welcher ebenfalls in ein separates Mikroreaktionsgefaf’ gefillt wurde.
Fir die Untersuchung eines moglichen Entziindungszustandes der Gingiva wurde der mSBI unter

vorsichtigem Ausstreichen der Taschen mittels einer WHO-Sonde erhoben. Dazu wurden die Blutungen
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in den Interdentalrdumen mithilfe eines dichotomen Index (Ja/Nein-Entscheidung) an bis zu 28 Stellen
pro Patient beurteilt. Der Approximale Plaque Index (API) wurde zur Beurteilung der Mundhygiene unter
Zunahme eines Elevators (Mira-2-Ton, Hager & Werken, Duisburg, D) bestimmt. Das Vorhandensein
von Plaque wurde auf den oralen Oberflachen in den Quadranten 1 und 3 sowie auf den vestibularen
Oberflachen in den Quadranten 2 und 4 mithife eines dichotomen Bewertungssystems
(Anwesenheit/Abwesenheit von Plaque) beurteilt. Fur die Erhebung des parodontalen Status wurde eine
UNC-15-Parodontalsonde verwendet und jeder Zahn an sechs verschiedenen Stellen gemessen. Dabei
wurde das klinische Attachment Level (CAL) und die Sondierungstiefe (ST) notiert. Von der Messung
wurden alle Weisheitszahne ausgeschlossen, es sei denn sie standen an der Position der zweiten
Molaren.

Vor der Untersuchung der Patienten erfolgte ein Matching der zwei Untersucher an zehn Messungen,
um einen geringen Messfehler zu induzieren und eine Standardisierung zu erreichen.
Bei der Blutabnahme wurden den Probanden 15 mL Vollblut (S-Monovette® EDTA + Serum, jeweils

7,5 mL, Sarstedt AG & Co, D) von verschiedenen approbierten Arzten entnommen.

3.3 Vorbereitung der Proben

Im Labor (Institut fir Immunologie, Universitdtsmedizin Rostock) erfolgte als erstes die Umlagerung der
Bakterien- und Speichelproben in einem bei -20 °C temperierten Gefrierschank (Liebherr, D). Danach
wurde das Vollblut im Serum Roéhrchen bei 1200*g firr sieben Minuten zentrifugiert (Megafuge 1.0R,
Heraeus Instruments, D). AnschlieBend wurde der Uberstand des Erythrozyten-freien Serums
abgenommen. Dieser konnte dann in vier 1,5 mL grof3e MikroreaktionsgefaRe aufgeteilt und ebenfalls
bei -20° C gelagert werden.

Aus dem EDTA-Blut erfolgte die Lymphozyten Zahlung. Dazu wurden zu 2 uL anti-CD45:PerCP
(Biolegend, San Diego, CA) Antikérper 8 uL PBS (pH 7,4), dazugegeben. Das Gemisch wurde dann in
ein 5mL FACS-Ro6hrchen (BD Falcon, Mexico) uberfiihrt und 100 uL EDTA-Blut dazugegeben.
Daraufhin wurde die Suspension in einem Vortex Mischer durchgerittelt (VF-2, IKA-Labortechnik,
Staufen, D) und fir 15 min bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert. In der Zwischenzeit konnten
die Leukozyten mit einer Birker-Zahlkammer (Hecht-Assistent, D) unter dem Mikroskop (CKX41SF,
Olympus Corporation, Philippines) gezahlt werden. Dazu wurden 90 uL Tirkslésung mit 10 yL EDTA-
Blut gemischt. Nach der Inkubationszeit des Blut-Antikbrper-Gemisches wurden 2 mL Lyse-Puffer
(High-Yield-Lyse, life-technologies, Spain) dazugegeben und dieser nach Durchmischung weitere
20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschliefend konnte der Lymphozyten Prozentsatz im Vergleich
zu den Leukozyten mit dem Durchflusszytometer (FACS) (FACS Calibur, BD Biosciences, USA)
gemessen werden (Abbildung (Abb.) 1).
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Abbildung 1: Prozentsatze von den Leukozyten und Lymphozyten anhand der Probe PA 26.
R1) Prozentsatz der Leukozyten in [%], R2) Prozentsatz der Lymphozyten [%)].

Isolation der mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut

Fur die Isolation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (engl. Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs)) wurden 7mL EDTA-Blut mit 14 mL Dulbeccos phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (DPBS) verdiinnt und anschlieRend in einem 50 mL Réhrchen (Cellstar, Greiner Bio-
One GmbH, D) auf 15 mL Ficoll-Paque (Ficoll-Paque™ Plus, Kat., GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
geschichtet. Um eine Phasentrennung zu erhalten, wurde die Suspension bei 400*g fir 30 min bei RT

ohne Bremse zentrifugiert (Abb. 2).

Thrombozyten
Vollblut mit DPBS

Interphase

Ficoll

Ficoll

Erythrozyten

Abbildung 2: Isolation der PBMCs
A) Schichtung Vollblut mit DPBS auf Ficoll, B) Schichtung nach Zentrifugation: Thrombozyten, Interphase, Ficoll,

Erythrozyten
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Die durch Zentrifugation entstandene Interphase wurde in ein 50 mL Réhrchen tbertragen. Es wurden
20 mL MACS-running-Puffer (Miltenyi Biotec, USA) dazugegeben und die Suspension bei 500%g fiir
7 min zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 10 mL MACS-running-
Puffer resuspendiert. Zur Bestimmung der PBMC Konzentration wurden 15 L der Suspension mit 15 pL
Trypan Blau Lésung (Gibco, UK) versetzt. Die Zellen konnten nun mittels Neubauer-Kammer
(Marienfeld GmbH, D) unter dem Mikroskop gezahlt werden.

Anschlieflend erfolgte Bestimmung der Menge des Gefriermediums unter Berlcksichtigung der
Zellkonzentration. Dazu wurde die Zellsuspension erst bei 300*g fir 7 min zentrifugiert und der
Uberstand ab dekantiert. Danach wurden unter sterilen Bedingungen 500 uL Dimethylsulfoxid (DMSO,
Roth, D) und 5 mL fetales Kalberserum (FKS, Biochrome, D) gemischt, um die Zellen darin zu
resuspendieren. Die Zellkonzentration betrug dabei 2*10¢ Zellen pro mL Gefrierldsung. AnschlieRend
wurden 0,5 mL Zellsuspension in Gefrierréhrchen (Cryo S.PP, Greiner bio-one, D) gefllt und in einem
Zell-Gefriercontainer (BioCision, USA) verstaut. Anschlieend wurde der Container bei -80°C in einen
Ultratiefkihlschrank (HFU 86 450, Heraeus, D) deponiert und nach ca. 24h in einen

Flussigstickstofftank umgelagert.

3.4 FACS Analyse der B-Zellen Oberflachenmarker

3.41 Probenvorbereitung

Um die Oberflachenmarker der B-Zellen bestimmen zu kénnen, mussten die PBMCs wieder aufgetaut
werden. Dazu wurden die Gefrierrdhrchen mit den Zellen aus dem Stickstofftank genommen, in
Stickstoff gelagert bis zum Labor transportiert und dort unter leichtem Schutteln in einem 37°C warmen
Wasserbad (WB 20, Medingen, D) aufgetaut, bis alle Zellen in L6sung waren. Danach erfolgte die
Uberfihrung von 0,5mL Zellsuspension in ein mit 14 mL MACS Buffer gefiilltes 15 mL
Zentrifugenréhrchen (Cellstar, Greiner Bio-One GmbH, D). Die Suspension wurde anschliefiend bei
200*g flr 7 min bei 4° C zentrifugiert.

Der Uberstand im Réhrchen wurde abpipettiert und die Zellen in 1 mL PBS resuspendiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 1 uL L/D Lésung (Lebend/Tot Diskriminierung, efluor 506 L/D, Invitrogen, USA)
zu der Zellsuspension (1*10° Zellen). Anschliefend wurde die Suspension fiir 30 min bei RT im Dunkeln
inkubiert, darauf mit einem Vortex Mischer durchgerittelt und bei 800*g bei 4 °C fir 7 min zentrifugiert
(Biofuge fresco, Heraeus, D). Nach dem Abpipettieren des Uberstandes konnten die Zellen in 50 pL
MACS running buffer resuspendiert werden. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, wurden als
erstes 5 uL Fc-block (human, Biolegend) dazugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden

folgende Oberflachenmarker-Antikorperlésungen addiert (Tabelle (Tab.) 1):
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Tabelle 1: Oberflachenmarker-Antikorperlésungen und deren Volumina [pL].

Marker Volumen [uL]
IgD:FITC 5
CD138:PE 5
CD38:PerCP-Cy5.5 2,5

CD24:PE-Cy7 5
CD27:APC 5
CD19:BV785 3
CD5:BVv421 2

Wenn mehrere Proben gleichzeitig gefarbt wurden, wurde vor der Farbung ein Antikdrper-Mastermix
hergestellt und bis zur Farbung bei 4°C, dunkel gelagert (<1 Stunde).

Nach der Addition der Oberflachenmarker-Antikérperldsungen, musste die Zellsuspension noch 15 min
bei RT inkubieren. Folgend wurde die Probe bei 800*g bei 4 °C fur 7 min zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abpipettiert wurde, konnten die Zellen in 500 yL MACS Buffer resuspendiert und in ein FACS
Roéhrchen mit Filter (BD Falcon, Mexico) Ubertragen werden. AbschlieRend wurde die Messung der
PBMCs am FACS (FACS Aria Il, BD Biosciences, USA) durchgefiihrt. Anhand der Oberflachenmarker
der PMBCs wurden diese in Lymphozyten, B-Zellen und die einzelnen Entwicklungsstadien von CD5

positiven B-Zellen eingeteilt.

3.4.2 Bestimmung der absoluten Zellzahlen der PBMCs
Die absolute Lymphozytenanzahl (N.p) wurde gemaR Gleichung (1) bestimmt. Daflir wurde die
Konzentration an Leukozyten ermittelt (C.«), mit dem Probenvolumen multipliziert (V,) und der vom
Durchflusszytometer berechnete prozentuale Anteil an Lymphozyten gegen Leukozyten (Xpk)
berlcksichtigt.

X
LP — LKPPK
Nip = CricVp 225 (1)

Anhand der Populationshierarchie (Abb. 3) der B-Zellpopulationen und der Anteile der verschiedenen
Entwicklungsstadien konnten konsekutiv die absoluten Zellzahlen der Untergruppen fir jede Probe

individuell ermittelt werden.
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Abbildung 3: Stammbaum der B-Zell-Populationen. Einteilung anhand ihrer Oberflachenmarker am FACS am
Beispiel der Probe PA 26.

3.5 Isolierung der bakteriellen DNA

Zur Isolation der bakteriellen DNA wurde das DNA/RNA Miniprep Kit (Zymo BIOMICS, USA) verwendet.
Zu den Proben wurde je 1 mL DPBS gegeben und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Proben fir 30s in einem Vortex Mischer durchgerittelt, 250 yL aus dem
Mikroreaktionsgefalt entnommen und mit 250 L DNA/RNA Lyse Buffer vermischt. Das Gemisch konnte
dann in ein Sammelréhrchen auf einen Spin-away-Filter pipettiert werden und anschlieRend bei RT bei
11000*g fir 1 Minute zentrifugiert werden. Nun erfolgte die Umlagerung des Spin-away-Filters auf ein
neues Sammelréhrchen. Anschlielfend wurde 400 pyL Prep-Puffer hinzugegeben und zentrifugiert
(Fresco 17, Thermofisher scientific, Waltham/Massachusetts, USA). Der Durchfluss wurde verworfen.
Es erfolgte die Hinzugabe von 700 uL DNA/RNA Wash-Puffer und eine anschlief’ende Zentrifugation.
Der Durchfluss wurde erneut verworfen. Es wurden 400 uL DNA/RNA Wash-Puffer hinzu pipettiert und
2 Minuten zentrifugiert, bis keine Flissigkeit mehr auf dem Filter zu sehen war. Der Filter wurde auf ein
beschriftetes 1,5 mL Mikroreaktionsgefal® Gbertragen. AnschlieRend wurden 50 pL destilliertes Wasser
auf den Filter pipettiert und fir 5 Minuten bei RT inkubiert. Dann erfolgte eine 2-minutige Zentrifugation.

Die gefilterte DNA wurde bei —20 °C tiefgefroren.

Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch eine PCR nach dem lllumina Protokoll im Institut fir
Mikrobiologie an der Universitatsmedizin Rostock. Als Primer wurden der V3/V4 und der V4 Primer

verwendet.
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Probenverarbeitung zur Charakterisierung des oralen Mikrobioms

Die mikrobielle DNA wurde aus GSF-Proben mit dem ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit (Zymo

Research, USA) gemal den Anweisungen des Herstellers zum DNA-Protokoll isoliert.

Die weitere Mikrobiomaufbereitung erfolgte durch Jana Bull im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie,
Virologie und Hygiene (Universitat Rostock). Die DNA-Konzentration wurde mit dem im Handel
erhaltlichen Qubit ,DNA BR Kit" bestimmt. Fiir die PCR-Amplifikation wurden die DNA-Matrizen auf eine
Konzentration von 5 ng/pL in 10 mM Tris-Puffer (pH 8,5) verdlinnt. Die V3/V4-Region der bakteriellen
16S-ribosomalen RNA (rRNA)-Gene wurde unter Verwendung von Pro341-XT (TCG-TCG-GCA-GCG-
TCA-GAT-GTG-TAT-AAG-AGA-CAG-CCT-ACG-GGN-BGC -ASC-AG) und Pro805-XT (GTC-TCG-
TGG-GCT-CGG-AGA-TGT-GTA-TAA-GAG-ACA-GGA-CTA-CNV-GGG-TAT-CTA-ATC-C) Primern in
~520 bp Amplicon. Weitere Schritte zur Bibliotheksvorbereitung wurden auf der Grundlage des lllumina-
Protokolls ,16S Metagenomic Sequencing Library Preparation® durchgefiihrt. Kurz gesagt, PCR-
Reinigung, INDEX-PCR, zweite PCR-Reinigung, Bibliotheksquantifizierung, Normalisierung und
Pooling wurden durchgefiihrt. Der Bioanalyzer-Chip ,DNA 1000 und das Qubit-Kit wurden fir Mengen-
und Qualitatskontrollen jeder einzelnen Probenbibliothek und des endgiiltigen Bibliothekspools
verwendet. 6 pM des endgiiltigen Bibliothekspools wurden einem einzelnen Sequenzierungslauf unter
Verwendung eines 600-Zyklen-V3-Kits auf einem lllumina MiSeq-Gerat unterzogen. Wahrend des Laufs
wurden Cluster mit 946 K/mm? sequenziert, wodurch 21,4 Millionen Lesevorgénge generiert wurden,
die die Filterspezifikationen bestanden. Uber 74,3 % der Sequenzierungs- und Index-Reads wurden mit

einem Qscore = 30 gefunden.
16S-rRNA-Gensequenzierung und Datenanalyse

Die 16S-rRNA-Gensequenzierung und Datenanalyse wurde von lIsrael Barrantes am Institut fur
Systembiologie und Bioinformatik (Universitat Rostock) durchgefiihrt. Die 16S-Amplikons wurden aus
den Paired-End-lllumina-Sequenzierungslaufen mit VSEARCH (Version 2.7.0; Rognes et al. 2016)
zusammengefiihrt. Zusammengefiihrte Fragmente wurden dann mit deblur (Version 1.1.0; Amir et al.,
2017) entrauscht. Den entrauschten Fragmenten wurden mit dem sklearn-Klassifikator (Version 0.23.1;
Pedregosa et al., 2011) operationelle taxonomische Einheiten (OTUs) zugewiesen und gegen 16S-
rRNAs zu 99 % Identitat aus der SILVA-Datenbankversion 138 (Quast et al. 2013) geclustert. Sowohl
deblur als auch sklearn wurden in der QIIME2-Pipeline-Version 2020.11 verwendet (Estaki et al. 2020).
Die erhaltene OTU-Tabelle wurde dann mit Phyloseq (Version 1.22.3; McMurdie und Holmes 2013),
einem Bioconductor R-Paket, verarbeitet, um die Ordination, Haufigkeit und Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaften in den Proben (Version 3.4.3; R Core Team 2013). Die statistische Signifikanz
dieser Analysen wurde durch die Tests permanova (adonis) und Kruskal-Wallis bewertet, wie sie im
vegan-Paket (Version 2.4.6; Oksanen et al. 2018) implementiert sind. AuRerdem wurden mit dem
DESeq2 R-Paket (Love, Huber und Anders 2014) statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Gemeinschaften aus den verschiedenen Stichprobengruppen auf Gattungsebene berechnet, wobei ein
Wald-Test und die Benjamin-Hochberg-Korrektur fir die p-Werte (falsche Erkennungsraten-Grenzwert:
FDR < 0,01). Um die von den verschiedenen Gemeinschaften gemeinsam genutzten Gattungen zu

beobachten, wurde dem im Microbiome R-Paket (Version 1.9.96) entwickelten Protokoll gefolgt, um die
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Kernmikrobiome flr jede Probengruppe zu berechnen (Salonen et al. 2012; Shetty et Al. 2017). Dartiber
hinaus wurden die OTUs nach bakteriellen Phanotypen in jeder Probengruppe Uber den BugBase-
Server zusammengefasst (abgerufen am 20.06.2021; Ward et al. 2017). Zu diesem Zweck wurden die
OTUs gegen die Greengenes 16S-Datenbankversion 13.5 (McDonald et al. 2012) neu zugewiesen, da
dies die neueste Version ist, die mit BugBase kompatibel ist. Anschlielfend wurde eine PICRUSt-
Analyse durchgefihrt, um die relative Haufigkeit von Funktionswegen in den mikrobiellen
Gemeinschaften vorherzusagen (Version 2.11; Langille et al. 2013). Hier wurden ebenso die den
Greengenes 13.5 zugewiesenen OTUs verwendet, und die erhaltenen OTU-Tabellen wurden dann
durch die 16S-rRNA-Kopienzahl normalisiert, um funktionelle Gene aus der Datenbank der Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) vorherzusagen (Kanehisa et al. 2008). SchlieRlich
wurden auch die Ergebnisse der PICRUSt-Analyse und der KEGG-Vorhersagen mit dem Paket
phyloseq R verarbeitet.

3.6 Bestimmung der Zytokine

Zur Bestimmung der Zytokine wurden zwei Kits von der Firma Biolegend verwendet. Zum einen das Kit
Human Essential Inmune Response Panel (13-plex) (BioLegend, San Diego, California) mit V-Boden-
Platte verwendet.

Zuerst wurden die Speichelproben aufgetaut und unverdiinnt verwendet.

Human Essential Imnmune Response Panel
Mit dem Human Essential Inmune Response Panel wurden 13 Zytokine: IL-4, IL-6, IL-2, IL-10, CXCL10
(IP-10), IFN=y, IL-1B, IL-20p70, TNF-a, CXL8 (IL-8), CCL2 (MCP-1), Free Active TGF-B1, IL-17A

untersucht.

Vorbereitung des Wasch Puffers
Der 20X Wasch-Puffer wurde so lange gemixt, bis eine klare Flissigkeit erhalten wurde. Dann erfolgte

die Vermischung von 25 mL 20X Wasch-Puffer mit 475 mL deionisiertem Wasser.

Vorbereitung des Standards

Der gefriergetrocknete Standard konnte mit 250 yL Assay Puffer rekonstituiert werden. Nach
ausreichendem Mixen und 10 Minuten Ruhe wurde der Standard in ein Mikroreaktionsgefaf? Gbertragen.
Dieser konnte als Top Standard C7 verwendet werden. Fir die Herstellung von C6-CO wurden in
einzelne Mikroreaktionsgefale 75 puL Assay Buffer gefiillt. Nun konnte fiir eine 1:4 Verdiinnung 25 uL
vom Standard C7 zu C6 Ubertragen und gut durchmischt werden. Diese Verdiinnungsreihe wurde von
C6-C1 fortgefiihrt (Tab. 2)
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Tabelle 2: Verdlinnungsreihe fur den Standard mit seiner finalen Konzentration C7-CO [pg/mL].

Mikroreaktions  Verdiinnungsfaktor Assay Buffer Standard zum Finale
-gefad / zum Hinzufiigen Hinzufiigen Konzentration
Standard ID [uL] (pg/mL)
Cc7 - - -- 10000,00
C6 4 75 25 yL von C7 2500,00
C5 16 75 25 pL von C6 625,00
C4 64 75 25 pL von C5 156,25
C3 256 75 25 L von C4 39,01
C2 1024 75 25 yL von C3 9,77
C1 4096 75 25 L von C2 2,44
co - 75 - 0,00

Durchfiihren des Assays mit einer V-Boden Platte

Alle Reagenzien wurden vor Benutzung auf RT gebracht. Fir alle Inkubationszeiten wurde die Well-
Platte mit Aluminium-Folie bedeckt.

Die ersten beiden Reihen der Well-Platte wurden in vertikaler Richtung mit den Standard-Lésungen
beflillt. Dazu erfolgte das Pipettieren von 25 uL Assay Puffer und dann 25 L Standard auf die Platte.
Auf die darauffolgenden Reihen wurde in ein Well 25 pL Assay Buffer und 25 L von jeder Probe gefillt.
Anschliefend konnte auf jeden Well 25 uL Beads, welche zuvor 30 s in einem Vortex Mischer
durchgertttelt wurden, gegeben werden. In jedem Well befanden sich nun 75 yL Lésung. Die Well-
Platte wurde mit einer Folie versiegelt, mit Alufolie bedeckt und auf einen Plattenschiittler gespannt. Es
erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei 800 rpm bei RT. Nach der Inkubation wurde die Platte bei
1050 rpm (ca. 250 g) fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand mit einer kontinuierlichen
und kraftvollen Umdrehung Gber einem Abfallbehalter dekantiert. Zum Waschen der der Platte wurde in
jedes Well 200 uL 1X Wasch Buffer gegeben und fiir eine Minute inkubiert. Anschlief3end erfolgte wieder
eine Zentrifugation mit 1050 rpm bei RT fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und dieser
Waschschritt mit anschlieBender Verwerfung des Uberstandes wiederholt. Nun konnten zu jedem Well
25 yL  Detektions-Antikorper hinzugefigt werden. Auf die Platte wurde dann eine neue
Versiegelungsfolie aufgetragen und mit Aluminiumfolie bedeckt. Es erfolgte eine Inkubation auf dem
Plattenschittler fiir eine Stunde, bei 800 rpm und RT. Danach wurde zu jedem Well 25 uL SA-PE hinzu
pipettiert. Die Platte wurde dann mit einer neuen Folie versiegelt und fiir 30 min, mit Aluminium bedeckt,
bei RT und 800 rpm geschiittelt. Es folgte das zweifache Waschen und Dekantieren des Uberstandes.
Abschlieliend wurden die Beads in 150 yL Wasch Puffer resuspendiert.

Die Messung der Well-Platte erfolgte am FACS Verse und die Auswertung uber die Software von

Biolegend.
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3.7 Statistik

Die klinischen sowie die experimentellen Daten sind als Mittelwert (+ Standardabweichung) dargestellit.
Die statistische Signifikanz wurde unter Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich
unabhangiger Proben, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur, berechnet. Als statistisch signifikant
angesehene Wahrscheinlichkeitsniveaus waren als *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 definiert.
Berechnungen und Diagrammanalysen wurden unter Verwendung von SPSS (Version 27), R-
Statistikprogramm (Version 4.3.1) und Origin (Version 2022b (9.95)) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische Merkmale der Patienten

In einem Untersuchungszeitraum vom Februar 2017 bis Oktober 2019 wurden insgesamt 60 Probanden
in der Universitatsklinik Rostock untersucht. Dabei waren 30 Frauen und 30 Manner beteiligt. In der
Gesunden und Gingivitis Gruppe waren jeweils 11 Frauen und 9 Manner beteiligt. In der Parodontitis
Gruppe waren es 8 Frauen und 12 Manner. Das Durchschnittsalter bei der gesunden Gruppe lag bei

32,45 (+ 10,62), das der Gingivitis Gruppe bei 30,85 (+ 7,86) und das der Parodontitis Gruppe bei
58,50 (+ 15,47) Jahren.
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Abbildung 4: Quantitative Bewertung des Alters [Jahre].

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. Ausreiler, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-

Korrektur bestimmt.
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4.2 Klinische Werte
Nach Erheben der klinischen Werte, konnten die Probanden, basierend auf der Sondierungstiefe und
dem modifizierten Sulkusblutungsindex, in die Gruppen Gesund, Gingivitis und Parodontitis eingeteilt

werden.

4.21 Sondierungstiefe (ST)
Die Sondierungstiefe lag bei der Gesunden Gruppe mit einem Mittelwert von 1,75 mm (£ 0,30) unter

dem der Gingivitis Gruppe mit 1,94 mm (z 0,33) und dem der Parodontitis Gruppe mit 2,71 mm ( 0,80).

Eine statistische Signifikanz konnte man in den Gruppen Gesund-Parodontitis mit p < 0,001 und
Gingivitis-Parodontitis mit p = 0,001 feststellen. Zwischen den Gruppen Gesund und Gingivitis lag kein

statistisch signifikanter Unterschied vor (p = 0,242).
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Abbildung 5: Quantitative Bewertung der Sondierungstiefe [mm].

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartildaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. AusreiRer, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-
Korrektur bestimmt.
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4.2.2 Klinischer Attachmentverlust (CAL)
Fir den CAL wurden in den Gruppen die Mittelwerte berechnet und miteinander verglichen. Die
Gesunde Gruppe hatte einen Mittelwert von 1,77 mm (z 0,30), dahinter kam die Gingivitis Gruppe mit
1,98 mm (x 0,34) und dahinter die der Parodontitis mit 3,13 mm (z 1,34).

Hier konnte auch ein hochst statistisch signifikanter Unterschied von p = 0,000 zwischen Gesund und
Parodontitis festgestellt werden. Zwischen Gingivitis und Parodontitis konnte ein Signifikanzniveau von

p = 0,001 ermittelt werden.
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Abbildung 6: Quantitative Bewertung des klinischen Attachmentverlustes [mm].

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartildaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. AusreiRer, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-
Korrektur bestimmt.
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4.2.3 Modifizierter Sulkus-Blutungs-Index (mSBI)
In Abbildung 7 ist der mSBI der drei Gruppen aufgetragen. Sie zeigt, dass es einen statistisch
signifikanten Unterschied zum einen zwischen den Gruppen Gesund und Gingivitis und zum anderen
zwischen Gesund und Parodontitis gab. Bei beiden lag das Signifikanzniveau bei p < 0,001. Die
Mittelwerte lagen bei der Gesunden Gruppe bei 5,25 % (+ 2,29), bei der Gingivitis Gruppe bei
24,55 % (+ 11,21) und in der Parodontitis Gruppe bei 35,6 % (+ 14,61).

Zwischen den Gruppen Gesund-Gingivitis lag ein statistischer Unterschied von p < 0,001 und zwischen

den Gruppen Gesund-Parodontitis einer von p < 0,001 vor.
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Abbildung 7: Quantitative Bewertung des modifizierten Sulkus-Blutungs-Indexes [%].

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartildren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. Ausreiler, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-
Korrektur bestimmt.
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4.2.4 Approximaler Plaque Index (API)
Der approximale Plaque Index ist in Abbildung 8 dargestellt. Der API war bei der Gesunden Gruppe am
niedrigsten war. Dort lag der Mittelwert bei 33,35 % (+ 18,07), in der Gingivitis Gruppe lag er bei
50,65 % (+ 19,74) und in der Parodontitis Gruppe bei 56,40 % (+ 22,13).
Anhand des paarweisen Vergleiches konnte gezeigt werden, dass es einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der Gesunden und Gingivitis Gruppe mit p = 0,044 zum einen und zum anderen

zwischen der Gensunden und Parodontitis Gruppe mit p = 0,001 gab.
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Abbildung 8: Quantitative Bewertung des Approximalen-Plaque-Indexes [%].

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartildaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. AusreiRer, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-

Korrektur bestimmt.
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4.3 B-Zell-Analyse

Anhand der Durchflusszytometrischen Daten konnten die Populationen der B-Zellen, der CD5+ und
CD5- B-Zellen bestimmt werden und in den Gruppen Gesund, Gingivitis und Parodontitis untereinander
verglichen werden.

Abbildung 9 zeigt die Konzentrationen der B-Zellen der Studiengruppen. Anhand der Daten konnten

keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 9: Analyse der B-Zellen.

Dargestellt sind die Konzentrationen [Zelltyp pro uL Blut] von B-Zellen in jeder Studiengruppe. Das Boxplot-
Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere Quartil (Q3) —
also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. groten Wert innerhalb der
interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert ist durch ein farbloses
Quadrat dargestellt. AusreiRer, also Werte auRerhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in
jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender Bonferroni-
Korrektur bestimmt.

Anhand der beschrieben Oberflachenmarker wurden die CD5+ in die einzelnen Entwicklungsstadien
aufgeteilt. In den Entwicklungsstadien der CD5+ B-Zellen konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede festgestellt werden und es ist kein klarer Trend in den Populationen erkennbar. Die
Zellzahl der Gesunden Gruppe lag bei 174,02 /uL (£ 87,37), die der Gingivitis Gruppe bei
178,87 /uL (+ 86,63) und die der Parodontitis Gruppe bei 195,04 /uL (+ 155,76) (Abb. 10). Bei den CD5-

B-Zellen konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede bestimmt werden.
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Abbildung 10: Analyse der CD5+ B-Zell-Untergruppen nach ihrem Differenzierungsstadium.

Dargestellt sind die Konzentrationen [Zelltyp pro pL Blut] von B-Zellen und ihren Subtypen in jeder Studiengruppe.
A) CD5+ B-Zellen, B) CD5- B-Zellen, C) Anzahl von CD5+ naiven/transitorischen B-Zellen, D) Anzahl von CD5+
transitorischen B-Zellen, E) Anzahl von CD5+ naiven B-Zellen, F) Anzahl von CD5+ Gedachtnis-B-Zellen ohne
Klassenwechsel, G) Anzahl von CD5+ Gedachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel, H) CD5+ doppelt negative
Gedachtnis-B-Zellen. Die Boxplot-Diagramme zeigen den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das
untere (Q1) und obere Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw.
groRten Wert innerhalb der interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert
ist durch ein farbloses Quadrat dargestellt. Ausrei3er, also Werte au3erhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte
abgebildet. N = 20 in jeder Studiengruppe. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieRender Bonferroni-Korrektur bestimmt. p > 0,05.

Basierend auf den absoluten Zellzahlen der Lymphozyten wurde der Prozentsatz der B-Zellen [CD19+
an lebenden Lymphozyten] und der Prozentsatz der CD5+ B-Zellen [CD19+CD5+ an vitalen
Lymphozyten] berechnet. Anschlielend wurde das Verhaltnis der CD5+ B-Zellen [CD19+CD5+ an den
CD19+] und die Entwicklungsstadien [naiv transitorischen CD5+ B-Zellen (CD19+CD5+CD27-
IgD+CD38+D24+), transitorischen CD5+ B-Zellen (CD19+CD5+CD27-IlgD+CD38++CD24++), naive
CD5+ B-Zellen (CD19+CD5+CD27-IgD+), CD5+ Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel
(CD19+CD5+CD27+IgD+), CD5+ Gedachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel (CD19+CD5+CD27+IgD-)
und doppelt negative CD5+ B-Zellen (CD19+CD5+CD27-IgD-)] zu B-Zellen bestimmt. Es wurden keine
Unterschiede in den einzelnen Populationen von B-Zellen und CD5+ B-Zellen festgestellt, noch im
Verhaltnis von CD5+ B-Zellen in Entwicklungsstadien zu B-Zellen (Tab. 3).
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Tabelle 3: Menge [%] peripherer Blutlymphozyten, die unterschiedliche Zelloberflachenmarker exprimieren, die
verschiedenen B-Zellen und ihren Entwicklungsstadien entsprechend zugewiesen sind, verglichen zwischen 3

Studiengruppen.

N = 20 in jeder Gruppe, dargestellt sind Mittelwerte und Standartabweichung ().

Marker Gesund (A) Gingivitis (B) Parodontitis (C)
Verhaltnis [%] Verhaltnis [%] Verhaltnis [%]
B-Zellen aller Lymphozyten 10,5 (+.4,5) 10,8 (£3,9) 11,3 (£ 6,0)
CD5* B-Zellen aller Lymphozyten 2,3 (£1,6) 24 (£2,1) 2,3(£1,6)
CD5* B-Zellen aller B-Zellen 21,8 (£12,3) 19,8 (£12,5) 20,5 (x£9,3)
Naiv transitorische CD5+ B-Zellen aller
15,6 (£8,7) 16,7 (£12,1) 17,9 (£ 9,6)
B-Zellen
transitorische CD5+ B-Zellen aller B-
3,7 (£2,4) 4,4 (£3,1) 3,6 (£3,3)
Zellen
naive CD5* B-Zellen aller B-Zellen 11,7 (£7,0) 12,3 (£9,4) 13,1 (£ 8,0)
keinen Klassenwechsel vollzogene
CD5* Gedachtnis- B-Zellen aller B- 3,8 (£5,4) 1,6 (£1,1) 1,4 (£1,0)
Zellen
Klassenwechsel vollzogene CD5*
) ] 1,7 (£2,3) 1,0 (x1,1) 0,8 (£0,5)
Gedachtnis- B-Zellen aller B-Zellen
doppelt negative CD5* B-Zellen aller B-
0,7 (£1,0) 0,4 (x£0,3) 0,4 (£0,3)

Zellen

4.4 Zytokinanalyse

Bei der Zytokinanalyse wurden 13 Zytokine aus dem Speichel untersucht: IL-4, IL-6, IL-2, IL-10, CXCL10
(IP-10), IFN-y, IL-1B, IL-20p70, TNF-c., CXL8 (IL-8), CCL2 (MCP-1), Free Active TGF-31, IL-17.

Dabei konnte bei CXL8 (IL-8) und IL-17A ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
Gesund und Parodontitis festgestellt werden (Abb. 11). Bei dem Zytokin CXL8 (IL-8) lag das
Signifikanzniveau zwischen der Gesunden und Parodontitis Gruppe bei p = 0,023. Fir das Zytokin IL-
17A lag der Wert zwischen den gleichen Gruppen bei p = 0,026. Die Konzentration von IL-8 lag in der
Gesunden Gruppe bei 731,81 pg/mL (+ 994,88), in der Gingivitis Gruppe bei 757,71 pg/mL (+ 691,44)
und Parodontitis Gruppe bei 4427,86 pg/mL (+ 10661,97). Die Konzentration von IL-17A lag in der
Gesunden Gruppe bei 0,45 pg/mL (+ 0,14), in der Gingivitis Gruppe bei 3,97 pg/mL (+ 14,80) und
Parodontitis Gruppe bei 1,26 pg/mL (+ 2,39).



Ergebnisse 30

A 100 IL-17A B CXCLS8 (IL-8)

-

1
p < 0,026 10000 5 p <0,023

*
10 4 *

[
100 - L

10 4

[pg/mL]
[Pg/mL]

T T T 011
Gesund Gingivitis Parodontitis

T T T
Gesund Gingivitis Parodontitis

Abbildung 11: Speichel-Zytokin-Profil in den Studiengruppen. Die Konzentration [pg/mL] von Zytokinen im Speichel
wurde mit dem LEGENDPIex Human Essential Inmune Response Panel bestimmt:

A) IL-17A, B) CXCLS8 (IL-8). Die Boxplot-Diagramme zeigen den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2),
das untere (Q1) und obere Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten
bzw. groRten Wert innerhalb der interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische
Mittelwert ist durch ein farbloses Quadrat dargestellt. Ausreiler, also Werte aulRerhalb der Whisker, sind als
einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe. Die

Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBender Bonferroni-Korrektur bestimmt.
p < 0,05.

Bei den Zytokinen IL-1p und TGF-B1 wurde die Ausschlussgrenze des Signifikanzniveaus knapp
verfehlt. IL-1p lag bei p = 0,051 und TGF-p1 bei p = 0,055. Die Konzentration von IL-1p betrug in der
Gesunden Gruppe 1100,83 pg/mL (+ 3677,18), in der Gingivitis Gruppe 340,44 pg/mL (+ 241,00) und
Parodontitis Gruppe 1305,77 pg/mL (+ 1432,67). Die Konzentration von TGF-B1 lag in der Gesunden
Gruppe bei 46,31 pg/mL (+ 52,53), in der Gingivitis Gruppe bei 56,21 pg/mL (+ 49,31) und in der
Parodontitis Gruppe bei 101,41 pg/mL (+ 126,52) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Speichel-Zytokin-Profil in den Studiengruppen.

Die Konzentration [pg/mL] von Zytokinen im Speichel wurde mit dem LEGENDPIlex Human Essential Immune
Response Panel bestimmt. A) TGF-1 (Free Active), B) IL-13. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe,
N =19 in der Gingivitis Gruppe. Die Box-and-Whisker-Diagramme zeigen den Medianwert (schwarzer Balken in
der Box), den Mittelwert, 25 % und 75 % (unten bzw. oben in der Box) sowie Minimal- und Maximalwerte (unteres

bzw. oberes Whisker-Diagramm) an. Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieRender
Bonferroni-Korrektur bestimmt. p > 0,05.
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Bei dem Priifen der anderen Zytokinen IL-6, IL-4, IL-2, CXCL10, IP-10, TNF-c, IL-10, CCL2 (MCP-1),
IL-20p70 und IFN-y konnten keine statistisch signifikanten Unterschieden ermittelt werden. Bei diesen

Zytokinen und Chemokinen lag der Signifikanzwert-Wert tiber 0,05 (Abb. 13).
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Abbildung 13: Speichel-Zytokin-Profil in den Studiengruppen.

Die Konzentration [pg/mL] von Zytokinen im Speichel wurde mit dem LEGENDPIlex Human Essential Immune
Response Panel bestimmt. A) IL-6, B) IL-4, C) IL-2, D) CXCL10 (IP-10), E) TNF-q, F) IL-10, G), CCL2 (MCP-1) H)
IL-12p70, 1) IFN-y. Die Boxplot-Diagramme zeigen den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das
untere (Q1) und obere Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw.
groRten Wert innerhalb der interquartildren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Der arithmetische Mittelwert
ist durch ein farbloses Quadrat dargestellt. Ausreiler, also Werte au3erhalb der Whisker, sind als einzelne Punkte
abgebildet. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe. Die Signifikanz wurde
mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und anschliefender Bonferroni-Korrektur bestimmt. p > 0,05.

4.5 Mikrobiomanalyse

Die isolierte mikrobielle DNA wurde hinsichtlich der taxonomischen Ordnung auf Stamm-, Gattungs-
und Speziesebene untersucht. Die Zuordnung der Sequenzdaten aller Proben (= operative
taxonomische Einheit (engl. operational taxonomic units (OTUs)) zu den taxonomischen Gruppen
erfolgte mit Hilfe der Datenbank SILVA (database version 138). Dabei wurden statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen aufgezeigt. Die Ergebnisse der gesamten 60 Proben
sind in den folgenden Abbildungen dargestellit.

Zuerst sind die Ergebnisse der Stammanalyse aufgezeigt. Es konnten innerhalb der Gruppen 9
verschiedene Stamme nachgewiesen werden (Abb. 14)
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Abbildung 14: Punktediagramm der durchschnittlichen Haufigkeit von Bakterienstdmmen in den Studiengruppen.
Die GroRe der Punkte stellt die Frequenz der Haufigkeit jeder Gattung dar. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis
Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe.

Das Mikrobiom der parodontal Gesunden Gruppe wies eine hohe Zusammensetzung auf Stammebene
von Actinobakterien, gefolgt von einer weniger hohen Zusammensetzung aus Firmicultis,
Proteobakterien, Bacteriodetes, Fusobakterien und eine kleine Anzahl an Campilobakter und
Patescibakterien auf.

Das Stamm-Mikrobiom der Gingivitis Gruppe setzte sich aus einem hohen Anteil von Proteobakterien,
Actinobakterien und Firmicutis zusammen. Mit einem geringeren Teil wies das Mikrobiom die Stdmme
Bacteriodota und Fusobakterien auf. Zu einem kleinen Teil liel} sich der Stamm Campilobacterota
nachweisen.

Die Zusammensetzung der Stamme in der Parodontitis Gruppe bestand aus einem hohen Anteil von
Bacteriodata, Firmicutis und Proteobacteriodota. Die Haufigkeit von Campilobacterota und
Patescibacteria war niedriger. Die Anwesenheit von Spirochaetota und Synergistota ist besonders

bemerkenswert, da sie weder in der Gesunden noch in der Gingivitis Gruppe nachzuweisen war.

Anhand der 16S-rRNA konnte das Mikrobiom der Studiengruppen auf Gattungsebene aufgeschlisselt

werden. Dabei lief3en sich 26 verschiedene Gattungen identifizieren (Abb. 15).
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Abbildung 15: Punktediagramm der durchschnittlichen Haufigkeit von Bakteriengattungen in den Studiengruppen.
Die GroRe der Punkte stellt die Frequenz der Haufigkeit jeder Gattung dar. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis
Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe.

Die Auflistung nach Gattungsebene in der Gesunden Gruppe zeigte 17 verschiedene Gattungen auf.
Die Gattung Rothia war am starksten vertreten. Ein weniger hohes Vorkommen hatte die Gattung
Streptococcus und Actinomyces gefolgt von Fusobacterium, Corynebacterium, Prevotella und
Capnocytophaga.

In der Gingivitis Gruppe konnten 19 verschiedene Gattungen nachvollzogen werden. Wie in der
Gesunden Gruppe machte auch in dieser Gruppe die Gattung Rothia den grof3ten Anteil aus, gefolgt
von Streptococcus. In einer geringeren Haufigkeit waren die Gattungen Veillonella undibacterium,
Neisseria, Haemophilus, Fusobacterium und Actinomyces vertreten. Dabei waren die Gattungen
Undibacterium, Pseudomonas und Gemella nur in der Gingivitis Gruppe anwesend.

In der Gruppe Parodontitis konnten 22 Gattungen nachgewiesen werden. Zwischen den Haufigkeiten
der Gattungen gab es keine hohen Unterschiede. Die Gattung Fusobacterium hatte nur eine gering
héhere Haufigkeit als Porphyromonas, Streptococcus und Rothia. Kennzeichnend war die isolierte

Anwesenheit von Treponema, Tanerella, Porphyromonas, Cardiobacterium sowie Actinomyces.

Weiterhin konnte das Mikrobiom der Studiengruppen bis auf Spezies-Ebene aufgeschlisselt werden.

Dabei lieRen sich 19 verschiedene Spezies identifizieren (Abb. 16).
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Capnocytophaga_gingivalis 1 Neisseria oralis
Porphyromonas_gingivalis
Campylobacter_gracilis 7
Prevotella_melaninogenica
Alloprevotella_tannerae 4 Selenomonas_noxia
Tannerella_forsythia
Aggregatibacter_actinomycetemcomitans < Treponema_denticola
uncultured_bacterium

Actinomyces_naeslundii 4
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Abbildung 16: Punktediagramm der durchschnittlichen Haufigkeit von Bakterienspezies in den Studiengruppen.
Die GroRe der Punkte stellt die Frequenz der Haufigkeit jeder Gattung dar. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis
Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe.

In der Gesunden Gruppe konnten 12 unterschiedliche Spezies ermittelt werden. Die haufigsten stellten
Corynebacterium matruchotii und Corynebacterium durum dar. Mit einer geringeren Haufigkeit kamen
die Spezies Actinomyces massiliensis, Prevotella melaninogenica und Campylobacter gracilis vor. Die
Spezies Aggregatibater actinomycetemcomitans und Capnocytophaga ginigvalis waren nur in dieser
Gruppe anwesend.

In der Gingivitis Gruppe konnten neun unterschiedliche Bakterienspezies aufgezeigt werden. Darunter
stellte das Corynebacterium matruchotii die groRte Population dar. Darauf folgte mit einem geringeren
Vorkommen die Spezies Campylobacter gracilis, Prevotella melaninogenica und Veillonella atypica. Mit
einer niedrigen Haufigkeit zeigten sich beispielsweise Haemophilus sputorum, Selenomoas noxia und
Alloprevotella tannerae auf. Das Bakterium Capnocytophaga granulosa war nur in der Gingivitis Gruppe
anwesend.

In der Parodontitis Gruppe wurden 12 verschiedene Bakterienspezies ermittelt. Auch in dieser Gruppe
machte die Spezies Corynebacterium matruchotii die groRte Haufigkeit aus. Mit einer geringeren
Population kamen beispielsweise die Spezies Treponema denticola, Tanerella forsythia und

Porphyromonas gingivalis vor, welche nur in dieser Gruppe anwesend waren. Mit einer niedrigeren
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Haufigkeit kamen die Spezies Actinomyces naeslundi, Cardiobacterium valvarum und Neisseria oralis

Vvor.

451 a-Diversitat
Zur Betrachtung der Bakterienvielfalt, unter Beachtung der Dominanz, wurde die a-Diversitat ermittelt.
Diese zeigt die bakterielle Diversitat innerhalb einer Gruppe. Als Index wurde hierfir der Shannon-
Wiener-Index erhoben. Es konnte gezeigt werden, dass die Individualitdt der einzelnen Gattungen mit

fortschreitendem Krankheitsverlauf abnimmt.

Shannon Alpha-Diversitat

Shannon

Alpha-Diversitatsmal

Gesund Gingivitis Parodontitis

Abbildung 17: Analyse von Alpha-Diversitdt nach Gattungen in Mikrobiomproben, die aus der gingivalen
Sulkusflussigkeit der Patienten enthommen wurden.

Das Boxplot-Diagramm zeigt den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere
Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. grof3ten Wert innerhalb
der interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Ausreiler, also Werte aullerhalb der Whisker, sind
als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe. N = 19 in der Gingivitis Gruppe.
Die Signifikanz der a.-Diversitat wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur und
Permanova (Adonis), bestimmt. p < 0,05.

4.5.2 B-Diversitat
Zum Vergleich der Bakterienvielfalt zwischen den Gruppen wurde die pB-Diversitdt berechnet.
Als Index wurde die ungewichtete und gewichtete unique fraction Distanz (UniFrac), berechnet. Unter
Berlcksichtigung  der  Distanzordnung  zeigte die  ungewichtete  UniFrac-Berechnung
(Anwesenheit/Fehlen von Taxa) Ahnlichkeit zwischen der Gesunden und der Gingivitis Gruppe. Im
Gegensatz dazu schien die Vielfalt der Bakteriengemeinschaften in der Parodontitis Gruppe verringert
zu sein. Der gewichtete UniFrac (relative Haufigkeit von Taxa) bestétigte die beobachtete Ahnlichkeit
zwischen der Gesunden und der Gingivitis Gruppe, berlicksichtigte jedoch ein héheres Vorkommen

erkannter einzelner Taxa.
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Abbildung 18: Analyse von Beta-Diversitat nach Gattungen in Mikrobiomproben, die aus der gingivalen
SulkusflUssigkeit der Patienten enthommen wurden.

Als Index flr die Beta Diversitat wird das ungewichtete (A) und gewichtete (B) UniFrac-Mal gezeigt. Die Boxplot-
Diagramme zeigen den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere (Q1) und obere Quartil (Q3)
— also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. gréten Wert innerhalb der
interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Ausreil3er, also Werte auflerhalb der Whisker, sind als
einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe. N = 19 in der Gingivitis Gruppe. Die
Signifikanz der B-Diversitat wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur und
Permanova (Adonis), bestimmt. p < 0,05.
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Abbildung 19: Analyse der Phanotypen nach Gattungen in Mikrobiomproben, die aus der gingivalen
Sulkusflissigkeit der Patienten gewonnen wurden.
Darstellung der (A) gram positiven und (B) gram negativen Bakterien. (C) Einteilung der Bakterien in Bezug auf die
Fahigkeit einen stabilen Biofilm zu formen. (D) Pathogenitat des Mikrobioms der einzelnen Gruppen. Haufigkeiten
der (E) aeroben, (F) anaeroben und (G) fakultativ anaeroben Bakterien. (H) Stresstoleranz des jeweiligen
Mikrobioms. Die Boxplot-Diagramme zeigen den Median (schwarzer Balken innerhalb der Box, Q2), das untere
(Q1) und obere Quartil (Q3) — also die mittleren 50 % der Daten. Die Whisker markieren den kleinsten bzw. gréf3ten
Wert innerhalb der interquartilaren Spannweite (1,5 x IQR von Q1 bzw. Q3). Ausreil3er, also Werte auf3erhalb der
Whisker, sind als einzelne Punkte abgebildet. N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe. N = 19 in der

Gingivitis Gruppe.
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In Abbildung 19 lasst sich anhand des Diagramms A ableiten, dass das Vorkommen Gram positiver
Bakterien von der gesunden Gruppe bis hin zur Parodontitis Gruppe abgenommen hat. Hingegen
befanden sich mehr gram negative Bakterien in der Parodontitis Gruppe als in der Gingivitis oder
Gesunden Gruppe (Diagramm B). Das Diagramm C zeigt das Vorkommen von Gattungen, welche in
der Lage waren einen stabilen Biofilm zu bilden. Diese tberwogen in der Gesunden Gruppe, darauf
folgte die Gingivitis und danach die Parodontitis Gruppe. Aus dem Diagramm D geht die Pathogenitat
der Bakterien hervor, welche in der Parodontitis Gruppe den grofdten Teil ausmachte, gefolgt von der
Gesunden und Gingivitis Gruppe. Aus den Diagrammen E, F und G Iasst sich ableiten, dass im Vergleich
der Gruppen die Gesunde Gruppe am meisten aerobe Gattungen, die Gingivitis Gruppe am meisten
fakultativ anaerobe Gattungen und die Parodontitis Gruppe am meisten anaerobe Gattungen aufwies.

Die groRte Stresstoleranz der Gattungen wies laut Diagramm H die Gingivitis Gruppe auf.

4.5.4 Unterschiedliche Haufungen nach Gattungen
Als Vergleich der Haufigkeiten der Gattungen in den einzelnen Studiengruppen wurde ein log2fold-
Change visualisiert. Dabei wurden statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen OTUs
aufgetragen. Die erstgenannte Gruppe befindet sich Uber der Null-Linie und die zweitgenannte Gruppe

befindet sich unterhalb der Null-Linie.
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Differential Abundance by Genera

Differential Abundance by Genera
Parodontitis vs Gesund; FDR < 0.01

Gingivitis vs Gesund; FDR < 0.01
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Abbildung 20: Differentialhaufigkeitsanalyse nach Gattungen in Mikrobiomproben, die aus der gingivalen
Sulkusflissigkeit der Patienten gewonnen wurden. Unterschiedliche Haufigkeit nach Gattungen.

N = 20 in der Gesunden und Parodontitis Gruppe, N = 19 in der Gingivitis Gruppe. Die erste Gruppe liegt Gber der
Nulllinie, die zweite Gruppe unter der Nulllinie. Jeder Punkt stellt eine OTU dar. Die Signifikanz wurde mithilfe des
Wald-Tests und der Benjamin-Hochberg-Korrektur mit DESeqg2 (FDR < 0,01) bestimmt.
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Aus dem Vergleich der Diagramme geht hervor, dass es in der Haufigkeit zwischen den OTUs der
Gruppen Gingivitis und Gesund relativ wenig statistisch signifikante Unterschiede auf Gattungsebene
gab. Im Gegensatz dazu lagen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen Parodontitis
und Gesund vor. Stark statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich in der Gruppe Parodontitis und
Gingivitis. Als Beispiel zwischen Gingivitis gegen Gesund kamen zwei OTUs mit einer hohen Haufigkeit
von Streptoccus in der Gingivitis Gruppe vor. Hingegen gab es in der Gesunden Gruppe eine OTU mit
einer hohen Haufigkeit bei der Gattung Rothia. Als Beispiel im Vergleich Parodontitis gegen Gesund
kann das Fusobacterium herangezogen werden: Dort konnten in der Parodontitis Gruppe auf
Gattungsebene vier OTUs mit einer statistisch signifikant hdheren Haufigkeit als in der Gesunden
Gruppe nachgewiesen werden. Insgesamt konnten zwischen den Gruppen Gingivitis gegen Gesund
vier Gattungen, zwischen den Gruppen Parodontitis gegen Gesund 17 und zwischen den Gruppen
Parodontitis gegen Gingivitis 25 Gattungen mit einem statistisch signifikanten Unterschied in den

Haufigkeiten gefunden werden.
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund und Hypothese

Mehrere Studien berichteten Uber erhdhte Werte von CD5+ B-Zellen im zirkulierenden Blut von
Patienten mit fortgeschrittener und aggressiver Parodontitis (Afar, Engel and Clark, 1992; Irwandi et al.,
2022). Die CD5+ B-Lymphozyten sind fiir ihre autoreaktiven Eigenschaften bekannt, da sie
Autoantikdrper gegen die extrazelluldre Matrix produzieren kénnen, die indirekt den Knochenabbau
erleichtern kénnen, indem sie eine groRe Untergruppe von Immunzellen an den Ort der anfanglichen
Entziindung locken (Sugawara et al., 1992). Vorherige Studien schlossen Patientenkohorten mit hoher
Schwere der Erkrankung ein und befassten sich nicht mit der B-Zell-Analyse in Bezug auf eine CD5+-
Population in einem mittelschweren Erkrankungsstatus. Die vorliegende Arbeit untersuchte hingegen
die Rolle bzw. das Vorkommen von CD5+ B-Zellen bei initialen bis moderaten parodontalen
Erkrankungen wie Gingivitis und mittelschwerer Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden.
(Armitage, 1999)

5.2 Zytokine

Die Zytokinbestimmungen =zeigten statistisch signifikant erhdhte IL-17A- und IL-8-Spiegel in
Parodontitis-Speichelproben im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Die Spiegel von IL-13 und TGF-31
waren ebenfalls erhoht. Diese Ergebnisse stlitzen die Beobachtungen in mehreren anderen
Untersuchungen, in denen ein hoherer IL-17-Wert in Sulkusflissigkeit und Zahnfleischbiopsien von
entziindetem Parodontium nachgewiesen wurde (Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2005; Ohyama
etal., 2009). Azman et al. stellten in ihrer Studie fest, dass die IL-17A-Konzentration in Speichel, Serum
und GCF bei Parodontitispatienten héher ist als bei gesunden Patienten (Azman et al., 2014).
Bemerkenswerterweise spielt IL-17A eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Infektionen, da es die
folgenden entziindungsférdernden und antimikrobiellen Eigenschaften aufweist: 1) Rekrutierung und
Aktivierung von Neutrophilen (PMNs); 2) Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen und
Komplementfaktoren; 3) Forderung der Migration der Th-17-Zellen. Die rekrutierten Th-17-Zellen
initieren weitere Signalkaskaden, die nicht nur die Immunantwort verstarken, sondern durch einen
Feedback-Mechanismus auch die weitere Freisetzung von IL-17 aus lokalen mesenchymalen Zellen
stimulieren. Dadurch bleibt die Entziindungsreaktion erhalten (Noack, Ndongo-Thiam and Miossec,
2016). Darlber hinaus sorgt IL-17A fiir eine Induktion verschiedener Zytokine wie IL-8, IL-1, TNF-c. und
IL-6 (Onishi and Gaffen, 2010; Preshaw and Taylor, 2011). Im Vergleich zu anderen
proinflammatorischen Zytokinen wird IL-8 friih produziert und kann mehrere Wochen im Gewebe
persistieren (Mlachkova, Popova and Doseva, 2020). IL-8 wirkt hauptsachlich als Attraktor und Aktivator
von PMNs, die nach dem Eintritt in parodontale Gewebe fir die Produktion von TNF-c, IL-1, IL-6 und
IL-8 sorgen. Diese Zytokine induzieren den Abbau von parodontalem Gewebe, indem sie die
Knochenresorption stimulieren (Yoshimura et al., 1997). Eine starke immunregulatorische Rolle bei
entziindungsbedingten Prozessen wird auch IL-13 zugeschrieben, das als Verstarker der lokalen
Gewebedurchblutung wirkt und dadurch zur Leukozytenrekrutierung und Infiltration von Neutrophilen

beitragt. Daruber hinaus reguliert IL-1p positiv die Expression von MMPs, RANKL und anderen
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kollagenolytischen Enzymen. So zeigen sowohl IL-1p als auch TGF-f1 einen erheblichen Einfluss auf
den Knochenabbau bei Parodontitis, wie an anderer Stelle beschrieben (Rosen et al., 1988; Kinney et
al., 2014; Rangbulla et al., 2017; Cheng et al., 2020). Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die
Sekretion anderer analysierter Zytokine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, CCL2, CXCL10, IFN-y, IL-20p70, TNF-
a) in der vorliegenden Studie in allen Gruppen unverandert war, ist davon auszugehen, dass die
anfangliche Entziindung (wie sie bei Gingivitis oder beginnender Parodontitis zu sehen ist) primar durch
eine verstarkte Produktion von IL-17A und IL-8 getrieben wird. Eine solche begrenzte Immunantwort

wirde auch die geringe systemische Proliferation von CD5+ B-Zellen bedingen.

5.3 B-Zellen

Im Jahr 2002 untersuchten Berglundh et al. die Haufigkeit von CD5+ B-Zellen im peripheren Blut von
Patienten mit diagnostizierter fortgeschrittener Parodontitis. In der gesunden Gruppe entfielen etwa
15 % der analysierten B-Zellen auf die CD5+-Fraktion, wahrend im Blut von Parodontitispatienten der
CD5+-Anteil fast dreimal hoher war (40-50 %) (Berglundh et al., 2002). Im Gegensatz dazu zeigten die
vorliegenden Daten, dass das Verhaltnis von CD5+ B-Zellen im zirkulierenden Blut bei gesunden
Probanden durchschnittlich 20 % betrug und bei Patienten mit leichter oder mittelschwerer parodontaler
Entziindung unverandert blieb. Ahnliche Ergebnisse wurden von Sugawara et al. beschrieben, die ca.
17 % CD5+ B-Zellen im Blut von Teilnehmern mit fortgeschrittener Parodontitis vs. ~14 % in der
gesunden Gruppe nachwiesen (Sugawara et al., 1992). Sugawara und Berglundh untersuchten auch
die lokale Konzentration von CD5+ B-Zellen in Zahnfleischbiopsien und Blut. Im Vergleich zu den
Befunden von Sugawara war das Verhaltnis von CD5+ B-Zellen zu B-Zellen in den Zahnfleischproben
etwas hoher als in der Studie von Berglundh. Hingegen war der Blutanteil in den Proben von Berglundh
im Vergleich zu den von Sugawara berichteten Werten dreimal héher. Ergebnisse der vorliegenden
Studie entsprechen den Beobachtungen von Sugawara (Sugawara et al., 1992; Berglundh et al., 2001).
Dies fuhrt zur Annahme, dass eher eine schwere als eine maRige Entziindungslast im parodontalen
Bereich eine systemische Immunantwort auslést, die sich in der Proliferation von CD5+ B-Zellen im Blut
widerspiegelt, wie sie bei fortgeschrittener chronischer und aggressiver Parodontitis beobachtet wird.
Der Zusammenhang zwischen Knochenresorption und systemischer Akkumulation von CD5+ B-Zellen
ist auch im Fall von rheumatoider Arthritis offensichtlich, wo die Schwere der Entziindung und des
Knochenabbaus sehr hoch ist. Leandro et al. beobachteten, dass bei Absetzen der Medikation von RA-
Patienten der Anteil der CD5+ B-Zellen im Blut innerhalb weniger Monate nach Therapieende von
33,7 % auf 78,7 % angestiegen ist. Das Medikament Rituximab hat sich bei der Depletion maligner und
normaler B-Lymphozyten als wirksam erwiesen und Leandro et al. haben gezeigt, dass die
Repopulation von naiven CD5+ und CD38+ B-Zellen einige Monate nach der Behandlung auftrat
(Leandro et al., 2006). Eine weitere Studie von Engelmann et al. wies auf eine positive Korrelation
zwischen dem Serumbiomarker der Osteoklastenaktivitdt CTX-1 und CD5+-Zellen im Blut von Patienten
mit RA hin (Engelmann et al., 2015). Die Entziindungslast bei mittelgradigen Parodontalerkrankungen
reicht jedoch méglicherweise nicht aus, um systemische Immuneffekte zu induzieren. Zu diesem Zweck
wurden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich die Entwicklungsstadien von CD5+ B-Zellen basierend auf

der Studie von Engelmann et al. untersucht. Im Allgemeinen zeigte die Analyse einen grof3en Anteil
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naiver B-Zellen in der CD5+ Population (11-13 %). Hier war die Inzidenz naiver CD5+ B-Zellen in
erkrankten Gruppen geringfiigig erhoht. Zwischen unseren Studiengruppen konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied bezlglich der anderen analysierten B-Zell-Subtypen (transitorische,
Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel, Gedachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel und doppelt
negative B-Zellen) festgestellt werden. Vermutlich reicht die Entziindungslast bei mittelschweren
Parodontalerkrankungen nicht aus, um systemische Immuneffekte auszuldsen. Eine Positivkontrolle in

Form von Patienten mit schwerer Parodontitis wurde in der vorliegenden Studie jedoch nicht erhoben.

5.4 Mikrobiom

Die Hauptursache der entziindlichen Belastung des Parodontiums ist ein gestortes Gleichgewicht der
oralen Mikrobiota. Diesbeziiglich beschrieb Tonetti, dass die verstarkte Sekretion von IL-8 und PMNs-
Infiltration in die oberen Schichten des Randepithels wahrscheinlich auf eine zunehmende Pathogenitat
bakterieller Plaque zuriickzufiihren ist (Tonetti, 1997). Ein Jahr spater spezifizierten Socransky et al. die
bakterielle Atiologie und schlugen P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola als zentrale parodontale
Pathogene vor (Socransky et al., 1998). AnschlieRend wurde in Mausexperimenten ein Zusammenhang
zwischen der Haufigkeit von P. gingivalis und der Freisetzung von IL-17A deutlich (Onishi and Gaffen,
2010). Kriebel et al. beschreiben, dass die durch P. gingivalis induzierte IL-8-Sekretion in gingivalen
Epithelzellen statistisch signifikant héher war als in humanen mesenchymalen Stammzellen. AuRerdem
zeigten die Zelltypen in Gegenwart von Fusobacterium nucleatum- Stammen eine hohe Sekretionrate
von IL-8. Die Beobachtungen dieser und weiterer Studien stimmen mit den Ergebnissen der
vorliegenden Untersuchung Uberein, die ebenfalls eine statistisch signifikant héhere Konzentration von
IL-8 und eine hohere Haufigkeit von Porphyromonas und Fusobacterium bei Parodontitispatienten im

Vergleich zu den Gesunden und Gingivitis Gruppen zeigten (Kriebel et al., 2013).

Aus diesem Grund wurde eine mikrobiologische Untersuchung der Sulkusflissigkeit mittels 16S-rRNA-
Sequenzierung durchgefiihrt und die Parodontalflora untersucht. Die Auswertung zeigte reprasentative
Bakterienspektren in Abhangigkeit vom Gesundheitszustand. Die erhobenen Daten stimmen mit den
Ergebnissen mehrerer anderer Studien Uberein, die das orale Mikrobiom ahnlich profiliert haben
(Socransky et al., 1998; Sela, 2001; Tatakis and Kumar, 2005; Abusleme et al., 2013; Kirst et al., 2015;
Chen et al., 2018). Zusatzlich wurde die Alpha- und Beta-Diversitat der Arten bestimmt. Der Biofilm von
Gingivitisprobanden zeigte eine hohe Artenvielfalt und eine geringe Haufigkeit einzelner Gattungen, was
mit Daten von gesunden Probanden vergleichbar war. Das Mikrobiom im mafig entzindetem
Parodontium war durch eine verringerte Diversitat und eine erhdhte Haufigkeit einzelner Gattungen
gekennzeichnet. Bemerkenswert ist, dass der Verlust der Diversitat im oralen Mikrobiom zuvor mit
Parodontitis in Verbindung gebracht wurde (Ai et al., 2017). Tatsachlich wird die bakterielle Diversitat
durch die Lebensbedingungen im Mikromilieu der Plaque bestimmt. Bei andauernder Mundhygiene
kann sich die bakterielle Plaque von der sauerstoffreichen supragingivalen zur sauerstoffarmen
subgingivalen Zone ausdehnen und vertiefen. Hier haben anaerobe Stamme einen Uberlebensvorteil
und koénnen bakterielle Virulenzfaktoren sezernieren (Popova, Dosseva-Panova and Panov, 2013;
Lasserre, Brecx and Toma, 2018) Folglich steigt das Risiko eines lokalen pathogenen Ausbruchs im

oralen Mikrobiom mit fortschreitender parodontaler Erkrankung (Schroeder, 1997). Unsere Analyse der
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Phanotypen bestédtigte die abnehmende aerobe grampositive Population zugunsten anaerober
gramnegativer Mikroorganismen bei Patienten mit Gingivitis und starker noch bei Patienten mit
Parodontitis. So konnte eine korrekte Zuordnung der Probanden zu den Erkrankungsstadien validiert

werden.

5.5 Limitationen

Die Leitlinie zur Klassifikation parodontaler Erkrankungen wurde nach Beginn der vorliegenden Studie
verandert. Das derzeitige Klassifikationssystem definiert parodontale Erkrankungen andersartig, fihrt
eine weitere Unterteilung der Klassen ein und ermdglicht eine individualisiertere Bestimmung des
Erkrankungsstadiums beziiglich der Parodontitis. Die aktualisierten Begriffe beinhalten zudem auch
eine erste Klassifikation periimplantdren Erkrankungen (Papapanou et al., 2018). In der vorliegenden
Studie entspricht die klinische Untersuchung und Einteilung der Patienten den frilheren Empfehlungen
des ,Classification System for Parodontal Diseases and Conditions”. (Armitage, 1999). Wodurch eine
sinnvolle Angleichung an friihere Studien und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse innerhalb der
Literatur gewahrleistet wird. Die erhobenen Mikrobiomdaten sind jedoch eindeutig mit dem Grad der
Entzindung assoziiert, der bei den Patienten auch klinisch bewertet wurde. Eine Einschrankung ist,
dass die 16S-rRNA-Sequenzierung selbst begrenzt ist, da sie die Gattungsebene zwar genau umfasst,
auf Artenebene jedoch ungenau sein konnte (Liu et al, 2021). Beispielsweise haben wir A.
actinomycetemcomitans und C. gingivalis in einem gesunden Mikrobiom nachgewiesen, deren
Vorhandensein eher typisch fir einen Krankheitszustand ist. Es ist weiterhin zu beachten, dass es — wie
in ahnlichen vergleichenden Parodontitisstudien - Unterschiede im Durchschnittsalter der
Teilnehmenden zwischen den Gruppen gibt: jingere Personen in der Gesunden Gruppe und der
Gingivitis Gruppe und altere Personen in der Parodontitisgruppe. Diese Verteilung spiegelt die
Pravalenz der Krankheit bei Senioren wider (Jordan and Micheelis, 2016). Daruber hinaus erfassen
Zytokine aus dem Speichel und CD+ B-Zellen im Blut nicht vollstandig lokale parodontale
immunologische Ergebnisse, was Sulkusflissigkeitsproben und Gingivabiopsien erfordern wirde.

Daher enthiillen unsere Ergebnisse in erster Linie weiter entfernte, systemische Effekte.
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6 Zusammenfassung

Faktoren, die die Anfalligkeit eines Patienten fur Parodontitis genau vorhersagen wiirden, sind schwer
zu definieren, obwohl sie klinisch eine grof’e Bedeutung haben. CD5+ B-Zellen sind seit einigen Jahren
von besonderem Interesse, da sie im Blut von Patienten mit schwerer Parodontitis erhéht gefunden
wurden und mit Knochenschwund korrelieren (Berglundh et al., 2002; Engelmann et al., 2015). In
diesem Zusammenhang war es das Ziel der vorliegenden Studie, die Rolle von CD5+ B-Zellen und

oralem Mikrobiom bei Patienten mit Gingivitis und mittelschwerer Parodontitis zu charakterisieren.

Zu diesem Zweck wurden die Studienkohorten, anhand von klinisch erhobenen Parametern, in
Untersuchungsgruppen mit parodontaler Gesundheit, Gingivitis und mittelschwerer Parodontitis

eingeteilt. Zusatzlich wurden bei ihnen Blut-, Speichel- und Sulkusflissigkeitsproben entnommen.

In jeder Gruppe wurden unterschiedliche Populationen von CD5+ B-Zellen bestimmt, die
charakteristische Reifestadien reprasentierten. Der Grad der Entziindung wurde durch Zytokinanalyse
bewertet. Zusatzlich wurde ein umfangreiches mikrobiologisches Profiling der Probanden mittels 16S-

rRNA-Sequenzierung durchgefiihrt (Mikrobiomanalyse).

Bei der Untersuchung der PBMCs aus dem peripheren Blut zeigten, dass in keiner
Untersuchungsgruppe die CD5+ B-Zellen erhéht waren. Dies ist vermutlich dadurch verursacht, dass
frihe Stadien der Parodontitis keine ausreichenden systemischen Wirkungen entfalten, um einen

Anstieg von CD5+ B-Zellen im zirkulierenden Blut nachzuweisen.

Wahrend im Blut keine Veranderungen der CD5+ B-Zellen beziiglich der analysierten
Entwicklungsstadien beobachtet wurden, konnten dafir statistisch signifikante Unterschiede in der
oralen IL-8-, IL-17A-Zytokin-Expression und der mikrobiellen Alpha- und Beta-Diversitat beobachtet

werden.

Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit, dass es nicht moglich ist, anhand der Anzahl und des Anteils
von CD5+ B-Zellen im peripheren Blut zwischen parodontaler Gesundheit, Gingivitis und moderater
Parodontitis zu unterscheiden. Die Gruppen konnten jedoch anhand ihrer mikrobiellen (16S-rRNA) und
immunologischen (Zytokine) Eigenschaften korrekt in Erkrankungsstadien klassifiziert werden.
Zukunftige Untersuchungen konnten CD5+ B-Zellfrequenzen in Gingivabiopsien einbeziehen, um die
lokale Konzentration der CD5+ B-Zellen im parodontalen Gewebe zu ermitteln und mdglicherweise auf

diese Weise Unterschiede bezlglich der Zellfrequenz zu ermitteln.
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Thesen

CD5-positive B-Zellen sind bei moderater Parodontitis nicht mit erhéhtem Knochenabbau
assoziiert.

2. Die CD5-positiven B-Zellen, die moglicherweise mit vermehrtem parodontalen Knochenabbau
vergesellschaftet sind, lassen sich nicht in ein bestimmtes Differenzierungsstadium klassifizieren.
Durch die Mikrobiomanalyse lassen sich die Untersuchungsgruppen einordnen.

Die Zytokinexpression spiegelt das lokale Entziindungsgeschehen wahrend der Parodontitis wider.
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