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Abstract

Elastase, eine Serinprotease, kann durch ihre proteolytische Wirkung entscheidend zur Zerstörung parodontaler Strukturen beitragen
[1]. Frühere Untersuchungen zeigten, daß bei einer Parodontitis die Elastaseaktivität in der Sulkusflüssigkeit (SF) erhöht ist [3]. Es
wurde ein Mikrotest etabliert, um mit Hilfe von fluorogenen Substraten die elastolytische Aktivität messen zu können. Die
Probenentnahme erfolgte mit Periopaper® die Sulkusflüssigkeitsvolumenbestimmung durch das Periotron 8000®. Die elastolytische
Aktivität wurde mit einem fluorogenen Substrat MeO-Succ-Ala-Ala-Pro-Val-AMC im Mikrotestplattenleser Fluostar® gemessen. Zur
Qualitätskontrolle der Nachweismethode erfolgte die Bestimmung der Wiederfindungsquote bei Aktivitäten von 200, 1600 und 3200
µU/µl (n=150). Die mittlere Wiederfindungsquote in diesem Bereich lag bei 93,7%. Eine erste Anwendung dieses Verfahrens bei
Patienten mit marginaler Parodontitis (AP) erbrachte eine mittlere Elastaseaktivität von 3727 µU/µl. Die Vorteile dieser neuen
Testmethode liegen in der Möglichkeit der Einzelzahnmessung, dem Nachweis geringster Enzymaktivitäten, Untersuchung minimaler
Probenvolumina sowie der Mehrfachbestimmung. In einem Ansatz können mit dem Fluostar® bis zu 96 Patientenproben gleichzeitig
untersucht werden. 

Einführung

Die proteolytischen Enzyme der neutrophilen Granulozyten sind maßgeblich an der Zerstörung von Gewebskompartimenten beteiligt [1].
Während der Phagozytose oder bei Lysis werden sie aus den primären, azurophilen Granula freigesetzt. Neben Kathepsin D, Kathepsin
G und Kollagenase ist vor allem Elastase in der Lage Kollagenfasern zu zerstören, [8] sie lysiert neben Elastin auch Proteoglykane,
Hämoglobin, Fibrinogen und Kollagen.
1975 untersuchten OHLSSON und DELSHAMMER [7] in gingivalen Biopsaten den Zusammenhang zwischen Elastasekonzentration und
Granulozytenzahl. Im erkrankten Gewebe wiesen sie durchschnittlich 0,1 µg/mm3; Elastase nach. Dies entspricht einem Gehalt von
25.000 Granulozyten.
Zusammenhänge zwischen parodontaler Destruktion und proteolytischer Aktivität in der Sulkusflüssigkeit wurde in Untersuchungen von
CIMASONI und KOWASHI [6] beschrieben. Entscheidend für Abbau und Gewebszerstörung ist nicht allein die Enzymkonzentration,
sondern die Aktivität. [4] KENNETT et al. beschreiben eine parodontale Erkrankungsprogredienz oberhalb einer elastolytischen Aktivität
von 300 µU/µl. Elastase kann inaktiv als Komplex mit alpha-1-ProteinaseInhibitor bzw. alpha-2-Makroglobulin vorkommen [5].

Material und Methoden

Nach Isolation der zu untersuchenden Zähne mit Watterollen und Trocknen mit kurzen Luftstößen sowie vorsichtiger supragingivaler
Plaqueentfernung wurde mit einer modifizierten intracreviculären Methode Sulkusflüssigkeit gewonnen. Periopaper(r) wurde lediglich 20
Sekunden am Sulkusrand plaziert, jedoch nicht tiefer als 1 mm in die Tasche eingeführt, um Gewebeirritationen zu vermeiden.
Anschließend wurde der Periotronwert (PTW) ermittelt und das Probenvolumen rückberechnet.
Für die Vortests diente Aqua dest., für Patientenuntersuchungen Poolserum einer Gruppe von zehn allgemeinanamnestisch
unauffälligen Probanden als Eichmedium. Die Kalibrierung erfolgte mit einer Präzisions- Hamilton-Spritze im Volumenbereich 0 bis 0,80 µl
in Schritten von 0,10 µl. Das arithmetische Mittel aus 10 Meßwerten war die Grundlage zur Berechnung der Kurvenanpassung (vgl.
Abb. 1).
Die Proben wurden in 30 µl Puffer (pH 5,5) eluiert. Anschließend sind je 10 µl dieses Probenvolumens zu einem Testpuffer (pH 8,5) in
die Schächte der Mirkrotestplatte pipettiert worden. Nach Zugabe von 50 µl einer 10-3 mol/l Lösung des fluorogenen Substrates,
wurden die Mikrotestplatten inkubiert und anschließend im Fluostar(r) gemessen. Die Aktivitäten der Proben wurden im direkten
Vergleich zur Standardkurve bestimmt (vgl. Abb. 2). Jede Probe wurde im Doppelansatz analysiert.
Die Verwendung des Substrats MeO-Succ-Ala-Ala-Pro-Val-7-Amino-4-methylcumarin bot wesentliche Vorteile [2]. Bei der
Peptidspaltung durch Elastase wird AMC frei. Sein Exzitationsmaximum liegt bei 390 nm das Emmissionsmaximum bei 460 nm im UV-
Spektrum. Zur Überprüfung des Verfahrens wurden Wiederfindungsquoten ermittelt (vgl. Abb. 3). Ein diskretes Probenvolumen
bekannter Aktivität, aus dem Spalt zwischen einem Deckglas und einem Objektträger aufgenommen, wurde nach og. Methode
untersucht.



Ergebnisse

Nachweisbare Erhöhung der elastolytischen Aktivität bei Patienten mit marginaler Parodontitis (AP) ergab sich bereits bei den ersten
Messungen. Einen Auszug dieser Ergebnisse im Vergleich zu klinischen Daten findet sich in Tabelle 4. Die durchschnittliche
Elastaseaktivität lag hier bei 3727 µU/µl.
Die Nachweisgrenze unseres Verfahrens liegt bei 100 µU/µl, dabei ist zu berücksichtigen, daß eine zahnflächenspezifische
Probengewinnung erfolgte und SF-Volumina von nur 0,1 µl analysiert werden konnten.
Nach Verfeinerung der Methode lagen die Wiederfindungsquoten bei durchschnittlich 93,7 %.

Abb. 1:
Kalibrierung des Periotron 8000®

polynomiale Funktion 2. Ordnung (Statistiksoftware SPSS®)
R2

Aqua dest = 0,999     R2
Poolserum = 0,998

PTW=Periotronwert

Abb. 2:
Standardkurve der Elastaseaktivität

F.U. = Fluoreszenzeinheiten     Aktivität = nU/µl
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Abb. 3:
Mittlere Wiederfindungsquoten
mit prozentualer Standardabweichung

Nr. Zahn Ort ST AL SB Pus SF Aktivität
1 16 mb 7 9 + + 0,4 7189
2 14 db 6 7 + + 0,55 6665
3 23 mb 5 7 + + 0,23 7821
4 25 mb 8 8 + + 0,17 6380
5 11 mb 4 5 + - 0,34 1668
6 12 mb 4 6 + - 0,65 1866
7 27 mb 5 5 + - 0,37 2204
8 23 db 5 6 - - 0,18 1027
9 12 db 4 4 - - 0,69 998
10 21 mb 5 6 - - 0,41 1031
Tab. 4: Ergebnisse der Patientenuntersuchung

b
o
SB
Pus

=bukkal
=oral
=Sondierrungsblutung
=parodontale Exsudation

d
Aktivität
SF(µl)

=distal
=µU/µl
=Sulkusflüssigkeitsvolumen

m
AL(mm)

=mesial
=Attachmentniveau

Schlussfolgerungen

Die Messung der Elastaseaktivität erweitert die klinische Befunderhebung wesentlich. Bei lokalisierter Entzündung und ortsspezifischem
Gewebeverlust können aktive Taschen durch diesen Test ausgemacht und eine Weiterbehandlung eingeleitet werden.
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