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Referat und bibliographische Beschreibung

Primarer &tiologischer Faktor der Parodontitis ist die mikrobielle Plague. Ihre Pathogenese wird
jedoch auch durch die individuelle wirtseigene Immunantwort beeinflusst. So stimulieren zum
Beispiel bestimmte Zellwandkomponenten bakterieller Parodontopathogene unter anderem den
transmembrands gelegenen Toll-like-Rezeptor-2 (TLR-2). Dieser aktiviert intrazelluldr den
nukledren Faktor-kB (NF-kB), wodurch die Expression von Genen der Immunantwort
getriggert wird. Diese Gene kodieren z. B. flr proinflammatorische Zytokine, die gewebe-
abbauende Zellen aktivieren und daher auch mit dem Abbau von parodontalem Gewebe
assoziiert sind. Die Aktivitat des TLR-2 und Transkriptionsfaktors NF-kB wird unter anderem
von Varianten ihrer kodierenden Gene beeinflusst. Daher bestand das erste Ziel dieser Studie
darin, eine mdgliche Relation von Polymorphismen in den Genen fur TLR-2 (Arg677Trp und
Arg753GIn) und NF-kB (-94 ins/del ATTG) zur Parodontitis zu evaluieren. Ein weiteres Ziel
war es zu Uberprifen, ob auch ein Zusammenhang zum subgingivalen Nachweis von
parodontalen Markerbakterien besteht.

In dieser Studie wurden 141 Parodontitispatienten (aggressiv n=78, chronisch n=63) und 81
parodontitisfreie  Kontrollprobanden untersucht. Die Polymorphismen im TLR-2-Gen
(Arg677Trp, Arg753GIn) und NF-kB-Gen (-94 ins/del ATTG) wurden durch die molekular-
biologischen Methoden Polymerase-Ketten-Reaktion und Restriktions-Fragment-L&ngen-
Polymorphismus bzw. Fragment-Langen-Analyse bestimmt. Der Nachweis der parodontalen
Leitkeimen A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia und T.
denticola aus gepoolten subgingivalen Plaqueproben erfolgte mittels DNA-STRIP®-
Technologie (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland).

Unter allen Studienteilnehmern konnte nur der Arg/Arg-Wildtyp des Arg677Trp-
Polymorphismus im TLR-2-Gen nachgewiesen werden. Fir den Arg753GIn-Polymorphismus
konnte keine Assoziation zur Parodontitis und Keimbesiedlung gezeigt werden. Dagegen war
der del/del-Genotyp des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen sowohl zur
aggressiven Parodontitis als auch zum Nachweis von A. actinomycetemcomitans assoziiert.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Genpolymorphismen Arg677Trp und
Arg753GIn im TLR-2-Gen keine Risikoindikatoren fiir Parodontitis und die subgingivale
Keimbesiedlung darstellen. Dagegen ist der del/del-Genotyp des -94 ins/del ATTG
Polymorphismus im NF-kB-Gen ein Risikoindikator sowohl fir aggressive Parodontitis als

auch die Infektion mit A. actinomycetemcomitans.
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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung

Parodontitis als chronisch entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats wird primér durch
bakterielle Plaque verursacht. Jedoch gibt es diverse wirtsspezifische Faktoren, die entscheidend
fir die Entwicklung und Progression einer Parodontitis sind. Neben den nicht-genetischen
Risikofaktoren wie Rauchen, negativem Stress, sozialem Umfeld und bestimmten
Allgemeinerkrankungen, die wie z. B. beim Diabetes mellitus mit einer Beeintrachtigungen des
Immunsystems einhergehen, wird vermutet, dass genetische Risikofaktoren die Pathogenese der
Parodontitis beeinflussen kdnnen. VVon besonderem Interesse sind hierbei schon seit langem
genetische Varianten von Genen, die fiir proinflammatorische Zytokine als Initiatoren des
parodontalen Gewebeabbaus kodieren. 1997 konnte erstmals von Kornman et al. ein
Zusammenhang von Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymophism, SNP)
in den Genen fir Interleukin (IL)-1oe und IL-13 und einem besonders schweren Verlauf der
chronischen Parodontitis bei Nichtrauchern nachgewiesen werden (Kornman et al., 1997a).
Diese Assoziation kénnte auf einer tberschieBenden IL-1-Produktion durch Entziindungszellen
als Reaktion auf bakterielle Lipopolysaccharide beruhen (Pociot et al., 1992).

Der Toll-like-Rezeptor-2 (TLR-2) dient unter anderem der Erkennung und Internalisierung
parodontopathogener bakterieller Zellwandkomponenten. Die Aktivierung dieses Rezeptors 16st
intrazellular eine Kaskade aus, die Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB zur Synthese
entziindungsférdernder Immunmediatoren wie TNF-o oder IL-1 fihrt und so den Verlauf der
Parodontitis entscheidend beeinflusst.

Der TLR-2 und der Transkriptionsfaktor NF-kB spielen somit eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Parodontitis. Weiterhin sind Genpolymorphismen bekannt, die die Funktion
bzw. Expression des TLR-2 und NF-kB beeinflussen. Dies ist klinisch relevant, denn in
verschiedenen Studien konnten bereits Assoziationen des Arg677Trp- und Arg753GIn-
Polymorphismus im Gen fiir TLR-2 und des -94 ins/del ATTG Promotorpolymorphismus im
NF-kB-Gen zu verschiedenen Infektionserkrankungen gezeigt werden. Das l&sst vermuten, dass
diese Polymorphismen auch indikativ fur Parodontitis bzw. die subgingivale Bakterien-
kolonisation sind.

Ziel der vorliegenden Studie war es deshalb zu 0Oberprifen, ob eine Assoziation dieser
Genpolymorphismen zur aggressiven und/oder chronischen Parodontitis vorliegt. Als weiteres
Studienziel sollte untersucht werden, ob es eine Relation der verschiedenen Genotypen zum
Nachweis der funf parodontalen Markerbakterien Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. a.), Porphyromonas gingivalis (P. g.), Treponema denticola (T. d.), Tannerella forsythia

(T. f) und Prevotella intermedia (P. i.) gibt. Die Auswertung der Studienergebnisse sollte



Aufschluss dartiber geben, ob die Polymorphismen als Risikoindikatoren fiir Parodontitis

und/oder die subgingivale Kolonisation von parodontalen Markerbakterien von Bedeutung sind.

1.2. Parodontitis

1.2.1 Grundzuge der Atiologie und Pathogenese der Parodontitis

Die plaqueverursachte Gingivits beschrénkt sich lediglich auf das marginale und suprakrestale
Gewebe, wohingegen bei der Parodontitis auch tiefer liegende Strukturen des Zahnhalte-
apparates betroffen sind. Hier kommt es zum entziindlichen Abbau der Gingiva, des
Wurzelzements, des Desmodonts und des Alveolarknochens.

Parodontitis ist bekanntermalRen eine multifaktorielle Erkrankung. Neben der Quantitdt und
Qualitat der subgingivalen Plaque als primére Risikofaktoren sind genetische und erworbene
(exogene und endogene) Risikofaktoren von krankheitsmodulierender Bedeutung. Hinsichtlich
der therapeutischen Beeinflussbarkeit lassen sich die Faktoren auch in verénderbare (u. a.
Rauchen, Stress, soziales Umfeld) und nicht verdnderbare Risikofaktoren (Genetik, ethnische
Zugehorigkeit, Alter, Geschlecht) einteilen (Genco, 1996; Salvi et al., 1997; Van Dyke und
Sheilesh, 2005). Risikofaktoren beeinflussen u. a. die individuelle Wirtsreaktion und damit den
Beginn und Verlauf der Erkrankung. So ist bekannt, dass die Immunantwort auf
Parodontpathogene ausbleiben, verzogert oder (iberschieBend sein kann (Ranney, 1991).

In der Mundhdhle leben Uber 19000 Phylotypen (Keijser et al., 2008). Nur ein Teil dieser
Bakterien ist parodontopathogen (Socransky und Haffajee, 1994). Der mikrobielle Befund kann
von Patient zu Patient differieren, aber auch innerhalb einer Mundhohle variabel sein (Slots,
1977, 1979).

Die Bakterien besitzen zwar durch ihre vielféaltigen Virulenzfaktoren auch gewebsschadigendes
Potenzial, der Klinisch feststellbare Knochen- und Bindegewebsabbau geht jedoch vorwiegend
auf die Entziindungsreaktion des Wirts als Teil der Immunantwort auf die bakterielle Infektion
zuriick (Page et al., 1997; Page und Kornman, 1997).

Entscheidend fiir die destruktive Potenz der pathogenen Bakterien sind ihr prozentualer Anteil
an der gesamten parodontal vorherrschende Keimflora und die von ihnen produzierten
gewebeabbauenden Metaboliten. Orale Bakterien konnen durch bestimmte Enzyme
extrazelluldre Wirtsproteine und andere Molekiile abbauen, wodurch sie sich Nahrung fur ihren
Stoffwechsel und ihr Wachstum sichern (Moore und Moore, 1994). Dar(ber hinaus produzieren
sie toxische Metabolite wie Ammoniak, Schwefelwasserstoff und Buttersaure. Mittels
proteolytischer Enzyme, vor allem Peptidasen, bauen die Bakterien das Kollagen und Elastin
parodontaler Strukturen ab (Socransky und Haffajee, 1994). Virulent wirkende Bestandteile
gram-positiver Kokken und Stdbchen (u. a. Streptokokken, Actinomyceten), die als
parodontopathogene Erstbesiedler gelten, sind vor allem ihre Zellwandkomponenten

Peptidoglykan, Teichonsaure und aus der Mureinschicht ragende Proteine. Gram-negative
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Bakterien, die mit zunehmender Tiefe die subgingivale Tasche besiedeln, vermitteln ihre
virulente Wirkung Gber Zellwandkomponenten wie das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS).
Durch bakterielle Stimulation kommt es im parodontalen Gewebe zur Freisetzung von
biologisch aktiven Substanzen, die der Immunabwehr dienen (Interferon-a,, TNF-a, I1L-1p, IL-
6, IL-8, Sauerstoff- und Stickstoffradikale, Arachidonsiduremetaboliten) (Page, 1991; Page et
al., 1997).

Durch die Vielzahl von Stoffwechselprodukten provoziert die bakterielle Flora das Gewebe zur
verstarkten Exsudation und Migration von zur Phagozytose befdhigten polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) in den Sulkus. Ihre Migration aus parodontalen BlutgeféRen
wird durch die Expression von Adhasionsmolekillen wie ELAM-1 (endothelial leucocyte
adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular attachment molecule-1) ermdglicht und durch
die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen verstarkt (Moughal et al., 1992). Nach
Adhésion der PMNs an die Gefdlwande kommt es zur Leukodiapedese (Kornman et al.,
1997b). Die Leukozyten wandern dann entlang eines u. a. durch das Chemokin IL-8
aufgebauten chemischen Gradienten (Bickel, 1993) durch das Saumepithel hindurch und bilden
einen Leukozytenwall zwischen Verbindungsepithel und Plaque. Zur Gewebsdestruktion
kommt es vor allem durch die Abwehr- und Entziindungsreaktion des Wirts auf antigene
Bakterienbestandteile. Abwehrzellen, aber auch Epithelzellen und Fibroblasten, reagieren mit
einer erhohten Sekretion entziindungsfordernder Zytokine, wobei IL-18 und TNF-a eine
wichtige Rolle spielen, da sie die Freisetzung von IL-6 und weiterer Entziindungsmediatoren
fordern. Der destruktive Effekt des von Makrophagen produzierten Prostaglandin E, (PGE,)
entsteht indirekt durch die Aktivierung mehrkerniger Osteoklasten und der Hemmung von
Osteoblasten, wodurch die Gewebehomgostase in Richtung Knochenabbau verschoben wird.
Weiterhin bewirken IL-13 und TNF-a die Produktion von Matrixmetalloproteinasen (MMP)
durch Makrophagen und Fibroblasten, womit die Auflésung von extrazelluldrer Matrix,
Bindegewebe und Knochen getriggert wird (Page et al., 1997). Durch das
Entziindungsgeschehen kommt es bei Unterlassung einer parodontalen Therapie zum weiteren
Abbau des Zahnhalteapparates. Dies kann im Folgenden bis zum Zahnverlust fiihren.

Die chronische (CP) und die aggressive Parodontitis (AP) werden als verschiedene
Erkrankungen angesehen, da sie sich durch das Alter bei Erkrankungsbeginn, die Progression
des Attachmentverlustes, die Konfiguration des Knochenabbaus sowie die Plaqueakkumulation
voneinander unterscheiden (Armitage, 1999). Die lokalisierte und generalisierte Form der CP
teilen viele klinische, epidemiologische und &tiologische Charakteristika, so dass diese beiden
Entitaten zwei klinische Manifestationen derselben Erkrankung darstellen.

Fur die lokalisierte und generalisierte aggressive Parodontitis ist bislang allerdings noch nicht
geklart, ob es sich um verschiedene phanotypische Varianten einer Erkrankung, verschiedene

Stadien einer Erkrankung oder um zwei eigenstandige Parodontitisformen handelt (Tonetti und



Mombelli, 1999). Fir die letzte These spricht, dass es Unterschiede in verschiedenen
immunologischen und genetischen Parametern zwischen beiden Formen der aggressiven
Parodontitis gibt. In der vorliegenden Studie wurden deshalb nur Patienten mit generalisierter
aggressiver Parodontitis eingeschlossen und strikt von Patienten mit lokalisierter aggressiver
Parodontitis getrennt.

Im Vergleich zur CP, die die hédufigste Parodontitisform darstellt, tritt die AP wesentlich
seltener auf (Albandar, 2005). Weiterhin konnte fur die AP im Vergleich zu CP ein 3-4-fach
schnellerer Attachmentverlust im Krankheitsverlauf festgestellt werden (Baer, 1971). Eine AP
zeigt eine sehr hohe familiare Haufung (u. a. Beaty at al., 1987; Long et al., 1987; Marazita et
al., 1994). Dies konnte die These vom Einfluss Ubergeordneter genetischer Faktoren auf die
individuelle Suszeptibilitat fir diese Parodontitisform unterstltzen. Das Vererbungsmuster fur
die AP wird noch kontrovers diskutiert. So vermuten Melnick et al., 1976, einen x-chromosomal
dominaten, Long et al., 1987, einen autosomal rezessiven und Marazita et al., 1994, einen
autosomal dominaten Erbgang. Diese Differenzen kénnen u. a. auf ethnischen Unterschieden in

den untersuchten Populationen beruhen.

1.2.2 Mikrobiologie der Parodontitis

Eine entscheidende Rolle in der Atiologie der Parodontitis besitzt die bakterielle
Mundhohlenflora. Bereits 1965 konnten Loe et al. in einer klinischen Studie nachweisen, dass
die Entwicklung der bakteriellen Plaque einer Gingivitis unmittelbar vorausgeht. Diese kann im
weiteren Verlauf in eine Parodontitis Uibergehen (Lindhe et al., 1975), wobei die auslésenden
Faktoren dafiir noch nicht lickenlos geklart sind. Intensive Forschungen tber die mikrobielle
Plaque zeigten, dass sowohl die Menge der Plaque als auch ihre Qualitat, also die Besiedlung
mit bestimmten Bakterienspezies, von entscheidender Bedeutung bei der Entstehung einer
Parodontitis sind (u. a. Slots, 1979; Listgarten, 1988; Socransky et al., 1991).

Die Parodontitis wird von vielen Autoren als opportunistische Infektion angesehen (Listgarten,
1988; Marsh, 1994; Theilade, 1996), da die meisten parodontopathogenen Bakterien, wenn auch
nur in geringerer Anzahl, ebenfalls bei parodontal Gesunden nachgewiesen werden konnen
(Ximénez-Fyvie et al., 2000). Durch eine verminderte Abwehrleistung des Wirts infolge der
schon beschriebenen Risikofaktoren oder Veranderungen der oralen Mikrodkologie (z. B. durch
verdnderten pH-Wert oder Temperaturdnderung) kommt es zur Verschiebung des
Gleichgewichts der oralen Mischflora. Dies gibt parodontopathogenen gram-negativen
fakultativen und obligaten Anaerobiern zuungunsten von parodontstabilisierenden Bakterien die
Maoglichkeit der Vermehrung.

Durch die 1979 von Socransky aufgestellten Postulate (Modifikation der Koch’schen Postulate
von 1884) konnten potentielle Parodontitiserreger hinsichtlich ihrer Pathogenitdt bewertet

werden (Socransky, 1979).



Postulate von Socransky:
1. Assoziation: Der Erreger muss in aktiven Taschen in hdherer Anzahl gefunden werden als in
Kontrolltaschen mit gesunden parodontalen Verhaltnissen.
2. Elimination: Die Elimination des Erregers sollte den Verlauf der Erkrankung aufhalten.
3. Wirtsantwort: Der Erreger ruft eine zelluldare und humorale Reaktion des Immunsystems
hervor.
4. Virulenzfaktoren: Der Erreger sollte Virulenzfaktoren besitzen, die fir die Initiation und
Progression der Erkrankung von Relevanz sind.
5. Tierversuch: Die Pathogenitit des Erregers im Tierversuch muss darauf schlielen lassen,
dass sie am Menschen eine Parodontitis ausldsen kénnen.
Aufgrund ihrer biochemischen Féhigkeiten zur Adharenz und Koloniebildung auf Wurzel- und
Zelloberflachen etablieren und stabilisieren sich orale Bakterien zu einem Biofilm. Dieser
mikrobielle Biofilm heftet sich Uber einer aus Proteinen und Glykoproteinen des Speichels
bestehenden Pellikelschicht an desquamationsfreien Oberflachen wie Zahn, Restaurationen oder
Implantaten an. Die Produktion von extrazelluldren Polysacchariden durch parodontale
Frihbesiedler (Kokken und Stabchen) fiihrt zum Andocken weiterer Spezies und dient der
Vernetzung der Bakterien untereinander. Der Biofilm ist von zadher und Klebriger Konsistenz,
wodurch er sich nur mechanisch entfernen Il&sst. Weiterhin schiitzt er die Bakterien vor
Austrocknung und der Immunantwort des Wirts. Zusatzlich ist auch die Penetration von
Antibiotika erschwert (Caldwell et al., 1997; Marsh, 2004).
Die ersten Bakterien (Streptokokken, Actinomyceten), die sich an der Zahnoberflache anlagern,
sind meist gram-positive Bakterien. Durch eine Vielzahl von Stoffwechselprodukten wird das
umliegende Gewebe zu einer verstarkten Exsudation und Migration von Abwehrzellen angeregt.
Dies fuhrt zur Auflockerung des Saumepithels und der Penetration von gram-negativen
fakultativen und obligaten Anaerobiern in das subgingivale Parodont. A. actinomycetem-
comitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia und T. denticola scheinen dabei die
virulentesten Bakterien zu sein und werden daher als parodontale Leitkeime bezeichnet
(Socransky und Haffajee, 1994; Genco et al., 1996). Viele der oralen Bakterien sind zur
Koaggregation befahigt. Das heiRt, mehrere Bakterienspezies kénnen so genannte Komplexe
bilden (Socransky et al., 1998), in denen sich mit der Zeit ein stabiles 6kologisches
Gleichgewicht einstellt. Diese Komplexe kénnen stark oder schwach pathogen sein. Die
wichtigsten bisher bekannten Bakterien der subgingivalen Plaque wurden fiinf Komplexen
zugeordnet (Abb.1).
Die in der gesunden Mundflora auftretenden gram-positiven Bakterien wie Actinomyceten
(blauer Komplex) und Streptokokken (gelber Komplex) werden von den gram-negativen
Anaerobiern sukzessiv verdréngt, die sich mit zunehmender Taschentiefe und dem damit

verbundenen sauerstoffarmen Milieu vermehren. Die Bakterien des griinen Komplexes treten



vermehrt in Erscheinung, wobei Aggregatibacter actinomycetemcomitans Serotyp b als
Leitkeim mit hoher Pathogenitat gilt. Zum orangen Komplex z&hlen vor allem pathogene
Keime, die in geringer Anzahl in jeder Mundhdhle vorkommen und sich erst durch das
veranderte Okosystem stark vermehren. Die héchste Pathogenitit weist der rote Komplex auf
(P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola) auf. Die Manifestation dieses Komplexes im
parodontalen Gewebe ist abhdngig von einer vorherigen Etablierung des orangen Komplexes,
der somit das parodontale Mikromilieu fiir die Besiedlung mit den Bakterien des roten
Komplexes vorbereitet. Socransky et al. konnten 1998 nachweisen, dass Bakterien des roten
Komplexes die starkste Korrelation zu den klinischen Parodontitisparametern Sondiertiefe und

Sondierblutung besitzen.

Actinomyceteﬂ V. parvula
A. odontolyticus

P. intermedia

P. nigres S PP
nigrescens P. gingivalis
P. micros i .
T. forsythensis
E. corrodens F. nucleatum .
PP . T. denticola
C. gingivalis F. periodonticum
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus —
A. actinomycetem- A. actinomycetemcomitans
comitans Serotyp a Serotyp b
p—

Abb. 1: Bildung von Bakterienkomplexen in der Mundhohle (nach Socransky et al., 1998)
Erstbesiedler sind Actinomyceten und Streptokokken. Mit zunehmend verdndertem
Mundhghlen-Okosystem wird der Weg fiir weitere Bakterienkomplexe geebnet. Der blaue,
violette, grine und gelbe Komplex treten oft miteinander vergesellschaftet auf und scheinen
stark untereinander zu interagieren. Die Besiedlung mit den Bakterien des orangen Komplexes
nimmt mit entziindungsbedingt verdndertem Mikromilieu zu und erméglicht die Etablierung des
roten Komplexes.

Parodontopathogene  Bakterien  besitzen  die  Fahigkeit, die  Freisetzung  von
proinflammatorischen Zytokinen sowie gewebeabbauenden Enzymen (z. B. Kollagenasen,
MMPs) und Mediatoren (z. B. PGE,) im parodontalen Gewebe zu triggern, wodurch es zur
entzindlichen Destruktion des Parodonts kommen kann. Weiterhin kénnen Parodontopathogene
die Immunabwehr des Wirts umgehen, indem sie spezifische Antikdrper deaktivieren oder die
Aktivitat phagozytierender Zellen hemmen (Wiliams, 1990).

Die Kenntnis (ber die Zusammensetzung der subgingivalen Plaque fiihrte zur Entwicklung von

kommerziell verflighbaren Testsystemen zum Nachweis parodontaler Markerbakterien. Dadurch



ist bei entsprechendem klinischen Bild eine gezielte Antibiotikatherapie moglich. Eine Unter-
scheidung zwischen der chronischen und aggressiven Parodontitis lasst sich jedoch mit den
heute verfugbaren mikrobiologischen Tests nicht treffen (Mombelli et al., 2002). Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen an aufgrund von AP extrahierten Zahnen zeigten einen diinnen
Biofilm und nur wenig mineralisierte Plaque. Bei Individuen mit CP ist dagegen ein dicker und

komplexer Biofilm mit vielen mineralisierten Auflagerungen typisch (Listgarten, 1976).

1.2.3 Immunologische Wirtsreaktion bei der Parodontitis

Zur Bekampfung parodontopathogener Bakterien aktiviert der Wirt das angeborene und
erworbene Immunsystem. Die angeborene Immunabwehr beinhaltet verschiedene Zelltypen wie
Epithel- und Langerhans-Zellen der Mukosa, Gewebsmakrophagen, PMNs und dendritische
Zellen der gingivalen/parodontalen Lamina propria sowie parodontale Fibroblasten und
mesenchymale Zellen. Die Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen durch
keimlinienkodierte Rezeptoren (z. B. Toll-like-Rezeptoren [TLR]) unspezifische pathogene
Strukturen und kdénnen diese von kdrpereigenen Zellen unterscheiden. Die Aktivierung dieser
Rezeptoren vermittelt die Phagozytose der Pathogene oder triggert die Produktion
proinflammatorischer und regulatorischer Zytokine (Teng, 2006). Beispielsweise assoziiert
zellwandungebundenes LPS gram-negativer Bakterien via LPS-bindendem-Protein (LBP) mit
dem CD14-Rezeptor auf der Zelloberfliche von Monozyten und Makrophagen. Dadurch
werden diese Zellen TLR-4-abhéngig aktiviert und es kommt zur Produktion und Sekretion von
biologisch aktiven Substanzen, die der bakteriellen Abwehr dienen (Zytokine, Sauerstoff- und
Stickstoffradikale, Arachidonsduremetaboliten, Bradykinin, Histamin) (Page, 1991; Page et al.,
1997). Durch das LPS und andere bakterielle Virulenzfaktoren wird das Komplementsystem als
weitere Einheit der Immunabwehr aktiviert, wodurch es zur Opsonierung pathogener Strukuren,
Lyse bakterieller Zellwénde und Freisetzung von Entziindungsmediatoren kommt (Socransky et
al.,, 1991). Eine entscheidende Rolle spielen die PNMs als Zellen der ersten Linie der
parodontopathogenen Abwehr. Der antimikrobielle Effekt der PMNs besteht in der Phagozytose
der Bakterien und der Freisetzung lysosomaler Enzyme und Entzindungsmediatoren wie
Prostaglandinen, Leukotrienen und Zytokinen. Fir verschiedene Formen der AP konnte eine
verringerte Chemotaxis und Phagozytosefahigkeit der PMNs auf mikrobielle Stimulation
nachgewiesen werden (Clark et al., 1977; Van Dyke et al., 1987; Kimura et al., 1992).

Ebenfalls zur angeborenen, unspezifischen Abwehr zdhlen die Natirlichen-Killer-(NK)-Zellen,
die nach Aktivierung zytotoxisch wirken und proinflammatorische Zytokine produzieren. Es
konnte eine vermehrte Anwesenheit von NK-Zellen im parodontalen Gewebe von
Parodontitispatienten im Vergleich zu parodontitisfreien Kontrollprobanden nachgewiesen
werden (Yamazaki et al., 2001). Dieser Unterschied wurde auch bei schweren Formen der

Parodontitis im Vergleich zu milden beobachtet (Fujita et al., 1992).
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Zusétzlich werden Makrophagen und Monozyten zur Abwehr bakterieller Parodontopathogene
rekrutiert (Kornman et al., 1997b).

Die Reaktion des angeborenen Immunssystems kann h&ufig schon eine Ausbreitung der
Infektion verhindern. Anderenfalls aktivieren die Immunzellen der unspezifischen Abwehr
durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen, durch Antigen-
présentation mittels Haupthistokompatibilitdtskomplex-(MHC)-Molekiilen und durch die
Expression co-stimulierender Molekiile die adaptive Immunantwort. Das adaptive
Immunssystem besteht aus der humoralen (Antikdrper-gestiitzten) und der zelluldaren Abwehr
(T- und B-Lymphozyten). T-Lymphozyten erkennen und binden auf der Oberflache
antigenprasentierender Zellen (dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen) prozessierte
antigene Peptide, die an MHC-Molekille gebunden sind. T-Helferzellen, die auf ihrer
Oberflache das Glykoprotein CD4 exprimieren, werden auch als CD4" T-Zellen bezeichnet. Sie
erkennen prozessierte Antigene nur tber das MHC-I1-Molekil und besitzen die Féhigkeit, die
Differenzierung naiver B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen einzuleiten
(Mathur und Michalowicz, 1997). Die nun aktivierten B-Zellen bilden gegen parodontale
Bakterien gerichtete Immunglobuline (hauptséchlich IgG und IgA) (Kinane und Lappin, 2002).
Die gebildeten Antikdrper opsonieren Parodontopathogene, was zur Aktivierung des
Komplementsystems und zur Erleichterung der Phagozytose fiihrt. Weiterhin inaktivieren sie
bakterielle Virulenzfaktoren wie LPS, Leukotoxin, dufere Membranproteine oder Fimbrien
(Ebersole, 2003). T-Zellen, die auf ihrer Zellobflache CD8 tragen und prozessierte Antigene
tiber das MHC-I-Molekil erkennen, werden als zytotoxische Zellen bezeichnet, da sie bei
Aktivierung Perforine und Granzyme ausschitten. Dies fuhrt bei ihren Zielzellen, den MHC-I-
tragenden Zellen, zur Apoptose (Trapani, 1995).

1.3 Der Transkriptionsfaktor NF-xB

1.3.1 Die Rolle von NF-kB in der Immunantwort

Als sofortige Abwehrreaktion auf verschiedene Stimuli antworten das angeborene und
erworbene Immunsystem mit der Sekretion von Zytokinen und anderen Mediatoren, die zu einer
entzlindlichen Reaktion mit antimikrobiellem Effekt fiihren. Eine entscheidende Schlusselrolle
nimmt dabei der Transkriptionsfaktor NF-xB ein. NF-kB wurde 1986 erstmals als Faktor fir die
Regulierung der Gentranskription von Immunglobulin-k entdeckt (Sen und Baltimore, 1986).
Heute wird NF-xB als bedeutender Transkriptionsfaktor fir die Immun- und Entziindungs-
antwort angesehen (Baldwin, 2001). NF-xB wird Uber viele verschiedene Stimuli aktiviert, wie
z. B. virale und bakterielle Produkte, aber auch proinflammatorische Mediatoren. Nach seiner
Aktivierung bindet der Transkriptionsfaktor an spezifische DNA-Sequenzen und induziert dort

die Transkription zahlreicher Zielgene. Diese Gene kodieren z. B. fiir Zytokine,
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Wachstumsfaktoren, Akute-Phase-Proteine, Zelladhdsionsmolekiile oder MHC-Molekiile. Somit
nimmt NF-xB einen Einfluss auf Entziindungsvorgange, Karzinogenese sowie pro- und
antiapoptotische Reaktionen. Eine der besonderen Eigenschaften von NF-xB ist seine schnelle
Aktivierbarkeit, wodurch den Zellen durch vermehrte Zielgenexpression ermdglicht wird, sofort
auf gefahrliche Erreger oder Stress zu reagieren. NF-kB kodiert flir zahlreiche Entziindungs-
mediatoren (Tab. 1) (Baldwin, 2001). Eine starke NF-xB-Aktivierung ist daher auch bei vielen
chronischen Entziindungserkrankungen wie rheumatischer Arthritis (Handel et al., 1995),
entziindlichen Darmkrankheiten (Atreya et al., 2008) und Asthma (Hart et al., 1998) zu
beobachten. Viele NF-kB-regulierte Gene kodieren flir Entziindungsmediatoren, die ebenfalls flr

die Entstehung einer Parodontitis von Bedeutung sind (Tab. 1).

Tab. 1: Durch NF-kB-regulierte Proteine, die bei Entziindungen eine wichtige Rolle spielen
(nach Rahman und Mac Nee, 1998).

Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-18, IL-2, IL-3, IL-6, IL-12

Wachstumsfaktoren GM-CSF, G-CSF, M-CSF

Chemokine IL-8, MIP-1a, MCP-1, Gro-a, -B, -y, Eotaxin, RANTES

Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin

Immunrezeptoren IL-2 Rezeptor (a-Kette), T-Zell Rezeptor (B-Kette), PAF-
Rezeptor, CD11b, CD48

Weitere Entziindungs- iINOS, COX-2, 5-Lipoxygenase,12-Lipoxygenase,

mediatoren zytoplasmatische Phospholipase A2, C-reaktives Protein

Protoonkogene p53, c-myc, ras

Einige Studien belegen die Einflussnahme des Transkriptionsfaktors NF-kB auf die Pathogenese
der Parodontitis. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass wéhrend der LPS-stimulierten
Maturation von Monozyten zu Makrophagen NF-kB im Zytoplasma aktiviert wird und es so zu
einer schnellen und hohen Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a
kommt (Takashiba et al., 1999). Des Weiteren konnten Ambili et al., 2005, in einer in vivo
Studie unter Verwendung von Gingivabiopsien immunhistochemisch eine erhdhte NF-xB-
Aktivitat bei Patienten mit chronischer Parodontitis im Vergleich zu parodontitisfreien
Kontrollprobanden nachweisen. Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dass viele Aktivatoren des
NF-kB wie bakterielle Produkte und proinflammatorische Zytokine (siehe Abschnitt 1.3.4) in
grofRem Male im entziindeten parodontalen Gewebe vorzufinden sind.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die IL-1-induzierte Produktion von parodontalen
Entzundungsmediatoren wie Cyclooxygenase-2, Interleukinen, PGE, und MMP durch humane

gingivale Fibroblasten (ber die Aktivierung von NF-kB erfolgt (Nakao et al., 2000; Kida et al.,



2005). Weiterhin blockiert NF-kB IL-13-getriggert Apoptosevorgange und stabilisiert gingivale
Fibroblasten wahrend der parodontalen Inflammation, wodurch die Entziindungsantwort
aufrechterhalten wird (Vardar-Sengul et al., 2009).

NF-xB bewirkt die Expression von Genen, die fur proinflammatorische Mediatoren wie I1L-1
oder TNF-a kodieren. Die erhohte Produktion dieser Zytokine induziert die Freisetzung
weiterer Botenstoffe wie Eikosanoide (Prostaglandine, Leukotriene) und Enzyme (u. a. MMPS),
wodurch es zur Verschiebung der Gewebshomdostase in Richtung Abbau parodontaler
Strukturen kommen kann (Page et al., 1997).

1.3.2 Die NF-xB-Familie

Die beim Menschen vorkommende NF-xB-Familie tritt immer als Dimer-Komplex auf und
besteht aus funf Mitgliedern: Rel-A (p65), NF-xB1 (p50 bzw. sein Prékursor p105), NF-kB2
(p52 bzw. sein Prakursor p100), Rel-B und c-Rel. Die Proteine p50 und p52 entstehen durch
proteolytische Prozesse aus p105 und p100. Alle Mitglieder der NF-kB-Familie besitzen eine
aus rund 300 Aminosaduren bestehende Rel-Homologiedomane. Diese Region ist verantwortlich
fur die Bindung von NF-xB an eine spezifische DNA-Sequenz, die Dimerisation und die
Interaktion mit IkxB, dem intrazelluléren Inhibitor von NF-xB. Auf der Rel-Homologiedoméne
befindet sich zusétzlich die nukledre Lokalisationssequenz NLS (Siebenlist et al., 1994).
Nahezu jedes Mitglied der NF-kB-Familie kann mit sich selbst oder anderen Mitgliedern
Homo- bzw. Heterodimere bilden. Ob alle mdéglichen Kombinationen natirlicherweise
vorkommen, welche intrazelluldren Funktionen sie tbernehmen und ihre Bedeutung fiir den
Organismus ist noch nicht liickenlos geklart. Die klassische und in vielen verschiedenen
Zelltypen vorkommende Form des NF-«B ist das Heterodimer aus Rel-A (p65) und NF-xB1
(p50). Rel-B hingegen wird wahrscheinlich nur in immunologisch wirksamen Zellen im
Thymus, Lymphknoten und in den Peyer-Plagues exprimiert. Die Expression von c-Rel
beschrénkt sich auf hdmatopoetische Zellen und Lymphozyten (Li und Verma, 2002). Rel-A,
Rel-B und c-Rel besitzen eine c-teminale Transaktivierungsdomane, die entscheidend fir die
NF-kB-vermittelte Transkription der Zielgene ist. Sowohl bei p50 als auch bei p52 ist diese
Doméne nicht vorhanden. Daher kénnen Homodimere aus p50 bzw. p52 zwar an die spezifische
DNA-Stelle binden, jedoch allein nicht die Transkription einleiten. p50 und p52 binden daher an
das IkB-Protein B-cell leukemia/lymphoma (Bcl)-3, welches eine funktionelle
Transkriptionsdomane besitzt und somit als Transkriptions-Co-Aktivator fir p50 und p52 wirkt
(Nolan et al., 1993; Franzoso et al., 1997).
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1.3.3 Die IkB-Familie

Das NF-kB-Protein geht mit dem Inhibitorprotein IxB einen Komplex ein, der das Protein in
einer inaktiven Form im Zytoplasma halt. Aus der lkxB-Familie sind derzeit neun Mitglieder
identifiziert, die wiederum in zwei Gruppen eingeteilt werden kdnnen. Die zytoplasmatischen
Inhibitorproteine sind 1kBa., IxBp, IkBy, IkBe und die NF-kB Vorstufen p105 und p100. Zu
den nukledren IkB-Proteinen gehéren Bcl-3, IkB{ and IkBys (Yamamoto und Takeda, 2008).
Allen IkBs gemeinsam sind zwei Serin-Reste an ihrem N-terminalen Ende und 5-7 Ankyrin-
Repetitionen, die zusammen eine Doméne bilden. Eine Ankyrin-Repetition umfasst dabei 33
Aminosauren. Da sich diese Ankyrin-Wiederholungen auch auf der Molekilstruktur der NF-xB
Proteine p100 und p105 befinden, sind sie somit ebenfalls zu den IkB-Proteinen zu zahlen. Uber
die Ankyrin-Domane wird eine Protein-Protein-Interaktion ermdglicht, also die Bindung von
IkB an NF-xB (Verma et al., 1995).

Die Aufgabe der Inhibitorproteine besteht darin, NF-xB in inaktiver Form im Zytoplasma zu
halten und so dessen Translokation zum Zellkern zu vermeiden. Dies erfolgt durch das Binden
von IkBo an die Rel-Homologiedoménen der NF-kB-Untereinheiten. So kommt es zur
Maskierung der auf dieser Doméne befindlichen nukledren Lokalisationssequenz NLS,
woraufhin NF-xB nicht mehr in den Zellkern translozieren und sich an die spezifische DNA-
Bindungsstelle lagern kann (May und Gosh, 1997).

Durch IxkBa ist jedoch nur eine der beiden NLS des NF-kB-Dimers verdeckt und so zu einem
NF-kB-lkBa-Komplex gebunden. Auf einem Amino-Ende des I1kBa. ist das nukledre Export-
Signal NES, eine leuzinreiche Sequenz, lokalisiert. Die Aufgabe des NES ist es, den NF-xB-
IkBa-Komplex aus dem Zellkern zu befordern. Dadurch befindet sich der NF-kB-lkBa-
Komplex in einer stdndigen Pendelbewegung zwischen Zytoplasma und Nukleus. Da der
Exportprozess wirksamer als das Importsignal ist, ist der Komplex nur dann dauerhaft im
Zellkern lokalisiert, wenn der Export durch einen Inhibitor blockiert ist. Im Gegensatz zum
pendelnden NF-kB-lkBa-Komplex bleibt der NF-kB-lkBB-Komplex vollstandig im Zyto-
plasma, da hier die NLSs beider Untereinheiten des NF-xB-Dimers durch IkxBf blockiert sind.
Auf potente Stimuli wie LPS, TNF-o oder IL-1 wird IxB als Antwort abgespalten. IkBa ist fur
die schnelle Aktivierung von NF-kB zusténdig, wéhrend 1kBf die dauerhafte NF-xB-Antwort
reguliert (Li und Verma, 2002).
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1.3.4 Aktivatoren und Inhibitoren von NF-xB

Es gibt viele verschiedene Stimuli durch die NF-kB aktiviert werden kann. Das sind neben UV-
Strahlung und oxidativem Stress auch Infektionen mit Pathogenen wie Viren und Bakterien.
Gram-positive Bakterien aktivieren beispielsweise die intrazelluldre NF-kB-Signalkaskade
vorwiegend Uber einen Membranrezeptor, der das Peptidoglykan ihrer Zellwand bindet. Bei
gram-negativen Bakterien reagiert hingegen u. a. ein Rezeptor mit dem Lipopolysaccharid ihrer
Zellwand. Auch Entziindungsmediatoren wie TNF-o oder IL-1fp aktivieren NF-xB Uber
spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache. Weitere Aktivatoren von NF-xB sind in der
Tabelle 2 zusammengefasst.

Die NF-kB-Aktivierung wird jedoch nicht nur positiv reguliert. Inhibitoren wie z. B. Gluko-
kortikosteroide, bestimmte Interleukine oder entzindungshemmende Stoffe wie Acetylsalicyl-
séure oder Cyclosporin A konnen die NF-kB-Aktivierungskaskade an jeder Stelle stoppen
(Tabelle 3). Die Wirkungsweise der Inhibitoren beruht meist auf der Hemmung der Degradation

von lkB oder auf der Induktion der Neusynthethese von IkB.

Tab. 2: Aktivatoren von NF-kB (nach Rahman und MacNee, 1998; Pahl, 1999)

Entziindungsmediatoren TNF-a, TNF-B, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, Leukotriene
Wachstumsfaktoren GM-CSC, G-CSF, M-CSF

Bestandteile vieler gram-positiver und gram-negativer

Bakterien und Viren ) ] )
Bakterien ( Peptidoglykan, LPS), Influenza-, Adenovirus

Immunrezeptoren T-Zell- und IL-2-Rezeptoren, MHC-Molekule der Klasse I, 11

Physiologische Mediatoren | Erythropoetin, Bradykinin, Angiotensin Il

Chemische und UV-Strahlung, Hypoxie, freie Radikale, Oxidantien,
physikalische Einfllisse Wasserstoffperoxid, Ozon
Allergene Nickel, Blei, Chrom

Tab. 3: Inhibitoren von NF-kB (hach Rahman und MacNee, 1998)

Glukokortikoide Dexamethason
Antioxidantien Glutathion, Thioredoxin, Vitamin E
Zytokine IL-4, IL-10

Antiinflammatorische o ) ] ]
Acetylsalicylsaure, Cyclosporin A, Natriumsalicylat
Substanzen

1.3.5 Aktivierungskaskade des NF-xB

Eine Schlusselrolle bei der Aktivierung von NF-kB spielt die Abspaltung des Inhibitorproteins

IkBa vom im Zytoplasma angereicherten NF-kB-lkBa-Komplex. So kann NF-xB in den
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Zellkern translozieren, um dort an seine DNA-Zielsequenz zu binden und die Transkription der
kodierten Gene zu bewirken. Die IkBa-Degradation wird durch eine von exogenen Stimuli in
Gang gesetzte Signalkaskade induziert. Hierbei 16sen z. B. bakterielle Produkte, Zytokine oder
Wachstumsfaktoren durch die Assoziation an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache
intrazellulére Prozesse aus.

Die Aktivierung von NF-xB kann nur dann stattfinden, wenn sein Inhibitor, das lkBo—Protein,
phosphoryliert und so aus dem gemeinsamen Komplex geldst wird. Dies ist die Aufgabe des
IkB-Kinase-Komplexes (IKK), der eine weitere, entscheidende Rolle bei der NF-xB-
Aktivierung spielt. Der IKK besteht aus einem 700-900 kDa Komplex, der aus mehreren
Proteinen zusammengesetzt ist. IKK besitzt zwei katalytische Untereinheiten, IKKao., das den
Hauptteil des Komplexes darstellt, und IKKf(. Beide sind fiir den Phosphorylierungsprozess
zustandig. Der dritte Bestandteil ist die regulatorisch wirksame IKKy-Untereinheit, die auch als
NEMO, NF-kB essential modulator, bezeichnet wird. Der IKK wird durch die gleichen
Hauptstimuli, die auch auf NF-xB wirken, aktiviert. IKKa und IKKB weisen eine grof3e
strukturelle Homologie auf, da 50% ihrer Aminosauresequenzen identisch sind. Trotzdem
besitzt der durch proinflammatorische Stimuli aktivierte IKK[ eine groRere Potenz, IkBa an
dessen Serin-Resten Ser32 und Ser36 zu phosphorylieren.

Das phosphorylierte IxkBa wird nun an seinen Lysin-Resten Lys21 und Lys22 durch das Enzym
B-TRCP (B-transducin-repeat-containing protein) Ubiquitin-konjugiert. Im Anschluss wird der
Polyubiquitin-markierte NF-kB-lkBa-Komplex vom 26-S Proteasom erkannt und proteolytisch
verdaut, wodurch das NF-kB-Dimer nun von seinem Zytoplasma-gebundenen Komplex befreit
wird und NF-xB dank seiner NLS in den Nukleus translozieren kann, um dort an die DNA-
Erkennungssequenz zu binden (Karin und Ben-Neriah, 2000; Gosh und Karin, 2002).

Auf dem klassischen Weg der NF-kB-Aktivierung wird der Transkriptionsfaktor als Folge
jeglichen proinflammatorischen Stimulus (vor allem LPS, IL-13, TNF-a) Uber IKKB und
anschlieender Phosphorylierung von 1B aktiviert.

Anders verlduft die NF-kB-Aktivierung jedoch beim zweiten mdglichen, nicht-klassischen
Weg. Hier erfolgt zundchst eine Phosphorylierung der IKKo-Untereinheit durch die NF-xB
induzierende Kinase (NIK). Der nun aktivierte IKKa kann p100, das im Zytoplasma als Rel-
B/p100-Komplex vorliegt, phosphorylieren. Daraufhin wird p100 zu p52 prozessiert und der
nun entstandene Rel-B/p52-Komplex kann in den Nukleus translozieren, um dort an die NF-xB-
spezifische Promotorsequenz zu binden. Dieser Aktivierungsweg erfolgt unter anderem durch
das Binden von Lymphotoxin B an einen bestimmten Rezeptor in nicht lymphatischen
Bindegewebszellen, wodurch es zur Produktion von Chemotaxinen fir B-Lymphozyten kommt
(Dixit und Mak, 2002).
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1.4 Toll-like-Rezeptoren

1.4.1 Entdeckung der Toll-like-Rezeptoren

Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind transmembrants gelegene Proteine, die von Zellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert werden. Die Spezifitdt der TLR fur mikrobielle
Bestandteile erlaubt ihnen, eine Infektion zu erkennen und das Immunsystem gegen die
eingedrungenen Pathogene zu mobilisieren.

Auch dendritische Zellen als Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunabwehr
exprimieren TLRs. Nach Ligandenbindung an den jeweiligen TLR kommt es zur Maturation der
dendritischen Zellen, die daraufhin MHC-Molekiile und co-stimulierende Molekiile wie CD80
und CD86 exprimieren und in einen Lymphknoten wandern. Dort prasentieren sie dann naiven
T-Zellen das gebundene Antigen. Weiterhin wird Gber die durch pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) aktivierten TLRs in den dendritischen Zellen die Expression verschiedener
Zytokine induziert. Dadurch differenzieren natirliche T-Zellen (Ty0) direkt zu Tyi- und Tpp-
Zellen. Aber auch Zellen der rein adaptiven Abwehr (B- und T-Lymphzyten) sowie Zellen ohne
immunologische Aktivitdt wie Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten besitzen TLRs
(Medzhitov, 2001).

1984 wurde das fiir die dorso-ventrale Ausrichtung des Drosophila Melanogaster Embryos
verantwortliche Gen namens Toll von der Biologin Nisslein-Volhard entdeckt (Anderson und
Nisslein-Volhard, 1984). Darliber hinaus konnte einige Zeit spéter herausgefunden werden,
dass Toll ebenfalls eine Rolle bei Pilzinfektionen mit Aktivierung von NF-kB spielt (Lemaitre
et al., 1996). Diese Signaltransduktionskaskade wies eine groRe Ahnlichkeit zum IL-1-
Signaltransduktionsweg der Saugetiere auf. Aufgrund der groBen Homologie des IL-1-
Rezeptors der S&ugetiere und der intrazellularen Drosophila-Toll-Doméne wird dieser auch
Toll/IL-1-Rezeptor (TIR) bezeichnet (Belvin und Anderson, 1996). Ein Jahr nach der
Entschlisselung der Rolle des Drosophila-Tolls wurde ein menschliches Homolog zu diesem
Toll-Rezeptor gefunden und deshalb als Toll-like-Rezeptor bezeichnet. Schlieflich wurde eine
ganze Familie von Rezeptoren, die dem Drosophila-Toll strukturell &hneln, entdeckt. Bis heute
sind 13 Mitglieder dieser Transmembran-Rezeptorfamilie bekannt (10 humane und 13 murine),
denen die extrazelluldr lokalisierte leuzinreiche Region (LRR-Doméne) und die intrazelluldre
Toll/IL-1-Rezeptordoméne (TIR) gemeinsam ist (Medzhitov et al., 1997; Takeda et al., 2003,
West et al., 2006).

1.4.2 Liganden von Toll-like-Rezeptoren

TLRs gehdren zu den PRRs, den pattern-recognition receptors, die mikrobielle Strukuren,
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), erkennen und somit mit dazu beitragen, die

zentrale Aufgabe des Immunsystems, die Unterscheidung zwischen fremd und eigen,
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umzusetzen. Es gibt zwei Arten der PRRs. Eine PRR-Gruppe vermittelt die Phagozytose, die
andere Gruppe triggert die Produktion proinflammatorischer und regulatorischer Zytokine und
ist fir die Induktion co-stimulatorischer Molekile verantwortlich. Toll-like-Rezeptoren gehdren
zu den Mitgliedern der zweiten Gruppe.

Die PRRs des angeborenen Immunsystems erkennen wiederkehrende Strukturmerkmale
eingedrungener Mikroorganismen als korperfremd und melden eine Infektion. Zum Beispiel
sind LPS gram-negativer oder Peptidoglykane und Lipoteichonsdure gram-positiver Bakterien
ausschlieRllich bakterielle Molekile, die nicht in eukaryoten, wirtseigenen Zellen produziert
werden. Daher kénnen diese Produkte als molekulare Signatur von mikrobiellen Erregern
angesehen werden.

PAMPs sind von den Virulenzfaktoren abzugrenzen. Virulenzfaktoren werden von Pathogenen
als Anpassung an ein bestimmtes Wirtsmilieu gebildet und sind sehr variabel, womit sie fiir das
angeborene Immunsystem schwierig zu detektieren sind. PAMPs hingegen sind von relativ
konstanter Struktur und variieren nur geringfligig unter Mikroorganismen einer Klasse. Dies
erlaubt eine feststehende Anzahl von keimlinienkodierten PRRs zur Pathogenerkennung im
angeborenen Immunsystem. So kann z. B. durch das im LPS enthaltene Lipid-A ein pattern-
recognition receptor wie TLR nahezu jede Infektion mit gram-negativen Bakterien erkennen
(Medzhitov, 2001). Eine Auswahl der zu jedem humanen TLR spezifischen Liganden ist in der

Tabelle 4 aufgezahilt.

Tab. 4: Toll-like-Rezeptoren und eine Auswahl ihrer Liganden (nach West et al., 2006)

TLR Ligand Ligandenursprung
TLR-1 |triacylierte Lipoproteine Bakterien, Mykobakterien
Peptidoglykan bakterielle Zellwandkomponente
TLR-2 | Lipoteichonséure Zellwapdkomponente gram-positiver
Bakterien
- . . . bakterielle Zellwandkomponente,
di-, triacylierte Lipopeptide Mykoplasmen
TLR-3 | doppelstrangige RNA Viren
. . Zellwandkomponente gram-negativer
TLR-4 | Lipopolysaccharid Bakterien
TLR-5 |Flagellin bakterielle Flagellen
i MALP (macrophage activating .
TLR-6 lipopetide)-2, diacylierte Lipopeptide bakterielle Zellwandkomponenten
TLR-7 einzelstrangige RNA Virus
Imidazolquinoline synthetisches antivirales Molekl
TLR-8 einzelstrangige RNA Virus
Imidazolquinoline synthetisches antivirales Molekdl
TLR-9 Hypomethylierte CpG-DNA Bakterien
virale DNA Herpes Virus
TLR-10 | Ligand unbekannt Ursprung unbekannt
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1.4.3 Toll-like-Rezeptor-2

Das Gen fiir den Toll-like-Rezeptor-2 befindet sich auf Chromosom 4qg32. Seine extrazellulare
Doméne (LRR-Domdne) wird von den Aminoséuren 1 bis 588, die transmembrantse Doméne
von den Aminosduren 589 bis 609 und die zytoplasmatische Doméne (TIR-Doméne) von den
Aminoséduren 610 bis 784 gebildet. TLR-2 besteht aus 3 Exons. Jedoch umfasst nur das 3. Exon
den gesamten kodierenden Bereich. Die ersten beiden Exons sind nicht-kodierend (Haehnel et
al., 2002).

Neben Zellen des Immunsystems (Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und
Granulozyten) wird TLR-2 auch von Fibroblasten und Zellen des Parodonts exprimiert. TLR-2
erkennt eine Vielzahl pathogener Komponenten von Mykoplasmen, Spirochdten und die
Lipoteichonsaure und Peptidoglykane gram-positiver Bakterien (Lien et al., 1999) (Tab. 4).
TLR-2 wirkt synergistisch mit TLR-1 und TLR-6. TLR-2 und TLR-6 bilden ein Heterodimer,
um diacylierte Lipopeptide, Mykoplasma-Lipopeptide und Peptidoglykan zu erkennen
(Takeuchi et al., 2001, 2002). Der TLR-2/TLR-1-Komplex bindet triacylierte Lipopeptide
(Buwett-Beckmann et al., 2006). Aliprantis et al., 2000, zeigten in Zellversuchen, dass die
Aktivierung des TLR-2 durch bakterielle Lipoproteine sowohl zur Aktivierung des NF-xB als
auch zur Apoptose der antigen-bindenden Zelle fiihren kann.

Die Toll-like-Rezeptoren gelten als die Hauptrezeptoren der Pathogenenerkennung. Es konnte
in Studien nachgewiesen werden, dass TLR-2 und -4, deren Liganden bakterielle Produkte wie
LPS, Lipoteichonséure oder bakterielle DNA sind, auch in oralen Epithel- und Gewebezellen
vorkommen (Mori et al., 2003; Ren et al., 2005) und eine enge Beziehung zur Pathogenese der
Parodontitis aufweisen. Hatakeyama et al., 2003, zeigten, dass der TLR-2 bei Fibroblasten des
parodontalen Ligaments deutlicher exprimiert ist im Vergleich zu gingivalen Fibroblasten. In
weiteren Studien wurde nachgewiesen, dass der TLR-2 im entziindeten parodontalen Gewebe
haufiger im Vergleich zum gesunden Gewebe exprimiert ist (Sarah et al., 2006; Sugawara et al.,
2006).

1.4.4 Aktivierung von TLR-2 durch parodontopathogene Bakterien

Bestimmte bakterielle Antigene werden durch Toll-like-Rezeptoren auf der Oberflache der
Wirtszelle erkannt. Uber eine Signalkaskade wird dann die Immunantwort ausgeldst.

Es ist bekannt, dass Peptidoglykane und Lipoproteine als Zellwandbestandteile gram-positiver
und gram-negativer Bakterien TLR-2 aktivieren (Takeuchi et al, 1999; Yoshimura et al., 1999)
und LPS als Komponente der auBeren Membran gram-negativer Bakterien als Ligand des
TLR-4 fungiert (Hoshino et al., 1999; Akira und Takeda, 2004).

Fir eine Vielzahl gram-negativer Bakterien (u. a. Parodontopathogene) konnte jedoch gezeigt

werden, dass ihre Bestandteile sowohl den TLR-2 als auch TLR-4 aktivieren. Zum Beispiel
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konnten isolierte Kompontenten des gram-negativen parodontalen Markerkeims P. gingivalis
sowohl TLR-4 als auch TLR-2 bei einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen aktivieren.
Natlrliche und rekombinante Oberflachenfimbrien von P. gingivalis induzierten Uber die
TLR-2-Aktivierung die Expression des Zytokins IL-8 in gingivalen Epithelzellen (Asai et al.,
2001). In peripheren Monozyten wurden nach Stimulation mit Fimbrien von P. g. TLR-2-
vermittelt verschiedene Chemokine und Zytokine exprimiert (Hajishengallis et al., 2004).
Interessanterweise konnte das von P. gingivalis gebildete LPS auch den TLR-2 sowohl in
murinen als auch humanen Makrophagen stimulieren (Hirschfeld et al., 2001; Martin et al.,
2001) und die Aktivierung anderer TLR-Agonisten supprimieren (Yoshimura et al., 2002; Coats
et al., 2003). Auch andere, noch unbekannte Komponenten von P. gingivalis kénnen humane
gingivale Epithelzellen zur Produktion der chemotaktischen Faktoren IL-8 und MCP-1
(monocyte chemoattractant protein) via TLR-2 aktivieren (Kusumoto et al., 2004). Eine weitere
Forschergruppe konnte nachweisen, dass auch in vivo der TLR-2 fir die Wirtsantwort auf
P. gingivalis verantwortlich ist (Burns et al., 2009).

Sowohl Kikkert et al., 2007, als auch Gelani et al., 2009, konnten in Zell- bzw. M&useversuchen
die Beteiligung des TLR-2 bei der Erkennung von A. actinomycetemcomitans hervorheben und
ihm so eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle einer Infektion mit diesem parodontalen
Leitkeim zuordnen. Der genaue Pathomechanismus der Erkennung konservierter pathogener
Strukturen von A. a. durch TLR-2 konnte jedoch bislang noch nicht geklart werden.

Der TLR-2 ist auch entscheidend fiir die Erkennung von T. denticola in gingivalen Epithelzellen
(Asai et al., 2003) und humanen Makrophagen. Die Aktivierung von Makrophagen-TLR-2 fihrt
dabei Uber verschiedene Zwischenschritte zu einer Hochregulierung pro- und
antiinflammatorischer Zytokine (Ruby et al., 2007). Der spezifische von T. denticola
produzierte Ligand, der Uber TLR-2 zur Makrophagenaktivierung fiihrt, ist jedoch noch
unbekannt.

Sugawara et al., 2001, zeigten, dass die Aktivierung von Monozyten unter anderem auch durch
die Stimulation des TLR-2 uber das von Prevotella intermedia produzierte nonendotoxische
Glykoprotein erfolgt.

Auch fir das letzte in der vorliegenden Assoziationsstudie untersuchte parodontopathogene
Bakterium T. forsythia konnte nachgewiesen werden, dass es Liganden fiir die Aktivierung von
TLR-2 besitzt. BspA, ein von T. forsythia produziertes leuzinreiches Oberflachenprotein,
induziert TLR-2-abhédngig die Produktion des Zytokins IL-8 (Hajishengallis et al., 2002; Onishi
et al., 2008). Weithin wird vermutet, dass das von T. forsythia gebildete Lipoprotein durch
TLR-2, nicht jedoch durch TLR-4 oder CD14, erkannt wird (Hasebe et al., 2004).
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1.4.5 Aktivierung von NF-xB tber den MyD88-abhéngigen TLR-2-Signalweg

Die Signalwege aller TLRs flhren intrazellular zur Aktivierung des Traskriptionsfaktors
NF-xB. Im Folgenden soll nun der TLR-2-abhéngige Aktivierungsweg néher erldutert werden
(Abb. 2).

Um PAMPs erkennen und die Immunantwort einleiten zu kénnen, muss der Toll-like-Rezeptor
Uber seine intrazelluldr gelegene TIR-Doméne eine spezifische Bindung zu bestimmten
zytoplasmatischen Molekiilen herstellen. TLR-2 benutzt hierfur MyD88 (myeloid
differentiation protein 88), bendtigt dazu aber das als Bindeglied zwischen TLR-2 und MyD88
fungierende TIRAP (TIR-containing adaptor protein). Das Protein MyD88 setzt sich aus einer
TIR-Domane am Carboxyl-Ende und einer "Death-Doméne” am Amino-Ende des Molekils
zusammen. Nachdem TLR-2 durch einen Liganden aktiviert wurde, interagiert MyD88 mit
seiner "Death-Doméne™ mit Mitgliedern der IRAK-(IL-1R-Associated Kinase) Familie. Es sind
vier Mitglieder dieser IRAK-Familie bekannt. IRAK1 und 4 besitzen eine intrinsische Kinase-
aktivitat, wéahrend IRAK2 und IRAK-M keine nachweisbare Kinaseaktivitat zeigen. Alle
IRAKSs besitzen eine terminale ,,Death-Domine” und eine zentrale Serin/Threonin-Kinase-
Doméne.

Durch die Bindung der beiden ,,Death-Doménen” des MyD88 und IRAK4 nach TLR-2-
Stimulation wird IRAK4 aktiviert. IRAK4 assoziiert mit IRAK1, woraufhin dieses
phosphoryliert und aktiviert wird. Der IRAK-Komplex spaltet sich vom MyD88 ab und
interagiert mit TRAF6 (TNF Receptor-associated Factor 6). TRAF6 wirkt als Signalmediator
sowohl fir die TNF-Rezeptor-Familie als auch fur die TLR-Familie. TRAF®6 ist eine Ubiquitin-
Ligase und beinhaltet eine RING-Finger-Zinkfinger-Doméne. Zusammen mit anderen
Ubiquitin-Konjugationsenzymen filhrt TRAF6 zu einer Lys63-vermittelten Polyubiquitin-
Konjugation seiner selbst. Das nun Ubiquitin-markierten TRAF6 rekrutiert einen
Proteinkinasekomplex bestehend aus TAK1 (transforming growth factor-b-avtivated kinase-1)
und TABs (TAK1 Binding Protein 1-3). Uber diesen Proteinkomplex wird der IxB-Kinase-
Komplex aktiviert, wodurch es zur Abspaltung des Inhibitors IkB vom lkB-NF-kB-Komplex
kommt. Der nun ungebundene NF-xB kann in den Zellkern translozieren, um dort die
Transkription vieler Gene der Immunantwort zu veranlassen (Akira und Takeda, 2004; Kawai
und Akira, 2007).

Fir TLR-2 sind noch zwei weitere Signalwege beschrieben. Zum einen bewirkt die GTPase
Racl TLR-2-vermittelt eine IkB-unabhangige NF-kB-Aktivierung (Arbibe et al., 2000). Zum
anderen wird durch die Bindung bakterieller Lipoproteine an TLR-2 MyD88-abhéngig Uber das
FAS-associated death domain protein (TADD) und Caspase 8 sowohl NF-xB aktiviert als auch
die Apoptose eingeleitet (Aliprantis et al., 2000).
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Abb. 2: Aktivierungskaskade von NF-kB lber TLR-2

Die konservierte pathogene Struktur bindet an TLR-2. An die intrazelluldre TIR-Domdne von
TLR-2 binden TIRAP und MyD88. Es kommt zur Rekrutierung von IRAKs und
Komplexbildung. Der IRAK-Komplex wird phosphoryliert und lagert sich an TRAF6 an.

TAK-1 wird rekrutiert. Dies aktiviert den IKK-Komplex und durch Phosphorylierung kommt es
zur Abspaltung von IkB, wodurch NF-xB in den Zellkern translozieren kann, um die

Transkription von Genen der Immunantwort einzuleiten.

1.5 Genpolymorphismen

Genetische Polymorphismen sind definiert als Variationen eines Gens (eines Allels), die mit
einer Haufigkeit von mindestens 1 % innerhalb einer Population auftreten. Bei einem Auftreten
unterhalb dieser Prozentzahl wird von einer Mutation gesprochen.

Eine hédufige Veradnderung der Gen-Sequenz besteht in der Insertion, Deletion oder Substitution
eines einzigen Nukleotids und folglich eines Basenpaares der doppelstrangigen DNA. Dies wird
als SNP (single nucleotide polymorphism) bezeichnet.

Durch SNPs entstandene verschiedene Varianten eines Gens bleiben haufig folgenlos. Da der
genetische Code redundant ist und viele Aminosduren durch mehrere Basentripletts kodiert
sind, kommt es trotz SNP-verdnderter Basensequenz zur Produktion identischer Proteine.
Wird jedoch die Aminoséuresequenz des Proteins durch einen SNP veréndert, kann dies viele

Konsequenzen mit sich ziehen. Angefangen von keiner Beeintréchtigung der Proteinfunktion
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tiber kleine Veranderungen bis hin zum volligen Verlust der Proteinfunktion. SNPs kdnnen auch
im nicht-kodierenden Genbereich auftreten. Befinden sie sich in der Promotorregion eines Gens,
kann es SNP-induziert zu einer verdnderten Transkriptionsrate des Gens kommen. SNPs im
Intronbereich kénnen den Splicingprozess beeinflussen, was Auswirkungen auf die Translation
des exprimierten Proteins haben kann.

Daher kdnnen sich Polymorphismen in Abhangigkeit von ihrer Auswirkung auf die jeweilige
Proteinfunktion als Risiko-, aber auch als Protektivfaktor fiir eine bestimmte Erkrankung
darstellen.

Die beiden SNPs Arg677Trp und Arg753GIn im TLR-2-Gen befinden sich auf dem fur die
intrazellulare TIR-Domadne kodierenden DNA-Bereich. Durch die Arg/Trp- bzw. Arg/Gln-
Basenvarianz entsteht eine verdnderte Rezeptorfunktion, wodurch die Signaltransduktion
beeinflusst sein kann (Bochud et al., 2003; Gautam et al., 2006). Dies fuhrt moglicherweise zu
einer veranderten Wirtsabwehr.

Der -94 ins/del ATTG Polymorphismus im Gen fir NF-kB1 (p50) befindet sich in der
Promotorregion der fiir dieses Gen kodierenden DNA-Sequenz. Ab der 94. Basenpaarstelle
befindet sich im Insertions-Wildtyp die Basenreihenfolge ATTG. Beim Deletions-Mutationstyp
fehlen diese vier Basen, wodurch die Transkription dieses Gens beeinflusst wird.

In Bezug auf die Parodontitis sind vor allem genetische Polymorphismen von Interesse, die sich
auf Kandidatengene beziehen, die fir Mediatoren der Immunantwort kodieren. Hierbei wird
angenommen, dass funktionell wirksame Polymorphismen eine Auswirkung auf die individuelle
Immunreaktion des Wirts haben konnten. 1997 konnte erstmals eine Assoziation von
Polymorphismen im Gen fir IL-1 zur Parodontitis nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt,
dass der zusammengesetzte Genotyp aus IL-la. (-889) und IL-1B (+3953) mit jeweils
mindestens einem mutanten T-Allel an diesen beiden Positionen mit dem Schweregrad der
Auspragung einer chronischen Parodontitis bei Nichtrauchern assoziiert ist (Kornman et al.,
1997a). Seit einiger Zeit sind kommerzielle Testsysteme zum Nachweis des IL-1
Polymorphismus verfugbar. Dabei ist zu beachten, dass der IL-1 Polymorphismus, der unter
Kaukasiern zu ca. 30 % vorkommt, in anderen ethnischen Gruppen aufgrund der geringeren
Préavalenz nur begrenzt fiir die Diagnostik relevant ist (Deschner, 2001). Weiterhin konnte eine
Assoziation des IL-1 Polymorphismus zur aggressiven Parodontitis unter kaukasischen
Kohorten nicht belegt werden (Fiebig et al., 2008). Deshalb ist die Suche nach weiteren
Indikatoren fiir Parodontitis bzw. die Infektion mit parodontalen Leitkeimen notwendig.
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2. Zielstellung

Die mikrobielle Plaque ist der priméare atiologische Faktor der Parodontitis (Socransky und
Haffajee, 1994). In Familien- und Zwillingsstudien wurde jedoch auf die Existenz genetisch
pradisponierender Risikofaktoren flir Parodontitis hingewiesen, deren Einfluss auf ca. 40-50 %
geschatzt wird (Michalowicz et al., 1991; Hart et al., 1992; Marazita et al., 1994; Michalowicz,
1994). Von besonderer Bedeutung sind hierbei Kandidatengene, die fur Mediatoren der
Immunantwort und Entziindungsreaktion kodieren. Potentielle Risikofaktoren kdnnten daher
auch Polymorphismen in den Genen fiir Toll-like-Rezeptor-2 (TLR-2) und NF-«kB sein.

Der transmembrands gelegene, unter anderem auf Zellwandkomponenten der parodontalen
Markerbakterien  Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Tannerella forsythia und Prevotella intermedia antwortende TLR-2
aktiviert den intrazelluldren Transkriptionsfaktor NF-xB, wodurch die Expression von Genen
der Immun- und Stressantwort getriggert wird. Diese Gene kodieren z. B. fir
proinflammatorische Zytokine wie IL-1f und TNF-a, die eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Parodontitis spielen. Die mutanten Allele der Polymorphismen im TLR-2-Gen
Arg677Trp (Bochud et al., 2003) und Arg753GIn (Gautam et al., 2006) vermindern die durch
bakterielle Zellwandkomponenten ausgeloste NF-kB-Aktivierung. Karban et al., 2004, konnten
in einer in vitro Studie zeigen, dass das del-Allel des -94 ins/del ATTG Promotor-
polymorphismus im NF-kxB-Gen mit einer verringerten Genexpression assoziiert ist. Daher
kdnnten genetische Variationen im TLR-2- sowie NF-kB-Gen die individuelle Disposition fiir
Parodontitis und/oder die subgingivale Besiedlung mit parodontalen Markerkeimen
beeinflussen und somit fiir die Pathogenese der Parodontitis sowie fir die subgingivale
Plaquezusammensetzung von Bedeutung sein.

In bisherigen Studien (Folwaczny et al., 2004; Berdeli et al., 2007a, b; Zhu et al., 2008) konnte
keine Assoziation der Polymorphismen Arg677Trp und Arg753GIn im Gen fiir TLR-2 zur
Parodontitis nachgewiesen werden. Allerdings wurden in diesen Studien nur bivariate
Vergleiche durchgefihrt.

Eine mogliche Assoziation des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen zur
Parodontitis wurde bisher nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals Uberprift, ob die beiden genetischen Variationen
Arg677Trp und Arg753GIn im TLR-2-Gen neben einer Assoziation zur aggressiven und
chronischen Parodontitis weiterhin einen Zusammenhang zum Nachweis von parodontalen
Leitkeimen (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, Tannerella forsythia und Prevotella intermedia) aufweisen. Signifikante Resultate

bivariater Analysen wurden mittels multivariater Modelle Gberpriift, um adjustierte Odds Ratios
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zur Beurteilung der Stdrke des Risikoindikators in Bezug auf bekannte Risikofaktoren fir
Parodontitis und Keimbesiedlung zu erhalten.

Weiterhin wurde in dieser Studie erstmalig die Assoziation des -94 ins/del ATTG
Polymorphismus im NF-kB-Gen zur Parodontitis evaluiert. Zudem wurde untersucht, ob es
auch einen Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der subgingivalen
Keimbesiedlung gibt. Die bivariaten Untersuchungen wurden ebenfalls durch multivariate
Analysen ergénzt.

22



3. Material und Methoden

3.1 Patienten
3.1.1 Auswahl der Patienten

Jeder Studienpatient wurde vor der Untersuchung und Probeentnahme schriftlich und mindlich
Uber das Ziel dieser Studie informiert und hat eine Einverstandniserklarung zur Verwendung
seiner Daten in anonymisierter Form unterschrieben. Die genetischen Untersuchungen der
Parodontitispatienten und parodontitisfreien Kontrollprobanden wurden von der Ethik-
kommission der Martin-Luther-Universitidt genehmigt. Die Studie wurde nach den Richtlinien
der Deklaration von Helsinki (Oktober 2000) und Empfehlungen flir good laborartory practice
(OEDC, 1999) bzw. good clinical practice (FDA, 2003) durchgefuhrt. Alle Patienten und
Kontrollprobanden wurden persénlich oder unter Aufsicht von Privatdozent Oberarzt Dr. med.
dent. S. Reichert von der Universitatspoliklinik fir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg untersucht.

3.1.2 Einschlusskriterien

Es wurden 222 Probanden fir diese Studie untersucht. Alle Probanden waren Kaukasier
deutscher Herkunft und untereinander nicht verwandt. Die Diagnosestellung erfolgte modifiziert
nach dem neuen Klassifikationssystem fur Parodontalerkrankungen (Armitage, 1999). Dabei
wurden inshesondere folgende klinische Auswahlkriterien berticksichtigt:

Bei Patienten mit generalisierter chronischer Parodontitis waren mindestens 30 % der Zahne
von einem Attachmentverlust > 4 mm betroffen. Das Ausmall des Attachmentverlusts war
konsistent zur nachgewiesenen Menge an bakteriellen Auflagerungen. Im Rdntgenbild wurde
mehr horizontaler als vertikaler Knochenverlust diagnostiziert.

Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis wurden eingeschlossen, wenn die
Patienten jinger als 35 Jahre waren bzw. wenn aus anamnestischen Angaben oder alten
Rontgenbildern eindeutig hervorging, dass der Erkrankungsbeginn vor dem 35. Lebensjahr lag.
Mindestens 30 % der Zidhne zeigten einen Attachmentverlust > 4 mm und mindestens drei
Zahne waren zusétzlich zu den ersten Molaren und Inzisivi betroffen. Im Vergleich zur
chronischen Parodontitis war das Ausmall des Attachmentverlusts inkonsistent zu der
diagnostizierten Plaqueakkumulation und in vielen Fallen auch zum Lebensalter des Patienten.
Im Rontgenbild wurden mehr vertikale als horizontale Knochendefekte gefunden.

Die parodontitisfreien Kontrollprobanden waren mindestens 30 Jahre alt und zeigten keinen
Attachmentverlust > 3,5 mm aufgrund von Parodontitis. Attachmentverlust infolge trauma-
tischen Z&hneputzens, kieferorthopadischer Therapie, (berkonturierter Fullungs- bzw.

Kronenrdnder oder primérer endodontischer Ldasionen wurden nicht als Parodontitisfall
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gewertet. Ebenso waren Pseudotaschen, z. B. an endstdndigen Molaren, kein Ausschluss-

kriterium.

3.1.3 Ausschlusskriterien

Konnte keine eindeutige Zuordnung zu einer der drei oben genannten Gruppen getroffen
werden, wurden die Probanden von der Studie ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien
waren die Einnahme von Antibiotika weniger als sechs Monate vor der Untersuchung sowie die
Einnahme von anderen Medikamenten, die die Infektabwehr und die Entziindungsneigung des
Parodonts beeinflussen bzw. zu Gingivahyperplasien fiihren konnten. Als weiteres
Ausschlusskriterium galt das Vorliegen von Allgemeinerkrankungen, fiir die eine Assoziation
zur Parodontitis oder den in dieser Studie untersuchten Genpolymorphismen bekannt ist.
Weiterhin ausgeschlossen wurden Schwangere sowie Probanden, bei denen innerhalb der

letzten sechs Monate vor der Untersuchung ein subgingivales Scaling durchgefiihrt wurde.

3.1.4 Erhebung der klinischen Daten

Im Befundblatt wurde neben den persdnlichen Angaben wie Name und Alter ein allgemeiner
Gesundheitsstatus erhoben (Herz-Kreislauf-, Stoffwechsel-, Infektionserkrankungen, Allergien,
Medikamenteneinnahme, Schwangerschaft). Die Probanden wurden nach einer eventuellen
familiaren Haufung der Parodontalerkrankung befragt, wobei ausschlaggebend war, ob
Familienangehorige ersten Grades, also Eltern, Geschwister oder bereits die eigenen Kinder,
frithzeitigen Zahnverlust durch ,,Zahnlockerung® erlitten hatten. Ebenso wurde der
Raucherstatus erhoben, wonach die Studienteilnehmer in drei Kategorien (Raucher,
Nichtraucher und ehemalige Raucher) eingeordnet wurden. Raucher wurden nach der Anzahl
der téglich gerauchten Zigaretten und ehemalige Raucher zusatzlich nach dem Jahr der
Beendigung des Nikotinkonsums befragt. Bei der Auswertung galten Probanden, die aktuell
mindestens eine Zigarette pro Tag rauchten oder weniger als 12 Monate vor der Untersuchung
mit dem Rauchen aufgehort hatten, als Raucher. Wurde dagegen das Rauchen bereits
mindestens 12 Monate vor Untersuchungsbeginn beendet, so wurden die Probanden der
Nichtrauchergruppe zugeordnet.

Im Klinischen Teil des Befundblatts wurde der Parodontalstatus des Studienteilnehmers erfasst.
Zunéchst wurden die fehlenden Zahne bestimmt (M=Anzahl fehlender Zahne ohne Weisheits-
zahne). AnschlieBend erfolgte per Sechs-Punkt-Messung die Bestimmung der Sondiertiefen
(PD=Distanz marginale Gingiva bis Taschenfundus) sowie der klinischen Attachmentverluste
(CAL=Distanz Schmelz-Zement-Grenze bis Taschenfundus) mit einem Parodontometer
(PCPUNC 156, Hu—Friedy, Chicago, USA) in mm-Einteilung. Etwa 30 Sekunden nach erfolgter
Sondierung wurde notiert, ob eine Sondierblutung vorlag. In die Mittelwertberechnung gingen

jeweils die hdchsten Werte fir PD und CAL pro Zahn ein. Zur Bestimmung des Ausmalies der
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Parodontitis wurde der prozentuale Anteil von Zdhnen mit PD bzw. CAL von < 4 mm, 4-6 mm
und > 6 mm erfasst. AuBerdem wurde der prozentuale Anteil von Z&hnen mit Sondierblutung
(BOP) berechnet. Zur Beurteilung der Mundhygiene wurde der approximale Plaque Index (API)
(Lange et al., 1977) bestimmt. Dazu wurde mit einem Plaquerevelator (Mira-2-Ton, Hager &
Werken, Duisburg, Deutschland) die Plaque innerhalb der Approximalraume des I. und Il
Quadranten von oral sowie des Il. und IV. Quadranten von vestibuldr angeférbt. Nach
einmaligem Ausspiilen konnte bewertet werden, ob an den untersuchten Stellen supragingivale
Plaque vorlag oder nicht. Das Ergebnis wurde anschlieend in Prozent angegeben (Anzahl

positiver Messpunkte / Anzahl vorgenommener Messungen x 100).

3.2 Methoden
3.2.1 Genomische Untersuchungen
Blutentnahme

9 ml vendses Blut wurden aus einer Armvene in eine mit EDTA-geflillte Monovette (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) entnommen und kiihl gelagert, damit zeitnah die DNA isoliert werden

konnte.

DNA-Isolation

Die Isolation der DNA aus dem EDTA-BIut erfolgte mittels QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland). 200 ul Blut wurden in ein 1,5 ml Tube pipettiert und nach Zugabe von
20 pl Proteinase K und 200 pl Puffer AL 15 min bei 56 °C schittelnd inkubiert. Nach kurzem
Vortexen (Vortex Genie, Bender & Hobein AG, Bruchsal, Deutschland) wurden 200 pl Ethanol
hinzugegeben und der Ansatz auf die Mitte eines Sdulchens pipettiert, um das Tube fiir 1 min
bei 8000 rpm (Heraeus, Hanau, Deutschland) zu zentrifugieren. Das Saulchen wurde nun auf
ein neues Sammeltube gesetzt, die DNA mit 500 pl Puffer AW1 gewaschen und fiir 3 min bei
13000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde mit 500 pl AW2 gewaschen und ebenfalls
zentrifugiert (3 min bei 13000rpm). Nachdem das Sé&ulchen nun trocken war, wurde die DNA
mit 200 pl Aqua dest. nach 5-minitiger Inkubation durch Zentrifugation (1 min, 13000 rpm)

von der Séule eluiert. Die DNA wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) diente dazu, ein genau definiertes, bestimmtes
Basenpaar langes Fragment aufgereinigter DNA zu vervielféltigen. Die DNA wurde dabei mit
einem Forward- und einem Reverse-Primer, beides Oligonukleotide, die zu je einer bestimmten
Stelle der DNA komplementar sind, thermostabiler DNA-Polymerase und Puffern gemischt, um

dann im Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland) in drei Schritten amplifiziert zu
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werden. Zundchst wurde im Denaturierungsschritt die im Ansatz enthaltene doppelstrangige
DNA getrennt, damit als ndchstes im Annealingschritt die Primer an die nun einzelstrangige
DNA binden konnten. Im Elongationsschritt, der letzten Phase der DNA-Amplifikation, wurde
die DNA mit Hilfe der Tag-Polymerase, durch die komplementare Nukleotide an den

Einzelstrang binden kdnnen, zum Doppelstrang vervollistandigt.

a) PCR zur Genotypisierung des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Fir die PCR wurden 12,5 pl 2x Master Mix, 0,5 pl Forward-Primer (5’-CCC CTT CAA GTT
GTG GCT TCA TAA G-3°), 0,5 pul Reverse-Primer (5’-AGT CCA GTT CAT ACT TGC ACC
AC-3’), 0,25 ul Formamid, 10,25 ul H,O und 1 pl genomische DNA gemischt, mit Mineraldl
Uberschichtet und im Thermocycler unter dem in Tabelle 5 zusammengefassten Protokoll
angesetzt.

An der Position 16 des 152 bp langen PCR-Produkts wurde (ber den Forward-Primer ein
Mismatch eingefiihrt. Die in der Originalsequenz an dieser Stelle stehende Base Thymin wurde
mittels Primer durch Guanin ersetzt, wodurch die Erkennungssequenz flir das
Restriktionsenzym Mwol (GCNNNNN-NNGC) entstand.

b) PCR zur Genotypisierung des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Der Ansatz fiir diese PCR bestand ebenfalls aus 12,5 ul 2x Master Mix, 0,5 ul Forward-Primer
(5°-CAT TCC CCA GCG CTT CTG CAA GCT CC-3%), 0,5 pl Reverse-Primer (5°’-GGA ACC
TAG GAC TTT ATC GCA GCT C-3°), 0,25 ul Formamid, 10,25 pl H,O sowie 1 pl
genomischer DNA und wurde im Biometra Thermocycler angesetzt (Tab. 5).

Auch hier wurde ein Mismatch induziert. An Position 25 des 129 bp langen amplifizierten
DNA-Fragments wurde die in der Originalsequenz befindliche Base Guanin durch Cytosin

ersetzt. Somit entstand die Erkennungssequenz flr das Restriktionsenzym MsplI (C-CGG).

¢) PCR zur Genotypisierung des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-xB-Gen

Der PCR-Ansatz bestand aus 12,5 pl 2x Master Mix, 0,3 pl Forward-Primer (5°-TGG ACC
GCA TGA CTC TAT CA-3’), 0,3 ul Reverse-Primer (5°-GAA TCC CAA GGG CTG GA-3"),
0,25 pl Formamid, 10,65 pl H,O und 1 ul genomischer DNA und wurde wie in Tabelle 5
dargestellt im Thermocycler amplifiziert.

Es entstand je nach Genotyp ein 130 und/oder 134 bp langes Fragment.
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Tab. 5: Thermocyclerparameter fiir die Bestimmung der drei untersuchten Genpolymorphismen

TLR-2 Arg677Trp | TLR-2 Arg753GIn NF-kB -94 ins/del
ATTG

Denaturierung 2min95°C 2min 95 °C 2min 95 °C
Denaturierung 30592 °C 30s92°C 30s92°C
Annealing 12 Zyklen 30s65°C| 13 Zyklen 30s63°C|12 Zyklen 30555 °C
Elongation 30s72°C 30s72°C 30s72°C
Delay ls ls ls
Denaturierung 30s92°C 30592 °C 30s92°C
Annealing 32 Zyklen 30s60°C| 34 Zyklen 30s58°C| 31 Zyklen 30s50°C
Elongation 30s72°C 30s72°C 30s72°C
Delay ls 1s ls
abschlielende . . .

) S5min72°C 5min72°C 5min72°C
Elongation

Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) und Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Restriktionsspaltung wurden mittels spezifischer Enzyme die PCR-Produkte an einer
Zielsequenz, einer auf der DNA genau definierten Stelle, geschnitten, wodurch einzelne DNA-
Fragmente entstanden.

Der Ansatz mit den enthaltenen DNA-Fragmenten wurde in die Slots des bereits in der
Elektrophoresekammer (Peglab, Erlangen, Deutschland) befindlichen 3%igen Agarose-Gels
(0,9 g Sekam-Agarose, 90 ul Ethidiumbromid, 30 ml 0,5xTBE-Puffer) pipettiert.

Durch die Agarose-Gelelektrophorese wurden dann die DNA-Strange ihrer L&nge nach
aufgetrennt, indem eine Spannung von 120 V fur 20 min angelegt wurde und so die negativ
geladenen DNA-Abschnitte durch die Gelmatrix zur Anode gezogen wurden. Kirzere
Fragmente bewegten sich im Vergleich zu langeren schneller durch das Gel.

Durch das Mitlaufen einer kommerziell erhéltlichen DNA-Leiter, einer Mischung verschiedener
DNA-Strange bekannter Basenpaarlange, konnten die L&ngen der einzelnen Fragmente
bestimmt und so der jeweils vorliegende Polymorphismus identifiziert werden. Das unter UV -
Licht fluoreszierende Ethidiumbromid lagerte sich wahrend des Gellaufs in die DNA ein, so
dass die DNA-Banden nach beendeter Elektrophorese unter dem UV-Transilluminator (AGS,

Heidelberg, Deutschland) bei einer Wellenlange von 320 nm betrachtet werden konnten.

a) RFLP des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Fur die Restriktionsspaltung wurde dem PCR-Produkt des 25 pl Ansatzes 0,5 pl des
Restriktionsenzyms Mwo Tund 2 pl des NEB-Puffers 3 hinzupipettiert. Der Verdau dieses

Ansatzes erfolgte flir 8 Stunden bei 37 °C. Durch das Mismatch, das iber den Primer eingefiihrt
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wurde, konnte bei Vorliegen des Wildtyps das Restriktionsenzym das PCR-Produkt schneiden.
Im Wildtyp (Arg/Arg) erhielt man daher zwei Fragmente (130 bp und 22 bp). Die DNA-
Sequenz des Mutationsgenotyps Trp/Trp stimmte hingegen nicht mit der Zielsequenz des
Restriktionsenzyms (Uberein, so dass das 152 bp lange Fragment nicht geschnitten werden
konnte.

Im Anschluss wurden die DNA-Fragmente durch die Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Nach erfolgtem Gellauf in der Elektrophorese konnte die Zuordnung zu Wildtyp,
heterozygotem Genotyp und Mutationstyp anhand der Laufstrecke der Banden getroffen
werden. Im zweiten Slot lief in jedem Agarose-Gel ein unverdautes PCR-Produkt als
zusétzliche Langenreferenz mit. Die Bande eines homozygoten Mutationstrager (Trp/Trp) ware
bei 152 bp zu sehen gewesen, jedoch konnte in der gesamten Studiengruppe Kkein
Mutationstrager (homo- sowie heterozygot) ermittelt werden. Die Banden eines homozygoten
Wildtyp-Merkmalstragers (Arg/Arg) waren bei 130 bp sichtbar, wobei das zweite, mit 22 bp

kiirzere Fragment aufgrund seiner geringen Lange nicht im Gel zu sehen war (Abb. 3).

1 - DNA-Leiter

2 - ungespaltenes PCR-Produkt

3-6 - homozygoter Wildtyp
(Arg/Arg)

Abb. 3: Agarose-Gelelektrophorese zum Nachweis verschiedener Genotypen des Arg677Trp-
Polymorphismus im TLR-2-Gen nach erfolgter Restriktions-Fragment-Langen-Analyse unter

UV-Transillumination

b) RFLP des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Der Ansatz fur die Restriktionsspaltung bestand aus 25 ul des PCR-Produkts, 0,25 pl des
Enzyms Msp I und 2 pl NEB-Puffer 2 und lief 8 Stunden bei 37 °C.

Der durch die PCR entstandene 129 bp lange DNA-Abschnitt wurde so beim homozygoten
Wildtyp (Arg/Arg) in ein 104 bp und ein 25 bp langes Fragment gespalten. Aufgrund der
verénderten  Basenanordnung beim  GIn-Mutationstyp war die Zielsequenz  des

Restriktionsenzyms nicht vorhanden und somit konnte das 129 bp lange Fragment nicht
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gespalten werden. Nach erfolgtem Elektrophorese-Lauf zeigten sich beim homozygoten
Wildtyp (Arg/Arg) Banden auf der Héhe von 104 bp, wobei das zweite Fragment (25 bp) des
geschnittenen PCR-Produkts zu kurz war, um im Gel erkennbar zu sein. Beim homozygoten
GIn/GIn-Genotyp ware eine Bande bei 129 bp sichtbar gewesen, jedoch konnte in der gesamten
Studiengruppe kein homozygoter Mutationstyp gefunden werden. Das Auftreten von zwei

Banden im Gel entsprach einem heterozygoten Arg/Gln-Merkmalstréger (Abb. 4).

1 - DNA-Leiter

2-5, 7 - homozygoter Wildtyp
(Arg/Arg)

6,8 - heterozygoter Genotyp
(Arg/GlIn)

Abb. 4: Agarose-Gelelektrophorese des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen nach

erfolgter Restriktions-Fragment-L&ngen-Analyse unter dem UV-Transilluminator

Langenanalyse des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-xB-Gen

Zur ldentifizierung des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-xB-Gen wurde eine
Elektrophorese (Amersham-Pharmacia, Freiburg Deutschland) in 10%igem Polyacrylamid-Gel
gewahlt, da der Basenpaarunterschied von lediglich vier Basenpaaren zwischen Insertions- und
Deletionstyp zu gering gewesen ware, um mit einer herkdbmmlichen Elektrophorese im
Agarose-Gel detektiert werden zu kénnen. Zundchst wurde die Gelkammer vorbereitet, indem
die Platte mit den Slots mit Repelsilan behandelt und auf die andere Platte mittels Wasserfilm
eine Tréagerfolie (Gel-Fix ® for PAG) fir das Gel aufgerollt wurde. AnschlieRend wurde das
Gel (11 ml H,O, 4 ml 5xTBE-Puffer, 5 ml Acrylamid/Bisacrylamid [19:1], 100 pl
Ammoniumpersulfat [1 mg/ml] und 15 pl TEMED) zwischen die Platten gegossen und danach
mit Isopropanol Uberschichtet und ca. 1 Stunde auspolymerisiert. Das Gel wurde auf einem
n-Nonan-Film luftblasenfrei in die Elektrophoresekammer gelegt. In 5XTBE-Puffer getrankte
Pufferstreifen wurden auf die Gelenden gelegt und die Elektrophorese gestartet. Sie lief 80 min
bei 900 V, 50 mA und 30 W. Nach dem Gellauf erfolgte die Silberfarbung. Zunéachst wurde das
PCR-Produkt durch eine Fixierlésung aus 10%iger Essigsédure und 50%igem Methanol im Gel
fixiert, um so ein weiteres Wandern der DNA zu verhindern. Nach zweimaligem Waschen des
Gels fur jeweils 5 min mit 10%igem Ethanol und 0,5%iger Essigsdure wurde die DNA fir

10 min mit einer 0,1%igen Silbernitratlosung gefarbt. Dadurch lagerten sich Silberionen an die
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DNA an. Abschlieend folgte der Entwicklerschritt, bei dem durch Zugabe von 1,5%igem
NaOH, 0,01%igem NaBH, und 0,15%igem Formaldehyd die Silberionen zu elementarem Silber
reduziert wurden, wodurch die Stellen, an denen sich das PCR-Produkt befand, schwarz gefarbt
wurden. Nach jeweils 10 min in 0,75%iger Na,COs- und 10%iger Glyzerinlésung konnte das
Gel mit einer speziellen luftdurchldssigen Folie iberzogen und getrocknet werden, um dann
ausgewertet werden zu kénnen.

Im Gel waren nun Banden mit der Lénge von 130 bp, die einer homozygoten Deletion
entsprachen und Banden von 134 bp, die mit einer homozygote Insertion korrespondierten, zu

sehen. Heterozygote Merkmalstréger wiesen beide Banden auf (Abb. 5).

Bahn 1: del/del
Bahn 2: ins/del
Bahn 3: del/del

Bahn 4: ins/ins

134pr TlSObp

Abb. 5: Darstellung der drei Genotypen des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-xB-
Gen auf Polyacrylamid-Gel

3.2.2 Subgingivale Bestimmung parodontopathogener Keime

Die Bestimmung der funf parodontopathogenen Markerkeime Aggregatibacter actinomycetem-
comitans (A. a.), Porphyromonas gingivalis (P. g.), Prevotella intermedia (P. i.), Tannerella
forsythia (T. f.) und Treponema denticola (T. d.) erfolgte mit Hilfe des molekulargenetischen
micro-IDent® Tests (HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland).

Das Prinzip dieses Tests bestand darin, dass nach Prdparation der bakteriellen DNA
speziesspezifische DNA-Abschnitte mittels PCR amplifiziert wurden. Nach Aufspaltung der
Test-DNA in Einzelstrdnge wurden diese mit bakterienspezifischen Gensonden versetzt. Im
Falle der Komplementaritdt zwischen Test-DNA und Gensonde bildeten sich DNA-DNA-
Hybride. Diese l6sten eine Farbreaktion aus, wodurch die Existenz von bakterieller DNA in der
Zahnfleischtasche Uber einer bestimmten Nachweisgrenze angezeigt wurde. War keine
bakterielle DNA in der Probe oder war ihr Vorkommen unterhalb der Nachweisgrenze, so
unterblieb die Hybridisierung zwischen Test-DNA und Gensonde und es erfolgte keine

Farbreaktion.
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Probenentnahme fiir den molekularbiologischen Nachweis parodontaler Markerkeime

Nach supragingivaler Zahnreinigung und relativer Trockenlegung wurden von den Zahnen mit
der jeweils hochsten Sondiertiefe jedes Quadranten subgingivale Plaqueproben mittels steriler
Papierspitzen, die fur 20 s in die Taschen eingefiihrt wurden, entnommen. AnschlieRend wurden
die vier Proben in einem Eppendorfrohrchen gepoolt. Die Mittelwerte fur Sondiertiefe (PDpax:)
und Attachmentverlust (CALyy:) an den Probeentnahmestellen wurden registriert. Das
Eppendorfrohrchen wurde kuhl gelagert und die Isolation der DNA erfolgte innerhalb von

sieben Tagen.

Bakterielle DNA-Isolation

Die bakterielle DNA wurde mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
isoliert. Hierbei wurden die Papierspitzen mit 180 ul ATL-Puffer und 20 pl Proteinase K fir
10 min bei 70 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 200 pl AL-Puffer hinzugegeben, um noch
einmal 5 min bei 95 °C zu inkubieren. Die im Puffer geléste DNA wurde auf eine S&ule
(QlAamp spin column) pipettiert und zweimal mit jeweils 500 pl der Puffer AW1 und AW?2
gewaschen. AbschlieBend wurde die bakterielle DNA in 400 ul AE-Puffer gelést und bei -20 °C
gelagert.

PCR

Fur die Amplifikation der DNA der flinf parodontopathogenen Markerkeime wurde der micro-
IDent® Test von HAIN Lifescience (Nehren, Deutschland) verwendet, wobei 35 pl Mastermix
(bestehend aus Puffer, biotinylierter Primer und DNA als Positivkontrolle), 2 U Tag-Polymerase
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und 5 pl der isolierten DNA-L&sung gemixt wurden. Der
PCR-Ansatz wurde mit Mineraldl Oberschichtet. Die PCR erfolgte im Thermocycler nach
folgendem Programmierungsprotokoll: 5 min bei 95 °C; 10 Zyklen: 30 s 95 °C, 2 min 58 °C;
20 Zyklen: 25595 °C, 40 s 53 °C, 40 s 70 °C; 8 min 70 °C.

Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben der Firma HAIN Lifescience.
20 ul des PCR-Produkts und 20 ul der Denaturierungslésung wurden in eine Inkubationswanne
pipettiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 1 ml auf 45 °C vorgewarmter
Hybridisierungspuffer wurde hinzugegeben und ein mit spezifischen Gensonden beschichteter
Membranstreifen so in die Wanne gelegt, dass er vollstandig von der Fliissigkeit bedeckt war.
Nun wurde die Wanne fiir 30 min bei 45 °C im Schittelwasserbad (Eppendorf, Hamburg
Deutschland) inkubiert. Danach wurde der Hybridisierungspuffer vollstandig entfernt und die

Membran mit 1 ml Stringent Waschlosung 15 min bei 45 °C im Wasserbad unter leichtem
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Schiitteln inkubiert. Nachdem die Stringent-Waschlésung entfernt wurde, wurde der
Membranstreifen fir 1 min unter stdndiger Bewegung mit 1 ml Rinse-Lésung gewaschen, um
dann fir 30 min mit 1 ml verdinntem Konjugat inkubiert zu werden. Die Lésung wurde
abgeschuttet und der Membranstreifen zweimal je 1 min mit 1 ml Rinse-Ldsung und einmal mit
1 ml Aqua dest. auf einem Horizontalschittler gewaschen und wieder abgeschittet. Nun wurde
1 ml verdinnte Substratldsung zum Membranstreifen hinzupipettiert und lichtgeschitzt ohne
Schiitteln 3-20 min inkubiert. Die Substratreaktion wurde durch zweimaliges kurzes Waschen
mit Aqua dest. gestoppt. Auf saugfdhigem Papier wurde der Streifen getrocknet, um dann mit
Hilfe des dem Kit beiliegenden Auswertungsbogens die Zuordnung der Banden treffen zu
kdnnen (Abb. 6). Der Nachweis der Bakterien erfolgte visuell Uber die Farbreaktion mittels
alkalischer Phosphatase. Im Test waren zusétzlich zwei Positivkontrollen fur die PCR (AC) und
die Hybridisierung (CC) enthalten.

<— Konjugationskontrolle { CC)

Amplifikationskontrolle (AC)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.)
Porphyromonas gingivalis (P. g.)

Prevotella intermedia (P. i.)

Tannerella forsythia (T. f.)

Treponema denticola (T. d.)

o] Farbmarkierung

Abb. 6: Darstellung der Hybridisierungsreaktion im molekularbiologischen Nachweisverfahren
parodontaler Markerkeime am Beispiel einer Patientenprobe (positiver Bakteriennachweis fiir
P.g.,T.f.und T.d.)

3.2.3 Statistische Auswertung

Fur die Genotyp-Phénotyp-Assoziationsuntersuchungen wurde als Hypothese sowohl ein
rezessives, ein dominantes, als auch ein co-dominantes genetisches Modell gepruft. Die
statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms Microsoft® SPSS fir
Windows Version 17.0 durchgefiihrt. Metrische Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-

Smirnov-Tests auf Normalverteilung und mittels Levene-Test auf Varianzhomogenitéat geprift.
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Fur die Untersuchung von unabhéngigen Stichproben wurde der t-Test nach Student bei
Vorliegen einer Normalverteilung sowie der U-Test nach Mann-Whitney flr nicht
normalverteilte Variablen genutzt. Kategoriale Daten wurden in Kontingenztabellen mit Hilfe
des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson mit Yates-Korrektur analysiert. Betrug die erwartete
Haufigkeit in einer Gruppe < 5 wurde Fisher’s Exakt-Test angewandt. Die binére logistische
Regression (schrittweise vorwarts) wurde verwendet, um den Einfluss des genetischen
Polymorphismus auf die Entstehung einer Parodontitis und die subgingivale Besiedlung mit
parodontopathogenen Bakterien unter Beriicksichtigung etablierter Kofaktoren flr Parodontitis
oder Keimbesiedlung zu untersuchen. Generell wurde p < 0,05 als statistisch signifikant
festgelegt.

Die Berechnung der Hardy-Weinberg-Verteilung der untersuchten Genotypen erfolgte mit Hilfe

des Programms Excel von Microsoft®-Office.
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4. Ergebnisse

4.1 Statistische Untersuchungen der Studienprobanden

4.1.1 Betrachtung demografischer Parameter in Abhé&ngigkeit von der parodontalen
Diagnose

Beim Vergleich der Patientengruppen mit der parodontitisfreien Kontrollgruppe konnten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Geschlechterverteilung und des Raucherstatus
nachgewiesen werden. Die Patientengruppe mit aggressiver Parodontitis war mit einem
Altersunterschied von ca. sechs Jahren signifikant jiinger im Vergleich zur Kontrollgruppe. In
beiden Patientengruppen (aggressive und chronische Parodontitis) kam eine Parodontitis
innerhalb der Familie signifikant haufiger vor. Mehr Parodontitispatienten als Kontroll-
probanden berichteten in der Anamnese Uber einen frilhzeitigen Zahnverlust durch

»~Zahnlockerung® bei Verwandten ersten Grades. Die erhobenen demografischen Daten sind in

Tabelle 6 zusammengefasst.

Tab. 6: Demografische Daten der Studienprobanden in Abhangigkeit von der parodontalen

Diagnose
Patientengruppe
AP CP Iripp G
AP + CP
n=78 n=63 n=81
n=141
Altersmittelwert (Jahre) +
) 40,6 +9,9* | 486+9,6 442 +10,5 46,6 + 10,9

Standardabweichung
Frauen (%) 61,5 65,1 63,1 51,9
Raucher (%) 359 28,8 30,5 22,2
familiare Haufung (%) ** 54,2* 41.4* 48,5* 9,8

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe

* p < 0,001, signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe

**familidre Haufigkeit der Parodontitis; nach anamnestischer Angabe, wenn Familienmitglied
ersten Grades friihzeitigen Zahnverlust durch ,,Zahnlockerung™ erlitt

Daten unter

4.1.2 Vergleich Kklinisch-parodontologischer Berticksichtigung der

parodontalen Diagnose

In den Patientengruppen waren die Kklinischen Parameter approximaler Plaque Index (mit
Ausnahme AP-Patienten), die Sondierblutung, die Sondiertiefe und der klinische Attachment-
verlust im Vergleich zu den parodontitsfreien Kontrollprobanden signifikant erhéht. Weiterhin

lag der prozentuale Anteil von Zdhnen mit Sondiertiefen bzw. einem Attachmentverlust von
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4-6 mm und > 6 mm in beiden Patientengruppen bei ca. 80 % und damit im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant hoher. Parodontitispatienten wiesen im Vergleich zu den

parodontitisfreien Probanden eine hthere Anzahl fehlender Zahne auf (Tab. 7).

Tab. 7: Klinische Daten und prozentualer Anteil von Zéhnen mit Sondiertiefen und Attachment-

verlust von <4 mm, 4-6 mm und > 6 mm in Abhangigkeit von der parodontalen Diagnose

Patientengruppe
AP CP arupp G
AP + CP
n=78 n=63 n=81
n=141

API + SD (%) 52,3 +28,5 60,5 + 25,6* 56,0 + 27,5* 4754215
BOP +SD (%) 78,1 +22,7* 69,5 +24,9* 74,2 +24,0* 45,7 + 23,7
PD +SD (mm) 5,7 +1,4* 52+1,1* 55 +1,3% 26+08
CAL  +SD (mm) 6,5+ 1,5% 5,9 +1,4*% 6,2 +1,5% 30+08
PDpake.  *SD (mm) 75+1,6* 6,8 +1,5* 7,2+1,6* 3,1+04
CALpae *SD (mm) 8,4 +1,8* 75+18* 8,0+1,9* 3,3+05
PD <4 mm (%) 20,1 +19,9* | 23,5+ 19,9* 21,6 +19,9* 96,0+7,9
PD 4-6 mm (%) 454 +225* | 48,3 +20,1* 46,7 +21,4* 44+85
PD >6 mm (%) 34,5 +239* | 28,9 +235* 32,0 +23,8* 0,0+0,0
CAL <4 mm (%) 128 +151* | 14,6 +17,2* 13,6 + 16,0* 84,1 +18,2
CAL 4-6 mm (%) 41,1 +21,0* | 47,3 +20,9* 43,8 +21,1* 16,0 + 18,2
CAL >6 mm (%) 46,5+ 254* | 37,7 +26,3* 42,6 +26,1* 0,1+0,9
Fehlende Zahne

3.6+3.8* 4.1+3.4* 3.8+3.7* 26+28
(aulRer 8er) + SD

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,
SD: Standardabweichung, API: approximaler Plague Index, BOP: Sondierblutung, PD:
klinische Sondiertiefe, CAL: klinischer Attachmentverlust, . : bakterielle Entnahmestelle

*p < 0,05, signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe

4.1.3 Auftreten subgingivaler Parodontopathogene in den einzelnen parodontalen

Diagnosegruppen

In beiden Patientengruppen wurden bei mehr Probanden die parodontopathogenen Bakterien A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia und T. denticola im Vergleich
zur parodontitisfreien Kontrollgruppe nachgewiesen (Tab. 8). Nur die Anzahl A. actino-
mycetemcomitans-positiver CP-Patienten unterschied sich dabei nicht signifikant von der

Anzahl A. actinomycetemcomitans-infizierter Kontrollprobanden.
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Tab. 8: Prozentualer Anteil von Probanden mit positivem Bakteriennachweis in Abhédngigkeit

von der parodontalen Diagnose

Patientengruppe
AP CP Jripp G
AP + CP
n=78 n=63 n=81
n=141

A. actinomycetemcomitans (%o) 41,0* 31,7 36,9* 19,8
P. gingivalis (%0) 78,2* 87,3* 82,3* 23,5
P. intermedia (%) 64,1* 61,9* 63,1* 33,3
T. forsythia (%) 85,9* 96,8* 90,8* 69,1
T. denticola (%) 87,2* 98,4* 92,2* 64,2
roter Komplex

71,8* 82,5* 76,6* 23,5
P.g.+T.f.+T.d. (%)

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe

* p < 0,05, signifikant im Vergleich zu der parodontitisfreien Kontrollgruppe

4.2 Untersuchung zum Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Unter allen Studienteilnehmern konnte nur der homozygote Genotyp Arg/Arg nachgewiesen
werden, nicht aber die Mutationsgenotypen Arg/Trp oder Trp/Trp. Damit konnten
Assoziationen des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen zur Prasens der Parodontitis, zu
bestimmten klinischen Parametern der Parodontitis sowie zur subgingivalen Besiedlung mit

parodontalen Leitkeimen ausgeschlossen werden.

4.3 Statistische Untersuchungen zum Einfluss des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-
Gen

Das Vorkommen der Genotypen Arg/Arg und Arg/Gln in der parodontitisfreien Kontrollgruppe
und den Patientengruppen entsprach einer Hardy-Weinberg-Verteilung. In der gesamten Unter-

suchungsgruppe konnte kein homozygoter GIn/GIn-Genotyptrager ermittelt werden.

4.3.1 Genotyp- und Allelverteilung des Arg753GIn-Polymorphismus unter Berick-

sichtigung der parodontalen Diagnose

Weder die untersuchten Genotypen Arg/Arg, Arg/GlIn noch die Allele Arg oder GIn waren zur
AP, CP oder Gesamtparodontitisgruppe statistisch signifikant assoziiert. Dennoch konnten unter
allen Patientengruppen tendenziell erhdhte Frequenzen fur den Genotyp Arg/Gln sowie das

Allel GIn nachgewiesen werden (Tab. 9).
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Tab. 9: Haufigkeiten und Signifikanzen der Genotyp- und Allelfrequenzen des Arg753GIn-

Polymorphismus unter Beriicksichtigung der parodontalen Diagnose

AP cp Patientengruppe G AP | CP | AP+CP
AP +CP im Vergleich zur
Kontrollgruppe
Genotypverteilung
n=77 n=62 n=139 n=81
Arg/Arg (%) 93,5 93,5 93,5 97,5
Arg/GIn (%) 6,5 6,5 6,5 2,5 ns. | ns. n.s.
Allelverteilung
n=154 | n=124 n=278 n=162
Arg (%) 96,8 96,8 96,8 98,8
GIn (%) 3,2 3,2 3,2 1,2 ns. | ns. n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

n.s.: nicht signifikant

4.3.2 Vergleich der Genotypen des Arg753GIn-Polymorphismus hinsichtlich der

demografischen Daten

In Bezug auf das Alter, die Geschlechterverteilung, den Raucherstatus und die anamnestisch

bestimmte familidre H&ufigkeit der Parodontitis ergaben sich in allen Studienkohorten keine

signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der individuellen Prasenz des Arg/Arg- oder

Arg/GIn-Genotyps (Tab. 10).

Tab. 10: Demografische Daten in den einzelnen Studiengruppen in Abhangigkeit von der Geno-

typverteilung des Arg753GIn-Polymorphismus

Arg/Arg- Arg/GIn- p-Wert
Genotyp Genotyp
AP 40,9+9,9 37,8+10,1 n.s.
CP 48,6 +94 46,5+ 15,1 n.s.
Altersmittelwert (Jahre) AP + CP 443 +10,4 41,7+12,6 n.s.
+ Standardabweichung G 46,5+11,0 525+ 6,4 n.s.
S 455 +10,7 43,6 +12,3 n.s.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 10:

Arg/Arg- Arg/GIn- p-Wert
Genotyp Genotyp
AP 62,5 60,0 n.s.
CP 63,8 75,0 n.s.
Frauen (%) AP + CP 63,1 66,7 n.s.
G 51,9 50,0 n.s.
S 58,9 63,6 n.s.
AP 36,1 40,6 n.s.
CP 22,4 25,0 n.s.
Raucher (%0) AP + CP 30,0 33,3 n.s.
G 22,8 0,0 n.s.
S 27,3 27,3 n.s.
AP 56,1 40,0 n.s.
CP 41,5 33,3 n.s.
familidre Haufung (%) * AP +CP 49,6 37,5 n.s.
G 10,2 0,0 n.s.
S 36,5 30,0 n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

S: gesamte Studiengruppe, n.s.: nicht signifikant

*der Parodontalerkrankung; nach anamnestischer Angabe, wenn Familienmitglied ersten Grades

frithzeitigen Zahnverlust durch ,,Zahnlockerung® erlitt

4.3.3 Vergleich der Genotypen des Arg753GIn-Polymorphismus unter Berlcksichtigung

der Klinisch-parodontologischen Daten

In der parodontitisfreien Kontrollgruppe hatten Probanden mit dem Genotyp Arg/Gln einen

signifikant hoheren approximalen Plaque Index im Vergleich zu Arg/Arg-Merkmalstréagern.

Alle anderen Klinischen Daten waren in Abhdngigkeit von der Genotypverteilung nicht

signifikant unterschiedlich (Tab. 11).
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Tab. 11: Klinisch-parodontologische Daten in Abhéngigkeit von der Genotypverteilung des

Arg753GIn-Polymorphismus

Arg/Arg-Genotyp | Arg/GIn-Genotyp | p-Wert
AP 52,7 + 28,2 447 + 38,4 n.s.
CP 59,9 +27,2 62,7 +32,9 n.s.
API1 + SD (%) AP + CP 55,9 + 27,2 52,7+349 n.s.
G 46,7 +21,2 772 + 14,2 p=0,047
S 52,3+25,3 57,6 +32,8 n.s.
AP 78,7+218 80,6 +27,3 n.s.
CP 70,0 +24,2 51,0 + 36,4 n.s.
BOP + SD (%) AP + CP 74,8 + 23,2 69,5 + 32,2 n.s.
G 45,7+ 234 47,2 +49,1 n.s.
S 63,7 + 65,5 65,1 + 34,1 n.s.
AP 57+14 590+14 n.s.
CP 54+11 55+1.2 n.s.
PD + SD (mm) AP+ CP 54+13 57+13 n.s.
G 26+0,8 2,7+0,7 n.s.
S 44+18 52+17 n.s.
AP 6,5+15 6,6 +1,7 n.s.
CP 58+13 6,0+2,0 n.s.
CAL + SD (mm) AP + CP 6,2+15 6,3+1,8 n.s.
G 3,0+08 30+11 n.s.
S 50+20 57+21 n.s.
AP 75+1,6 74+0,8 n.s.
CP 6,8+15 7,1+2,6 n.s.
PDpaxt. + SD (mm) AP + CP 72+16 73+15 n.s.
G 3,1+04 3,4+05 n.s.
S 56+24 6,5+21 n.s.
AP 84+18 85+13 n.s.
CP 75+17 82+44 n.s.
CALpakt. + SD (mm) AP + CP 80+18 8,4+26 n.s.
G 33+05 34+05 n.s.
S 6,2+2,7 7,4+31 n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

S: gesamte Studiengruppe, SD: Standardabweichung, API: approximaler Plaque Index, BOP:

Sondierblutung, PD: klinische Sondiertiefe, CAL: klinischer Attachmentverlust, pa.: bakterielle

Entnahmestelle, n.s.: nicht signifikant
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4.3.4 Auftreten subgingivaler Bakterien unter Berucksichtigung der Genotypen des

Arg753GIn-Polymorphismus

In der parodontitisfreien Kontrollgruppe waren heterozygote Mutationstrager (Arg/Gln, n=2) zu
100 % mit A. actinomycetemcomitans infiziert, wahrend bei nur 17,7 % der homozygoten
Kontrollprobanden (Arg/Arg, n=14) A. actinomycetemcomitans nachgewiesen werden konnte.
In der Gesamtstudiengruppe wiesen Arg/GIn-Genotyptrager signifikant haufiger eine

subgingivale Besiedlung mit Bakterien des roten Komplexes auf (Tab. 12).

Tab. 12: Prozentualer Anteil von Probanden mit positivem Bakteriennachweis in Abhangigkeit

vom Arg753GIn-Polymorphismus

Arg/Arg- | Arg/GIn- | p-Wert | Odds K-onfldenz-
Genotyp | Genotyp Ratio ntervall
(95%0)

AP 40,3 40,0 n.s.
A. actinomycetem- CP 31,0 0,0 n.s.
comitans (%) AP + CP 37,7 22,2 n.s.

G 17,7 100,0 0,037 565 | 3,57-9,09
S 30,1 36,4 n.s.
AP 79,2 60,0 n.s.
CP 86,2 100,0 n.s.
P. gingivalis (%0) AP + CP 82,3 77,8 n.s.
G 21,5 100,0 n.s.
S 59,3 81,8 n.s.
AP 63,9 60,0 n.s.
CP 63,8 50,0 n.s.
P. intermedia (%0) AP + CP 63,8 55,6 n.s.
G 31,6 100,0 n.s.
S 51,7 63,6 n.s.
AP 86,1 80,0 n.s.
CP 96,6 100,0 n.s.
T. forsythia (%0) AP + CP 90,8 88,9 n.s.
G 68,4 100,0 n.s.
S 82,3 90,9 n.s.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tab. 12:

Arg/Arg- | Arg/GlIn- | p-Wert | Odds K-onfldenz-
Genotyp | Genotyp Ratio intervall
(95%)

AP 86,1 100,0 n.s.
CP 98,3 100,0 n.s.
T. denticola (%) AP + CP 91,5 100,0 n.s.
G 63,3 100,0 n.s.
S 80,9 100,0 n.s.
AP 70,8 80,0 n.s.
roter Komplex CP 81,0 100,0 n.s.
P.g+T.f.+T.d. AP+CP 75,4 88,9 n.s.
(%) G 215 100,0 n.s.

S 55,0 90,9 0,026 | 8,174 | 1,03-65,01

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

S: gesamte Studiengruppe, n.s.: nicht signifikant

4.3.5 Binare logistische Regression zur Beurteilung des Einflusses des Arg/GlIn-Genotyps
auf die subgingivale Besiedlung mit A. actinomycetemcomitans und Bakterien des roten

Komplexes im multivariaten Modell

Die in der bivariaten Analyse auffélligen Assoziationen des Genotyps Arg/Gln zu den
parodontalen Markerkeimen sollten in einer multivariaten Analyse Uberpruft werden. Dazu
wurde die Assoziation des Genotyps Arg/Gln zur Prasens von A. actinomycetemcomitans in der
gesunden Kontrollgruppe mittels binarer logistischer Regression unter Berticksichtigung der
Kofaktoren Alter, Sondiertiefen an den bakteriellen Entnahmestellen, Geschlecht und
Raucherstatus untersucht. Sowohl der Genotyp Arg/Gln als auch alle anderen Kofaktoren hatten
keinen signifikanten Einfluss auf das VVorkommen von A. actinomycetemcomitans. Auch die im
bivariaten Vergleich nachgewiesene Assoziation des Genotyps Arg/GIn in der Gesamtstudien-
gruppe zu den Bakterien des roten Komplexes konnte im multivariaten Modell nicht bestatigt
werden. Stattdessen stellten die Kofaktoren Patientenalter und Sondiertiefe an den

Probeentnahmestellen signifikante Einflussfaktoren dar (Tab. 13).

41



Tab. 13: Binare logistische Regression (schrittweise vorwérts) zur Uberpriifung der Assoziation
des Arg/GIn-Genotyps zum Nachweis von Bakterien des roten Komplexes in der Gesamt-

studiengruppe in Abhéngigkeit von den Kofaktoren Alter, PDy, Geschlecht und Raucherstatus

Signifikante Regressions- | Standard- o-Wert Odds Konfidenz-
Variable koeffizient fehler Ratio intervall (95 %)
Variablen im

Modell:

Alter 0,045 0,015 0,003 1,05 1,02 - 1,08
PDpakt. (mm) 0,517 0,079 <0,001 1,68 1,44 -1,96
Variablen aullerhalb

des Modells:

Arg/GIn-Genotyp 0,056

Geschlecht (&) 0,641

Raucher 0,530

PDypa.: Mittelwert der Sondiertiefen an den bakteriellen Entnahmestellen

4.4 Statistische Untersuchungen zum Einfluss des -94 ins/del ATTG Promotor-

polymorphismus im NF-xB-Gen

Die Verteilung der Genotypen ins/ins, ins/del und del/del in der parodontitisfreien

Kontrollgruppe und den Patientengruppen entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz.

441 Genotyp- und Allelverteilung des -94 ins/del ATTG Polymorphismus unter

Berticksichtigung der parodontalen Diagnose

Patienten mit aggressiver Parodontitis waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden
mehr als doppelt so haufig Trager des homozygoten Genotyps -94 del/del. Tendenziell kam der
del/del-Genotyp auch in der CP- und Gesamtparodontitisgruppe héaufiger vor. Die
Allelfrequenzen unterschieden sich dagegen nicht signifikant voneinander. Fasste man die
Genotypen ins/ins und ins/del zu einem ins-dominanten Modell zusammen, so wurde fir
del/del-Genotyptrager eine 2,7fach erhdhte Odds Ratio ermittelt, an aggressiver Parodontitis zu
erkranken (95 % Konfidenzintervall: 1,11-6,76) (Tab. 14).
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Tab. 14: Verteilungen und Signifikanzen der Genotyp- und der Allelfrequenzen des NF-«xB -94

ins/del ATTG Polymorphismus innerhalb der parodontalen Diagnosen

Patientengruppe AP CP | AP+CP
AP CP G

AP +CP im Vergleich zur

Kontrollgruppe

Genotypverteilung

n=78 n=63 n=141 n=81
ins/ins (%) 359 36,5 36,1 34,6
ins/del (%) 41,0 47,6 44,0 55,5
del/del (%) 23,1 15,9 19,9 9,9 0,05 n.s. n.s.

ins-dominantes genetisches Modell:

del/del vs. ins/ins + ins/del

del/del (%) | 23,1 15,9 19,9 99 | OR=2,7
ins/ins + 76,9 84,1 80,1 90,1 0,024 n.s. n.s.
ins/del (%0) (0,042%)
Allelverteilung
n=156 | n=126 n=282 n=162
ins (%) 56,4 | 60,3 58,2 62,3
del (%) 43,6 39,7 41,8 37,7 n.s n.s. n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,
n.s.: nicht signifikant, OR: Odds Ratio
* Yates korrigierter p-Wert

4.4.2 Demografische Daten in Abhé&ngigkeit von der Genotypverteilung des -94 ins/del
ATTG Polymorphismus

Beim Vergleich der ins/ins- und ins/del-Genotypen mit dem del/del-Genotyp konnten beziiglich
der demografischen Parameter Alter, Geschlecht, Raucherstatus und familidrer Haufung keine

signifikanten Unterschiede gefunden werden (Tab. 15).
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Tab. 15: Abhéangigkeit der demografischen Daten von der Genotypverteilung des NF-xB -94
ins/del ATTG Polymorphismus

ins/ins + ins/del- del/del- p-Wert
Genotyp Genotyp

AP 41,3+9,.1 38,5+12,2 n.s.

CP 48,4 +9,5 50,0 + 10,5 n.s.

Altersmittelwert (Jahre) AP + CP 446 +9,9 42,6 +12,7 n.s.
+ Standardabweichung G 471+111 42,8+ 8,1 n.s.
S 45,6 +10,5 42,6 +11,7 n.s.

AP 63,3 55,6 n.s.

CP 66,0 60,0 n.s.

Frauen (%) AP + CP 64,6 57,1 n.s.
G 52,1 50,0 n.s.

S 49,7 55,6 n.s.

AP 36,7 33,3 n.s.

CP 24,5 20,0 n.s.

Raucher (%0) AP + CP 31,0 28,6 n.s.
G 21,9 25,0 n.s.

S 27,4 27,8 n.s.

AP 54,5 52,9 n.s.

CP 42,6 30,0 n.s.

familiare Haufung (%)* AP + CP 49,0 44 4 n.s.
G 11,1 0,0 n.s.

S 35,9 35,3 n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,
S: gesamte Studiengruppe, n.s.: nicht signifikant
*der Parodontalerkrankung; nach anamnestischer Angabe, wenn Familienmitglied ersten Grades

frithzeitigen Zahnverlust durch ,,Zahnlockerung® erlitt

4.4.3 Klinisch-parodontologische Daten im Zusammenhang mit der Genotypverteilung des
-94 ins/del ATTG Polymorphismus

Alle klinischen Parameter zeigten keine Assoziation zu den untersuchten Genotypen des
NF-kB-Polymorphismus (Tabelle 16).
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Tab. 16: Abhéngigkeit der klinisch-parodontologischen Daten vom Genotyp des NF-kB -94

ins/del ATTG Polymorphismus

ins/ins + ins/del- del/del- p-Wert
Genotyp Genotyp

AP 53,6 +30,4 48,4 + 22,6 n.s.

CP 60,8 + 25,2 59,3+29,1 n.s.

API + SD (%) AP + CP 57,0 +28,1 52,3+25,1 n.s.
G 478 +215 44,8 + 229 n.s.

S 53,1+259 50,7 + 24,5 n.s.

AP 81,1+20,6 68,7 + 26,7 n.s.

CP 69,6 + 254 68,6 +22,8 n.s.

BOP + SD (%) AP + CP 75,7 + 23,6 68,7 + 25,0 n.s.
G 459 + 23,4 44,6 + 28,7 n.s.

S 63,8 +27,6 63,3 +274 n.s.

AP 57+15 56+11 n.s.

CP 52+1.2 49+0,8 n.s.

PD + SD (mm) AP + CP 55+14 53+1,0 n.s.
G 2,6+0,8 2,4+0,2 n.s.

S 44+18 4,7+15 n.s.

AP 6,6 +1,6 6,2+1,3 n.s.

CP 59+15 57+0,9 n.s.

CAL + SD (mm) AP + CP 6,3+15 6,0+1,2 n.s.
G 30+10 2,7+04 n.s.

S 50+21 53+17 n.s.

AP 74+15 76+1,7 n.s.

CP 6,9+15 6,1+1,6 n.s.

PDpaxt. + SD (mm) AP + CP 72+15 71+18 n.s.
G 31+04 31+0,3 n.s.

S 56+23 6,2 +2,3 n.s.

AP 84+1,7 85+19 n.s.

CP 75+19 73+1,6 n.s.

CALpae. + SD (mm) AP + CP 80+19 8,1+19 n.s.
G 33+05 33+0,6 n.s.

S 6,2 +2,7 70+27 n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

S: gesamte Studiengruppe, SD: Standardabweichung, API: approximaler Plaque Index, BOP:

Sondierblutung, PD: klinische Sondiertiefe, CAL: klinischer Attachmentverlust, p.: bakterielle

Entnahmestelle, n.s.: nicht signifikant
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4.4.4 Auftreten subgingivaler Bakterien unter Berucksichtigung der Genotypen des -94

ins/del ATTG Polymorphismus

In der Gesamtstudiengruppe waren Trdger des del/del-Genotyps signifikant hdufiger A.

actinomycetemcomitans-positiv. Dagegen waren del/del-positive Patienten mit AP signifikant

seltener mit T. denticola oder Bakterien des roten Komplexes (P. g., T. f. und T. d.) infiziert. Die

letztgenannte Assoziation wurde auch flr die Gesamtparodontitisgruppe nachgewiesen (Tab.

17).

Tab. 17: Prozentualer Anteil von Probanden mit positivem Bakteriennachweis in Abhangigkeit

von der Genotypverteilung des NF-xB -94 ins/del ATTG Polymorphismus

ins/ins + Konfidenz-
) del/del- | p-Wert | Odds .
ins/del- . intervall
Ratio
Genotyp (95%0)
AP 40,0 44 4 n.s.
A. actinomycetem CP 26,4 60,0 n.s.
comitans (%) AP + CP 33,6 50,0 n.s.
G 17,8 37,5 n.s.
0,018
S 27,4 47,2 2,37 1,14-491
0,031*
AP 81,7 66,7 n.s.
CP 88,7 80,0 n.s.
P. gingivalis (%0) AP + CP 55,0 71,4 n.s.
G 23,3 25,0 n.s.
S 60,8 61,1 n.s.
AP 63,3 66,7 n.s.
CP 62,3 60,0 n.s.
P. intermedia (%) AP +CP 62,8 64,3 n.s.
G 34,2 25,0 n.s.
S 51,6 55,6 n.s.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 17:

ins/ins + Konfidenz-
. del/del- | p-wert | Odds |
ins/del- _ intervall
Ratio
Genotyp (95%)
AP 88,3 778 n.s.
CP 98,1 90,0 n.s.
T. forsythia (%) AP+ CP 92,9 82,1 n.s.
G 69,9 62,5 n.s.
S 83,9 778 n.s.
AP 91,7 72,2 0,045 0,24 | 0,06-0,94
CP 98,1 100,0 n.s.
T. denticola (%) AP +CP 94,7 82,1 0,042 0,26 | 0,07-0,92
G 64,4 62,5 n.s.
S 82,8 778 n.s.
0,019
AP 78,3 50,0 0,041 0,28 | 0,09-0,84
roter Komplex CP 83,0 80,0 n.s.
P.g.+T.f + 0,027
T. d. (%) AP + CP 80,5 60,7 0,049% 0,38 | 0,15-091
G 23,3 25,0 n.s.
S 58,1 52,8 n.s.

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

S: gesamte Studiengruppe, n.s.: nicht signifikant

* Yates korrigierter p-Wert

4.4.5 Binare logistische Regression zur Beurteilung des Einflusses des del/del-Genotyps fiir

das Auftreten von aggressiver Parodontitis

In der Gesamtstudiengruppe erhéhte der homozygote del/del-Genotyp des NF-kB-Gens nach

Adjustierung flr die Kofaktoren Alter, mannliches Geschlecht, Raucherstatus und API die Odds

Ratio fur eine aggressive Parodontitis (Tab. 18).
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Tab. 18: Bindre logistische Regression (schrittweise vorwadrts) fir das Auftreten einer
aggressiven Parodontitis unter Berlicksichtigung der Kofaktoren Alter, mannliches Geschlecht,

Raucherstatus und API.

o ] Konfidenz-

Signifikante Regressions- Standard- Odds ]
p-Wert intervall
Variable koeffizient abweichung Ratio
(95%)

Variablen im
Modell:
del/del Genotyp 0,95 0,48 0,047 2,60 1,01 -6,56
Alter 0,05 0,02 0,003 1,05 1,02 -1,09
Variablen auRerhalb
des Modells:
API 0,141
Geschlecht (&) 0,241
Raucher 0,221

API: approximaler Plaque Index

4.4.6 Binare logistische Regression zur Beurteilung des Einflusses des del/del-Genotyps auf

eine subgingivale Besiedelung mit A. actinomycetemcomitans

Die in der bindren Analyse ermittelten Assoziationen des del/del-Genotyps zur subgingivalen
Keimbesiedlung mit A. actinomycetemcomitans (Gesamtstudiengruppe) sowie T. denticola und
den Bakterien des roten Komplexes (AP- und AP + CP-Gruppe) wurden in einem multivariaten
Modell mittels bindrer logistischer Regression unter Beriicksichtigung der Kofaktoren
Sondiertiefen an den bakteriellen Entnahmestellen, Geschlecht, Alter und Raucherstatus
Uberpruft. Hierbei konnte der homozygote del-Genotyp als unabhéngiger Risikofaktor fir den
subgingivalen Nachweis von A. actinomycetemcomitans bestétigt werden (Tab. 19). Die in der
bindren Analyse ermittelten Assoziationen zu T. denticola und den Bakterien des roten

Komplexes konnten dagegen im multivariaten Modell nicht bestétigt werden.
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Tab. 19: Binare logistische Regression (schrittweise vorwarts) fir das Auftreten von A.
actinomycetemcomitans in der Gesamtstudiengruppe unter Beriicksichtigung der Kofaktoren

PDupak, ménnliches Geschlecht, Alter und Raucherstatus

Signifikante Regressions- | Standard- o-Wert Odds Konfidenz-
Variable koeffizient fehler Ratio intervall (95%0)
Variablen im

Modell:

del/del Genotyp 0,915 0,386 0,018 2,50 1,17 -5,32
PDpaxt. 0,153 0,065 0,018 1,17 1,03-1,32
Variablen aullerhalb

des Modells:

Geschlecht (&) 0,061

Alter 0,150

Raucher 0,443

PDypa.: Mittelwert der Sondiertiefen an den bakteriellen Entnahmestellen

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.5.1 Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen

In der Gesamtstudienguppe konnte nur der Arg/Arg-Wildtyp nachgewiesen werden. Damit
lagen keine Assoziationen zur Parodontitis bzw. ihren klinischen Konditionen sowie zur Prasens

parodontaler Leitkeime vor.

4.5.2 Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen

Der Arg/GIn-Genotyp sowie das GlIn-Allel kamen tendenziell vermehrt in den beiden
Patientengruppen vor. Auflerdem hatten Arg/Gln-positive Kontrollprobanden im Vergleich zu
Tragern des Arg/Arg-Genotyps einen signifikant hoheren approximalen Plaque Index und
waren hdufiger A. actinomycetemcomitans-positiv. In der gesamten Studiengruppe waren Tréger
des Arg/GIn-Genotyps signifikant haufiger mit Bakterien des roten Komplexes infiziert. In
multivariaten Berechnungen konnte jedoch die in den bivariaten Vergleichen ermittelten
signifikanten Assoziationen des Arg/GIn-Genotyps zur Présenz von A. actinomycetemcomitans

und Bakterien des roten Komplexes nicht bestétigt werden.

4.5.3 -94 ins/del ATTG Promotorpolymorphismus im NF-kB-Gen

Sowohl nach bivariater als auch nach multivariater Analyse erhdhte der del/del-Genotyp die

Odds Ratio fir das Auftreten einer aggressiven Parodontitis und den Nachweis von
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A. actinomycetemcomitans. Innerhalb der AP-Gruppe wiesen jedoch Tréger des homozygoten
del-del Genotyps im Vergleich zu ins/del- und ins/ins-positiven Individuen eine signifikant
seltenere Besiedlung mit T. denticola sowie Bakterien des roten Komplexes auf. Auch in der
gesamten Patientengruppe (AP + CP) waren T. denticola und die Bakterien des roten
Komplexes bei del/del-Merkmalstragern signifikant seltener. Die signifikanten Assoziationen zu
T. denticola und Bakterien des roten Komplexes konnten jedoch nach multivariater Analyse
nicht bestétigt werden.
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5. Diskussion

5.1 Einflussnahme genetischer Faktoren auf die Pathogenese der Parodontitis

Parodontopathogene Bakterien initiieren und unterhalten die wirtseigene Immunantwort im
parodontalen Gewebe. Jedoch fihrt die alleinige Anwesenheit subgingivaler Bakterien nicht
zwangslaufig zur Destruktion des Parodonts. Trotz der Omniprasens der mikrobiellen Plaque
gibt es erhebliche interindividuelle Unterschiede im Erkrankungsbeginn, Verlauf und der
Auspragung einer Parodontitis. Familien- und Zwillingsstudien deuten darauf hin, dass die
individuelle Empfindlichkeit fir eine Parodontitis unter anderem auch durch genetische
Faktoren beeinflusst wird (Michalowicz et al., 1991; Marazita et al., 1994; Michalowicz, 1994).
Die Parodontitis ist eine Infektionserkrankung, bei der die wirtseigene Entziindungsantwort
h&ufig nicht ausreicht, die bakteriellen Parodontpathogene ausreichend zu eliminieren.
Stattdessen flhrt die Entziindungsreaktion h&ufig zu einem schubweisen Abbau des
Zahnhalteapparates (Page et al., 1997). Daher werden bei der Evaluierung potentieller
genetischer Risikofaktoren fur Parodontitis vor allem Varianten derjenigen Gene berilicksichtigt,
die flur proinflammatorische Zytokine, Immunrezeptoren, das HLA-System, verschiedene
Strukturproteine und metabolische Enzyme kodieren. Aufgrund der hohen Anzahl von bereits
publizierten verschiedenen Risiko- und Resistenzindikatoren fir Parodontitis lasst sich
schlussfolgern, dass sowohl die aggressive als auch die chronische Parodontitis keine
monogenetischen Erkrankungen sind. Es wird vermutet, dass genetische Verénderungen die
Entstehung und Progression einer Parodontitis in der Regel nicht determinieren, sondern eher

modifizierende Faktoren darstellen (Yoshi et al., 2007).

5.2 Parodontaler Befund und Klassifizierung der Probanden

In die Studie wurden Patienten mit generalisierter aggressiver und generalisierter chronischer
Parodontitis eingeschlossen. Die Auswahl der Patienten erfolgte modifiziert nach den Kriterien
nach Armitage (1999). Patienten, bei denen auch nach langerer, mehrmaliger Beobachtung des
klinischen Verlaufs keine eindeutige Zuordnung zu einer der Untersuchungsgruppen mdoglich
war, wurden nicht fir diese Studie rekrutiert. Es wurde darauf geachtet, dass der
Erkrankungsbeginn bei Patienten mit aggressiver Parodontitis vor dem 35. Lebensjahr lag.
Dadurch wurde das Risiko einer Fehldiagnose der aggressiven Parodontitis vermindert.
Patienten mit lokalisierter aggressiver Parodontitis wurden aus der Untersuchung
ausgeschlossen, da sie wahrscheinlich vom genetischen Hintergrund different zu Patienten mit
generalisierter aggressiver Parodontitis sind (Ranney, 1991).

Bei Betrachtung der Geschlechterverteilung und dem Anteil von Rauchern unterschieden sich
die einzelnen Studiengruppen nicht signifikant voneinander. Daher waren sie in dieser Hinsicht

miteinander vergleichbar.
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In beiden Patientengruppen war der Anteil von Z&hnen mit einem CAL von > 6 mm Uber 35 %.
Dadurch wurde nachgewiesen, dass es sich jeweils um eine schwere generalisierte Form der
Parodontitis handelt. Beide Patientengruppen waren deshalb fir die Evaluierung genetischer
Risikofaktoren fiir Parodontitis pradestiniert. Interessanterweise berichteten sowohl Patienten
mit AP als auch mit CP im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant haufiger (4-5fach) tber ein
familidres Auftreten von Parodontitis bei Familienangehdrigen ersten Grades. Dies kdnnte ein
Hinweis auf die Heritabilitat der Parodontitis und die Existenz genetischer Risikofaktoren sein
(Hart et al., 1992; Marazita et al., 1994).

Das Alter der Kontrollprobanden wurde auf mindestens 30 Jahre festgelegt. Dadurch wurde das
Risiko vermindert, dass sich unter den Kontrollprobanden eine aggressive Parodontitis noch zu
einem spéateren Zeitpunkt entwickeln wirde. Trotzdem ist wie auch bei anderen Fall-
Kontrollstudien nicht ausgeschlossen, dass in der Kontrollgruppe ebenfalls ein gewisses
Erkrankungspotential besteht. Dies wadre nur in einer longitudinalen Untersuchung zu
beurteilen, die im Rahmen der vorliegenden Dissertation nicht durchgefiihrt werden konnte.
Probanden wurden dann als parodontitisfrei definiert, wenn sie keinen Kklinischen
Attachmentverlust > 3,5 mm infolge einer Parodontitis aufwiesen (WHO, 1978).
Attachmentverlust wegen Uberstehender Restaurationsrander oder erhohte Sondiertiefen
aufgrund von Pseudotaschen, insbesondere im distalen Molarenbereich, wurden nicht als
Parodontitisfall definiert, wenn alle anderen Zéhne keine erhohten Werte fir die Sondiertiefe
bzw. den klinischen Attachmentverlust aufwiesen. Durch die Auswahl einer parodontitisfreien
Kontrollgruppe mit definiertem Alter konnte im Vergleich zu anderen Studien, bei denen
Blutspender als Kontrollpersonen ausgewahlt wurden (u. a. Fiebig et al., 2008; Schéfer et al.,
2010) der Kontrast zwischen ,,gesund“ und , krank* wesentlich erhoht werden.

Eine sorgfaltige parodontale Untersuchung wurde mittels Sechs-Punkt-Messung der
Sondiertiefen und des Attachmentverlusts gewahrleistet. Die Sondiertiefenmessung ist eine
wichtige Klinische Untersuchungsmethode, um die Tiefe der parodontalen Tasche als
Hauptreservoir der parodontopathogenen Keime zu beurteilen und eine rasche Ubersicht sowie
Einschatzung uber die aktuelle parodontale Situation des Patienten zu geben. Die Messung des
klinischen Attachmentverlusts erfasst zusétzlich die Historie der Erkrankung und gibt zudem
eine Ubersicht Giber das AusmaR der Destruktion des Parodonts (Armitage, 2003).

Die Untersuchung der Probanden dieser Studie wurde von vier verschiedenen Behandlern nach
genau definierten Kriterien durchgefuhrt, wobei von Vorteil war, dass im Zweifel (ber die

Verifikation einer Diagnose konsensuell diskutiert werden konnte.

5.3 Klinische Daten der Probanden

Die klinischen Parameter fir Mundhygiene, Entziindung und Attachmentverlust waren in den

Patientengruppen erwartungsgemal starker ausgepragt. Allerdings unterschied sich der API bei
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Patienten mit aggressiver Parodontitis nicht signifikant von dem in der Kontrollgruppe
ermittelten. Obwohl der API nur die supragingivale Plaque erfasst, ist dies eine Bestatigung der
Beobachtung, dass bei einer aggressiven Parodontitis ein Missverhéltnis zwischen der
Plagueakkumulation und dem Ausmal des Attachmentverlusts besteht (Armitage, 1999). Die
Sondiertiefen an den bakteriellen Entnahmestellen waren héher im Vergleich zu den
Mittelwerten der Sondiertiefen unter Berucksichtigung aller Zahne. Dies ist darauf
zuruckzufiihren, dass die Auswahl der Z&hne, aus denen Plaque zur Analyse der vorhandenen

Parodontpathogenen entnommen wurde, anhand der grofiten Sondiertiefe getroffen wurde.

5.4 Subgingivale bakterielle Besiedlung der Probanden

Primarer atiologischer Faktor der Parodontitis ist die bakterielle Plaque. Es ist bekannt, dass
insbesondere die Bakterien Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia und Treponema denticola relativ sicher
als parodontopathogen anzusehen sind und daher als parodontale Leitkeime betrachtet werden
(Moore und Moore, 1994; Darveau et al., 1997; Socransky und Haffajee, 1994, 2005).

Mit Ausnahme von A. actinomycetemcomitans waren in den Patientengruppen erwartungs-
gemaR mehr Probanden bakterienpositiv. A. actinomycetemcomitans hingegen trat nur bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis, nicht aber bei Patienten mit chronischer Parodontitis im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant haufiger auf. Dies weist auf die wahrscheinlich
dominierende Rolle dieses Bakteriums in der Atiologie der aggressiven Parodontitis hin (Slots,
1999; Haubek et al., 2008). Dabei ist jedoch zu beachten, dass sich anhand der heute
verfligbaren Techniken zum Nachweis parodontaler Markerbakterien aggressive und chronische
Parodontitisformen nicht unterscheiden lassen (Mombelli et al., 2002).

Dass die in dieser Arbeit untersuchten parodontalen Leitkeime, wenn auch signifikant seltener,
ebenfalls unter den parodontitisfreien Kontrollprobanden nachgewiesen wurden, unterstiitzt die
Hypothese, dass genetische Risikofaktoren die Bakterienbesiedelung und/oder Pathogenese der
Parodontitis beeinflussen. Daneben ist jedoch bekannt, dass es von einem Bakterium Serotypen
unterschiedlicher Virulenz gibt. Fur A. actinomycetemcomitans sind z. B. die Serotypen a-f
bekannt (Kaplan et al., 2001). Der Serotyp b scheint dabei die gréfite parodontopathogene
Virulenz aufzuweisen (Zambon et al., 1983; Yang et al., 2004, 2005). Die Unterscheidung der
einzelnen Serotypen war mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten mikrobiologischen

Test jedoch nicht méglich.

5.5 Vergleich zu anderen Assoziationsstudien

Wie in den Tabellen 20, 22 und 24 dargestellt ist, waren die in dieser Studie untersuchten
Polymorphismen auch bei anderen Erkrankungen auffallig. Dabei handelte es sich um

bakterielle Infektionserkrankungen (u. a. Tuberkulose, septischer Schock), bei denen wie auch
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bei der Parodontitis die bakterielle Invasion den primar ausldsenden Faktor darstellt, die
individuelle Abwehrreaktion des Wirts jedoch einen entscheidenden Einfluss auf die
Auspragung und Progression der Erkrankung nimmt. Dies ldsst vermuten, dass die
Polymorphismen neben den nachgewiesenen Assoziationen zu anderen Infektionskrankheiten
ebenfalls eine Relation zur Parodontitis aufweisen.

Weiterhin  konnten Assoziationen der untersuchten Polymorphismen zu chronischen
Entzundungserkrankungen wie der Darmerkrankung Colitis ulcerosa nachgewiesen werden.
Sowohl Parodontitis als auch Colitits ulcerosa sind multifaktorieller Genese. Es ist ebenso
bekannt, dass die jeweilige Empfanglichkeit fur beide Erkrankungen gleichfalls vor allem durch
eine verdanderte wirtseigene Immunantwort erhéht wird, aber auch Umweltfaktoren
krankheitsmodulierend wirken. Da weiterhin sowohl fur Parodontitis als auch Colitits ulcerosa
die gleichen Schliisselmediatoren (Zytokine, MMPs) in die Gewebedestruktion involviert sind
(Pallone und Monteleone 2001; Kinane und Mark Bartold 2007), ist anzunehmen, dass
Polymorphismen, die mit entzlindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa assoziiert
wurden, ebenfalls indikativ fir Parodontitis sind.

Bakterielle Zellwandkomponenten aktivieren unter anderem den TLR-2, wodurch via
MyD88/IRAK-Signaltransduktionskaskade intrazellular der Transkriptionsfaktor NF-xB
aktiviert wird. Deshalb wurden in dieser Studie im Vergleich zu anderen Assoziationsstudien
zur Parodontitis (Tab. 21 und 23) gleichzeitig drei Genpolymorphismen untersucht, deren Gene
in einem funktionellen Zusammenhang zueinander stehen.

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Assoziationsstudie im Vergleich zu anderen Studien war,
dass neben den klinisch-parodontologischen Daten zusétzlich ein mikrobiologischer Test zum
Nachweis subgingivaler parodontopathogener Bakterien durchgefiihrt wurde. Damit konnten
Assoziationen nicht nur zur Parodontitis, sondern auch zum Nachweis parodontaler
Markerbakterien untersucht werden.

Bei der statistischen Analyse wurden die im bivariaten Vergleich auffalligen Ergebnisse durch
eine multivariate Regression unter Beriicksichtigung etablierter Kofaktoren fiir Parodontitis
sowie subgingivale Keimbesiedlung erganzt, um adjustierte Odds Ratios berechnen zu kdnnen.
Da die vorliegenden Daten aus einem sehr selektiven Probandengut eines abgegrenzten
geografischen Gebiets stammen, kdnnen diese Ergebnisse auch nur auf Kaukasier deutschen
Ursprungs ubertragen werden und missen in anderen ethnischen Gruppen mit nétiger Vorsicht

interpretiert werden. Eine Extrapolation auf die Allgemeinbevolkerung ist hierbei nicht sinnvoll.

5.6 Auswertung des TLR-2 Arg677T rp-Polymorphismus

2001 wurde von der Forschergruppe um Kang und Chae erstmals der Arg677Trp-
Polymorphismus im TLR-2-Gen beschrieben. In dieser koreanischen Studie konnte gezeigt

werden, dass der heterozygote Arg/Trp-Genotyp mit lepromatdser Lepra assoziiert ist (Kang
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und Chae, 2001). Die Ergebnisse einer tunesischen Studie wiesen eine Assoziation des Arg/Gln-
Genotyps zu Tuberkulose nach (Ben-Ali et al., 2004) (Tab. 20). In einer in vitro Studie wurde
gezeigt, dass der durch site-directed Mutagenese eingefuihrte Arg677Trp-Polymorphismus in
einer verringerten Wirtsreaktion auf das Mycobacterium leprae bzw. tuberculosis infolge
verminderter NF-kB-Aktivierung resultierte (Bochud et al., 2003).

Demgegentber konnte in der vorliegenden Studie wie auch in anderen klinischen Assoziations-
studien (u. a. Schroder et al., 2003; Folwaczny et al., 2004; Malhotra et al., 2005; Pabst et al.,
2009) kein Studienteilnenmer als Trager des mutanten Genotyps des Arg677Trp-
Polymorphismus identifiziert werden.

Durch Sequenzierungsanalysen wies die Forschergruppe um Malhotra et al., 2005, die Existenz
eines Pseudogens mit 93 % Homologie zum Exon 3 des TLR-2-Gens nach. In ihren
Untersuchungen zeigten sie, dass die entsprechend der Methode von Kang und Chae ermittelten
heterozygoten Mutationstrdger ausschlielich auf einen Basenpaar-Austausch im Pseudogen
zuruckzufiihren sind. Aus diesem Grund zweifelten sie das Vorhandensein des Arg677Trp-

Polymorphismus im kodierenden Bereich des TLR-2-Gens an.

Tab. 20: Assoziation des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen zu Infektions-

erkrankungen
Publika- lati Anzahl Studien- | Methode der | nachgewiesene
AULOr | tjonsjahr | Population teilnehmer Typisierung Assoziation
45 Patienten mit -Assoziation des
lepromatéser Lepra Mutationstyps zur
Kang, 41 Patienten mit lepromatdser Lepra
Chae 2001 Koreaner tuberkuldser Lepra PCR/SSCP -keine Assoziation
45 gesunde Kontroll- zur tuberkuldser
probanden Lepra
33 Tuberkulose- Assoziation des
Ben-Ali . Patienten heterozygoten
et al. 2004 Tunesier 33 gesunde Kontroll- PCR/RFLP Genotyps zur
probanden Tuberkulose
keine Assoziation
Kutuk- 52 Patienten zu rekurrierender
culeret | 2007 Turken PCR/RFLP |~ " .
al 91 Kontrollen fiebriger Infektion
' bei Kindern
keine Assoziation
Pabst . 149 Patienten zur chronisch ob-
etal. 2009 Kaukasier 150 Kontrollen PCR/RFLP struktiver Lungen-
erkrankung

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion, RFLP: Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus

SSCP: single strand conformation polymorphism
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Tab. 21: Assoziation des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen zu Parodontitis

Publika- . Anzahl Studien- | Methode der | nachgewiesene
Autor T Population . . .
tionsjahr teilnehmer Typisierung Assoziation
Folwaczny . 122 CP keine Assoziation
etal 2004 Kaukasier 199 G PCR/RFLP 2ur CP
Berdeli . 90 AP keine Assoziation
etal 2007a Turken 155 G PCR/RFLP 2ur AP
Berdeli " 83 CP keine Assoziation
otal 2007b Tlrken 106 G PCR/RFLP 2ur CP
40 AP , .
Zhu 2008 | Chinesen 50 CP PCR/RFLP | K€iné Assoziation
etal. 100 G zur AP und CP

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion, RFLP: Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus

5.7 Auswertung des TLR-2 Arg753GIn-Polymorphismus

Es gibt verschiedene Studien, die die Assoziationen des Arg753GIn-Polymorphismus im
TLR-2-Gen zu Infektionserkrankungen beschreiben (Tab. 22). Unter tirkischen Kohorten
konnte ein krankheitsférdernder Einfluss des heterozygoten Arg/GIn-Genotyps fir das
Auftreten von Tuberkulose (Ogus et al., 2004), rheumatischen Fiebers bei Kindern (Berdeli et
al., 2005) und wiederkehrenden fieberhaften Infektionen des Respiratonstrakts bei Kindern
(Kutukculer et al., 2007) nachgewiesen werden. Weiterhin konnte unter Kaukasiern eine
Assoziation des heterozygoten Genotyps zum septischen Schock evaluiert werden (Lorenz et
al., 2000).

Der Arg/GIn-Genotyp wurde jedoch nicht nur als Risikoindikator identifiziert. Schroder et al.,
2005, wiesen den Arg/GIn-Genotyp als protektiven Faktor flir die Lyme-Borreliose nach. Dies
wurde auf eine verminderte Aktivitdt des mutierten Rezeptors im TLR-1/2-Heterodimer
zuruickgefuhrt.

Der Einfluss des Arg753GIn-Polymorphismus auf das Auftreten von Parodontitis wurde bereits
in anderen Studien untersucht (Tab. 23) (Folwaczny et al., 2004; Berdeli et al., 2007a, b; Zhu et
al., 2008). Es konnten jedoch keine Assoziationen dieses Polymorphismus zur AP oder CP

nachgewiesen werden.
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Tab. 22: Assoziation des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen zu Infektions-und

chronischen Erkrankungen

Publika- lati Anzahl Studien- | Methode der nachgewiesene
AULOr | tiongjahr | POPUIALioN | veiinehmer | Typisierung Assoziation
. Arg/GIn-Genotyp als
Lorenz | 5600 | Kaukasier | Of PAUCN®N | popisscp | Risikoindikator fir
et al. 73 Kontrollen .
septischen Schock
. Arg/Arg und Arg/GIn
OgUs | 2004 | Tirken | 1oLPatenten | popor b | als Risikoindikatoren
et al. 116 Kontrollen N
fir Tuberkulose
Arg/GIn-Genotyp als
Berdeli . 61 Patienten Risikoindikator fur
et al. 2005 Turken 207 Kontrollen PCR/RFLP akutes rheumatisches
Fieber bei Kindern
" . Arg/GIn-Genotyp als
Schroder 2005 Kaukasier 155 Patienten PCR/RFLP | protektiver Faktor fir
et al. 349 Kontrollen :
Lyme-Borreliose
Kutuk- Arg/GIn-Genotyp, Gln-
y 52 Patienten Allel assoziiert mit
cuLeIr et 2007 Tarken 91 Kontrollen PCR/RFLP rekurrierender fiebriger
' Infektion bei Kindern
. keine Assoziation zur
Moens 2007 Kaukasier | o9 Patienten PCR/RFLP |invasiven Pneumo-
et al. 178 Kontrollen . ;
kokkeninfektion
. keine Assoziation zur
Pabst . 149 Patienten . .
ot al. 2009 Kaukasier 150 Kontrollen PCR/RFLP | chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion, RFLP: Restriktions-Fragmentl-Langen-Polymorphismus

SSCP: single strand conformation polymorphism

Tab. 23: Assoziation des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gens zu Parodontitis

Publika- . Anzahl Studien- | Methode der nachgewiesene
Autor L Population . L L
tionsjahr teilnehmer Typisierung Assoziation
Folwaczny - 122 CP keine Assoziation zur
etal 2004 Kaukasier 129G PCR/RFLP Cp
Berdeli et " 90 AP keine Assoziation zur
al. 2007a Turken 155 G PCR/RFLP AP
Berdeli et " 83 CP keine Assoziation zur
al. 2007b Tirken 106G PCR/RFLP CPp
40 AP . .
Zhu 2008 | Chinesen 50 CP PCR/RFLP | Keine Assoziation zur
etal. 100 G AP und CP

AP: aggressive Parodontitis, CP: chronische Parodontitis, G: parodontitisfreie Kontrollgruppe,

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion, RFLP: Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus

In der vorliegenden Studie konnten keine homozygoten GIn/GIn-Mutationstrager nachgewiesen

werden. Der heterozygote Arg/GIn-Genotyp kam jedoch in der Gesamtstudiengruppe bei 11
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Probanden vor. 9 davon kamen aus der Patientengruppe (verteilt zu je gleichem Prozentsatz auf
die einzelnen Diagnosen) und 2 aus der parodontitisfreien Kontrollgruppe. Mit einer Haufigkeit
des Arg/GIn-Genotyps von 5 % lag die Verteilung im Bereich anderer Assoziationsstudien unter
Kaukasiern (Lorenz et al., 2000; Folwaczny et al., 2004; Schroder et al., 2003, 2005; Pabst et
al., 2009).

Obwohl in der vorliegenden Studie der heterozygote Arg/GIn-Genotyp bei den Parodontitis-
patienten mehr als doppelt so haufig im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe auftrat,
ergab sich in Konsistenz zu bisher durchgefuhrten Studien (Tab. 23) keine statistische
Signifikanz. In der klinischen Diagnostik unterschieden sich Arg/Arg-Merkmalstrager von den
Arg/GIn-Tragern in der parodontitisfreien Probandengruppe nur hinsichtlich  der
Plaqueanlagerung. Dabei wiesen die heterozygoten Merkmalstrager einen héheren API auf. Bei
der Auswertung der subgingivalen Keimbesiedlung konnte herausgefunden werden, dass in der
parodontitisfreien Kontrollgruppe alle Tréger des heterozygoten Arg/GIn-Genotyps mit A.
actinomycetemcomitans infiziert waren. Diese Ergebnisse scheinen zunédchst darauf
hinzuweisen, dass Arg/GIn-positive Individuen zwar eher mit A. actinomycetemcomitans
infiziert werden konnen, es jedoch nicht zur Erkrankung kommt. Dies kdnnte darauf
zuruickzufiihren sein, dass es durch den mutationsbedingten Rezeptordefekt nach bakterieller
Infektion mit A. actinomycetemcomitans zu einer fehlerhaften Signaltransduktion kommt und
somit die Wirtsantwort und bakterielle Elimination, aber auch die wirtsinduzierte
Gewebedestruktion in geringerem Mal3e stattfindet.

Da es sich in der vorliegenden Studie bei den heterozygoten Merkmalstrdgern in der
Kontrollgruppe jedoch lediglich um zwei und in den Patientengruppen um 9 Probanden
handelte, ist die Aussagekraft der in den bivariaten Vergleichen signifikanten Ergebnisse stark
eingeschréankt. Darlber hinaus blieb die Assoziation des Arg/GIn-Genotyps zur Besiedlung mit
A. actinomycetemcomitans im multivariaten Modell nicht signifikant.

Fur die Gesamtstudiengruppe konnte gezeigt werden, dass bei 90,9 % der Arg/GlIn-
Heterozygoten (d. h. 10 von 11 Probanden) die Bakterien des roten Komplexes gemeinsam
nachgewiesen werden konnten. Das dazugehdrige 95 % Konfidenzintervall von 1,03-65,01 zeigt
durch seine breite Spanne eine grofle statistische Unsicherheit, die auf die begrenzte
Probandenzahl (11 heterozygote Mutationstrdger vs. 209 homozygote Wildtyptrager)
zuruckzufiihren ist. Daher sollte diese Assoziation in einem grofReren Studienkollektiv nochmals
Uberprift werden. Bei der weiterfiihrenden statistischen Prifung im multivariaten Modell
konnte die Assoziation des Arg/Gln-Genotyps zur Keimbesiedlung mit Bakterien des roten
Komplexes nicht bestatigt werden. Stattdessen stellten die adjustierten Kofaktoren Alter
(OR=1,05) und Sondiertiefe an den bakteriellen Entnahmestellen (OR=1,68) signifikante
Einflussfaktoren fiir die Keimbesiedlung dar, was durch bisherige Studien bereits belegt wurde
(Haffajee et al., 1998; Socransky et al., 1998). Damit ist der 753Arg/GIn-Genotyp des TLR-2
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kein unabhéngiger Risikofaktor fur eine Infektion mit Bakterien des roten Komplexes.
Zusammenfassend ist daher zu schlussfolgern, dass der Arg753GIn SNP im TLR-2-Gen keine
klinisch relevante Assoziation zur Parodontitis, zu den klinisch-parodontologischen Befunden

oder zur subgingivalen Keimbesiedlung aufweist.

5.8 Auswertung des -94 ins/del ATTG Promotorpolymorphismus im NF-kB-Gen

Die Verteilung und Haufigkeit der drei Genotypen des NF-kB-Polymorphismus in der
vorliegenden Studie waren mit denen anderer Assoziationsstudien vergleichbar (Karban et al.,
2004; Glas et al.,, 2006; Lo et al., 2009) (Tab. 24). Da die Untersuchungen dieses
Polymorphismus in unterschiedlichen Bevdlkerungsgruppen (Nordamerikaner, Kaukasier,
Taiwanesen) durchgeflhrt wurden, kann angenommen werden, dass die Préavalenz des NF-«xB-
Polymorphismus relativ unabhangig von der ethnischen Herkunft ist.

In dieser Assoziationsstudie wurde erstmalig ein Einfluss des Promotorpolymorphismus -94
ins/del ATTG im NF-xB-Gen auf das Auftreten von Parodontitis und die subgingivale

parodontopathogene Keimbesiedlung untersucht.

Tab. 24: Assoziation des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen zu bestimmten

Erkrankungen
Publika- . Anzahl Studien- | Methode der | nachgewiesene
Autor |, . Population . L L
tionsjahr teilnehmer Typisierung Assoziation
235 Colitis ulcerosa- Assoziation des
Keir:f” 2004 am'::;l';‘;}]er Patienen PCR/RFLP | del-Allels zur
' 652 Kontrollen Colitis ulcerosa
127 Colitis ulcerosa-
Borm Patienten Assoziation des
2005 Kaukasier |139 Morbus Crohn- PCR/RFLP |del-Allels zur
et al. . L
Patienten Colitis ulcerosa
155 Kontrollen
630 Morbus Crohn-
Glas Patienten keine Assoziation
2006 Kaukasier |365 Colitis ulcerosa- | PCR/RFLP |zu Morbus Crohn
et al. . e
Patienten und Colitis ulcerosa
974 Kontrollen
Assoziation der
Lo 182 Magenkarzinom- ins/ins- und ins/del-
et al 2009 | Taiwanesen Patienten PCR/RFLP | Genotypen zum
' 116 Kontrollen Magenkarzinom bei
dlteren Patienten

PCR: Polymerase-KettenReaktion, RFLP: Restriktions-Fragment-L&ngen-Polymorphismus

In der vorliegenden Studie wurden flr die Untersuchung der Assoziationen die ins/ins- und
ins/del-Genotypen zu einem ins-dominanten Modell zusammengefasst und dem del/del-

Genotyp gegeniibergestelit.
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Es konnten unter allen Studienteilnehmern weder demografische noch klinische Unterschiede
zwischen den verschiedenen Merkmalstragern gefunden werden.

Tréger des homozygoten del-Genotyps waren jedoch signifikant hdufiger an aggressiver
Parodontitis erkrankt und haufiger mit A. actinomycetemcomitans infiziert. Beide Assoziationen
konnten im multivariaten Modell bestatigt werden. Dagegen war der del/del-Genotyp in der AP-
und Gesamtpatientengruppe negativ mit der Prasenz von T. denticola und Bakterien des roten
Komplexes assoziiert. In der multivariaten Analyse konnte dieser Zusammenhang nicht belegt
werden.

Zur Erklarung der gezeigten Assoziationen sollen die in vitro Ergebnisse von Karban et al.,
2004, angefiihrt werden. Mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) wurde
untersucht, ob der -94 ins/del Polymorphismus zu einer Veranderung der Bindungsdomane fur
nukledre Proteine fiihrt. Die Oligonukleotide, die die ins-Wildtypsequenz trugen, zeigten eine
starke Bindung an nukleére Proteine, wohingegen beim del-Mutationstyp durch das Fehlen der
vier Basen diese Bindung ausblieb. Die heterozygoten ins/del-Oligonukleotide konnten zwar
nukledre Proteine binden, ihr Bindungsverhalten war jedoch deutlich geringer ausgepragt im
Vergleich zu dem von ins/ins-Oligonukleotiden. Des Weiteren berichtete die Forschergruppe,
dass der del-ATTG-Genotyp die Promotoraktivitat signifikant reduzierte. Dies zeigte sich
besonders nach 24 stiindiger Inkubation mit LPS, einem der potentesten NF-kB-Aktivatoren.
Die Ergebnisse dieser Promotorexpressionsstudie lassen vermuten, dass das del-Allel mit einer
verminderten nukledren NF-kB-Signallbertragung gekoppelt ist. Dadurch kommt es zu einer
reduzierten Produktion NF-kB-getriggerter Proteinen, wodurch die Féhigkeit des Wirts, sich
gegen bakterielle Invasion zu schiitzen, beeintrachtigt wird.

Milward et al., 2007, konnten in einer Studie nachweisen, dass die durch bakterielle Stimuli
eingeleitete NF-kB-Aktivitat eine wichtige Rolle bei der Wirtsabwehr im oralen Gewebe spielt.
Unter zusatzlicher Beriicksichtigung der von Karban et al. nachgewiesenen Ergebnisse ist es
denkbar, dass es zu einer del-abhangigen verminderten Immunantwort auf parodontale
Bakterien kommt.

Die in der vorliegenden Studie gezeigte positive Assoziation des del/del-Genotyps zur AP und
Prasenz von A. actinomycetemcomitans konnte in der Konsequenz auf einer del-assoziierten
verringerten Promotoraktivitat beruhen, wodurch die NF-xB-regulierte Immunantwort gegen A.
actinomycetemcomitans beeintréchtigt wird. Dadurch kénnten Besiedlung und Vermehrung von
A. actinomycetemcomitans begunstigt sein und infolgedessen ebenso die Empfindlichkeit flr
eine aggressive Parodontitis. Jedoch ware es auch denkbar, dass der homozygote del/del-
Genotyp die Besiedlung mit A. actinomycetemcomitans und die Entstehung einer aggressiven
Parodontitis unabhangig voneinander beeinflusst. Zur Beantwortung dieser Frage sind weitere

experimentelle Untersuchungen nétig.
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5.9 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Ergebnis der vorliegenden Studie konnte in der gesamten Studiengruppe kein
Mutationstrager des Arg677Trp-Polymorphismus im TLR-2-Gen nachgewiesen werden. Damit
liegt keine Assoziation zur Parodontitis bzw. zur Prasens parodontaler Leitkeime vor.

Fur den Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen konnte trotz tendenziell haufigerem
Auftreten des Arg/GIn-Genotys in beiden Patientengruppen keine Assoziation zur Parodontitis
nachgewiesen werden. Ebenso konnten nach Adjustierung die durch bivariate Analysen
gefundenen Assoziationen zu A. a. und den Bakterien des roten Komplexes nicht bestétigt
werden.

Beide untersuchten Polymorphismen im TLR-2-Gen sind somit weder indikativ fir Prodontitis
noch fur eine Besiedlung mit parodontalen Leitkeimen.

Fur den -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen belegten die Studienergebnisse,
dass der del/del-Genotyp mit einem erhohten Risiko fur die Ausprdgung einer aggressiven
Parodontitis sowie die subgingivale Besiedlung mit A. actinomycetemcomitans assoziiert ist.
Als mdglicher Pathomechanismus ist eine del-abhéngige verminderte Immunabwehr gegen A.
actinomycetemcomitans und daraus resultierende Auspragung einer aggressiven Parodontitis in
Betracht zu ziehen.

Zur Bestétigung dieser Ergebnisse sollten weitere Studien mit einem gréReren Probandengut
durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollte in zukinftigen Studien der exakte, auf zellulérer und
molekularbiologischer Ebene stattfindende Mechanismus der del-abhéngig verédnderten NF-xB-
Funktion und der daraus resultierende Einfluss auf die Immunabwehr gegen A.
actinomycetemcomitans im parodontalen Gewebe untersucht werden. Vielleicht wéren dann
therapeutische Interventionen in den NF-kB-Signalweg mdglich, um die Entstehung und

Progression einer aggressiven Parodontitis verhindern zu kénnen.
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6. Zusammenfassung

Parodontitis ist eine multifaktorielle Erkrankung, deren grundlegender &tiologischer Faktor die
mikrobielle Plaque ist. lhre Pathogenese wird u. a. auch durch die individuelle wirtseigene
Immunantwort beeinflusst. So stimulieren beispielsweise bestimmte Zellwandkomponenten
bakterieller Parodontopathogene die angeborene Immunitat Gber den Toll-like-Rezeptor-2
(TLR-2). Dieser aktiviert intrazellular den Transkriptionsfaktor NF-kB, wodurch es zur
Transkription von Genen der Immunantwort kommt. Diese Gene kodieren z. B. fir
proinflammatorische Zytokine wie IL-1B und TNF-a, die unter anderem gewebeabbauende
Fibroblasten und Osteoklasten aktivieren und dadurch den Abbau von parodontalem Gewebe
triggern.

Funktionell wichtige Polymorphismen wurden sowohl im Gen fur TLR-2 (Arg677Trp und
Arg753GIn) als auch im Gen fir NF-xB (-94ins/del ATTG) beschrieben. Diese
Genpolymorphismen beeinflussen die Transkriptionsrate oder andern die Proteinsequenz.
Dadurch kann die Funktion von TLR-2 und NF-xB mit Beeintrachtigung der
Signaltransduktionskaskade verdndert werden. Dieser Hintergrund ldasst vermuten, dass
Polymorphismen in den Genen fur TLR-2 und NF-«B indikativ fir Parodontitis bzw. die
subgingivale Plaguezusammensetzung sind. Das erste Ziel dieser Studie bestand deshalb darin,
eine mogliche Relation der Polymorphismen Arg677Trp, Arg753GIn und -94 ins/del ATTG im
TLR-2- bzw. NF-xB-Gen zur Parodontitis zu evaluieren. Ein weiteres Ziel war es zu
Uberprifen, ob auch ein Zusammenhang zum Nachweis subgingivaler parodontaler
Markerbakterien besteht.

Fur die vorliegende Studie wurden 222 untereinander nicht verwandte Kaukasier deutschen
Ursprungs untersucht. Die Studienkohorte bestand aus einer Patientengruppe mit 141
Probanden, wovon 78 an generalisierter aggressiver Parodontitis und 63 an generalisierter
chronischer Parodontitis erkrankt waren sowie einer parodontitisfreien Kontrollgruppe (n=81).
Die Diagnosestellung fiir diese Studie erfolgte modifiziert nach dem aktuellen
Klassifikationssystem der Parodontalerkrankungen.

Fur die genomischen Untersuchungen wurde zundchst DNA aus vendsem Blut isoliert. Zur
Genotypbestimmung der Polymorphismen des Arg677Trp und Arg753GIn im TLR-2-Gen
wurden spezielle Restriktions-Fragment-Langen-Analysen etabliert. Zur Genotypisierung des
-94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen wurden die nach erfolgter Polymerase-
Ketten-Reaktion entstandenen DNA-Fragmente im Polyacrylamid-Gel entsprechend ihrer
Lénge aufgetrennt und durch Silberfarbung dargestellt.

Die subgingivale Bestimmung der parodontopathogenen Leitkeime (Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
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forsythia und Treponema denticola) erfolgte (ber einen kommerziell erhdltlichen
mikrobiologischen Test (micro-1Dent® Test, HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass bei der Untersuchung des Arg677Trp-
Polymorphismus im TLR-2-Gen unter allen Studienkohorten keine Tréger des Mutationsallels
677Trp gefunden werden konnten. Dies ist konsistent zu anderen Assoziationsstudien unter
kaukasischen Kohorten, in denen ebenfalls eine Abwesenheit des 677Trp-Mutationsallels
festgestellt wurde. Damit lag keine Assoziation zur Parodontitis bzw. zur Présens parodontaler
Leitkeime vor.

Fur den Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen konnte nachgewiesen werden, dass der
Arg/GIn-Genotyp in beiden Patientengruppen haufiger vorkam. Aufgrund fehlender
Signifikanzen sowohl im bivariaten Vergleich zur Kontrollgruppe als auch im multivariaten
Modell kann dieser Genpolymorphismus nicht als Risikoindikator fir Parodontitis angesehen
werden. Die in der Gesamtstudiengruppe im bivariaten Vergleich ermittelte signifikante
Assoziation des Arg/GlIn-Genotyps zum Nachweis von Bakterien des roten Komplexes konnte
in der multivariaten Analyse ebenfalls nicht bestatigt werden.

Fir den -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-kB-Gen konnte unter Annahme eines ins-
dominanten genetischen Modells bei bi- und multivariaten Analysen eine signifikante
Assoziation des del/del-Genotyps zur aggressiven Parodontitis und zur Anwesenheit von A.
actinomycetemcomitans evaluiert werden. Es ist bekannt, dass das del-Allel des NF-kB-Gens
mit einer verminderten Promotoraktivitat assoziiert ist. Dies konnte eine beeintrachtigte
Immunabwehr und damit hdhere Suszeptibilitat fur eine aggressive Parodontitis bedingen. Das
Ergebnis lasst vermuten, dass der del/del-Genotyp des NF-kB ATTG Polymorphismus unter
Kaukasiern deutschen Ursprungs einen Risikoindikator fiir aggressive Parodontitis darstellt, was
maoglicherweise durch eine NF-kB-beeintrachtigte Immunabwehr gegen A. actinomycetem-

comitans bedingt ist.
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8. Anhang Chemikalien und Geréate

8.1 Chemikalien

genomische Untersuchung

a) DNA-Isolation

QlAamp DNA Blood Mini Kit
Ethanol
Agua dest.

b) Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2x Master Mix (50 U/ml Tag Polymerase
in Reaktionpuffer pH 8,5, 400 uM dATP,
400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM
dTTP, 3 mM MgCl,)

Formamid

Aqua dest.

Mineraldl

Primer fur TLR-2 Arg677Trp
Forward-Primer: 5°-CCC CTT CAA
GTT GTGGCT TCATAA G-3’
Reverse-Primer: 5°-AGT CCAGTT
CAT ACT TGC ACC AC-3’

Primer fir TLR-2 Arg753GIn
Forward-Primer: 5’-CAT TCC CCA
GCG CTT CTG CAA GCT CC-3°
Reverse-Primer: 5°’-GGA ACC TAG
GAC TTT ATC GCA GCT C-3°

Primer fur NF-xB

Forward-Primer: 5°-TGG ACC GCA
TGA CTC TAT CA-3’
Reverse-Primer: 5’-GAA TCC CAA
GGG CTG GA-3°

Qiagen, Hilden (Deutschland)

Progema, Mannheim (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)
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¢) Restriktionsspaltung

Restriktionsendonuklease fur TLR-2 New England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)
Arg677Trp Mwo I

NE Buffer 3 New England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)

Restriktionsendonuklease fiir TLR-2 New England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)
Arg753GIn Msp 1

NE Buffer 2 New England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)

d) Gelelektrophorese

Sekam-Agarose Biozym, Hess (Deutschland)
100bp-Leiter Gibco BRL, Eggenstein (Deutschland)
0,5xTBE-Puffer (45 mM Tris-HCI,

45 mM, Boréure, 0,5mM EDTA, pH 8,3)

Ethidiumbromid

e) Polyacrylamid-Gelelektrophorese

5XTBE-Puffer (450 mM Tris-HCI,

450 mM, Bordure, 5 mM EDTA, pH 8,3)

Gel-Fix for PAG Serva, Heidelberg (Deutschland)
Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)

Amoniumpersulfat

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Isopropanol

Agqua dest.

f) Silberférbung des Polyacrylamid-Gels
Methanol

Essigsaure

Ethanol

Silbernitrat

NaOH, NaBH,, Formaldehyd, Na,CO3, Glyzerin
Aqua dest.
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subgingivale Bestimmung parodontopathogener Keime

a) DNA-Isolation

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden (Deutschland)
b) PCR
micro-1Dent (Mastermix, Puffer, HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland)

biotinylierte Primer)

Tag-Polymerase Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
MgCl, Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Agua dest.

Hybridisierung
micro-1Dent (Denaturierungspuffer, HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland)

Hybridisierungspuffer, Membranstreifen,
Stringent Waschldsung, Rinse-Ldsung)
Aqua dest.

Alle aufgefiihrten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

8.2 Geréte

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus, Hanau (Deutschland)

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Gelelektrophoresekammer EasyCast Peglab, Erlangen (Deutschland)

Personal Cycler Biometra, Gottingen (Deutschland)
Horizontalelektrophorese Multiphor 11 Amersham-Pharmacia, Freiburg (Deutschland)
UV-Transilluminator AGS, Heidelberg (Deutschland)

Blue Power Quick (Stromversorger) Serva, Heidelberg (Deutschland)

Vortex Genie2 Bender & Hobein AG, Bruchsal (Deutschland)
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9. Thesen

Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats. Primarer
atiologischer Faktor ist die mikrobielle Plaque. Die Pathogenese der Parodontitis wird

durch verschiedene Risikofaktoren beeinflusst.

In Familien- und Zwillingsstudien wurde auf die Existenz genetisch pradisponierender
Risikofaktoren fir Parodontitis hingewiesen, deren Einfluss auf ca. 40-50 % geschétzt
wird. VVon besonderer Bedeutung sind hierbei Kandidatengene, die fur Mediatoren der
Immunantwort kodieren. In diesem Zusammenhang sind auch Polymorphismen in den
Genen fur TLR-2 und NF-xB von Bedeutung, da diese die Signaltransduktionskaskade
zur Aktivierung der Genexpression proinflammatorischer Zytokine wie IL-1f oder
TNF-a beeinflussen. Diese Zytokine besitzen eine bedeutende Rolle bei der parodontalen

Destruktion.

Die Ziele dieser Studie waren deshalb, eine mdgliche Relation der Polymorphismen
Arg677Trp und Arg753GIn im TLR-2-Gen und des -94 ins/del ATTG
Promotorpolymorphismus im NF-«B-Gen zur Parodontitis sowie zum Nachweis

subgingivaler parodontaler Markerbakterien zu analysieren.

Es wurden 78 Patienten mit generalisierter aggressiver und 63 mit generalisierter
chronischer Parodontitis in die Studie eingeschlossen. Die Kontrollgruppe bestand aus 81
parodontitisfreien Probanden. Die drei Polymorphismen wurden mittels Restriktions- und
Fragment-Langen-Analyse bestimmt. Der Nachweis der parodontopathogenen Bakterien

erfolgte nach Amplifikation bakterienspezifischer DNA-Abschnitte iiber DNA-Sonden.

Unter allen Studienteilnehmern konnte nur der Arg/Arg-Wildtyp des Arg677Trp-Poly-
morphismus im TLR-2-Gen nachgewiesen werden. Daher war dieser Polymorphismus

weder zur Parodontitis noch zur Prasens parodontaler Markerbakterien assoziiert.

Der Arg/GIn-Genotyp des Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen kam vermehrt in
den Patientengruppen mit generalisierter aggressiver und generalisierter chronischer
Parodontitis vor. Jedoch konnte im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe keine

statistische Signifikanz festgestellt werden.

Bei Tragern des heterozygoten Arg/GlIn-Genotyps des Arg753GlIn-Polymorphismus
wurde im bivariaten Vergleich zu Arg/Arg-positiven Probanden haufiger eine
subgingivale Besiedlung mit den Bakterien des roten Komplexes (P. gingivalis, T.

denticola, T. forsythia) nachgewiesen (90,9% vs. 55,0%, p=0,026). Diese Assoziation
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konnte jedoch im multivariaten Modell unter Berticksichtigung etablierter Kofaktoren fur

die subgingivale Keimbesiedlung nicht bestétigt werden.

Fur den Arg753GIn-Polymorphismus im TLR-2-Gen ist zusammenfassend festzustellen,
dass der Arg/GIn-Genotyp weder zur Parodontitis und nach Adjustierung ebenfalls nicht

zur subgingivalen Keimbesiedlung assoziiert ist.

Unter Annahme eines ins-dominanten Modells (ins/ins- + ins/del-Genotyp vs. del/del-
Genotyp) war der del/del-Genotyp des -94 ins/del ATTG Polymorphismus im NF-xB-
Gen im bivariaten Vergleich und auch im multivariaten Modell unter Beriicksichtigung
etablierter Kofaktoren fiir Parodontitis und Bakterienbesiedlung sowohl zur aggressiven
Parodontitis (OR=2,6, p=0,047, 95 % Konfidenzintervall=1,01-6,56) als auch zum
Nachweis von A. actinomycetemcomitans (OR=2,5, p=0,018, 95 % Konfidenz-

intervall=1,17-5,32) assoziiert.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der del/del-Genotyp des NF-xB einen
Risikoindikator fur aggressive Parodontitis darstellt. Ursache dafir konnte die
del-assoziierte  verringerte  Promotoraktivitdt sein, die die NF-kB-regulierte
Immunantwort gegen A. actinomycetemcomitans beeintrachtigt. Dies muss in weiteren

Studien untersucht werden.
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