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Referat

Koronare Herzerkrankung (KHK) und Parodontitis sind entziindlich bedingte Erkrankungen mit
hoher Pravalenz und Inzidenz in der Bevodlkerung der Industrienationen. Die Hauptursache der
Parodontitis ist eine pathogene, in einem mikrobiellen Biofilm organisierte Plaque im
subgingivalen Kompartiment. Das korpereigene Immunsystem fiihrt neben der Erregerabwehr
auch zum Abbau von Zahnhalteapparat und wird unter anderem durch genetische
Risikofaktoren beeinflusst. Die KHK ist in den meisten Féllen Folge atherosklerotischer
GefaBveranderungen. Eine von genetischen Faktoren abhéngige endotheliale Dysfunktion der
arteriellen Zellwande flihrt zur zunehmenden Einengung des Gefallumens und einhergehender
Minderperfusion des Myokards. Die Parodontitis selbst gilt als KHK-Risikofaktor. Ein fir
Parodontitis und KHK gemeinsamer genetischer Risikofaktor kdnnte der in der vorliegenden
Arbeit untersuchte -374T>A Polymorphismus (rs1800624) im Promotor des RAGE-Gens sein.
RAGE steht am Anfang einer weit reichenden Signalkaskade, die meist (iber NF-xB die
Aktivierung von Genen des Immunsystems triggert.

Da der -374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen indikativ fur Parodontitis und KHK sein
konnte, sollte als Hauptziel Gberprift werden, ob der -374T>A Polymorphismus zur schweren
Parodontitis unter Patienten mit KHK assoziiert ist. Weiterhin galt es zu untersuchen, ob
innerhalb eines Jahres Follow-Up der -374T>A Polymorphismus oder eine schwere Parodontitis
die adjustierte Hazard-Ratio fur kardiovaskulére Folgeereignisse (Myokardinfarkt, transitorisch
ischédmische Attake, kardialer Tod) bei stationdren KHK-Patienten beeinflussen.

Dazu wurden 1002 Probanden mit einer angiographisch festgestellten, mindestens 50%-igen
Stenose einer dominanten Herzkranzarterie in die vorliegende Studie eingeschlossen, die in der
Universitatsklinik und Poliklinik fur Innere Medizin 11l der Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg stationar behandelt wurden. Die genomische Untersuchung erfolgte per
Restriktions-Fragment-Langen-Analyse (RFLP). Die molekularbiologische Bestimmung von elf
parodontopathogenen Bakterienspezies flihrte HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland) durch.
Der -374T>A Polymorphismus stellte sich als signifikant assoziiert zur schweren Parodontitis
innerhalb der Querschnittsuntersuchungen dar. Fur den TT-Genotyp wurde eine Odds-Ratio von
1,63 fur die Ausbildung einer schweren Parodontitis ermittelt (p=0,001). Innerhalb eines Jahres
Follow-Up stellte sich weder der untersuchte -374T>A Polymorphismus noch eine schwere
Parodontitis als signifikanter Risikoindikator fir kardiovaskulére Folgeereignisse dar.
Tendenziell waren unter den Patienten, bei denen ein kardiovaskulédres Folgeereignis eingetreten
ist, mehr TT-Trager (49,3% vs. 45,5%; p=0,545 nach Chi2-Test mit Yates-Korrektur).

Kohnert, Martin: Assoziationen des -374T>A Polymorphismus (rs1800624) im Promotor des
RAGE-Gens zum Schweregrad der Parodontitis und Inzidenz neuer kardiovaskulérer Ereignisse
unter stationdren Patienten mit koronarer Herzerkrankung

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2016
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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Sowohl die Parodontitis als auch die koronare Herzerkrankung (KHK) gelten als
inflammatorische, multifaktoriell bedingte Erkrankungen, die eine hohe Prévalenz in der
Bevolkerung aufweisen.

Hauptursache der Parodontitis ist die Besiedlung der subgingivalen Zahnoberflache durch
pathogene Bakterien, die sich in einem Biofilm organisieren. Durch Aktivierung des
korpereigenen Immunsystems kommt es neben der Erregerabwehr zum Abbau des
Zahnhalteapparates. Dies kann Uber anschlieende Zahnlockerung zum Zahnverlust flhren.
Genetische Einflisse auf das Immunsystem stehen neben der Untersuchung des oralen
Mikrobioms im Mittelpunkt der Forschung der Pathogenese der Parodontitis.

Hauptursache der KHK sind atherosklerotische Verdnderungen der Herzkranzgefalie. Eine
Atherosklerose entsteht durch eine endotheliale Dysfunktion mit Eindringen von low density
lipoprotein (LDL) und Einwanderung von Makrophagen und T-Lymphozyten in
subendotheliale Kompartimente. Die folgende Entziindungsreaktion und oxidative
Verénderungen fuhren zur Bildung eines lipidreichen Kerns mit einer fibrindsen Kappe in der
Gefallwand. Dies kann zur chronischen oder akuten Einengung des Gefallumens fihren. Das
Immunsystem hat einen wesentlichen Einfluss auf die Entstehung der Atherosklerose und damit
auch auf die KHK.

Seit der Identifikation des Rezeptors fir advanced glycation endproducts (RAGE) 1992
erfolgten zahlreiche Untersuchungen zu seiner Funktionsweise und Auswirkungen auf den
menschlichen Organismus. Dabei wurden viele Erkenntnisse tber den Einfluss von RAGE auf
physiologische und pathologische Vorgange entdeckt. Dennoch bleiben bis heute wesentliche
Aspekte seiner Expression und Funktion unbeantwortet. RAGE ist ein Rezeptor der Gruppe der
Immunglobulin-Superfamilie und ist involviert in zahlreiche Vorgange der korpereigenen
Immunabwehr. Er kann Liganden unterschiedlicher Strukturen binden und lost daraufhin
verschiedene komplexe Signalkaskaden aus. Die dadurch aktivierten Transkriptionsfaktoren
wirken im Zellkern auf die Expression von Zielgenen, die proinflammatorisch wirken kénnen
und mitunter entscheidend fur die Funktion des Immunsystems sind.

Im Promotor des codierenden RAGE-Gens wurden Polymorphismen (so genannte single
nucleotide polymorphisms, SNP) entdeckt, welche zu einer verdnderten Genexpression fiihren.
Dies duBert sich in der Beeinflussung der Anzahl der gebildeten RAGE-Rezeptoren.
Mittlerweile wurden signifikante Zusammenhdnge zwischen diesen SNPs und Diabetes
mellitus, diabetischen Spéatfolgen wie Neuropathie und Nephropathie, makrovaskularen

Erkrankungen und chronischen Entziindungen entdeckt (Bierhaus et al., 2005). Dabei stellten



sich einige Polymorphismen als besonders relevant heraus. Einer davon ist der in dieser Studie
untersuchte -374T>A SNP (rs1800624) im Promotor des RAGE-Gens. Dazu konnten bereits
Assoziationen zum Auftreten des Diabetes mellitus (Aydogan et al., 2012; Kawai et al., 2013),
eines Myokardinfarktes (Boiocchi et al., 2011) und des Lupus erythematodes (Martens et al.,
2012) gefunden werden.

Bislang existiert eine Studie, die den Zusammenhang zwischen dem untersuchten -374T>A
SNP im RAGE-Gen und dem Auftreten oder erhohtem Schweregrad einer Parodontitis
beschreibt. Dort konnte nachgewiesen werden, dass das T-Allel die adjustierte Odds-Ratio fiir
eine aggressive Parodontitis erhéht (Stosberg et al., 2011).

Bisher gibt es keine eindeutigen Erkenntnisse, welche individuelle Allel-Konstellation des
untersuchten Polymorphismus als krankheitsauslésend gilt. So prognostizieren Baragetti et al.
2013 einen protektiven Effekt des -374-T-Allels auf die Nierenfunktion und im Gegensatz dazu
einen schiutzenden Effekt des A-Allels auf kardiovaskuldre Erkrankungen.

Aufgrund der Involvierung von RAGE in Prozesse des Immunsystems hatte die vorliegende
Studie das Ziel zu untersuchen, ob eine Assoziation zwischen dem -374T>A SNP im Promotor
des RAGE-Gens und dem Auftreten einer schweren Parodontitis unter stationéren Patienten mit
KHK besteht.

Da der -374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen indikativ fiir eine Parodontitis und eine KHK
sein konnte, sollte zudem 0berprift werden, ob der -374T>A SNP und eine schwere
Parodontitis die adjustierte Hazard-Ratio fiir kardiovaskulére Folgeereignisse bei stationéren
Patienten mit KHK innerhalb eines Jahres Follow-Up beeinflussen. Dazu wurden folgende
Endpunkte definiert und nach einem Jahr Beobachtungszeitraum evaluiert: Myokardinfarkt,

Schlaganfall bzw. transitorisch ischdmische Attacke (TI1A) und kardialer Tod.

1.2 Parodontitis

Parodontitis ist eine durch einen mikrobiellen Biofilm ausgeldste entziindliche Erkrankung
multikausaler Genese. Die korpereigene Immunabwehr ist ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht
mehr in der Lage pathogene Mikroorganismen abzuwehren. Stattdessen verursacht die
Immunabwehr durch Freisetzung von Entziindungsmediatoren und proteolytischen Enzymen
einen Abbau von Zahnhalteapparat. Zusétzlich kann eine Verteilung der Erreger Uber die
Blutbahn auch zu systemischen Einfliissen flhren.

Als primarer &tiologischer Faktor gilt unumstritten die Kolonisation durch Bakterien, die sich in
subgingivalen Bereichen akkumulieren. In den meisten Fallen ist das alleinige VVorhandensein
pathogener Bakterien nicht ausreichend, um eine Parodontitis auszuldsen (Taba jr. et al., 2012).
Die Vermutung, dass das Risiko fur Ausbildung und Progression einer chronischen Parodontitis

bis zu 50% auf genetische Faktoren zurlckzufiihren ist (Laine et al., 2010), lasst



Forschergruppen vor allem nach Polymorphismen und epigenetischen Einfliissen in Genen des
Immunsystems suchen (Gomez et al., 2009). Dariiber hinaus werden auch zun&chst
hypothesefreie, genomweite Assoziationsstudien durchgefihrt (Schéfer et al. 2010; Offenbacher
etal., 2016).

Die Prévalenz der Parodontitis ist altersabhangig. Die h&ufigste Form, die chronische
Parodontitis, beginnt um das 40. Lebensjahr. Daneben gibt es friher beginnende aggressive
Formen. Jeder Parodontitis geht eine reversible Gingivitis voraus, die aber nicht zwangslaufig in
eine Parodontitis Ubergehen muss. Eine (ber den physiologischen Attachmentverlust von
0,1mm pro Jahr (Loe et al., 1978) hinausgehende Destruktion des Desmodonts einschlieflich
des Alveolarknochens flihrt unbehandelt iber eine zunehmende Zahnlockerung schlieSlich zum

Zahnverlust.

1.2.1 Atiologie und Pathogenese

Page und Kornman haben 1997 ein Atiologie- und Pathogenesemodell der Parodontitis
aufgestellt (Abb. 1). Neben dem unabdingbaren Faktor der bakteriellen Besiedlung wirken
genetische, wie auch nichtgenetische Faktoren modulierend auf die Pathogenese der
Parodontitis. Im Mittelpunkt steht die entziindliche Immunantwort, die den Metabolismus von
Bindegewebe und Alveolarknochen derart beeinflusst, dass die Gewebshomdostase zwischen
Gewebeaufbau und Gewebeabbau in Richtung Destruktion verschoben wird.

umweltbedingte und erworbene
Risikofaktoren

P rostaglanding

klinische
Zeichen der

. Parodontitis
Antigene

LPS

andere
irulente Faktore

genetische Risikofaktoren

Abb. 1: Pathogenese der Parodontitis. PMNs: Polymorphkernige neutrophile Granulozyten;
LPS: Lipopolysaccharide; MMPs: Matrixmetalloproteinasen. Adaptiert nach Page und
Kornman, 1997.



Bakterielle Besiedlung

Neuere Schéatzungen uber die orale bakterielle Besiedlung gehen von etwa 19.000 Phylotypen
aus (Keijser et al., 2008), von denen jedoch nur ein Teil pathogen ist (Socransky und Haffajee,
1994). Ein Biofilm ist definiert als eine in einer Matrix eingebettete Kolonie aus
verschiedensten Bakterienarten, die sich untereinander vernetzen. Befindet sich dieser Biofilm
auf der Zahnoberflache oder dem Schleimhautepithel, spricht man von einer Plaque (Whittaker
etal., 1996).

Die Entstehung der Plaque beginnt mit der Bildung der Pellikelschicht wenige Sekunden nach
Reinigung des Zahnes. Speichelproteine mit einer hohen Affinitat fir Hydroxylapatit haften
durch Adhasion auf der Zahnoberflache. Darauf folgt eine weitere Dickenzunahme der Pellikel
durch Protein-Protein-Bindungen. Die Pellikel mit ihren mehr als 100 verschiedenen Proteinen
fungiert als Bindeglied zwischen Zahn und mikrobieller Besiedlung (Siqueira et al., 2012). Uber
Pellikelrezeptoren (saure, prolinreiche Proteine; a-Amylase) haften bakterielle Erstbesiedler
(Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus) auf dem entstandenen
Schmelzoberhdutchen (Whittaker et al., 1996). Durch bakterielle Vermehrung entstehen
Mikrokolonien. Bakterielle extrazelluldare Polysaccharide fiihren zu einer Stabilisierung und
Vernetzung der Mikroorganismen untereinander. Insgesamt fuhrt die Organisation in einem
Biofilm zu besseren Erndhrungs- und Wachstumsbedingungen der darin lebenden Organismen,
erschwerter mechanischer Entfernbarkeit und geringerer Antibiotikapenetration. Wéhrend eines
Reifevorganges konnen sich bestimmte Arten innerhalb des Biofilms etablieren. Dabei treten
sukzessiv gram-negative Anaerobier in den Vordergrund, die in den sauerstoffarmen Regionen
des immer tiefer werdenden Sulkus gute Lebensbedingungen finden.

Socransky et al. teilten die parodontopathogenen Bakterien in Gruppen ein. Ausgehend von
Bakterien des blauen und gelben Komplexes entwickeln sich lber den orangenen Komplex die
besonders pathogenen Bakterien des roten Komplexes wie Porphyromonas gingivalis,
Tanerella forsythia und Treponema denticola. Ein zweiter Weg fiihrt ber den griinen Komplex,
wodurch es zur Etablierung des Aggregatibacter actinomycetemcomitans Serotyp b kommen
kann (Socransky et al., 1998).

Die Taschentkologie hat einen wesentlichen Einfluss auf das Verhalten der kolonisierenden
Mikroorganismen. So steigert die Abwesenheit von Sauerstoff die Leukotoxinfreisetzung von A.
actinomycetemcomitans um das dreifache. Die Menge an verfiigbarem Eisen bestimmt die
Exprimierung bestimmter Membranproteine von P. gingivalis (Miiller, 2012).

Die Produktion von bakteriellen proteolytischen Enzymen, vor allem Peptidasen, fihrt zum
Abbau von Kollagen und Elastin parodontaler Strukturen (Socransky und Haffajee, 1994).
Gram-positive Bakterien wie Streptokokken und Actinomyceten wirken vor allem durch die
Zellwandkomponenten Lipoteichonsdure und Peptidoglykane virulent (Okumura und Nizet,

2014). Virulenzfaktoren wie das auf der Zelloberflache gram-negativer Bakterien befindliche



Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) fiihren zur Freisetzung inflammatorischer Substanzen wie
Interleukin-1 (IL-1), Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) und Prostaglandine (besonders PGE2).
Diese regen Fibroblasten und Makrophagen dazu an, MMPs und weitere Prostaglandine zu
bilden (Page, 1991). Die Aktivierung des Abwehrsystems ist somit fiir einen Grofteil der
parodontalen Destruktion und die klinischen Symptome der Parodontitis verantwortlich
(Preshaw, 2008).

Risikofaktoren der Parodontitis

Wie Page 1997 aufzeigte, wird Parodontitis nicht nur von pathogener Plaque und genetischer
Disposition beeinflusst.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor ist der Nikotinabusus. Dabei stehen histologische
GefaBveranderungen und eine verdnderte zelluldare und humorale Immunabwehr im
Vordergrund (Palmer et al., 2005).

Ein bedeutender Risikofaktor ist das Vorhandensein der Stoffwechselstérung Diabetes mellitus.
Ein schlecht eingestellter Diabetes (sowohl Typ I als auch Typ 1) ist oft verbunden mit einer
erhéhten Pravalenz von Gingivitis und Parodontitis (Mealey und Oates, 2006). Griinde dafiir
sind in einer abgeschwéchten Immunabwehr, einem verdnderten Kollagenmetabolismus und im
parodontalen Gewebe bestehenden Mikroangiopathien zu suchen (Albandar, 2002). Dies kann
durch eine vermehrte Bildung von advanced glycation endproducts (AGEs) durch eine beim
Diabetes mellitus bestehende Hyperglykdmie verursacht sein. Binden diese an ihren Rezeptor
(RAGE) auf Entziindungszellen, werden verstarkt Sauerstoffradikale, Zytokine und MMPs
freigesetzt (Dukic-Stefanovic et al., 2003; Nah et al., 2007). AGEs konnen auch zur gesteigerten
Vernetzung von Kollagen beitragen, was in einer geringeren Kollagen-Umsatzrate resultiert,
wodurch der Umbau des parodontalen Gewebes erschwert wird (Zieman und Kass, 2004).
Zusétzlich fuhren AGEs zur vermehrten Apoptose von Fibroblasten und Osteoblasten (Graves
et al., 2007). Des Weiteren konnte in der vermehrten Freisetzung von Adipokinen bei Diabetes
mellitus ein Pathomechanismus zu suchen sein. Adipokine wie Leptin, Adiponectin, Resistin
und Visfatin regulieren unter anderem fiir die Pathogenese einer Parodontitis entscheidende
Immunvorgange. Dies betrifft beispielsweise die Stimulation endothelialer Zellen zur
Produktion von Adhdsionsmolekilen, die Funktion von polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMNs) und Monozyten sowie die Produktion von Zytokinen durch T-
Lymphozyten und Monozyten (Preshaw et al., 2007).

Weitere Risikofaktoren sind das mannliche Geschlecht und die ethnische Zugehdrigkeit. Dies
kann u.a. durch genetische Unterschiede und andere Umweltbedingungen erklart werden
(Albandar, 2002). Dariiber hinaus sind Osteoporose, Hyperparathyreoidismus und
eingeschrankte Immunabwehr bei Krankheiten wie AIDS, Leuk&mie oder Agranulozytose

Risikofaktoren fur Ausbildung und Progression einer parodontalen Erkrankung.



Auch das psychische Wohlbefinden kann zur Progression der Parodontitis beitragen.
Depressionen oder lang andauernder Stress koénnen durch Unterbrechen eines komplexen
Gleichgewichtes aus neuronalen Verknupfungen und dem endokrinen System zu einer

verminderten Immunantwort fihren (Rozlog et al., 1999).

1.2.2 Korpereigene Abwehrreaktion

Der Korper stellt sich den pathogenen Erregern mit drei Barrieren entgegen. Der mechanische
Abwehrverbund wird durch ein dichtes verhorntes orales Gingivaepithel und einem sich standig
erneuernden nicht verhornten Saumepithel gebildet, wobei die alternden Zellen nach auf3en
wandern und abgeschilfert werden. Zusatzlich besteht ein auswaérts gerichteter Strom eines
Sulkusfluids. Im Speichel befindliche antimikrobielle Stoffe wie Lysozym, Lactoferrin und das
Immunglobulin A (IgA) bilden eine zweite, chemische Abwehrbarriere.

Die Entziindungsreaktion, als dritte Séule des Abwehrmechanismus, basiert auf Leistungen des
unspezifischen und spezifischen Immunsystems. Ausgeldst durch korperfremde Stoffe der
mikrobiellen Plaque wie z.B. LPS, Lipopeptide und bakterielle DNA (Mahanonda und
Pichyangkul, 2007) erkennen Zellen des angeborenen Immunsystems (ber unspezifische
Rezeptoren pathogene Strukturen der Mikroorganismen und unterscheiden so zwischen
korpereigen und korperfremd. Durch die Rekrutierung dieser Zellen kommt es bereits jetzt zur
Phagozytose und auRerdem zur Produktion proinflammatorischer und regulatorischer Zytokine
(Teng, 2006). Weiterhin wird das Komplementsystem aktiviert, welches pathogene Strukturen
opsoniert und Bakterienzellwénde lysiert (Socransky und Haffajee, 1991).

Durch chemotaktische Locomotion und der ausgeltsten GeféaRreaktion, gekennzeichnet durch
Vasodilatation und erhohter Gefalpermeabilitdt, migrieren nun vermehrt PMNs und
Makrophagen zum Entziindungsort und in den Sulkus. PMNs und Makrophagen bedienen sich
dazu Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache, die den chemischen Gradienten der Zytokine
detektieren und ihm folgen. Die Leukodiapedese wird lber das interzellulare Adhasionsmolekiil
(ICAM-1) und das endotheliale Leukozyten-Adhasionsmolekil (ELAM-1) vermittelt (Moughal
et al, 1992). PMNs sezernieren u.a. Entziindungsmediatoren wie Leukotriene und
Prostaglandine (z.B. PGE2, mitverantwortlich fur Knochenresorption) und toten aulerdem
durch Ausschiittung (Degranulation) von antimikrobiellen Enzymen Bakterien ab.

Makrophagen setzen, u. a. Uber den nuclear factor xB (NF-xB) gesteuert, Zytokine wie IL-1,
IL-6 und TNFa frei. Aulerdem sorgen sie Uber die Sezernierung von MMPs, die auch Zytokin-
vermittelt von gingivalen Fibroblasten, PMNs oder Endothelzellen ausgeschiittet werden, fiir
einen proteolytischen Abbau von Kollagen und Fibronektin (Birkedal-Hansen, 1993). Dabei
spielt das Gleichgewicht mit dem MMP-Gegenspieler TIMP eine wichtige Rolle (Verstappen
und Von den Hoff, 2006). Zusatzlich ist der Knochenabbau ein entscheidender Bestandteil der
Parodontitis (Garlet, 2010). Nach Aktivierung durch TNFa, IL-1 oder IL-6 sind der Rezeptor-



Activator des NF-kB (RANK), sein Ligand (RANKL) und sein Gegenspieler Osteoprotegerin
(OPG) entscheidende Faktoren der Osteoklastenfunktion (Gillespie, 2007).

1.2.3 Einfluss der Genetik

Zahlreiche Forschungsarbeiten zeigen einen wesentlichen Einfluss der Genetik auf die
Pathogenese der Parodontitis. Die Immunabwehr dient nicht nur der Neutralisierung von
gefahrlichen Pathogenen, sondern auch der Auflockerung von Bindegewebsfasern, sodass es
Makrophagen ermdglicht wird an den Ort der Entziindung vorzudringen. Weiterhin dient die
Bildung tieferer parodontaler Taschen der Isolierung der infizierten Zahnoberflache vom
Korper. Das wirtseigene Immunsystem ist somit zum Teil selbst fur die Progression der
Parodontitis verantwortlich, sodass individuelle genetische Unterschiede die Schwere des
Krankheitsverlaufes malRgeblich beeinflussen kénnen.

Um den genetischen Faktor in der Pathogenese der Parodontitis abschatzen zu konnen, fihrte
Michalowicz Anfang der 1990er Jahre eine Studie mit amerikanischen Zwillingen
(Durchschnittsalter 40,3 Jahre) durch. Dabei verglich er Krankheitszeichen von homozygoten
und dizygoten Zwillingspaaren untereinander. Monozygote Zwillingspaare wiesen hinsichtlich
der gemessenen Werte (Sondiertiefe, Attachmentverlust und Plaqueindex (nach Silness und
Loe, 1964)) dhnlichere Ergebnisse auf als dizygote Zwillinge. Die fuhrte er auf genetische
Einflusse zuriick (Michalowicz et al., 1991). Heute geht man nach der Durchfiuhrung einer
Meta-Analyse uber genetische Einfliisse auf die chronische Parodontitis davon aus, dass die
Genetik etwa 50% des Gesamtrisikos bedingt (Laine et al., 2010).

Aufgrund der scheinbaren Resistenz mancher Menschen vor einer schweren Parodontitis gehen
Forscher sogar von der korpereigenen Immunantwort auf die mikrobielle Plaque als
bestimmende Determinante in der Pathogenese der Parodontitis aus (Yoshie et al., 2007). Die
individuellen Unterschiede beruhen auf genetischen Varianten proinflammatorischer Zytokine,
im angeborenen und erworbenen Immunsystem sowie in Bindegewebsstrukturen (Kinane et al.,
2005). Auch die Zusammensetzung des Biofilms kdnnte genetischen Einflissen unterliegen.
Durch genomweite Assoziationsstudien wurden auflerdem Gene identifiziert, die den Glukose-
und Fettstoffwechsel beeinflussen und im Zusammenhang mit Parodontitis und KHK stehen
(Bochenek et al., 2013).

Polymorphismen konnen u.a. zu geringen und subtilen Verénderungen in der Expression von
Genen fihren, die sich letztendlich auf die Funktion des komplexen Zusammenspiels des
Immunsystems modifizierend auswirken konnen. Es liegt also eine modulierende Rolle
zahlreicher Gene vor. Viele dieser funktionellen Varianten treten in hoher Frequenz in der
Bevolkerung auf.

Viel untersucht sind Polymorphismen in Genen die fir IL-1a und IL-1B kodieren. Bei

kaukasischen Nichtrauchern konnte eine Assoziation zwischen einem IL-1-Genotyp zur



Schwere der Parodontitis gefunden werden, wobei Genotyp-positive Probanden verstarkt unter
einer schweren Parodontitis litten (Allel 2 des IL-1a-889 Polymorphimus + Allel 2 des IL-
1B+3953 Polymorphismus) (Kornman et al., 1997). Papapanou et al. stellten fir zwei
Genotypen (IL-la: +4845 wund IL-1B: +3953) eine Assoziation zur Schwere des
Attachmentverlustes her. AuRerdem hatten Genotyp-positive Probanden geringere
Immunglobulin-G-Werte (IgG) gegenlber ausgewdéhlten Bakterien (Papapanou et al., 2001).
Insgesamt waren bestimmte [IL-1-Genotypen vermehrt mit chronischer Parodontitis bei
Kaukasiern assoziiert (Yoshie et al., 2007).

Eine brasilianische Forschergruppe fand an Kaukasiern eine Assoziation des 1L-6-174 SNP zu
chronischer Parodontitis (Trevilatto et al., 2003), wogegen dies in einer tschechischen Studie
nicht bestatigt werden konnte. Diese entdeckten dagegen einen mdglicherweise protektiven
Faktor des IL-6-572-G/C SNP fiir eine chronische Parodontitis (Holla et al., 2004). Eine
indische Forschergruppe fand einen Zusammenhang zwischen dem IL-6-174-GG Genotyp und
einem vermehrten Auftreten von A. actinomycetemcomitans und Capnocytophaga sputigena.
Bei den weiteren (berpriiften parodontalen Leitkeimen konnten fir die untersuchten IL-6-
Polymorphismen -174, -572, -1363, -6106 und -1480 keine Unterschiede zwischen Gesunden
und an Parodontitis erkrankten Probanden gefunden werden (Nibali et al., 2011).

Fur TNFa existieren kontroverse Ergebnisse. In einer kleinen kaukasischen Probandengruppe
war der -308G>A Polymorphismus zur Schwere einer Parodontitis assoziiert (Galbraith et al.,
1999). In einer japanischen Studie wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Polymorphismen (-1081/-863 und -857) im TNFa-Gen und chronischer Parodontitis
beschrieben (Soga et al., 2003).

Weiterhin wurden Assoziationen zwischen Polymorphismen in Genen, die fir Fc-Rezeptoren
codieren und dem Schweregrad chronischer Parodontitis bei Kaukasiern gefunden (Meisel et al.,
2001; Loos et al., 2003).

Daruiberhinaus gibt es fur IL-2, IL-10, TGF-f1 und IFNy-Polymorphismen signifikante
Assoziationen zur Parodontitis bei kaukasischen Probanden (Yoshie et al., 2007).

Neben genetischen Einflissen wird auch Uber einen eventuellen Einfluss der Epigenetik
diskutiert. Epigenetische Veranderungen kénnen tber chemische Modifikationen der DNA wie
Hyper- und Hypomethylierung sowie ihrer assoziierten Proteine eine Aktivierung oder
Deaktivierung von Genen bewirken. In Bezug zur Parodontitis betrifft dies im besonderen
Gene, die fur Zytokine codieren (Gomez et al., 2009; Schulz et al., 2016).

Hinsichtlich des Einflusses genetischer Risikofaktoren besteht ein genereller Unterschied
zwischen aggressiver und chronischer Parodontitis. Fir einen hohen genetischen Anteil bei der
aggressiven Parodontitis kdnnen ein friiher Beginn der Erkrankung, wodurch Umwelteinfliisse

wenig Wirkzeit haben, sowie eine familiare Haufung sprechen. Aullerdem ist die aggressive



Form gekennzeichnet durch einen rapiden Attachmentverlust bei oft nicht adaquater
Plagueansammlung. Auch das symmetrische Auftreten der parodontalen Defekte bei der
lokalisierten Form (beidseitig mittlere Inzisivi und erste Molaren betroffen) kann auf einen
genetischen Hintergrund hindeuten.

Langsamer Attachment- und Knochenverlust bei erhohter Plagueansammlung und
Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter sind Zeichen einer chronischen Parodontitis, bei der
Umwelteinflisse lange Zeit einwirken kdnnen. Jedoch werden auch hier genetische
Hintergriinde diskutiert, die vor allem auf Zwillingsstudien erwachsener Menschen basieren
(Yoshie et al., 2007).

1.3 Koronare Herzerkrankung

1.3.1 Definition und Epidemiologie

Die KHK, einschliellich des Myokardinfarktes als deren schwerste Komplikation, ist die
fihrende Todesursache in den Industriestaaten. Dabei kommt es meist durch atherosklerotische
Verénderungen der HerzkranzgeféRe zu einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf im Herzmuskel. Die Hauptursache Atherosklerose ist eine Erkrankung, in der
eine Reihe spezifischer zelluldarer und molekularer Mechanismen involviert sind (Soga et al.,
2003).

Weitere Ursachen der KHK kdnnen Koronarspasmen, Herzhypertrophie oder Tumoren mit
folgender GefalReinengung oder eine Hypoxamie sein, die das Risiko fur eine KHK besonders in
Kombination mit der Atherosklerose steigern. Auch ein erhéhter Sauerstoffbedarf, wie zum
Beispiel bei kdrperlicher Aktivitat, kann bei Vorliegen einer entsprechenden Vorbelastung eine
KHK bedingen.

In einer amerikanischen Untersuchung an Herzspendern ohne bekannte KHK mit einem
durchschnittlichen Alter von 33 Jahren wurde eine Prdvalenz atherosklerotischer
Veranderungen von 17% bei Patienten unter 20 Jahren und 85% bei Probanden tber 50 Jahren
festgestellt. Insgesamt konnten bei 51,9% aller untersuchten Personen atherosklerotische
Veranderungen festgestellt werden. Dabei wurde eine Intima-Dicke von 0,5mm als Grenze
zwischen gesunden und atherosklerotisch verdnderten Arealen definiert. Die durchschnittliche
Dicke der Intima war bei Mannern grofRer als bei Frauen (Tuzcu et al., 2001). Manner haben
laut einer ebenfalls amerikanischen Studie einen im Durchschnitt 9% groReren
KoronargefaRdurchmesser als Frauen (x8%; p<0,001) (Dodge jr. et al., 1992).

1.3.2 Pathogenese
Der inflammatorische Prozess der Atherosklerose spielt die zentrale Rolle der KHK-Entstehung

und ist gekennzeichnet durch eine endotheliale Dysfunktion, einhergehend mit einer



Akkumulation von Lipiden und fibrosen Stoffen in den arteriellen Zellwénden (Ross, 1999).
Zellen des Immunsystems haben einen maRgeblichen Anteil an der Pathogenese, weshalb auch
genetische Faktoren Einfluss haben kénnen.

Das Endothel stellt eine selektive permeable Barriere zwischen Blut und Gewebe dar. An einer
Kurve oder Verzweigung eines GeféaRes flieRt das Blut nicht mehr laminar. Diese gestorte
Stromung fihrt zu Scherkraften, denen eine Schlisselrolle in  morphologischen
GefaBveranderungen nachgesagt wird (Tardy et al., 1997). Dadurch kommt es zu einer
gesteigerten Durchléssigkeit fir Lipoproteine (besonders LDL) (Lusis, 2000). Unter anderem
durch oxidativ verdnderte Lipoproteine werden Uber NF-xB Zelladhé&sionsmolekiile (z.B.
vascular cell adhesion molekule (VCAM-1)) exprimiert, was zu einer Einwanderung von
Monozyten und T-Lymphozyten in die Gefaintima fuhrt. Die proinflammatorischen Zytokine
IL-18 und TNFo unterstitzen diesen Vorgang. Die Monozyten differenzieren sich zu
Makrophagen und nehmen (ber Scavenger-Rezeptoren oxidierte Lipoproteine auf (Yla-
Herttuala et al., 1996), die als Cholesterinesther gespeichert werden. Anfanglich ist dieser
Vorgang ein Schutzeffekt des Immunsystems um zytotoxische und proinflammatorische
oxidativ verénderte Lipoproteine zu eliminieren (Glass und Witztum, 2001). Die im weiteren
Verlauf entstehenden ,,Schaumzellen” fiihren durch deren Anh&ufung zu so genannten fatty
streaks (Libby, 2006).

Der weitere Prozess der Entstehung einer atherosklerotischen Plaque ist gekennzeichnet durch
die Aktivierung von T-Lymphozyten und das Einwandern von glatten Muskelzellen in die
Intima oder den subendothelialen Raum (Ross, 1999; Glass und Witztum, 2001).

Durch weitere Makrophagenakkumulation und deren Nekrose entstehen Ansammlungen
extrazelluldarer Lipide, so genannte ,,gruels“. Von Makrophagen und T-Zellen exprimierte
Zytokine und Wachstumsfaktoren sorgen fiir die Produktion extrazellularer Matrix durch glatte
Muskelzellen (Lusis, 2000). Dariiber hinaus konnten verschiedene von Makrophagen
sezernierte MMPs detektiert werden, die zur Degradation von Extrazellularmatrix fiihren (Galis
et al., 1994). Durch langandauernde, chronische Progredienz entsteht ein lipidreicher Kern, der
von einer fibrosen Kappe bedeckt ist.

Neben der Mdglichkeit der Einengung des GefaRes besteht die Gefahr der akuten Verlegung des
Kanallumens. Durch MMPs wird die immer dinner werdende fibrose Kappe destabilisiert,
sodass es folgend zur Ruptur kommen kann (Libby, 2006). Der Kontakt des exponierten Fibrins
zu Gerinnungskomponenten des Blutes fuhrt zur Initiation der Koagulation, zur Rekrutierung

von Blutplattchen und letztlich zur Entstehung eines Thrombus (Glass und Witztum, 2001).

1.3.3 Risikofaktoren und Einfluss der Genetik auf KHK
Wie Parodontitis ist auch die KHK eine multifaktorielle Erkrankung. Verschiedene

Risikofaktoren steigern die Anfélligkeit fur die Ausbildung einer Atherosklerose und damit die
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Gefahr, eine KHK zu entwickeln. Zu den unabhdngigen Hauptrisikofaktoren z&hlen
Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, erhdhte Serum-Cholesterinwerte (einschlieBlich LDL),
erniedrigte Serum-HDL-Werte (,,high-densitiy-lipoprotein®), Diabetes mellitus, das mannliche
Geschlecht und ein fortgeschrittenes Alter. Weitere Risikofaktoren sind Adipositas,
Bewegungsmangel, eine positive Familienanamnese, psychische Faktoren und einige andere
biochemische Faktoren (Grundy et al., 1999).

Traditionelle  Risiken wie  Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Hypertonie oder
Dyslipoproteindmien kdénnen jedoch nur etwa zwei Drittel aller KHK-Events erklaren (Wang et
al., 2012a). Daher ist von einem grofRen Einfluss genetischer Komponenten auszugehen. Dieser
wird ahnlich wie bei einer Parodontitis auf bis zu 50% geschatzt (Roberts, 2008). In
Experimenten an Méusen wurden Uber 100 potentielle Gene identifiziert, die die Ausbildung
einer Atherosklerose bedingen konnen. Diese genetischen Faktoren lben einen Einfluss auf
Zellen des Gefal- und Immunsystems sowie auf Zellen des Blutes aus (Lusis et al., 2004).

Eine Studie hat dargestellt, dass das elterliche Auftreten einer KHK ein Prédiktor fiir ein
zukunftiges Event bei Erwachsenen im mittleren Alter ist (Lloyd-Jones et al., 2004). Eine
schwedische Studie an Zwillingen hat den Einfluss genetischer Komponenten sowohl bei
Mannern als auch bei Frauen gezeigt. So hat ein ménnlicher, monozygoter Zwilling ein 8,1-fach
erhohtes Risiko an einer KHK zu versterben, wenn dies seinem Zwillingsbruder bis zu einem
Alter von 55 Jahren widerfahren ist. Bei dizygoten Zwillingen war das Risiko 3,8-fach. Bei
Frauen wurden &hnliche Ergebnisse festgestellt. Starb ein monozygoter Zwilling vor 65
Lebensjahren an einer KHK, hatte der noch lebende Zwilling ein 15-faches Risiko ebenfalls an
einer KHK zu sterben. Bei dizygoten Schwestern zeigte sich ein 2,6-fach erhthtes Risiko
(Marenberg et al., 1994).

Genomweite Assoziationsstudien fanden 33 genetische Varianten, die das Risiko fiir eine KHK
erhéhen. 23 Varianten wirken Uber bisher unbekannte Mechanismen und nur zehn sind mit
Hypertonie oder Lipidregulation assoziiert (Roberts et al., 2012). Wahrend nur ein kleiner Teil
dieser Genvarianten in codierenden Bereichen liegen, befindet sich der groBRte Teil in nicht
transkribierten Bezirken, was auf multiple Signalwege mit variablen Effekten schlieBen lasst.
Bekannte Assoziationen existieren zu Genen die fur LDL, HDL, Triglyceriden,
Endothelfunktion und —Regeneration, IFNy und IL-6 kodieren (McPherson, 2013).

1.4 Parodontitis als Risikofaktor fir KHK

1.4.1 Assoziationsstudien zwischen Parodontitis und KHK
Sowohl Parodontitis als auch kardiovaskulare Erkrankungen, zu denen die KHK z&hlt, stellen
multifaktorielle, entziindliche Erkrankungen dar. Dies legt nahe, dass es zwischen Atiologie und

Pathogenese beider Erkrankungen Gemeinsamkeiten gibt. So geriet die orale Gesundheit bei der
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Ursachensuche der KHK in den letzten Jahrzehnten immer mehr in den Fokus des Interesses. In
Bezug auf orale Erkrankungen stellte sich besonders die Parodontitis als einflussreicher Faktor
fur die Entwicklung weiterer chronisch-entzindlicher Erkrankungen dar. Das relative Risiko fir
die Entwicklung einer KHK bei Vorliegen einer Parodontitis wird in einer Meta-Analyse mit
1,24 (95%-Konfidenzintervall 1,01-1,51) bis 1,34 (95%-Konfidenzntervall 1,01-1,51)
angegeben (Humphrey et al., 2008). Zahlreiche Analysen bestatigten den beschriebenen
Zusammenhang. Aufgrund der Multifaktorialitat beider Erkrankungen ist davon auszugehen,
dass die Assoziation nicht auf einem einzigen biologischen Mechanismus basiert, sondern
verschiedene Zusammenhange eine Rolle spielen.

Erste Assoziationen konnten finnische Forscher 1989 herstellen. In einer Fall-Kontroll-Studie
wurden 100 Patienten mit akutem Myokardinfarkt und 102 zufdllig ausgewahlte
Kontrollprobanden untersucht. Dabei stellte sich der Mundgesundheitszustand (Index erstellt
aus Parodontitis, Karies, apikalen und perikoronaren Lé&sionen) als signifikant schlechter bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt dar. Dieser Zusammenhang war auch nach Adjustierung
fur Alter, soziodkonomischem Status, Nikotinabusus, Serumlipidkonzentration und Diabetes
mellitus signifikant (Mattila et al., 1989).

Eine amerikanische Studie untersuchte 9760 Frauen und Manner zwischen 25 und 74 Jahren in
der Zeit von 1971 bis 1987 und stellte ein um 25% erhohtes Risiko fur eine KHK bei
gleichzeitigem Vorhandensein einer Parodontitis fest. Das bestdtigte sich auch nach
Adjustierung fur 13 bekannte Risikofaktoren der KHK (DeStefano et al., 1993).

In einer Longitudinalstudie wurde festgestellt, dass Probanden mit erhohter Sondiertiefe
(>3mm) im Gegensatz zu parodontal gesunden Studienteilnehmern ein um 3,1-fach hohere
adjustiertes Hazard-Ratio besallen, eine KHK zu entwickeln. Dazu wurden in den Jahren 1968
bis 1971 1.147 ménnliche Probanden untersucht (Beck et al., 1996).

2003 konnte in einer Meta-Analyse ein um 19% erhohtes Risiko flr eine kardiovaskulare
Erkrankung bei Patienten mit Parodontitis festgestellt werden. Dieser Zusammenhang wurde
noch deutlicher bei alleiniger Betrachtung der Probanden unter 65 Jahren (Janket et al., 2003).
Weiterhin fand eine Forschergruppe um Dietrich eine von der Schwere der Parodontitis
abhangige Inzidenz einer KHK bei Mannern jiinger als 60 Jahren (Dietrich et al., 2008).

Auch ein Zusammenhang zwischen schlechter Mundhygiene und einem erhéhten Risiko einer
KHK konnte gezeigt werden. Dazu wurden 11.869 Manner und Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 50 Jahren in Schottland untersucht (Oliveira et al., 2010).

2014 wurde in einer Studie mit 8.124 Japanern zwischen 30 und 75 Lebensjahren eine
signifikante Beziehung zwischen entzindlich bedingtem Zahnverlust und der arteriellen
Steifigkeit (als Indikativ der Atherosklerose) prasentiert (Asai et al., 2014).
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1.4.2 Biologische Mechanismen fir die Beziehung zwischen Parodontitis und KHK

Bisher ist kein direkter, ursdchlicher Zusammenhang zwischen Parodontitis und KHK bekannt
und somit ist bisher nicht eindeutig anerkannt, ob die Beziehung kausaler oder nichtkausaler
Natur ist. Mdgliche Schnittpunkte werden zahlreich diskutiert und basieren zum einen auf dem
erhohten Level der systemischen Entzindung und zum anderen auf einer massiv erhdhten
Bakterienlast bei Patienten mit Parodontitis (Friedewald et al., 2009).

Ein fur die Parodontitis anerkannter Entzlindungsmarker ist das C-reaktive Protein (CRP). In
einer Meta-Analyse konnten erhohte CRP-Werte bei Vorhandensein einer Parodontitis im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden (Paraskevas et al., 2008). Diese
erhohten CRP-Werte sind assoziiert mit einer hoheren Inzidenz akuter thrombotischer
Ereignisse einschlieBlich Myokardinfarkt und Schlaganfall. Zudem wurde eine erhohte
chronische Koagulierungsneigung bei gesunden Probanden mit héherem Langzeitrisiko fir eine
KHK festgestellt (Ridker et al., 2002; Blake und Ridker, 2002). Die Erklarung dafur konnte
eine CRP-getriggerte Komplementaktivierung und die darauf folgende verstarkte Fibrinogen-
Verklumpung sein (Genco et al., 2002). Weiterhin ist festzustellen, dass die Behandlung von
moderaten und schweren  Parodontitiden zur  Verringerung der  systemischen
Entziindungsmediatoren fiihrt (Seinost et al., 2005; Koppolu et al., 2013).

Die Assoziation zwischen Parodontitis und kardiovaskuldaren Erkrankungen kdnnte aber auch
tiber parodontopathogene Mikroorganismen und deren Bestandteile erklart werden. In einer
Tasche um einen unbehandelten, an Parodontitis erkrankten Zahn wurden 10° bis 10** gram-
negative Bakterien gefunden, die dort in direkter Nachbarschaft zum gingivalen Gewebe
standen (Friedewald et al., 2009). Es wurde gezeigt, dass bakterielle Endotoxine aus dem
parodontalen Kompartiment in den Blutstrom (bergehen und damit zu atherosklerotischen
Verdnderungen  beitragen  konnen.  Diese  Ausschwemmung  von  bakteriellen
Stoffwechselprodukten tritt bereits bei maRigem Kauen auf und ist von der Schwere einer
Parodontitis abhéangig (Geerts et al., 2002). In atherosklerotischen Plaques wiederum ist DNA
parodontalpathogener Bakterien wie P. intermedia nachweisbar (Fiehn et al., 2005). In einer
Studie an zwolf Patienten mit chronischer Parodontitis und Obliteration der Bifurkation der
Acrteria carotis oder einer Arterie der unteren Gliedmalien gelang ein Nachweis vitaler Bakterien
in atherosklerotischer Plague. In einem Kulturverfahren konnte bei zwei Patienten der
parodontopahtogene A. actinomycetemcomitans nicht nur aus dem parodontalen Kompartiment
angeziichtet werden, sondern es war auch moglich, dieses Bakterium aus der
atherosklerotischen Plaque zu kultivieren (Padilla et al., 2006). In einem In-vitro-Modell konnte
gezeigt werden, dass Makrophagen in Anwesenheit von LDL P. gingivalis aufnehmen und dies
die Bildung von Schaumzellen verstarkt. Damit hat der als parodontopathogen geltende P.
gingivalis ein atherogenes Potential und spielt moglicherweise eine Rolle in der Entwicklung

der Atherosklerose (Giacona et al., 2004). Weiterhin kann es durch Mikroorganismen aus
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dentaler Plaque zur Aktivierung des Blutgerinnungssystems kommen, wodurch ein weiterer
Zusammenhang zu kardiovaskuldren Erkrankungen gegeben sein kdnnte (Herzberg und Weyer,
1998; Imamura et al., 2003).

Auch Autoimmunreaktionen koénnen eine Atherosklerose fdrdern. Im Rahmen einer
Kreuzreaktivitat greifen AntikOrper, die eigentlich gegen bakterielle Lipopolysaccharide
gerichtet sind, auch korpereigene endotheliale Komponenten an und verstarken somit den
atherosklerotischen Prozess (Jeftha und Holmes, 2013). Diese Epitopgemeinschaft besteht
beispielsweise zwischen dem bakteriellen Chaperonin GroEL und dem funktionell homologen
humanen Hitzeschockprotein 60 (HSP60) (Ford et al., 2006).

Dariiber hinaus stellen gemeinsame Risikofaktoren einen indirekten Zusammenhang zwischen
Parodontitis und kardiovaskularen Erkrankungen dar. Von grofer Bedeutung ist neben
gemeinsamen genetischen Faktoren der Nikotinabusus, wodurch es vor allem zu histologischen
GefaBveranderungen und einer veranderten zelluldaren und humoralen Immunabwehr kommt
(Palmer et al., 2005). Weiterhin konnen Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Dyslipoproteindmie und Adipositas als gemeinsame Risikofaktoren ein mdgliches Bindeglied
zwischen den beiden Erkrankungen darstellen. Zusatzlich kénnen auch Depressionen, physische
Inaktivitat, das Alter und das mannliche Geschlecht als Risikofaktoren von Bedeutung sein
(Friedewald et al., 2009).

1.4.3 Gemeinsame genetische Risikofaktoren

Neben den oben genannten gemeinsamen Risikofaktoren kdnnten auch genetische Faktoren
einen Einfluss sowohl auf die Parodontitis als auch auf die KHK darstellen. Ein schwieriger
Umstand in der Ursachensuche von Krankheiten multikausaler Genese ist, dass ein genetischer
Faktor nicht allein, wohl aber im Zusammenspiel, also in einer Gen-zu-Gen oder in einer Gen-
zu-Umwelt-Interaktion, zur Entstehung solcher Erkrankungen fiihren kann.

Von besonderem Interesse sind dabei Gene, die in Beziehung zum Immunsystem stehen. Der in
dieser Arbeit untersuchte Rezeptor fur advanced glycation endproducts kénnte dabei ein
Stellglied fir die Entwicklung beider Erkrankungen sein. Dabei existieren bereits
Untersuchungen zum Einfluss des -374T>A SNP im RAGE-Gen auf die Atherosklerose (siehe
Kapitel 1.5.7). In einer Fallkontrollstudie konnte das T-Allel des untersuchten Polymorphismus
als mdoglicher Risikofaktor fur die Entwicklung einer aggressiven Parodontitis identifiziert
werden (Stosberg et al., 2011).

Auch dem in der parodontalen Sulkusflissigkeit vorkommenden TNFo wird eine
Einflussnahme zugeschrieben. Dort stimuliert TNFo nicht nur die Produktion weiterer
inflammatorisch wirksamer Zytokine wie IL-1p und IL-6, sondern fordert auch die Expression
von endothelialen Adhasionsmolekilen (Garlet, 2010). Dies triggert die Migration weiterer

immunkompetenter Zellen, wodurch ein Einfluss sowohl auf die Parodontitis als auch auf die

14



Atherosklerose gegeben sein konnte. Weiterhin kann TNFo die Aktivierung von MMP’s
induzieren, die sowohl eine Rolle im Abbau parodontaler Strukturen wie auch in der
Degradation von GefalRwandbestandteilen spielen (Sato und Seiki, 1993; Galis et al., 1994).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Evidenz flr die Existenz gemeinsamer

genetischer Risikofaktoren fir Parodontitis und KHK noch gering ist.

1.5 Der Rezeptor fiir advanced glycation endproducts

1.5.1 Nomenklatur und Vorkommen

Der zur Superfamilie der Immunglobuline gehtrende Rezeptor fir advanced glycation
endproducts (AGEs) kommt in zahlreichen Zelltypen des menschlichen Korpers vor. Neben
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Skelettmuskelzellen und Neuronen, liegt RAGE auch an
der Oberflache von T-Lymphozyten (Imani et al., 1993) und mononukledren Phagozyten vor
(Brett et al., 1993; Schmidt et al., 2001; Sorci et al., 2004). Abbass und Kollegen stellten bei
mannlichen, afrikanischen Nichtrauchern fest, dass sich RAGE besonders haufig in gingivalen
Zellen von Diabetikern, gefolgt von Patienten mit schwerer Parodontitis befindet (Abbass et al.,
2012). In einer anderen Studie konnte immunhistochemisch kein Unterschied des RAGE-
Vorkommens zwischen entzlindeter Gingiva von Typ-lI-Diabetikern und Nichtdiabetikern
gefunden werden. Nach Durchfiihrung einer PCR (,,polymerase chain reaktion®) konnte
dagegen jedoch eine um 50% hohere RAGE-Konzentration in der Diabetikergruppe gezeigt
werden (Katz et al., 2005).

RAGE, oder auch AGER genannt, verdankt seinen Namen den ersten bekannten Liganden, den
AGEs. AGEs kommen typischerweise im Blutplasma von Diabetikern, in alternden
GefaBwanden (Neeper et al., 1992), bei Nierenversagen und in Fallen von Entziindungen
(Bucciarelli et al., 2002) in erhéhtem Male vor. Weiterhin wird ihnen eine Rolle bei Alzheimer
nachgesagt. Ursprunglich umfasste der Begriff AGE Stoffe mit einer gelb-braun
fluoreszierenden Farbe und der F&higkeit, sich untereinander zu vernetzen (Vlassara et al.,
1984). Mittlerweile wird unter AGEs ein breites Spektrum an fortgeschrittenen Endprodukten
des Glykierungsprozesses (so genannte Maillard-Reaktion) verstanden. Bei dieser nicht-
enzymatischen, zeitabh&ngigen, chemischen Reaktion reagieren Zuckermolekiile mit Proteinen,
Lipiden und Nukleinsduren (Takeuchi und Makita, 2001; Bierhaus et al., 2005). Wahrend die
Reaktion friher Endprodukte noch reversibel ist, ist die Bildung von AGEs praktisch nicht
umkehrbar (Schmidt et al., 1999).

RAGE wird eine besondere Rolle im Rahmen von verschiedenen chronischen Erkrankungen
und Entziindungen beigemessen. In Tiermodellen konnte jedoch gezeigt werden, dass RAGE
auch bei gesunden Tieren in einem niedrigen Mal} auf Zelloberflachen exprimiert wird. Bei

Auftreten pathologischer Prozesse steigt die Expressionsrate von RAGE an und kann Gber
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mehrere Jahre anhalten. Wahrend andere Teile des Immunsystems einer negativen
Riickkopplung unterworfen sind, welche die zelluldre Aktivierung begrenzt, existiert bei RAGE
im Falle einer Aktivierung eine positive Ruckkopplung, die in einem circulus vitiosus endet. So
konnte gezeigt werden, dass die Bindung von AGEs oder Amyloid-p an RAGE zu einer
Aktivierung von NF-«B flhrt (Schmidt et al., 1999). NF-kB wiederum induziert im Zellkern die
Expression von Uber 200 verschiedenen Zielgenen, welche u. a. fir RAGE selbst codieren
(Bierhaus et al., 2005). Weiterhin kann die Aktivierung von RAGE zur Freisetzung von
Sauerstoffradikalen fiihren, welche die Sauerstoff-sensitive Produktion von NF-kB auslosen
kann (Dou et al., 2012). Veranderungen im Promotor des RAGE-Gens, wie der in dieser Studie
untersuchte -374T>A Polymorphismus, konnten somit durch Anderung der Quantitat der
Expression des untersuchten Rezeptors ber die veranderte Bildung von NF-kB Stérungen im
Gleichgewicht des sensiblen Immunsystems und der Gewebshoma@ostase bewirken. Dies kdnnte
unter anderem durch die NF-kB-abhangige Aktivierung von TNFa, IL-1, IL-6, von
Matrixmetalloproteinasen (Nah et al., 2007) und der Osteoklastenaktivitat (Leibbrandt und

Penninger, 2008) erklart werden.

1.5.2 Struktur

RAGE ist ein transmembranérer Multiliganden-Rezeptor, bei dem es sich um ein 35kDa groRes
Polypeptid mit einer terminalen NH2-Gruppe handelt (Schmidt et al., 1992). RAGE besteht aus
einer 332 Aminosauren (AS) langen extrazellularen Region, einer hydrophoben 19AS-
Transmembrandoméne und einer kurzen zytosolischen Domane (43AS). Die extrazelluldre
Region ist unterteilbar in eine V- sowie zwei C-Doménen (C1 und C2). Die V-Doméne weist
zwei potentielle N-Glykosilierungsstellen auf, welche mit fir die Bindung von Liganden
verantwortlich sind (Neeper et al.,, 1992; Srikrishna et al.,, 2002). Wahrend diese
Ligandenbindung extrazelluldr stattfindet, sorgt die intrazellulare Doméne fur die Weitergabe
des Signals. Allerdings besitzt diese Doméne keine bisher bekannten Phosphorylierungstellen,
G-Protein-Bindungsstellen oder Kinase-Bindungsstellen. Dennoch ist sie essentiell fir den
intrazelluldren Signalweg notwendig (Ding und Keller, 2005a).

Entgegen alteren Untersuchungen geht man heute davon aus, dass V- und Cl1-Doméne
funktionell miteinander verbunden sind, wéhrend die C2-Doméne separat uber einen flexiblen
Linker an die V-C1-Untereinheit gebunden ist. Die Interaktion zwischen RAGE und seinen
Liganden kann sowohl Uber die V/C1-Doméne, als auch (ber die C1/C2-Doméne erfolgen
(Dattilo et al., 2007; Leclerc et al., 2007).

Neben der beschriebenen full-RAGE-Variante (fIRAGE) exisitieren noch weitere Unterformen.
Der loslichen Form soluble RAGE (SRAGE) fehlt die transmembrandre und cytosolische

Doméne durch proteolytisches Schneiden nach Einbau in die Zellmembran. Das ebenfalls nicht
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membranstandige endogenously-secreted RAGE (esRAGE) entstent durch alternatives
SpleiRen. Allerdings kann zirkulierendes SRAGE oder esRAGE Liganden binden und so die
Aktivierung des membranstdndigen RAGE verhindern (Malherbe et al., 1999; Ding und Keller,
2005a; Falcone et al., 2005). Die dominant negative Form (dnRAGE) ist bis auf das Fehlen der
intrazelluldaren Doméne identisch zum fIRAGE. Damit fehlt dieser Isoform die Moglichkeit
Signale in das Innere der Zelle zu leiten. Im Gegensatz dazu fehlt dem n-truncated RAGE
(ntRAGE) die V-Domane, wodurch es dieser Variante wahrscheinlich nicht méglich ist,
Liganden zu binden. Dennoch wurde ein schwaches, nach intrazelluldr geleitetes Signal
festgestellt, was auf einen weiteren Signalweg deutet (Yonekura et al., 2003). Zusétzlich
wurden weitere Unterformen im menschlichen Gehirn festgestellt, die sowohl auf
Herausschneiden von Exons als auch auf dem Belassen von Introns basieren. Dies betrifft
fIRAGE, sRAGE und dnRAGE (Ding und Keller, 2005a). Im weiteren Verlauf der Arbeit wird
die membranstandige Form fIRAGE als RAGE bezeichnet (Abb. 2).

RAGE SRAGE dnRAGE
V-Domane ntRAGE
C1-Doméne
C2-Domane
TMD ( )

intrazellulare Doméane

Abb. 2: Schematische Darstellung der vier RAGE-Isoformen RAGE (entspricht fIRAGE),
SRAGE, dnRAGE und ntRAGE (adaptiert nach Tan et al., 2007).
TMD: transmembrandre Domane.

1.5.3 RAGE Liganden

Die namensgebenden Liganden AGEs bilden eine sehr heterogene Gruppe. Sie entstehen
hauptséachlich im hyperglykdmischen Milieu, aber auch bei oxidativem Stress und unter Einfluss
von Inflammation, der bei Parodontitis und KHK gegeben ist (Del Turco und Basta, 2012). Da
die involvierten chemischen Reaktionen durch hohe Komplexitdt und Heterogenitat
gekennzeichnet sind, konnten bislang nur wenige AGEs charakterisiert werden. Dazu gehdren
unter anderem N-carboxymethyllysine human serum albumin (CML-HSA), methylglyoxal-

modified human serum albumin (MG-HSA), Pentosidine und Pyrraline. Je nach
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Entstehungsweg konnen sie in funf verschiedene Gruppen eingeteilt werden (AGE 1 — 5)
(Takeuchi und Makita, 2001; Grossin et al., 2009).

An den Multiligandenrezeptor RAGE binden neben AGEs noch diverse andere, strukturell
verschiedene Liganden. Dazu gehdren u.a. das DNA-bindende HMGB-1 (Amphoterin), welches
verstérkt bei Zellnekrose freigesetzt wird (Hori et al., 1995), Amyloid-p (Yan et al., 1996) oder
Amyloid A (Yan et al., 2000). Weitere Liganden von RAGE sind S100-Proteine, wobei es sich
um calciumbindende Polypeptide handelt, die bei chronischer Entziindung extrazellulér
akkumulieren (Hofmann et al., 1999). Neben diesen korpereigenen Liganden bindet RAGE
auch Oberflachenmolekille von Bakterien (LPS) (Yamamoto et al., 2011) und Prionen (Sasaki
et al., 2002). Aufgrund dieser grof3en Ligandenvielfalt wird RAGE auch als pattern recognition
receptor beschrieben. Diese Rezeptoren gehdren zum angeborenen Immunsystem und dienen
der Identifikation von pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), die mit zellularem
Stress oder bakteriellen Pathogenen assoziiert sind und damage-associated molecular patterns
(DAMPs), welche bei Zellschaden freigesetzt werden. Molekile wie HMGB-1 und S100-

Proteine gehdren zu den DAMPs.

1.5.4 Signaltransduktionsweg

Basierend auf den zahlreichen RAGE Isoformen, zusétzlichen splice-Varianten und
verschiedenen Polymorphismen im codierenden Gen, geht man in einer wachsenden Zahl von
Untersuchungen davon aus, dass die Signaltransduktion nicht durch die alleinige Interaktion
einer einzelnen RAGE-Isoform stattfindet. Vielmehr ist die Summation der Effekte der
verschiedenen RAGE-Isoformen Grundlage fur die Signalweiterleitung (Ding und Keller,
2005b).

Die Interaktion von RAGE mit seinen Liganden kann verschiedene Signalkaskaden ausldsen,
welche meistens zu einer Aktivierung von NF-«xB fiihren. Ungeklart ist bisher, welche Funktion
die n-truncated RAGE-Variante ohne ligandenbindende V-Doméne hat und auf welchem
Mechanismus eine Signaltransduktion basiert. (Huttunen et al., 1999; Bierhaus et al., 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass eine RAGE-Ligation die Aktivierung der mitogen-activated
protein kinase (MAPK)-Kaskade induziert. Diese wiederum aktiviert ihrerseits die
Transkriptionsfaktoren NF-kB und p21 (Lander et al., 1997). Spater konnten auch die MAPK-
Untergruppen p38 (Yeh et al., 2001; Sorci et al., 2004) und die SAPK/INK-MAP-Kinasen
(Taguchi et al., 2000) als RAGE-assoziierte Signalkaskaden beobachtet werden. Weiterhin
wurden die RHO-GTPasen Rac-1 und Cdc42 (Sorci et al.,, 2004) und die JAK/STAT-
Signalkaskade (Huang et al., 2001) als Ergebnis einer RAGE-Aktivierung identifiziert.
Auferdem kann es durch die Interaktion von RAGE mit seinen Liganden zur direkten Bildung

von reaktiven Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase kommen (Wautier et al., 2001).
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Vor dem Hintergrund, dass keine bekannten Phosphorylierungstellen, G-Protein-
Bindungsstellen oder Kinase-Bindungsstellen in der cytosolischen Doméane bestehen, stellt sich
die Frage, wie es zur Aktivierung der Signalkaskaden kommt. Einen moglichen Weg zeigten
Ishihara et al. 2003 mit extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2) als einen direkten
cytosolischen RAGE-Bindungspartner.

Der 1986 entdeckte Transkriptionsfaktor NF-kB (Sen und Baltimore, 1986), welcher eine
Schlusselrolle in der Regulation des Immunsystems besitzt und dessen Regulation auch durch
RAGE stimuliert wird, liegt im Zytoplasma meist in inaktiver Form vor. Dies wird durch
Bindung an das Inhibitor-Molekil IxBo gewdhrleistet. Die Aktivierung erfolgt durch
Phosphorylierung und Abbau des Inhibitor-Molekils und folgender NF-xB-Freisetzung
(Baldwin jr., 1996). Dieser induziert daraufhin im Zellkern eine Expression von (iber 200
verschiedenen Zielgenen, welche z.B. fur proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekiile, das Inhibitor-Molekil 1kBa. und fir RAGE selbst codieren. Das zeigt, dass
durch Aktivierung von RAGE ein positiver Feedback-Mechanismus ausgeldst wird (Bierhaus et
al., 2005).

Die Vielfalt an Signalkaskaden lasst vermuten, dass verschiedene RAGE-Liganden auch
unterschiedliche Signalwege ausldsen. Zudem ist eine Abhangigkeit vom Zelltyp, in welchem
RAGE exprimiert wird, denkbar. Dies erhoht nochmals die Komplexitit des RAGE-
Netzwerkes. Sind Mechanismen gestort, die fur negative Rickkopplungen in Richtung des
homdostatischen Gleichgewichtes einer Zelle verantwortlich sind, kann dies zu einer

ansteigenden Zellaktivierung fiihren (Bierhaus et al., 2005).

1.5.5 RAGE-Gen und Gen-Polymorphismen

Das RAGE-Gen ist lokalisiert auf dem kurzen Arm von Chromoson sechs an Position 6p21.3.
Dies ist die Region des major histocompatibilitycomplex (MHC-Komplex) Klasse 3, in der
verschiedene Gene der Immunantwort, TNFo und Faktoren des Komplementsystems lokalisiert
sind (Laki et al., 2007). Die Lange betragt ca. 1700 Basenpaare und es beinhaltet 11 Exons
(Sugaya et al., 1994).

Im Gegensatz zu Mutationen, die ein spezifisches Krankheitshild bewirken, kommen
Polymorphismen in hoher Frequenz in der Bevolkerung vor und koénnten somit auch eine
modifizierende Funktion auf Parodontitis und KHK ausuiben. Erst wenn in tber 1% einer
Population eine solche Mutation vorliegt, spricht man von einem Polymorphismus. Die
einfachste Variante ist der single nucleotide polymorphism (SNP), bei dem es zu einem
Austausch einer einzigen Base kommt (Taba jr. et al., 2012). Ein Polymorphismus muss nicht
zwangslaufig auch ein verdndertes Genprodukt zur Folge haben. Bei einem Basenaustausch in

einem Intron kommt es nicht zu funktionellen Auswirkungen, sodass man von einer stillen
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Mutation spricht. Befindet er sich im Bereich eines Exons, kann dies eine verdnderte
Aminosduren-Struktur und eingeschrénkte Funktion des Proteins zur Folge haben. Im Falle
eines Promotorpolymorphismus wird eher die Quantitat des Genprodukts beeinflusst.

Der in der vorliegenden Studie untersuchte -374T>A SNP im Promotor des RAGE-Gens wurde
zuerst von Hudson beschrieben. Dort wurde eine durch das A-Allel gesteigerte
Promotoraktivitdt vermutet (Hudson et al., 2001). Weitere Studien fanden Kkontroverse
Ergebnisse (Martens et al., 2012), sodass nicht eindeutig gekléart ist, ob der Polymorphismus zu

einer Hoch- oder Runterregulation der Promotoraktivitét fuhrt.

1.5.6 Einfluss von RAGE auf Parodontitis

Durch eine Stimulation von RAGE kommt es zu einer proinflammatorischen Reaktion. Speziell
in Makrophagen ist dieser Effekt unter anderem in einer erhdhten Expression von TNFa, IL-1,
IL-6 und Stickstoffmonoxid (NO) erkléarbar, wobei NF-xB eine Vermittlerrolle spielt. Durch
Inhibieren von RAGE und NF-kB durch Antikdrper kann eine Hochregulation von TNFa, IL-6
und NO verhindert werden (Holla et al., 2001; Dukic-Stefanovic et al., 2003). Weiterhin fuhrt
NF-kB zu einem Anstieg von MMPs der Formen MMP-1, MMP-3 und MMP-13 (Nah et al.,
2007). Auch an humanen Fibroblasten konnte ein AGE-RAGE-stimulierter MMP-1-Anstieg
verzeichnet werden (Yu et al.,, 2012). In kultivierten humanen Zellen des parodontalen
Ligaments stellten japanische Forscher einen Anstieg von IL-1 und IL-6 durch HMGB-1-
Stimulation unter anderem (ber RAGE fest (Hasegawa, 2008). Dariiber hinaus ist NF-kB ein
bedeutender Regulator der Osteoklastenaktivitit (Leibbrandt und Penninger, 2008). Durch
MMPs und Osteoklasten kommt es zur fortschreitenden Progression der parodontalen
Desktruktion. Die Interaktion zwischen RAGE mit AGEs in Endothelzellen fihrt zu deren
Hyperpermeabilitat und erhéhter Expression von Adhdsionsmolekilen wie VCAM-1 (Holla et
al., 2001). Weiterhin wird in Endothelzellen tber die Achse HMBG-1-RAGE-NF-xB auch das
chemotaktische IL-8 vermehrt produziert (Sun et al., 2013), wodurch es zur Mobilisierung und
Degranulation neutrophiler Granulozyten kommen kann.

Studien zum Einfluss von RAGE-Polymorphismen auf Parodontitis sind bisher rar. Eine
Forschergruppe um Holla fand 2001 bei Kaukasiern eine statistisch signifikante Assoziation
zwischen dem Polymorphismus 1704G/T (p=0,020) und chronischer Parodontitis. Bei den
anderen untersuchten Genvarianten 2184A/G und einem Aminosdureaustausch an Position 82
(G82S) stellten sie keine Differenzen zur Kontrollgruppe fest (Holla et al., 2001). Fir den
untersuchten -374T>A SNP im RAGE-Gen existiert eine Studie, in der das T-Allel als
maoglicher Risikofaktor fir eine aggressive Parodontitis identifiziert wurde (Stosberg et al.,
2011). In der vorliegenden Studie wird zum ersten Mal untersucht, ob der -374T>A-RAGE SNP

20



zum Schweregrad der Parodontitis bei stationdren KHK-Patienten und/oder weiteren kardialen

Ereignissen assoziiert ist.

1.5.7 Einfluss von RAGE auf Atherosklerose

In neueren Studien gehen Forscher davon aus, dass die Interaktion von RAGE mit seinen
Liganden an der Entstehung von atherosklerotischer Plaque beteiligt ist. In Apo-E -/- Mdusen
konnte nachgewiesen werden, dass es mit steigendem Lebensalter, besonders in Endothelzellen
aber auch in glatten Muskelzellen der Gefédimedia, einen signifikanten Anstieg von RAGE gibt
(Harja et al., 2008).

Das metabolische und biochemische Milieu, generiert durch den Eintritt von Lipoproteinen in
die GefalRwand, fordert die Produktion von AGEs, S100/Calgranulin-Proteinen und HMGB-1
(Harja et al., 2008). Dabei stellte man mit steigender Evidenz fest, dass die Ligierung mit
RAGE die Erhohung der NADPH-Oxidase, MAPK und NF-«xB triggert, gefolgt von einer
exzessiven Generation von Sauerstoffradikalen und der Hochregulation von VCAM-1, ICAM-1
und dem Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1). Die Produktion von raktiven
Sauerstoffspezies mit einhergehender erhéhter sauerstoffsensitiver NF-xB-Transkription kann
wiederum die Expressionsrate von RAGE im Sinne einer positiven Rickkopplung erhohen.
Weiterhin ist RAGE bekannt als Initiator der Produktion proinflammatorischer Zytokine, die
einen mafligeblichen Einfluss auf die Progression der Atherosklerose haben (Dou et al., 2012).
Um den Einfluss von RAGE zu bestatigen, wurden zahlreiche Versuche durchgefihrt.
Diabetische RAGE -/- Mause zeigten dabei signifikant geringere atherosklerotische Areale als
deren RAGE-positive Pendants (Soro-Paavonen et al., 2008). Gleichsam wiesen ApoE -/-
Mause geringere atherosklerotisch veranderte Bezirke auf, deren RAGE-Singalweg durch
SRAGE blockiert wurde (Wendt et al., 2006). In einer amerikanischen Humanstudie mit 1201
Patienten wurde nach einer Follow-Up-Zeit von durchschnittlich 18 Jahren festgestellt, dass
niedrige SRAGE-Level mit einer KHK assoziiert sind (HR=1,82, 95%-Cl=1,17-2,84). Dies
spricht fiir einen schiitzenden Effekt des zirkulierenden SRAGE (Selvin et al., 2013).
Studienergebnisse, die den Einfluss von RAGE-Polymorphismen auf KHK beschreiben, sind
sehr widersprichlich. In einer Ende 2012 veroffentlichten Metaanalyse wurden die
Auswirkungen der Polymorphismen -374T>A, -429T>C und G82S untersucht. Dabei konnte fur
keine der drei Genvarianten ein statistisch signifikanter Zusammenhang zur KHK gefunden
werden (Wang et al., 2012a). Allerdings besteht eine grolRe Heterogenitat in den Studiendesigns
und die Studien unterscheiden sich in den Variablen Endpunkt (teilweise nur Myokardinfarkt
aufgenommen), Aufnahmekriterien, ethnische Zugehorigkeit der Probanden, Aufnahme oder

Ausschluss von Probanden mit zusétzlichen Allgemeinerkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus.
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2. Zielstellung

Die KHK einschlieflich des Myokardinfarkts als schwerste Komplikation z&hlt zu den
fihrenden Todesursachen in den Industrienationen. Ursache dafur sind in der Regel
atherosklerotische ~ Gefalverdnderungen.  Bei  dieser  inflammatorisch ~ bedingten
Gefallerkrankung kommt es durch eine chronische oder akute Minderperfusion zur
Uberschreitung des Sauerstoffbedarfs iber das Sauerstoffangebot des Myokards. Zur
Mortalitatssenkung bedarf es neben der Entwicklung neuer Therapiestrategien ebenso einem
besseren Verstindnis von Atiologie und Pathogenese der KHK, um Gber die Beeinflussung von
Risikofaktoren die KHK-Ereignisrate zu senken.

Ende der 1980er-Jahre rickte ein moglicher Risikofaktor der KHK, die Parodontitis, immer
néher in den Mittelpunkt der Forschung. Die Parodontitis, eine ebenfalls entziindlich bedingte
Erkrankung multikausaler Genese, fuhrt zu einer Destruktion des Zahnhalteapparates und kann
unbehandelt zu Zahnlockerung und Zahnverlust fuhren. Der primére &tiologische Faktor der
Parodontitis ist die mikrobielle Plaque auf mineralisierten Zahnoberflachen. Zudem wirken
genetische und nichtgenetische Faktoren modulierend. Im Mittelpunkt der Erkrankung steht
neben der Untersuchung des oralen Mikrobioms die inflammatorische Immunantwort, die
einerseits der bakteriellen Abwehr dient, andererseits aber zum parodontalen Abbau beitragt.
Zum jetzigen Zeitpunkt geht man von einem bis zu 50%-igen Einfluss von genetischen Faktoren
sowohl auf KHK als auch auf Parodontitis aus (Lusis et al., 2004; Laine et al., 2010). Einen
moglichen Ansatzpunkt in der Entwicklung beider Erkrankungen kdnnten Polymorphismen im
Gen fiir den Rezeptor fiir advanced glycation endproducts (RAGE) darstellen. Der in dieser
Arbeit untersuchte Rezeptor befindet sich u.a. auf der Oberfldche von Zellen des Immunsystems
und Endothelzellen. Die genauen Auswirkungen auf die Promotoraktivitit konnten bislang nicht
eindeutig geklart werden. Es existieren Studien in denen beschrieben wird, dass das -374-A-
Allel vermutlich zu einer verringerten RAGE-Expression fuhrt (Falcone et al., 2008; Martens et
al., 2012). In einer anderen Verdffentlichung wird dagegen von einer durch das A-Allel
gesteigerten Promotoraktivitat ausgegangen (Hudson et al., 2001).

Der -374T>A Polymorphimus wurde bereits, mit teils widerspruchlichen Ergebnissen, in Bezug
auf eine KHK untersucht. Bei Patienten mit mindestens 50%-iger Koronarstenose konnte ein
schutzender Effekt des -374-AA-Genotyps festgestellt werden (Pettersson-Fernholm et al.,
2003). Im Gegensatz dazu stellte man in einer tirkischen Studie fest, dass das A-Allel ein
unabhéngiger Risikofaktor fir eine KHK bei Patienten mit Diabetes mellitus ist (Kucukhuseyin
et al.,, 2009). In einer Meta-Analyse konnte kein signifikanter Einfluss des -374T>A
Polymorphismus auf die KHK festgestellt werden (Wang et al., 2012a). In Bezug zur
Parodontitis existiert eine Studie, in der das T-Allel des -374T>A SNP als moglicher

Risikofaktor flr eine aggressive Parodontitis identifiziert wurde (Stosberg et al., 2011).
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Mit Hinblick auf die genannten Erkenntnisse wurden fir die vorliegende Studie folgende
Arbeitshypothesen formuliert:

1. Da genetische Risikofaktoren die Pathogenese der Parodontitis beeinflussen, ist eine
Assoziation zwischen dem untersuchten -374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen zum
Schweregrad einer Parodontitis zu vermuten.

2. Wir vermuten auflerdem, dass sowohl der -374T>A Polymorphismus im Promotor des
RAGE-Gens als auch Parodontitis zu kardiovaskularen Folgeereignissen bei stationdren
Patienten mit diagnostizierter KHK assoziiert ist.

3. RAGE spielt eine zentrale Rolle in der Immunantwort. Daher ist anzunehmen, dass
RAGE mit biochemischen Entziindunsparametern assoziiert ist.

4. Neben der Entziindungsreaktion koénnte RAGE auch die Zusammensetzung des
subgingivalen Biofilms beeinflussen. Deshalb vermuten wir eine Assoziation des

-374T>A Polymorphismus zum Auftreten parodontopathogener Mikroorganismen.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit wurde folgendermalien formuliert:

Ist der -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens assoziiert zur schweren
Parodontitis unter stationdren Patienten mit diagnostizierter KHK und in der Konsequenz auch
im Rahmen einer Longitudinaluntersuchung in Kombination mit schwerer Parodontitis

assoziiert zu kardiovaskuldren Folgeereignissen?

Weiterhin wurden folgende Nebenziele definiert:

Gibt es eine Assoziation zwischen untersuchtem RAGE-SNP und den gemessenen
Entziindungswerten (IL-6 und CRP) und Cholesterinwerten? Zudem sollte der Einfluss des
-374T>A Polymorphismus auf das Auftreten subgingivaler parodontopathogener Bakterien
untersucht werden. Weiterhin galt es zu Uberpriifen, ob es einen Einfluss des Polymorphismus

zu anamnestisch bekannten Vorerkrankungen gibt.

Aufgrund der angefiihrten Gemeinsamkeiten von KHK und Parodontitis ist ein Zusammenhang
zwischen beiden Erkrankungen zu vermuten. Ein gemeinsames genetisches Bindeglied kénnte
der hier untersuchte -374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen sein, da dieser am Anfang einer
verzweigten Signalkaskade des Immunsystems steht. Sollte sich ein solcher Zusammenhang
bestatigen, konnte durch eine Analyse der individuellen Allel/Genotyp-Konstellation das Risiko
flr das Auftreten erneuter kardiovaskuldrer Ereignisse eruiert werden. So wiirde ein Patient mit
erhéhtem Risiko in ein engmaschiges Recall-Netzwerk der Kardiologie und der Parodontologie
eingebunden werden, um ein weiteres Fortschreiten der Erkrankungen zu verlangsamen. Des
Weiteren konnte das Antagonisieren von RAGE oder das Abfangen oder Reduzieren von

RAGE-Aktivatoren ein Therapieansatz sein.
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3. Material und Methoden

3.1 Studienkollektiv

3.1.1 Auswahl der Patienten

Nach Durchfuhrung einer Fallzahlplanung durch das Institut fir Medizinische Epidemiologie,
Biometrie und Informatik wurde die Anzahl der Studienprobanden auf 960 festgelegt. Die
Ethikkommission der Martin-Luther-Universitét gab ihr positives Votum zur Durchfiihrung der
Studie. Jeder Patient wurde vor Teilnahme an der Studie schriftlich und mundlich aufgeklart
und hat eine Einwilligungserklarung zur Nutzung seiner anonymisierten Daten unterschrieben.

Dabei wurde er tber das Ziel der Studie und die Erhebung der Daten informiert.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in der Universitatsklinik und Poliklinik fiir Innere
Medizin Ill der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Fir die Teilnahme an der Studie
musste eine per Herzkatheteruntersuchung angiographisch festgestellte mindestens 50%-ige
Stenose mindestens einer dominanten Herzkranzarterie vorliegen. Weitere Voraussetzung fur
einen Studieneinschluss war ein Mindestalter von 18 Jahren von ausschliellich kaukasischen
nicht miteinander verwandten Teilnehmern und das Vorliegen einer schriftlichen
Einwilligungserkl&rung. Zudem wurde die Mindestanzahl der Z&hne auf vier festgelegt.

Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte bei Krankheiten oder Funktionsstérungen, die eine
Teilnahme nicht erlaubten und einer anderen nicht mehr als 30 Tage zuriickliegenden klinischen
Prifung des Patienten. Weitere Ausschlusskriterien waren eine Antibiotikaeinnahme in den
letzten drei Monaten, eine Einnahme von Medikamenten, die zu Gingivahyperplasien fiihren
kénnen (Hydantoin, Nifedpin, Cyclosporin A, etc.) und parodontale Therapien (subgingivales
Scaling, Kirettagen, Lappenoperationen) innerhalb der letzten sechs Monate. Schwangere

Patientinnen wurden nicht in die Studie aufgenommen.

3.1.3 Erhebung der klinischen Daten

Die Aufnahme von Patienten mit stabiler oder instabiler KHK zur Herzkatheteruntersuchung
stellt die Grundlage fur die Studienteilnahme dar.

Am ersten Tag nach Aufnahme kam es zum Patienteneinschluss inklusive Einholung der
Einverstandniserklarung. Dabei wurden die routinemaRigen Untersuchungen wie Langzeit-
EKG, Labordiagnostik und Echokardiographie durchgefuhrt.

Am néchsten Tag erfolgte die Erhebung des Zahn- und Parodontalstatus inklusive der

Probenentnahme zur Bestimmung des mikrobiologischen Befundes von Markerkeimen der
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Parodontitis (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Peptostreptococcus micros,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Eikenella corrodens,
Capnocytophaga ssp.).

Im Rahmen der parodontalen Anamnese wurden die Patienten nach Haufigkeit des
Zahneputzens pro Tag, Haufigkeit des Zahnarztbesuches pro Jahr und Raucherstatus befragt.
Auch eine parodontale Familienanamnese wurde erhoben.

Der zahnérztliche Befund umfasste den DMF-Index zur Erhebung der Anzahl Kkaritser
(decayed), fehlender (missing) und gefullter (filled) Z&hne. Weiterhin erfolgte die Erfassung des
Plagque-Indexes nach Silness und L6e durch optische Beurteilung ohne Anfarben mithilfe einer
Sonde. Die Bewertungsgrade reichen von 0 (keine Plaque durch Inspektion oder Sondierung
erkennbar) bis 3 (deutlich den Approximalraum ausfiillende Plaque) (Silness und Loe, 1964).
Zur Bestimmung der Pravalenz und Auspragung der Parodontitis wurde eine 6-Punkt-
Sondiertiefenmessung (probing depth: PD, Distanz marginale Gingiva bis apikaler Stopp bei
0,25N Sondierdruck) vorgenommen. Dabei wurde mit einer druckkalibrierten Messsonde
(DB764R Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Germany) der hdchste Wert nach sechs
Messungen (distobukkal, bukkal, mesiobukkal, mesiooral, oral und distooral) pro Zahn erhoben
und in die Mittelwertberechnung aller Z&hne einbezogen. Genauso wurde mit dem Attachment-
verlust (clinical attachment loss: CAL, Distanz Schmelz-Zementgrenze bis apikaler Stopp der
Messsonde) verfahren. Daraufhin erfolgte eine Einteilung der Probanden nach Kriterien von
Tonetti und Claffey in die Gruppe mit schwerer Parodontitis, wenn die Prdsenz des
approximalen CAL bei mindestens 30% der Z&hne grofRer gleich 5mm war (Tonetti und
Claffey, 2005).

Weiterhin wurde die Sondierblutung (BOP) ca. 30 Sekunden nach Sondiertiefenmessung mit
einer dichotomen (Ja/Nein) Entscheidung beurteilt. Die messpositiven Stellen wurden ins
Verhaltnis zur Gesamtzahl der Messstellen gesetzt (Ainamo und Bay, 1975).

SchlieBlich wurde eine Blutentnahme zur Analyse der Genpolymorphismen vorgenommen.

3.1.4 Erhebung der biochemischen Daten

Neben der allgemeinen Labordiagnostik fur die Akuttherapie der Koronarstenose wurden
zusétzliche Blutparameter bestimmt. Dies sind die Entziindungsparameter CRP, Leukozytenzahl
und IL-6. Weiterhin wurden Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin

sowie die Triglyceride bestimmt.
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3.1.5 Erhebung der Follow-Up-Daten

Die Evaluierung des Follow-Up erfolgte ein Jahr nach Erstaufnahme des Patienten. Alle
Probanden wurden postalisch angeschrieben, mit der Bitte, den beiliegenden Fragebogen
auszufillen (siehe Anhang). Nicht auf dem Postweg erreichbare Patienten wurden telefonisch
kontaktiert und befragt. AufRerdem wurden bei verstorbenen Patienten der Hausarzt und die

Gesundheitsdmter zur Todesursache befragt.

3.2. Genomische Untersuchungen

3.2.1 Blutentnahme und DNA-Isolation

Die Entnahme von 9ml vendsen Blutes erfolgte im Universitatsklinikum Kréllwitz mit EDTA-
Monovetten (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland). Diese wurden bis zur DNA-Isolation kihl
gelagert.

Die DNA-Isolation wurde im Labor der Universitatspoliklinik fur Zahnerhaltungskunde und
Parodontologie durchgefuihrt. Dabei wurden die Zellmembranen enzymatisch lysiert und die
freigewordene DNA durch ein Filtermembransystem isoliert.

Dazu diente das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden (Deutschland)). Im ersten Schritt
wurden 20pl Proteinase K, 200ul Blut und 200ul Puffer AL in ein 1,5ml Tube pipettiert. Nach
kurzem vortexen, schittelnder Inkubation (15min, 56°C) und zentrifugieren, wurden 200ul
Ethanol dazu pipettiert, nochmals gevortext und ein weiteres Mal zentrifugiert. Dieser Ansatz
wurde daraufhin auf die Mitte eines S&ulchens pipettiert und fir eine Minute bei 8000rpm
zentrifugiert. Danach wurde dieses Saulchen auf ein neues Sammeltube gesetzt, erst mit 500pl
Puffer AW1, anschlielend mit 500ul Puffer AW2 gewaschen und drei Minuten bei 13000rpm
zentrifugiert. Die DNA im nun trockenen Saulchen wurde mit 200ul Aqua dest. flinf Minuten
inkubiert und darauf folgend durch einminitige Zentrifugation bei 13000rpm von der Séule
eluiert. Die Lagerung der DNA erfolgt bei -20°C.

3.2.2 DNA-Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaktion, PCR) dient der Vervielféltigung
(=Amplifizierung) von spezifischen DNA-Sequenzen. Dabei kommt es nach Denaturierung des
DNA-Doppelstranges zur Anlagerung von Primern an die entstandene Einzelstrang-DNA.
AnschlieBend erfolgt die DNA-Synthese, bei der die Primer am freien 3°-OH-Ende mit Hilfe
der Polymerase verlangert werden. Der Ablauf einer PCR umfasst 20-40 Zyklen und findet in
einem Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) statt, der nach Programmierung die

verschiedenen Schritte automatisch nacheinander ausfihrt.
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PCR zur Amplifizierung des Promotorbereiches des untersuchten -374T>A SNP im RAGE-Gen

Als Grundlage der Genotypisierung wurde die Sequenz NW_001838980 herangezogen. Fur die

Amplifizierung des 345 Basenpaare langen DNA-Fragmentes (siehe Abb. 3) wurden pro Patient
12,5ul Master Mix (Promega), 0,5ul Primer 1 (5°- GGG GGC AGT TCT CTC CTC -3°), 0,5ul
Primer 2 (5°- TCA GAG CCC CCG ATC CTA TTT -3°), 10,5ul Agqua dest. und 1l der zu
untersuchenden genomischen DNA in 0,5ml Tubes pipettiert. Zusétzlich erfolgt bei jeder PCR

auch das Ansetzen einer Nullkontrolle ohne Patienten-DNA. Die daran anschliefende, 40

Zyklen umfassende PCR, ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

GGGGGCAGTT
AACAAAATGC
TGAGAATTTT
CTTTCACGAA
CATGATGCAG
CTATTGATGC
GCAGCCCTGA

CTCTCCTCAC
AGTTTTAAAT
TTTCAAAAAA
GCTCCAAACA
GCCCAATTGC
AACTTTGCGC
TGGACTGATG

TTGTAAACTT
AAAGAAATTT
CATGAGAAAC
GGTTTCTCTC
ACCCTTGCAG
AATCAAGATG
GAATAAATAG

GTGTAGTTTC
CTTTTTTCCC
CCCAGAAAAA
CTGTTCCCCA
ACAACAGTCT
GGGCTCCAGT
GATCGGGGGC

ACAGAAAAAA
TGGGTTTAGT
AAATGATTTT
GCCTTGCCTT
GGCCTGAACC
GGGTCACCAG
TCTGA

Abb. 3: Gensequenz des Promotors des RAGE-Gens (in 5° —

3’ — Richtung).

Primeranlagerungsstellen rot dargestellt, TSP5091 Erkennungssequenz griin dargestellt,
-374T>A SNP blau dargestellt und dick gedruckt.

Tab. 1. Zusammenfassung des PCR-Programmes zur Bestimmung der Genpolymorphismen

Denaturierung 2min, 94°C

Denaturierung 40s, 92°C

Annealing 40s, 54°C | )

Elongation Imin, 72°C | { 1. ZyKlus;
Delay 1s 15 Abfolgen
Denaturierung 40s, 92°C )

Annealing 40s, 49°C | )

Elongation Imin. 72°C | 2. ZyKlus;
Delay 1s 55 Abfolgen
Elongation 5min, 72°C ’

Hold 4°C
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3.2.3 Restriktions-Fragment-L&ngen-Polymorphismus (RFLP) und Darstellung in der
Agarose-Gelelektrophorese

Die Auswertung des Polymorphismus -374T>A im RAGE-Gen basiert auf dem Restriktions-
Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP). Dabei wird ausgenutzt, dass ein bestimmtes
Restriktionsenzym nur bei einer bestimmten Sequenz schneidet. Der zu untersuchende
Polymorphismus muss innerhalb dieser Erkennungssequenz liegen. Ist ein Basenaustausch
eingetreten, erkennt das Restriktionsenzym die Sequenz nicht und wird nicht aktiv. Daraus
ergibt sich eine unterschiedliche Anzahl von DNA-Fragmenten mit bestimmter Lange, welche
in einer Agarose-Gelelektrophorese dargestellt werden kann. Dieses Aufspalten der
amplifizierten DNA erfolgte mittels des Restriktionsenzyms TSP5091. Dazu wurden 0,6pl des
Enzyms und 2,5u1 NEB-Puffer 3 zum PCR-Ansatz hinzugefiigt. Das Schneiden der DNA
erfolgte acht Stunden bei 65°C im PCR-Gerdt.

Fur die Auftrennung wurde ein 2%-iges Gel aus 1,69 Sekam-Agarose, 80ml 0,5xTBE-Puffer
und 500ng/ml Ethidiumbromid hergestellt. In jede Geltasche wurden 10pl des Verdaus und 1pl
Auftragepuffer pipettiert. Nach Anlegen einer Spannung von 180V erfolgte die Auftrennung in
einer Zeit von 20min. Da die DNA durch je eine Phosphatgruppe pro Nukleotid negativ geladen
ist, wurden die DNA-Abschnitte von der positiv geladenen Anode angezogen. Kirzere
Fragmente bewegten sich dabei schneller als l&ngere Fragmente. Das im Gel vorhandene
Ethidiumbromid lagerte sich in die DNA ein und erlaubte die Betrachtung der unter einem UV-
Transilluminator fluoreszierenden Banden. Die mitgefiihrte Nullkontrolle bestétigte das
Nichtvorhandensein von Fremd-DNA (Abb. 5).

Genotypisierung des Polymorphismus -374T>A im RAGE-Gen

Das Enzym TSP5091 schneidet immer bei Vorhandensein der Erkennungssequenz AATT. Der
Polymorphismus -374T>A hat je nach Auspragung des Genotyps ein Adenin oder ein Thymin
an Stelle -374. In Abbildung 4 ist dies blau dargestellt. Das bedeutet, dass bei Vorhandensein
von Thymin die DNA an dieser Stelle geschnitten wird, bei Adenin nicht. Zur Kontrolle dienen
zwei weitere Abfolgen von AATT (in Abb. 4 rot dargestellt) amplifizierten Fragmentes.

Es resultiert je nach Genotyp ein Ergebnis mit vier (homozygot TT, drei Schnittstellen, folglich
4 Fragmente (29, 79, 110 und 127 bp)) oder drei (homozygot AA, zwei Schnittstellen, folglich 3
Fragmente (29, 79 und 237 bp)) unterschiedlich langen DNA-Fragmenten. AulRerdem erhalt
man funf verschiedene DNA-Fragmente bei einem heterozygoten Genotyp (29, 79, 110, 127
und 237 bp) (Abb. 4).

Zu beachten ist, dass die 29 bp lange DNA im Agarosegel nicht sichtbar ist. Die schwache

Bande in Abbildung 5 am unteren Bildrand kommt durch die PCR-Primer zustande.
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T-Allel

79bp 29bp 110bp 127bp

A-Allel
| D= '
79bp 29bp 237bp

Abb. 4: Schema zur Spaltung durch TSP509I
AATT-Erkennungssequenz rot dargestellt, Stelle des Polymorphismus blau dargestellt

237 bp
127 bp
110 bp
79 bp

2 3 4 576 7 sEEY NI

Abb. 5: Gelelektrophorese: Geltaschen am oberen Bildrand zu erkennen.
Bande 1: DNA-Leiter (*1: 200bp, *2: 150bp, *3: 100bp)

Bande 2, 4, 10: homozygot AA

Bande 3, 7: homozygot TT

Bande 5, 6, 8, 9, 11: heterozygot AT

Bande 12: Nullkontrolle
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3.3 Chemikalien fir die genomische Untersuchung

a) DNA-Isolation
- QlAamp DNA Blood Mini Kit
- Ethanol, Aqua dest.

b) Polymerase-Ketten-Reaktion

- 2x Master Mix (50units/ml Taq Polymerase in

Qiagen, Hilden (Deutschland)

Promega, Mannheim (Deutschland)

Reaktionspuffer ph 8,5, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl,)

- Aqua dest.
- Primer fiir -374T>A SNP im RAGE-Gen
- Primer 1: 5°- GGG GGC AGT TCT
CTCCTC-3’
- Primer 2: 5°- TCA GAG CCC CCG
ATCCTATTT -3’
c) Restriktionsspaltung

- Restriktionsendonuklease Tsp5091
- NE Buffer 3
d) Gelelektrophorese

- Sekam-Agarose

- 100bp-Leiter

- 0,5xXTBE-Puffer (45 nM Tris-HCL, 45 nM
Borsaure, 0,5mM EDTA, ph 8,3)

- Ethidiumbromid

- Auftragepuffer (50% Glycerin, 0,05%
Bromphenolblau, 0,5x TBE-Puffer)

3.4 Geréte

Vortex Genie 2

Mini Centrifuge C-1200
Mastercycler gradient
Gelelektrophoresekammer EasyCast
Gelelektrophoresekammer BIOplex
Blue Power 500 Stromversorger
UV-Transilluminator N-90M

Operon, Koéln (Deutschland)

Operon, Koln (Deutschland)

New England Biolabs, Frankfurt (D)
New England Biolabs, Frankfurt (D)

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf (D)

Bender & Hobein AG, Bruchsal (Deutschland)
National Labnet Co, Woodbridge (New Jersey)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Peglab, Erlangen (Deutschland)
Strehlau&Kruse GmbH,Freiburg (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)

Benda, Wiesloch (Deutschland)
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3.5 Mikrobiologische Diagnostik

Die Bestimmung der subgingivalen Keimbesiedlung erfolgte mittels des micro-IDent®-plus
Tests (HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland). Dieser gibt gqualitative und semiquantitative
Auskunft Uber elf verschiedene parodontopathogene Keime.

Nach Probenentnahme mittels steriler Papierspitzen fur 20 Sekunden in der jeweils tiefsten
Tasche pro Quadrant, folgte die Isolierung der bakteriellen DNA, die von HAIN Lifescience,
Nehren (Deutschland) durchgefiihrt wurde. Diese wird per PCR selektiv amplifiziert und
chemisch denaturiert, sodass dann mittels hochspezifischer DNA-Sonden die Hybridisierung
der Nukleinséuren erfolgen kann. Wahrend dieser Reaktion wird das Amplifikat mit dem
Enzym alkalische Phosphatase markiert und anschliefend in einer Farbreaktion dargestellt,
wodurch die Existenz bakterieller DNA nachgewiesen wurde. Ein Ergebnis unter der
Nachweisgrenze liegt bei fehlendem oder zu geringem Vorkommen von bakterieller DNA vor.
Da es sich hierbei um ein semiquantitatives Verfahren handelt, erhdlt man die flnf
Ergebniskategorien ,,unter Nachweisegrenze®, ,,an Nachweisgrenze®, ,,erhoht”, ,stark erhoht

und ,,sehr stark erhoht*.

3.6 Statistische Auswertungen

Fur die statistische Auswertung wurde SPSS (IBM, Armonk, USA) in der Version 19.0 benutzt.
Aus der Anamnese hervorgehende Erkrankungen oder Angaben des Patienten (ber seine
Lebensgewohnheiten wurden fur die statistische Untersuchung codiert. Soweit nicht anders
angegeben, unterlagen Diabetes mellitus, Gicht, Hyperlipoproteindmie, Hypertonie,
Myokardinfarkt, KHK, Raucherstatus, rheumatoide Arthritis und Schlaganfall/TIA einer
dichotomen ja/nein-Entscheidung.

Alle metrischen Werte wurden per Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht
und per Levene-Test auf Varianzhomogenitat getestet. Bei Vorliegen einer Normalverteilung
fand der T-Test nach Student Anwendung. Bei nicht normal verteilten Werten wurde der U-Test
nach Mann-Whitney verwendet. Zur Auswertung kategorialer Daten wurden Chi2-Tests
durchgefuhrt und die Werte durch eine Yates-Korrektur korrigiert. Mittels Regressionsanalysen
wurde der Einfluss mehrerer Faktoren (Confounders) auf eine dichotome (binére logistische
Regression) oder auf eine metrische Variable (lineare Regression) geprift.

Zur Auswertung von Uberlebenszeiten wurden Kaplan-Meier-Kurven und Log-Rank-Tests
berechnet. In Cox-Regressionen wurde wiederum auch die Wirkung zusétzlicher Risikofaktoren
betrachtet.

Bei einem P-Wert < 0,05 wurde von einer statistischen Signifikanz ausgegangen.
Die Hardy-Weinberg-Verteilung der untersuchten Genotypen wurde mittels Microsoft®-Excel

berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Statistische Untersuchungen der Studienteilnehmer

4.1.1 Auswertung der demografischen Daten der Probanden in Abhangigkeit des
parodontalen Befundes

Von den 1002 in der vorliegenden Studie aufgenommenen Patienten war es bei 938 Probanden
mdglich eine Genotypisierung vorzunehmen. Von diesen litten 449 an einer schweren
Parodontitis und 489 Probanden hatten keine oder eine leichte Parodontitis. Die 449 KHK-
Patienten mit schwerer Parodontitis waren signifikant haufiger Manner und aktive Raucher. Die
Mittelwerte fur Alter und BMI unterschieden sich dagegen nicht signifikant voneinander
(Tab. 2).

Tab. 2: Demografische Daten der Studienteilnehmer in Abhéngigkeit der parodontalen
Diagnose

keine oder
Gesamt- ) schwere
leichte o
gruppe o Parodontitis | p-Wert
Parodontitis
(n=938) (n=449)
(n=489)
Alter (Jahre) Mittelwert+ SD | 66.88+£10.96 | 66,42+11,1 | 67,37 +10,8 | 0,477*
Mannliches Geschlecht (%6) 74,0 69,7 78,6 0,002**
aktive Raucher (%) 12,4 9,0 16,0 0,002**
Body-Mass-Index Mittelwert +
. 28.32+4.44 | 28,36+4,3 28,27 +4,6 | 0,969*

SD: Standardabweichung; *Mann-Whitney-U-Test; **Chi2-Test mit Yates Korrektur

4.1.2 Anamnestisch erhobene Vorerkrankungen in Assoziation zur parodontalen Diagnose
Patienten mit schwerer Parodontitis gaben im Vergleich zu Probanden mit milder oder fehlender
Parodontitis signifikant haufiger an, schon an einer KHK zu leiden bzw. einen Myokardinfarkt
erlitten zu haben. Zusatzlich gaben Patienten mit schwerer Parodontitis tendenziell haufiger an,
bereits einen Schlaganfall bzw. eine TIA erlebt zu haben (p=0,062). Die Diagnose schwere
Parodontitis war unter den Patienten mit KHK nicht mit dem gleichzeitigen Auftreten eines
Diabetes mellitus, einer Hypertonie, Hyperlipoproteindmie, rheumatoider Arthritis und Gicht
assoziiert (Tab. 3).
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Tab. 3: Anamnestisch erhobene Vorerkrankungen in Assoziation zur parodontalen Diagnose

keine oder
Gesamtgruppe ) schwere
leichte o
(n=938) o Parodontitis p-Wert
(%] Parodontitis (n=449) [%]
0 n= 0
(n=489) [%]
Schlaganfall/TIA 13,1 11,0 15,4 0,062*
Diabetes 34,1 31,5 37,0 0,089*
Hypertonie 87,6 88,3 86,9 0,555*
Hyperlipoproteindmie 58,7 61,3 55,9 0,104*
rheumatoide Arthritis 50 4,5 5,6 0,549*
Gicht 10,8 9,4 12,2 0,194*
Myokardinfarkt 38,5 35,0 42,3 0,025*
bekannte KHK 74,3 71,4 77,5 0,038*

TIA: transitorisch ischamische Attacke; *Chi2-Test mit Yates Korrektur

4.1.3 Mittelwerte biochemischer Parameter in Bezug zur parodontalen Erkrankung

Die Entziindungsparameter CRP und IL-6 waren in der Gesamtgruppe im Vergleich zu den vom

Zentrallabor der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitat herausgegebenen

Referenzwerten fur gesunde Individuen erhoht. Patienten mit schwerer Parodontitis hatten im

Vergleich zur Gruppe der Probanden ohne oder mit leichter Parodontitis signifikant erhthte
CRP-, IL-6- und Kreatininserumwerte (Tab. 4).

Tab. 4: Biochemische Parameter in Bezug zur parodontalen Diagnose

keine oder schwere
Gesamtgruppe ) o
leichte Parodontitis
(n=938) o
) Parodontitis (n=449) p-
Median )
(n=489) Median Wert
(25%/75% )
I0R) Median (25%/75%
(25%/75%IQR) IQR)
C-reaktives Protein (mg/dl) | 9,0 (3,7/32,15) | 7,5(3,1/27,5) 10,2 (5,0/38,0) | 0,007*
Interleukin-6 (pg/ml) 7,4 (3,7/15,7) 6,7 (3,4/13,8) 8,1 (4,2/18,0) | 0,003*
Leukozyten (Gpt/l) 7,9 (6,4/9,7) 7,7 (6,4/9,7) 8,0 (6,4/9,7) | 0,540*
Kreatinin (umol/l) 87,0 (72,0/107) | 85,0 (72,0/104) | 88,0 (73,0/112) | 0,031*
Gesamtcholesterin (mmol/l) | 4,3 (3,7/5,3) 4,4 (3,7/5,4) 4,3(3,7/52) | 0,283*
HDL-Cholesterin (mmol/l) 1,0 (0,8/1,2) 1,0 (0,8/1,2) 1,0(0,8/1,2) | 0,527*
LDL-Cholesterin (mmol/l) 2,6 (2,0/3,3) 2,6 (2,1/3,4) 2,6 (2,0/3,3) | 0,334*
Triglyceride (mmol/l) 1,6 (1,2/2,3) 1,6 (1,2/2,3) 1,6 (1,2/2,3) | 0,552*
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HDL-Cholesterin: high density lipoprotein; LDL-Cholesterin: low density lipoprotein; *Mann-
Whitney-U-Test

Referenzbereiche (laut Zentrallabor Universitatsklinikum Halle):
C-reaktives Protein (mg/dl): <5

Interleukin-6 (pg/ml): < 6,4

Leukozyten (Gpt/l): 3,8 — 9,8 (> 15 Jahre)

Kreatinin (umol/l): méannlich < 102; weiblich < 88

Gesamtcholesterin (mmol/l): < 6,2 (> 41 Jahre)

HDL-Cholesterin (mmol/l): > 1,5 niedriges Risiko; < 1,0 hohes Risiko
LDL-Cholesterin (mmol/l): < 2,6; 2,6 — 3,3 optimal

Triglyceride (mmol/l): < 2,3 (> 16 Jahre)

4.1.4 Klinisch-parodontale Parameter in Abhangigkeit von der parodontalen Diagnose

Die Indizes fur Mundhygiene und Sondierblutung, sowie die Mittelwerte fiir PD und CAL
waren in der Gruppe mit schwerer Parodontitis signifikant erhoht. Weiterhin hatten Probanden
mit schwerer Parodontitis signifikant mehr fehlende und kariose Z&hne. Die Anzahl der Z&hne
mit Fullungen war dagegen niedriger. Dies wirkte sich auf den DMF-T-Index aus, der in der
Gruppe mit schwerer Parodontitis signifikant héher ausfiel (Tab. 5).

Tab. 5: Klinische Daten in Abhéngigkeit von der parodontalen Diagnose

keine oder schwere
Gesamtgruppe ] o
leichte Parodontitis
(n=938) o
) Parodontitis (n=449) p-Wert
[Mitelwert + ]
SD] (n=489) [Mitelwert +
[Mitelwert = SD] SD]

Pl (%) 1,06 £0,78 0,75 £0,58 1,40+£0,83 | <0,001*
BOP (%) 9,71£13,96 7,28 £12,48 12,37 £ 14,98 | <0,001*
PD (mm) 3,56 £ 0,92 3,05 +0,65 41+0,84 <0,001*
CAL (mm) 4,33+1,52 3,30 £0,72 547+1,33 | <0,001*
PD (mm) an mikrob.

4,28+1,10 3,78+0,9 481+1,05 | <0,001*
Entnahmestellen
CAL (mm) an mikrob.

4,98 + 1,56 3,98 £0,98 6,07+£1,34 | <0,001*
Entnahmestellen
fehlende Z&hne 11,62+ 7,54 8,95+6,8 1453+7,2 | <0,001*
Anzahl karidser Zahne 0,29+ 0,91 0,20 £ 0,67 0,39+1,11 0,003*
Anzahl geflllter Z&hne 5,64 +4,11 7,0 £ 4,06 4,17 +3,64 | <0.001*
DMF-T Index 17,53 £ 6,72 16,09 £ 6,73 19,09 £ 6,36 | <0.001*

SD: Standardabweichung, PI: Plagueindex nach Silness und Lée, BOP: Sondierblutung nach
Ainamo und Bay, PD: Sondiertiefe, CAL.: Klinischer Attachmentverlust; fehlende Zahne: auler
Weillheitszahnen; *Mann-Whitney-U-Test

34




4.1.5 Nachweis der DNA parodontpathogener Bakterien in subgingivalen Plaqueproben in
Bezug zur parodontalen Diagnose

Die parodontalen Markerbakterien Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus und
Eubacterium nodatum konnten signifikant haufiger bei Patienten mit schwerer Parodontitis
nachgewiesen werden. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der parodontalen Diagnose

und den anderen parodontopathogenen Bakterien konnte nicht gezeigt werden (Abb. 6).

|l Gesamtgruppe (n=938) B keine oder leichte Parodontitis (n=489) O schwere Parodontitis (n=449) |

97,80
7,10
98,40

positive Personen [%]

subgingivale Bakterien

Abb. 6: Prozentualer Anteil von Probanden mit Nachweis parodontaler Leitbakterien in
Abhangigkeit von der parodontalen Diagnose.

Signifikanz: Chi2-Test mit Yates Korrektur; *kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen (p<0,05)

4.2 Untersuchungen zum -374T>A Polymorphisms im Promotor des RAGE-Gens

4.2.1 Einfluss des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens auf den
Schweregrad der Parodontitis

Unter den 938 genotypisierten Patienten befanden sich 429 TT-Trager (45,7%), 425 AT-Trager
(45,3%) und 84 Trager des AA-Genotyps (9,0%). 50,8% aller Probanden mit schwerer
Parodontitis waren im A-dominanten Modell (TT vs. AA und AT) Tréger des TT-Genotyps,
wohingegen nur 41,1% der Patienten ohne oder mit leichter Parodontitis TT-Carrier waren
(p=0,004). Bei Betrachtung des Modells AT-Genotyp vs. AA und TT zeigte sich, dass Tréger
des AT-Genotyps seltener unter einer schweren Parodontitis litten (p=0,004). Die Konstellation

AA-Genotyp vs. AT/TT ergab keine signifikante Assoziation zur schwere Parodontitis (Abb. 7).
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M keine oder leichte Parodontitis B schwere Parodontitis

60
50 1
40 A
30 1
20 1
10 1

Prozent

TT vs. AT + AA (%) AA vs. AT +TT (%) AT vs. AA +TT (%)

p = 0,004 p=1,000 p = 0,004
-374T>A-RAGE-Genotyp

Abb. 7: Assoziationen der Genotypen TT, AA und AT des -374T>A Polymorphismus zur
Pravalenz einer schweren Parodontitis. Signifikanz: Chi?-Test mit Yates Korrektur.

Auch bei der Untersuchung der Allele konnte ein signifikantes Ergebnis ermittelt werden.

Patienten mit schwerer Parodontitis waren haufiger Trager des -374-T-Allels (Abb. 8).

M keine oder leichte Parodontitis B schwere Parodontitis
80

70 —
60
50 1
40 A1
30
20 1
10

Prozent

T (%) A (%)
p=0,026

-374T>A-RAGE-Allel

Abb. 8: Assoziation der Allelverteilung des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-
Gens zur Pravalenz einer schweren Parodontitis. Signifikanz: Chi?-Test mit Yates Korrektur.

Die im bivariaten Vergleich signifikante Assoziation zwischen dem untersuchten
Polymorphismus und schwerer Parodontitis wurde im multivariaten Vergleich unter
Berticksichtigung etablierter Kofaktoren fur Parodontitis und KHK wie Alter, Raucherstatus,
mannliches Geschlecht, Plaqueindex und Diabetes mellitus bestatigt. Nach dem Plaqueindex
war das Vorhandensein des TT-Genotyps zweitstarkster Einflussfaktor auf den Schweregrad der
Parodontitis. Danach haben Patienten mit KHK und nachgewiesenem TT-Genotyp eine 1,63-
fach erhdhte Odds-Ratio gleichzeitig auch an schwerer Parodontitis zu erkranken. Im Gegensatz
dazu war der AT-Genotyp mit einem verringerten Risiko an einer schweren Parodontitis zu
erkranken assoziiert (OR=0,633). Wurde nur das T-Allel isoliert betrachtet, waren der
Plagueindex (OR=3,51) und der Raucherstatus (OR=1,74) grofRere Einflussfaktoren auf den

36



Schweregrad der Parodontitis als das T-Allel (OR=1,37). Wie im bivariaten Vergleich war der
-374-AA-Genotyp auch im multivariaten Vergleich nicht signifikant zur Schwere der
Parodontitis assoziiert (Tab. 6).

Tab. 6: Binére logistische Regression (schrittweise vorwérts) zur Untersuchung der Auswirkung
des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens auf den Schweregrad der
Parodontitis adjustiert fur die Kofaktoren Plaqueindex, Rauchen, Diabetes, Geschlecht und
Alter. Kofaktoren, die keinen signifikanten Einfluss auf die jeweiligen Modelle hatten, sind
nicht dargestellt

a) Assoziation der TT-Genotyp Konstellation

b) Assoziation des T-Allels

Regressions- | Standard- p- Odds- 95%
koeffizient fehler Wert | Ratio | Konfidenzintervall
a Plagueindex 1,324 0,116 <0,001| 3,76 2,990 - 4,720
TT-Genotyp 0,49 0,146 0,001 1,63 1,230 - 2,170
b Plagueindex 1,254 0,083 <0,001| 3,51 2,980 -4,122
aktive Raucher 0,556 0,177 0,002 1,74 1,230 - 2,470
T-Allel 0,314 0,111 0,005 | 1,37 1,100 - 1,700
Alter 0,014 0,005 0,009 | 1,014 1,003 - 1,024
Mannliches
Geschlecht 0,251 0,119 0,036 | 1,285 1,017 - 1,623

4.2.2 Statistische Untersuchungen zur Beziehung des -374T>A Polymorphismus im
Promotor des RAGE-Gens zum Nachweis subgingivaler Bakterien

Bei Tragern des -374-TT-Genotyps wurde signifikant haufiger P. intermedia in der
subgingivalen Plague nachgewiesen. Nach Bonferroni-Korrektur fiir multiple Vergleiche lag
jedoch keine Signifikanz mehr vor (p=0,352). Nach binérer logistischer Regression und
Adjustierung fir die Kovariaten Alter, mannliches Geschlecht, Raucherstatus, Diabetes mellitus
und Plaqueindex war der -374-TT-Genotyp jedoch mit einer signifikant erhéhten Odds-Ratio
fir eine Besiedelung mit P. intermedia assoziiert. Es konnten keine signifikanten Assoziationen
der Genotypen -374-AT und -374-AA und des T-Allels zum Auftreten der untersuchten
subgingivalen Bakterien gefunden werden. (Abb. 9 und Tab. 7).
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p = 0,032 p = 0,087

P. intermedia positive Personen
[%0]
N
o
1

TT (n=429) AT+AA (n=509) T-Allel (n=1283)  A-Allel (n=593)
RAGE-Polymorphismus

Abb. 9: Beziehung zwischen individueller Genotyp/Allel-Konstellation des -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens und dem Nachweis von elf parodontalen
Markerbakterien in der gesamten Studiengruppe. Nur die Assoziation zwischen dem TT-
Genotyp und P. intermedia war nach Chi?-Test signifikant.

Tab. 7: Bindre logistische Regression (schrittweise wvorwarts) zur Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen der individuellen Genotyp/Allel-Konstellation des -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens und der subgingvalen Prasenz von
P.intermedia adjustiert fir die Kovariaten Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und
Plagueindex in der gesamten Studiengruppe. Nur signifikante Parameter sind aufgefiihrt

a) TT-Genotyp assoziiert zum individuellen Nachweis von P. intermedia

b) T-Allel assoziiert zum individuellen Nachweis von P. intermedia

. 95%
Regressions- | Standard Odds- ]
o p-Wert ] Konfidenz-
koeffizient -fehler Ratio ]
intervall
a| Alter -0,020 0,007 0,004 0,980 0,967 - 0,993
Plaqueindex 0,229 0,096 0,017 1,32 1,042 — 1,520
TT-Genotyp 0,329 0,156 0,035 1,39 1,025 - 1,887
b| Alter -0,021 0,005 <0,001 0,979 0,970 - 0,989
Plagueindex 0,228 0,068 0,001 1,256 1,100 - 1,435
T-Allel 0,090

4.2.3 Statistische Untersuchungen zum Einfluss des -374-RAGE-Polymorphismus auf
biochemische Parameter

Untersucht wurden CRP, Leukozytenzahl, IL-6, Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-
Cholesterin, LDL-Cholesterin sowie die Triglyceride.

Keine der drei untersuchten Genotyp-Konstellationen war signifikant zum Serumspiegel der

untersuchten biochemischen Parameter assoziiert.
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4.2.4 Statistische Untersuchungen zum Einfluss des -374-RAGE-Polymorphismus auf
anamnestisch bekannte Vorerkrankungen

Untersucht wurden dabei die Allel- und alle drei Genotypkonstellationen -374-TT vs. AT/AA, -
374-AT vs. AA/TT und -374-AA vs. AT/TT, um potentielle Assoziationen zu den aus der
Anamnese bekannten Vorerkrankungen Diabetes mellitus, Hypertonie, Hyperlipoproteindmie,
periphere arterielle  Verschlusskrankheit (PAVK), Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA,
Carotisstenose, bekannte KHK und Gicht zu evaluieren. Dabei konnten keine signifikanten
Beziehungen beobachtet werden. Tendenziell waren aber Patienten mit bereits bekannter KHK
seltener Trager des -374-TT-Genotyps im Vergleich zu Patienten ohne KHK-Anamnese (43,9%
vs. 51%, p=0,066; Chi2-Test mit Yates Korrektur).

4.3 Auswertungen der Follow-Up Ergebnisse

4.3.1 Assoziation der individuellen Genotyp/Allel-Konstellation zur H&ufigkeit des
kombinierten Endpunkts innerhalb eines Jahres Follow-Up

Im Follow-Up wurden die Ereignisse Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA und kardialer Tod als
kombinierter Endpunkt definiert. Bei lediglich einem von 938 genotypisierten Patienten (Drop-
out Rate: 0,12%) konnten keine Follow-Up-Daten erhoben werden. Bei den verbliebenen 937
Patienten stellte sich innerhalb des Beobachtungszeitraumes bei 621 Patienten kein
Folgeereignis ein. Unter den anderen 316 Probanden mit Folgeereignis kam es bei 69 zum
Eintritt des kombinierten Endpunkts. Im Einzelnen erlitten 20 Patienten einen Myokardinfarkt,
17 einen Schlaganfall/TIA und 32 Patienten erlagen einem kardialen Tod (Abb. 10).

Herzinsuffizienz;
n=2; 0,2% iona
CABG: n=42: 4% 0 erneut stationar

wegen

Re-PTCA; n=48; 5% Herzbeschwerden; kombinierter
nicht kardialer Tod,; n=126; 14% Endpunkt;
n=29; 3% n=69; 7%

Myokardinfarkt;
— n=20;2%
Stroke/TIA,;
n=17; 2%

kardialer Tod;
n=32; 3%

kein Folgeereignis
eingetreten;
n=621; 67%

Abb. 10: Aufteilung der 316 Folgeereignisse mit Darstellung des kombinierten Endpunktes.
Angabe: Folgerereignis; absolute Anzahl; relative Anzahl

CABG: coronary artery bypass graft, Re-PTCA: erneute perkutane transluminale koronare
Angioplastie, TIA: transitorisch ischdmische Attacke
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Zunachst wurde nur die Haufigkeit des kombinierten Endpunkts in Abhangigkeit zur jeweiligen
Genotypkonstellation untersucht, ohne die Zeit des Eintretens eines Ereignisses zu
berticksichtigen.

Weder bei der Betrachtung der drei Genotypkonstellationen (AA vs. AT+TT, AT vs. AA+TT,
TT vs. AT+AA), noch der einzelnen Allele A und T konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen -374T>A Polymorphismus und der Inzidenz des kombinierten Endpunkts gefunden
werden. Tendenziell waren unter den Patienten, bei denen ein kardiovaskulares Folgeereignis
eingetreten ist, mehr TT-Trager (Abb. 11 wund 12). Zwischen dem untersuchtem
Polymorphismus und Folgeereignissen auBerhalb des kombinierten Endpunktes (nicht kardialer
Tod, erneute perkutane transluminale koronare Angioplastie (Re-PTCA), coronary artery
bypass graft (CABG), Herzinsuffizienz und stationdre Behandlung wegen Herzbeschwerden)

gab es keine signifikanten Assoziationen (nicht dargestellt).

| [l kombinierter Endpunkt eingetreten [l kombinierter Endpunk nicht eingetreten

Prozent

TT vs. AT + AA (%) AA vs. AT +TT (%) AT vs. AA+TT (%)
p=0,5545 p=0,721 : p=0418
-374T>A-RAGE-Genotyp

Abb. 11: Assoziation des Genotyps des untersuchten -374T>A Polymorphismus im Promotor
des RAGE-Gens zur Inzidenz des kombinierten Endpunktes in der gesamten Studiengruppe.
Signifikanz: Chi2-Test mit Yates Korrektur

B kombinierter Endpunkt eingetreten Bl kombinierter Endpunkt nicht eingetreten

80
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€
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p=0811

-374T>A-RAGE-Allel

Abb. 12: Assoziation des Allels des untersuchten -374T>A Polymorphismus im Promotor des
RAGE-Gens zur Inzidenz des kombinierten Endpunktes in der gesamten Studiengruppe.
Signifikanz: Chi2-Test mit Yates Korrektur
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4.3.2 Univariate Uberlebenszeitanalyse zur Inzidenz des kombinierten Endpunktes in
Abhéangigkeit von der individuellen Genotypkonstellation

Hier wurden die Anzahl der Endpunktereignisse und die Zeit ihres Eintretens der
Genotypkonstellation gegentibergestellt. Innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes von einem
Jahr war keiner der drei -374-RAGE-Genotypen signifikant zum kombinierten Endpunkt
assoziiert. Zusétzlich wurde eine einfaktorielle Hazard-Ratio in einer Cox-Regression berechnet
(TT vs. AT/AA: p=0,501, HR=1,175; AA vs. AT/TT: p=0,814, HR=1,098; AT vs. AA/TT:
p=0,418, HR=0,821). Der kombinierte Endpunkt trat jedoch bei Patienten mit TT-Genotyp
tendenziell friher ein als bei AT- und AA-Trégern (73,188 Wochen vs. 76,822 Wochen)(Abb.
13).

1,00 RAGE-Genotyp
T
p = 0,501 (Log-Rank-Test) —TTAT+AA
—+— TT-censored
—+— AT+AA-censored
0,95
[ =
[}]
o]
% 0,907
[<}]
o]
D
0,85
e
0,80
T T T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Wochen Follow-Up

Abb. 13: Kaplan-Meier-Kurve zur Auswirkung des TT-Genotyps des -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens auf die Inzidenz des kombinierten Endpunktes.

4.3.3 Assoziation der Parodontitisdiagnose zur Inzidenz des kombinierten Endpunkts
Diese Untersuchung wurde in einer Parallelstudie (Dissertation Frau Andrea Lutze, in
Vorbereitung) durchgefuhrt. Einige Ergebnisse sollen an dieser Stelle gezeigt werden, um den
Einschluss der Kovariablen ,,schwere Parodontitis* im multivariaten Modell zur Berechnung
der adjustierten Hazard-Ratio fir den -374T>A-RAGE-Polymorphismus zu begriinden.

Von den 1002 in dieser Studie eingeschlossenen Patienten gelang es lediglich bei zwei

Probanden nicht, ein Follow-Up-Ergebnis einzuholen (Drop-out Rate: 0,2%). Per Kreuztabelle
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und Chi2-Test wurden zunéchst nur die Proportionen ohne Zeitbezug untersucht. Dabei konnte
kein signifikantes Ergebnis (p=0,154) erzielt werden Es war jedoch die Tendenz erkennbar, dass
bei Patienten mit schwerer Parodontitis haufiger der kombinierte Endpunkt eintrat (Tab. 8).

Tab. 8: Einflusses der Parodontitisdiagnose auf das Eintreten des kombinierten Endpunktes

kombinierter kombinierter Endpunkt
Endpunkt eingetreten nicht eingetreten P
Wert
n (%) n (%)
keine oder leichte
. 34 (6,5) 492 (93,5)
Parodontitis (n=526)
— 0,154*
schwere Parodontitis
43 (9,1) 431 (90,9)
(n=474)

* Chi2-Test mit Yates Korrektur

4.3.4 Univariate Uberlebenszeitanalyse zur Auswertung des Eintretens des kombinierten
Endpunktes in Abhangigkeit der Parodontitisdiagnose

Untersucht wurde in der bereits oben genannten Parallelstudie (Dissertation Fr. Lutze, in
Vorbereitung), ob eine schwere Parodontitis einen Einfluss auf die Inzidenz des kombinierten
Endpunktes hatte. Dabei konnte eine Tendenz dafiir gezeigt werden, dass eine schwere
Parodontitis die Inzidenz des kombinierten Endpunktes erhéht. Die Ergebnisse waren jedoch
nicht signifikant (74,737 Wochen vs. 75,337 Wochen; Log-Rank-Test: p=0,101).

4.3.5 Multivariate Uberlebenszeitanalyse zur Berechnung der adjustierten Hazard-Ratio
des RAGE-Polymorphismus -347T>A auf die Inzidenz des kombinierten Endpunktes

Fur die multivariate Uberlebenszeitanalyse der auswertbaren 937 Patientendaten wurde eine
Cox-Regression durchgefiuhrt. Neben dem -374T>A-RAGE-Polymorphismus und der
qualitativen Parodontitisdiagnostik wurden Alter, mannliches Geschlecht, BMI, Raucherstatus
und Diabetes mellitus als Kofaktoren definiert. Diese allgemein etablierten Faktoren kénnten
Auswirkungen auf das kardiovaskulare Outcome haben.

Es stellten sich lediglich der BMI (p=0,042) und Diabetes mellitus (p=0,031) als signifikante
Risikofaktoren flr die Inzidenz des kombinierten Endpunkts heraus (Tab. 9).

Der -374-TT-Genotyp war von der Tendenz mit der Inzidenz des kombinierten Endpunktes
assoziiert. Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht (p=0,575). Ebenso stellten sich die
untersuchten Genotypkonstellationen -374-AT vs. AA/TT und -374-AA vs. AT/TT als nicht

signifikant heraus (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 9: Cox-Regression zur Untersuchung der Assoziation des TT-Genotyps und der
qualitativen Parodontitisdiagnostik zur Inzidenz des kombinierten Endpunktes adjustiert fur die
Kofaktoren Alter, Diabetes mellitus, BMI, Rauchen und Geschlecht

Regressions- | Standard- p- Hazard- | 95% Konfidenz-

koeffizient fehler Wert Ratio intervall
Diabetes mellitus 0,549 0,254 0,031 1,731 1,051 2,850
schwere Parod. 0,365 0,250 0,144 1,440 0,882 2,351
TT-Genotyp 0,136 0,243 0,575 1,146 0,712 1,843
Alter 0,002 0,013 0,863 1,002 0,977 1,028
BMI -0,061 0,030 0,042 0,941 0,887 | 0,998
Raucherstatus -0,086 0,417 0,837 0,918 0,406 | 2,077
mannl. Geschlecht -0,195 0,272 0,473 0,823 0,483 1,401

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ein Hauptziel dieser Arbeit war die Uberpriifung einer moglichen Assoziation des -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens zur Pravalenz einer schweren Parodontitis unter
Patienten mit KHK. Sowohl der TT-Genotyp als auch das T-Allel kamen im bivariaten
Vergleich signifikant haufiger bei Probanden mit schwerer Parodontitis vor. Die im
multivariaten Vergleich evaluierte Odds-Ratio von 1,63 zeigt, dass der TT-Genotyp ein
mdoglicher Risikoindikator fiir eine schwere Parodontitis unter Patienten mit diagnostizierter
KHK ist. Die Hohe des Risikos liegt aber unterhalb des fiir den Plaqueindex ermittelten Wertes.
Ein weiteres Hauptziel bestand darin, zu Uberprifen, ob der untersuchte Polymorphismus zur
Inzidenz des kombinierten Endpunktes assoziiert war. Nach einer Follow-Up-Zeit von einem
Jahr zeigte sich ohne Zeitbezug im bivariaten Vergleich die Tendenz, dass Patienten, bei denen
der kombinierte Endpunkt eingetreten ist, haufiger TT-Carrier waren als Probanden, bei denen
der kombinierte Endpunkt nicht eingetreten ist (49,3% vs. 45,5%, p=0,545). Nach
Durchfiihrung einer Kaplan-Meyer-Uberlebensanalyse konnte diese Tendenz bestatigt werden.
Der kombinierte Endpunkt trat bei Patienten mit TT-Genotyp tendenziell friiher ein als bei AT-
und AA-Trédgern (73,188 Wochen vs. 76,822 Wochen, p=0,501 nach Log-Rank-Test). In einer
Cox-Regression stellten sich nur ein Diabetes mellitus und der BMI, aber nicht der -374T>A
SNP als signifikante Risikofaktoren fiir das Auftreten des kombinierten Endpunktes dar.

Ein definiertes Nebenziel der Arbeit war die Frage der Assoziation des -374T>A
Polymorphismus zum Auftreten subgingivaler Bakterien. Unter den TT-Trégern wurden
signifikant mehr Personen gefunden, bei denen P. intermedia in der subgingivalen Plague
nachgewiesen wurde (26,8% vs. 20,6%; p=0,032). Es konnte keine signifikante Assoziation des
-374T>A Polymorphismus zu den biochemischen Parametern (CRP, IL-6, Leukozyten,

Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-/LDL-Cholesterin, Triglyceride) gefunden werden.
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5. Diskussion

5.1 Patientenauswahl und Probandenuntersuchungen

In die vorliegende Studie wurden 1002 Probanden mit einer angiographisch festgestellten,
mindestens 50%-igen Stenose einer dominanten Herzkranzarterie eingeschlossen, die in der
Universitatsklinik und Poliklinik fur Innere Medizin 11l der Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg stationar behandelt wurden. Bei 938 Patienten konnten Blutproben enthommen und
DNA extrahiert werden. Die Patienten wurden bettseitig zahnarztlich untersucht. Dadurch
mussten die Probanden nicht zu einem separaten Termin zur zahnéarztlichen Untersuchung
erscheinen. Zudem konnten auch immobile Patienten an der Studie teilnehmen. Nachteilig fir
die Untersuchung war das Fehlen einer zahnarztlichen Behandlungseinheit, wodurch auf
optimale Patientenlagerung und Ausleuchtung verzichtet werden musste. Durch die
parodontologische Befundung mit Bestimmung des klinischen Attachmentverlustes konnten die
Probanden nach der Parodontitis-Fall-Definition von Tonetti und Claffey (2005), welche
speziell fir die Analyse von Parodontitis-Risikofaktoren entwickelt wurde, eingeteilt werden.
Da nur 20 Patienten nicht unter einer Parodontitis litten, wurden diese der Gruppe der leichten
Parodontitis zugeordnet (n=489 [52,1%]). Unter einer schweren Parodontitis litten 449
Patienten (47,9%). Auf Grundlage dieser Zuordnung erfolgten die Querschnittsuntersuchungen.
Dabei wurde Uberprift, ob bestimmte demografische Daten (Alter, Geschlecht,
Nikotinkonsum), Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus, biochemische Parameter (z.B. CRP,
IL-6, etc.) und zahnérztliche Parameter (z.B. Plaqueindex, mikrobiologischer Befund, etc.) zur
Pravalenz einer schweren Parodontitis assoziiert waren.

Um Messwertverfalschungen bei Bestimmung der Sondiertiefen, des Attachmentverlusts, des
Blutungsindexes bzw. des mikrobiologischen Befundes zu vermeiden, wurden nach Prifung der
Einschlusskriterien Patienten mit Antibiotikaeinnahme wahrend der letzten drei Monate
ausgeschlossen. Gleiches galt flir die Einnahme von Medikamenten, die Gingivahyperplasien
zur Folge haben koénnten (Hydantoin, Nifedipin, Cyclosporin A, etc.). Weiterhin wurden
Patienten ausgeschlossen, die in den letzten sechs Monaten vor der Untersuchung eine
parodontalchirurgische Therapie (scaling and root planing [SRP], Lappenoperationen) erhalten
hatten. Eine Schwangerschaft fuhrte ebenfalls zum Studienausschluss, da es bedingt durch die
Hormonumstellung zu einer nicht-spezifischen, proliferativen Inflammation und Einwanderung
von Entziindungszellen kommen kann (Laine, 2002). Uber die Bindung an Rezeptoren
parodontaler Zellen kann die Zunahme der Geschlechtshormone Ostrogen und Progesteron zu
erhohter GefaB- und Zellproliferation, zu dosisabhéngigen pro- oder antiinflammatorischen
Effekten (u.a. durch Anderung der Zytokinsynthese) und einer Veranderung der PMN-Funktion

flhren (Wu et al., 2015). Zudem wird auch ein Einfluss der 0.g. Hormone auf subgingivale

44



Bakterien diskutiert. So korrelierte ein Anstieg der Speichel-Progesteron-Konzentration vom
ersten zum zweiten Trimenon mit einem erhohten Auftreten des subgingival nachgewiesenen P.
gingivalis (Carrillo-de-Albornoz et al., 2010). Weiterhin kann es zu einer hormonabhéngigen
Abnahme der Gingivakeratinisierung kommen (Abraham-Inpijn et al., 1996).

Die klinischen Untersuchungen wurden von zwei approbierten Zahnérzten durchgefiihrt, die
umfassend in die Erhebung der Messdaten eingewiesen wurden. Zur Bestimmung der
Sondiertiefen und des Attachmentverlustes wurde eine druckkalibrierte Sonde in Millimeter-
Einteilung (DB764R Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Germany) verwendet, um
Messfehler, die auf einen unterschiedlichen Sondierdruck zurtickzufiihren sein konnten, zu
vermeiden. Der Sondierdruck betrug 0,25N.

Die Genotypanalyse des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens wurden nach
dem Prinzip des Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus durchgefiihrt. Dabei handelt
es sich um eine etablierte molekularbiologische Methode zur sicheren und kostenglinstigen
Bestimmung einzelner Genotypen eines SNPs.

Die von HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland) durchgefiihrte mikrobiologische Diagnostik
liefert im Ergebnisprotokoll Informationen dartiber, ob die Menge bakterieller DNA (genome
equivalents) in der Plaqueprobe ,unter der Nachweisegrenze®, ,,an der Nachweisgrenze®,
»erhoht™, | stark erhoht” oder ,,sehr stark erh6ht™ war. In der vorliegenden Studie wurde ein
Bakterium dann als nachgewiesen interpretiert, wenn es mindestens ,,an der Nachweisgrenze®
lag. Auf eine weitere Quantifizierung entsprechend der anderen genannten Kriterien wurde
aufgrund der semiquantitativen Messung der genome equivalents verzichtet.

In der primér postalisch erfolgten Follow-Up-Untersuchung wurden die Patienten um
Beantwortung eines Fragebogens (siehe Anhang) gebeten. Blieb eine Ruckmeldung aus, wurde
versucht, die Informationen durch ein Telefoninterview zu erfragen. Im Todesfall war es
mdoglich, durch die Einbeziehung von Hauséarzten, Kliniken und Standesdmtern die
Todesursache zu evaluieren. Insgesamt konnten bei 1000 von 1002 KHK-Patienten, die in die
Studie eingeschlossen wurden, Follow-Up-Daten ermittelt werden. Dies entsprach einer sehr

niedrigen Drop-out Rate von 0,2%.

5.2 Auswertung der Querschnittsuntersuchungen in Bezug zur parodontalen Diagnose

5.2.1 Demografische Daten der Studienteilnehmer

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Tonetti und Claffey (Tonetti und Claffey, 2005) das
Vorhandensein eines approximalen Attachmentverlustes von 5mm oder héher an mindestens
30% der Zahne als schwere Parodontitis definiert. Da nur approximale Flachen bewertet

wurden, konnte mit hoher Sicherheit ein Attachmentverlust, der nicht auf Parodontitis
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zuriickzufiihren ist, ausgeschlossen werden. Dazu zédhlten z.B. vestibuldre Gingivarezessionen
infolge traumatischen Z&hneputzens oder einer kieferorthopadischen Therapie.

In der vierten deutschen Mundgesundheitsstudie war die Pravalenz einer schweren Parodontitis
in der Altersgruppe der 65-74-jahrigen mit 39,8% (Micheelis, 2011) geringer als unter unseren
Patienten mit KHK (47,8%; Altersmittelwert: 67 Jahre). Dies konnte auch auf methodische
Unterschiede (Definition der Altersgruppen, Definition schwere Parodontitis, Messung des
Attachmentverlustes) zurtickzufuhren sein. Deshalb erlaubt die vorliegende Studie nicht die
Schlussfolgerung, dass unter KHK-Patienten generell eine hohere Prévalenz von Patienten mit

schwerer Parodontitis vorliegt, im Vergleich zur Normalbevolkerung.

Patienten mit schwerer Parodontitis waren zu 16,0% aktive Raucher, wohingegen der
Raucheranteil der Probanden ohne oder mit leichter Parodontitis nur 9,0% betrug (p=0,002). Im
multivariaten Vergleich unter Einbeziehung anderer Kovariaten fiir Parodontitis und
Anwendung der binér-logistischen-Regression bestétigte sich die Assoziation aktives Rauchen
zur Prédvalenz einer schweren Parodontitis jedoch nicht (p=0,098). Nur der Plagueindex und der
RAGE-TT-Genotyp waren signifikant zur Pravalenz einer schweren Parodontitis assoziiert.

Wie bereits seit 1958 bekannt (Arno et al., 1958), gilt das Rauchen als einer der
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung einer Parodontitis (Kocher et al., 2005), wobei neben
dem Nikotin vermutlich auch Nebenprodukte (z.B. Kohlenstoffmonoxid) eine schadliche Rolle
spielen (Mullally, 2004; Eggert et al., 2001). Rauchen ist mit einem verringerten 1gG,-
Serumspiegel assoziiert. (Marazita et al., 1996). 1gG, ist u.a. bedeutsam in der Immunreaktion
gegen A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis (Tangada et al., 1997). Bei Rauchern wurde
zudem eine erhdhte Anzahl von RAGE auf der Oberflache bioptisch entnommener gingivaler
Epithelzellen im Vergleich zu Nichtrauchern gefunden (Katz et al., 2007). Nach Stimulierung
durch bakterielle Polysaccharide kann es bei Rauchern zu einer gegeniiber Nichtrauchern
gesteigerten  NF-kB-Produktion und Zytokin-Ausschittung und somit  verstarkten
Endziindungsreaktion kommen.

Eventuell konnte der Raucherstatus in der vorliegenden Studie nicht als unabhéngiger
Risikofaktor fiir schwere Parodontitis nachgewiesen werden, da die Hohe der Odds-Ratio sowie
die Signifikanz von der Zusammenstellung des multivariaten Modells abhéngig ist und die
Kofaktoren Plaqueindex bzw. Genotyp einen groReren Einfluss als Rauchen auf die Prévalenz
einer schweren Parodontitis hatten. Die Hohe einer Odds-Ratio flir einen parodontalen
Risikofaktor und auch deren Signifikanz ist zudem auch abhangig von der jeweiligen Definition
eines Parodontitisfalles. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete dichotome Einteilung in
keine/leichte Parodontitis versus schwere Parodontitis ist tatsachlich eine Vereinfachung der
klinischen Situation, da z.B. auch Ubergangsformen zwischen milder und schwerer Parodontitis

beobachtet werden konnten.
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Das mannliche Geschlecht war in unserer Studie im bivariaten Vergleich signifikant hdufiger
von einer schweren Parodontitis betroffen. Eine Erklarung daflr ware, dass Mé&nner einen
signifikant hoheren Plaqueindex (nach Silness und Loe) im Vergleich zu Frauen hatten
(Mittelwert: 1,13 vs. 0,86; p=0,003 nach Mann-Whitney-U-Test). Tendenziell waren Mé&nner
zudem hé&ufiger aktive Raucher (13,5% vs. 9,0%; p=0,065 nach Chi?-Test mit Yates Korrektur).
Eine weitere mogliche Ursache fur den beobachteten Geschlechtsunterschied hinsichtlich der
Pravalenz einer schweren Parodontitis konnte die von Geschlechtshormonen abhédngige

Expression von Genen der Immunantwort sein (Shiau und Reynolds, 2010).

5.2.2 Assoziation anamnestisch erhobener Vorerkrankungen zur parodontalen Diagnose
Patienten mit schwerer Parodontitis litten signifikant haufiger unter einer bereits bekannten
KHK und hatten schon 6fter einen Myokardinfarkt erlebt. Diese Ergebnisse sind konsistent mit
vorangegangenen Studien (siehe Meta-Analyse Humphrey et al.), die eine Assoziation zwischen
einer schweren Parodontitis und KHK bzw. Myokardinfarkt zeigten (Humphrey et al., 2008).
Patienten mit schwerer Parodontitis litten tendenziell hdufiger auch unter einem Diabetes
mellitus (37,0% vs. 31,5%; p=0,089). Die fehlende Signifikanz ist mdglicherweise darin
begriindet, dass auch der Schweregrad des Diabetes einen Einfluss auf die Parodontitis hat.
Insulinpflichtige Patienten litten in unserer Untersuchung signifikant h&ufiger unter einer
schweren Parodontitis (20,7% vs. 14,3%; p=0,013) im Vergleich zu Nichtdiabetikern.

Die Abhéngigkeit zwischen Diabetes mellitus und Parodontitis scheint nach der aktuellen
Literatur bidirektional zu sein (Bascones-Martinez et al., 2015). Bei Vorliegen eines Diabetes
mellitus werden vermehrt AGEs gebildet. Binden diese an ihren Rezeptor, kommt es neben
einer gesteigerten Inflammation auch zu einer Apoptose von Matrix-produzierenden Zellen wie
Fibroblasten und Osteoblasten (Graves et al., 2007). Auch eine direkte Freisetzung von
Entzindungsmediatoren durch eine Hyperglykdmie wurde nachgewiesen. In Glukoselésung
inkubierte humane Monozyten zeigten eine gesteigerte Ausschiittung von IL-6 und TNFo
(Morohoshi et al., 1996). Zugleich wird von einem negativen Einfluss der Parodontitis auf
Diabetes-assoziierte Komplikationen berichtet (Negrato et al., 2013).

Der insulinpflichtige Patient, bei dem hdaufig eine schlechtere glykamische Einstellung
beobachtet wird (Bashan et al., 2015), konnte u.a. lber eine verstarkte HBALc-Produktion
(H&moglobin Alc) ein hoheres Risiko besitzen, eine schwere Parodontitis zu entwickeln als
Patienten, die lediglich mit Tabletten eingestellt werden oder nur eine diabetesgerechte
Erndhrung einhalten missen. Auch Negrato et al. zeigten eine Verschlechterung der
Parodontitis in Abhéangigkeit zur glyk&mischen Einstellung (Negrato et al., 2013). Eine
schlechte glykdmische Einstellung fordert nicht nur die Produktion von HBA1c sondern auch
die Akkumulation von AGEs (Turk et al., 1998). Diese triggern tber die Bindung an RAGE

einerseits die Entziindungskaskade und flhren andererseits auch zu einer Quervernetzung
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(crosslinks) von Kollagen. Folgen sind Funktionseinschrankungen der Extrazelluldrmatrix und
ein erschwerter Ab- und Umbau sowie eine verzdgerte Erneuerung des parodontalen
Bindegewebes (Gelse et al., 2003; Zieman und Kass, 2004; Nass et al., 2007). Zudem wird
durch diese Quervernetzung auch eine zunehmende Versteifung des arteriellen GefaRsystems
beobachtet. Die Messung des dadurch bedingten Anstiegs der Pulswellengeschwindigkeit ist ein
guter Pradiktor der kardiovaskularen Dysfunktion (Hofmann et al., 2014).

5.2.3 Biochemische Daten

Da die Parodontitis als Infektionserkrankung auch mit einer Erhdhung allgemeiner
Entziindungsparameter einhergeht (Loos et al., 2000; Paraskevas et al., 2008), war die Prévalenz
einer schweren Parodontitis erwartungsgemaf? mit signifikant hoheren Serumspiegeln fir IL-6
und CRP assoziiert.

IL-6 wird von verschiedenen Zelltypen produziert (Lymphozyten, Monozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen) und gilt als Aktivator der Leukozyten-Rekrutierung. Es fuihrt zur Initiation der
Blutgerinnungskaskade und stimuliert unter anderem die Synthese von CRP. Die Erh6hung des
CRP-Serumspiegels gegenuber dem Normwert sowohl bei Patienten ohne oder mit leichter
Parodontitis, als auch bei Patienten mit schwerer Verlaufsform konnte auf das Studienkollektiv
von ausschlieBlich KHK-Patienten zurtickzufiihren sein. Obwohl ein erhohter CRP-
Serumspiegel ein Risikofaktor fur KHK ist, kann die KHK selbst Ursache fir eine CRP-
Erhohung sein (Strang und Schunkert, 2014).

Die Analyse der Daten der vorliegenden Studie bestatigt die aus anderen Studien (Loos et al.,
2000; Pejcic et al., 2011) bekannte Assoziation zwischen dem Schweregrad der Parodontitis und
den Serumspiegeln fur IL-6 und CRP. Zusammenfassend zeigten unsere Untersuchungen, dass
Patienten mit KHK generell erhéhte Serumwerte fiir IL-6 und CRP hatten und dass diese Werte

zusétzlich mit der Schwere und Ausdehnung der Parodontitis assoziiert waren.

5.2.4 Klinische Daten

Sondiertiefen und Attachmentverlust wurden trotz bettseitiger Untersuchung in 6-Punkt-
Messung unter Verwendung einer druckkalibrierten Messsonde bestimmt. Dadurch war eine
zuverlassige Erfassung der Auspragung und des Schweregrades der Parodontitis moglich. Die
Proben fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden mit sterilen Papierspitzen aus der
jeweils tiefsten Tasche pro Quadrant entnommen. Diese Durchfiihrung erlaubt eine sichere
Detektion subgingivaler bakterieller DNA (Beikler et al., 2006).

Die pathogene Plaque ist der primare &tiologische Faktor der Parodontitis. Dies wird durch die
Assoziation des ermittelten Plaqueindexes nach Sillnes und Lde und der Parodontitisdiagnose
bestétigt (1,40 bei der schweren Form der Parodontitis; 0,75 bei Patienten ohne oder mit leichter

Parodontitis; p<0,001). Einschrankend muss jedoch bemerkt werden, dass mit dem verwendeten
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Plaqueindex nur die supragingivale, aber nicht die fir die Atiologie der Parodontitis
bedeutendere subgingivale Plaque erfasst wurde. Der héhere Sondierblutungsindex (12,37 vs.
7,28; p<0,001) bei Probanden mit schwerer Parodontitis zeigt den Zusammenhang zwischen
dem Entzlindungsgrad des Parodonts und der Ausprédgung der Parodontitis. Weitere Studien
bestatigen die Assoziation zwischen erhohtem Plaqueindex bzw. Sondierblutungsindex und
Parodontitis (Vielkind et al., 2015; Camelo-Castillo et al., 2015).

Die hohere Zahl fehlender Zahne bei Patienten mit schwerer Parodontitis (14,53 vs. 8,95;
p<0,001) deutet darauf hin, dass Schwere und Ausdehnung einer Parodontitis das Risiko fiir
Zahnverlust erhthen. Dies wurde bereits in einer anderen Studie bestatigt. Diese zeigte, dass
zunehmender Attachmentverlust mit einem steigenden Risiko fir Zahnverlust einhergeht
(Gilbert et al., 2002).

Patienten mit schwerer Parodontitis hatten signifikant mehr kariése Zéhne (0,39 vs. 0,20;
p=0,003) und signifikant weniger geflllte Z&hne (4,17 vs. 7,0; p<0,001) als die
Vergleichsgruppe. Zusammenfassend kann anhand des erhéhten DMF-T-Indexes (19,09 vs.

16,09) ein reduzierter Gebisszustand bei Patienten mit schwerer Parodontitis konstatiert werden.

5.2.5 Parodontopathogene Bakterien

Die Ausbildung eines pathogenen Biofilmes mit einem hohen Anteil Gberwiegend strikt
anaerober Bakterien induziert eine lokale Immunantwort, die oft nicht in der Lage is, die
pathogenen Mikroorganismen ausreichend zu reduzieren, um eine gesunde Mundhdhlenflora zu
etablieren. Stattdessen fordert sie durch die Abgabe von Entziindungsmediatoren durch Zellen
des Immunsystems die Destruktion des Zahnhalteapparates.

Die Mundhohle ist mit einer Vielfalt von ca. 19.000 verschiedenen Phylotypen besiedelt
(Keijser et al., 2008), von denen jedoch nur ein Teil direkt mit parodontalen Destruktionen in
Verbindung gebracht wird (Socransky und Haffajee, 1994). Zu den Hauptleitkeimen der
Parodontitis gehdren P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola (Socransky et al., 1998). Diese
drei, den roten Komplex bildenden Spezies, stellten sich auch in dieser Studie im bivariaten
Vergleich als signifikant erhéht bei Vorliegen einer schweren Parodontitis dar. Auch P.
intermedia, P. micros, C. rectus und E. nodatum, die dem orangenen Komplex zugeordnet sind,
zeigten sich signifikant assoziiert zur Schwere der Parodontitis. Bakterien des orangenen
Komplexes stellen nach Socransky et al. Briickenbakterien dar und sind entscheidend bei der
nachfolgenden Etablierung von Bakterien des roten Komplexes. Auch in der Literatur wurde
eine positive Assoziation zwischen dem erhohten Vorkommen von Bakterien des orangenen
und roten Komplexes und erhdhten Sondiertiefen beschrieben (Socransky et al., 1998). Das
vermehrte Auftreten parodontopathogener Bakterien bei Patienten mit schwerer Parodontitis
zeigt, dass eine starkere bakterielle Besiedlung mit dem Schweregrad der Parodontitis assoziiert

ist.
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A. actinomycetemcomitans kam von der Tendenz bei Patienten mit schwerer Parodontitis
weniger hdufig vor, als bei Patienten, die eine milde oder keine Parodontitis hatten (9,1% vs.
10,8%, p=0,447). Eine Ursache dafur konnte sein, dass A. a. vorwiegend bei Jugendlichen und
jungen Erwachsenen mit lokalisierter aggressiver Parodontitis auftritt (Herbert et al., 2015). Ein
weiterer Grund konnte der fakultativ anaerobe Stoffwechsel des A. a. sein. Im zeitlichen Verlauf
einer Parodontitis scheint der Einfluss des A. a. im Vergleich zu strikt anaeroben Bakterien
abzunehmen (Aberg et al., 2015).

5.3 Untersuchungen zum -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens in den

Querschnittsuntersuchungen

5.3.1 Assoziation des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens zur
Parodontitis

Nachdem eine Forschergruppe um Hudson feststellte, dass im Promotor des RAGE-Gens der in
dieser Arbeit untersuchte -374T>A Polymorphismus zu einer Verdnderung der
Promotoraktivitat fihrt (Hudson et al., 2001), konnte dies auch Auswirkungen auf die
Parodontitis haben.

RAGE ist unter anderem assoziiert mit einer verstarkten Entziindungsreaktion, begriindet durch
eine gesteigerte Expression von proinflammatorischen Zytokinen, die durch eine Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-xB vermehrt gebildet werden (Hofmann et al., 1999; Nah et al.,
2007). Die grundlegende Frage ist, welche Auswirkungen der untersuchte Polymorphismus auf
die Aktivitat des Promotors und damit auf die RAGE-Expression hat. Diese Auswirkung wird
kontrovers diskutiert und konnte bisher nicht eindeutig gekléart werden. Wahrend Hudson von
einer durch das A-Allel erhdhten Promotoraktivitat ausgeht (Hudson et al., 2001), wird in einer
anderen Untersuchung eine A-Allel-vermittelte verringerte RAGE-Expression vermutet
(Martens et al., 2012). Eine italienische Forschergruppe vermutet eine T-Allel abhéngige
gesteigerte RAGE-Expression (Campo et al., 2007).

Eine verringerte Promotoraktivitdt konnte zu einer Abnahme der Immunaktivitat fihren.
Dadurch konnte eine verminderte Erregerabwehr, aber eventuell auch eine verminderte
parodontale Destruktion folgen, da das Immunsystem fir einen Teil des Abbaus parodontalen
Gewebes selbst verantwortlich ist. Dabei spielen sowohl die Sezernierung von MMPs, welche
zum proteolytischen Abbau von Kollagen und Fibronektin fihren (Birkedal-Hansen, 1993), als
auch die Ausschiittung von TNFa, IL-1 und IL-6 abhéngige Osteoklastenfunktion eine Rolle
(Gillespie, 2007). Die gesteigerte Promotoraktivitat wirde gegenteilige Effekte haben.

Im Hauptergebnis wurde in der vorliegenden Studie eine signifikante Assoziation zwischen dem
untersuchten Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens und dem Schweregrad der

Parodontitis festgestellt. Patienten mit schwerer Parodontitis waren signifikant haufiger Trager
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des TT-Genotyps. Diese Beziehung wurde auch nach binérer logistischer Regression und
Adjustierung fur etablierte Risikofaktoren flr Parodontitis bestéatigt.

In einer Parallelstudie der Universitatspoliklinik fur Zahnerhaltungskunde und Parodontologie
wurde das T-Allel als moglicher Risikofaktor fur eine aggressive Parodontitis identifiziert
(Stosberg et al., 2011). Als Ursache wurde eine durch das T-Allel verringerte Promotoraktivitat

vermutet.

5.3.2 Ergebnisse anderer Assoziationsmodelle des -374T>A Polymorphismus

In den meisten Studien wurde das A-Allel bzw. der AA-Genotyp als protektiver Faktor fir
verschiedene Erkrankungen identifiziert. Eine Kaplan-Meier-Untersuchung in einer
italienischen Probandengruppe ergab, dass Patienten mit dem AA-Genotyp erst spater einen
Myokardinfarkt als AT- oder TT-Trager erlitten (p=0,002) (Boiocchi et al., 2011). Pettersson-
Fernholm und Kollegen untersuchten den Zusammenhang zwischen dem -374T>A SNP und
KHK bei Patienten mit Typ-I-Diabetes. Dabei fanden sie heraus, dass bei Probanden mit
schlecht eingestelltem Diabetes und AA-Genotyp sowohl kardiovaskuldre Erkrankungen als
auch ein akuter Myokardinfarkt seltener auftraten. Daraus folgerten sie eine protektive Rolle des
AA-Genotyps fur diabetische Komplikationen. Damit stellt er einen Marker fir einen
geringeren Grad der Atherosklerose bei Typ-I-Diabetikern dar (Pettersson-Fernholm et al.,
2003). Lu und Feng schlussfolgerten in einer Meta-Analyse (kaukasische, chinesische,
asiatische und afrikanische Probanden), dass der AA-Genotyp ein schutzender Faktor fiir den
Eintritt eines diabetisch bedingten kardiovaskuléren Ereignisses besonders bei Kaukasiern ist
(Lu und Feng, 2010). Dagegen wurde in einer slowenischen Studie kein Zusammenhang
zwischen dem untersuchtem RAGE-374T>A SNP und dem Auftreten einer KHK festgestellt
(Kirbis et al., 2004).

In einer niederlandischen Studie wurde ein Einfluss des -374T>A Polymorphismus auf die
Ausbildung eines systemischen Lupus erythematodes (SLE) nachgewiesen. Der
Polymorphismus hatte einen signifikanten Effekt auf die Transkriptionsrate des RAGE-Gens.
Das T-Allel stellte sich als signifikant assoziiert zum SLE gegeniber der Kontrollgruppe dar.
Die Forschergruppe vermutete eine durch das A-Allel verringerte RAGE-Expression und eine
damit einhergehende verminderte Immunantwort (Martens et al., 2012).

Bei italienischen Patienten mit Sarkoidose fanden Campo und Kollegen eine Haufung von
-374-TT und AT-Genotypen (Campo et al., 2007).

2012 fassten Yuan und Kollegen in einer Meta-Analyse, in der sieben Studien die
Einschlusskriterien erflllten, zusammen, dass es einen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem -374T>A SNP und diabetischer Retinopathie gibt (Yuan et al., 2012). Die Forschergruppe
fand einen schiitzenden Effekt sowohl fir das A-Allel als auch den AA-Genotyp.
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Auch fur das Auftreten der Multiplen Sklerose (MS) wurde der -374-AA-Genotyp als
protektiver Faktor identifiziert (Tiszlavicz et al., 2009).

Daneben gibt es aber auch Studien, allerdings von geringerer Anzahl, die das A-Allel bzw. den
AA-Genotyp als Risikofaktor identifiziert hatten oder dem T-Allel/TT-Genotyp einen
schutzenden Effekt zuschrieben. So konnte bei Patienten mit vaskuldren chronischen
Nephropathien eine signifikante Assoziation des A-Allels zu eingeschrénkter Nierenfunktion
nachgewiesen werden (Baragetti et al., 2013). AuBerdem wurde im Kontrast zu den bereits
zitierten Studien von Pettersson-Fernholm (2003) und Lu und Feng (2010) das A-Allel auch als
Risikofaktor fir eine KHK bei Patienten mit Diabetes mellitus identifiziert (Kucukhuseyin et
al., 2009). Ebenso wurde bei ménnlichen Patienten mit Diabetes mellitus und Hypertonie das A-
Allel als unabhéngiger Risikofaktor fur eine KHK identifiziert (Kawai et al., 2013). Der TT-
Genotyp war in einer weiteren Studie mit einem reduzierten Risiko eines nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms assoziiert (OR=0,63; p<0,005) (Wang et al., 2012b).

Zusammenfassend stellte die Mehrzahl der Untersuchungen eine protektive Rolle des selteneren
-374-AA-Genotyps bei KHK, SLE, Sarkoidose, diabetischer Retinopathie und MS fest. Dies
entspricht dem in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnis der Assoziation von TT-
Genotyp bzw. T-Allel zur schweren Parodontitis, wahrend der AA-Genotyp hier seltener

nachweisbar war.

5.3.3 Biologische Plausibilitat der Assoziation des -374T>A SNP zur schweren Parodontitis
RAGE befindet sich auf unterschiedlichen Zelltypen, sodass der Polymorphismus
Auswirkungen auf T-Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten haben
konnte, die alle im parodontalen Gewebe vorkommen (Lalla et al., 2000). Unter
physiologischen Bedingungen befindet sich nur wenig RAGE auf der Oberflache dieser Zellen.
Eine durch Bakterien induzierte Aktivierung von Makrophagen triggert tber NF-xB die
Ausschiittung von Zytokinen wie IL-1, TNFa und Prostaglandinen (Page, 1991). LPS oder
Lipoproteine auf der Bakterienoberflache werden u.a. durch Toll-like-Rezeptoren (Medzhitov,
2001), Scavenger-Rezeptoren (Peiser et al., 2002) oder C-Typ Lektin-Rezeptoren (CLR)
(McGreal et al., 2005) erkannt.

RAGE selbst kann LPS-Rezeptoren binden (Yamamoto et al., 2011) und Uber NF-xB-
Aktivierung die Expression proinflammatorischer Zytokine fordern. Zusatzlich kommt es zur
direkten Ausschittung von RAGE-Liganden wie HMGB-1 und S100-Proteinen durch
Entziindungszellen (Bierhaus et al., 2005). Eine Aktivierung von RAGE kann auch zur
Ausschiittung von Sauerstoffradikalen fuhren (Wautier et al., 2001), die ihrerseits wieder die

Expression des sauerstoffsensitiven NF-kB fordern. NF-«xB stellt einen Transkriptionsfaktor fur
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RAGE dar. Durch die Aktivierung des Immunsystems wandelt RAGE eine akute Entziindung in
eine chronische zellulare Immunantwort um (Bierhaus et al., 2005). Eine durch einen
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens verursachte Aktivitatsanderung verstarkt diesen
Effekt moglicherweise zusétzlich.

Dabei ist durch eine gesteigerte RAGE-Aktivitat von einer erhdhten Makrophagenmigration in
das parodontale Gewebe einschlieBlich gesteigerter TNFa-Produktion auszugehen. Das
Endothel reagiert mit erhdhter Permeabilitit und forcierter Expression des Adhasionsmolekils
VCAM-1 (Schmidt et al., 1995; Wautier et al., 1996). Die gingivalen Fibroblasten antworten
(stimuliert durch g2-microglobulin modified with AGES) mit verringerter Produktion von
Kollagen Typ | (Owen jr. et al., 1998) und gesteigerter MMP-Sekretion (Lalla et al., 2000). Eine
durch RAGE vermehrte NF-kB-Bildung kann auferdem zur erhohten Osteoklastenaktivitét
fihren (Leibbrandt und Penninger, 2008). Zudem ist neben der Bildung von IL-1 und IL-6 eine
RAGE-vermittelte gesteigerte Expression des chemotaktischen Zytokins IL-8 denkbar, was zur
Mobilisierung und Degranulation neutrophiler Granulozyten fuhrt.

In einer In-vitro-Studie an humanen Monozyten (THP-1-Zelllinie) wurde festgestellt, dass
glykiertes Albumin zu einer gesteigerten Synthese von IL-1B, IL-6 und TNFa fihrt. Eine
zusétzliche Inkubation mit bakteriellem LPS verstarkte diesen Effekt. Durch Blockierung von
RAGE durch Antikdrper wurde diese gesteigerte Produktion jedoch reduziert. Dieses Ergebnis
erlaubt die Schlussfolgerung, dass RAGE tatsdchlich ein proinflammatorisches Potential besitzt
und einen Einfluss auf Parodontitis haben kann (Shim und Babu, 2015).

Zusétzlich zur Betrachtung der Auswirkung des Polymorphismus auf die Promotoraktivitat ist
zu bedenken, dass neben dem fIRAGE auch Varianten ohne intrazellulare Doméne (dNRAGE),
ohne extrazellulare Doméne (NtRAGE) und die nicht membranstandigen Formen sRAGE und
esRAGE existieren. Bei dnRAGE, sSRAGE und esRAGE ist davon auszugehen, dass nach
Ligandenbindung keine intrazelluldre Signalweiterleitung stattfindet. So kdnnte eine gesteigerte
Anzahl aller RAGE-Isoformen durch den Promotorpolymorphismus dazu fiihren, dass die
tatséchliche Auslosung der intrazelluldren Signalkaskade abnimmt, da RAGE-Aktivatoren auch
an RAGE-Isoformen ohne intrazelluldare Doméne gebunden werden. Die gebundenen Liganden
stehen folglich nicht mehr fur die Bindung an fIRAGE zu Verfligung. Eine Untersuchung liber
die Hemmung der RAGE-Aktivierung durch sSRAGE bestétigt dies. So konnte gezeigt werden,
dass SRAGE zu reduzierter akuter und chronischer Entziindung beitragt (Yang et al., 2014).
Falcone et al. fanden, dass geringere Plasmaspiegel von sRAGE mit einer erhohten KHK-
Inzidenz verbunden sind (Falcone et al., 2005).

Zudem scheinen unterschiedliche RAGE-Aktivatoren einen differierenden Effekt auf die
verschiedenen RAGE-Varianten zu haben. Wahrend in einer Untersuchung an Endothelzellen
humanes methylglyoxal-modifiziertes-Serumalbumin (MG-HSA) die Expression von fIRAGE,

NtRAGE und esRAGE stimuliert, flihrt humanes carboxymethyllysin-Serumalbumin (CML-
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HSA) nicht zu einer Stimulation der esSRAGE-mRNA-Expression. So konnte die MG-HSA-
induzierte verstérkte Expression von esRAGE durch das Abfangen von Liganden zu einer
negativem Ruickkopplung der RAGE-Aktivierung fiihren (Grossin et al., 2009).

Die Aktivierung von RAGE flhrt also vermutlich einerseits zu einer Progression der
Parodontitis (verursacht durch gesteigerte Produktion von IL-1, IL-6, MMP’s, erhohte
Osteoklastenaktivitat, verminderte Kollagen-Typ-I-Produktion), aber andererseits zu einer
besseren Erregerbekampfung durch Aktivierung des Immunsystems. Dabei fihrt wahrscheinlich
das Uberwiegen eines Effektes zur zunehmenden Destruktion des Zahnhalteapparates.
Zusammenfassend ist zu vermuten, dass ein Gleichgewicht zwischen negativer und positiver
Regulation der Expression des RAGE-Gens auch zu physiologisch ausbalancierten Effekten des
Immunsystems flhrt. Da die Immunantwort sowohl eine Reduzierung der Pathogene bewirkt,
als auch flir einen Bindegewebs- und Knochenabbau verantwortlich ist, kénnten alle
Abweichungen der Homoostase dementsprechend zur verstarkten Progression der Parodontitis

fuhren.

5.3.4 Assoziation des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens zum
Auftreten von P. intermedia

Genetische Faktoren wirken auf die Progredienz der Parodontitis unter anderem (ber die
Beeinflussung des korpereigenen Immunsystems, welches fiir die Reduzierung von
parodontpathogenen Bakterien verantwortlich ist. Dies ist auch beim untersuchten
Polymorphismus des RAGE-Gens zu vermuten. Daher wurde in dieser Studie der
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und der Besiedlung durch parodontopathogene
Bakterien untersucht. Es stellte sich bei mehreren Spezies eine Tendenz zu verstarktem
Auftreten bei Vorhandensein des TT-Genotyps dar. Der TT-Genotyp war nach Adjustierung fur
etablierte Risikofaktoren signifikant mit P. intermedia assoziiert und erwies sich somit als
unabhéngiger Risikofaktor furr die subgingivale Besiedlung mit P. intermedia. Eine durch den
TT-Genotyp veranderte Immunantwort konnte zur verstarkten Prasenz von P. intermedia

fuhren.

5.3.5 Assoziation des -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens zu
biochemischen Parametern und anamnestisch bekannten VVorerkrankungen

Eine Assoziation zwischen dem -374T>A Polymorphismus und den gemessenen biochemischen
Parametern (CRP, Leukozytenzahl, 1L-6, Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin,
LDL-Cholesterin sowie Triglyceride) konnte nicht gezeigt werden. Wahrscheinlich hatte die
akute KHK-Situation, in der sich der Patient wéhrend der Blutentnahme befand, einen grof3eren

Einfluss auf die gemessenen Parameter als der Genpolymorphismus.
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In der vorliegenden Arbeit konnten keine Assoziationen zwischen dem -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens und der Prdvalenz von der aus der Anamnese
der KHK-Patienten bekannten Vorerkrankungen (Diabetes mellitus, Hypertonie,
Hyperlipoproteindmie, PAVK, Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA, Carotisstenose, anamnestisch
bekannte KHK und Gicht) identifiziert werden. Der Effekt des genetischen Polymorphismus auf
das Erkrankungsrisiko lag offenbar unter dem anderer etablierter Risikofaktoren fur diese

Erkrankungen.

5.4 Assoziation des untersuchten -374T>A Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens

zum Auftreten neuer kardiovaskuldrer Ereignisse bei Patienten mit KHK

Eine durch den Polymorphismus verénderte RAGE-Expressionsrate konnte tber eine veréanderte
Immunantwort zu einer Verstarkung atherosklerotischer Effekte fiihren. Dies kann das Risiko
fur kardiovaskulédre Folgeereignisse erhdhen. Ein weiteres Hauptziel der vorliegenden Arbeit
bestand deshalb darin zu Uberprifen, ob der untersuchte RAGE-Polymorphismus zur Inzidenz
des kombinierten Endpunkts (Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA, kardialer Tod) innerhalb eines
Jahres Follow-Up assoziiert war.

Innerhalb dieses Nachuntersuchungszeitraumes konnte weder ohne Zeitbezug (Chi2-Test) noch
mit Zeitbezug (univariat: Kaplan-Meier-Analyse; multivariat: Cox-Regression) eine signifikante
Assoziation zwischen dem untersuchtem -374T>A Polymorphismus und der Inzidenz des
kombinierten Endpunkts unter Patienten mit KHK gefunden werden. Tendenziell befanden sich
unter den Patienten, bei denen ein kardiovaskuldres Folgeereignis eingetreten ist, mehr
TT-Carrier (49,3% vs. 45,5%; p=0,545). In der Kaplan-Meier-Analyse trat bei TT-Tragern der
kombinierte Endpunkt tendenziell friiher ein als bei AA- und AT-Tragern (73,188 Wochen vs.
76,822 Wochen; p=0,501 nach Log-Rank-Test). Auch in der multivariaten Cox-Regression
zeigte sich der TT-Genotyp tendenziell assoziiert zum hdufigeren Auftreten des kombinierten
Endpunktes (adjustierte HR=1,146). Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,575).
In Querschnittsuntersuchungen wurde gehduft eine protektive Rolle des AA-Genotyps flr
kardiovaskuldre Ereignisse festgestellt (Pettersson-Fernholm et al., 2003; Lu und Feng, 2010;
Boiocchi et al., 2011; Falcone et al., 2013). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde das A-
Allel aber in weiteren Studien auch als unabhangiger Risikofaktor fir eine KHK (Kucukhuseyin
et al., 2009) und fir Atherosklerose (Kawai et al., 2013) identifiziert. Andere Analysen zeigten
keinen Zusammenhang zwischen dem untersuchten -374T>A Polymorphismus und KHK
(Kirbis et al., 2004) bzw. Schlaganfall (Cui et al., 2013).

Es existieren nur wenige Daten aus longitudinalen Studien. Poon et al. untersuchten eine

chinesische Studiengruppe mit Diabetes mellitus Typ Il und diabetischer Nephropathie. Dabei
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fanden sie nach einer Nachbeobachtungszeit von acht Jahren ebenso wie wir keine signifikante
Assoziation zwischen dem -374T>A Polymorphismus und dem Auftreten kardiovaskulérer
Events bzw. der Uberlebensrate (Poon et al., 2010).

Damit stellt der -374T>A Polymorphismus wahrscheinlich keinen Risikofaktor flr erneute
kardiovaskulére Ereignisse dar. Trotzdem ist geplant (Parallelstudie), ein weiteres Follow-Up
nach drei Jahren durchzufihren, um erneut die prognostische Bedeutung des RAGE

Polymorphismus zu bewerten.

5.5 Risikofaktor Parodontitis fiir das Auftreten neuer kardiovaskularer Folgeereignisse

In einer Meta-Analyse prospektiver Studien bei Patienten ohne bekannte KHK bei
Studienbeginn  wurde festgestellt, dass Parodontitis mit einer 1,24-fach erhohten
Wahrscheinlichkeit fir eine KHK assoziiert ist. Die Forscher forderten jedoch weitere
prospektive Untersuchungen (Humphrey et al., 2008). In einer 7-Jahres-Follow-Up-Studie an
Patienten (Durchschnittsalter 49 Jahre), die bereits zu Studienbeginn an einer KHK litten,
konnten dentale Infektionen (inklusive Karies, apikalen Lé&sionen und Perikoronitis) als
Risikofaktor fiir erneute kardiovaskulare Ereignisse bestimmt werden (Mattila et al., 1995). In
einer weiteren Studie zeigte sich, dass eine Parodontitis die Odds-Ratio flir ein erneutes akutes
Koronarsyndrom signifikant erhéht (OR=3,6; 95%-Cl=2,0 — 6,6; p<0,001) (Renvert et al.,
2010). Im Gegensatz dazu steht eine prospektive Untersuchung an 8032 Patienten ohne vorher
bekannte KHK, bei denen keine signifikante Assoziation zwischen Parodontitis und erstmalig
aufgetretener KHK gezeigt werden konnte (Hujoel et al., 2000). Aufgrund der beschriebenen
Untersuchungen zum KHK-Risikofaktor Parodontitis ist es moglich, dass Parodontitis nicht nur
das Risiko fiir eine KHK erhoht, sondern auch mit kardiovaskuldren Folgeereignissen unter
KHK-Patienten assoziiert ist.

In der untersuchten Studienpopulation konnte jedoch in einer Parallelstudie unserer
Arbeitsgruppe (A. Lutze, Dissertation in Vorbereitung) entgegen der Vermutung keine
signifikante Assoziation zwischen der Diagnose schwere Parodontitis und der Inzidenz des
kombinierten Endpunktes innerhalb eines Jahres nach Erstaufnahme festgestellt werden.
Madglicherweise ist die fehlende Assoziation durch das Durchschnittalter von 67 Jahren zu
erklaren. Dietrich et. al konnten in einer Analyse Kklinischer und radiologischer Daten von ca.
1200 Veteranen (die zu Studienbeginn nicht unter einer KHK litten) eine signifikante
Assoziation zwischen chronischer Parodontitis und der Inzidenz der KHK nach einer medianen
Nachbeobachtungszeit von 24 Jahren nur bei unter 60-j&hrigen Ménnern feststellen (HR=2.12).
Jedoch nicht bei Mannern tiber 60 Jahren (Dietrich et al., 2008).
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5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Das Hauptergebnis der vorliegenden Studie ist die signifikante Assoziation des -374T>A
Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens zum erhdhten Schweregrad der Parodontitis.
Dieser Zusammenhang konnte auch im multivariaten Vergleich unter Einbeziehung weiterer
etablierter Risikofaktoren flir Parodontitis wie Plagueindex, Nikotinabusus, Alter und
Geschlecht gezeigt werden. Der TT-Genotyp ist unter Patienten mit KHK mit einer 1,63-fach
hoheren Wahrscheinlichkeit, eine schwere Parodontitis zu entwickeln, assoziiert.

Vermutlich ist eine durch den untersuchten Polymorphismus TT-Genotyp-vermittelte
verédnderte RAGE-Expression fir eine modifizierte Immunantwort tber die RAGE-NF-«xB-
Zytokin-Achse und dadurch bedingte verstarkte parodontale Destruktion verantwortlich.

Der untersuchte Polymorphismus stellte sich nach der Nachbeobachtungszeit von einem Jahr
nicht als signifikanter prospektiver Risikofaktor fir die Inzidenz des kombinierten Endpunkts
heraus. Carrier des TT-Genotyps hatten jedoch von der Tendenz mehr kardiovaskulére
Folgeereignisse. Mit Zeitbezug zeigte die Kaplan-Meier-Analyse einen tendenziell friheren
Eintritt des kombinierten Endpunktes unter Trégern des TT-Genotyps. Dies stimmt mit
Ergebnissen anderer Studien Uberein, in der AA-Genotyp-Trager erst spater einen
Myokardinfarkt erlitten, bzw. kardiovaskuldre Erkrankungen seltener auftraten als bei AT- und
TT-Carriern (Pettersson-Fernholm et al., 2003; Lu und Feng, 2010; Boiocchi et al., 2011). Die
Vermutung, dass eine schwere Parodontitis ein Risikofaktor flir das Auftreten neuer
kardiovaskulérer Ereignisse innerhalb eines Jahres Follow-Up ist, konnte nicht bestatigt werden.
Um die gewonnenen Ergebnisse zu bestétigen, sollten weitere Studien mit langerer Follow-Up-
Zeit durchgefiihrt werden. Zudem gibt es bisher keine eindeutigen Erkenntnisse Uber die
funktionellen Auswirkungen des untersuchten Polymorphismus in Bezug zur Transkriptionsrate
des RAGE-Gens und damit verbundener Anderung der Immunantwort. Zu beachten ist, dass es
unterschiedliche RAGE-Varianten gibt. Der Polymorphismus konnte gegensétzliche Effekte
haben, was die Auswirkungen auf kardiovaskuldre Folgeereignisse mdglicherweise mindert.
Zukunftig konnten Forschungen zu genetischen Risikofaktoren fiir Parodontitis und KHK dazu
beitragen, neuartige diagnostische und therapeutische Verfahren zu entwickeln. Eine Diagnostik
von krankheitsassoziierten Genen konnte eine Risikoabschatzung, friihe Erkennung und
entsprechend individualisierte Therapie ermdglichen. Ein therapeutischer Ansatzpunkt ware das
Antagonisieren von RAGE, wodurch die folgende intrazellulére Signalkette nicht oder weniger
stark ausgelost wird. RAGE-Antagonisten wie TTP488 oder niedermolekulares Heparin
(LMWH) konnten in Zukunft vor den Folgen der RAGE-Signalkaskade schutzen (Myint et al.,
2006; Chen et al., 2008). Das gezielte Einsetzen von zirkulierendem sRAGE, welches
entgegengesetzt zu Entziindungsmarkern assoziiert ist, kdnnte eine Senkung freier RAGE-
Liganden bewirken (Al Rifai et al., 2015).
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6. Zusammenfassung

Die endotheliale Dysfunktion (Soga et al., 2003) einschliellich der Akkumulation von Lipiden
und fibrosen Stoffen in den arteriellen Zellwénden wird mafgeblich durch das Immunsystem
beeinflusst. Genetische Faktoren wie der hier untersuchte -374T>A Polymorphismus im
Promotor des RAGE-Gens kdnnten einen Einfluss auf die KHK haben.

Der primare atiologische Faktor der Parodontitis ist eine pathogene mikrobielle Plaque, die in
Form eines Biofilms auf mineralisierten subgingivalen Zahnoberflichen adhériert. Die
kdrpereigene Immunabwehr kann bei betroffenen Patienten die Infektion nicht kontrollieren und
triggert durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren den Abbau des Zahnhalteapparates.
Seit langem besteht der Verdacht, dass die Parodontitis ein Risikofaktor fir KHK sein kénnte.
Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war, im Rahmen einer Kohortenstudie den Einfluss des
-374T>A SNP im Promotor des RAGE-Gens auf den Schweregrad der Parodontitis unter
stationdren Patienten mit nachgewiesener KHK zu untersuchen. Auflerdem sollte Uberprift
werden, ob der untersuchte Polymorphismus im Rahmen einer Longitudinalstudie in
Kombination mit schwerer Parodontitis zu kardiovaskuldren Folgeereignissen assoziiert ist.

Fur die vorliegende Studie wurden insgesamt 1002 ausschlieBlich kaukasische, stationére
Patienten mit mindestens 50%-iger Stenose einer oder mehrerer dominanter Herzkranzarterien
in der Universitatsklinik und Poliklinik flr Innere Medizin 11l der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg untersucht. Darauf folgte nach Genotypisierung die Einteilung der Teilnehmer
in eine Gruppe ohne oder mit leichter Parodontitis (489 Patienten) und in eine Gruppe mit
schwerer Parodontitis (449 Patienten) nach Kriterien von Tonetti und Claffey (Tonetti und
Claffey, 2005). Nach einem Jahr erfolgte ein Follow-Up. Die genomische Untersuchung des
-374T>A  SNP wurde per Restriktions-Fragment-Langen-Analyse durchgefiihrt. Die
molekularbiologische Bestimmung von elf etablierten, parodontopathogenen Bakterienspezies
aus subgingival gewonnenen Plagueproben wurde von HAIN Lifescience (Nehren,
Deutschland) durchgefihrt.

Fur den untersuchten -374T>A SNP konnte innerhalb der Querschnittsuntersuchungen eine
Assoziation zum Schweregrad der Parodontitis gefunden werden. Dabei waren Patienten mit
schwerer Parodontitis signifikant haufiger Trager des TT-Genotyps als Patienten, die unter einer
leichten oder unter keiner Parodontitis litten (50,8% vs. 41,1%; p=0,004). Im multivariaten
Vergleich wurde fur den TT-Genotyp ein adjustiertes Odds-Ratio von 1,63 fur die Ausbildung
einer schweren Parodontitis ermittelt. Mdglicherweise fihrt eine durch den Polymorphismus
verursachte verénderte RAGE-Expression Uber NF-xB zu einer Verdnderung der
Immunantwort, was in einer verstarkten Progression der Parodontitis resultiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass weder der untersuchte Polymorphismus,

noch die Schwere der Parodontitis innerhalb des 1-Jahres-Follow-Up einen signifikanten
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Risikoindikator flr kardiovaskuldre Folgeereignisse unter stationdren Patienten mit KHK
darstellen. Unter den Patienten, bei denen der kombinierte Endpunkt eingetreten ist, waren
tendenziell haufiger TT-Trager (49,3% vs. 45,5%; p=0,545). Der TT-Genotyp (vs. AT- und
AA-Genotyp) zeigt tendenziell in Richtung eines fruheren Auftretens kardialer Folgeereignisse
(73,188 Wochen vs. 76,822 Wochen; p=0,501 nach Log-Rank-Test).

Existierende longitudinale Untersuchungen mit &hnlichen Voraussetzungen sind bisher rar.
Unter Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il und diabetischer Nephropathie konnte nach acht
Jahren Nachuntersuchungszeit ebenso keine signifikante Assoziation zwischen dem
untersuchten -374T>A Polymorphismus und dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
gefunden werden (Poon et al.,, 2010). Fallkontrolistudien zu bereits vorliegenden
kardiovaskuldren Erkrankungen zeigten den AA-Genotyp als protektiven Faktor (Lu und Feng,
2010; Boiocchi et al., 2011). Andere Studien stellten keinen signifikanten Zusammenhang fest
(Kirbis et al., 2004).
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8. Anhang

Follow-Up Fragebogen

Nr.:

10.

11.

12.

13.

Name: Studieneinschluss:

Trat nach Ihrem stationdren Aufenthalt im (Zeitpunkt
Studieneinschluss) erstmals oder erneut ein
Herzinfarkt auf?

Trat nach lhrer Entlassung im (Zeitpunkt
Studieneinschluss)  erstmals oder erneut ein O NEIN O JA am
Schlaganfall auf?

O NEIN O JA am

Wurde nach der Entlassung eine (erneute) Bypass-
Operation am Herzen bei Ihnen durchgefiihrt? ONEIN O JAam___
War nach (Zeitpunkt Studieneinschluss) erneut eine

stationare Behandlung notwendig? ONEIN O JAvon____

bis

Waren Herzbeschwerden der Grund fir die erneute
stationare Aufnahme? O NEIN O JA, am

Wurde daraufhin ein Herzkatheter durchgefihrt? O NEIN O JA am

Wurde eine Ballonaufdehnung durchgefuhrt, bzw.
ein Stent eingebaut? O NEIN O JA, am

Wurde bei lhnen eine Blutungskomplikation (z.B. O NEIN O JA, am
Magenbluten) festgestellt?

Bitte geben Sie genau an, wie viele Zigaretten Sie am Tag rauchen oder, falls zutreffend,
bis wann Sie geraucht haben.
O NICHTRAUCHER O RAUCHER O EX-RAUCHER

Zigaretten pro Tag von bis (Jahr)

Welche Medikamente nehmen Sie zurzeit ein?

Wurde bei lhnen eine Zahnfleischtherapie O NEIN O JA, am
(geschlossen, offen) durchgefiihrt?
Haben Sie Medikamente (Antibiotika) O NEIN O JA am

gegen Parodontitiskeime bekommen?

Wurden seit unserer Untersuchung O NEIN O JA, wie viele?

Z&hne bei lhnen gezogen?
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9. Thesen

Parodontitis und koronare Herzerkrankung (KHK) sind multifaktorielle, inflammatorische
Erkrankungen mit hoher Pravalenz in der Bevélkerung.

Aufgrund verschiedener biologischer Mechanismen wie einer Erhohung des
proinflammatorischen und prothrombotischen Entziindungsstatus bei Parodontitis-
Patienten, einer systemischen Streuung parodontaler Bakterien und der Existenz von
gemeinsamen Risikofaktoren (u.a. Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Adipositas) fir KHK
und Parodontitis ist fur Patienten mit Parodontitis das Risiko eine KHK zu entwickeln
hoher im Vergleich zur Normalbevélkerung. Zudem kodnnen auch genetische Faktoren
existieren, die sowohl bei der Parodontitis als auch bei KHK eine Rolle spielen. In der
Pathogenese beider Erkrankungen konnte der in dieser Arbeit untersuchte -374T>A
Polymorphismus im Promotor des Gens fir den Rezeptor fir advanced glycation

endproducts (RAGE) von Bedeutung sein.

Die vorliegende Arbeit ist eine Teilstudie des Projekts ,,Parodontale Erkrankungen und ihre
mikrobiologischen Erreger als Risikofaktoren fiir kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten
mit KHK* (ClinicalTrials.gov; identifier: NCT01045070). Ziel ist es, mdgliche
Assoziationen des -374T>A Polymorphismus zur Ausprédgung einer Parodontitis unter
stationdren Patienten mit KHK zu untersuchen. Ein weiteres Ziel bestand darin zu
evaluieren, ob der -374T>A Polymorphismus ein moglicher Pradiktor fur die Inzidenz
neuer kardiovaskulérer Ereignisse innerhalb eines Follow-Up Zeitraums von einem Jahr
darstellt.

Fur das gesamte Studienprojekt wurden 1002 stationédre Patienten mit KHK (mindestens
50%ige Stenose einer Hauptkoronararterie) zahnarztlich-parodontologisch untersucht. Eine
schwere Parodontitis lag vor, wenn mindestens 30% der Zéhne einen approximalen
Attachmentverlust von > 5mm aufwiesen. Die Genotypisierung zur Bestimmung des
-374T>A Polymorphismus konnte an 938 Probanden (Alter 66,8 Jahre, Méanner 74%) per
Restriktions-Fragment-Langen-Analyse erfolgen. EIf parodontale Markerbakterien in
subgingivalen Plaqueproben wurden in einem Fremdlabor molekularbiologisch mit PCR

(Polymerasekettenreaktion) und anschlieflender reverser Hybridisierung nachgewiesen.
Im Ergebnis wurde festgestellt, dass der TT-Genotyp des untersuchten -374T>A

Polymorphismus im Promotor des RAGE-Gens hdufiger bei Patienten mit schwerer

Parodontitis auftrat (50,8%) im Vergleich zu Probanden ohne oder mit milder Parodontitis
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(41,1%; p=0,004 nach Chi2-Test mit Yates-Korrektur). Diese Assoziation bestatigte sich
auch nach Adjustierung fiir die Kofaktoren Plaqueindex, Rauchen, Diabetes mellitus,
Geschlecht und Alter mit bindrer logistischer Regression, wobei der TT-Genotyp als
unabhéngiger Risikoindikator (OR=1,63; p=0,001; 95% Konfidenzintervall=1,23-2,17) fir
die Prévalenz einer schweren Parodontitis unter Patienten mit KHK identifiziert werden

konnte.

In Rahmen der Querschnittsuntersuchungen wurde auBerdem festgestellt, dass Patienten
mit bekannter KHK oder einem bereits erlebten Myokardinfarkt haufiger unter einer
schweren Parodontitis litten (bekannte KHK: 77,5% vs. 71,4%; p=0,025; erlebter
Myokardinfarkt: 42,3% vs. 35,0%; p=0,038).

Fur die Bewertung des Einflusses des -374T>A Polymorphismus auf das kardiovaskulare
Outcome wurde ein kombinierter Endpunkt definiert (erneuter Myokardinfarkt,
Schlaganfall/TIA und kardialer Tod). Die Patientendaten nach einem Jahr Follow-Up
wurden anhand schriftlicher Fragebdgen, Telefoninterviews mit den Studienteilnehmern

und von Hausérzten bzw. Gesundheitsémtern bezogen.

Der -374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen war im Ergebnis nicht signifikant zur
Inzidenz des kombinierten Endpunkts nach einem Jahr Follow-Up assoziiert. Es konnte
lediglich die Tendenz beobachtet werden, dass bei Tragern des -374-TT-Genotyps der
kombinierte Endpunkt friher (73,2 Wochen vs. 76,8 Wochen; p=0,501) und haufiger
(49,3% vs. 45,5%; p=0,545) im Vergleich zu AT- bzw. AA-Trégern auftrat. Ebenso stellte
sich der Schweregrad der Parodontitis nicht als signifikanter Risikofaktor fiir die Inzidenz

des kombinierten Endpunktes dar (Parallelstudie Promotion Andrea Lutze).

Es ist zu vermuten, dass der Polymorphismus im Promotorbereich einen Einfluss auf die
Aktivitat des Gens hat. Durch eine zu erwartende Anderung der Anzahl gebildeter RAGE-
Rezeptoren konnte es (ber eine verdnderte Produktion von NF-xB zu
krankheitsbeeinflussenden Effekten auf das Immunsystem kommen. Dabei kénnte sowohl
eine zu hohe als auch eine zu geringe Aktivitdt des Immunsystems zur Progression der

Parodontitis fuihren.

Der in der vorliegenden Studie nicht nachweisbare Einfluss des untersuchten
Polymorphismus auf erneute kardiovaskulére Ereignisse konnte auf das relativ kurze
1-Jahres-Follow-Up zuriickzufiihren sein. Deshalb wéren weitere Untersuchungen mit

verlangerten Follow-Up-Intervallen notwendig.
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