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1. Einleitung
1.1 Entziindliche Parodontopathien

Unter dem Begriff Parodontopathien werden Erkrankungen der Gingiva und des
Zahnhalteapparats zusammengefasst. Zu unterscheiden sind sie von der Gingivitis, bei der
sich die Entziindung ausschlieBlich auf das Zahnfleisch beschrinkt. Dagegen ist bei den
Parodontopathien der Zahnhalteapparat immer mit betroffen, dies kann bei Fortschreiten der
Erkrankung bis zum Verlust des Zahns fithren. Die Diagnose erfolgt klinisch; zusitzlich
werden auch laborchemische und mikrobiologische Verfahren eingesetzt. Der Verlust der

Knochensubstanz wird radiologisch erfasst (Armitage, 2004; Hellwig et al., 2003).

1.1.1 Klassifikation der Parodontitiden

Beim internationalen Workshop zur Klassifizierung von parodontalen Erkrankungen im Jahr
1999 wurde eine Einteilung in {liber 40 gingivale Erkrankungen vorgenommen (Armitage,
1999). Geringe Unterschiede und flieBende Ubergiinge zwischen den klinischen Bildern
machen eine eindeutige Diagnose und Klassifizierung der Parotontitiden allerdings oft
schwierig. Nachfolgend sollen nur kurz die wichtigsten parodontalen Krankheitsbilder
beschrieben werden.

Die chronische Parodontitis ist die hiufigste Form der Parodontitiden. Auf sie wird in dieser
Arbeit noch nédher eingegangen.

Die aggressive Parodontitis ist gekennzeichnet durch eine schwere parodontale Destruktion
mit raschem Attachementverlust. Es kann innerhalb von wenigen Jahren zur vollstandigen
Destruktion des Zahnhalteapparats kommen, welche den Verlust der betroffenen Zdhne zur
Folge haben kann. Unterschieden wird zwischen der lokalen und der generalisierten
aggressiven Parodontitis. Die lokale Form beginnt in der Pubertéit und geht meist vom ersten
Molaren aus. Die generalisierte Form beginnt vor dem 35. Lebensjahr. Sie kann aus einer
lokalen aggressiven Parodontitis entstehen. Allerdings sind hier mindestens drei Zihne

betroffen, die nicht den ersten Molaren oder den Inzisivi entsprechen (Hellwig et al., 2003).



1.1.2 Krankheiten mit parodontalem Befall

Zahlreiche systemische Erkrankungen stehen in engem Zusammenhang mit dem Auftreten
von parodontalen Verdnderungen. Einige Erkrankungen, wie Lichen planus, Herpes simplex-
Infektionen oder das bullose Pemphigoid, betreffen vor allem die Gingiva. Andere
Erkrankungen konnen auch den parodontalen Zahnhalteapparat befallen. Bei Leukdmien, bei
der Wegener’schen Granulomatose, bei der Tuberkulose, bei ausgedehntem Pilzbefall und bei
der Langerhanszell-Erkrankung wurden solche Phidnomene beobachtet. Das Parodontium
kann auch Manifestationsort fiir Metastasen sein. In diesem Zusammenhang sollten das
Mamma-Karzinom und das Lungen-Karzinom genannt werden. Bei Kindern metastasieren
das Neuroblastom und das Osteosarkom héufig in den Kiefer. Im Allgemeinen ist die
Manifestation systemischer Erkrankungen in Form einer Parodontitis jedoch selten (Jordan,
2004).

Die nekrotisierende ulzerative Gingivitis beginnt mit einer schmerzhaften Entziindung der

interdentalen Gingiva. Es kommt zu Nekrosen und zu Ulzerationen (Hellwig et al., 2003).

1.1.3 Epidemiologische Daten

Parodontale Erkrankungen kommen weltweit sehr hdufig vor. Dabei ist zu beachten, dass es
grof3e Unterschiede in den Daten epidemiologischer Studien gibt, abhéingig von der jeweiligen
Definition parodontaler Erkrankungen. Albandar verdffentlichte 1999 hierzu eine grof3e
Untersuchung aus den USA, die zu dem Ergebnis kam, dass ca. 35% der Bevolkerung dieses
Landes von einer Parodontitis betroffen sind, dabei etwa 22% von einer milden Form und
etwa 13% von einer mittelschweren bis schweren Form. Die Einteilung wurde hier anhand der
Sondiertiefe der marginalen Gingiva mit der WHO-Sonde und der Anzahl der befallenen
Zihne getroffen. Die milde Parodontitis war durch den Befall von mindestens einem Zahn mit
einer Sondiertiefe von mindestens 3 mm gekennzeichnet. Ab einer Sondiertiefe von 5 mm
oder dem Befall von 2 Zdhnen mit einer Sondiertiefe von jeweils mindestens 4 mm sprach
man von einer mittelschweren Parodontitis. Man kam aulerdem zu dem Ergebnis, dass die
Pravalenz der Parodontitis sowie deren Schweregrad mit dem Lebensalter zunehmen.

Allerdings kommt es in hoheren Altersstufen zu einer Abnahme der Privalenz aufgrund von
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Zahnverlusten und Rezessionen. Schwere Formen kamen vermehrt bei Méannern vor
(Albandar et al., 1999).

Eine europdische Metaanalyse kam zu einem dhnlichen Ergebnis. Die Privalenz lag bei etwa
36% fiir die westeuropdische Bevolkerung mit Sondiertiefen zwischen 4 und 5,5 mm. In
Osteuropa lag die Privalenz hingegen bei etwa 45%. Sondiertiefen von iiber 6 mm wurden bei
etwa 9% der Westeuropder und etwa 23% der Osteuropéer gefunden (Sheiham und Netuveli,
2002).

Das Institut der deutschen Zahnérzte hat im Rahmen der III. Deutschen Mundgesundheits-
Studie (DMS III) im Jahr 1997 Daten zur Parodontitis erhoben. Dabei zeigte sich, dass etwa
ein Drittel der Erwachsenen Taschentiefen von bis zu 5 mm aufwiesen. Der Anteil der
Bevolkerung mit schwerer Parodontitis belief sich immerhin auf etwa 14%. Auch innerhalb
Deutschlands zeigte sich ein ausgepriagter Unterschied zwischen Ost und West im Bezug auf
fortgeschrittene Parodontalerkrankungen. Wihrend in Westdeutschland weniger als 10% der
Erwachsenen eine Sondiertiefe von mehr als 5 mm aufwiesen, lag der Wert in Ostdeutschland
bei etwa 31%. Es zeigte sich hier auch eine Zunahme der Parodontitis mit dem Lebensalter.
Die Haufigkeit von Taschentiefen iiber 4 mm bei den iiber 65-jdhrigen betrug etwa 84%, bei
etwa 52% betrugen die Taschentiefen iiber 6 mm. Ein geringer geschlechtsspezifischer
Unterschied war in allen Altersstufen zu sehen, Méanner waren héaufiger betroffen und wiesen

im Durchschnitt stirkere Attachementverluste auf (Micheelis und Reich, 1997).

1.1.4 Krankheitsbild der chronischen marginalen Parodontitis und

Therapie

Die chronische Parodontitis wurde frither adulte Parodontitis genannt, da man davon ausging,
dass sie nur Erwachsene befillt. Seit 1999 hat sich die heute geldufige Bezeichnung
durchgesetzt (Armitage, 2004). Bei ihr handelt es sich um eine infektiose, entziindliche
Erkrankung des Zahnhalteapparats. Die beteiligten pathogenen Erreger sind meist obligat
anaerobe gram-negative Bakterien; teilweise sind darunter auch gram-positive Bakterien. In
bis zu 50% der schweren chronischen Parodontitiden wurden Porphyromonas gingivalis und
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gefunden. Des weiteren treten Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia und Micromonas micros neben einer Reihe anderer

Bakterien hdufig als pathogene Erreger auf (van Winkelhoff, 2003).
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Im Verlauf der Erkrankung entwickeln sich ein progressiver Attachementverlust und ein
Abbau des Alveolarknochens. Dadurch lockern sich die betroffenen Z&dhne zunehmend bis
zum kompletten Zahnverlust. Kardinale Symptome sind Taschenbildung und/oder gingivale
Rezessionen. Neben nicht aktiven, ruhenden Zahnfleischtaschen treten auch sog. aktive
Taschen auf. Dabei handelt es sich um Zahnfleischtaschen, die Entziindungszeichen, wie
Blutungen, Exsudate und Roétungen, aufweisen. Haufig finden sich gro3e Mengen an Plaque
und supra- bzw. subgingivalem Zahnstein; dies ist vor allem durch eine unzureichende
Zahnhygiene bei den betroffenen Patienten zu erkldren. Die chronische Parodontitis ist meist
mit einer Gingivitis vergesellschaftet. Weitere klinische Zeichen der chronischen Parodontitis
sind Abszesse, Zahnwanderungen und Zahnkippungen. Im fortgeschrittenen Stadium sind
erhohte Zahnbeweglichkeiten zu beobachten.

Die Erkrankung entwickelt sich meist ab dem 30. bis 35. Lebensjahr, kann aber auch schon
bei Kindern und Jugendlichen auftreten. Die Progression ist langsam bis méBig und verlduft
manchmal schubweise.

Je nach Anzahl der befallenen Zahne, wird zwischen einer lokalisierten und einer
generalisierten Form unterschieden. Bei der lokalisierten chronischen Parodontitis sind
weniger als 30 % der Flachen betroffen. Ab einem Befall von iiber 30 % der Flachen spricht
man von der generalisierten Form.

Die Schwere der Erkrankung wird in drei Stufen eingeteilt. Sie kann fiir einzelne Fldchen,
einzelne Zéhne oder fiir die gesamte Dentition angegeben werden. Es wird in leicht, mit 1-2
mm Attachementverlust, mittel, mit 3-4 mm Attachementverlust oder schwer, ab einem
Attachementverlust von iiber 6 mm unterteilt (Hellwig et al., 2003).

Die vollstandige Gesundung des Gewebes und eine Wiederherstellung der anatomischen und
physiologischen Verhéltnisse des Parodonts werden als Therapieziele angestrebt. Im
Einzelnen entspricht dies einer Elimination der Taschenaktivitit, einer Reduktion der Blutung
nach Sondierung, einer Reduzierung der Sondiertiefe, einer Verhinderung des weiteren
Attachementverlusts bzw. einem klinischen Attachementgewinn sowie einer Stabilisierung
bzw. Verringerung der Beweglichkeit betroffener Zéhne (Hellwig et al., 2003).

Als Therapie der Wahl bei den Parodontiden gilt die mechanische Entfernung der
entziindungsverursachenden Infektion. Dabei kommen die subgingivale Plaque- und
Zahnsteinentfernung (Scaling) und die Wurzelglittung (Root planning) zum Einsatz. Neben
der mechanischen Entfernung hat sich hier der Einsatz von Lasern zur Behandlung der
chronischen Parodontitis als wirkungsvoll erwiesen. Hierbei ist vor allem der Einsatz des Nd-

YAG- bzw. des Er-YAG-Lasers gegeniiber des chirurgischen Scaling und Root planning als
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gleichwertig anzusehen (Cobb, 2006). Zusitzlich stehen noch maschinelle Systeme, wie
Schall- bzw. Ultraschall und Pulver-Wasser-Strahl-Gerite, zur Verfiigung (Wolf et al., 2004).
Eine chirurgische Behandlung hat unter anderem den Vorteil, dass ein besserer Zugang fiir die
Reinigung der Zahnwurzeloberfliche geschaffen werden kann und die parodontalen Taschen
effektiver reduziert bzw. eliminiert werden konnen als beim Scaling und Root planning (Teles
et al., 2006).

Zusétzlich wird bei einigen Indikationen eine adjuvante Therapie mit antibakteriellen
Substanzen empfohlen. Als Standard gilt die systemische Therapie, je nach Schwere der
Erkrankung. Dabei sollte der Typ des Erregers beachtet werden, da nicht alle Pathogene auf
dasselbe Antibiotikum gleich effektiv ansprechen. Im Allgemeinen wird Metronidazol als
sehr wirksam angesehen, besonders wegen des breiten Wirkspektrums im anaeroben Bereich.
Auf Grund der oberflichlichen Lokalisation der Parodontitis kann auch eine lokale
antibakterielle Therapie indiziert sein. Man kann Antiseptika, z.B. Chlorhexidin, sowie lokale
Antibiotika verwenden. Besonders an Stellen, an denen die systemische Therapie keine
Wirkung zeigt, oder bei Rezidiven konnen lokale Antibiotika indiziert sein (van Winkelhoff,
2003). Eine zusédtzliche medikamentdse Therapie kann dazu beitragen, pathogene Bakterien
effizient zu reduzieren und die Wiederherstellung einer physiologischen subgingivalen
Mikroflora zu beschleunigen (Haffajee et al., 2006).

Eine Studie von Lopez aus dem Jahr 2006, nach der auch der alleinige Einsatz von
Metronidazol plus Amoxicillin {iber eine Woche ein dhnliches therapeutisches Ergebnis wie
die chirurgische Behandlung der Patienten erzielen konnte, hat zu kontroversen Diskussionen
gefiihrt, da sie den bisherigen Standards einer -chirurgischen Therapie vor der
medikamentosen Behandlung widerspricht (Lopez et al., 2006; Mombelli, 2006).

Es gibt folglich viele Therapieoptionen, von denen sich bislang keine als eindeutig iiberlegene
Therapieform herauskristallisiert hat. Thr gemeinsames Ziel liegt in der Reduktion der
pathogenen Erreger, da deren vollstdndige Elimination meist nicht mdglich und auch nicht
notig ist. Als erstes gilt es, den Erregerherd in den befallenen Taschen zu entfernen und die
Anzahl der pathologischen Erreger moglichst rasch mindestens auf die Erregeranzahl von
gesunden Individuen zu reduzieren. Gleichzeitig soll sich im subgingivalen Kompartiment
eine normale Mikroflora mit moglichst wenig parodontopathogenen und moglichst vielen

kommensalischen Bakterien reetablieren (Teles et al., 2006).
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1.1.5 Risikofaktoren der Parodontitis

Bei der Entstehung der Parodontitis spielen nicht nur bakteriologische Faktoren eine Rolle. Es
gibt einige Risikofaktoren, die zu einem vermehrten Auftreten der Parodontitis beitragen.

Ein entscheidender Risikofaktor ist das Alter. So kommt es zu einem Anstieg der Privalenz
der Parodontitis mit zunehmendem Lebensalter. Allerdings ist ab dem 45. bis 50. Lebensjahr
eine Regression der Privalenz zu verzeichnen, die durch den zunehmenden Zahnverlust in
hoherem Alter erkldrt wird (Albandar, 2002). Durch die Verbesserung der Zahnhygiene und
dem damit verbundenen Erhalt der Z&hne in héherem Alter kann es in Zukunft eventuell zu
einer Abschwéchung dieser Regression kommen.

Des Weiteren scheint die ethnische Zugehorigkeit eine Rolle zu spielen. So ergab sich in der
schwarzen Bevolkerung Afrikas die hochste Pravalenz, gefolgt von lateinamerikanischen und
asiatischen Populationen. Diese Beobachtungen sind nicht ausschlielich auf den mangelnden
Zugang zur parodontalen Therapie in diesen Bevolkerungsgruppen zuriick zu fiihren. Es liegt
in diesen ethnischen Gruppen ein generell hoheres Risiko der Entwicklung einer chronischen
Parodontitis vor (Albandar und Rams, 2002). Eine mogliche Ursache hierfir konnte die
genetische Varianz der ethnischen Gruppen sein. Zusitzlich konnte aber auch eine hohere
Inzidenz an Trigern des Subtyps JP2 des Aggregatibacter actinomycetemcomitans ursiachlich
dafiir sein (Haubek et al., 2008).

Auch systemische Erkrankungen, wie ein Diabetes mellitus, stehen im engen Zusammenhang
mit der Parodontitis. Patienten mit einem schlecht eingestellten Diabetes mellitus haben meist
einen schlechteren Zahnstatus als Diabetiker mit einem gut eingestellten Blutzucker. Auch die
Dauer der Erkrankung korreliert mit der Wahrscheinlichkeit, an Parodontitis zu erkranken
(Mealey und Oates, 2006; Oliver und Tervonen, 1994).

Dysfunktionen der neutrophilen Granulozyten, wie die Agranulozytose, die konnatale oder
zyklische Neutropenie oder verschiedene Formen einer Leukopenie, konnen neben den
systemischen Auswirkungen auch zu einem erhohten Auftreten von Gingivitiden und
Parodontitiden fiihren (Van Dyke und Hoop, 1990).

Auch das Rauchen gilt als wichtiger Risikofaktor. So haben Raucher ein dreifach erhdhtes
Risiko an Parodontitis zu erkranken als Nichtraucher. Auch ehemalige Raucher weisen eine
erhohte Hiufigkeit an entziindlichen Parodontalerkrankungen auf. Dies wird dadurch erklart,
dass das Rauchen die systemische Immunreaktion des Organismus herabsetzt. AuBBerdem hat
Tabak eine direkte toxische Wirkung auf die desmodontale Zellpopulation und vermindert

dadurch die lokale Immunantwort (Johnson und Hill, 2004).
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All diese Risikofaktoren erkléren jedoch nicht, warum sich das Auftreten und die Schwere der
Erkrankung bei Individuen mit vergleichbaren Risikofaktoren unterscheiden. Eine wichtige
Rolle spielt dabei der genetische Unterschied der Individuen. So haben Zwillingsstudien
gezeigt, dass die Erblichkeit der marginalen Parodontitis bei 50 % liegt (Michalowicz et al.,
2000). Man hat ein komplexeres Modell als Erkldrungsansatz fiir die Entstehung der
marginalen Parodontitis entwickelt. Dabei ist nicht von einer einzigen Ursache fiir die
Erkrankung auszugehen, sondern es kommt zum Zusammenspiel mehrerer pathogenetischer
Faktoren, die die Entstehung und das Fortschreiten der Erkrankung bewirken. Dieses Modell
wird ,,critical pathway* genannt. Danach spielt neben den bereits genannten Risikofaktoren
die Stirke der Virulenz der beteiligten Erreger eine Rolle. Zum anderen ist auch der
interindividuelle Unterschied in der Immunantwort fiir die Pathogenese entscheidend

(Albandar und Rams, 2002; Timmerman und van der Weijden, 2006).

1.1.6 Das ,,critical pathway“ Modell

Das Modell des ,, critical pathway“ geht von der Hypothese aus, dass die immunologische
Abwehr von Bakterien in zwei Phasen verlduft. Die erste ist eine unspezifische, angeborene
Immunantwort, die schnell und ungerichtet auf pathogene Erreger reagiert. Die zweite Phase
springt etwas spdter an und richtet sich spezifisch gegen den Erreger. Sie wird in eine
humorale und eine zelluldre Immunreaktion unterteilt.

Normalerweise bilden der Verband an epithelialen Gingivazellen sowie die Spiileffekte der
Speichelsekretion und der sogenannten Sulkusfliissigkeit einen effektiven Schutz vor
pathogenen Bakterien. Durch Stérung dieser Mechanismen oder durch erhohte Virulenz der
Bakterien kann diese Barriere iiberwunden werden und die Bakterien konnen nachfolgend das
gingivale Epithel schidigen (Madianos et al., 2005). Die pathogenen Erreger formieren sich
im Ursprung aus den Plaques auf dem subgingivalen Kompartiment als mikrobieller Biofilm
(Page et al., 1997). Es gibt Bakterien, die gehduft bei Patienten mir Parodontitis gefunden
werden. So werden Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis
eng mit der Parodontitis in Verbindung gebracht (Picolos et al., 2005; Timmerman und van
der Weijden, 2006). An der Infektion sind auch andere Bakterien mitverantwortlich, die
Bestandteil der residualen Mundflora gesunder Probanden sind. Die pathologische Wandlung
residueller Bakterien und die dadurch moégliche Etablierung pathogener Bakterien resultiert in

einer Immunantwort, die zur Zerstdrung von parodontalem Gewebe fiihrt (Paster et al., 2006).
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Die angeborene Immunantwort lduft schnell ab, ist aber nicht erregerspezifisch. Ihre
zelluldren Mediatoren sind neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Mittels
Phagozytose nehmen sie das als korperfremd identifizierte Material auf und zerstoren es.
AulBlerdem bewirken sie iiber die Ausschiittung von Zytokinen, wie IL-13, TNFa, IL-6 und
IL-12, sowie Chemokinen, wie MCP1 und IL-8, die Anlockung anderer Immunzellen.
Dadurch angeregt penetrieren weitere neutrophile Granulozyten durch das Kapillarendothel in
den Sulkus bzw. die subgingivale Tasche (Madianos et al., 2005). AuBerdem locken
epitheliale Zellen, die durch Bakterien oder andere krankheitsbedingte Stressoren angegriffen
wurden, natiirliche Killer- (NK-) Zellen und yd T-Zellen an und aktivieren diese. Nachdem
die NK-Zellen und T-Zellen an die infizierte Zelle gebunden haben, vermitteln sie deren Lyse.
Eine weitere Komponente stellt das Komplement-System dar. Uber eine Kaskade von
Proteinaktivierungen kann es selbst Zellen lysieren sowie Granulozyten aktivieren. Auflerdem
konnen priaformierte AntikOrper pathogene Erreger binden und eine Immunreaktion
hervorrufen (Dennison und Van Dyke, 1997; Janeway jr. et al., 2005). Somit ist die primére
Immunantwort eine wichtige Barriere fiir Krankheitserreger. Ihre Effektivitat entscheidet tiber
den weiteren Verlauf der Erkrankung. Gelingt es die pathogenen Keime abzutéten, wird die
Ausbreitung der Bakterien verhindert. Die Entziindung bleibt lokal auf die Gingiva
beschriankt und es kommt nicht zu einem Abbau des Zahnhalteapparats.

Nach dem Modell des , critical pathway“ kann die erste Phase der Immunantwort
iberwunden werden. Die Ursachen dafiir konnen vielféltig sein und entweder auf Seite der
Erreger oder des Immunsystems des Wirts liegen.

Falls die primire Immunantwort nicht ausreicht um die Krankheitserreger abzuwehren, wird
die sekundire Immunreaktion aktiviert. Sie ist nicht angeboren, sondern entwickelt sich erst
im Lauf des Lebens und richtet sich hochspezifisch gezielt gegen bestimmte Erreger. Ihre
Aktivierung dauert ldnger als die der angeborenen Immunantwort. Wichtiger Bestandteil sind
die Lymphozyten. Vor allem B-Lymphozyten werden durch die Ausschiittung von Zytokinen
und Chemokinen durch Monozyten bzw. Makrophagen des retikuloendothelialen Systems
angelockt und aktiviert. Diese wandeln sich in Plasmazellen um, die spezifische Antikdrper
gegen die Erreger bilden. Daneben werden auch Thl- und Th2-Lymphozyten ebenso wie
weitere Makrophagen und neutrophile Granulozyten aktiviert (Kornman et al., 1997). Die an
der Regulierung von Lymphozyten und Plasmazellen beteiligten Zytokine Interleukin- (IL-)
1B, Tumor Nekrose Faktor (TNF) a und Prostaglandin (PG) E, aktivieren zusétzlich
Fibroblasten. Diese schiitten Matrix-Metalloproteinasen aus, die das umgebende Kollagen

abbauen und so zum zunehmenden Verlust des Zahnhalteapparats filhren (Madianos et al.,
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2005). Vor allem die Metalloproteinasen 3 und 8 werden mit der chronischen Parodontitis in
Verbindung gebracht (Tonetti et al., 1993). Jedoch auch andere Immunreaktionswege sind an
dem Bindegewebs- und Knochenabbau beteiligt. So kann exsudiertes Plasminogen durch im
Gewebe enthaltene Plasminogenaktivatoren in aktives Plasmin umgewandelt werden. Diese
Proteinase fiihrt zum Abbau von extrazelluldrer Matrix, dagegen nicht von interstitiellem
Kollagen. Auch die durch Leukozyten synthetisierten Serin-Proteasen konnen verschiedene
Molekiile der extrazelluldren Matrix abbauen. Durch Aktivierung mittels Cathepsin konnen
Fibroblasten und Makrophagen Kollagen-Fibrillen direkt phagozytieren. Neben
korpereigenen Immunreaktionen sind auch bakterielle Zytokine und Toxine fiir den Verlust
von Bindegewebe und Knochen verantwortlich (Birkedal-Hansen, 1993). Letztlich kommt es
zur  irreversiblen  Zerstorung des  Zahnhalteapparats. Die  Aktivierung  der
Immunreaktionswege ist abhingig von der Anzahl an pathogenen Erregern im subgingivalen
Sulkus. Somit kann davon ausgegangen werden, dass der Abbau des Zahnhalteapparats
indirekt von der Dichte der anwesenden Bakterien abhingt.

Neben dem Abbau des Zahnhalteapparats kommt es zur Vertiefung des gingivalen Sulkus.
Fiir anaerobe Bakterien stellt dies eine Verbesserung ihrer Lebensbedingungen dar, denn sie
sind dadurch besser vor dem fiir sie schidlichen Sauerstoff geschiitzt. TNFa, PGE, und das
von aktivierten Mastzellen ausgeschiittete Histamin sind vasoaktive Molekiile, die die
GefdlBpermeabilitit erhéhen. Dies fiihrt zur vermehrten Exsudation von Fliissigkeit und
Proteinen und somit zur erh6éhten Produktion von Sulkusfliissigkeit (Madianos et al., 2005).
Diese entspricht in ihrer Zusammensetzung im Wesentlichen dem Blutplasma und stellt somit
eine hervorragende Nahrungsquelle fiir die Bakterien dar.

SchlieBlich fiihren die genannten pathologischen Mechanismen zu einer Verbesserung der
Lebensbedingungen der Bakterien. Die Bakterien vermehren sich und kénnen in hdherer
Anzahl den Wirt angreifen sowie eine noch stirkere Immunantwort bewirken. Dadurch
schliesst sich der Kreis des ,, critical pathway “ und ein Circulus Vitiosus entsteht, an dessen
Ende es zum vollstindigen Abbau des Zahnhalteapparats und zum Verlust des Zahns kommt.
Durch den therapeutischen Eingriff unter Schaffung aerober Verhéltnisse kann dieser
Kreislauf durchbrochen werden. Der Verlauf und die Schwere der Erkrankung sind folglich
von der Virulenz der Bakterien und/oder der inaddquaten bzw. liberméifBigen Immunantwort
auf den bakteriellen Stimulus abhdngig (Kinane et al., 2007). Dadurch konnen auch die
bereits erwidhnten Risikofaktoren erkldrt werden, die die Immunreaktion des Wirts

beeinflussen. Daneben spielt aber insbesondere der interindividuelle Unterschied beziiglich
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des genetischen Hintergrundes der an der Abwehrreaktion beteiligten Faktoren eine wichtige

Rolle in der Pathogenese der chronischen marginalen Parodontitis (Kinane und Hart, 2003).

1.1.7 Bakterieller Biofilm als pathogenetischer Faktor

Als Hauptlokalisation der parodontopathogenen Keime werden bakterielle Biofilme
angesehen. Biofilme werden als Matrix-umschlossene Kolonie aus verschiedenen Bakterien
definiert, die sich aneinander sowie an eine Oberfliche binden (Draveau et al., 1997).
Grundsiétzlich konnen Biofilme auf dem Schleimhautepithel oder der Zahnoberfliche
entstehen, auf der sie als dentaler Plaque in Erscheinung treten (Whittaker et al., 1996). Sie
bestehen aus Zusammenschliissen unterschiedlicher Bakterienarten, die untereinander eine
Symbiose bilden. So herrscht gewissermallen eine Aufgabenteilung, die die
Nahrungsbeschaffung erleichtert, die Sauerstoffverteilung regelt und die Resistenz gegeniiber
der Immunreaktion des Wirts verbessern kann. Uber die Diffusion von kleinen
Signalmolekiilen erfolgt auBlerdem eine primitive Art der Kommunikation zwischen den
einzelnen Bakterien einer Kolonie (Davey und Costerton, 2006). Ein weiterer Vorteil dieser
Symbiose fiir die Bakterien besteht darin, dass die Biofilme durch ihre spezielle Architektur
mit einer umbhiillenden extrazelluliren Matrix resistenter gegeniiber antibakterieller
Behandlung sind. Zusitzlich weisen die Biofilme eine hohe Stabilitit auf, die eine Entfernung
durch normale tdgliche Zahnhygiene verhindert und den Einsatz einer mechanischen Therapie
mit Scaling und Root planing erfordert (Draveau et al., 1997). Im Verlauf der
Plaqueentwicklung konnen sich auf Grund der verdnderten Bedingungen im Biofilm
bestimmte Bakterienarten etablieren, die zuvor keine passenden Lebensbedingungen
vorfanden. Aerobe Streptokokken und Neisserien sind initial an der Entstehung des Biofilms
beteiligt, wihrend anaerobe Spezies wie Korynebakterien und Fusobakterien den Biofilm
spéter besiedeln. So kann sich die urspriingliche Dominanz von vornehmlich gram-positiven
Bakterienspezies in der oralen Flora in Richtung von obligat anaeroben gram-negativen
Bakterien verdndern. Zu diesen zdhlen auch die parodontopathogenen Erreger
Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis (Kolenbrandner et

al., 2000).
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1.1.8 Virulenzfaktoren der parodontopathogenen Bakterien

Stellvertretend fiir eine Vielzahl von Bakterien, die an der Entstehung der Parodontitis
beteiligt sein konnen, sollen hier die Virulenzfaktoren von Aggregatibacter
actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis néher erldutert werden. Durch ihr
Vorhandensein oder ihre Abwesenheit allein konnen allerdings keine direkten Riickschliisse
auf die Art der Parodontitis gezogen werden. Folglich ist eine Differenzierung zwischen
chronischer und aggressiver Parodontitis anhand der beteiligten Bakterien nicht moglich. Ein
Befall mit Aggregatibacter actinomycetemcomitans kann allerdings den Therapieerfolg
beeintrdchtigen, da es hier gehduft zu Rezidiven kommt (Mombelli et al., 2002).

Ein wichtiger Virulenzfaktor von Porphyromonas gingivalis ist seine Polysacharidkapsel.
Diese schiitzt die Bakterien vor Austrocknung und sie werden resistent gegeniiber der
Phagozytose durch die Abwehrzellen des Wirts. Die Lipopolysacharide der Bakterienkapsel
interagieren mit den Monozyten und Makrophagen, die dadurch verstdrkt
proinflammatorische Zytokine produzieren, die den Zahnhalteapparat zerstoren. Aullerdem
produziert Porphyromonas gingivalis zahlreiche Enzyme. Unter ihnen befinden sich
Kollagenasen und Trypsin-dhnliche Proteasen. Sie bauen Kollagenfibrillen ab und kénnen so
zur Ausbreitung der Bakterien und zum Fortschreiten des Abbaus des Zahnhalteapparats
fihren. Weitere Enzyme kOnnen Serumproteine, wie Immunglobuline und
Komplementfaktoren, inaktivieren. Ein anderer Virulenzfaktor ist die Gewinnung von Him
und Eisen. Sie sind essentielle Wachstumsfaktoren fiir Porphyromonas gingivalis, die die
Bakterien durch ihre Hémagglutinin- und Héamolyse-Aktivitdt gewinnen. Durch diese
Faktoren konnen sie Erythrozyten lysieren und Serumbestandteile, wie Albumin, Himopexin,
Haptoglobin und Transferrin, spalten (Dennison und Van Dyke, 1997; Ishikawa et al., 1997).
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gehort ebenfalls zu den Bakterienspezies, die die
Biofilme spét besiedeln. Er produziert als wichtigen Virulenzfaktor das Leukotoxin. Dieses ist
mit dem o-Hadmolysin von E.coli, der Adenylatzyklase von Bordetella pertussis und dem
Leukotoxin von Mannheimia haemolytica verwandt. Es richtet sich gegen humane
Leukozyten. So werden vornehmlich neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten
und NK-Zellen lysiert. Ein weiterer Virulenzfaktor ist die Fahigkeit, in intaktes Gewebe aus
epithelialen und endothelialen Zellen zu penetrieren. Des Weiteren wird Aggregatibacter
actinomycetemcomitans mit Verlust des Zahnhalteapparats sowie mit einem Knochenverlust
assoziiert. Dies wird daraus gefolgert, dass zum einen eine Eradikation dieser Spezies zu einer

Verbesserung der Knochensubstanz filihrt, sowie zum anderen, dass es zu einem Fortschreiten
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des Substanzverlusts bei erneuter bakterieller Besiedlung der behandelten Tasche kommit.
Mehrere Proteine, wie die cytolethal distending toxins, verschiedene Proteasen oder Zytokine,
werden mit diesem Phinomen in Verbindung gebracht. Manche Genotypen des
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sind auflerdem fahig, menschliches Himoglobin als
Eisenquelle zu nutzen (Dennison und Van Dyke, 1997; Fine et al., 2006).

Trotz dieser Virulenzfaktoren sind die genannten Bakterienspezies keine obligaten

Krankheitserreger, sondern konnen auch Bestandteil der Mundflora gesunder Individuen sein.

1.1.9 Mogliche genetische Faktoren fiir die chronische marginale

Parodontitis

Die Immunreaktion des Wirts spielt fiir die Entstehung der chronischen marginalen
Parodontitis eine wichtige Rolle. Diese Immunreaktion steht unter dem Einfluss des
genetischen Hintergrunds, so dass interindividuelle genetische Unterschiede das Risiko, an
einer Parodontitis zu erkranken, entweder erhohen oder erniedrigen konnen. Sicherlich
handelt es sich bei der chronischen Parodontitis um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung,
d.h. es gibt kein bestimmtes Gen, das allein die Krankheit auslost. Es handelt sich vielmehr
um ein komplexes Zusammenspiel zwischen dem genetischen Hintergrund und verschiedenen
Umweltfaktoren, wie beispielsweise der bakteriellen Infektion oder des Tabakrauchens (Hart
und Kornman, 1997).

Mogliche Kandidatengene sind im Bereich der Immunregulatoren zu finden. Wéhrend fiir die
aggressive Form der Parodontitis bereits eindeutige genetische Assoziationen gefunden
wurden, sind die bisherigen Forschungsergebnisse zur chronischen marginalen Parodontitis
weniger signifikant. Allgemein gelten Gene, die die Immunantwort stimulieren oder
regulieren, als potentielle Kandidatengene bei der Erforschung der genetischen Privalenz der
chronischen Parodontitis (Yoshie et al., 2007). Fiir einige Zytokine, Chemotaxine und
immunregulatorische Rezeptoren wurden bereits Assoziationen nachgewiesen (Schenkein,
2002). Auch einige Gene des Histokompatibilitits-Komplexes wurden mit der chronischen

Parodontitis assoziiert (Reichert et al., 2002; Schenkein, 2002; Stein et al., 2003).
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1.2 Histokompatibilitits-Komplex (MHC)
1.2.1 Funktion des MHC

Ein wichtiger Bestandteil des humanen Immunsystems sind die im Major histocompatibility
complex (MHC) kodierten Human leukocyte antigen- (HLA-) Molekiile. Zunédchst wurden die
HLA-Molekiile wegen ihrer Wirkung in der Immunantwort in der Transplantationsmedizin
gefunden (Janeway jr. et al., 2005). Dieser Nachweis geht zuriick auf die Entdeckung von
Unterschieden der antigenen Eigenschaften von weiflen Blutzellen verschiedener Individuen
(Janeway jr. et al., 2005). Die MHC- bzw. HLA-Molekiile befinden sich an der Zelloberfldche
und dienen der Antigenprésentation. Diese Antigene stammen entweder von Pathogenen, die
in der Zelle repliziert wurden, wie Viren oder intrazelluldre Bakterien, oder von Pathogenen
oder deren Produkten, die von der Zelle mittels Phagozytose aufgenommen wurden. Die
Pathogene werden proteolytisch in kurze, lineare Peptid-Fragmente gespalten (Bjorkman und
Parham, 1990). An MHC-Molekiile gebunden werden diese an die Zelloberfliche
transportiert und dort als Komplex bestehend aus MHC-Molekiil und Peptid an spezifischen
Bindungsstellen der T-Lymphozyten prisentiert (Janeway jr. et al., 2005).

1.2.2 Genetische Struktur der MHC-Region

Der Histokompatibilitdtskomplex (MHC) befindet sich auf dem Chromosom 6 in der Region
6p21.3. Der Bereich des MHC umfasst etwa 4 Mio. Basenpaare (bp) und kodiert iiber 200
verschiedene Gene. Er ist in drei Regionen unterteilt. Vom Zentromer aus gesehen liegt zuerst
die MHC-Klasse II-Region mit einer Linge von etwa einer Megabase (Mb). Zu den MHC-
Klasse II-Genen gehdren HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR. Sie befinden sich auf
Makrophagen, Monozyten und B-Lymphozyten und prisentieren Peptide, die mittels
Endozytose in die Zelle aufgenommen und dort fragmentiert wurden. Die beladenen MHC-
Klasse II-Molekiile aktivieren CD4 T-Zellen. Die nichstgelegene Region in Richtung
Telomer ist die MHC Klasse III-Region. Sie ist etwa 1 Mb lang und kodiert unter anderem die
Gene fiir die Komplementfaktoren (C2, C4 und Faktor B), Zytokine (TNFa und TNFp) und
Hitzeschockproteine der HSP70-Familie. Am weitesten telomerwirts gelegen befindet sich
die MHC Klasse I-Region mit einer Lange von etwa 2 Mb (Shiina et al., 1999; The MHC
sequencing consortium, 1999). Vor allem die MHC-Klasse I und -Klasse II-Regionen fallen

durch einen ausgeprigten Genreichtum und einen hohen Polymorphismus auf. Dadurch
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existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen Molekiilen, die an Immunreaktionen beteiligt
sind. Als polymorph werden Gene definiert, bei denen das héaufigste Allel eine
Populationsfrequenz von weniger als 95% hat (Ott, 1991). Zusitzlich liegt bei den
unterschiedlichen Genen in der MHC-Klasse I- und MHC-Klasse [I-Region jeweils eine sehr
hohe Anzahl an verschiedenen Allelen vor. Folglich weisen die einzelnen Immunorezeptoren
eine groBe interindividuelle Variabilitdt auf. Durch diese Eigenschaften der MHC-Gene wird
eine Unterdriickung der menschlichen Immunantwort durch pathogene Erreger erschwert

(Janeway jr. et al., 2005).
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Abb. 1.1 Genkarte der MHC-Region (Janeway jr. et al., 2005)

1.2.3 MHC I-Komplex
1.2.3.1 Funktion des MHC 1

Die MHC-Klasse [-Molekiile kommen auf der Zelloberfliche von allen humanen Zelltypen,
auller kernlosen Erythrozyten und Throphoblasten vor. Ihre Aufgabe ist die Prasentation von
Peptiden, die im Zytosol der Zelle im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert wurden
(Germain und Margulies, 1993). Folglich werden durch die MHC-Klasse I-Molekiile

intrazelluldr gebildete Proteine prisentiert. Die Proteine werden dabei im Zytosol in Peptide
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gespalten. Im endoplasmatischen Retikulum werden sie an MHC-Klasse I-Molekiile
gebunden und zusammen mit diesen an die Zelloberflache transportiert (Janeway jr. et al.,
2005). Meist handelt es sich um Fragmente von korpereigenen Proteinen, die iiber MHC-
Klasse I-Molekiile prisentiert werden. Diese 16sen keine Immunantwort des menschlichen
Immunsystems aus. Bei Befall der Zelle mit einem Virus oder bei Neumutationen in einem
zelleigenen Protein werden virale bzw. mutierte Proteine synthetisiert, gespalten und iiber
MHC-Klasse I-Molekiile an der Zelloberfliche présentiert. CD8+ zytotoxische T-Zellen
binden sich an diese Komplexe und erkennen die gebundenen Peptide als korperfremd und
potentiell schadlich. Es kommt zur gezielten Abtotung der betroffenen Zelle (Germain und

Margulies, 1993; Townsend und Bodmer, 1989).

1.2.3.2 Struktur und Bildung des Histokompatibilitits-Komplexes

Die Struktur der MHC-Klasse I[-Molekiile besteht in einem nicht-kovalent gebundenen
Heterodimer. Die schwere Kette hat eine GroBe von 44 Kilodalton (KD) und ist in die
Zellmembran eingebunden. Der groBere Teil des Glykoproteins liegt mit seinem N-terminalen
Ende auf3erhalb der Zelle und ist in drei Doménen unterteilt. N-terminal liegt die al-Doméne,
gefolgt von der a2-Doméne und der a3-Doméne. Weitere Doménen sind ein transmembraner
Abschnitt mit ca. 25 Aminosduren und ein kurzer intrazellulirer Schwanz mit ca. 30
Aminosduren (Bjorkman und Parham, 1990). Die leichte Kette befindet sich ebenfalls
extrazelluldr und hat eine Grof3e von 12 KD. Sie wird f2-Mikroglobulin genannt und ist auf
Chromosom 15 kodiert. Die al- und a2-Doménen der schweren Kette bilden die
Bindungsgrube fiir die Peptide. In ihrer dreidimensionalen Struktur bilden sie gemeinsam
einen Komplex aus zwei gegentiiberliegenden a-Helices. Diese liegen auf einer Lage von acht
nicht parallelen p-Faltblattern. Dadurch entsteht eine lédngliche Tasche, in der Peptide
gebunden werden kénnen. An den Enden dieser Tasche befinden sich nicht variable Stellen,
die Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Peptid eingehen. Hierbei handelt es sich um eine
Ansammlung von Tyrosinen. Am Rande der Tasche weisen die al- und a2-Doménen einen
hohen Polymorphismus auf, der die Bindung von unterschiedlichen Peptiden beeinflusst. Die
a3-Doméne der schweren Kette des MHC-Klasse I-Molekiils und das B2-Mikroglobulin
stellen strukturell immunglobulinédhnliche Doméanen dar (Janeway jr. et al., 2005).

Fiir die Bildung eines kompletten MHC-Klasse I-Molekiils werden zunidchst die beiden

Ketten im Zytosol der Zelle von freien Ribosomen synthetisiert. Nach dem Transfer in das
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endoplasmatische Retikulum erfolgt die Verbindung der beiden Ketten. Daran ist eine Reihe
von Hilfsproteinen beteiligt. Zu diesen als Chaperone bezeichneten Proteinen gehoren das
Calnexin, der MHC 1 loading Komplex mit Calreticulin, Tapasin, Erp57 und das TAP
(Transporter assoziiert mit Antigen Prozessierung). Nachdem die beiden Ketten des MHC I
miteinander verkniipft sind, ist die Bindung von Peptiden mdglich. Diese Peptide sind
Fragmente von Proteinen, die im Zytosol vom Proteasom in eine Ldnge von acht bis zehn
Aminosduren gespalten wurden. Thre Aufnahme ins endoplasmatische Retikulum erfolgt mit
Hilfe des TAP. Darauthin werden sie in die Bindungsgrube des MHC-Klasse I-Molekiils
eingebracht. Erst dadurch erlangt der Komplex Stabilitdt und kann an die Zelloberfliche
transportiert werden (Janeway jr. et al., 2005; Williams et al., 2002).

1.2.3.3 Peptidbindung und T-Zell Wirkung

Die Bindung der Peptide erfolgt wie bereits erwéhnt an die von den Doménen al und a2
gebildete Bindungsgrube des MHC-Klasse [-Molekiils. Die Bindungsstelle ist an beiden
Enden geschlossen und bevorzugt Peptide von einer Lidnge zwischen acht und zehn
Aminosduren. Dabei handelt es sich hadufig um Peptide mit zwei dominanten
Ankerpositionen, die die Einbringung in die Bindungsgrube der MHC-Klasse I-Molekiile
vermitteln. Diese Ankerpositionen bestehen meist aus einer bestimmten Aminosdure bzw.
einer Reithe von chemisch &hnlichen Aminosduren. Gewohnlich befindet sich am
Carboxylende des Peptids ein hydrophober oder seltener ein basischer Anker. Der andere
Anker ist an der zweiten Position lokalisiert (Biddison und Martin, 2001; Janeway jr. et al.,
2005). Nach Kopplung des Peptids an das MHC-Klasse [-Molekiil wird der Komplex an die
Zelloberflache transportiert (Townsend und Bodmer, 1989). Dort kann er von CD8+ T-Zellen
oder NK-Zellen erkannt und gebunden werden. Fiir jeden Komplex aus Peptid und MHC-
Klasse I-Molekiil gibt es spezifische T-Zellen, die nur an diesen einen Komplex binden. Die
Aufgabe der T-Zelle ist die Differenzierung, ob es sich bei den gebundenen Peptiden um
Fragmente von viralen Proteinen oder mutierten zelluldren Proteinen oder ob es sich um nicht
schiadliche Antigene handelt. An diesem Vorgang sind zahlreiche Proteine und Rezeptoren
beteiligt. Diese konnen MHC-Klasse I-Molekiile erkennen, befinden sich auf der Oberfldche
von NK-Zellen und kénnen diese inhibieren oder aktivieren. Dazu gehdren Rezeptoren der C-
Typ Lektin Familie, wie CD94/NKG2A und -B, sowie aus der Immunglobulinsuperfamilie

die Killer cell-inhibitory receptors (KIRs). Bei Letztgenannten handelt es sich um monomere
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Typ I-Glykoproteine, die zwei oder drei Ig-dhnliche, extrazellulire Doméinen fiir die
Erkennung der MHCs enthalten. CD94/NKG2A und -B sind heterodimere Glykoproteine, die
iiber zwei Disulfidbriicken verbunden sind. Trotz der Unterschiede in ihrer extrazelluldren
Region wirken sie &hnlich auf die NK-Zellen. Dies liegt an dem Aufbau ihres
zytoplasmatischen Abschnitts. Sie besitzen ITIMs (immunoreceptor tyrosin-based inhibitory
motifs) und nehmen somit eine wichtige Rolle in der Supprimierung autoreaktiver Wirkungen
der NK-Zellen ein. Sie verhindern deren Aktivierung, ihre zytotoxischen Effekte sowie die
Ausschiittung von Zytokinen. Sie sind polymorph und unterscheiden sich in der Spezifitét fiir
die einzelnen Untergruppen der MHC-Klasse I- Molekiile. Jede NK-Zelle enthélt mindestens
einen inhibitorischen Rezeptor (Chini und Leibson, 2001; Lopez-Botet und Bellon, 1999).

Zu den KARs (killer cell-activating receptors) gehort eine weitere Gruppe der MHC-Klasse 1
spezifischen Rezeptoren aus der C-Typ Lektin Familie, CD94/NKG2C, -E und -H. Strukturell
bilden sie ebenfalls Heterodimere. Als Unterschied zu den inhibitorischen Rezeptoren sind sie
intrazelluldr nicht-kovalent an DAP12 gebunden; dieses Molekiil tridgt als funktionelle
Einheiten Immunoreceptor —tyrosin-based —activatory motifs (ITAMs). Uber die
Phosphorylierung von Tyrosinen rekrutieren sie ZAP-70 oder Syk und vermitteln so die
Aktivierung der NK-Zellen (Borrego et al., 2002; Chini und Leibson, 2001; Lopez-Botet und
Bellon, 1999).

Die Wirkung der NK-Zellen ist abhidngig von dem Verhéltnis von positiven und negativen
Signalen. Unter physiologischen Bedingungen ist die Anzahl der MHC-Klasse [-Molekiile auf
der Zelloberflache relativ hoch. Diese zeigen eine hohe Bindungskapazitét fiir Rezeptoren, die
die NK-Zellen inhibieren. Dadurch sind gesunde Zellen relativ resistent gegeniiber der
Aktivierung und zytotoxischen Wirkung der NK-Zellen. Ist die Zelle virusinfiziert oder
exprimiert mutierte Proteine, so werden weniger MHC-Klasse I-Molekiile gebildet. Sie haben
dadurch eine geringere Affinitdt und Wirkung auf die inhibitorischen Rezeptoren. Zusétzlich
binden die mit korperfremden Peptiden beladenen MHC-Klasse I-Molekiile an aktivierende
Rezeptoren der NK- und T-Zellen. Dieser Vorgang wird auch natiirliche Zytotoxizitét
genannt, da bei der Aktivierung der NK-Zellen keine Anwesenheit und vorherige
Sensibilisierung von Antikorpern notwendig ist (Chini und Leibson, 2001; Lopez-Botet und

Bellon, 1999).
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1.2.3.4 Genetik und Klassifikation der MHC-Klasse I-Region

Bei der MHC-Klasse I-Region handelt es sich um eine Sequenz von knapp 1,8 Mb Lénge. Sie
beginnt bei dem Gen MICB und endet bei HLA-F. Sie gehort im menschlichen Genom zu den
Regionen, die die hochste Dichte an Genen und potentiell kodierenden Sequenzen aufweisen.
Zu den klassischen MHC-Klasse I-Genen gehoren HLA-A, -B und -C. Sie werden auch als
Klasse IA Gene bezeichnet. Thre Merkmale sind das Vorhandensein auf allen kernhaltigen
Zellen, ein hoher Polymorphismus, der sie zahlreiche unterschiedliche Peptide binden lésst,
und die Bindung an af T-Zell Rezeptoren der CD8+ T-Zellen. Die restlichen Gene werden als
nicht-klassische MHC I-Gene bezeichnet. Sie werden nach der Taxonomie von Hughes von
1999 weiter unterteilt. Zu der Gruppe der Klasse IB Gene zéhlen HLA-E, -F und -G. Sie
weisen eine geringere Variabilitit auf (Bahram und Spies, 1996). Unter physiologischen
Bedingungen sind sie nicht auf der Zelloberfliche exprimiert und interagieren somit nicht mit
T-Zellen (Fodil et al., 1996). Eine Ausnahme macht das HLA-G, das im plazento-maternalen
Mutter-Kind-Ubergang eine wichtige Rolle beziiglich einer Toleranzentwicklung gegeniiber
dem semiallogenen Fetus spielt (Lopez-Botet et al., 2000; Maurice et al., 2001). HLA-G kann
weiterhin natiirliche Killerzellen inhibieren, indem es deren transendotheliale Migration
vermindert und die Zytokinausschiittung zu Gunsten von CD4+ T-Zellen verdndert (Carosella
et al., 2001). HLA-G wird auf Thymus-, Leber-, Intestinal- und Plazentazellen exprimiert.
MICA, MICB und Hfe werden zu den Klasse IC Genen gezihlt. Die Klasse ID Gene umfassen
FcRn, Zink o2-Glykoprotein, MR I und CD 1. Sie sind strukturell mit den MHC-Klasse I-
Molekiilen verwandt, ithre Gene befinden sich jedoch auf anderen Chromosomen, aullerdem

sind sie nicht polymorph (Hughes et al., 1999).

1.2.3.5 Haplotypen im MHC-Komplex

Die Gene im MHC-Komplex befinden sich in ausgepridgten Kopplungsungleichgewichten,
das bedeutet, dass die verschiedenen Allele der Gene nicht in beliebiger Kombination nach
thren Héufigkeiten vorliegen, sondern dass bestimmte Allelkombinationen tiberzuféllig hdufig
vorkommen. Diese Kombinationen, die auf einem Chromosom liegen, nennt man Haplotypen.
Kopplungsungleichgewichte bestimmter Allele sind umso wahrscheinlicher, je nédher die
betreffenden Gene beieinander liegen; die Allele kdnnen sich jedoch auch iiber lédngere
Entfernungen im Kopplungsungleichgewicht befinden. So erstreckt sich beispielsweise der
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Haplotyp HLA-A1-HLA-B8-HLA-DR3 von der MHC-Klasse I-Region bis zur MHC-Klasse
II-Region (Foissac et al., 2000).

1.2.4 MHC I chain-related Gene (MIC)
1.2.4.1 Einteilung und Funktion der MIC-Gene

Die Entdeckung der MHC 1 chain-related (MIC) Gene geht auf Seiamak Bahram und
Mitarbeiter zuriick. Im Gegensatz zu den anderen MHC-Molekiilen kommen sie nicht in allen
Saugetierspezies vor (Bahram et al., 1994). Zur Gruppe der MIC-Gene rechnet man sieben
Gene, MICA bis MICG (Bolognesi et al., 2001). Von diesen Genen werden nur M/CA und
MICB als Proteine exprimiert; bei den restlichen Genen handelt es sich um Pseudogene
(Bahram und Spies, 1996).

MICA und MICB kommen im Gegensatz zu den klassischen MHC-Klasse [-Molekiilen nicht
auf allen kernhaltigen Zellen vor. Auf B- und T-Lymphozyten konnten sie beispielsweise
nicht nachgewiesen werden (Bahram et al., 1994). Sie werden vor allem auf epithelialen
Zellen, Keratinozyten, Fibroblasten und Monozyten exprimiert (Zwirner et al., 1998).
Aullerdem sind sie stressinduziert und werden als Antwort auf Hitzeschock (Groh et al., 1998;
Groh et al., 1996), oxidativen Stress (Yamamoto et al., 2001), Infektionen (Groh et al., 2001)
und DNA-Schédigungen (Lopez-Arbesu et al., 2007; Tang et al., 2008) vermehrt synthetisiert.
Dadurch signalisieren sie eine zellulire Schddigung und rufen eine Immunantwort hervor.
Auf normalen Zellen werden die MIC-Proteine nicht oder nur in geringer Anzahl exprimiert,
wahrscheinlich als Schutzmechanismus vor der Zytotoxizitdit MIC-induzierter NK-Zellen
(Molinero et al., 2006). MICA wird schon bei geringerem Zellschaden vermehrt exprimiert,
wiahrend fiir die erhohte Expression von MICB eine ausgeprigtere Schiadigung der Zelle
erforderlich ist (Venkataraman et al., 2007). Im Gegensatz zu anderen MHC-Klasse I-
Molekiilen werden sie nicht durch y-Interferon stimuliert (Bahram et al., 1994).

Nach aktueller Meinung werden die MIC-Molekiile insbesondere auf den epithelialen Zellen
des gesamten Intestinaltrakts, und damit auch in der Mundschleimhaut, auf den endothelialen
Zellen und auf Fibroblasten exprimiert (Choy und Phipps, 2010) und von yd T-Zellen und
NK-Zellen gebunden. Dort spielen sie eine wichtige Rolle in der Immunantwort, indem sie an
der Erkennung von infizierten, geschédigten oder generell gestressten Epithelzellen beteiligt
sind (Groh et al., 1998). Als Ligand fiir MICA und MICB-Molekiile dient der NKG2D-
Rezeptor auf NK-Zellen und intraepithelialen T-Zellen. Werden ausreichend viele MICA und
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MICB-Molekiile auf den Zielzellen exprimiert, so konnen NK- und T-Zellen aktiviert werden
und zu einer Lyse der befallenen Zelle filhren (Bauer et al., 1999; Schrambach et al., 2007).
Somit wird vermutet, dass die MIC-Molekiile sowohl die angeborene als auch die erworbene
Immunantwort beeinflussen konnen und neben anderen Funktionen eine entscheidende Rolle
in der Entwicklung von chronisch entziindlichen Erkrankungen spielen (Lopez-Hernandez et

al., 2010).

1.2.4.2 Strukturen der MIC-Molekiile

Die MIC-Molekiile sind strukturell sehr dhnlich den oben beschriebenen klassischen MHC-
Klasse I-Molekiilen. Sie besitzen ebenfalls die extrazelluliren Domédnen al bis a3, eine
transmembrane Region und einen zytoplasmatischen Schwanz. Als wesentlicher Unterschied
sind sie nicht mit B2-Mikroglobulin assoziiert (Groh et al., 1996). Des Weiteren ist ihr
Polymorphismus nicht nur auf die Doméinen al und a2 beschrinkt, sondern erstreckt sich
auch auf die a3-Doméne. Die dreidimensionale Struktur von MICA und MICB weist eine
Deletion von fiinf Aminosduren an den Positionen 45 bis 49 in der al-Domine auf. Dieser
Bereich korrespondiert mit der Peptidbindungsstelle der klassischen MHC-Klasse I-Molekiile.
Wie bereits erwidhnt, gelten vor allem Tyrosinreste als Bindungsstellen fiir Peptide. Von vier
bekannten Tyrosinresten fehlen bet MICA zwei. An Position 147 in der a2-Domédne am
Rande der Bindungstasche sind zusétzliche sechs Aminosduren inseriert. Des Weiteren fehlen
den MIC-Molekiilen bestimmte Abschnitte, die fiir die Bindung mit dem CD8-Rezeptor von
Bedeutung sind (Ando et al., 1997; Bahram et al., 1994). Diese strukturellen Unterschiede
fiihren dazu, dass die MIC-Molekiile keine Peptide prédsentieren, obwohl dies theoretisch
moglich wiére. Trotz fehlender Peptidbindung erreichen die Molekiile eine ausreichende
Stabilitédt (Groh et al., 1996).

Die Wirkung der MICA- und MICB-Molekiile auf die NK- und T-Zelle ist somit unabhéngig
von einer Peptidbindung. Der Aktivierungsgrad bzw. das Lysepotential der NK- und T-Zellen
ist abhingig von der Anzahl der exprimierten MIC-Molekiile auf der Oberfldche der

Zielzellen.
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Abb. 1.2: A: Klassisches MHC-Klasse I-Molekiil, B: MICA, C: MICB. Variable Stellen sind schwarz
gekennzeichnet. Die fiir die Peptidbindung verantwortlichen a-Helices sind bei MICA und MICB im
Gegensatz zu den klassischen MHC-Klasse I-Molekiilen weitestgehend strukturstabil (Quelle: Ando,
1997)

1.2.4.3 Rolle des NKG2D-Rezeptors als Ligand fiir NK-Zellen und yo T-
Zellen

In der Funktion der MIC-Molekiile spielt der NKG2D-Rezeptor eine entscheidende Rolle. Er
gehort auch zu der Gruppe der C-Typ Lektin-Rezeptoren, wie die oben beschriebenen
Rezeptoren der NKG2-Familie, obwohl er mit diesen nur eine geringe Homologie aufweist.
Im Gegensatz zu diesen ist er kein inhibitorischer Rezeptor und unterscheidet sich strukturell
dadurch, dass er kein Dimer mit CD94 bildet, sondern die Struktur eines Homodimers hat. Er
setzt sich zusammen aus zwei B-Faltblittern, zwei a-Helizes, vier Disulfidbriicken und einem
zusitzlichen B-Faltblatt, das ihn von den anderen Rezeptoren der C-Typ Lektin-Familie
unterscheidet (Vivier et al., 2002). NKG2D ist mit DAP10 assoziiert, das mit Hilfe eines
zytoplasmatischen Motivs intrazelluldr die Rezeptoraktivierung vermittelt (Roda-Navarro und
Reyburn, 2009). Diese wird durch die Aktivierung der p85 Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase erreicht. Aulerdem werden durch Vermittlung von NKG2D
Kalzium mobilisiert und zusétzlich Kinasen aktiviert (Borrego et al., 2002; Vivier et al., 2002;
Wu et al., 1999). Somit fiihrt die Bindung des Rezeptors NKG2D an MICA oder MICB zur
Aktivierung mehrerer Signalkaskaden in der Zelle. Neben den MIC-Molekiilen gibt es auch
noch andere Molekiile, die an NKG2D binden, wie ULBP oder RAET (Eagle et al., 2006).

NKG2D wird auf NK-Zellen, sowie auf y6 und CD8+ af3 T-Zellen exprimiert (Bauer et al.,

1999; Vivier et al., 2002). Wahrend die Stimulierung auf NK-Zellen ausreichend ist um die
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Zelle zu aktivieren und die Zielzelle zu lysieren, dient es auf T-Zellen als Co-Rezeptor. Neben
NKG2D muss hier der T-Zell-Rezeptor aktiviert werden um die maximal mdogliche

Lyseaktivitdt zu erreichen (Ehrlich et al., 2005).

1.2.4.4 Genetische Struktur und Besonderheiten von MICA und MICB

Die MIC-Gene liegen in der Klasse I-Region des MHC. Das MICA-Gen befindet sich ca. 40
kb zentromerwérts von dem klassischen MHC-Klasse I-Gen HLA-B. Nach ca. 70 Kilo Basen
(kb) folgt das MICB-Gen, das am zentromerwértigen Ende der MHC-Klasse I-Region am
Ubergang zur MHC-Klasse I1I-Region liegt. Die restlichen MIC-Gene liegen verstreut iiber
die gesamte MHC-Klasse I-Region (The MHC sequencing consortium, 1999). Auf Grund von
mehreren Punktmutationen und/oder Deletionen handelt es sich bei ihnen um Pseudogene, die
kein funktionelles Protein kodieren (Bahram et al., 1996). Das MICA und MICB sind
ungewohnlich lange Gene. Das MICA-Gen umfasst 11722 bp und das MICB-Gen 12930 bp.
Sie sind sich in ihrer genetischen Organisation sehr dhnlich, unterscheiden sich jedoch von
der Genstruktur der anderen Klasse I-Gene. Zum einen werden die ersten beiden Exons von
einem grossen Intron getrennt, bei MICA zahlt dieses Intron 6840 bp, bet MICB 7352 bp. Zum
anderen kodiert das sechste Exon gemeinsam fiir den zytoplasmatischen Schwanz und die 3°-
untranslatierte Sequenz. Dieses Exon ist fiir den Léngenunterschied von ca. 1 kb zwischen
den beiden Genen verantwortlich, da es in MICA 302 bp und in MICB 1338 bp umfasst
(Bahram et al., 1996b; Bahram et al., 1996a).

Ahnlich wie in den anderen MHC I-Genen kodiert das Exon 1 fiir das Signalpeptid, die Exons
2 bis 4 kodieren die al bis a3-Dominen und das Exon 5 fiir die transmembrane Region.

Als Besonderheit existiert auch ein MICA-MICB-Null-Haplotyp. Dieser ist gekennzeichnet
durch die Deletion einer 100 kb groen Sequenz, die im MICA-Gen liegt, und das
Vorhandensein eines Stop-Kodons im Exon 3 des MICB-Gens. Fiir diesen Null-Haplotyp
homozygote Personen sind, trotz des Fehlens funktioneller MICA und MICB-Proteine,
phénotypisch normal. Entdeckt wurde dieser Haplotyp in Japan und weist dort eine Frequenz
von 3,8% auf. Auch bei den Ureinwohnern Nordamerikas ist dieser Haplotyp hdufig, wahrend
er in der kaukasischen Bevolkerung eher selten auftritt (Ando et al., 1997; Bahram et al.,
2005; Komatsu-Wakui et al., 1999).

Auf der einen Seite weisen die MICA und MICB Gene einen hohen Verwandtschaftsgrad
besonders in ihren kodierenden Sequenzen fiir die extrazelluliren Regionen auf. Die
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Sequenziibereinstimmung betrdgt 91% fiir Exon 2, 90% fiir Exon 3 und 98% fiir Exon 4
(Bahram et al., 1996b). Auf der anderen Seite unterscheiden sie sich gerade hier von den
iibrigen MHC-Klasse I-Molekiilen. Die durchschnittliche Sequenziibereinstimmung liegt bei
nur 19% fiir Exon 2, bei 25% fiir Exon 3 und bei 35% fiir Exon 4 (Bahram et al., 1994; Fodil
et al., 1996). Diese Tatsache macht MICA und MICB zu den beziiglich der
Nukleotidsequenzen am meisten abweichenden Genen innerhalb der MHC I-Klasse-Gene.
Wabhrscheinlich ist dies durch eine friih unabhingige Entwicklung in der Evolution zu
erkldren. Dies hat zu den Unterschieden in der Struktur und der Funktion der MIC-Molekiile
gegeniiber den librigen MHC-Klasse I-Molekiilen gefiihrt (Bahram et al., 1994; Fodil et al.,
1996).

Auch in ihrem Grad der Variabilitit unterscheiden sie sich von den klassischen MHC-Klasse
I-Molekiilen. Dabei werden die Gene in Allele unterteilt, die sich an einem bestimmten
Genlocus befinden und durch Variationen die Vielfalt des Gens ausmachen. Wihrend bislang
1601 Allele fir HLA-A, 2125 Allele fiir HLA-B und 1102 Allele fiir HLA-C entdeckt wurden,
zeigen sich MICA mit 76 Allelen und MICB mit 31 Allelen zwar polymorph, aber erreichen
nicht die Werte der klassischen MHC-Klasse Ia Familie (Stand: Mérz 2011, EMBL-Genbank)

1.2.4.5 Kopplungsungleichgewichte mit den MIC-Genen

Es bestehen starke Kopplungsungleichgewichte zwischen MICA bzw. MICB und den anderen
Genen des MHC. Wie erwartet existiert ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen
MICA und HLA-B auf Grund ihrer physikalischen Néhe (Gao et al., 2006). MICB weist ein
Kopplungsungleichgewicht zu HLA-B und zu TNF auf. Hervorzuheben ist die eher geringe
Assoziation zwischen MICA und MICB, als man auf Grund der physikalischen Néhe erwarten
konnte (Bolognesi et al., 2001). Dies konnte die These eines Rekombinations-Hot-Spots
zwischen den beiden Regionen bestdtigen, zumal sich zwischen den beiden Loci ein TA-
Dinukleotid-Polymorphismus mit ca. 1000 Wiederholungen befindet, der einen dieser Hot-
Spots reprasentieren konnte (Ando et al., 1997; Kimura et al., 1998b; Shiina et al., 1998).

Fir den Mikrosatelliten C/ 4 [ ist ein starkes Kopplungsungleichgewicht mit HLA-B
beschrieben worden, das auf Grund der physikalischen Néhe auch zu erwarten war (Glas et

al., 2001).
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1.2.4.6 Assoziationen zwischen MICA und MICB mit unterschiedlichen

Erkrankungen

Einige Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises wurden mit Varianten des MICA
assoziiert. ~ Meist wurde dabei der Trinukleotid-Mikrosatellitenpolymorphismus der
transmembranen Region des MICA-Gens (MICA-TM) untersucht. So wurde beispielsweise fiir
MICA-TM A6 eine Assoziation mit dem Morbus Behget beschrieben (Mizuki et al., 1997). Im
Gegensatz dazu, zeigte sich keine Korrelation zwischen MICB-CI 2 A-Mikrosatelliten und
dem Morbus Behget (Kimura et al., 1998b). Dagegen wies eine Studie an einer japanischen
Kohorte eine Assoziation des MICA-TM-Polymorphismus mit der Takayasu-Arteriitis nach
(Kimura et al., 1998a). Eine spanische Studie erbrachte ebenfalls eine Assoziation mit der
Riesenzellartheritis; hier war die Haufung des TM A5 bei den Patienten signifikant gegeniiber
der Kontrollgruppe erhoht (Gonzalez-Gay et al., 2007). Die akute anteriore Uveitis wurde mit
dem TM A4 assoziiert (Goto et al., 1998). Fiir das TM A5 konnten Assoziationen mit dem
systemischen Lupus erythematodes nachgewiesen werden (Gambelunghe et al., 2005). Das
TM AS5.1 wies eine Assoziation mit Patienten mit einer Colitis ulcerosa auf (Ding et al.,
2005). Fiir das MICB konnte eine Assoziation mit der rheumatoiden Arthritis nachgewiesen
werden (Lopez-Arbesu et al., 2007). Durch die unkontrollierte Expression der MIC-Molekiile
auf der Zelloberfliche konnen auch Immunreaktionen getriggert werden, die zu einer
schddlichen Wirkung fiir den Patienten fiihren. Dies gilt beispielsweise fiir die Zoliakie
(Caillat-Zucman, 2006; Ding et al., 2005; Rodriguez-Rodero et al., 2006). Auch beim Morbus
Addison zeigte sich eine Assoziation mit einzelnen MICA-TM- und MICB-C1 2 A-Varianten
(Gambelunghe et al., 1999). Fiir den Diabetes mellitus Typ I wurden ebenfalls starke
Assoziationen mit dem MICA-TM-Polymorphismus gefunden (Gambelunghe et al., 2007; Van
Autreve et al., 2006).

Des Weiteren werden MICA und MICB vermehrt auf epithelialen Tumorzellen exprimiert
und mit einer moglichen tumoreigenen Kontrollfunktion in Verbindung gebracht. Dies wurde
bei Tumoren der Brust, der Nieren, des Ovar, der Prostata und des Kolon beobachtet (Groh et
al., 1999).

AuBerdem wurde fiir die orale submukdse Fibrose eine Assoziation mit der Variante A6 im
MICA-TM beschrieben (Liu et al., 2004). Fiir die gleiche Variante wurde auch eine Haufung

bei Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom entdeckt (Liu et al., 2002).
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Untersuchungen des C/ 4 I-Polymorphismus haben ebenfalls Assoziationen mit chronisch
entziindlichen Erkrankungen, wie dem Morbus Behget und der Spondylarthropathie, gezeigt
(Thomas et al., 2006).

Im Bezug auf die chronische Parodontitis liegen bislang keine Daten zur Assoziation mit dem

MICA-TM-, dem MICB-C1 2 A- oder dem CI 4 [-Polymorphismus vor.

1.3 Untersuchte Mikrosatelliten
1.3.1 MICA-TM

Als Mikrosatelliten bezeichnet man DNA-Sequenzen von tandemartig wiederholten kurzen
Basenmotiven von 2 bis 10 bp; im Englischen werden sie als short tandem repeats (STRs)
bezeichnet. Sie erstrecken sich gewdhnlich iiber eine Lénge von weniger als 60 bp und
enthalten als Sequenzmotive meist Di-, Tri- oder Tetranukleotide (Hamada und Kakunaga,
1982; Weber und Wong, 1993).

Der hier untersuchte Mikrosatellitenpolymorphismus liegt im Exon 5 des MICA-Gens, das der
transmembranen Doméne entspricht. Er ist der am hdufigsten untersuchte Polymorphismus im
MICA-Gen.

Der MICA-TM-Mikrosatellitenpolymorphismus besteht aus einem GCT Trinukleotid. Die
Anzahl der Wiederholungen ergibt die verschiedenen Varianten. Im Folgenden werden diese
als Allele bezeichnet. Zu den hdufigen Allelen zdhlen A4, AS, AS5.1, A6 und A9; dagegen
sind A7, A8 und A10 relativ selten. Bei dem Allel A5.1 ist zwischen dem zweiten und dritten
Triplett ein zusdtzliches G eingeschoben, dies fiihrt zu einer Leserasterverschiebung, so dass
dadurch ein vorzeitiges Stopcodon entsteht. Dies hat zur Folge, dass die transmembrane
Domine verkiirzt ist und der zytoplasmatische Schwanz fehlt. Dadurch kommt es zum
fehlerhaften Einbau in die Plasmamembran. Das Molekiil ist nicht, wie normalerweise iiblich,
in der basolateralen Plasmamembran lokalisiert, sondern wird in der apikalen
Oberflichenmembran exprimiert (Suemizu et al., 2002). Das Allel AS5.1 ist in der
europdischen Population mit einer Haufigkeit von etwa 40% vertreten. Triger dieser Variante
synthetisieren trotzdem funktionelle MICA-Molekiile; dies ist durch den positiven Nachweis
der Oberflachenexpression von MICA auf der fiir das Allel 008 homozygoten Zelllinie HeLa
(Groh et al., 1999), das in Exon 5 das Allel A5.1 beinhaltet (Fodil et al., 1996), bewiesen.
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1.3.2 MICB-C1 2 A

Im Intron 1 des MICB-Gens liegt ein Mikrosatellitenpolymorphismus mit einem CA-
Dinukleotid-Polymorphismus. Von diesem sind bislang 16 Allele bekannt (Foissac et al.,
2000). Je nach Anzahl der CA-Wiederholungen werden sie als CA14 bis CA29 bezeichnet.

133 C1 4 1

Der Mikrosatellit C/ 4 1 liegt zwischen MIC-A und HLA-B in einer Entfernung von 6 kb
vom HLA-B. Er entspricht einem Tetranukleotidrepeat mit der Sequenz CAAA. Die Anzahl
der Wiederholungen liegt zwischen vier und neun. Daraus ergeben sich sechs Allele, die mit
Allel 1-6 bezeichnet werden. Die Fragmentlinge des Mikrosatelliten liegt zwischen 213 und
233 bp (Foissac et al., 2000; Glas et al., 2001). Die physikalische Ndhe zum HLA-B-Gen
bedingt ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen beiden Loci (Tamiya et al., 1998).
Deshalb soll der Mikrosatellitenpolymorphismus C/ 4 [ stellvertretend fiir eine mogliche

Assoziation von HLA-B zur chronischen Parodontitis untersucht werden.
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2. Ziele der Studie

Die Ursachen der chronischen Parodontitis sind zu einem groBen Teil noch ungeklért. Die
Genetik scheint hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen. Allerdings zeigten die bisherigen
Studien widerspriichliche Ergebnisse oder nicht ausreichende Assoziationen der untersuchten
Polymorphismen mit der chronischen Parodontitis. Ziel dieser Arbeit war es, den moglichen
Einfluss der nichtklassischen MHC-Klasse Ic-Gene MICA und MICB auf die Pathogenese der
chronischen Parodontitis zu untersuchen. Als Kandidatengene sind sie insofern anzusehen, da

a) sie im oralen Epithel exprimiert werden,

b) ihre Expression durch oxidativen Stress sowie virale oder bakterielle Entziindungen

induziert wird,
c) sie eine wichtige Rolle in der Immunreaktion spielen,
d) andere HLA Gene bereits Assoziationen mit der chronischen Parodontitis gezeigt
haben.

Primér wurden die Allelfrequenzen der untersuchten Mikrosatellitenmarker MICA-TM und
MICB-C1 2 A bei Patienten mit chronischer Parodontitis mit den Allelfrequenzen bei
gesunden, unverwandten Kontrollpersonen verglichen. Dabei wurde untersucht, ob bestimmte
Allele bei der Gruppe der Patienten signifikant hdufiger oder seltener als in der
Kontrollpopulation sind und sich dadurch eine Assoziation mit der Parodontitis ergibt.
AuBerdem wurde der Einfluss des HLA-B-Gens sowie bestimmter Haplotypen der MICB-
MICA-HLA-B-Region auf die Erkrankung betrachtet. Dazu wurde zusétzlich der Mikrosatellit
Cl 4 1, der durch seine physikalische Ndhe zu HLA-B eng mit diesem Gen assoziiert ist,
getestet. Das starke Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-B und C/ 4 [ wurde durch
eine Studie zu bestimmten Zelllinien gezeigt (Tamiya et al., 1998). Zweipunkt- und
Dreipunkthaplotypen aus den Markern MICA-TM, MICB-C1 2 A und CI_4_1 wurden fiir die
Patientengruppe und die Kontrollgruppe berechnet und miteinander verglichen. Eventuell
abweichende Frequenzen bestimmter Haplotypen sollten eine mogliche Assoziation mit der

chronischen Parodontitis zeigen.
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3. Material
3.1 Studienpopulation
3.1.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 389 Patienten mit chronischer Parodontitis aus der Poliklinik fiir
Zahnerhaltung und Parodontologie der Universitidt Miinchen in die Studie aufgenommen. Alle
Studienpatienten waren kaukasischer Herkunft. Der Altersdurchschnitt lag bei 54,0 Jahren
(Standardabweichung + 11,1) und die Altersverteilung war zwischen 18 und 84 Jahren. Das
Verhiltnis von Ménnern zu Frauen war bei 47,5% zu 52,5% (Tabelle 2.2). Voraussetzung fiir
die Aufnahme in die Studie war eine anhand eines standardisierten Protokolls zur Erhebung
des parodontalen Status gestellte Diagnose einer chronischen Parodontitis. Dieses Protokoll
beinhaltete die Evaluierung (1) der Sondiertiefe, gemessen an sechs Stellen eines Zahns
(mesio-bukkal, bukkal, disto-bukkal, mesio-lingual, lingual, disto-lingual) unter Benutzung
der Michigan Type ,,0“ Sonde, (2) der Furkationsbeteiligung mit Hilfe der Sonde nach
Nabers, (3) der Blutungsneigung nach Sondierung registriert als vorhanden oder nicht
vorhanden und (4) des Knochenverlusts erhoben durch ein Orthopantomogramm.

Die Sondiertiefe wurde definiert als der Abstand vom freien Gingivarand bis zum Grund der
parodontalen Tasche bei einer Sondenposition in Lingsachse des Zahns. Zur Beurteilung des
Furkationsbefalls wurde auBerdem die Durchgingigkeit der Furkation mittels horizontaler
Sondierung gemessen. Gemidf3 des Protokolls von Nyman und Lindhe wurde der
Furkationsbefall in drei Grade eingeteilt: (1) horizontaler Attachementverlust bis 3 mm, (2)
horizontaler Attachementverlust von mehr als 3 mm, nicht durchgingig und (3)
durchgéngiger Furkationsbefall (Nyman und Lindhe, 1997).

Zur Aufnahme in die Studie mussten die Patienten folgende Kriterien erfiillen: (1) mindestens
15 Zidhne in situ, (2) > 8 Zihne mit einer Sondiertiefe > 5 mm bzw. einen Attachementverlust
von > 2 mm an mindestens einer Stelle oder einer Furkationsbeteiligung > Klasse II, (3) der
Nachweis des Knochenverlustes manifestiert als der Abstand zwischen dem Alveolarkamm
und der Schmelz-Dentin-Grenze > 3 mm um den befallenen Zahn. Die in die Studie
einbezogenen Patienten wurden auf Grundlage der oben beschriebenen Kriterien in milde,
mittelschwere und schwere Parodontitis eingeteilt. Die Klassifikation ist in Tabelle 3.1
aufgelistet. Patienten, die klinische, radiologische und/oder mikrobiologische Symptome einer
aggressiven Parodontitis gemél der Einteilung von Tonetti und Mombelli (Tonetti und

Mombelli, 1999) aufwiesen, wurden von der Studie ausgeschlossen.
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In der Patientengruppe gaben 32 % der Personen an, Raucher zu sein. Als Raucher wurden
Personen klassifiziert, die angaben, mehr als 10 Zigaretten pro Tag in einem Zeitraum von
mindestens einem Jahr zu rauchen.

Als Material zur DNA-Gewinnung fiir die Studie wurde vends entnommenes Vollblut

verwendet.
Parodontitis Parodontitis Parodontitis
(mild) (mittelschwer) (schwer)
Maximale Sondiertiefe 6 mm 8 mm > 8 mm
Attachementverlust >30% | <5 Zidhne < 8 Zéhne > 8 Zahne
Attachementverlust > 50% | keine <8 Zdhne > 8 Zahne

Tabelle 3.1 Kriterien zur Statifikation der Untersuchungsgruppe nach dem klinischen Stadium der
Parodontalerkrankung

3.1.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollkollektiv dienten 771 gesunde, unverwandte Blutspender. Der Altersdurchschnitt
lag bei 47,4 Jahren (Standardabweichung + 9,2), die Altersverteilung lag zwischen 31 und 68
Jahren. Das Verhéltnis von Ménnern zu Frauen wurde mit 67,1 % zu 32,9 % angegeben
(Tabelle 3.2). Sie waren alle kaukasischer Herkunft und durften keine klinischen Anzeichen
einer chronischen Parodontitis aufweisen. Die Aufnahmekriterien waren (1) mindestens 22
Zidhne in situ, (2) < 1 Stelle mit einer sondierten Taschentiefe von > 3 mm, (3) keinerlei
Furkationsbefall und (4) keine systematische und generalisierte Parodontaltherapie in den
letzten  fiinf Jahren. Des  Weiteren wurden Personen mit  gravierendem
Medikamentenmissbrauch, Diabetes mellitus, erhohtem Risiko fiir bakterielle Endokarditis
und Frauen in Schwangerschaft von der Studie ausgeschlossen. In der Kontrollgruppe wurden
12,6 % als Raucher klassifiziert.

Aus praktischen und ethischen Griinden wurde auf eine Rontgenkontrolle verzichtet. Die
Studie richtete sich nach den ethischen Grundlagen der Helsinki Deklaration und wurde von

der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitit in
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Miinchen gepriift (Nr. 290/01). Alle Teilnehmer gaben vor der Aufnahme in die Studie ihr

schriftliches Einverstindnis.

Patientengruppe Kontrollgruppe
Anzahl 389 771
Altersdurchschnitt
54,0+ 11,1 474+9,2
+ Standardabweichung (Jahre)
Altersverteilung (Jahre) 18 — 84 31-68

Geschlechtsverhéiltnis 475% /52,5 %

(ménnlich /weiblich)

67,1 % /32,9 %

Raucher/Nichtraucher 32,0% /68 % 12,6 %/ 87,4 %
Tabelle 3.2 Basisdaten des Studienkollektivs
3.2 Kits und Chemikalien
3.2.1 Materialien fiir DNA-Isolierung
Ethanol absolut Merck
Isopropylalkohol (2-Propanol) Merck
Proteinkinase K Qiagen
QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen
gesattigte Natriumchloridlosung 5 M NaCl
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung 20 %
Erythrozyten-Lyse-Puffer: 155 mM NH4Cl
400 mM NacCl
I mM EDTA
Kernlysepuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8
400 mM NacCl
10 mM EDTA
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8
1 mM EDTA
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3.2.2 Materialien fiir die Polymerasekettenreaktion und fiir die Reinigung

der PCR-Produkte

Aqua ad injectabila Braun
Desoxynukleotid-Mix Sigma
(dNTP, je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
HotStarTag™ DNA-Polymerase Qiagen
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen

3.2.3 Materialien fiir die Agarosegelelektrophorese

100 bp DNA Molekulargrofenstandard Cambrex
Agarose, Typ I-A Sigma
Ethidiumbromid Sigma
Polaroidfilm Typ 667 Polaroid
10 x TBE: 890 mM Tris

890 mM Borsdure

20 mM EDTA pH 8

DNA-Auftragspuffer:

10 mM Tris/HCI pH 8
2 mM EDTA

20 % Ficoll 400

0,25 % Orange G

3.3 Zelllinien und Goldstandards fiir die Fragmentanalyse

Als Goldstandards bei der Fragmentanalyse diente genomische DNA von auf dem X.
International Histocompatibility Workshop klassifizierten Zelllinien mit bekannten
Genotypen im Bezug auf MICA-TM, MICB-C1 2 A und C/ 4 1. BOLETH (XIHW-NTr.
9031, GeneBank accession number U65416), BM9 (XIHW-Nr. 9068), BM-16 (XIHW-Nr.
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9038), BSM (XIHW-Nr. 9032), HHKB (XIHW-Nr. 9065), PE117 (XIHW-Nr. 9028),
PITOUT (XIHW-Nr. 9051), SCHU (XIHW-Nr. 9013), VAVY (XIHW-Nr. 9023) und WT47
(XIHW-Nr.  9063). Diese Goldstandards wurden durch  Sequenzierung der
Mikrosatellitensequenzen und Analyse durch eine kommerzielle Sequenzierungsfirma
(Sequiserve, Vaterstetten, Deutschland) validiert. Nach Bestitigung der bereits beschriebenen
Ergebnisse (Bolognesi et al., 2001; Tamiya et al., 1998) konnte durch Mischen der PCR-
Produkte eine Allelleiter hergestellt werden, die fiir die Analyse der PCR-Produkte aus der
Patienten- bzw. Kontrollgruppe als Goldstandard diente.

3.4 PCR-Primer

Primer ohne angegebene Referenz wurden fiir diese Arbeit mit Hilfe des Programms
MacVector™ Version 6.5 ausgewéhlt. Alle Primer wurden von TIB MOLBIOL, Berlin,
Deutschland, synthetisiert.

3.4.1 Primer fiir die Fragmentanalyse

3.4.1.1 MICA-TM-Primer

Name Sequenz (5°—3’-Richtung)
MICA-TM-5’ CAGAGTCATTGGCAGACA (5’-Joe6-Markierung)
MICA-TM-3’ TTCTTCTTACAACAACGGAC

3.4.1.2 MICB-C1_2_A-Primer

Name Sequenz (5°—3’-Richtung)
MICB-5’ ATACAGGGGCTTCAGTTTCTCTACC
MICB-3’ ACCAATCAGGGTGGCTATTATCA (5’-Fam6-Markierung)

40



3.4.1.3 C1_4_I-Primer

Name Sequenz (5’—>3’-Richtung)
Cl 4 1-5 CGAGAGAACAACTGGCAGGACTG
Cl 4 1-3 GACAGTCCTCATTAGCGCTGAGG (5’-Famé6-Markierung)

3.4.2 Primer fiir die Sequenzierung

3.4.2.1 MICA-TM-Primer

Name Sequenz (5°—3’-Richtung)
MICA-TM-5’ CGGGAATCACAGCACTCACC
MICA-TM-3’ CAACATGCCTATCTTTGCAGGAGC

3.4.2.2 MICB-CI 2 A-Primer

Name Sequenz (5°—3’-Richtung)
MICB-5’ CCATAGTGTTTTCCATTGCAGGC
MICB-3’ AGCCATGAGAAGCTATGTGGGG

3.4.2.3 C1_4_I-Primer

Name

Sequenz (5°—3’-Richtung)

Cl 4 1-5°

CGAGAGAACAACTGGCAGGACTG

Cl 4 1-3°

GACAGTCCTCATTAGCGCTGAGG
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3.4 Geriate

Brutschrinke Memmert und Techne
Elektrophoresekammer Sub-cell® GT, BioRad
Mikrowellenofen Bosch

Mikrozentrifuge Modell SD und AL, Roth

Video-Geldokumentationssystem

Infinity 3000, Vilber Lourmat

Rotator Bachofer

Spannungsquelle Power Pac 300, BioRad
Spectrophotometer GeneQuant pro, Amersham Pharmacia
Thermocycler PTC 220 Dyad, MJ Research
Tischzentrifuge Universal 30RF, Hettich
Vortex-Schiittler Heidolph

Wasserbad Julabo

Zentrifuge Rotixa/P, Hettich
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4. Methoden
4.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden
4.1.1 Isolierung der DNA

Den Probanden der Patientengruppe und der Kontrollgruppe wurde vendses Blut aus der
Ellenbeuge abgenommen. Dazu dienten sterile 9 ml EDTA-RShrchen (S-Monovette®,
Sarstedt, Niimbrecht). Den Blutproben der einzelnen Probanden wurde zur Anonymisierung
der Daten jeweils eine Probandennummer zugeteilt, unter der sie wahrend des Verlaufs der
Studie gefiihrt wurden. Innerhalb von 24 Stunden wurden die Blutproben weiterverarbeitet.
Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 2000 Upm (Rotixa/P, Hettich) wurde das iiberstehende
Plasma abpipettiert. Die anschlieBende Isolierung der DNA erfolgte entweder mit Hilfe eines
kommerziellen Kits (QIAamp® DNA Blood Mini Kits, Qiagen) oder mittels der
Aussalzmethode (Miller et al., 1988).

4.1.1.1 DNA-Isolierung mittels QIAamp® DNA Blood Mini Kits

Durch die erste Zentrifugation kam es zu einer Trennung der zelluliren Blutbestandteile in
eine obere lymphozytenreiche Schicht, die auch als Buffycoat bezeichnet wird, und eine
untere Schicht aus Erythrozyten. Aus dem Buffycoat wurden 200 pl abpipettiert und in ein 1,5
ml Eppendorf-Gefal mit 20 pl Proteinase K Losung (20 mg/ml) tiberfiihrt. AnschlieBend
wurden 200 pl des Lysepuffers AL zugegeben, auf dem Vortex-Schiittler mindestens drei mal
fiir je 5 Sekunden gemischt und im Wasserbad bei 56°C fiir zehn Minuten inkubiert. Danach
wurden 200 ul 100 % Ethanol zugefiigt und nach erneutem Mischen auf dem Vortex-Schiittler
auf die dafiir vorgesehene Séule gegeben. AnschlieBend wurde mit 13000 Upm fiir eine
Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dabei wurde die urspriinglich in Lésung
befindliche DNA an die Silica-Gel-Matrix der Sdule gebunden. Darauthin erfolgten zwei
Waschschritte. Zuerst wurden auf die Sdule 500 pl Puffer AW 1 pipettiert, fiir eine Minute bei
13000 Upm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im anschlieBenden Waschschritt
wurden 500 pl Puffer AW 2 auf die Sdule gegeben, fiir drei Minuten bei 13000 Upm
zentrifugiert und erneut der Durchfluss verworfen. Um die vollstindige Beseitigung des
ethanolhaltigen Puffers AW 2 sicher zu stellen, wurde erneut fiir eine Minute bei 13000 Upm

zentrifugiert und der Durchflul wiederum verworfen. AnschlieBend erfolgte die Elution der
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DNA. Dazu wurde die Sdule in ein sauberes 1,5 ml Zentrifugenréhrchen gestellt und 200 pl
Elutionspuffer AE direkt auf die Membran der Sdule aufgetragen. Nach Inkubation fiir fiinf
Minuten bei Raumtemperatur wurde fiir drei Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert. Um die
Ausbeute an DNA zu erhohen wurde das Eluat erneut auf die Membran der Sédule geladen und

die Zentrifugation wiederholt. Die so gewonnene DNA wurde bei -20°C eingelagert.

4.1.1.2 DNA-Isolierung mittels Aussalzmethode (Miller et al., 1988)

Fir die Isolierung der DNA mit Hilfe der Aussalzmethode wurde nach der ersten
Zentrifugation und Verwerfung des Plasmas der gesamte zelluldre Anteil, also der Buffycoat
und das Erythrozytensediment, das die Granulozyten enthélt, in ein 15 ml
Zentrifugenr6hrchen (Greiner) iiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Rohrchen bis zu einem
Gesamtvolumen von 12 ml mit Erythrozytenlysepuffer aufgefiillt, um die kernlosen und somit
DNA-freien Erythrozyten zu eliminieren. Es erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur fiir
einige Minuten auf einem Rotator (Bachofer). Die Lyse der im Gegensatz zu den Leukozyten
osmotisch weniger resistenten Erythrozyten war komplett sobald die Ldsung klar und
durchsichtig geworden war. AnschlieBend wurde mit 2000 Upm fiir zehn Minuten
zentrifugiert, um die Leukozyten zu sedimentieren und den Uberstand zu verwerfen. Danach
wurden die Leukozyten mit 1 ml Erythrozytenysepuffer resuspendiert, in ein 1,5 ml Gefdl3
iiberfiihrt, in einer Tischzentrifuge mit 5000 Upm fiinf Minuten abzentrifugiert und der
entstandene Uberstand verworfen. Das Leukozytensediment wurde entweder sofort zur DNA-
Isolierung verwendet oder bis dahin bei -80°C aufbewahrt.

Zur DNA-Isolierung wurden die Leukozyten in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 6 ml
Kernlysepuffer gegeben. Durch Auf- und Abpipettieren und unter Zuhilfenahme eines
Vortex-Schiittlers wurden die Leukozyten mit dem Kernlysepuffer vermischt. Die Zugabe von
SDS (Endkonzentration 1%) und Proteinkinase K (Endkonzentration 0,2 mg/ml) diente zur
Degradation von Membran- und Proteinanteilen. Danach wurde die Losung bei 37°C {iber
Nacht inkubiert. Zwischendurch wurde immer wieder auf dem Vortex-Schiittler gemixt, um
die DNA zu scheren und in Losung zu bringen. Die zuvor zihfliissige Losung wurde dadurch
diinnfliissig. Es musste vermieden werden, dass die DNA als geleeartiges Aggregat vorlag, da
sie sonst fiir die weiteren Schritte verloren gegangen wire. Gegebenenfalls musste
Kernlysepuffer hinzupipettiert, um die DNA vollstindig in Losung zu bringen, und die
Inkubation bei 37°C verldngert werden. Nach Losung der DNA wurde die Fillung der
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degradierten Membran- und Proteinfragmente durch Zugabe von 1/3 Volumen 5 M NaCl-
Losung vorgenommen. Dazu wurde die Probe auf dem Vortex-Schiittler gemixt und fiir
mindestens 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte fiir 15 Minuten eine Zentrifugation
mit 3600 Upm um die Proteine zu sedimentieren. Der DNA-haltige Uberstand wurde
abpipettiert und erneut 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Réhrchen
iiberfiihrt, 0,6 Volumen 100 % Isopropylalkohol hinzugegeben und langsam gemischt, bis die
DNA fadenformig ausgefallen war. Mit einer Pasteurpipette mit Hékchen wurde sie
aufgenommen und zweimal in 70%igem Ethanol gewaschen. Zur Trocknung der DNA wurde
sie in ein Eppendorf-Gefd3 abgestreift. AnschlieBend wurde sie in 100-500 pl TE-Puffer
gelost und bei -20°C eingelagert.

4.1.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm
bestimmt. Dort weisen diese ein Absorbtionsmaximum auf. Zur Bestimmung des
Reinheitsgehalts der DNA-Losung kann zusétzlich die Extinktion bei einer Wellenldnge von
280 nm bestimmt werden, die als Absorptionsmaximum der Proteine gilt. Der hieraus
errechnete Quotient Ex60/Eagp sollte iiber 1,8 liegen.

Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes lédsst sich aus dem gemessenen Extinktionswert

die Konzentration bestimmen:

C=E260xf/(8Xd)

C = Konzentration (ng/pl)

Exso = gemessener Extinktionswert bei 260 nm

f = Verdiinnungsfaktor

d = Schichtdicke (1 cm)

€ = Extinktionskoeffizient: ds DNA =50" pl/ng
RNA =40" ul/ng
Oligonukleotide =30" ul/ng
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Zur Bestimmung der Konzentration wurden Verdiinnungen von 1:20 bis 1:200 verwendet.
Dadurch lagen die Messwerte fiir die Extinktion zwischen 0,1 und 1. Nur in diesem Bereich
liegt ein linearer Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration vor.

Fiir die weitere Versuchsdurchfiihrung wurde die DNA-Konzentration durch Verdiinnung mit

TE-Puffer auf 100 ng/ul eingestellt.

4.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) kann eine bestimmte Zielsequenz einer
komplexen genomischen DNA selektiv exponentiell vervielfaltigt werden. Die PCR zeichnet
sich durch eine hohe Sensitivitét aus, da nur wenige Kopien der Zielsequenz geniigen, um sie
ausreichend zu amplifizieren. Zusétzlich besitzt die Methode eine sehr hohe Spezifitit, die
eine selektive Vermehrung einer bestimmten Sequenz aus dem gesamten Genom moglich
macht. Dazu dienen zwei Primer, die zu jeweils einer flankierenden DNA-Sequenz der
gewlinschten Region komplementir sind. Diese sind Oligonukleotide einer Linge von 15-35
Basen. Nach der Denaturierung der doppelstringigen DNA konnen die Primer an die
Zielsequenz des jeweiligen Einzelstrangs anlagern. Eine hitzestabile Polymerase bindet an das
3’-Ende des Primers und amplifiziert die DNA in 5’ Richtung. Durch erneute Denaturierung
wird das DNA-Amplifikat wiederum aufgeschmolzen und die Amplifikation kann erneut mit
der doppelten Anzahl von Matrizen gestartet werden. So wird durch mehrere hintereinander
gestartete Zyklen aus Denaturierung, Primeranlagerung (Primer-Annealing) und Extension die
gewiinschte Sequenz exponentiell vermehrt. Die Zyklen werden 30- bis 40-mal wiederholt bis
die Zielsequenz ausreichend amplifiziert wurde. Um das Auftreten unspezifischer Amplifikate
zu verhindern, kann eine Heiss-Start Tag-DNA-Polymerase verwendet werden, die erst durch
eine FErhitzung am Anfang {iber mehrere Minuten auf 94°C aktiviert wird. Die
Extensionsdauer  ist abhingig  von  der  Linge des Produkts. Die
Amplifikationsgeschwindigkeit betrdgt etwa 30 Nukleotide pro Sekunde. Die Temperatur des
Primer-Annealing ist vom jeweiligen Primer abhidngig. Nach Abschluss der Zyklen wird noch
eine Endextension durchgefiihrt, die die Vervollstindigung der noch nicht komplett
amplifizierten PCR-Produkte zum Ziel hat.

Daraus ergibt sich ein standardisierter Ablauf der PCR, der aus Tabelle 4.1 ersichtlich ist.
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Abschnitt Zyklenanzahl Temperatur Zyklusdauer
Anfangsdenaturierung | 1 94°C 5 Minuten
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Primer-Annealing 30-40 Primerabhéngig 30 Sekunden
Extension 72°C Abhingig von

Produktlénge
Endextension 1 72°C 10 Minuten

Tabelle 4.1 PCR-Ablauf

Ein PCR-Ansatz besteht aus einem PCR-Puffer, den Desoxynukleotidtriphosphaten (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), den beiden Oligonukleotid-Primern, einer Magnesiumchloridlésung, der
Tagq-DNA-Polymerase, gereinigtem PCR-Wasser und der als Matrize dienenden Ausgangs-
DNA.
Bei jedem PCR-Ansatz wird eine Negativkontrolle aus Wasser statt der Ziel-DNA mitgefiihrt.
Ein 20 pl PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1 x PCR-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland)

0,2 mM dNTP (Sigma, Steinheim, Deutschland)

0,25 uM der beiden Primer

1-5 mM MgCl,

0,025 U/pl HotStar Taqg-DNA-Polymerase (Qiagen)

50-200 ng genomische DNA

H,0 ad 20 pul
Die optimale MgCl,.Konzentration wurde durch Austesten ermittelt.
Die Annealingtemperatur (Tx) ist von der Lénge und Sequenz der Primer abhidngig und kann

nach folgender Formel berechnet werden (Firma MWG-Biotech):

T4 (°C) =169,3 + 0,42 x GC-Gehalt (in %) — 650 / Primerlinge + 3] °C

Die ideale Annealingtemperatur wurde durch Austesten von mindestens drei Temperaturen
um die errechnete Temperatur bestitigt.
Die verwendeten MgCl,-Konzentrationen und Annealingtemperaturen sind in Tabelle 4.2

zusammengefasst:
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MICA-TM MICB-C1 2 A Cl141

Mng-

5,0 mM 3,0 mM 1,5 mM
Endkonzentration
Primer-

55°C 65 °C 65 °C
Annealingtemperatur
Zyklenzahl 35 35 35

Tabelle 4.2 Bedingungen fiir die PCR

4.1.3 Agarosegelelektrophorese

Mit der Agarosegelelektrophorese wird die Doppelstrang-DNA nach ihrer GroBe in einem
elektrischen Feld horizontal aufgetrennt. Bei einzelstringigen Nukleinsduren spielt ihre
Sekundirstruktur eine zusitzliche Rolle. Die Poren des Agarosegels wirken wie ein Sieb,
durch das die verschieden langen DNA-Fragmente wandern. Das Gel wird in eine Kammer
mit einer Pufferlosung gebracht, an die ein elektrisches Spannungsfeld angelegt wird. Durch
thre negative Ladung wandern die Nukleinsduren zur positiv geladenen Anode. Kleinere
Fragmente laufen schneller durch die Poren des Gels als grof3ere, dadurch kann ihre Grofle
mit Hilfe eines aufgetragenen Molekulargewichtstandards ermittelt und ihre Konzentration
grob abgeschitzt werden. Die Banden werden durch Zugabe des im UV-Licht orange
fluoreszierenden Farbstoffs Ethidiumbromid, der in die DNA interkaliert, sichtbar gemacht.
Der Farbstoff wird zur Gellosung und/oder dem Laufpuffer zugegeben.

Je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente wurde eine Agarosekonzentration von 1-2,5%

(w/v) verwendet. Im Einzelnen wurden folgende Konzentrationen benutzt:

Linge der DNA-Fragmente Agarosekonzentration
> 500 bp 1%
200 — 500 bp 1,5 %
<200 bp 2,5%

Die entsprechende Menge Agarose wurde in 200 ml 1 x TBE-Puffer durch Kochen in einem
Mikrowellenofen vollstdndig geldst. Die durch das Aufkochen verdunstete Fliissigkeit wurde

durch deionisiertes Wasser ersetzt. Nach erneutem Aufkochen wurden 4 pl Ethidiumbromid
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(10 mg/ml, Sigma) zugegeben und vermischt. Die Gellosung wurde danach mdglichst
blasenfrei in einen Geltrager (15 x 25 cm) gegossen, in den zuvor vier Gelkimme mit 20
Zihnen eingesetzt wurden. Nach Erstarren der Losung wurden die Gelkdmme vorsichtig
gezogen und der Geltrdger in eine mit Laufpuffer (I % TBE-Puffer mit 0,3 ug/ml
Ethidiumbromid) gefiillte Gelkammer gestellt. Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen
DNA-Auftragspuffer gemischt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Zusétzlich wurden in
einer am Rand gelegenen Spur 20 pl einer 100 bp-Leiter (4 pul Orange G + 2 ul (400 ng DNA)
Leiter + 14 pl H,O) als GroBenstandard aufgetragen. Der Lauf erfolgte bei 100-120 Volt fiir
etwa zwei Stunden. SchlieBlich wurde das Gel auf dem UV-Transilluminator betrachtet und
photographiert.

Die Agarosegelelektrophorese wurde fiir die Austestung der MgCl,-Konzentrationen und der
Bestimmung der Primer-Annealingtemperatur, sowie fiir die Kontrolle der erfolgreichen
Amplifikation der zu untersuchenden Proben, die Kontrolle der Amplifikation der

verwendeten DNA-Goldstandards und der Negativkontrollen der PCR-Ansitze verwendet.

4.1.4 Reinigung der PCR-Produkte

Zur Reinigung der PCR-Produkte, die zur Sequenzierung hergestellt worden waren, wurde ein
kommerzieller Kit (QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen) verwendet. Zweck der
Reinigung war, die nicht eingebauten Primer, Primerdimere und andere Reagenzien aus dem
PCR-Produkt effektiv zu entfernen. Doppelstringige DNA-Fragmente einer Gro3e von 100
bp bis 10 kb kénnen mit diesem Kit gereinigt werden.

Die PCR-Produkte wurden in ein 1,5 ml grofes Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Danach wurden 5
Volumen des im Kit enthaltenen Bindungspuffers PB hinzugefiigt und sorgfiltig mit diesem
vermischt. AnschlieBend wurde das Gemisch auf die dafiir vorgesehene Séule aufgetragen
und mit 13000 Upm fiir eine Minute zentrifugiert. Die in der Losung enthaltene DNA wurde
dadurch an die Silica-Gel-Matrix der Sdule gebunden. Zum Waschen wurde die Sdule mit 750
pl Puffer PE beladen und mit 13000 Upm fiir eine Minute zentrifugiert. Um alle Reste des
ethanolhaltigen Puffers zu entfernen, wurde nach Verwerfung des Durchflusses erneut mit
13000 Upm fiir eine Minute zentrifugiert. Fiir die Elution der DNA aus der Silica-Gel-Matrix
musste die Sdule in ein sauberes 1,5 ml fassendes Gefal3 platziert und 40-60 pl Elutionspuffer
EB direkt auf die Membran der Sdule aufgetragen werden. Nach Inkubation von fiinf Minuten

bei Raumtemperatur wurde eine Zentrifugation von 13000 Upm fiir drei Minuten
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durchgefiihrt. Um die Ausbeute an DNA zu erh6hen, wurde das Eluat erneut auf die Membran
der Séule geladen und zentrifugiert. Das so gewonnene und gereinigte PCR-Produkt wurde in

einem kommerziellen Labor sequenziert.

4.1.5 Fragmentanalyse durch denaturierte Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung von kleineren DNA-Fragmenten ist die Polyacrylamidgelelektrophorese
besonders gut geeignet. lhre Obergrenze liegt bei etwa 1000 Basen und ihr maximales
Auflésungsvermogen bei einer Base. Dies ist sowohl fiir die DNA-Sequenzierung als auch fiir
die Fragmentanalyse, wie etwa bei der Analyse von Mikrosatelliten, erforderlich.

Zunéchst werden durch PCR die DNA-Fragmente hergestellt. Diese werden markiert, indem
einer der beiden Primer am 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Diese
Fragmente werden bei der Fragmentanalyse auf einem automatischen Sequenzierer mit Hilfe
einer vertikalen denaturierenden Polyacrylamidelektrophorese aufgetrennt. Es muss eine
Denaturierung vorgenommen werden, da nur einer der beiden DNA-Stringe die
Fluoreszenzmarkierung  trdgt. Hierfiir enthdlt das Gel Harnstoff, der die
Wasserstoffbriickenbindungen im DNA-Doppelstrang spaltet. AuBerdem wird dadurch
erreicht, dass der DNA-Einzelstrang keine Sekundérstruktur ausbilden kann und deshalb nur
entsprechend seiner Linge im elektrischen Feld wandert. Der ALFexpress ist mit einer
Laserlichtquelle ausgestattet, die das Gel mit konstanter Wellenlinge horizontal
durchleuchtet. Sobald die Fragmente das Laserlicht passieren wird der Fluoreszenzfarbstoff
angeregt. Das emittierte Licht wird von hinter der Gelkammer angeordneten Photoelektroden
detektiert. Die Grofe der Fragmente ldsst sich durch den Zeitpunkt der Detektion ermitteln.
Dafiir miissen zur GroBBenbestimmung bei jeder Probe interne Standards mitgefiihrt werden,
bei denen es sich um fluoreszenzmarkierte, einzelstraingige DNA-Fragmente mit bekannter
Liange handelt. Aus den Zeitpunkten der Detektion der GroBenstandards wird eine
Standardkurve errechnet, mit deren Hilfe sich die Fragmentlange der Probe bestimmen lisst.
Durch separat mitgefiilhrte Goldstandards wird eine optimale Genauigkeit bei der
Langenbestimmung der unbekannten Fragmente erreicht. Diese Goldstandards sind
Fragmente, die in Sequenz und Lidnge mit den zu untersuchenden Fragmenten
tibereinstimmen. Dies ist bei einer Allelleiter aus den moglichen Fragmenten oder bei

Amplifikaten einiger bekannter Allele des zu untersuchenden Polymorphismus der Fall.
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Die Fragmente wurden zundchst mit PCR hergestellt. Der Ansatz und die Bedingungen der
PCR entsprachen den im Absatz 3.1.2 beschriebenen Parametern.

Fiir die Elektrophorese wurde ein 6%iges Polyacrylamidgel (Acrylamid/Bisacrylamid 19:1)
mit 7 M Harnstoff und 0,6 x TBE verwendet. Die Dicke betrug 0,3 mm. Die Gellésung wurde
durch Filtration (0,4 um Poren) entgast und nach Zugabe von TEMED und 10% APS (45 pl
bzw. 175 pl fiir 50 ml Gellosung) in die sorgfiltig mit Ethanol gereinigte Gelkammer
gegossen. Das Gel wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur zur Polymerisation stehen
gelassen. Als interne Standards wurden die ALFexpress™ Sizer® 50 (50 bp), ALFexpress' ™
Sizer™ 150 (150 bp), ALFexpress'™ Sizer™ 200 (200 bp) bzw. ALFexpress ™ Sizer™ 250 (250
bp) verwendet, je zwei pro aufzutrennendem Amplifikat entsprechend ihrer Fragmentlénge.
Die Goldstandards (siche 3.3) wurden auf eigene Spuren aufgetragen. Es wurden 0,6-1 pl
PCR-Produkt mit je 5 fmol der internen Standards und mindestens ein Volumen
Auftragspuffer (100 % deionisiertes Formamid mit 5 mg/ml Dextranblau) gemischt und zur
Denaturierung zwei Minuten bei 85 °C erhitzt. Um eine Renaturierung zu verhindern, wurden
die Proben sofort auf Eis gestellt und danach auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Als
Auftragspuffer wurde 0,6 x TBE verwendet. Die Laufbedingungen waren wie folgt:
Spannung 1500 V, Strom maximal 38 mA, Leistung maximal 34 W, Temperatur 50 °C,
Intervall der Datenaufzeichnung zwei Sekunden, Laufzeit 7 Stunden. Die Fragmentanalyse
wurde durch eine kommerzielle Sequenzierungsfirma durchfiihrt (Eurofins Medigenomix,
Martinsried, Deutschland). Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
AlleleLinks von Amersham Pharmacia.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Langenbereiche der zu untersuchenden Fragmente und der

verwendeten Standards
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MICA-TM MICB-C1 2 A Cl 41
Fragmentldngenbereich | 92-107 bp 94-122 bp 213-233 bp
Interner Standard 1 50 bp 50 bp 150 oder 200 bp
Interner Standard 2 150 bp 150 bp 250 bp
Goldstandards BM16: 92 bp PE117: 94 bp bzw. PE117: 213 bp bzw.
BOLETH: 95 bp 104 bp 221 bp
SCHU: 96 bp WT 47: 96 bp PITOUT: 217 bp
PITOUT: 98 bp SCHU: 100 bp SCHU: 225 bp
BMO9: 107 bp PITOUT: 102 bp BMO9: 229 bp
BSM: 108 bp
BOLETH: 112 bp
BM16: 116 bp
VAVY: 118 bp

Tabelle 4.3 Fragmentlingen der internen Standards und verwendete Goldstandards mit den zu

erwartenden Fragmentlédngen (Bolognesi et al., 2001; Tamiya et al., 1998)

10 x TBE (Herstellerangabe): 1 M Tris
0,83 M Borséure
10 mM EDTA

4.2 Statistische Auswertung

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Populationsstudie, in der der mdgliche
Zusammenhang zwischen einem Krankheitsbild und dem Auftreten bestimmter Faktoren - in
dieser Studie Polymorphismen bestimmter Mikrosatellitenmarker — untersucht wird. Man
vergleicht dazu eine Gruppe aus unverwandten Patienten mit einer Kontrollgruppe aus
gesunden, unverwandten Probanden und berechnet die Signifikanz der ermittelten

Assoziationsstarke.
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4.2.1 Voraussetzungen fiir die statistische Auswertung

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse ist eine
ausreichend hohe Zahl an Testpersonen. Die Zahl der untersuchten Kontrollindividuen sollte
etwa ein- bis zweimal so gro3 sein wie die Patientengruppe. In der vorliegenden Studie ist die
Kontrollgruppe 1,98-mal so gro8 wie die Patientengruppe. Zusdtzlich miissen verwandte

Personen fiir die Untersuchung von genetischen Assoziationen ausgeschlossen werden.

4.2.2 Chi-Quadrat (?)-Test

Fiir den y>-Test wurde folgende 2 x 2 Tabelle verwendet:

Patienten Kontrolle Summe
Positiv a c atc
Negativ b d b+d
Summe a+b c+d atb+c+d((=N)

Der y*>-Test wird zur Feststellung eines signifikanten Unterschieds zwischen den erwarteten
Werten und den tatsdchlich erhobenen Werten herangezogen. Man setzt dabei voraus, dass
keinerlei Assoziationen zwischen den Werten bestehen. Die Signifikanz wird in drei Niveaus

ausgedriickt:

1. Signifikanzniveau (5 %-Stufe, p <0,05) 3,84 <y*>< 6,64
2. Signifikanzniveau (1 %-Stufe, p <0,01) 6,64 <y*<10,83
3. Signifikanzniveau (0,1 %-Stufe, p <0,001) 10,83 <y?

wahrscheinlich signifikant
signifikant
hoch signifikant

Die Berechnung erfolgt nach der Formel (Korrektur nach Yates):

(axd—bxd-N/2)>xN

(@a+b)x(c+d)x(a+te)x(b+d
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Dabei besitzt der Test fiir eine 2 x 2 Tabelle einen Freiheitsgrad (df). Die Fallzahlen sollten
iiber finf und die Summe aller Héiufigkeiten iiber 40 liegen (Svejgaard et al., 1974). Fiir
Fallzahlen unter fiinf wurde der Fischer’s-Exact-Test verwendet. Der y*-Test wurde zur
Analyse der Allelfrequenz und der relativen Delta-Werte der Zwei-Punkt-Haplotypen

eingesetzt.

Fiir multiple Vergleiche wurden die Signifikanzwerte nach Bonferroni korrigiert, dazu wurde
folgende Formel der Korrektur der p-Werte verwendet:
Pror =p X (n+ 1)

wobei n = Anzahl der Freiheitsgrade.

4.2.3 Allelfrequenzberechnung

Die Allelfrequenzen berechnen sich aus folgender Formel:

wobei n = Anzahl eines Allels und N = Anzahl aller Allele.
Fir die Giltigkeit der Formel wird vorausgesetzt, dass alle Allele bekannt sind und
Individuen mit nur einem Allel homozygot fiir dieses sind (Sierp, 1989). Da die verwendeten

Marker kodominant vererbt werden, gilt zusitzlich N (Allele) = 2 x Anzahl der Individuen.

4.2.4 Zwei-Punkt-Haplotypen und Kopplungsungleichgewichte

Die zuvor bereits berechneten Gen- und Allelfrequenzen werden zur Berechnung der
Haplotypfrequenzen verwendet (Yasuda, 1978). Die Haplotypfrequenzen wurden nach der
Hill Methode bestimmt (Hill, 1974). Die Analyse der Zwei-Punkt-Haplotypen erfolgte anhand
des oben beschriebenen y*-Tests mit Korrektur nach Yates. Die Berechnung wurde mit der
PASW Software, Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Das
Kopplungsungleichgewicht wurde fiir jedes Allel der untersuchten Mikrosatelliten (MICA-
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™M, MICB-CI1 2 A, Cl 4 1) -einzeln mit Hilfe der MIDAS 1.0 Software
(http://www.genes.org.uk/software/midas) bestimmt (Gaunt et al., 2006).
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S. Ergebnisse
5.1 Neu identifiziertes Allel MICA* 055

In der Studie wurde ein neues Allel, das MICA* 055, gefunden. Zwei Personen aus der
Patientengruppe wiesen ein Allel mit acht GCT-Wiederholungen (A8) auf. Dies wurde bereits
von Gambelunghe et al. beschrieben, aber ohne die fiir die offizielle HLA-Nomenklatur
notwendige Sequenzierung der Exone 2-5 (Gambelunghe et al., 2006). In der vorliegenden
Studie wurde diese durchgefiihrt und erbrachte eine identische Nukleotidsequenz der Exone
2-5 wie bei den bereits bekannten Allelen A7 (MICA* 050), A9 (MICA* 00201) und A10
(MICA* 020). Das neue Allel mit den acht GCT-Wiederholungen wurde MICA* 055 benannt
und in die GenBank der WHO mit der Nummer EU254723 aufgenommen (Glas et al., 2008;
Marsh, 2008).

5.2 Genotypen und Allelfrequenzen der untersuchten Mikrosatelliten

In diesem Abschnitt wurden die Allelfrequenzen der MICA-TM-, MICB-CI 2 A- und
Cl 4 I-Mikrosatelliten in der Patientengruppe mit chronisch-marginaler Parodontitis
dargestellt und mit den Allelfrequenzen der Kontrollgruppe mit gesunden Individuen
verglichen. Zusitzlich wurden die Allel- und Genotypfrequenzen der Kontrollgruppe mit den
Daten in anderen Normalpopulationen verglichen, um die Plausibilitét der eigenen Ergebnisse
zu bestatigen.

Sowohl in der Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe wurden Berechnungen des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes fiir alle drei Polymorphismen vorgenommen. Die
beobachteten Frequenzen homozygoter und heterozygoter Individuen zeigten keine statistisch

signifikanten Abweichungen von den erwarteten Werten.

5.2.1 Allelfrequenzen von MICA-TM

Im MICA-TM-Polymorphismus war das Allel AS5.1 in beiden Gruppen am héufigsten
vertreten. In der Patientengruppe kam es mit einer Frequenz/Prévalenz von 40 % und in der
Kontrollgruppe mit 44 % vor. Des Weiteren lagen die Allelfrequenzen von A4, A5, A6 und
A9 in beiden Gruppen jeweils liber 10%. Die librigen Allele traten hingegen wesentlich

seltener auf. Das neu klassifizierte Allel A8 war zweimal in der Patientengruppe vertreten.
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Auch das Allel A10 wurde nur zweimal gefunden, jeweils einmal in der Patienten- und in der
Kontrollgruppe. Das Allel A7 wurde in der vorliegenden Studienpopulation nicht
nachgewiesen (Tabelle 5.1).

In der statistischen Analyse der Allelfrequenzen fand sich eine Signifikanz (p-Wert = 0,039,
v*-Wert = 4,28, Odds-Ratio = 2,05, Konfidenzintervall bei 95% = 1,63 — 2,60) fiir eine
Haufung des Allels A5 in der Patientengruppe. Fiir die tlibrigen Allele fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Tabelle 5.1).

5.2.1.1 Allelfrequenzen von MICA-TM unterteilt nach Geschlecht

AnschlieBend wurden die beiden Gruppen fiir die statistische Auswertung nach den
unterschiedlichen Geschlechtern stratifiziert. Bei den Ménnern zeigte sich eine hohe
Signifikanz (p-Wert = 0,000, y>-Wert = 20,05, Odds-Ratio = 2,17, Konfidenzintervall bei 95%
= 1,55 — 3,03) fiir die Haufung des Allels A5 bei Patienten mit chronischer Parodontitis. Das
Verhiltnis von Patienten- zur Kontrollgruppe lag bei 18,7 % zu 9,6 %. Das Ergebnis bei den
Frauen war nicht signifikant, vielmehr kam das Allel A5 in der Kontrollgruppe mit 13,7 %
sogar hdufiger als in der Patientengruppe mit 10,1 % vor. Eine Signifikanz (p-Wert = 0,045,
v>-Wert = 4,02, Odds-Ratio = 0,77, Konfidenzintervall bei 95% = 0,60 — 0,99) fand sich beim
ménnlichen Geschlecht fiir die Haufung des Allels AS5.1 in der Kontrollgruppen mit 43,7 %
gegeniibber den Patienten mit 37,4 %. Die ibrigen Allele zeigten auch nach

Geschlechtsdifferenzierung der Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 5.4).

5.2.1.2 Allelfrequenzen von MICA-TM unterteilt nach Nikotinkonsum

Des Weiteren wurden die Gruppen nach der Differenzierung in Raucher und Nichtraucher
untersucht. Hier ergab sich eine Signifikanz bei den Rauchern in den Allelen A5.1 und A9.
Das Allel A 5.1 zeigte eine signifikante Hiufung (p-Wert = 0.007, y>-Wert = 7,26, Odds-Ratio
= 0,57, Konfidenzintervall bei 95% = 0,38 — 0,85) in der Kontrollgruppe mit 45,9 %

gegeniiber der Patientengruppe mit 32,6 %. Das Allel A9 zeigte hingegen eine positive
Signifikanz (p-Wert = 0.009, ¢>-Wert = 6,8, Odds-Ratio = 2,18, Konfidenzintervall bei 95% =
1,24 — 3,82) und war bei den Patienten mit 20,0 % gegeniiber den Gesunden mit 10,3 %
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erhoht. Im Ubrigen fanden sich bei Rauchern und Nichtrauchern keine signifikant

unterschiedlichen Allelfrequenzen (Tabelle 5.4).

5.2.2 Allelfrequenzen von MICB-C1_2 A

Beziiglich des MICB-C1 2 A-Mikrosatelliten war in beiden Gruppen das Allel CA17 am
hiufigsten vertreten mit 18,6 % in der Patientengruppe und 20,4 % in der Kontrollgruppe,
dicht gefolgt von dem Allel CA14 mit 18,0 % bei den Patienten und 19,2 % bei den
Gesunden. Hiufigkeiten um die 10 % wiesen aullerdem die Allele CA15, CA18, CA21 und
CA 24 auf. Die librigen Allele kamen seltener vor. Das CA16 war nur in drei Individuen in
der Patientengruppe vertreten, ebenso wie das CA27 mit jeweils zwei Fillen in der Patienten-
bzw. Kontrollgruppe und das CA28 mit einem Fall in der Kontrollgruppe (Tabelle 5.2).

Ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,009, y¥>-Wert = 6,87, Odds-Ratio = 1,68,
Konfidenzintervall bei 95% = 1,15 — 2,45) zwischen den Allelfrequenzen ergab sich im CA25
mit einer Haufigkeit von 6,7 % bei den Patienten gegeniiber 4,1% bei den Gesunden. Ein
signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,016, y*-Wert = 5,76, Odds-Ratio = 1,39,
Konfidenzintervall bei 95% = 1,07 — 1,81) wurde fiir die Prévalenz des CAIlS5 in der
Patientengruppe mit 13,6 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 10,2 % gefunden. Die
vermehrte Anzahl an CA24 Allelen in der Kontrollgruppe mit 12,1 % gegeniiber der
Patientengruppe mit 8,9 % war ebenfalls signifikant (p-Wert = 0,024, x*>-Wert = 5,07, Odds-
Ratio = 0,71, Konfidenzintervall bei 95% = 0,53 — 0,95). Die iibrigen Allele waren nicht
signifikant unterschiedlich verteilt (Tabelle 5.2).

5.2.2.1 Allelfrequenzen von MICB-C1_2_ A unterteilt nach Geschlecht

Nach der Aufteilung der beiden Gruppen nach Geschlechtern konnte fiir die Privalenz des
Allels CA24 bei Minnern in der Kontrollgruppe mit 11,4 % gegeniiber méannlichen
Individuen der Patientengruppe mit 7,5 % ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,047, -
Wert = 3,94, Odds-Ratio = 0,63, Konfidenzintervall bei 95% = 0,41 — 0,98) gefunden werden.
Die Berechnung der iibrigen Allelfrequenzen nach der Geschlechterverteilung erbrachte keine

signifikanten Unterschiede (Tabelle 5.5).
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5.2.2.2 Allelfrequenzen von MICB-C1_2 A unterteilt nach Nikotinkonsum

Zusatzlich wurden die beiden Gruppen in Raucher und Nichtraucher unterteilt. Danach fand
sich das CA22 (p-Wert = 0,042, y>-Wert = 4,15, Odds-Ratio = 2,39, Konfidenzintervall bei
95% = 1,09 — 5,28) bei Rauchern mit chronischer Parodontitis mit 10,4 % gegeniiber
Rauchern der Kontrollgruppe mit 4,6 % sowie fiir das CA15 (p-Wert = 0,019, y>-Wert = 5,51,
Odds-Ratio = 1,47, Konfidenzintervall bei 95% = 1,08 — 2,00) bei erkrankten Nichtrauchern
mit 13,9 % im Vergleich zu gesunden Nichtrauchern mit 9,9 % jeweils ein signifikanter
Unterschied. Das Allel CA16 (p-Wert = 0,023, y*>-Wert = 5,21, Odds-Ratio = k.A.,
Konfidenzintervall bei 95% = k.A.) war hdufiger bei den Patienten ohne Nikotinkonsum im
Vergleich zu gesunden Nichtrauchern. Ansonsten lieBen sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede fiir die iibrigen Allele nach Aufteilung nach dem Rauchverhalten eruieren

(Tabelle 5.5).

5.2.3 Allelfrequenzen von C1_4 1

Im Mikrosatellit C/ 4 1 war in den beiden untersuchten Studiengruppen das Allel 2 mit 38,6
% 1in der Patientengruppe und 37,1 % in der Kontrollgruppe am hdufigsten vertreten. Die
Allele 3 und 4 folgten im Bereich von 20 % bzw. etwa 25 %. Die Allele 1 und 5 waren mit
einer Haufigkeit von unter 10% seltener vertreten. Das in der Literatur beschriebene sechste
Allel (Glas et al., 2001) wurde in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden (Tabelle 5.3).

Die Héufigkeit von Allel 3 war in der Kontrollgruppe mit 24,3 % gegeniiber der
Patientengruppe mit 19,1 % statistisch signifikant unterschiedlich (p-Wert = 0,006, y>-Wert =
7,6, Odds-Ratio = 0,74, Konfidenzintervall bei 95% = 0,60 — 0,91). Auch das Allel 5 war in
der Patientengruppe (9,5 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (7,1 %) signifikant haufiger
anzutreffen (p-Wert = 0,048, x*>-Wert = 3,92, Odds-Ratio = 1,38, Konfidenzintervall bei 95%
= 1,01 — 1,88). Die Analyse der {iibrigen Allelfrequenzen erbrachte keine weiteren

signifikanten Unterschiede (Tabelle 5.3).
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5.2.3.1 Allelfrequenzen von CI_4 1 unterteilt nach Geschlecht

Auch fiir den Mikrosatellit C1 4 1 erfolgte die separate Allelfrequenzanalyse anhand der
Einteilung der Gruppen nach dem jeweiligen Geschlecht. Bei Ménnern war das Allel 3 (p-
Wert = 0,034, y>-Wert = 4,49, Odds-Ratio = 0,71, Konfidenzintervall bei 95% = 0,53 — 0,97)
in der Kontrollgruppe mit 24,3 % gegeniiber 18,7 % in der Patientengruppe signifikant
gehduft. In der Gruppe der Frauen ergab die unterschiedliche Verteilung des Allels 3 in der
Patienten- und der Kontrollgruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied. Auch die
Frequenzen der tibrigen Allele bei Ménnern und Frauen zeigten keinen signifikanten

Unterschied (Tabelle 5.6).

5.2.3.2 Allelfrequenzen von CI1_4 I unterteilt nach Nikotinkonsum

SchlieBlich erfolgte die Auswertung der Allelfrequenzen in den Untergruppen Raucher und
Nichtraucher. Nur fiir das Allel 3 fand sich ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,024, x*-
Wert = 5,13, Odds-Ratio = 0,74, Konfidenzintervall bei 95% = 0,57 — 0,95) in der Gruppe der
Nichtraucher mit einem vermehrten Vorkommen in der Kontrollgruppe (24,9 %) gegeniiber
der Patientengruppe (19,7 %). Fiir die iibrigen Allele konnte weder bei Rauchern noch bei

Nichtrauchern eine signifikante Assoziation gefunden werden (Tabelle 5.6).

5.3 Zwei-Punkt-Haplotypen und Kopplungsungleichgewichte

Bei der Berechnung der Zwei-Punkt-Haplotypen wurden nur Allelkombinationen mit einer
Haufigkeit von iiber einem Prozent beriicksichtigt. Insgesamt erfiillten 41 Zwei-Punkt-
Haplotypen diese Bedingung.

Die Auswertung ergab eine Signifikanz (p-Wert = 0,002, ¥>-Wert = 10,1, Odds-Ratio = 2,63,
Konfidenzintervall bei 95% = 1,46 — 4,74) fiir den Haplotypen aus dem Allel A5 des
Mitkrosatelliten MICA-TM und dem Allel 5 aus dem Mikrosatelliten C/ 4 [I. Die
Berechnung dieses Zwei-Punkt-Haplotypen ergab ein mit 3,3 % hiufigeres Vorkommen in
der Patientengruppe gegeniiber einer Pridvalenz von 1,3 % in der Kontrollgruppe. Der
Haplotyp aus Allel CA 17 im MICB-CI 2 A-Polymorphismus und Allel 3 im C/ 4 I-

Mikrosatellit war mit einer berechneten Wahrscheinlichkeit von 11,5 % in der Kontrollgruppe
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gegeniiber der in der Patientengruppe mit 8,2 % signifikant (p-Wert = 0,014, ¥*>-Wert = 6,01,
Odds-Ratio = 0,68, Konfidenzintervall bei 95% = 0,50 — 0,92) gehiuft. Des Weiteren ergab
die Analyse der Zwei-Punkt-Haplotypen keine statistische Signifikanz (Tabelle 5.7).

Die Analyse des Kopplungsungleichgewichts zwischen den Mikrosatelliten MICA-TM,
MICB-CI 2 A und CI 4 I erfolgte anhand einer Allel-abhdngingen Betrachtungsweise fiir
alle  moglichen  Kombinationsmoglichkeiten.  Es  ergab  sich  ein  starkes
Kopplungsungleichgewicht zwischen den Allelen A5.1 des MICA-TM und dem Allel CA25
des MICBC1 2 A (D’ =0,92). AuBBerdem zeigte sich zwischen dem Allel CA16 des MICB-
Cl 2 A und dem Allel 3 des C/ 4 I ein weiteres starkes Kopplungsungleichgewicht (D> =
0,92).
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6. Diskussion
6.1. Studiendesign und Methoden

6.1.1 Pathogenese der chronischen marginalen Parodontitis

Die chronisch marginale Parodontitis ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. Ihre
Entstehung und Ausprigung wird von vielen endogenen und exogenen Faktoren beeinflusst.
Die genetische Pradisposition spielt dabei eine ganz wesentliche Rolle, so wurde dessen
Anteil am Risiko an einer Parodontitis zu erkranken auf bis zu 50 % geschéitzt (Michalowicz
et al., 2000). Sicherlich gibt es kein spezifisches Gen das fiir die Entwicklung der chronischen
Parodintitis verantwortlich ist, vielmehr ist das Risiko multigenetisch bedingt. So zeigten in
fritheren Studien einige Zytokine, Chemotaxine und immunregulatorische Rezeptoren
Assoziationen mit dieser Erkrankung. Insbesondere fiir den mit MI/CA4 und MICB im starken
Kopplungsungleichgewicht stehenden Histokompatibilititskomplex wurden unterschiedliche
Assoziationen nachgewiesen (Reichert et al., 2002; Schenkein, 2002; Stein et al., 2003).
Entscheidend bei der Auswahl der zu untersuchenden Gene ist der pathophysiologische
Zusammenhang ihrer Proteine mit der Erkrankung (Gambano et al., 2000), wie es bei den
MIC-Genen der Fall ist. Zu beachten ist, dass die untersuchten Gene in der vorliegenden
Studie in einem funktionellen Zusammenhang stehen, um eine Vergleichbarkeit der

Ergebnisse zu ermoglichen.

6.1.2 Studiendesign bei genetischen Assoziationsstudien

Einen Ansatzpunkt zur Analyse genetischer Faktoren bietet die direkte Assoziationsstudie.
Dabei werden genetische Polymorphismen, in diesem Fall die drei Mikrosatelliten MICA-
™™, MICB-CI 2 A und CI 4_I untersucht und mit dem Auftreten der Erkrankung, hier der
chronisch marginalen Parodontitis, assoziiert. Dazu miissen die Allel- und Genotypfrequenzen
der untersuchten Polymorphismen in einer Patientengruppe erhoben und mit den Frequenzen
in einer Gruppe mit gesunden Probanden mit Hilfe statistischer Tests verglichen werden.
Dieser Versuchsaufbau gilt als Standard bei genetischen Assoziationsstudien. Wichtige
Voraussetzungen im Studiendesign sind zu erfiillen, um eine hohe Aussagekraft der
erhobenen Ergebnisse zu erreichen. Wichtig ist eine groB3e Fallzahl an Probanden, um auch

schwichere Assoziationen zu erkennen. Dabei sollte die Anzahl der untersuchten Personen in
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der Kontrollgruppe ein- bis zweimal so hoch wie die in der Patientengruppe sein. Die
Probanden sollten nicht miteinander verwandt sein. Die Probanden der Kontrollgruppe sollten
in ihrer ethnischen und genetischen Zusammenstellung der Patientengruppe entsprechen, um
falsch positive Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher ethnischer Herkunft zu vermeiden
(Cardon und Bell, 2001; Ioannidis et al., 2001; Ioannidis et al., 2003; Ioannidis et al., 2004).
Dies ist besonders bei der Parodontitis zu berlicksichtigen, da sich ein unterschiedliches
Erkrankungsrisiko abhingig von der ethnischen Herkunft gezeigt hat. Individuen mit afro-
amerikanischem Hintergund sind iiberdurchschnittlich hdufig von einer Parodontitis betroffen,

ebenso lateinamerikanische und asiatische Ethnien (Albandar und Rams, 2002).

6.1.3 Auswahl der Probanden

In der vorliegenden Studie wurden 389 Patienten mit chronisch marginaler Parodontitis mit
771 gesunden, nicht verwandten Probanden verglichen. Die beiden Gruppen wurden nach den
oben genannten Voraussetzungen zusammengesetzt. Alle Teilnehmer an der Studie kamen
aus dem siiddeutschen Raum und waren kaukasischer Herkunft. Der Altersdurchschnitt in der
Patientengruppe lag mit 54 Jahren etwas iiber dem in der Kontrollgruppe mit 47,4 Jahren.
Wihrend in der Patientengruppe mit 52,5 % ein leichtes Ubergewicht an Frauen vorherrschte,
waren in der Kontrollgruppe die Manner mit 67,1 % zahlreicher vertreten.

Ein Auswahlkriterium fiir die Aufnahme in die Patientengruppe bestand darin, dass die
Patienten nicht unter einer aggressiven bzw. frith beginnenden Form der Parodontitis litten.
Die Griinde fiir die zum Untersuchungstermin bereits bestehenden Zahnverluste wurden
anamnestisch erhoben. Es ist also nicht auszuschliefen, dass Traumata oder ausgedehnter
karioser Befall einzelner Zahne fiir deren Verlust ursidchlich verantwortlich waren.

AuBerdem konnen aggressive Formen der Parodontitis auch im mittleren Alter auftreten und
félschlicher Weise als chronisch marginale Parodontitis klassifiziert werden, da eindeutige
diagnostische Kriterien bislang fehlen. Die flieBenden Ubergiinge zwischen den
Erkrankungen und dem momentanen Erscheinungsbild einer Erkrankung kénnen die genaue
Diagnose schwierig machen. Zusétzlich konnen Vergleiche mit anderen Studien schwierig
sein, da zwar seit 1999 eine Klassifizierung der parodontalen Erkrankungen existiert, die aber
lange Zeit nicht von allen Autoren umgesetzt wurde (Mombelli et al., 2002). So kann im
Einzelfall eine fdlschliche Zuordnung nicht ausgeschlossen werden, obwohl zuvor genaue

Ausschlusskriterien formuliert wurden.
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Die Bedingung fiir die Aufnahme in die Kontrollgruppe war das Fehlen einer Parodontitis. Da
es sich bei der Studie um eine Querschnittsstudie handelt, stellte die Untersuchung der
Probanden nur eine Momentaufnahme dar. Um eine bereits behandelte Parodontitis
auszuschlieBen, durften sich die in die Studie untersuchten gesunden Individuen zu keinem
Zeitpunkt einer systematischen Parodontaltherapie unterzogen haben. Im Einzelfall ist es
allerdings moglich, dass in der anamnestisch erhobenen Krankengeschichte einzelne Daten
vergessen wurden. Auflerdem kann ein Proband zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie
parodontal gesund gewesen sein und dennoch spidter von einer manifesten Parodontitis
befallen worden sein. Der Proband wird félschlicherweise als gesund eingestuft. Dies kann
vorkommen, da es keinen sicheren histopathologischen Befund gibt, der den
Ausbruchszeitpunkt der Erkrankung festlegt (Mombelli et al., 2002). Aus Griinden der
Praktikabilitdt wurde jedoch von einer Verlaufskontrolle der Probanden nach einem gewissen
Zeitraum abgesehen.

Ein weiterer wichtiger Storfaktor sind Umweltfaktoren. Diese konnen das Risiko fiir eine
Parodontitis erhohen und dadurch das Ergebnis einer genetischen Assoziationsstudie
beeinflussen. Einer dieser Umweltfaktoren ist das Rauchen. So haben Raucher im Vergleich
zu Nichtrauchern ein knapp dreifach erhdhtes Risiko an Parodontitis zu erkranken (Johnson
und Hill, 2004). Das Rauchen stellte in dieser Studie kein Ausschlusskriterium dar. In der
Patientengruppe waren Raucher mit einem Anteil von 32 % vertreten. In der Kontrollgruppe
gab es 13 % Raucher. Eine ideale Patientengruppe bestiinde ausschlieBlich aus Nichtrauchern,
da diese trotz des fehlenden Risikofaktors an chronischer Parodontitis erkrankt waren. Die
optimale Kontrollgruppe bestiinde nur aus Rauchern, weil diese trotz Risikofaktor keine
chronische Parodontitis bekommen haben. Aus praktischen Griinden ist dies im
Versuchsaufbau nicht durchzufiihren.

Andere Umweltfaktoren sind Systemerkrankungen, wie Diabetes mellitus oder
Funktionsstorungen der neutrophilen Granulozyten. Diese fiihren ebenfalls zu einem erhéhten
Parodontitisrisiko. Zwar galten diese mittels Anamnese erhobenen Erkrankungen als
Ausschlusskriterium, aber im Einzelfall ist ein Ubersehen dieser Erkrankungen durch eine
noch unbekannte Diagnose mdglich. Insgesamt sollte diese Moglichkeit aber nicht als

statistisch relevant angesehen werden.
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6.2 Validitiat der erhobenen Ergebnisse

Wichtige Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung einer Assoziationsstudie sind die
Zuverlassigkeit der verwendeten Methoden und die eindeutige Identifizierung aller Allele der
zu untersuchenden Mikrosatelliten. Mikrosatelliten sind, wie unter Kapitel 1.3 beschrieben,
kurze DNA-Sequenzen, die aus sogenannten short tandem repeats bestehen. Diese sind
tandemartige Wiederholungen von 2 bis 6 Basenpaaren. Sie zeichnen sich durch eine hohe
interindividuelle Varianz in der Anzahl ihrer Wiederholungen aus. Da sich das Genom eines
Menschen nur in 0,1 %, d.h. jedem tausendsten Basenpaar, von dem eines anderen Menschen
unterscheidet (Kruglyak und Nickerson, 2001), sind die Regionen mit groBer genomischer
Varianz von groer wissenschaftlicher Bedeutung. Im menschlichen Genom sind tiber 10.000
dieser short tandem repeats bekannt. Sie liegen zumeist in den Exonen von Genen, die mit
menschlichen Erkrankungen in Bezug gebracht werden (Madsen et al., 2008). Deshalb eignen
sie sich sehr gut zur Analyse genetischer Zusammenhinge mit Erkrankungen. Ein weiterer
Grund der hdufigen genetischen Untersuchung von Mikrosatelliten ist ihre kurze Linge und
ihre einfache und sichere Analyse mittels PCR (Madsen et al., 2008; Weber und Wong,
1993).

In der vorliegenden Studie wurden die Mikrosatelliten MICA-TM, MICB-CI 2 A und
Cl 4 1 mittels PCR und Elektrophorese untersucht. Dies ist eine gingige Methode bei
Assoziationsstudien zur Analyse von Mikrosatelliten (Shi, 2002). Die PCR zeichnet sich
durch eine sehr hohe Sensitivitdit und Spezifitit aus. Mogliche Schwierigkeiten bei
Identifizierung  und  Unterscheidung  der = PCR-Produkte = der  untersuchten
Mikrosatellitenpolymorphismen liegen darin, dass diese zum Teil zahlreiche Allele
aufweisen. AuBerdem haben die Allele teilweise nur sehr geringe Unterschiede in ihrer
Fragmentlidnge. Zusétzlich entstehen bei der PCR typischerweise Zusatzprodukte geringerer
Liange. Die genannten Griinde konnen die eindeutige Identifizierung der Allele der
Polymorphismen schwierig machen. Allerdings ist die zweifelsfreie und sichere
Identifizierung der einzelnen Allele die wichtigste Voraussetzung fiir eine Assoziationsstudie
mit Genpolymorphismen. Um mogliche Fehlerquellen bei der Elektrophorese zu minimieren,
wurden Goldstandards verwendet. Diese wurden aus Fragmenten von bereits klassifizierten
Zelllinien hergestellt und als Allelleiter mitgefiihrt. So konnte jede Probe einer exakten
Basenlidnge zugeordnet werden. Die Anfalligkeit fiir Fehler ist allerdings bei jeder Methode

gegeben und durch entsprechende Sorgfalt zu beriicksichtigen. Zur Validierung der
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Ergebnisse wurden zusidtzlich Stichproben der mit dieser Methode typisierten Proben
sequenziert.

In der vorliegenden Studie befanden sich die Allelfrequenzen der drei Mikrosatelliten fiir
beide Gruppen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, was einen systematischen Fehler bei der

Zusammenstellung der Gruppen nicht vermuten lasst.

6.2.1 Fragmentanalyse und Sequenzierung von MICA-TM

Die Besonderheit im GCT-Trinukleotid-Polymorphismus liegt darin, dass sich die Lédngen der
Allele A5 und AS5.1 nur um ein Basenpaar unterscheiden. Dies erschwert die exakte
Zuordnung dieser Allele. Die Identifizierung der restlichen Allele A4, A6, A9 und A10
gestaltete sich allerdings unkompliziert, zumal der Mikrosatellit eine charakteristische
Allelverteilung aufweist und nur eine begrenzte Anzahl an Allelen besitzt. Die verwendeten
Standards BM9, BM-16, BOLETH, BSM, BTB, PE117, HHKB, PITOUT, SCHU, VAVY
und WT47 beinhalteten die bekannten Allele A4 (92 bp), AS (95 bp), AS5.1 (96 bp), A6 (98
bp) und A9 (107 bp). Durch Mischen ihrer PCR-Produkte konnte eine Allelleiter hergestellt
werden, die fiir die Analyse der PCR-Produkte aus der Patienten- bzw. Kontrollgruppe als
Goldstandard diente (Abb. 6.1). Bei einer Fragmentanalyse konnten sie eindeutig zugeordnet

werden.

rrr-rrTr-rr-rrreer—[rrrrr[rrrrrrJ|rr-rrrrrr—r-r_ T’ ’"’TTTrr T e rrTTT
65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120

DO1_MICA-TM-verd20...7 fsa 7 Green MICA-TM-verd20

2000
1000

Abb. 6.1 Allelleiter MICA-TM als Goldstandard zur Analyse der PCR-Produkte, x-Achse:
Molekiilgrofie in bp, y-Achse: Intensitét der Efluoreszenz
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6.2.2 Fragmentanalyse und Sequenzierung von MICB-CI 2 A

Als Dinukleotid-Polymorphismus (CA) stellt dieser Mikrosatellit im Intron 1 des MICB-Gens
eine hohe Herausforderung an die Typisierung. Zum einen unterscheiden sich die Langen der
einzelnen Allele nur durch jeweils zwei Basenpaare. Zum anderen weist der Polymorphismus
mit 15 Allelen ein breites Allelspektrum auf. Deshalb wurden zur Sequenzierung homozygote
Zelllinien als Standards ausgewéhlt, die das gesamte Fragmentlingenspektrum abdecken. Die
Zelllinie BTB enthiélt das kleinste Allel (CA14), HHKB ein Allel mittlerer Linge (CA17), die
Zelllinie BOLETH ein Allel mit lingerer Fragmentldnge (CA23) und die Zelllinie VAVY ein
weiteres Allel mit langer Fragmentlidnge (CA26). Zusitzlich wurden noch weitere Zelllinien
zur Bestitigung der Methode sequenziert. Auch fiir MICB-C1 2 A konnte durch Mischen der
PCR-Produkte eine Allelleiter hergestellt werden, die als Goldstandard diente (Abb. 6.2).

Abb. 6.2 Allelleiter MICB-CI 2 A als Goldstandard zur Analyse der PCR-Produkte, x-Achse:

MolekiilgroBe in bp, y-Achse: Intensitét der Efluoreszenz

6.2.3 Fragmentanalyse und Sequenzierung von CI 4 1

Die Sequenzierung des CAAA-Tetranukleotid-Polymorphismus war einfacher als die der
ibrigen Mikrosatelliten. Zum einen waren die Allele auf Grund ihrer groBeren Unterschiede
in der Fragmentlange eindeutig zu identifizieren. Zum anderen weist der Mikrosatellit mit
fiinf gingigen Allelen eine geringe Zahl an Allelen auf (Tamiya et al., 1998). Die
Fragmentanalyse der verwendeten Standards bestétigte die aus der Literatur bekannten Werte.

Die Zelllinie PE117 enthélt die Allele 1 (213 bp) und 3 (221 bp), die Zelllinie PITOUT das
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Allel 2 (217 bp), die Zelllinie SCHU das Allel 4 (225 bp) und die Zelllinie BM9 das Allel 5
(229 bp). Auch hier wurde aus den PCR-Produkten ein Goldstandard fiir die Allelleiter
angefertigt (Abb. 6.3).

--T-—rrrr———-TTr-r-r-r-[rr- | T T T T T T T
200 205 210 215 220 225 230 235 240
D02_C1_4_1-verd20_...8.fsa 8 Blue C1_4_1-verd20
8000
6000
4000
2000

[Aler 7] [Alerz] [Alei3] [Aler4] [Auleis]

Abb. 6.3. Allelleiter C/ 4 1 als Goldstandard zur Analyse der PCR-Produkte, x-Achse:
MolekiilgroBe in bp, y-Achse: Intensitit der Efluoreszenz

6.3 Bewertung der Ergebnisse aus genetischer Sicht

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal der Zusammenhang zwischen den Genen
MICA und MICB sowie dem Mikrosatelliten C/ 4 I/ und der chronisch marginalen
Parodontitis untersucht. Dazu wurden die Allelfrequenzen der Mikrosatelliten MICA-TM,
MICB-C1 2 A und CI 4 1 von 389 Patienten, die an einer chronisch marginalen
Parodontitis erkrankt sind, mit 771 gesunden, unverwandten Kontrollpersonen verglichen und
statistisch ausgewertet. Es fanden sich statistisch signifikante Assoziationen mit mehreren

Allelen der analysierten Mikrosatelliten.

6.3.1 Vergleich der Ergebnisse des Mikrosatelliten MICA-TM mit Daten aus

der Literatur

Im Trinukleotidpolymorphismus MICA-TM wurden sieben verschiedene Allele gefunden. Zur
Uberpriifung der Validitit der erhobenen Ergebnisse wurde der Vergleich mit Daten aus

bisher verdffentlichten Studien herangezogen. Dazu wurden die in der Kontrollgruppe
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berechneten Allelfrequenzen mit denen aus den Kontrollgruppen anderer Populationen mit
dhnlicher ethnischer Herkunft verglichen. Die Kontrollgruppen unterschiedlicher ethnischer
Herkunft konnen eine starke Heterogenitit beziiglich ihrer Allelfrequenzen aufweisen
(Ioannidis et al., 2004), so dass nach Mdéglichkeit nur Studien dhnlicher ethnischer Herkunft
zur Kontrolle der Validitit der erhobenen Ergebnisse herangezogen werden sollten. So wiesen
die Allelfrequenzen in einer Studie von Glas et al. mit 154 Probanden aus dem siiddeutschen
Raum (Glas et al., 2001), einer Arbeit von Bolognesi et al. mit 101 Probanden italienischer
Herkunft (Bolognesi et al., 2001) sowie einer Veroffentlichung von Lopez-Arbesu et al. mit
128 spanischen Personen (Lopez-Arbesu et al., 2007) mit den vorliegenden Daten

vergleichbare Ergebnisse auf (Tabelle 6.1). Ein systematischer Fehler ist somit

unwahrscheinlich.
Allelfrequenzen in | Glas et al. Bolognesi et al. Loépez-Arbesu et al.
der eigenen | 2001 2001 2007
Kontrollpopulation | Tissue Antigens | Eur J Inmunogenet | Rheumatology
(N=771) (N=154) (N=101) (N =128)
Deutschland Deutschland Italien Spanien

A4 13,3% 11,7 % 14,1 % 14,3 %

A5 11,0 % 13,6 % 13,6 % 13,6 %

A5.1 |44,0% 37,0 % 31,6 % 28,3 %

A6 18,4 % 22,4 % 27,2 % 26,0 %

A9 13,3 % 15,3% 13,6 % 17,8 %

A10 10,1 %

Tabelle 6.1 Vergleich der Allelfrequenzen des Mikrosatelliten MICA-TM in der vorliegenden
Kontrollpopulation mit denen aus den Kontrollpopulationen aus Studien von Glas et al., Bolognesi et

al. und Lopez-Arbesu et al.

In der vorliegenden Studie wurde eine statistisch signifikante Assoziation des Allels A5 mit
der chronischen Parodontitis nachgewiesen. Das Allel war in der Patientengruppe haufiger als
in der Kontrollgruppe vertreten. In der seperaten Analyse der beiden Gruppen nach der
Unterscheidung des jeweiligen Geschlechts ergab sich sogar eine hoch signifikante
Assoziation mit dem Allel A5 bei den Méannern. Moglicherweise ist dies bedingt durch das

erhohte Risiko fiir Ménner an einer Parodontitis zu erkranken. Zahlreiche Studien befassten
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sich mit dem Mikrosatelliten MICA-TM und dessen mogliche Ursache fiir Erkrankungen. Fiir
viele unterschiedliche Erkrankungen wurden Assoziationen mit MICA-TM-Allelen
nachgewiesen. Insbesondere das Allel A5 wurde auch mit anderen chronisch entziindlichen
Erkrankungen in Verbindung gebracht. So wurde es mit einer erhohten Héufigkeit bei
Patienten mit einer Riesenzellartheritis (Gonzalez-Gay et al., 2007), mit einer Multiplen
Sklerose (Fdez-Morera et al., 2006) oder mit einem systemischen Lupus erythematodes
(Gambelunghe et al., 2005) beobachtet. Fiir die Trager des Allels A5 wurde sowohl eine
erhohte Wahrscheinlichkeit des Auftretens als auch ein schwererer Verlauf der Erkrankung
festgestellt. Gro3e Bedeutung wird dem Allel AS auBerdem in der Entstehung des Diabetes
mellitus Typ 1 beigemessen (Gambelunghe et al., 2007; Van Autreve et al., 2006).

Obwohl vermutet wird, dass das fehlerhafte MICA-Molekiil bei Trigern des Allels A5.1 zu
einem erhdhten allgemeinen Erkrankungsrisiko auf Grund einer mdglicherweise gestorten
Interaktion mit dem NKG2D-Rezeptor fiihrt (Suemizu et al., 2002), konnte diese Hypothese
in der vorliegenden Studie nicht bestétigt werden. Die Mutation im Allel AS.1 fiihrt zur
Ausbildung eines verfrithten Stopcodons. Die synthetisierten Molekiile haben eine verkiirzte
transmembrane Komponente und werden falsch in die Plasmamembran eingebaut (siche Kap.
1.3.1). Es wurde bereits eine Assoziation mit dem autoimmunen Morbus Addison bei einer
italienischen Population (Gambelunghe et al., 1999) sowie mit der Colitis ulcerosa in einer
chinesischen Population (Ding et al., 2005) nachgewiesen. In der vorliegenden Studie hat sich
jedoch keine signifikante Assoziation der Parodontitis mit dem Allel AS5.1 gezeigt, nachdem
die Gruppen nach Geschlechtern und in eine Raucher- und Nichtrauchergruppe eingeteilt
wurden. So ist in der Gruppe der Mianner sowie der Raucher die Allelfrequenz des TM AS.1
in der Kontrollgruppe signifikant gegeniiber der Patientengruppe erhoht.

In der Literatur wurde ein protektiver Effekt gegeniiber Erkrankungen fiir Alleltridger des TM
A9 beschrieben. So wurden negative Assoziationen beim systemischen Lupus erythematodes
(Gambelunghe et al., 2005) und beim Diabetes mellitus Typ 1 (Van Autreve et al., 2006)
beobachtet. Im Gegensatz dazu fand sich in der vorliegenden Studie eine positive Assoziation
des Allels TM A9 bei Patienten mit chronischer Parodontitis in der Gruppe der Raucher. Dies

148t vielmehr an einen proinflammatorischen Effekt des Allels denken.
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6.3.2 Vergleich der Ergebnisse des Mikrosatelliten MICB-CI 2 A mit

Daten aus der Literatur

Im Dinukleotidpolymorphismus MICB-CI 2 A wurden insgesamt 15 Allele gefunden. Die

Validierung der Ergebnisse erfolgte zusétzlich durch den Vergleich der erhobenen

Allelfrequenzen in der Kontrollgruppe mit Daten aus der Literatur bei Probanden mit

dhnlicher ethnischer Herkunft. So konnen die Allelfrequenzen mit einer Studie von Glas et al.

mit 154 Probanden aus dem siiddeutschen Raum und einer Studie von Bolognesi mit 101

Probanden italienischer Herkunft verglichen werden (Tab 6.2).

Allelfrequenzen in der | Glas et al. Bolognesi et al.
vorliegenden 2001 2001
Kontrollpopulation Tissue Antigens Eur J Immunogenet
(N=771) (N =154) (N=101)
Deutschland Deutschland Italien

CAl4 19,2 % 18,2 % 18,4 %

CAIS 10,2 % 10,1 % 17,9%

CAl6 0% 0% 5,0 %

CAl17 20,4 % 21,8 % 12,4 %

CAI18 8,8 % 8,4 % 9,5%

CA19 1,8 % 1,0 % 1,0 %

CA20 2,7% 3.2% 6,0 %

CA21 10,3 % 9,1 % 8,0 %

CA22 6,4 % 6,5 % 4,0 %

CA23 2,9% 52% 3,5%

CA24 12,1 % 11,7 % 9,0 %

CA25 4,1 % 3,6 % 8,0 %

CA26 1,1 % 0,6 % 2,0 %

CA27 0,1 % 0,6 %

CA28 0,1 %

Tabelle 6.2 Vergleich der Allelfrequenzen des Mikrosatelliten MICB-C1 2 A in der vorliegenden

Kontrollpopulation mit denen aus den Kontrollpopulationen aus Studien von Glas et al. und von

Bolognesi et al.
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Es wurde eine positive Assoziation mit der chronischen Parodontitis fiir die Allele CA 15 und
CA 25 nachgewiesen, wihrend sich eine negative Assoziation fiir das Allel CA 24 zeigte. In
der Literatur liegen weniger Daten zum MICB-CI 2 A vor als zu dem héufiger erforschten
Mikrosatelliten MICA-TM. Auch fiir die Polymorphismen wurde {ber vereinzelte
Assoziationen mit entziindlichen Erkrankungen berichtet. So konnte fiir das MICB ein
Zusammenhang des Allels CA 17 mit der rheumatoiden Arthritis in einer spanischen
Population nachgewiesen werden (Lopez-Arbesu et al., 2007). In einer chinesischen Studie
fand sich eine Assoziation des Allels CA 18 mit der Colitis ulcerosa, wahrend fiir das Allel
CA 14 eine negative Assoziation ermittelt werden konnte (Lii et al., 2006). In einer indischen
Population wurde fiir das Allel CA 21 ebenfalls ein protektiver Effekt gegen die Lepra gezeigt
(Tosh et al., 2006). Da bislang nur wenige Studien zu Assoziationen des Mikrosatelliten
MICB-C1 2 A und entziindlichen Erkrankungen durchgefiihrt wurden, konnen noch keine
spezifischen Riickschliisse iiber mogliche proinflammatorische oder protektive Effekte
einzelner genetischer Varianten geschlossen werden. Moglicherweise besteht jedoch eine
Kopplung einer funktionellen Variante des MICB mit entziindlichen Erkrankungen;

insbesondere bei der chronischen Parodontitis scheint dies der Fall zu sein.

6.3.3 Vergleich der Ergebnisse des Mikrosatelliten CI 4 I mit Daten aus

der Literatur

Im Mikrosatelliten C/ 4 [ wurden insgesamt 5 Allele gefunden. Bislang sind erst zwei
Studien iiber den Mikrosatelliten C/ 4 I verotffentlicht worden. Von diesen entsprach nur die
bereits erwdhnte Studie von Glas et al. liber die Zusammenhinge mit der Colitis ulcerosa und
dem Morbus Crohn in ihrer ethnischen Zusammenstellung der der vorliegenden Studie. Zur
Uberpriifung der Plausibilitit der Ergebnisse erfolgte der Vergleich mit den verdffentlichten
Daten. Es zeigten sich vergleichbare Allelfrequenzen (Tabelle 6.3), so dass ein systematischer

Fehler nicht wahrscheinlich ist.
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Allelfrequenzen in der vorliegenden | Glas et al.
Kontrollpopulation 2001, Tissue Antigens
(N=771) (N=154)
Deutschland Deutschland

Allel 1 7,1 % 7,1 %

Allel 2 37,1 % 39,0 %

Allel 3 24,3 % 17,9 %

Allel 4 24,4 % 25,3 %

Allel 5 7,1 % 10,7 %

Tabelle 6.3 Vergleich der Allelfrequenzen des Mikrosatelliten C/ 4 [ in der vorliegenden

Kontrollpopulation mit denen der Kontrollpopulation der Studie von Glas et al.

In der hier vorgestellten Arbeit konnte eine negative Assoziation des Allels 3 mit der
chronisch marginalen Parodontitis beobachtet werden. Daraus ldsst sich riickschlieen, dass
Triager dieser Allelvariante moglicherweise eine bessere immunologische Abwehreffizienz
gegeniiber der chronischen Parodontitis besitzen. In den bislang verdffentlichten Studien fand
sich weder fiir die Colitis ulcerosa noch fiir den Morbus Crohn eine Assoziation mit dem
Cl 41 (Glas et al., 2001). Hingegen konnte in einer indischen Population ein
Zusammenhang mit Spondylarthropathien nachgewiesen werden (Thomas et al., 2006). Da
allerdings nur wenige Studien zu diesem Polymorphismus vorliegen, ldsst sich noch keine
allgemeine Tendenz einzelner Allelvarianten schlussfolgern. Jedoch ldsst sich der

Mikrosatellit C/_4 1 mit der chronisch marginalen Parodontitis in Verbindung bringen.

6.3.4 Vergleich der Zwei-Punkt-Haplotypen und der

Kopplungsungleichgewichte mit Daten aus der Literatur

Bei der Analyse der Zwei-Punkt-Haplotypen wurden insgesamt 41 Haplotypen gefunden, die

eine Haufigkeit von {iber einem Prozent aufwiesen. Lediglich zwei zeigten eine Assoziation

mit der chronisch marginalen Parodontitis. Die positive Assoziation des Haplotypen MICA-

TM: A5 — CI 4 1: Allel 5 hingt moglicherweise mit dem beschriebenen

proinflammatorischen Effekt des Allels AS im MICA-TM-Mikrosatelliten zusammen. Eine

negative Assoziation lies sich fiir den Haplotypen MICB-C1 2 A: CA 17 — C1 4 _I: Allel 3
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berechnen. Dies ldsst sich am ehesten durch die beschriebene protektive Wirkung des Allels 3
beziiglich der chronisch marginalen Parodontitis erkléren.

Auf Grund der hohen Gendichte im MHC I-Komplex wird von einem hohen
Kopplungsungleichgewicht zwischen den einzelnen Genen ausgegangen (Dawkins et al.,
1999). Der D’ Koeffizient ist eine der héufigsten Methoden, um ein
Kopplungsungleichgewicht zwischen allen moglichen Allelkombinationen bei zwei
unterschiedlichen multiallelischen Genen zu beschreiben (Zapata et al., 2001a). Oft wird bei
multiallelischen Genen ein allgemeines Kopplungsungleichgewicht zwischen den einzelnen
Genen angegeben. Zur Vereinfachung des statistischen Modells, werden dabei die einzelnen
Allele in zwei Gruppen eingeteilt, um so ein Zwei-Allel-Modell zu erreichen. Dadurch
konnen jedoch Kopplungsungleichgewichte zwischen den einzelnen Allelen verschleiert
werden (Zapata et al., 2001b). Um einen dadurch bedingten Informationsverlust zu
vermeiden, wurde in der vorliegenden Studie fiir jede mogliche Allelkombination der
Mikrosatelliten der D’ Koeffizient einzeln berechnet. Beriicksichtigt wurden nur
Allelkombinationen, die mit einer Haufigkeit von > 1% vorkamen. Insgesamt 41 Haplotypen
erfiillten diese Bedingung. Ein starkes Kopplungsungleichgewicht ergab sich zwischen dem
Allel A5.1 des MICA-TM und dem Allel CA25 des MICB-CI 2 4 (D’ = 0,92). AuBBerdem
zeigte sich ein weiteres Kopplungsungleichgewicht zwischen dem Allel CA16 des MICB-
Cl 2 4 und dem Allel 3 des C1 4 1 (D’ = 0,92). In der Literatur wurde neben dem
Kopplungsungleichgewicht zwischen den genannten Mikrosatelliten auch ein starkes
Kopplungsungleichgewicht mit den Genen der HLA-B-Region beschrieben. So lies sich
abhidngig von dem physikalischen Abstand der Gensequenzen das stérkste
Kopplungsungleichgewicht mit dem HLA-B fiir den Mikrosatelliten C1 4 1 nachweisen,
gefolgt vom MICA-TM und schlieBlich vom MICB-C1_2 A (Glas et al., 2001).
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6.4 Bewertung der erhobenen Daten aus funktioneller Sicht

Wie bereits erwdahnt wurde in der vorliegenden Studie ein signifikant erhohtes Auftreten von
Triagern des Allels AS im MICA-TM-Mikrosatelliten bei Patienten mit einer chronischen
Parodontitis beobachtet. Auch andere chronisch entziindliche Erkrankungen, wie die
Riesenzellartheritis (Gonzalez-Gay et al., 2007), die Multiple Sklerose (Fdez-Morera et al.,
2006) oder der systemische Lupus erythematodes (Gambelunghe et al., 2005) wiesen eine
erhohte Prévalenz von AS5-Alleltragern auf. Zusitzlich wurde ein schwererer Verlauf der
Erkrankungen bei diesen Alleltrigern festgestellt. Des Weiteren wurde bei Patienten mit
einem Diabetes Typ 1 ein fritherer Ausbruch der Erkrankung als bei anderen Alleltragern
beschrieben (Gambelunghe et al., 2007). Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass
das MICA-TM AS Allel bevorzugt die frithe Immunantwort seines Organismus beeinflusst
und zu einem rascheren Ausbruch (Sanjeevi, 2006) bzw. einem schwereren Verlauf der
Erkrankung fithren kann. Die chronische Parodontitis ist eine multifaktorell bedingte
Erkrankung, die keinem eindeutigen Erbgang folgt. In diesem Zusammenhang muss bei
Trigern mit dem proinflammatorischen Allel A5 von einem allgemein erhohten
Erkrankungsrisiko ausgegangen werden. Verstiarkt wird dieser Effekt noch in Gruppen mit
allgemein erhohtem Erkrankungsrisiko, wie es zum Beispiel bei Méadnnern der Fall ist.
Entgegen der bisherigen Meinung, dass die Alleltrager des TM AS5.1 ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko aufweisen (Suemizu et al., 2002), hat sich fiir die chronische Parodontitis
in der vorliegenden Studie eine negative Signifikanz fiir dieses Allel in der Gruppe der
Mainner sowie der Raucher gezeigt. Dies 14Bt einen pradiktiven Effekt bei der Entwicklung
der chronischen Parodontitis fiir deren Alleltriger insbesondere beim Vorliegen von
Risikofaktoren vermuten. Ein mdglicher Erkldrungsansatz fiir diese Beobachtung wire, dass
das fehlerhaft exprimierte MICA-Molekiil zu einer gestorten Immunantwort der NK-Zellen
sowie der yo T-Zellen fiihrt. Dadurch konnte moglicherweise der im Kapitel 1.1.6
beschriebene Teufelskreislauf des ,critical pathway“ durchbrochen werden. Dieser Effekt
wird wiederum durch das Vorhandensein eines Risikofaktors verstiarkt, so dass die
Immunantwort weiter supprimiert wird.

Im Polymorphismus MICB-C1 2 A konnte eine positive Assoziation fiir die Allele CA 15
und CA 25 sowie eine negative Assoziation flir das Allel CA 24 nachgewiesen werden. Diese
Assoziationen waren nach der Aufteilung der Patienten- und Kontrollgruppe in Ménner und
Frauen bzw. Raucher und Nichtraucher allerdings nicht so stark ausgeprédgt. Lediglich in der

Gruppen der Ménner lies sich weiterhin eine signifikant negative Assoziation fiir das CA 24
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und in der Gruppe der Nichtraucher eine signifikant postitive Assoziation fiir das CA 15
nachweisen. Eine Ursache fiir die geringer ausgepriagte Signifikanz konnte die geringere
Probandenzahl in den einzelnen Untergruppen sein. Moglicherweise zeigen sich bei hoheren
Anzahlen an Studienteilnehmern stirkere Assoziationen. Das CA 24 scheint jedoch einen
protektiven Effekt insbesondere bei Patienten mit Risikofaktoren zu haben. Das CA 15
begiinstigt anscheinend das Auftreten der chronischen Parodontitis obwohl keine
Risikofaktoren vorliegen. Eine weitere positive Assoziation fand sich in der Gruppe der
Nichtraucher fiir das CA 16, das somit ebenfalls als proinflammatorischer Faktor bei Personen
ohne Risikofaktor gelten darf.

Fir den Mikrosatellit C/ 4 1 wurde, wie bereits erwdhnt, eine negative Assoziation des
Allels 3 mit der chronischen Parodontitis ermittelt. Nach der Aufteilung in die verschiedenen
Untergruppen und der seperaten Signifikanzberechnung konnte weiterhin eine signifikant
negative Assoziation fiir das Allel 3 fiir die Gruppe der Ménner und der Nichtraucher ermittelt
werden. Die gleichzeitige Assoziation in einer Gruppe mit bzw. ohne Risikofaktor kann
bedeuten, dass die Triger des Allel 3 moglicherweise einen Schutzmechanismus besitzen, der

unabhéngig von bestehenden Risikofaktoren ist.
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6.5 Schlussfolgerung

Anhand der erhobenen Daten kann von einer direkten oder indirekten Assoziation aller drei
getesteten Mikrosatelliten der MHC I-Region mit der chronischen Parodontitis ausgegangen
werden. So zeigten mehrere Allele positive und negative Assoziationen mit der Erkrankung.
Auf Grund der hohen Dichte unterschiedlicher Gene in der untersuchten Region sollten sich
zukiinftige Studien auf Gene beziehen, die ein starkes Kopplungsungleichgewicht mit den
genannten Allelen aufweisen und in einem pathophysiologischen Zusammenhang mit der
Erkrankung stehen. In Frage kommen auf Grund des starken Kopplungsungleichgewichts mit
den genannten Mikrosatelliten die Gene der HLA-B-Region. Aber auch die iibrigen Gene des
Histokompatibilitdtskomplexes kommen als Kandidatengene in Frage, sofern sie noch nicht

beziiglich der chronisch marginalen Parodontitis untersucht wurden.
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7. Zusammenfassung

Die chronische Parodontitis ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. Thre Entstehung und
Ausprigung wird von den Virulenzfaktoren der Krankheitserreger und gewissen
Risikofaktoren ebenso beeinflusst wie von dem genetischen Hintergrund des Wirts.

Ziel der vorliegenden Studie war es, Assoziationen der Mikrosatelliten MICA-TM, MICB-
Cl 2 Aund CI 4 I mit der chronisch marginalen Parodontitis zu untersuchen. Aufgund von
fritheren Studien scheinen die Molekiile MICA und MICB in direktem pathophysiologischen
Zusammenhang mit entzlindlichen Prozessen zu stehen.

Die Studienpopulation bestand aus 389 Patienten und 771 gesunden Kontrollpersonen aus
dem siiddeutschen Raum. In dieser direkten Assoziationsstudie wurde eine DNA-Analyse mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion, der Fragmentanalyse, der Gelelektrophorese und der
Allelsequenzierung durchgefiihrt. Eine positive Assoziation mit der Erkrankung konnte fiir
das Allel AS im MICA-TM nachgewiesen werden. Weitere positive Assoziationen fanden sich
im MICB-CI 2 A-Mikrosatelliten fiir die Allele CA 25 und CA 15. Negative Assoziationen
mit der Erkrankung konnten fiir das Allel CA24 im MICB-CI 2 A-Polymorphismus und das
Allel 3 im CI_4 I-Mikrosatelliten ermittelt werden.

Die chronisch marginale Parodontitis scheint direkt oder indirekt in ihrer Entstehung und
Auspragung von den genannten Mikrosatelliten beeinflusst zu werden. Zukiinftige Studien
iiber genetische Ursachen der chronisch marginalen Parodontitis sollten sich auf Gene
beziehen, die mit den genannten Mikrosatelliten im Kopplungsungleichgewicht und in einem

pathophysiologischen Zusammenhang mit der Erkrankung stehen.
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9. Anhang

MICA- | Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | y*>-Wert | p-Wert | OR KI 95%
T™- Patientengruppe | Kontrollgruppe
Allel N =778 N = 1542

(%) (%)
A4 100 (12.9) 205 (13.3) 0.05 0.823 0.96 0.74-1.24
A5 109 (14,9) 169 (11.0) 4.28 0.039 2.05 1.63-2.60
A5.1 311 (40,0) 679 (44.0) 3.32 0.068 0.85 0.71-1.01
A6 138 (17.7) 283 (18.4) 0.09 0.764 0.96 0.76-1.20
A8 2(0.3) 0 (0.0) 1.54 0.215 k.A. k.A.
A9 117 (15.1) 205 (13.3) 1.17 0.279 1.15 0.90-1.48
Al0 1(0.1) 1(0.1) 0.07 0.791 1.98 0.12-31.75
Tabelle 5.1 Allelfrequenz des MICA-TM-Mikrosatellits bei Patienten mit chronisch marginaler

Parodontitis im Vergleich zur Kontrollgruppe mit gesunden Individuen. Die Auswertung erfolgte
mittels y>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusitzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-
Ratio (OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).

MICB- Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | y*>-Wert | p-Wert | OR KI 95%
C1_2 A | Patientengruppe | Kontrollgruppe
Allel N=778 N =1542

(%) (%)
CAl4 140 (18.0) 296 (19.2) 0.41 0.522 0.92 0.74-1.15
CAl5 106 (13.6) 157 (10.2) 5.76 0.016 1.39 1.07-1.81
CAl6 3(0.4) 0(0.0) 3.34 0.068 k.A. k.A.
CAl7 145 (18.6) 314 (20.4) 0.86 0.354 0.90 0.72-1.12
CA18 72 (9.3) 135 (8.8) 0.1 0.752 1.06 0.79-1.43
CA19 12 (1.5) 27 (1.8) 0.04 0.842 0.88 0.44-1.74
CA20 17 (2.2) 41 (2.7) 0.3 0.584 0.82 0.46-1.45
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CA21 76 (9.8) 159 (10.3) 0.11 0.740 0.94 |0.71-1.26
CA22 51 (6.6) 99 (6.4) 0 1.000 1.02 | 0.72-1.45
CA23 30 (3.9) 45 (2.9) 1.17 0.279 133 |0.83-2.14
CA24 69 (8.9) 186 (12.1) 5.07 0.024 0.71 |0.53-0.95
CA25 52 (6.7) 63 (4.1) 6.87 0.009 1.68 | 1.15-2.45
CA26 3(0.4) 17 (1.1) 2.33 0.127 035 |0.10-1.89
CA27 2 (0.3) 2(0.1) 0.03 0.863 0.69 |[0.28-14.12
CA28 0 (0.0) 1(0.1) 0.12 0.729 kA. | kA.

Tabelle 5.2 Allelfrequenz des MICB-C1 2 A-Mikrosatellits bei Patienten mit chronisch marginaler

Parodontits im Vergleich zur Kontrollgruppe mit gesunden Individuen. Die Auswertung erfolgte

mittels y*>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusitzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-

Ratio (OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).

C1_4_1- | Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | y*>-Wert | p-Wert | OR KI 95%
Allel Patientengruppe | Kontrollgruppe

N=778 N =1542

(%) (%)
1 53 (6.8) 109 (7.1) 0.02 0.889 0.96 0.68-1.35
2 300 (38.6) 572 (37.1) 0.41 0.522 1.06 0.89-1.27
3 149 (19.1) 375 (24.3) 7.6 0.006 0.74 0.60-0.91
4 202 (26.0) 377 (24.4) 0.56 0.454 1.08 0.89-1.32
5 74 (9.5) 109 (7.1) 3.92 0.048 1.38 1.01-1.88

Tabelle 5.3 Allelfrequenz des C1 4 1-Mikrosatellits bei Patienten mit chronisch marginaler

Parodontits im Vergleich zur Kontrollgruppe mit gesunden Individuen. Die Auswertung erfolgte

mittels y>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusatzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-

Ratio (OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).
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MICA- Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | x*>-Wert | p-Wert | OR KI 95%
TM-Allel | Patientengruppe | Kontrollgruppe
(“o) (%)
Frauen
A4 51(12.9) 59 (11.7) 0.19 0.663 1.12 0.75-1.66
AS 40 (10.1) 69 (13.7) 2.36 0.125 0.71 0.47-1.07
AS.1 167 (42.2) 226 (44.8) 0.54 0.462 0.90 0.69-1.17
A6 76 (19.2) 96 (19.0) 0 1.000 1.01 0.72-1.41
A8 2(0.5) 0(0.0) 0.78 0.377 k.A. k.A.
A9 60 (15.2) 54 (10.7) 3.56 0.059 1.49 1.00-2.21
Al10 - - - - - -
Mdinner
A4 47 (13.1) 145 (14.1) 0.13 0.718 0.92 0.65-1.31
AS 67 (18.7) 99 (9.6) 20.05 0.000 2.17 1.55-3.03
AS5.1 134 (37.4) 450 (43.7) 4.02 0.045 0.77 0.60-0.99
A6 54 (15.1) 185 (17.9) 1.35 0.245 0.81 0.58-1.13
A8 - - - - - -
A9 55 (15.4) 150 (14.6) 0.08 0.777 1.06 | 0.76-1.49
Al0 1(0.3) 1(0.1) 0 1.000 2.88 0.18-46.20
Raucher
A4 28 (12.2) 24 (12.4) 0.01 0.920 0.98 0.55-1.76
A5 40 (17.4) 25(12.9) 1.32 0.251 1.42 0.83-2.44
AS.1 75 (32.6) 89 (45.9) 7.26 0.007 0.57 0.38-0.85
A6 41 (17.8) 36 (18.6) 0 1.000 0.95 0.58-1.56
A8 - - - - - -
A9 46 (20.0) 20 (10.3) 6.8 0.009 2.18 1.24-3.82
Al0 - - - - - -
Nichtraucher
A4 63 (12.9) 182 (12.9) 0 1.000 1.00 0.73-1.36
A5 62 (12.7) 144 (10.2) 2.05 0.152 1.28 0.93-1.75
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AS.1 206 (42.2) 620 (44.0) 0.42 0.517 093 [0.75-1.143
A6 86 (17.6) 263 (18.7) 0.2 0.655 093 [0.71-1.22
A8 2(0.4) 0(0.0) 2.54 0.111 kA. | kA.

A9 68 (13.9) 198 (14.1) 0 1.000 0.99 [0.74-1.33
A10 1(0.2) 1(0.1) 0 1.000 289 |0.18-46.28

Tabelle 5.4 Allelfrequenz des MICA-TM-Mikrosatellits nach der Differenzierung der Patienten- und
Kontrollgruppe nach Geschlecht sowie Raucher bzw. Nichtraucher. Die Auswertung erfolgte mittels
y*>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusétzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-Ratio
(OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).

MICB- Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | x*>-Wert | p-Wert | OR KI 95%
C1_2 A- | Patientengruppe | Kontrollgruppe
Allel (%) (%)
Frauen
CAl4 73 (18.4) 92 (18.3) 0 1.000 1.01 0.72-1.42
CAlS 55(13.9) 56 (11.1) 1.34 0.247 1.29 0.87-1.92
CAl6 2(0.5) 0(0.0) 3.34 0.068 k.A. k.A.
CAl7 76 (19.2) 103 (20.4) 0.14 0.708 0.92 0.66-1.29
CA18 31(7.8) 44 (8.7) 0.13 0.718 0.89 0.55-1.43
CA19 8(2.0) 11(2.2) 0 1.000 092 |[037-2.31
CA20 10 (2.5) 12 (2.4) 0.01 0.920 1.06 0.45-2.48
CA21 34 (8.6) 47 (9.3) 0.07 0.791 0.91 0.58-1.45
CA22 22 (5.6) 29 (5.8) 0 1.000 0.96 0.54-1.70
CA23 17 (4.3) 17(3.4) 0.29 0.590 1.29 0.65-2.55
CA24 40 (10.1) 68 (13.5) 2.1 0.147 0.72 0.48-1.09
CA25 27 (6.8) 19 (3.8) 3.64 0.056 1.87 1.02-3.41
CA26 1(0.3) 6(1.2) 1.46 0.227 0.21 0.03-1.75
CA27 - - - - - -
CA29 - - - - - -
Mcdnner
CAl4 61 (17.0) 202 (19.6) 0 1.000 0.84 0.63-1.15
CAlS 46 (12.8) 99 (9.6) 0.98 0.322 1.39 0.96-2.01
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CAlé6 1(0.3) 0(0.0) 2.64 0.104 k.A. k.A.
CA17 65 (18.2) 210 (20.4) 0.31 0.578 0.87 0.64-1.79
CA18 40 (11.2) 90 (8.7) 1.58 0.209 1.31 0.89-1.95
CA19 4(1.1) 16 (1.6) 0.11 0.740 0.72 0.24-2.16
CA20 6 (1.7) 29 (2.8) 0.98 0.322 0.59 0.24-1.43
CA21 39 (10.9) 111 (10.8) 0 1.000 1.01 0.69-1.49
CA22 28 (7.8) 70 (6.8) 0.28 0.597 1.16 0.74-1.84
CA23 13 (3.6) 28 (2.7) 0.49 0.484 1.35 0.69-2.63
CA24 27 (7.5) 118 (11.4) 3.94 0.047 0.63 0.41-0.98
CA25 24 (6.7) 43 (4.2) 3.17 0.075 1.65 0.99-2.76
CA26 2(0.6) 11(1.1) 0.3 0.584 0.52 0.11-2.36
CA27 2(0.6) 2(0.2) 0.29 0.590 2.89 0.41-20.58
CA29 0(0.0) 0(0.0) 0 1.000 k.A. k.A.
Raucher
CAl4 40 (17.4) 32 (16.5) 0.01 0.920 1.07 0.64-1.78
CA15 33 (14.3) 18 (9.3) 2.1 0.147 1.64 0.89-3.01
CAle6 - - - - - -
CA17 33 (14.3) 41 (21.1) 291 0.088 0.62 0.38-1.04
CA18 22 (9.6) 23 (11.9) 0.37 0.543 0.79 0.42-1.46
CA19 52.2) 7 (3.6) 0.35 0.554 0.59 0.19-1.90
CA20 7 (3.0) 9(4.6) 0.36 0.549 0.65 0.24-1.77
CA21 22 (9.6) 18 (9.3) 0 1.000 1.03 0.54-1.99
CA22 24 (10.4) 9 (4.6) 4.15 0.042 2.39 1.09-5.28
CA23 10 (4.3) 4(2.1) 1.08 0.299 2.16 0.67-7.00
CA24 17 (7.4) 22 (11.3) 1.52 0.218 0.62 0.32-1.21
CA25 16 (7.0) 9(4.6) 0.64 0.424 1.54 0.66-3.56
CA26 1(0.4) 2(1.0) 0.02 0.888 0.42 0.04-4.66
CA27 - - - - - -
CA29 - - - - - -
Nichtraucher
CAl4 84 (17.2) 265 (18.8) 0.52 0.471 0.90 0.68-1.18
CAlS 68 (13.9) 140 (9.9) 5.51 0.019 1.47 1.08-2.00
CAle6 3(0.6) (0.0) 5.21 0.023 k.A. k.A.
CAl17 99 (20.3) 282 (20.0) 0 1.000 1.02 0.79-1.31
CA18 45(9.2) 118 (8.4) 0.23 0.632 1.11 0.78-1.59
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CA19 4(0.8) 24 (1.7) 1.39 0.238 048 [0.16-1.38
CA20 9(1.8) 35(2.5) 0.41 0.522 0.74 | 0.35-1.54
CA21 49 (10.0) 148 (10.5) 0.04 0.842 0.95 |0.68-1.33
CA22 25 (5.1) 95 (6.7) 135 0.245 0.75 | 0.47-1.17
CA23 19 (3.9) 43 (3.1) 0.56 0.454 129 |0.74-223
CA24 47 (9.6) 180 (12.8) 3.13 0.077 0.73 | 0.52-1.02
CA25 32 (6.6) 60 (4.3) 3.66 0.056 158 | 1.01-2.45
CA26 2 (0.4) 15 (1.1) 1.09 0.297 038 | 0.09-1.68
CA27 2(0.4) 2(0.1) 0.29 0.590 289 | 0.41-20.59
CA29 0(0.0) 1(0.1) 0.31 0.578 kKA. | kA,

Tabelle 5.5 Allelfrequenz des MICB-CI 2 A-Mikrosatellits nach der Differenzierung der Patienten-
und Kontrollgruppe nach Geschlecht sowie Raucher bzw. Nichtraucher. Die Auswertung erfolgte
mittels y*>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusitzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-
Ratio (OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).

C1_4_1- | Allelfrequenzen | Allelfrequenzen | x*>-Wert | p-Wert [ OR KI 95%
Allel Patientengruppe | Kontrollgruppe
(“o) (%)
Frauen
1 29 (7.3) 40 (7.9) 0.05 0.823 092 |0.56-1.51
2 140 (35.4) 198 (39.3) 1.3 0.254 0.85 0.64-1.11
3 80 (20.2) 124 (24.6) 2.21 0.137 0.78 0.56-1.07
4 111 (28.0) 113 (22.4) 3.44 0.064 1.35 1.00-1.82
5 36 (9.1) 29 (5.8) 3.2 0.074 1.64 0.99-2.72
Mcdnner
1 22 (6.1) 69 (6.7) 0.06 0.807 0.91 0.56-1.50
2 149 (41.6) 370 (35.9) 3.44 0.064 1.27 0.99-1.63
3 67 (18.7) 251 (24.3) 4.49 0.034 0.71 0.53-0.97
4 83(23.2) 260 (25.2) 0.5 0.480 0.89 0.67-1.19
5 37 (10.3) 80 (7.8) 1.95 0.163 1.37 0.91-2.06
Raucher
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1 13 (5.7) 13 (6.7) 0.06 0.807 0.83 0.38-1.84
2 104 (45.2) 77 (39.7) 1.1 0.294 1.25 0.85-1.85
3 43 (18.7) 46 (23.7) 1.31 0.252 0.74 0.46-1.18
4 49 (21.3) 47 (24.2) 0.36 0.549 0.85 0.54-1.34
5 21 (9.1) 11 (5.7) 1.34 0.247 1.67 0.78-3.56
Nichtraucher
1 35(7.2) 96 (6.8) 0.03 0.863 1.06 0.71-1.58
2 175 (35.9) 503 (35.7) 0 1.000 1.01 0.81-1.25
3 96 (19.7) 350 (24.9) 5.13 0.024 0.74 0.57-0.95
4 135 (27.7) 355(25.2) 1.01 0.315 1.13 0.90-1.43
5 47 (9.6) 104 (7.4) 2.19 0.139 1.34 0.93-1.92

Tabelle 5.6 Allelfrequenz des C1_4 1-Mikrosatellits nach der Differenzierung der Patienten- und
Kontrollgruppe nach Geschlecht sowie Raucher bzw. Nichtraucher. Die Auswertung erfolgte mittels

y*>-Test mit Yates-Korrektur, angegeben sind zusitzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-Ratio

(OR) fiir das seltene Allel und das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).

Haplotyp | Patientengruppe | Kontrolligruppe | x>-Wert | p-Wert | OR [ KI 95%
(%) (%)
MICA-TM — MICB-C1 2 A
A4-CAl4 46 (5.9) 81(5.3) 0.32 0.572 1.13 | 0.78-1.65
A4-CA17 11 (1.5) 20 (1.3) 0 1.000 1.09 |0.52-2.29
A4-CA22 19 (2.5) 38 (2.5) 0.01 0.920 0.99 | 0.57-1.73
A4-CA26 12 (1.5) 36 (2.3) 1.23 0.267 0.66 | 0.34-1.27
A5-CAl14 14 (1.8) 49 (3.2) 3.21 0.073 0.56 |0.31-1.02
A5-CA26 33 (4.3) 49 (3.2) 0.01 0.920 1.35 | 0.86-2.12
AS5.1-CA14 |37 (4.8) 73 (4.7) 0.01 0.920 1.00 [ 0.67-1.50
AS5.1-CA16 | 65(8.3) 166 (10.8) 3.09 0.079 0.76 | 0.56-1.02
AS5.1-CA22 | 106 (13.7) 238 (15.5) 1.2 0.273 0.86 | 0.68-1.11
A5.1-CA23 | 35(4.5) 63 (4.1) 0.13 0.718 1.11 [ 0.72-1.69
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AS5.1-CA24 | 10(1.3) 27 (1.8) 0.45 0.502 0.73 | 0.35-1.52
AS.1-CA26 |11(1.4) 26 (1.7) 0.1 0.752 0.84 | 0.41-1.70
A6-CA14 |36 (4.6) 85 (5.5) 0.65 0.420 0.83 | 0.56-1.24
A6-CA15 |16 (2.0) 23 (1.5) 0.69 0.406 1.39 | 0.73-2.64
A6-CA22 | 12(1.3) 17 (1.1) 0.5 0.484 141 |0.67-2.96
A6-CA23  |35(4.5) 74 (4.8) 0.05 0.823 0.93 | 0.62-1.41
MICA/TM - C1 4.1
A4-1 38 (4.9) 58 (3.8) 2.19 0.242 1.31 |0.86-2.00
A4-3 53 (6.8) 127 (8.3) 1.27 0.260 0.81 |0.58-1.14
AS-1 9 (1.1) 32 (2.1) 2.01 0.156 0.55 |0.26-1.16
AS5-2 66 (8.5) 123 (8.0) 0.09 0.729 1.07 |0.78-1.46
AS-5 26 (3.3) 20 (1.3) 10.1 0.002 2.63 | 1.46-4.74
AS5.1-2 82 (10.6) 135 (8.8) 1.74 0.187 123 | 0.92-1.64
A5.1-3 99 (12.7) 230 (14.9) 1.86 0.173 0.83 | 0.65-1.07
AS5.1-4 131 (16.8) 291 (18.9) 1.3 0.254 0.87 | 0.69-1.09
A6-2 122 (15.7) 265 (17.2) 0.74 0.390 0.90 |0.71-1.13
MICB-C1 2 A-CI 4 1
CAl4-1 40 (5.2) 65 (4.2) 0.82 0.365 123 |0.82-1.84
CA14-2 73 (9.3) 176 (11.4) 2.02 0.155 0.80 | 0.60-1.07
CA14-3 16 (2.1) 33 (2.1) 0 1.000 0.96 |0.53-1.76
CAl4-4 17 (2.2) 26 (1.7) 0.46 0.498 1.30 | 0.70-2.42
CA15-2 21 (2.7) 32 (2.1) 0.64 0.424 131 [0.75-2.29
CA17-3 63 (8.2) 177 (11.5) 6.01 0.014 0.68 | 0.50-0.92
CA17-4 23 (3.0) 27 (1.8) 3.01 0.083 1.71 | 0.97-3.00
CA22-2 15 (2.0) 41 (2.7) 0.88 0.348 0.72 | 0.40-1.31
CA22-3 20 (2.6) 52 (3.3) 0.85 0.357 0.76 | 0.45-1.28
CA22-4 104 (13.4) 213 (13.8) 0.04 0.823 0.96 |0.75-1.24
CA23-2 35 (4.5) 74 (4.8) 0.05 0.823 0.93 | 0.62-1.41
CA23-4 37 (4.8) 63 (4.1) 0.41 0.522 1.17 |0.78-1.78
CA24-3 11 (1.4) 20 (1.3) 0 1.000 1.09 [0.52-2.29
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CA25-2 11 (1.4) 19 (1.3) 0.03 0.863 1.15 | 0.54-2.43
CA26-2 40 (5.1) 77 (5.0) 0 1.000 1.03 | 0.70-1.53
CA26-3 14 (1.9) 48 (3.1) 2.94 0.086 0.57 |0.31-1.04

Tabelle 5.7 Analyse der Zwei-Punkt-Haplotypen bei Patienten mit chronisch marginaler Parodontits

im Vergleich zur Kontrollgruppe mit gesunden Individuen. Die Haplotypen wurden ab einer

Haufigkeit von > 1 beriicksichtigt. Die Auswertung erfolgte mittels y>-Test mit Yates-Korrektur,

angegeben sind zusitzlich die y>-Werte, die p-Werte, die Odds-Ratio (OR) fiir das seltene Allel und
das Konfidenzintervall bei 95% (KI 95%).
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