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1 Einleitung

Die Parodontitis ist bei Erwachsenen die hdufigste Ursache fiir Zahnverlust (As-
suma et al. 1998). Die marginale Parodontitis ist eine durch bakterielle Plaque
verursachte, chronisch entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats (Dar-
veau et al. 1997, Page und Kornman 1997). Sie fiihrt langfristig zur Zerstérung
des Desmodonts, des Knochens und des umgebenden Weichgewebes (Kornman
et al. 1997). In schweren Féllen kann sie auch den Zahnverlust zur Folge haben
(Schroeder 1991). Es ist heute allgemein anerkannt, dass bei der parodontalen
Destruktion neben mikrobiellen Faktoren vor allem die zelluldre Immunantwort
eine bedeutende Rolle spielt (Page und Kornman 1997; Kornman et al. 1997,
Van Dyke et al. 1993). Die Mechanismen sind im einzelnen und vor allem in
threm gegenseitigen Zusammenspiel noch nicht ausreichend untersucht, auch
wenn in den letzten Jahren durch verbesserte analytische Methoden, vor allem
im molekularbiologischen Bereich, grole Fortschritte gemacht wurden (Page
und Kornman 1997). Besonderes Augenmerk wurde dabei auf genetische Poly-
morphismen gelegt, die als ,,Marker* dienen konnten, um das individuelle Er-
krankungsrisiko der Patienten einschitzen zu konnen (Craandijk et al. 2002;
Galbraith et al. 1999; Kornman et al. 1997).

Die vorliegende Arbeit soll kldren, ob bei Patienten, die an einer chronischen
adulten Parodontitis leiden, ein o-Polymorphismus des Tumor-Nekrose-
Faktors-a in der Promoterregion —308 vorliegt und ob es einen Zusammenhang
zwischen diesem Polymorphismus und dem Verlauf oder der Ausprigung der

chronischen adulten Parodontitis gibt.



2 Literaturiibersicht

Atiologie und Pathogenese der marginalen Parodontitis

2.1 Einteilung der marginalen Parodontitiden

Die Parodontitis ist eine opportunistische Infektion der Gingiva und des Zahn-
halteapparats. Als Ursache der Parodontitis wird die Bildung von Zahnplaque
mit ihren pathogenen Mikroorganismen im Zusammenspiel mit Abwehrreaktio-
nen des Wirtsmechanismus angesehen (Genco 1992; Genco et al. 1984; Page
und Schroeder 1981). Sie fiihrt klinisch zu Verdnderungen des Attachment-Ni-
veaus und Knochenverlust, Sondierungsblutung und erhohter Zahnbeweglich-

keit.

Die marginale Parodontitis kann in verschiedenen Verlaufsformen auftreten, de-
ren derzeitige Klassifizierung vom klinischen Erscheinungsbild und von der Art
und Progression des Attachmentverlusts bestimmt wird.

Die seit 1999 giiltige Einteilung der Parodontopathien nach der American Aca-
demy of Periodontitis (AAP) unterscheidet hauptsidchlich zwischen akuten, ag-
gressiven und chronischen Formen der parodontalen Erkrankungen. Die wich-
tigsten Vertreter der akuten marginalen Parodontitiden sind die akute nekroti-
sierende ulzerierende Gingivitis (ANUG) und Parodontitis (ANUP). Zu der
Gruppe der aggressiven Parodontitiden zdhlt man die prapubertire Parodontitis
und die lokalisierte und generalisierte juvenile Parodontitis. Auch die refraktére
Parodontitis gehort hierzu. ZahlenméfBig kommt die chronische Parodontitis am
hiufigsten vor.

Die Zuordnung individueller Erkrankungsfille zu den einzelnen Untergruppen

kann mitunter schwierig sein, da die Abgrenzungen flieend sein konnen.



In dieser Arbeit geht es, soweit nicht anders erwdhnt, um die chronische Form

der marginalen Parodontitis.

2.2 Entstehung der chronischen adulten marginalen Parodontitis

Schon seit langem ging man davon aus, dass bis zu 90 % der erwachsenen Be-
volkerung in Industrienationen mindestens einmal im Laufe ihres Lebens an ei-
ner Entziindung der Gingiva oder des Parodontiums leiden (Page et al. 1997).
Gingivitis und Parodontitis wurden in diesem Zusammenhang als zwei Formen
der selben Erkrankung, der marginalen Parodontitis gedeutet. Die empirische
Untersuchung zeigt jedoch neuerdings ein ganz anderes Bild; die Privalenz der
chronischen Parodontitis betrdgt in Deutschland 45% und liegt damit etwas ho-
her als der europdische Durchschnitt mit 41%. In den USA liegt die Privalenz
der chronischen Parodontitis nur bei 35% (Offenbacher 1996).

Ein grofer Teil der untersuchten Patienten litt zwar tiber viele Jahre an einer
persistierenden Gingivitis, hatte aber keinen oder nur geringen Verlust an paro-
dontalem Gewebe. Bei anderen Patienten kam es trotz vergleichbarer Mundhy-
giene zu massiver und irreversibler Zerstérung von Teilen des Zahnhalteappa-
rats (Offenbacher 1996; Page et al. 1997).

Dies deutet darauf hin, dass individuell verschiedene Faktoren den Krankheits-
verlauf so beeinflussen, dass sich bei gleicher Ausgangslage letztendlich ver-
schiedene Erkrankungen manifestieren. Als Ursache kommen hierfiir nach heu-
tiger Vorstellung vor allem besonders virulente Keime der parodonthopathoge-
nen Bakterien und individuelle Unterschiede in der Aktivitdt der immunologi-
schen Abwehrmechanismen in Frage (Hart et al. 1997).

Daneben wurde in letzter Zeit auch der Einflul von endogenen oder exogenen

Risikofaktoren diskutiert. Hier wiren beispielsweise bestimmte systemische Er-
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krankungen, wie Diabetes mellitus oder chronischer Nikotinabusus als Beispiele
anzufiihren (Beck et al. 1997; Genco 1996).

Obwohl heute erst einige pathogenetische EinfluBgrossen bekannt sind, die in
threr Wirkung und ihrem Zusammenspiel noch ldngst nicht ausreichend er-
forscht sind, hat man dennoch ein neueres und komplexeres Modell fiir die Ent-
stethung der marginalen Parodontitis gefunden, den sogenannten ,critical
pathway“. Dieses nimmt vom einfachen Kausal-Prinzip aus Ursache und Wir-
kung Abstand und versucht den vielseitigen Zusammenhédngen des pathogeneti-

schen Geschehens gerecht zu werden (Offenbacher 1996; Salvi et al. 1997).

2.2.1 Modell des ,,critical pathway*

Auch bei diesem Modell ist die Vernachldssigung der Mundhygiene die primér
krankheitsinduzierende Ursache der marginalen Parodontitis. Durch Umwand-
lung einer residenten Bakterienflora in eine parodonthopathogene Mikroflora im
subgingivalen Kompartiment des Zahnes werden immunologische Abwehrme-
chanismen in Gang gesetzt, die zur klinischen Manifestation einer Entziindung
des marginalen Parodontiums fiihren (Salvi et al. 1997).

Wie allgemein in der Immunologie, geht man auch beim Modell des ,,critical
pathway* von zwei Phasen der Bakterienabwehr aus. Die erste Phase 148t sich
schnell aktivieren, reagiert aber weitgehend unspezifisch. Sie wird im wesentli-
chen von neutrophilen Granulozyten gebildet, die spezifische und unspezifische
Phagozytose betreiben. Hinzu kommen das unspezifisch wirkende Komplement-
system und zusitzlich gegen die invadierenden Keime gerichteten Antikorper,
vor allem der IgG-Klasse. Nach dem Modell des ,,critical pathway* entscheidet
die Effektivitit dieser ersten Phase der Immunantwort {iber den weiteren Verlauf
der Erkrankung. Gelingt es den bakteriellen Angriff erfolgreich abzuwehren und
eine weitere Invasion und Vermehrung der Bakterien zu verhindern, bleibt die
Entziindung mehr oder weniger auf die marginale Gingiva beschrinkt. Man

spricht dann von einer Gingivitis. Eine irreversible Zerstorung des Zahnhalteap-
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parrats findet nicht statt. Kann die Entziindung in der ersten Phase nicht gestoppt
werden, werden zunehmend die immunologischen Abwehrmechanismen der
zweiten Phase aktiviert. Diese konnen als Nebenwirkung den Abbau des margi-

nalen Parodontiums bewirken.

Die wichtigsten Zellen in dieser zweiten Phase sind die Monozyten bzw.
Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (RES). Sie steuern im wesent-
lichen die spezifischen Vorgédnge der Immunabwehr, die vor allem durch Lym-
phozyten und Plasmazellen ausgefiihrt werden. Weiter unterstiitzen sie durch die
Produktion von spezifisch gegen die parodontopathogenen Bakterien gerichteten
Antikorpern die neutrophilen Granulozyten, die die entziindungsauslosenden
Bakterien phagozytieren (Grbic et al. 1995; Ebersole et al. 1993). Die aktivierten
Makrophagen bzw. Monozyten sezernieren im Rahmen der Immunvorgéinge und
andere verschiedene Chemokine, die neben der Steuerung und Regulation von
Plasmazellen und Lymphozyten auch einen Abbau von Knochen und
Bindegewebe verursachen. Dies fithrt zur irreversiblen Zerstorung des
Zahnhalteapparats. Insbesondere die Ausschiittung der Entziindungsmediatoren
Interleukin-1B (IL-1pB), Interleukin-6 (IL-6), Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a)
und Prostaglandin E2 (PGE2), aber auch die verstirkte Produktion von
gewebeabbauenden Enzymen, wie beispielsweise Matrixmetalloproteinasen
Typ 1 und Typ 8 durch die Zellen des RES fiihrt zum Abbau von Gewebe. Da
das Ausmal} der Aktivierung der Makrophagen in direktem Zusammenhang mit
dem Ausmal} des Angriffs der parodonthopathogenen Bakterien steht, 146t sich
daraus schlieen, dass die Gewebszerstorung mit zunehmender Anwesenheit
von Bakterien und bakteriellen Toxinen ebenfalls zunimmt.

Die Gewebszerstorung zeigt sich klinisch in der Vertiefung des gingivalen Sul-
kus. In der dadurch entstandenen Zahnfleischtasche ergibt sich wiederum eine
Verbesserung der Lebensbedingungen der anaeroben parodonthopathogenen

Bakterien, da diese Bakterien durch die Tiefe der Zahnfleischtasche besser vor
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Sauerstoffzutritt geschiitzt sind. Auf der anderen Seite kommt es im Rahmen des
entziindlichen Prozesses zur Ausschiittung vasoaktiver Substanzen, die zu einer
gesteigerten Sekretion der sogenannten Sulkusfliissigkeit fithren. Sie dhnelt in
threr Zusammensetzung dem Blutplasma. Dadurch wird den krankheitsinduzie-
renden Bakterien ein groBeres Angebot an Nahrstoffen zur Verfligung gestellt.
An dieser Stelle schlie8t sich der Kreis des ,,critical pathway*. Die durch die
tiefere Tasche verbesserten Lebensbedingungen der parodonthopathogenen
Keime konnen fiir eine weitere Verstirkung des bakteriellen Angriffs und da-
durch fiir einen erneuten verstdrkten Ablauf der beschriebenen pathologischen
Prozesse sorgen. Dieser Kreislauf zieht sich ohne entsprechende therapeutische
Gegenmalinahmen so lange hin, bis Knochen und Bindegewebe des Zahnhalte-
apparats bis zur Wurzelspitze des betroffenen Zahns vollstindig abgebaut sind.

Dies bedeutet Zahnlockerung und letztendlich Zahnverlust.

Betrachtet man das Modell des ,,critical pathway*, so zeigt sich, dass an mehre-
ren Stellen des Entziindungsprozesses modulierende Faktoren Einflufl auf den
weiteren Verlauf der Erkrankung nehmen konnen, indem das Gleichgewicht
zwischen bakteriellem Angriff und immunologischen Abwehrmechanismen zu-
gunsten des bakteriellen Angriffs verdndert wird. Kann sich beispielsweise eine
besonders virulente bakterielle Flora herausbilden, die sich durch geeignete
Strategien dem Angriff der neutrophilen Granulozyten der ersten Abwehrphase
entzieht, werden in der Folge verstirkt Mechanismen der sekundiren Immun-
abwehr aktiviert. Diese sind jedoch unweigerlich mit der irreversiblen Zersto-
rung von parodontalem Gewebe verbunden. Umgekehrt kann durch genetisch
oder pathogen determinierte Stérungen der ersten Phase der Immunabwehr die
effektive Abwehr einer an sich gewohnlichen bakteriellen Infektion ausbleiben
und die Aktivierung der zweiten Phase der Immunabwehr verursachen. Schlief3-
lich konnte unter Umstidnden auch eine Storung der immunologischen Vor-

ginge die Effektivitit der zweiten Phase der Immunabwehr herabsetzen und da-
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durch eine unnétig starke und lange Sezernierung der gewebedestruierenden
Chemokine und Enzyme induzieren.

Die Komplexitdt der wihrend der einzelnen Phasen des ,.critical pathway* ab-
laufenden Prozesse und die fast uniiberschaubare Zahl der daran beteiligten zel-
luldren Strukturen und interzelluliren Kommunikationswege bedingt, dass eine
Vielzahl von Moglichkeiten zur Storung des Gleichgewichts aus bakteriellem

Angriff und immunologischer Abwehr denkbar sind.

2.2.2 Die Rolle von Mikroorganismen und Plaquebildung bei der
Entstehung einer marginalen Parodontitis

Wie schon erwihnt, wird als Ursache der marginalen Parodontopathien im we-
sentlichen die Vernachldssigung der Mundhygiene angesehen. Als Folge lagern
sich harte und weiche Beldge, man spricht von Plaque und Zahnstein bzw. sub-
gingival von Konkrementen, auf der Oberflache des Zahns ab.

Dentale Plaque ist ein mikrobieller Biofilm (Bradshaw et al. 1996; Busscher et
al. 1995). Allgemein werden Biofilme als Ansammlung von bakteriellen Popu-
lationen definiert, die vollstandig von einer extrazelluldren Matrix umgeben sind
und untereinander sowie auf einer anorganischen Unterlage haften (Costerton et
al. 1994). Sie stellen so etwas wie eigenstindige 0kologische Gemeinschaften
dar, die den parodontopathogenen Mikroorganismen verschiedene evulotionire
Vorteile bieten. Beispielsweise stellt der parodonthopathogene Keim Porphyro-
monas gingivalis das Enzym o-Gingipain bereit, das komplexe Néhrstoffe aus
der gingivalen Sulkusfliissigkeit oder dem Speichel in kleinere energiereiche
Verbindungen spaltet. Diese Produkte stehen dann auch anderen Bakterienarten
in der parodontalen Tasche zur Verfiigung und konnen zur Deckung ihres Ener-
giebedarfs herangezogen werden. Innerhalb des Biofilm etablieren sich auch
verschiedene Kompartimente mit unterschiedlichen Milieubedingungen, die je-

doch tiber Transportkanile miteinander in Verbindung stehen. So konnen die fiir
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die Vermehrung und Stabilisierung jeweils besten Lebensbedingungen der ein-
zelnen Bakterienarten sichergestellt werden (Darveau et al. 1997). Durch die
Bereitstellung eines primitiven Transportsystems innerhalb des Biofilms kann
zum einen eine bessere Versorgung der einzelnen Kompartimente mit Nihrstof-
fen, zum anderen der schnellere Abtransport von Endprodukten des Stoffwech-
sels aus den einzelnen Kompartimenten, die mdglicherweise in einem anderen
Abschnitt noch zur Energiegewinnung weiter metabolisiert werden konnen, ge-
wahrleistet werden (Costerton et al. 1995). Die Struktur des Biofilms bietet den
pathogenen Keimen auflerdem einen effektiven Schutz gegen die immunologi-
schen Abwehrmechanismen des Wirts und die Wirkung von Antibiotika, da
manche Antibiotika die extrazelluldre Matrix des Biofilms nur schwer {iberwin-
den konnen (Khoury et al. 1992) und tiefer gelegene Bakterien vom Antibioti-
kum nicht erreicht werden (Hoyle et al. 1990). AuBBerdem besteht die Moglich-
keit, dass Bakterien, die gegen das betreffende Antibiotikum resistent sind, den
Wirkstoff inaktivieren und er dadurch auch gegen die primér nicht resistenten
Bakterien unwirksam ist. Damit kann die Effektivitit einer antibiotischen The-
rapie stark geschwicht werden.

Auch die auBBerordentlich hohe mechanische Resistenz der Biofilme ist bemer-
kenswert und stellt ein groBes Problem in der Therapie der Parodontalerkran-
kungen dar, da die vollstindige Entfernung des bakteriellen Biofilms bei der

mechanischen Reinigung behindert wird (Darveau et al. 1997).

In der menschlichen Mundhéhle sind bisher mehr als 300 Bakterienarten identi-
fiziert worden (Darveau 1997). Bisher ist jedoch kein einzelner Keim als spezi-
fischer Krankheitserreger der marginalen Parodontitis gefunden worden. Dies
fiihrte zu dem Schluf3, dass die marginale Parodontitis keine spezifische Infekti-
onskrankheit im Sinne der Koch’schen Postulate darstellt (Loesche 1999).

Bei einigen wenigen Erregern aber gibt es einen Zusammenhang zwischen ih-

rem Auftreten und dem Entstehen einer Parodontitis (Darveau et al. 1997). Pa-

15



rodonthalpathogene Keime weisen fiir die Pathogenese bedeutende biochemi-
sche Eigenschaften auf (Slots, Genco 1984). Sie sind beispielsweise zur Besie-
delung (Adhirenz) von Wurzeloberflichen und Taschen befahigt und behaupten
dadurch einen sicheren Standort im mikrookélogischen Kosmos der Taschen-
flora. Zusétzlich zu diesen grundlegenden auch anderen Bakterien zugesproche-
nen Eigenschaften, haben sie aber Strategien, um die Abwehrmechanismen des
Wirtsorganismus zu umgehen oder auszuschalten (Leukotoxine) und parodon-
tales Gewebe direkt zu schidigen (Endotoxine). So fanden Socransky et al.
(1998) vor allem Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythensis und Trepo-
nema denticola in aktiven parodontalen Taschen. Andere Autoren konnten zu-
sdtzlich zu diesen Keimen eine Assoziation zwischen einer fortschreitenden Pa-
rodontitis und den bakteriellen Keimen Camphylobacter rectus, Prevotella in-
termedia, Fusobacterium nucleatum und Actinobacillus actinomycetem comi-
tans finden (Lowenguth et al. 1995; Papapanou et al. 1997). Nach einem Kon-
sensuspapier der American Academy of Periodontology von 1996 werden zu
den sehr hdufig mit entziindlichen destruktiven Erkrankungen des Parodonts in
Zusammenhang gebrachten Bakterien vor allem Porphyromonas gingivalis, Ac-

tinobacillus actinomycetemcomitans und Tanerella forsythensis gezahlt.

Auf einem griindlich gereinigten Zahn findet sich schon nach ein paar Stunden
ein unstrukturierter Film aus Proteinen und Glycoproteinen, die aus Speichel
und Sulkusfliissigkeit stammen (Marsh et al. 1995). Diese Membran bildet spe-
zielle Rezeptoren, an die Bakterien binden konnen (Scannapieco 1994). Es han-
delt sich hierbei hauptsidchlich um eine Mischflora von aeroben gram-positiven
Kokken und Stidbchen, v.a. Streptokokken, Aktinomyceteae und andere (Marsh
et al. 1995). Sie gehoren fast ausschlieBlich den Bakterien der residenten Flora
an (Duan et al. 1994; Hsu et al. 1994). Diese Pionierkeime konnen zur Anhef-
tung unter anderem auch Proteine mit antibakterieller Wirkung, wie beispiels-

weise das Lysozym benutzen (Darveau et al. 1997). Uber Fimbrien, Pili und die
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sogenannte Glycocalyx, die alle unter dem Begriff der Adhdsine zusammenge-
fasst werden, konnen sich gram-negative Bakterien in einem weiteren Schritt an
die Oberflachenrezeptoren der Pionierkeime, meistens Proteine oder Polysac-
charide, anheften und damit indirekt auf dem Weg der sogenannten Koaggrega-
tion die Zahnoberflache besiedeln (Lamont et al. 1993; Whittaker et al. 1996).
Die Beobachtung, wonach die Bindung zwischen verschiedenen Keimspezies
nicht universell moglich ist, wurde als Erklarung fiir das erwéhnte Auftreten be-
stimmter Kombinationen verschiedener Bakterien innerhalb eines individuellen
subgingivalen Kompartiments herangezogen. Bei der initialen Adhédsionsver-
mittlung der parodontopathogenen Keime konnten dabei insbesondere verschie-
denen Streptococcus sp. sowie Fusobacterium sp. eine herausragende Rolle zu-
kommen, da diese Keime Oberflichenrezeptoren fiir die Bindung mit zahlrei-

chen parodontopathogenen Bakterien besitzen (Whittaker et al. 1996).

2.2.3 Virulenzfaktoren - Voraussetzung fiir das Entstehen einer
marginalen Parodontitis

Die parodontopathogenen Mikroorganismen zeichnen sich durch eine ganze
Reihe von Virulenzfaktoren aus. Das sind Eigenschaften, die es ihnen ermogli-
chen, sich gegeniiber anderen Spezies durchzusetzen und in bestimmten Gewe-
ben zu etablieren. Dariiber hinaus konnen sie sich gegen die Korperabwehr ver-
teidigen und rufen Schiadigungen des besiedelten Gewebes hervor (Socransky et
al. 1988). Hierzu stehen ihnen eine ganze Reihe von Mechanismen zur Verfii-
gung. So kann die Produktion und Freisetzung bakterieller Enzyme, wie bei-
spielsweise saure Hydrolasen, Lipasen, DNAasen und neutrale Proteasen das
Gewebe direkt schidigen und so ein Vordringen der Bakterien erleichtern. Pro-
teolytische Enzyme, zytotoxische Abbau- und Zerfallsprodukte wirken gewebs-
zerstorend. Nachgewiesen werden konnten osteoklastenaktivierende Phosphat-
asen, Peptidase, fibrinolytische, keratinolytische sowie Trypsin-und Elastase-

dhnliche Enzyme, die iiber eine Kollagenaseaktivierung zur Degeneration von
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verschiedenen Kollagentypen unter anderem Kollagen Typ IV, als Bestandteil
der Basalmembran fiihren konnen. Zytotoxisch wirken Metabolite des Bakteri-
enzellstoffwechsels wie Indol, Ammoniak, Schwefelwasserstoff und organische
Sauren (Ishikawa et al. 1997). Fimbrien spielen eine Rolle bei der Stabilisierung
des Biofilm, da sie es den Bakterien ermdglichen, an Rezeptoren von Epithelien
und an der Zahnoberfliche zu haften (Yoshimura et al. 1984). Polysaccharide,
die das Bakterium wie eine Kapsel umgeben, schiitzen vor Phagozytose.
Daneben finden sich Exotoxine, die von den Bakterien sezerniert werden. Beim
Untergang der Bakterienzelle werden dann Endotoxine freigesetzt. Unter ihnen
spielen die Lipopolysaccharide (LPS) eine wichtige Rolle. Sie sind hitzebestin-
dige, biologisch aktive Bestandteile der dulleren Zellmembran gram-negativer
Bakterien, die in erster Linie bei der Lyse der Bakterien frei werden, aber auch
durch Bildung von Vesikeln in das Gewebe gelangen konnen. LPS vermdgen
heftige Abwehrreaktionen im Gewebe hervorzurufen, indem sie die Ausschiit-
tung von Entziindungsmediatoren, wie TNF-a, ProstaglandinE2, IL-1B und IL-6
steigern (Agarwal et al. 1995; Gemmell et al. 1993).
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2.2.4 Immunabwehrmechanismen

2.2.4.1 Die initiale Phase der Immunantwort

Betrachtet man die immunologischen Prozesse nach ihrer chronologischen Rei-
henfolge genauer, so fillt auf, dass die parodontopathogenen Keime anfangs
noch weitgehend durch das Saumepithel von den Zellen des Immunsystems ge-
trennt werden. Lange Zeit stellte sich deshalb die Frage, auf welchem Weg das
Immunsystem dazu veranlaB3t wird, eine Abwehrreaktion des Wirts gegen die
bakterielle Infektion zu veranlassen.

Die pathogenen Keime entlassen stindig Bestandteile ihrer Zellwdnde und
Stoffwechselprodukte in den Sulkus (Grenier et al. 1991). Hierunter spielen ge-
sattigte kurzkettige Fettsduren, wie Butyl- oder Propylsdure, und ein bakterielles
Tripeptid, das N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin eine Rolle. Als poten-
tester Ausldser einer immunologischen Entziindungsreaktion gilt jedoch das Li-
popolysaccharid (LPS) (Loppnow et al. 1989). Die bakteriellen Noxen kommen
mit den Zellen des Saumepithels in Kontakt. LPS scheinen sogar die Barriere
intakter epithelialer Zellen iiberwinden zu koénnen und konzentrieren sich um
Blutgefdfle und in der Lamina propria (Schwartz et al. 1972). Bestandteile der
pathogenen Bakterien konnen mit fast allen Zellen des Parodontiums Bindungen
eingehen (Hamada et al. 1990). Dadurch kénnen die Bakterien die immunologi-
sche Aktivitdt des Wirts direkt oder indirekt auslésen (Pugin et al. 1993). Indem
Entziindungsmediatoren ausgeschiittet werden und spezifische Oberfldchenre-
zeptoren exprimiert werden, kommt es zur Aktivierung und Rekrutierung der
Zellen des Immunsystems am Saumepithel (Kornman et al. 1997). Durch die
Anwesenheit bakterieller Noxen sezernieren verschiedene epitheliale Zellen ver-
stiarkt Interleukine, wie z.B. IL-1f3, IL-6 und IL-8, aber auch TNF-a, sowie eine
ganze Reihe weiterer Chemokine und Differzierungsfaktoren (Eckman et al.

1995; Hedges et al. 1994). Analog wurde auch fiir gingivale Epithelzellen die
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verstirkte Produktion von Interleukinen durch die Einwirkung bakterieller No-
xen nachgewiesen (Tonetti et al. 1993). Diese Mediatoren diffundieren in das
subepitheliale Bindegewebe und induzieren in den Endothelzellen der dort lie-
genden Blutgefifie die Exprimierung spezifischer Oberflichenrezeptoren. Diese
sog. Selektine reagieren in einem zweistufigen Prozell mit speziellen Zellmemb-
ranrezeptoren, den Integrinen, der im Blutstrom befindlichen Leukozyten
(Gemmell et al. 1994). Zunichst reagiert das E-Selektin auf der Endothelzell-
membran mit dem Lewis-Antigen, einem Molekiil, das auf der Oberfldche aller
Blutzellen zu finden ist. Dadurch kommt es zur Anheftung von Leukozyten, vor
allem von neutrophilen Granulozyten, an die GefiBwand (Darveau et al. 1997).
Durch die Expression von ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion molecule 1)
wird die Konzentration des Integrins ICAM-1 ( intercellular attachment mole-
cule 1) auf der Oberfliche der vaskuldren endothelialen Zellen erhoht. Dieses
bindet an den Integrin-Rezeptor LFA-1, einem Adhésin, auf der Oberfliche der
neutrophilen Granulozyten (Genco 1992). Dadurch wird die Leukodiapedese der
Leukozyten veranlasst. Grundsétzlich kann bei ausreichend starker Invasion des
subepithelialen Bindegewebes auch das Lipopolysaccharid der parodontopatho-
genen Keime an die Epithelzellen direkt die Exprimierung von leukodia-
pedeseinduzierenden Selektinen auslosen (Darveau et al. 1997). Auch die
Epithelzellen exprimieren unter einem bakteriellen Angriff und der
Ausschiittung  von  Zytokinen ICAM-1 und andere  spezifische
Oberflachenrezeptoren (Tonetti et al. 1997). Entlang verschiedener Leitschienen
wandern die Leukozyten anschliefend auf das Zentrum der Infektion zu. Als
Leitschiene dienen in diesem Zusammenhang wiederum verschiedene
Chemokine sowie Oberflichenrezeptoren der Epithelzellen, vor allem
Interleukin-8 sowie ICAM-1 (Tonetti et al. 1994; Moughal et al. 1992). Die
Wanderungsrichtung wird durch einen Konzentrationsgradienten der beteiligten
Chemokine beziehungsweise Oberflichenrezeptoren vorgegeben. So nehmen

sowohl die Konzentration des IL-8 wie auch die von ICAM-1 von der
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Oberfldache des Saumepithels zu den basalen Zellschichten hin ab (Genco 1992).
Die neutrophilen Granulozyten wandern also Richtung zunehmender
Konzentration der Mediatoren der Epithelzellen. Neben IL-8 und den
Integrinrezeptoren gibt es zahlreiche chemotaktisch wirksame Verbindungen,
wie die Komplementfaktoren C3a und C5a, NCF (neutrophil chemotactic factor)
der Makrophagen und die Leukotriene B4, die ebenfalls durch einen
intraepithelialen Konzentrationsgradienten die Wanderung der Leukozyten un-
terstlitzen. Man spricht von Chemotaxis.

Dartiber hinaus regen die Entziindungsmediatoren auch die Fibroblasten zur ver-
starkten Chemokinproduktion an (Meikle et al. 1994). Die Chemokine bewirken
unter anderem, dass das Endothel der Blutgefde durchlissiger fiir die Blutbe-
standteile wird (Kinane et al. 1991).

Zusitzlich neben diesen Botenstoffen, konnten auch intraepitheliale Neuronen-
netze an der Informationsvermittlung durch das Saumepithel beteiligt sein. So
konnte man zumindest im Saumepithel der Ratte ein Netzwerk aus unmyelisier-
ten Neuronen der Klasse C beobachten, die als Transmitter Substance P und cal-
citonin-verwandtes Peptid beniitzen (Maeda et al. 1994; Tanaka et al. 1996). Es
wird angenommen, dass neben der parakrinen Aktivierung der subepithelialen
Blutgefdfle auch eine nervose Steuerung der Endothelzellen stattfindet. Die ge-
naue Funktion dieses dichten neuronalen Netzwerkes ist jedoch noch nicht auf-
geklart.

Neben der Informationsvermittlung scheinen dem Saumepithel weitere Aufga-
ben im Rahmen der Immunabwehr zugeordnet zu sein. So wurde in jlingerer
Zeit postuliert, dass den Keratinozyten des Saumepithels neben der Expression
einer Vielzahl von Entziindungsmediatoren (Fiero et al. 1995) auch die Aufgabe
der Phagozytose von Bakterien zukommt. In den Zellen des Saumepithels wur-
den membranbegrenzte Vesikel nachgewiesen, die degradierende Systeme wie
das Calprotectin enthalten (Eversole et al. 1992). Bei der Steuerung der intra-

epithel stattfindenden Immunprozessen werden die Keratinozyten von immun-
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kompetenten Zellen, unter anderem CDla—positiven, antigenprasentierenden
Zellen vom Langerhans-Typ oder T-Lymphozyten mit dem yd- oder alELB7+-
Rezeptor oder dem CD45RO+-Antigen, sogenannten ,,memory-cells®, unter-
stiitzt (Gemell et al. 1995; Tonetti et al. 1993).

Nach der Einwanderung der neutrophilen Granulozyten in das Zentrum der
bakteriellen Infektion werden die pathogenen Keime auf dem Weg der Phago-
zytose in die Zelle aufgenommen und durch verschiedene oxidierende und nicht-
oxidierenden Enzymsysteme abgebaut (Dennison et al. 1997). Die oxidierenden
Enzymsysteme zerstoren die bakterielle Zelle durch Bereitstellung von radikalen
Verbindungen, wie das Superoxidanion oder Hydroxylradikale, die hauptséch-
lich aus dem NADP-Oxidase-System stammen (Dennison et al. 1997). Zu den
nicht-oxidierenden Enzymsystemen gehdren das Lysozym, Calprotectin und
Kathepsin G. Sie greifen die Bakterienzellwand direkt an und sorgen durch die
Stérung der morphologischen Integritidt der Zelle fiir deren Untergang (Miyasaki
et al. 1993). Die phagozytotische Funktion der neutrophilen Granulozyten kann,
obwohl grundsétzlich davon unabhéngig, durch humorale Faktoren der spezifi-
schen und unspezifischen Immunabwehr, das Komplementsystem sowie spezi-
fisch gegen die parodontopathogenen Bakterien gerichtete Antikoérper wesent-
lich verstiarkt werden. So werden die Keime durch Komplementfragmente, wie
C3b oder C4b oder auch durch Immunglobuline der Klasse 1gG1 und 1gG2,
markiert. Die Wirkung dieser Opsonine beruht auf der Expression von Zellober-
flaichenrezeptoren auf Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozy-
ten. Die Komplementfragmente binden an die Komplementrezeptoren CR1-5
aus der B-Integrin-Familie. Von ihnen ist CR-1 am besten untersucht. C3b allein
kann die Phagozytose iiber CR-1 nicht anregen, kann aber die Phagozytose und
antimikrobielle Aktivitdt verstirken, die entweder durch die Bindung von IgG
an den Fcy-Rezeptor oder durch andere Immunmediatoren, wie die Zytokine
induziert wurden. Das kleine Komplementfragment C5a kann ebenfalls

Makrophagen dazu aktivieren, Bakterien aufzunehmen (Dennison et al. 1997).
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An IgG1 oder 1gG2 behaftete pathogene Bakterien binden Effektorzellen mit
Fcy-Rezeptoren (Fcy-R), wie die Makrophagen und PMNs. Menschliche PMNs
exprimieren zwei Fc-Rezeptoren: Fcy-RIIA(CD32), sowie Fcy(CD16) (Sanders
et al. 1995; Wilson et al. 1995). Beide interagieren mit IgG1 und 1gG3, obwohl
FcyRII die einzige FcyR-Klasse ist, die menschliche IgG2-Komplexe binden
kann (Parren et al. 1992; Warmerdam et al. 1991). IgG2 ist die hiufigste 1gG-
Subklasse, die bei der Immunantwort gegen bakterielle kapsuldre Polysaccha-
ride auftritt (Wilson et al. 1995; Ory et al. 1989). Solchermallen markierte Bak-
terien konnen leichter und schneller phagozytiert werden. Wéhrend der Phago-
zytose umflie3t die Oberfliche der Phagozyten die Oberfliche des Bakteriums
durch sukzessive Bindung von Fcy-Rezeptoren an gebundene Antikorker-Fcy-
Domaénen auf der Phagozytenoberfliche. Die Aufnahme des Partikels fiihrt zu
dessen EinschluB in ein saures zytoplasmatisches Vesikel, das als Phagosom be-
zeichnet wird. Typischerweise fusioniert das Phagosom mit Lysosomen zum
Phagolysomen, in dem die Bakterien getdtet und durch eine Vielzahl toxischer
Substanzen fraktioniert werden (Dennison et al. 1997). Unabhingig davon kon-
nen pathogene Bakterien auch abgetotet werden, indem Lysosomen mit einer
Vielzahl bakterientoxischer Substanzen direkt in das Gewebe in die Néhe der
Bakterien gebracht werden. Hierbei wird durch die Wirkung der Myeloperoxi-
dasen, Hydrolasen, Proteasen, Elastasen und Kollagenasen auch das normale
Gewebe geschédigt.

Gelingt eine bakterielle Invasion, die vor allem durch die PMNs, das Komple-
mentsystem sowie die spezifischen Antikorker zustandekommt, bleibt die paro-
dontale Entzlindungsreaktion zundchst weitgehend auf die marginale Gingiva
beschrankt. Konnten die Bakterien erfolgreich eliminiert werden, kann es nach

Abheilen der Entziindung zur restitutio ad integrum kommen.

23



2.2.4.2 Die zweite Phase der Immunantwort

Gelingt eine suffiziente Abwehr der pathogenen Keime nicht, tritt nach dem
Modell des ,,critical pathway* die zweite Verteidigungsfront der Immunantwort
auf. Zuerst kommt es zu einem verstdrkten bakteriellen Wachstum. Daraus re-
sultiert schlieBlich eine verstirkte Invasion der parodontopathogenen Keime in
das Saumepithel. Im Gegenzug kommt es zu einer erhohten Ausschiittung von
Entziindungsmeditoren aus dem Wirtsorganismus und zu einem weiteren Fort-
schreiten der Erkrankung.

Vor allem die hohe Konzentration von LPS erreicht nun auch die kleinen sube-
pithelialen Blutgefdfe. Die Endothelzellen werden zur Exprimierung zusétzli-
cher Selektine veranlasst, insbesondere des endothelial adhesion molecule 1
(ECAMI1). Dieses kann zusammen mit anderen Zelladhdsionsmolekiilen, dhn-
lich wie bei den vorher beschriebenen Vorgingen der Leukodiapedese, zur
Einwanderung von Monozyten in das entziindete Gewebe flihren (Kornman et
al. 1997). Dort werden die Monozyten durch die Bindung von LPS aus der
Bakterienzellwand an den TLR4-MD2-CD14-Rezeptorenkomplex aktiviert und
zur Sekretion eines weiten Spektrums an Zytokinen und Enzymen veranlasst
(Pugin et al. 1994). Zur Bindung an den TLR4-MD2-CD14-Rezeptorenkomplex
und seine anschlieBende Aktivierung ist die vorangehende Bindung eines Ko-
Liganden, des Lipopolysaccharid-bindenden Proteins (LBP) an das freie Lipo-
polysaccharid notwendig (Kinane et al. 2000). Durch den TLR4-MD2-CD14-
Rezeptorenkomplex kommt es iiber ein Protein, das als NOD2/CARDI15 be-
zeichnet wird, und mit Hilfe von RICK zur Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors NFAB, der fiir die Ausschiittung der Entziindungsmediatoren sorgt (Mau-
sumee et al. 2000).

In jlingerer Zeit wurde noch ein zweiter, vom CD14-Rezeptor unabhéingiger
Aktivierungsweg monozytirer Zellen durch das LPS postuliert. So beschrieben

Ziad et al. (1998), dass Makrophagen auch durch LPS, das an Moesin bindet,
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aktiviert werden konnen. Die biologische Bedeutung dieses Aktivierungswegs
ist allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart.

Neben den Zytokinen, wie beispielsweise IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a, TNF-f3
und PGE2 schiitten die Makrophagen nach der CDI14-Rezeptor-vermittelten
Aktivierung weitere gewebeabbauende Enzyme aus, insbesondere Matrixme-
talloproteinasen (Temelsen et al. 1993; Van Heeckeren et al. 1993; Reynolds et
al. 1997). Dies fiihrt schlieBlich zu einem massiven Abbau kollagener Strukturen
des parodontalen Gewebes und somit erstmals zur irreversiblen Zerstorung des
Zahnhalteapparats.

Schon bald nach dem Beginn der Immunantwort wandern T- und B-Lymphozy-
ten aus den lymphatischen Organen in das entzlindete Gewebe. Native T-Zellen
treffen auf Antigenpeptide, die an den Major-Histokompatibilitatskomplex auf
der Oberfliche von spezialisierten antigen-prisentierenden Zellen, wie
Makrophagen und dentritische Zellen binden. Die T-Zellen reagieren auf diese
fremden Antigene mit der Produktion von Effektormolekiilen, wie beispiels-
weise den Lymphokinen und mit erhéhter Proliferationsrate (Ishikawa et al.
1997).

CD4+-T-Lymphozyten, sogenannte T-Helferzellen erkennen Antipeptide im
Komplex mit MHC-Klasse [I-Molekiilen auf der Oberfliche von Makrophagen
und Monozyten. CD8+-T-Zellen reagieren auf Antigenpeptide im Komplex mit
MHC-Klasse I-Molekiilen. Bei Patienten, die an einer Parodontitis leiden, finden
sich mehr CD4+-T-Lymphozyten als CD8+-T-Zellen (Nagasawa et al. 1995).
Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt nach der Bindung des Antigen/MHC-
Komplexes an den T-Zellrezeptor mit Hilfe des CD-3-Molekiilkomplexes. Zur
vollstindigen Aktivierung sind weitere ko-stimulierende Signale notwendig (Is-
hikawa et al. 1997). Die Unterteilung der CD4+-T-Helferzellen in die Unter-
gruppen Th1 und Th2 basiert auf der jeweiligen Zytokin-Produktion. Th1-Zellen
produzieren IL-2 und IFN-y und spielen eine Rolle bei der zellvermittelten Im-

munantwort. Sie erhohen die Fahigkeit der Makrophagen, intra- und extrazellu-
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lare Pathogene zu eliminieren (Mosman et al. 1996). Th2-Zellen sezernieren IL-
4, IL-5, 11-6 und IL-10. AuBBerdem vermitteln sie bei der Bereitstellung von IgG,
IgE und IgA durch B-Lymphozyten (Paliard et al. 1988; Haanen et al. 1991).
Vor einiger Zeit wurde auch noch eine dritte Gruppe der T-Helferzellen identifi-
ziert, die IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 produziert (Firestein et al. 1989; Street et al.
1990). Auch die CD8+-Zellen konnen in zwei Gruppen unterteilt werden: zum
einen die zytotoxischen Zellen, die IL-10 und IFN-y produzieren, zum anderen
die T-Suppressorzellen, die hauptsdchlich IL-4 freisetzen (Salgame et al. 1991).
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass IL-4 und IL-5 in parodontal er-
kranktem Gewebe nicht sezerniert werden (Fujihashi et al. 1993). Das ungiins-
tige Verhiltnis zwischen immunantwortvermittelnden Effektor-T-Zellen, die
durch die intensive Ausschiittung von Zytokinen gewebsdestruierend wirken
und der Mangel an Suppressorzellen, die die zellvermittelte Immunantwort un-
terdriicken, konnte relevant sein fiir die Pathogenese der Parodontitis.

B-Lymphozyten wirken in beiden Phasen der Immunantwort mit. Sie ermdgli-
chen die Bereitstellung von spezifisch wirkenden Antikorpern und sezernieren
IL-1, das ein costimulierendes Signal fiir Th2-Zellen darstellt und an der Zersto-

rung des parodontalen Gewebes beteiligt ist (Gemell et al. 1997).

2.2.5 Gewebe- und Knochenabbau bei der marginalen Parodontitis

Das jetzt erreichte Stadium der Entziindung des Parodonts duBert sich klinisch
durch fortschreitenden Attachmentverlust und Knochenabbau, unter Umstinden
bis hin zum Verlust der betroffenen Zdhne. Ausgelost wird dies durch die Ent-
ziindungsreaktionen als Antwort auf die bakterielle Invasion. Im gesunden Zu-
stand besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen gewebe- und knochen-
aufbauenden und -abbauenden Zellen, das durch eine Vielzahl von Enzymen,
Aktivatoren, Inhibitoren und regulatorischen Molekiilen, wie Zytokinen und
Wachstumsfaktoren gesteuert wird (Reynolds et al. 1997). Durch die Ablaufe
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wiahrend der Immunantwort verschiebt sich dieses Gleichgewicht zu Gunsten
der destruierenden Faktoren. Prinzipiell konnen die parodontopathogenen Mik-
roorganismen die Destruktion auf drei verschiedenen Wegen einleiten. Die
Bakterien selbst konnen proteolytische Enzyme sezernieren, die das Gewebe
direkt, ohne Intervention der Abwehrzellen, angreifen. Zum anderen konnen
Produkte der Bakterien, wie Toxine, LPS oder Enzyme direkt residente und
eingewanderte Zellpopulationen zur Expression gewebeabbauender Enzyme
stimulieren. Weiter besteht die Moglichkeit, dass bakterielle Zellfragmente eine
Immunantwort auslésen, die zur Ausschiittung von Zytokinen aus Lymphozyten
und Makrophagen fiihrt und schlieBlich in der Aktivierung degenerativer
Abbauwege endet (Birkedal-Hansen et al. 1993). Zielzellen dieser Mediatoren
sind nicht nur Zellen des Entziindungsgeschehens, wie polymorphkernige
neutrophile Granulozyten, sondern auch Fibroblasten, Keratinozyten und
endotheliale Zellen.

Bei den degenerativen Prozessen im Gewebe spielen die Matrixmetalloproteina-
sen (MMP) eine Schliisselrolle. Sie werden von Monozyten, Makrophagen, en-
dothelialen Zellen, Keratinozyten und anderen Gewebszellen als Prometal-
loproteinasen gebildet. Die Aktivierung zu Matrixmetalloproteinasen geschieht
an der Zelloberflache oder in der Ndhe der Zelloberfliche. Hierzu bindet Plas-
minogen-aktivator an seinen Rezeptor an der Zelloberfliche. Dadurch wird
Plasminogen in Plasmin umgewandelt. Plasmin bewirkt bei den meisten Pro-
metalloproteinasen die Umwandlung in MMPs (Temeles et al. 1993; Van Hee-
ckeren et al. 1993). Neben diesem direkten Aktivierungsweg konnen einige der
durch die Makrophagen ausgeschiitteten Zytokine, insbesondere IL-1B und
TNF-a eine autokrine Verstarkung der Sekretion der Matrixmetalloproteinasen
herbeifiihren (Reynolds et al. 1997). MMPs konnen direkt die kollagenen
Strukturen des Zahnhalteapparats abbauen. Begleitend wird durch die freige-
setzten Zytokine, allen voran IL-1p und TNF-a die Neusynthese von Kollagen
durch die Fibroblasten gehemmt (DuFour et al. 1993).
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Der Abbau des ossdren Anteils des Zahnhalteapparats wird durch Prostaglandin
E2 induziert (Offenbacher 1994). Prostaglandin E2 wird direkt von aktivierten
Makrophagen ausgeschiittet. Zusédtzlich zu dieser direkten Stimulation kénnen
iiber Zytokine, die von immunologischen Zellen im Rahmen der Immunantwort
ausgeschiittet werden, mesenchymale Zellen und Osteoklasten zur Ausschiittung
von PGE2 veranlasst werden (Schwartz et al. 1997). So wurden in Studien bei
Patienten mit marginalen Parodontitiden sowohl erhdhte Spiegel von PGE2 als
auch von TNF-o und IL-1 sowohl im parodontalen Gewebe als auch in der Sul-

kusfliissigkeit gefunden (Offenbacher et al. 1981; Czuszak et al. 1996)

2.2.6 Die Rolle des Tumor-Nekrose-Faktors-o im Entziindungsgeschehen
der marginalen Parodontitis

Tumor-Nekrose-Faktor-a, ein Polypeptid, gehort zur Gruppe der Zytokine und
ist ein Mediator bei entziindlichen Prozessen. Er wird hauptséchlich von Mono-
zyten und Makrophagen produziert. Es handelt sich um ein nicht-glycosiliertes
Membranprotein, dessen extrazelluldrer Anteil als sezernierte Form abgespalten
werden kann. Es wird als Prohormon mit 233 Aminosduren gebildet und reift
durch Abspaltung von 76 Signalpeptiden zu einem 157 Aminosduren umfassen-
den Protein mit einem Molekulargewicht von 17 kD (Tracey et al. 1989). Die
TNF-a kodierenden Gene sind auf dem Chromosom 6p21-3 lokalisiert. In un-
mittelbarer Nachbarschaft findet sich auf diesem Chromosomabschnitt der
Genlocus des hochpolymorphen MHC-Molekiils (Hajeer et al. 2001; Low et al.
2002). Das TNF-a-Gen ist charakterisiert durch mehrere Single-Nukleotid-Poly-
morphismen (SNPs) und Mikrosatelliten in der Promoterregion (Hohjoh et al.
2001). Die Produktion von TNF-o kann pritranskriptional, wéihrend der
Transkription und posttranskriptional reguliert werden. Variationen in der Pro-
moterregion der TNF-a-Gens modulieren die Stirke der sekretorischen Antwort
(Aguillon et al. 2002).
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Die Wirkung von TNF-a wird durch Rezeptoren vermittelt, die auf fast allen
Korperzellen exprimiert werden. Bei den Rezeptoren unterscheidet man zwei
Formen, die von verschiedenen Genen kodiert werden. Die Rezeptoren konnen
von der Oberfldche der Zellen abgespalten werden und treten danach in der in-
terstitiellen Flissigkeit und im Plasma auf. Die 16slichen TNF-a-Rezeptoren

fungieren moglicherweise als kompetitive Inhibitoren des TNF-a.

Die TNF-a-Produktion in den Makrophagen wird insbesondere durch das Lipo-
polysaccharid gram-negativer Bakterien induziert (Molvig et al. 1988). IFN-y,
welches von Thl-Zellen produziert wird, ist ebenfalls ein starker Stimulator fiir
die TNF-a-Produktion. Es stimuliert die Proliferation von Vorlduferzellen der
Osteoklasten und bei reifen Osteoklasten den Abbau von Knochen (Assuma et
al. 1998). Weiter erhoht TNF-a die chemotaktische Antwort der Leukozyten,
indem es die Fahigkeit andere Zellen zu toten stimuliert und die bessere Anhef-
tung der Leukozyten an der Oberfliche der endothelialen Zellen ermoglicht
(Beutler et al. 1990). TNF-a erhoht die Permeabilitit der Blutgefdle, stimuliert
die endothelialen Zellen zur vermehrten IL-1-Produktion und erh6ht die Expres-
sion von ICAM-1, so dass die PMNs leichter zum Ort der Entziindung wandern
konnen. Durch TNF-o stimulierte mononukleare Zellen und Fibroblasten
schiitten vermehrt PGE2, Matrixmetalloproteinasen und IL-1 aus. Dies fiihrt zu
schnellerem Gewebe- und Knochenabbau (Page 1991).

Die Rolle des TNF-a bei der Pathogenese der chronischen Parodontitis kann
jedoch nicht isoliert betrachtet werden, da es immer zu Wechselwirkungen mit
anderen Zytokinen kommt, die die Aktivitdt des TNF-o beeinflussen. So ist die
Wirkung des IL-1 und teilweise auch des Lymphotoxins sehr dhnlich der des
TNF-a.

Wie kommt es aber zur Ausschiittung des TNF-a aus den Makrophagen?

Diese Frage ist bis heute noch nicht bis ins Detail geklart. Wie viele Zusammen-

hinge in der Immunologie, so ist auch dieser Aktivierungsweg nur ein Modell,
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das in vivo noch nicht nachgewiesen ist. Nachstehend soll ein stark vereinfach-
tes Modell der wesentlichen Zwischenschritte zur Aktivierung des TNF-a-Gens
dargestellt werden.

Auslosender Faktor ist vor allem das Lipopolysaccharid auf der Oberfliche
gram-negativer Bakterien. Dieses bildet mit dem LPS-bindenden Protein im
Plasma einen Komplex. Dieser wiederum bindet an den Zelloberflichenrezeptor
CD14 auf der Oberfliche von Makrophagen. Zusammen mit dem sogenannten
Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) und dem akzessorischen Protein MD2 auf der
Oberfliche von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten werden mehrere
intrazelluldre Signalwege aktiviert, die schlieBlich {iber mehrere Zwischen-
schritte, an denen verschiedene Enzyme beteiligt sind zur Phosphorylierung von
IAB fiihren. Durch Bindung von IAB an den Transkriptionsfaktor NFAB wird
dieser aktiviert und stimuliert im Zellkern die Tanskription proinflammatori-
scher Zytokine, wie TNF-a.. Ein Teil des sezernierten TNF-a kann direkt an der
Membran von Makrophagen und PMNs binden und damit die intrazelluldaren
Signalwege in Gang setzen, die zur weiteren Transkription und Sekretion von
TNF-a fiihren. Auf diese Weise kann sehr schnell viel TNF-a ausgeschiittet
werden (Guha et al. 2001; Lorenz et al. 2001; Schmitt et al. 2002).

2.2.7 Risikofaktoren fiir die Entstehung marginaler Parodontitiden

Klinisch fillt immer wieder auf, dass es Patienten gibt, die trotz guter Mundhy-
giene an einer Parodontitis erkranken und andere, die trotz schlechter Mundhy-
giene nicht an einer Parodontitis erkranken. Demnach kann das Ausbrechen oder
der Verlauf einer Parodontalerkrankung nicht allein von der mikrobiellen Her-
ausforderung abhingen. Es scheint besondere Bedingungen zu geben, die das

individuelle Risiko fiir eine parodontale Erkrankung mafBgeblich beeinflussen.
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In diesem Zusammenhang wurde in den vergangenen Jahren eine ganze Reihe
von Risikofaktoren postuliert. In einigen Fillen konnte jedoch der Zusammen-
hang zwischen der Pathogenese einer marginalen Parodontitis und dem Risiko-
faktor nicht gesichert werden. Von einigen Autoren wurde deshalb die Eintei-
lung der unter dem Begriff ,Risikofaktor zusammengefaliten pathogenen
EinfluBgroBen hinsichtlich ihrer aktuellen epidemiologischen Wertigkeit und der
therapeutischen BeeinfluBbarkeit in drei Gruppen vorgeschlagen (Genco et al.
1996). Echte Risikofaktoren sind demnach Faktoren, deren pathogener Einfluf3
durch kontrollierte longitudinale klinische Studien gesichert ist. Der Einfluf} des
untersuchten Faktors sowie die Moglichkeit durch geeignete Therapie die Wir-
kung dieser EinflugroBe aufzuheben sollte dabei durch Interventionsstudien
zusitzlich nachgewiesen worden sein. Im Unterschied dazu werden in der
Gruppe der Risikomarker oder Risikoindikatoren die EinfluBgrof8en zusammen-
gefallt, deren Wirkung aufgrund von Querschnittsstudien oder Fallberichten
vermutet wird, die aber letztendlich noch nicht durch kontrollierte Longitudi-
nalstudien bestitigt wurde. Die dritte Gruppe bilden die sogenannten Hinter-
grundfaktoren. Dies sind EinfluBgroBen, deren Zusammenhang mit den urséch-
lichen Mechanismen einer marginalen Parodontitis zwar als gesichert gilt, die
aber durch eine Therapie nicht zu beeinflussen sind. Hierzu gehdren Alter, Ge-
schlecht und Hautfarbe des Patienten.

Zu den bislang anerkannten Risikofaktoren zdhlen der chronische Nikotinabusus
und die Diabetes-mellitus Erkrankung sowohl vom Typ I als auch vom Typ II
(Kornman et al. 2000; Salvi et al. 1997). Zu den Risikomarkern zdhlen psycho-
sozialer Stress, Infektion mit spezifischen parodontalen Keimen, Osteoporose
und HIV-Infektion (Salvi et al. 1997; Krejci et al. 2000).

Die Pathogenese der Parodontitiden ist nach dem Modell des ,,critical pathway*
ein komplexes Zusammenspiel zwischen Mikroorganismen und dem Immun-
system des Wirts. Die Effizienz der Immunantwort hingt demnach zum einen

von der Pathogenitdt der Bakterien, zum anderen von internen und externen Ein-
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fliissen auf den Wirtsorganismus ab. Den Einflu} einzelner Faktoren zu bestim-
men gestaltet sich jedoch bei einem so komplexen und von vielen Faktoren
beeinfluflten Geschehen sehr schwierig.

In jlingerer Zeit hat man versucht, einzelne genetische Faktoren, die an der Mo-
dulation der Immunantwort beteiligt sind herauszufiltern und als Risikofaktoren
zu postulieren (Hart et al. 1997). Hinweise auf eine genetische Komponente in
der Parodontitis kamen zuerst von der early-onset-periodontitis (EOP), bei der
eine familidre Haufung nachgewiesen wurde (Boughman et al. 1992; Long et al.
1987; Marazita et al. 1994). Es konnte festgestellt werden, dass die Ursachen
dieser Erkrankung in erblichen Dysfunktionen neutrophiler Granulozyten liegen,
die meist zu einer gestdrten Chemotaxis fithren (Van Dyke et al. 1994). Im Zu-
sammenhang mit einer erhohten Anfélligkeit flir aggressive und chronische Pa-
rodontitiden sind Polymorphismen in den immunglobulinbindenden Fcy-Re-
zeptoren auf den Oberflichen phagozytierender Zellen gefunden worden (Ko-
bayashi et al. 2001). Ebenso ist bei einer Mutation auf dem Chromosom 9q32-3,
das die Prostaglandin-Endoperoxid-Syntetase-1 kodiert, eine erhohte
ProstaglandinE2-Ausschiittung festgestellt worden.

Ein erst kiirzlich endgiiltig nachgewiesener echter Risikomarker fiir die Entste-
hung einer Parodontitis ist der Interleukin-1p-Polymorphismus. Variationen im
IL-1-Gen-Cluster des Chromosoms 2 sind mit einer erhohten Anfilligkeit fiir
adulte Parodontitis verbunden (McDewitt et al. 2000; Laine et al. 2002). Dies ist
das erste Mal, dass ein genetischer Polymorphismus identifiziert wurde, der mit
einer phianotypischen Variablen in der Immunantwort (IL-1B-Produktion) bei
Patienten mit adulter Parodontitis nachgewiesen wurde.

Genetische Polymorphismen existieren in vielen, wenn nicht sogar in den
meisten Entzlindungs- und Immunmediatoren. Es ist jedoch wahrscheinlich,
dass nicht alle Polymorphismen das Risiko der Erkrankung verdndern. Es
kommt also darauf an, die Polymorphismen der Mediatoren herauszukristallisie-

ren, die das Risiko an einer Parodontitis zu erkranken signifikant erh6hen. We-
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gen seiner zentralen Rolle in der Vermittlung der Immunantwort und der De-
struktion von parodontalem Gewebe bietet sich hier auch der Polymorphismus
des TNF-a an, zumal er auf dem HLA-Abschnitt des Chromosoms 6 lokalisiert
ist, auf dem viele Gene kodiert sind, die in der immunologischen Abwehr aktiv
sind. Hinzu kommt, dass TNF-a-Polymorphismen fiir andere Erkrankungen, wie
M. Crohn oder Malaria (McGuire et al. 1995) im Zusammenhang mit dem Er-
krankungsrisiko und der Schwere der Erkrankung schon nachgewiesen worden

sind.

2.2.8 TNF-a-308-Polymorphismus als Risikofaktor fiir eine chronische
Parodontitis ?

Der TNF-a-308-Polymorphismus befindet sich in der Promoterregion des TNF-
a-Gens. Durch die Promoterregion wird die Transkription eines Gens reguliert.
Generell konnte vor einiger Zeit gezeigt werden, dass ein Polymorphismus einer
einzelnen Base in einer Promoterregion sowohl die Transkriptionsrate des Gens,
als auch die Produktionsrate des entsprechenden Proteins deutlich verdndern
kann (Hayashi et al. 1991).

An Position —308 steht in der Originalsequenz des TNF-a-Gens die Nuklein-

sdure Guanin: GGGGCATGG
T

Position —308

Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass an dieser Stelle Guanin durch Adenin
ausgetauscht wird. Da es sich um einen biallelen Polymorphismus handelt,
ergeben sich dadurch drei mogliche Genotypen (GG, GA, AA).

In einer von Wilson et al. veroffentlichten Studie (1993) konnte gezeigt werden,
dass die Genotypen, die Adenin enthalten (sie werden auch TNF2 genannt), eine

vielfach hohere TNF-a- Ausschiittung ins Blutplasma bewirken, als dies bei
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homozygoten GG-Triagern der Fall ist. Es konnte jedoch kein Unterschied in der
Affinitdt zu den DNA-bindenden Proteinen zwischen den beiden Allelen festge-
stellt werden (Wilson et al. 1996). Dies zeigt, dass der TNF-a-308-Poly-
morphismus direkten Einflufl auf die TNF-a-Gen-Regulation haben kénnte und
somit verantwortlich sein konnte fiir sowohl eine hohere TNF-a-Ausschiittung,

als auch einen schwereren Krankheitsverlauf bei chronischen Erkrankungen.
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3 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Verteilung der Allele G (Guanin) und A (Adenin)
des Polymorphismus des TNF-a-Gens in Position —308 bei Patienten mit chro-
nischer adulter marginaler Parodontitis mit parodontal gesunden Probanden zu
vergleichen. Daraus konnten Riickschliisse gezogen werden, ob der TNF-a-308-
Polymorphismus als diagnostischer Marker fiir die Anfilligkeit fiir eine

chronische Parodontitis geeignet ist.
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4 Studienpopulation und Methodik

4.1 Probanden

Im klinischen Teil der Studie wurden insgesamt 81 Patienten mit der Diagnose
einer chronischen adulten marginalen Parodontitis aufgenommen, die sich in der
Klinik und Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der Ludwig-Maxi-
milians-Universitét vorgestellt hatten.

Die chronische Parodontitis wurde anhand folgender klinischer Befunde diag-
nostiziert:

Messung der Taschensondierungstiefe (TST) an sechs Stellen pro Zahn (mesio-
bukkal, medio-bukkal, disto-bukkal, mesio-oral, medio-oral und disto-oral) mit
und ohne Auftreten von bleeding on probing (BOP). Die Taschensondierungs-
tiefe wurde vom Gingivarand bis zum Sulkusboden entlang der Zahnachse mit
einer Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland) ge-
messen.

Messung des Furkationsbefalls mit Hilfe einer Naber 2-Sonde (Hu-Friedy Eu-
rope, Leimen, Deutschland), vom Eingang der Furkation bis zum Defektende in
horizontaler Richtung. Die Klassifikation des Grads des Furkationsbefalls er-
folgte nach der Einteilung von Nyman und Lindhe (1997) (F I- F III):

Grad I: horizontaler Attachmentverlust bis 3mm

Grad II: horizontaler Attachmentverlust von mehr als 3mm, nicht durchgingig
Grad III: durchgédngiger Furkationsbefall.

Zuletzt wurde die Lockerung der Zahne mit Hilfe zweier Instrumentengriffe be-

stimmt:
Grad I: Krone bis ca. 1 mm auslenkbar
Grad II: Krone mehr als 1 mm auslenkbar

Grad III: ~ Zahn bewegt sich auf Lippen- und Wangendruck, auch in axialer
Richtung.
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Zur Beurteilung des horizontalen und vertikalen Knochenabbaus wurde ein Or-

thopantomogramm angefertigt.

4.1.1 Kriterien fiir die Untersuchungsgruppe

Folgende Kriterien mufiten zur Aufnahme in die Untersuchungsgruppe erfiillt

sein:

e Mindestens 15 Zihne in situ

e > 8 Zihne mit einer TST von > Smm an mindestens einem Messpunkt pro
Zahn oder Furkationsbefall > Klasse 11

e Distanz zwischen Limbus alveolaris und der Schmelz-Zement Grenze > 3mm

zirkuldar um den betroffenen Zahn als Zeichen des Knochenverlusts

Patienten, die an Diabetes mellitus Typ I/II, hdmatologischen Erkrankungen,
HIV-Infektion, Osteoporose oder angeborenen Blutungsiibeln leiden, wurden
von der Studie ausgeschlossen. Weiter durften die Probanden nicht regelméfig
Medikamente einnehmen, insbesondere nichtsteroidalen oder steroidalen An-
tiphlogistika, Eisenprdparate und Antihistaminika. Schwangere wurden nicht in
die Studie aufgenommen. SchlieBlich muften alle Patienten Nichtraucher sein.
Von den 81 Probanden der Untersuchungsgruppe waren 52 % Frauen und 48 %
Minner. Der jiingste Patient war 19 Jahre alt, der Alteste 74 Jahre. Das Durch-
schnittsalter (Median) der Patienten betrug 54 Jahre (SD £ 12,4).

Eine Tabelle der Patienten der Untersuchungsgruppe ist im Anhang zu finden.
Anhand der klinischen Auspriagung der Parodontitis wurden die Patienten der

Untersuchungsgruppe nochmals in drei Gruppen (milde, moderate und schwere

Parodontitis) unterteilt. Es wurden folgende Auswahlkriterien zugrunde gelegt:
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milde moderate Schwere
Auswahlkriterien
Parodontitis Parodontitis Parodontitis
Maximale TST 6 mm 8 mm > 8 mm
Attachment-
< 5 Zidhne < & Ziahne > 5 Zahne
verlust > 30 %
Attachment-
— < 5 Zahne > & Zahne
verlust > 50 %
weibliche Proban-
14 18 10
den
mannliche Pro-
10 15 14
banden
Gesamtzahl der
24 33 24
Probanden
Tabelle 1: Klassifikation nach dem Schweregrad der Parodontitis und dem Geschlecht der

Probanden der Untersuchungsgruppe

Alle Patienten der Untersuchungsgruppe wurden zu einem Termin in der Klinik
und Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie einbestellt. In dieser Sit-
zung wurden die allgemeine und spezielle Anamnese aufgenommen und der
parodontale Befundstatus erhoben. Nach der Aufkldarung liber Art, Umfang und
Ziele der Studie und der schriftlichen Einverstindniserklarung der Patienten

wurde die Blutentnahme durchgefiihrt.

Die Studie wurde vom Ethikkommittee der Medizinischen Fakultéit der Ludwig-

Maximilians-Universitit genehmigt (Nr. 290/01).
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4.1.2 Auswahl der Kontrollgruppe

Dieser Untersuchungsgruppe wurde eine Kontrollgruppe aus 121 Probanden ge-
geniibergestellt. Sie durften keine klinischen Anzeichen einer chronischen mar-
ginalen Parodontitis haben. Wihrend der letzten fiinf Jahre sollten sie sich kei-
ner systematischen und generalisierten Parodontaltherapie unterzogen haben. Es
sollten noch mehr als 22 Zdhne in situ sein mit einem generalisierten Knochen-
abbau von weniger als 30 %. Auch in diese Gruppe wurden nur Probanden auf-
genommen, die keine systemischen oder medikamentenpflichtigen Erkrankun-
gen hatten. Die Probanden waren zwischen 18 und 73 Jahre alt, der Altersdurch-
schnitt (Median) lag bei 40 Jahren.

Aus gesundheitlichen und ethischen Griinden wurde auf eine Rontgenaufnahme
verzichtet.

Die Daten der Kontrollgruppe sind im Anhang zu finden.

4.2 Allgemeine Beschreibung der Methoden

4.2.1 Blutentnahme

Allen Probanden sowohl der Untersuchungsgruppe als auch der Kontrollgruppe
wurde aus der Armbeuge jeweils 9 ml vendses Blut abgenommen. Dazu wurden
sterile Rohrchen mit 1,6 mg Kalium-EDTA-L&sung pro ml Blut verwendet (Mo-
novette®, Sarstedt, Niimbrecht). Die R6hrchen wurden nach der Blutentnahme
sofort mehrmals vorsichtig gewendet, um das Blut gleichméBig mit der Kalium-
EDTA-L6sung in den Monovetten in Kontakt zu bringen, und dann mit der ent-
sprechenden Probandennummer, dem Namen und dem Geburtsdatum des

Patienten versehen.
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4.2.2 Weiterverarbeitung im Labor

Die im folgenden beschriebenen Laborarbeiten wurden im gastroenterologi-
schen Labor des Klinikums Innenstadt Ziemssenstr. der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen durchgefiihrt. Die Blutproben wurden im Labor nur unter
der Probandennummer weitergefiihrt, um die Anomymitét der Spender wéihrend

der Versuche zu gewihrleisten.

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden in jedem Ansatz je eine Blutprobe von
jedem Genotyp (AA, AG und GG) aus einer fritheren Studien mit TNF-a.-308-
Polymorphismen sowie eine Probe mit destilliertem Wasser zur Aufdeckung

von moglichen Kontaminationen mitgefiihrt.

4.2.2.1 Trennung in die Fraktionen der Blutbestandteile

Die Blutproben wurden auf zwei verschiedene Arten, innerhalb von 24 Stunden

nach der Blutentnahme, weiterverarbeitet.

1. Das entnommene Vollblut wurde 10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und
das iiberstehende Plasma abgenommen. Der {iber dem Erythrozytensediment
liegende Buffy-coat (Leukozyten und Thrombozyten) wurde abpipettiert und
in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefdl3 gefiillt. Die Aufbewahrung erfolgte bei
—20°C.

2. Nach der Abnahme des Plasmas wie unter 1. beschrieben, wurde das
Erythrozytensediment samt Buffy-coat (Volumen ca. 5 ml) in ein 15 ml Zent-
rifugenréhrchen liberfiihrt und mit Erylysepuffer auf 12 ml aufgefiillt. Es
folgte eine Inkubation von etwa 10 Minuten, bis die Erythrozyten vollstindig
lysiert waren. Die Losung wurde klar und durchsichtig. Nach Zentrifugation
fiir 10 Minuten bei 2000 rpm waren die Leukozyten sedimentiert. Der Uber-

stand wurde verworfen, das Sediment in 3 ml Ery-Lysepuffer resuspendiert
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und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uber-
stands wurde das Sediment in Iml Ery-Lysepuffer resuspendiert, in ein
1,5 ml Gefd3 iiberfithrt und in einer Tischzentrifuge fiir 5 Minuten bei
5000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mdoglichst komplett
abgenommen und verworfen. Das Leukozytensediment wurde entweder bei
—20°C autbewahrt oder gleich wie unter Punkt 4.2.2.2. weiterverarbeitet.
Erylysepuffer: 155 mM NH,

400 mM NacCl

1 mM Na,EDTA

4.2.2.2 Isolation der DNA

DNA-Isolierung mit Hilfe des QIAamp® Blood Midi Kit:

In ein 15 ml Zentrifugenr6hrchen wurden 200ul Proteinase K (20 mg/ml, Qia-
gen) gefiillt. 2 ml des zuvor bei Raumtemperatur aufgetauten Blutes/Buffycoats
zugegeben und kurz gemischt. Nach Zugabe von 2,4 ml Puffer AL wurde min-
destens dreimal fiir je 5 Sekunden auf dem Vortex-Schiittler gemischt und die
Losung im Wasserbad fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach wurden 2 ml
absolutes Ethanol zugegeben und mittels Vortex-Schiittler durchmischt. 3 ml der
Losung wurden auf eine sich in einem 15 ml Sammelréhrchen befindende Saule
geladen und anschlieBend fiir 3 Minuten bei 1850 rpm (1850 g) zentrifugiert.
Nach dem Verwerfen des Filtrats wurde der Rest der Losung auf die Séule gela-
den und in gleicher Weise zentrifugiert. Das Filtrat wurde wieder verworfen.
Anschliefend folgten zwei Waschschritte. Zuerst wurden 2 ml Puffer AW1 auf
die Séule geladen, fiir 15 Minuten bei 5000 rpm (4500 g) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Im zweiten Waschschritt wurde mit 2 ml Puffer AW2
ebenso verfahren. Zur FEluation der DNA wurde die Séule in ein neues sauberes

15 ml Zentrifugenrohrchen gestellt und 300ul Puffer AE direkt auf die Membran
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der Saule aufgetragen. Nach Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
wurde der Uberstand 5 Minuten bei 5000 rpm (4500 g) abzentrifugiert. Das Filt-
rat wurde erneut auf die Sdule aufgetragen und die Zentrifugation wiederholt.

Die gewonnene DNA wurde bei —20°C eingefroren.

4.2.2.3 DNA-Isolierung nach der Aussalzmethode (Miller et al. 1988)

Als Ausgangsmaterial dienten die Leukozyten aus dem abgenommenen Blut. Sie
wurden in ein 15-ml-Polypropylenzentrifugenréhrchen (Spitzboden) iiberfiihrt
und mit ca. 5 ml Kern-Lysepuffer versetzt. Durch Auf- und Abpippettieren so-
wie Mixen auf dem Vortex-Schiittler werden die Zellen lysiert. Die Zugabe von
SDS (Endkonzentration 1%) fiihrt dazu, dass die Kerne lysieren und die DNA
frei wird. Nach Zugabe von 150ul Proteinase K (Endkonzentration 0,2 mg/ml)
wird die Losung iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zwischendurch
wurde immer wieder auf dem Vortexschiittler gemischt. Dadurch wird die DNA
geschert und die vorher zdhe Losung diinnfliissig. Dies ist sehr wichtig, da die
DNA sonst als geleeartiges Aggregat vorliegt und bei den weiteren Schritten
verloren geht. Gegebenenfalls mu3 das Volumen des Kernlysepuffers erhoht
und die Inkubation verldngert werden. Die Proben wurden anschliefend mit 1/3
Volumen 5M NaCl versetzt, um die anderen Zellbestandteile, wie Proteine und
Membranen, auszufillen, gut gemischt und fiir mindestens 30 Minuten bei 4°C
kiihl gestellt. Es folgte eine 15-miniitige Zentrifugation (300 rpm), durch die die
Proteine sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde in ein 15-ml-Polypropylen-
zentrifugenréhrchen (Spitzboden) abpippetiert und erneut zentrifugiert (10 Mi-
nuten, 3000 rpm). Der Uberstand wurde diesmal mit ca. 0,6 Vol. % Isopropanol
versetzt und sorgfiltig langsam gemischt bis die DNA fadenformig ausfillt. Sie
wurde mit einer zugeschmolzenen Pasteurpipette mit Hikchen aufgenommen.

Die so gewonnene DNA wurde zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen, die
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Alkoholreste entfernt und getrocknet. Die isolierte DNA wurde in 100-300 pl
bidestilliertem und autoklaviertem H,O gelost. Falls notig erfolgte die Aufbe-
wahrung bei —20°C.
Kernlysepuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8
400 mM NacCl
10 mM EDTA
SDS: 20 %
Proteinase K: 20 mg/ml
NacCl: 5M

4.2.2.4 Bestimmung der Konzentration der Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wird photometrisch bei einer Wellenldnge
von 260 nm bestimmt, da die Nukleinsiduren bei dieser Wellenldnge ein Absorp-
tionsmaximum aufweisen. Nach dem Lambert-Beer schen Gesetz 148t sich aus

dem gemessenen Extinktionswert die Konzentration berechnen.

C = E260nm x f/ (8 X d)
c = Konzentration (ng/ul)

Es60nm = gemessener Extinktionskoeffizient bei 260 nm

f = Verdiinnungsfaktor

d = Schichtdicke (1 cm)

€ = Extinktionskoeffizient:
ds DNA: 50"ul/ ng
RNA: 40" nl/ ng

Oligonukletide: 30" ul/ ng
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Es wurden Verdiinnungen von 1:5 bis 1:20 fiir die Messung verwendet, so dass
die MeBwerte fiir die Extinktion zwischen 0,1 und 1 lagen, weil nur in diesem
Bereich ein linearer Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration
besteht. Die Messung wurde in einem Photometer Modell Gene Quant Pro

RNA/DNA Calculator® (Amersham Pharmacia) durchgefiihrt.

4.2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Vervielfilticung der DNA

Mit der PCR kann eine bestimmte Zielsequenz einer komplexen genomischen
DNA selektiv repliziert werden. Als Vorlage reichen wenige Kopien der Zielse-
quenz aus. Die Methode besitzt eine hohe Spezifitat, die gezielte Vermehrung
einer bestimmten einzelnen Sequenz ist moglich. Als Primer dienen ca. 15-25
Basen lange Oligonukleotide, die zu den flankierenden DNA-Sequenzen der
gewiinschten Region komplementdr sind. Ein PCR-Ansatz besteht aus einem
PCR-Puffer, den Desoxynukleotidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP und
dTTP), den Oligonukleotid-Primern, Magnesiumchlorid-Lésung, der Tag-Po-
lymerase, destilliertem Wasser und der als Matrize dienenden Ausgangs-DNA.
Die genomische DNA wird in Gegenwart der Primer, die jeweils am 3’-Ende
der Zielsequenz anlagern kénnen, und einem groBen UberschuB an Olgonukleo-
tiden denaturiert, so dass die Primer beim erneuten Zusammenlagern (annealing)
der DNA an die komplementidren Sequenzen binden. Eine hitzestabile DNA-
Polymerase verldngert den Primer entlang der genomischen Matrizen-DNA. Die
Polymerase bleibt auch bei den hohen Temperaturen stabil, die zur DNA-Dena-
turierung zwischen den Replikationszyklen notwendig sind. Die replizierte DNA
wird dabei in ihre Einzelstringe getrennt. Durch Abkiihlung kann ein neuer
Zyklus aus Primer-Anlagerung und Replikation beginnen, der solange wieder-
holt wird, bis gentligend Kopien der Ziel-DNA vorliegen. Um das Auftreten un-
spezifischer Amplifikate zu vermeiden, kann eine Hot-Star Taq-DNA-Polyme-
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rase verwendet werden, die erst durch eine Erhitzung auf 95°C aktiviert wird. Je
nach verwendeter Tag-DNA-Polymerase muf} eine einmalige Anfangsdenaturie-
rung von einigen Minuten erfolgen. Die Amplifikation umfaf3t 30-40 Zyklen aus
Denaturierung, Primeranlagerung und Extention. Der letzte Schritt ist eine ein-
malige Endextention meist bei 72°C fiir 10 Minuten, bei der noch unvollstindige
PCR-Produkte komplettiert werden konnen. Bei jedem PCR-Ansatz wird eine
Negativ-Kontrolle mit Wasser an Stelle der Ziel-DNA mitgefiihrt.

4.2.2.6 Restriktions-Fragment-Lingenpolymorphismus-Analyse (RFLP)

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifisch DNA-Sequenzen erken-
nen und schneiden. Man unterscheidet zwischen Typ-I-, Typ-II- und Typ-III-
Restriktionsendonukleasen, wobei vor allem Typ-II-Restriktionsendonukleasen
in der RFLP-Analyse verwendet werden. Diese erkennen Sequenzen, die mit
threr Komplementérsequenz identisch sind, sogenannte Palindrome, und schnei-
den innerhalb der Erkennungssequenz. Liegt ein bestimmter Polymorphismus
innerhalb einer Erkennungssequenz fiir ein bestimmtes Restriktionsenzym, 146t
er sich durch den Verdau eines PCR-Amplifikats nachweisen, welches die po-
lymorphe Nukleotidposition beinhaltet. Ist keine komplette Erkennungssequenz
vorhanden, besteht die Moglichkeit, in der PCR durch eine in einzelnen Nukle-
otiden von der Ursprungssequenz abweichende Primersequenz eine solche Er-
kennungsstelle ,kiinstlich® einzufiihren. Voraussetzung ist jedoch, dass in un-
mittelbarer Nachbarschaft der zu untersuchenden polymorphen Nukloetidposi-
tion eine passende Sequenz vorhanden ist, die der Erkennungsstelle fiir ein be-
stimmtes Restriktionsenzym ausreichend dhnlich ist. Die polymorphe Nukleo-
tidposition mufl dabei Teil der Erkennungsstelle sein. Der Ansatz fiir einen

Restriktionsverdau besteht aus dem zu verdauendem PCR-Produkt, dem Re-
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striktionsenzym und einem Puffer. Der Ansatz wird iiber meist Nacht, jedoch fiir

mindestens zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.

4.2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient zur Visualisierung der entstandenen Re-
striktionsfragmente. Dazu wird die DNA in einem elektrischen Feld nach ihrer
GroBle aufgetrennt. Bei einzelstringigen Nukleinsduren spielt auch die Sekun-
dérstruktur eine Rolle. Durch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard
kann die Grofle ermittelt und die Konzentration grob abgeschétzt werden. Zu-
satzlich ist nach der Auftrennung eine praparative Gewinnung eines bestimmten
DNA-Fragments mdéglich, indem die entsprechende Bande aus dem Gel ausge-
schnitten und gereinigt wird. Die Banden werden durch den orange fluoreszie-
renden Farbstoff sichtbar gemacht, der zur Gellosung und zum Laufpuffer zuge-
geben wird. Abhidngig von der Grofle der aufzutrennenden Fragmente werden
Agarosekonzentrationen von 1-2,5 % verwendet. Die benotigte Menge Agarose
(Sigma-Aldich®, Steinheim, Deutschland) wurde mit 200 ml 1x Laufpuffer
durch Aufkochen in einem Mikrowellenofen vollstindig gelost und mit 3ul
Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma) gemischt. In das Geltablett wurden zwei
Gelkdmme mit jeweils 20 Zihnen eingesetzt, die nach dem Erstarren des Gels
vorsichtig gezogen wurden. Das Geltablett wurde in die mit 1x Laufpuffer ge-
fiillte Gelkammer gestellt. Die verdaute DNA-Probe wurde mit Auftragspuffer
gemischt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Zusétzlich wurde in die erste
Spur 20ul eines 100bp-Leiters (Biozym, Hessisch Oldendorf) aufgetragen. Der
Lauf erfolgte bei 100 Volt 2 Stunden lang. AnschlieBend wurde das Gel auf dem

Transilluminator betrachtet und fotografiert.
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Laufpuffer: 1x TBE mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid
10 x TBE: 890 mm Tris

890 mM Borsaure

20 mM EDTA pH 8
6 x Auftragspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8

2 mM EDTA
20 % Ficoll 400
0,25 % Orange G

4.3 Genotypisierung des TNF-a -308G-to-A Polymorphismus (Wilson et
al. 1993)

Ziel der Untersuchung war, einen G-to-A-Polymorphismus in der Promoterre-
gion an Position —308 des TNF-a-Gens nachzuweisen. Hierzu wurde eine PCR
mit einer RFLP-Analyse verwendet. Entsprechend der umliegenden Sequenz
wurde als Restriktionsenzym Ncol gewihlt. Dessen Erkennungssequenz ist ein
Palindrom der Sequenz 5"...CYCATGG...3'/ 3"...GGTACTC...5" in der Nihe der
zu untersuchenden Position -308. Der Schnitt erfolgt an den gekennzeichneten
Stellen in der Erkennungssequenz. Ncol kann dort nur schneiden, wenn an Posi-
tion —308 Guanin vorhanden ist. Findet sich an dieser Stelle Adenin, so kann das
Enzym dort nicht schneiden. Auf diese Weise entstehen unterschiedlich lange
Fragmente, die zur Identifizierung in der anschlieBenden Gelelektrophorese
sichtbar gemacht werden konnen.

Folgende Primer wurden verwendet, welche bei TIB MOLBIOL (Berlin,
Deutschland) hergestellt wurden:
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Primer I

5'-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’

Primer I1

5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’

Die unterstrichene Base im ersten Primer (Cytosin) unterscheidet sich von der

Orginal-Sequenz (Guanin an dieser Stelle) und dient zur Einfithrung der Erken-

nungsstelle fiir Ncol.

Fiir den Ansatz der PCR wurden die HotStar™ Tagq-DNA-Polymerase von Qia-
gen (Hilden,Deutschland) und der dNTP-Mix von Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland) verwendet. Der PCR-Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Reagens Konzentration | Endkonzentration Volumen
(Stammlosung)
PCR-Puffer 10 x 1 x (=1,5 mM MgCl,) Sul
DNTP-Mix 10 mM 0,2 mM Iul
5’-Primer 10 uM 0,25 uM 1,25ul
3’-Primer 10 uM 0,25 uM 1,25ul
DNA-Polymerase 5U0/ul 0,025 U/ul 0,25ul
MgCl, 25 mM 3ul
H,0O 35,75ul
Summe 47,5ul
DNA 2,5ul
Endvolumen 50ul

Tabelle 2: PCR-Ansatz
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Die PCR wurde in dem UNO Thermoblock, BIOMETRA® (Gdéttingen,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Zyklenzahl | Zyklendauer Temperatur
Anfangsdenaturierung 1 15 Minuten 95°C
Denaturierung 30 Sekunden 94°C
Primer-Annealing 35 30 Sekunden 52°C
Extention 30 Sekunden 72°C
Endextention 1 10 Minuten 72°C

Tabelle 3: PCR-Zyklen

Die Restriktion wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms Ncol (New England
Biolabs®, Beverly, MD, USA) durchgefiihrt. Fiir diese Reaktion wird ein
spezifischer Reaktionspuffer verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Stunden
bis iiber Nacht bei 37°C in einem Hybridisierungsofen (Hybridizer HB-1D,
Techne, Cambridge, UK).

Konzentration Volumen
Enzym: Ncol 10000 U/ul 2,5ul
NEBuffer Ncol 10 x 2,5ul
Summe Sul
PCR-Produkt 20ul
Endvolumen 25ul

Tabelle 4: Zusammensetzung des Restriktionsverdaus
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Nach dem Verdau des PCR-Produkts mit dem Restriktionsenzym Ncol entste-
hen Produkte folgender Langen:

Genotyp Lange der Spaltprodukte
GG 87 bp und 20 bp (verdaut)
107 bp (unverdaut),
GA
87 bp und 20 bp (verdaut)
AA 107 bp (unverdaut)

Tabelle 5: Produkte des Restriktionsverdaus

Die Visualisierung der Restriktionsfragmente erfolgte mit der Agarosegele-
lektrophorese. Die Gelkonzentration war 2 %. Es wurden jeweils 15ul des
Restriktionsansatzes mit Sul 1:1 verdiinntem Auftragspuffer auf das Gel
aufgetragen. Als GroBenstandard wurden 20ul der 100bp-Leiter verwendet.
Nach zwei Stunden Lauf bei 100 Volt wurde das Gel auf dem Transilluminator

unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.
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o

L aqua GG GA AA GG GG GG GA GG GG GG GA GA GG AA GA GA GA GA

Abbildung 1: Foto einer Gelelektrophorese: L = Leiter; aqua = destiliertes Wasser zum
Ausschluf} einer Kontamination; die ersten drei Proben sind Ansétze aus

fritheren Studien mit bekanntem Genotyp und dienen der Kontrolle.

5 Statistische Auswertung

Die Analyse der Verteilung der verschiedenen Genotypen des TNF-a-308-Po-
lymorphismus wurde mittels Pearson-Chi-Test durchgefiihrt. Die Allel-Héufig-
keit wurde zwischen den Parodontitispatienten und der Kontrollgruppe vergli-
chen. Hierzu wurde der Fisher’s-exact-Test verwendet. Die Signifikanz wurde

fiir alle Tests auf 5 % festgelegt (p<0.05).
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6 Ergebnisse

6.1 Verteilung der Genotypen und Hiufigkeit der Allele des TNF-a-308-
Polymorphismus

Die Untersuchungsgruppe umfalite insgesamt 81 Patienten. Fiir die Kontroll-
gruppe standen 121 Probanden zur Verfiigung.

Der Genotyp GA fand sich in der Untersuchungsgruppe bei 33,3 % der Patien-
ten, wihrend es in der Kontrollgruppe 31,4 % waren.

Der homozygote Genotyp AA war bei 2,5 % der Parodontitispatienten vorhan-

den, in der Kontrollgruppe betrug der Anteil 0,8 % (p=0,592)

Verteilung der Genotypen

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
GG 52 (64,2 %) 82 (67,8 %)
GA 27 (33,3 %) 38 (31,4 %)
AA 2 (2,5 %) 1 (0,8 %)

Tabelle 6: Verteilung der Genotypen
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Die Grafik verdeutlicht die Verteilung der Genotypen:

GG GA AA

I Paradontitisgruppe [ Kontrollgruppe

Abbildung 2: Vergleich der Verteilung der Genotypen in Untersuchungs- und
Kontrollgruppe

Die Gesamtzahl der TNF-a-308-Allele in der Untersuchungsgruppe betrug 162
Allele, davon waren 19,1 % (31/162) TNF-a-308-A-Allele. In der Kontroll-
gruppe waren von 242 TNF-a- Allelen 40 A-Allele (16,5 %) (p=0,499).

Haufigkeit der Allele

Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
TNF-a-308 G 131 (80,9 %) 202 (83,5 %)
TNF-a-308 A 31 (19,1 %) 40 (16,5 %)

Tabelle 7: Allelverteilung gesamt
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6.2 Genotypenverteilung und Hiufigkeit der Allele beim TNF-0-308-Poly-
morphismus unter Beriicksichtigung des Geschlechts der Probanden

In der Untersuchungsgruppe fanden sich 39 Méanner und 42 Frauen, so dass sie
zu 48 % aus ménnlichen und zu 52 % aus weiblichen Patienten bestand. Inner-
halb der Kontrollgruppe waren 74 (61 %) der Probanden ménnlich und 47 (39%)
weiblich. Der Vergleich der geschlechtsspezifischen Genotypen- und Allel-
verteilung wies keinen signifikanten Unterschied zwischen ménnlichen und

weiblichen Probanden auf :

Genotypverteilung der méannlichen Probanden

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
GG 26 (66,7 %) 49 (66,2 %)
GA 13 (33,3 %) 24 (32,4 %)
AA 0 (0 %) 1 (1,4 %)

Tabelle 8: Genotypenverteilung der ménnlichen Probanden

Genotypverteilung der weiblichen Probanden

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
GG 26 (61,9 %) 33 (70,2 %)
GA 14 (33,3 %) 14 (29,8 %)
AA 2 (4,8 %) 0 (0 %)

Tabelle 9: Genotypverteilung der weiblichen Probanden
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Allelhiiufigkeit der minnlichen Probanden

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
TNF-a-308 G 65 (83,3 %) 122 (82,4 %)
TNF-a-308 A 13 (16,7 %) 26 (17,6 %)

Tabelle 10: Allelhdufigkeit der ménnlichen Probanden

Allelhaufigkeit der weiblichen Probanden

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
TNF-0-308 G 66 (78,6 %) 80 (85,1 %)
TNF-0-308 A 18 (21,4 %) 14 (14,9 %)

Tabelle 11: Allelhdufigkeit der weiblichen Probanden

6.3 Genotypen- und Allelverteilung des TNF-a-308-Polymorphismus in
Bezug auf den Schweregrad der chronischen Parodontitis

Untersucht wurde auch die Verteilung der Genotypen und der Allelhdufigkeit
unter der Beriicksichtigung der Einteilung der chronischen Parodontitis in die

Untergruppen nach milder, moderater und schwerer chronischer Parodontitis

(Kriterien dieser Unterteilung siehe 4.1.1.)

Als Vergleichswerte dienten die entsprechenden Werte aus der Kontrollgruppe,

die aus den obenstehenden Tabellen enthommen wurden.
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Genotypenverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Parodontitis

Milde Moderate Schwere Kontrollgruppe
Parodontitis | Parodontitis Parodontitis
Gesamt 24 33 24 121
GG 16 21 15 82
GA 8 11 8 38
AA 0 1 1 1
Mannliche
Probanden
GG 8 (80,0 %) 10 (66,7 %) 8 (57,1 %) 49 (66,2 %)
GA 2 (20,0 %) 5(33,3 %) 6 (42,9 %) 24 (32,4 %)
AA 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 1 (1,4 %)
Weibliche
Probanden
GG 8 (57,1 %) 11 (61,1 %) 6 (60,0 %) 33 (70,2 %)
GA 6 (42,9 %) 6 (33,3 %) 3 (30,0 %) 14 (29,8 %)
AA 0 (0,0 %) 1 (5,6 %) 1 (10,0 %) 0 (0,0 %)

Tabelle 12: Genotypenverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Parodontitis
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Allelverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Parodontitis

Milde Moderate Schwere Kontrollgruppe
Parodontitis | Parodontitis Parodontitis
TNF-a-308 G | 40 (83,3 %) 53 (80,3 %) 38 (79,2 %) 202 (83,5 %)
TNF-0-308 A | 8 (16,7 %) 13 (19,7 %) 10 (20,9 %) 40 (16,5 %)
Mainnliche
Probanden
TNF-a-308 G| 18 (90,0 %) | 25 (83,3 %) 22 (78,6 %) 122 (82,4 %)
TNF-a-308 A | 2 (10,0 %) 5 (16,7 %) 6 (21,4 %) 26 (17,6 %)
Weibliche
Probanden
TNF-a-308 G| 22 (78,6 %) | 28 (77,8 %) 15 (75,0 %) 80 (85,1 %)

TNF-a-308 A

6 (21,4 %)

8 (22,2 %)

5 (25,0 %)

14 (14,9 %)

Tabelle 13: Allelverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Parodontitis

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der statistischen Auswertung

Der Vergleich zwischen den Genotypen der Untersuchungsgruppe und der

Kontrollgruppe mit dem Pearson-Chi-Quadrat-Test erbrachte die nachstehenden

Ergebnisse. Bis auf einen Wert lagen alle Vergleichswerte deutlich oberhalb der

Signifikanzgrenze von p < 0,05. Auch der Vergleich der Allelhdufigkeiten mit

dem Fisher’'s-exact-Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen der

Parodontitis- und der Kontrollgruppe:
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Gesamtiibersicht der statistischen Verteilung der Genotypen und Allele

Genotypen Allele Odds ratio | Konfidenz-
(vs. Kontroll- | (vs. Kontroll- intervall
gruppe) gruppe) (95 %)
Parodontitis p =0,592 P=0,499 1,20 0,64-1,82
(gesamt)
= mannlich p =0,766 P=0,865 0,94 0,47-2,02
z
g weiblich p =0,278 P=0,257 1,56 0,56-2,61
. mild p =0,893 P=0,981 1,01 0,43-2,02
° =
8 =
g § | moderat | p=0,587 P=0,546 1,24 | 0,55-2,19
L (=]
3 S
E & schwer p =0,422 P=0,471 1,33 0,52-2,44
mild/
p =0,663 P=0,394 0,52 0,17-3,45
% mannl.
= moderat/
g p =0,902 P=0,906 0,94 0,49-2,75
o ménnl.
E
> schwer/
= p =0,700 P=0,627 1,28 0,41-3,00
= maéannl.
=
S mild/
£ p =0,001 P=0,412 1,56 0,41-3,53
= weibl.
=
= moderat/
& ' p =0,244 P=0,319 1,63 0,46-3,25
5 weibl.
s
S schwer/
i . p =0,090 P=0,271 1,90 0,41-4,22
weibl.

Tabelle 14: Gesamtiibersicht der statistischen Verteilung der Genotypen und Allele
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Ein signifikanter Unterschied zwischen der Untersuchungs- und der Kontroll-
gruppe konnte nicht festgestellt werden; lediglich bei den weiblichen Probanden
der Untersuchungsgruppe mit milder Parodontitis ergab sich fiir die Genotypen
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden verglichenen Gruppen, der
aber sowohl durch Odds ratio als auch durch das Konfidenzintervall nicht verifi-

ziert werden konnte. Eine klinische Bedeutung ergibt sich hieraus nicht.
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7 Diskussion

Mit zunehmendem Lebensalter 16st die Parodontitis die Karies als Hauptursache
fiir vorzeitigen Zahnverlust in den industrialisierten Lidndern ab. Somit ist die
Parodontitis die haufigste Ursache von Zahnverlust. In den meisten Féllen han-
delt es sich um eine chronische Parodontitis.

Hiermit ist ein entziindliches Geschehen gemeint, das die marginale Gingiva,
das parodontale Attachment und den umgebenden Alveolarknochen betrifft. Die
Krankheit resultiert aus dem Zusammenwirken von parodontopathogenen
Keimen und den dadurch ausgeldsten Mechanismen der Immunantwort (Page
1999). Die zuerst lokal beschrinkte Entziindungsantwort wird durch Bakterien
ausgelost, die in der Lage sind, Virulenzfaktoren auszuschiitten. Die
bedeutendste Rolle spielen hierbei die Lipopolysaccharide (Sokransky et al.
1998). Diese Virulenzfaktoren stimulieren die Produktion und Ausschiittung ei-
ner Vielzahl von Entziindungsmediatoren, beispielsweise Interleukin (IL)-1[,
Interferon (INF)-y und Tumor-Nekrose-Faktor-a. Direkt oder {iber verschiedene
Zwischenstufen fiihren sie letztendlich zur Zerstéorung von Knochen und Ge-
webe (Birkedal-Hansen et al. 1993; Graves et al. 2000).

Die Ergebnisse fritherer Studien unterstiitzen die Vorstellung, dass das individu-
elle Risiko an Parodontitis zu erkranken, durch Unterschiede in der ,,Handha-
bung* der parodontalen Infektion durch den Organismus beeinflullit wird. Die-
sem Ausgangsgedanken zufolge, der zu dem Modell des ,.critical pathway* ge-
fiihrt hat, fiihrt entweder eine unpassende oder eine iibertriebene Immunantwort
auf eine bakterielle Stimulation hin zu einer unterschiedlichen Anfiélligkeit fiir
Parodontitis und/oder zu einem unterschiedlich schwerem Verlauf der Erkran-
kung (Page et al. 1997). Ebenso werden genetische Marker fiir die Entstehung
einer Parodontitis diskutiert. Aus diesem Zusammenhang heraus ist auch die

vorliegende Arbeit entstanden. Sie sollte zeigen, ob der TNF-a-308-Poly-
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morphismus als diagnostischer Marker fiir die Anfélligkeit fiir chronische Paro-

dontitis geeignet ist.

7.1 Methodik

7.1.1 Auswahl der Probanden

Auswahlkriterium fiir die vorliegende Studie war unter anderem, dass die Pati-
enten nicht schon an frith beginnenden Parodontitisformen erkrankt waren. Die
Griinde fiir Zahnverluste durch Parodontitis konnten nur aus den anamnesti-
schen Angaben der Probanden erschlossen werden. Es kann somit nicht ausge-
schlossen werden, dass ursidchlich Traumata oder ausgedehnte kariose Defekte
fiir den Zahnverlust verantwortlich waren.

Generell muss man feststellen, dass es zum jetzigen Zeitpunkt keine sicheren
diagnostischen Hilfsmittel zur exakten Diagnosestellung der Parodontitis gibt
und somit die Aufnahme von Patienten mit anderen Parodontitisformen im Ein-
zelfall nicht ausgeschlossen werden kann.

So stellten auch Mombelli et al. (2002) fest, dass die Zuordnung zu einer spezi-
fischen Entitidt fiir viele Autoren immer noch problematisch sei. Der Begriff
»adulte* Parodontitis (alte Nomenklatur) werde weiterhin hdufiger gebraucht als
die jetzt korrekte Bezeichnung ,,chronische Parodontitis®.

Grundsétzlich ist die Forderung nach einer syndrombezogenen Klassifikation
erst dann gerechtfertigt, wenn alle pathogenetischen Vorgénge geklart sind. Die
bis jetzt erlangten Erkenntnisse aus dem Modell des ,,critical pathway* haben
nur einen Modellcharakter (Tonetti et al. 1999). Des weiteren befindet sich die
Nomenklatur zur Einteilung der parodontalen Erkrankungen in einem stindigen
Umbruch, da neue Erkenntnisse zur Atiologie, Epidermiologie, Therapie etc.
Revisionen erforderlich machen. Dies erschwert zusétzlich den Vergleich ver-

schiedener Studien.
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7.1.1.1 Parodontaler Befund und Klassifizierung

Da die Definitionen der verschiedenen Parodontitsformen nach der AAP grof3en
Spielraum lassen, schrinkt jede Studiengruppe ihre Parodontitisfille nach indi-
viduellen Kriterien in Bezug auf Knochenabbau, Blutungsindex und Sondie-
rungstiefen nochmals ein.

Auch fir die vorliegende Studien wurden eigene, eindeutige Parameter festge-
legt, die zur Diagnose ,,generalisierte chronische Parodontitis* fithrten. Dabei ist
zu berticksichtigen, dass Messergebnisse der Taschensondierungstiefen unter
verschiedenen Behandlern differieren konnen (Armitage et al. 2003). Im
vorliegenden Fall wurde die klinische Untersuchung der Probanden von vier
verschiedene Behandlern durchgefiihrt.

Fiir die vorliegende Studie wurde die Einteilung von den Forschungsgruppen um
Wiebe (2000) und Armitage (2003) nach mildem, moderatem und schwerem
Stadium der Parodontitis iibernommen. Dabei ist bekannt, dass diese Festlegung
behandlerabhédngig und somit nicht reproduzierbar ist (Scarel-Caminaga et al.
2002; Boch et al. 2001; Kornman et al. 1997).

Die fiir die Kontrollgruppe ausgewihlten Probanden konnten nach der Befund-
erhebung eindeutig als gesund eingestuft werden. Man muf3 jedoch bedenken,
dass es sich dabei nur um einen momentanen Zustand handeln kann. Die klini-
sche Erfahrung zeigt, dass sich im weiteren zeitlichen Verlauf beim als gesund
eingestuften Probanden doch noch eine profunde Parodontitis entwickeln kann.
Der Patient wiirde dann félschlicherweise als gesund eingestuft werden. Fiir die-
sen Fall wire deshalb eine Verlaufskontrolle sinnvoll. Hier zeigt sich wieder die
Problematik der Nomenklatur, da es keinen sicheren histopathologischen An-
haltspunkt zur genauen Festlegung des Ausbruchszeitpunkts der Erkrankung
gibt (Mombelli et al. 2002).

Ein weiteres Problem bei der Auswahl der Probanden ist, dass einige anamnesti-

sche Angaben der Patienten nicht oder nur schwer tiberpriift werden konnen.
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Hierzu zéhlen hauptsidchlich Allgemeinerkrankungen, Medikamenteneinnahmen
und Nikotinabusus. Gerade fiir Patienten mit Diabetes mellitus wurde fiir beide
Typen eine erhohte Anfélligkeit fiir Parodontitis und ein schwerer Krankheits-
verlauf nachgewiesen (Salvi et al. 1997; Emrich et al. 1991; Shlossman et al.
1990). Wichtig fiir die Studien konnte aber der verschwiegene Nikotinabusus
der Probanden sein. Ein chronischer Nikotinabusus ist ebenfalls mit einem deut-
lich groferen Risiko fiir eine Erkrankung des Parodonts assoziiert (Salvi et al.
1997). Im Vergleich zu Nichtrauchern wurde ein 5-7-fach hoheres Risiko fiir die
Manifestation einer Parodontalerkrankung festgestellt (Page et al. 1997).
Kornman et al. (1997) beschrieben in jlingerer Zeit einen genetischen
Polymorphismus fiir das Interleukin-1 kodierende Gen, der mit einem signifi-
kant hiufigerem Auftreten marginaler Parodontopathien einhergeht. In klini-
schen Studien konnten diese Ergebnisse zuerst jedoch nur fiir Patienten bestatigt
werden, die einem regelméfigen Nikotinkonsum aufwiesen. Gerade bei Studien
mit kleinen Untersuchungs- und Kontrollgruppen hat eine Inhomogenitit der
Studienkohorte grofle Auswirkungen auf die Ergebnisse. Da bei diesen Studien
hochkomplexe Zusammenhidnge untersucht werden, mull dringend versucht

werden, solch storende Einfliisse zu vermeiden.

7.1.1.2 Ethnische Unterschiede bei genetischen Studien

Interessanterweise scheint es auch ethnische Unterschiede in der Hiufigkeit und
Verteilung von TNF-a-Polymorphismen zu geben. So wurden —308- und —238-
TNF-a-Polymorphismen in vergleichsweise hohem Vorkommen bei Europdern
gefunden, wihrend mehrere andere Polymorphismen fast ausschlieBlich in der
japanischen Bevolkerungsgruppe eine Rolle spielen (Endo et al. 2001). Man
nimmt an, dass bei den Europédern dagegen besonders die Position —308 auf dem
kodierenden Gen fiir einen Wechsel in der phenotypischen Expression von

TNF-a verantwortlich ist (Kroeger et al. 2000). Da es sich bei den Probanden
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der vorliegenden Studie ausschlieBlich um Europder handelt, wurde nur der
TNF-0-308-G-zu-A-Polymorphismus untersucht.
Die Vermutung liegt jedoch nahe, dass auch ethnische Differenzen zum Schei-

tern genetischer Studien fithren kdnnen (Mombelli et al. 2002).

7.1.2 Genotypisierung in Bezug auf den TNF-a-308-Polymorphismus

Die Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus-Analyse ist eine etablierte
Methode zum Nachweis von Polymorphismen (Scarel-Caminaga et al. 2002;
Laine et al. 2002). Aus ethnischen Griinden wurde nur Position —308 des TNF-a
kodierenden Gens untersucht. Die in dieser Arbeit angegebenen Werte fiir Men-
gen, Konzentrationen, Zentrifugationszeiten wurden in diversen Vorversuchen
ausgetestet und stimmen mit anderen Veroffentlichungen iiber den TNF-a-308-
Polymorphismus weitgehend iiberein (Wilson et al. 1993).

Anstelle der Gelelektrophorese kdnnen Polymorphismen neuerdings auch direkt
mit Hilfe von Sequenziergeriten dargestellt werden. Dies fiihrt zu einer deutli-

chen Zeitersparnis (Hampe et al. 2001).

7.2 EinfluB} genetischer Faktoren auf die Entstehung einer Parodontitis

Die Faktoren, die zu Unterschieden in der Immunantwort fithren, sind nach Has-
sell und Harris (1995) vor allem Rasse, Geschlecht und eine genetische Pra-
disposition. Obwohl es im Allgemeinen akzeptiert ist, dass die chronische Paro-
dontitis einen genetischen Hintergrund hat, spielen epigenetische Faktoren in der
Wichtigkeit der Pathogenese der Parodontitis eine wichtige Rolle (Kinane et al.
1999). Daraus resultiert der komplexe multifaktorielle Charakter der Erkran-

kung. Michalowicz et al. (1991) schitzen jedoch, dass genetische Faktoren in
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iiber 50 % der Fille bei erhohter Anfilligkeit fiir Parodontitis verantwortlich
sind.

Auf der Suche nach genetischen Markern wurden mehrere genetische Faktoren,
die fiir die erhohte Anfalligkeit fiir Parodontitis verdédchtig sind, erst kiirzlich
identifiziert (Kornman et al. 1997; Gwinn et al. 1999; Hennig et al. 1999). Ins-
besondere bei der angeborenen (unspezifischen) Immunitidt werden die Gene,
die Molekiile des Immunsystems kodieren, wie die Zytokine, in letzter Zeit fo-
kussiert (Kornman, di Giovane 1998). Finige dieser genetischen
Polymorphismen fiihren =~ wahrscheinlich zu einer  verdanderten
Transkriptionsaktivitdit und auch zu einer vermehrten Zytokinproduktion im
entziindeten Gewebe (Bidwell et al. 1999).

Tatsdchlich wurden unterschiedliche Zytokinkonzentrationen, beispielsweise
von TNF-a und IL-1f, in der gingivalen Sulkusfliissigkeit und im parodontalen

Gewebe bei erkrankten und gesunden Patienten gefunden (Ebersole et al. 1993).

7.3 TNF-a als Knotenpunkt der Entziindungsreaktion

Es gibt mehrere Griinde, warum sich gerade TNF-a fiir die Suche nach geneti-
schen Polymorphismen im Zusammenhang mit Parodontitis eignet.

Zuerst einmal spielt TNF-a eine zentrale Rolle in der immunologischen Abwehr
von Entziindungsprozessen und damit auch in der Entstehung und dem Voran-
schreiten der Parodontitis. Insbesondere sind hier die Rolle in der Ausschiittung
von Entziindungsmediatoren und deren Regulation in der T-Zell-vermittelten
Immunabwehr zu erwidhnen. Der Faktor ist wichtig in der Regulation der
Fibroblastenproliferation und spielt eine wichtige Rolle beim Knochenabbau
und der Zerstérung des parodontalen Gewebes.

Weiter wurde beobachtet, dass interindividuelle Unterschiede in der TNF-o-
Produktion durch periphere Monozyten und orale Leukozyten im Blut von an

Parodontitis erkrankten und nicht erkrankten Patienten vorhanden sind, die ver-
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mutlich genetisch determiniert sind (Bendtzen et al. 1988; Pociot et al. 1993;
Westendorp et al. 1997; Galbraith et al. 1998). Es ist deshalb auch denkbar, dass
Unterschiede in der Anfiélligkeit fiir Parodontitis und im Verlauf der Erkrankung
auf genetisch determinierte Unterschiede in der TNF-a-Produktion und Sekre-
tion durch verschiedene Zellen zuriickzufiihren sind.

Fiir Trager bestimmter Polymorphismen sind hohere Transkriptionsraten und
erhohte TNF-a-Konzentrationen nachgewiesen worden (Kroeger et al. 1997,
Wilson et al. 1997; Louis et al. 1998).

Auch im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus
Crohn, zerebrale Malaria, theumatische Athritis (Verweij 1999) oder Alopeceia
areata konnten bestimmte TNF-a-Allele als potentielle genetische Marker fiir
diese (chronischen) Erkrankungen aufgezeigt werden.

SchlieBlich konnte ein entsprechender Polymorphismus bei Interleukin-1f, das
als Entzlindungsmediator dhnlich wie TNF-o wirkt, nachgewiesen werden
(Laine et al. 2002; Dewitt et al. 2000; Kornman et al. 1997). Bis heute gibt es
jedoch keine einheitlichen Ergebnisse iiber die funktionelle Relevanz von TNF-

o-Polymorphismen.

7.4 Allelverteilung des TNF-a-308-G-zu-A-Polymorphismus in der
vorliegenden Studie

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der TNF-a-Polymorphismus als
diagnostischer Marker fiir die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer chroni-
schen Parodontitis geeignet ist. Dazu wird ein Kollektiv von Patienten mit einer
chronischen Parodontitis mit einer Kontrollgruppe von Probanden ohne klini-
sche Anzeichen einer chronischen Parodontitis verglichen, indem die Verteilung
von den Genotypen in beiden Kollektiven nach den oben beschriebenen Metho-
den untersucht wurde. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen

Untersuchungs- und Kontrollgruppe.
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Die Hypothese, dass Patienten mit chronischer Parodontitis eine andere Vertei-
lung der Allele G und A des Polymorphismus des TNF-a-Gens in Position 308
aufweisen als parodontal gesunde Patienten, muss demnach zunichst einmal
verworfen werden.

So hatten in der Untersuchungsgruppe 64,2 % und in der Kontrollgruppe 67,8 %
den Genotyp GG. Den Genotyp GA hatten 33,3 % der Parodontitisgruppe und
31,4 % der Probanden der Kontrollgruppe. 2,5 % der Untersuchungsgruppe und
0,8 % der Kontrollgruppe wiesen den Genotyp AA auf. Es ergab sich somit kein
signifikanter Unterschied zwischen Untersuchungs- und Kontrollgruppe in der
Verteilung der Allele. Es scheint der G-zu-A-Polymorphismus bei TNF-a je-
doch generell in der Bevilkerung weit verbreitet zu sein. Unter den ausgewihl-
ten Probanden konnte weder ein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad
der Parodontitis und dem TNF-a-308-G-zu-A-Polymorphismus, noch ein Zu-
sammenhang zwischen weiblichen und ménnlichen Trigern des Polymorphis-

mus nachgewiesen werden.

7.5 Vergleich der vorliegenden Studie mit anderen Studien zu TNF-a-
Polymorphismen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen weitgehend mit einer Vielzahl
der aktuellen Verdffentlichungen tliberein. So untersuchten Kinane et al. (1999)
IL-10 und TNF-a-Genloci bei Patienten mit EOP (early-onset-Parodontitis). Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Untersuchungs- und Kon-
trollgruppen festgestellt werden. Auch Shapira et al. (2001) untersuchten den
G-zu-A-TNF-a-308-Polymorphismus bei Patienten mit EOP. Ein signifikanter
Unterschied konnte auch hier im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht festgestellt
werden. Ebenso analysierte Endo et al. (2001) Single-Nukleotid-Polymorphis-
men im TNF-a Gen bei japanischen Patienten mit EOP. Einen signifikanten Zu-

sammenhang zwischen TNF-a-308-G-zu-A-Polymorphismen und einer erhdh-
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ten Anfilligkeit fiir Parodontitis fand auch seine Forschungsgruppe nicht. In ei-
ner der vorliegenden Studie dhnlichen Untersuchung stellten Craandijk et al.
(2002) fest, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Anfilligkeit an
chronischer Parodontitis zu erkranken und in der Schwere des Krankheitsver-
laufs gibt.

Auch in Studien von Pociot et al. (1995) und Kaijzel et al. (1998) zeigte sich,
dass der —238-a-Polymorphismus keine funktionellen Unterschiede in der Pro-
moterregion hervorruft.

Auf der anderen Seite konnten jedoch einige Autoren nachweisen, dass Trager
des TNF-308-A-Allels wahrscheinlich eine hohere Transkriptionsaktivitdt haben
und somit hohere Levels von TNF-a produzieren (Kroeger et al. 1997; Wilson
et al. 1997; Wu et Mc Clain 1997; Louis et al. 1998).

Unterstlitzt wird die Untersuchung dieser Position durch Studien von Galbraith
et al. (1998), die orale PMNs von Parodontitispatienten mit der Transposition
von G-zu-A in der Position —308 des TNF-o-Gens mit denen gesunder Patienten
verglichen. A-Allel-Tréger produzieren signifikant hohere Mengen von TNF-a
verglichen mit Wildtypen. Eine andere Gruppe konnte nachweisen, dass ein G-
zu-A-Wechsel in Position -308 des TNF-a-Gens zu einer 2-3-fach hoheren
Transkriptionsrate von TNF-a unter Stimulation mit bakteriellen Lipopolysac-
chariden fiihrt (Galbraith et al. 1998). Galbraith zufolge kann die erhohte Aus-
schiittung von TNF-a als Antwort auf eine bakterielle Stimulation die Entziin-
dung verstirken und so den destruktiven Immunprozess im infizierten Gewebe
vergrofern.

Einige Autoren kommen jedoch zu abweichenden Ergebnissen. So beschrieb
Galbraith et al. (1999) eine signifikant unterschiedliche Tragerrate der Allele fiir
Patienten mit fortgeschrittener Parodontitis im Vergleich zu gesunden Indivi-
duen. Interessanterweise wurde in dieser Studie das TNF-a-G-Allel (Guanin in
Position -308) bei den Parodontitisfillen hiaufiger gefunden. Gemeinhin wird je-

doch das TNF-a-308-A-Allel als Marker fiir die Erkrankungsanfilligkeit ange-
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sehen, weil in allen anderen oben erwidhnten Studien sich gezeigt hatte, dass das
A-Allel entscheidend ist fiir den regulatorischen EinfluB3, der die TNF-a-Pro-
duktion heraufsetzt. Auch Zoughua et al. (2002) konnte in seiner Untersuchung
zeigen, dass ein Wechsel von G-zu-A im TNF-a-Gen —308 als Marker fiir die
Anfilligkeit zu parodontalen Erkrankungen sein konnte, da er einen signifikan-
ten Zusammenhang herstellen konnte. Es gibt jedoch auch Studien, die eine er-
hohte Haufigkeit des TNF-a-308-A-Allels sowohl fiir die Gruppe der an Paro-
dontitis erkrankten als auch in der Kontrollgruppe zeigen (Kornman et al. 1997,
Galbraith et al. 1998).

Generell ist es jedoch, wie bereits oben beschrieben, aus mehreren Griinden
schwierig, die verschiedenen Studien miteinander zu vergleichen. Das Problem
der ethnischen Unterschiede wurde bereits angesprochen. Eine abschlieBende
Beurteilung iiber das Ausmal} des ethnischen Einflusses ist noch nicht gelungen.
Wihrend einige Autoren darauf hinweisen, dass so etwas nicht auszuschlieBen
ist (Endo et al. 2001), kommen Hoffmann et al. (2002) zu dem Schluf3, dass es
zwar Unterschiede in der Verteilung von Polymorphismen bei Zytokinen zwi-
schen verschiedenen ethnischen Populationen gibt, jedoch fiir TNF-a nicht sig-
nifikant nachgewiesen werden konnten. Wahrscheinlich kénnen Differenzen in
den Studien wenigstens teilweise auf ethnische Unterschiede zwischen den Stu-
diengruppen zuriickgefiihrt werden.

Als weiteres Problem beim Vergleich der Studien muf3 bedacht werden, dass,
wie schon oben erwéhnt, die Definitionen der verschiedenen Parodontitisformen
nach AAP sehr grofen Spielraum lassen. So werden in den Studien verschiedene
Parodontitisformen untersucht und untereinander verglichen. Eine weitere Rolle
spielen die unterschiedlichen Kontrollgruppen in den verschiedenen Studien. So
stellten einige Autoren den schweren Parodontitisfillen der Untersuchungs-
gruppe eine Kontrollgruppe mit leichten Parodontitisfiallen gegeniiber. Andere
wie Craandijk stellten die Kontrollgruppe aus einer nicht untersuchten durch-

schnittlichen Bevolkerungsgruppe zusammen, bei der man annehmen kann, dass
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30-40 % nicht entdeckte Parodontitisfdlle dabei sind. Um vergleichbare Ergeb-
nisse erreichen zu konnen, miissten jedem Patientenfall ein in Alter, Geschlecht
und Rasse gleicher Proband zugerechnet werden. Dies lieB sich in der vorlie-
genden Studie ebenfalls nicht realisieren. Hinzu kommt, dass vor allem die Un-
tersuchungsgruppen bei einigen Studien sehr kleine Fallzahlen aufweisen. Um
gesicherte Ergebnisse zu erlangen, miissen aber ausreichend Patienten vorhan-
den sein, um Ungenauigkeiten zu vermeiden. Die vorliegende Studie diirfte mit
81 Patientenfdllen und 121 Probanden in der Kontrollgruppe dieses Kriterium

erfillen.

7.6 Ausblick

Bei der Entstehung von entziindlichen Parodontalerkrankungen spielen viele
Faktoren eine Rolle. Obwohl es allgemein akzeptiert ist, dass die chronische Pa-
rodontitis einen genetischen Hintergrund hat, sind auch epigenetische Faktoren
fiir die Pathogenese der Parodontitis sehr wichtig (Kinane et al. 1999). Daraus
resultiert ein komplexer multifaktorieller Charakter der Erkrankung. Viele Po-
lymorphismen der Entziindungsmediatoren sind in diesem Zusammenhang ent-
deckt und untersucht worden, nicht alle scheinen jedoch einen modulierenden
EinfluBl auf die Erkrankung zu haben (Hart et al. 1997). Ein weiteres Problem
ist, dass der Erbgang nicht nach den Mendelschen Gesetzen erfolgt, sondern
eine Vielzahl von Genen beteiligt sind. Deswegen mag die Analyse eines ein-
zelnen genetischen Polymorphismus nur ein unzureichendes Werkzeug sein, um
an das Ziel zu gelangen, den genetischen Hintergrund parodontaler Erkrankun-
gen zu beschreiben. Wichtig wére hierzu, verschiedene Polymorphismuskombi-
nationen bei einzelnen Individuen miteinander zu vergleichen. So sind Single-
Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) im TNF-o-Gen anerkanntermallen mit un-
terschiedlichem Schweregrad der Entziindungsreaktion assoziiert. Ob diese Pha-

nomen jedoch auf dem direkten Einflul der SNPs beruht oder ein Hinweis auf
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ein Ungleichgewicht mit anderen Polymorphismen im TNF-oa-Gen oder im
HLA-System ist, wird derzeit noch kontrovers diskutiert (Hajeer et al. 2001).
De Jong et al. (2002) schlossen nach der Untersuchung von
endotoxinstimulierten Blutzellen unter anderem auf den TNF-a-308-
Polymorphismus, bei der sowohl Allele der TNF-a-Mikrosatelliten als auch
Triagerschaften von TNF-o-Polymorphismen nicht relevant fiir die TNF-a-
Produktion waren, dass die Gene, die fiir die Unterschiede in der
endotoxininduzierten TNF-a-Produktion verantwortlich sind, noch nicht
1dentifiziert worden sind. Grundsétzlich ist zu bedenken, dass es sich bei allem
bis jetzt bekanntem Wissen um Thesen handelt, die aus gedanklichen

Modellvorstellungen hervorgehen.
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8 Zusammenfassung

Bestrebungen in der Forschung gehen dahin, verbesserte diagnostische Mog-
lichkeiten zu entwickeln, um eine besondere Anfélligkeit der Patienten fiir Paro-
dotitiden zu ermitteln. Dabei konzentrieren sich die Untersuchungen seit einigen
Jahren auf immunrelevante genetische Polymorphismen, die die Ausschiittung
von Zytokinen und damit die Effektivitit der Immunantwort regulieren.

Eine zentrale Rolle spielt bei der Entstehung der Parodontitis der Entziindungs-
mediator TNF-a, der direkt und indirekt sowohl an der Vermittlung der Immun-
antwort selbst als auch am Verlust des parodontalen Gewebes beteiligt ist.
Entscheidend fiir die vermehrte Ausschiittung von TNF-qa ist ein Polymorphis-
mus in der Promoterregion des TNF-a-kodierenden Gens an Position —308, bei
dem G (Guanin) durch A (Adenin) ersetzt wird. Ziel der vorliegenden Studie
war es, die Allelverteilung des TNF-0-308-Polymorphismus bei einer Gruppe
parodontal erkrankter Probanden mit einer gesunden Kontrollgruppe zu verglei-
chen. Anhand dieser Daten sollte beurteilt werden, ob der TNF-a-308-G-zu-A-
Polymorphismus die Schwere und den Verlauf einer chronischen adulten Pa-
rodontitis beeinfluBBt und somit als diagnostischer Marker in Betracht kommt.
Als Untersuchungsgruppe wurden 81 Patienten, die an einer chronischen adulten
Parodontitis erkrankt waren, ausgewdihlt. Als Kontrollgruppe dienten 121 paro-
dontal gesunde Probanden ohne Allgemeinerkrankungen. Mittels PCR und
RFLP wurde der Genotyp bestimmt.

Die statistische Auswertung ergab, dass die Allelhdufigkeit und die Verteilung
der Genotypen des TNF-a-Gens in Untersuchungs- und Kontrollgruppe ver-
gleichbar war. Auch durch Stratifikation der Untersuchungsgruppe nach der
Starke der klinischen Auspriagung der Parodontitis fand sich kein Unterschied
der Allelhdufigkeit. Somit konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
TNF-a-308-Polymorphismus und einer Erkrankung an chronischer adulter

Parodontitis nachgewiesen werden.
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10 Anhang

10.1 Tabellen

10.1.1 Untersuchungsgruppe

Proben- Alter des
N Pationten Geschlecht | TNF-a-Genotyp | Klassifikation

P1 56 Jahre maéannlich GG moderat
P2 31 Jahre weiblich GG schwer
P3 50 Jahre weiblich GG moderat
P4 37 Jahre weiblich GG schwer
P5 38 Jahre weiblich GG moderat
P6 30 Jahre minnlich GG schwer
P7 41 Jahre weiblich AA schwer
P8 24 Jahre minnlich GA schwer
P9 39 Jahre minnlich GA schwer
P10 7?7 Jahre weiblich GG moderat
P11 50 Jahre weiblich GG moderat
P12 18 Jahre weiblich GG moderat
P13 50 Jahre weiblich GA mild

P14 56 Jahre weiblich GA moderat
P15 63 Jahre weiblich GA mild

P16 58 Jahre minnlich GG mild

P17 54 Jahre weiblich GA mild

P18 54 Jahre minnlich GG schwer
P19 60 Jahre weiblich GG mild

P20 61 Jahre maéannlich GG moderat
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P21 31 Jahre weiblich GG schwer
P22 57 Jahre minnlich GA moderat
P23 28 Jahre méannlich GA schwer
P24 ?? Jahre ménnlich GA moderat
P25 63 Jahre weiblich GA moderat
P26 58 Jahre weiblich GA moderat
P27 50 Jahre weiblich GG mild
P28 64 Jahre weiblich GA schwer
P29 58 Jahre minnlich GG mild
P30 49 Jahre weiblich GG moderat
P31 42 Jahre minnlich GG moderat
P32 54 Jahre weiblich GG mild
P33 58 Jahre weiblich GG mild
P34 57 Jahre weiblich GA mild
P35 48 Jahre weiblich GA mild
P36 61 Jahre weiblich GA moderat
P37 40 Jahre weiblich GG schwer
P38 55 Jahre weiblich GG mild
P39 69 Jahre minnlich GG moderat
P40 33 Jahre méannlich GA schwer
P41 62 Jahre minnlich GG mild
P42 57 Jahre minnlich GG mild
P43 26 Jahre weiblich GA schwer
P44 61 Jahre minnlich GA moderat
P45 50 Jahre weiblich GA moderat
P46 ?? Jahre minnlich GA schwer
P47 7?7 Jahre weiblich GG schwer
P48 66 Jahre weiblich GA mild

96




P49 ?? Jahre weiblich GG mild

P50 31 Jahre weiblich GG moderat
P51 60 Jahre weiblich GG moderat
P52 70 Jahre ménnlich GG mild

P53 ?? Jahre weiblich GG mild

P54 7?7 Jahre mannlich GA schwer
P55 32 Jahre maéannlich GG moderat
P56 57 Jahre weiblich GG schwer
P57 38 Jahre maéannlich GG moderat
P58 58 Jahre weiblich AA moderat
P59 58 Jahre minnlich GG mild

P60 58 Jahre weiblich GG moderat
P61 48 Jahre maéannlich GG mild

P62 ?? Jahre weiblich GA moderat
P63 37 Jahre minnlich GG mild

P64 58 Jahre maéannlich GA moderat
P65 25 Jahre méannlich GG moderat
P66 54 Jahre minnlich GG schwer
P67 64 Jahre maéannlich GA moderat
P68 45 Jahre maéannlich GG moderat
P69 40 Jahre weiblich GG schwer
P70 58 Jahre minnlich GG schwer
P71 63 Jahre weiblich GG moderat
P72 56 Jahre minnlich GG schwer
P73 62 Jahre minnlich GA mild

P74 43 Jahre maéannlich GA mild

P75 43 Jahre méannlich GG moderat
P76 60 Jahre minnlich GG schwer
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P77 49 Jahre minnlich GG schwer
P78 53 Jahre minnlich GG schwer
P79 58 Jahre weiblich GG moderat
P80 36 Jahre weiblich GG mild

P81 61 Jahre minnlich GG moderat
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10.1.2 Kontrollgruppe

Proben- | Alter des Patienten Geschlecht TNF-o-Genotyp
nummer

N1 44 Jahre weiblich GG
N2 55 Jahre maéannlich GG
N3 47 Jahre weiblich GA
N4 32 Jahre weiblich GG
NS5 33 Jahre maénnlich GG
N6 60 Jahre maéannlich GG
N7 62 Jahre weiblich GG
N8 22 Jahre weiblich GG
N9 24 Jahre weiblich GG
N10 34 Jahre weiblich GG
N11 50 Jahre maénnlich GG
N12 45 Jahre maéannlich GA
N13 28 Jahre weiblich GA
N14 52 Jahre weiblich GG
NI15 21 Jahre weiblich GG
N16 29 Jahre maénnlich GG
N17 46 Jahre weiblich GG
NI18 38 Jahre maéannlich GG
NI19 46 Jahre maéannlich GG
N20 47 Jahre weiblich GG
N21 58 Jahre weiblich GG
N22 45 Jahre maéannlich GG
N23 44 Jahre weiblich GG
N24 41 Jahre maéannlich GA
N25 43 Jahre weiblich GA
N26 67 Jahre maénnlich GG
N27 62 Jahre weiblich GG
N28 42 Jahre weiblich GG
N29 36 Jahre weiblich GA
N30 45 Jahre weiblich GG

Die Proben Nr. N31 — N35 muflliten wegen defekter Zellkulturen verworfen

werden.
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N36 46 Jahre mannlich GG
N37 73 Jahre mannlich GG
N38 25 Jahre maéannlich GG
N39 35 Jahre weiblich GG
N40 61 Jahre maéannlich GA
N41 19 Jahre weiblich GA
N42 24 Jahre weiblich GA
N43 38 Jahre maéannlich GG
N44 55 Jahre maéannlich GG
N45 43 Jahre maéannlich GA
N46 41 Jahre maénnlich GA
N47 61 Jahre maéannlich GG
N48 41 Jahre maéannlich GG
N49 36 Jahre weiblich GG
N50 59 Jahre maéannlich GA
N51 38 Jahre weiblich GG
N52 55 Jahre maéannlich GG
N53 31 Jahre weiblich GG
N54 42 Jahre maéannlich GG
NS5 63 Jahre weiblich GG
N56 60 Jahre weiblich GG
N57 25 Jahre maéannlich GA
N58 35 Jahre maéannlich GG
N59 21 Jahre maéannlich GG
N60 50 Jahre mannlich GG
N61 42 Jahre maénnlich GG
N62 41 Jahre maéannlich GG
N63 34 Jahre weiblich GG
N64 25 Jahre maéannlich GA
N65 57 Jahre mannlich GG
N66 43 Jahre maéannlich GG
N67 29 Jahre maéannlich GA
N68 65 Jahre weiblich GA
N69 62 Jahre weiblich GG
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N70 45 Jahre mannlich GG
N71 34 Jahre mannlich GG
N72 18 Jahre maéannlich GA
N73 54 Jahre weiblich GG
N74 47 Jahre weiblich GA
N75 47 Jahre weiblich GA
N76 42 Jahre mannlich GG
N77 18 Jahre weiblich GG
N78 19 Jahre weiblich GA
N79 40 Jahre maéannlich GA
N80 18 Jahre weiblich GA
N81 41 Jahre méannlich GG
N&2 40 Jahre weiblich GA
N&3 40 Jahre maéannlich GG
N&4 47 Jahre méannlich GG
N85 25 Jahre mannlich GG
N86 22 Jahre méannlich GA
N&7 32 Jahre maéannlich GA
N88 62 Jahre maéannlich GG
N&9 56 Jahre mannlich GG
N90 25 Jahre weiblich GG
NoI1 43 Jahre mannlich GG
NO92 26 Jahre maéannlich GA
N93 25 Jahre maéannlich GG
N94 34 Jahre maéannlich GA
NO95 44 Jahre méannlich GA
N96 50 Jahre maéannlich GA
N97 26 Jahre weiblich GG
NO98 32 Jahre maéannlich GG
N99 31 Jahre mannlich GG
N100 27 Jahre mannlich GG
N101 34 Jahre mannlich GG
N102 29 Jahre maéannlich GA
N103 20 Jahre weiblich GG
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N104 27 Jahre weiblich GG
N105 22 Jahre weiblich GG
N106 25 Jahre weiblich GA
N107 21 Jahre maéannlich AA
N108 58 Jahre maéannlich GA
N109 32 Jahre maéannlich GA
N110 32 Jahre méannlich GG
NI11 25 Jahre maéannlich GG
NI112 40 Jahre maéannlich GG
NI113 25 Jahre maéannlich GG
NI114 40 Jahre weiblich GG
N115 45 Jahre méannlich GA
NI116 35 Jahre maéannlich GA
NI117 62 Jahre maéannlich GG
N118 30 Jahre mannlich GG
N119 37 Jahre mannlich GG
N120 21 Jahre weiblich GG
NI121 20 Jahre maéannlich GA
N122 Keine Daten vorhanden

N123 55 Jahre maéannlich GA
N124 45 Jahre ménnlich GG
N125 36 Jahre weiblich GA
N126 27 Jahre weiblich GG
N127 27 Jahre maéannlich GG
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