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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Chronische Parodontitis
1.1.1 Definition und Klassifikation

Die chronische Parodontitis ist eine entzundliche Infektionskrankheit des
Zahnhalteapparates mit progressivem Verlust der Haltefunktion des Parodontiums
(Attachmentverlust) und Degeneration des Alveolarknochens. Kennzeichnend hierftr
ist die Bildung von Zahnfleischtaschen mit oder ohne Rezessionen. Durch die
Schadigung des Zahnhalteapparats kommt es langfristig zur Lockerung der
betroffenen Z&hne und es droht der Zahnverlust. Es handelt sich um die am
haufigsten vorkommende Parodontitisform. Die Ausdehnung des Befalls ermdglicht
eine Unterteilung in eine ,lokalisierte Form“, wenn weniger als 30 % der Zahnflachen
betroffen sind und in eine ,generalisierte Form® bei einem Befall von mehr als 30 %
der Zahnflachen. Der Schweregrad der Erkrankung gemessen am Ausmaf} des
Attachmentverlustes gestattet die Einteilung in eine leichte (1-2 mm), moderate (3-4
mm) und schwere Form (= 5 mm). Der Begriff chronische Parodontitis existiert erst
seit der Einfuhrung der aktuellen Klassifikation fir Parodontalerkrankungen im Jahre
1999, basierend auf den Beschlissen des ,International Workshop for a
Classification of Periodontal Diseases and Conditions“ (2). Die bisherige Einteilung
der Parodontitiden orientierte sich am Alter der Patienten bei Erstmanifestation und
der Progressionsrate. Obwohl die meisten Parodontitiden in der Adoleszenz von
einem chronischen Verlauf gekennzeichnet sind und Parodontitiserkrankungen im
Kindes- und Jugendalter meist einen foudroyanten Verlauf nehmen, kann es auch in
jungen Jahren zu chronischen Verlaufen, sowie zu aggressiven Erkrankungen im
Erwachsenenalter kommen. Aus diesem Grund wurden die Begriffe friih beginnende
(engl.: early onset) Parodontitis sowie adulte Parodontitis durch die Begriffe

aggressive Parodontitis bzw. chronische Parodontitis ersetzt.
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1.1.2. Epidemiologie

Parodontalerkrankungen gehéren zu den haufigsten Krankheitsbildern des
Menschen und weisen weltweit hohe Pravalenzen auf. Wahrend leichte
Entziindungen des Zahnfleisches und des Parodontiums oftmals auftreten und viele
Erwachsene an einigen Stellen der Z&hne einen leichten bis moderaten
Attachmentverlust aufweisen, sind schwerwiegende parodontale Erkrankungen eher
selten (112). Eine Studie, die die Haufigkeit des Auftretens vertiefter Alveolartaschen
(3,5-5,5 mm) bei 35 bis 44-jahrigen Européern vergleicht (113), zeigt, dass u. a. das
Konsumverhalten und der Sozialstatus das Erkrankungsrisiko beeinflussen. Fur die
Pravalenz findet man eine unterschiedliche Bandbreite von 13-54%. Der Mittelwert
fur Osteuropa liegt mit 45% deutlich héher als fir Westeuropa mit 36%, der in etwa
mit den Werten wirtschaftsstarker nicht-européischer Lander (33%) vergleichbar ist.

Die neuesten epidemiologischen Daten fur Deutschland liefert die vierte deutsche
Mundgesundheitsstudie (DMS 1V) aus dem Jahre 2006 (144). Die Ergebnisse zeigen
ein hoheres Erkrankungsrisiko im fortgeschrittenen Lebensalter. Bei unter 15-
jahrigen Jugendlichen leiden etwa 12,6% an einer mittelschweren und 0,8% an einer
schweren Parodontitis. Erwachsene im Alter zwischen 35-44 Jahren sind deutlich
haufiger erkrankt: 52,7 % sind von der mittelschweren und 20,5 % von der schweren
Auspragung des Krankheitsbildes betroffen. Mit Abstand am héaufigsten sind
Senioren erkrankt: unter 65 bis 74 jahrigen weisen 48 % eine mittelschwere und
39,8 % eine schwere Parodontitis auf. Aul3erdem ist eine ausgepragte Zunahme der
Erkrankungshaufigkeit gegentber der dritten deutschen Mundgesundheitsstudie
(DMS 1) von 1997 (143) erkennbar: ein Punktanstieg in Prozent um 26,9 bei
Erwachsenen und 23,1 bei Senioren. Die Zunahme der Inzidenz erklart sich durch
die Tatsache, dass mehr Zahne dem Risiko spaterer parodontaler Erkrankungen
ausgesetzt sind, da es in den letzten Jahren zu einem Rickgang der Zahnverluste im

Erwachsenenalter und bei Senioren kam.
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1.1.3. Atiologie und Pathogenese

Die chronische Parodontitis stellt ein komplexes Krankheitshild dar, flr dessen
Entstehung eine multifaktorielle Genese in Betracht gezogen werden muss. Die
Grundvoraussetzung ist eine Keimexposition, da ohne dem Vorhandensein
parodontalpathogener Mikroorganismen die Entwicklung einer Parodontalerkrankung
nicht moglich ist (18).

1.1.3.1. Parodontalpathogene Bakterien

Die menschliche Mundhéhle wird von ca. 500 verschiedenen bakteriellen Spezies
besiedelt, von denen man annimmt, dass etwa 415 auch in subgingivalen Plaques
zu finden sind (97). Neben nicht pathogenen Erregern kénnen auch opportunistische
Keime nachgewiesen werden, welche ebenfalls zur residenten Flora einer gesunden
Mundhdhle zahlen. Diese befinden sich normalerweise in einem kompetitiven
Gleichgewicht, wodurch ein Uberwuchern einzelner Arten unterdriickt wird. Kommt
es zur Storung dieses Gleichgewichts, meist durch Vernachlassigung der
Mundhygiene, konnen daraus opportunistische Infektionen resultieren. Der
Entziindungsprozess kann aber auch durch das Eindringen neuer Mikroorganismen
ins Okosystem der Mundhohle (exogene Infektion) hervorgerufen werden. Die
mikrobielle Kolonisierung erfolgt durch Bildung eines speziellen Biofilms in Form
einer bakteriellen Plaque in der Mundhohle, die folgendermalien entsteht: auf einer
frisch gereinigten Zahnflache bildet sich schon innerhalb weniger Minuten ein
Pellikel, bestehend aus Glykoproteinen, Speichel und Sulkusflissigkeit (81). An
dieses Pellikel kdnnen sich spezifische Mikroorganismen mit Hilfe von Fimbrien oder
speziellen Rezeptoren besonders gut anheften (109). In dieser Gruppe der primar
Kolonisierer sind hauptsachlich fakultativ anaerobe, grampositive Kokken zu finden
(72), welche eine Primarflora bilden. Zwei bis vier Tage spater kommt es zu einer
sekundaren Kolonisierung durch gramnegative Bakterien, welche mittels
Oberflachenrezeptoren an die bisher vorhandenen Bakterien binden (62). Im
weiteren Verlauf nimmt mit steigender Komplexitat der Plaque der Anteil an
gramnegativen Bakterien stetig zu und es entstehen anaerobe Verhaltnisse in der

Tiefe des Biofilms. Die Pathogenitat der Plaque fir das Parodontium hat bereits
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eingesetzt. Nach funf bis neun Tagen lassen sich Spirillen und nach ungefahr 15
Tagen Spirochaten in tieferen Schichten der Plaque nachweisen (72).

Hauptséchlich wird die Parodontitis durch gramnegative, anaerobe oder
mikroaerophile Bakterien verursacht. Zu den parodontalpathogenen Erregern im

engeren Sinne zahlen:
¢ Actinobacillus actinomycetem comitans
e Tannerella forsythensis
e Porphyromonas gingivalis

Laut dem Konsens der ,American Academy of Periodontology“ sind diese drei
Erreger sehr haufig mit entziindlich destruktiven Erkrankungen des Parodontiums
assoziiert. Auch die Gruppe der ,pathogen related oral spirochetes (PROS)“ sind
haufig am Entstehungsprozess der Parodontitis beteiligt (104).

MafRigere Assoziationen finden sich bei:
e Treponema denticola
e Prevotella intermedia
e Campylobacter rectus
e Peptostreptococcus mircos
e Eikenella corrodens
e Fusobacterium spp.
e Eubacterium spp.

¢ 3-hamolysierende Streptokokken
Die Virulenz der parodontalpathogenen Bakterien ist von vielen Faktoren abhangig,
unter anderem deren Ausstattung an Enzymen (z.B. Proteasen, Kollagenasen),
Endotoxinen oder deren Besitz an Oberflachenstrukturen wie Fimbrien oder

kapsularen Polysacchariden (49).
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1.1.3.2. Entstehung der chronischen Parodontitis: Modell des ,critical pathway*

Zum Verstandnis der komplexen Pathogenese der Parodontitis wurde das neue
Modell, der sogenannte ,critical pathway*, etabliert. Dieses versucht die vielseitigen
Zusammenhénge bei der Entstehung zu erfassen und beschrénkt sich nicht auf das
einfache Kausal-Prinzip aus Ursache und Wirkung (94, 106).

Eine inkonsequente und ineffektive Mundhygiene mit daraus resultierenden
Plaqueakkumulationen ist neben exogenen Infektionen die Hauptursache dafir, dass
sich aus einer apathogenen Mikroflora eine pathogene Mikroflora entwickelt.
Bestimmte  Metabolite und I6sliche Komponente der Plaquebakterien bieten
Leukozyten chemotaktische Reize. Peptide wie das Formyl-Methionin-Leucyl-
Phenylalanin ~ (FMLP), Fettsauren wie Butter- und Propionsdure und
Lipopolysaccharide (LPS) stimulieren die Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen (147) und weiteren chemischen Mediatoren der Saumepithelzellen. Diese
entzindungsfordernden Substanzen wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-8 (IL-8),
Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa), Prostaglandin E2 (PGE2) oder Matrix-Metallo-
Proteasen (MMPs) diffundieren ins subepitheliale Bindegewebe, um dort
vorkommende Makrophagen, Mastzellen und Fibroblasten zur weiteren Produktion
inflammatorischer Substanzen zu induzieren. Im Rahmen des
Entzindungsprozesses erhoht sich die GefaRpermeabilitatt mit konsekutiver
Zunahme der Exsudation von Sulkusfliissigkeit. Pro-inflammatorische Zytokine
vermitteln die Aktivierung der Adhéasionsmolekiile ,intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1)“ und ,endothelial leukocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1)¢, die den
Leukozyten, speziell den neutrophilen Granulozyten die Diapedese aus
subendothelialen Gefallen erleichtern. Somit kénnen diese entlang dem
Konzentrationsgefalle oben beschriebener bakterieller Lockstoffe bzw. wirtseigener
Opsonine wie IL-8, Komplementfaktor C5a oder Leukotrien B4 in Richtung Sulkus
zum Infektionsherd wandern (18). Diese polymorphkernigen Granulozyten (PMN)
sind Vertreter der primaren Immunantwort. lhre Aufgabe ist, mittels Phagozytose die
pathogenen Keime aufzunehmen und aufzulésen. Die Markierung von mikrobiellen
Substanzen (Opsonierung) mit Faktoren des Komplementsystems oder mit spezifisch

gegen die parodontalpathogenen Bakterien gerichteten Antikdrpern erleichtert den
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neutrophilen Granulozyten das Erkennen von Fremdstoffen und ermoglicht eine
effektivere Phagozytose. Gelingt es dem Organismus im Zuge der Immunerstantwort
ein weiteres Vordringen der Erreger nach apikal und lateral zu verhindern, so bleibt
die Entzindungsreaktion auf die Schleimhaut beschréankt und es entwickelt sich eine
Gingivitis. Bei Elimination der bakteriellen Erreger klingt die Entziindungsreaktion

wieder ab bis hin zur restitutio ad integrum.

Konnte jedoch aufgrund eines schlechten Immunstatus des Patienten (z.B. bei
Granulozytendysfunktion) oder einer ausgepragten Virulenz der Mikroorganismen,
ein weiteres Penetrieren der Bakterien ins umliegende subepitheliale Bindegewebe
nicht verhindert werden, so muss nun versucht werden mittels der spezifischen
sekundaren Immunantwort die Initierung der Parodontitis zu stoppen. Nach der
misslungenen unspezifischen Immunabwehr kdnnen die Bakterien verstarkt
kolonisieren und in das Saumepithel invadieren. Bakterielle Substanzen wie LPS,
erreichen nun in gesteigertem Malle Endothelzellen im subendothelialen
Gefal3plexus. Daraufhin exprimieren diese weitere Adhasionsmolekile, darunter
auch das ,vascular cell adhesion molecule 1% welches selektiv den Makrophagen
bzw. deren monozytaren Vorstufen die Migration ins umliegende Entziindungsgebiet
erleichtert (65). Auch der Anteil an Lymphozyten nimmt zu; eine steigende Anzahl an
T- und B-Lymphozyten wandert aus lymphatischen Organen in bakteriell besiedelte
Regionen ein. Die Makrophagen produzieren bei Exposition mit LPS eine Reihe von
Zytokinen, darunter Interferon y, TNF a, ,transforming growth factor (TGF)“, IL1a und
B, IL-6,-10,-12,-15 und zahlreiche Chemokine, mitunter MMPs, PGE2 und RANTES
.regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted“ (65). Daraus
resultieren folgende Effekte: Die freigesetzten Chemokine bezwecken ein
zusatzliches Rekrutieren von Monozyten und Lymphozyten. Antigenspezifische
CD4+ T-Lymphozyten differenzieren sich zu zytokinproduzierenden T-Zellen, welche
wiederum dazu befahigt sind, die Reifung der B-Lymphozyten zu antikdrper-
bildenden Plasmazellen zu induzieren. Einige Syntheseprodukte der Makrophagen
sind unmittelbar an der Gewebedestruktion beteiligt. MMPs sind direkt dazu in der
Lage, kollagene Strukturen des gingivalen Bindegewebes und der Wurzelhaut

abzubauen. Die Zytokine IL-1 B und TNF o induzieren bei gleichzeitiger Hemmung
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der Kollagensynthese der Fibroblasten die Prostaglandin E2-Synthese und
verstarken somit die Kollagenaseproduktion in selbigen (17). PGE2 erhoht die
Fahigkeit der Osteoklasten, ossare Strukturen zu resorbieren und ist somit flr einen
fortschreitenden  Alveolarknochenverlust mitverantwortlich (132). Durch den
destruktiven Gewebeabbau kommt es zu einer parodontalen Taschenbildung,
sodass den Bakterien aufgrund anaeroberer Verhdltnisse gunstigere
Wachstumsbedingungen geboten werden. Schafft es der menschliche Korper jedoch
durch eine suffiziente Immunantwort in Form einer ausreichend hohen
Antikorperproduktion, die Mikroorganismen zu eliminieren, so bleibt das Ausmal} der
Schéadigung begrenzt. Der Wechsel zwischen Exazerbation und Stagnation der
chronischen Parodontitis ist im Wesentlichen von der Effektivitat der Immunantwort

auf wiederholt eindringende Bakterien unterschiedlicher Virulenz abhéngig.

Pathogenesemodell: “critical pathway”

Schlechte Normale P, Exogene
Mundhygiene Flora Infektion
[ Pathogene |
| Flora ’ l
PMN
" Taschenbildung und Antikdrper B j3 = 3| Gingivitis
Knochenabbau Clearance
" Entziindungund | *
| Gewebezerstérung NEIN ‘
Zytokine und Baktirielle 1
| Entziindungsmediatoren | ’7 Bnetration
N
- N
' Monozyten- | N
| Lymphozyten-Achse | N

Parodontitis-Initierung

Abb. 1: Pathogenese der Parodontitis ("critical pathway”, modifiziert nach Salvi et al.,1997)
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1.1.3.3. Risikofaktoren der chronischen Parodontitis

Neben den bereits genannten Voraussetzungen sind an der Pathogenese der
chronischen Parodontitis genetische sowie erworbene, endogene und exogene
Risikofaktoren modifizierend beteiligt (106).

Als gesicherte Risikofaktoren, deren pathogenetischer Einfluss in grol3en
kontrollierten  Longitudinalstudien Uberprift wurde, gelten ein chronischer
Nikotinabusus, sowie eine Erkrankung an Diabetes mellitus (38). In einer
aussagekraftigen amerikanischen epidemiologischen Studie zeigten schlecht
eingestellte Typ Il Diabetiker gegenuber ihren gesunden Mitbirgern ein 2,9fach
erhohtes Risiko fur Parodontitis (131). Erwachsene Raucher sind einem 3-4fach
hoéheren Risiko an Parodontitis zu erkranken ausgesetzt, als Nichtraucher. Das
Rauchen scheint nicht nur die mikrobielle Zusammensetzung der Mundflora zu
beeinflussen und sich negativ auf die immunologische Abwehr auszuwirken. Auch
direkte lokale Effekte des Nikotins, wie eine vermehrte Produktion inflammatorischer
Mediatoren und Kollagenasen, sowie die reduzierte Anheftung der Fibroblasten an
der Wurzelhaut, scheinen fir eine verstarkte Gewebedestruktion bei Rauchern

verantwortlich zu sein (57).

Neben den Risikofaktoren existiert noch eine Reihe von Risikoindikatoren bzw.
Risikomarkern, deren Zusammenhénge mit der chronischen Parodontitis in vielen
Querschnittsstudien und Fallberichten beobachtet, jedoch noch nicht in kontrollierten
longitudinalen klinischen Studien verifiziert wurden. Zu den Risikoindikatoren zahlen
chronischer psychosozialer Stress, Osteoporose und chronische Immundefizienz
(z.B. AIDS). Insbesondere die letzte Gruppe entwickelt haufig eine nekrotisierende,
ulzerative Parodontitis, eine sehr schwere, schmerzhafte und schnell progrediente
Form (89). Auch genetische Risikoindikatoren werden mit der Suszibilitat for
chronische Parodontitis in Zusammenhang gebracht. In letzter Zeit haben sich
immer mehr Untersuchungen damit beschaftigt, inwieweit in der Bevolkerung
vorhandene Genvarianten (Polymorphismen) bestimmter Gene mit parodontalen
Erkrankungen assoziiert sind. Von Interesse sind hierflr vor allem Gene, die eine
wichtige Rolle bei der Inflammation, Immunabwehr oder Gewebedestruktion der

Parodontitis spielen. Zum Beispiel gibt es fur das IL-1p kodierende IL-1B-Gen einen
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.periodontitis associated genotype (65), der zu einer zwei- bis vierfach erhéhten
Produktion des Zytokins fiihrt (22). Die mit dieser Uberproduktion verbundenen
Uberschie3enden Entziindungsreaktionen pradisponieren Betroffene zu parodontalen
Attachmentverlusten, bis hin zu Zahnverlusten in Folge der gesteigerten
Gewebedestruktion (84). Polymorphismen in den Fcy-Rezeptoren, die sich auf der
Oberflache phagozytierender Zellen befinden, erhéhen die Anfalligkeit fir aggressive
und chronische Parodontitiden (60).

1.1.4. Klinisches Bild und Verlauf

Erste sichtbare klinische Symptome der Parodontitis lassen sich an der Gingiva
erkennen: Farbe, Struktur und Kontur verandern sich, es kommt zu Schwellung und
Ro6tung, verursacht durch die verstarkte Durchblutung des Entziindungsgebietes. Bei
Beruhrung treten haufig sogenannte Provokationsblutungen auf. Durch die
entzindliche Schadigung des Gewebes kommt es zur parodontalen Taschenbildung
infolge von Proliferation des Saumepithels nach lateral und apikal mit Vertiefung des
gingivalen Sulkus (59). Tiefere Schichten der Wurzeloberflache kdnnen so mikrobiell
besiedelt werden und sind unzuganglich fir eine normale Mundhygiene. Die
Haltefunktion des Parodontiums nimmt unter Bildung parodontaler Rezessionen
immer weiter ab. Dadurch freiliegende Zahnhélse sind meist hypersensibel und einer

vermehrten Plaqueakkumulation ausgesetzt.

Ein weiteres klinisches Zeichen ist die gesteigerte Menge an Sulkusflissigkeit. Dabei
korreliert diese mit der Intensitdt der parodontalen Entzindung und der
Sondierungstiefe (110). Alveolarer Knochenabbau und eine fortschreitende
Schadigung der Desmodontalfasern im spateren Stadium verursachen eine
Zahnlockerung, die unbehandelt zum Zahnverlust als letztem Symptom des
Krankheitsverlaufs fuhrt (102). Der Verlauf der chronischen Parodontitis ist
Uberwiegend zyklisch-progredient, bestehend aus einem Wechsel zwischen kurzen
progressiven Phasen mit messbarem Attachmentverlust und langeren, dazwischen

liegenden, inaktiven Phasen klinischer Stagnation.
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1.1.5. Therapie

Parodontalerkrankungen heilen nicht spontan aus, sondern bedurfen einer
adaquaten zahnmedizinischen Therapie. Grundséatzlich lasst sich der Therapieverlauf
bei der chronischen Parodontitis in drei Abschnitte unterteilen:

- Phase I:  antiinfektiose Therapie
- Phase Il:  korrektive Therapie
- Phase Ill:  Erhaltungstherapie

In der ersten Phase, der antiinfektiosen Therapie steht die Infektionsbekampfung im
Vordergrund. Durch supra- und subgingivales Scaling, Wurzelglattung und
subgingivale Kurettage werden Zahnstein und Plague von den Wurzeloberflachen
und aus den Zahnfleischtaschen mechanisch entfernt. Durch die Beseitigung der
bakteriellen Ablagerungen wird eine maximale Keimreduktion erzielt und die
Konzentrationen von Proteasen, die an destruktiven Abbauprozessen des
Parodontium beteiligt sind, wie zum Beispiel Matrixmetalloprotease 8 (MMP-8),
werden gesenkt (27). Eine systemische oder subgingivale Applikation von Antibiotika
oder Antiseptika, kann sich zusatzlich positiv auf die Infektionsbeseitigung auswirken
und vor Reinfektionen schitzen (19, 20). Die Motivation zur Mundhygiene soll zu
Verbesserung der hauslichen Zahnreinigung mit Verwendung von Zahnseide bzw.
Interdentalraumbiirsten anregen. Die Plaquekontrolle kann durch antimikrobielle
Zusatze, wie Chlorhexidin, Triclosan und Metallionen, die in Zahnpasten oder

Mundspullésungen enthalten sind, chemisch unterstitzt werden.

Die zweite Phase wird vor allem von parodontalchirurgischen MalRRnahmen
beherrscht, deren Ziele das Verhindern erneuter Infektionen und der Wiederaufbau
von krankheitsbedingt zerstortem Gewebe sind. Resektive Verfahren wie die
Gingivektomie und die Gingivoplastik sollen eine Rekonturierung der Gingiva
gewahrleisten. Reperative Eingriffe wie Lappenoperationen, bei welchen sorgfaltige
Depurationen der Wurzeloberflachen unter Sicht mdglich sind, fihren in gunstigen
Fallen zu Attachment- und Knochengewinn. SchlieBlich gibt es regenerative
Therapieanséatze wie die gesteuerte Geweberegeneration (GTR). Dabei werden

durch den Einsatz von Membranen die unterschiedlich schnell proliferierenden
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Gewebe des parodontalen Defekts wahrend des Heilungsprozesses getrennt. Durch
dieses Vorgehen eben wird eine gegenseitige Behinderung vermieden und langsam
proliferierenden Gewebearten des Paradontiums ausreichend Zeit zur Ausheilung
gegeben (12).

Die sich anschlieRende Erhaltungstherapie zielt auf die Sicherung der
Behandlungsergebnisse ab. Durch regelméafRige ,Recalls® mit professionellen
Zahnreinigungen wird die Entziindungsfreiheit auch langerfristig sichergestellt. Da
die subgingivale Plaqueentstehung nach Scaling und Wurzelglattung nur fir einen
Zeitraum von neun bis elf Wochen eingeschrankt bleibt (43), sollten
Nachsorgetermine mindestens alle sechs Monate, bei schweren Verlaufsformen in

Abstand von zwei bis drei Monate, wahrgenommen werden.

1.2. Kollektine

Lektine bilden eine Klasse von kohlenhydratbindenden Proteinen, welche die
Fahigkeit besitzen, reversibel an Sacchariddoméanen zu binden. Die Einteilung der
tierischen Lektine in strukturell verwandte Familien basiert hauptsachlich auf den
unterschiedlichen Bindungseigenschaften (16). Darunter zu finden sind die C-Typ
Lektine, welche zum Interagieren Calcium bendtigen, und S-Typ Lektine, deren
Bindungsvorraussetzung freie Thiolgruppen darstellen. Hinzu kommen neuere
Lektingruppen vom I-Typ (immunglobulindhnliche Struktur) und P-Typ. Die gréi3te
Familie, die C-Typ Lektine, umfasst drei Mitglieder: Selektine, endozytotische Lektine

und die Kollektine.

Wahrend Selektine transmembrands verankert sind, sind Kollektine I6sliche Proteine.
Charakteristischerweise enthalten Kollektine sowohl eine kollagenahnliche Struktur,
als auch eine fur Lektine typische kohlenhydraterkennende Domane ,carbohydrate
recognition domain (CRD)“. Mit letzterer sind sie in der Lage, eine Fille an
mikrobiellen Pathogenen an sich zu binden. Die Kollektine gehéren somit der Gruppe
der ,pathogen recognition receptors (PRR)" an, die spezielle ,pathogen associated
molecular patterns (PAMPs)“ von Mikroorganismen erkennen und diese markieren.

Dadurch kann das Immunsystem Fremdkorper leichter beseitigen. Die Kollektine
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nehmen somit eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr ein. Zu den

menschlichen Kollektinen gehoren drei Proteine:
e Mannose-bindendes Lektin (Syn.: Mannan-bindendes Lektin, MBL)
e Surfactantprotein-A (SP-A)
e Surfactantprotein-D (SP-D)

Die zwei weiteren Kollektine Conglutinin und Kollektin-43 wurden bislang lediglich in
Rindern nachgewiesen (135).

1.2.1. Mannose bindendes Lektin (MBL)

Den Hauptvertreter der Kollektine im Serum stellt das Mannose-bindende Lektin dar.

Es wird von Hepatozyten gebildet und von diesen in den Blutstrom abgegeben.
Dieses Kaollektin ist ein Akut-Phase-Protein, welches nach einer Infektion oder einem
Trauma einen moderaten Serumkonzentrationsanstieg aufweist (127). Aufgrund
seiner polyspezifischen, antikérper-ahnlichen Aktivitat hat das MBL fur das

angeborene Immunsystem eine grof3e funktionelle Bedeutung (135).

1.2.1.1. Struktur

Elektronenmikroskopisch zeigt das MBL in der Kristallstruktur eine blumenstrauf3-
ahnliche Form. Das Protein setzt sich aus multimeren Untereinheiten zusammen,
jede einzelne beinhaltet drei identische Peptidketten mit 32 kDa. Jede Kette besteht
weiter aus einer C-terminalen ,carbohydrate-recognition domain (CRD)“ einem
kurzen alpha-helikalen hydrophoben Halsbereich, sowie einer 19 Gly-X-Y Triplett
beinhaltenden Kollagen-Region und zuletzt einem cysteinreichen N-terminalen
Abschnitt. Die drei Polypeptidketten bilden dabei eine Triple-Helix in ihrer Kollagen-
Region, stabilisiert durch hydrophobe Interaktionen und Disulfidbriicken innerhalb der
N-terminalen cysteinreichen Region (15). Die im Serum vorkommenden oligomeren
MBL-Molekile reichen von Dimeren bis hin zu Hexameren; eine pradominante
zirkulierende Form ist bisher nicht bekannt. Eine komplette funktionelle Aktivitat des
Proteins wird jedoch erst ab einer Oligomerisierungsstufe zu Tetrameren erreicht
(149).
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Struktureller Aufbau des Mannose-bindenden

Lektins
32kDa MBL MBL
Peptidkette Untereinheit Hexamer

= (s

Kohlenhydrat-erkennende Doméane

carbohydrate-recognition domain (CRD)

a-helikaler Halsbereich

a-helical coiled-coil neck region

Kollagen-ahnliche Domane

collagenous domain

o = ad @

N-terminaler Bereich

N-terminal region

Abb. 2: Struktureller Aufbau des MBL (modifiziert nach Kishore et al.,2005)

Jede CRD kann ein Calcium-lon binden, woraus eine Bindungsfahigkeit mit den C3
und C4 Hydroxylgruppen spezifischer Zucker resultiert (146). Liganden hierfir sind
Mannose, Fukose, N-Acetylglucosamin und Glukose, samt ihrer Derivate. Diese
Bindungsvoraussetzungen sind nicht bei Galaktose und Sialinsdure gegeben, welche
haufig bei den Glykoproteinen von Saugern die letzten bzw. vorletzten
Zuckeranhange darstellen. Vermutlich ist dadurch die reduzierte Bindungsaffinitat
von MBL zu wirtseigenen Glykoproteinen beim Menschen erklart. Dahingegen sind
die bindungsfahigen Zucker haufiges Strukturmerkmal mikrobieller Proteine, wodurch

das MBL eine weite Bandbreite an Erregern erkennt (92).
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Wahrend eine einzelne Bindung zwischen Monosaccharid und Lektin-Doméne nur
eine geringe Affinitat aufweist (10®) (52), wird eine hohe Bindungsaviditit durch die

simultanen Interaktionen multipler CRDs mit den Kohlenhydraten erzielt.
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Abb. 3: Mannose-haltige Kohlenhydratverbindungen als Angriffsstelle des MBL,
zu finden auf der Oberflache vieler Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen
(Bild-Quelle: www.imd-berlin.de/index.php?id=278)

1.2.1.2. Funktion

Das Verstandnis Uber die funktionelle Bedeutung von MBL hat in den letzten drei
Jahrzehnten stark zugenommen. Heute werden dem Protein mindestens vier
Funktionen zugeschrieben: Aktivierung des Komplementsystems, Unterstltzung der
Komplement-unabhangigen Opsonophagozytose, Regulierung der Entziindungs-

reaktion und Mithilfe bei der Clearance apoptotischer Zellen (15, 134).

Eine der Hauptaufgaben des Kollektins ist die Aktivierung des Komplementsystems
via eines dem klassischen und alternativen Weg unabhangigen dritten Weg, dem
sogenannten Lektin-Weg. Die daflr bendétigte funktionelle Aktivitat besitzt MBL nur in

Assoziation mit einem bestimmten Enzym.

Es wurde festgestellt, dass MBL im Blutkreislauf in Verbindung mit einer Gruppe von
MBL-assoziierten Serin Proteasen (MASP-1,2 und 3) (11, 82, 129), sowie einem
verkirztem Segment von MASP-2 , Mapl19 genannt (125), steht. MASP-2 hat fur die

Komplementaktivierung die grofite Bedeutung. Nach einer Bindung an eine
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mikrobielle Oberflache wird MASP-2 aktiviert und vermittelt den ersten Schritt in der
Komplementkaskade des Lektin-Weges. Dieser besteht in der Spaltung der Faktoren
C2 in C2a und C2b, C4 in C4a sowie C4b. Daraus resultiert die Entstehung von
C4bC2a-Heterodimeren, welche wie beim klassischen Weg als C3-Konvertasen
fungieren. Die Spaltung des Faktors C3 in C3a und C3b ermdglicht einerseits die
Opsonierung weiterer Pathogene. Durch die Markierung mit C3b entsteht
andererseits ein tri-molekularer Komplex (C4bC2aC3b) zur enzymatischen Spaltung
des Faktors C5. Das dabei entstandene C5b-Molekil kann sich mit den anderen
terminalen Komplementkomponenten C6, C7, C8 und C9 so zusammenlagern, dass
ein membranangreifender Komplex entsteht, der letztendlich zur Zelllyse fihrt (55).
Aktivierte MASP-1 vermag C3 direkt zu restringieren, und setzt damit in der
Komplementkaskade etwas spéter ein.

Zudem existiert noch eine weitere Gruppe von Proteinen, welche in Komplexbildung
mit MASP beféahigt sind den Lektin-Weg zu aktivieren. Diese sogenannten Ficoline

unterscheiden sich jedoch in der Bindungsspezifitat vom MBL (74).
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Aktivierung des Komplementsystems

Lektin-Weg
MBL-MASP-2

MBL-MASP-1

Cc4a

Klassischer Weg _> & 4— Alternativer Weg

C5
Ccé
Cc7
cs8
c9o

Abb. 4: Aktivierungswege des Komplementsystems (modifiziert nach Dommett et al.,2006)

Eine weitere wichtige Eigenschaft des MBL ist die Fahigkeit zur direkten
Opsonierung von Mikroorganismen. Durch Bindung an Oberflachenrezeptoren von

Phagozyten wird so die Phagozytose der erkannten Erreger vermittelt (67).

Im Weiteren scheint MBL eine Hauptrolle in der Modulation von Entziindungen zu
Ubernehmen. Ein verminderter MBL-Status wird zunehmend mit der Entwicklung von
Sepsis und dem ,systemic inflammatory response syndrom® (SIRS) in Verbindung
gebracht (26, 32). Genaue Mechanismen, in welcher Weise MBL modulierend in den

Entziindungsprozess eingreift, sind jedoch bisher weitgehend unbekannt.
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Auch bei der Beseitigung apoptotischer Zellen wird MBL eine funktionelle Bedeutung
beigemessen. Apoptotische Zellen exponieren an der Oberflache terminale
Zuckerreste zytoskelettaler Proteine. An diese Strukturen kdnnen MBL-Molekile
binden und den Verdau apoptotischer Zellen durch Phagozyten stimulieren.

MBL spielt mit seinen multiplen Funktionen eine zentrale, dulRerst komplexe Rolle in
der Immunabwehr. Die Tatsache, dass MBL auch mit glykosilierten Varianten
bestimmter Immunglobuline Interaktionen zeigt, unterstreicht dessen komplexe
Bedeutung fir das Immunsystem. Mittels dieser Kreuzkommunikation zwischen
angeborenem (MBL) und adaptivem Immunsystem (lg), vermag MBL auch an der

Clearance von Immunkomplexen beteiligt zu sein (4).

1.2.1.3. Genetik

Der Mensch besitzt zwei MBL-Gene. Nur das MBL-2 Gen kodiert fur das Protein, das
MBL-1-Gen ist lediglich ein Pseudogen. Das funktionelle Gen liegt zusammen mit
den SP-A und SP-D - Genen auf Chromosom 10, in dem Bereich 10g21-24 (108).
Das MBL-Gen umfasst vier Exons. Davon kodiert Exon 1 fur die N-terminale
cysteinreiche Region und einen Teil der kollagendahnlichen Doméne, Exon 2 fir den
restlichen kollagenahnlichen Bereich, Exon 3 fur den a-helikalen Halsbereich und
Exon 4 kodiert fur die C-terminale CRD (108, 126). Punktmutationen im Exon 1 des
MBL-2-Gens sind vor allem die Ursache fir MBL-Mangel (135). Der Wildtyp des
MBL-Gens wird dabei mit A bezeichnet, durch Punktmutationen entstandene
Varianten mit B, C, bzw. D. Die B-Variante basiert auf einer Punktmutation in Codon
54 (GGC zu GAC) mit der Folge eines Aminosaureaustausches von Glycin zu
Aspartat (119). Ebenfalls zum Ersatz eines fur die Ausbildung der Kollagenhelix
essentiellen Glycins durch Glutamat kommt es bei der Variante C, einer
Punktmutation in Codon 57 (GGA zu GAA) (71). Bei beiden Mutationen resultiert
eine Unterbrechung der Tripel-Helix im kollagenahnlichen Bereich. Es existiert eine
weitere Punktmutation in Codon 52 (CGT zu TGT), D-Variante genannt, bei der ein
Arginin durch Cystein ersetzt wird (76). Dies bedingt die Ausbildung zusatzlicher
Disulfidbriicken und stoért damit eine spatere Oligomerisierung (145). Bei allen drei
Mutationen ist die Konzentration an funktionellem MBL im Serum erniedrigt, somit

reprasentieren die Varianten B, C und D defekte Allele. Fir diese mutierten Allele
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liegt ein spezifisches ethnisches Verteilungsmuster vor. Das Allel der B-Variante ist in
der kaukasischen Bevdlkerung sowie bei einigen asiatischen Bevdlkerungsteilen
pradominant. Etwa 26 % aller Kaukasier sind Trager des mutierten Allels B. Dagegen
tritt die Variante C nur bei Bewohnern subsaharischer Lander Afrikas auf, mit einer
Haufigkeit bis zu 50-60 %. Die Variante D kommt sowohl in der kaukasischen
Bevolkerung als auch in der Bevolkerung Westafrikas vor, allerdings zu einem
wesentlich geringen Anteil von circa 5 % (135).

In der Promotorregion des MBL-2-Gens sind drei Nukleotidpolymorphismen
beschrieben, welche die Transkriptionsaktivitat beeinflussen und damit auch
Auswirkung auf die Proteinserumkonzentration zeigen. Sie befinden sich an den
Stellen -550 (H/L Polymorphismus), -221 (X/Y Polymorphismus) und +4 (P/Q
Polymorphismus) (77, 78). Daraus konnte man die vier haufigsten Haplotypen LXP,
LYP, LYQ und HYP ermitteln. Der am meisten MBL-produzierende Haplotyp ist HYP;
LXP hingegen ist mit den niedrigsten Serumwerten assoziiert. Die Exon 1 Mutationen
und die Polymorphismen in der Promotorregion scheinen ungleich miteinander in
Verbindung zu stehen. Es existieren nur sieben haufige Haplotypen: HYPA, LYQA,
LYPA, LYPB, LYQC, HYPD und LXPA. Wahrend die Haplotypen HYPA und LYQA
mit einer hohen, LYPA mit einer gemaRigten und LXPA mit einer niedrigen MBL-
Produktion assoziiert sind, bedingen die Haplotypen LYPB, LYQC und HYPD einen
defizienten Zustand mit sehr niedrigen bzw. oft nicht messbaren MBL-Serumlevels
(77, 78). Die interindividuellen Unterschiede in den MBL-Plasmakonzentrationen sind
oftmals grofl3. Bei Kaukasiern variieren die Werte teilweise um das 1000fache ( < 20-
1000 ng/ml) (15).

1.2.2. Surfactantprotein- D (SP- D)

Die Hauptproduktionsstétte des SP-D liegt in der Lunge bei den Typ Il Alveolarzellen
und den Clara-Zellen. Dennoch findet die Synthese des SP-D auch in vielen
Epithelzellen auRerhalb der Lunge statt, wohingegen die Synthese des SP-A auf die
Lunge beschrankt bleibt (79). Zusammen mit der Tatsache, dass SP-D auch im

Serum nachweisbar ist, gibt dies einen Hinweis darauf, dass SP-D in seiner Funktion
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als Pathogen erkennendes Molekul auch fur das angeborene Immunsystem
aul3erhalb der Lunge eine wichtige Rolle zu spielen scheint.

1.2.2.1. Struktur

Im strukturellen Aufbau zeigt SP-D groRe Ahnlichkeiten zum MBL. Dessen
Untereinheiten bestehen ebenso aus drei identischen, mit 43 kDa etwas gréf3eren
Peptidketten, welche sich in gleicher Weise wie die des MBLs zusammensetzen (58).
Dabei enthalt die kollagendhnliche Doméane des SP-D 59 statt 19 Gly-X-Y Triplets
wie beim MBL und ist somit ein Stiick langer (48). Das SP-D liegt meist als Tetramer
vor, je vier Untereinheiten sind Uber ihre N-terminale Region miteinander verbunden

und bilden ein kreuzférmiges Oligomer.

Struktureller Aufbau des Surfactantprotein-D

43kDa SP-D SP-D
Peptidkette Untereinheit Tetramer
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Abb. 5: Struktureller Aufbau des SP-D (modifiziert nach Kishore et al.,2005)
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1.2.2.2. Funktion

SP-D zahlt zu den ,pathogen recognition receptors® (PRR), welche mit fur die
Abwehr infektioser Erreger zustandig sind. Dank seiner CRD ist das Protein dazu
befahigt, an Oberflachenstrukturen von Bakterien, Viren und Pilzen zu binden und
kann somit die Phagozytose der Krankheitserreger mit anschlielender intrazellularer
Lyse verstarken (48). Dies kann durch Agglutination der Pathogene oder durch
direkte Opsonierung vermittelt werden. Uber Interaktionen von SP-D mit bestimmten
Oberflachenrezeptoren auf Phagozyten wird deren Phagozytoseaktivitat verstarkt. So
wurde zum Beispiel eine gesteigerte Clearance von Pseudomonas aeruginosa
nachgewiesen (6). Im Fall von Mycobacterium tuberculosis vermindert SP-D dessen
Phagozytose durch Makrophagen und verhindert so eine weitere intrazellulare
Ausbreitung (25). Durch Bindung an Makrophagen kann SP-D auch deren
Chemotaxis verstarken (9). Zudem hat SP-D direkte Effekte auf T-Lymphozyten und
kann deren Produktion von Zytokinen und anderen proinflammatorischen Mediatoren
beeinflussen (148).

1.2.2.3. Genetik

Zusammen mit den Genen der beiden anderen Kollektine befindet sich das
Surfactantprotein-D Gen (SFTPD) auf dem langen Arm von Chromosom 10 im
Bereich 10q 21-24 (108). Bisher sind fur den codierenden Bereich des SFTPD Gens
drei Nukleotidpolymorphismen bekannt (8, 14, 68). Bei allen ergeben sich
Anderungen in der Aminosauresequenz: Methionin zu Threonin an Stelle 11
(Metl11Thr), Alanin zu Threonin an Stelle 160 (Alal60Thr) bzw. Serin zu Threonin an
Position 270 (Ser270Thr). Die erste Variante zeigt Assoziationen zu niedrigen SP-D
Serumspiegeln. Fur diesen Aminosaureaustausch konnte eine Behinderung der
Oligomerisierung nachgewiesen werden, welches eine reduzierte Bindungsfahigkeit
fur mikrobielle Erreger nach sich zieht (46, 70). Des Weiteren konnte fir die
Metl1Thr-Variante ein Zusammenhang mit einer erhdhten Inzidenz fir Tuberkulose
gezeigt werden (29). Im Gegensatz dazu wurde eine positive Assoziation mit
Methionin an Stelle 11 und der Entstehung einer ,respiratory syncytial virus infection*
aufgedeckt (68).
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1.2.3. Die Rolle von MBL und SP-D in der Immunabwehr bei chronischer
Parodontitis

Beide Kollektine sind in ihrer Funktion als ,pathogen recognition receptors (PRR)"
zustandig fur die Erkennung von speziellen mikrobiellen Strukturen, den ,pathogen
associated molecular patterns (PAMPs)“. Zu den Liganden des MBL und SP-D
zéhlen Lipopolysaccharide, an der &auf3eren Membran gramnegativer Bakterien,
sowie Peptidoglykane und Lipoteichonsdure, zwei wichtige Bestandteile der
Zellwande insbesondere grampositiver Bakterien (85, 90, 141). Diese Liganden
enthalten Mannan und andere Zuckermolekile, an welche die Kollektine mit ihrer
CRD binden kénnen, um anschlieRend Uber ihre spezifischen Funktionen das
angeborene Immunsystem bei der Erregerelimination zu unterstitzen.
Parodontalpathogene Keime wie Porphyromonas gingivalis und Aggregatibacter
actinomycetemcomitans bestehen u.a. aus Lipopolysacchariden, extrazellularen und
kapsularen Polysacchariden, welche allesamt hohe Anteile an Mannan und weiteren
kollektinbindungsfahigen Zuckermolekilen aufweisen (5, 7, 24, 98). Damit bieten
sie den Kollektinen MBL und SP-D eine gute Angriffsflache. Die Lipopolysaccharide
zahlen zu den wichtigsten Virulenzfaktoren parodontalpathogener Bakterien und
induzieren ein weites Spektrum an proinflammatorischen Reaktionen im Rahmen der
Pathogenese der chronischen Parodontitis (75). Eine Aufgabe der Proteine MBL und
SP-D besteht also méglicherweise darin, im Zuge einer frihen Immunantwort durch
Opsonierung und Komplementaktivierung seitens des MBLs, ein Fortschreiten des

Entziindungsprozesses zu verhindern.
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Das Mannose bindende Lektin (MBL) und das Surfactant Protein D (SP-D) sind
Kollektine, die eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr einnehmen. Sie
gehoren zur Gruppe der ,pathogen recognition receptors (PRR)“, die spezielle
.pathogen associated molecular patters (PAMPs)“ erkennen (45, 94). Dadurch kann
das menschliche Immunsystem pathogene Mikroorganismen leichter beseitigen.
Parodontalpathogene Erreger besitzen eine Reihe dieser Oberflachenstrukturen,
daher sind MBL und SP-D fur die Entstehung und den Verlauf der chronischen
Parodontitis von hoher Relevanz. Wahrend einerseits ein MBL- bzw. SP-D- Mangel
das Risiko fir Infektionskrankheiten erhohen, hat MBL andererseits auch eine
Bedeutung als Akut-Phase-Protein und SP-D wird wegen seiner Erh6hung bei

zahlreichen Lungen- und Infektionskrankheiten als Biomarker diskutiert (48).

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, inwieweit sich die Proteinkonzentrationen
der beiden Kollektine im Plasma von an chronischer Parodontitis Erkrankten und
parodontal gesunden Kontrollpersonen unterscheiden. Hierfir werden mittels ELISA
die MBL-Plasmakonzentrationen von 362 Patienten und 777 Kontrollpersonen und
die SP-D-Plasmakonzentrationen von 105 Patienten und 122 Kontrollpersonen
ermittelt und verglichen. Neben der Unterscheidung der Geschlechter, werden, unter
Bericksichtigung der Tatsache, dass dem Risikofaktor Nikotinabusus in der
Pathogenese der chronischen Parodontitis ein Beitrag von circa 20% zugeschrieben
wird (45, 94), die Untersuchungskollektive fur MBL und SP-D zusatzlich beziglich
ihres Nikotinkonsums in Raucher und Nichtraucher stratifiziert. Unter Zuhilfenahme
dieser Einteilung wird in der vorliegenden Studie auf3erdem ein Vergleich der
Plasmakonzentrationen der Patienten in Hinblick auf deren Raucherstatus gestellt.
Damit wird untersucht, inwieweit das Rauchen Auswirkungen auf die Expression von

funktionellem MBL bzw. SP-D im Plasma bei chronischer Parodontitis zeigt.

Zwillingsstudien haben gezeigt, dass genetische Faktoren bei der Pathogenese der

chronischen Parodontitis einen Beitrag von bis zu 50% leisten (86).
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Problemstellung und Zielsetzung

Fur beide Kollektine sind bereits in ihren jeweiligen codierenden Genen, MBL-2 Gen
bzw. SFTPD-Gen, Polymorphismen bekannt. Bei allen Studienteilnehmern wurden
im Vorfeld der eigenen Untersuchungen im Hinblick auf diese Mutationen
Genanalysen durchgefiihrt. Damit kdnnen die gemessenen Plasmakonzentrationen
bezliglich der Genotypfrequenzen beurteilt werden. Es wird zudem der Fragestellung
nachgegangen, ob Plasmakonzentrationsunterschiede von MBL und SP-D zwischen
den Patienten- und Kontrollgruppen genetisch erklarbar sind.

Mit dem gezielten Vergleich der MBL-Plasmakonzentrationen in Patienten- und
Kontrollgruppe hinsichtlich des Raucherstatus und dem Vorhandensein genetischer
Mutationen im MBL-2 Gen, soll abschlieRend der Einfluss des Rauchens auf die
MBL-Plasmalevel unter Bertcksichtigung des genetischen Hintergrunds beurteilt

werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Studienpopulationen

Alle Teilnehmer der Studie, sowohl Individuen der Patientengruppe als auch der
Kontrollgruppe, sind erwachsene Kaukasier. Um eine ethnische Homogenitat zu
gewahrleisten, wurden nur Personen mit Eltern und Grol3eltern deutscher
Abstammung ausgewahlt. Dadurch konnen alle Teilnehmer einer ethnischen Gruppe
zugeordnet werden. Personen mit gravierenden Erkrankungen wurden aus der
Studienpopulation ausgeschlossen. Dies betraf vor allem Menschen mit
systemischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Immundefiziente oder ein
Patientenklientel mit erhohtem Risiko fur eine bakterielle Endokarditis. Auch
schwangere Frauen konnten an der Studie nicht teilnehmen. Vor der Aufnahme in
die Studie, erhielten alle Patienten Informationen tber Ziele, Hintergriinde und Ablauf
des Projekts und gaben ihre schriftiche Einverstandniserklarung ab. Die Studie
stimmt mit den ethnischen Leitlinien der Deklaration von Helsinki Uberein und wurde
von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwigs-Maximilians-
Universitat bewilligt (Nr. 290 / 01).

3.1.1. Patientengruppen

Alle Personen der Patientengruppen waren in der Klinik und Poliklinik far
Zahnerhaltung und Parodontologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in
Behandlung. Die chronische Parodontitis wurde anhand eines standardisierten
zahnarztlichen Untersuchungsprotokolls diagnostiziert. Dieses bestand aus

folgenden Kriterien:

¢ Beurteilung des Furkationsbefalls durch Verwendung einer Naber 2-Sonde
(Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland), vom Eingang der Furkation bis zum
Defektende in horizontaler Richtung; Klassifizierung des Grads des

Furkationsbefalls (FI-FIll) mit Hilfe der Einteilung von Nyman und Lindhe (93)
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¢ Beurteilung der Taschensondierungstiefen (TST) an sechs Stellen pro Zahn
(mesio-bukkal, medio-bukkal, disto-bukkal, mesio-oral, medio-oral, disto-oral);
Messung der Taschentiefe vom Gingivarand bis zum Sulcusboden
entlang der Zahnachse durch Verwendung einer Parodontalsonde PCP (Hu-Friedy
Europe, Leimen, Deutschland)

e Vorhandensein einer Blutung auf Sondieren

¢ Abschatzung des horizontalen und vertikalen Knochenabbaus anhand eines

Orthopantomogramms

Zur Aufnahme in die Patientengruppe mussten folgende Untersuchungsergebnisse
vorliegen, welche Kriterien fur die Klassifikation einer generalisierten Form der

Parodontitis darstellten:

¢ Die Patienten mussten mindestens 15 Z&ahne in situ aufweisen.

¢ Es sollten mindestens 8 Zahne vorliegen, deren Taschensondierungstiefe
entweder an wenigstens einer der gemessenen Stellen > 5 mm war oder deren
Furkationsbefall = der Klasse |l zugeordnet werden konnte.

¢ Alternativ musste an erkrankten Zahnen radiologisch eine Distanz von > 3 mm

zwischen Limbus alveolaris und der Schmelz-Zementgrenze angetroffen werden.

Patienten, deren klinisches Erscheinungsbild, deren Roéntgenbefund und deren
mikrobiologische Diagnostik gemalR der Klassifikation von Tonetti et al. (130)
Hinweise auf eine aggressive Form der Parodontitis gaben, wurden von der Studie

ausgeschlossen.

AuBerdem wurde anhand der oben genannten Kriterien eine weitere Einteilung
gemal des Schweregrads in milde, moderate und schwere Form der chronischen
Parodontitis vorgenommen. Die speziellen Einteilungskriterien sind aus Tabelle 1

ersichtlich.
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Tab. 1: Kriterien zur Einteilung der Patienten mit chronischer Parodontitis in die jeweiligen
Schweregrade

milde Form moderate Form schwere Form

maximale Taschensondierungstiefe 6 mm 8 mm >8 mm
Attachmentverlust <5 Zahne < 8 Zahne > 8 Zahne
> 30%
Attachmentverlust - <5 Zahne > 5 Zahne
> 50%

3.1.2. Kontrollgruppen

Die Personen der Kontrollgruppen waren ebenfalls kaukasischer Herkunft und nicht
miteinander verwandt. Keiner der ausgewdahlten Kontrollpersonen hatte in seiner
Krankenvorgeschichte eine Parodontitis oder einen Zahnverlust aufgrund einer
pathogenen Zahnmobilitat vorzuweisen. Folgende Aufnahmekriterien wurden fur die

Kontrollgruppe aufgestellt:

¢ ein Gebissstatus mit mindestens 22 Zahnen in situ

¢ hochstens ein Messpunkt mit einer Taschensondierungstiefe > 3 mm

¢ keine Anzeichen fur Furkationsbefall

¢ Abwesenheit von klinisch oder radiologisch sichtbarem Attachmentverlust

(z.B. Zahnfleischriickgang)

3.1.3. Studienkollektive

3.1.3.1. MBL -Studienkollektiv

Das Durchschnittsalter der 362 Probanden umfassenden Patientengruppe betrug
54,2 Jahre mit einer Standardabweichung von 11,1 Jahren. Die Altersspanne reichte
dabei von 18 bis 84 Jahren. Die Geschlechtsverteilung zeigte, dass mit 54,4 % etwas
mehr Frauen als Manner (45,6 %) vertreten waren. 32,6 % von 328 beziiglich ihres

Nikotinabusus befragten Patienten fielen unter den Status Raucher. Daflir mussten
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innerhalb des letzten Jahres Minimum 10 Zigaretten pro Tag konsumiert worden

sein.

In der Kontrollgruppe wurden insgesamt die Proben des Blutplasmas von 777
Personen auf inre MBL-Konzentration untersucht. Das Durchschnittsalter betrug 47,3
Jahre bei einer Standardabweichung von 9,2 Jahren. Die jingste untersuchte
Kontrollperson war 35 Jahre alt, die Alteste war 68 Jahre. 96 (12,5 %) Personen der
Kontrollgruppe waren Raucher (s. Tab. 2).

Tab. 2: Basisdaten des MBL-Studienkollektivs

Patientengruppe Kontrollgruppe
Anzahl n =362 n=777
Altersdurchschnitt 54,2 a 473 a
Standardabweichung 111a 9,2a
Altersverteilung 18—-84 a 35-68a
Ratio: Mannlich / Weiblich 165 (45,6 %) / 183 (54,4 %) 514 (66,2 %) / 252 (33,8 %)

Ratio: Raucher / Nichtraucher 107 (32,6 %) / 221 (67,4 %) 96 (12,5 %)/ 672 ( 87,5 %)

Bei insgesamt 1120 Personen des Untersuchungskollektivs wurde im Vorfeld der
eigenen Untersuchungen fir das MBL-2 Gen eine Genotypisierung hinsichtlich der
Exonl Mutationen in den Codons 52, 54 und 57 mittels einer
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) und
anschlieBender  Restriktionslangen-Polymorphismen-Analyse (engl. restriction

fragment length polymorphism, RFLP) vorgenommen. Dank dieser Untersuchungen

sind die Genotypen fur das MBL-2 Gen von 767 Kontrollpersonen und 353 Patienten

mit chronischer Parodontitis bereits bekannt und wurden in Tabelle 3 aufgeflhrt.
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Tab. 3: Genotypverteilung bezgl. des MBL-2 Gens im Studienkollektiv (AA steht far
den Wildtyp, Nicht AA beschreibt die Gesamtzahl der Mutationen)

Genotyp im MBL- | Gesamtkollektiv | Patienten mit | Kontrollgruppe
2 Gen n=1120 chronischer n =767
Parodontitis
n =353

AA 655 (58,5 %) 189 (52,2 %) 466 (60,8 %)

Nicht AA 465 (41,5 %) 164 (47,8 %) 301 (39,2 %)
AB 259 (23,1 %) 102 (28,9 %) 157 (20,5 %)
AC 32 (2,9 %) 10 (2,8 %) 22 (2,9 %)
AD 118 (10,5 %) 33 (9,3 %) 85 (11,1 %)
BB 18 (1,6 %) 4 (1,1 %) 14 (1,8 %)
CC 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
DD 8 (0,7 %) 2 (0,6 %) 6 (0,8 %)
BC 8 (0,7 %) 3 (0,8 %) 5 (0,7 %)
BD 22 (2,0 %) 10 (2,8 %) 12 (1,6 %)
CD 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

3.1.3.2. SP-D -Studienkollektiv

Die Patientengruppe umfasste insgesamt 105 Patienten, mit einem
Durchschnittsalter von 52,9 Jahren bei einer Standardabweichung von 12,3 Jahren.
Das Alter der Patienten lag zwischen 25 und 74 Jahren. 54 % waren Manner, 46 %

waren Frauen.

In die Kontrollgruppe wurden 122 Personen im Alter von 18 bis 73 Jahren
aufgenommen. Das Durchschnittsalter betrug 39,0 Jahre bei einer
Standardabweichung von 13,3 Jahren. 61 % waren Manner, 39 % waren Frauen (s.
Tab. 4).
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Tab. 4: Basisdaten des SP-D-Studienkollektivs

Patientengruppe Kontrollgruppe
Anzahl n =105 n=122
Altersdurchschnitt 529a 39,0a
Standardabweichung 123a 13,3a
Altersverteilung 25-74 a 18-73 a
Ratio: Manner / Frauen 48 (45,7 %) / 57 (54,3 %) 74 (60,7 %) /48 (39,3 %)
Ratio: Raucher / Nichtraucher 35 (35 %) / 65 (65 %) nicht erhoben
3.2. Material
3.2.1.Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
BSA Sigma
PBS PAA
Aqua ad. Braun

Reagenzien des MBL Oligomer ELISA Kits der Firma Antibodyshop:

Verdunnungsloésung, MBL Kalibratoren, Waschldsung, biotinilierter MBL Antikérper,

HRP-Streptavidin Konjugat, TMB Substratlésung, Stopplésung

Reagenzien des SP-D ELISA Kits der Firma BioVendor:

Verdunnungslésung, SP-D Kalibratoren, Waschlésung, Konjugatlosung, TMB

Substratlésung, Stoppldsung, Qualitatskontrollen
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3.2.2. Reagenzsysteme ("Kits")

Zur Quantifizierung der MBL Plasmakonzentrationen wurde das MBL Oligomer
ELISA Kit der Firma Antibodyshop (Gentofte, Danemark) verwendet. Neben den
oben aufgeflhrten Substanzen, ist darin eine mit MBL-Antikdrper beschichtete Platte
mit 96 Kavitaten enthalten.

Fur die Bestimmung der SP-D-Plasmakonzentrationen wurde der RD194059100
Human Surfactant Protein D ELISA der Firma BioVendor (Brno, Tschechische
Republik) ausgewahlt. Darin ist neben den oben genannten Reagenzien eine mit
monoklonalen Antisurfactantprotein D Antikbrpern beschichtete 96 kavitare
Mikrotiterplatte enthalten.

3.2.3. Humanes Serum

Zur MBL-Plasmaanalyse standen Proben von insgesamt 362 Personen mit
chronischer Parodontitis und 777 Kontrollpersonen zur Verflugung. Fur die
Plasmakonzentrationsmessung von SP-D wurden Proben von 105 chronischen

Parodontitispatienten und 122 parodontal gesunden Kontrollpersonen verwendet.

3.2.4. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl Eppendorf
Falkons 15 ml, 50 ml Cellstar
Pipetten/Zellkultur Costar
1,5 ml Reaktionsgefalle Eppendorf
Handschuhe puderfrei Meditrade
Parafilm Brand
Alufolie Aro
Oberflachendesinfektionsmittel Braun
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3.2.5. Gerate

Bezeichnung Hersteller

Kuhlschrank (- 20°) Liebherr

Kuhlschrank (- 80°) Bosch

Kihlraum (4°) Viessmann Kaltetechnik
Wasserbad Heto

Vortex: Denley Vibro Mix Thermo Electron Corporation
Schittler: Denley Mini Mix Thermo Electron Corporation
Waschapparat: Wellwash384 Thermo Electron Corporation
Pipetten Eppendorf

Easypet Eppendorf

Zentrifuge: Allegra 25R Beckmann coulter
Reinstwassergerat Nanopure Diamond
Microtiterplatten-Reader: Varioskan Flash Thermo Electron Corporation

3.3. Methoden
3.3.1. Blutentnahme

Allen Studienteilnehmern wurde aus einer Kubitalvene 9 ml venodses Blut
entnommen. Daflir benutzte man sterile Ro6hrchen (Monovette®, Sarstedt,
Numbrecht) mit 1,6 mg Kalium-EDTA-L6sung pro ml Blut. Die erhaltenen Blutproben
wurden anschliel3end vorsichtig mehrmals gewendet und mit einer entsprechenden
Probandennummer gekennzeichnet, um die Anonymitat der Spender bei weiteren

Untersuchungen zu sichern.
3.3.2. Plasmagewinnung und Lagerung

Das so gewonnene Vollblut wurde anschlieBend zehn Minuten lang bei 2000 rpm
zentrifugiert. Das Plasma im Uberstand wurde abpipettiert und je Proband auf drei
2ml-Tubes aliquotiert. Die Plasmaproben wurden bei -80° C gelagert. Das

Erythrozytensediment wurde fur Mutationsanalysen zur Verfligung gestelit.
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3.3.3. Bestimmung der Plasmakonzentrationen via ELISA

Bei der ausgewdahlten Nachweismethode, dem MBL Oligomer ELISA bzw. Human
Surfactant Protein D ELISA, handelt es sich um einen enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (engl.: enzyme linked immunosorbent assay), bei dem zwei
Antikorper verwendet werden (Sandwich-Elisa). Dieses Testverfahren ermadglicht
einen quantitativen Nachweis von Proteinen. In diesem Fall handelt es sich um die

MBL- bzw. SP-D-Plasmakonzentrationen der Patienten- und Kontrollproben.

3.3.3.1. MBL Oligomer ELISA
Testprinzip

Die Kavitaten der Mikrotiterplatte sind mit einem monoklonalen Antikorper
beschichtet, der gegen die ,carbohydrate-binding domain“ des MBL Proteins
gerichtet ist. Nach Zugabe der Patientenplasmen binden die zu detektierenden
Antigene der Proteine an die vorhandenen Antikdrper. Die ungebundenen
Bestandteile der Plasmen werden ausgewaschen, bevor die Reaktionsvertiefungen
erneut mit dem monoklonalen MBL-Antikérper inkubiert werden, welche dieses Mal
mit Biotin markiert sind. Diese Detektionsantikdrper binden ebenfalls an die MBL
Proteine und es entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikorper Komplex. Durch erneutes
Waschen wird auch der Uberschuss des zweiten Antikorpers entfernt. Auf die Platte
wird nun mit Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase, HRP)
konjugiertes Streptavidin gegeben, das mit hoher Affinitdt an die Biotin-Molekile
binden kann. Nach einem weiteren Waschvorgang werden die Kavitaten mit einem
chromogenen Substrat der Peroxidase, dem Tetramethylbenzidin (TMB-Substrat)
inkubiert. Das zunachst farblose Chromogen wird dadurch in sein blaues Endprodukt
umgewandelt. Durch Zugabe einer schwefelsdurehaltigen Stopplésung wird ein

stabiler gelber Farbkomplex gebildet. Es folgt eine photometrische Messung.
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{} TBM - Substrat

HRP - konjugiertes Streptavidin
/ A\ biotinilierter Sekundarantikorper
AN ;
Antigen

\'/ Primarantikorper

| I kavitare Mikrotiterplatte

Abb. 6. Schematische Darstellung des S-ELISAs (modifiziert nach Lappin et al.,2000)

Die optische Dichte (messbare Extinktion) der entstandenen Farbreaktion verhalt
sich direkt proportional zur MBL-Konzentration der verwendeten Proben. Parallel zu
den Plasmaproben wurden Standardlésungen eingesetzt, deren MBL-
Konzentrationen bekannt waren. Hieraus konnte somit eine Standard-
Kalibrationskurve errechnet werden und dadurch eine quantitative Beurteilung
ermoglicht.

Probenvorbereitung

Durch Testung verschiedener Verdinnungskonzentrationen zeigte sich, dass eine
bestmogliche photometrische Erfassbarkeit der MBL-Konzentrationen im Serum bei
100-facher Verdinnung erzielt werden konnte. Somit wurden alle Proben vor der

weiteren Verwendung im Verhéltnis 1:100 verdinnt. Fir wenige Proben war diese
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Verdunnung jedoch zu hoch bzw. zu niedrig und deren Plasmakonzentrationswerte
fur MBL lagen aul3erhalb des Messbereichs. Mit diesen Proben wurde der Versuch
jeweils mit einer niedrigeren Verdunnung (50-fach) bzw. einer héheren Verdinnung
(150-fach) wiederholt.

Die Verdiunnungslésung, in welche die Plasmaproben aufgenommen wurden,
bestand aus dem im Kit enthaltenen ,Sample Diluent®. Dieses wurde vor
Probenzugabe mit einem in PBS gelOsten 10%igen BSA versetzt, sodass in der
endgultigen Verdunnungslosung 1 % v/v adultes Serumalbumin enthalten war.
Dadurch banden die im Plasma enthaltenen Immunglobuline an das bovine
Serumalbumin und die Gefahr einer potentiellen Interaktion der Immunglobuline mit

den zu detektierenden Antigenen war reduziert.

Testdurchfuhrung

Die Durchfuhrung des Versuches erfolgte gemald des dem Kit beigeflgten
Originalprotokolls. Die Plasmakonzentrationen der Proben und Standardldsungen
wurden jeweils im Duplikat Uberprift. Nachdem alle zu verwendenden Reagenzien
auf Raumtemperatur erwarmt worden waren, wurde nach der Verdinnung der
Proben je Kavitat 100 ul Probe bzw. Standardlésung einpipettiert. Nach einer Stunde
Inkubationszeit auf dem Schittler (20rpm) und dreimaligem Waschen wurde erneut
in jede Kavitat 100 pl biotinilierter Antikérper zugegeben. Die Platte wurde eine
Stunde auf den Schiittler gestellt (20rpm) und anschlieRend dreimal gewaschen. Als
dritte Losung wurde nun in jede Reaktionsvertiefung 100 pl HRP-Streptavidin

pipettiert. Man inkubierte eine Stunde (20rpm) und fuhrte drei Waschvorgange durch.

Dem folgte die Zugabe von 100 ul TMB-Substrat je Kavitat. Hier betrug die
Inkubationszeit 15 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur. Zuletzt wurde zu jeder
Vertiefung 100 pl Stopplésung zugegeben. Innerhalb der ndchsten 30 Minuten wurde
die optische Dichte in den Kavitaten bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmit.
Hierfir wurde das Mikrotiterplattenlesegerat ,Varioskan Flash® mit dem Programm

~Skan It Software” verwendet. Die Referenzwellenlange lag bei 620 nm.
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Standard

Standardlosungen mit bekanntem MBL-Gehalt zur Berechnung der Standard-

Kalibrationskurve wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

40 ng/ml
20 ng/ml
10 ng/ml
5 ng/ml
2,5 ng/mi
1 ng/ml
0,5 ng/ml
0 ng/ml

3.3.3.2. Human Surfactant Protein D ELISA

Testprinzip

Der prinzipielle Ablauf verlief analog dem oben beschriebenen MBL-ELISA. Nur die
Zugabe des HRP konjugierten Streptavidins war an die Inkubation mit dem zweiten
SP-D Antikorper gekoppelt und erfolgte somit in einem Schritt. Zuséatzlich wurden
zwei Proben mit menschlichem, rekombinantem SP-D zur Qualitatskontrolle

eingesetzt.

Probenvorbereitung

Um die Plasmaproben fir den SP-D-ELISA vorzubereiten, wurden sie nach
Protokollempfehlung vor Gebrauch im Verhaltnis von 1:100 in der

Verdinnungslésung aufgenommen.
Testdurchfuhrung

Die Durchfihrung des Versuchs erfolgte gemall den Herstellerangaben. Zuerst
wurden alle verwendeten Materialien auf Raumtemperatur erwadrmt. Anschlie3end

wurde von Kalibratoren, Qualitatskontrollen und verdinnten Proben je 100 pul in zwei
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Kavitaten der ELISA-Platte einpipettiert, da die Konzentrationsmessung in Duplikaten
erfolgen sollte. Nach 18-stindiger Inkubation Uber Nacht bei 4°C und dreimaligem
Waschen, wurde in jede Reaktionsvertiefung 100 ul Konjugatlésung zugegeben und
fur weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schuttler bei 300rpm
inkubiert. Nach drei weiteren Waschvorgéangen schloss sich die Zugabe von 100 pl
TBM Substratldsung je Kavitdt an. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurde dann in jede Kavitat 100 pl Stoppldsung hinzu
pipettiert. Bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenl&ange von 405
nm wurde zum Schluss mit dem Mikrotiterplattenlesegeréat ,Varioskan Flash® die
Extinktion der einzelnen Proben bestimmt und die SP-D Konzentration errechnet.

Standard

SP-D Kalibratoren fur die Erstellung einer Standardkurve wurden in folgenden

Konzentrationen eingesetzt:

100 ng/mi
50 ng/mi
25 ng/mi
12,5 ng/mi
6,25 ng/mi
3,13 ng/mi
1,56 ng/mi
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3.4. Statistische Auswertung

Zur Analyse der Plasmakonzentrationen von MBL und SP-D wurde der Mann-
Whitney U-Test unter Verwendung von SPSS Version 15.0 (SPSS Inc. Chicago,
lllinois, USA) herangezogen. Mittels des Mann-Whitney-U-Tests (44) konnen
Unterschiede zweier Gruppen auf Signifikanz getestet werden. Im Unterschied zum
Fisher-Test werden hier nicht Prozentwerte, sondern Unterschiede in stetigen Werten
Uberpruft. Da der U-Test (44) die Rohwerte in Range transformiert, wird der Test
haufig bei Daten angewandt, in denen sich Ausreil3er oder Extremwerte finden.
Diese Werte erhalten lediglich den hdchsten bzw. den niedrigsten Rang und fallen
bei der Uberprifung der Gruppenunterschiede nicht mehr so stark ins Gewicht. Der
o-Fehler wurde auf 5 % festgelegt, sodass p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant

betrachtet wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. MBL-Plasmakonzentrationen

4.1.1. Vergleich von Kontroll- mit Patientengruppe

In beiden Untersuchungsgruppen, sowohl in der Patientengruppe mit chronischer
Parodontitis als auch in der Kontrollgruppe parodontal Gesunder, wurden mittels
eines MBL-Oligomer-ELISA die Plasmakonzentrationen fur MBL bestimmt. Daraus
ergab sich fur die 777 Kontrollpersonen eine mittlere MBL-Plasmakonzentration von
1584,8 ng/ml bei einer Standardabweichung von 1362,6 ng/ml. Die Spannweite
zwischen dem niedrigsten und hdchsten gemessenen MBL-Wert reichte von 0,3
ng/ml bis 11203,0 ng/ml. Der Median betrug 1324,2 ng/ml. Die mittlere MBL-
Konzentration im Plasma der 362 untersuchten Patienten war im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigt und lag bei 1461,2 ng/ml. Die Standardabweichung betrug
hier 1434,5 ng/mg und die Spannweite der gemessenen MBL-Werte reichte von 1,3
ng/ml bis 9775,6 ng/ml. In dieser Gruppe war der Median 1218,9 ng/ml. Die MBL-
Plasmakonzentration der Patientengruppe war gegentber der der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigt, der ermittelte p-Wert lag bei 0,027 (s. Tab.4 und Abb.7).

Tab. 4: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis und
Kontrollpersonen

Patienten mit

chronischer Parodontitis Kontrollgruppe p - Wert
n = 362 n=777
Median 1218,9 ng/mi 1324,2 ng/mi 0,027
Spannweite 1,3-9775,6 ng/mi 0,3 -11203 ng/mi
Mittlere 1461,2 ng/mi 1584,8 ng/mi
Plasmakonzentration
* Standardabweichung +1434,5 ng/ml +1362,6 ng/ml

40



Ergebnisse

mediane MBL - Plasmakonzentration

p=0,027

Patienten Kontrollgruppe
(n=362) (n=777)

Abb. 7: Mediane MBL-Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis und
Kontrollgruppe in ng/ml

Ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied hinsichtlich der MBL-
Plasmakonzentration ist nur in der Kontrollgruppe zu erkennen. Hier haben Manner
signifikant héhere Plasmalevel als Frauen. Der ermittelte p-Wert liegt bei 0,041. In
der Patientengruppe hingegen, ist dieser Effekt nicht erkennbar, der p-Wert ist 0,154
(s. Tab. 5,6 und Abb. 8).

Tab. 5: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Frauen und Mannern der Kontrollgruppe

Manner der Frauen der
Kontrollgruppe Kontrollgruppe p - Wert
n =514 n =252
Median 1448,1 ng/mi 1195,3 ng/mi 0,041
Spannweite 0,3 -11203,0 ng/ml 1,3-7602,7 ng/ml
Mittlere 1656,8 ng/mi 1438,6 ng/mi
Plasmakonzentration +1411,3 ng/ml + 1266,8 ng/ml

* Standardabweichung
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Tab. 6: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Frauen und Mannern mit chronischer
Parodontitis

Manner mit chronischer Frauen mit
Parodontitis chronischer p - Wert
n =165 Parodontitis
n =183

Median 1219,5 ng/mi 1218,2 ng/mi 0,154
Spannweite 3,3—8847,3 ng/ml 1,3 -9775,6 ng/ml
Mittlere 1620,8 ng/mi 1291,9 ng/mi
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1592,9 ng/ml +1207,3 ng/mi

mediane MBL - Plasmakonzentration im Vergleich m : w

p=0,154

n.s. —

p=0041

ng/ml
1500
1400

1300
1200
1100 -
1000

m w m w
(n=165) (n=183) (n=514) (n=252)

Patienten Kontrollgruppe

Abb. 8: Geschlechterspezifischer Vergleich der medianen MBL-Plasmakonzentration in ng/ml
bei Patienten mit chronischer Parodontitis und der Kontrollgruppe
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4.1.2. Zusammenhang mit Nikotinabusus

Zur Beurteilung, inwieweit sich Nikotinkonsum auf die Expressionslevel von MBL bei
chronischer Parodontitis auswirkt, wurde das Untersuchungskollektiv gemafly dem
Raucherstatus in zwei Untergruppen Raucher und Nichtraucher aufgeteilt und deren
jeweiligen MBL-Plasmakonzentrationen miteinander verglichen. Der Vergleich der
MBL-Plasmalevel innerhalb der Patientengruppe zwischen Raucher und
Nichtraucher zeigt keine Signifikanz (p = 0,794), dennoch liegen die MBL-Werte der
Raucher tendenziell hoher als die der Nichtraucher. In der Kontrollgruppe sind
ebenfalls keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zu sehen (p = 0,165). Auch
hier sind die MBL-Plasmalevel der Raucher tendenziell hoher als die der
Nichtraucher (s. Tab. 7,8 und Abb. 9).

Tab. 7: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Nichtrauchern und Rauchern mit
chronischer Parodontitis

Nichtraucher Raucher
mit chronischer mit chronischer p - Wert
Parodontitis Parodontitis
n =221 n =107

Median 1115,3 ng/mi 1139,8 ng/mi 0,794
Spannweite 1,3 -9775,6 ng/mi 2,0 — 8847,3 ng/ml
Mittlere 1395,5 ng/mi 1474,0 ng/mi
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1373,7 ng/ml +1492,3 ng/ml
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Tab. 8: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Nichtrauchern und Rauchern der
Kontrollgruppe

Nichtraucher Raucher
der Kontrollgruppe der Kontrollgruppe p - Wert
n==672 n =96
Median 1308,5 ng/mi 1464,9 ng/mi 0,165
Spannweite 1,3 -8394,7ng/ml 0,3-11203,0 ng/ml
Mittlere 1552,9 ng/mi 1807,6 ng/mi
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1319,3 ng/mi + 1653,5 ng/ml

mediane MBL - Plasmakonzentration in Abhangigkeit
vom Nikotinabusus

p=0,1118 p =0,3472
ng/ml I
1500 |
1400
1300
1200 8.5 9
1100 I1115‘3 1139,8
1000
Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
(n=221) (n=107) (n=672) (n=96)
Patienten Kontrollgruppe

Abb. 9: Mediane MBL-Plasmakonzentration in ng/ml im Vergleich Raucher versus Nichtraucher
der Patienten- und Kontrollgruppe
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4.1.3. Zusammenhang mit Mutationen im MBL-2 Gen

Anhand der im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten Genotypisierung hinsichtlich der
Exonl Mutationen in den Codons 52, 54 und 57 des MBL-2 Gens ist die
Genotypverteilung bei 1120 Personen des Studienkollektivs bekannt (s. 3.1.3.1.,
Tab.4). 655 Personen sind in ihrem jeweiligen fir MBL codierenden Gen
Wildtypalleltrager (AA) und 465 sind Mutationstrager im MBL-2 Gen (Nicht AA). Der
Vergleich der MBL-Plasmakonzentration dieser zwei Gruppen ist hoch signifikant (p
< 0,001). Studienteilnehmer mit dem Genotyp AA haben eine mittlere MBL-
Plasmakonzentration von 2241,6 ng/ml bei einer Standardabweichung von 1352,5
ng/ml. Der Median betragt 2015,7 ng/ml. Mutationstrdger im MBL-2 Gen hingegen
weisen mit 566,7 ng/ml eine deutlich niedrigere mittlere MBL-Plasmakonzentration
auf, bei einer Standardabweichung von 663,1 ng/ml. Der Median liegt bei 426,0
ng/ml (s. Tab. 9 und Abb. 10).

Tab. 9: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration von Wildtypalleltragern (AA) und Personen mit
Mutationen im MBL-2 Gen (Nicht AA) des Gesamtkollektivs

Wildtypalleltrager Mutationen im MBL-2 Gen p - Wert

AA Nicht AA
Median 2015,7 ng/ml 426,0 ng/ml < 0,001
Spannweite 5,1 -11203,0 ng/ml 0,3 —5568,9 ng/ml
Mittlere 2241,6 ng/ml 566,7 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1352,5 ng/ml + 663,1 ng/ml
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mediane MBL - Plasmakonzentration bei
Wildtypalleltragern AA und
Mutationstragern im MBL-2 Gen (Nicht AA)

p < 0,001

2500 1
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500

AA Nicht AA
(n = 655) (n = 465)

Abb. 10: Vergleich der medianen MBL-Plasmakonzentration in ng/ml bei Wildtypalleltragern
(AA) und Mutationstragern im MBL-2 Gen (Nicht AA)

Inwieweit sich die MBL-Plasmalevel zwischen Patienten mit chronischer Parodontitis
und Kontrollgruppe unterscheiden, wenn keine genetischen Einflisse vorhanden
sind, zeigt der Vergleich zwischen Patienten mit dem Genotyp AA und
Kontrollpersonen mit dem Genotyp AA, denn diese weisen keine Mutationen im
MBL-2 Gen auf. Zwischen den Wildtypalleltragern (AA) der Patienten- und
Kontrollgruppe besteht hinsichtlich der MBL-Plasmakonzentration kein signifikanter
Unterschied (p = 0,864) (s. Tab. 10 und Abb. 11).
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Tab. 10: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration von Wildtypalleltrdgern (AA) unterteilt in
Patienten mit chronischer Parodontitis und der Kontrollgruppe

Wildtypalleltrager AA Wildtypalleltrager AA  p - Wert

mit chronischer der Kontrollgruppe
Parodontis n = 466
n =189

Median 1993,9 ng/mi 2038,3 ng/ml 0,864
Spannweite 7,0 —9775,6 ng/ml 5,1 -11203,0 ng/ml
Mittlere 2259,2 ng/ml 2234,5 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 1429,8 ng/mi +1321,4 ng/mi

Bei Mutationstrdgern im MBL-2 Gen unterscheiden sich die MBL-Plasmalevel
zwischen Patienten mit chronischer Parodontitis und Kontrollpersonen signifikant (p =
0,028), hier ist die MBL-Konzentration im Plasma bei den Kontrollpersonen héher als

bei den Patienten (s. Tab. 11 und Abb. 11).

Tab. 11: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration von Mutationstragern im MBL-2-Gen
(Nicht AA) unterteilt in Patienten mit chronischer Parodontitis und der Kontrollgruppe

Mutationstréger Mutationstréager p - Wert
Nicht AA Nicht AA
mit chronischer der Kontrollgruppe
Parodontitis n =301
n =164
Median 337,3 ng/ml 459,2 ng/ml 0,028
Spannweite 1,3 —4296,5 ng/mi 0,3 —5568,9 ng/ml
Mittlere 528,0 ng/ml 580,1 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 708,5 ng/ml + 636,6 ng/ml
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genotypspezifische mediane MBL- Plasmakonzentration
der Patienten und Kontrollgruppe

ng/ml |
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__ p=0028 ____
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Patienten Kontrollgruppe Patienten Kontrollgruppe
(n=189) (n =466) (n=164) (n=301)

AA Nicht AA

Abb. 11: Vergleich der medianen MBL-Plasmakonzentration in ng/ml bei Patienten mit
chronischer Parodontitis und Kontrollgruppe unter Berticksichtigung des Genotyps

4.1.4. Zusammenhang mit Nikotinabusus unter Beriicksichtigung des
Genotyps im MBL-2 Gen

In 4.1.2. wurde untersucht, ob der Raucherstatus die MBL-Plasmalevel beeinflusst.
Jedoch waren diesbeziglich, sowohl bei den Patienten mit chronischer Parodontitis
als auch bei der Kontrollgruppe, keine signifikanten Unterschiede in den
Expressionslevel von MBL zu beobachten. Raucher tendierten lediglich zu leicht
hoéheren MBL-Plasmawerten als Nichtraucher. Es wird nun gepruft, inwieweit sich
dieser Effekt verandert bzw. erhalten bleibt, wenn nun der Einfluss des
Raucherstatus auf die MBL-Expression unter Berlcksichtigung des Genotyps
untersucht wird. Dafir wurden die Patienten- und Kontrollgruppe weiter eingeteilt

beziglich dem Vorhanden sein von Mutationen im MBL-2 Gen in Wildtypalleltrager
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(AA) und Mutationstrager (Nicht AA). Betrachtet man das Untersuchungskollektiv
unter der Pramisse des Genotyps AA, so ist festzustellen, dass in der Kontrollgruppe
bei den Rauchern die Plasmakonzentrationen signifikant hoher sind als bei den
Nichtrauchern (p = 0,001). Im Gegensatz dazu ist in dem Teil der Patientengruppe,
der den Wildtyp exprimiert, zwischen Rauchern und Nichtrauchern kein signifikanter
Unterschied (p = 0,686) zwischen den MBL-Plasmaleveln aufgetreten (s. Tab. 12, 13
und Abb. 12).

Tab. 12: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Rauchern und Nichtrauchern mit
chronischer Parodontitis mit dem Genotyp AA

AA Raucher Nichtraucher
mit chronischer mit chronischer p - Wert
Parodontitis Parodontitis
n =57 n=113
Median 2000,0 ng/ml 1934,8 ng/mi 0,686
Spannweite 7,0 — 8847,3 ng/mi 180,2 — 9775,6 ng/ml
Mittlere 2275,6 ng/ml 2169,9 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1523,6 ng/ml +1371,4 ng/ml

Tab. 13: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Rauchern und Nichtrauchern der
Kontrollgruppe mit dem Genotyp AA

AA Raucher Nichtraucher p - Wert
der Kontrollgruppe der Kontrollgruppe
n =50 n =415
Median 2540,1 ng/ml 1972,0 ng/mi 0,001
Spannweite 13,3 -11203,0 ng/mi 5,1 —8394,7 ng/ml
Mittlere 2805,6 ng/ml 2166,5 ng/mi
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung +1675,6 ng/ml + 1258,8 ng/ml
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mediane MBL - Plasmakonzentration bei Genotyp AA
und Nikotinabusus

p=0,686
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(n=113) (n=57) (n=415) (n=50)
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Abb. 12: Mediane MBL-Plasmakonzentration in ng/ml bei Wildtypalleltragern im MBL-2 Gen im
Vergleich Raucher versus Nichtraucher bei Patienten mit chronischer Parodontitis und
Kontrollgruppe

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich, wenn die Plasmawerte aller Mutationstrager im
MBL-2 Gen (Nicht AA) unter Berticksichtigung ihres Raucherstatus beurteilt werden.
Hier finden sich wieder in der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede: Raucher
haben hoéhere MBL-Konzentrationen im Blutplasma als Nichtraucher (p = 0,024).
Dieser Effekt ist jedoch etwas schwéacher ausgepréagt als bei den Kontrollen mit
Genotyp AA. Bei den Patienten mit Mutationen im MBL-2 Gen lassen sich hingegen
keine signifikanten Unterschiede (p = 0,655) der MBL-Plasmawerte zwischen
Rauchern und Nichtrauchern nachweisen (s. Tab. 14, 15 und Abb. 13).
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Tab. 14: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Rauchern und Nichtrauchern mit
chronischer Parodontitis mit Mutationen im MBL-2 Gen (Nicht AA)

, Raucher Nichtraucher
NLEIE v mit chronischer mit chronischer p - Wert
Parodontitis Parodontitis
n =50 n =102

Median 371,7 ng/ml 279,3 ng/ml 0,655
Spannweite 2,0 — 3544,4 ng/ml 1,3 -4296,5 ng/mi
Mittlere 560,1 ng/ml 506,8 ng/ml
Plasmakonzentration
* Standardabweichung + 751,4 ng/ml + 662,5 ng/ml

Tab. 15: Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei Rauchern und Nichtrauchern der
Kontrollgruppe mit Mutationen im MBL-2 Gen (Nicht AA)

Nicht AA Raucher Nichtraucher
der Kontrollgruppe der Kontrollgruppe p - Wert
n =46 n =254

Median 686,9 ng/ml 448,7 ng/ml 0,024
Spannweite 0,3 —2928,6 ng/ml 1,3 — 5568,9 ng/mi
Mittlere 722,9 ng/ml 556,4 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 636,5 ng/ml + 634,8 ng/ml

51



Ergebnisse

mediane MBL - Plasmakonzentration bei
Mutationstragern im MBL-2 Gen und Nikotinabusus
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Abb. 13: Mediane MBL-Plasmakonzentration in ng/ml bei Mutationstragern im MBL-2 Gen im
Vergleich Raucher versus Nichtraucher bei Patienten mit chronischer Parodontitis und
Kontrollgruppe
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4.2. SP-D-Plasmakonzentrationen

4.2.1. Vergleich von Kontroll- mit Patientengruppe

Die SP-D-Plasmakonzentration der 105 Personen umfassenden Patientengruppe
betragt im Median 81,6 ng/ml. Die mittlere SP-D-Plasmakonzentration liegt bei 88,4
ng/ml bei einer Standardabweichung von 47,1 ng/ml. Die Spannweite der
gemessenen Werte reicht dabei von 13,5 bis 248,1 ng/ml. Die SP-D-
Plasmakonzentration der 122 Kontrollpersonen betragt hingegen im Median nur 52,6
ng/ml und im Mittel nur 61,3 ng/ml bei einer Standardabweichung von 33,4 ng/ml. Die
Messwerte befinden sich im Bereich zwischen 12,9 ng/ml und 212,2 ng/ml. Damit
sind die SP-D-Plasmawerte der Patienten mit chronischer Parodontitis gegentber
den Werten der parodontal gesunden Kontrollpersonen signifikant erhoht. Der
ermittelte p-Wert betragt 0,00051 (s. Tab. 16, s. Abb. 14).

Tab. 16: Vergleich der SP-D-Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis
und Kontrollgruppe

Patienten mit

chronischer Parodontitis Kontrollgruppe p - Wert
n =105 n=122
Median 81,6 ng/ml 52,6 ng/ml 0,00051
Spannweite 13,5 — 248,1 ng/mi 12,9 — 212,2 ng/mi
Mittlere 88,4 ng/ml 61,3 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 47,1 ng/ml + 33,4 ng/ml
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mediane SP-D - Plasmakonzentration
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Abb. 14: Mediane SP-D-Plasmakonzentration in ng/ml bei Patienten mit chronischer
Parodontitis und Kontrollgruppe

Geschlechtsspezifisch kann innerhalb der Patienten- (p = 0,1118) und Kontrollgruppe
(p = 0,3472) bzgl. der SP-D-Plasmakonzentration kein signifikanter Unterschied
beobachtet werden (s. Tab. 17, 18 und Abb. 15).

Tab. 17: Vergleich der SP-D-Plasmakonzentration bei Frauen und Mannern mit chronischer
Parodontitis

Manner mit chronischer Frauen mit
Parodontitis chronischer p - Wert
n =48 Parodontitis
n =57
Median 82,5 ng/ml 81,6 ng/ml 0,1118
Spannweite 13,5 - 248,1 ng/ml 19,3 — 155,5 ng/ml
Mittlere 99,1 ng/ml 79,4 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 56,0 ng/ml + 36,1 ng/ml
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Tab. 18: Vergleich der SP-D-Plasmakonzentration bei Frauen und Mannern der Kontrollgruppe

Manner der Frauen der
Kontrollgruppe Kontrollgruppe p - Wert
n=74 n =48

Median 48,3 ng/ml 62,7 ng/ml 0,3472
Spannweite 12,9 — 212,2 ng/ml 14,1 — 165,1 ng/ml
Mittlere 59,0 ng/ml 64,8 ng/ml
Plasmakonzentration
* Standardabweichung + 32,8 ng/ml + 34,3 ng/ml

mediane SP-D — Plasmakonzentration im Vergleich m : w

p=01118 p =0,3472
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Abb. 15: Geschlechterspezifischer Vergleich der medianen SP-D-Plasmakonzentration in ng/ml
bei Patienten mit chronischer Parodontitis und Kontrollgruppe
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4.2.2. Zusammenhang mit dem Raucherstatus

Die Stratifizierung der Patientengruppe gemal ihres Raucherstatus ermoglicht die
Beurteilung inwieweit ein chronischer Nikotinabusus Einfluss auf die SP-D-
Plasmakonzentration nimmt. Diese ist in der Patientengruppe unabh&ngig vom
Rauchverhalten erhoht, es konnen keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (p = 0,2019). Tendenziell liegt die mediane SP-D-Plasmakonzentration der
Nichtraucher mit 86,5 ng/ml lediglich diskret Gber der der Raucher, welche 68,8 ng/ml
betragt (s. Tab. 20 und Abb. 16).

Tab. 20: Vergleich der SP-D-Plasmakonzentration bei Rauchern und Nichtrauchern mit
chronischer Parodontitis

Nichtraucher Raucher
mit chronischer mit chronischer p - Wert
Parodontitis Parodontitis
n =65 n=35

Median 86,5 ng/ml 68,8 ng/ml 0,2019
Spannweite 13,5 — 248,1 ng/mi 13,5 —214,9 ng/mi
Mittlere 94,2 ng/ml 77,9 ng/ml
Plasmakonzentration
+ Standardabweichung + 49,61 ng/ml + 42,6 ng/ml
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mediane SP-D — Plasmakonzentration in Abhangigkeit
vom Nikotinabusus
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Abb. 16: Mediane SP-D-Plasmakonzentration in ng/ml bei Patienten mit chronischer
Parodontitis in Abhangigkeit vom Nikotinabusus
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5. Diskussion

In den vorliegenden zwei Studien handelt es sich um Fall-Kontroll-Studien, die MBL-
bzw. SP-D-Plasmakonzentrationen in gebildeten Patienten- und Kontrollgruppen
vergleichend untersuchen. Das unterschiedliche Konzentrationsverhalten an MBL
bzw. SP-D bei Patienten mit chronischer Parodontitis und der Einfluss des
Nikotinabusus auf die Plasmalevel der beiden Kollektine, sind Gegenstand der
Diskussion. Anhand der gleichen Studienkollektive wurden in vorangegangenen
Studien Genanalysen beziglich Nukleotidpolymorphismen des codierenden MBL-2-
bzw. SFTPD-Gen durchgefiihrt (39). Damit kann zusatzlich ein potentieller
Zusammenhang zwischen Genmutationen und den Plasmakonzentrationen der
beiden Kollektine beurteilt werden. Die nachfolgende Diskussion behandelt die im
Studiendesign angewandte Methode und orientiert sich an den eigenen Ergebnissen,
den Ergebnissen der Genanalysen der gleichen Kollektive, zieht Vergleiche zur

aktuellen Literatur und beantwortet die Fragestellung.

5.1. Methodik

5.1.1. Auswahl der Studienpopulationen

Die Patientengruppe der MBL-Studie umfasste 362 Personen, die Kontrollgruppe
bestand aus 777 Personen. An der SP-D-Studie nahmen 105 Patienten und 122
Kontrollpersonen teil. Alle Probanden stammten aus dem stiddeutschen Raum und
waren kaukasischer Herkunft, so dass eine ethnisch vergleichbare
Zusammensetzung der Patienten- und Kontrollgruppen gewahrleistet war.
Voraussetzung fur die Diagnose der chronischen Parodontitis war die Erfullung der in
3.1.1. beschriebenen standardisierten Untersuchungskriterien. Dadurch war die
Aufnahme in eine der Patientengruppen durch eindeutig definierte Parameter
limitiert. Allerdings kdnnen bestimmte Untersuchungsergebnisse, zum Beispiel die
Taschensondierungstiefe, durch unterschiedlichen Untersucher differieren und somit

systematische Fehler nicht génzlich vermieden werden (3). Aufgrund der Tatsache,
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dass bis heute noch keine sicheren Hilfsmittel zur Diagnosesicherung der
chronischen Parodontitis zur Verfligung stehen, kann die Aufnahme von Patienten
mit anderen Parodontitisformen nicht ganz ausgeschlossen werden. Eine exakte
Zuordnung zu einer spezifischen Entitat der Parodontitis gestaltet sich schwierig (87).
Die Kontrollgruppe wurde nur aus Probanden gebildet, welche nach der
parodontalen Befunderhebung eindeutig als gesund bewertet wurden. Es ist jedoch
nicht auszuschlie3en, dass Personen der Kontrollgruppe im spateren Verlauf eine
Parodontalerkrankung entwickelt haben und damit die Ergebnisse in jener Gruppe
verfalschen. Um diesen Verdacht zu entkréften, hatte eine Nachuntersuchung zu
einem spéateren Zeitpunkt durchgefiuhrt werden kénnen.

Ein gewisses Patientenklientel wurde bewusst nicht in die Studien mit aufgenommen.
Dies betraf vor allem Probanden mit ernsthaften systemischen Grunderkrankungen,
fur welche ein erhohtes Risikoprofil besteht an chronischer Parodontitis zu
erkranken. Hierunter fielen Personen mit Diabetes mellitus Typ | und I, mit einem
erhohten Risiko fir eine bakterielle Endokarditis und Patienten mit verminderter
Immunabwehr (21, 106, 114). Auch die im Rahmen der Eigenanamnese erhaltenen
Ausklnfte Uber den aktuellen Gesundheitsstatus und die aktuelle Dauermedikation
beeinflusste die Auswahl der Patienten. Den anamnestisch erhobenen Angaben
wurde vertraut, keine weitere klinische oder laborchemische Untersuchung wurde zur
Verifikation herangezogen. Ein Hauptbestandteil in der Anamneseerhebung zur
Beantwortung der Fragestellung war die Dokumentation des Raucherstatus.
Probanden mit einem Nikotinabusus von mehr als zehn Zigaretten pro Tag im
vergangenen Jahr, galten als Raucher. Es bestand die Gefahr, dass Probanden
ihren Nikotinabusus im Sinne der sozialen Erwinschtheit verschweigen und so
falschlicherweise den Nichtrauchern zugeordnet wurden. Da fur Raucher ein drei- bis
vierfach hoheres Risiko besteht, eine Parodontalerkrankung zu entwickeln (57),
konnte dieser Aspekt zu einer Verfalschung der Untersuchungsergebnisse gefiihrt
haben. Kornman et al. (64) konnten genetische Polymorphismen im Interleukin-1
Gen aufweisen, die mit einer haufigeren Manifestation von Parodontitiden assoziiert
sind. Dieser Zusammenhang konnte bisher allerdings in klinischen Studien nur ftr

Raucher belegt werden.

59



Diskussion

5.1.2. Quantifizierung der Kollektinexpression mittels ELISA

Zur Ermittlung der Expressionslevel der Kollektine wurde die ELISA-Technik
(enzyme-linked immuno-sorbent assay) ausgewahlt (s. 3.3.3). Diese Methode besitzt
gegenuber anderen photometrischen Proteinbestimmungsmethoden nach Lowry
oder nach Bradford eine 1000 bis 10.000-fach hohere Sensitivitat (118) und ist daher
fur die Detektion der niedrigen Konzentrationen der Kollektine im Nanogramm-
Bereich des humanen Plasmas besser geeignet. Ein Vergleich von zwei
verschiedenen MBL-ELISAs hat nach Thiel et al. eine zehnfach hohere Sensitivitat
gezeigt, wenn MBL spezifische Antikérper als Bindungspartner in den Kavitaten
vorfindet und nicht Mannan (128). Fur die Studien wurden jeweils kommerziell
erwerbliche ELISA-Kits verwendet, bei denen die Mikrotiterplatten mit Antikérpern
gegen MBL bzw. SP-D beschichtet waren. Die Versuchsumsetzung erfolgte
entsprechend den Herstellerprotokollen. Um Fehlerquoten bei den Messvorgéangen
zu limitieren, wurde zusatzlich fir jede Probe eine Doppelbestimmung durchgefuhrt.
Bei den SP-D ELISAs wurden zur Uberprifung der Validitat der Eichkurve jeweils
zwei zusatzliche Proben mit bekannt hoher und niedriger Proteinkonzentration
eingesetzt. Um potenzielle Interaktionen der im Plasma enthaltenen Immunglobuline
mit MBL-Antigenen zu vermeiden, wurden alle Proben vor ihrem Einsatz im MBL-

ELISA in eine rinderalbuminhaltige Verdinnungslésung aufgenommen.
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5.2. Bewertung der Ergebnisse im Literaturvergleich

5.2.1. Deutung der Ergebnisse bzgl. der MBL-Plasmakonzentration

In der vorliegenden Studie konnte signifikant gezeigt werden, dass die MBL-
Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigt ist (im Median: 1218,9 ng/ml versus 1324,2 ng/ml, p =
0,027). Dieser moderate Unterschied spricht fir eine potentielle Rolle des MBL als
pathogenetischer Faktor in der Entstehung der chronischen Parodontitis hinter dem
Kontext einer multifaktoriellen Atiologie.

Das unterschiedliche Verteilungsmuster hinsichtlich der Genotypen im MBL-2 Gen
der Patienten- und Kontrollgruppe (s. 3.1.3.1., Tab. 3) unterstitzt den Anhalt auf
pathogenetische Relevanz des MBL bei chronischer Parodontitis und liefert
gleichzeitig eine mogliche Erklarung fir erniedrigten MBL-Plasmalevel in der
Patientengruppe. In der Kontrollgruppe ist der Anteil der Wildtypalleltrager (Genotyp
AA) im MBL-2 Gen hoher als in der Patientengruppe (Kontrollgruppe: 60,8 % versus
Patienten 52,2 %). Dagegen sind bei den Patienten mit chronischer Parodontitis
haufiger Mutationen im MBL-2 Gen zu finden (Patienten: 47,8 % versus
Kontrollgruppe: 39,2 %). Der Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bei
Wildtypalleltragern (AA) und Mutationstragern im MBL-2 Gen (Nicht AA) im
Gesamtkollektiv hat gezeigt, dass der Expressionsgrad an MBL im Blutplasma
zwischen diesen beiden Gruppen auRRerst stark differiert (im Median: 2015,7 ng/ml
(AA) versus 426,0 ng/ml (Nicht AA)). Die MBL-Plasmalevel bei Mutationstragern sind
hierbei hoch signifikant (p < 0,001) erniedrigt. Auch Lipscombe et al. (71) zeigten in
ihrer Studie, dass die MBL-Serumlevel bei Codon 54 Mutationstragern gegenuber
Individuen mit dem Wildtypgenotyp um das ca. 100fache erniedrigt sind. Daraus ist
ersichtlich, dass der jeweilige Genotyp einen funktionellen Einfluss auf die
Proteinexpression zu haben scheint und sich somit auch auf die

Plasmakonzentration auswirkt.

Die Tatsache, dass in der Patientengruppe mehr Mutationstrager zu finden sind als

in der Kontrollgruppe und dass Mutationstrager signifikant niedrigere MBL-

61



Diskussion

Plasmalevel aufweisen, spricht dafur, dass die erniedrigte MBL-Plasmakonzentration
bei Patienten mit chronischer Parodontitis gegeniber der Kontrollgruppe genetisch
bedingt ist. Unterstitzt wird diese These durch die Beobachtung, wonach sich die
MBL-Plasmakonzentration bei Wildtypalleltragern (AA) der Patienten- und
Kontrollgruppe, bei denen keine genetischen Veranderungen im MBL-2 Gen
vorliegen, nicht mehr signifikant unterscheidet (im Median: Patienten 1993,9 ng/ml
versus Kontrollen 2038,3 ng/ml, p = 0,864).

Der Vergleich der MBL-Plasmakonzentration zwischen Patienten und Kontrollgruppe
bei Mutationstragern im MBL-2 Gen zeigt sich wiederum signifikant (im Median:
Patienten 337,3 ng/ml versus Kontrollen 459,2 ng/ml, p = 0,028). Dies kénnte
bedeuten, dass Polymorphismen im MBL-2 Gen und der damit verbundene
erniedrigte  MBL-Plasmaspiegel ein erhohtes Risiko bergen an chronischer
Parodontitis zu erkranken. Jedoch wurde bei den Mutationstragern (Nicht AA) nicht
bzgl. der verschiedenen Mutationen in den Codons 52, 54 und 57 des MBL-2 Gens
unterschieden und auch nicht weiter differenziert bzgl. heterozygot und homozygot
mutierter Allele. Da die verschiedenen Exonl Mutationen unterschiedlich starke
Auswirkungen auf die Serumlevel von MBL haben (133), und die Genotypverteilung
in der Patienten- und Kontrollgruppe nicht identisch ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der Unterschied im MBL-Plasmaspiegel bei Mutationstrager der

Patienten- und Kontrollgruppe darauf zuriickzuftihren ist.

Beim Menschen ist ein Mangel an MBL durch niedrige MBL-Serum- bzw.
Plasmakonzentrationen gekennzeichnet (120). Aufgrund der oben beschriebenen
Ergebnisse kann der Mangel an MBL als ein neuer Risikofaktor fir die chronische
Parodontitis diskutiert werden. Durch die Defizienz dieses Proteins kann die
Fahigkeit der praventiven Abwehr des menschlichen Organismus eingeschrankt sein,
mit der Folge einer eventuell verlangerten Entziindungsreaktion mit konsekutiver

Gewebedestruktion.

Dass MBL in der Modulation von Entzindungen eine wichtige Rolle zu spielen
scheint, zeigt die Studie von Jack et al. (54), die einen konzentrationsabhéngigen
Effekt von MBL auf die Zytokinproduktion nachweist. Neisseriae meningitides wurden

vor Zugabe zu MBL-defizientem Vollblut mit ansteigenden Konzentrationen an MBL
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inkubiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die monozytare Zytokinfreisetzung
von TNF-aq, IL-1B und IL-6 bei MBL-Konzentrationen unter 4 pg/ml verstarkt und bei
hoher liegenden Konzentrationen vermindert war. Aufgrund der wichtigen Rolle des
MBL bei der praventiven Abwehr parodontal-pathogener Mikroorganismen und
seiner immunmodulatorischen  Effekte  bei  Entzindungsprozessen des
Zahnhalteapparates, stellt der Mangel an MBL einen Risikofaktor fur die chronische
Parodontitis dar. Dennoch sollte die Defizienz dieses Kollektins nicht als isolierter
Risikofaktor betrachtet werden. Das individuelle Risikoprofil wird viel mehr durch das
Zusammenspiel mit anderen genetischen Faktoren und Umwelteinflissen im Sinne

einer multifaktoriellen Atiologie gepragt.

Maffai et al. untersuchten ebenfalls den Zusammenhang zwischen einem MBL-
Mangel und dem Auftreten einer Parodontitis und stellten im Gegensatz zu dieser
Studie keine Assoziationen fest (80). Diese Arbeit basierte jedoch auf einer deutlich
kleineren Untersuchungspopulation mit nur 115 Patienten und 104 Kontrollen.
AulRerdem setzte sich deren Untersuchungskollektiv aus hollandischen Probanden
zusammen, unter denen nur 86% weil3er Abstammung waren. Die eigene Studie
wurde ausschlie3lich mit deutschstammigen Probanden kaukasischer Herkunft
durchgefiihrt. In der hollandischen Studie wurden zudem keine Genanalysen auf
Mutationen durchgefuhrt. Da die Verteilung der verschiedenen MBL-Genotypen stark
vom jeweiligen ethnischen Hintergrund abhéngt (135), kénnen unterschiedliche
Verteilungsmuster bzgl. der MBL-Genotypen in den beiden Studien nicht
ausgeschlossen werden, welche die MBL-Plasmakonzentration beeinflussen

konnten.

Erhohte MBL-Plasmalevel wurden fur die unterschiedlichsten Entziindungsprozesse
beschrieben. Thiel et al. fanden heraus, dass eben diese bei postoperativen
Patienten sowie Malariainfizierten unter Chloroquin-Therapie teilweise bis auf das
Dreifache erhdht waren (127). In Assoziation dazu wurde das MBL als Akut-Phase-
Protein deklariert (134). Um zu prifen, ob MBL auch im Rahmen einer chronischen
Parodontitis als Akut-Phase-Protein fungiert, wurden in vorliegender Studie die MBL-
Plasmawerte im Untersuchungskollektiv derer Probanden untersucht, die MBL als

Wildtyp exprimierten und folglich keine Defizienz aufwiesen. Nach Ausschluss
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genetischer Einflisse auf das MBL-2 Gen, zeigt der Vergleich der MBL-
Plasmakonzentration der Patienten mit der der Kontrollen keine Signifikanz (im
Median: Patienten 1993,9 ng/ml versus Kontrollen 2038,3 ng/ml, p = 0,864).
Bisherige Studien an Patienten mit chronischer Parodontitis zeigten einen moderaten
Anstieg der CRP-Level (30, 73). Maffei et al. konnten in ihrer Arbeit eine Korrelation
zwischen einem erhéhten MBL-Plasmalevel und erhohten CRP-Konzentrationen bei
Patienten mit chronischer Parodontitis ausschliel3en (80). MBL tbernimmt demnach
offenbar trotz der Entzindungsprozesse keine Rolle als Akut-Phase-Protein im
Rahmen der chronischen Parodontitis.

Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der MBL-Plasmakonzentration
waren nur in der Kontrollgruppe zu verzeichnen (im Median: Manner 1448,0 ng/ml
versus Frauen 1195,3 ng/ml, p = 0,041), wohingegen in der Patientengruppe keine
signifikanten Unterschiede auszumachen waren (im Median: Manner 1219,5 ng/ml
versus Frauen 1218,2 ng/ml, p = 0,127). Bisherige Studien zu der Fragestellung, ob
der MBL-Expressionsgrad vom Geschlecht beeinflusst wird, zeigen unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend Ytting et al. (150) in ihrem skandinavischen Studienkollektiv
und Ip et al. (53) in ihrer Studie an erwachsenen Chinesen keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede beziglich der MBL-Serumkonzentration
feststellen konnten, zeigte eine koreanische Studie von Lee et al. (69) signifikant

héhere MBL-Serumwerte bei Frauen.

Die Stratifizierung des Studienkollektivs in Raucher und Nichtraucher zeigte in der
vorliegenden Studie, dass der Vergleich der MBL-Plasmakonzentration bzgl. des
Nikotinabusus innerhalb der Patientengruppe keine Signifikanz aufweist (im Median:
Raucher 1139,3 ng/ml versus Nichtraucher 1115,3 ng/ml, p = 0,794). Auch der MBL-
Plasmaspiegel in der Kontrollgruppe unterschied sich hinsichtlich ihres
Raucherstatus nicht signifikant (im Median: Raucher 1464,9 ng/ml versus
Nichtraucher 1308,5 ng/ml, p = 0,165). Maffei et al. konnten diesbezlglich in ihrer
Studie, unabhangig vom Parodontalstatus, eine signifikante Erhéhung der MBL-
Plasmalevel bei starken Rauchern gegentber Nichtrauchern nachweisen (80). Eine

tendenzielle Erhdhung der MBL-Plasmalevel der Raucher gegenltber den
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Nichtrauchern innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe, war auch in der eigenen
Studie zu verzeichnen. Diese Tatsache kénnte mdglicherweise durch den generellen
proinflammatorischen Effekt des Rauchens erklarbar sein. Far chronische
Entziindungsprozesse, wie auch der chronischen Parodontitis, konnte gezeigt
werden, dass das Zigarettenrauchen zu einer Verminderung von IgG im Serum fihrt
(40, 88, 101). Dementsprechend konnte im Rahmen der Infektabwehr Uber eine
kompensatorische Erh6éhung der MBL-Level bei Rauchern spekuliert werden.

Selbst bei weiterer Selektion der Patienten beziiglich des Vorhandenseins von
Mutationen im MBL-2 Gen hat der Raucherstatus keinen signifikanten Einfluss auf
die MBL-Expression im Plasma. Die MBL-Plasmalevel unterscheiden sich weder bei
Wildtypalleltragern (AA) (im Median: Raucher 2000,0 ng/ml versus Nichtraucher
1934,8 ng/ml, p = 0,686) noch bei Mutationstragern im MBL-2 Gen (im Median:
Raucher 371,7 ng/ml versus Nichtraucher 279,3 ng/ml, p = 0,655) signifikant. Die
Tatsache, dass die schadlichen Substanzen von Zigaretten auch im
Patientenkollektiv ohne Mutationen keinen MBL-Anstieg bedingen, lasst ebenfalls
Raum fir Spekulationen. Mdglicherweise wird bei der chronischen Parodontitis der
Anstieg des MBL aufgrund des dauerhaft angebotenen Reizes des Rauchens durch

einen zusatzlichen, bisher unbekannten Mechanismus verhindert.

Die weitere Differenzierung der Kontrollgruppe gemald ihrem Genotyp zeigt im
Gegensatz dazu im Vergleich der MBL-Plasmakonzentration zwischen Rauchern und
Nichtrauchern signifikante Unterschiede. Raucher verglichen mit Nichtrauchern, die
den Wildtyp AA im MBL-2 Gen tragen, haben signifikant hdhere MBL-Plasmaspiegel
(im Median: Raucher 2540,1 ng/ml versus Nichtraucher 1972,0 ng/ml, p = 0,001).
Das gleiche gilt in der Kontrollgruppe auch fir Raucher und Nichtraucher mit
Mutationen im MBL-2 Gen (im Median: Raucher 689,9 ng/ml versus Nichtraucher
448,7 ng/ml, p = 0,024). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten der
hollandischen Studie von Maffei et al. (80) Uberein, in der wie oben bereits
beschrieben, bei Rauchern signifikant erhéhte MBL-Plasmawerte nachgewiesen
wurden und sprechen fir einen systemischen Einfluss des Nikotins auf die MBL-

Expression.
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5.2.2. Deutung der Ergebnisse bzgl. der SP-D-Plasmakonzentration

In der vorliegenden Studie konnte bewiesen werden, dass die SP-D
Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis gegeniber
gesunden Kontrollpersonen signifikant erhoht ist (im Median: 81,6 ng/ml versus 52,6
ng/ml, p = 0,00051). Daher kobnnte SP-D als systemischer Biomarker fir die
chronische Parodontitis herangezogen werden. Von weiterem Interesse wére nun, ob
der Anstieg von SP-D bei chronischer Parodontitis mit der Aktivitat dieser Erkrankung
korreliert und ob dadurch der Krankheitsverlauf und therapeutische Ansprechraten
kontrolliert werden kdnnten - dies gilt es in Folgestudien zu beweisen. Desweiteren
ware es interessant zu untersuchen, ob die SP-D-Plasmakonzentration bei anderen
Parodontitisformen, wie z.B. der aggressiven Parodontitis, ebenfalls erhoht ist. Zum
jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine suffiziente klinische oder radiologische
Unterscheidungskriterien, sodass eine zuverlassige Abgrenzung der verschiedenen
Parodontitisentitaten schwierig ist (130). Auch die Abschatzung des Schweregrades
der Erkrankung ist bisher limitiert und bedarf eines geeigneten Verlaufsparameters
(28).

Der geschlechtsspezifische Vergleich der SP-D-Plasmakonzentration zeigte weder in
der Patientengruppe (im Median: Manner 82,5 ng/ml versus Frauen 81,6 ng/ml, p =
0,1118) noch in der Kontrollgruppe (im Median: 48,3 ng/ml versus 62,7 ng/ml, p =
0,3472) signifikante Unterschiede. Sorensen et al. (115) untersuchten die SP-D-
Plasmakonzentration von gesunden, gleichgeschlechtlichen Zwillingspaaren und
konnten beziglich des mannlichen Geschlechtes signifikant erhthte Werte

detektieren.

Nikotinabusus stellt fur die Entwicklung und das Fortschreiten der chronischen
Parodontitis ein erhebliches Risikopotential dar. Ferner konnten gréf3ere
Knochensubstanzverluste und verminderte therapeutische Ansprechraten mit dem
Rauchen in Zusammenhang gebracht werden (103). In der eigenen Studie war die
SP-D Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis jedoch
unabhéngig vom Raucherstatus erhdht. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen Nichtrauchern und Rauchern gefunden werden (im Median: 86,5 ng/ml

versus 68,8 ng/ml, p = 0,2019). Damit scheint ein Nikotinabusus zumindest in diesem
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Studiendesign keine direkte zusatzliche Auswirkung auf den Expressionsgrad von
SP-D im Blutplasma zu haben. Im Gegensatz dazu konnten Sorensen et al. (115) in
ihrer Zwillingsstudie einen signifikanten Zusammenhang zwischen Rauchen und

erhohtem SP-D-Plasmalevel nachweisen.

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die SP-D-
Plasmakonzentration von genetischen Polymorphismen innerhalb des SFTPD-Gens
beeinflusst wird. In der Arbeit von Sorensen et al. (115) konnte bei 738 danischen
Zwillingspaaren mit einer genetischen Metl1Thr Variante in ihrem SFTPD-Gen ein
signifikant erniedrigter SP-D-Level im Blutplasma nachgewiesen werden (p =
0,0004). Leth-Larsen et al. (70) konnten an genotypisierten Blutspendern zeigen,
dass Trager des Genotyps 11Thr/Thr gegenuber den Wildtypalleltragern 11Met/Met
signifikant niedrigere SP-D-Plasmaspiegel hatten (p = 0,015). Von Heidinger et al.
(46) wurde in zwei Untersuchungskollektiven ein Haplotyp identifiziert, welcher
Assoziation zu erniedrigten SP-D Serumkonzentrationen bei Tragern des Metl1Thr

Polymorphismus zeigte (p = 0,001 bzw. p = 0,031).

Die in der eigenen Studie untersuchten Kollektive (105 Patienten mit chronischer
Parodontitis, 122 gesunde Kontrollpersonen) wurden durch Glas et al. (39) ebenfalls
auf genetische Polymorphismen im SFTPD-Gen hin untersucht. Oben diskutierte
Ergebnisse (46, 70, 115) konnten nach statistischer Korrektur von Alter, Geschlecht
und Krankheitsstatus bestatigt werden; die SP-D-Plasmakonzentration war im
Gesamtkollektiv fur Metl1Thr (p = 0,018) signifikant erniedrigt. Keine Signifikanz
fand sich bei den Genotypen Alal60Thr (p = 0,077) und Ser270Thr (p = 0,066). Die
Haufigkeitsverteilung der Genotypen bezlglich der Polymorphismen Metl11Thr,
Alal60Thr und Ser270Thr zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Patienten- und Kontrollgruppe. Nach weiterer Aufgliederung in die verschiedenen
Schweregrade der Erkrankung konnte im Verteilungsmuster der Genotypen ebenfalls

keine Signifikanz aufgezeigt werden.

Schlussfolgernd kann an dieser Stelle gesagt werden, dass der Anstieg der SP-D-
Plasmakonzentration bei Patienten mit chronischer Parodontitis nicht durch den
Einfluss genetischer Varianten im SFTPD-Gen bedingt sein kann. Nachdem

genetische Faktoren offenbar die SP-D-Plasmaerh6hungen bei Patienten mit
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chronischer Parodontitis nicht begriinden kdnnen, erhartet sich die Hypothese, dass
dieser Effekt der Entziindung selbst zu zuschreiben ist. Bekannt ist, dass durch
inflammatorische Prozesse eine Permeabilitatssteigerung der Schleimhaut resultiert,
welche wiederum den Transfer bestimmter Mediatoren in den systemischen Kreislauf
ermoglicht (138). Bei diversen chronischen und entzindlichen Lungenerkrankungen
wurden bereits erhdhte SP-D-Plasmalevel detektiert. Pathogenetisch fihrt man diese
Beobachtung auf die oben genannte Steigerung der Permeabilitat der
Alveolarmembran fir dieses Kollektin zurtick (136, 137). Da SP-D auf3erhalb der
Lunge in der gastrointestinalen Mukosa und damit auch oralen Mukosa am
haufigsten exprimiert wird, liegt es nahe, dass hier ahnliche Mechanismen
vorherrschen und SP-D im Rahmen der Entziindung vermehrt in den Blutkreislauf

Ubertritt. Evidenzbasierte Daten hierzu liegen jedoch noch nicht vor.

5.3. MBL und SP-D im Rahmen anderer Erkrankungen

5.3.1. MBL-Mangel bei anderen Erkrankungen

Obwohl bevoélkerungsbezogene Studien existieren, die hinsichtlich des MBL-Status
keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Morbiditdt und Mortalitat bei
Infektionskrankheiten und anderen haufigen Krankheiten aufzeigten (10, 123), muss
dem Expressionsgrad von MBL dennoch eine klinische Relevanz beigemessen
werden. Der Mangel an MBL wurde bereits in Assoziation zu vielen Krankheiten
untersucht. Es existiert eine Vielzahl an Studien, die Zusammenhange bestimmter
Krankheiten mit einem niedrigen MBL-Serumlevel oder Mutationen im MBL-2 Gen

gepruft haben.

5.3.1.1. MBL-Mangel in Zusammenhang mit Infektionskrankheiten

Das Risiko fur die Entwicklung einer akuten Entziindung im Respirationstrakt in der
frihen Kindheit ist bei MBL-Mangel erhoht. Besonders anfallig hierfir sind Kinder im
Alter zwischen sechs und 17 Monaten (61). In dieser Zeit schwinden die maternalen

IgGs langsam, das eigene adaptive Immunsystem ist jedoch noch nicht vollstéandig
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entwickelt. Gerade in dieser vulnerablen Phase, scheint das MBL eine besonders
wichtige Rolle im Rahmen der angeborenen Immunabwehr zu tbernehmen. Auch bei
Immunsupprimierten infolge einer Chemotherapie bei Tumorerkrankung oder nach
Organtransplantation stellt ein MBL-Mangel einen Risikofaktor fir eine fiebrige
Neutropenie und den Erwerb anderer schwerer Infektionen dar (91, 100). Zystische
Fibrose-Patienten mit Mutationen im MBL-2 Gen zeigen eine schlechtere
Lungenfunktion und sind h&ufiger mit Pseudomonas aeruginosa infiziert, wodurch
deren Lebenserwartung deutlich einschrankt wird (35). Die Gefahr sich an dem
,human immunodeficiency virus* (HIV) anzustecken, ist fur MBL-defiziente Personen
erhoht (33, 36). In vitro konnte die Bindung von MBL an das rekombinante
Glykoprotein (gp120) des HIV nachgewiesen werden und es konnte gezeigt werden,
dass humanes MBL die Infektion von CD4+ H9 Lymphoblasten mit dem HIV
verhindert (23). Des Weiteren sind Personen mit chronischer Hepatitis B oder C, die
MBL-Mutationstrager sind, einem groBeren Risiko fiur Komplikationen wie
Leberzirrhose oder spontane bakterielle Peritonitiden ausgesetzt und sprechen auf
eine Therapie mit Interferon schlechter an (83, 151). Fidler et al. (26) konnten bei
intensivpflichtigen Kindern mit niedrigem MBL-Serum-Level aufgrund von Mutationen
im MBL-2 Gen ein siebenfach erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines ,systemic
inflammatory response syndroms® SIRS mit deutlich schwererem Krankheitsverlauf
nachweisen. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch die Gruppe um Garred (32), die
bei erwachsenen Intensivpatienten mit SIRS den Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von vom Wildtyp abweichenden MBL-Allelen mit niedrigen
Serumwerten und der Krankheitsausdehnung zur schweren Sepsis bzw. septischen

Schock pruften.

Interessanterweise scheint ein niedriger MBL-Serumspiegel aber auch protektiv bei
viszeraler Leishmaniose zu sein (107). Intrazellulare Parasiten benutzen im Rahmen
der Komplementsystemaktivierung die C3-Opsonierung und dringen Uber C3-
Rezeptoren in die Wirtszellen ein. Eine durch einen Mangel an MBL bedingte,
verminderte Aktivierung des Komplementsystems, scheint so vor Parasitismus zu
schitzen (15).
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5.3.1.2. MBL-Mangel in Zusammenhang mit Autoimmunkrankheiten

Die Wabhrscheinlichkeit des Auftretens eines systemischen Lupus erythematodes
(SLE) und die damit verbundene Komplikation einer arteriellen Thrombose, kdnnen
ebenfalls durch einen Mangel an MBL bedingt sein (37, 95). Ein weiterer
pathogenetischer Faktor scheint flr die rheumatoide Arthritis zu existieren, denn
Patienten mit niedrigem MBL-Serumlevel erkranken im Durchschnitt friher, weisen
eine schnellere Gelenksdestruktion auf und sprechen auf mdgliche Therapieoptionen
schlechter an (41, 105).

5.3.2. SP-D-Plasmalevel bei anderen Erkrankungen

Die Hauptproduktionsstatte des SP-D befindet sich in der Lunge (79).
Dementsprechend befasst sich eine Vielzahl der bisherigen Untersuchungen
beziglich SP-D-Konzentrationen mit Lungenerkrankungen. Dabei wurden erhdhte
SP-D-Serumlevel bei einer Reihe verschiedener chronischer und entzindlicher
Lungenerkrankungen, wie z.B. idiopathischer Lungenfibrose, interstitieller
Pneumonie bei Kollagenosen, pulmonaler Alveolarproteinose, akuter eosinophiler
Pneumonie, akutem respiratorischem Distresssyndrom und zystischer Fibrose
gefunden (13, 31, 42, 50, 66, 124, 137). Bei vielen dieser Erkrankungen korreliert die
SP-D-Erh6hung im Serum mit der Aktivitat bzw. dem Schweregrad der Erkrankung.
Die Messung von SP-D wird hierbei als brauchbarer klinischer Marker eingeschatzt
(13, 31, 50). Greene et al.(42) konnten sogar zeigen, dass der SP-D-Plasmalevel
eine hohe Pradiktivitat fur die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit
idiopathischer Lungenfibrose hat. Takahasi et al. (124) demonstrierten bei
Untersuchungen zu dieser Erkrankung, dass die SP-D-Plasmakonzentration sowohl
mit dem Ausmald entzundlicher alveolarer Prozesse, als auch mit dem Grad eines
parenchymatdsen Untergangs und der Rate der jahrlichen Verschlechterung der
Lungenfunktion korreliert. Ein Bezug zur Progression der Fibrose beziglich ihrer

irreversiblen Gewebsveranderungen konnte nicht hergestellt werden.

Auch bei chronischen und entzindlichen Systemerkrankungen wie der Sarkoidose
(56), Allergien (63), systemischer Sklerose (42, 124), Polymyositis und

Dermatomyositis (51) konnten erhdhte SP-D-Serumlevel nachgewiesen werden.
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Ebenso konnte ein Anstieg des SP-D im Serum bei einer Reihe von
Infektionskrankheiten wie bakteriellen Pneumonien (96), Tuberkulose (50) und
Masern (1) beobachtet werden. Hieraus wird ersichtlich, dass SP-D bei einer Vielzahl
von Erkrankungen erhoht ist. Daher sollte dies bei weiteren Uberlegungen, SP-D in
Zukunft als Biomarker fur die chronische Parodontitis einzusetzen, unbedingt
berucksichtigt werden. Insbesondere Lungenerkrankungen gilt es im Vorfeld
anamnestisch auszuschlielen, um hier die Aussagekraft einer SP-D-Erh6hung im

Rahmen einer chronischen Parodontitis auszudehnen und zu verbessern.

5.4. Ausblick

MBL ubernimmt wichtige Aufgaben fir das angeborene Immunsystem, wie die
Aktivierung des Komplementsystems via dem Lektin-Weg. Die vorliegende Studie
hat gezeigt, dass ein Mangel an diesem Protein mit urséachlich fur die Entstehung von
chronischer Parodontitis sein kann. Daher ware es sehr interessant die Rolle von
weiteren Komponenten des Lektin-Weges fir diese Erkrankung zu untersuchen.
Dazu zahlen die MASPs, unter welchen vor allem die MASP-2 einen wichtigen
Bestandteil der Aktivierungskaskade des Lektin-Weges darstellt. In den codierenden
Genen, MASP-1Gen fur MASP-1 und MASP-3 sowie MASP-2Gen fir MASP-2 und
MAp19, wurden bereits einige Polymorphismen entdeckt (111, 116). Es ist bisher
nichts tber deren funktionelle Relevanz bekannt, es kdnnte aber méglich sein, dass
diese die MBL-MASP-Interaktionen beeinflussen und damit die Aktivierung des
Komplementsystems verhindern. Ein Fallbericht Uber einen MASP-2 defizienten
Patienten, der an rezidivierenden Infektionen und diversen autoimmunen
Symptomen leidet, liefert erste Hinweise (117). Neben dem MBL, vermdgen auch L-
und H-Ficolin in Komplexen mit MASPs das Komplementsystem lber den Lektin-
Weg zu aktivieren. Daher ware es auch interessant bei diesen Proteinen einen

Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis zu prifen. Hierfur sind ebenfalls
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bereits Polymorphismen bekannt, tber deren klinische Bedeutung jedoch noch

keine Informationen vorliegen.

Der genetisch bedingte MBL-Mangel ist sehr haufig, ungefahr 30% der menschlichen
Bevolkerung weisen MBL-Plasmakonzentrationen von weniger als 500ng/ml auf (99).
Betroffene Individuen sind dabei einem hdheren Risiko fur Infektionskrankheiten
und Autoimmunerkrankungen ausgesetzt. Der Ausgleich des Mangels an MBL ist
daher von therapeutisch hoher Relevanz und scheint einen guten Ansatzpunkt zu
bieten. Zwei Fallberichte beschreiben bei Patienten eine eindeutige Besserung nach
erfolgter MBL-Substitution, ohne erkennbare Risiken und Nebenwirkungen (34, 139).
In zwei klinischen Phase | Studien wurden bisher gesunden MBL-defizienten
Probanden rekombinant hergestelltes bzw. aus Plasma auf gereinigtes MBL
verabreicht. Dabei traten keine Unvertraglichkeiten oder ernsthafte Nebenwirkungen
auf und unerwiinschte immunologische Reaktionen wie Antikdrperbildung gegen
MBL blieben aus. Nach Ersatz konnten therapeutisch wirksame Serumspiegel
(>1000ng/ml) detektiert werden (99, 140). Dennoch bedarf es weiterer
groBangelegter randomisierter klinischer Studien, um MBL als therapeutisches
Agens zu etablieren. Da in dieser Studie ein Mangel an MBL einen Anhalt fur die
pathogenetische Relevanz fir die chronische Parodontitis gezeigt hat, scheint auch
der MBL-Ersatz bei chronischen Parodontitis Patienten mit MBL-Mangel ein
interessanter Ansatz fur kinftige Therapieoptionen zu sein, welcher in weiteren

Studien zu Uberprifen ist.

Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass ein Opsionisieren pathogener
Erreger mittels ,bispecific antibodys®, die Phagozytose und das Abtéten pathogener
Keime durch CD89 exprimierende neutrophile Granulozyten induziert (47, 142). Die
bispezifischen Antikdrper bestanden aus einem Antikérper gegen ein spezifisches
Pathogen, gekoppelt an einen Antikdrper gegen CD89. An einen Antikorper binden
nur eine begrenzte Auswahl pathogener Keime. Kollektine wie das SP-D kénnen
allerdings ein weites Spektrum an pathogenen Erregern erkennen. Aus diesem
Grund haben Tacken et al. (121, 122) die Effektivitdt eines chimaren Proteins

getestet, dass sich aus einem rekombinanten trimeren SP-D Fragment (rfSP-D) und
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einem Antikérper gegen CD89 (Anti-CD89) zusammensetzt. Sie konnten dabei in
vitro fur drei strukturell nicht miteinander verwandte Pathogene, E. coli, C. albicans
und Influenza A Virus, eine verstarkte Aufnahme durch neutrophile Granulozyten
zeigen. Zusatzlich stimulieren rfSP-D / anti CD 89 diese Granulozyten zum AbtGten
0.9. Erreger und es kommt bei der Influenza zu einer vermehrten neutrophilen
Aktivitdt. Basierend auf diesen Mechanismus konnte das rfSP-D/anti-CD89 Protein
ein vielversprechender Therapieansatz fir Infektionskrankheiten sein und damit
zukunftig unter anderem auch fur die chronische Parodontitis.
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6. Zusammenfassung

Die chronische Parodontitis ist eine bakteriell verursachte Erkrankung, die mit
Attachment- und alveolarem Knochenverlust einhergeht. Sie ist durch die Bildung
von Zahnfleischtaschen und Gingiviarezessionen gekennzeichnet und stellt die am
haufigsten Uberwiegend im Erwachsenenalter vorkommende Parodontitisform dar.
Die ursachlichen parodontalpathogenen Erreger werden durch das Mannose
bindende Lektin (MBL) und Surfactant Protein D (SP-D) mittels spezifischer
Rezeptoren (PRR) an deren Oberflachenstrukturen (PAMPS) erkannt. Dadurch
konnen diese Erreger vom Immunsystem leichter eliminiert werden. Welche Rolle die
Plasmakonzentrationen dieser Kollektine (MBL, SP-D) in der Pathogenese und im

Verlauf dieser Erkrankung spielen war Gegenstand dieser Arbeit.

An der Klinik und Poliklinik fur Zahnerhaltung und Parodontologie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen wurde neben einer klinischen Untersuchung bei
1139 Personen die MBL- und bei 227 Personen die SP-D-Plasmakonzentration
mittels ELISA bestimmt. Jedes Untersuchungskollektiv setzte sich aus an
chronischer Parodontitis Erkrankten und gesunden Kontrollpersonen zusammen. Die
Zuordnung wurde anhand standardisierter Kriterien festgelegt. Die gemessenen
Plasmakonzentrationen wurden bezlglich Krankheitsstatus, Geschlecht und
Rauchverhalten statistisch ausgewertet. Vorhandene Daten dieser Kollektive
bezliglich genetischer Varianten und Polymorphismen im MBL-2- bzw. SFTPD-Gen
wurden vergleichend herangezogen und deren Einfluss auf die jeweiligen

Expressionslevel Uberpruft.

Bezuglich MBL konnte gezeigt werden, dass Patienten mit chronischer Parodontitis
gegenuber der Kontrollgruppe insgesamt signifikant geringere Plasmawerte
aufwiesen. Der Mangel an MBL als pathogenetischer Risikofaktor gewinnt somit an
Relevanz. Durch vorexistente Daten zu Polymorphismen im MBL-2 Gen, konnte nach
Messung der Plasmakonzentration gezeigt werden, dass Patienten mit chronischer

Parodontitis und Mutationen signifikant niedrigere Werte als die Kontrollgruppe
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aufwiesen. Jedoch zeigte der Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe ohne
Mutationen insgesamt keine signifikanten Unterschiede. Beide Ergebnisse sprechen
dafir, dass der detektierte MBL-Mangel bei chronischer Parodontitis genetisch
beeinflusst ist und durch diese Zusammenhé&nge insgesamt, die Wertigkeit von MBL
als Akut-Phase-Protein bzw. Biomarker eingeschréankt wird. Ein Nikotinabusus zeigte
bezlglich der MBL-Plasmakonzentration keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Patienten- und Kontrollgruppe. Allerdings war unter Berlcksichtigung der
genetischen Zusammenhénge eine signifikante Erh6hung der MBL-Plasmawerte bei
gesunden Rauchern zu verzeichnen, was fur einen méglichen systemischen Einfluss

des Nikotins auf die MBL-Expression hinweist.

Bezuglich der SP-D-Plasmakonzentration konnte gezeigt werden, dass diese bei
Patienten mit chronischer Parodontitis gegeniber den Kontrollpersonen signifikant
erhoht ist. Bei der geschlechtsspezifischen Differenzierung waren Kkeine
Unterschiede zu verzeichnen. Eine Stratifizierung gemal dem Rauchstatus ergab
innerhalb der Patientengruppe keine Signifikanz bezlglich der SP-D-
Plasmakonzentration. Nach Vergleichen mit der aktuellen Literatur, scheint fir SP-D
die Wertigkeit als Biomarker zur Verlaufskontrolle gegeben, da auch genetische
Varianten im SFTPD-Gen keine signifikante Auswirkung auf die SP-D-

Plasmakonzentrationserh6hung der Patienten gegentiber den Kontrollen hatten.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AIDS acquired immune deficiency syndrome
BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CRD carbohydrate recognition domain

DMS Deutsche Mundgesundheitsstudie
ELAM-1 endothelial leukocyte adhesion molecule-1
ELISA Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay
engl. Englisch

etal. et alii bzw. et aliae

FMLP Formyl-Methionin-Leucyl-Phenylalanin
GTR gesteuerte Geweberegeneration

HIV humans Immundefizienz ~ Virus (engl.:

immunodeficiency virus)

HRP horse-radish peroxidase

ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1
[o} Immunglobulin

IL Interleukin

kDa kilo Dalton

LPS Lipopolysaccharid

MASP MBL-assoziierte Serin Protease
MBL Mannose-bindendes Lektin

MMP Matrix-Metallo-Protease

human
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PAG
PAMP
PBS

PCR

PGE2
PMN
PROS
PRR
RANTES

RFLP

SFTPD-Gen
SIRS

SLE

SP-A

SP-D

Tab.

TGF

TNFa

u.a

z.B.

periodontitis associated genotype
pathogen associated molecular pattern

Phophat gepufferte Kochsalzlésung (engl.: phosphate
buffered saline)

Polymerasekettenreaktion polymerase chain

(engl.:
reaction)

Prostaglandin E2
Polymorphkerniger Granulozyt
pathogen related oral spirochetes
pathogen recognition receptor
regulated on activation, normal T-cell expressed and
secreted

restriction fragment length polymorphism

rounds per minute

siehe oben

siehe unten

Surfactantprotein D-Gen

systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
Systemischer Lupus Erythematodes
Surfactantprotein A

Surfactantprotein D

Tabelle

transforming growth factor

Tumor-Nekrose-Faktor alpha

unter anderem

zum Beispiel
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