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1. EINLEITUNG

Entzindliche Erkrankungen des Zahnhalteapparates sind, zusammen mit der
Zahnkaries, die am weitesten verbreiteten Erkrankungen der Welt. Nach dem 40.
Lebensjahr gehen in der Bundesrepublik Deutschland mehr Z&hne durch
Parodontalerkrankungen als durch  Zahnkaries verloren (SCHWENZER,
EHRENFELD 2000).

Die chronische Parodontitis stellt eine bakterielle Entziindung des parodontalen
Gewebes dar, durch die es zu einem irreversiblen Verlust des Zahnhalteapparates
(Parodontium) kommen kann. Durch diesen Substanzverlust, den sogenannten
Attachmentverlust, wird die Haltefunktion des Parodonts beeintrachtigt, wodurch der
Erhalt des betroffenen Zahnes gefahrdet und eine Resorption des Alveolarknochens
maoglich ist (KORNMAN, 2008).

Bei der parodontalen Destruktion spielen, neben der mikrobiellen Flora, auch
immunologische Mechanismen eine bedeutende Rolle. Zusatzlich wird das
individuelle Erkrankungsrisiko durch Umweltfaktoren und genetische Einflisse
modifiziert (KORNMAN, 2008). Dabei reagiert jeder Mensch auf vergleichbare
pathogenetische Einfliisse unterschiedlich. Dies ist nicht zuletzt auf das individuelle
genetische Profil zurlickzufihren. Michalowicz et al. (1991) wiesen in verschiedenen
Zwillingsstudien die Beteiligung genetischer Faktoren an der Entstehung der
chronischen Parodontitis nach.

In den letzten Jahren wurden durch verbesserte analytische Methoden, vor allem im
molekularbiologischen Bereich, groBe Fortschritte in der Forschung zur Parodontitis
gemacht (PAGE et al., 1997). Besonderes Augenmerk wurde dabei auf genetische
Assoziationen gelegt, um das individuelle Erkrankungsrisiko der Patienten besser
einschatzen zu kdénnen (CRAANDIJK et al., 2002). Vor allem genetische
Polymorphismen von Zytokinen, die an der zelluldren Immunantwort beteiligt sind,
spielen eine groBe Rolle.

Die vorliegende Arbeit soll Aufschluss Gber den Zusammenhang zwischen funktionell
wirksamen Polymorphismen des Osteopontingens und der chronischen Parodontitis

geben.



2. DIE CHRONISCHE PARODONTITIS
2.1. KLASSIFIKATION DER PARODONTALERKRANKUNGEN

Die aktuelle Einteilung der Parodontalerkrankungen grindet auf den Entscheidungen
des .International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and
Condition (1999)%, die die Deutsche Gesellschaft fir Parodontologie auch fir
Deutschland als verbindliche Nomenklatur Gbernommen hat (DGP, 2002).

Innerhalb dieser Klassifikation ist das Auftreten zweier verschiedener Entitaten
auffallig. Die erste Entitat stellen die Gingivopathien dar. Unter Gingivopathien sind
alle Erkrankungen der Gingiva zu verstehen, die entweder Plaque oder nicht Plaque
induziert sind. Die zweite Entitat wird durch die Parodontopathien gebildet. Darunter
fallen alle Erkrankungen, die das Parodontium betreffen und durch Gewebeverlust
charakterisiert sind (MULLER, 2001). Die Parodontitden werden unterteilt in die
chronische Parodontitis und in die aggressive Parodontitis. Weiter unterscheidet man
die Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen. Darunter werden
hamatologische Erkrankungen wie erworbene Neutropenien und Leukamie
verstanden, sowie genetische Erkrankungen, wie das Down-Syndrom und das
Leukozyten-Adhéasions-Defizit-Syndrom.  Unter  nekrotisierenden  parodontalen
Erkrankungen werden nekrotisierende ulzerierende Formen der Gingivitis und der
Parodontitis beschrieben. Dieses Krankheitsbild zeichnet sich durch hochakute,
extrem schmerzhafte Entzindungen des marginalen Parodonts, fibrinbedeckte
interdentale Nekrosen und spontane Blutungen aus. Allgemeine Symptome sind
Abgeschlagenheit, Mundgeruch, Fieber und Schwellung der regionaren
Lymphknoten (ERPENSTEIN & DIEDRICH, 2004). Unter Abszessen des Parodonts
werden gingivale, parodontale und perikoronale Abszesse zusammengefasst. Die
entscheidenden Symptome sind Rétung, Schwellung und die durch die
abgeschlossene Eiteransammlung bedingte Fluktuation (ERPENSTEIN &
DIEDRICH, 2004). Unter Paro-Endolasionen versteht man anatomische oder nicht
physiologische Verbindungen zwischen endodontalem und parodontalem Gewebe.
Durch diese Verbindungen kann eine Entzindung vom Endodont auf das Parodont
oder umgekehrt Gbergreifen (BEER et al., 2004). Der letzte Punkt der Klassifikation
beschreibt entwicklungsbedingte oder erworbene Deformitdten und Zusténde.

Darunter werden Faktoren, die Gingivo- und Parodontopathien modifizieren oder



férdern kénnen verstanden. Dazu zahlen die Zahnanatomie, zahnarztliche
Restaurationen/Gerate, Wurzelfrakturen, Resorptionen, Rezessionen, verminderte
Tiefe des Vestibulum oris, das Fehlen von keratinisierter Gingiva,
Gingivalberschuss, vertikaler/horizontaler Verlust des Alveolarkamms und das
okklusale Trauma (MULLER, 2001).

Tab .2.1.: Klassifikation der Parodontitiden nach der Einteilung des “International Workshop for a

Classification of Periodontal Diseases and Condition 1999".
Quelle: MULLER, 2001




2.2. EPIDEMIOLOGIE DER PARODONTITIS

In  der Bundesrepublik  Deutschland  darfte  die  ,Vierte  Deutsche
Mundgesundheitsstudie” (DMS-1V) (Institut der deutschen Zahnérzte, IDZ) von 2006
fur das Auftreten und die Entwicklung der Parodontitis als reprasentativ gelten.

Unter den 35- bis 44-jahrigen ist die Parodontitis bereits weit verbreitet. 52,7% der
Altersgruppe leiden unter einer mittelschweren und 20,5% unter einer schweren
Form. Im Vergleich zur dritten deutschen Mundgesundheitsstudie von 1997 zeigt sich
eine deutliche Zunahme der Parodontitis um 26,9%.

Innerhalb der Gruppe der Senioren ist die Parodontitis am weitesten verbreitet. 48%
sind von einer mittelschweren und 39,8% von einer schweren Auspragung des
Krankheitsbildes betroffen. Das entspricht einer Zunahme von 23,7% in Vergleich zu
der Erhebung von 1997. In dieser Gruppe zeigt sich am deutlichsten der
Zusammenhang zwischen dem Rickgang der Zahnverluste und der Zunahme der

Parodontalerkrankungen.

Abb. 2.1.: Entwicklung der Parodontitis von 1997 bis 2005; Vergleich der DMS-IIl und der DMS

Entwicklung der mittelschweren und schweren Parondontalerkrankungen bei 35- bis 44-jahrigen
Erwachsenen von 1997 bis 2005
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2.3. ATIOLOGIE UND PATHOGENESE DER CHRONISCHEN PARODONTITIS

Die chronische Parodontitis ist eine entziindliche, primar durch bakterielle Belage
verursachte Erkrankung aller Anteile des Parodonts, d.h. der Gingiva, des
Desmodonts, des Wurzelzements und des Alveolarknochens, mit fortschreitendem
Verlust an Stutzgewebe (HELLWIG et al., 2003).

Atiologisch stellt die chronische Parodontitis ein multifaktorielles Krankheitsbild mit
einer Pravalenz von bis zu 30% dar (MULLER, 2001; RATEISCHAK, 2004).

Die bei einer Parodontitis ablaufenden charakteristischen gewebezerstérenden
Immunprozesse sind bis jetzt nur unvollstandig verstanden. Es ist eine komplexe
Interaktion zwischen der Wirtsantwort und einer Infektion mit parodontopathogenen
Bakterien gegeben, die durch genetische und umweltbedingte Faktoren modifiziert
werden kann. Dadurch kann die Intensitat einer parodontalen Erkrankung von Patient
zu Patient variieren (MUTSCHELKNAUSS 2000).

Die ,unspezifische Plaquehypothese” (LOESCHE, 1976) stellt lange die Grundlage
zur Entstehung der Parodontitis dar. In diesem Modell fihrt die Menge an Belagen
und Bakterien, als primarer direkter Faktor, zur Parodontitis. Jedes im Sulkus
vorkommende Bakterium ware also durch bestimmte Pathogenitatsfaktoren in der
Lage eine Parodontitis auszulésen. Allerdings bleiben in diesem einfachen Konzept
einige wichtige Aspekte, wie zum Beispiel die Gewebedestruktion aufgrund
bestimmter bakterieller Produkte, die Art der Bakterien und die Immunreaktion
unberlcksichtigt (KORNMAN, 2008).

Bei der ,spezifischen Plaquehypothese* werden spezifische gramnegative anaerobe
oder mikroaerophile Bakterien als Verursacher der Parodontitis angesehen.
AuBerdem spielt bei diesem Modell der Aspekt der protektiven und destruktiven
Immunantwort aufgrund der Kolonisation der Bakterien flr die Krankheitsentstehung
bereits eine wichtige Rolle (PAGE & SCHROEDER, 1976, NISENGARD, 1977;
SEYMOUR et al, 1979; PAGE & SCHROEDER, 1981; VAN DYKE, 1985;
SEYMOUR, 1987; RANNEY, 1991; KORNMAN, 2008). Die Gewebe- und
Knochendestruktion resultiert vor allem auf aktivierten Gewebemechanismen, wie
Matrix-Metallo-Proteinasen, Interleukin-1 und Prostaglandinen. Weiterhin wird die
Rolle der neutrophilen Granulozyten in Bezug auf die parodontale Schadigung
erkannt (KORNMAN, 2008). Zusatzlich besteht das Verstandnis, dass einigen
klinischen Verlaufen der Parodontitis jeweils charakteristische Bakterien und
Immunreaktionen des Wirts zugrunde liegen. Der wichtigste Punkt der ,spezifischen



Plaquehypothese” beinhaltet die Unterscheidung in mikrobielle Besiedlung und in
immunologisch inflammatorische Prozesse in der Pathogenese von parodontalen
Erkrankungen (KORNMAN, 2008).

Zwischen 1985 und 1995 wird die einfache Beziehung zwischen mikrobieller
Besiedlung und resultierender Immunreaktion CUberdacht. Deutlich wird in
verschiedenen Studien, dass bestimmte genetische Varianten, die Entwicklung und
die Schwere der Parodontitis beeinflussen (COREY et al., 1993; MICHALOWICZ et
al., 1991; KORNMAN, 2008). Insbesondere scheinen bestimmte Gene die
Immunantwort des Wirst zu verandern (KORNMAN et al., 1997). Dadurch wird
deutlich, dass die chronische Parodontitis nicht einfach nur eine durch Bakterien
ausgeldste Entziindung darstellt (KORNMAN, 2008). Risikofaktoren, wie genetische
Varianten, aber auch Rauchen, beeinflussen offenbar die Schwere der Erkrankung
durch Alteration von protektiven und destruktiven inflammatorischen Mechanismen
(PREBER & BERGSTROM, 1985; PREBER & BERGSTROM, 1986, HABER et al.,
1993). Die Mikroorganismen stellen den primaren Ausléser der Parodontitis dar, aber
es sind Faktoren vorhanden, die selber zu keiner Parodontitis fihren, diese aber
stark modifizieren kénnen. Weiter wird dieser Ansatz dadurch unterstitzt, dass der
Wirt in Abwesenheit von krankheitsmodifizierenden Faktoren in der Lage ist, sich auf
die bakterielle Besiedlung mit einer adaquaten Immunantwort vor Mikroorganismen
zu schitzen (KORNMAN, 2008). Dies verdeutlicht auch die ,6kologische
Plaquehypothese“ In der Mundhdhle besteht ein funktionierendes Okosystem, wenn
zwischen Bakterien und Wirt ein symbiotisches Gleichgewicht besteht (JOHNSON &
CURTIS, 1994; MARSH, 1994, VAN STEENBERGEN et al., 1996). Modifizierende
Faktoren und die bakterielle Besiedlung an Zahnen sind in der Lage, die
inflammatorischen Mechanismen Uber die normalen Grenzen der Immunantwort zu
lenken. Zusatzlich kommt es zu einer Beeintrachtigung der Wundheilung. Dadurch
wird eine verstarkt destruktive Parodontitis unterhalten (KORNMAN, 2008).

Ab 1997 konzentriert man sich vermehrt auf die Rolle der modifizierenden Faktoren,
einschlieBlich der Genetik und deren Auswirkungen auf das Immunsystem. Hierbei
zeigt sich, dass eine Reihe von Immunreaktionen und Phanotypen der Parodontitis
vorhanden sind, die vor allem durch genetische und umweltbedingte Faktoren, die
die inflammatorischen Mechanismen andern, bestimmt werden (KORNMAN, 2008).
Jede Kombination aus einer genetischen Alteration und der Beeinflussung von
Umweltfaktoren flhrt zu einer charakteristischen klinischen Auspragung der
Erkrankung (OFFENBACHER et al., 2007).



2.4. DIE PATHOGENETISCHE ROLLE VON BAKTERIEN

2.4.1. Entwicklung von einer kommensalen zu einer pathogenen Flora

Der Ubergang von der Zahnhartsubstanz zum Weichgewebe des Parodonts, der
dentogingivale Ubergang, bildet durch seine spezielle Anatomie eine ideale
Voraussetzung fiir die Etablierung einer mikrobiellen Infektion (BARTOLD et al.,
2000).

Auf gereinigten Zahnoberflachen bildet sich nach wenigen Minuten eine
Pellikelschicht, die Uberwiegend aus Speichelproteinen und Immunglobulinen besteht
(GIBBSON et al., 1991, 1998, HELLWIG et al., 2003). An dieser Membran haften
sich innerhalb kirzester Zeit, Gber Rezeptorstrukturen und Adhasine, grampositive
Kokken, vor allem Streptokokken und Aktinomyzeten an (MARSH, 1994; GIBBSON
et al., 1998). Diese Bakterien z&hlen zur residenten Flora (DUAN et al., 1994; HSU et
al., 1994). Vermutlich versucht das Immunsystem Uber die Pellikelschicht die
Besiedlung mit kommensalen Bakterien zu férdern (PAPAPANOU, 2002).

Durch den primaren Ursachenkomplex, basierend auf einer unzureichenden
Mundhygiene, kommt es zur Ausbildung von supra- und subgingivalen harten
(Zahnstein/Konkremente) und weichen Belagen (Plague). Besteht fir die Plaque
Uber einen langeren Zeitraum die MdJglichkeit einer ungestdrten Entwicklung,
verandert sich ihrer Zusammensetzung (MULLER, 2001). Die Bakterienadh&sion
innerhalb der Gemeinschaft steigt zwischen zweiten und vierten Tag stark an. Die
Flora der Mikroorganismen wird komplexer. Dies filhrt durch Anderung des
Redoxpotentials und durch das Fehlen von Sauerstoff zur Bildung eines anaeroben
Milieus in der Tiefe der Plaque, in der sich supplementadre gramnegative anaerobe
Bakterienspezies zusammen mit Spirochaten, spindel- und fadenférmigen Bakterien
etablieren und vermehren kénnen (LINDHE, 2002). Die kommensalen Bakterien
dienen den pathogenen Mikroorganismen als eine Verankerung auf der
Zahnoberflache (FOLWACZNY & HICKEL, 2003).

Durch Umwandlung einer kommensalen zu einer pathogenen Bakterienflora im
subgingivalen Kompartiment des Zahnes (PAPAPANOU, 2002), werden
immunologische Abwehrmechanismen initiiert, die zunachst zu einer klinischen
Manifestation einer Gingivitis fUhren (SALVI et al, 2000). Nach aktuellen
pathogenetischen Modellen bildet die Gingivitis eine regelmaBige Vorstufe aller
parodontalen Erkrankungen (BERNIMOULIN, 2003).



Durch eine bestehende Gingivitis wird die Kolonisierung der Wurzeloberflache mit
fadenférmigen und stdbchenférmigen Bakterien ermdglicht. Beginnend mit dieser
Kolonisierung breiten sich die Bakterien in die Tiefe aus. In dieser sehr
sauerstoffarmen Umwelt entwickeln sich aggressive Bakterien, die eine Parodontitis
initieren kénnen (ALLAIS, 2007). Die Anzahl der Bakterien nimmt zu und im Zuge
der parodontalen Taschenbildung etabliert sich eine subgingivale Plaque (MULLER,
2001). Auch die Zusammensetzung der Keimflora andert sich. Wahrend die
Streptokokkenpopulation abnimmt, vermehren sich anaerobe Aktinomyzeten und
gramnegative Kokken bzw. Stabchen. Eine langer andauernde Entziindung fihrt
meist zur Umwandlung des Saumepithels in das so genannte Taschenepithel. Durch
eine vermehrte Proliferationsrate im basalen Bereich migriert das Saumepithel
progredient nach apikal (MULLER, 2001).

2.4.2. Parodontopathogene Bakterien

Der primar atiologische Faktor, der zur Ausbildung einer chronischen Parodontitis
fuhrt, stellt die pathogene orale mikrobielle Flora dar. Ihr Vorhandensein ist eine
obligate Voraussetzung zur Entstehung dieses Krankheitsbildes (PAPAPANOU,
2002).

Bei pathogenen Infektionen lassen sich Uberwiegend gramnegative anaerobe
Keimspezies isolieren (MULLER, 2001).

Gramnegative anaerobe Bakterien sind typische supplementare parodontopathogene
Bakterien. Ein sehr hohes krankheitsauslésendes Potential und eine hohe
Assoziation mit Parodontalerkrankungen werden Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis und Tanerella forsythia
zugeordnet (AAP, 1996). In untersuchter subgingivaler Plaque zeigt sich fir diese
Bakterien eine auffallige Verbindung zu Taschensondierungstiefen und
Sondierungsblutung (SOCRANSKY et al., 1998).

Porphyromonas gingivalis scheint eine besondere Rolle in der aktiven Abwehr gegen
das Immunsystem zu spielen. Das Bakterium kann die Expression biochemischer
Rezeptorstrukturen blockieren, die bei der Auslésung der zellularen Immunantwort
von Bedeutung sind. Auf diese Weise zeigt die unspezifische Abwehr keine Reaktion
auf die Vermehrung der Bakterien und es kommt zu einem ungehemmten Wachstum
(ESKAN et al., 2007, DAVEY et al., 2008). Weiterhin ist P. gingivalis durch seine
Fahigkeit zwischen verschiedenen Immunzellen zu vermitteln, und dadurch

Abwehrmechanismen zu umgehen, in der Lage, innerhalb des Gewebes zu



Uberleben (LI et al., 2008). AuBerdem setzt dieser Keim das Enzym a-Gingipain frei,
wodurch komplexe Nahrstoffe des Speichels und der Sulkusfllissigkeit gespalten
werden. Diese Produkte stehen so auch anderen Bakterienarten zur Verfigung und
kénnen fir den Energiebedarf genutzt werden. Weiterhin kommt es durch die
Produktion dieser Protease zu einem signifikanten Gewebeabbau (ANDRIAN et al.,
2004; DIAS et al., 2008). Dadurch kdnnen Bakterien das Parodontium leichter
kolonisieren (GOULET et al., 2004). Einige Studien zeigen, dass genetische
Polymorphismen auf Seiten des Bakteriums, die Virulenz von P. gingivalis
beeinflussen kdnnen (OZMERIC et al., 2000; LI et al., 2006; YOSHINO et al., 2007).
In Varianten von Porphyromonas gingivalis wurden verschiedene extrazellulare
Arginin-spezifische Proteasen isoliert, die eine unterschiedliche Aggressivitat des
Bakterienstammes vermitteln (ALLAKER et al., 1997).

Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  zeigt  klonale  Varianten — mit
unterschiedlicher Virulenz (MACHELEIDT et al., 1999). Aus diesem Bakterium wurde
das Toxin Ccytolethal Distending txTin (CDT) isoliert, welches den Zellzyklus von
eukaryonten Zellen und somit auch der Gingiva inhibiert (FABRIS et al., 2002;
YAMANO et al., 2003). Zusatzlich bewirkt es besonders eine Migration von
Leukozyten und eine Resorption des Alveolarknochens (HENDERSON et al., 2003).
Dadurch ist der Gewebeabbau und der Knochenabbau verstarkt, der
Heilungsprozess limitiert.

Die sauerstoffarmen Bedingungen, die in der parodontalen Tasche zu finden sind,
beginstigen das Wachstum dieser anaeroben oder fakultativ anaeroben,
gramnegativen, parodontopathogenen Bakterien und verdrangen die grampositiven
Bakterien des gesunden subgingivalen Kompartiments (VAN DER VELDEN et al.,
1993; DAHLEN, 1993; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; MULLER, 2001). Einige Studien
weisen eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl gramnegativer anaerober
Bakterien und der Schwere der Parodontitis nach (VAN WINKELHOFF et al., 1988;
WOLFF et al., 1988; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000).

2.4.3. Aufbau und Funktion des subgingivalen Biofilms

Die parodontopathogenen gramnegativen Bakterien organisieren sich zu einem
komplexen, duBerst widerstandsfahigen Biofilm.

Biofilme sind rdumlich organisierte Komplexe von Mikroorganismen, welche mit der
Wurzeloberflache verbunden und in einer extrazellularen Matrix aus Polysacchariden
eingebettet sind (SANDERINK et al., 2004; CATE, 2006). Diese Komplexbildung halt



das biochemische Milieu aufrecht und bietet den Bakterien sowohl Schutz vor
antibiotischen Wirkstoffen als auch vor immunologischen Abwehrmechanismen
(KHOURY et al., 1992, CATE, 2006). Dadurch stellt dieser symbiotische
Zusammenschluss die Mdglichkeit einer besseren Uberlebenschance dar (ANAISSIE
et al., 1995; COSTERTON, 1995; DARVEAU et al., 2000). AuBerdem wird die
Pathogenitat der Bakterien durch die subgingivale Lage des Biofilms, die ihn flr
MundhygienemaBnahmen unzugénglich macht, gesteigert (MULLER, 2001).
Zusatzlich ermdglicht der Biofilm den Mikroorganismen metabolisch miteinander zu
kommunizieren (,quorum sensing”) (WHITTAKER et al., 1996). Dadurch kommt es
zu einer Aktivierung und Steigerung der Zellteilung und des Zellwachstums (CATE,
2006).

2.5. DIE ROLLE DES IMMUNSYSTEMS BEI DER PARODONTITIS

2.5.1. Phase der akuten bakteriellen Besiedlung

Die intakte Barriere des oralen Sulkusepithels, des oralen Epithels und des
Saumepithels stellt einen natlrlichen Schutz des parodontalen Gewebes gegen eine
Invasion von Bakterien, ihren Produkten und Komponenten dar (HELLWIG, et al.,
2003). AuBerdem spielt das Epithel eine wichtige Rolle innerhalb der intraepithelialen
Rekrutierung von Phagozyten und Lymphozyten und kontrolliert auf diese Weise die
Penetration der Bakterien durch das mukosale Integument (SVANBORG et al., 1994;
KORNMAN et al., 2000)

Findet eine Penetration der &uBeren Epithelbarrieren durch Bakterien, eine
mikrobielle Kolonisierung des Parodonts und eine Vermehrung der Mikroorganismen
statt, wird eine Immunreaktion im Bindegewebe induziert (WARELL et al., 2004).
Immunzellen, vor allem neutrophile Granulozyten, treten aus dem Bindegewebe in
den gingivalen Sulkus. Auf diese Weise besitzt das Saumepithel die Fahigkeit,
Qualitat und Quantitat der Bakterienflora zu analysieren und diese zu bekampfen
(GOLUB et al., 1981; CIMASONI, 1983; TONETTI et al., 1995; ZADEH et al., 2000).
Die parodontopathogenen Mikroorganismen setzen eine groBe Menge an
Metaboliten frei, die sich durch das Saumepithel hindurch in das Bindegewebe
verbreiten (GRENIER et al., 1991). Dazu z&hlen Sauren, wie Butyrat und Propionat,
die toxisch auf das Gewebe wirken (KURITA-OCHIAL et al., 1997; KORNMAN et al.,
2000), Peptide, wie N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FMLP), das
chemoattraktiv auf Leukozyten wirkt, und Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer
Bakterien (LOPPNOW et al, 1989). Durch diese und weitere bakterielle
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Komponenten kommt es zur Aktivierung der Saumepithelzellen. Diese produzieren
und setzen daraufhin inflammatorische Mediatoren, in erster Linie Zytokine, Amine
und Plasmaproteasen frei. Dazu gehdren Histamin perivaskularer Mastzellen,
Prostaglandine, wie Prostaglandin Ej, Interleukine, wie Interleukin-1a (IL-1a) und
Interleukin-8 (IL-8), Interferon-1B, Matrix-Metalloproteinasen (MMP) gewebestandiger
Makrophagen, Fibroblasten oder Keratinozyten und Tumor-Nekrose-Faktor-a
(MEIKLE et al., 1994; KORNMAN, 2000), sowie weitere Chemokine und
Differenzierungsfaktoren (ECKAMN et al., 1995, HEDGES et al., 1994). Diese
durchwandern das Saumepithel und gelangen in das umliegende Gewebe (ABE et
al. 1991, KORNMAN et al., 2000).

2.5.2. Phase der akuten Immunantwort

Durch die Aktivierung der Endothelzellen durch Zytokine und inflammatorische
Mediatoren kommt es zu einer Inflammation der GefaBe der Mikrozirkulation des
Parodonts (BEVILACQUA et al., 1985; KORNMAN et al., 2000). Diese verlangsamt
die FlieBgeschwindigkeit und erhéht die Blutmenge in den GefaBen. Die daraufhin
resultierende Weitung der Endothelfenestrierung flhrt zu einer gesteigerten
vaskularen Permeabilitdt. Dadurch tritt Plasma aus und akkumuliert in der
extrazellularen Matrix des Bindegewebes (KINANE et al., 1992; HEASMAN et al.
1993; KORNMAN et al., 2000). Durch die Freisetzung und den Anstieg von Plasma
im Gewebe werden das Komplement- und das Plasminsystem aktiviert. AuBerdem
bewirken die im Plasma enthaltenen Akut-Phase-Proteine, die auch in der
Sulkusflissigkeit enthalten sind, eine Amplifizierung der Immunreaktion und eine
weitere Endothelzell-Aktivierung (KINANE et al., 1991, ADONOGIANAKI er al., 1994,
KORNMAN et al., 2000).

Die Diffusion von inflammatorischen Mediatoren durch das subepitheliale
Bindegewebe fuhrt zur Exprimierung von spezifischen Oberflachenrezeptoren an den
Endothelzellen. Diese sogenannten Selektine reagieren in einem zweistufigen
Prozess mit speziellen Zellmembranrezeptoren, den Integrinen, der im Blutstrom
befindlichen Leukozyten (GEMMELL et al., 1994). Zunachst kommt es zu einer
Reaktion des E-Selektins aus der Endothelzellmembran mit dem Lewis-Antigen,
einem Molekil, das auf der Oberflache aller Blutzellen zu finden ist. Dadurch heften
sich Leukozyten, vor allem neutrophilen Granulozyten, an die GefaBwand
(DARVEAU et al., 1995). Durch die Expression von ELAM-1 (endothelial-leucocyte-

adhesion-molecule-1) wird die Konzentration des Integrins ICAM-1 (intercellular-
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attachment-molecule-1) auf der Oberflache der vaskuldren endothelialen Zellen
erhéht. Dieses bindet an den Integrin-Rezeptor LFA-1, einem Adhasin, auf der
Oberflache der neutrophilen Granulozyten (GENCO, 1992). Dies veranlasst eine
Extravasation von Leukozyten, vor allem neutrophilen Granulozyten, aus den
GefaBen entlang eines chemoattraktiven Gradienten durch das Bindegewebe und
das Saumepithel in Richtung gingivalen Sulkus mittels Integrin-Rezeptor-Vermittlung
(LFA-1, Mac-1) (SODEK et al., 2006). Dort bilden sie eine Barriere zwischen
mikrobieller Plague und parodontalem Gewebe, um durch spezifische und
unspezifische Phagozytose die Bakterien abzutdéten und eine apikale und laterale
Ausbreitung der Belage zu verhindern.

Die Diapedese der Leukozyten st durch verschiedene Typen von
Adhasionsmolekilen reguliert, die von Endothelzellen und Leukozyten selbst
exprimiert werden (OSBORN, 1990, ZIMMERMANN et al., 1992; KORNMAN et al.,
2000). Die Spezifitat dieser Molekille bestimmt welcher Zellsubtyp ins Gewebe
migriert. Dadurch stellt der Leukozyteneintritt ins Gewebe einen streng regulierten
Prozess dar, der flr eine primare bakterielle Abwehr sorgt und eine unnétige
Gewebeschadigung vermeidet (PAGE et al. 1987, HEMMERLE & FRANK, 1991;
KORNMAN et al., 2000).

Die Migration der Leukozyten Richtung gingivalen Sulkus wird von zwei
Mechanismen reguliert: Durch Expression von Leukozyten-Adhasionsmolekilen, wie
das interzellulare Adhasionsmolekil-1, und die Freisetzung einer niedrig
molekularen Zytokinfamilie, der Chemokine, und des neutrophil-selektiven
Interleukin-8 (IL-8), wird die Wanderung gesteuert (MUKAIDA et al., 1992; NAGATA
et al., 1992; BICKEL, 1993; KORNMAN et al., 2000). Diese stellen Schllisselpunkte
in der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in parodontalen Infektionen dar
(CRAWFORD, 1992; MOUGHAL et al., 1992; TONETTI et al., 1994; KORNMAN et
al., 2000). Abhangig von der IL-8 Konzentration kommt es zur Stimulation der
Zellmigration oder zur Aktivation von antibakteriellen Prozessen der Leukozyten
(BAGGIOLINI et al., 1989; KORNMAN et al., 2000). Die Migrationsrichtung der
Leukozyten wird durch einen Konzentrationsgradienten der beteiligten Chemokine,
beziehungsweise Oberflachenrezeptoren, vorgegeben. So nehmen sowohl die
Konzentration des IL-8, wie auch die von ICAM-1, von der Oberflache des
Saumepithels zu den basalen Zellschichten hin ab (GENCO 1992). Die neutrophilen
Granulozyten wandern also Richtung zunehmender Konzentration der Mediatoren
der Epithelzellen. Neben IL-8 und den Integrinrezeptoren gibt es zahlreiche
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zusatzlich chemotaktisch wirksame Verbindungen, wie die Komplementfaktoren C3a
und C5a, NCF (neutrophil-chemotactic-factor) der Makrophagen und die Leukotriene
B4, die ebenfalls durch einen intraepithelialen Konzentrationsgradienten die
Wanderung der Leukozyten unterstiitzen. Man spricht von ,,Chemotaxis”.

Auffallig ist auBerdem eine selektive Anreicherung verschiedener Phanotypen von
Leukozyten, nach der Diapedese, in spezifisch topographischen Lokalisationen
(TONETTI et al., 1995). Polymorphkernige Granulozyten (PMNS) stellen die Mehrheit
der Abwehrzellen im gingivalen Sulkus dar. Mononukledre Zellen, wie Makrophagen,
befinden sich Uberwiegend im perivaskularen Bindegewebe und bilden das
entzindliche Infiltrat. Diese Zellen sind in der Lage durch PRRs (,pattern recognition
receptors®) PAMPs (,pathogen molecular patterns®) der Bakterien zu erkennen.
Durch Phagozytoseprozesse kann als pathogen erkanntes Material zerst6ért werden
(MALE, 2004). Hierfir tragen Makrophagen und neutrophile Granulozyten
Rezeptoren, die Bakterien aufgrund von Oberflachenmolekilen erkennen kdnnen
(GORDON, 2002). Binden bakterielle Molekiile an diese Strukturen, findet die
Phagozytose statt. Durch Lysosomen, die verschiedene Enzyme und antibakterielle
Substanzen enthalten, werden die bakteriellen Substanzen abgetétet und verdaut.
Oxidierende Enzymsysteme zerstéren die bakterielle Zelle durch Bereitstellung von
radikalen Verbindungen, wie das Superoxidanion oder Hydroxylradikale, die
hauptsachlich aus dem NADP-Oxydase-System stammen (DENNISON et al. 2000).
Zu den nicht-oxidierenden Enzymsystemen gehéren das Lysozym, Calprotectin und
Kathepsin G. Diese greifen die Bakterienzellwand direkt an und sorgen durch die
Stérung der morphologischen Integritat der Zelle fir deren Untergang (MIYASAKI et
al. 1993).

Die Aufnahme wird durch Opsionierung, Markierung der pathogenen
Mikroorganismen mit Antikbrpern und Komplementteilchen, erleichtert (MALE, 2004).
Auf diese Weise werden die Pathogene durch Komplementfragmente, wie C3b oder
C4b oder auch durch Immunglobuline der Klasse IgG markiert. Die Wirkung dieser
Opsonine beruht auf der Expression von Zelloberflichenrezeptoren auf
Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Die
Komplementfragmente binden an die Komplementrezeptoren CR1-5 aus der B-
Integrin-Familie (DENNISON et al., 2000). Auf diese Weise erhalten lokale Zellen am
Infektionsort Unterstlitzung zur Beseitigung und Phagozytose der Bakterien.

Die unspezifische oder auch angeborene Immunitat ermdglicht dem Kérper eine
schnellgreifende, allerdings nicht-antigenspezifische Abwehr (WARELL et al., 2004).
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FUr den weiteren Verlauf der Erkrankung ist die Effektivitat der ersten Phase der
Immunantwort entscheidend. Gelingt es, die Bakterien abzuwehren und eine
Invasion und Vermehrung zu verhindern, bleibt das Entziindungsgeschehen auf die
marginale Gingiva begrenzt. Man bezeichnet dies als Gingivitis (KORNMAN et al.,
2000). Es ist kein irreversibler Verlust des Parodonts zu beobachten. Nach
erfolgreicher Elimination der Mikroorganismen und Abheilung der Entziindung kann
es zur restitutio ad integrum kommen. Kann die Entziindung allerdings nicht gestoppt
werden, kommt es zunehmend zu einer Aktivierung der immunologischen Prozesse
der zweiten Phase der Immunantwort. Diese kénnen zu einem Abbau des Parodonts

fGhren.
2.5.3. Immunologische Phase

Die wichtigsten und vielseitigsten Vertreter der zweiten Phase der immunologischen
Abwehr stellen Makrophagen dar. Diese unterstiitzten die neutrophilen Granulozyten
infiltrierte Pathogene zu phagozytieren (GRBIC et al. 1995; EBERSOLE et al., 1993)
und beseitigen apoptotische Granulozyten (SODEK et al., 2006). Dadurch entsteht
eine effektivere, verstarkte Entzindungsreaktion (SODEK et. al., 2006). AuBerdem
steuern Makrophagen die wesentlichen spezifischen Vorgange der Immunreaktion,
die vor allem durch Lymphozyten und Plasmazellen zustande kommen (KORNMAN
et al., 2000). Diese Zellen sind in der Lage, die akut inflammatorischen Mechanismen
durch Sezernierung von Zytokinen zu erhdéhen oder die immunologische Phase zu
initiieren.  Dadurch stellen Makrophagen wichtige Effektorzellen sowohl der
angeborenen als auch der erworbene Immunantwort dar.

Neben den Zytokinen, wie beispielsweise den TLR4-Rezeptor, IL-1a, IL-1B, IL-6,
TNF-a, TNF- und PGE2, schitten Makrophagen, nach der CD14-Rezeptor-
vermittelten Aktivierung, weitere gewebeabbauende Enzyme aus, insbesondere
hydrolytische Enzyme und Matrix-Metalloproteinasen (TEMELSEN et al. 1993; VAN
HEECKEREN et al. 1993; REYNOLDS et al. 2000). Dies fiihrt schlieBlich zu einem
massiven Abbau kollagener Strukturen und der extrazellularen Matrix des
parodontalen Gewebes. Somit kommt es erstmals zur irreversiblen Zerstérung des
Zahnhalteapparats.

Dabei werden bestimmte Oberflachenrezeptoren auf Antigen-présentierenden-Zellen
(APC) ausgebildet, die die Antigen-spezifische Immunantwort durch Prasentation von
bakteriellen Pathogenen beeinflusst. Diese Zellen Uberprifen standig den
Antigenstatus des Extrazellularraums. Nehmen diese einer Infektion tber ihre PRRs

14



wahr, wird die Mikropinozytose eingestellt und die PRR-Molekil-Synthese minimiert.
Es fOhrt zu einer Konservierung der bakteriellen Antigenstruktur im Inneren
phagozytierenden Zellen. Diese wandern durch LymphgeféaBe zu den Lymphknoten.
Auf ihrem Weg kommt es zur Antigen-Prozessierung tber MHC-II auf ihrer
Oberflache (MALE, 2004). Die nun differenzierten APC, wie Makrophagen und
dentritische Zellen, nehmen in den T-Zell-Zonen Kontakt mit naiven CD4-Zellen auf
und prasentieren diesen das Antigen. Es erfolgt die Antigenerkennung durch T-Zell-
Rezeptoren. Dadurch werden die T-Zellen aktiviert und es kommt zur Teilung und
Klonierung in CD4"-Zellen und CD8*-Zellen (HASLETT et al., 1994; SODEK et al,
2006).

CD4*-T-Lymphozyten, sogenannte T-Helferzellen, erkennen Antigenpeptide im
Komplex mit MHC-Klasse-lI-Molekilen auf der Oberflache von Makrophagen und
Monozyten. CD8"-T-Zellen reagieren auf Antigenpeptide im Komplex mit MHC-
Klasse-I-Molekilen (MALE, 2004). Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt nach der
Bindung des Antigen/MHC-Komplexes an den T-Zellrezeptor mit Hilfe des CD-3-
Molekilkomplexes. Zur vollstandigen Aktivierung sind weitere kostimulierende
Signale notwendig (ISHIKAWA et al. 2000).

Die Unterteilung der CD4*-T-Helferzellen in die Untergruppen Th1 und Th2, basiert
auf der jeweiligen Zytokin-Produktion. Th1-Zellen produzieren IL-2 und IFN-y und
spielen eine Rolle bei der zellvermittelten Immunantwort. Sie erhéhen die Fahigkeit
der Makrophagen, intra- und extrazelluldre Pathogene zu eliminieren (MOSMAN et
al. 1996). Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10. AuBerdem sind diese an
der Bereitstellung von IgG, IgE und IgA durch B-Lymphozyten beteiligt und spielen
somit eine wichtige in der Vermittlung der Immunantwort des adaptiven
Immunsystems (PALIARD et al. 1988; HAANEN et al. 1991). Die Differenzierung von
B-Lymphozyten zu Antikérper produzierenden Plasmazellen wird angeregt, sowie
eine entzindliche Makrophagenaktivierung unterdriickt. Die von den Plasmazellen
freigesetzten Immunglobuline schitzen den Wirt unter anderem durch Hemmung der
bakteriellen Adharenz, Inaktivierung der bakteriellen Toxine und Opsionierung der
Antigene (Offenbacher et al. 1994). Zusatzlich ist eine dritte Gruppe der T-
Helferzellen identifiziert, die IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 produziert (FIRESTEIN et al.
1989; STREET et al. 1990). Auch die CD8"-Zellen kdnnen in zwei Gruppen unterteilt
werden: Die zytotoxischen Zellen, die IL-10 und IFN-y produzieren und die T-
Suppressorzellen, die hauptsachlich IL-4 freisetzen (SALGAME et al. 1991). Die

Freisetzung von Interleukin-4 (IL-4) aus T-Zellen veranlasst die Proliferation und
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Differenzierung von Antikérper produzierenden B-Zellen (SODEK et al., 2006).
Zusétzlich stimuliert eine steigende Sezernierung von TGF-1p aus Fibroblasten die
vermehrte Proliferation von T- und B-Zellen. Dies flhrt zu einer gréBeren Zahl von
Lymphozyten, T-Zellen und B-Zellen im Gewebeinfiltrat, die durch die Anwesenheit
von Antigenen und Zytokinen proliferieren. B-Lymphozyten ermdéglichen die
Bereitstellung von spezifisch wirkenden Antikdrpern und sezernieren IL-1, das ein
kostimulierendes Signal fir Th2-Zellen darstellt.

Die Dominanz von Th1- oder Th2-Zellen und das damit jeweils vorherrschende
Zytokinprofil scheint fir den Verlauf der parodontalen Erkrankung, insbesondere fir
die Progression und die Gewebezerstérung, entscheidend zu sein (GEMMELL et al.
2000). Auch das ungunstige Verhaltnis zwischen immunantwortvermitteinden
Effektor-T-Zellen, die durch die intensive Ausschittung von Zytokinen
gewebsdestruierend wirken, und der Mangel an Suppressorzellen, die die
zellvermittelte Immunantwort unterdriicken, kénnte relevant fir die Pathogenese der
Parodontitis sein (KORNMAN et al., 2000). Bei Patienten, die an einer Parodontitis
leiden, finden sich mehr CD4*-T-Lymphozyten als CD8*-T-Zellen (NAGASAWA et al.
1995).

Eine steigende Zahl an Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen sorgt fir eine
Reduktion der Kollagensynthese innerhalb des Fibroblasten-Metabolismus und fir
die Aktivation der lokalen und systemischen Immunantwort mit Produktion von
Antikdrpern gegen hoch immunogene Bakterienepitope (POLAK et al., 1995;
KORNMAN et al., 2000). Somit sind sie an der Destruktion des parodontalen
Gewebes beteiligt (GEMMELL et al. 2000).

2.5.4. Gewebe- und Knochendestruktion

Die Charakteristika des jetzt erreichten Stadiums der Parodontitis sind
fortschreitender Attachmentverlust und Knochenabbau (JANSON, 2006). Die
klinische Manifestation einer Gewebedestruktion zeigt sich in der Vertiefung des
gingivalen Sulkus und der Entstehung einer parodontalen Tasche (LINDHE et al.,
2002). In dieser bieten sich den anaeroben parodontopathogenen Bakterien bessere
Uberlebensvoraussetzungen. Sie sind besser vor Sauerstoffzutritt geschiitzt und,
durch die gesteigerte Sekretion von Sulkusflissigkeit, bietet sich ein besseres
Nahrstoffangebot (LINDHE et al., 2002). Durch diese Mdglichkeit kann es zu einem
verstarkten bakteriellen Angriff und Exazerbation des Entziindungsgeschehens

kommen.
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Die Abwehrlage des menschlichen Korpers spielt bei der Entstehung einer
chronischen Parodontitis eine entscheidende Rolle (MARSH, 1994; VAN
STEENBERGEN et al., 1996; LOESCHE, 1999; VAN DYKE et al., 2005; IRWIN et
al., 2007). Die zellulare und humorale Immunantwort scheint bei den meisten
Individuen die Fahigkeit zu besitzen, die Mikroorganismen zu limitieren (KORNMAN
et al., 2000). Hier besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen auf- und
abbauenden Mechanismen des Gewebe- und Knochenmetabolismus, die durch eine
Reihe von Enzymen, Aktivatoren, Inhibitoren und regulatorischen Mediatoren, wie
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, gesteuert werden (REYNOLDS et al., 2000). Ist
das Immunsystem nicht in der Lage die bakterielle Infektion zu kontrollieren, kommt
es zu steigenden Stitzgewebeverlust und Knochenabbau (KORNMAN et al., 1997).
Hierbei verschiebt sich das Gleichgewicht zu Gunsten der abbauenden Faktoren.
Parodontopathogenen Mikroorganismen kénnen die Destruktion auf verschiedenen
Wegen einleiten. Durch die Sezernierung von proteolytischen Enzymen durch
Bakterien selbst, kann das Gewebe direkt angegriffen werden. Zum anderen kénnen
bakterielle Produkte, wie Toxine, LPS oder Enzyme, residente und eingewanderte
Zellpopulationen zur Expression gewebeabbauender Enzyme stimulieren. Weiterhin
kénnen mikrobielle Zellfragmente eine Immunantwort auslésen, die zur Ausschiittung
von Zytokinen aus Lymphozyten und Makrophagen fihrt und schlieBlich in der
Aktivierung degenerativer Abbauwege endet (BIRKEDAL-HANSEN et al. 1993).
Spezifische Bakterien in Biofilmen sind in der Lage, die Funktion von neutrophilen
Granulozyten durch die Produktion von Sduren und Polyaminen, die toxisch wirken,
und durch die Inhibition von E-Selectin zu stéren (TSAI et al.,1981; NAKAO et al.,
1992; DARVEAU et al., 1995, WALTERS et al., 1995; KORNMAN et al., 2000). Des
Weiteren kann die T-Zell- und B-Zell-Reaktion von bestimmten Bakterien so
gesteuert werden, dass weniger effektive Antikbrper produziert werden. So ist eine
bakteriell freigesetzte Protease féahig, die Fc-Region von IgG-Immunglobulin zu
spalten oder die C3-Komponente des Komplementsystems zu erniedrigen, wodurch
es zur Interferenz der Phagozytose und der Abtétung der Mikroorganismen kommt
(SUNDQVIST et al., 1984; GREGORY et al., 1992; SCHENKEIN et al., 1995;
KORNMAN et al., 2000). Durch diese Virulenzfaktoren der Bakterien sind
Schlisselkomponenten der Immunantwort behindert.

Zusétzlich kommt es durch die Makrophagenaktivierung zur Sezernierung von
Zytokinen, die neben der Steuerung und Regulierung von Plasmazellen und
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Lymphozyten, einen Knochen- und Bindegewebsverlust verursachen. Dies fuhrt zu
einem irreversiblen Verlust des Parodontiums.

Zytokine destruieren besonders bei Uberschuss oder ungeniigender Kontrolle das
erkrankte Gewebe (JAESCHKE & SMITH, 1997; HEINZELMANN et al., 1999;
SODEK et al., 2006). Vor allem die Freisetzung von Interleukini (IL-1pB), Interleukin-
6 (IL-6), Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und Prostaglandin E2 (PGE2) fihrt zu
einem Abbau von Gewebe. IL1-B steigert die Kollagenase-Produktion des
parodontalen Ligaments und der gingivalen Fibroblasten, senkt die Kollagensynthese
und férdert Fibroblasten-Zell-assoziierte Produkte, die flr die Knochenresorption
verantwortlich sind (KORNMAN et al., 2000).

Freigesetzte  Produkte = von  Makrophagen verandern  zusatzlich  den
Kollagenmetabolismus der lokalen Fibroblasten (KORNMAN et al., 2000). Das
AusmafB der Aktivierung der Makrophagen korreliert mit dem AusmafB des Angriffs
von parodontopathogenen Bakterien (LINDHE et al., 2002). Daraus resultiert eine
verstarkte Gewebedestruktion mit zunehmender Anwesenheit von Bakterien und
bakteriellen Produkten.

Bei den gewebeabbauenden Prozessen spielen vor allem die Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) eine Schllsselrolle. Diese werden von Monozyten,
Makrophagen, Endothelzellen, Keratinozyten und anderen Gewebszellen als
Prometalloproteinasen gebildet. Zur Aktivierung zu Matrix-Metalloproteinasen bindet
Plasminogenaktivator an seinen Rezeptor an der Zelloberflache (TEMELSEN et al.
1993; VAN HEECKEREN et al. 1993). Zusétzlich kénnen einige der durch die
Makrophagen ausgeschuitteten Zytokine, insbesondere IL-13 und TNF-a, eine
autokrine Verstarkung der Sekretion der Matrix-Metalloproteinasen herbeifiihren
(REYNOLDS et al. 2000). MMPs sind in der Lage, direkt die kollagenen Strukturen
des Zahnhalteapparats abzubauen. Begleitend wird durch die freigesetzten Zytokine
die Neusynthese von Kollagen durch Fibroblasten gehemmt (DUFOUR et al. 1993).
In Fibroblasten von Patienten mit Parodontitis ist eine groBe Menge an Matrix-
Metalloproteinasen nachgewiesen worden (GAPSKI et. al., 2004; JENKINS et al.,
2004). Auch gibt es Hinweise, dass sie durch einen Promotorpolymorphismus
verursacht werden kénnen (HOLLA et al., 2004, ITAGAKI et al., 2004). Innerhalb des
chronisch entzindlichen Stadiums der Parodontitis zeigen sich eine deutliche
Abnahme der Zahl der Fibroblasten und ein Verlust der Kollagensynthese (PAGE &
SCHROEDER, 1976; SCHROEDER et al., 1973, 1975, 1990; KORNMAN et al.,

2000). Die Kollagen-Balance ist eine Funktion der Matrix-Metalloproteinase-Aktivitat

18



und der Kollagensynthese. Beide werden durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Prostaglandine reguliert (MEIKLE et al., 1994; KORNMAN et al., 2000).

Vor allem Prostaglandin E, ist fir die Destruktion des Alveolarknochens
verantwortlich (OFFENBACHER, 1996). Prostaglandin E, wird von aktivierten
Makrophagen direkt sezerniert oder von mesenchymalen Zellen und Osteoklasten,
die im Rahmen der Immunreaktion Uber freigesetzte Zytokine zur Ausschittung
stimuliert werden (SCHWARTZ et al., 2000). So zeigen Patienten mit Parodontitiden
sowohl erhéhte Spiegel von PGE2, als auch von TNF-a und IL-1 im parodontalen
Gewebe und in der Sulkusflissigkeit (OFFENBACHER et al. 1981; CZUSZAK et al.
1996).

2.6. EINFLUSS DES UMWELTFAKTORS RAUCHEN AUF DIE PARODONTITIS

Raucher leiden haufiger an Parodontalerkrankungen als Nichtraucher (SAXER et al.,
2007). Rauchen wird als der wichtigste vermeidbare einzelne Risikofaktor in der
Progression und Entwicklung parodontaler Erkrankungen angesehen (HELLWIG et
al., 2003). Bezuglich der chronischen Parodontitis ist heute allgemein bestatigt, dass
Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern folgende Charakteristika aufweisen: Hohere
parodontale Sondierungswerte, eine gréBere Anzahl von Stellen mit
Sondierungstiefen von mehr als 3mm (BERGSTROM et al. 2000, SAXER et al.,
2007), mehr Attachmentverlust, mehr gingivale Rezessionen (HAFFAJEE &
SOCRANSKY, 2001), mehr Alveolarknochenverlust (BERGSTROM et al., 2000),
mehr Zahnverluste (SAXER et al., 2007), weniger Anzeichen von Gingivitis, weniger
Bluten auf Sondierung (DIETRICH et al., 2004,HAFFAJEE & SOCRANSKY, 2001)
und mehr furkationsbefallene Zdhne (KERDVONGBUNDIT & WIKESJO, 2000). Das
typische klinische Bild der Parodontitis eines Rauchers zeigt eine relativ blasse
marginale Gingiva mit reduzierten Entzindungszeichen, sowie das Vorhandensein
von parodontalen Sondierungstiefen mit mehr als 4mm gehauft an interproximalen
Stellen, die aber eine geringe Blutungsneigung auf parodontales Sondieren zeigen,
das durch die suppressive Wirkung des Rauchens auf immunologische
Mechanismen begrindet ist (SAXER et al., 2007).

Die biologische Plausibilitét fir eine Assoziation zwischen Rauchen und
parodontalen Erkrankungen zeigen die Auswirkungen von Substanzen, wie Nikotin
und Kohlenstoffmonoxid (LINDHE, 2002). Insgesamt agieren diese Substanzen als
Vasokonstriktoren, wodurch eine Ischamie des Gewebes, eine eingeschrankte

vaskulare Immunantwort und behinderte zellulare Reparaturmechanismen entstehen.
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Zusatzlich scheinen diese eine direkte Auswirkung auf Makrophagen und
Fibroblasten zu besitzen. Dadurch kommt es zu einer verzégerten Wundheilung
(LINDHE, 2002). Nikotin wird an der Wurzeloberflache gespeichert und ist im Serum,
Speichel und im Sulkusfluid bei Rauchern erhéht (CHEN et al., 2001; JARVIS et al.,
2003). Fibroblasten der Mundhdhle sind daher kontinuierlich Nikotin exponiert. Dies
reduziert die Adhasionsféahigkeit von Fibroblasten auf Dentinoberflachen (WALTER et
al., 2007). Fibroblasten aus gesundem gingivalen Gewebe weisen nach Kontakt mit
Nikotin eine niedrigere Migrationsrate auf als unbehandelte Kontrollzellen (FANG &
SVOBODA, 2005). Weiterhin wurde eine nikotininduzierte Vakuolenbildung, ein
Zeichen degenerativer Vorgange, in Fibroblasten und die gesteigerte Sezernierung
von Kollagenasen beobachtet (WALTER et al., 2007). Dartber hinaus inhibitiert
Nikotin dosisabhéangig die DNA- und Proteinsynthese von Fibroblasten (CHANG,
2002).

Nikotin beeintrachtigt auBerdem die erste Linie der Infektabwehr. Dadurch wird die
Chemotaxis und Phagozytose neutrophiler Granulozyten vermindert, es kommt zur
eingeschrankten Antikdrperbildung, die Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
wird stimuliert und obligat anaerobe Parodontopathogene wie T. forsythia und P.
gingivalis nehmen zu (WALTER et al., 2007).

Es gibt Hinweise, dass das subgingivale Milieu bei Rauchern verandert ist und damit
moglicherweise gunstigere Wachtumsbedingungen fur verschiedene Pathogene
vorliegen koénnten. Der Sauerstoffdruck in den Parodontaltaschen von Rauchern ist
signifikant niedriger als bei Nichtrauchern (HANIOKA et al., 2000). Dies wirde eine
Selektion zugunsten von Anaerobiern beglnstigen. Darlber hinaus kolonisieren
potenzielle Pathogene, wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans oder
Porphyromonas gingivalis, besser auf durch Nikotin veranderten epithelialen Zellen
(TEUGHELS et al., 2005).

Durch das Rauchen einer Zigarette werden freie Radikale, so genannte Reactive
Oxygene Species (ROS), chemische Verbindungen mit ungepaarten Elektronen,
durch den Wirtsorganismus freigesetzt. Beispielweise die Hydroxyd- (HO™) und
Peroxylradikale (HOO™) sind, indem sie die Wirts-DNA zerstéren, Lipidperoxidation
der Zellmembran verursachen, endotheliale Zellen schadigen und das Wachstum der
glatten GefaBmuskulatur (VSMC) induzieren, fir zahlreiche Gewebeveranderungen
verantwortlich (TSAI et al., 2005). ROS aktivieren darUber hinaus die Bildung von
proinflammatorischen, fir die Pathogenese parodontaler Erkrankungen bedeutsamer
Mediatoren, wie IL-6, TNF-a oder IL-1B (ZHANG et al., 2002). Diese oxygene
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Species werden durch Exogene, wie z. B. die Vitamine C oder E, und Endogene, wie
z. B. die Enzyme Gluthationperoxydase und Superoxiddismutase und Antioxidantien
(AOs), neutralisiert. Unter physiologischen Bedingungen herrscht im menschlichen
Organismus ein Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Mechanismen
(YOUNG, 2001). Dauernd erhdhte Nikotinausscheidung im Sulkusfluid fuhrt
allerdings zu einer standigen Reduktion des antioxidativen Potenzials, wodurch eine
Aktivitatssteigerung der ROS veranlasst wird und somit die Gewebeschadigung
steigt.

Es besteht auch eine Wechselwirkung zwischen Rauchen und genetischen Faktoren.
Bei Rauchern mit einem Interleukin-1B-Polymorphismus kdnnen deutlich gréBere
Attachmentverluste und Sondierungstiefen als bei Nichtrauchern festgestellt werden
(MCGUIRE & NUNN, 1999).

Epidemiologische Daten unterstitzten die Bedeutung des Tabakkonsums als einen
Hauptrisikofaktor flr die Entwicklung einer Parodontitis. Das relative Risiko von
Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern an einer Parodontitis zu erkranken, liegt
zwischen 2,5 und 6. Mehr als 50% der Parodontitiden innerhalb der Altersklassen bis
45 Jahre gehen zu Lasten von Zigarettenkonsum (BERGSTROM et al., 2000; CHEN
et al., 2001; MULLER, 2001; LINDHE, 2002; RATEISCHAK, 2004; SAXER et al.,
2007). Parodontalbehandlungen fihren zwar auch bei Rauchern zu einer
Verminderung der Taschentiefe, allerdings liegen die Attachmentgewinne 25-60%
unter denen der Nichtraucher. Die Parodontitispravalenz kdnnte bei vollstandiger
Raucherentwéhnung um 30-60% reduziert werden, die Progressionsrate wirde
abnehmen und es wirde zu einer verbesserten Wundheilung kommen
(BERGSTROM et al., 2000; CHEN et al., 2001; MULLER, 2001; LINDHE, 2002;
RATEISCHAK, 2004; SAXER et al., 2007).

2.7. GENETISCHE BASIS DER CHRONISCHEN PARODONTITIS

Genetische  Veranderungen stellen eine bedeutende Determinante  fir
unterschiedliche Risiken in vielen humanen Krankheitsbildern, einschlieBlich der
Parodontitis, dar (FRIEDRICH, 2000, COLLINS & MCKUSICK, 2001; KHOURY &
MCCABE, 2003; KINANE et al., 2005).

Wahrend parodontopathogene Mikroorganismen und andere Umweltfaktoren die
Parodontitis initieren und modulieren, sind unterschiedliche Reaktionen der

Betroffenen auf diese umweltbedingten Herausforderungen bekannt (KINANE et al.,
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2005). Diese Unterschiede sind im individuellen genetischen Profil der Patienten mit
Parodontitis begriindet.

Gene spielen eine bedeutende Rolle fir die Pradisposition und Progression von
parodontalen Erkrankungen (SOFAER, 1990; MICHALOWICZ et al. 1991;
MICHALOWICZ, 1994; HART, 1994; HASSELL & HARRIS, 1995; HART, 1996;
MICHALOWICZ et al. 1999, HODGE & MICHALOWICZ, 2001; KINANE et al., 2005;
WALTER et al, 2007). Genetische Alterationen kbénnen sowohl die
Transkriptionsstarke eines Proteins und somit seine Menge verandern, als auch
seine Nukleotidsequenz. Dadurch kann ein identisches Protein oder eine Isoform
produziert werden. Dies kann zu vielen funktionalen Konsequenzen der
Proteinfunktion fihren (KINANE et al., 2005). Die resultierenden Unterschiede der
physiologischen Funktionen des veranderten Proteins kénnen durch bestimmte
Umweltfaktoren, wie z. B. Rauchen und die Art der bakteriellen Besiedlung,
gesteigert werden. Ist das Protein in biologische Mechanismen, wie der
Immunantwort, involviert, kann dies zu einer Anderung von immunologischen
Prozessen fuhren und die Gewebedestruktion der Parodontitis férdern (KORNMAN
et al., 1998).

Somit sind genetische Alterationen in der Lage, das persénliche Risiko flr einen
parodontalen Phanotypen zu beeinflussen. Dies hangt von der Summe der Protein
beeinflussten Prozesse ab, die zur Entwicklung der Parodontitis beitragen (KINANE
et al., 2003; KINANE et al. 2005).

2.7.1. Die chronische Parodontitis als komplexe genetische Erkrankung

Die chronische Parodontitis wird als genetisch-komplexe Erkrankung bezeichnet
(KINANE et al., 2005), die keiner einfachen familidren Verteilung oder Transmission
folgt. Vielmehr stellt diese das Ergebnis aus einer Interaktion von Allelen an vielen
verschiedenen Genloci dar (KINANE et al., 2005).

Die gangige Hypothese, nach dem ,multigene-environment interaction model of
disease susceptibility to periodontitis” beschreibt, dass hierbei mehrere Gene additiv
und unabhangig voneinander, sowie Umweltfaktoren zusammenwirken (FRASER et
al., 2003). Dieses Modell wird als komplexe Vererbung bezeichnet und beschreibt,
dass genetische Faktoren, wie Gen-Gen-Interaktionen, das Risiko an einer
Parodontitis zu erkranken, erhéhen. Es besteht somit ein additiver Effekt jedes
einzelnen Gens, aber keine dominante oder rezessive Wirkung eines Gens

gegenldber einem anderen. Jedes Gen liefert einen Beitrag zur
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Merkmalsauspragung. Das entsprechende Merkmal kann bei zu kleiner Gendosis
phénotypisch nicht sichtbar sein und bei weiterer Addition, abhangig von der
steigenden Gendosis, in unterschiedlichen Schweregraden vorkommen. Das
Merkmal tritt also erst bei der Uberschreitung einer gewissen Schwelle in
Erscheinung. Dies ist durch den Einfluss von Umweltfaktoren mdglich. Man
bezeichnet dies auch als additive Polygenie mit Schwellenwerteffekt oder als
multifaktorielles genetisches System (FRASER et al., 2003). Zusatzlich kann die
Genexpression in verschiedenen Geweben variieren und die Veranderung dieser
Gene kann zu gewebespezifischen Bedingungen fuhren (KINANE et al., 2005).
Nahezu die Halfte der Unterschiede innerhalb der chronischen Parodontitis ist auf
genetische Veranderungen zurlckzufihren, womit die Erblichkeit, die bei der
chronischen Parodontitis bei 50% liegt, rein biologisch begriindet scheint
(MICHALOWICZ et al., 2000; KINANE et al., 2005). Dadurch stehen bei der
chronischen Parodontitis die komplizierten Interaktionen zwischen individuellem
genetischen Risiko, Biofilm, der Immunantwort des Wirts und die folgende Alteration
innerhalb der Kochen- und Bindegewebshomdostase im Vordergrund (TATAKIS &
KUMAR, 2005; OFFENBACHER et al., 2007; TAUBMAN et al., 2007; KORNMAN,
2008).

2.7.2. Genetische Polymorphismen

Die ,Common Disease/Common Variant hypothesis“ besagt, dass die meisten
Risiken fir komplexe Erkrankungen, einschlieBlich der Parodontitis, auf
Polymorphismen zuriickzufiihren sind (REICH & LANDER, 2001) und diese fir die
Krankheitsveranlagung die Grundlage bilden (STONEKING, 2001, CHAKRAVARTI,
2001; WEINER & HUDSON, 2002).

Polymorphismen treten in einer Population mit einer Mindestfrequenz von 1% auf
und kdnnen grundsatzlich auch bei einem einzigen Individuum vorhanden sein.
Allerdings sind krankheitsassoziierte Polymorphismen innerhalb der Bevdlkerung
weit verbreitet und zeigen eine Allelfrequenz von mehr als 20%-50% (EICHNER et
al., 2002). Von Bedeutung ist, dass es keine eins-zu-eins Korrelation eines
spezifischen Allels und dem Auftreten einer komplexen Erkrankung gibt, sondern
vielmehr sind spezifische Allelfrequenzen haufiger bei erkrankten Personen, als bei
gesunden zu finden (KINANE et al., 2005). Dariber hinaus erlauben
Polymorphismen einen Einblick in die molekularen Ablaufe einer Krankheit. Wenn

bestimmte Varianten immer zusammen mit einer Stérung beobachtet werden, liegt
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der Schluss nahe, dass dieser Polymorphismus an der Krankheitsentstehung
beteiligte Gene beeinflusst (KINANE, 2003).

Im Zentrum der genetischen Epidemiologie stehen die ,Single Nucleotide
Polymorphisms*, kurz SNPs. Hierbei handelt es sich um zuféllig Uber das
menschliche Genom verteilte Verdnderungen von DNA-Bausteinen (Nukleotiden).
Sie kdnnen an beliebigen Positionen innerhalb und auBerhalb von Genen liegen und
dem entsprechend sehr unterschiedliche Aufgaben besitzen (CALLADINE, 2006). Im
menschlichen Genom sind bereits ca. 2-3 Millionen SNPs kartiert. Ob ein
Polymorphismus zu einem Krankheitsphanotyp fuhrt, hangt von der genetischen
Veranderung und ihrem Einfluss auf die Genfunktion und dessen Proteinprodukt ab
(KINANE et al., 2005).

Es handelt sich bei einem SNP um den haufigsten Typ (90%) genetischer Variation.
Dieser wird stabil vererbt, tritt aber nicht gleichverteilt, sondern ungleichmaBig an
bestimmten Regionen auf (STONEK, 2006). SNPs kommen in drei mdglichen
Genotypen vor. In einer von zwei méglichen homozygoten Formen, Wildtyp oder
Mutation (Allel 1/Allel 1; oder Allel 2/Allel 2), oder aber in einer heterozygoten
Mischform (Allel 1/Allel 2) (ARTAKAN & BAHRING, 2007). Damit ist eine weitere
Ebene der Modulation der phanotypischen Ausprdgung mdglich. Viele SNPs
verhalten sich rezessiv, d.h. sie sind im heterozygoten Zustand neutral. Zum anderen
bilden sie mit benachbarten SNPs so genannte Haplotypen. Fir die Entstehung
dieser Haplotypen ist das Kopplungsgleichgewicht verantwortlich (STONEK, 2006)
Einige genetische Polymorphismen stehen in engem Zusammenhang mit dem
Krankheitsbild der Parodontitis. Von groBem Interesse sind genetische Alterationen,
die die Immunantwort auf eine vorhandene mikrobielle Besiedlung beeinflussen. So
ziehen vor allem proinflammatorische Zytokine, die die Wirtsantwort bei der
Parodontitis lenken, Aufmerksamkeit auf sich (KINANE et al., 2005). Anderungen in
Genen von Zytokinen sind mit der Empfanglichkeit, Schwere und Auftreten der
Parodontitis assoziiet (HAVEMOSE-POULSEN et al., 2007). So zeigen IL-1
Genotypen mit dem Zytokin-Level von Parodontitis-Patienten eine Verbindung und
ein Polymorphismus des IL-6 Gens zeigt einen moglich protektiven Charakter, der
mit einer geringeren Empfanglichkeit flr die chronische Parodontitis assoziiert ist
(HOLLA et al., 2004). Ein Polymorphismus des IL-10 Gens zeigt eine Assoziation mit
der chronisch generalisierten Parodontitis (SUMER et al., 2007). IL-10 ist in der
Lage, die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen zu inhibitieren und die

Stimulation von Antikérpern zu veranlassen. Auch sind positive Assoziationen mit der
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chronischen Parodontitis und TNF-a (SOGA et al., 2003) und Fc-y auf Immunzellen
gefunden worden (KOBAYASHI et al., 1997, 2000, 2001; SUGITA et al., 2001;
KINANE et al., 2005).

Aufgrund des technologischen Fortschrittes werden SNPs, die im Zusammenhang
mit der Parodontitis stehen, immer haufiger in Assoziationsstudien betrachtet, um die
genetische Suszeptibilitat, also das individuelle Erkrankungsrisiko, aufgrund der
genetischen Konstitution einer Person zu untersuchen. Dadurch versucht man ein
besseres Verstandnis der Pathogenese, Atiologie und der Zusammenhinge der
Parodontitis beeinflussenden Faktoren zu erlangen und dies mdglicherweise fir die
Diagnostik oder Therapieplanung nutzbar zu machen (KINANE, et al., 2005;
KORNMAN et al., 2000).

2.7.3. Methoden der genetischen Analyse bei der chronischen Parodontitis
2.7.3.1. Direkte Assoziationsstudien

Mit  Assoziationsstudien ist man in der Lage, Gene, die fir ein
Parodontitiserkrankungsrisiko verantwortlich sind, zu lokalisieren und sogar
schwéachere Effekte von Genen zu detektieren (HODGE, 1994; KINANE et al., 2005).
Die populationsbasierte Assoziationsstudie nutzt ein case-control-design, bei
welchem Marker-Allel-Frequenzen zwischen Parodontitispatienten und gesunden
Individuen verglichen werden. Durch den Vergleich der Haufigkeiten bestimmter
Markerallele lassen sich die relativen Erkrankungsrisiken abschéatzen, die von diesen
genetischen Einflussfaktoren ausgehen (KINANE et al., 2005).

Grundsatzlich kann jede Art genetischer Marker flir Assoziationsstudien eingesetzt
werden. Allerdings sollte deren Mutationsrate mdglichst gering und die Dichte der
ausgewahlten Marker méglichst hoch sein (HODGE, 1993). Idealerweise sollten die
fir Assoziationsstudien verwendeten Marker direkt aus dem Inneren von Genen
stammen, die Dbiologisch plausible Kandidaten fir einen atiologischen
Zusammenhang mit der in Frage stehenden Erkrankung darstellen (HIRSCHHORN
et al., 2002). Die Wahrscheinlichkeit fir den Nachweis einer Assoziation lieBe sich
dann noch weiter erhéhen, wenn die zu untersuchenden Markerallele selbst
funktionell signifikant waren, indem sie z.B. das Proteinprodukt oder regulatorische
Elemente eines Gens verandern (HODGE, 1993; 1994; HHRSCHHORN et al., 2002).

Dessen ungeachtet werden aber immer wieder Bedenken geauBert, dass genetische
Unterschiede zwischen ethnischen, sozialen oder geographischen Schichten in der
zu untersuchenden Population zu einer Verféalschung der Risikoschatzungen flhren

25



kénnten (ENDO et al., 2001). Wenn zum Beispiel Patienten und Kontrollpersonen
systematisch aus unterschiedlichen Schichten rekrutiert wirden, kénnte dies zu
genetischen Unterschieden zwischen den Stichproben flhren, die dann aber nicht
mit der Krankheit im Zusammenhang stiinden, sondern mit der unterschiedlichen
Grundpopulation (HODGE, 1993; HIRSCHHORN et al., 2002). Einer mdglichen
Verfalschung von Schatzungen relativer Risiken in genetischen Fall-Kontroll-Studien
kann dadurch vorgebeugt werden, dass bei der Auswahl der Studienpopulation
sorgfaltig auf eine Vergleichbarkeit hinsichtlich der ethnischen, sozialen und
geographischen Herkunft der Patienten geachtet wird (ENDO et al., 2001, KINANE et
al., 2005). Zudem kann das AusmaB an verbleibender Schichtung in einer konkreten
Studie dadurch ermittelt werden, dass eine hinreichend groBe Anzahl zusatzlicher
Markergene analysiert wird, die nicht selbst Teil der eigentlichen Assoziationsstudie
sind (KINANE et al, 2005).

Bei einer positiven Assoziation eines Polymorphismus mit der Parodontitis sind
mehrere Mdglichkeiten der Interpretation méglich: Die Assoziation stellt ein Artefakt
dar, die Assoziation besteht aufgrund der Populationsschichtung, das assoziierte
Allel ist selbst fir die Erkrankung verantwortlich oder es steht im
Kopplungsgleichgewicht mit dem fur die Parodontitis verantwortlichen Genlokus
(KINANE et al., 2005).

2.7.3.2. Kopplungsgleichgewicht

Das Kopplungsgleichgewicht bezeichnet die gemeinsame Vererbung von Allelen
zweier Gene oder Genloci (STONEKING, 2001).

Auf biochemischer Ebene bemisst sich der Abstand zwischen zwei Genen durch die
Anzahl der zwischen ihnen liegenden Nukleotide. Abstédnde von 1 Million Nukleotide
gelten bei der Genkartierung als Untergrenze des Auflésungsvermdgens, das mit
familienbasierten Kopplungsanalysen erreichbar ist (KINANE et al., 2005).

Eine prazisere Lokalisation von Krankheitsgenen ldsst sich nur durch
populationsbasierte Assoziationsstudien erreichen, bei denen das Vorliegen eines
sogenannten Kopplungsungleichgewichts (linkage disequilibrium, LD) zwischen
Genen ausgenutzt wird (ELSTON 1998). Die gebrauchlichste Definition von LD
besagt, dass sich zwei gekoppelte Genloci dann im Kopplungsungleichgewicht
befinden, wenn einige ihrer Allele in den Keimzellen, die die Mitglieder einer
bestimmten Population produzieren, Uberzufallig haufig gemeinsam auftreten
(KINANE et al., 2005).

26



Wenn ein neues Allel zum ersten Mal in einer Population auftritt, entweder durch
Mutation oder durch Zuwanderung, so geschieht dies im Allgemeinen in Form einer
einzelnen Kopie. Diese Kopie ist auf dem sie tragenden Chromosom, zusammen mit
den Allelen anderer Genloci, in einen bestimmten genetischen Hintergrund
eingebettet (STONEK, 2006). In folgenden Generationen erhéht sich die Haufigkeit
des Allels in der Population (z.B. durch Selektion), und es kommt wiederholt zu
meiotischer Rekombination mit Chromosomen, die einen anderen genetischen
Hintergrund aufweisen (STONEK, 2006). Dadurch verschwindet das urspringlich
starke LD, und der Verlust vollzieht sich umso langsamer, je enger die fraglichen
Genloci gekoppelt sind, d.h. je seltener es zu meiotischer Rekombination zwischen
ihnen kommt (STONEKING, 2001). Unter bestimmten Annahmen UOber die
Mutationsrate der Gene sowie, das Wanderungs- und Paarungsverhalten der
Population, gibt ein starkes LD einen Hinweis auf enge Kopplung. Diese Allele
werden gemeinsam vererbt. Dadurch besteht die Mdglichkeit, dass ein mit der
Parodontitis assoziiertes Allel allein nicht, aber zusammen mit dem im

Kopplungsgleichgewicht befindlichen Genlokus fiir die Erkrankung verantwortlich ist.
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3. OSTEOPONTIN
3.1. PHYSIOLOGISCHE EINORDNUNG

Osteopontin ist ein phosphoryliertes Glykoprotein, das von einer groBen Bandbreite
an Zellen und Geweben produziert wird (SODEK et al., 2000, 2002, 2006). Es wird
als Knochen-Matrix-Protein, T-Lymphozyten-Aktivierungs-Protein (Eta-1) (PATARCA
et al., 1993; SODEK et al., 2006) und als ein Zell-Transformations-assoziiertes
Protein (CRAIG et al., 1988; SODEK et al., 2006) charakterisiert. OPN stellt ein
Matrix-zellulares Protein mit sehr unterschiedlichen biologischen Aktivitaten dar, die
durch viele Zell-Oberflachen-Rezeptoren vermittelt werden (GIACHELLI & SEITZ,
2000; SODEK et al., 2006). Basierend auf der Genstruktur und der chromosomalen
Lage, zahlt Osteopontin zu einem Mitglied der SIBLING-Protein-Familie (small
integrin-binding ligand N-linked glycoprotein), die strukturale und funktionale
Eigenschaften teilen (FISHER & FEDARKO, 2003; SODEK et al., 2006). Zu dieser
Familie zahlen unter anderem das Knochen Sialoprotein (BSP), das Dentin-Matrix-
Protein 1(DMP1), das Dentin Sialophosphoprotein (DSPP), das Enamelum (ENAM)-
und Matrix-extrazelluldre Phosphoglykoprotein.

Das Osteopontin Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 4 (4g21-g25) des
Menschen. OPN wird als ~34 kDa schweres Protein synthetisiert, bevor es
posttranslational durch Phosphorylierung, Glykosylierung und Sulfatisierung
modifiziert wird und als langes, unstrukturiertes und 44-75 kDa schweres Protein
freigesetzt wird (SODEK et al., 2000, 2006). Das ausgeschuttete Protein weist eine
Heterogenitat auf, die sich in den posttranslatorischen Modifikationen widerspiegelt.
Dies fuhrt zu unterschiedlichen funktionalen Aktivitaiten des Proteins, die mit der
Mineralisierung (NAGATA et al., 1989; SODEK et al., 2000, 2006), der Zellanheftung
und der Zellsignalisierung assoziiert sind (ASHKAR et al., 2000; ZHU et al., 2001;
SUZUKI et al., 2002; WEBER et al., 2002; CHELLAIAH et al, 2003; SODEK et al.,
2006).

3.2. MOLEKULSTRUKTUR

Um die Bandbreite der biologischen Aktivitdten von OPN zu verstehen, bedarf es

einer Beurteilung seiner Struktur und seiner funktionalen Motive.
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3.2.1. Spaltung durch Thrombin

Das Osteopontin-Molekil besitzt eine konservierte Stelle fiir seine Spaltung durch
Thrombin  (DENHARDT et al, 2001), wodurch Molekilfragmente mit
unterschiedlichen biologischen Aktivitdten gebildet werden. Durch die Spaltung von
OPN entstehen alternierende Bindungsseiten innerhalb des Molekuls und kryptische
Bindungsstellen werden aufgedeckt (DENHARDT et al., 2001).

Jedoch kdnnen die funktionalen Aktivitaten von Osteopontin, die die Mineralbindung,
die Oberflachenrezeptoren CD44 und die Integrin-Rezeptoren miteinbeziehen, in
erster Linie den strukturalen Motiven des OPN-Molekils zugerechnet werden
(SODEK et al., 2006).

3.2.2. Bindungsmotive von OPN

Die Funktionen von Osteopontin werden durch verschiedene Rezeptoren vermittelt.
OPN interagiert in erster Linie mit Integrinen und dem Oberflachenrezeptor CD44
(SODEK et al., 2006). Beide Arten zahlen zu den Adhéasionsmolekulen. Integrine sind
in der Lage, an bestimmte Target-Sequenzen des OPN-Molekiils, wie die RGD und
die SLVVGLR-Sequenz zu binden.

3.2.2.1. Integrine

Durch Integrin-Bindung kann OPN Zell-Matrix Interaktionen, aber auch verschiedene
Zellaktivitadten, wie Zellproliferation, Zelliberleben, Zellbewegung und die
Phagozytose-Eigenschaften modulieren. Diese haben Einfluss auf das Verhalten von
Makrophagen im Entzindungsgeschehen und auf die Aktivitat von Fibroblasten
(SODEK et al., 2006).

Integrine stellen Adhasionsmolekile dar, die aus einer a-Kette und einer B-Kette
bestehen. Beide besitzen einen transmembranen Anteil. Die a-Kette ist
normalerweise fur jedes Molekll spezifisch, wahrend die B-Kette gemeinsam von
verschiedenen Molekilen benutzt wird. Integrine haben meist mehr als eine
Liganden-Bindungsstelle und kdnnen unterschiedliche Moleklle erkennen. Sie
binden bestimmte Target-Sequenzen. Die Integrine sind bei jeder Zelle mit dem
Zytoskelett verbunden. Uber diese Bindung kdnnen Entziindungszellen ber die
Endothelschicht aus dem GefaBlumen in das Gewebe Ubertreten (MALE. 2004).

3.2.2.2. Die RGD-Sequenz

Die zentral lokalisierte RGD-Sequenz (= Arg-Gly-Asp) innerhalb des OPN-Molekiils
interagiert mit avB3 Integrinen, die haufig auf Makrophagen und Osteoklasten zu

finden sind. Das avB3 Integrin ist gewissermaBen das ,Namenschild“ fir diese
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beiden Zellarten. Durch diese Bindung wird die Aktivierung von Endothelzellen
gefdrdert, vermehrt Interleukin-12 in Makrophagen synthetisiert, und OPN, als ein
Zeichen fir Osteoklasten-Anheftung und —Signalisierung (CHELLAIAH et al., 2003;
SODEK et al., 2006) und fur die Migration von Makrophagen (ZHU et al, 2004;
SODEK et al., 2006) und Osteoklasten (SUZUKI et al., 2002, SODEK et al., 2006),
phosphorylisiert (ASHKAR et al., 2000; WEBER et al., 2002; SODEK et al., 2006).
Die Phosphorylierung des OPN des Menschen ereignet sich, abseits der RGD-
Region und abseits der Region zur Glykosylierung, auf der 3-5 Seite
(CHRISTENSEN et al., 2005; SODEK et al., 2006). OPN-Rezeptor-Interaktionen sind
sowohl RGD abhangig, als auch unabhangig mdglich. Beide Arten kénnen durch
Thrombin-Spaltung von Osteopontin moduliert werden (DENHART et al., 2001).
Aktivierte Thrombozyten binden via avB3 in gleichem AusmafB an die RGD-Sequenz
eines gespaltenen OPN-Molekiils oder an eines mit voller Lange.

3.2.2.3. Die SLVVGLR-Sequenz

Es sind weitere Bereiche innerhalb des Osteopontin-Proteins vorhanden, die
ebenfalls fir die Funktion von OPN eine Rolle spielen. Die SLVVGLR- Sequenz (=
Ser-Leu-Val-Val-Gly-Leu-Arg) grenzt raumlich im Proteinmolekil an die RGD-
Sequenz an. Auch diese Sequenz ist funktionell wirksam, da sie an zwei weitere
Integrine, a4p1 und a9B1, bindet. Diese beiden Integrine sind ,Namensschilder® fir
Leukozyten und Lymphozyten (BAYLESS et al., 1998; SODEK et al., 2006). Durch
Spaltung das OPN- Molekdls durch Thrombin wird die SLVVGLR- Sequenz freigelegt
(SODEK et al., 2006).

3.2.2.4. Die kryptische Bindungsstelle

Eine weitere, im intakten OPN verdeckte kryptische Bindungsstelle, kann tber avp3
die Adhasion von B-Lymphozyten veranlassen. Aktivierte B-Lymphozyten heften sich
effektiver an durch Thrombin gespaltenes Osteopontin, als an ein OPN- Molekil
voller Lange (DENHARDT et al., 2001).

3.2.2.5. Der CD44-Rezeptor

CD44, ein Zelloberflachen Glykoprotein, dient als Adhasionsmolekil fir Zell-
Substrat-, oder Zell-Zell-Interaktionen. Die Konzentration dieses Rezeptors ist in
akuten und chronischen Entziindungen deutlich erhdht (DENHARDT et al., 2001).
Die am haufigsten exprimierte Standartform dieses transmembranen Proteins ist
CD44. CD44 ist als ein Oberflachenrezeptor fir OPN identifiziert worden (SODEK et
al., 2006). Es ist ein weit verbreitetes Molekul, das unter anderem auf Leukozyten
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vorkommt und wahrscheinlich bei der Matrixadh&sion fir die transendotheliale
Migration eine Rolle spielt (MALE, 2004). Auch scheint die Bindung von OPN und
CD44, die chemotaktischen (WEBER et al., 1996; SODEK et al., 2006) und die
sekretorischen Eigenschaften von Makrophagen zu beeinflussen (ASHKAR et al.,
2000; SODEK et al., 2006). Dadurch kann sowohl die Phagozytose eingeleitet, wie
auch Reaktionen der adaptiven Immunitat induziert werden.

CD44-Bindungsstellen innerhalb des OPN-Molekuls werden an der amino-terminalen
Peptidsequenz (FISHER & FEDARKO, 2003; SODEK et al., 2006), einer kryptischen
Stelle in der Nahe der Thrombinspaltungsstelle (LIN & YANG-Yen, 2001; SODEK et
al., 2006), und an einer unidentifizierten Region in der C-terminalen Halfte des
Proteins gefunden (WEBER et al., 2002; SODEK et al., 2006). Das amino-terminale
Peptid zeigt starke chemotaktische Aktivitat fir Makrophagen, die durch CD44-
Antikérper und Antikdrper fir den Amino-Terminus von OPN geblockt werden kénnen
(BATISTA-DA-SILVA., 2005; SODEK et al., 2006). Jedoch ist die Interaktion von
CD44 und Osteopontin nicht direkt (SMITH & GIACHELLI, 1998). Fir variable
Formen von CD44 ist eine RGD-unabhangige Vermittlung durch das Integrin-1 nétig
(KATAGIRI et al., 1999).

Die Bindung von CD44 und dem Integrin-f3 an separate Doméanen des OPN-
Proteins, sorgt fir die Anziehung von Makrophagen und stimuliert die Expression von
Zytokinen und die Metalloproteinasen-Produktion (WEBER, 2002; SODEK et al.,
2006).

Zusétzlich kann Osteopontin durch die Interaktion von CD44 und avfB3 den
Komplementfaktor H auf Zelloberflachen binden und rekrutieren (FEDARKO et al,
2000; SODEK et al, 2006). Dadurch wird zusatzlich das Komplementsystem

aktiviert.
3.2.3. Formen von OPN

Es sind verschiedene freie Formen von OPN bekannt. Eine davon stellt die
intrazellulare Form des Proteins (OPNi) dar, die eine Koexistenz mit CD44 auf
migrierenden Fibroblasten, Makrophagen und Osteoklasten aufweist (ZOHAR et al.,
2000; SUZUKI et al., 2002; ZHU et al., 2004; SODEK et al., 2006). Wahrend OPN in
der Immunphase, als typisches Zeichen eines sezernierten Proteins, eine
perinukledre Verteilung aufweist, ist es bei Zellprozessen mit CD44 auf der
Zellmembran als OPNi angesiedelt. Diese Form moduliert Zytoskelett verbundene
Funktionen, wie Zellbewegung und Zelliberleben (ZOHAR et al., 2004; SODEK
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2006) und vermittelt die IFNa- Expression in dendritischen Zellen (SHINOHARA et
al., 2006; SODEK et al., 2006).

3.3. OPN FUNKTIONEN BEI ENTZUNDUNGEN UND DER IMMUNANTWORT

Das Protein Osteopontin wird mit vielen verschiedenen Erkrankungen, wie multipler
Sklerose (CAILLIER et al., 2003; NIINO et al., 2003; HENSJEK et al., 2003),
autoimmuner Encephalomyelitis (CHABAS et al., 2001), rheumatischer Arthritis
(YAMAMOTO et al., 2003), Arteriosklerose (TAYLOR et al., 2005), Hepatitis
(MOCHIDA et al., 2004; NAITO et al., 2005), Leberzirrhose (KIKUTCHI et al., 2003),
Lupus erythematosus (D"ALFONSO et al., 2005; FORTON et al., 2002), Urolithiasis
(YAMATE et al., 2000), Tuberkulose (NAU et al., 1999, O'REGAN et al., 1999) und
ALPS, autoimmunes lymphoproliferierendes Syndrom (CHIOCCHETTI et al., 2004),
in Verbindung gebracht.

Die Expression von Osteopontin wird bei entziindlichen Erkrankungen gesteigert und
fir die Entstehung der zellularen Immunantwort bendtigt (ASHKAR et al., 2000;
O'REGAN, 2003; SODEK et al., 2006). Diese Expression ist nicht auf eine
spezifische Zelllinie wahrend einer Entzindung limitiert, sondern involviert eine
Vielzahl an Zellen. Sowohl Immunzellen, wie neutrophile Granulozyten,
Makrophagen, T- und B-Zellen, als auch Endothel-, Epithelzellen und Fibroblasten,
setzten innerhalb inflammatorischer Prozesse Osteopontin frei (ASHKAR et al, 2000,
O'REGAN & BERMAN, 2000, SODEK et al. 2006). Somit besitzt OPN eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Immunantwort, in der
Gewebezerstdrung, sowie im anschlieBenden Heilungsprozess (DENHARDT et al.,
1995; MIYAZAKI et al., 1995; MCKNEE & NANCI, 1996; ROLLO & DENHARDT,
1996; ROLLO et al., 1996; GIACHELLI et al., 1998; ZOHAR et al., 2000; O’ REGAN
et al., 2001; IDE et al., 2003; ZHU et al., 2004; OGAWA et al., 2005; SODEK et al.,
2006). Dadurch steht das Protein Osteopontin in einem komplexen Zusammenspiel
von lokalen Zellen und Immunzellen und bildet den Schllssel der zellvermittelten
Immunantwort (SODEK et al., 2006). Zusatzlich wird OPN fur die Interaktion und
Kooperation von Makrophagen und Lymphozyten benétigt, um den Ubergang von
angeborener in die adaptive Immunantwort mit anschlieBendem Heilungsprozess zu
fordern (SODEK et al., 2006).

Die Expression scheint bei jeder Entziindung gesteigert und ist mit einer erhdhten
Zellmobilisation und vermehrter Zellaktivitat verbunden (SODEK et al., 2006) und
wird in erhdéhten Konzentrationen in Korperflissigkeiten und Plasma reflektiert,
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wodurch es einen wichtigen diagnostischen und prognostischen Nutzen far
entzindliche Erkrankungen besitzt (GASSLER et al., 2002; OHSHIMA et al., 2002;
KOGUCHI et al., 2003; TAMURA et al., 2003; VOGT et al., 2003; SODEK et al.,
2006).

3.3.1. Auswirkungen von OPN auf Makrophagen

Osteopontin  wirkt proinflammatorisch auf die Makrophagenrekrutierung und
Differenzierung.

Die Freisetzung von OPN durch Makrophagen wéahrend einer Entziindung ist stark
erhéht. Dies wird vor allem durch LPS-Stimulation verstarkt (GAO et al., 2004,
SODEK et al., 2006). Das von Makrophagen produzierte Osteopontin fungiert
scheinbar als ein Opsonin, wodurch sowohl die Phagozytose (MCKNEE & NANCI,
1996; SODEK et al., 2006), als auch die Zelladhdsion durch die RGD-Bindung
erleichtert wird. Ohne Osteopontin ist die Formation von Zellprozessen, verbunden
mit der Makrophagenmigration und ihrer Chemotaxis, beeintrachtigt. Diese
Beeintrachtigung ist mit einer abnehmenden Expression von CD44 verbunden (ZHU
et al., 2004; SODEK et al., 2006), die durch OPN reguliert ist, und durch die avp3-
Integrine in Makrophagen (MARROQUIN et al., 2004; SODEK et al., 2006) und in
Osteoklasten (CHELLAIAH et al., 2003; SODEK et al., 2006) funktionieren. Somit
wird die OPN-Expression in Makrophagen nicht nur fir die Rekrutierung, sondern
auch fOr Instrumentierung der spezifischen und unspezifischen angeborenen
Immunantwort benétigt. Ohne OPN Expression ware die Makrophagen-Migration und
ihre Adhasion beeintrachtigt (GIACHELLI et al., 1998; ZHU et al., 2004; SODEK et
al., 2006). Das Protein Osteopontin induziert also die Chemotaxis von Makrophagen
und wirkt sich auf die Phagozytose-Aktivitat und die zytotoxische Aktivitat dieser
Zellen aus. Zuséatzlich dient es als chemotaktischer Lockstoff und kann somit die
Makrophagenmigration erleichtern (DENHARDT et al., 2001).

3.3.2. Auswirkungen von OPN auf Lymphozyten

Osteopontin wird als ein wichtiger Lymphozyten-Vermittler betrachtet, der von
aktivierten T-Lymphozyten sezerniert wird. Dadurch kommt es zur Induktion der
Makrophagenmigration, wahrend die Immunglobulin-Produktion und Proliferation von
B-Lymphozyten erhéht wird (WEBER et al., 1996; SODEK et al., 2006). Zusétzlich
wird die gewebeschadigende Freisetzung von reaktiven Oxidantien unterdrlckt.
Osteopontin sorgt fir die Adhasion von aktivierten T-Zellen. Die Aktivitat dieser
Zellen wird durch die proteolytische Spaltung von OPN durch Thrombin erhéht. In
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niedrigen Konzentrationen férdert OPN die Chemotaxis von T-Zellen, wahrend die
Adhéasion von aktivierten T-Zellen durch eine héhere Konzentration des Proteins, vor
allem nach der Thrombin-Spaltung, gesteigert ist (O 'REGAN et al, 1999; SODEK et
al., 2006). Zusatzlich fungiert Osteopontin als Kostimulator fir die T-Zell-Proliferation
und steigert die CD3 vermittelte T-Zell-Produktion von INF-y und dem CD40
Liganden (O'REGAN & BERMANN, 2000). Osteopontin induziert die T-Zell-
Proliferation, Adhasion und Chemotaxis. AuBerdem moduliert I6sliches OPN die
Differenzierung und Proliferation von CD4- und CD8- Lymphozyten (HIGUCHI et al.,
2004). Wahrend eines Entziindungsprozesses treten NKT-Zellen auf, die ebenfalls
Osteopontin exprimieren. Nattrliche T-Killer-Zellen besitzen zytotoxische Funktion
und sezernieren INF-y, um die Phagozytose durch Makrophagen zu férdern
(MOWAT et al., 2003; WATFORD et al., 2003; DAKIC et al., 2004; NAGLER-
ANDERSON et al., 2004; SODEK et al., 2006).

3.3.3. Auswirkungen von OPN auf neutrophile Granulozyten

OPN vergroBert die NKT-Zell-Aktivitdt und 16st die Infiltration und Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten aus. Dies ist fir die Polarisation und Migration von
neutrophilen Granulozyten entscheidend (ALSTERGREN et al., 2004; SODEK et al.,
2006; KOH et al., 2007). Es gibt eine eigenstandige OPN-Expression in neutrophilen
Granulozyten. Die Expression der mRNA von Osteopontin steigt in PMNs (UENO et
al., 2001; SODEK et al., 2006). Im Gegensatz zu Makrophagen, ist die CD44
Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche bei Granulozyten nicht durch OPN
beeinflusst, wodurch Unterschiede in der Migration der beiden Zellarten
widergespiegelt werden kénnen (ALSTERGREN et al., 2004; SODEK et al., 2006).

3.3.4. Polarisation der Th1-Antwort durch OPN

OPN wird auch als T-Lymphozyten Aktivations-1 (Eta-1) Zytokin bezeichnet, weil es
nicht nur die Vermittlung der zellularen Immunitat und die Makrophagen-Aktivitat,
sondern auch die Entwicklung der Thi1-Antwort foérdert (ASHKAR et al, 2000;
CHABAS et al., 2001; JANSSON et al., 2002; O'REGAN, 2003; SODEK et al., 2006).
Aktivierte T-Zellen setzten OPN frei, wodurch es zur Rekrutierung von Makrophagen
und zur Freisetzung von Th1-Zytokinen durch die Bindung von avp3-Rezeptoren
kommt. In CD4 T-Zellen wird die mRNA von OPN nur in Th1-, aber nicht in Th2-
Zellen exprimiert (NAGAI et al, 2001; SODEK et al, 2006). Durch die
proinflammatorischen Effekte von OPN werden Makrophagen zu einer steigenden
Produktion von Th1-Zytokinen, wie IL-12 und INF-y, und zu einer erniedrigten
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Produktion von Th2-Zytokin, wie IL-10 und IL-4, veranlasst. IFN-y aus Th1-Zellen
induziert OPN-mRNA und steigert die Expression von Osteopontin Zeit und Dosis
abhangig (LI et al., 2003), das mit der Wirkung von OPN auf Thi-Zellen
Ubereinstimmt. Diese Auswirkungen hangen wiederum von der Fahigkeit der
Makrophagen, sich in APC zu differenzieren, die fir die T-Zell Antwort nétig sind
(WEISS et al., 2001; SODEK et al., 2006), und von ihrer Mobilisation in den
Lymphknoten ab. Dadurch wird die Immunantwort auf den Thi1-Typ polarisiert
(ASHKAR er al., 2000; SODEK et al., 2006). Die Th1-Subpopulation férdert eine
zellvermittelte Immunantwort. Dabei kommt es zur weiteren Rekrutierung von
Makrophagen, zur weiteren Aktivierung von Th1i-Zellen und zur erneuten Anziehung
von neutrophilen Granulozyten und NKT-Zellen. Dadurch wird die Inflammation
verlangert, die Phagozytose-Prozesse unterstitzt und die Gewebedestruktion
verstarkt (SODEK et al, 2006). Die Th2-Antwort dagegen unterstitzt
antikérpervermittelte Reaktionen, inklusive der IgE-Produktion, wodurch die B-Zell-
Differenzierung steigt, die Makrophagen-Aktivierung vermindert bzw. kontrolliert und,
in  Verbindung mit regulatorischen T-Zellen, die Gewebeerneuerung durch
Myofibroblasten initiert wird. Die Beseitigung der Noxe fihrt zum
Entzindungsrickgang und erméglicht die Deposition von neuen Matrixbestandteilen,
wodurch es zu einer Geweberegeneration kommt.

OPN kann die Entziindungsreaktion modulieren und die Gewebeerneuerung durch
seine Auswirkungen auf die T-Zell-Differenzierung und durch die Fé&higkeit das
Uberleben von Epithelzellen, Makrophagen und Fibroblasten zu beeinflussen,
fordern. Ohne Osteopontin dominiert die Th2-Zytokin-Antwort und OPN-Null-Mause
zeigen eine verstarkte Empfanglichkeit fir intrazellulare Pathogene (PATARCA et al.,
1993; NAU et al., 1999; ASHKAR et al., 2000; SODEK et al., 2006).

3.4. OPN FUNKTIONEN IM EPITHEL

Die Osteopontin Expression steht auch mit den Veranderungen der Epithelbarriere in
Verbindung (GASSLER et al., 2002; SODEK et al, 2006). OPN kann von
Epithelzellen ausgeschuttet werden und kontrolliert als Opsonin die Permeabilitat des
Epithels und die sekretorische Funktion (BUTLER 1989; SODEK et al., 2006).
Osteopontin besitzt die Fahigkeit, spezifische Funktionen von Epithelzellen zu
regulieren, die in den Schutzprozess involviert sind. Dazu gehéren die MHC-II- und
Toll-like-Rezeptoren, die die Antigenprasentation und die Signalisierung einer
Entzindung unterstitzten (MOWAT, 2003; BASU & FENTON, 2004; IWASAKI &
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MEDZHITOV, 2004; SODEK et al., 2006). AuBerdem hat OPN, durch den Einfluss
auf Endothelzellen, Auswirkungen auf die Zelladhasion und die Zellmigration durch
das Epithel (SODEK et al., 2006).

3.5. OPN FUNKTIONEN BEI DER WUNDHEILUNG

Bei der Wundheilung wird vermehrt Osteopontin exprimiert (LIAW et al., 1998;
RITTLING et al., 1998; SODEK et al., 2006).

Die Regenerationsphase ist durch einen Differenzierungsschub von Histiozyten in
Fibroblasten, sowie die Kapillarproliferation gekennzeichnet. Dies fuhrt zu einer
gesteigerten Fibroblastenproliferation und Differenzierung in Myofibroblasten
(MCKAIG et al., 2002, SODEK et al., 2006) durch die Produktion von TGF-B1 (DI
MOLA et al., 1999, MCKAIG et al., 2002; SODEK et al., 2006), TGF-a und PDGF
(,platelet-derived growth factor®). In OPN-Null-Mausen ist die Differenzierung in
Myofibroblasten beeintrachtig. Dadurch ist die Kollagensynthese eingeschrankt,
wodurch einen mangelhafte Wundheilung resultiert (LIAW et al., 1998; RITTLING et
al., 1998, SODEK et al., 2006). Myofibroblasten sind mit einer reparativen Formation
von Granulationsgewebe assoziiert. Wahrend der Matrixformation antworten sie auf
TGF-B1 mit einer steigenden Expression extrazellularer Matrix (EMC), die Kollagen
enthdlt und selektiv Matrixmetalloproteinasen unterdriickt (OVERALL et al., 1991;
SODEK et al., 2006).

Als extrazellulares Matrixmolektl (EMC) (DENHARDT et al., 2001) ist Osteopontin
durch chemische Bindung fest in ein Gewebe eingebaut. Die extrazellulare Matrix
bezieht sich auf die ,Kittsubstanz® zwischen Zellen des Binde- oder
Knochengewebes. Diese spielt eine groBe Rolle bei der Kontrolle der zellularen
Aktivitat. Sie ermdglicht das Anheften der Zellen, orientiert sie und bestimmt die
Richtung der Zellmigration. Sowohl Osteopontin als auch TGF-B1 sind bedeutende
Mediatoren der extrazellularen Matrixformation und der Wundheilung (BENDECK et
al., 2000; DENHARDT et al., 2001; SODEK et al., 2000, 2006). Beide Proteine und
Integrine werden in diesen Prozessen vermehrt freigesetzt (KAWANO et al., 2000;
MAZZALI et al., 2002, SODEK et al., 2006) und férdern die Integrin-vermittelte
Kollagen-Kolloid-Kontraktion (MCKRAIG et al., 2003; SODEK et al., 2006). TGF-31
und OPN verringern die Apoptose von Fibroblasten und steigern somit die
Matrixdeposition und die Wundheilung (DESMOULIERE et al., 1995; JELASKA &
KORN, 2000; ZOHAR et al., 2004; SODEK et al. 2006).
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In Fibroblasten und Endothelzellen, die an der Neovaskularisierung beteiligt sind,
sorgt OPN fiir ein Uberleben dieser Zellen (DENHARDT et al., 2001). Ein Mangel an
diesem Protein in Fibroblasten fihrt zu einer Kaspase unabhangigen Nekrose durch
Oxidantien (ZOHAR et al., 2004). Im Gegensatz zu einem programmierten Zelltod, in
der apoptotische Zellen der Phagozytose unterliegen und mit Neubildung von Zellen
und Gewebe verbunden ist, ist eine Nekrose stark mit einer Exazerbation der
Entzindung assoziiert. Hierbei kommt es zu einer Rekrutierung von Granulozyten
und Makrophagen und somit zu einer anwachsenden Entzindung und zur
Gewebedestruktion (INA et al., 1999; PATEOLOG 2003; KURTOVIC & SEGAL,
2004; SODEK et al., 2006). In dieser Hinsicht kann OPN fir den unterstitzenden
Zelltod und der Pravention vor rapider Nekrose, die in einer starken Entziindung und
in Gewebeverlust endet, von Bedeutung sein (SODEK et al. 2006). Dies wird auch
dadurch verdeutlicht, dass die Gewebedestruktion, die Wundheilung und die Fibrose
im Anschluss an eine Entziindung in OPN-Null-Mausen stark beeintrachtigt sind
(LIAW et al., 1998; TRUEBLOOD et al., 2001; SODEK et al., 2006). Es zeigt sich
eine steigende Destruktivitat der neutrophilen Granulozyten aufgrund der
beeintrachtigten Clearance durch Makrophagen, die ohne OPN in ihrer Phagozytose-
Aktivitat reduziert sind. Durch die zusatzlich eingeschréankte Funktion der
Fibroblasten ist die Matrix-Produktion gestért und Zell-Debridment hauft sich an.

3.6. DIE ROLLE DES OSTEOPONTIN BEI DER CHRONISCHEN PARODONTITIS

Um Marker fir Alveolarknochenresorption und parodontale Erkrankungen zu finden,
wurden Proteine innerhalb der Sulkusflissigkeit charakterisiert. Unter diesen
Proteinen befindet sich auch Osteopontin. Bei Patienten mit Parodontitis und
gesunden Probanden wurden die Existenz von OPN innerhalb der Sulkusflissigkeit
und die Beziehung zwischen Osteopontinkonzentrationen und Sondierungstiefe
untersucht (KIDO et al., 2001; SHARMA & PRADEEP, 2006, 2007). KIDO et al.
wiesen innerhalb der Patientengruppe mit chronischer Parodontitis in der
Sulkusflissigkeit bei einer Sondierungstiefe von 24mm zwei verschiedene Formen
von OPN mit einem Gewicht von 54kDa und 66kDa zusammen mit zerfallenen
Fragmenten nach. Im Gegensatz dazu finden sich in der Kontrollgruppe bei einer
Sondierungstiefe von <3mm nur eine Form mit 54kDa und keine zerfallenen
Fragmente. Diese Ergebnisse weisen die Existenz von OPN in der Sulkusflissigkeit
und die Beziehung der steigenden Konzentration von Osteopontin mit einer
wachsenden Progression parodontaler Erkrankungen nach (KIDO et al., 2001;
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SHARMA & PRADEEP, 2006, 2007). Eine Parodontalbehandlung flhrte zur
signifikanten Reduktion von Osteopontin in der Sulkusflissigkeit (SHARMA &
PRADEEP, 2006, 2007).

Weiterhin kommt es durch Suppression der Osteopontinsezernierung zu Anderungen
von extrazellularen Matrixkomponenten der Zementoberflachen von Zahnen (LAO et
al., 2006). Dies kénnte die Regenerationsfahigkeit und das Attachement von neuem
Gewebe an parodontal erkrankte Zahnwurzeloberflachen beeinflussen (LAO et al.,
2006).

Diese Resultate zusammen mit der Eigenschaft von Osteopontin als ein
inflammatorisches Zytokin, seiner Rolle in der Epithelfunktion, in der zellularen und
adaptiven Immunantwort, in  Entzindungsprozessen, als T-Lymphozyten-
Aktivierungs-Protein (Eta-1), als Knochenmatrix-Protein und seiner Rolle in der
Wundheilung, stellt Osteopontin als einen méglichen Marker fir eine erhdhte oder
verminderte Anfalligkeit flr parodontale Entziindungsprozesse, somit auch fur die
chronische Parodontitis, dar (SODEK et al., 2006).

3.7. OSTEOPONTIN-POLYMORPHISMEN IM HUMANEN OPN-GEN

3.7.1. Typisierung der Osteopontin-Polymorphismen

Von den neun in dieser Studie untersuchten Polymorphismen liegen flinf (OPN-1748,
OPN-616, OPN-443, OPN-156, OPN-66) innerhalb der Promotorsequenz des
Osteopontingens, an 5-Ende. Zwei (OPN+282, OPN+750) befinden sich im
sechsten codierenden und siebten codierenden Exon. Die restlichen zwei SNPs
(OPN+1083, OPN+1239) sind im siebten Exon lokalisiert, stellen aber untranslatierte
Bereiche dar.

3.7.2. Polymorphismen innerhalb des Promotorabschnittes

Der Bereich unmittelbar vor einem Gen umfasst den Promotorabschnitt
(=Steuerregion) eines Gens. Diese regulatorische Sequenz dient als Bindungsstelle
flr Transkriptionsfaktoren und beeinflusst die Transkriptionsaktivitat eines Gens, und
somit die Starke der Genexpression.

3.7.2.1. OPN A-1748G: rs2728127

Dieser SNP liegt am weitesten vor dem Gen. Es handelt sich um einen
Basenaustausch. Die eine haufigere Base A des Wildtyps, wird durch eine seltenere
Base G ausgetauscht.
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3.7.2.2. OPN T-616G: rs2853744

Auch bei diesem Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch in der
Promotorsequenz des Osteopontingens. Hier handelt es sich um die Basen T und G.

3.7.2.3. OPN T-443C: rs11730582

Bei diesem Polymorphismus wird die haufigere Base T des Wildtyps durch ein C
ersetzt. Dieser SNP verursacht Bindungsdifferenzen unbekannter Faktoren wahrend
der Transkription und beeinflusst auf diese Weise die Transkriptionsaktivitdt und die
Genexpression (GIACOPELLI et al., 2004).

OPN T-443C weist eine Assoziation zur Hepatitis-C Aktivitat in einer japanischen
Kohortenstudie auf. Dadurch kénnte dieser Polymorphismus von diagnostischer und
prognostischer Bedeutung flr diese Krankheit sein (MOCHIDA et al., 2004).

3.7.2.4. OPN delG-156: rs11439060

Bei dem Polymorphismus OPN-156 handelt es sich um einen Deletions- oder
Insertionspolymorphismus: Fehlt die betroffene Base G, liegt das Deletionsallel delG
vor. Im anderen Fall ist eine zusatzliche G-Base vorhanden. Hierbei handelt es sich
um das Insertionsallel G. Dieser Polymorphismus zeigt eine starke Assoziation zu
der autoimmunen Erkrankung, systemischer Lupus erythematosus (SLE)
(D'ALFONSO et al., 2005). OPN delG-156 ist in Patienten mit SLE zusammen mit
der OPN-Konzentration deutlich erhdéht (D’ALFONSO et al., 2005). Zuséatzlich
besteht eine signifikante Verbindung von OPN-156G mit der Entwicklung der
Lymphadenopathie bei SLE-Patienten.

Osteopontin enthélt eine RUNX2 bindende Seite. Dies ist fir die OPN-Regulierung
im Knochengewebe von Bedeutung (GIACOPELLI et al., 2004). Durch den SNP
OPN delG-156 kann eine weitere RUNX2 Bindungsstelle entstehen, wobei GG die
héhere Intensitat aufweist. RUNX2 gehdért den RUNT-Faktoren an und interagiert mit
dem Transkriptionsfaktor Sp1. Durch seine Expression wird der OPN-Promotor
aktiviert (GIACOPELLI et al., 2004) und durch seine vermehrte Ausbildung werden
die Genexpression von Osteopontin und die Transkriptionsaktivitat erhéht
(GIACOPELLI et al., 2004). SNPs innerhalb der RUNX Bindungsseiten werden in
drei Genen mit drei verschiedenen Autoimmunerkrankungen, SLE, Psoriasis und
rheumatischer Arthritis in Verbindung gebracht (D"’ALFONSO et al., 2005). Dies lasst
auf die wichtige Rolle des OPN-Polymorphismus bei autoimmunologischen
Prozessen schlieBen.
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3.7.2.5. OPN T-66G: rs28357094

Der SNP-66 liegt innerhalb der Promotorsequenz am nahersten am codierenden
Bereich des Osteopontingens. Es kommt zu einem Basenaustausch T/G. Dieser
Polymorphismus beeinflusst die Bindungsaffinitat der Transkriptionsfaktoren Sp1 und
Sp3, wobei das T-Allel eine hbéhere Promotoraktivitdt bewirkt, als das G-Allel
(GIACOPELLI et al., 2004). Der Transkriptionsfaktor Sp1 bindet sequenzspezifisch
an das -66T-Allel, aber nicht an das G-Allel (HUMMELSHOJ et al., 2006). Dadurch
wird mdglicherweise die Th1-Balance gegen die Th2-Balance in der Immunantwort
verschoben (HUMMELSHOJ et al., 2006). Weil Osteopontin fir das Gleichgewicht
von Th1-Antwort und Th2-Antwort eine wichtige Rolle spielt, ist es mdglich, dass der
SNP-66 mit diesem assoziiert ist (HUMMELSHOJ et al., 2006). Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass der Basenaustausch T/G funktionale Relevanz besitzt und
dadurch eine wichtige Rolle in Entziindungen spielt (HUMMELSHOJ et al., 2006).

3.7.3. Polymorphismen innerhalb eines Exons

Unter einem Exon ist der codierende Bereich eines Gens zu verstehen, der die

Informationen fiir ein Protein enthalt.
3.7.3.1. OPN T+282C: rs4754

Der Polymorphismus OPN T+282C befindet sich im sechsten Exon des
Osteopontingens. Es handelt sich um einen Basenaustausch (T—C) ohne zu einem
Aminosaureaustausch zu fahren. Die codierte Aminosaure Aspartat bleibt erhalten.
Die Referenzsequenz, die sogenannte conting reference, beinhaltet die haufiger
gefundene Sequenz, stellt also das haufiger gefundene Allel (= Wildtyp) dar. Im Fall
des SNP +282 handelt es sich um das T-Allel.

3.7.3.2. OPN T+750C: rs1126616

Der Polymorphismus OPN T+750C liegt im siebten Exon des OPN-Gens. Ebenfalls
kommt es bei diesem SNP zu einem Basenaustausch (T—C) ohne die Aminosaure
Alanin zu verandern. Die conting reference ist in diesem Fall das Allel T. Die
synonyme Sequenzanderung durch OPN+750 in Exon 7 (Ala®°Ala) des

Osteopontingens ist deutlich mit SLE in einer amerikanischen Kohorten-Studie
assoziiert (FORTON et al., 2002).

3.7.4. Polymorphismen innerhalb eines untranslatierten Genbereichs

Diese Polymorphismen liegen innerhalb eines Exons und sind somit in einer m-RNA

enthalten. Allerdings befinden sie sich im 3’untranslatierten Bereich, der nicht mehr

40



Aminosaure-codiert wird. Dieser Bereich einer m-RNA kann funktionell relevant sein,
weil dieser die Stabilitdt der m-RNA oder die Translationsrate beeinflussen kann. Auf
diese Weise kdnnen Sequenzanderungen innerhalb der 3’untranslatierten Region
diese Funktionen andern und Ursachen fur Erkrankungen darstellen. Dadurch sind
auch SNPs innerhalb eines uncodierten Bereichs funktionell von Bedeutung.

3.7.4.1. OPN A+1083G: rs1126772

Der SNP OPN A+1083G ist in dem uncodierten Bereich des Exon sieben des
Osteopontingens enthalten. Auch bei diesem Polymorphismus handelt es sich um
einen Basenaustausch. Die haufigere Base A ist durch die seltenere Base G
ausgetauscht und steht mit dem Krankheitsbild ALPS in Verbindung (CHIOCCHETTI
et al., 2004).

3.7.4.2. OPN A+1239C: rs9138

Bei dem Polymorphismus OPN A+1239C handelt es sich ebenfalls um einen
Basenaustausch (A—C) innerhalb des uncodierenden Bereichs des siebten Exon
des Osteopontingens. Dieser Basenaustausch ist mit SLE und ALPS assoziiert
(D'ALFONSO et al., 2005; CHIOCCHETTI et al., 2004).

Tab. 3.1.: Charakteristika der Single Nukleotide Polymorphismen (SNPs) des OPN-Gens:

SNP NCBI ID Lokalisation Variation Funktion

OPN A-1748G rs2728127 Promotor A/G Locus
OPN T-616G rs2853744 Promotor T/G Locus
OPN T-443C rs11730582 Promotor T/C Locus
OPN delG-156 rs11439069 Promotor delG- Locus
OPN T-66G rs28357094 Promotor T/G Locus

OPN T+282C rs4754 Exon 6 T/C Synonymous change
(Asp)

OPN T+750C rs1126616 Exon 7 T/C Synonymous change
(Ala)

OPN A+1083G rs1126772 Exon 7 A/G Untranslated region

OPN A+1239C rs9138 Exon 7 A/C Untranslated region
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3.8. GENOTYPISIERUNG DER OPN-POLYMORPHISMEN DURCH REAL-TIME
PCR

Den Nachweis der neun Osteopontin Polymorphismen wurde in der
Studienpopulation der vorliegenden Arbeit mittels Real-Time PCR auf dem
LightCycler 480 (Roche) gefihrt. Das LightCycler® System vereint die Vorteile einer
Rapid Cycle PCR mit denen der kontinuierlichen parallelen Fluoreszenzmessung
(WITTWER & RIRIE, 1997).

Unter Rapid Cycle PCR versteht man eine DNA-Amplifikation durch eine
Polymerasekettenreaktion mit sehr kurzen Zyklen von ca. 20-60 Sekunden
(WITTWER et al., 1994). Hierfir werden Kapillaren verwendet, die aufgrund des
Verhéltnisses von groBer Oberfliche zu kleinem Volumen, schnelle
Temperaturveranderungen durch HeiB- beziehungsweise Kaltluft ermdglichen
(WITTWER, 2001). Mit Hilfe der PCR lassen sich sehr geringe Mengen DNA
vervielfaltigen. Theoretisch genugt daftir ein Molekdl.

Ihr Prinzip liegt in der Denaturierung der DNA, dem Annealing und der Elongation
(MUHLHARDT, 2006). W&hrend des Denaturierungsschrittes wird die DNA auf 95°C
erhitzt, so dass sich die beiden Strange der Template-DNA trennen. Im zweiten
Schritt, dem Annealing, wird die Temperatur auf die fir den Primer passende
Annealingtemperatur gesenkt. Auf diese Weise kommt es zur Bindung der im
Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die komplementére Sequenz der
Template-DNA.

Im Anschluss wird die Temperatur auf 72°C erhdht (MUHLHARDT, 2006). Dies fihrt
zu einer optimalen Zweistrangsynthese. Die Primer werden verlangert, bis wieder
eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspringlichen Template-DNA exakt
gleicht. Weil die Komplementierung an beiden Strangen der Template-DNA durch
den Forward- und Reverseprimer ablauft, ist innerhalb eines Zykluses die Zahl der
Template-DNA verdoppelt. Wiederholt man den Zyklus erhalt man die vierfache
Menge. Diesen Schritt nennt man Elongation (MULHARDT, 2006).

Die simultane Fluoreszenzmessung erméglicht die Analyse der PCR-Produkte schon
wahrend der Amplifikation, daher spricht man von Real-Time PCR (JEONG et al.,
2005). Die Markierung der DNA kann sequenzunspezifisch durch interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgen oder sequenzspezifisch durch Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden.

Die Real-Time PCR ermdglicht wahrend der Amplifikation durch Vergleiche mit

externen Standards die Quantifizierung der Ausgangmenge an Kopien des
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Genabschnitts, der durch die Primer amplifiziert wird. Zudem kdnnen durch die
Schmelzpunktanalysen sequenzspezifische Informationen Uber das PCR-Produkt
gewonnen werden (CUI et al., 2007). Die Schmelzpunktanalyse mit Hybridization
Probes ermdglicht die Identifizierung von SNPs (LAY & WITTWER, 1997).

Bei Hybridization Probes handelt es sich um ein zusammengehdriges Paar von
kurzen mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Oligonukleotiden, einer so genannten
Ankersonde und einer Sensorsonde (MUHLHARDT, 2006). Der Sensor deckt die
variable Sequenz, also die Mutationsstelle, ab. Er bindet nukleotid-spezifisch und
temperaturabhangig an die DNA und wird zusammen mit dem Ankor am Ende der
Elongation wieder abgeschmolzen. Bindet der Sensor Allel-spezifisch, ist eine héhere
Temperatur fir das Abschmelzen nétig, da die Verbindung Sensor-spezifisches Allel
starker ist als eine Allel-unspezifische Bindung (WITTWER, 2001).

Das Detektionsprinzip der Hybridization Probes basiert auf einem Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET). Die mit Fluoreszein markierte Ankersonde
Ubertragt als Donor nach Anregung durch die Lichtquelle mittels Resonanz ihre
Energie auf den Akzeptor, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B. LCRed640)
markierte Sensorsonde (MEUER & WITTWER, 2005). Dieser wiederum emittiert
nach dieser Anregung Lichtquanten mit einer spezifischen Wellenlange, die vom
Photometer des LightCycler® Systems detektiert werden kénnen (WITTWER &
RIRIE, 1997). Entscheidend ist dabei, dass der FRET nur bis zu einer bestimmten
raumlichen Nahe zwischen Donor und Akzeptor stattfindet. Anker und Sensor
werden daher so konzipiert, dass sie spezifisch nur an zwei durch 1-5 Basen
getrennte Genabschnitte binden. Werden diese Sonden gleichzeitig an das
Amplifikat gebunden wird ein detektierbares Signal emittiert. Liegen eine oder beide
Sonden nur in Lésung bzw. unspezifisch hybridisiert vor, ist der durchschnittliche
Abstand zwischen den Hybridization Probes zu groB3, um ein signifikantes Signal
auszusenden (JEONG et al, 2005).

Zur ldentifizierung von SNPs wird direkt nach der Amplifikation durch Messung
dieses Signals eine Schmelzkurve erstellt (RASMUSSEN, 2001).

Die Schmelzkurvenanalyse beruht auf physikalischen Prozessen, d.h. auf der
temperaturabhangigen DNA-Anlagerung und -Dissoziation. Dabei wir die
Temperatur kontinuierlich langsam gesteigert und die Abnahme der Fluoreszenz
bestimmt. Die Schmelzkurve besitzt meist einen sigmoiden Verlauf und wird durch
Tm bestimmt (MEUER & WITTWER, 2005). Tm ist die Temperatur, bei der 50% der

doppelstrangigen DNA als Einzelstrange vorliegen. Der Tm wird durch Faktoren wie
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Salzkonzentration, MgCl..Konzentration und Stabilitdt der Basenpaarung beeinflusst.
Den Hauptfaktor stellen aber der GC-Basenanteil (Guanin/Cytosin) und dessen
Lénge dar.

Der Schmelzpunkt markiert die Temperatur, an dem diese Kurve am steilsten abfallt,
d.h. die Sonden am schnellsten dissoziieren. Leitet man die bei der Erstellung der
Schmelzkurve ermittelte Fluoreszenz nach der Zeit ab (dF/dt), entspricht der
Schmelzpunkt dem Scheitelpunkt der errechneten Kurve (RASMUSSEN, 20017).

Freie Ankersonde

‘ﬂl (T ’ Freie Sensorsonde

LightCycler® b ; LightCycler®
LED-Lichtquelle l-‘ ! Photometer

(g
Hybridisierte Ankersonde q Hybridisierte Sensorsonde
. o PH
| .1 | T, NN
i ir W T Fl
Amblifikat ") Missmatch

Abb. 3.1.: Wirkungsweise von Hybridization Probes.

Durch die Abstrahlung (hv1) der LightCycler® Lichtquelle wird das mit der Ankersonde verbundene
Fluoreszein (F) angeregt. Durch Resonanz vermittelt, kann die daraus resultierende Positionsenergie
der Elektronen auf nahe liegende Elektronen anderer Molekiile Ubertragen werden (blauer Pfeil). Der
mit der Sensorsonde gekoppelte Farbstoff LCRed640 (LC) kann auf diese Weise angeregt werden
und emittiert daraufhin Lichtquanten einer spezifischen Wellenlange (hv2), die vom LightCycler®
Photometer bestimmt werden kdnnen. Dieser so genannte FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) findet signifikant nur bei rdumlicher N&he zwischen dem Donor Fluoreszein und dem
Akzeptor statt. Diese ist nur gewahrleistet, wenn beide Hybridization Probes an das Amplifikat binden
(unten), nicht aber, wenn sie sich frei in Ldsung befinden (oben). In diesem Fall wird die Energie als
Fluoreszenz freigesetzt (hv3). Ein Mismatch, eine Fehlbindung, der Sonden mit dem Amplifikat
beeinflusst die Stabilitdt der Hybridisierung und bedingt deren Dissoziation mit dem PCR-Produkt bei
niedrigeren Temperaturen. Damit die Sensorsonde nicht als Primer fir die Polymerase wirken kann,
wird das 3’-Ende phosphoryliert (PH).

Quelle: Roche Diagnostics, Workshop Martinsried, 2007

Beim Design von Hybridization Probes wird im Allgemeinen darauf geachtet, dass
der Schmelzpunkt der Ankersonde mdglichst nicht durch unter ihr liegende
Polymorphismen beeinflusst werden kann. Zusatzlich sollte dieser hdher liegen als
der Schmelzpunkt der Sensorsonde, unter der die interessierenden Mutationen
liegen (WITTWER, 2001). Da die durch den FRET vermittelte Fluoreszenz nur dann

emittiert wird, wenn beide Sonden mit dem PCR-Produkt hybridisiert sind, wird so bei
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der Schmelzpunktanalyse die Dissoziation der Sensorsonde von dem Amplifikat
ermittelt. Der Schmelzpunkt einer Sensorsonde ist abhangig von der Stabilitat seiner
Bindung an das PCR-Produkt. Diese wird unter anderem von der Anzahl der
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den einzelnen Basen bestimmt (MEUER &
WITTWER, 2005). Ein Mismatch, also die fehlende Kompatibilitdt einer Base mit
ihrem zugehdrigen Partner, bewirkt daher eine schwachere Bindung zwischen
Sensorsonde und Amplifikat. Zuséatzlich kann diese Bindung auch durch daraus
entstehende strukturelle und elektrostatische Sekundareffekte weitergehend
beeinflusst werden (RASMUSSEN, 2001). Im Allgemeinen betragt der Abstand
zwischen dem Schmelzpunkt des Wildtyps und der Mutation ca. 5°C. Da dabei aber
auch die Position des Mismatches in der Sensorsonde, sowie die Nachbarbasen eine
Rolle spielen, kénnen mittels der Schmelzpunktbestimmung sogar unterschiedliche
Mutationen voneinander abgegrenzt werden (JEONG et al., 2005).
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4. ZIELE DER ARBEIT

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die neun Polymorphismen des
Osteopontingens mit der chronischen Parodontitis assoziiert sind.

Hierzu werden die SNPs OPN A-1748G:rs2728127, OPN T-616G:rs2853744, OPN
T-443C:rs11730582, OPN T-66G:rs28357094, OPN T+282C:rs4754, OPN
T+750C:rs1126616, OPN A+1083G:rs1126772, OPN A+1239C:rs9138 und der
Deletionspolymorphismus OPN delG-156:rs11439060 bei 402 Patienten mit
chronischer Parodontitis und 793 Kontrollpersonen untersucht. Die Genotyp- sowie
die Allelfrequenz der Polymorphismen der Patientengruppe soll mit denen der
Kontrollgruppe verglichen werden. AuBerdem sollen die Genotyp- und
Allelfrequenzen der Studienpopulation dahingehend untersucht werden, ob eine
geschlechtsspezifische Verteilung der Polymorphismen vorhanden ist, und ob eine
Verbindung zum Risikofaktor Rauchen existiert.
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5. MATERIAL UND METHODEN
5.1. STUDIENPOPULATION

5.1.1. Kohorte mit chronischer Parodontitis

Diese Gruppe umfasst 402 Patienten mit chronischer Parodontitis, welche in der
Poliklinik fir Zahnerhaltung und Parodontologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen in Behandlung waren oder sind (P1-402). Patienten mit systemischen
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Immundefekten, sowie Patienten mit einem
erhdhten Endokarditis-Risiko und schwangere Frauen wurden nicht in die Studie
aufgenommen. Alle Patienten erhielten Information Gber Ablauf, Inhalt und Ziele der
Untersuchungen und erklarten schriftlich vor der Aufnahme in die Studie ihr
Einverstandnis zur Teilnahme.

Das Vorliegen einer ,generalisierten, chronischen Parodontitis® wurde anhand einer
kombinierten radiologischen und klinischen Befunderhebung diagnostiziert: An jedem
Zahn wurde eine 6-Punkt Taschensondierungstiefenmessung (TST) durchgefihrt,
wobei Provokation einer Blutung notiert wurde (,bleeding on probing“, BOP). Die
Lokalisation der Messpunkte war mesiobukkal, zentrobukkal, distobukkal, distooral
zentrooral und mesiooral. Die Messung erfolgte entlang der Zahnachse, vom
Gingivalsaum zum Sulkusboden, mit Hilfe einer Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy
Europe, Leimen, Deutschland). Der Furkationsbefall wurde mit einer Naber Sonde
Typ PQ2N (Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland) in horizontaler Richtung vom
Furkationseingang bis zum Defektboden gemessen. Die Einteilung erfolgte anhand
der Klassifikation von Nyman und Lindhe (1997):

Grad |: Furkation bis 3mm horizontal sondierbar

Grad II: Furkation mehr als 3mm horizontal sondierbar, jedoch nicht durchgangig

Grad Ill: Furkation durchgangig sondierbar

Tab. 5.1.: Einteilung des Furkationsbefall von Pramolaren und Molaren.

Auch die Zahnlockerung wurde in drei verschiedene Klassen eingeteilt:

Grad |: Zahnkrone bis 1Tmm auslenkbar

Grad Il: Zahnkrone mehr als 1mm auslenkbar

Grad lll: Zahn bewegt sich auf Lippen- und Wangendruck, auch in axialer Richtung

Tab. 5.2.: Einteilung des Lockerungsgrades.
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Zusatzlich zum Klinischen wurde ein réntgenologischer Befund erhoben. Zur
Beurteilung des Knochenniveaus wurde bei Patienten der Untersuchungsgruppe ein
Orthopantomogramm angefertigt. Dabei wurde die Distanz zwischen Limbus
alveolaris und der Schmelz-Zement-Grenze als Zeichen des Knochenverlusts
bestimmt. Werte von =1mm zirkuldar um den betroffenen Zahn wurden als
Attachmentverlust interpretiert.

Um in die Untersuchungsgruppe aufgenommen zu werden, mussten folgende
Kriterien erflllt sein: Mindestens 5 Zahne mussten eine Taschensondierungstiefe
>5mm oder einen Furkationsbefall vom Grad Il oder lll aufweisen. Der Abstand des
Limbus alveolaris zur Schmelz-Zement-Grenze sollte zirkuldr mindestens 3mm

betragen.
5.1.2. Kohorte ohne Parodontitis

Die Kontrollgruppe umfasst 793 gesunde Blutspender kaukasischer Herkunft.

Alle Individuen dieser Gruppe wurden parodontologisch untersucht. Diese sollten
keinerlei klinische Anzeichen einer chronischen Parodontitis aufweisen und durften
sich innerhalb der letzten finf Jahre keiner Parodontaltherapie unterzogen haben. Es
sollten noch mehr als 22 Z&hne in situ sein und es durfte nicht an mehr als einer
Stelle eine maximale Taschensondierungstiefe von =2=3mm vorhanden sein.
AuBerdem durften kein Furkationsbefall und kein Knochenabbau feststellbar sein.

Bei der Kontrollgruppe wurde, sofern kein aktuelles Orthopantomogramm zur
Verfigung stand, aus ethischen Grinden auf die gesonderte Anfertigung eines
Rdéntgenbildes verzichtet.

Die Studie wurde vom Ethikkommitee der medizinischen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat genehmigt (290/01).

5.1.3. Blutentnahme

Jedem Patienten und jeder Kontrollperson wurden 9ml vendses Blut aus der
Armbeuge entnommen. Dazu verwendete man sterile Réhrchen (Monovette®,
Sarstedt, Nimbrecht) mit 1,6mg Kalium-EDTA-L&sung pro ml Blut. Das enthnommene
Blut wurde gleichmé&Big mit der Kalium-ETDA-LSsung in Kontakt gebracht.

5.1.4. Aufarbeitung der Blutproben

Die Blutproben wurden auf zwei verschiedene Arten verarbeitet.

Das entnommene Vollblut wurde 10 Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. Das
Uberstehende Plasma wurde abpipettierte. Der Buffycoat (Leukozyten und
Thrombozyten), der sich auf dem Erythrozytensediment befand, wurde entfernt und
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in ein 1,5ml Eppendorf-GefaB umgeflillt. Die Plasmaproben wurden fiir die spatere
Verwendung bei —20°C eingelagert.

Die zweite Mdglichkeit der Blutaufarbeitung bestand darin, nach Abnahme des
Plasmas, das Erythrozytensediment mit dem Buffycoat (Volumen etwa 5ml) in ein
15ml Zentrifugenréhrchen zu UOberfihren und mit Erythrozytenlysepuffer (155mM
NH4Cl, 400 mM NaCl, 1mM EDTA) auf 12ml aufzufillen. Es erfolgte eine Inkubation
von etwa 10 bis 30 Minuten bei Zimmertemperatur oder 37°C, bis die Erythrozyten
lysiert waren. Nach ihrer vollstdndigen Lyse wurde die Lésung 10 Minuten bei
2000rpm  zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Leukozytensediment in 1ml Ery-Lysepuffer resuspendiert, in ein 1,5ml GefaB
Uberfihrt und mittels einer Tischzentrifuge (Modell SD und AL, Roth) fir 5 Minuten
bei 5000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und verworfen. Das
Leukozytensediment wurde entweder bei -20°C aufbewahrt oder sofort

weiterverarbeitet.
5.1.5. Isolierung genomischer DNA
5.1.5.1. DNA-Isolierung mit Hilfe des QlAamp® Blood Midi Kit

200ul Buffycoat wurden in ein 1,5ml ReaktionsgefaB, in dem 20ul Proteinase K-
Lésung (20mg/ml, Quiagen) enthalten waren, tberflihrt. Nach Zugabe von 200ul im
Kit enthaltenen Lysepuffers AL (10 mM Tris/HCI PH 8, 400 mM NaCl, 10 mM EDTA),
wurde die Lésung sorgfaltig mittels Vortex-Schuttler vermischt. Danach folgte eine
Inkubation der Réhrchen von 10 Minuten im Wasserbad bei 56 °C. Nach Zugabe von
200ul 100%igem Ethanol (Merck) und erneutem Mischen, wurde das Lysat auf die
vorgesehene Saule Ubertragen und eine Minute bei 13000 Upm zentrifugiert. Die in
der Lésung erhaltene DNA heftete sich hierbei an die Silica-Gel-Matrix der Saule. Im
weiteren Verlauf erfolgten zwei Waschschritte. Im ersten Waschschritt wurden 500pl
Puffer AW1 auf die Saule aufgebracht und fir 1 Minute bei 13000 Upm zentrifugiert.
Das Filtrat wurde verworfen. Im zweiten Waschschritt wurde der Durchfluss, der aus
500ul Puffer AW2 und 3 Minuten langer Zentrifugation bei 13000 Upm entstand,
ebenfalls abpipettiert. Um mdglichst alle Reste des ethanolhaltigen Puffers AW2 zu
beseitigen, wurde ein zusatzlicher einminltiger Zentrifugationsschritt bei 13000 Upm
durchgefihrt. Zur Elution der DNA wurde die Saule in ein sauberes 1,5ml-Gefal
platziert und es wurden 200ul Elutionspuffer AE direkt auf die Membran der Saule

aufgetragen. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine
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Zentrifugation fir 3 Minuten bei 13000 Upm. Die so gewonnene DNA wurde bei
—20°C aufbewabhrt.

5.1.5.2. DNA-Isolierung nach der Aussalzmethode (MILLER 1988)

Ausgangsmaterial waren die aus 9ml Blut isolierten Leukozyten. Die Zellen wurden in
15ml Zentrifugenréhrchen (Spitzboden) dberfihrt und in 6ml Kernlysepuffer (10 mM
NH4CI, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA) durch Auf- und Abpipettieren, sowie durch Mixen
auf dem Vortex-Schuttler resuspendiert. Zur Degradation von Membran- und
Proteinanteilen wurde SDS (Natriumdodecylsulfat-Lésung 20%, Endkonzentration
1%) und Proteinase K (Quiagen, Endkonzentration 0,2mg/ml) zugegeben. Es erfolgte
eine Inkubation bei 37°C flr mindestens drei Stunden. Wahrend dieser
Inkubationszeit wurde wiederholt auf dem Vortex-Schittler gemixt, um die DNA
besser in Losung zu bringen. Dabei musste darauf geachtet werden, dass sich die
DNA vollstandig 16st und nicht mehr als geléeartiges Aggregat vorlag. Sonst ware sie
bei den Folgeschritten verloren gegangen. Um die DNA vollstdndig aufzulésen,
wurde das Volumen an Kernlysepuffer gegebenenfalls erhéht und die Inkubation bei
37°C verlangert. Zur Fallung der Protein- und Membranfragmente wurde '/3 Volumen
5M NaCl-Lésung zugegeben, kraftig gemixt und flr mindestens 30 Minuten Uber
Nacht bei 4°C oder auf Eis inkubiert. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 3600rpm
wurde der Uberstand abpipettiert und anschlieBend nochmals 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand dieses Schrittes wurde in ein neues Réhrchen Uberfiihrt,
mit 0,6 Volumen Isopropanol (Merck) versetzt und langsam gemischt. Die
fadenférmig ausgefallene DNA wurde mit einer automatischen 200-pl-Pipette
aufgenommen und zweimal in 70%igem Ethanol (Merck) gewaschen. AnschlieBend
wurde die DNA zur Trocknung von der Spitze in einem 1,5-ml-Eppendorf-Gefal
abgestreift. Dadurch vermied man einen Verlust der getrockneten DNA durch
Abfallen von der Spitze. Die getrocknete DNA wurde je nach Menge in 100-500pul TE-
Puffer (10 mM Tris/HCI PH 8, 1 mM EDTA) geldst. Die Aufbewahrung erfolgte bei
—20°C.

5.1.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Messung der Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer
Wellenlange von 260nm in einem Photometer Modell Gene Quant Pro RNA/DNA
Calculator® (Amersham Pharmacia) durchgefiihrt. Nach der Bestimmung der

Konzentration erfolgte die Verdliinnung der Proben zu einer Endkonzentration von
100ng/pl.
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5.1.7. Real-Time PCR auf dem LightCycler ® System
5.1.7.1. Auswahl der Sonden
Um eine hohe Spezifitét bei der Real-Time PCR zur ldentifizierung der OPN SNPs zu

erreichen, wurden von der Firma TIB-Molbiol fir die einzelnen SNPs Sonden-

Kombinationen synthetisiert.

Tab. 5.3.: Folgende Sonden wurden verwendet:

Sonde Sequenz

OPN -1748A 5-:gTTTTTAQAATTTTCAgACTTCCC—FL -3

OPN -1748 Anchor 5'-: LC Red670-CCACTAAATTgACAACATgACACgCTT—PH *-3°
OPN -616 Anchor 5°-: CTCCTgAAgCAgCCCTCTCAAgC—FL -3

OPN -616G 5'-: LC Red610-TCATCCTgCTCTCAgTCAgAAAC—PH -3
OPN -443 Anchor 5°-: TCACAAAgCTAAgGCTTgAgTAgTAAAgGgAC—FL 3°

OPN -443C 5'-: LC Red640-AggCAAgTTCTCTgAACTCCTT—PH 3
OPN -156G 5-:gTTTTTggTTTTTTTTTgTTTTAACC—FL -3°

OPN -156 Anchor 5°-: LC Red640-AACCAgAgggggAAgTgTgggAgC—PH -3
OPN -66G 5°-: ATJACACAATCTCgCCgCC—FL -3

OPN -66 Anchor 5°-: LC Red610-CCCTgTgTTggTggAggATgTCTgC—PH -3
OPN +282C 5'-: AAGATgATgACgACCATgTgg—FL -3°

OPN +282 Anchor 5'-: LC Red610-CAgCCAggACTCCATTgACTCgAA—PH -3
OPN +750C 5'-: ggAAAgCCAATgATgAgAgCA—FL -3°

OPN +750 Anchor  5'-: LC Red640-TgAgCATTCCgATgTgATTgATAGTCA—PH -3°

OPN +1083G 5°-: AAACACATCAQTTATTTCCAgAC—FL -3
OPN +1083 Anchor | 5°-: LC Red640-CAAATAQATACACATTCAACCAATAAACTg—PH -3
OPN +1239C short 5 -TgTTTgCgTCTACATAAATTTC—FL -3

OPN +1239 Anchor | 5-:.LC610-TTCATgAgAgAATAACAAATATTAAAATACAgTg—PH -3

5.1.7.2. Auswahl der Primer

Bei der Konzeption der Real-Time PCR wurde besonderer Wert auf eine hohe
Spezifitat des Verfahrens zur Identifizierung der OPN Polymorphismen gelegt .Dafir
wurden von der Firma TIB-Molbiol fir die einzelnen SNPs Primer-Kombinationen
synthetisiert. Primer sind kurze Nukleotidsauren aus mehreren Mononukleotiden, die
tber Phosphordiesterbindungen verknilpft sind (CALLADINE et al., 2006). Sie stellen
ein kurzes Stick DNA mit definierter Sequenz dar, das als Verlangerungspunkt der
Polymerase dient (WITTWER, 2001). Zudem mussen die Primer so gewahlt werden,
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dass sie nicht untereinander oder mit den Sonden in relevanten Umfang
hybridisieren kdnnen. AuBerdem dirfen die Primer nicht auf dem variablen Bereich
liegen (MUHLHARDT, 2006). Damit sie diese Funktionen, und somit eine spezifische
Amplifikation innerhalb der PCR erflllen, muss die geeignete Primerpaarkombination
far jeden Polymorphismus getestet werden.

Tab. 5.4.: Folgende Primer fanden Verwendung:

Primer- Name Sequenz

OPN -1748 F 5'-: ggCTCCAgCATAATCTATTCCTA -3

OPN -1748 R 5'-: TggTTTgTAggTAATAAgCACCCAT -3
OPN -443 Bm 5-gAAggCTATTGTTCAAGCCTACA -3

OPN -616 F 5°-CATggATgAgggAACAAQQATA -3
OPN-616 S 5'-AgCAgTgACACAgGCggAA -3°

OPN -156 F 5'-: CTJAATgCCCATCCCgTA -3

OPN -66 A 5'-: AAgCCCTCCCAgGAATTTAAATGC -3°

OPN -66 R 5'-: TJACAACCAAgCCCTCCCAgAA -3

OPN +282 R 5'-: gTJAGACTCATCAGACTggTgAgAA -3
OPN +282 S 5'-: TAATTTTCAgACCCTTCCAAg -3

OPN +750 B 5'- :ATggCTgTggAATTCACgg —3'

OPN +750 S 5'- :TJAAACCCACAgCCACAAg -3°

OPN +1083 F 5'-: CATgJAATTAgATAgTgCATCTTCTgAgg -3°
OPN +1239 A 5-: TgTTATATTCTCTTTTTAAQTgggTA -3°
OPN +1239 S 5'-: gTCTATgTTCATTCTATAgAAgAAATQC -3

5.1.7.3. Testdurchfiihrung

Um fir jeden der neun Polymorphismen eine spezifische Real-Time PCR mit
paralleler Fluoreszenzmessung, und somit eine genaue ldentifizierung der SNPs zu
gewahrleisten, mussten alle Primer- und Sondenpaaren getestet werden. Ziel war es,
diejenige Kombination von Primern und Sonden zu finden, die eindeutige
Schmelzkurven generierten und somit einem spezifischen Genotyp (Wildtyp,
heterozygoter Typ, Mutante) zuzuordnen waren. Hierzu wurde in die von der Firma
Roche hergestellten Kapillaren fir den LightCycler 480 fir 15 Proben je Probe 1l
Genotyping Master-Mix, 0,25ul fir je einen auszutestenden Primer, 0,25ul der
Sensor- und 0,25ul der Ankersonde, 3,125l destilliertes Wasser pro Probe pepittiert
und 15 verschiedene DNA Proben der Studienpopulation von je 0,5ul hinzugeflgt
und gemischt. Zur Qualitatssicherung wurde zusétzlich eine Negativkontrolle ohne
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DNA beigefligt. Die Kapillaren wurden dann im Rotor des LightCycler® Instruments
platziert. Die Annealing-Temperatur der Sonden und Primer musste manuell
eingestellt und ebenfalls ausgetestet werden. Fir die Analyse wurde das Programm
mit den in der Tabelle 5.5. aufgelisteten Parametern gewahlt und daraufhin der Lauf
gestartet. Die PCR und Schmelzkurvenanalyse wurden im LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefihrt. Auf die 15-minltige
Anfangsdenaturierung bei 95°C, folgten 45 Amplifikationszyklen in 35 Sekunden mit
ausgetesteter Primertemperatur und schlieBlich die Schmelzkurvenanalyse bei
kontinuierlich ansteigender Temperatur.

Nach dem Lauf konnten die PCR Produkte in den Kapillaren bei -20°C fir die spatere

Weiterverarbeitung eingefroren werden.

PCR-Schritt Temperatur Zyklendauer/Zyklenzahl
Inkubation 95°C 1
00:10:00
95°C .45.
Amplifizierung 56°C-60°C 00:00:10
72°C 00:00:10
00:00:15
95°C _ 1 .
Schmelzkurvenanalyse 40°C 00:01:00
80°C 00:00:30
Continuous
Abkiihlung 40°C 1
00:00:30

Tab. 5.5.: Angewandte PCR-Bedingungen, Anzahl und Dauer der Zyklen, sowie der
Primertemperatur.

5.1.7.4. Testauswertung

Zur Visualisierung und Auswertung der Schmelzkurven wurde die LightCycler®-
Software (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Proben
wurden in drei Kategorien, homozygoter Wildtyp, heterozygoter und homozygoter
Trager der Mutation eingeteilt. War eine Schmelzkurve nicht eindeutig einem
Genotypen zuzuordnen, wurde die Probe erneut analysiert.

Die Bestimmung der Schmelzpunkte wurde mit dem Programmabschnitt Melting
curve analysiert. Dabei wurde der digitale Filter aktiviert. Die Berechnung erfolgte
anhand der polynomialen Kalkulationsmethode. Die Melting-Peaks wurden mit dem
Programm Melting Peaks analysiert.

FOr jeden der neun Polymorphismen wurde ein bestimmtes Primerpaar mit
dazugehdérigem Sondenpaar bei einer bestimmten Annealing-Temperatur ermittelt.
Bei den SNPs OPN-156 und OPN+1083 waren asymmetrisch ablaufende PCR-
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Ansatze notwendig. Eine asymmetrische Polymerasekettenreaktion dient als
Optimierungsstrategie. Durch Konzentrationssenkung des Forward- bzw. Erhéhung
des Reverse-Primers, wird der Strang der DNA, an den die Sonde bindet, bevorzugt
synthetisiert.

Mit dieser Kombination von Primern und Sonden erhielt man definierte
Schmelzkurven und Melting-Peaks fiir jeden Polymorphismus. Diese waren eindeutig

einem bestimmten Genotyp zuzuordnen.

Tab. 5.6.: Ergebnisse der Austestungen:

Forward Revers Primer | Sonden-Paar Annealing | Primer-
Primer Asymmetrie
OPN T-66G 156 F 66 R 66 (Ankor+Sensor) 60°C
OPN delG-156 156 F 66 A 156 (Ankor+Sensor) 60 °C 1:5
OPN T+282C 282 S 282 R 282 (Ankor+Sensor) 57 °C
OPN T-443C 616 F 443 Bm 443 (Ankor+Sensor) 56 °C
OPN T-616G 616 S 443 Bm 616 (Ankor+Sensor) 56 °C
OPN T+750C 750 S 750 B 750 (Ankor+Sensor) 58 °C
OPN A+1083G 1083 F 1239 A 1083 (Ankor+Sensor) | 58 °C 5:1
OPNA+1239C 1239 S 1239 A 1239 (Ankor+Sensor) | 58 °C
OPN A-1748G 1748 F 1748 R 1748 (Ankor+Sensor) | 59 °C

Die Genotypisierung erfolgte durch das Programm Genotyping. Hierbei werden die
Kurven automatisch ausgewertet und zu Genotypen, abhangig vom Verlauf der
Schmelzkurve, gruppiert. Dabei werden unbekannte Gruppen mit Standards
verglichen und Negativ-, wie Positiv-Proben kdnnen definiert werden. Die
Genauigkeit hangt von der Auflésung der Schmelzkurven und diese wiederum von
der Menge der akquirierten Daten pro °C Temperaturerhdhung ab.

5.1.8. Effizienz der PCR
Die Zuverlassigkeit der ausgetesteten Primer, Sonden und PCR-Produkte am

LightCycler wurde mit einer PCR mittels ThermoCycler (Thermal Cycler DNA Engine,
Peltier, DYAD ™) und einer anschlieBenden Agarosegel-Elektrophorese untersucht.

5.1.8.1. PCR mittels ThermoCycler

Das Prinzip der PCR mittels ThermoCycler (Thermal Cycler DNA Engine, Peltier,
DYAD ™) entspricht dem der PCR durch den LightCycler (Roche). Der Unterschied
besteht darin, dass sich bei der Polymerasekettenreaktion durch den ThermoCycler
der PCR-Ansatz und die Bedingungen verschieden gestalten. AuBerdem sind keine
Sonden enthalten. Der PCR-Ansatz setzte sich aus einem PCR-Puffer (15mM MgCly,
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Quiagen), einem der vier Deoxynukleotidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Sigma), der Hot Start Tag-DNA-Polymerase (Qiagen), destilliertem Wasser (aqua ad
injectabila, Braun) zur Einstellung des Gesamtvolumens, sowie der als Matrize
dienenden Ausgangs-DNA zusammen. Das Primer-Annealing wird in einem

Temperaturbereich von 50-70°C getestet.
5.1.8.2. Agarosegelelektrophorese

Die hergestellten PCR-Produkte mittels ThermoCycler wurden in eine Agarosegel-
Elektrophorese (berfihrt. Die Agarosegelelekirophorese dient zur horizontalen
Auftrennung von Doppelstrang-DNA-Fragmenten nach ihrer Gr6Be innerhalb eines
elektrischen Feldes. Die verschieden langen DNA-Fragmente wandern durch die
Gelporen des Agarosegels. Das Gel wird horizontal in eine Kammer mit einer
Pufferldsung platziert, an die ein Spannungsfeld angelegt wird. Die negativ
geladenen Nukleinsduren bewegen sich dabei zu der positiv geladenen Anode. Da
kleinere Fragmente schneller durch die Poren laufen, kann, durch Vergleich mit
einem Molekulargewichtsstandard, die GréBe ermittelt und die Konzentration
abgeschéatzt werden. Sichtbar werden die Banden durch Interkalation des in UV-Licht
orange fluoreszierenden Farbstoffs Ethidiumbromid, der an die DNA bindet. Der
Farbstoff wird zur Gellésung und/oder zum Laufpuffer zugegeben. Verwendet wurden
2%tige Agarosekonzentrationen. Die entsprechende Menge Agarose (Typ I-A,
Sigma) wurde in 200ml oder 250ml 1xTBE-Puffer (10X TBE: 890mM Tris, 890mM
Borsaure, 20mM Edta ph8) durch Kochen in einem Mikrowellenofen vollstandig
geldst. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von Ethidiumbromid (Sigma) in einer
Menge von 4pl. Die vermischte Gellésung wurde in einen Gelschlitten (15x25cm) mit
vier Gelkdmmen gegossen. Nach Erstarrung der Agarose wurden die Kamme
vorsichtig herausgezogen. Auf diese Weise entstand ein Gel mit Taschen. Der
Geltrager wurde in die mit Laufpuffer (1xTBE-Puffer mit 0,3 Ethidiumbromid) geflllte
Gelkammer gestellt und die DNA-Proben, mit /4 Volumen Auftragspuffer gemisch,t
aufgebracht. Zusatzlich wurden in die Geltaschen am Rand 15ul eines DNA-Leiters
(100bp DNA-Ladder, Cambrex) als GréBenstandard pipettiert. Der Lauf erfolgte bei
120 Volt fur zwei Stunden. Zum Schluss wurde das Gel auf dem UV-Transilluminator
betrachtet und fotografiert. Die Agarosegelelektrophorese wird zur Auftrennung der
DNA-Fragmente und zur Kontrolle einer erfolgreichen Amplifikation in der PCR fur

die Sequenzierung der Kontrollproben verwendet
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5.1.9. Reinigung der PCR-Produkte fiir die Sequenzierung

Die PCR-Produkte, die mittels des ThermoCyclers flir die Sequenzierung hergestellt
worden sind, wurden mit Hilfe eines kommerziellen Kits (QlAquick PCR Purification
Kit, Qiagen) gereinigt. Mit Hilfe dieser Purifikation kénnen die nicht eingebauten
Primer, Primerdimere, sowie andere Reagenzien aus der PCR effizient entfernt
werden. Fir diesen Vorgang wurden die PCR-Produkte in ein 1,5ml-Reaktionsgefal3
dberfihrt und mit 5 Volumen des im Kit erhaltenen Bindungspuffers PB versetzt.
Nach sorgféltigem Mischen wurde die Ldésung auf die dafiir vorgesehene Séaule
aufgetragen und fir 1 Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Die in der L6sung erhaltene
DNA heftete sich hierbei an die Silica-Gel-Matrix der Saule. Zum Waschen wurden
750ul Puffer PE auf die Saule pipettiert, fir 1 Minute bei 13000rpm zentrifugiert und
das Filtrat verworfen. Um mdéglichst alle Reste des ethanolhaltigen Puffers PE zu
beseitigen, wurde ein zusatzlicher Zentrifugationschritt fir 1 Minute bei 13000rpm
durchgefiihrt. Zur Elution der DNA wurde die Saule in ein neues GefaB platziert und
es wurden 40-60ul Elutionspuffer EB direkt auf die Membran der Saule aufgetragen.
Nach Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur, erfolgte eine Zentrifugation fir 3
Minuten bei 13000rpm. Um die Ausbeute zu erhéhen, wurde das Filtrat anschlieBend
erneut auf die Saule aufgetragen und die Zentrifugation wiederholt. Die so gewonnen
PCR-Produkte wurden durch ein kommerzielles Sequenzierungsunternehmen
sequenziert (SEQUISERVE, Dr. Willi Metzger).

Nach Bestatigung der Genotypen durch die Sequenzierung, diente die gesamte
genomische DNA der Studienpopulation als Ausgangsmaterial. Diese wurde mittels
des LightCyclers (Roche) anhand Real-Time PCR und Genotypisierung verifiziert.
Insgesamt wurden neun Polymorphismen des humanen OPN- Gens in der
Studienpopulation untersucht. Im Einzelnen sind dies OPN A-1748G:rs2728127,
OPN T-616G:rs2853744, OPN T-443C:rs11730582, OPN delG-156:rs11439060,
OPN T-66G:rs28357094, OPN T+282C:rs4754, OPN T+750C:rs1126616, OPN
A+1083G:rs1126772 und OPN A+1239C:rs9138.

5.1.10. Nachweis der Basenvariationen in den OPN- Polymorphismen
5.1.10.1. Nachweis der Basenvariation flir OPN A-1748G: rs2728127

Bei diesem Polymorphismus liegt ein Basenaustausch A/G vor. Um diesen
nachzuweisen, bindet die hinzugefigte Sonde Allel-A spezifisch. Am Ende der
Schmelzkurvenanalyse erhielt man flr die drei méglichen Genotypen (AA; AG; GG)
drei differente Melting-Peaks mit dazugehdriger Schmelzkurve. Der Melting-Peak bei
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héherer Temperatur zeigt, durch die Allel-spezifische Bindung der Sonde, den
Genotyp AA an. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem Peak bei niedriger
Temperatur um den homozygoten Genotyp GG, und somit um einen

Basenaustausch. Der heterozygote Genotyp wird durch die zwei homozygoten Peaks
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Abb. 5.1.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN A-1748G. Dargestellt
sind der mutierte homozygote Genotyp GG, der heterozygote Genotyp AG und der homozygote
Genotyp AA (=Wildtyp) mit jeweils zugehorig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-
Peaks.

5.1.10.2. Nachweis der Basenvariation fiir OPN T-616G: rs2853744

Bei dem SNP OPN T-616G wurde, um die Basenvariation festzustellen, eine G-Allel
spezifische Sonde verwendet. Auch hier erhielt man zu den drei mdglichen
Genotypen (TT; TG; GG) drei zugehdrige Melting Peaks mit Schmelzkurve.
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Abb. 5.2.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN T-616G. Dargestellt sind
der homozygote Genotyp TT (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp TG und der homozygot mutierte
Genotyp GG mit jeweils zugehdrig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.
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5.1.10.3. Nachweis der Basenvariation fiir OPN T-443C: rs11730582

Um den Basenaustausch T/C innerhalb des Osteopontin-Polymorphismus T-443C
festzustellen, kam eine C-Allel spezifische Sonde zum Einsatz. Die erhaltenen
Melting Peaks mit Schmelzkurve spiegeln die drei Genotypen TT, TC und CC wider.
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Abb. 5.3.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN T-443C. Dargestellt sind
der homozygote Genotyp TT (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp TC und der homozygot mutierte
Genotyp CC mit jeweils zugehérig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.

5.1.10.4. Nachweis der Basenvariation fiir OPN delG-156: rs11439060
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Abb. 5.4.: Die drei verschiedenen Genotypen fiir den Polymorphismus OPN delG-156. Dargestellt
sind der homozygote Genotyp del-G/del-G (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp del-G/G und der
homozygot mutierte Genotyp GG mit jeweils zugehdrig temperaturabhangigen Schmelzkurven und
Melting-Peaks.

Bei diesem Deletionspolymorphismus bindet die verwendete Sonde G-Allel
spezifisch. Wenn das Allel G vorhanden ist, erhalt man aufgrund der spezifischen
Bindung einen Melting Peak bei hdherer Temperatur. Bei niedrigerer
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Temperaturangabe wird das Allel delG angezeigt. Der heterozygote Genotyp ergibt
sich aus den beiden Melting Peaks fir das jeweils homozygote Allel.

5.1.10.5. Nachweis der Basenvariation fiir OPN T-66G: rs28357094
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Abb. 5.5.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN T-66G. Dargestellt sind
der homozygote Genotyp TT (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp TG und der homozygot mutierte
Genotyp GG mit jeweils zugehdrig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.

Der SNP OPNT-66G kann zu einem Basenaustausch T/G flihren. Dieser wurde
durch eine G-spezifische Sonde nachgewiesen. Es ergaben sich fir die drei
moglichen Genotypen (TT, TG, GQG) drei Melting Peaks mit zugehoriger

Schmelzkurve.

5.1.10.6. Nachweis der Basenvariationen fiir OPN T+282C: rs4754
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Abb. 5.6.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN T+282C. Dargestellt sind
der homozygote Genotyp TT (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp TC und der homozygot mutierte
Genotyp CC mit jeweils zugehorig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.
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Nach dem Prinzip der Messung der Abschmelztemperatur, wurde fir den
Polymorphismus OPN T+282C eine Allel-C spezifische Sonde verwendet. Es ergab
sich wiederum fir jeden Genotyp ein Uber die Abschmelztemperatur zugehdériger
Melting Peak mit Schmelzkurve.

5.1.10.7. Nachweis der Basenvariation fiir OPN T+750C: rs1126616

Fir den Polymorphismus OPN T+750C wurde, um den Basenaustausch T/C
nachzuweisen, ebenfalls eine C-spezifische Sonde zu der PCR-Amplifikation
hinzugeflgt. Es ergaben sich Uber die Abschmelztemperatur der Sonde erneut drei
spezifische Melting Peaks mit den zugehdrigen Schmelzkurven.
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Abb. 5.7.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN T+750C. Dargestellt sind
der homozygote Genotyp TT (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp TC und der homozygot mutierte
Genotyp CC mit jeweils zugehorig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.

5.1.10.8. Nachweis der Basenvariation fiir OPN A+1083G: rs11226772
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Abb. 5.8.: Die drei verschiedenen Genotypen fir den Polymorphismus OPN A+1083G. Dargestellt
sind der homozygote Genotyp AA (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp AG und der homozygot
mutierte Genotyp GG mit jeweils zugehérig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.
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Um den Basenaustausch (A/G) fir den SNP des Osteopontingens A+1083G
nachzuweisen, wurde eine G-Allel spezifisch bindende Sonde benutzt. Als Ergebnis
zeigten sich drei differente Melting Peaks mit den zugehdérigen Schmelzkurven fir die
Genotypen AA, AG, GG.

5.1.10.9. Nachweis der Basenvariation fiir OPN A+1239C: rs9138
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Abb. 5.9.: Die drei verschiedenen Genotypen fiir den Polymorphismus OPN A+1239C. Dargestellt
sind der homozygote Genotyp AA (=Wildtyp), der heterozygote Genotyp AC und der homozygot
mutierte Genotyp CC mit jeweils zugehdrig temperaturabhangigen Schmelzkurven und Melting-Peaks.

Bei diesem Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch A/C. Um
diesen nachweisen zu kénnen, wurde eine C-spezifische Sonde verwendet. Auch
hier erhielt man fiir die drei mdglichen Genotypen (AA; AC; CC) drei verschiedene
Schmelzkurven und die dazugehdrigen Melting-Peaks.

5.2. STATISTISCHE ANALYSE

Die Verteilung der Genotyp- und Allelfrequenzen in jeder Testgruppe, im
vorliegenden Fall in der Kontrollgruppe, sowie in der Patientengruppe, wird mit den
bei Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes erwarteten Frequenzen
verglichen. Die Allel- und Genotypfrequenzen der Patientengruppe und der
Kontrollgruppe werden mit Hilfe des Chi-Quadrat (11%)-Testes und des Fisher’s-Exact-
Tests verglichen. Die Odds-ratio wurde mit 95%-Konfidenzintervall bestimmt. Die
Signifikanz wurde far alle Tests auf 5% festgelegt (p<0.05).

FOr die Bestimmung der Kopplungsgleichgewichte wird ein von Gulnter Brlnnler,
Labor fir Immungenetik, Kinderklinik und Kinderpoliklinik, LMU Muinchen,
entwickeltes Statistikanalyseprogramm verwendet.
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6. ERGEBNISSE
6.1. VORBEMERKUNG

Bei den untersuchten Polymorphismen des Osteopontingens, das eine Rolle in der
Vermittlung der Immunantwort bei Entziindungsgeschehen besitzt, handelt es sich
um acht Einzelnukleotidpolymorphismen und einen Deletionspolymorphismus. Fir
jeden Polymorphismus wurden in der Literatur jeweils zwei beteiligte Allele
beschrieben.  Mittels der PCR in Kombination mit  Hybridisierung,
Schmelzkurvenanalyse und Genotypisierung, konnte jedem Individuum der
Studienpopulation einer der drei mdglichen Genotypen des jeweiligen SNPs
eindeutig zugeordnet werden.

Innerhalb der Patientengruppen und der Kontrollgruppe wurden Berechnungen des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes fiir alle 9 Polymorphismen durchgefiihrt. Dies lie
den Schluss zu, dass sich die Studienpopulation, aus Patienten und
Kontrollindividuen, im  Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befand, und somit
systematische Fehler bei der Zusammenstellung der Studienpopulation, sowie bei
der Typisierung auszuschlieBen sind.

Die Allel- und Genotypfrequenzen innerhalb der Patientengruppen mit dem
Krankheitsbild der chronischen Parodontitis wurden mit den Frequenzen in der
Kontrollgruppe verglichen. Zusatzlich stellte man die Allel- und Genotypfrequenzen in
der Kontrollgruppe Daten in anderen Normalpopulationen gegentber, um die
Plausibilitat der eigenen Daten zu prifen und zu sichern. Die Ergebnisse der
Genotypisierung wurden mittels Sequenzierung von Stichproben jedes mdglichen
Genotyps bestatigt.

6.2. CHARAKTERISTIKA DER STUDIENPOPULATION

Die Studienpopulation bestand insgesamt aus 1195 mitteleuropéischen Kaukasiern.
Sie setzte sich aus 402 Proben fir die Untersuchungsgruppe der
Parodontitispatienten (P-Proben) und aus 793 Proben von gesunden Probanden der
Kontrollgruppe (B-Proben) zusammen. In der Untersuchungsgruppe befanden sich
204 weibliche und 184 mannliche Patienten, wahrend in der Kontrollgruppe 524
Méanner und 254 Frauen waren. Der Altersdurchschnitt beider Gruppen lag bei 47 (P-
Proben) bzw. 54 Jahren (B-Proben). Die Patientengruppe zahlte 116 Raucher und
252 Nichtraucher. In der Kontrollgruppe betrug die Verteilung 96 zu 685. Bei
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insgesamt 36 Proben fehlten die Angaben zum Rauchverhalten. Bei 19 Proben der
Studienpopulation waren keine Daten zum Geschlecht der Blutspender vorhanden.

Kontrollgruppe Patientengruppe
793 402
524 184
254 204

15 14
47 Jahre 54 Jahre
68 Jahre 84 Jahre
31 Jahre 18 Jahre
96 116
685 252
12 34

Tab. 6.1.: Charakteristika der Studienpopulation.

Kontrollgruppe Patientengruppe

B22, B65, B82, B246, B397, B406, B412, B460, P24, P50, P126, P127, P128, P130, P131,
B465, B473, B553, B599, B614, B679, B686 P147, P290, P291, P292, P293, P294, P295

Tab. 6.2.: Proben ohne Daten zum Geschlecht.

Kontrollgruppe Patientengruppe

B65, B82, B246, B397, B406, B412, B460, B465, P10, P24, P49, P88, P92, P126, P127, P129,
B473, B614, B679, B686 P131, P147, P283, P284, P285, P286, P287,
P288, P289, P290, P291, P292, P293, P294,
P295, P296, P297, P298, P299, P300, P319,
P320, P321, P322, P323, P324

Tab. 6.3.: Proben ohne Angaben zum Rauchverhalten.

6.3. AUSGESCHLOSSENE PROBEN

Mehrere Proben zeigten auch nach Versuchswiederholung kein Ergebnis. In der
Patientengruppe konnten bei den einzelnen Polymorphismen zwischen 5 und 11
Proben nicht genotypisiert werden, was einer Ausfallrate von 1,24% bis 2,74%
entspricht. Bei der Kontrollgruppe waren zwischen 12 und 17 Proben ohne Ergebnis,
entsprechend einer Ausfallrate von 1,51% bis 2,14%.

Far die statistische Auswertung der Patientengruppe standen nach
Versuchswiederholung 397 Proben zur Verfigung, die sich auf 252 Nichtraucher und
116 Raucher, sowie 184 Manner und 204 Frauen aufteilten. Bei der Kontrollgruppe
verblieben 781 Proben, von denen 96 Raucher und 685 Nichtraucher, sowie 525

Manner und 254 Frauen waren.
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SNP Kontroligruppe Patientengruppe

B22, B65, B82, B246, B387, P81, P125, P126, P288, P333
OPN A-1748G: rs2728127 B397, B404, B404, B412, B441,
B460, B465, B473, B676

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P288, P333
OPN T-616G: rs2853744 B403, B404, B412, B441, B446,
B460, B465, B473, B676, B685,
B692, B778

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P276, P283,
OPN T-443C: rs11730582 B403, B404, B406, B412, B441, | P288, P333

B460, B465, B473, B613, B614,
B676, B692

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P288, P333
OPN delG-156: rs11439069 | B403, B404, B412, B441, B460,
B465, B473, B613, B676, B692

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P288, P333
OPN T-66G: rs28357094 B403, B404, B412, B441, B460,

B465, B473

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P288, P333
OPN T+282C: rs4754 B403, B404, B406, B412, B441,

B460, B465, B473, B614, B692

B22, B65, B82, B246, B387, P81, P125, P126, P288, P333
OPN T+750C: rs1126616 B397, B403, B404, B412, B441,

B460, B465, B473, B692

B22, B65, B82, B387, B397, P81, P125, P126, P275, P280,
OPN A+1083G: rs1126772 B403, B404, B412, B441, B460, | P283, P288, P333, P358,

B465, B473 P367, P402

B22, B65, B82, B246, B387, P81, P125, P126, P288, P333
OPN A+1239C: rs9138 B397, B403, B404, B412, B441,

B460, B465, B473, B676, B692

Tab. 6.4.: Ausgeschlossene Proben.

Kontrollgruppe Patientengruppe

Anzahl gesamt 793 402
Anzahl verbleibend 781 397
Manner 524 184
Frauen 254 204
Raucher 96 116
Nichtraucher 685 252

Tab. 6.5.: Fur die Auswertung herangezogene Probenzahl.

6.4. POLYMORPHISMEN DES OSTEOPONTINGENS IN DER
STUDIENPOPULATION

6.4.1. Der Polymorphismus OPN A-1748G: rs2728127

Mittels der PCR in Kombination mit Hybridisierung, Schmelzkurvenanalyse und
Genotypisierung, waren innerhalb der Patientengruppe und der Kontrollgruppe die
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drei méglichen Genotypen (AG, AA, GG) fur diesen Polymorphismus zu finden. So
ergaben sich drei verschiedene Schmelzkurven, eine je Genotyp.

Die Allel- und Genotypfrequenzen setzen sich in den beiden Studienpopulationen fr
den Polymorphismus OPN A-1748G wie folgt zusammen:

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 48,9% 41,1% 10% 69,46 30,6%
N=194 N=163 N=40 N=551 N=243
46,98% 45,19% 7,83% 69,58% 30,42%
N=366 N=352 N=61

N=1084 N=474
Tab 6.6.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele G und A in der Studienpopulation.

Der Vergleich zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe ergibt keine
signifikanten  Unterschiede in der Genotyp- und der Allelfrequenz. Die
Signifikanzberechnung (p=0,93) und das relative Risiko (odds ratio=0,99) zeigen
ebenfalls keine Assoziation des Polymorphismus mit dem Krankheitsbild der

chronischen Parodontitis auf.

6.4.2. Der Polymorphismus OPN T-616G: rs2853744

Auch bei diesem Polymorphismus zeigten sich in den beiden Studienpopulationen
drei zugehdrigen Genotypen (TG, GG, TT).

Der Vergleich der Genotypfrequenz und der Allelfrequenz innerhalb der
Studienpopulation weist keine signifikanten Unterschiede auf.

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 0,75% 16,88% 82,37% 9,19% 90,81%
N=3 N=67 N=327 N=73 N=721

0,13% 15,85% 84,02% 8,05% 91,95%

N=1 N=123 N=652 N=125 N=1427

Tab. 6.7.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele T und G in der Studienpopulation.

Auch die Berechnung der Signifikanz (p=0,35) und des relativen Risikos (odds

ratio=0,87) zeigen keine Auffalligkeiten.
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6.4.3. Der Polymorphismus OPN T-443C: rs11730582

Auch dieser Polymorphismus weist keine Assoziation zur chronischen Parodontitis
auf, da bei diesem Basenaustausch ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Studienpopulationen zu beobachten sind.

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 26,84% 52,15% 21,01% 52,91% 47,09%
N=106 N=206 N=83 N=418 N=372
26,03% 52,45% 21,52% 52,26% 47,74%
N=202 N=407 N=167 N=811 N=741

Tab. 6.8.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele T und C in der Studienpopulation.

Es sind keine Verteilungsunterschiede der Genotypen und der Allele vorhanden. Die
Berechnung der Signifikanz (p=0,79) und des relativen Risikos (odds ratio=0,97)
untermauern dieses Ergebnis.

6.4.4. Der Polymorphismus OPN delG-156: rs11439060

Bei dem einzigen Deletionspolymorphismus setzt sich die Genotyp- und die
Allelfrequenzverteilung nach der PCR mit Hybridisierung, Schmelzkurvenanalyse und
anschlieBender Gentypisierung wie folgt zusammen:

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

- delG/delG delG/G delG
Patienten 52,65% 39,04% 8,31% 72,17% 27,83%
N=209 N=155 N=33 N=573 N=221
49,36% 42,29% 8,35% 70,5% 29,5%
N=384 N=329 N=65 N=1097 N=459

Tab. 6.9.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele delG und G in der Studienpopulation.

Der Vergleich zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe ergibt keinerlei
signifikante Unterschiede und Abweichungen in der Genotyp- und der Allelfrequenz,
das sich auch in der graphischen Darstellung wiederspiegelt. Zusétzlich ergibt sich
keine Signifikanz (p=0,14) und kein relatives Risiko (odds ratio=0,92) flr diesen
Polymorphismus.
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6.4.5. Der Polymorphismus OPN T-66G: rs28357094

Genotypfrequenz Allelfrequenz

T TG GG T G

Patienten 61,46% 33,25% 5,29% 78,09% 21,91%
N=244 N=132 N=21 N=620 N=174
63,25% 31,63% 5,12% 70,5% 20,9%
N=494 N=247 N=40 N=1235 N=327

Tab. 6.10.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele T und G in der Studienpopulation.

Anhand der Genotyp- und Allelverteilung in Bezug auf den SNP OPN T-66G, lassen
sich auch bei diesem Basenaustausch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Studienpopulationen finden.

Die Signifikanzberechnung (p=0,6) und das relative Risiko (odds ratio=0,94)
unterstltzen diese Aussage.

6.4.6. Der Polymorphismus OPN T+282C: rs4754

- Genotypfrequenz Allelfrequenz
T TC CcC T C

Patienten 47,86% 43,32% 8,82% 69,52% 30,48%
N=190 N=172 N=35 N=552 N=242
43,45% 39,97% 16,58% 63,43% 36,57%
N=338 N=311 N=129 N=987 N=569

Tab. 6.11.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele T und C in der Studienpopulation:
Deutlich wird der geringere Anteil des homozygoten Genotyps CC in der Patientengruppe und das
haufigere Vorkommen des Allel C innerhalb der Kontrollgruppe.

Bei diesem Polymorphismus innerhalb des Exonbereiches betragt der Anteil des
homozygoten Genotyps CC innerhalb der Patientengruppe nur die Hélfte des Anteils
innerhalb der Kontrollgruppe, wodurch sich ein Rickschluss einer Assoziation des
Genotypen CC mit der chronischen Parodontitis ergibt. Mit der genetischen
Ausstattung des Genotyps CC des Polymorphismus OPN T+282C besteht nur ein
halb so hohes Risiko, an einer chronischen Parodontitis zu erkranken. Diesen
Schluss unterstitzten auch die Signifikanzberechnung (p=0,0033) und das erhdhte
relative Risiko (odds ratio=1,3). Das Allel C ist in der Kotrollgruppe starker vertreten
als in der Patientengruppe. Diese Ergebnisse stellen einen signifikanten Unterschied
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und damit einen Beweis flr eine Assoziation des Polymorphismus OPN T+282C mit
der chronischen Parodontitis dar.

6.4.7. Der Polymorphismus OPN T+750C: rs1126616

Der SNP OPN T+750C weist aufgrund der beobachteten Verteilung der drei
moglichen Genotypfrequenzen und der Allelfrequenzen keine signifikanten
Unterschiede und Abweichungen in den beiden Studiengruppen auf. Deshalb ist eine
Assoziation mit dem Krankheitsbild der chronischen Parodontitis unwahrscheinlich.
Dies belegen auch die Werte des relativen Risikos (odds ratio=0,96) und der
Signifikanz (p=0,7).

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 48,11% 43,58% 8,31% 69,9% 30,1%
N=191 N=173 N=33 N=555 N=239
50,44% 40,57% 8,99% 70,73% 29,27%
N=393 N=316 N=70 N=1102 N=456

Tab. 6.12.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele C und T in der Studienpopulation.

6.4.8. Der Polymorphismus OPN A+1083G: 1126772

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 58,1% 35,8% 6,1% 75,96% 24,04%
N=227 N=140 N=24 N=594 N=188
60,56% 34,44% 5% 77,79% 22,21%
N=473 N=269 N=39 N=1215 N=347

Tab. 6.13.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele A und G in der Studienpopulation.

Auch der Polymorphismus OPN A+1083G mit dem Basenaustausch A/G innerhalb
des uncodierenden Bereichs des Osteopontingens zeigt keine signifikanten
Assoziationen zur chronischen Parodontitis. Die Genotypfrequenz- und
Allelfrequenzverteilung in der Patienten- und Kontrollgruppe weisen keine
signifikanten Unterschiede auf. Die Signifikanzberechnung (p=0,32) und die
Berechnung des relativen Risikos (odds ratio=0,9) belegen diese Feststellung.
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6.4.9. Der Polymorphismus OPN A+1239C: rs9138

Bei dem letzten der neun zu untersuchenden Polymorphismen ist keine signifikante
unterschiedliche Pravalenz der Genotypen oder Allele in den beiden
Studienpopulation zu beobachten. Die Genotyp- und Allelfrequenz sind gleich
verteilt. Die Berechnung der Signifikanz (p=0,29) und des relativen Risikos (odds
ratio=0,9) zeigen keine Assoziation des SNPs OPN A+1239C mit der chronischen
Parodontitis.

- Genotypfrequenz Allelfrequenz

Patienten 47,1% 43,83% 9,07% 69,02% 30,98%
N=187 N=174 N=36 N=548 N=246
50,64% 41% 8,36% 71,14% 28,86%
N=394 N=319 N=65 N=1107 N=449

Tab. 6.14.: Prozentuale Verteilung der Genotypen und der Allele A und C in der Studienpopulation.

6.5. KOPPLUNGSGLEICHGEWICHTE

Nach der Auswertung der Kopplungsgleichgewichte durch das daflir entwickelte
Statistikanalyseprogramms zeigt sich, dass die neun OPN-Polymorphismen
gemeinsam im Block vererbt werden. Somit befinden sie sich im

Kopplungsgleichgewicht.
6.6. GESCHLECHTSABHANGIGE VERTEILUNG DER POLYMORPHISMEN

Um eventuelle geschlechtsspezifische Unterschiede in der Verteilung der
Polymorphismen  nachzuweisen,  wurden die  Genotypfrequenzen  der
Polymorphismen des Osteopontingens bei Mannern und Frauen separat untersucht.
Die Genotypen wurden innerhalb der Studienpopulation miteinander verglichen.

6.6.1. OPN A-1748G: rs2728127

Aufféllig ist, dass der weibliche Anteil des Genotyps GG in der Patientengruppe mit
11,9% gréBer ist, als in der weiblichen Kontrollgruppe. Eine Signifikanz dieses
Genotyps ist allerdings nicht vorhanden (p=0,2). Aber das relative Risiko (odds ratio)
ist mit 1,2 erhéht. Auch der Genotyp AG zeigt bei den weiblichen Patienten einen
gréBeren Prozentsatz (43,6%). Der Wildtyp AA weist ein haufigeres Vorkommen in
der weiblichen Kontrollgruppe, als in der weiblichen Patientengruppe auf. In der
mannlichen Studienpopulation ist der homozygot mutierte Genotyp GG in der
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Patientengruppe mit 8,2% ofter vertreten, als in der mannlichen Kontrollgruppe. Es
zeigt sich durch die Signifikanzberechnung (p=0,26) und das relative Risiko (odds
ratio= 0,85) aber keine Assoziation des Genotyps GG. Der Genotyp AG zeigt im
Vergleich einen héheren Prozentsatz (48,3%) in der mannlichen Kontrollgruppe. Der
Anteil des Wildtyps (52,8%) ist dagegen in der mannlichen Patientengruppe gréBer.

. 44,5% 43,6% 11,9% 52,8% 39% 8,2%
N=90 N=88 N=24 N=96 N=71 N=15
50,8% 39,4% 9,8% 44,8% 48,3% 6,9%

N=129 N=100 N=25 N=233 N=251 N=36

Tab. 6.15.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN -A1748G.

6.6.2. OPN T-616G: rs2853744

. 81,2% 17,3% 1,5% 84,6% 15,4% 0%
N=164 N=35 N=3 N=154 N=28 N=0
83,1,8% 16,9% 0% 85,2% 14,6% 0,2%

N=210 N=43 N=0 N=443 N=76 N=1

Tab. 6.16.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN T-616G.

In der gesamten Studienpopulation liegen nur vier Basenaustausche zu dem
homozygoten Genotyp TT vor. Aus diesem Grund lasst sich keine Aussage Uber die
geschlechtsabhangige Verteilung dieses Genotyps treffen. Sowohl der Genotyp GG,
als auch der heterozygote Genotyp TG weisen in der Studienpopulation eine
Gleichverteilung auf.

Eine Assoziation des homozygot mutierten Genotyps GG lasst sich weder in der
weiblichen Studienpopulation durch eine Signifikanz (p=0,42) oder ein erhdhtes
relatives Risiko (odds ratio=0,82), noch in der mannlichen Studienpopulation (p=0,91/
odds ratio=0,96) feststellen.

6.6.3. OPN T- 443C: rs11730582

Auffallig ist, dass sowohl in der weiblichen, als auch in der mannlichen
Studienpopulation der heterozygote Genotyp TC am haufigsten auftritt. Die
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Prozentsatze dieses Genotyps gleichen sich. Der Wildtyp TT zeigt ebenfalls keine
Auffalligkeiten in der geschlechtsspezifischen Verteilung und gleicht sich in seinem
prozentualen Vorkommen. Der homozygote Genotyp CC kommt sowohl in der
weiblichen (24%), als auch in der mannlichen Kontrollgruppe (26,2%) haufiger vor,
als in den jeweiligen Patientengruppen mit 19,8% und 20,3%. Es lasst sich in der
weiblichen Studienpopulation keine Signifikanz (p=0,29) oder ein erhdhtes relatives
Risiko (odds ratio=0,86) fiir den homozygot mutierten Genotyp CC feststellen. In der
mannlichen Studienpopulation ist dagegen das relative Risiko (odds ratio=1,03) fir
diesen Genotyp leicht erhéht. Es zeigt sich aber keine Signifikanz (p=0,81).

— =

. 28,7% 51,5% 19,8% 24,7% 55,0% 20,3%
N=58 N=104 N=40 N=45 N=100 N= 37
25,6% 50,4% 24,0% 26,1% 53,7% 26,2%

N=65 N=128 N=61 N=136 N=279 N=105

Tab. 6.17.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen flir OPN T-443C.

6.6.4. OPN delG-156: rs11439060

- delG/delG delG/G delG/delG delG/G
. 52,5% 38,1% 9,4% 52,2% 40,7% 7,1%
N=106 N=77 N=19 N=95 N=74 N=13
53,5% 36,6% 9,9% 48,9% 43,6% 7,5%
N=136 N=93 N=25 N=254 N=227 N=39

Tab. 6.18.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN delG-156.

Der homozygot mutierte Genotyp G/G besitzt mit 9,4% und 9,9% in der weiblichen
Studienpopulation im Vergleich zur mannlichen Studienpopulation mit 7,1% und
7,5% einen hdheren Anteil. Fir diesen Genotyp ist kein signifikanter Unterschied
(p=0,94) in der weiblichen Gruppe festzustellen. Aber das relative Risiko (odds
ratio=1,02) ist fir diese Gruppe leicht erhéht. Fir die mannliche Studienpopulation
zeigt weder die Signifikanzberechnung (p=0,55), noch das relative Risiko (odds
ratio=0,91) eine Assoziation des homozygot mutierten Genotyps GG. Der Wildtyp
delG/delG und der heterozygote Genotyp delG/G weisen im Vergleich zwischen
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Manner und Frauen, wie im Vergleich weiblicher Patienten mit weiblichen Kontrollen
und im Vergleich mannliche Patienten mit mannlichen Kontrollen keine signifikanten

Unterschiede auf.

6.6.5. OPN T-66G: rs28357094

T TG GG 1 TG GG
. 60,9% 33.6% 5.5% 61.0% 33.5% 5.5%
Patienten  |EENIpe N=68 N=11 N=111 N=61 N=10
65.4% 29.5% 5.1% 62.3% 32.7% 5.0%
N=166 N=75 N=13 N=324 N=170 N=26

Tab. 6.19.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN T-66G.

Bei diesem Polymorphismus zeigen sich im Vergleich zwischen mannlicher und
weiblicher Studienpopulation keine Unterschiede. Auch im Vergleich zwischen
Patienten und Kontrollen ergibt sich weder flr die Frauen, noch flr die Manner ein
Unterschied in der Verteilung eines Genotyps. Allerdings ist das relative Risiko flr
den homozygot mutierten Genotyp GG sowohl in der weiblichen Studienpopulation
(odds ratio=1,15), als auch in der mannlichen Gruppe (odds ratio=1,06) erhéht. Die
Signifikanzberechnung (p=0,41/p=0,71) flr diesen Genotyp zeigt aber Kkeine

Assoziation.
6.6.6. OPN T+282C: rs4754

Bei diesem Polymorphismus féllt die unterschiedliche Verteilung des homozygot
mutierten Genotyps CC auf. In der weiblichen Studienpopulation ist dieser bei den
Kontrollen mit 17,3% mehr als doppelt so groB3, wie bei den weiblichen Patienten mit
7,4%. Die Signifikanzberechnung (p=0,0017) zeigt eine hohe Assoziation dieses
Genotyps in der weiblichen Studienpopulation. Das relative Risiko (odds ratio=0,64)
ist dagegen nicht erhdht. In der méannlichen Studienpopulation findet sich ein
ahnliches Ergebnis. Im Vergleich zwischen mannlichen Kontrollen und Patienten
zeigt sich bei den Kontrollen mit 16,1% ein gréBerer Prozentsatz, als bei den
Patienten (9,9%). Hier ist aber weder das relative Risiko (odds ratio=0,86) erhdht,
noch zeigt sich eine Assoziation durch die Signifikanzberechnung (p=0,28). In
Vergleich Frauen/ Manner findet sich in der Patientengruppe der Genotyp CC
haufiger bei den Mannern. In der Kontrollgruppe ist es umgekehrt. AuBerdem ist die
unterschiedliche Verteilung des Wildtyps TT in der weiblichen Studienpopulation
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aufféllig. Der prozentuale Anteil dieses Genotyps ist mit 48,5% deutlich héher, als in
der Kontrollgruppe (38,2%). In der mannlichen Studienpopulation findet man
zusatzlich eine unterschiedliche Verteilung des Genotyps TC. Dessen Anteil ist mit
44% in der Patientengruppe gréBer, als bei den mannlichen Kontrollen mit 38,1%.

. 48,5% 44,1% 7,4% 46,1% 44,0% 9,9%
N=98 N=89 N=15 N=84 N=80 N=18
38,2% 44,5% 17,3% 45,8% 38,1% 16,1%

N=97 N=113 N=44 N=238 N=198 N=84

Tab. 6.20.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fir OPN T+282C.

6.6.7. OPN T+750C: rs1126616

. 7,4% 44,1% 48,5% 8,8% 44,5% 46,7%
N=15 N=89 N=98 N=16 N=81 N=85
10,6% 44,9% 44,5% 8,1% 38,3% 53,6%

N=27 N=114 N=113 N=42 N=199 N=279

Tab. 6.21.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fir OPN T+750C.

Im Vergleich zwischen mannlicher und weiblicher Studienpopulation zeigt sich
sowohl in der Patientengruppe, als auch in der Kontrollgruppe ein unterschiedliches
Verteilungsmuster der Genotypen. Mit 48,5% ist der Anteil des homozygot mutierten
Genotyps CC im Vergleich in der weiblichen Kontrollgruppe hdéher, als bei den
Patienten (44,5%). Die Signifikanzberechnung (p=0,25) zeigt keine Assoziation. Aber
das relative Risiko (odds ratio=1,18) des homozygot mutierten Genotyps ist erhéht.
In der méannlichen Studienpopulation verhalt sich das Verteilungsmuster dieses
Genotyps umgekehrt. Mit 53,6% ist dessen Anteil in der Kontrollgruppe gréBer, als in
der Patientengruppe (46,7%). Die Signifikanzberechnung (p=0,18) und das relative
Risiko (odds ratio=0,83) zeigen keine Assoziation des Genotyps CC. Auffallig ist die
Verteilung des Wildtyps TT. Mit 10,6% in der weiblichen Kontrollgruppe zeigt sich ein
deutlich gr6Berer Prozentsatz, als in der weiblichen Patientengruppe (7,4%). Der
heterozygote Genotyp TC weist mit 44,5% in der mannlichen Patientengruppe eine
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unterschiedliche Verteilung im Vergleich mit der mannlichen Kontrollgruppe (38,3%)

auf.

6.6.8. OPN A+1083G: rs1126772

AA AG GG AA AG GG
: 57.9% 36.6% 5 5% 58.2% 45.7% 6.1%
Patienten | NS N=74 N=11 N=106 N=65 N=11
57.1% 37.0% 5.9% 62.1% 33.1% 4.8%
N=145 N=94 N=15 N=323 N=172 N=25

Tab. 6.22.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN A+1083G.

Bei diesem Polymorphismus fallt der Unterschied in der Verteilung der Genotypen in
der mannlichen Studienpopulation auf. Mit 6,1% in der mannlichen Patientengruppe
ist der Anteil des homozygot mutierten Genotyps GG gréBer, als in der mannlichen
Kontrollgruppe mit 4,8%. Auch das relative Risiko (odds ratio=1,16) ist fir diesen
Genotyp erhdht. Die Signifikanzberechnung (p=0,34) zeigt aber keine Assoziation.
Der Wildtyp AA stellt dagegen mit 58,2% in der mannlichen Patientengruppe den
kleineren Prozentsatz dar. In der Kontrollgruppe betragt dieser 62,1%. Auch der
heterozygote Genotyp zeigt eine unterschiedliche Verteilung in der mannlichen
Studienpopulation. Mit 45,7% ist dieser in der mannlichen Patientengruppe haufiger,
als in der Kontrollgruppe. Die weibliche Studienpopulation stellt eine Gleichverteilung
der drei Genotypen dar. Die Signifikanzberechnung (p=0,88) und das relative Risiko
(odds ratio=0,97) weisen auf keine Assoziation des homozygoten Genotyps GG in
der weiblichen Studienpopulation hin.

6.6.9. OPN A+1239C: rs9138

Auch bei diesem Polymorphismus féllt die unterschiedliche Genotypverteilung in der
mannlichen Studienpopulation auf. Der Anteil des homozygot mutierten Genotyps CC
betragt in der mannlichen Patientengruppe 8,8% und in der mannlichen
Kontrollgruppe 7,5%. Das relative Risiko (odds ratio=1,26) ist fir diesen Genotyp
erhéht. Die Signifikanzberechnung (p=0,08) zeigt aber keine Assoziation. Der Wildtyp
AA zeigt mit 53,5% in der méannlichen Kontrollgruppe einen deutlichen Unterschied
im Vergleich zur méannlichen Patientengruppe mit 45,1%. Auch der heterozygote
Genotyp AC ist mit 46,1% in der méannlichen Patientengruppe und 39% in der
mannlichen Kontrollgruppe ungleich verteilt. In der weiblichen Studienpopulation ist
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dagegen eine Gleichverteilung der Genotypen zu finden. Es tritt keine Assoziation
des homozygot mutierten Genotyps CC auf (p=0,67/odds ratio=0,94).

. 48,0% 43,1% 8,9% 45,1% 46,1% 8,8%
N=97 N=87 N=18 N=82 N=84 N=16
46,1% 44,1% 9,8% 53,5% 39,0% 7,5%

N=117 N=112 N=25 N=278 N=203 N=39

Tab. 6.23.: Geschlechtsspezifische Verteilung der Genotypen fiir OPN A+1239C.

6.7. RISIKOFAKTOR RAUCHEN
6.7.1. Verteilung in der Studienpopulation

Innerhalb der Studienpopulation liegt der Anteil an Rauchern in der Patientengruppe
mit chronischer Parodontitis mit 32% ca. dreimal hdéher, als in der Kontrollgruppe
(12%). Die Tatsache, dass Rauchen ein Risikofaktor fir die Entwicklung und
Progression einer Parodontitis darstellt, wird mit Hilfe dieses Ergebnisses unterstitzt.
Allerdings stellt sich die Frage, ob der Risikofaktor Rauchen nicht auch in direkter

Verbindung zu den Basenaustauschen der untersuchten Polymorphismen steht.

6.7.2. Vergleich des Risikofaktors Rauchen mit den untersuchten
Polymorphismen

6.7.2.1. OPN A-1748G: rs2728127

Der Prozentsatz des mutierten Genotyps GG des Polymorphismus OPN A-1748G in
der Patientengruppe der Raucher ist mit 19,4% deutlich héher, als mit 13,1% in der
Kontrollgruppe der Raucher. Es zeigt sich keine direkte Assoziation des homozygot
mutierten Genotyps GG mit dem Faktor Rauchen (p=0,4). Das relative Risiko ist
dagegen erhéht (odds ratio=1,6).

Patienten 19.4% 80,6%
N=7 N=29

13,1% 86,9%

N=8 N=53

Tab. 6.24.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den mutierten Genotyp GG.
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6.7.2.2. OPN T-616G: rs2853744

: 66,7% 33,3%
0% 100%
N=0 N=1

Tab. 6.25.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den Genotyp TT.

Bei diesem Vergleich wird deutlich, dass der homozygote Genotyp TT in Bezug auf
den Faktor Rauchen in der Patientengruppe mit 66,7% deutlich héher ist, als in der
Kontrollgruppe mit 0%. Mit 100% des Genotyps GG in der Kontrollgruppe in Bezug
auf die Nichtraucher fallt ebenfalls ein Unterschied zu 33,3% in der Patientengruppe
auf. Dieses Ergebnis muss aber aufgrund der insgesamt nur vier auftretenden TT-

Genotypen mit Vorbehalt betrachtet werden.

6.7.2.3. OPN T-443C: rs11730582

. 33,8% 66,2%
15% 85%
N=25 N=142

Tab. 6.26.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp CC.

Bei diesem Polymorphismus ist der Anteil des homozygot mutierten Genotyps CC in
Bezug auf den Risikofaktor Rauchen in der Patientengruppe mehr als doppelt so
groB, wie im Vergleich zu den Rauchern der Kontrollgruppe. Flr diesen
Polymorphismus zeigt sich auch durch die Signifikanzberechnung (p=0,0017) und
das relative Risiko (odds ratio=2,9) eine starke Assoziation des homozygot mutierten
Genotyps CC in Bezug auf den Faktor Rauchen.

6.7.2.4. OPN delG-156: rs11439060

Auch bei diesem Polymorphismus wird der Unterschied in der Verteilung des
homozygot mutierten Genotyps GG in Bezug auf den Risikofaktor Rauchen deutlich.
Sein prozentualer Anteil ist im Vergleich in der Patientengruppe mit 18,8% doppelt so
hoch, als in der Kontrollgruppe der Raucher mit 9,4%. Durch die Berechnung der
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Signifikanz (p=0,21) lasst sich keine Assoziation feststellen. Dagegen ist das relative
Risiko (odds ratio=2,23) stark erhdht.

Patienten 18,8% 81,2%
N=6 N=26
9,4% 90,6%
N=6 N=58

Tab. 6.27.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp GG.

6.7.2.5. OPN T-66G: rs28357094

. 20% 80%
18% 82%
N=7 N=32

Tab. 6.28.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp GG.

Bei dem Polymorphismus OPN T-66G zeigt sich eine Gleichverteilung des
homozygot mutierten Genotyps GG in Bezug auf den Risikofaktor Rauchen in der
Studienpopulation. Trotzdem ist das relative Risiko (odds ratio=2,5) erhéht. Durch die
Signifikanzberechnung (p=0,087) Iasst sich aber keine Assoziation des Genotyps GG
in Bezug auf den Faktor Rauchen feststellen.

6.7.2.6. OPN T+282C: 4754

Auch hier féllt ein deutlich gréBerer Anteil des homozygot mutierten Genotyps CC in
Bezug auf den Risikofaktor Rauchen mit 25% in der Patientengruppe auf. In der
Kontrollgruppe betragt dieser nur 11,7%. Eine Assoziation lasst sich aber durch
Berechnung der Signifikanz (p=0,1) nicht bestatigen. Dagegen ist das relative Risiko
(odds ratio=2,5) stark erhoht.

. 25% 75%
11,7% 88,3%
N=15 N=113

Tab. 6.29.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp CC.
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6.7.2.7. OPN T+750C: rs1126616

. 33,3% 66,7%
13% 87%
N=9 N=60

Tab. 6.30.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp CC.

Bei diesem Polymorphismus ist der deutlich gréBere Anteil des homozygot mutierten
Genotyps CC in Bezug auf den Risikofaktor Rauchen mit 33,3% in der
Patientengruppe im Vergleich zu 13% in der Kontrollgruppe aufféllig. Deutlich wird
die Assoziation dieses Genotyps in Bezug auf den Faktor Rauchen auch durch die
Signifikanzberechnung (p=0,026) und durch das erhdhte relative Risiko (odds
ratio=3,3).

6.7.2.8. OPN A+1083G: rs1126772

Auch bei diesem Polymorphismus ist der Anteil des homozygot mutierten Genotyps
GG im Vergleich der Raucher in der Patientengruppe mit 22,7% hdher, als in der
Kontrollgruppe mit 15,4%. Das relative Risiko (odds ratio=1,62) ist auch bei diesem
Polymorphismus in Bezug auf den mutierten Genotyp und den Faktor Rauchen
erhéht. Durch die Signifikanzberechnung findet sich aber keine Assoziation (p=0,5).

Patienten 22,7% 77,3%
N=5 N=17

15,4% 84,6%

N=6 N=33

Tab. 6.31.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp GG.
6.7.2.9. OPN A+1239C: rs9138

Die Verteilung des homozygot mutierten Genotyps CC ist im Vergleich der Raucher
in der Patientengruppe mit 20,6% erneut deutlich hdher, als in der Kontrollgruppe mit
11,9%. Auch bei diesem Polymorphismus ist das relative Risiko (odds ratio=2,22)
stark erhéht. Die Berechnung der Signifikanz (p= 0,22) zeigt keine Assoziation des

homozygot mutierten Genotyps CC mit dem Faktor Rauchen.
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. 20,6% 79,4%
11,9% 88,1%
N=7 N=51

Tab. 6.32.: Vergleich des Risikofaktors Rauchen in Bezug auf den homozygot mutierten Genotyp CC.

6.8. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Die Studienpopulation aus Patientengruppe und Kontrollindividuen befindet sich im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, da die beobachteten Genotypfrequenzen keine
Abweichungen zu den erwarteten Genotypfrequenzen zeigen. Der Polymorphismus
OPN T+282C weist durch die Verteilung des homozygoten Genotyps CC, mit 8,82%
innerhalb der Patienten- und 16,58% in der Kontrollgruppe, eine Assoziation zum
Krankheitsbild der chronischen Parodontitis auf. Diese Verbindung wird durch
p=0,003 und ein gesteigertes relatives Risiko mit 1,3 verdeutlicht. Zusatzlich ist der
Genotyp CC in der weiblichen Studienpopulation signifikant erhéht (p=0,0017).

Die acht anderen Polymorphismen des Osteopontingens, die in dieser Studie
untersucht wurden, zeigen keine Assoziation zum Krankheitsbild der chronischen
Parodontitis.

Nach Statifikation der Gesamtpopulation nach dem Geschlecht, ist fir die
Polymorphismen OPN T-443C, A+1083G und A+1239C das relative Risiko flr den
jeweiligen homozygot mutierten Genotyp in der mannlichen Studienpopulation
erhéht. Die Polymorphismen OPN A-1748G, delG-156 und T+750C dagegen zeigen
ein erhdhtes relatives Risiko flir den homozygot mutierten Genotyp in der weiblichen
Studienpopulation. Allerdings sind keine erhdhten Signifikanzen feststellbar. Flr den
Polymorphismus OPN T-66G ist das relative Risiko fur GG sowohl in der weiblichen,
als auch in der mannlichen Gruppe erhdht, wohingegen die Signifikanzberechnung
keine Assoziation zeigt. Der Polymorphismus OPN T-616G weist eine
Gleichverteilung des Genotyps mit Basenaustausch in der Studienpopulation auf.
Insgesamt ist der homozygot mutierte Genotyp der neun untersuchten
Polymorphismen in der Patientengruppe bei Rauchern haufiger, als bei
Nichtrauchern. Auch ist das relative Risiko flir diesen Genotyp in Bezug auf den
Risikofaktor Rauchen fur die Polymorphismen OPN A-1748G, delG -156, T-66G,
T+282C, A+1083G und A+1239C erhéht. Die Signifikanzberechnung zeigt allerdings
keine Assoziation. Flr die Polymorphismen OPN T-443C und T+750C dagegen, ist
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eine Assoziation der homozygot mutierten Genotypen mit dem Faktor Rauchen zu
beobachten. Sowohl das relative Risiko (odds ratio= 2,9 und 3,3), als auch die

Signifikanzberechnung (p= 0,0017 und 0,026) sind erhdht und verdeutlichen diese
Verbindung.
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7. DISKUSSION
7.1. STUDIENDESIGN

Bei der hier vorgestellten Arbeit handelt es sich um eine Assoziationsstudie. Im Falle
von Krankheitsbildern mit multifaktorieller Atiologie und genetischem Hintergrund, wie
chronisch-entziindlichen Parodontalerkrankungen, stellen Assoziationsstudien einen
Ansatz zur Suche nach krankheitsrelevanten Genen dar (KINANE et al., 2005). Eine
direkte Assoziationsstudie soll klaren, ob einzelne Polymorphismen, wie
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) oder Deletionspolymorphismen, mit einem
bestimmten Krankheitsbild in Verbindung stehen. Dazu werden die Allel- und
Genotypfrequenzen fir den untersuchten Polymorphismus in der betreffenden
Patientengruppe mit den Frequenzen in einer gesunden Kontrollgruppe mittels
statistischer Tests verglichen (KINANE et al., 2005).

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs = Single nucleotid polymorphisms) sind
einzelne Positionen von Nukleotiden, an denen mehr als eine mdgliche Base
vorkommen kann (STONEK, 2006). Die Uberwiegende Mehrzahl der SNPs ist
biallelisch, d. h. es gibt zwei mdgliche Allele. SNPs finden sich in groBer Haufigkeit
Uber das gesamte Genom verteilt. Dabei betragt die Frequenz des selteneren Allels
in der jeweiligen Population mindestens 1 % (STONEK, 2006, CHAKRAVARTI
2001). Die Haufigkeit der SNPs ist von der genomischen Region und der Population
abhéangig. Sie wird durchschnittlich auf einen SNP pro 200-600 Basen geschatzt
(TSALENKO, 2003).

Nicht jeder Polymorphismus ist flr Assoziationsstudien in gleichem MaBe geeignet.
Die SNPs kdénnen nach verschiedenen Kriterien klassifiziert werden: Zum einen
kénnen sie innerhalb oder auBerhalb einer codierenden Region liegen
(CHAKRAVARTI 2001), oder in einer nicht-codierenden Region, jedoch in
regulatorischen Bereichen des Genoms, wie etwa in der Promotorregion eines Gens.
Diese Polymorphismen lassen sich sehr gut fir die Untersuchung komplexer
Erkrankungen verwenden (CHAKRAVARTI, 2001). Ebenso eignen sich flr
Assoziationsstudien SNPs, die durch einen nicht stummen Basenaustausch die
codierende Sequenz des Gens veradndern und dadurch zu einer veranderten
Proteinsequenz in Form von Aminosaureaustausch oder einem verkirzten Protein
fihren (STONEK, 2006). In der Regel werden in Assoziationsstudien funktionell

81



wirksame SNPs analysiert (KINANE et al., 2005; STONEK, 2006; CALLADINE,
2006).

Das Osteopontingen, das in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, codiert fir das
Protein OPN. Dieses Protein ist ein sehr komplexes Molekil, das an zahlreichen
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt ist (SODEK et al., 2006). Es
besitzt eine wichtige Funktion in der Vermittlung der Immunantwort bei
Entzlindungsgeschehen (ASHKAR et al., 2000; O'REGAN, 2003; SODEK et al,
2006), in der Wundheilung (LIAW et al., 1998; RITTLING et al., 1998) und als
Matrixprotein (SODEK et al., 2006). Angesichts der bedeutsamen Rolle des
Immunsystems und des geschadigten Parodontalgewebes in der Atiologie und
Pathogenese der chronischen Parodontitis (MARSH, 1994; VAN STEENBERGEN et
al., 1996; LOESCHE, 1999; VAN DYKE et al., 2005; IRWIN et al., 2007), stellt das
untersuchte Gen einen sehr interessanten funktionellen Kandidaten fiir die
Aufklarung des genetischen Hintergrunds der chronischen Parodontitis dar.

Vier der untersuchten Polymorphismen, OPN T+282C und OPN T+750C, OPN
A+1083G, OPN A+1239C, liegen innerhalb des codierenden Bereichs des
Osteopontingens. Der Basenaustausch der SNPs OPN T+282C und OPN T+750C
fOhrt zu keinem Aminosdurewechsel und bleibt somit stumm. OPN A+1083G und
OPN A+1239C bleiben untranslatiert. Innerhalb der genregulatorischen Region, wie
dem Promotorbereich, befinden sich die Polymorphismen OPN A-1748G, OPN T-
616G, OPN T-443C, OPN delG-156 und OPN T-66G. Die Ausnahme hierbei bildet
der Polymorphismus OPN delG-156, der einen Deletionspolymorphismus darstellt.
Far einen Teil dieser Polymorphismen werden funktionelle Auswirkungen
beschrieben, wie gesteigerte Transkriptionsaktivitdt und erhéhte Genexpression
(GIACOPELLI et al, 2004; WANG et al, 2000), Affinitdt zu bestimmten
Transkriptionsfaktoren (HUMMELSHOJ et al., 2006), bis hin zu Assoziationen mit
bestimmten Krankheitsbildern (MOCHIDA et al., 2004; D’ ALFONSO et al., 2005;
GIACOPELLI et al., 2004; FORTON et al., 2002; CHIOCCHETTI et al., 2004). Durch
diese Aspekte eigenen sich diese Polymorphismen sehr gut fir die Untersuchung
einer moglichen Assoziation des Osteopontingens mit dem Krankheitsbild der
chronischen Parodontitis. Bei den anderen Polymorphismen handelt es sich ebenfalls
um funktionell wirksame SNPs, die in der Lage sind, die Genfunktion zu

beeinflussen. So stellen auch diese mégliche Kandidaten dar, die die Funktionen von
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Osteopontin  beeinflussen und sich dadurch auf die chronische Parodontitis
auswirken kénnen.

Die Relevanz der Befunde zahlreicher Assoziationsstudien ist umstritten (BORELL &
PAPAPANOU, 2002). Sehr haufig koénnen die Ergebnisse einzelner
Assoziationsstudien in weiteren nachfolgenden Studien nicht bestatigt werden. Die
Variabilitat der Befunde ist vor allem auf drei Einflussfaktoren zurlckzufiihren
(SCHREIBER 2002): Eine Ursache ist die genetische Variabilitdt zwischen einzelnen
Populationen, die insbesondere bei schwacheren genetischen Einflussfaktoren
bedeutsam wird. Einen weiteren Grund stellt die Mdglichkeit dar, dass gefundene
genetische Assoziationen nicht den urséchlichen Basenaustausch im eigentlichen
pathogenitatsrelevanten Locus, sondern Varianten in dessen Nachbarschaft
identifizieren, welche gekoppelt vererbt werden. Somit besteht ein sogenanntes
Kopplungsungleichgewicht.

SchlieBlich sind Assoziationen auf Artefakte durch zu geringe oder unzureichend
charakterisierte Studienpopulationen, insbesondere zu kleine Kontrollgruppen,
zurtickzufihren (BORELL & PAPAPANOU, 2002).

7.2. AUSWAHL DER STUDIENPOPULATION

Auf die Auswahl der Studienpopulation sollte beim Design einer Studie, sowie der
Analyse und Interpretation der Daten geachtet werden (COLHUON et al., 2003;
MATHEW et al., 2004). Sehr wichtig ist hierbei eine geeignete Auswahl in Bezug auf
GréBe und Zusammensetzung. Die Anzahl der getesteten Personen sollte
ausreichend hoch sein, um auch schwachere Assoziationen detektieren zu kénnen.
Im Fall einer Assoziationsstudie sollte die Kontrollpopulation mindestens etwa gleich,
bis zweimal so groB3, wie die Patientengruppe sein. Bei Verwendung einer zu kleinen
Kontrollgruppe kann die statistische Signifikanz von Assoziationen verfehlt werden.
Bei Verwendung einer zu groBen Kontrollgruppe kann eine falsch positive statistische
Signifikanz resultieren. Zusatzlich sollten die ethnische Zusammensetzung und das
Geschlechtsverhaltnis der Kontrollpopulation mit denen der Patientengruppe
vergleichbar sein (MOMBELLI et al., 2002).

Die Patientengruppe muss klar charakterisiert sein. Die Diagnose sollte anhand
standardisierter klinischer Kriterien gestellt werden (BOCH et al., 2001, SCAREL-
CAMINAGA et al., 2002; MOMBELLI et al., 2002).

Die Genotypisierung sollte unter Verwendung vergleichbar zuverlassiger Methoden

sowohl in der Kontrollpopulation, als auch in der Patientengruppe erfolgen, um
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unterschiedliche Fehltypisierungsraten zu vermeiden (COLHOUN et al., 2003;
KINANE et al., 2005). Die Genotypverteilung in der Kontrollpopulation soll mit den
entsprechend einem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vorhersagten Haufigkeiten
verglichen werden. Bei der Berechnung von Genotyp-, Phéanotyp- und
Haplotypfrequenzen muissen entsprechende Korrekturen vorgenommen werden.
Weiterhin sollte eine beobachtete Assoziation in mindestens einer weiteren
unabhangigen Studie Uberprift werden (MATHEW, 2003), um die Aussagekraft zu
verdeutlichen und zu bestatigen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden 397 Patienten mit chronischer Parodontitis
und 781 Kontrollpersonen eingeschlossen. Alle Studienteilnehmer sind kaukasischer
Herkunft und stammen aus dem sdddeutschen Raum. Die Diagnose des
Krankheitsbildes der chronischen Parodontitis wird anhand standardisierter klinischer
Kriterien gestellt (KINANE et al., 2005). Kritisch muss der Altersunterschied innerhalb
der Studienpopulation gesehen werden. Die Kontrollindividuen sind durchschnittlich
46,78 Jahre und die Patienten 53,69 Jahre. Die Differenz von ca. sieben Jahren ist
bei Vergleichen beider Gruppen zu berlcksichtigen. Zusétzlich gestaltet sich der
Vergleich einer geschlechtsabhangigen Verteilung der Genotypen innerhalb der
beiden Gruppen problematisch. In der Patientenpopulation herrscht eine
ausgewogene Verteilung der Geschlechter. Bei den Kontrollindividuen nehmen die
Manner einen héheren Prozentsatz ein, so dass geschlechtsbezogene Vergleiche mit
Vorbehalt betrachtet werden mussen.

Far alle Polymorphismen wurde die Berechnung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtes vorgenommen. Da die beobachteten Genotypfrequenzen keine
Abweichungen von den erwarteten Frequenzen zeigen, kann die Aussage getroffen
werden, dass sich beide Gruppen der Studienpopulation im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht befinden, und somit systematische Fehler bei der Zusammenstellung
der Studienpopulation, sowie bei der Typisierung, mit Ausnahme der
geschlechtlichen Verteilung und des Alters, nicht anzunehmen sind. Bei der
Berechnung der Genotyp- und Allelfrequenzen wurden die p-Werte entsprechend
korrigiert.

7.3. VALIDITAT DER VERWENDETEN METHODEN

Neben einem geeigneten Studiendesign, ist die wichtigste Voraussetzung flir die
Durchfihrung einer Assoziationsstudie die sichere und zweifelsfreie ldentifizierung
samtlicher bereits bekannter Allele des zu untersuchenden Polymorphismus
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(COLHOUN et al., 2003). Fur die Typisierung von Einzelnukleotid-Polymorphismen
kénnen verschiedenen Methoden verwendet werden. Standardmethoden hierzu sind
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus(RFLP)-Analyse, DNA-Sequenzier-
ung, allelspezifische = PCR, Hybridisierungstechniken und  Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse (ATAKAN & BAHRING, 2007).

In der vorliegenden Studie wird flr die Analyse der Polymorphismen die
Schmelzkurventechnologie mit Hybridisierungssonden, verbunden mit einer PCR-
Amplifikation, eingesetzt. Die Methode basiert auf der Bindung der
Hybridisierungssonden an die Mutationsstelle und der Ubermittlung der Lage des
Basenaustausches Uber die Schmelzpunkte, also temperaturabhangig, und tber die
Fluoreszenz (WITTWER, 2001). Diese Methode ist sehr zuverlassig, zeit- und
kostensparend, sowie sehr sensitiv (HAMPE et al., 2001; HAYDEN et al., 2008).

7.3.1. Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Effizienz der PCR ist nicht Gber alle Zyklen konstant. Daflr gibt es mehrere
Griande. Ein kritischer Punkt ist die Denaturierung. Es handelt sich um einen sehr
schnellen Prozess, bei dem alle Komponenten durch die Hitzeeinwirkung beeinflusst
werden. Die Polymerase wird denaturiert, die Nukleotide zerfallen und die Template-
DNA und die Primer werden depuriniert. Aufgrund dessen sollte die
Denaturierungszeit so kurz wie méglich gehalten werden (MUHLHARDT, 2006).

Die Annealingtemperatur richtet sich hauptsachlich nach den verwendeten Primern
(CUI et al., 2007; BROWN & WITTWER 1998). Auf diese Weise kommt es zur
Bindung der im Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die
komplementare Sequenz der Template-DNA. Zusatzlich soll die Elongationszeit an
die Lange des erwarteten Produkts angepasst werden. Dies flhrt zu einer optimalen
Zweistrangsynthese, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der
urspringlichen Template-DNA exakt gleicht.

Auch das Template und seine Menge sind zu beachtende Punkte. Je besser die
Qualitat der Template-DNA, desto sicherer funktioniert die PCR (JEONG et al.,
2005). Theoretisch reicht ein einziges Templatemolekil aus, doch in der Praxis sind
mehr Molekile nétig, um problemlos zu amplifizieren. Allerdings sollte keine zu groBe
Menge an Template eingesetzt werden, weil dadurch die Wahrscheinlichkeit eines
Fehlannealing steigt und die Reaktion zu frih in die Sattigung geraten kann. Darunter
leidet die Qualitat des Produkts (MUHLHARDT, 2006).
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AuBerdem spielt der Multiplikationsfaktor eine Rolle. Die DNA-Moleklle werden von
Zyklus zu Zyklus verdoppelt. Jedoch ist die Vermengungsrate zu Beginn der PCR
kleiner, vermutlich, weil die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, Primer, und
Enzym treffen, anfangs vergleichsweise gering ist. Sie steigt dann mit zunehmender
Templatemenge an, verringert sich aber gegen Ende der Reaktion wieder, weil die
Vermehrung  zunehmend durch  Phosphat, zerfallene Nukleotide und
rehybridisierende Produkte gehemmt wird (RASSMUSSEN, 2001). AuBerdem darf
die Zyklenzahl innerhalb der PCR nicht auBer Acht gelassen werden. Ab einer
gewissen Produktmenge kommt es zu einem Plateaueffekt, bei dem die
Vermehrungsrate stark abnimmt (RASSMUSSEN, 2001). Dies kann aus
verschiedene Griinden geschehen: Die Akkumulation von Endprodukien (DNA,
Phosphat) verlangsamt die Synthese, die Wahrscheinlichkeit des Reannealing von
zwei fertigen DNA-Strangen reduziert die Neusynthese, die Substratkonzentration
nimmt ab, die Menge an intakter Polymerase sinkt, es kommt zur Kompetition mit
unspezifischen  Produkten  (wie  Primerdimeren) und  zur  verstarkten
Fehlhybridisierung. Tatsachlich steigt in diesem Moment die Zahl falscher Produkte.
AuBerdem tendiert das Produkt bei zu vielen Zyklen zum ,Schmieren“: Neben dem
gewinschten Produkt entstehen immer mehr falsche Produkte, die sich meist vom
richtigen durch ihre L&nge unterscheiden. Aus diesem Grund passt man fir das
beste Ergebnis die Zahl der Zyklen so an, dass die PCR beendet ist, wenn das
Plateau erreicht ist (MUHLHARDT, 2006).

Ein wichtiger Punkt fur die Effizienz der PCR ist die temperaturabhéangige Aktivitat
der Polymerase. Obwohl diese thermostabilen Enzyme ihr Arbeitsoptimum bei ca.
70°C besitzen, sind sie auch bei anderen Temperaturen nicht inaktiv. So werden
bereits bei niedrigen Temperaturen Nukleotide frei (HOGREFE et al., 2002).

In dieser Studie wurde eine Enzymaktivierung far 10min bei 95°C und ein
Denaturierungsprozess von 45x fir 10s bei 95°C gewahlt. Auf diese Weise konnte
man die Aufspaltung der Template-DNA garantieren und eine kurze
Denaturierungszeit, um die beteiligten Reaktionspartner nicht zu beschadigen. Fir
eine optimale Amplifizierung in einer Zeit von 35 Sekunden wahlte man die
Annealingtemperatur nach Primer, die sich aus den Austestungen ergaben, und
sicherten, dass die Primer bei dieser Temperatur an die DNA banden. AuBerdem

wurde wahrend der Elongation das Temperaturoptimum der Polymerase bei 72°C
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gewabhrleistet. Die Template-DNA verfigte mit 100ng/ul Uber eine ausreichende
Konzentration und sicherte somit ebenfalls die Qualitat der PCR.

7.3.2. Primer und Sonden

Die Primer werden einerseits speziell fur die gewiinschte Amplifikation hergestellt,
andererseits entscheiden sie in erster Linie Uber das Gelingen der Amplifikation
(MUHLHARDT, 2006). lhre Sequenz sollte méglichst spezifisch fir das gewiinschte
Produkt sein, so dass die Primer nur an der richtigen Stelle hybridisieren (CHOTAR
et al., 2006). Je mehr verwandte Sequenzen in der verwendeten Template-DNA
existieren, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fir unspezifische
Amplifikationsprodukte. Je komplexer die Template-DNA, je mehr unterschiedliche
Sequenzen enthalten sind, desto gréBer ist die Wahrscheinlichkeit Artefakte zu
amplifizieren (MUHLHARDT, 2006). Diesem Problem begegnet man am besten mit
moglichst hohen Annealingtemperaturen, sofern dies die Primersequenz zuldsst. Mit
steigender Temperatur sinken allerdings die Annealingwahrscheinlichkeit und damit
die Ausbeute (BROWN & WITTWER, 1998). Zuséatzlich muss darauf geachtet
werden, dass die Primer nicht miteinander hybridisieren. Sie sollten aus diesem
Grund eine geringe Komplementaritat aufweisen, sonst kann der eine Primer als
Template flr den anderen Primer dienen (JARMAN, 2004). Auf diese Weise wirden,
anstatt den gewlnschten Amplifikationsprodukten, vor allem Primerdimere
entstehen. Die Menge an nutzbaren Primer wirde dadurch drastisch reduziert, und
die Amplifikationseffizienz stark gesenkt werden. Auch die Primerkonzentration kann
erheblichen Einfluss auf die Ausbeute besitzen.

Bei der Konzeption einer auf die Identifizierung von Polymorphismen oder
Mutationen optimierten PCR mit Hybridisierungssonden sind mehrere Parameter zu
beachten (MEUER & WITTWER, 2005): Die Hybridisierungssonden markieren in der
Schmelzkurvenanalyse spezifisch  Nukleotide, und somit den mdglichen
Basenpaaraustausch (ATAKAN & BAHRING, 2007). Dafir wird der Tm der
Sensorsonde analysiert. Die Sensorsonde darf nicht weiter als vier Basen vom
Strangende liegen und die Mutationsstelle sollte ungefahr in der Mitte der
Sensorsonde liegen (MEUER & WITTWER, 2005; WITTWER et al., 2001). |dealer
Weise hybridisiert die Ankersonde in einem Genabschnitt, in dem keine
Polymorphismen erwartet werden, und besitzt einen héheren Schmelzpunkt als die
Sensorsonde. Damit wird weitgehend sichergestellt, dass Veranderungen des
Schmelzpunktes, Variationen unter der Sensorsonde zugeordnet werden kdnnen
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(MEUER & WITTWER, 2005). Um einen ausreichenden FRET zu gewahrleisten
sollte der Abstand zwischen der Ankersonde und der Sensorsonde 1-5 Basen
betragen und fiir die Tm-Analyse sollte die Sequenzlange der Sensorsonde gréBer
als die der Ankersonde sein. Prinzipiell sind fir saubere Schmelzkurven und gréBere
Tm's GC-reiche Sequenzen nach Mdéglichkeit zu meiden. Die untersuchten
Polymorphismen sollten nicht ndher als 3 Basen von einem der beiden Enden der
Sensorsonde entfernt liegen. Zusétzlich sollte auf festbindende Sequenzmotive bei
den Sonden verzichtet werden, da sonst der Effekt der Fehlpaarung Uberdeckt wird.
AuBerdem sollten sie keine Stem-Loop-Sequenzen enthalten (LAY & WITTWER,
1997). Auch GT-Fehlpaarungen sollten vermieden werden, da diese zu einer Tm-
Reduzierung von 2- 4°C fuhren kénnte. In diesem Fall sollte die Sonde besser auf
den komplementaren Strang gelegt werden (AC-Fehlpaarung) (CUI et al., 2007).
Wichtig fur die Analyse des Basenaustausches ist die richtige Annealingtemperatur
der Sonden, da es anderenfalls zu Mismatch-Verbindungen kommen kann
(MUHLHARDT, 2006). Auf diese Weise wiirden keine genauen Signale generiert
werden und es kénnte kein Nachweis der spezifischen Sondenbindung Uber die
Schmelzkurve, und somit auch keine Genotypisierung erbracht werden (BROWN &
WITTWER, 1998).

Diesen Problemen begegnete man in dieser Studie mit eigens designten Sonden und
Primern und deren gezielter Austestung flir eine qualitative PCR. AuBerdem wurden
die verschiedenen Genotypen mittels eines unabhangigen

Sequenzierungsunternehmen bestatigt.
7.3.3. Genotypisierung

Bei dem Genotypisierungsprogramm des LightCycler 480 handelt es sich um keine
vollautomatische Auswertung. Das Programm gruppiert die Kurven abhangig vom
Verlauf der Schmelzkurve zu drei Lagern, homozygot Wildtyp, homozygot Mutant
und heterozygoter Typ. Um welche Basenpaarkombination und somit um welchen
Genotyp es sich handelt, muss anhand der Temperatur der Melting-Peaks bestimmt
werden (MONTGOMERY et al., 2007). Dies sollte stichprobenartig durch eine
Sequenzierung bestatigt werden.

Haufig werden Kurven, die in ihrem Verlauf eindeutig einem Genotyp zugeordnet
werden kénnen, und nur minimal in ihrer Tm-Temperatur abweichen, als gesonderte
Einzelgruppen identifiziert. Die Genauigkeit der Gruppierung hangt von der Auflésung
der Schmelzkurve und diese wiederum von der Menge der akquirierten Daten pro
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Grad Temperaturerhdhung ab. Die automatische Gruppierung erfolgt umso besser, je
mehr Kurven zur Verflgung stehen (LAREU & RUIZ-PONTE, 2005).

7.4. VERGLEICH DER FREQUENZEN DER UNTERSUCHTEN
POLYMORPHISMEN MIT ANDEREN STUDIEN

Ein wichtiger Hinweis fir eine geeignete Auswahl der Studienpopulation und flr eine
korrekte Genotypisierung der Polymorphismen ist sowohl das Vorliegen eines Hardy-
Weinberg-Gleichgewichtes, als auch die Vergleichbarkeit der ermittelten
Genotypfrequenzen mit Daten anderer, an ethnisch vergleichbaren Populationen
durchgefiihrter Studien (ENDO et al., 2001). Im Folgenden werden die
Allelfrequenzen fiir die untersuchten Polymorphismen mit den Daten anderer Studien
aus der Literatur verglichen. In erster Linie werden Studien zum Vergleich verwendet,
die in Bezug auf die vorliegende Studienpopulation gleiche geographische bzw.
ethnische Abstammung aufweisen. AuBerdem werden Daten der NCBI-Datenbank
herangezogen. Das National Center for Biotechnology Information (NBCI) ermdglicht
einen Zugang zu Datenbanken fir Nukleinsduresequenzen (Genbank),
Proteinsequenzen (Genpept), vererbten Krankheiten (OMIM- Online Mendelian
Inheritance on Man) und Taxonomie Datenbanken. Alle Informationen sind

untereinander verknUpft.

7.4.1. OPN A-1748G: rs2728127

AA 47% 53,9%

Referenz
AG 45,2% 38,5% Danemark HUMMELSHOJ

et al. 2005
GG 7.8% 7.7%

Tab. 7.1.: Vergleich der Genotyphéaufigkeit fir OPN A-1748G.

Ein Vergleich der Genotypen des Osteopontinpolymorphismus A-1748G der
durchgefihrten Studie mit einer danischen Assoziationsstudie (HUMMELSHOJ et al.
2005) zeigt keine groBen Abweichungen der Frequenzen. Der Wildtyp AA ist in
beiden Studien mit 47% und 53,9%, der heterozygote Genotyp mit 45,2% und 38,5%,
und der mutierte homozygote Genotyp mit 7,8% und 7,7% enthalten.

Die Verteilung des Allel A betragt in der Patientengruppe 69,4% und bei den
Kontrollindividuen 69,58%. Das Allel G weist einen Prozentsatz von 30,6% in der
Kohorte mit Parodontitis auf und 30,42% innerhalb der gesunden Individuen.
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Die Allelverteilung innerhalb der Studienpopulation wird durch die NCBI-Datenbank
bestatigt: Hier liegt die Verteilung fir das Allel A bei ca. 70% und fir das Allel G bei
ca. 30%. Sowohl das Auftreten der Genotypen, als auch die Allelh&ufigkeit gleichen
sich. Dies spricht fir die geeignete Auswahl der Studienpopulation in der
vorliegenden Studie und fir die korrekte Genotypisierung des SNPs OPN A-1748G.

Allelverteilung (NCBI-Datenbank)

Ballel-A

Europaer -

0,00%  50,00% 100,00% 150,00%

Abb. 7.1.: Allelverteilung des Polymorphismus OPN A-1748G

7.4.2. OPN T-616G: rs2853744

GG 85,02% 91,4%

Referenz
GT 15.85% 7.7% Danemark HUMMELSHOJ

et al. 2005
T 0,13% 0,96%

Tab. 7.2.: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN T-616G.

Der homozygote Genotyp GG betragt in beiden Studien knapp 90% und der Genotyp
TT liegt bei unter 1%. In der vorliegenden Studie ist allerdings der Prozentsatz des
heterozygoten Genotyps mit 15% doppelt so hoch, wie in der danischen
Kohortenstudie mit 7,7% (HUMMELSHOJ, et al., 2005). Dies beruht unter
Umstanden auf unterschiedlichen exogenen Faktoren. Eine mdogliche Erklarung
ware, dass dieser SNP durch die raumliche Trennung der Populationen verbunden
mit einer voneinander unabhangigen Entwicklung dieser beiden Populationen
aufgetreten ist, und dadurch eine Differenzierung entsteht. (ENDO et al., 2001;
COLHUON et al., 2003; STONEK, 2006).
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7.4.3. OPN T-443C: rs11730582

Die Frequenzen des Polymorphismus OPN T-443C der Studienpopulation lassen
sich mit einer danischen (HUMMELSHOJ et al., 2005) und einer italienischen
Assoziationsstudie (GIACOPELLI et al., 2004) vergleichen. Die Verteilung des
Genotyp TT zeigt mit 26,4% in der durchgeflhrten Studie und 29,8% in der
Vergleichsstudie keine signifikante Abweichung. Auch die beiden anderen
Genotypen zeigen mit 52% und 21% keine deutlichen Differenzen. Die Allele T (52%)
und C (48%) unterscheiden sich nicht mit den Allelfrequenzen (50%) der italienischen
Vergleichsstudie (GIACOPELLI et al., 2004) und flur kaukasische Kohorten (NCBI-
Datenbank).

Genotypen Eigene Eigene Daten aus der Literatur
Patienten Kontrollen

TT 26,84% 26,03% 29,8% Referenz

TC 52,15% 52,45% 44,2% Danemark | LmMmEL SHOJ
et al., 2005

CC 21,01% 21,52% 26%

Allelfrequenz
T 52,91% 52,26% 50% GIACOPELL/
Italien
c 47,09% 47,74% 50% et al., 2004

Tab. 7.3: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN T-443C

Allelverteilung (NCBI-Datenbank)
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Abb. 7.2.: Verteilung der Allele C und T fir den Polymorphismus OPN T-443C.
7.4.4. OPN delG-156: rs11439060

Ein Vergleich der Genotypen des Osteopontinpolymorphismus delG-156 der

vorliegenden Studie mit einer danischen Assoziationsstudie (HUMMELSHQOJ et al.

2005) zeigt fur die Verteilung der Genotypen keine groBen Abweichungen der
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Frequenzen. Der Wildtyp delG/delG ist in beiden Studien mit ca. 50% und 53,8%, der
heterozygote Genotyp delG/G mit ca. 40% und 40,4%, und der mutierte homozygote
Genotyp GG mit ca. 8,3% und 6% enthalten. Die Verteilung des Allel delG betragt in
der Patientengruppe 72,8% und bei den Kontrollindividuen 70,5%. Das Allel G weist
einen Prozentsatz von 27,8% in der Kohorte mit Parodontitis und von 29,5% in der
Gruppe mit gesunden Individuen auf. Im Vergleich dazu liegt der prozentuale Anteil

der Verteilung des Alles delG in einer italienischen Assoziationsstudie bei 65% und
der des Allels G bei 35% (GIACOPELLI et al., 2004). Somit sind auch keine
signifikanten Unterschiede der Allelpréavalenz erkennbar.

Genotypen Eigene Eigene Daten aus der Literatur
Patienten Kontrollen
delG/delG 52,65% 49,36% 53,8% Referenz
delG/G 39,04% 42,29% 40,4% Danemark | yummELSHOU
et al., 2005
GG 8,31% 8,35% 5,8%

Allelfrequenz

delG 72,83% 70,5% 65% GIACOPELLI

Italien
G 27,83% 29,5% 359 et al., 2004

Tab. 7.4.: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN delG-156.

7.4.5. OPN T-66G: rs28357094

Genotypen Eigene Eigene Daten aus der Literatur
Patienten Kontrollen
TT 61,46% 63,25% 61,5% Referenz
TG 33,25% 31,63% 31,7% Danemark | mmELSHOU
et al., 2005
GG 5,29% 5,12% 6,7%

Allelfrequenz

T 78,09% 79,1% 78% GIACOPELLI

Italien

G 21,91% 20,9% 290, et al., 2004

Tab. 7.5.: Vergleich der Genotyphaufigkeit fiir OPN T-66G.
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Die Frequenzen des Polymorphismus OPN T-66G der Studienpopulation lassen sich
ebenfalls mit der erwahnten danischen (HUMMELSHOJ et al., 2005) und
italienischen Assoziationsstudie (GIACOPELLI et al., 2004) vergleichen. Die
Verteilung des Genotyps TT zeigt mit 62,4% in der durchgefihrten Studie und 61,5%
in der Vergleichsstudie keine signifikante Abweichung. Auch die beiden anderen
Genotypen zeigen mit 32,4% und 5,2% keine deutlichen Differenzen zu der
danischen Kohorte mit 31,7% und 6,7%. Die Allele T (79%) und G (21%)
unterscheiden sich nicht mit den Allelfrequenzen (78% fir das Allel T und 22% fir
das Allel G) der italienischen Vergleichsstudie (GIACOPELLI et al., 2004).

7.4.6. OPN T+282C: rs4754

Patienten Kontrollen

Referenz
T 69,52% 63,43% 72% 28% England | b ensieEk
et al., 2003
c 30,48% 36,57% 71% 29%

Tab. 7.6.: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN T+282C.

Allelverteilung (NCBI-Datenbank)

o Allel-C
O Allel-T

Europaer

0% 50% 100% 150%

Abb. 7.3.: Verteilung der Allele C und T beziiglich des Polymorphismus OPN T+282C.

Durch einen Allelfrequenzvergleich des Polymorphismus OPN T+282C zwischen der
vorliegenden Studienpopulation und einer englischen Assoziationsstudie (HENSIEK
et al., 2003) lassen sich Abweichungen der Genotyphaufigkeit innerhalb der
Studienpopulation zu Daten aus der Literatur feststellen. Die Verteilung des Allels T
weist einen Prozentsatz von 69,5% auf. In der Kontrollgruppe betragt dieser 63,43%.
In der Vergleichsstudie zeigt sich eine prozentuale Verteilung des Allels T von 72% in
der Patientengruppe und 28% bei den Kontrollindividuen. Die Verteilung des Allel C
betrdgt in der Studienpopulation 30,5% und 36,57%. In der englischen
Assoziationsstudie sind dies 71% und 29%. Die NCBI-Datenbank zeigt eine
Allelhaufigkeit (T=79% und C=21%), die mit der englischen Studie Ubereinstimmt.
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Der Unterschied beziglich der Allelfrequenz in der vorliegenden Studie, der
englischen Assoziationsstudie und der NCBI-Datenbank kann damit erklart werden,
dass in der vorliegenden Studie eine Assoziation des Polymorphismus OPN T+282C
zur chronischen Parodontitis vorhanden ist. In der Vergleichsstudie konnte dies nicht
nachgewiesen werden. Aufgrund dessen kann es zu Auswirkungen auf Allelfrequenz-
und Genotypverteilung kommen (COLHUON et al., 2003; STONEK, 2006; ENDO et
al., 2001). Weiter kdnnte dieser Unterschied unter Umstdnden auf unterschiedlichen
exogenen Faktoren beruhen. Auch dieser SNP kénnte durch die raumliche Trennung
der Populationen, verbunden mit einer voneinander unabhangigen Entwicklung
dieser beiden Populationen, aufgetreten sein, und dadurch wére eine Differenzierung
der Allelhaufigkeiten mdglich (ENDO et al., 2001; COLHUON et al., 2003; STONEK,
2006).

7.4.7. OPNT+750C: rs1126616

Patienten Kontrollen

cC 48,11% 50,44% 45% 41% Referenz
0 o WOHLFAHR
42 66% Tetal.,
i 2006
CT 43,58% 40,57% 48% 48% Amerika
46% 32% +
FORTON et
TT 8,31% 8,99% 7% 11% al., 2002
12% 2,53%

Tab. 7.7.: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN T+750C.

Bei dem Vergleich der vorliegenden Studie mit zwei amerikanischen
Assoziationsstudien (FORTON et al., 2002; WOHLFAHRT et al., 2006) kénnen keine
signifikanten Differenzen der Genotyp- und der Allelhaufigkeiten festgestellt werden.
Die Verteilung des Genotyp CC in dieser Studie betragt in der Patientengruppe 48%
und in der Kontrollgruppe 50%. In den Vergleichsstudien liegt der Prozentsatz bei
den Patienten bei 45% und 42%. Bei den Kontrollindividuen 41% und 66%. Der
heterozygote Genotyp CT gleicht mit 44% und 41% der Genotypverteilung in der
amerikanischen Kohortenstudie (FORTON et al., 2002, WOHLFAHRT et al., 2006).
Auch bei der Variante TT sind mit 8% und 9% keine deutlichen Abweichungen zu
den Vergleichsstudien mit 7,12% und 3% zu erkennen. Die geringen Differenzen

beim Vergleich lassen sich dadurch erklaren, dass bei den beiden anderen Studien

94



das untersuchte Kollektiv wesentlich kleiner war. Zusatzlich muss erwahnt werden,
dass sich bei beiden Vergleichsstudien Assoziationen der Polymorphismen gezeigt
haben, wodurch sich eine Auswirkung auf die Genotypverteilung ergeben kann.

Der Vergleich der Allelfrequenzverteilung innerhalb der Studienpopulation mit der
NCBI-Datenbank zeigt ebenfalls keine Unterschiede in ihrer Haufigkeit. Das Allel C
ist mit 70% und 71% in der eigenen Studienpopulation vertreten. Das Allel T mit 30%.
Eine &hnliche Verteilung mit 70% und 30% findet sich in der Datenbank wieder.

Allelverteilung (NCBI-Datenbank)

S
o m Allel-C
*’b
,{_'s’ o Allel-T
2
>
«°Q

K ‘ ‘
< 0% 50% 100% 150%

Abb. 7.4.: Verteilung der Allele C und T bezlglich
des Polymorphismus fir Kaukasier und Européaer in
der NCBI-Datenbank.

7.4.8. OPN A+1083G: rs1126772

Patienten Kontrollen

Referenz
A 75.96% 77.79% 76% 71% England | pensiEk
et al., 2003
G 24,04% 22.21% 24% 29%

Tab. 7.8: Vergleich der Genotyphaufigkeit fir OPN A+1083G

Bei dem Vergleich der Allelfrequenz dieses SNPs und einer englischen
Assoziationsstudie (HENSIEK et al., 2003) zeigt sich erneut kein Unterschied in
deren Auftreten und Haufigkeit. Die Verteilung des Allels A weist in der
Patientengruppe einen Prozentsatz von 76% auf. In der Kontrollgruppe betragt dieser
78%. In der Vergleichsstudie zeigt sich eine prozentuale Verteilung des Allels A von
76% bei den Patienten und 71% bei den Kontrollindividuen. Die Verteilung des Allel
C Dbetragt in der Studienpopulation 24% und 22%. In der englischen
Assoziationsstudie sind dies 24% und 29%. Auch in der NCBI-Datenbank findet sich
flr das Allel A (81%) und fiir das Allel G (19%) eine &hnliche Verteilung.
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Dies bestatigt erneut die reprasentative Auswahl der Studienpopulation.

Allelverteilung (NCBI-Datenbank)

m Allel-A
m Allel-G

Kaukasier

0% 50% 100%  150%

Abb. 7.5.: Allelverteilung des Polymorphismus OPN A+1083G flr Kaukasier in der NCBI-Datenbank.

7.4.9. OPN A+1239C: rs9138

Genotypen Eigene Eigene Daten aus der Literatur
Patienten Kontrollen
AA 47,83% 50,64% 50% Referenz
AC 47,1% 41% 45% NCBI-
Datenbank
CC 9,07% 8,36% 5%
Allelfrequenz
A 69,02% 71,14% 74% HENSIEK et
England
., 2
C 30,98% 28,86% 26% al., 2003

Tab. 7.9.: Vergleich der Genotyph&ufigkeit fir OPN A+1239C.

Ein Vergleich der Genotypen des Osteopontinpolymorphismus A+1239C der
vorliegenden Studie mit Daten der NCBI-Datenbank zeigt fir die Verteilung der
Genotyp- und Allelhaufigkeiten keine signifikanten Abweichungen der Frequenzen.
Der Wildtyp AA ist mit 48% und 51%, der heterozygote Genotyp mit 47% und 41%,
und der mutierte homozygote Genotyp mit 9% und 8% enthalten. Die Daten aus der
Literatur betragen fir den Genotyp AA 50%, flir AC 45% und flr die homozygote
Variante 5% (NCBI-Datenbank).

Patientengruppe 69% und bei den Kontrollindividuen 71%. Das Allel G weist einen

Die Verteilung des Allel A betragt in der

Prozentsatz von 31% in der Kohorte mit Parodontitis und 29% bei den gesunden
Individuen auf. Im Vergleich mit einer englischen Assoziationsstudie, in der der

96




prozentuale Anteil des Allel A 74% und des Allel C 26% betragt, zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Haufigkeiten (HENSIEK et al., 2003).

Insgesamt sprechen diese Beobachtungen fir eine reprasentative Auswahl der
Studienpopulation und eine korrekte Genotypisierung. Die geringen Unterschiede bei
den Allelfrequenzen in der vorliegenden Studienpopulation im Vergleich zu den
herangezogenen Daten sollten jedoch bei der Interpretation von schwachen
Assoziationen bertcksichtigt werden. Aus diesem Grund sollte die beobachtete
Verbindung des Polymorphismus OPN T+282C in mindestens einer weiteren

Replikationsstudie Uberprift werden, um die Beobachtung zu bestatigen.
7.5. BEWERTUNG DER ERGEBNISSE AUS FUNKTIONELLER SICHT

Die Mundhéhle bildet im menschlichen Organismus ein einzigartiges, komplexes
Biotop (MARSH, 1994; VAN STEENBERGEN et al., 1996). Opportunistische Keime
besiedeln stets die Mundhéhle. Sie konkurrieren untereinander, sowie mit
pathogenen Keimen. Durch diese Kompetition wird beim Gesunden ein
UberschieBendes Wachstum pathogener Spezies verhindert (SIQUEIRA et al., 2002).
AuBerdem bestehen Abwehrmechanismen, die eine bakterielle Besiedlung
verhindern. Es besteht somit ein Gleichgewicht zwischen Besiedlung und Abwehr. Es
sind in der Mundhéhle aber auch 06kologische Nischen vorhanden, die eine
Kolonisierung von Bakterien fordern (GURENLIAN, 2007). Im Wesentlichen sind dies
Fissuren, die Zahnhalsregion, das Wurzelkanalsystem sowie karidses Dentin. Durch
eine unzureichende Mundhygiene bilden die Bakterien zunehmend einen Biofilm in
Form einer subgingivalen dentalen Plaque aus, in der diese in metabolischer
Kooperation leben. Dadurch werden sie unempfindlicher gegenliber mechanischer
Entfernung und resistent gegentber einer Phagozytose und Abtdtung durch
neutrophile  Granulozyten (MULLER, 2001; RATEISCHAK, 2004). Das
immunologische Gleichgewicht ist gestért. Somit kann sich eine Entziindungsreaktion
der Gingiva bis hin zu einer chronischen Parodontitis entwickeln (LOESCHE, 1999).

7.6. OSTEOPONTIN IM BEZUG AUF DIE CHRONISCHE PARODONTITIS

Das Epithel der Mundhdhle stellt einen Schutz vor Infiliration von
parodontopathogenen Mikroorganismen dar. Epithelzellen besitzen die Fahigkeit,
Osteopontin zu sezernieren. Dadurch ist OPN in der Lage, die Permeabilitat des
Epithels und die sekretorische Funktion zu beeinflussen (BUTLER 1989; SODEK et
al., 2006). Dies kann auf die Invasion von Bakterien deutliche Auswirkungen haben,
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da Osteopontin mit der Veranderung der Epithelbarrierefunktion in Verbindung steht
(GASSLER et al., 2002; SODEK et al, 2006). Diesem Protein ist es mdglich,
spezifische Funktionen der Epithelzellen, die in den Schutzprozess involviert sind, zu
regulieren. Der Epithelzelltod, der auch mit einer parodontalen Beschadigung
einhergeht, ist mit einer steigenden Fas-Ligandenausbildung, einer erhéhten TGF-1
Produktion und einer vermehrten respiratorischen Entladung assoziiert. Eine
steigende OPN-Expression fuhrt zu einer erhdhten Fas-Rezeptorenausbildung
(BARKLA & GIBSON, 1999, OPHASCHAROENSUK et al., 1999; HAGIMOTO et al.,
2002; KRUIDENIER et al., 2003; SODEK et al. 2006). Dadurch ist dieses Protein in
der Lage, die Integritdt des Epithels zu beeinflussen (SODEK et al. 2006). Bei
parodontalen Entzlindungen steigt die Osteopontin Expression. Ein Mangel oder ein
Fehlen von OPN wiirde zu einer steigenden Gewebedestruktion, einer deutlich
erhdéhten Aktivitdt der PMN und einer geringen Epithelregeneration fihren (BATISTA-
DA-SILVA, 2005). Durch eingeschrankte Funktion der Makrophagen (LIAW et al.,
1998; RITTLING et al., 1998; SODEK et al., 2006), ist ohne das Protein die
Aktivierung des Immunsystems gestort. Da Osteopontin die Aktivierung der
Makrophagen unterstitzt (GIACHELLI & STEITZ, 2000; O'REGAN et al., 2001; ZHU
et al., 2004, SODEK et al., 2002, 2006), die Zell-vermittelte Immunantwort férdert
(ASHKAR et al., 2000, O'REGAN, 2003; SODEK et al., 2006) und diese zu einer
Th1-Antwort polarisiert (ASHKAR et al, 2000; CHABAS et al., 2001; JANSSON et al.,
2002; O'REGAN, 2003; SODEK et al., 2006), ware ohne das Protein das Uberleben
der Pathogene und die Persistenz der Monozyten wahrscheinlich. Sowohl das
angeborene, als auch das adaptive Immunsystem ist in seiner Funktion
beeintrachtigt, und der Entzindungszustand existiert weiter (SODEK et al., 2006).
Dadurch kommt es zu einer starkeren Destruktion des parodontalen Gewebes durch
gesteigerte Freisetzung von gewebeabbauenden Enzymen. Zusatzlich fuhrt die
eingeschrédnkte  Makrophagenfunktion zu gréBerem  Kollagenverlust und
Knochenabbau. AuBerdem ist ohne Osteopontin die Fibroblastenfunktion und somit
die Wundheilung eingeschrankt (LIAW et al., 1998; RITTLING et al., 1998; SODEK et
al., 2006). Dies fuhrt zur Einschrankung der Kollagensynthese und der Ablagerung
von extrazellularer Matrix (OVERALL et al., 1991; SODEK et al., 2006; DENHARDT
et al., 2001). Dadurch kommt es zu keiner parodontalen Regeneration.

Im Hinblick auf die Aufgaben von Osteopontin in Bezug auf die Epithelintegritat, in

der Regulation von immunologischen Mechanismen und in der Wundheilung, wird
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deutlich, in welchen méglichen Zusammenhang die Auswirkungen dieses Proteins
mit der chronischen Parodontitis steht (GASSLER et al., 2002; SODEK et al, 2006).
Zusatzlich kénnen diese Proteinfunktionen durch genetische Polymorphismen,
abhangig vom Genotyp, beeinflusst werden, und zu einer mangelhaften bzw.
UberschieBenden Aktivitdt von OPN fuhren. In einer Assoziationsstudie wird in der
Sulkusflissigkeit von Parodontitis-Patienten die Existenz von Osteopontin
nachgewiesen und dessen Konzentration ist mit der parodontalen Progression
assoziiert (KIDO et al., 20017).

7.7. STUDIEN UND UNTERSUCHUNGEN ZU OSTEOPONTIN IN BEZUG AUF
VERSCHIEDENE KRANKHEITEN

Es sind direkte Verbindungen von OPN SNPs zur autoimmunen lymphoproliferativen
Erkrankung, ALPS, (CHIOCCHETTI et al., 2004), zum systemischen Lupus
erythematodes (SLE) (D’ALFONSO et al., 2005; FORTON et al., 2002), zur multiplen
Sklerose (MS), autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) (CHABAS et al., 2001) und
zur Bildung von Harnsteinen (GAO et al., 2005) beobachtet worden. In einer
japanischen Kohortenstudie wird zwar keine direkte Assoziation des Polymorphismus
OPN 250 (Ala-250) zum Krankheitsbild Urolithiasis festgestellt, aber die Sequenz
GCC ist in der Kontrollgruppe und die Variante GCT in der Patientengruppe starker
vertreten. Zusatzlich wurde eine unterschiedliche Transkriptionsgeschwindigkeit der
beiden Sequenzen festgestellt (YAMATE et al., 2000). AuBerdem wurde ein
Zusammenhang von Osteopontin mit der chronischen Hepatitis C gefunden
(MOCHIDA et al, 2003). Polymorphismen in der Promotorregion des
Osteopontingens dienen als Marker, die die Wirksamkeit der Interferon-basierenden
Therapie bei Patienten mit chronischer Hepatitis C voraussagen (NAITO et al., 2005).
Der Einfluss des Proteins Osteopontin wird, auBer in Assoziationsstudien, auch in
Entzindungsmodellen flr verschiedene Krankheiten untersucht. In vielen dieser
Modelle ist die Intensitat der Entzlindungsreaktion in Abwesenheit von OPN deutlich
vermindert (O'REGAN et al. ,2001; SODEK et al., 2006). Entzindungskrankheiten,
wie fibrose Arthritis (YUMOTO et al., 2002; SODEK et al., 2006) und MS (CHABAS
et al., 2001; JANSSON et al., 2002; SODEK et al., 2006), sind in OPN-Null-Mausen
stark reduziert. Mit diesem Aspekt stimmt auch die steigende Expression von
Osteopontin bei Tuberkulose und Silikose (NAU et al., 1999; O'REGAN et al., 1999;
SODEK et al., 2006) Gberein.
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Eine Arthritis (YAMAMOTO et al., 2003; SODEK et al., 2006) und Hepatitis-A
induzierte Entzindung (DIAO et al., 2004, SODEK et al., 2006) kann durch
Antikdrper gegen die kryptische ,SLVVYGLR*-Sequenz von Osteopontin in Mausen
unterdriickt werden. Dies stellt einen wichtigen Beweis fir die Rolle von OPN in
Entziindungsreaktionen dar.

Eine weitere Untersuchung zeigt, dass die Expression von Osteopontin durch
Epithelzellen fir die Aufrechterhaltung der Epithelbarriere des Darms (GASSLER et
al, 2002; SODEK et al, 2006) und zum Schutz vor tubulo-interstitiellen
Destruktionen bei Nierenerkrankungen (SIBALIC et al., 1997, SODEK et al., 2006)
bendtigt wird. In einem experimentellen Kolitis-Modell steigt die Destruktion
intestinalen Gewebes bei OPN-Null-Mausen stark an (BATISTA-DA-SILVA, 2005).
Der Verlust der mukosalen Integritdt und die entzindungsbedingte Destruktion bei
Patienten mit ulzerierender Kolitis korreliert mit der Produktion von IL-1[3, IL-6, TNF-
a, IL-10, TGF-B1 und aktivierten Granulozyten (FEDARKO et al., 2000; HEUSCHKEL
et al., 2000; VON LAMPE et al., 2000; MCKAIG et al., 2003; SODEK et al., 2006).
Eine steigende Expression durch tubulare Epithelzellen der Niere weist auf die
kritische Rolle des Proteins in der Vermittlung der Monozyten-Infiltration hin, die zu
tubular-interstitiellen Alterationen und weiter zu einer Glomerulonephritis flhrt
(OKADA et al., 2000, SODEK et al., 2006).

In einem weiteren Entzindungsmodell sind neutralisierende Antikérper fir ein
kryptisch Integrinbindendes Epitop von OPN, das durch Thrombinspaltung freigelegt
wird, in der Lage, die Entwicklung einer Hepatitis bei normalen Mausen zu reduzieren
(DIAO et al., 2004; SODEK et al., 2006). Eine Uberexpression an Osteopontin in
transgenen Mausen dagegen resultiert in einer massiven Lebernekrose und fihrt zu
einer Monozyten-Infiltration aufgrund der Polarisation der Th1-Antwort (MIMURA et
al., 2004; SODEK et al., 2006).

7.8. ASSOZIATIONSSTUDIEN ZWISCHEN POLYMORPHISMEN ANDERER
MEDIATOREN UND DER CHRONISCHEN PARODONTITIS

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-10 (IL-10) z&hlt zu den zentralen
Regulatoren der Immunantwort als Reaktion auf eine bakterielle Infektion. Fir
Polymorphismen im IL-1 Gen-Cluster wird eine hohe endogene IL-10-Produktion
festgestellt. IL-10 ist an der Regulation des Gewebekatabolismus und der
Knochenresorption beteiligt. Diese stellen die zentralen Pathomechanismen einer
chronischen Parodontitis dar. Bei Interleukin-10 (IL-10) handelt es sich um ein
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antiinflammatorisch wirkendes Zytokin. In zwei publizierten Studien findet sich eine
Assoziation von IL-10-Polymorphismus mit der chronischen Parodontitis (SCAREL-
CAMINAGA et al., 2004, BERGLUNDH et al., 2003; LOOS et al., 2005). In drei
anderen Studien kann dagegen keine Assoziation nachgewiesen werden
(GONZALES et al., 2002; KINANE et al., 1999, YAMAZAKI et al., 2001). Die
gefundenen Unterschiede dirften sich dadurch erklaren, dass Studienpopulationen
verschiedener ethnischer Herkunft, wie Japaner, Brasilianer und Schweden,
analysiert wurden (ENDO et al. 2001).

Auch die Zytokine IL1 und IL-6 sind Schllisselregulatoren in der Wirtsantwort auf eine
mikrobiologische Infektion und bedeutende Modulatoren des extrazellularen Matrix-
Katabolismus (HOLLA et al., 2004) Es zeigen sich einige Assoziationen des IL-1 mit
der Parodontitis (LOOS et al. 2005; HAVEMOSE-POULSEN et al. 2007). In einer
Kohortenstudie in der nordamerikanischen Bevélkerung wird flr einen Genotyp
(PAG), bestehend aus zwei Polymorphismen des IL-1B-Gens, ein 6-19-faches Risiko
ermittelt, an chronischer Parodontitis zu erkranken (KORNMAN et al., 1997,
NEWMAN, 1997).

Beim Vergleich verschiedener Studien zeigt sich allerdings, dass mehreren Befunden
mit einer positiven Assoziation eines Gen-Polymorphismus innerhalb des IL-1B-Gens
und der chronischen Parodontitis (GALBRAITH et al., 1999, MARK et al., 2000), eine
Reihe negativer Ergebnisse gegeniberstehen (MCDEVITT et al., 2000; PARKHILL et
al., 2000). Dies kann dadurch erklart werden, dass die chronische Parodontitis als
polygenetisches Krankheitsbild, in dem das Zusammenspiel mehrerer Gene von
Bedeutung ist, anzusehen ist. In diesem sind die Polymorphismen im IL-1B-Gen von
groBer Bedeutung, spielen jedoch keine allein entscheidende Rolle (DIEHL et al.,
1999).

Mehrere Hinweise auf eine H&ufung von Parodontitiden in Zusammenhang mit
populationsbasierten genetischen Polymorphismen an Genorten, die Proteine mit
Immun-Funktion codieren, sind vorhanden. Signifikante Assoziationen zwischen
einem Polymorphismus im FcyRIIB-Gen und einer erhdhten Parodontitis Gefahr wird
bei Japanern nachgewiesen (KOBAYASHI et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2001;
YASUDA et al., 2003).

Polymorphismen von Zytokinen, die eine Assoziation zur chronischen Parodontitis
besitzen, kébnnen als Marker dienen, um das Erkrankungsrisiko zu diagnostizieren

(SUMER et al., 2007). Allerdings muss beachtet werden, dass in parodontalen
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Entziindungsgeschehen zusatzlich andere Risikofaktoren involviert sind (LOOS et
al., 2005).

7.9. SCHLUSSFOLGERUNG

Die vorliegende Arbeit konnte eine Assoziation des Polymorphismus OPN T+282C:
rs4754 mit der chronischen Parodontitis beobachten. Fir die anderen acht
Osteopontin-Polymorphismen (OPN A-1748G: rs2728127, OPN T-616G: rs2853744,
OPN T-443C: rs11730582, OPN delG-156: rs11439060, OPN T-66G: rs28357094,
OPN T+750C: rs1126616, OPN A+1083G: rs1126772, OPN A+1239C: rs9138)
ergab sich dagegen keine Verbindung zu diesem Krankheitsbild. Dies schliet jedoch
nicht aus, dass eine weitere mdgliche Assoziation vorhanden ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie liefern den Hinweis, dass die untersuchten
neun genetisch gekoppelten Polymorphismen des Osteopontingens einen Einfluss
auf die chronische Parodontitis bei mitteleuropaischen Kaukasiern haben kdnnten.
Aufgrund der komplexen Vererbung kann der genetische Hintergrund der
chronischen Parodontitis mit diesen Beobachtungen jedoch nicht ausreichend geklart
werden. In weiteren Studien muss zukinftig auch der Einfluss anderer
Kandidatengene aufgeklart werden. Plausibel ist in diesem Zusammenhang vielmehr
die Erklarung, dass bei der Entstehung einer chronischen Parodontitis die komplexen

Interaktionen samtlicher potentieller Risikofaktoren miteinzubeziehen sind.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

In der Entstehung der chronischen Parodontitis spielen genetische Faktoren, neben
der bakteriellen Mundflora und Umwelteinflissen eine wichtige Rolle. Das
Immunsystem ist maBgeblich an der Abwehr von parodontopathogenen Bakterien
und an Prozessen des Gewebeabbaus beteiligt. Das Protein OPN stellt ein
multifunktionelles Molekil dar, das als proinflammatorisches Zytokin und T-
Lymphozytenaktivierungs-Protein eine zentrale Rolle in der Immunantwort spielt,
wodurch es auch maBgeblich an der Aufrechterhaltung der Integritat des Epithels
beteiligt ist. Durch seine Funktion als Knochen-Matrix-Protein und extrazellulares
Matrixprotein ist es auBerdem flur die Wundheilung und den Knochenmetabolismus
von entscheidender Bedeutung, so dass das untersuchte OPN-Gen als funktionelles
Kandidatengen fir die chronische Parodontitis angesehen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Polymorphismen von OPN an
der Entstehung des Krankheitsbildes der chronischen Parodontitis beteiligt sind.
Hierzu wurde eine Studienpopulation von 397 Patienten mit chronischer Parodontitis,
sowie 781 gesunde, unverwandte Kontrollindividuen zusammengestellt. Mittels PCR,
Hybridisierung und Schmelzkurvenanalyse am LightCycler 480 wurden, nach
Primeraustestung, Agarosegelelektrophorese und Stichprobensequenzierung, die
Allel- und  Genotypfrequenzen in  der  Studienpopulation  fir  acht
Einzelnukleotidpolymorphismen  und  einen  Deletionspolymorphismus  des
Osteopontin-Gens untersucht. Von den neun untersuchten Polymorphismen liegen
finf (OPNA-1748G, OPNT-616G, OPNT-443C, OPN delG-156, OPNT-66G)
innerhalb der Promotorsequenz des Osteopontingens, der 5'-Seite. Zwei
(OPNT+282C, OPNT+750C) befinden sich im sechsten codierenden und siebten
codierenden Exon. Die restlichen zwei SNPs (OPN A+1083G, OPN A+1239c) sind
im siebten Exon lokalisiert, stellen aber untranslatierte Bereiche dar.

Die Auswertung ergab eine signifikante Assoziation des Genotypen CC des
Polymorphismus OPN T+282C flir das Krankheitsbild der chronischen Parodontitis.
FUr die anderen acht Polymorphismen ergaben sich keine Verbindungen. Auffallig ist,
dass alle neun OPN-SNPs gemeinsam im Block vererbt werden. In Bezug auf den
Risikofaktor Rauchen zeigen die homozygot mutierten Genotypen von OPN T-443C
und T+750C eine Assoziation.
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ANHANG

1. Daten der Parodontitisgruppe

Ge- OPN |OPN [OPN| OPN |[OPN|OPN| OPN | OPN | OPN
Nr. | Alter | schiecht | Raucher | 1748 | .616 | -443 | -156 | -66 | 282 | 750 | 1083 | 1239
P1 | 56 | mannlich v AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P2 | 31 | weiblich Vv AG |GG | TC |-G+G | GT | cC | cC AA AC
P3 | 50 | weiblich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P4 | 37 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TC | TC AG AC
P5 | 38 | mannlich v AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P6 | 30 | mannlich v AG |GG | TT |-G+G | GT | cC | cC AA AA
P7 | 41 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | CcC | CC AA AA
P8 | 24 | mannlich - AA |GG | TC |-GG | TT | CcC | CC AA AA
P9 | 38 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P10 weiblich AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P11 | 50 | weiblich - AG |GG | TC |-G+G | GT | cC | cC AA AA
P12 | 18 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | cC AA AA
P13 | 50 | weiblich N AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TT AA AC
P14 | 56 | weiblich d AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
P15 | 63 | weiblich - AG |GG | TC |-G+G | GT | cC | cC AA AA
P16 | 58 | mannlich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | cC AA AA
P17 | 54 | weiblich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P18 | 54 | mannlich v AG |GG | TC |-G+G | GT | cC | cC AA AA
P19 | 60 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | CC | CC AA AA
P20 | 61 | mannlich v AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
P21 | 31 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
P22 | 57 | mannlich - AG |GG | TT |-G+G | GT | TC | TC AA AC
P23 | 28 | mannlich v AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P24 GG | TG | TT |+G+G| GT | cC | cC AA AA
P25 | 63 | weiblich - AG |GG | TC |-G+G | GT | cC | cC AA AA
P26 | 58 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
P27 | 50 | weiblich v AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P28 | 64 | weiblich v AA |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AA AC
P29 | 58 | méannlich d AA | GG | TC | -G\G | TT | TT TT GG CcC
P30 | 49 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | cC AA AA
P31 | 42 | mannlich - AG |GG | TT |-G+G | GT | TC | TC AA AC
P32 | 54 | weiblich - GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | cC AA AA
P33 | 58 | weiblich - AA |GG | CC|-G:G| TT | CC | CC AA AA
P34 | 57 | weiblich v AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
P35 | 48 | weiblich v GG | TT | TT |+G+G| TT | cC | CC AA AA
P36 | 61 | weiblich v AA |GG | TC | -GG | TT | CcC | CC AA AA
P37 | 40 | weiblich v AA |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
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P38 | 55 | weiblich - AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P39 | 69 | mannlich - AG | GG | TT |-G+G | GT | CcC | CC AA AA
P40 | 33 | mannlich J AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P41 | 62 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
P42 | 57 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P43 | 26 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P44 | 61 | mannlich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | cC | CC AA AA
P45 | 50 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
P46 | 46 | mannlich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P47 | 48 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P48 | 66 | weiblich J AG | GG | TT |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P49 weiblich AG | TG | TC |-G+G | TT | CcC | CC AA AA
P50 | 31 J AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P51 | 60 | weiblich - AG |GG | TT |-G+G | GT | TC | TC AA AC
P52 70 | mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P53 | 69 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC GG cc
P54 | 51 | mannlich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P55 | 32 | mannlich - AG | TG | TC |-G+G | TT | TT | TT AG cc
P56 | 57 | weiblich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P57 | 38 | mannlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P58 | 58 | weiblich - AG | TG | TT |-GG | TT | TC | TC AA AC
P59 | 58 | mannlich - GG | TG | TT |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P60 | 58 | weiblich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P61 | 48 | mannlich - AA |GG | TC | GG | TT | TC | TC AG AC
P62 | 58 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P63 | 37 | mannlich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | cC | CC AA AA
P64 | 58 | mannlich - AG | TG | TC |-G+G| TT | CC | CC AA AA
P65 | 25 | mannlich J AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P66 | 54 | mannlich J AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P67 | 64 | mannlich - AA | TG | TT | -GG | TT | CC | CC AG AC
P68 | 45 | mannlich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | CC AA AA
P69 | 40 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
P70 | 58 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P71 | 63 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | CC AA AA
P72 | 56 | méannlich d AA |GG | CC |-GG | TT | CC | CC AA AA
P73 | 62 | mannlich - AA | GG | TT |-GG | TT | TC | TC AA AC
P74 | 43 | mannlich J GG | GG | TT |[+G+G| GG | CcC | CC AA AA
P75 | 43 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P76 | 60 | ménnlich d AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
P77 | 49 | mannlich \ AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P78 | 53 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
P79 | 58 | weiblich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | CcC | CC AA AA
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P80 | 36 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
P81 61 mannlich -
P82 | 50 | weiblich \ AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P83 | 47 | mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P84 | 60 | weiblich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P85 | 40 | weiblich - AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P86 | 40 | weiblich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P87 | 41 | mannlich - GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P88 | 61 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AC
P89 | 39 | mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AC
P90 | 52 | méannlich \ GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P91 41 | méannlich \ AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P92 weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P93 | 62 | mannlich - AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
P94 | 60 | ménnlich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P95 | 82 | ménnlich \/ AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
P96 | 49 | weiblich - AG TT | TC | -G+G | GT | CC CC AA AA
P97 | 52 | weiblich - GG TG | TT |+G+G| GT | CC CC AA AA
P98 | 61 weiblich - GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P99 | 61 | ménnlich - AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P100 | 63 | ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
P101 | 49 | weiblich - GG GG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
P102 | 71 | ménnlich - AA GG | TT | -G:G | TT | TC TC AA AC
P103 | 70 | ménnlich - AA GG | TC | -G:G | TT | TT TT GG CC
P104 | 64 | méannlich \/ AG TG | TT |-G+G | TT | TC TC AA AA
P105 | 61 weiblich - AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P106 | 60 | weiblich \ GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P107 | 59 | ménnlich \ AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P108 | 39 | weiblich - AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P109 | 66 | méannlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P110 | 64 | méannlich \/ AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CcC
P111 | 61 | méannlich \ AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P112 | 70 | weiblich \ AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P113 | 47 | weiblich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P114 | 72 | méannlich - GG TG | TT |+G+G | GT | TC TC AA AC
P115| 65 | méannlich - AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P116 | 75 | weiblich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P117 | 63 | ménnlich \ AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P118 | 69 | ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P119 | 55 | ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P120 | 73 | weiblich \/ AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P121 | 58 | weiblich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
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P122| 60 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P123 | 62 | weiblich \ AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P124 | 71 | weiblich J AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
P125| 38 | weiblich -

P126 | 52

P127 | 38 AA | GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P128 | 28 - AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P129 | ? | weiblich AG | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
P130 | 76 - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P131| 2 AA | GG | TT | -G\G | TT | CC | CC AA AA
P132 | 45 | mannlich \ AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P133 | 56 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P134 | 73 | weiblich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P135| 62 | weiblich - GG | TG | TT |+G+G| GT | cC | CC AA AA
P136 | 55 | méannlich J AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P137 | 61 | ménnlich d AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
P138 | 61 | méannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AA
P139 | 67 | weiblich J AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P140 | 60 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
P141| 48 | mannlich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | CcC | CC AA AA
P142 | 59 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TT | TT GG cc
P143 | 50 | weiblich J AG | TG | TT |-G+G | TT | TC | TC AG AA
P144 | 48 | weiblich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P145 | 47 | weiblich J AG | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
P146 | 60 | mannlich - AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P147 AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
P148 | 65 | méannlich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC GG AC
P149 | 45 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | CC | CC AA AA
P150 | 40 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P151 | 58 | mannlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P152 | 63 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | CC AA AA
P153 | 60 | méannlich J AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P154 | 74 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P155 | 49 | weiblich J AA |GG | CC |-G-G| TT | CC | CC AA AA
P156 | 63 | weiblich - AG | TG | TT |-G+G | TT | CcC | CC AA AA
P157 | 58 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P158 | 60 | méannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P159 | 63 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
P160 | 37 | mannlich \ AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P161 | 54 | weiblich d AG |GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P162 | 63 | weiblich - AA |GG | TT | -GG | TT | TC | TC AA AA
P163 | 59 | méannlich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AC
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P164 | 64 | weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | CC TC AG CC
P165 | 63 | mannlich - GG GG | TT |+G+G | GG | TT CcC AA AA
P166 | 52 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AG AC
P167 | 42 | weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | TT TC GG CC
P168 | 50 | ménnlich \/ AA TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
P169 | 60 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | CC CcC AA AA
P170 | 64 | weiblich - AG GG | TC |-GG | GT | CC cC AA AA
P171 | 54 | weiblich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC cC AA AA
P172 | 33 | mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
P173 | 42 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
P174 | 63 | ménnlich \/ AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AA AC
P175| 46 | mannlich - AG GG | TT |-GG | GT | TC TC AA AC
P176 | 64 | mannlich - AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
P177 | 45 | weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AA AC
P178 | 60 | ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P179 | 57 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
P180 | 42 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | TT TT GG CC
P181 | 64 | weiblich - AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
P182 | 43 | mannlich - AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
P183 | 41 | ménnlich \/ AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
P184 | 64 | ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TT TT AG CC
P185| 51 | mannlich \ AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
P186 | 49 | mannlich \ AA GG | CC | -GG | TT | CC TC AA AA
P187 | 47 | weiblich \ AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
P188 | 35 | mannlich \ GG GG | TT |[+G+G | GG | CC cC AA AA
P189 | 60 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CcC AA AA
P190 | 34 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
P191 | 68 | mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CcC AA AA
P192 | 44 | weiblich - AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
P193 | 60 | ménnlich - AA GG | CC |-GG | TT | TT TT GG CC
P194 | 50 | ménnlich - AA GG | TT | -GG | GG | TC TC AA AC
P195 | 56 | mannlich \ AA GG | TT | -GG | TT | CC cC AA AA
P196 | 59 | weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P197 | 57 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
P198 | 64 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
P199 | 42 | weiblich \/ AG TG | TT |-GG | TT | TC TC AG AC
P200 | 59 | mannlich \ GG TG | TT | -G+G | GT | CC cC AA AA
P201 | 60 | weiblich - AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
P202 | 61 weiblich - AG GG | TC |-GG | GT | CC cC AA AA
P203 | 60 | weiblich - GG GG | TT |[+G+G| GG | CC cC AA AA
P204 | 71 | ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
P205 | 49 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
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P206 | 51 | mannlich \ AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
P207 | 38 | weiblich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P208 | 61 | weiblich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P209 | 50 | ménnlich J AG | TG | TT |-G+G | TT | CC | CC AA AC
P210 | 44 | weiblich d AG |GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P211| 62 | mannlich - AA |GG | CC |-G:G| TT | TC | TC AA AC
P212 | 55 | weiblich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AA AC
P213 | 36 | méannlich J AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P214 | 53 | weiblich - GG | TG | TT |+G+G| GT | cC | CC AA AA
P215| 35 | weiblich \ AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P216 | 34 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P217 | 39 | weiblich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P218 | 38 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P219 | 44 | weiblich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P220 | 64 | weiblich - AG |GG | TT |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P221 | 49 | weiblich \ AG | TG | TC |-G+G | TT | cC | CC AA AA
P222 | 53 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
P223 | 59 | weiblich - AA |GG | TT | -GG | TT | CC | CC AA AA
P224 | 61 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P225| 42 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P226 | 62 | weiblich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | CcC | CC AA AA
P227 | 58 | weiblich - AG | TG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P228 | 61 | méannlich - AA |GG | TT | -GG | TT | CC | CC AA AA
P229 | 62 | méannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P230 | 48 | weiblich - GG | GG | TT |[+G+G| GG | CcC | CC AA AA
P231 | 55 | weiblich J AG | GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P232 | 54 | weiblich J AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AG AA
P233 | 35 | mannlich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P234 | 54 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P235| 45 | ménnlich d AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
P236 | 56 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P237 | 52 | méannlich - AG | GG | TT |-G+G | GT | CcC | CC AA AA
P238 | 49 | mannlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | TC | CC AA AC
P239 | 49 | weiblich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P240 | 73 | mannlich - AA | GG | CC|-G:G| TT | CC | CC AA AA
P241 | 48 | ménnlich d AA | GG | CC |-GG | TT | TT TT GG CC
P242 | 51 | méannlich J AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P243 | 54 | méannlich - AA |GG | TT | GG | TT | TC | TC AA AC
P244 | 46 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P245| 53 | weiblich \ AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P246 | 56 | ménnlich d AG |GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P247 | 48 | mannlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
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P248 | 40 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P249 | 57 | méannlich AG GG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
P250 | 36 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P251 | 52 | weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P252 | 55 | ménnlich AG GG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
P253 | 53 | weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P254 | 45 | ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P255 | 84 | weiblich GG TG | TT |+G+G| GT | CC CC AA AA
P256 | 45 | weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
P257 | 44 | weiblich AG TG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
P258 | 69 | weiblich AG GG | TT |-GG | GT | TC TC AA AC
P259 | 53 | weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P260 | 37 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
P261 | 56 | méannlich AA GG | CC | -G:G | TT | TT TT GG CC
P262 | 35 | weiblich AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P263 | 55 | weiblich AG TT | TC |-GG | TT | CC TC AA AA
P264 | 65 | weiblich GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P265 | 58 | weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
P266 | 61 weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P267 | 50 | weiblich AA GG | TC | -GNG | TT | TT TT GG CcC
P268 | 56 | weiblich AG GG | TC | -GG | GT | CC CC AA AA
P269 | 63 | weiblich GG GG | TT | -GG | GG | CC CC AA AA
P270 | 69 | weiblich AG GG | TC | -G:G | GT | TT TT GG CC
P271 | 71 | ménnlich AG TG | TC | -GG | TT | TT TT GG CC
P272 | 80 | weiblich AG TG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
P273 | 63 | weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P274 | 44 | weiblich GG TG | TT | -GG | GT | CC CC AA AA
P275 | 52 | méannlich AG TG | TC | -GG | TT | CC CC AA
P276 | 54 | weiblich AG GG -GG | GT | TC TC AG AC
P277 | 68 | weiblich AG GG | TT | -GG | GT | TC TC AA AC
P278 | 70 | ménnlich AG GG | TC | -GG | GT | TC TC AG AC
P279 | 60 | weiblich AG GG | TC | -G:G | GT | TC TC AG AC
P280 | 73 | weiblich AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AC
P281 | 56 | méannlich AG GG | TC | -GG | GT | CC CC AA AA
P282 | 57 | weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P283 | 56 | weiblich GG GG -GWG | TT | TC CC CC
P284 | 36 | mannlich AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P285 | 57 | méannlich AG TG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P286 | 44 | weiblich AG GG | TT | -GG | GT | TC TC AA AC
P287 | 52 | méannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
P288 | 62 | mannlich

P289 | 65 | weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
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P290 | ? AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
P291 ? AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P292 | ? AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
P293 | ? AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P294 | ? AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P295 | ? AA TG | CC | -GG | TT | TT T GG CC
P296 | 48 | weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AA AC
P297 | 45 | weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AA AC
P298 | 59 | weiblich GG GG | TT |-GG | GG | CC CC AA AA
P299 | 48 | weiblich GG TG | TT |+Gw+G| GT | CC CC AA AA
P300 | 58 | ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
P301 | 53 | weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P302 | 78 | weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT GG CcC
P303 | 35 | weiblich AA GG | TT | -GG | TT | TT TT AG CC
P304 | 61 | ménnlich AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P305 | 53 | weiblich AA GG | TT | -GNG | TT | TC TC AG AC
P306 | 70 | weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
P307 | 51 | ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
P308 | 58 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P309 | 31 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P310 | 43 | ménnlich GG TG | TT |+Gw+G| GT | CC CC AA AA
P311 | 72 | ménnlich GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
P312 | 44 | ménnlich GG TG | TT |+G+G| GT | CC CC AA AA
P313 | 42 | ménnlich AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P314 | 71 | ménnlich AA GG | CC | -GWG | TT | TC TC AG AC
P315 | 38 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P316 | 64 | weiblich AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P317 | 66 | ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
P318 | 62 | méannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
P319 | 64 | ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P320 | 64 | weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P321 | 64 | weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P322 | 55 | ménnlich AG GG | TC | -GG | GT | TC TC AG AC
P323 | 56 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P324 | 56 | ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P325 | 54 | ménnlich AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P326 | 67 | méannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P327 | 62 | weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
P328 | 45 | ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P329 | 57 | weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P330 | 56 | ménnlich AA GG | CC | -GNG | TT | TT T GG CC
P331 | 50 | weiblich AG GG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
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P332 | 45 | ménnlich - AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P333 | 43 | weiblich - t

P334 | 58 | ménnlich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
P335 | 55 | ménnlich - AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
P336 | 54 | weiblich - AA GG | CC | -GNG | TT | TT T GG CcC
P337 | 56 | weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | TT T AA CcC
P338 | 50 | ménnlich - AA GG | TT | -G:G | TT | TC TC AA AC
P339 | 63 | ménnlich - AG GG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
P340 | 64 | méannlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P341 | 40 | weiblich - AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
P342 | 50 | ménnlich - AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
P343 | 70 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
P344 | 64 | weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
P345 | 65 | weiblich - GG TG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
P346 | 58 | weiblich - AA GG | CC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P347 | 63 | weiblich - AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
P348 | 47 | weiblich J AG GG | TT |-GG | GT | CC TC AA AC
P349 | 54 | weiblich J AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
P350 | 36 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
P351 | 54 | weiblich - GG GG | TT |+Gw+G | GT | CC CC AA AA
P352 | 41 | ménnlich - AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
P353 | 65 | ménnlich - AG GG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
P354 | 48 | weiblich - AG TG | TT |-GG | GT | TC TC AA AA
P355 | 72 | weiblich - AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P356 | 55 | weiblich J AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P357 | 64 | ménnlich \ AA GG | TC | -G:G | TT | TC TC AG AC
P358 | 67 | méannlich J AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA
P359 | 44 | ménnlich - AG GG | TT |-GG | GT | CC CC AA AA
P360 | 53 | ménnlich J AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
P361 | 52 | ménnlich \ AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
P362 | 67 | weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
P363 | 60 | méannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P364 | 45 | ménnlich J AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AC
P365 | 52 | ménnlich \ AA GG | TT | -GNG | TT | TC TC AG AC
P366 | 65 | ménnlich - GG TG | TT |+Gw+G| GT | CC CC AA AA
P367 | 59 | weiblich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA
P368 | 59 | weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT GG CC
P369 | 64 | ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
P370 | 41 | ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
P371 | 64 | ménnlich \ AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
P372 | 46 | ménnlich - AG TG | TC |-GG | TT | TT T AG CcC
P373 | 43 | weiblich - GG TG | TT |+G+G| GT | CC CC AA AA
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P374 | 56 | weiblich J AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT AG cC
P375 | 52 | mannlich \ AG |GG | TC |-G+G| GT | TC | TC AG AC
P376 | 54 | méannlich J AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P377 | 71 | ménnlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P378 | 55 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P379 | 51 | mannlich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P380 | 49 | mannlich - AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P381 | 40 | méannlich J AG | TG | TT |-G+G | TT | CC | CC AA AA
P382 | 66 | mannlich - AG | GG | TC |-G+G | GT | cC | CC AA AA
P383 | 65 | mannlich J AG | GG | TC |-G+G | GT | CC | CC AA AA
P384 | 65 | mannlich J AA |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AA AC
P385 | 52 | méannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
P386 | 53 | weiblich - AA |GG | TT | -GG | TT | CC | CC AA AA
P387 | 51 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P388 | 64 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | cC | CC AA AA
P389 | 57 | mannlich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P390 | 71 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
P391 | 73 | ménnlich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TC | TC AG AC
P392 | 39 | ménnlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
P393 | 42 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P394 | 51 | weiblich - AA |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
P395 | 61 | weiblich - GG | TG | TT |[+G+G| GT | TC | TC AG AC
P396 | 35 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
P397 | 55 | ménnlich - AA |GG | TC | GG | TT | TC | TC AG AC
P398 | 50 | weiblich - AG | TG | TC |-G+G | TT | CC | CC AA AA
P399 | 73 | weiblich - AA |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AA AC
P400 | 41 | weiblich - GG | GG | TT |+G+G| GG | CcC | CC AA AA
P401 | 76 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
P402 | 37 | ménnlich J AG |GG | TC |-G+G | GT | TT | TT cc
2. Daten der Kontrollgruppe
Nr. | Alter| Ge- Raucher | OPN | OPN |OPN | OPN | OPN [OPN| OPN | OPN | OPN
schlecht -1748 | -616 | -443 | -156 | -66 | 282 | 750 | 1083 | 1239
B1 63 | weiblich - AG |GG | TC | -G+G | GT | cC | CC AA AA
B2 | 67 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
B3 | 55 | mannlich V AG | GG | TT |-G+G | GT | CC | CC AA AA
B4 | 43 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | CC | CC AA AA
B5 | 44 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B6 | 46 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B7 | 40 | mannlich - AA |GG | TC | G\G | TT | TC | TC AG AC
B8 | 45 | mannlich - AA |GG | TC | G\G | TT | TC | TC AG AC
B9 | 61 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
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B10 54 | ménnlich AA GG | TC | -G:G | TT | CC cC AA AA
B11 51 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC cC AA AA
B12 | 48 | mannlich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B13 63 | mannlich AG GG | TT |-GG | GT | TT cC AA AA
B14 | 42 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC TT GG CC
B15 | 40 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | CT TC AA AC
B16 66 | mannlich AG GG | TC | -GG | TT | TT CcC AA AA
B17 | 57 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT cC AA AA
B18 39 | maénnlich AG GG | TT | -GG | TT | TT cC AA AA
B19 67 | mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | TT CcC AA AA
B20 37 | mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TT CcC AA AA
B21 37 | maénnlich AG GG | TC |-GuG | GT | CT TC AG AC
B22 54 méannlich

B23 | 49 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT cC AA AA
B24 | 40 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CT TC AA AC
B25 53 weiblich GG | GG | TT |+G+G| GG | CC cC AA AA
B26 37 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT AG CC
B27 | 39 | mannlich AA GG | TC |-GuG | TT | CC cC AA AA
B28 68 | mannlich AA GG | CC | -GG | GT | TC TC AG AC
B29 | 49 | mannlich AA GG | TC |-GG | GT | CC cC AA AA
B30 | 40 | maénnlich AG GG | CC | -GG | TT | CC cC AA AA
B31 45 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B32 | 49 | mannlich GG | GG | TT |+G+G| TT | CC cC AA AA
B33 | 40 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC cC AA AA
B34 | 43 | mannlich AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
B35 63 | maénnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AA
B36 65 | mannlich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B37 | 44 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | CC cC AA AA
B38 38 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | CC cC AA AA
B39 | 46 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B40 37 | ménnlich GG TG | TT |+Gw+G | TT | CC CcC AA AA
B41 42 weiblich AG GG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B42 | 46 | mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B43 65 | mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B44 | 42 weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | CC cC AA AA
B45 | 46 weiblich AG GG | TT |-GG | GT | CC cC AA AA
B46 | 49 weiblich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B47 | 54 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B48 | 43 weiblich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B49 36 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B50 39 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B51 40 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
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B52 60 mannlich AA GG | TT | -G:G | TT | CC CC AA AA
B53 46 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B54 37 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B55 55 ménnlich AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
B56 56 mannlich AG GG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B57 35 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B58 47 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B59 50 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B60 66 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B61 60 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B62 38 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B63 65 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
B64 68 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | TC TC AA AC
B65 t t

B66 60 mannlich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B67 44 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B68 38 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B69 48 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B70 43 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B71 38 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B72 45 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AG AC
B73 37 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B74 41 weiblich GG GG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B75 45 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B76 66 mannlich AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
B77 44 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B78 53 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AA AC
B79 36 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B8O 65 ménnlich AG GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B81 49 weiblich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B82

B83 51 ménnlich GG GG | TT |+G+G | GG | CC CC AA AA
B84 54 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B85 41 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B86 52 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AG AC
B87 36 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B88 36 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT GG CC
B89 50 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B90 42 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B91 40 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
B92 35 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B93 36 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
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B94 | 37 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
B95 | 60 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | CcC | CC AA AA
B96 | 49 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B97 | 44 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B98 | 60 | mannlich - AA |GG | TC |-G\G | TT | TC | TC AG AC
B99 | 64 | mannlich - AA |GG | TT | -G-G | TT | CcC | CC AA AA
B100 | 49 | mannlich Y GG | GG | TT |+G+G| GG | CcC | CC AA AA
B101 | 52 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B102 | 50 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
B103 | 56 | mannlich - GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AA AA
B104 | 64 | weiblich - AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
B105| 46 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G | GG | CC | CC AA AA
B106 | 60 | weiblich - AA |GG | TT | -G\G | GT | CC | CC AA AA
B107 | 46 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B108 | 36 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B109 | 44 | weiblich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B110 | 66 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TT | CC AA AA
B111 | 47 | mannlich - AG |GG | TC | -GG | GT | TC | TC AG AC
B112 | 57 | mannlich - AG |GG | TC | GG | GT | TC | TC AG AC
B113 | 67 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TT | CC AA AA
B114 | 38 | mannlich - GG |GG | TT |+G+G| GG | TT | CC AA AA
B115| 46 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TT | CC AA AA
B116 | 55 | weiblich - AG |GG | TC | -G+G | GT | cC | CC AA AA
B117 | 48 | mannlich v AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
B118 | 52 | mannlich y AA |GG | CC|-G-G| TT | TT | CC AA AA
B119 | 42 | weiblich - GG |GG | TT |+G+G| GG | TT | CC AA AA
B120 | 48 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B121 | 38 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B122 | 55 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B123 | 61 | weiblich - AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B124 | 35 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B125| 41 | weiblich - GG | GG | TT |-G+G | GT | cC | CC AA AA
B126 | 44 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | TC AG AC
B127 | 67 | mannlich - AG | GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B128 | 50 | weiblich - AA |GG | TC |-GG | TT | TT | TT AG cc
B129 | 41 | weiblich - AA |GG | TC | -G-G| TT | TC | TC AG AC
B130 | 42 | mannlich - AG |GG | TC | -Gu+G | GT | cC | CC AA AA
B131 | 40 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TT | TT AG cc
B132 | 35 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | TC | TC AA AC
B133 | 51 | weiblich - AA |GG | TC |-G\G | TT | TC | TC AG AC
B134 | 55 | mannlich - AG | GG | TC |-GG | GT | TT | CC AA AA
B135| 54 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G| TT | CcC | TT AG cc
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B136 | 45 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B137 | 47 weiblich GG GG | TT |+G+G| GG | TT CC AA AA
B138 | 54 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | TT CC AA AA
B139 | 63 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TT CC AA AA
B140 | 583 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC TC AG AC
B141 | 48 mannlich AA GG | TT | -GG | TT | TT CC AA AA
B142 | 38 mannlich AG TG | TT |-GG | TT | TT CC AA AA
B143 | 52 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CT TC AG AC
B144 | 46 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CT TC AG AC
B145| 50 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B146 | 46 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT T GG CC
B147 | 51 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B148 | 39 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B149 | 38 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CcC
B150 | 45 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B151 | 47 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B152 | 61 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B153 | 55 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B154 | 35 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B155 | 42 weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B156 | 57 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B157 | 45 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT CC AA AA
B158 | 47 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B159 | 37 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC GG AC
B160 | 57 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B161 | 60 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B162 | 37 ménnlich GG GG | TT |+G+G| GG | TT CC AA AA
B163 | 35 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B164 | 51 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
B165| 36 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B166 | 58 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TT CC AA AA
B167 | 36 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B168 | 48 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B169 | 62 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B170 | 64 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
B171 | 56 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B172 | 43 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B173 | 54 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT AG CC
B174 | 40 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B175| 35 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B176 | 53 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B177 | 42 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
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B178 | 54 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B179 | 63 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B180 | 49 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AA CcC
B181 | 56 ménnlich AG TG | TT |-GG | TT | TT CC AA AA
B182 | 47 mannlich AG GG | TT | -G+G | TG | TT CC AA AA
B183 | 56 mannlich GG GG | TT |[+G+G| GG | TT CC AA AA
B184 | 48 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B185 | 52 ménnlich GG GG | TT |+G+G| GG | TT CC AA AA
B186 | 67 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B187 | 52 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | TT CC AA AA
B188 | 66 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT T AG CC
B189 | 67 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | CC TT AG CC
B190 | 53 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B191 | 57 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT CC AA AA
B192 | 65 mannlich AA GG | CC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B193 | 42 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B194 | 44 weiblich GG TG | TT |+G+G | TT | CC CC AA AA
B195 | 67 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B196 | 56 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B197 | 49 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B198 | 37 weiblich AG GG | TT |-G+G | TT | TC TC AA AC
B199 | 48 ménnlich AA GG | CC | -GG | GT | TC TC AG AC
B200 | 44 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B201 | 37 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B202 | 35 mannlich AG GG | TC |-G+G | GG | CC CC AA AA
B203 | 37 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B204 | 35 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B205 | 52 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B206 | 37 ménnlich AG TG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B207 | 48 mannlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B208 | 42 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT T GG CC
B209 | 35 weiblich AG GG | TC |-G+G | TT | CC CC AA AA
B210 | 48 ménnlich AA GG | CC | -GG | GT | TC TC AG AC
B211 | 44 mannlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B212 | 45 mannlich AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
B213 | 44 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B214 | 39 ménnlich GG GG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B215 | 54 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B216 | 45 mannlich AA GG | TC | -GG | GT | TC TC AG AC
B217 | 52 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AG AA
B218 | 60 mannlich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B219 | 35 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
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B220 | 35 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B221 | 58 mannlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B222 | 49 weiblich GG GG | TT |+G+G | TT | CC CC AA AA
B223 | 38 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | TT TT AA CC
B224 | 45 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B225 | 60 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B226 | 56 weiblich AG GG | TC | -G+G | GG | TC TC AA AC
B227 | 55 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AA
B228 | 35 weiblich AG GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B229 | 39 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B230 | 43 mannlich AG GG | TC |-G+G | GG | CC CC AA AA
B231 | 50 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TC AG AC
B232 | 42 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B233 | 56 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B234 | 38 mannlich AA GG | TT | -G:G | TT | CC CC AA AA
B235 | 37 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT T GG AA
B236 | 36 ménnlich AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
B237 | 64 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC TC AA AC
B238 | 42 ménnlich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B239 | 36 mannlich AA GG | TC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B240 | 51 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | TC T AG AC
B241 | 48 weiblich AG TG | TT |-GG | TT | TC TC AA AC
B242 | 43 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B243 | 47 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B244 | 36 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B245| 38 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B246 GG | TT |+G+G | TT | CC AA

B247 | 64 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B248 | 57 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B249 | 52 mannlich AG TG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B250 | 45 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B251 | 65 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B252 | 40 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B253 | 583 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B254 | 44 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B255 | 60 mannlich AA GG | TT |-G+G | GT | TC TC AG AC
B256 | 35 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B257 | 46 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B258 | 43 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B259 | 46 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT T AG CcC
B260 | 36 weiblich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B261 | 57 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | TC TC AA AC
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B262 | 57 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B263 | 48 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B264 | 43 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B265 | 53 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B266 | 44 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B267 | 37 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B268 | 52 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B269 | 46 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CcC
B270 | 62 ménnlich AG GG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B271 | 46 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B272 | 45 mannlich GG GG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B273 | 37 ménnlich AA GG | TC | -GG | GT | TC TC AG AC
B274 | 38 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B275 | 42 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B276 | 38 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AG AA
B277 | 48 weiblich AG TG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
B278 | 55 ménnlich AA GG | CC | -GG | GT | TT TT GG CC
B279 | 38 weiblich AG GG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B280 | 42 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B281 | 66 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B282 | 65 weiblich AG TG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B283 | 35 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B284 | 65 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GG | CC CC AA AA
B285 | 43 weiblich AG GG | TC |-G+G | TT | CC CC AG AA
B286 | 55 weiblich AA GG | CC | -GG | GT | CC CC AA AA
B287 | 46 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B288 | 40 ménnlich AG GG | TC |-G+G | TT | CC CC AA AA
B289 | 36 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B290 | 42 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B291 | 63 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AG AA
B292 | 66 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AG AA
B293 | 43 ménnlich AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
B294 | 51 ménnlich AG GG | TC |-G+G | TT | CC CC AA AA
B295 | 37 mannlich AA GG | CC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B296 | 40 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B297 | 62 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B298 | 67 ménnlich GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B299 | 43 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B300 | 49 mannlich AA GG | TC | -GG | GG | CC CC AA AA
B301 | 59 weiblich GG TG | TT |+Gw+G | GT | TT CC AA AA
B302 | 49 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | CC TC AG AC
B303 | 56 ménnlich AG TG | TT |-GG | TT | TC TC AA AC
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B304 | 42 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B305 | 35 weiblich AA GG | TC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B306 | 44 weiblich AA GG | CC | -GG | GT | TC TC AA AC
B307 | 47 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AC
B308 | 40 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B309 | 46 weiblich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B310 | 37 weiblich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B311 | 57 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AG AC
B312 | 47 ménnlich GG GG | TT |+G+G | TT | CC CC AA AA
B313 | 61 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B314 | 56 weiblich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B315 | 43 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B316 | 57 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
B317 | 37 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B318 | 35 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B319 | 66 mannlich GG TG | TT |+G+G| TT | CC CC AA AA
B320 | 57 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B321 | 60 ménnlich AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
B322 | 40 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B323 | 54 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B324 | 36 mannlich AG TG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B325 | 58 ménnlich AG GG | TT | -GG | TT | CC CC AG AA
B326 | 46 weiblich AG TG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B327 | 43 ménnlich AG TG | TC | -G+G | TT | TC TC AG AC
B328 | 42 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B329 | 43 weiblich AG TG | TT |-GG | TT | TC TC AA AC
B330 | 64 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CcC
B331 | 45 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B332 | 38 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B333 | 63 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B334 | 59 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B335 | 61 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B336 | 61 ménnlich AG GG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B337 | 48 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B338 | 40 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B339 | 35 weiblich AG GG | TC | -G+G | GT TC AG AC
B340 | 41 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B341 | 65 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B342 | 43 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B343 | 61 mannlich AG TG | TC |+G+G | TT | CC CC AA AA
B344 | 68 mannlich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B345 | 40 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
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B346 | 44 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B347 | 38 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B348 | 42 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
B349 | 37 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT cC AA AA
B350 | 53 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B351 | 59 | ménnlich AG GG | TC |-GG | GT | TT CcC AA AA
B352 | 49 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B353 | 35 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TT cC AA AA
B354 | 54 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B355 | 43 | mannlich AG TG | TT |-GG | TT | TT CcC AA AA
B356 | 49 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT CcC AA AA
B357 | 37 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B358 | 38 weiblich AG TG | TT |-GG | TT | CC cC AA AA
B359 | 54 weiblich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B360 | 40 | mannlich AG GG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B361 | 39 weiblich AG TG | TC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B362 | 56 weiblich AG GG | TT |-GG | GT | TC TC AA AC
B363 | 36 weiblich AG GG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B364 | 41 mannlich AA GG | TC | -GG | GG | TC TC AG AC
B365 | 41 weiblich AG GG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
B366 | 52 weiblich GG | GG | TT |+G+G| GT | CC cC AA AC
B367 | 41 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AA
B368 | 52 | mannlich AG GG | TT |-GuG | TT | CC cC AA AA
B369 | 49 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B370 | 46 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B371 | 46 | mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B372 | 48 | mannlich AG GG | TT |-GG | TT | TC TC AA AC
B373 | 41 mannlich AG TG | TT |-GG | TT | TT cC AA AA
B374 | 39 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B375 | 41 ménnlich AG GG | TC |-GG | GT | TT CcC AA AA
B376 | 66 | mannlich GG | GG | TT |+G+G| GG | TT CcC AA AA
B377 | 60 | mannlich AG TG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B378 | 55 weiblich AG GG | TT |-G+G | GG | CC cC AA AA
B379 | 49 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B380 | 48 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B381 | 35 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC TC AA AC
B382 | 36 | mannlich AG TG | TC |-GG | TT | CC cC AA AA
B383 | 48 | mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B384 | 47 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B385 | 43 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B386 | 48 | mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B387 | 41 méannlich

140




B388 | 36 | mannlich V AA |GG | TC |-G\G | TT | CC | CC AA AA
B389 | 37 | mannlich - AA | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
B390 | 45 | weiblich - GG |GG | TT | -GG | GG | cC | CC AA AA
B391 | 43 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AA AC
B392 | 44 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B393 | 49 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B394 | 39 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B395 | 47 | mannlich - AG |GG | TT |-GuG | GT | TC | TC AA AC
B396 | 45 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AA AC
B397 t

B398 | 46 | mannlich - AA |GG | TT | -G-G| TT | cC | CC AA AA
B399 | 58 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B400 | 42 | mannlich - AG | TG | TC |-GuG | TT | TC | TC AG AC
B401 | 58 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TT GG cc
B402 | 46 | weiblich Y AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B403 64 mannlich - t

B404 | 56 | weiblich -

B405 | 37 | weiblich - GG | TG | TT |+Gw+G| GT | cC | TT AA AA
B406 AA | TG -G\+G | GT cC AG cc
B407 | 36 | ménnlich Y AA |GG | CC |-GG | TT | TT 1T GG CC
B408 | 53 mannlich - AA GG | CC | -G\-G | TT TC TC AG AC
B409 | 35 | weiblich - AA | GG | TT | -G-G | TT | CcC | CC AA AA
B410 | 35 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
B411 | 45 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
B412

B413 | 35 | mannlich y AA |GG | TC |-G\G | TT | TC | TC AG AC
B414 | 53 | mannlich v AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B415| 46 | weiblich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AG AC
B416 | 39 | mannlich - AA | TG | TC |-G+G | TT | TC | TC AG AC
B417 | 39 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B418 | 37 | mannlich y AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B419 | 46 | mannlich v AG |GG | CC |-GG | TT | CC | CC GG AA
B420 | 41 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TT | TT GG cc
B421 | 44 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TC | TC AA AC
B422 | 54 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B423 | 44 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC GG AC
B424 | 45 | mannlich - AA | GG | TT | -G-G | TT | CcC | CC AA AA
B425 | 43 | mannlich - GG | TG | TC |-GG | GT | TC | TC AA AA
B426 | 55 | weiblich - GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AA AA
B427 | 55 | mannlich y AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B428 | 40 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B429 | 44 | mannlich - AA |GG | TC |-GG | TT | TT | TT AA cc
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B430 | 62 | mannlich AG GG | TT |-GG | GT | CC cC AA AA
B431 | 35 | mannlich AG TT | CC | -GG | GG | TT TT AG AC
B432 | 39 | mannlich AA GG | TC |-G+G | TT | TT CcC AG AA
B433 | 56 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CcC AA AA
B434 | 37 weiblich AA TG | TC |+Gw+G | TT | TC TC AG AC
B435| 38 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B436 | 51 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B437 | 39 weiblich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B438 | 50 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC cC AA AA
B439 | 63 weiblich GG | GG | TT |+G+G| GG | CC cC AA AA
B440 | 45 weiblich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B441 | 61 méannlich

B442 | 68 | mannlich AA GG | TT | -GG | TT | TT TT AA CC
B443 | 41 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B444 | 42 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B445 | 53 | mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B446 | 37 | mannlich AA TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B447 | 43 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B448 | 35 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B449 | 35 | mannlich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
B450 | 58 | ménnlich AG GG | CC | -GG | TT | CC cC AA AA
B451 | 59 | mannlich AA GG | TT | -GG | TT | CC cC AA AA
B452 | 63 | mannlich AG GG | TC |-G+G | TT | CC cC AA AC
B453 | 37 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | CC TT GG CC
B454 | 45 | mannlich AA GG | CC | -G:G | TT | CC cC AA AA
B455 | 35 | mannlich AA GG | TT | -GG | TT | TT TT AG CC
B456 | 49 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B457 | 35 | mannlich AA GG | TT | -GG | TT | CC cC AA AA
B458 | 42 | mannlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CcC AA AA
B459 | 47 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B460

B461 | 63 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B462 | 38 | mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B463 | 59 | ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC cC AA AA
B464 | 49 | mannlich AA GG | TC | -G:G | TT | CC cC AA AA
B465

B466 | 43 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | CC cC AA AA
B467 | 64 | mannlich AG TG | TC |-GG | TT | CC cC AA AA
B468 | 60 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B469 | 55 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B470 | 37 | mannlich AG TG | TC |-G+G | TT | TC TC AA AC
B471 | 47 | mannlich AG GG | TC |-GG | GT | TC TC AG AC
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B472 | 47 | ménnlich Y AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
B473

B474 | 37 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B475| 53 | mannlich v GG | TG | TT |-G+G | TT | CcC | CC AA AA
B476 | 40 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B477 | 44 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B478 | 46 | weiblich y AA |GG | TC | -GG | TT | cC | TT AA AA
B479 | 36 | mannlich v AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B480 | 41 | mannlich - AA |GG | CC|-G\G| TT | TC | TC AA AC
B481 | 40 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B482 | 53 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | CcC | CC AA AA
B483 | 41 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B484 | 57 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B485 | 46 | mannlich - AG | TG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
B486 | 42 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B487 | 35 | maénnlich Y AG | GG | TC |-Gu+G | GT | TC TC AG AC
B488 | 36 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B489 | 44 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B490 | 43 | weiblich v AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B491 | 64 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B492 | 52 | mannlich - AG | TG | TT |-GG | TT | CC | CC AA AA
B493 | 36 | mannlich - AG | TG | CC |-GG | TT | cC | TT GG cc
B494 | 37 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B495 | 39 | mannlich - AG | TG | TC | GG | TT | CC | CC AA AA
B496 | 56 | mannlich - AG | GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B497 | 40 | weiblich y GG | TG | TT |+G+G| GT | TC | TC AA AC
B498 | 36 | mannlich v AA |GG | CC |-G\G| TT | TT | TT GG cc
B499 | 58 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B500 | 46 | mannlich v GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AA AA
B501 | 38 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B502 | 40 | mannlich y AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
B503 | 42 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B504 | 48 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TT | TT GG cc
B505 | 63 | weiblich V AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B506 | 49 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B507 | 63 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B508 | 40 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TC | TC AG AC
B509 | 54 | mannlich v GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AG AA
B510 | 62 | mannlich - GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AA AA
B511 | 48 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B512 | 43 | mannlich - AA |GG | TC |-GG | TT | TT | TT AG cc
B513 | 37 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC AA AC
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B514 | 35 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B515| 36 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TT | TT AG cc
B516 | 45 | mannlich - AA |GG | TT | -G\G| TT | TC | TC AA AC
B517 | 48 | mannlich v AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B518 | 42 | ménnlich Y AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AG AA
B519 | 46 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B520 | 37 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC GG AC
B521 | 46 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC AA AC
B522 | 52 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AA AC
B523 | 38 | mannlich - AG | GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B524 | 40 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | CC | CC AG AA
B525 | 45 | mannlich - AG | TG | TT |+G+G| TT | CC | CC AA AA
B526 | 37 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC AG AC
B527 | 60 | mannlich v AA |GG | TC | -G\G | TT | TC | TC AG AC
B528 | 41 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B529 | 41 | mannlich y AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B530 | 42 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B531 | 39 | weiblich - AA | TG | CC | -G\G | GT | TT | TC AG AC
B532 | 51 | mannlich - AG |GG | TC | -G+G | GT | cC | CC AA AA
B533 | 36 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B534 | 36 | mannlich V AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B535| 54 | weiblich - AG |GG | TC | GG | TT | TC | TC AG AC
B536 | 38 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B537 | 47 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B538 | 44 | mannlich - AA |GG | CC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B539 | 41 | weiblich y AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B540 | 44 | mannlich v AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B541 | 51 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC GG AC
B542 | 42 | weiblich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TT | TT GG cc
B543 | 39 | mannlich - AG | GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B544 | 41 | weiblich - AA |GG | TC | -GG | TT | cC | CC AA AA
B545 | 48 | weiblich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B546 | 55 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TC | TC AA AC
B547 | 40 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B548 | 46 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B549 | 48 | weiblich - AA |GG | CC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B550 | 50 | mannlich - AG |GG |CC |GG | TT | TT | TT GG AA
B551 | 38 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA cc
B552 | 38 | mannlich y AG | TG | TT |-GG | TT | CC | CC AA AA
B553 - AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AA AC
B554 | 35 | mannlich V GG |GG | TC |-GG | GT | TC | TT AA AC
B555 | 40 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | TT | CC AA AA
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B556 | 59 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B557 | 46 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B558 | 65 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B559 | 48 ménnlich GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B560 | 46 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B561 | 40 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B562 | 66 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B563 | 48 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B564 | 67 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B565 | 54 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B566 | 51 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT T GG CC
B567 | 65 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AA AC
B568 | 35 ménnlich GG TG | TT |+G+G | GT | TC TC AA AC
B569 | 65 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B570 | 52 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B571 | 59 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B572 | 38 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B573 | 39 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B574 | 47 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B575| 65 weiblich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B576 | 31 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B577 | 54 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TT CC AA AA
B578 | 39 ménnlich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B579 | 40 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B580 | 53 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TT CC AA AA
B581 | 62 mannlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B582 | 51 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TT CC AA AA
B583 | 35 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TT CC AA AA
B584 | 47 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B585 | 47 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B586 | 49 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B587 | 59 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TT CC AA AA
B588 | 33 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B589 | 53 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TT CC AA AA
B590 | 45 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B591 | 35 weiblich GG GG | TT |+G+G| GG | TT CC AA AA
B592 | 41 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B593 | 35 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B594 | 44 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AA AC
B595 | 37 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT CC AA AA
B596 | 49 mannlich GG GG | TT |+G+G| GG | TT CC AA AA
B597 | 46 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
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B598 | 50 mannlich - GG TG | TT |+G+G | GT | TT CC AA AA
B599 - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B600 | 40 ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B601 | 40 weiblich V AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
Be02 | 37 mannlich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B603 | 53 ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B604 | 42 mannlich - GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B605 | 48 ménnlich V AA GG | CC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B606 | 65 ménnlich - GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B607 | 38 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B608 | 39 weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B609 | 56 weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B610 | 52 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B611 | 38 ménnlich V AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
B612 | 58 weiblich - AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B613 | 33 mannlich - AG TG TT | CC TC AG AC
B614 AA TG -GG | GG TT AG AC
B615 | 62 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B616 | 36 weiblich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B617 | 37 weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TT T AG CC
B618 | 45 mannlich - AA GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B619 | 57 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B620 | 44 ménnlich - GG TG | TT |+G+G | GT | TC TC AA AC
B621 | 46 ménnlich V AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B622 | 43 weiblich V AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B623 | 63 mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B624 | 53 ménnlich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B625 | 48 weiblich - GG GG | TT |+G+G| GG | CC CC AA AA
B626 | 41 ménnlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B627 | 48 weiblich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B628 | 39 weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B629 | 36 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B630 | 57 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | TT TT AG CC
B631 | 34 mannlich - GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B632 | 51 mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B633 | 60 mannlich - AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B634 | 51 weiblich - AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AA AC
B635 | 55 weiblich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B636 | 60 mannlich - AA GG | CC | -GG | TT | TT T GG CC
B637 | 59 weiblich - AA GG | TC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B638 | 43 mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B639 | 39 ménnlich - AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
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B640 | 38 | weiblich - AG | TG | TT |+G+G| GT | CC | CC AA AA
B641 | 60 | mannlich - GG | TG | TT |+G+G| GT | TT | CC AA AA
B642 | 37 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B643 | 46 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B644 | 63 | mannlich Y GG | GG | TT |+G+G| GG | CcC | CC AA AA
B645 | 60 | weiblich - AG | TG | TC |+G+G| TT | CC | CC AA AA
B646 | 43 | mannlich - AG | TG | TC |+G+G| TT | CC | CC AA AC
B647 | 41 | weiblich - AA | TG | TC |-G+G| TT | TC | TC AA AA
B648 | 38 | mannlich - AG |GG | TC | GG | TT | TC | TC AA AC
B649 | 51 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
B650 | 64 mannlich - AA GG | CC | -G\-G | TT TC TC AG AC
B651 | 57 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TT | TT GG cc
B652 | 53 | weiblich - AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B653 | 55 | mannlich - AG |GG | TC | GG | TT | CC | CC AA AA
B654 | 37 | weiblich - AG |GG | TC | GG | TT | CC | CC AA AA
B655 | 37 | mannlich - AG |GG | CC|-G-G| TT | CC | CC AA AA
B656 | 51 | mannlich - AG |GG | CC|G-G| TT | TC | TC AG AC
B657 | 46 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
B658 | 48 | weiblich - AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC AG AC
B659 | 45 | mannlich V AA |GG | CC |-GG| TT | TC | TC AG AC
B660 | 45 | mannlich V AG |GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B661 | 39 | weiblich v AG | TG | TC |-GG | TT | TC | TC AG AC
B662 | 44 | mannlich - GG | GG | TT |+G+G| GG | cC | CC AA AA
B663 | 43 | weiblich - AG |GG | TC | -GG | GT | TC | TC AG AC
B664 | 41 | mannlich - AG |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B665 | 38 | mannlich - AG |GG | TC | GG | TT | TC | TC AG AC
B666 | 62 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B667 | 43 | mannlich v AG |GG | CC|G-G| TT | TC | TC AG AC
B668 | 45 | weiblich - AG |GG | TT |-GG | GT | cC | CC AA AA
B669 | 37 | weiblich - AG | TG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AA
B670 | 42 | weiblich - AG |GG | TC | -G\G | TT | TT | TT AG cc
B671 | 40 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | CcC | CC AG AA
B672 | 42 | weiblich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TC | TC AG AC
B673 | 32 | mannlich y AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
B674 | 35 | mannlich - AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AG AC
B675| 54 | mannlich - AG | GG | TC |-GG | GT | TT | CC AA AA
B676 | 40 | weiblich - TT | TT | CC AA

B677 | 66 | mannlich - AA |GG | CC |-G\G| TT | TT | CC AA AA
B678 | 43 | mannlich - AA |GG | TC | -G-G | TT | TC | TC AG AC
B679 AG |GG | TC |-GG | GT | TC | TC AG AC
B680 | 56 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | TT | CC AA AA
B681 | 45 | mannlich - AG |GG | TT |-GG | GT | TC | TC AA AC
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B682 | 57 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B683 | 47 mannlich AA GG | TT | -GG | TT | CC CC AA AA
B684 | 38 weiblich AA GG | TT | -GG | TT | TT CC AA AA
B685 | 35 ménnlich AG TC |-GG | TT | CT TC AG AC
B686 AG TG | TC |-GG | TT | TT CC AA AA
B687 | 50 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B688 | 46 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B689 | 47 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TT CC AA AA
B690 | 45 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B691 | 35 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B692 | 53 mannlich AA TT AA

B693 | 49 weiblich AG GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B694 | 50 weiblich AG GG | CC |-G+G | TT | TC TC AG AC
B695 | 61 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B696 | 37 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TT CC AA AA
B697 | 40 weiblich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B698 | 51 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B699 | 46 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B700 | 61 ménnlich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B701 | 42 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B702 | 50 mannlich AA GG | CC |-GG | TT | CC CC AA AA
B703 | 37 ménnlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B704 | 36 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B705 | 34 ménnlich AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B706 | 37 mannlich AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B707 | 54 weiblich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B708 | 60 weiblich AA GG | CC | -GG | TT | TC CC AG AC
B709 | 62 weiblich AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B710 | 67 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B711 | 43 weiblich AG TG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B712 | 37 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | TC TC AA AC
B713 | 58 ménnlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B714 | 38 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B715| 45 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B716 | 58 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B717 | 43 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B718 | 36 weiblich AG GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CC
B719 | 58 weiblich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B720 | 43 mannlich AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B721 | 54 mannlich AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B722 | 53 mannlich AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B723 | 50 weiblich AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
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B724 | 39 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TT T AG CC
B725| 55 mannlich - AA GG | CC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B726 | 50 weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | TC TC AG AC
B727 | 38 ménnlich V AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B728 | 65 mannlich - AG GG | TC | -G+G | GT | TC TC AG AC
B729 | 42 mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B730 | 55 mannlich - AA TG | TC |-GG | TT | CC CC AG AA
B731 | 51 ménnlich - AG TG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B732 | 43 ménnlich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B733 | 50 mannlich - GG TG | TT |+G+G | GT | CC CC AA AA
B734 | 45 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B735 | 37 ménnlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B736 | 47 ménnlich V AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B737 | 46 ménnlich V AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B738 | 41 mannlich - AG TG | TT |-G+G | TT | CC CC AA AA
B739 | 43 mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B740 | 42 ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B741 | 43 ménnlich - AG TG | TT |+G+G | TT | CC CC AA AA
B742 | 36 ménnlich - AG GG | TC |-G+G | GT | TC TC AG AC
B743 | 51 mannlich - AA GG | TC | -G:G | TT | CC CC AA AA
B744 | 55 mannlich - AG TG | TC |-GG | GT | CC CC AA AA
B745 | 64 ménnlich - AG GG | TT | -GG | TT | TC TC AG AC
B746 | 44 ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TT TT GG CcC
B747 | 49 ménnlich V AA GG | CC | -GG | TT | CC CC AA AA
B748 | 43 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B749 | 45 mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B750 | 67 ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B751 | 45 weiblich V AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B752 | 38 weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | CC CC AA AA
B753 | 59 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AG AC
B754 | 40 mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B755 | 51 weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
B756 | 34 ménnlich - AA GG | CC | -GG | TT | TC TC AG AC
B757 | 42 mannlich - AG GG | TC |-G+G | GT | CC CC AA AA
B758 | 43 weiblich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B759 | 39 mannlich - AA GG | TC | -GG | TT | TC TC AA AC
B760 | 61 weiblich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B761 | 50 weiblich - AG TG | TT |-GG | TT | CC CC AA AA
B762 | 41 mannlich V AA GG | TT | -GG | TT | TC TC AG AC
B763 | 40 mannlich - AG GG | TT |-G+G | GT | CC CC AA AA
B764 | 37 weiblich - AG TG | TC |-GG | TT | TT T AG CC
B765 | 63 ménnlich - AG TG | TC |-GG | TT | CC CC AA AA
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B766 | 58 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B767 | 44 | weiblich - AG | GG | TT |-GG | GT | CC | CC AA AA
B768 | 67 | mannlich - AG |GG | TC | -G+G | GT | cC | CC AA AA
B769 | 46 | weiblich - AG | TG | TT |-GG | TT | TC | TC AA AC
B770 | 65 | ménnlich Y AA | GG | CC |-GG | TT | TC TC AG AC
B771 | 34 | mannlich - AA |GG | TT | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B772 | 43 | weiblich - AA |GG | TT | -G-G | TT | cC | CC AA AA
B773 | 38 | weiblich v AA |GG | TC | -G\G| TT | TC | TC AG AC
B774 | 52 | mannlich v AG | TG | TC |-GG | TT | CcC | CC AA AA
B775| 42 | weiblich y AA |GG | TC | -GG | TT | TC | TC AA AC
B776 | 37 | mannlich - AG |GG | TC |-GG | GT | CcC | CC AA AA
B777 | 41 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B778 | 60 | mannlich v AA | nix | CC |-G\G| TT | TC | TT AG AC
B779 | 66 | mannlich v AG | TG | TC |-GG | TT | CC | CC AA AA
B780 | 44 | mannlich - AG | TG | TC |-GG | TT | CC | TC AA AA
B781 | 47 | weiblich - AG |GG | TC |-GG | GT | cC | CC AA AA
B782 | 42 | mannlich - AG |GG | TC | GG | TT | cC | TC AA AA
B783 | 43 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | TC | CC AG AC
B784 | 42 | mannlich - AA |GG | TC | -G\G | TT | CC | CC AA AA
B785| 40 | weiblich - GG | TG | TC |-G+G | GT | cC | TC AA AA
B786 | 38 | mannlich - AG | TG | TC |+G+G| TT | TC | CC AG AC
B787 | 45 | mannlich - AG |GG | CC|G-G| TT | TC | TC AG AC
B788 | 35 | mannlich - AG | TG | CC |-GG | TT | TC | CC AG AC
B789 | 44 | weiblich - AA |GG | CC |-G\G| TT | CC | CC AA AA
B790 | 42 | mannlich AA |GG | CC |-GG | TT | TT | TC GG cc
B791 | 51 | mannlich - AA |GG | CC|-G-G| TT | CcC | CC AA AA
B792 | 65 | mannlich - AG | TG | TC | GG | TT | TC | CC AA AC
B793 | 59 | mannlich - AG |GG | TT | GG | GT | TT | CC AA AA
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