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1 Einleitung

Die chronische Parodontitis (CP) stellt eine der weltweit hdufigsten Erkrankungen dar. Sie
greift das parodontale Weichgewebe und den alveoldren Knochen an und ist eine der
Hauptursachen fiir Zahnverlust bei Erwachsenen.' Des Weiteren gilt sie als Risikofaktor
fiir systemische Erkrankungen.”

Die Atiologie der hiufig in Schiiben verlaufenden chronischen Entziindung ist bisher nur
teilweise aufgekldart. Man geht von einer multifaktoriellen Genese aus, die sowohl die
Infektion mit Mikroorganismen als auch umweltbedingte, erworbene und genetische Kom-
ponenten einschlieft.’

Insbesondere durch die Erforschung der immunologischen Zusammenhinge erhofft man
sich neue therapeutische Strategien. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden hierzu
Mutationen im Interleukin-23-Rezeptor-Gen (IL23R) auf Assoziationen zur CP untersucht.
Dieses Gen war von Duerr et al. 2006 als Risikogen fiir chronisch-entziindliche Darm-
erkrankungen identifiziert worden.* Aufgrund vieler Gemeinsamkeiten der beiden Krank-

heitsbilder wurde auch ein Zusammenhang zur Parodontitis vermutet.



1.1 Epidemiologie

Eindeutige Aussagen iiber die weltweite Pravalenz und den Schweregrad der parodontalen
Erkrankungen zu treffen, ist nur eingeschrankt moglich. Zwar existiert eine Datenbank der
WHO (World Health Organization)’, in der die Ergebnisse zahlreicher nationaler und
internationaler Studien zusammengefiihrt sind, jedoch kann diese aufgrund mangelnder
Vergleichbarkeit und Validitit nur in Ausziigen fiir wissenschaftliche Aussagen
herangezogen werden. Grundsétzlich ist diesen zu entnehmen, dass die Parodontitis eine
hohe Préivalenz aufweist, sowohl in den Industrieldindern, als auch in den weniger
entwickelten Léndern. Ebenso ist eine eindeutige Steigerung der Inzidenz und des
Schweregrades mit zunechmendem Lebensalter zu beobachten.’

Die weltweit hochste Pravalenz fiir parodontale Erkrankungen scheint in der afrikanischen
Ethnie vorzuliegen, gefolgt von Hispanics und Asiaten. Als Griinde hierfiir werden ein
niedriger soziodkonomischer Standard, der eine zahnirztliche Behandlung unmoglich
macht, mangelndes Mundhygieneverhalten und unzureichendes Gesundheitsbewusstsein
ebenso diskutiert wie die Varianz mikrobieller Risikofaktoren.® Des Weiteren wurde in
Zwillingsstudien bewiesen, dass die Genetik Auswirkungen auf die individuelle
Erkrankungswahrscheinlichkeit hat,28 eine Tatsache, die auch die Priavalenz innerhalb einer

Bevolkerungsgruppe beeinflusst.

Uber die Situation in Deutschland gibt die vierte Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS
IV) aus dem Jahr 2006’ Auskunft: Wihrend die Privalenz parodontaler Erkrankungen bei
Jugendlichen relativ niedrig ist — 12,6 % sind von einer mittelschweren und 0,8 % von
einer schweren Form betroffen — tritt die Erkrankung bei Erwachsenen wesentlich hdufiger
auf. 52,7 % der 35- bis 44-Jahrigen leiden bereits an einer mittelschweren, 20,5 % an einer
schweren Parodontitis. Die hochste Privalenz ist bei den Senioren zu finden. Hier liegt die
Haufigkeit der mittelschweren Form bei 48,0 % und die der schweren Form bei 39,8 %.

Bei zusitzlicher Betrachtung élterer Studien, z.B. der DMS III aus dem Jahr 1997,8 ist eine
steigende Tendenz der Parodontitiden unter Erwachsenen und Rentnern auffallend, die auf
eine sinkende Zahnverlustrate einerseits und eine gesteigerte Lebenserwartung andererseits
zuriickgeht. Durch moderne Verfahren in der konservierenden Behandlung und durch
verbessertes Mundhygienebewusstsein verbleiben durchschnittlich mehr Zdhne ldnger im

Mund. Es sind also im hohen Alter noch mehr Parodontien erhalten, die wegen



abnehmender Mundhygienefdhigkeit der Patienten fiir die Ansiedelung von Mikroorganis-

men pradestiniert sind.

Im europdischen Vergleich weist die deutsche Bevolkerung einen verhéltnismiBig hohen

Prozentsatz an schweren und mittelschweren Parodontitiden auf.’
1.2 Klassifikation

Die Bezeichnung ,,parodontale Erkrankungen® umfasst sowohl inflammatorische als auch
rezessive Erkrankungen der Gingiva und des Parodonts.'” Nach der momentan giiltigen
Einteilung, welche 1999 beim ,, International Workshop for a Classification of Periodontal
Diseases and Conditions* (ICD) erarbeitet wurde, unterscheidet man acht verschiedene

Haupttypen. H

An dieser international anerkannten Klassifikation waren fithrende
Mitglieder der American Academy of Periodontology (AAP) und der European Federation
of Periodontology (EFP) beteiligt. Die Zusammenfassung wurde von Gary C. Armitage
verdffentlicht und von der Deutschen Gesellschaft fiir Parodontologie (DGP) iiber-
nommen.'” Die Grundstruktur der sehr detaillierten Einteilung ist im Folgenden

wiedergegeben:

Klassifikation parodontaler Erkrankungen und Zustinde (AAP 1999)

Gingivopathien

Chronische Parodontitis

Aggressive Parodontitis

Parodontitis als Manifestation von systemischen Erkrankungen
Nekrotisierende parodontale Erkrankungen

Abszesse des Parodonts

Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Ldsionen

Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformitdten und Zustinde

In der vorliegenden Studie wurde ausschlieBlich die marginale CP untersucht. Daher bezie-
hen sich auch alle folgenden Kapitel dieser Arbeit auf die CP, sofern nicht ausdriicklich
anders angegeben.



1.3 Chronische Parodontitis

Die chronische Parodontitis, die hdufigste Form der parodontalen Entziindungen, hat um
das 30. Lebensjahr die hochste Inzidenz. Vorausgehend ist stets eine Gingivitis, die den
Anfang des langsamen, oft schubweisen Verlaufs bildet. Meist sind einzelne, unregelmifig
verteilte Bereiche des Parodonts betroffen, seltener tritt ein generalisierter Befall des
gesamten Gebisses auf. Die entziindete Gingiva ist entweder geschwollen oder ge-
schrumpft und der Alveolarknochen weist lokal unterschiedlich ausgepragte Formen von
Resorptionen auf. In den aktiven Taschen findet sich eine Mischflora, die Keime wie
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum und Aggre-

gatibacter actinomycetemcomitans enthalt.'*

Zur Diagnostik der Parodontitiden werden verschiedene Befunde erhoben. Nach der
allgemeinen und speziellen Anamnese erfolgt im klinischen Alltag routinemiBig eine
Voruntersuchung, in der Regel anhand des ,,Parodontalen Screening Index* (PSI)." Stellt
sich heraus, dass eine Erkrankung vorliegt, wird mit dem klassischen Parodontalbefund
fortgefahren. Dieser umfasst die Untersuchung, Quantifizierung und Dokumentation

folgender Parameter:

Tabelle 1: Parodontale Untersuchungsparameter "

Gingivale Entziindung (PBI, BOP)
Plaquebefall (API, PI)
Klinischer Attachmentverlust (= Sondierungstiefe + Rezession)

Furkationsbefall F1-F3
Klinisches Knochenniveau

Taschenaktivitét Exsudat, Pus
Zahnbeweglichkeit /B

AuBerdem wird eine Funktionsanalyse durchgefiihrt und der Attachmentverlust anhand der

Rontgenbefunde beurteilt.'*

In der Regel kann auf der Basis dieser Informationen eine Diagnose gestellt werden. Sind
die Befunde nicht ausreichend oder spezielle Auffalligkeiten vorhanden, besteht die Mog-
lichkeit, weitergehende — wie z.B. mikrobielle oder immunologische — Untersuchungen zu

veranlassen.
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Die meisten heutzutage gebrauchlichen Therapien zur Entziindungsbekdampfung zielen auf
die Privention der Anlagerung oder die mechanische Entfernung des Biofilms ab. Dies
geschieht mittels professioneller Zahnreinigung und Wurzelreinigung (subgingivales
Scaling). Im fortgeschrittenen Stadium konnen auch chirurgische Eingriffe indiziert sein,
sowie in Spezialfdllen ergéinzende pharmakologische, funktionelle, orthodontische und
prothetische Therapien.'” Teil der Behandlung ist auch die Kontrolle der beeinflussbaren
Risikofaktoren beispielsweise durch Motivation und Instruktion des Patienten zur besseren
Mundhygiene, Aufkldarung tliber die Folgen des Rauchens und Alkoholkonsums sowie
Erndhrungsberatung. Nach der initialen Therapie wird der Patient zur Reevaluation und
anschlieend in angemessenen Zeitabstinden zur unterstiitzenden PA-Therapie (UPT)
wiedereinbestellt.

Was die Zukunft der Parodontitistherapie betrifft, so gibt es auf dem Gebiet der
Pharmakologie neue Ansitze, die das Spektrum der Antibiotika und der Substanzen mit
antimikrobieller Wirkung erweitern. Aufgrund der Erkenntnis der Bedeutsamkeit der
Wirtsantwort wird an Medikamenten geforscht, welche die proinflammatorischen Prozesse
hemmen oder die entziindungsauflsenden verstirken sollen.'®!’

Der Vollstindigkeit halber seien hier auch die regenerativen Verfahren erwihnt. Diese
haben keinen Einfluss auf die Entziindung und sollten erst nach Ausheilung der
bakteriellen Infektion angewendet werden. Aufler Knochen- und Weichgewebstransplanta-
tionen und dem Einsatz von Barrieremembranen ist in den letzten Jahren die Moglichkeit
hinzugekommen, in bestimmten Féllen mittels Schmelz-Matrix-Proteinen die Neubildung

aller beteiligten parodontalen Gewebe zu forcieren.'®
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1.4 Atiologie

Die Parodontitis ist eine pathologische Entziindungsreaktion auf eine polymikrobielle
Infektion. Durch die Entgleisung des Gleichgewichts zwischen subgingivalem mikro-
biellem Milieu und Immunabwehr kommt es bei suszeptiblen Personen zur Zerstérung

parodontalen Gewebes."”
1.4.1 Mikroorganismen der Mundhdohle

Die Anzahl der oralen Prokaryonten wird auf ca. 600 geschitzt.* Eine beeindruckende

Zahl, die die Frage aufkommen lisst, welche davon nun schuld an der Parodontitis sind.

Lange Zeit standen sich zwei Hypothesen gegeniiber: Die nichtspezifische Plaque-
hypothese, die davon ausging, dass allein die Menge an Plaque ausschlaggebend sei fiir

eine Entziindung,*'*

und die spezifische Plaquehypothese, welche die Anwesenheit
spezieller parodontalpathogener Bakterien nach den Postulaten von Henle und Koch als
Voraussetzung fiir eine Infektion ansah™*.

Heutzutage geht man von der sogenannten Okologischen Plaquehypothese aus. Ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener Spezies wird vermutet, welches beim gesunden
Individuum im Gleichgewicht ist. Die Erkrankung entsteht erst, sobald dieses Gleich-
gewicht durch Anderungen der mikrobiologischen Lebensbedingungen, wie z.B. des pH-

Wertes, des Redoxpotentials oder der Verfiigbarkeit von Néhrstoffen verschoben und die

Proliferation pathogener Bakterien-Spezies beglinstigt wird.?

Die Erforschung dieser Zusammenhédnge wird durch verschiedene Tatsachen erschwert:
einerseits sind noch nicht alle pathogenen Bakterien charakterisiert, andererseits treten die
Mikroorganismen aufgrund genetischer Variabilitit selbst innerhalb ihrer Art in zahlreichen

genetischen Klonen mit zum Teil divergenten Eigenschaften auf.

Dass es allerdings unterschiedliche Grade von Pathogenitét gibt, ist schon ldnger bekannt:
Tabelle 2 zeigt die von Haffajee und Socransky im Jahr 1994 ermittelten Assoziations-
starken verschiedener Bakterienarten mit der Parodontitis.”® Weitere assoziierte Spezies
wurden erst nach der Einfilhrung molekularer Methoden entdeckt, u.a.: Eubacterium
nodatum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella tannerae, Filifactor alocis und

: 2
Treponema denticola.
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Tabelle 2: Hierarchie der Pathogenitiit parodontaler Mikroorganismen nach Haffajee und Socransky 26

Assoziation | Sehr stark Stark Moderat
Spezies A. actinomycetemcomitans | B. forsythus S. intermedius
Spirochdten der ANUG (= T. forsythia) P. nigrescens
P. gingivalis P. intermedia P. micros
C. rectus F. nucleatum
E. nodatum Eubacterium sp.
Treponema sp. E. corrodens

Die hier gezeigte unterschiedliche Pathogenitit der Keime beruht auf verschiedenen
Virulenzfaktoren, die jeweils spezifische biologische Wirkungen bedingen. Die Spezies,
die am stirksten mit der Parodontitis assoziiert sind, gehdren allesamt zur Gruppe der
gramnegativen Anaerobier. Die anaerobe Lebensweise pridestiniert sie flir den sub-
gingivalen Lebensraum am Boden der parodontalen Tasche. Ebenso besitzen gramnegative
Bakterien durch die Bestandteile ihrer duleren Membran — wie z.B. das LPS — besonders
starke Virulenz, die den Keimen ermdglicht, sich fest anzusiedeln und das Gewebe weiter

zu schidigen."
1.4.2 Suszeptibilitit des Wirtsorganismus

Die Griinde fiir die Empfanglichkeit eines Individuums fiir Parodontitis liegen sowohl in

der genetischen Ausstattung als auch in umweltbedingten oder erworbenen Faktoren.

Zu Beginn der Forschung nach genetischen Risikomarkern der Parodontitis wurde vorwie-
gend bei der friih einsetzenden Form, die nach der Klassifikation von 1999 als ,, aggressive
Parodontitis“ bezeichnet wird, ein Zusammenhang mit erblichen Faktoren vermutet.
Familidre H&ufung diente damals als ein Unterscheidungsmerkmal zwischen der
chronischen und der aggressiven Form. Erst 1993 gaben die Studien von van der Velden et
al., in denen er verschieden schwere Formen von Parodontitis bei jungen erwachsenen
indonesischen Geschwistern untersuchte, erste Hinweise darauf, dass auch die Pathogenese
weniger aggressiver Parodontitiden eine genetische Komponente aufweist.”” Die Erkennt-
nisse aus den Zwillingsstudien von Michalowicz stellten sogar eine Erblichkeit von bis zu
50 % an der Atiologie der CP fest.”® Welche Mechanismen dieser Pridisposition zugrunde
liegen und welche Gene dafiir relevant sind, war damit aber noch nicht geklért. Die

Forschungsansétze zur Klarung dieser Frage werden im Kapitel 1.6 erldutert.

Zusitzlich zu den genetischen Risikofaktoren wirken sich einige systemische Faktoren auf

die Prévalenz und den Schweregrad der Erkrankung aus. Dies betrifft einerseits
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systemische, das Immunsystem beeintrdchtigende Krankheiten wie Diabetes und HIV, und

andererseits verschiedene Medikamentenklassen, allen voran die Immunsuppressiva.29

Dennoch kann die Krankheit auch durch die Art der Lebensfithrung verhindert bzw.
gemildert oder aber auch verursacht bzw. verschlechtert werden. Eine herausragende Rolle

spielen dabei folgende Faktoren:

Risikoerhohende Effekte hat das Rauchen von Tabak auf die Entwicklung einer
Parodontitis. Raucher haben gegeniiber Nichtrauchern nicht nur ein ca. zwei- bis dreifach
erhohtes Erkrankungsrisiko, sondern auch einen dosisabhéingig schwereren Krankheits-
verlauf und eine hohere durchschnittliche Zahnverlustrate.’® Es ist noch unklar, ob dies
neben der Minderdurchblutung auf eine Steigerung der Pathogenitét in der subgingivalen
Mikroflora zuriickzufiihren ist, und / oder darauf, dass das Rauchen die Immunantwort des

Wirts abschwiicht. °'*2

Den zweiten wichtigen modulierenden Faktor stellt die Stirke der Infektion — messbar an
der Menge der Plaqueanlagerung — dar. Es ist allgemein anerkannt und durch Studien
belegt, dass eine gute Mundhygiene und regelmiflige zahnirztliche praventive Mallnahmen
zu einer niedrigeren Inzidenz parodontaler Krankheiten fithren.**>* Umgekehrt wiesen Lde
et al. schon 1965 den Zusammenhang zwischen Plaqueanlagerung und der Ausbildung von

Gingivitiden nach.*!

Weniger offensichtlich und schwieriger zu quantifizieren ist der Einfluss, den die Psyche
auf das Krankheitsgeschehen hat. Dennoch gibt es neben der klinischen Evidenz auch

> Man kann

Studien, die chronischen psychischen Stress als Risikofaktor ansehen.’
vermuten, dass diese Befunde auf vernachldssigte Mundhygiene in stressigen Lebens-
phasen zuriickgehen, dagegen spricht jedoch, dass auch in Studien, in denen Co-Risiko-
faktoren wie Rauchen, Geschlecht, Alter und Mundhygiene kontrolliert wurden,

signifikante Assoziationen mit psychosozialem Stress detektiert wurden.*®~’
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1.5 Pathogenese

1.5.1 Plaque

Das Vorspiel der parodontalen Erkrankung stellt die Anlagerung von Plaque an das
Schmelzoberhdutchen der Kronenoberfliche dar. Schon nach kurzer Zeit organisieren sich
die in der Plaque enthaltenen Mikroorganismen zu einem Biofilm, innerhalb dessen sie
sich gegenseitig stabilisieren und metabolisch interagieren. Durch eine extrazelluldre Poly-
saccharidschicht sind die Bakterien gegen Fresszellen und Bakterizide gut geschiitzt.”®
Sofern der Biofilm in diesem Stadium nicht durch Reinigungsmalinahmen entfernt wird,
heften sich neben den erstbesiedelnden, meist grampositiven Mikroorganismen (v.a.
Streptokokken und Actinomyceten) in den folgenden Tagen neue, insbesondere gram-
negative Kokken, Stibchen und Filamente an die Zahnoberfliche an. Die Zusammen-

setzung der Kolonie verschiebt sich in Richtung der gramnegativen Bakterien.”
1.5.2 Stimulation der Immunantwort

Die Vorginge, welche anschlieBend folgen, werden, solange sie sich ausschlielich auf die
Gingiva beziehen und reversibel sind, als Gingivitis bezeichnet. Aus einer Gingivitis kann
eine Parodontitis entstehen, die definitionsgemél alle parodontalen Gewebe betrifft und

mit Gewebedestruktion einhergeht.

Zytotoxische Stoffe, die im Plaqueexsudat enthalten sind, wie z.B. Lipopolysaccharide
(LPS), Fettsduren und Peptide aus dem Stoffwechsel gramnegativer Bakterien werden in
den Sulcus geschwemmt. Auf diese Weise zugefiihrte Hyaluronidase zerstort die Zell-Zell-
Kontakte und schafft so eine Eintrittspforte ins Saumepithel. Dort werden die
Mikroorganismen und ihre Endo- und Exotoxine von ortsstindigen Zellen und Leukozyten
in der Umgebung iber Toll-like Rezeptoren (TLRs) und Nukleotid-bindende Oligo-
merisationsdomédnen (NODs) erkannt und aktivieren auf diese Weise das angeborene
Immunsystem. Uber eine intrazellulire Signalkaskade kommt es zur Freisetzung
inflammatorischer Zytokine (IL1, IL6, Tumornekrosefaktor a und weitere), sowie zur
Leukozyteneinwanderung und Osteoklastogenese. ***'4?

Nicht nur das angeborene, sondern auch das erworbene Immunsystem ist an der Reaktion
des Wirtes beteiligt. Auch hier werden die Antigene iiber TLRs und NODs von antigen-

prasentierenden Zellen wie den dendritischen Zellen erkannt. In der Folge werden von den
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dendritischen Zellen co-stimulatorische Molekiile und unterschiedliche Zytokine
exprimiert, mittels derer die nachfolgende Polarisierung und Aktivierung der antigenspe-
zifischen T-Helferzellen erfolgt.”® Spezialisierte T-Helfer-Zell-Untereinheiten wandern zum
Reaktionsort und produzieren dort wiederum Zytokine, die unter anderem B-Zellen zur

Umwandlung in Antikérper-produzierende Plasmazellen anregen.**

Das aufgelockerte, entziindete Sulcusepithel hat nun seine Barrierefunktion verloren. Es
haftet nicht mehr am Zahn, wodurch es zur Bildung einer parodontalen Tasche kommt.
Einer Ausbreitung nach apikal steht jetzt nichts mehr im Wege, zumal sich am Boden der
Tasche wegen der idealen Bedingungen vorzugsweise die besonders aggressiven

anaeroben, gramnegativen Mikroorganismen befinden.'
1.5.3 Attachmentverlust

Die zunéchst lokale Entziindungsreaktion breitet sich durch Zytokine und andere Entziin-
dungsmediatoren in der Gingiva aus. Gelingt es nicht, diese ,,Entziindungsfront* einzu-
grenzen, wandert sie weiter bis in den alveoliren Knochen.* Dort kommt es zu einer
Zerstorung parodontalen Gewebes, die auf mehreren Mechanismen beruht, welche
untereinander interagieren. Die Entziindung schédigt einerseits Kollagen und extrazellulédre
Matrix direkt und bringt andererseits den Metabolismus des Knochens aus dem
Gleichgewicht.***

In der extrazelluldren Matrix des gesunden Bindegewebes wird der Gewebeauf- und abbau
durch eine Gruppe von Proteasen, die Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und ihre
Gegenspicler, die Gewebeinhibitoren der Metalloproteasen (TIMPs) reguliert.* Da in er-
krankten parodontalen Geweben eine Verschiebung des regulidren Verhéltnisses von MMPs
zu TIMPs zugunsten der MMPs festgestellt wurde, geht man davon aus, dass sie an der

Zerstdrung von Weichgewebe und Alveolarknochen beteiligt sind.*

Die Osteoklasten, also jene Zellen, die physiologischerweise fiir den Abbau des Knochens
zustindig sind, werden vom RANK/RANKL-System reguliert. RANK (receptor activator
of nuclear factor xB) ist ein Oberfldchenrezeptor auf Pri-Osteoklasten und kann entweder
vom RANK-Liganden (RANKL) oder durch Osteoprotegrin (OPG) besetzt werden.
RANKL wird von T-Zellen exprimiert und gehdrt zu den Tumor-Nekrose-Faktoren. Bei
Bindung an RANK wird der entsprechende Préd-Osteoklast aktiviert und zur Reifung
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angeregt und damit indirekt der Knochenabbau befordert. Counterpart ist hier das OPG. Es
blockiert als kompetitiver Antagonist die Bindungsstelle und schiitzt somit vor
Knochenabbau.”® Auch fir RANKL wurden bei Parodontitispatienten erhohte Werte im
erkrankten Gewebe festgestellt.”'

In den Signalwegen dieser gewebeabbauenden Mechanismen spielen Zytokine wie TNF-a,
und IFN-y (Gamma-Interferon) eine aktive Rolle. Daher ging man in den letzten Jahren
davon aus, dass die parodontale Gewebezerstorung — beruhend auf diesen vermeintlich
schddlichen Mediatoren — das Resultat einer unangemessenen Immunabwehr sei. Nicht
tibersehen darf man dabei jedoch, dass genau diese Zytokine an der erfolgreichen
Infektabwehr und Entziindungseingrenzung im Parodontium beteiligt sind, so dass ihre

Rolle differenziert beurteilt werden muss.”
1.6 Identifikation genetischer Determinanten

Wie im Kapitel 1.4.2 erldutert, sind genetische Faktoren mitverantwortlich fiir das Risiko,
an Parodontitis zu erkranken. Um herauszufinden, von welchen Genloci diese Suszepti-

bilitit abhdngig ist, kann prinzipiell auf verschiedene Arten vorgegangen werden.

In diesem Fall bestand ein Anhaltspunkt fiir die Suche nach einem Kandidatengen darin,
dass Lester et al. 2007 in einer Vergleichsstudie erhohte Werte von IL23 und IL17 im
entzlindeten parodontalen Gewebe messen konnten. Die Hypothese lag nahe, dass die
Pathogenese der Parodontitis mit dem kurz zuvor entdeckten IL23-IL17-Signalweg in
Zusammenhang steht.”*”> Hinzu kam die Beschreibung des IL23R-Gens als Krankheitsgen
fiir entziindliche Darmerkrankungen von Duerr et al.* Viele Ahnlichkeiten, wie die
Lokalisation in der Schleimhaut, die Assoziation zu Mikroorganismen, die Chronizitit und
der gemeinsame Risikofaktor Rauchen, lieBen eine Verwandtschaft in der Atiologie der

beiden Krankheiten vermuten.'’

Innerhalb eines Gens sind vor allem polymorph besetzte Basenpositionen an definierten
Genorten, die eine Haufigkeit > 1% aufweisen, sogenannte Einzelnukleotidpolymorphis-
men (SNPs: single nucleotide polymorphisms)®® von Interesse. Indem die Haufigkeit des
selteneren Minor-Allels in einem Patientenkollektiv mit der Haufigkeit innerhalb einer
gesunden Kontrollgruppe verglichen wird, werden die tatséchlich relevanten Polymorphis-

men herausgefiltert. Solche Polymorphismen konnen Anderungen in der Primérstruktur
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des Genprodukts bedingen oder sich auf die Regulation der Expression auswirken. Im
Hinblick auf eine Erkrankung sind hier sowohl priddisponierende als auch protektive

Varianten moglich.””’

Unter den SNPs bestehen Unterschiede hinsichtlich ihrer Lokalisation. Man differenziert
zwischen Polymorphismen, die innerhalb einer kodierenden Region, also innerhalb eines
Exons lokalisiert sind, und solchen, welche in nichtkodierenden Regionen, also intronisch
liegen. Auch letztere, beispielsweise in der Promotorregion gelegen, konnen jedoch

regulierende Auswirkungen auf die Expression haben.”®

Des Weiteren kann zwischen synonymen und nicht-synonymen SNPs unterschieden
werden. Nur die nicht-synonymen Varianten innerhalb der kodierenden Regionen wirken
sich auf die Aminosidurensequenz des Genprodukts aus. Die synonymen, oder auch
,stillen* Mutationen verdndern die Primérstruktur des Proteins aufgrund der Degeneration
des genetischen Codes nicht.”” Trotzdem kénnen sie Konsequenzen fiir den Phénotyp

haben, wie aus Kapitel 6.4 ersichtlich.

Einzelne Gene oder Polymorphismen haben aber nur beschriankten Einfluss auf komplexe
multifaktorielle Erkrankungen wie die CP. Es wird von einem polygenetischen Modell
ausgegangen, in dem verschiedene Genvarianten gemeinsam das Erkrankungsrisiko
beeinflussen. Auller SNPs konnen dabei auch Minisatelliten, (engl: Variable Number
Tandem Repeats, VNTRs) und Kopienzahlvariationen (engl: Copy Number Variations,
CNVs) von Bedeutung sein. Bei VNTRs handelt es sich um sehr kurze
Basenpaarsequenzen, die sich oft nacheinander wiederholen und sich in der Anzahl der
Wiederholungen unterscheiden kénnen.®* CNVs sind definiert als DNA-Segmente
zwischen 1000 Basenpaaren und mehreren Megabasenpaaren, die ebenfalls in einer

variablen Kopienanzahl im Vergleich zu einem Referenzgenom vorliegen.®!

Um Niheres iiber die Zusammenhdnge von Strukturvarianten zu erfahren, werden
zusdtzlich sogenannte Haplotypen — Kombinationen von Allelkonstellationen an einem
oder mehreren Genorten, detektiert und analysiert.> Die Zusammensetzung und Frequenz

solcher Haplotypen kann zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen differieren.’’

Eine Moglichkeit, um ohne vorbestehende Hypothese krankheitsrelevante Polymorphis-

men zu identifizieren, sind die genomweiten Assoziationsstudien (GWAS oder auch
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Indirekte Assoziationsstudien). Hierbei wird das gesamte Genom nach assoziierten
Polymorphismen abgesucht und ebenso die Hiufigkeiten innerhalb eines Patienten-
kollektivs mit denen einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Ein Problem der GWAS
sind hdufige falsch positive Assoziationen durch multiples Testen, die eine mangelnde
Reproduzierbarkeit bedingen. Aktuell wird versucht, dieses Problem durch mathematisch-
statistische Methoden zu beseitigen.*> Ungeldst bleibt dabei jedoch die Problematik von
Gen-Gen-Wechselwirkungen. Die bisher in GWAS entdeckten genetischen Varianten
konnen nadmlich nur fiir einen kleinen Teil der Erblichkeit komplexer Erkrankungen
herangezogen werden. Man vermutet daher, dass Gen-Gen-Wechselwirkungen einen
gewichtigen Anteil der Hereditit ausmachen.®® Weitere Schwierigkeiten liegen in der
moglichen Stratifikation der Population durch Unterschiede in der Zusammensetzung von
Patienten- und Kontrollgruppe hinsichtlich Allelhdufigkeit und Erkrankungsrisiko,” sowie
dem Erreichen einer ausreichenden statistischen Power, die Populationen in einer

GréBenordnung von mindestens 10.000 Individuen® erforderlich macht.

Inzwischen wurden im Rahmen vieler Kandidatengenstudien (direkte Assoziationsstudien)
vor allem immunologisch relevante Gene wie IL1, IL6, IL10, TNFa, CD14, TLR, Caspase
recruitment domain 15, E Selectin, Fcy-Rezeptor und der Vitamin-D-Rezeptor auf
assoziierte SNPs hin untersucht. Auch wenn sich einzelne Ergebnisse als signifikant
erwiesen, waren die meisten nicht beweiskréftig oder lieBen sich durch weitere Studien
nicht bestéitigen.92 Ebenso ist eine Differenzierung der genetischen Determinanten
zwischen der chronischen und der aggressiven Form bisher noch nicht zufriedenstellend

gelungen.”’
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1.7 Funktion und Bedeutung des Interleukin 23 und seines Rezeptors

Das Zytokin Interleukin 23 ist ein Heterodimer, bestehend aus einer p40- und einer p19-
Untereinheit. Die p40-Untereinheit ist identisch mit der p40-Untereinheit des IL12, zu
dessen Familie das IL23 gehort.®® Seine Aufgabe ist es, Pathogene zu differenzieren und
die passende Antwort des adaptiven Immunsystems in Gang zu setzen. IL23-produzierende
Zellen sind vorwiegend aktivierte dendritische Zellen (DCs) und Phagozyten. Diese
erkennen durch ihre ,, pattern recognition receptors® (PRR) mikrobielle Antigene und
endogene Signale.”” Um biologisch wirksam zu werden, muss das IL23 an einen membran-
stindigen Rezeptorkomplex binden, der sich aus IL-12RB1, einem Bestandteil des IL12-
Rezeptors und IL23R, einer IL23-spezifischen Untereinheit, die auf Chromosom 1p31

kodiert wird, zusammensetzt.”*"!

Lh I

P3
pl9

p40 p40

IL12RB1 IL12RB2 IL23R

IL12-Rezeptor IL23-Rezeptor

Abbildung 1: Aufbau der Interleukine 12 und 23 und ihrer Rezeptoren nach Kastelein et al.”
Die p40-Untereinheit ist bei beiden Interleukinen gemeinsam, die Rezeptoren enthalten beide die
IL12Rp2-Untereinheit.

Trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten induzieren IL12 und IL23 unterschiedliche
Signalwege, was vor einigen Jahren zur Einfiihrung einer neuen T-Helferzell-Subklasse
fiihrte. Lange Zeit wurde bei den Effektor-T-Zellen nur zwischen den Thl1-Zellen, welche
typischerweise IFN-y produzieren und die zelluldre Immunitit aktivieren, und den Th2-
Zellen, die die humorale Immunitét induzieren und deren Spezialitit die Produktion von

IL4, IL5 und IL13 ist, unterschieden. Im Jahr 2005 wurden die Th17-Zellen als eigene
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Klasse benannt, die auf Stimulation von IL23 das proinflammatorische IL17

73

produzieren.”””* Inzwischen wurden Th9 und Th22 als weitere Subpopulationen

beschrieben.”*

Allerdings wird der IL23-Rezeptor nicht nur von Th17-Zellen exprimiert, sondern auch
von NK-Zellen und NK-T-Zellen, seltener von Monozyten, Makrophagen und DCs.”® Das
Andocken des Liganden IL23 am Rezeptor initiiert intrazellulir einen JAK-STAT-
Signalweg. (JAK = Januskinase; STAT = Signal Transducers and Activators of Trans-
cription) Durch Phosphorylierung von STAT3 kommt es letztlich im Zellkern zur
vermehrten Expression von Zytokinen wie IL17A, IL17F, IL6, IL23R TNFa, CCL6 und
o3integrin.”""’

IL17 ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin. Es wirkt auf Bindegewebs- und
Epithelzellen und bestimmte Monozyten, in denen es die Produktion von Entziindungs-
mediatoren wie IL8, CXC-Ligand 1, TNF und GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony-stimulating Factor) induziert. Diese wiederum sind verantwortlich fiir die nun
folgende schnelle Rekrutierung neutrophiler Granulozyten zur Steuerung der akuten

lokalen Infektion.’’

Neben der positiven Rolle, die das IL17 in der akuten Entziindung spielt und die es dem
Organismus ermdglicht, innerhalb von Stunden eine erste Immunantwort zu etablieren,
scheint der 1L23-IL17-Signalweg im Falle einer Dysregulation an der Pathogenese von
autoimmunen und chronisch-entziindlichen Erkrankungen beteiligt zu sein. So zeigen
Studien zur Multiplen Sklerose, rheumatoiden Arthritis, Psoriasis und chronisch entziind-
lichen Darmerkrankungen in den jeweiligen Zielorganen einen erhdhten Spiegel an
IL17.7%78081 Bei Morbus Crohn und Psoriasis wurden auBerdem nach Gabe von
Ustekinumab, einem Antikorper gegen IL12/IL23, therapeutische Effekte beobachtet.
Allerdings ist noch nicht klar, ob die Effekte durch die Inhibition von IL12 oder IL23
ausgelost wurden, da der in beiden Studien verwendete Antikorper spezifisch an die

gemeinsame IL12-p40-Untereinheit bindet.*
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2 Zielsetzung der Studie und allgemeine Vorgehensweise

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von funktionell wirksamen SNPs der
IL23R-Region auf eine Assoziation mit der klinischen Manifestation der chronischen
Parodontitis in einer Population kaukasischer Abstammung. Dabei wurde sowohl die

Assoziation der Erkrankung zu einzelnen SNPs wie auch zu Haplotypen analysiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Studienpopulationen

3.1.1 Miinchner Studienpopulation

Die an chronischer Parodontitis (nach'') erkrankten Probanden waren Patienten der
Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der Ludwig-Maximilians-Universitét,
wihrend die Proben fiir die Kontrollgruppe vom Blutspendedienst Miinchen zur Verfiigung

gestellt wurden. Alle Studienteilnehmer sowie deren Eltern und GroBeltern waren

deutscher Herkunft.

Die Basisdaten der beiden Gruppen sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Basisdaten des Miinchner Studienkollektivs

Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Anzahl 402 792
Altersdurchschnitt + 542+ 11,1 473+9.2
Standardabweichung (Jahre)
Altersverteilung (Jahre) 18 — 84 3568
Geschlechterverhiltnis 52/48 33/67
(weiblich/ménnlich)

Vor Aufnahme in die Studie unterschrieben alle Teilnehmer eine schriftliche Einver-
standniserkldrung. Die Studie entsprach den ethischen Richtlinien der Helsinki-Deklaration
und wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Ludwig-

Maximilians-Universitdt genehmigt (No.290/01).

Zur Studie wurden ausschlieflich Personen zugelassen, bei denen keine systemischen
Erkrankungen wie Diabetes, HIV-Infektion, Osteoporose und Blutungsiibel vorlagen. Auch
die regelmiBige Einnahme von Medikamenten, insbesondere Eisenprédparaten, Anti-
phlogistika, Antihistaminika und eine bestehende Schwangerschaft stellte eine Kontra-

indikation fiir die Teilnahme dar.

Die parodontologische Befunderhebung wurde folgendermallen vorgenommen:

Die Taschensondierungstiefe wurde an 6 Punkten je Zahn (mesiobukkal, zentrobukkal,

distobukkal, distolingual, zentrolingual, mesiolingual /bzw. -palatinal) entlang der
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Zahnachse vom Gingivasaum zum Sulcusboden gemessen. Dies erfolgte mit einer

Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland).

Eventuell provozierte Blutungen wurden notiert.

Zur Priifung von Furkationsdefekten wurde mit einer Sonde nach Nabers Typ PQ2N (Hu-
Friedy Europe, Leimen, Deutschland) horizontal vom Furkationseingang bis zur Basis des

Defektes gemessen und dieser nach Nyman und Lindhe klassifiziert:

Grad I: horizontaler Attachmentverlust bis 3 mm
Grad II: horizontaler Attachmentverlust iiber 3 mm, nicht durchgingig

Grad III: Furkation durchgéngig sondierbar

Der horizontale Knochenabbau wurde bei der Untersuchungsgruppe mittels eines
Orthopantomogramms (OPT) bewertet. Dabei wurde der Abstand zwischen Schmelz-

Zement-Grenze und dem Limbus alveolaris gemessen.

Sofern bei den Personen der Kontrollgruppe kein aktuelles OPT zur Verfiigung stand,

wurde aus Strahlenschutzgriinden auf die Neuanfertigung verzichtet.

Die Studienteilnehmer wurden anschlieBend anhand der Kriterien aus Tabelle 4 der

Untersuchungs- bzw. Kontrollgruppe zugeordnet.

Tabelle 4: Kriterien zur Aufnahme in die Patienten-/Kontrollgruppe fiir die Miinchner Studie
TST: Taschensondierungstiefe; OPT: Orthopantomogramm, Klassifikation der Furkationsdefekte s.o..

Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Anzahl der Zihne in situ | mindestens 15 mindestens 22
Taschensondierungstiefe/ | mindestens 5 Zdhne TST hochstens 1 Messpunkt TST >
Furkationsgrad > 5 mm und / oder 3 mm;
Furkationsgrad Klasse 11 kein Furkationsbefall
Zirkuldrer > 3 mm an den betroffenen
Alveolarknochenverlust | Zédhnen
anhand OPT
Sonstiges keine Gingivarezessionen
keine parodontale Erkrankung
in der Vergangenheit
kein Zahnverlust aus Griinden
pathogener
Zahnbeweglichkeit
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3.1.2 Kieler Studienpopulation

Zur Replikation der Ergebnisse wurde eine weitere Studienkohorte untersucht. Sie setzte
sich aus Patienten mit chronischer Parodontitis und einer Kontrollgruppe aus ganz
Deutschland zusammen, wobei die ethnische Zugehorigkeit anhand der Geburtsorte beider
Eltern bestimmt wurde. Obwohl es sich hier um ein groferes Einzugsgebiet handelt, wird
die Gruppe im Folgenden der Einfachheit halber als Kieler Studienpopulation bezeichnet.
Die Studie wurde genehmigt durch die Ethikkommissionen aller teilnehmenden Institute
(Kiel, Bonn und Dresden). Aulerdem waren auch in dieser Studie vorherige Aufkldrung
und schriftliche Einverstdndniserkldrung der Probanden Teilnahmevoraussetzung. Die

Basisdaten konnen Tabelle 5 entnommen werden.

Tabelle 5: Basisdaten des Kieler Studienkollektivs

Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Anzahl 363 736
Altersdurchschnitt + 62,0+9,1 499 + 15,7
Standardabweichung (Jahre)
Altersverteilung (Jahre) 29 — 84 19-77
Geschlechterverhiltnis 230/133 372 /364
(weiblich/ménnlich)

Die Diagnose der CP in der Patientengruppe wurde ebenfalls anhand der 1999 beim
»International Classification Workshop* festgelegten Kriterien gestellt. Zusitzlich wurden

die in Tabelle 6 aufgefiihrten Kriterien eingehalten:

Tabelle 6: Kriterien zur Aufnahme in die Patienten-/Kontrollgruppe fiir die Kieler Studie
TST: Taschensondierungstiefe; OPT: Orthopantomogramm; Klassifikation der Furkationsdefekte
siehe Kapitel 3.1.1.

Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Anzahl der Zihne in situ mindestens 22
Taschensondierungstiefe/ | mindestens 3 Zihne > 5 mm hochstens 1 Messpunkt TST >
Furkationsgrad 3 mm;

kein Furkationsbefall

Zirkuldrer > 30% an mindestens 3
Alveolarknochenverlust | Zdhnen
anhand OPT
Sonstiges Mindestalter bei Erstdiagnose:

40 Jahre
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Blutabnahme und Isolierung der DNA

Die Abnahme des Blutes erfolgte durch Venenpunktion in der Armbeuge. Es wurden
jeweils 9 ml entnommen. Die dazu verwendeten sterilen R6hrchen (Monovette®, Sarstedt,
Niimbrecht) enthielten 1,6 mg Kalium-EDTA-LG&sung pro ml Blut. Zur Isolierung der DNA
aus den Leukozyten wurden zwei verschiedene Methoden angewandt: einerseits ein
kommerzieller Kit (QIAamp®DNA Blood Mini Kits, Qiagen) und andererseits die

Aussalzmethode nach Miller.™
3.2.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiduren

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde mit dem Photometer bei einer Wellenldnge
von 260 nm ermittelt. Bei diesem Wert weisen die Nukleinsduren ein Absorptions-

maximum auf.

Die Konzentration lasst sich mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz bestimmen:
C=E260X f/(S X d)

¢ = Konzentration (ng/ul)

E»60 = gemessener Extinktionswert bei 260 nm
f = Verdiinnungsfaktor

d = Schichtdicke (1 cm)

¢ =Extinktionskoeffizient

dsDNA = 50" ul/ng

RNA = 40" pl/ng

Oligonukleotide = 30" ul/ng

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte bei Verdiinnungen von 1:20 bis 1:200, um
Extinktionsmesswerte zwischen 0,1 und 1 zu erhalten. Nur in diesem Bereich kann von
einem linearen Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration ausgegangen

werden. AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration fir die PCR mittels TE-Puffer-

Verdiinnung auf 100 ng/ul eingestellt.
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3.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur selektiven, exponentiellen
Amplifikation von Abschnitten genomischer DNA durch wiederholte Synthese
entsprechender Sequenzen. Als Ausgangsmaterial werden aufgrund der hohen Sensitivitét
der PCR nur wenige Kopien der Zielsequenz bendtigt. Die PCR weist aulerdem eine hohe
Spezifitit auf. So ist es moglich, eine genau definierte Sequenz zu amplifizieren. Dies
geschieht mittels Oligonukleotiden in einer Lange von ca. 18 — 35 Basen, die komple-
mentdr zu den Einzelstrdngen des zu vervielfiltigenden Abschnittes aufgebaut sind und die
mit threm 3’-Ende auf jeweils einer Seite den Startpunkt der Replikation markieren. Um
die Anlagerung der Primer zu ermdglichen, muss allerdings eine Denaturierung des
Doppelstranges durch Temperaturerhbhung vorausgehen. Eine hitzestabile Polymerase

kann anschlieBend den Abschnitt zwischen den Primern herstellen.

Dieser Zyklus von Denaturierung, Primeranlagerung (,,Primer-Annealing®) und Extension

wird wiederholt, bis die Anzahl der Zielsequenzen ausreichend fiir den Nachweis ist.

3.2.4 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Wird ein Fluoreszenzfarbstoff (Donor-Fluorophor) mit Licht angeregt, kann er seine
Energie auf einen anderen Fluoreszenzfarbstoft (Akzeptor-Fluorophor) iibertragen,
vorausgesetzt die beiden befinden sich in unmittelbarer Néhe zueinander (Distanz < 5nm).
Das vom Akzeptor emittierte Licht hat eine ldngere Wellenlidnge als das des Donors und

kann daher separat gemessen werden.

Dieses Prinzip wurde =zur Bestimmung des Genotyps genutzt: Eine mit
Fluoreszenzfarbstoff am 3’-Ende markierte Sensor-Sonde, welche exakt zu einem Allel der
SNPs passt, wird vor der PCR dem Mastermix zugegeben. Ebenso werden Ankersonden,
die am 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen sind und an eine direkt
benachbarte Sequenz des DNA-Stranges binden, hinzugefiigt. Bei der Amplifikation
erfolgt der Einbau dieser Sonden in die neusynthetisierten Strdnge, so dass die zwei
Fluoreszenzmolekiile sehr nah beieinander (1 — 5 Nukleotide) zu liegen kommen. Das
Donor-Fluoreszenzmolekiill am 3’-Ende der Sonde wird nun in seiner spezifischen
Anregungswellenldnge (533nm) angeregt und gibt die Energie an das Akzeptor-

Fluoreszenzmolekiil am 5’-Ende des Ankers ab. Dieses spezifische abgestrahlte Fluores-
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zenzsignal wird wiederum detektiert. Seine Stirke ist abhdngig von der Menge an
neusynthetisierten Strangen. Aufgrund jeweils einer Fehlpaarung in denjenigen Molekiilen,
die das nicht zur Sonde passende Allel enthalten (vorzugsweise das Minor-Allel),
schmelzen, d.h. dissoziieren diese bei allmédhlicher Temperaturerh6hung frither und hoéren
auf zu fluoreszieren. Durch graphische Darstellung der Fluoreszenz-Anderungsrate kann
man so die zwei Allele in den Schmelzkurven unterscheiden und den Genotypen zuordnen.
Homozygote Merkmalstriager weisen nur einen Peak auf — entweder bei einer hoheren oder
bei einer niedrigeren Temperatur, wéhrend bei den heterozygoten Merkmalstragern zwei

Peaks bei beiden Temperaturen entstehen.
3.2.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, die entweder zur Aufschliisselung der
unterschiedlichen Lange von Restriktionsfragmenten oder — wie in diesem Fall — zur
Kontrolle einer erfolgreichen Amplifikation vor der Sequenzierung verwendet werden
kann. Voraussetzung dafiir ist die FEigenschaft geladener Molekiile, sich in einem
elektrischen Feld entsprechend ihres Molekulargewichtes und ihrer Sekundirstruktur
schneller oder langsamer fortzubewegen. Da die Nukleinsdurefragmente negativ geladen
sind, wandern sie innerhalb des Agarosegels, welches in eine Pufferlosung eingelegt ist, in
Richtung Anode des angelegten Spannungsfeldes. Die kleineren Fragmente, welche
schneller und mit weniger Widerstand durch die Poren laufen, legen eine ldngere Strecke
zuriick als die groBeren. Anhand der sich bildenden Banden und dem Vergleich zu einem
Molekulargewichtsstandard, kann die Grofe der Fragmente bestimmt und die
Konzentration in etwa abgeschitzt werden. Durch den interkalierenden Farbstoff
Ethidiumbromid, der bei Anregung durch UV-Licht fluoresziert, werden die Banden

visualisiert.

3.3 Durchfiihrung

3.3.1 Etablierung der Primer und Sonden

Die Etablierung der Primer und Sonden fiir die Genotypisierung der SNPs rs1004819,
1s7517847, rs10489629, rs2201841, rs11465804, rs11209026, rs1343151, rs10889677,
rs11209032 und rs1495965 war schon in einer vorhergehenden Studie erfolgt.® Auf

gleiche Weise wurden in dieser Studie die Oligonukleotide fiir rs1884444 und rs7530511

ausgetestet. Eine Liste der dazu verwendeten Geréte findet sich in Kapitel 12.1.
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Die verwendeten Primer und Sonden waren maximal 30 Basen lang und wurden anhand
der vom National Center for Biotechnology Information (NCBD* verdffentlichten
Sequenzdaten synthetisiert. Die Sensorsonden — in der Regel spezifisch fiir den Wildtyp —
schlossen die polymorphe Position in etwa mittig ein, wahrend die Ankersonden in 3’-
Richtung nach einer Liicke von 1-5 Basen positioniert wurden. In manchen Féllen wurden
abweichende Basen eingebaut, um Schleifenbildungen oder G-C-reiche Sequenzen zu
vermeiden, welche die Analyse beeintrichtigen.® Alle Oligonukleotide wurden von der

Firma 7IB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) hergestellt und im gefriergetrockneten Zustand

geliefert. Ihre Sequenzen sind Tabelle 7 und Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 7: Primersequenzen und Annealing-Temperaturen
Die unterstrichenen Basen innerhalb der Primer-Sequenzen unterscheiden sich von der Original-
sequenz. Sie wurden eingesetzt, um Schleifenbildungen im PCR-Produkt zu vermeiden.

Polymorphismus Primersequenzen Annealing-
Temperaturen

rs1884444 = p.GIn3His GGTTCCCATCAAATACAATAATTCT 56°C
ACCATACCTCCATGACACCA

rs1004819 TTCTAGGACCCTTTTGGC 58°C
TTTGCAAAAATATGAACTCATTCAA

157517847 CTGCCAATTCCCTAAACA 59°C
GACAGCCCATAAAGATACAAACA

rs7530511 = p.Leu310Pro GGAGCCAAACATTAAGTACGTATTT 57°C
CCTGCTTCAGGTGCTTTATGA

rs10489629 AGGTGTCATTACCCACCAGCA 58°C
CTGCCTAGCAAGATTATGCAA

152201841 AGGAATGTAGGCAGCCTCTAG 59°C
GTGCTGGGCTTACAGGCAG

rs11465804 CACATGGAATTCTGGGCTA 57°C
AAGGCATATCTTATTGTCCAGAAA

rs11209026 = p.Arg381GlIn CTTTCCTTTCATTAGACAACAGAGG 56°C
AACTGAAATGACTAAATTTTGGTGA

rs1343151 CGAAAGAAAGATTATTTCATGAAGC 57°C
AGTGTGTCCAGTTGCTCAC

rs10889677 TCCATGCCTTTTTAATTTTAGC 59°C
GACTCTATAAAAAATACATGAGGCGTC

rs11209032 GGTGTTTGTTTTATCTTGTACGC 59°C
CAATCCGGTGGTTCTTCACAG

rs1495965 CAGGAATAAATGTGAATGAGAACAGAC | 58°C
CAATATTTATATCTCCCATGGCTC

29




Tabelle 8: Fret-Sondensequenzen

FI: Fluorescein; LC610: LightCycler-Red 610; LC640: LightCycler-Red 640; LC670: LightCycler-Red
670. Die polymorphe Position in der Sequenz der jeweiligen Sonde ist unterstrichen. Die 3’-Enden der
Anker sind zur Vorbeugung einer Verlingerung durch DNA-Polymerase wihrend der PCR

phosphatiert

Polymorphismus

FRET-Sondensequenzen

rs1884444 = p.GIn3His

GCATCCCATTGAATAGTGACCTGATTC-FL
LC640-TGTCTGGAAGCAGGAAAAGACTGTTTCCCT

rs1004819 AGATAGCACAGTAAGAATCACAGC-FL
LC610-AAGCAGGTCAGTGCAATCCAGATT
187517847 AAGGCCTCAGCTACACCTGTAT-FL

LC670-GCTAGAAACTGGAGCCCTCCCAACTC

rs7530511 = p.Leu310Pro

LC640-TGGAGTTCACCGTTTTTTCA
AGGCAAAAGGTACTGGCAGCC-FL

1510489629 GTCAGCCACATTTGGTAGTG-FL
LC640-TTAGCGCTACTTTACAAAAGCGGAAAC
1s2201841 TATAGAAGATGATGACCTCAAGAAA-FL
LC640-GCATAATCATAGGCCAGGCATGGTG
rs11465804 GTAGTCTTTTAGTAATTGCC-FL

LC610-ACCCATCATACTGAAAAAATCACATCAGG

rs11209026 = p.Arg381GlIn

ACAGATCATTCCAAACTGGGT-FL
LC640-GTTTTTGCAGAATTTCTGTTTTCTGATTT

rs1343151 TTGAATGTTCTTTGCCAAATTG-FL
LC670-CACTGAGTTTCTCCTTCTTGCCATCA
rs10889677 TTCTGCCTCATTTCTTAAAATTAGA-FL
LC610-TAAGGTCCCGAAGGTGGAACATGC
rs11209032 CTTTGCAATGGCAGATGGAAG-FL
LC640-TGGCAATAAATGCAATTCAGCTTGAAG
1s1495965 GAAAATGTTCTCTTCCTCCACAG-FL

LC670-GGATTAACATTTGCTTCTGGCAGC

Die Ergebnisse der Light-Cycler®-Schmelzkurvenanalyse der neu etablierten Tests wurden

mittels Sequenzierung von Stichproben aller drei Genotypen durch ein kommerzielles

Unternehmen iiberpriift.

Dazu wurden die entsprechenden Proben konventionell mittels PCR im Thermocycler

amplifiziert und die entstandenen Oligonukleotide gereinigt. Der Erfolg der PCR wurde

vor dem Einsenden durch Gelelektrophorese kontrolliert.

Die PCR im Thermocycler wurde mit dem in Tabelle 9 beschriebenen Reaktionsansatz und

unter den in Tabelle 10 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt.
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Tabelle 9: Ansatz fiir die PCR im Thermocycler

Komponente Endkonzentration
PCR-Puffer 1 x

dNTP 0,2 mM
HotStarTaq DNA-Polymerase 0,025 U/ml
Primer forward/reverse jeweils 0,25 mM
MgCl, 1,5-5mM
DNA 5 ng/ml

Tabelle 10: Verwendetes PCR-Programm im Thermocycler

Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen | Temperatur Dauer (hh:mm:ss)
Initiale 1 95°C 00:05:00
Denaturierung

Denaturierung 35 94°C 00:00:30
Primer-Annealing 55°C 00:00:30
Extension 72°C 00:00:30
Abschlussextension | 1 72°C 00:10:00

Anschlieend wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines kommerziellen Kits (QIAquick

PCR Purification Kit, Qiagen) gereinigt, um sie von iiberschiissigen Primern,
Primerdimeren und anderen Reagenzien zu befreien.

Fiir die Reinigung wurden die Proben in einem 1,5-ml-Roéhrchen mit jeweils 500 pl PB-
Puffer versetzt, so dass sich ein DNA-Sample zu Puffer-Verhéltnis von 1:5 ergab. Die
sorgfdltig gemischten Losungen wurden auf die QIAquick-Séule aufgetragen. Wihrend der
darauffolgenden Zentrifugation fand die Bindung der DNA an die Sdulenmatrix statt. Der
Durchfluss wurde entfernt. Nach einem einminiitigen Trockenzentrifugieren wurde die
QIAquick-Séule in ein steriles 1,5-ml-Tube iiberfiihrt. Zum Eluieren der DNA wurden
50 ul EB-Puffer auf die Mitte der Membran aufpipettiert und das ganze Tube nochmals fiir

eine Minute zentrifugiert. Die Sdule wurde anschlieBend verworfen.

Die Elektrophorese zur Uberpriifung der PCR erfolgte unter Verwendung einer
einprozentigen Agarosegelkonzentration. 1 g Agarose wurde in 100 ml 1 x TBE-Puffer in
einem Mikrowellenofen so lange gekocht, bis sie vollstindig geldst vorlag. Unter diese
Losung wurden 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma) gemischt. AnschlieBend wurde
ein Geltrager mit der Losung befiillt und ein Gelkamm mit 10 Zéhnen eingesetzt. Sobald
das Gel erstarrt war, wurde der Kamm vorsichtig entfernt, die Gelkammer mit Laufpuffer

(1 x TBE-Puffer) befiillt und der Geltrdger hineingestellt. Die PCR-Produkte, die ein
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Volumen von 5 pul hatten, wurden mit jeweils 4 ul Auftragspuffer gemischt und in die
Taschen pipettiert. AuBBerdem wurde in einer am Rand gelegenen Spur ein GroBenstandard
in Form einer 100 bp-Leiter und einer 1 — 10 kbp-Leiter aufgetragen. Der Lauf erfolgte bei
120 Volt fiir 25 min. Schlielich wurde das Gel in den UV-Transilluminator gelegt und dort
betrachtet und photographiert.

In Tabelle 11 sind die Zusammensetzungen und Hersteller der verwendeten Materialien

angegeben:

Tabelle 11: Materialien fiir die Agarosegelelektrophorese
LE: Low Electroendosmosis; Tris: Trisaminomethan; EDTA: Ethylendiamintetraessigsidure

Produkt Zusammensetzung Hersteller
Agarose, LE Biozym, Oldendorf
TBE-Puffer 10x 890 mM Tris Apotheke Innenstadt

890 mM Borséure Universitdt Miinchen

20 mM EDTA
DNA-Auftragspuffer 10 mM Tris/HCI pH 8 Apotheke Innenstadt

2 mM EDTA Universitit Miinchen

20 % Ficoll 400

0,25 % Orange G
DNA- Cambrex, Charles City, IA,
MolekiilgroBenstandard USA
Ethidiumbromid Sigma, Steinheim
Polaroidfilm Typ 667 Polaroid, Minnetonka, MN,

USA

AnschlieBend wurden die Stichproben aller moglichen Genotypen von der Firma

Sequiserve (Vaterstetten, Deutschland) sequenziert.
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3.3.2 Durchfiihrung der Genotypisierung mit dem LightCycler®

Die Genotypisierung der DNA-Proben der Studiengruppen wurde mit dem LightCycler®™
durchgefiihrt, der sowohl die PCR, als auch die Schmelzkurvenanalyse erledigt. Ein PCR-

Ansatz war wie in Tabelle 12 beschrieben zusammengesetzt:

Tabelle 12: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die Analyse im LightCycler
Die Konzentrationen der Primer variieren bei asymmetrischen PCR-Anséitzen: Angaben fiir
rs10489629 in Klammern

Komponente Konzentration Zielvolumen 5 pl

H,0, PCR-grade 2,8 ul (3,0 ul)

Primer Forward 0,5 pmolar* 7 0,3 ul (0,3 ul F, 0,1 ul R)
Primer Reverse

Sonde 1 (Anchor, LC-Red) | 0,5 umolar je 0,3 ul

Sonde 2 (Sensor, Flourescin)

LightCycler” 480 1,0 ul

Genotyping Master

DNA 5 ng/ul 0,5 ul

Die Wellenldngen und Sequenzen der einzelnen Sonden und Anker sind Tabelle 7 und

Tabelle 8 zu entnehmen.

Dabei wurden zundchst die beiden Primer sowie die Sonden- und Ankerlosung ins Wasser
gegeben und auf dem Vortex-Schiittler kurz vermischt. Danach wurde der Genotyping
Master Mix vorsichtig zugefiigt und durch Auf- und Abpipettieren in der Losung verteilt.
Je 384 mal 5 pl dieses PCR-Ansatzes wurden vom Pipettierroboter Freedom EVO®
Clinical (Tecan, Ménnedorf, Schweiz) auf Trigerplatten fiir 384 Proben (LightCycler”™ 480
Multiwell Plate 384, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) aufgetragen. Ebenso
wurden je 0,5 ul DNA der einzelnen Proben mit dem Pipettierroboter auf die LightCycler-
Platte libertragen, wobei jede Platte eine Negativprobe in Form von Wasser statt DNA
enthielt, um eventuelle Kontaminationen zu detektieren. Sowohl die LightCycler-Platte als
auch die Probenplatten wurden bei diesem Vorgang auf 4°C gekiihlt und anschliefend mit
Folie versiegelt. Die PCR und Analyse der Proben erfolgte direkt anschlieBend im
LightCycler® 480.
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Der Ablauf eines Laufes mit dem LightCycler ist in Abbildung 2 dargestellt.

Overview
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3520

4220 4715

Abbildung 2: Temperaturverlauf eines PCR-Vorganges mit anschliefender Schmelzkurve

5139

Die genauen Temperaturen und Zeitangaben sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Dabei

wurde die fiir den jeweiligen Primer spezifische optimale Anlagerungstemperatur beachtet.

Tabelle 13: Temperatur- und Zeitangaben eines Light-Cycler-Laufes

Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen | Temperatur Dauer (hh:mm:ss)
Pridinkubation 1 95°C 00:10:00
Denaturierung 45 95°C 00:00:05
Primer-Annealing 56 —59°C 00:00:10
Extension 72°C 00:00:10
Schmelzkurve 1 95°C 00:01:00

42°C 00:02:00

95°C kontinuierlich
Abkiihlung 1 40°C 00:00:15

Fluoreszenzmessungen fanden jeweils punktuell in jedem Amplifikationszyklus sowie

kontinuierlich wéhrend der Schmelzkurvenanalyse statt (in Abbildung 2 griin markiert).

Die Darstellung und Analyse der Schmelzkurven erfolgte mit der LightCycler®-Software

(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Da die Schmelzkurven fiir jedes Allel

charakteristische Hohepunkte in der 1. Ableitung aufweisen, kann auf diese Weise in

homozygote und heterozygote Trager der Mutation unterschieden werden. Das Programm

teilt die Proben selbstindig in Gruppen ein, welche der Anwender den entsprechenden

Genotypen zuteilt. In einzelnen Fillen war eine Korrektur der Gruppeneinteilung durch

den Anwender noétig. Nicht eindeutige Probenergebnisse wurden wiederholt und bei

gleichbleibendem Ergebnis aus der Studie ausgeschlossen. Auch hier sei beziiglich genauer

Angaben zu verwendeten Geriten auf das Kapitel 12 verwiesen.
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4 Statistische Auswertung

Um eine eventuell vorliegende Populationsstratifikation aufzudecken, wurden die vor-
liegenden Héufigkeiten den bei Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts zu
erwartenden Frequenzen gegeniibergestellt.

Der Vergleich zwischen kategorischen Variablen von Patienten- und Kontrollgruppen
wurde mithilfe des y*-Tests, oder — bei Fallzahlen unter fiinf — mittels des Fisher’s-Exact-
Tests vorgenommen.

Quotenverhéltnisse wurden fiir die Minor-Allele der SNPs mit einem Konfidenzintervall
von 95 % errechnet.

Fiir multiple Tests wurden die p-Werte nach Bonferroni korrigiert.
4.1 Hardy-Weinberg-Equilibrium
Die zu erwartenden Frequenzen wurden folgendermaf3en berechnet:

Faa=f)’
FAB: 2 X fAX fB

Fgg = fB2

Dabei stellt Faa die erwartete Frequenz des Genotyps AA dar, Fag und Fgp entsprechend
die der erwarteten Frequenzen fiir die Genotypen AB und BB, wihrend die mit f

bezeichneten Frequenzen fiir die tatsdchlich beobachteten Héaufigkeiten stehen.

Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit folgender Formel:

» _ (beobachteteFrequenz — erwarteteFrequenz)’

(beobachteteFrequenz)

v*-Werte < 6,64 (entsprechen p-Werten < 0,05) wurden als signifikant angesehen.
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4.2 Chi-Quadrat-Test

Dem Chi-Quadrat-Test liegt folgende Tabelle zugrunde:

erkrankt nicht erkrankt | Summe
Merkmal x a c atc
Merkmal y b d b+d
Summe at+b c+d atb+ct+d
=N)

Die Berechnungsformel fiir die Signifikanz lautet:

axd—bxd—N/)?
x2=N><( A)
(a +b)

Die Signifikanz war wie oben beschrieben definiert.

4.3 Quotenverhiltnis

Die Odds ratios (OR) zum Vergleich zweier Quoten wurden fiir die Minor-Allele aller
SNPs berechnet. Mit ihnen ldsst sich eine Aussage iiber die Stirke eines Zusammenhangs

einer Mutation zur Erkrankung treffen.

Bei OR-Werten > 1 besteht eine Pradisposition fiir die Erkrankung, wihrend Werte < 1
eine protektive Variante kennzeichnen. Ist die OR genau 1, so ist das Risiko fiir die

Erkrankung fiir beide Allele gleich grof3.

Das in dieser Studie gewéhlte Konfidenzintervall von 95% gibt denjenigen Bereich an, in
dem man mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit von einer Korrektheit der Aussage

ausgehen kann.

4.4 Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen

Um eine Alphafehler-Kumulierung zu vermeiden, wurden signifikante p-Werte der
Haplotypberechnung nach Bonferroni korrigiert. Dazu wurde das Signifikanzniveau eines

Einzeltests als Anteil der globalen Signifikanz pro Test festgelegt.
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5 Ergebnisse
5.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Alle untersuchten Varianten der DNA-Sequenz in dieser Studie sind Einzelnukleotidpoly-
morphismen, fiir die in der Literatur jeweils zwei Allele beschrieben wurden. Mittels
Polymerasekettenreaktion und einer anschlieBenden Detektion der SNPs durch
fluoreszenzmarkierte Sonden im LightCycler” Instrument konnte anhand einer Schmelz-
kurvenanalyse jeder Probe ein eindeutiger Genotyp zugeordnet werden.

Die dazu etablierten Tests wurden jeweils mittels Sequenzierung einzelner Stichproben
iiberpriift. Es erfolgte aullerdem ein Vergleich mit den bei Vorliegen eines Hardy-Wein-
berg-Gleichgewichts erwarteten Frequenzen.

AnschlieBend wurden die Haufigkeiten von Allelen und Genotypen der Patientengruppen
aus Kiel und Miinchen jeweils mit einer Kontrollpopulation verglichen und die Ergebnisse
der Kontrollgruppen durch Gegeniiberstellung mit Daten einer Normalpopulation auf
Glaubwiirdigkeit tiberpriift.

Eventuelle Korrelationen zwischen den einzelnen SNPs wurden durch Haplotypberech-

nung detektiert.
5.2 Bestimmung der Genotypen

Um die Genotypen der einzelnen Proben eindeutig zu bestimmen, wurde fiir jeden SNP ein
Set von sequenzspezifischen Primern und fluoreszenzmarkierten Hybridisierungssonden
entwickelt. Dadurch ergaben sich bei der Analyse der Schmelzkurven charakteristische
Bilder mit einem niedrigen oder einem hohen Schmelzpunkt bei den homozygoten Proben,
oder mit zwei Peaks im Falle der heterozygoten Genotypen.

Auf jeder Platte des LightCycler® Instruments, mit dem sowohl die PCR, als auch die
Detektierung der Fluoreszenzsignale erfolgte, wurde eine Negativkontrolle aufgetragen,

um sicherzugehen, dass keine Kontaminationen vorhanden waren.

Im Folgenden sind exemplarisch die Varianten der Schmelzkurven der 12 SNPs zusammen

mit den Negativkontrollen dargestellt.
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Abbildung 3: Schmelzkurven des rs1004819; Griin: [TT] homozygot fiir die Mutation; Blau: [CC]
homozygot fiir den Wildtyp; Rot: [CT] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 4: Schmelzkurven des rs7517847;
Griin: [GG] homozygot fiir die Mutation; Rot: [TT] homozygot fiir den Wildtyp; Blau: [TG]
heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 5: Schmelzkurven des rs10489629; Rot: [AA] homozygot fiir den Wildtyp; Griin: [GG]
homozygot fiir die Mutation; Blau: [AG] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 6: Schmelzkurven des rs2201841; Blau: [TT] homozygot fiir den Wildtyp; Griin: [CC]
homozygot fiir die Mutation; Rot: [TC] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 7: Schmelzkurven des rs11465804; Griin: [GG] homozygot fiir die Mutation; Blau: [TT]
homozygot fiir den Wildtyp; Rot: [TG] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 8: Schmelzkurven des rs11209026; Blau: [GG] homozygot fiir den Wildtyp; Griin: [AA]
homozygot fiir die Mutation; Rot: [GA] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 9: Schmelzkurven des rs1343151; Rot: [CC] homozygot fiir die Mutation; Griin: [TT]
homozygot fiir den Wildtyp; Rot: [CT] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 10: Schmelzkurven des rs10889677; Pink: [AA] homozygot fiir die Mutation; Blau: [CC]
homozygot fiir den Wildtyp; Rot: [CA] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 11: Schmelzkurven des rs11209032; Griin: [AA] homozygot fiir die Mutation; Blau: [GG]
homozygot fiir den Wildtyp; Rot: [GA] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 12: Schmelzkurven des rs1495965; Rot: [AA] homozygot fiir den Wildtyp; Griin: [GG]
homozygot fiir die Mutation; Blau: [AG] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 13: Schmelzkurven des rs1884444; Rot: [TT] homozygot fiir den Wildtyp; Griin: [GG]
homozygot fiir die Mutation; Blau: [TG] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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Abbildung 14: Schmelzkurven des rs7530511; Griin: [TT] homozygot fiir den Wildtyp; Blau: [CC]
homozygot fiir die Mutation; Rot: [CT] heterozygot; Tiirkis: Negativprobe
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5.3 Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium

Die Genotypverteilungen fiir alle getesteten SNPs waren filir die Miinchner Population im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Der Wert fiir rs7530511 war in der Kieler Kontrollgruppe
grenzwertig.

Die Signifikanzen der Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sind der

Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: p-Werte der Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

SNP Kontrollgruppe Kontrollgruppe
Miinchen Kiel
rs1004819 0,45 0,34
1s7517847 0,94 0,2
rs10489629 0,72 0,55
152201841 0,65 0,18
rs11465804 0,57 0,46
rs11209026 0,42 0,33
=p.Arg381GlIn
rs1343151 0,34 0,56
rs10889677 0,65 0,054
rs11209032 0,54 0,063
rs1495965 0,61 0,23
rs1884444 nicht getestet 0,21
=p.GIn3His
rs7530511 nicht getestet 0,049
=p.Pro310Leu
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5.4 Verteilung der Allele und Genotypen

In den nun folgenden Kapiteln sind die Minorallel- sowie die Genotypfrequenzen und
deren Signifikanzen fiir alle untersuchten SNPs zusammengefasst. Um den Effekt der
Populationsstratifizierung zu minimieren, sind zusitzlich zur Auswertung der Original-

daten die nach Alter, Geschlecht und Rauchverhalten angepassten p-Werte angegeben.

Zur Auswahl zwischen den moglichen Rechenmodellen, werden in der Statistik
Informationskriterien verwendet. Sie geben die Wahrscheinlichkeit fiir das Zutreffen eines
Modells an. In dieser Studie wurden der kodominante, der dominante, der rezessive, der
iiberdominante und der Log-additive Vererbungsmodus untersucht und anhand des
Informationskriteriums von Akaike (AIC: Akaike’s Information Criterion) auf die Chance
des Zutreffens verglichen. Das Modell mit dem kleinsten AIC-Wert wurde als Wahrschein-
lichstes angenommen. Insgesamt lief sich mit Hilfe der Methode des AIC in der Miinchner
Kohorte eine Tendenz zum dominanten und in der Kieler Kohorte eine Tendenz zum
iiberdominanten Vererbungsmodus beobachten, wobei zu bedenken ist, dass es sich hierbei
um Hypothesen und nicht um sichere Aussagen iiber das zutreffende Rechenmodell

handelt.
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5.4.1 1rs1004819

Wie aus Tabelle 15 und Tabelle 16 ersichtlich, wurde fiir den rs1004819 weder in der
Miinchner Kohorte, noch in der Kieler Replikationskohorte ein signifikanter Unterschied
der Allelfrequenzen zwischen Patienten- und Kontrollgruppe festgestellt. Die Odds Ratios
waren in beiden Kohorten > 1 und stimmen somit in der Richtung iiberein.

Auf der Ebene der Genotypen jedoch lagen fiir die Miinchner Studie hochsignifikante p-
Werte, in der Replikationsstudie immerhin signifikante p-Werte vor. Diese Assoziation
zeigte sich allerdings erst nach Korrektur der Daten im Bezug auf Alter, Geschlecht und
Rauchverhalten. (Miinchen p = 0,0021; OR 0,61; CI [0,44 — 0,84]; Kiel p = 0,012; OR
0,73; CI [0,54 — 0,98]) Wihrend die Miinchner Ergebnisse am besten zu einem
iiberdominanten Vererbungsmodus passen, erscheint in der Kieler Studie der kodominante
Erbgang wahrscheinlicher. Die Mutation war unter den Kontrollen haufiger zu finden als in

der Patientengruppe und markiert daher eine potenziell protektive Variante.
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Tabelle 15: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1004819 mit méglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: T 0,281 (217) 0,260 (396) 0,24 1,12
(0,92 —1,36)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,500 (193) 0,543 (414)
CT 0,438 (169) 0,396 (302)
TT 0,062 (24) 0,061 (47)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,33 1470,6 0,0078 943,3
Dominant 0,15 1468,7 0,0031 9422
Rezessiv 0,97 1470,8 0,9 951
Uberdominant | 0,15 1468,7 0,0021 941,6
Log-additiv 0,23 1469.,4 0,018 945,4

Tabelle 16: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1004819 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte
MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: T 0,264 (192) 0,259 (377) 0,80 1,03
(0,80 —1,18)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,532 (193) 0,564 (410)
CT 0,408 (148) 0,354 (257)
TT 0,061 (22) 0,082 (60)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,14 1398 0,012 1166,5
Dominant 0,35 1399 0,2 1171,8
Rezessiv 0,17 1398 0,033 1168,9
Uberdominant | 0,091 1397 0,012 1167,1
Log-additiv 0,86 1399 0,92 1173,4
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5.4.2 rs7517847

Tabelle 17 und Tabelle 18 zeigen, dass auch fiir rs7517847 die Unterschiede der
Allelfrequenzen zwischen den Studiengruppen das Signifikanzniveau nicht erreichten. Die
Odds Ratios wiesen sowohl in der Miinchner, als auch in der Kieler Kohorte Werte < 1 auf
und stimmten damit in ihrer Orientierung iiberein.

Dennoch gaben die Genotypfrequenzen Hinweise auf eine mogliche Erhohung des
Krankheitsrisikos bei Patienten mit der Mutation. Die unter Annahme eines Log-additiven
Modells in der Miinchner Studie vorhandene Signifikanz liel sich jedoch in der

Replikationskohorte nicht bestétigen.
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Tabelle 17: Allel- und Genotypfrequenzen des rs7517847 mit mdéglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,415 (324) 0,444 (680) 0,19 0,89
(0,75 - 1,06)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,328 (128) 0,308 (236)
TG 0,513 (200) 0,496 (380)
GG 0,159 (62) 0,196 (150)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,3 1481,6 0,046 958.5
Dominant 0,49 1481,5 0,068 959,3
Rezessiv 0,12 1479,6 0,031 957.,9
Uberdominant | 0,59 1481,7 0,99 962,6
Log-additiv 0,19 1480,3 0,015 956,7

Tabelle 18: Allel- und Genotypfrequenzen des rs7517847 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,413 (299) 0,436 (640) 0,31 0,91
(0,82 - 1,16)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,370 (134) 0,330 (242)
TG 0,434 (157) 0,469 (344)
GG 0,196 (71) 0,202 (148)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,43 1403,7 0,4 1180,9
Dominant 0,2 1401,8 0,18 1178,9
Rezessiv 0,76 1403,3 0,53 1180,4
Uberdominant | 0,32 1402,4 0,43 1180,1
Log-additiv 0,31 1402,4 0,22 1179,2
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5.4.3 1rs10489629

Wiederum keine signifikanten Unterschiede in den Allelfrequenzen lieBen sich fiir
rs10489629 detektieren. Die Richtung der Odds Ratios stimmte zwischen der Miinchner
Kohorte und der Replikationskohorte iiberein.

Im Bezug auf die Genotypen zeigte dieser SNP in der Miinchner Population erst nach
Korrektur hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten eine signifikante Assoziation
mit der Parodontitis (p = 0,03; OR 1,52; CI [1,04 — 2,23] fiir rezessiv bzw. OR 1,28; CI
[1,02 — 1,60]fiir Log-additiv; Replikation: p = 0,013; OR 1,43; CI [1,08 — 1,91]) bei
indifferenten AIC-Werten fiir das rezessive und das log-additive Vererbungsmodell. Auch
hier wirkt sich die Mutation mdglicherweise durch ein erhdhtes Erkrankungsrisiko aus. In
der Kieler Studie konnte der zundchst hochsignifikante p-Wert nach Korrektur nur mehr als
signifikant angesehen werden. Hier spricht der AIC-Wert fiir einen iiberdominanten

Erbgang. Alle Werte zu rs10489629 sind Tabelle 19 und Tabelle 20 zu entnehmen.
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Tabelle 19: Allel- und Genotypfrequenzen des rs10489629 mit moglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,449 (353) 0,475 (737) 0,23 0,90
(0,75 —1,08)
Genotypen Patienten Kontrollen
AA 0,445 (174) 0,279 (216)
AG 0,356 (139) 0,492 (381)
GG 0,199 (78) 0,230 (178)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,44 1489,8 0,072 967,9
Dominant 0,56 1489 0,17 969,3
Rezessiv 0,21 1487,8 0,03 966,5
Uberdominant | 0,6 1489,1 0,57 970,9
Log-additiv 0,27 1488,2 0,03 966,5

Tabelle 20: Allel- und Genotypfrequenzen des rs10489629 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler
Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,446 (322) 0,461 (656) 0,50 0,94
(0,80 —1,13)
Genotypen Patienten Kontrollen
AA 0,349 (126) 0,284 (202)
AG 0,410 (148) 0,509 (362)
GG 0,241 (87) 0,207 (147)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,0089 1375 0,038 11479
Dominant 0,032 1377,8 0,043 11483
Rezessiv 0,2 1380,7 0,48 1151,9
Uberdominant | 0,0022 1373 0,013 1146,3
Log-additiv 0,52 1382 0,38 1151,7
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5.4.4 1rs2201841

Tabelle 21 und Tabelle 22 zeigen, dass sich fiir rs2201841 die Allelfrequenzen der
Patienten- und Kontrollgruppen nicht signifikant unterschieden. Die Odds ratios waren hier
nicht nur gleich orientiert, sondern wiesen sogar identische Werte auf.

Des Weiteren lagen keine signifikanten Verteilungsunterschiede der Genotypen vor. Ein in
der Miinchner Studie bestehender signifikanter Unterschied war nur in den angepassten
Werten fiir das dominante Vererbungsmodell vorhanden — der laut AIC-Wert eher

unwahrscheinlich ist — und lieB3 sich in der Replikationsstudie nicht bestétigen.

50



Tabelle 21: Allel- und Genotypfrequenzen des rs2201841 mit mdéglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: C 0,290 (228) 0,266 (412) 0,22 1,13
(0,93 —1,36)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,506 (199) 0,535 (414)
TC 0,407 (160) 0,398 (308)
CC 0,087 (34) 0,067 (52)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,42 1495,4 0,028 971,4
Dominant 0,36 14943 0,076 969.,4
Rezessiv 0,24 1493,7 0,48 976
Uberdominant | 0,76 1495 0,019 971
Log-additiv 0,22 1493,6 0,016 970,7

Tabelle 22: Allel- und Genotypfrequenzen des rs2201841 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: C 0,288 (209) 0,264 (388) 0,23 1,13
(0,89 —1,30)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,510 (185) 0,552 (405)
TC 0,405 (147) 0,369 (271)
CC 0,085 (31) 0,079 (58)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,41 1405.,8 0,34 1185,3
Dominant 0,19 1403,9 0,17 1183,6
Rezessiv 0,76 1405,5 0,95 1185,4
Uberdominant | 0,24 1404,2 0,15 1183,4
Log-additiv 0,25 1404,3 0,3 1184,4
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5.4.5 rs11465804

Weder die Allel- noch die Genotypfrequenzen der Patientengruppe des rs11465804
unterschieden sich signifikant von denen der Kontrollgruppe (sieche Tabelle 23), ein
Ergebnis, welches durch die Replikationsstudie bestitigt wurde (siche Tabelle 24). Die
Werte der Odds Ratios lagen in beiden Untersuchungen unter 1 und waren somit gleich

gerichtet.
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Tabelle 23: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11465804 mit moglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,064 (50) 0,066 (103) 0,79 0,95
(0,67 —1,35)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,878 (345) 0,870 (674)
TG 0,117 (46) 0,128 (99)
GG 0,005 (2) 0,002 (2)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,7 1497.2 0,5 9773
Dominant 0,69 1495.8 0,24 975,3
Rezessiv 0,5 1495,5 0,79 976,6
Uberdominant | 0,6 1495,7 0,25 975,4
Log-additiv 0,79 1495.,9 0,24 975,3

Tabelle 24: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11465804 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler
Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,047 (34) 0,054 (79) 0,48 0,86
(0,53 -1,18)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,912 (331) 0,896 (657)
TG 0,083 (30) 0,100 (73)
GG 0,006 (2) 0,004 (3)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,6 1405,8 0,4 1184,4
Dominant 0,38 1404 0,47 1183,7
Rezessiv 0,76 1404,7 0,33 1183,3
Uberdominant | 0,33 1403,9 0,34 1183,3
Log-additiv 0,45 1404,2 0,63 1184
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5.4.6 1rs11209026

Wie aus Tabelle 25 und Tabelle 26 ersichtlich, waren die Verteilungsunterschiede der Allel-
und Genotypfrequenzen auch flir rs11209026 nicht signifikant. Die Quotenverhiltnisse

waren in beiden Studien in die gleiche Richtung orientiert.
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Tabelle 25: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11209026 mit méglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,068 (53) 0,073 (111) 0,62 0,92
(0,65 —1,29)
Genotypen Patienten Kontrollen
GG 0,867 (340) 0,856 (649)
GA 0,130 (51) 0,141 (107)
AA 0,003 (1) 0,003 (2)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,87 1481,4 0,52 965,2
Dominant 0,6 1479,4 0,26 963,2
Rezessiv 0,98 1479,7 0,78 964.,4
Uberdominant | 0,6 1479,4 0,27 963,3
Log-additiv 0,61 1479,4 0,25 9632

Tabelle 26: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11209026 mit méglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,059 (43) 0,061 (89) 0,89 0,97
(0,68 — 1,41)
Genotypen Patienten Kontrollen
GG 0,890 (323) 0,884 (648)
GA 0,102 (37) 0,111 (81)
AA 0,008 (3) 0,006 (4)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,82 1406,4 0,75 1186,8
Dominant 0,83 1404,7 0,93 1185,4
Rezessiv 0,6 1404,5 0,47 11849
Uberdominant | 0,73 1404,7 0,78 1185,3
Log-additiv 0,94 1404,8 0,93 1184,4
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5.4.7 1rs1343151

Auch die Allel- und Genotypfrequenzen des rs1343151 schienen keinen Zusammenhang
Tabelle 27 und Tabelle 28 zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patienten- und Kontrollgruppen vorhanden waren. Die Odds Ratios waren in der Miinchner

Studie und der Replikationsstudie jeweils > 1.
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Tabelle 27: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1343151 mit mdéglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: T 0,355 (279) 0,349 (540) 0,79 1,03
(0,86 —1,22)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,417 (164) 0,415 (321)
CT 0,455 (179) 0,471 (364)
TT 0,127 (50) 0,114 (88)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,77 1495,8 0,59 977,2
Dominant 0,95 14943 0,31 975,3
Rezessiv 0,51 1493,8 0,82 976,2
Uberdominant | 0,62 1494 0,39 975,6
Log-additiv 0,78 1494,2 0,39 975,5

Tabelle 28: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1343151 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: T 0,343 (249) 0,337 (493) 0,77 1,03
(0,87 —1,25)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,455 (165) 0,434 (318)
CT 0,405 (147) 0,458 (335)
TT 0,141 (51) 0,108 (79)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,14 1402 0,66 1185,7
Dominant 0,57 1403,7 0,67 1184,3
Rezessiv 0,11 1401,4 0,54 1184,1
Uberdominant | 0,1 1401,3 0,4 1183,8
Log-additiv 0,71 1403,8 0,98 1184,5
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5.4.8 1rs10889677

Eine weitere Mutation, die moglicherweise risikomindernd wirkt, ist rs10889677. Wahrend
sich die Allelfrequenzen wiederum fiir beide Studiengruppen nicht signifikant
unterscheiden, ldsst Tabelle 29 eine starke Assoziation in den korrigierten Werten fiir die
Genotypfrequenzen der Miinchner Studie erkennen. Hier kann von einem dominanten
Erbgang ausgegangen werden. Allerdings wurde in der Kieler Studie keine entsprechende

Assoziation detektiert (siche Tabelle 30).
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Tabelle 29: Allel- und Genotypfrequenzen des rs10889677 mit moglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,290 (228) 0,266 (412) 0,22 1,13
(0,93 —1,36)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,506 (199) 0,535 (414)
CA 0,407 (160) 0,398 (308)
AA 0,087 (34) 0,067 (52)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,42 1495.4 0,35 970,3
Dominant 0,36 14943 0,0096 968,3
Rezessiv 0,24 1493,7 0,49 974,5
Uberdominant | 0,76 1495 0,023 969,8
Log-additiv 0,22 1493,6 0,019 969,5

Tabelle 30: Allel- und Genotypfrequenzen des rs10889677 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,284 (206) 0,261 (380) 0,26 1,12
(0,88 —1,29)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,512 (186) 0,560 (408)
CA 0,408 (148) 0,357 (260)
AA 0,080 (29) 0,082 (60)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,25 13999 0,17 1179,8
Dominant 0,13 1398.,4 0,11 1178,7
Rezessiv 0,85 1400,7 0,68 1181,1
Uberdominant | 0,097 1398 0,06 1177,8
Log-additiv 0,28 1399,5 0,28 1180,2
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5.4.9 1rs11209032

Keine signifikanten Assoziationen zur CP — bei gleichgerichteten Odds Ratios — lagen fiir

rs11209032 vor, wie in Tabelle 31 und Tabelle 32 gezeigt.
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Tabelle 31: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11209032 mit méglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,293 (230) 0,291 (450) 0,91 1,01
(0,84 —1,22)
Genotypen Patienten Kontrollen
GG 0,490 (192) 0,507 (392)
GA 0,434 (170) 0,404 (312)
AA 0,076 (30) 0,089 (69)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,54 1492.9 0,2 974,7
Dominant 0,58 1491,8 0,089 973
Rezessiv 0,46 1491,6 0,98 975,9
Uberdominant | 0,33 1491,1 0,085 973
Log-additiv 0,91 1492,1 0,19 974,2

Tabelle 32: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11209032 mit méglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: A 0,285 (207) 0,274 (399) 0,60 1,06
(0,83 — 1,21)
Genotypen Patienten Kontrollen
GG 0,507 (184) 0,540 (394)
GA 0,416 (151) 0,370 (270)
AA 0,077 (28) 0,089 (65)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,31 1401,2 0,33 1180,4
Dominant 0,29 1400,4 0,38 1179,9
Rezessiv 0,47 1401 0,39 1179,9
Uberdominant | 0,14 1399.3 0,17 1178,7
Log-additiv 0,62 1401,3 0,77 1180,5
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5.4.10 rs1495965

Auch flir rs1495965 erreichten die Unterschiede zwischen den Patienten- und
Kontrollgruppen auf der allelischen Ebene nicht das Signifikanzniveau. Die Odds Ratios
der Replikationsstudie wiesen in die der Miinchner Studie entgegengesetzte Richtung,
wenngleich beide Werte nahe bei 1 lagen. In der Miinchner Kohorte wurde eine grenz-
wertig signifikante Assoziation mit der CP angetroffen, welche aber nach Korrektur der
Daten im Bezug auf Alter, Geschlecht und Rauchverhalten einen grof3eren p-Wert aufwies
und somit nicht mehr signifikant war. In der Replikationsstudie waren weder vor noch nach
der Anpassung beziiglich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten signifikante Unterschiede
zwischen den Studiengruppen vorhanden. Die genauen Werte sind Tabelle 33 und Tabelle

34 zu entnehmen.
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Tabelle 33: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1495965 mit mdoglichen Vererbungsmodi in der
Miinchner Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Odds Ratios; CI:

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,400 (313) 0,426 (660) 0,24 0,90
(0,76 — 1,07)
Genotypen Patienten Kontrollen
AA 0,340 (133) 0,334 (259)
AG 0,519 (203) 0,480 (372)
GG 0,141 (55) 0,186 (144)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,13 1489,5 0,37 973,7
Dominant 0,84 1491,5 0,22 972,1
Rezessiv 0,05 1487,7 0,82 973,6
Uberdominant | 0,21 1490 0,18 971,8
Log-additiv 0,23 1490,1 0,47 973,1

Tabelle 34: Allel- und Genotypfrequenzen des rs1494965 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Replikationskohorte
MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:
Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,435 (316) 0,431 (631) 0,85 1,02
(0,86 — 1,21)
Genotypen Patienten Kontrollen
AA 0,320 (116) 0,335 (245)
AG 0,490 (178) 0,469 (343)
GG 0,190 (69) 0,197 (144)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,79 1405,5 0,72 1182,8
Dominant 0,6 1403,7 0,91 1181,4
Rezessiv 0,81 1403,9 0,48 1180,9
Uberdominant | 0,49 1403,5 0,5 1181
Log-additiv 0,83 1403,9 0,75 1181,3
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5.4.11 rs1884444

Tabelle 35 lasst fiir rs1884444, der nur in der Kieler Kohorte untersucht wurde, keine

Assoziation zur CP erkennen.

Tabelle 35: Allel- und Genotypfrequenzen des rs11884444 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:

Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: G 0,457 (332) 0,481 (704) 0,30 0,91
(0,79 - 1,11)
Genotypen Patienten Kontrollen
TT 0,303 (110) 0,281 (206)
TG 0,479 (174) 0,475 (348)
GG 0,218 (79) 0,243 (178)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,64 1405,1 0,59 1184,3
Dominant 0,47 1403,5 0,7 1183,3
Rezessiv 0,41 1403,3 0,3 1182,3
Uberdominant | 0,96 1404 0,6 1183,1
Log-additiv 0,35 1403,1 0,4 1182,7
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5.4.12 rs7530511

Auch fiir rs7530511 lag keiner der p-Werte der Allel- oder Genotypfrequenzen der Kieler

Kohorte im signifikanten Bereich (siche Tabelle 36)

Tabelle 36: Allel- und Genotypfrequenzen des rs7530511 mit moglichen Vererbungsmodi in der Kieler

Studienkohorte

MAF: Minorallelfrequenz, Absolutwerte sind in Klammern angegeben; OR: Odds Ratios; CI:

Konfidenzintervall; AIC: Akaike’s Information Criterion

Allele MAF MAF p-Wert OR
Patienten Kontrollen (95% CI)
Minorallel: T 0,133 (95) 0,145 (210) 0,47 0,91
(0,76 — 1,26)
Genotypen Patienten Kontrollen
CC 0,759 (271) 0,741 (536)
CT 0,216 (77) 0,228 (165)
TT 0,025 (9) 0,030 (22)
Modelle unangepasst angepasst
p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,77 1385 0,75 11639
Dominant 0,53 1383,1 0,48 1162
Rezessiv 0,6 1383,2 0,64 1162,3
Uberdominant | 0,65 1383,3 0,58 1162,2
Log-additiv 0,48 1383 0,45 1161,9
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5.5 Haplotypen

Zusitzlich zu krankheitsassoziierten Einzelnukleotidpolymorphismen besteht die Moglich-
keit, dass ein Zusammenhang der Erkrankung mit bestimmten Haplotypen besteht. Als
Haplotypen bezeichnet man bestimmte Allelkombinationen, die {iberzufillig héufig

gekoppelt vererbt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde in den Populationen aus Kiel und Miinchen

unabhingig voneinander nach Haplotypen innerhalb der betreffenden SNPs gesucht.

5.5.1 Haplotypen in der Miinchner Studiengruppe

Acht der zehn untersuchten Polymorphismen der Miinchner Population waren in zwei
Haplotyp-Blocken strukturiert. Block 1, der sich von Intron 5 bis Exon 7 erstreckte,
enthielt die Varianten rs1004819 und rs7530511=p.Pro310Leu. Die SNPs rs10489629,
rs2201841, rs11465804, rs11209026=p.Arg381GlIn, rs1343151 und rs10889677 bildeten

den zweiten Block von Intron 7 bis Exon 11.

Abbildung 15 zeigt in einem Lewontins D’-Diagramm an, wie stark die einzelnen SNPs
untereinander gekoppelt sind. Werte iiber 0,8 entsprechen einem Kopplungsungleich-

gewicht. In der Grafik sind nur die Dezimalstellen angegeben.
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Abbildung 15: Lewontins D’-Werte fiir die zehn untersuchten SNPs der Miinchner Studie

Haufigster Haplotyp innerhalb der gesamten Population war im Block 1 die Variante CG

mit einer Frequenz von 43,3 %.

Wie Tabelle 37 zeigt, wiesen die Haplotypen des Blocks 1, der die fiir die Erkrankung
scheinbar protektive Variante rs1004819 und gleichzeitig die in der Miinchner Studie als
risikoverstiarkend detektierte Variante rs7517847 enthielt, keine signifikante Assoziation

zur CP auf.

Innerhalb von Block 2 wurde ein schwach assoziierter protektiver Haplotyp entdeckt: Die
Variante GTTGCC trat in 13,9 % der Kontrollen, aber nur in 10,4 % der Patienten auf
(>=5,84; p = 0,02; OR = 0,72). Nach Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen war der p-
Wert jedoch nicht mehr signifikant (p-Wert 0,10 nach 10> Permutationen).
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Tabelle 37: Haplotyp-Hiufigkeiten, x> und p-Werte der Miinchner Studie

Block Haplotyp Patienten Kontrollen x2 p-Wert | OR
n=402 n=793 Wert
Frequenz Frequenz
Block 1 | CG 0,413 0,443 1,84 0,17 0,89
CT 0,302 0,298 0,04 0,83 1,02
TT 0,281 0,258 1,45 0,23 1,13
Block2 | GTTGTC 0,283 0,269 0,50 0,48 1,07
ACTGCA 0,288 0,258 2,34 0,13 1,16
ATTGCC 0,250 0,247 0,03 0,87 1,02
GTTGCC 0,104 0,139 5,84 0,02 0,72
GTGATC 0,061 0,063 0,03 0,86 0,97

5.5.2 Haplotypen in der Kieler Studiengruppe

Die statistische Berechnung der Haplotypen ergab in der Kieler Population eine Struktur,
die von derjenigen der Miinchner Studie abwich. Es gab ebenfalls zwei Haplotypblocke.
Die fiinf Marker rs1884444, rs1004819, rs7517847, rs7530511 und rs10489629 standen

jedoch mit keinem anderen Marker in einem Kopplungsungleichgewicht.

Block 1 umfasste rs2201841, rs11465804, rs11209026, rs1343151 sowie rs10889677.
Damit enthielt er bis auf und rs10489629 alle SNPs des Miinchner Blocks 2, ebenfalls von

Intron 7 bis Exon 11 reichend.

Der zweite Block bestand in Kiel allerdings aus rs11209032 und rs1495965, den zwei
SNPs, welche in der Miinchner Studie isoliert gestanden hatten und befand sich im 3’-
nahen Bereich des IL23R-Gens.

Abbildung 16 gibt in einem Linkage-Disequilibrium-Plot (LD-Plot) einen Uberblick iiber
die Stirke der Kopplungen zwischen einzelnen Markern. In der Grafik sind nur die

Dezimalstellen der Werte angegeben.
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Abbildung 16: Lewontin’s D-Werte fiir die zwolf untersuchten SNPs der Kieler Studie

Im Block 2, der teilweise mit dem Miinchner Block 2 iibereinstimmt, wurde die dort
festgestellte Signifikanz nicht bestétigt. Hier war die Nummer Eins unter den

Kombinationen die Variante GA mit insgesamt 56,2 %.

Auch im Haplotyp-Block 1 fanden sich keine signifikanten Assoziationen zur CP.

Die p-Werte lagen, wie Tabelle 38 zu entnehmen, in einem Bereich zwischen 0,23

(Haplotyp TTGCC in Block 1; OR = 0,89) und 0,83 (Haplotyp GG in Block 2; OR = 0,97)

69



Tabelle 38: Chi-Quadrat- und p-Werte sowie Odds Ratios der Kieler Haplotypanalyse

Block Haplotyp | Patienten Kontrollen | 4> Wert | p-Wert OR
n=363 n=736
Frequenz Frequenz
Block1 |TTGCC |0,371 0,398 1,458 0,23 0,89
TTGTC | 0,28 0,273 0,114 0,74 1,03
CTGCA 0,275 0,257 0,809 0,37 1,1
TGATC | 0,044 0,054 0,986 0,32 0,81
Block 2 | GA 0,558 0,564 0,088 0,77 0,97
AG 0,278 0,27 0,188 0,66 1,05
GG 0,158 0,161 0,044 0,83 0,97
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6 Diskussion

6.1 Studiendesign und Methode

Ziel der Untersuchung war es, die dtiologische Rolle von Varianten im IL23R-Gen fiir die
Manifestation der chronischen Parodontitis zu kliren. Die entsprechende Region war 2006
von Duerr et al.* in einer genomweiten Assoziationsstudie als Risikogen fiir chronisch
entzlindliche Darmerkrankungen, die mit einer Barrierestorung der Schleimhaut
einhergehen, identifiziert worden. Da in der Literatur von Wechselwirkungen zwischen
CED und der chronischen Parodontitis berichtet wurde,86 lag es nahe, Gemeinsamkeiten in

der Pathogenese der beiden Erkrankungen zu vermuten.

Um den Zusammenhang zwischen den entsprechenden Mutationen und der CP zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine direkte Assoziationsstudie durchgefiihrt. Dazu
wurden Allel- und Genotypfrequenzen von Einzelnukleotidpolymorphismen betroffener
Patienten den Frequenzen gesunder Kontrollpersonen gegeniibergestellt und die
Signifikanz der Abweichung berechnet. Prinzipiell wire es hier moglich, entweder
bevolkerungsbasiert oder familienbasiert vorzugehen. In bevolkerungsbasierten Studien —
auch Fall-Kontroll-Studien genannt — werden zwei Testgruppen unverwandter Individuen
verglichen, im Gegensatz zu familienbasierten Studien, die familieninterne Hdufungen von

Erkrankungen detektieren.®’

In der vorliegenden Studie wurde, das Fall-Kontroll-Design gewahlt, da es schwierig ist,
mehrere Probanden aus verschiedenen Generationen einer Familie gleichzeitig zu
rekrutieren und auf diese Weise ein ausreichend grofles Studienkollektiv erreicht werden

konnte.

Zusitzlich zur Betrachtung der Genotyp- und Allelverteilung fiir die einzelnen SNPs wurde
eine Haplotypanalyse durchgefiihrt. Ein Haplotyp ist eine Kombination von Allelen
benachbarter SNPs, die aufgrund ihrer raumlichen Néhe meist gemeinsam vererbt werden.
Anhand einer Analyse der Haplotypen konnen zusétzliche Erkenntnisse gewonnen werden.
Beispielsweise kann es vorkommen, dass bestimmte Allele sich gegenseitig beeinflussen
und erst gemeinsam mit anderen, im Haplotyp enthaltenen Allelen einen Effekt auf den

Phinotyp haben, ein Phinomen, welches als Epistase bezeichnet wird.***
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6.1.1 Auswahl der Studienkollektive

Um die Validitét einer Assoziationsstudie zu sichern, sind folgende Anforderungen an die

Auswabhl der Studienpopulationen zu stellen:

Die Aufnahme einer Person in das Patienten- bzw. Kontrollkollektiv sollte anhand von
0

klaren Kriterien, wenn méglich nach internationalen Standards erfolgen.”
Die Diagnose der CP wurde in beiden Patientengruppen entsprechend der Klassifikation
der American Association of Periodontology gestellt. !

Eine Schwierigkeit ist in einigen Féllen die eindeutige Differenzierung zwischen
chronischer und aggressiver Parodontitis,”' so dass nicht garantiert werden kann, dass sich
ausschlieBlich Patienten mit chronischer Parodontitis in den entsprechenden Kollektiven

befinden.

Alle Teilnehmer sollten die gleiche ethnische Herkunft haben, um genetische Homogenitdt
zu gewdhrleisten. Da fiir die Allel- und Genotypfrequenzen eines SNPs oft erhebliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Ethnien bestehen, kénnen valide Aussagen iiber
beobachtete Abweichungen in Korrelation mit einer Erkrankung nur innerhalb einer

Bevélkerungsgruppe mit gleicher Herkunft gemacht werden. **
Sdmtliche Studienteilnehmer stammten aus dem deutschen Raum.

Sowohl die Altersverteilung als auch das Geschlechterverhdltnis sollte in Patienten- und

Kontrollpopulation aufeinander abgestimmt sein.

Die Altersverteilung der Kontrollgruppen im Vergleich zu den Patientengruppen
betreffend, gab es in dieser Studie signifikante Unterschiede. Da die CP bevorzugt im
hoheren Lebensalter auftritt, ist es moglich, dass Personen, die Risikotrdger sind, erst
spater in ihrem Leben erkranken und daher der Kontrollpopulation zugerechnet werden.
Um die Zahl dieser Probanden moglichst gering zu halten, wére es sinnvoll,
Kontrollpopulationen mit hoherem Altersdurchschnitt auszuwéhlen.”® Dies ist aber nur
schwer durchfiihrbar, da fiir Blutspender eine Altersobergrenze von 68 Jahren
vorgeschrieben ist.”* Leider waren daher in dieser Studie beide Kontrollgruppen im
Durchschnitt jlinger als die jeweiligen Patientengruppen, in Miinchen mit einem

Unterschied von 6,9 Jahren und in Kiel mit 12,11 Jahren Differenz.
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Die Grdfle des Kontrollkollektivs ist etwa um den Faktor 1,5 — 2 grofier zu wdihlen als die
Grofie des Patientenkollektivs. Zu kleine Kontrollgruppen bergen die Gefahr des Fehlers 2.
Art, wihrend zu grofse den Fehler 1. Art begiinstigen.

In der Miinchner Studie war eine Patientengruppe von 402 Personen einer Kontrollgruppe
gegeniibergestellt, die 792 Personen umfasste, wihrend die Kieler Studie 363 Patienten mit

736 gesunden Probanden verglich. Somit sind die empfohlenen Verhéltnisse eingehalten.

Die Studienpopulation sollte moglichst grofy sein, um auch schwache Assoziationen aufzu-

95
decken.

Da die chronische Parodontitis durch viele Faktoren beeinflusst wird, ist die TestgroB3e von
1192 Probanden im Studienkollektiv und einer Replikationskohorte von 1099 Probanden
nicht grofl genug, um eine ausreichende statistische Power zu erhalten. Dazu wéren

groflere Populationen vonnéten, die aber an einem Standort nicht zu rekrutieren sind.
6.1.2 Auswahl der genetischen Marker

Wie in genetischen Assoziationsstudien zu multifaktoriell und multigenetisch bedingten
Erkrankungen zum Zeitpunkt dieser Studie iiblich, wurden Einzelnukleotidpolymorphis-
men als Marker ausgewihlt. Erst in letzter Zeit wurde zusitzlich die Untersuchung von
CNVs und VNTRs (siche Kapitel 1.6) als weitere Methode zur Identifikation

krankheitsrelevanter Gene gebrauchlich.”®

Es wurden drei nichtsynonyme Sequenzvarianten untersucht. Das Minorallel des SNP
rs11209026 verursacht einen Aminosdurenaustausch an der Position 381 von Arginin nach
Glutamin, des rs1884444 an der Position 3 von Glutamin nach Histidin und im SNP
rs7530511 wird bei Vorliegen der Mutation an der Position 310 statt Prolin Leucin in das
Genprodukt eingebaut. Die beiden letzten SNPs wurden nur in der Kieler Population
typisiert.

Der SNP rs10889677 liegt innerhalb eines untranslatierten Bereiches (3°UTR), der sich an
den kodierenden Bereich anschlieBt und regulatorische Sequenzen enthilt.*

Alle anderen untersuchten Genloci lagen entweder zwischen dem 3°-Ende des IL23R-Gens
und dem benachbarten ILI2RB2-Gen (rs11209032, rs1495965), oder intronisch innerhalb
des IL23R-Gens (rs1004819: Intron 5, rs7517847: Intron 6, rs10489629 und rs2201841:
Intron 7, rs11465804: Intron 8 und rs1343151: Intron 9).4
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Bis auf rs1884444 und rs7530511 waren alle SNPs dieser Studie zuvor in der Studie von
Duerr et al.* als Risikogene fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) be-
schrieben worden. Die Hypothese, dass Ahnlichkeiten der beiden Krankheitsbilder und CP
und CED auf teilweise itiologische Uberschneidungen zuriickzufiihren waren, bot somit
einen Anhaltspunkt fiir die Suche nach Kandidatengenen fiir die Parodontitis. Fiir die
Variante rs7530511 war eine Assoziation mit Psoriasis bekannt”” und sie schien iiberdies
ebenso wie rs1884444 als nichtsynonyme, kodierende Variante besonders relevant.
Darliber hinaus vermutete man aufgrund erhohter IL23-Spiegel in entziindetem

parodontalen Gewebe einen Zusammenhang zwischen dem IL23-Weg und der CP.>*
6.1.3 Validitiit der verwendeten Genotypisierungsmethoden

Inzwischen sind mehrere biotechnologische Methoden verfiigbar um SNPs zu
genotypisieren.  Fiir diese Studie wurde die Polymerasekettenreaktion mit
fluoreszenzmarkierten Sonden in Kombination mit einer Schmelzkurvenanalyse®
angewandt, ein zuverldssiges Verfahren, welches zum Zeitpunkt der Studie eines der
schnellsten und kostengiinstigsten war, um gro3e Mengen an DNA zu genotypisieren.

Zwar gibt es Schritte, die manuell durchgefiihrt werden miissen, und daher eine gewisse
Fehleranfilligkeit bedingen, wie beispielsweise die Benennung der Gruppen nach
Genotypen. Dennoch kann aufgrund mehrerer Kontrollen innerhalb des Arbeitsablaufs

insgesamt von validen Ergebnissen ausgegangen werden:

Die verwendeten Sonden und Primer wurden mittels Gelelektrophorese iiberpriift.
AuBerdem wurden auf jeder Probenplatte Negativproben aus reinem H,O aufgetragen und

analysiert, um eventuelle Kontaminationen aufzudecken.
6.2 Vergleich der Kontrollgruppen mit Referenzpopulationen

Die Ergebnisse der beiden Kontrollgruppen wurden zur Uberpriifung der Plausibilitit
mehreren Standardpopulationen gegeniibergestellt. Wichtig fiir die Auswahl dieser
Kohorten war die kaukasische Herkunft, da, wie auf der Internetseite von ,,HapMap“**
ersichtlich ist, zum Teil erhebliche Unterschiede in den Allelfrequenzen unter den
einzelnen Ethnien bestehen.

Eine der drei ausgewihten Populationen war die CEU-Population — eine im Rahmen des

HapMap-Projektes® untersuchte Standardpopulation von 90 Individuen aus Utah mit nord-
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und westeuropdischen Vorfahren. Man kann bei der CEU-Population allerdings nicht von
einem echten Kontrollkollektiv sprechen, da es sich um einen Bevdlkerungsdurchschnitt
handelt und damit nicht ausschlieflich um gesunde Personen. Auch die geringe Zahl von
90 Individuen muss kritisch gesehen werden und es ist fraglich, ob man hierbei von einem
reprisentativen Ausschnitt der Bevolkerung ausgehen kann.

Als zweites wurde eine britische Kontrollpopulation aus 1345 Individuen, die in einer
Assoziationsstudie mittels Microarraytechnologie genotypisiert worden war, zum Vergleich
herangezogen. Leider waren hier nur die Allelfrequenzen verdffentlicht, so dass keine
Angabe der Verteilung der Genotypen méglich ist.””'%

Die dritte Referenzpopulation umfasste 548 nordamerikanische Personen mit europdischen

Vorfahren aus der Genomweiten Assoziationsstudie von Duerr et al.*

Tabelle 39 und Tabelle 40 zeigen, dass die Ergebnisse dieser Studie und ihrer Replikation
sowohl im Bezug auf die Allel- wie auch auf die Genotypfrequenzen eine sehr hohe
Ubereinstimmung mit sidmtlichen Referenzpopulationen aufweisen. Dies ldsst auf eine

korrekt durchgefiihrte Genotypisierung schlieB3en.

Tabelle 39: Minorallelfrequenzen (MAF) der IL23R-Sequenzvarianten in den Kontrollgruppen dieser
Studie und in drei unabhiingigen Referenzpopulationen
n.g.: nicht getestet

SNP MAF MAF MAF MAF MAF
Kontroll- Kontroll- Hapmap Britische Nordameri-
gruppe gruppe CEU- Population | kanische
Miinchen Kiel Population Population
n=792 n=736 n=90 n=1345 n=548

rs1004819 0,260 0,259 0,288 0,307 0,280

rs7517847 0,444 0,436 0,442 n.g. 0,443

rs10489629 0,475 0,461 0,483 0,448 0,475

rs2201841 0,266 0,264 0,296 n.g. 0,291

rs11465804 0,066 0,054 0,045 0,058 0,063

rs11209026 0,073 0,061 0,041 0,062 0,070

rs1343151 0,349 0,337 0,327 0,332 0,370

rs10889677 0,266 0,261 0,292 0,315 0,288

rs11209032 0,291 0,274 0,306 0,320 0,293

rs1495965 0,426 0,431 0,410 0,447 0,412

rs1884444 n.g. 0,481 0,491 n.g. 0,470

rs7530511 n.g. 0,145 0,128 n.g. 0,120
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Tabelle 40: Genotypfrequenzen der IL23R-Sequenzvarianten in den Kontrollgruppen dieser Studie

und in zwei unabhingigen Referenzpopulationen
n.g.: nicht getestet

SNP Geno- | Kontroll- Kontroll- HapMap Nordameri-
typ gruppe gruppe CEU- kanische
Miinchen Kiel Population Population
n=792 n=736 n=90 n=548
rs1004819 CC 0,543 0,564 0,517 0,506
CT 0,396 0,354 0,383 0,428
TT 0,061 0,082 0,100 0,066
157517847 TT 0,308 0,330 0,267 0,304
TG 0,496 0,469 0,467 0,507
GG 0,196 0,202 0,267 0,189
rs10489629 AA 0,279 0,284 0,267 0,267
AG 0,492 0,509 0,433 0,517
GG 0,230 0,207 0,300 0,217
152201841 TT 0,535 0,552 0,550 0,504
TC 0,398 0,369 0,350 0,410
CC 0,067 0,079 0,100 0,086
rs11465804 TT 0,870 0,896 0,867 0,878
TG 0,128 0,100 0,117 0,118
GG 0,002 0,004 0,017 0,003
rs11209026 GG 0,856 0,884 0,883 0,865
GA 0,141 0,111 0,100 0,129
AA 0,003 0,006 0,017 0,006
rs1343151 CC 0,415 0,434 0,400 0,375
CT 0,471 0,458 0,417 0,510
1T 0,114 0,108 0,183 0,116
rs10889677 CC 0,535 0,560 0,533 0,506
CA 0,398 0,357 0,383 0,414
AA 0,067 0,082 0,083 0,081
rs11209032 GG 0,507 0,540 0,483 0,480
GA 0,404 0,370 0,417 0,454
AA 0,089 0,089 0,100 0,066
1s1495965 AA 0,334 0,335 0,386 0,329
AG 0,480 0,469 0,404 0,518
GG 0,186 0,197 0,211 0,153
rs1884444 TT n.g. 0,281 0,300 0,287
TG n.g. 0,475 0,517 0,483
GG n.g. 0,243 0,183 0,230
rs7530511 CC n.g. 0,741 0,783 0,770
CT n.g. 0,228 0,183 0,211
TT n.g. 0,030 0,033 0,018
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6.3 Bewertung der Ergebnisse aus genetischer Sicht

Es wurde ein potenziell protektiver Polymorphismus entdeckt (rs1004819), der in der
Originalstudie nach Korrektur im Bezug auf Alter, Geschlecht und Rauchverhalten
hochsignifikante (p < 0,005) Unterschiede in den Genotypverteilungen zwischen Patienten-
und Kontrollgruppe aufwies. Dieses Ergebnis wurde durch signifikante (p < 0,05) p-Werte
in der Replikationskohorte untermauert. Des Weiteren lie sich die in der Miinchner Studie
aufgedeckte Assoziation der Variante rs10489629 mit der CP in der Kieler Studie
replizieren. In beiden Populationen ergaben sich signifikante Abweichungen, die auf eine
risikoverstirkende Variante hinweisen. Ob man mit diesen Assoziationen jedoch eine
ursidchliche Mutation gefunden hat, die direkten Einfluss auf das Erkrankungsrisiko hat,
oder nur mit der entsprechenden Region gemeinsam vererbte Sequenzen, ist damit noch

nicht geklért.

Zusitzlich wiesen mehrere SNPs des IL23R-Gens signifikante Abweichungen von den
Genotypfrequenzen der Kontrollgruppe auf, die nur in der Originalstudie festzustellen
waren. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass moglicherweise ein schwacher Zusammen-
hang zwischen den Varianten rs7517847 (risikoverstdarkend), rs10889677 (protektiv) und
der CP besteht. Trotz Anpassung der Ergebnisse nach Alter, Geschlecht und
Rauchverhalten wére ein Stratifizierungseffekt moglich, der die Resultate verfilschen
konnte. Anhaltspunkt hierfiir wiren die grenzwertigen Abweichungen vom Hardy-
Weinberg-Equilibrium in der Kieler Studiengruppe. Nicht auszuschlieBen sind auch
Unterschiede in der genetischen Ausstattung zwischen dem nord- und dem siiddeutschen

Studienkollektiv.

Die Suche nach Haplotypen, die das Erkrankungsrisiko modulieren, lieferte keine positiven
Assoziationen. Die einzige Variante, die zunéchst in Korrelation mit der CP zu stehen
schien, war in der Miinchner Kohorte die Variante GTTGCC. Nach der Korrektur fiir
multiples Testen waren die Unterschiede in Studien- und Kontrollgruppe allerdings nicht
mehr signifikant und lieBen sich auch in der Kieler Kohorte nicht replizieren. Ob die
untersuchten Allelkombinationen im Bezug auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir CP
ohne Auswirkung sind, oder sich die einzelnen SNPs durch Epistase gegenseitig

neutralisieren, kann nicht beurteilt werden.'"!
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Vorerst ist diese Studie die einzige, welche die Region des IL23R-Gens auf einen
Zusammenhang mit chronischer Parodontitis hin untersucht hat. Die beobachteten signifi-
kanten Assoziationen der SNPs deuten auf mdgliche Modulationen hin, wéhrend die

Haplotypanalyse keine weiterfithrenden Ergebnisse lieferte.

Es ist davon auszugehen, dass die Entziindungsmechanismen der CP denen anderer
chronischer und autoimmuner Erkrankungen nur teilweise gleichen. Die hier untersuchten
Polymorphismen, die nach genomweiten Assoziationsstudien einen eindeutigen
Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zeigten, ** wiesen bis auf
rs1004819 und rs10489629 keine sicheren Assoziationen zur CP auf. Speziell der SNP
rs11209026, der in genomweiten Assoziationsstudien als Risikovariante fiir die
ankylosierende Spondylitis, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn identifiziert worden war,

102
Ebenso

lieferte in dieser Studie keine Hinweise auf einen Zusammenhang mit der CP.
hatten Folwaczny et al. 2004 keine signifikanten Unterschiede zwischen CP-Patienten- und
Kontrollpopulation im Bezug auf die stark mit Morbus Crohn assoziierte 3020insC
Mutation auf dem NOD2/CARD15-Gen feststellen konnen.'” Ein von Cargill et al. als
hochsignifikant beschriebener Risikohaplotyp fiir Psoriasis konnte in der vorliegenden
Studie (nur in der Kieler Population untersucht) fiir die CP ebenfalls nicht bestétigt
werden.'"

Dem entsprechen Studien iiber die Assoziation der chronischen Parodontitis zu chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen: Ein héufigeres Auftreten von CP bei Patienten mit
CED, welches bei Lokalisation der genetischen Priadisposition auf denselben Risikogenen
zu erwarten ware, ist in der Literatur zwar beschrieben worden: von Brito et al. 2008 fir
beide chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und von Stein et al. 2010 fiir die Colitis

105,106
Ulcerosa.” ™

Eine Studie von Gréssner-Schreiber et al. konnte jedoch keine eindeutigen
Ergebnisse liefern: wihrend die Werte der mittleren Sondierungstiefen in der
Kontrollgruppe sogar hoher waren, zeigte sich eine Tendenz zu tieferen Taschen bei CED-
Patienten.'"’

Denkbar wire auch eine funktionelle Auswirkung, die mehrere chronische Erkrankungen
beeinflusst, fiir die Parodontitis jedoch nur ein Nebenrisikofaktor ist, der aufgrund seiner
seltenen Prévalenz nicht als solcher bewiesen werden kann. Anhaltspunkt hierfiir wére die
gleiche Orientierung der Odds Ratios aller zehn SNPs (abgesehen von rs1495965 in der

Miinchner Studie) mit denjenigen, die fiir Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa beschrieben

wurden.®’
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6.4 Einfliisse genetischer Varianten auf die Funktion des IL23-Rezeptors

IL23 ist ein Botenstoftf, welcher durch Andocken an seinen Rezeptor in den Zielzellen die
Produktion lokaler proinflammatorischer Zytokine, u.a. IL17, initiiert. Der Rezeptor wird
vorwiegend auf aktivierten T-Zellen oder T-Gedéchtniszellen und natiirlichen Killerzellen
exprimiert, die iiber einen JAK-STAT-Signalweg aktiviert werden. Seit ihrer Entdeckung
vor einigen Jahren wird die IL23-Thl7-Achse mit autoimmunen und chronisch-
entzlindlichen Krankheiten in Verbindung gebracht. Wie Regulation oder Dysregulation
jedoch mit genetischen Varianten zusammenhdngen, ist Gegenstand der aktuellen
Forschung.

Fiir die nichtsynonyme Variante rs11209026 besteht beispielsweise die Hypothese, dass
das seltenere Allel einen Funktionsverlust der Rezeptoreinheit einhergeht. Pidasheva et al.
konnten in betroffenen Zellen eine verminderte STAT3-Phosphorylierung auf Stimulation
durch IL23 feststellen. AuBerdem war die Anzahl der auf IL23 reagierenden T-Zellen
niedriger und die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen leicht reduziert.'®® Auch
fiir die funktionelle Bedeutung des SNPs rs10889677 gibt es Hinweise, die am Ende

dieses Kapitels nédher erldutert sind.

Grundsétzlich beeinflussen Punktmutationen die Proteinsynthese auf verschiedenen
Ebenen: Die Primérstruktur, das heift die Sequenz der Aminosduren, kann nur durch
nichtsynonyme Punktmutationen, die sich in kodierenden Bereichen des Gens befinden,
verandert werden. Aufgrund der unterschiedlichen chemisch-physikalischen Eigenschaften
der Aminoséduren kann es bei Einbau einer ,,falschen” Aminosdure zu einer Abwandlung
der Sekundir- und Tertidrstruktur des Proteins kommen, was wiederum mit einer
Funktionsveridnderung oder auch mit einem Funktionsverlust einhergehen kann.’® Dieser
Mechanismus kommt im Hinblick auf die vorliegende Untersuchung nur bei den
nichtsynonymen Varianten rs11209026 (Arg—Gln), rs1884444 (Gln—His), und
rs7530511 (Pro—Leu) in Frage. Keine dieser drei Punktmutationen war jedoch in der

vorliegenden Studie mit der CP assoziiert.

Weitere Variationen kommen dadurch zustande, dass die mRNA bei der Transkription
nicht als exakte Kopie der im Zellkern vorliegenden DNA entsteht, sondern aus einer pra-
mRNA bestimmte Abschnitte — sogenannte Introns — herausgeschnitten werden. Die ver-
bleibenden Sequenzen konnen nun auf verschiedene Weise wieder zusammengefiigt

werden und dementsprechend fiir verschiedene Genprodukte kodieren, welche dann eine
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Entziindungsreaktion mehr oder weniger begiinstigen. Man geht davon aus, dass in der
IL23R-Region eine sehr dynamische und polymorphe SpleiB3-Aktivitdt besteht. In der
Literatur sind vierundzwanzig alternative Splei3varianten aus den 11 Exons des 1L23-Gens
beschrieben. Mindestens die Hilfte dieser Varianten wird wahrscheinlich schon im
Zytoplasma zerstort und gar nicht erst translatiert. Fiir die Ubrigen lassen sich anhand ihrer
Struktur die in Tabelle 41 aufgefiihrten Funktionsvarianten prognostizieren.'” Die genauen
Zusammenhédnge und die Bedeutung der einzelnen SNPs fiir die Expression verschiedener

Isoformen miissen jedoch noch weiter erforscht werden.' '’

Tabelle 41: Variationen der Funktion von Isoformen des IL23R-Genprodukts durch alternatives
Spleifien nach Kan et al.'"”

A bezeichnet nicht inkludierte Exons; pA markiert teilweise ausgeschlossene Exons; x nt bedeutet, dass
die ersten x Nukleotide des entsprechenden Exons bei der Translation iibersprungen wurden.

Isoform Morphologischer Voraussichtliche Modulation der Funktion
Unterschied

A7 16sliche Formen ohne o keine Verankerung in der Membran

A9 Transmembran- / aufgrund fehlender Transmembrandomine

A8.,9 intrazelluldre Domédnen o mdglicherweise Sezernierung durch

pA7,8 aktivierte Leukozyten als 16sliche

pAS,6,7 Zytokinrezeptoren

pAll 67nt e Funktion als agonistische oder

antagonistische Regulatoren des 1L.23-
IL17-Signalwegs ''': A9 hemmt
beispielsweise in vitro die Reifung von
Th17-Zellen.'"?

A6,7 e Peptide mit verkiirzter | e verdnderte
A8 extrazelluldrer Region Ligandenbindungseigenschaften im Bezug
auf Affinitdt und Spezifitit

All 67 nt e IL23R-Variante ohne  nicht zur Signalweitergabe fahig
A8A11 67 intrazelluldre o negative Regulierung des IL23-Th17-
nt Signalkomponente Signalwegs

Ebenfalls auf der post-transkriptionalen Ebene findet ein differenzierter Prozess der
Regulation der Genexpression statt. Die Information fiir die Quantitit, mit der ein Gen
translatiert werden soll, liegt in nicht-kodierenden Abschnitten der DNA, sogenannten
Expression Quantitative Trait loci (eQTL). Mithilfe kleinster, ca. 22 Basen umfassender
RNA-Molekiile (miRNA), wird die entsprechende Ziel-DNA entweder an der Translation
gehindert, oder zerteilt und dadurch funktionslos gemacht.''> SNPs in Regionen, die fiir

diese miRNAs kodieren, sind demzufolge wichtig, auch wenn sie keinen Basenaustausch
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verursachen. Studien haben ndmlich gezeigt, dass synonyme Mutationen den Phinotyp
verdndern konnen. Sie tun dies, indem sie die Genauigkeit des SpleiBlens, die
Wiedergabetreue bei der Translation, die mRNA-Struktur und die Proteinfaltung
beeinflussen.''* Erst kiirzlich konnten Zwiers et al. fir das mutierte Allel des rs10889677
eine miRNA-vermittelte Dysregulation des IL-23-Signalwegs aufdecken.''> Dieser SNP ist
stark mit CED assoziiert und wies auch in der vorliegenden Studie — zumindest in der
Miinchner Kohorte — signifikante Assoziationen zur CP auf. Moglicherweise greifen auch
andere, in dieser Studie untersuchte stille Mutationen liber diesen Mechanismus in die

Regulation der Entziindungsreaktion ein.
6.5 Schlussfolgerung

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie konnte die Variante rs1004819 eine protektive und
rs1048962 eine risikoverstiarkende Rolle im Bezug auf die chronische Parodontitis spielen.
Moglicherweise sind dariiber hinaus auch die Mutationen rs10889677 und rs10489629
beteiligt. Diese Ergebnisse gelten vorerst nur fiir die in der Studie untersuchte Ethnie der

Kaukasier im mitteleuropdischen Raum.

Da fiir die chronische Parodontitis ein polygenetischer Hintergrund vermutet wird, wire es
sinnvoll, eine systematische, genomweite Suche nach Assoziationen durchzufiihren, wie

sie bisher nur fiir die aggressive Parodontitis realisiert wurde.

In Zukunft konnte eine verbesserte therapeutische Strategie auch einen Gentest im Bezug
auf stark assoziierte genetische Varianten einschliefen, um einzuschitzen, ob eine
intensivere Behandlung mit erhohter Frequenz der parodontalen Nachsorgeuntersuchung

notig ist, bzw. um diese individuell wirksam zu gestalten.
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7 Zusammenfassung

Das IL23R-Gen war im Zusammenhang mit der Entdeckung des 1L23-Th17-Wegs und
seiner Aufgabe innerhalb des adaptiven Immunsystems ins Blickfeld der Immunforschung
geraten. Mittels genomweiter Assoziationsstudien waren Einfliisse dieses Gens auf
Erkrankungen wie Colitis ulcerosa, Psoriasis und rheumatoide Arthritis aufgedeckt
worden, die als Gemeinsamkeit die chronische Entziindung haben. Da fiir die chronische
Parodontitis noch keine derartige Studie existierte, eine genetische Pradisposition jedoch
beschrieben worden war, sowie erhohte Spiegel von IL23 in erkranktem parodontalem Ge-
webe gemessen worden waren, sollte in vorliegender Untersuchung die Rolle von

Mutationen des IL23R-Gens auf die CP analysiert werden.

In der Studienkohorte wurden zehn (bzw. in der Kieler Studie zwolf) SNPs innerhalb des
IL23R-Gens und im an das 3’-Ende angrenzenden Bereich auf eine Assoziation mit der CP
untersucht. Als Material diente DNA von 402 Patienten und 792 gesunden Probanden. Die
Ergebnisse wurden in einer unabhingigen Replikationskohorte aus Kiel (363 Patienten und

736 Kontrollen) iiberpriift.

Fiir vier der zwo6lf untersuchten SNPs wurden signifikante Zusammenhénge mit der CP
detektiert, allerdings konnten nur zwei davon (rs1004819 und rs10489629) in der
Replikationskohorte  bestdtigt werden. Die betreffenden Genvarianten konnten
risikoverstarkende (rs7517847 und rs10489629), aber auch risikoerniedrigende (rs1004819
und rs10889677) Effekte haben.

Bei der zusitzlich durchgefiihrten Haplotypanalyse konnten keine signifikanten

Assoziationen beobachtet werden.

Zusammenfassend gibt diese Studie Hinweise auf eine dtiopathogenetische Bedeutung von
Varianten im IL23R-Gen fiir die chronische Parodontitis bei mitteleuropdischen
Kaukasiern. Insbesondere die Varianten rs1004819 und rs10489629 scheinen dabei eine

Rolle zu spielen.
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11 Abkiirzungsverzeichnis

°C

AAP
AIC
API
Arg
BOP

CARD

CD
CED
CEU
CI
CNV
CU
dATP
DC
dCTP
DGP
dGTP
DMS
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
EDTA
EFP
eQTL
et al.

FL
FRET

Gln
GM-CSF

GWAS
His
HIV
HLA
ICD

IFNy

Grad Celsius

Adenin

American Academy of Periodontology
Akaike Information Criterion
Approximaler Plaque-Index

Arginin

Bleeding on Probing

Basenpaare

Cytosin

Caspase-Activation and Recruitment-
Doménen

Cluster of Differentiation

Chronisch entziindliche Darmerkrankung
Central European Utah Residents
Konfidenzintervall

Copy Number Variation

Colitis ulcerosa
Desoxyadenosintriphosphat

Dendritic cell
Desoxycytidintriphosphat

Deutsche Gesellschaft fiir Parodontologie
Desoxyguanosintriphosphat

Deutsche Mundgesundheitsstudie
Deoxyribunucleic Acid
Desoxynukleosidtriphosphat
Doppelstrang-DNA
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

European Federation of Periodontology
Expression quantitative trait loci

et alii (und andere)

Fragment, crystallizable

Fluorescein

Flourescence Resonance Energy Transfer
Guanin

Glutamin

Granulocyte-Macrophage Colony-
stimulating Factor

Genomweite Assoziationsstudie
Histamin

Humanes Immundefizienz-Virus
Human Leucocyte Antigen
International Workshop for a Classification
of periodontal Diseases and Conditions
Gamma-Interferon
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IL

IL-R
JAK

kB

LC

LD

Leu
LPS

m_
MAF
miRNA
MMP
mRNA
n
NF-xB
NK Zellen
NOD2

OMIM
OPG
OPT
OR
PAMP
PBI
PCR
PI

Pro
PRR
PSI
RANK
RANKL
RFLP

SNP
STAT

T
TGF-B
Th-Zellen
TIMP
TLR
TNFa
TST
u.a.
UPT
UTR
uv
WHO
z.B.
ZB

Interleukin

Interleukin-Rezeptor

Janus-Kinase

kiloBasen

LightCycler®

Linkage Disequilibrium

Leucin

Lipopolysaccharid

Milli-

Minorallelfrequenz

Micro Ribonucleic Acid
Matrix-Metalloprotease

Messenger Ribonucleic Acid

Nano-

Nuclear Factor kappa B

natiirliche Killerzellen
Nucleotide-binding Oligomerization
Domain 2

Online Mendelian Inheritance in Man
Osteoprotegrin
Orthopantomogramm

Odds Ratio

Pathogen-associated Molecular Pattern
Papillen-Blutungs-Index
Polymerase Chain Reaction
Plaque-Index

Prolin

Pattern recognition receptor
Parodontaler Screening-Index
Recepror Activator of Nuclear Factor kB
RANK-Ligand
Restriktionsfragmentldngen-
Polymorphismus

Single Nucleotide Polymorphism
Signal Transducers and Activators of
Transcription

Thymidin

Transforming Growth Factor 3
T-Helfer-Zellen

Tissue Inhibitor of Metalloprotease
Toll-like Rezeptor
Tumornekrosefaktor-a
Taschensondierungstiefe

unter anderem

unterstiitzende Parodontitistherapie
Untranslated Region

ultraviolett

World Health Organization

zum Beispiel

Zahnbeweglichkeit
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12 Anhinge

12.1 Gerite

Tabelle 42: Ubersicht verwendeter Geriite

Gerit Modell Hersteller
Deionisiergerét NANOpure Diamond Thermo Scientific, Barnstead
Life Science International, Dubuque, IA, USA

Eismaschine Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Feinwaage AQT Compact Balances | Adam Equipment Co Ltd,
Milton Keynes, UK

Elektrophoresekammer Sub-Cell” GT Bio-Rad, Miinchen

Heillsiegelmaschine MiniSealer Axygen, Union City, CA, USA

Kamera Peqglab Biotechnologie GmbH

Kiihlzentrifuge Allegra®25R Beckmann Coulter, Fullerton,
CA, USA

Laborabzug Waldner Laboreinrichtungen,
Wangen

Magnetriihrer Variomag Monotherm Neolab, Heidelberg

Mehrkanalpipette (12,5 pl)

Matrix Electronic

Thermo Scientific, New

Multichannel Pipette Hampshire, USA
Mikrowellenofen Sharp, Osaka, Japan
Pipetten Research® Eppendorf, Hamburg
(2,5/10/20/100/200/1000 pl)
Pipettierroboter Freedom EVO® Tecan, Mannedorf, Schweiz
Riittelmischer Vortex Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
Spannungsquelle Power Pac 3000 Bio-Rad, Miinchen
Spektrophotometer NanoDrop®-1000 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
Sterilbank LaminAir Model 1,8 Holten, Allerad, Danemark
Thermocycler Light Cycler®480 Roche Diagnostics GmbH,
Instrument 384 SN 1003 | Mannheim
Thermocycler DNA Engine DYADTM | MJ Research, Waltham, MA,
USA
Tischzentrifuge Microfuge® 18 Beckmann Coulter, Fullerton,

CA, USA

UV-Fluoreszenzsystem

FUSION-SL

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Videodokumentationssystem

CN-3000 Infinity

Vilber Lourmat, Eberhardzell
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12.2 Software

Tabelle 43: Verwendete Software

LightCycler” 480 Genotyping
Software

Roche, Mannheim

Excel” Microsoft

SPSS 13.0 SPSS Inc., Chicago, USA

R-2.6.0 http.//cran.r-project.org

HAPLOVIEW 4.0 http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview
SNPStats http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats
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