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13 Lebenslauf



1 Einleitung

Die chronische Parodontitis ist eine chronisch-entziindliche Veranderung des
Zahnhalteapparates (sog. Parodontium), die mit einer Préavalenz von bis zu 40% eine
der am meist verbreiteten humanen Erkrankungen darstellt [1, 2].

Der wichtigste exogene &tiologische Faktor der Parodontitis ist die Etablierung einer
pathogenen, oralen und mikrobiellen Flora, welche durch eine entzindliche und
immunologische Wirtsantwort zu einem irreversiblen Verlust des Zahnhalteapparates
fuhren kann [3]. Der klinische Phanotyp dieser Erkrankung ist dabei multifaktoriell
bedingt. So spielen Umweltfaktoren, wie z.B. das Rauchen oder
Allgemeinerkrankungen, aber auch genetische Einfliisse eine wichtige Rolle in der
Manifestation einer chronischen Parodontitis [4].

Daten verschiedener Zwillingsstudien konnten den Anteil der genetischen Einfliisse
auf bis zu 50% der Parodontitis-Population einstufen [5-8]. Um den genetischen
Hintergrund aufzuschlisseln ist es erforderlich, genetische Marker zu bestimmen,
welche in Assoziation mit der chronischen Parodontitis stehen. Dadurch ist eine
genauere Einschatzung des individuellen Erkrankungsrisikos moglich. Letztendlich
kénnte die Intensitat von Vorsorge- und Therapiemalinahmen daran ausgerichtet
werden.

In dieser Arbeit wurden 8 auf dem Chromosom 1 befindliche Polymorphismen
ausgewahlt und deren mogliche Assoziation mit der Manifestation einer chronischen
Parodontitis untersucht. Diese 8 Polymorphismen wurden zuvor in genomweiten
Assoziationsstudien als Suszeptibilitatsgene fir Morbus Crohn und weitere
entzindliche autoimmune chronische Krankheiten identifiziert. Da sich die
untersuchten Polymorphismen alle am Chromosom 1 befanden, wurde eine
Haplotypanalyse durchgefiihrt, um einen Zusammenhang zwischen den Haplotypen

und der chronischen Parodontitis aufzuzeigen.



2 Wissenschatftlicher Hintergrund

2.1 Klassifikation von Parodontalerkrankungen

Die Nomenklatur der Parodontalerkrankungen war im Laufe der Zeit einem standigen
Wandel unterworfen. Der International Workshop for a Classification of Periodontal
Diseases and Conditions in Oak Brook (lllinois, USA) stellte 1999 die aktuelle
Klassifikation parodontaler Erkrankungen vor (Tabelle 1) [9]. Die Deutsche
Gesellschaft fur Parodontologie ubernahm diese Klassifikation spater als nationale
verbindliche Nomenklatur [10].

In die Klassifikation von 1999 wurde eine neue Kategorie mit dem Titel ,gingivale
Erkrankungen® aufgenommen, bei der alle Erkrankungen der Gingiva beschrieben
wurden, die entweder Plaque-induziert oder nicht Plaque-induziert sind. Weitere
Veranderungen gegeniiber dem bisherigen System stellte der Austausch des
Begriffs ,adulte Parodontitis“ durch den Begriff der ,chronische Parodontitis“ dar. Die
Einteilung der Parodontitiden wird somit nicht mehr durch das Patientenalter definiert,
da epidemiologische Daten beweisen konnten, dass eine Parodontitis auch im
Jugend- oder Kindesalter auftreten kann [11]. Weiterhin wurde der Begriff ,frih
beginnende Parodontitis® aufgegeben und durch den Begriff ,aggressive
Parodontitis® ersetzt. Die chronische sowie auch die aggressive Parodontitis kbnnen
dabei sowohl lokalisiert als auch generalisiert auftreten. Eine weitere umfassende
Kategorie stellte die Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung dar.
Darunter sind hamatologische Erkrankungen, wie z.B. Leukdmien und erworbene
Neutropenien zu verstehen sowie genetische Erkrankungen, wie das Down Syndrom
und das Papillon-Lefévre-Syndrom. Die ,nekrotisierende ulzerierende Parodontitis”
wurde durch die Kategorie ,nekrotisierende Parodontalerkrankungen® ersetzt. In
dieser Kategorie wurden die nekrotisierenden ulzerierenden Formen der Gingivitis
(NUG), sowie der Parodontitis (NUP) untergeordnet. Unter dem Uberbegriff
,Abszesse des Parodontiums® wurden weiterhin gingivale, parodontale und
perikoronale Abszesse zusammengefasst. ,Parodontalerkrankungen im
Zusammenhang mit endodontischen Lasionen®“ beschreiben die anatomische oder
unphysiologische Kommunikation zwischen parodontalem und endodontalem
Gewebe, welche zu einer Entziindung des Endodonts oder Parodonts fiihren kann

[12]. Als letzte Kategorie wurden entwicklungsbedingte oder erworbene
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Deformationen und Zustdnde definiert. Darunter wurden Faktoren, welche
Gingivopathien und Parodontitis modifizieren oder foérdern kénnen aufgelistet, wie
z.B. Zahnanatomien, Wurzelfrakturen, das Fehlen der keratinisierten Gingiva, die
verminderte Tiefe des Vestibulum oris, der Gingivaiberschuss sowie das okklusale
Trauma [13].

Tabelle 1: Klassifikation der Parodontalerkrankungen nach Armitage [9]. Gekirzte
Version [14]

Typ Klassifikation 1999 der Parodontalerkrankungen

I Gingivale Erkrankungen
A Plagueinduzierte gingivale Erkrankungen
B Nicht plaqueinduzierte gingivale Erkrankungen (Lasionen)
Il Chronische Parodontitis
A Lokalisiert
B Generalisiert
1] Aggressive Parodontitis
A Lokalisiert
B Generalisiert
IV Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung
A Assoziiert mit hamatologischen Erkrankungen
B Assoziiert mit genetischen Abberationen
C Assoziiert mit anderen Allgemeinerkrankungen
Vv Nekrotisierende Parodontalerkrankungen
A Nekrotisierende ulzerative Gingivitis (NUG)
B Nekrotisierende ulzerative Parodontitis (NUP)
VI Abszesse des Parodontiums
VIl Parodontitis im Zusammenhang mit endodontischen Lasionen
VIII  Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und

Zustande




2.2 Atiologie und Pathogenese von Parodontalerkrankungen

2.2.1 Konzepte der Pathogenese

Eine reprasentative epidemiologische Studie der Bundesrepublik Deutschland stellte
die ,Vierte Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS-1V, Institut der deutschen
Zahnarzte, IDZ) aus dem Jahr 2006 dar. Im Vergleich mit Daten der letzten Erhebung
von 1997 zeigte sich eine deutliche Zunahme von 26,9% aller Erwachsenen
Patienten, die an einer mittelschweren bzw. schweren Parodontitis litten (Abbildung
1). Als Grund fur diese eher negative und im Vergleich zu einzelnen Leiden
gegenlaufige Entwicklung wird angegeben, dass heutzutage weniger Zahne durch
Karies verloren gehen, was wiederum ein steigendes Risiko flr parodontale
Erkrankungen darstellt [15].

Auch in der Weltbevolkerung haben Erkrankungen der Gingiva und des Parodonts
eine  hohe Pravalenz [17]. Eine Gingivitis, die mildeste Form der
Parodontalerkrankungen, entwickelt sich nach persistierender Plagueakkumulation
an den Zahnen, beeinflusst aber nicht das Parodontium und ist somit reversibel. Im
Gegensatz dazu fuhrt eine Parodontitis zusatzlich zum Verlust von Weichgewebe
und Knochen und ist somit auch einer der wichtigsten Grinde fir den Zahnverlust bei
Erwachsenen. Zusatzlich zu den pathogenen Mikroorganismen im Biofilm tragen
genetische Veranderungen und Umweltfaktoren zu den teilweise sehr komplexen
Erkrankungen bei [1].

Mitte der sechziger Jahre zeigten Studien an Menschen und Tieren die kritische
Rolle der Plagueakkumulation bei der Manifestation einer Gingivitis bzw. Parodontitis
[4, 18, 19]. Dies fuhrte zum Konzept der ,unspezifischen Plaguehypothese®, welches
die Manifestation einer Parodontalerkrankung nur durch die Quantitat der Bakterien
und der Plaque zu erklaren versuchte [20].

Die Beobachtung, dass die Zusammensetzung der subgingivalen Mikroflora aus
Lasionen von Patienten mit lokalisierter aggressiver Parodontitis [21] oder auch
Patienten mit chronischer Parodontitis [22], sich von der Zusammensetzung in
Proben aus gesunden Stellen der gleichen Patienten unterschied, fihrte spater zur
Formulierung der ,spezifischen Plagquehypothese“ [13]. Dieses Konzept benennt

spezifische Bakterien, die die so genannten Henle-Koch-Postulate erflllen, wie
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gramnegative anaerobe oder mikroaerophile Bakterien, die mit bestimmten Formen
entzundlicher Parodontopathien in Verbindung gebracht wurden [13]. Weiterhin wird
die wichtige Rolle der protektiven und destruktiven Immunantwort des Wirtes [4, 23-
29] in Kombination mit charakteristischen Bakterien im Verlauf der Parodontitis
betont [4].

Zwischen 1985 und 1995 wurde das lineare Konzept der spezifischen und
unspezifischen Plaquehypothese durch verschiedene Studien an Tieren [30] und
Menschen [31, 32] und insbesondere Zwillingen [6-8] angefochten. Es wurden
Risikofaktoren bestimmt, wie genetische Einflisse [5, 8], aber auch das Rauchen [4,
33-36] und der Diabetes mellitus [4, 11, 37-41], die die Schwere einer Parodontitis
durch die Alteration der protektiven und der destruktiven Immunantwort des Wirtes
beeinflussen konnen. In Abwesenheit dieser Risikofaktoren besteht demnach ein
symbiotisches Gleichgewicht zwischen Wirt und Bakterien, so die ,0kologische
Plaquehypothese® [42]. Der Wirt ist demnach in der Lage durch eine adaquate
Immunantwort die Destruktion des parodontalen Gewebes zu limitieren und die
bakterielle Invasion zu bekampfen. Wirken modifizierende Risikofaktoren auf den
Wirt, bringt dies seine Immunantwort aus dem Gleichgewicht und flhrt zu einer

gewebedestruktiveren Parodontitis [4].

mm  mittelchwere Parodontitis mm =chwere Parodontitis

1997 2005
DrS M DS IV

Abbildung 1: Entwicklung mittelschwerer und schwerer Parodontalerkrankungen bei
35- bis 44-jahrigen erwachsenen Patienten in Deutschland von 1997 bis 2005 [15]

2.2.2 Bakterielle Exposition und mikrobielle Kolonisation

Die menschliche Mundhdhle wird wahrend ihrer gesamten Lebenszeit von tber 1000

Bakterien besiedelt. Ca. 40% dieser Bakterien wurden bereits in der subgingivalen
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Plaque identifiziert [43]. Offenbar besteht in der Mundhdhle ein intaktes
Gleichgewicht zwischen den Mikroorganismen und dem Wirtsorganismus, welches
irreversible Schaden im Parodontium zunéchst vermeidet. Wird dieses Gleichgewicht
gestort, kann es zu parodontalen Infekten kommen. So kdénnen Infektionen durch
Bakterien des Wirtes ausgehen (sog. endogene Infektion) die stets in der Mundhéhle
anzutreffen sind oder durch neue exogene Mikroorganismen, die in das Okosystem
eindringen (sog. exogene Infektion), verursacht werden. Eine Uberwucherung einer
bestimmen Spezies von Bakterien kann ebenfalls zu opportunistischen Infektionen
fuhren [13].

Das Kolonisationsmuster an Zahnoberflachen oder anderen harten Strukturen in der
Mundhohle, scheint dabei immer gleich zu sein. Innerhalb weniger Minuten bildet
sich eine organische Anlagerung von Speichelglykoproteinen an der Zahnoberflache,
welcher als sog. erworbenes Pellikel bezeichnet wird. Das Pellikel veréandert die
Oberflachenenergie und die Ladung und erleichtert damit die Anheftung von
Bakterien [13, 39, 40]. Zu den primaren Kolonisierern gehdren die fakultativ
anaeroben grampositiven Kokken. In den ersten 24 Stunden nach der Plaquebildung
kbnnen (berwiegend Streptokokken, aber auch grampositive Stabchen,
insbesondere Actinomyzeten, isoliert werden. Nach zwei bis vier Tagen ohne
ausreichende Mundhygiene kann eine weitere Anderung der Flora beobachtet
werden. Es handelte sich um eine sekundare Kolonisation von grammnegativen
Bakterien wie z.B. Veillonella und Fusobacterium, die mit Hilfe von
Oberflachenrezeptoren an die vorhandenen priméren Kolonisierer anhafteten (die
sog. interbakterielle Ko-Aggregation) [13, 19]. Durch die zunehmende Schichtdicke
der Plaque wird die Diffusion in den und aus dem Biofilm erschwert, was zu
anaeroben Bedingungen in der Tiefe der Plaque fihrt. Nach einer Woche des
ungestorten Plaquewachstums konnen schliel3lich auch Spirochaten und Spirillen
nachgewiesen werden [13, 44].

In den klassischen Studien zu kurzzeitig bestehender, experimentell ausgeldster
Gingivitis konnte bewiesen werden, dass die Symptome der gingivalen Entztindung
wie Blutung, Ro6tung und Schwellung vollstandig reversibel sind, soweit eine
entsprechende Mundhygiene wieder aufgenommen wurde [19, 44]. An mehr als 50%
der Stellen, die eine jahrelang persistierende gingivale Entzindung aufwiesen, kam
es jedoch zu einem Wechsel von der reversiblen Gingivitis zur Parodontitis mit einem

irreversiblen Abbau des Zahnhalteapparates [41].

6



2.2.3 Parodontalpathogene Keime und Virulenzfaktoren

Im Jahr 1996 einigten sich Experten im World Workshop der Parodontologie auf vier
Bakterien, von denen geniigend Daten vorhanden waren, die eine Beteiligung in der
Atiologie der Parodontitis bekraftigten. So wurden die Bakterien Aggregatibacter
actinomycetencomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia und
Treponema denticola dieser Kategorie zugeordnet [45, 46].

Socransky unternahm klinische Studien, um die Bakterien der subgingivalen
Mikroflora zu charakterisieren. Mit Hilfe von DNA-Proben konnte er zeigen, dass
Bakterien in Komplexen vorkamen, welche mit dem Schweregrad der Entziindung
am Parodont im Zusammenhang standen (Abbildung 2) [38, 46]. Socransky konnte
insgesamt funf Komplexe identifizieren, von denen der rote Komplex - bestehend aus
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia und Treponema denticolla - eine
auffallige Verbindung Zu erhohten Taschensondierungstiefen sowie
Sondierungsblutung aufwies [38].

Porphyromonas gingivalis, als ein anaerobes Bakterium des roten Komplexes weist,
eine Vielfalt potenter Virulenzfaktoren auf. Der kritischste Schritt der bakteriellen
Kolonisation ist die Adh&sion am Gewebe des Wirtes. P. gingivalis besitzt Fimbrien,
die zwischen dem Bakterium und den verschiedenen Typen epithelialer Zellen [47,
48], dem Fibronektin und dem Fibrinogen [48, 49], sowie Speichelkomponenten
vermitteln kdnnen [48, 50]. AuRerdem hat P. gingivalis durch die Fimbrien die
Fahigkeit sich mit anderen kommensalen Bakterien, wie z.B. Streptococcus gordonii,
zu verbinden, um einen Biofilm zu formen [48]. Ein weiterer etablierter Virulenzfaktor
des P. gingivalis ist die Produktion von Hamagglutininproteinen, die die Kolonisation
fordern, indem sie Hamagglutinine zwischen Wirtszellen und Bakterien vermitteln.
Hamagglutinin erlaubt auch die Generierung von Ham aus Erythrozyten, was
wiederum essentiell fur das Bakterienwachstum ist [51]. Der Erwerb von Ham und
Eisen wird ebenfalls durch aktive Hamolysine des P. gingivalis gefordert, die
Erythrozyten lysieren konnen [52]. Einer der potentesten Virulenzfaktoren von P.
gingivalis ist die Produktion verschiedener Proteasen (u.a Gingipaine) die sich mit
einer Reihe von Wirtsproteinen verbinden oder diese spalten kénnen. Gingipaine
sind fur mindestens 85% der gesamten proteolytischen Aktivitat der verschiedenen

Varianten dieses Pathogens verantwortlich und spielen in der Gewebsdestruktion
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sowie der Invasion und Modulation der Immunantwort des Wirtes eine zentrale Rolle
[50, 51]. Die Lipopolysaccharide der auf3eren Membran von P. gingivalis haben
ebenfalls eine wichtige Rolle. Diese Lipopolysaccharide tragen dazu bei, die
strukturelle Integritét des Bakteriums zu erhalten sowie die Membran zu schitzen.
Lipopolysaccharide provozieren aullerdem eine Dysregulation der oralen
Immunhomaoostase, welche erforderlich fur die orale Gesundheit ist und foérdern damit
eine parodontale Krankheit [50, 53].

Aggregatibacter actinomycetencomitans ist ein klassisches parodontalpathogenes
Bakterium, welches haufig mit der aggressiven Parodontitis assoziiert wird [50, 54-
56]. A. actinomycetencomitans kann, mithilfe von Adhasinen, welche Elemente der
Zelloberflache der Bakterien darstellen (z.B. Fimbrien oder Proteine der &uf3eren
Membran), an allen Komponenten der Mundhthle anhaften [56-58]. A.
actinomycetencomitans steigert zusatzlich sein Potential zur Kolonisation von oralen
Strukturen, indem es Actinobazillin produziert, ein Bakteriosin, welches toxisch gegen
Streptokokken und Actinomyzeten wirkt, die primar auf der Zahnoberflache anhaften.
Somit hat A. actinomycetencomitans gute Voraussetzungen, sich gegen
konkurrierende Bakterienspezies durchzusetzen [56, 59, 60]. Ein weiterer haufig
untersuchter Virulenzfaktor von A. actinomycetencomitans ist das Leukotoxin. Dieses
Toxin ist ein Protein, das sich mit Neutrophilen, Monozyten und einer Untergruppe
von Lymphozyten verbindet und Poren an den Membranen dieser Zellen verursacht.
Die gebildeten Poren flihren zum Verlust des Gleichgewichts der osmotischen
Homdostase dieser Zellen, was den Zelltod zufolge hat [56, 61-63]. Somit kann A.
actinomycetencomitans sein eigenes Uberleben manipulieren, indem es
Virulenzfaktoren nutzt, die die Wirtsabwehr beeintrachtigen. Sobald das Bakterium
sich etabliert hat, antwortet der Wirt auf den bakteriellen Reiz mit einer
kontinuierlichen Entziindung, welche zu einer Destruktion von parodontalem Gewebe
fuhrt. A. actinomycetencomitans besitzt mindestens drei spezifische Faktoren, die
unmittelbar zu einem Knochenabbau fiihren (Lipopolysaccharide, proteolyse-
sensitive Faktoren und GroEL) sowie weitere Faktoren mit der Fahigkeit Kollagen
abzubauen, indem Kollagenasen und das Fibroblasten-Zytotoxin aktiviert werden
und somit schadliche Effekte am Bindegewebe und der extrazellularen Matrix
verursacht werden [56].



Trotz dieser Virulenzfaktoren sind parodontalpathogene Keime Voraussetzung, aber
nicht allein ausreichend um eine parodontale Erkrankung zu verursachen. Eine
parodontale Destruktion ist nur im angemessen empfanglichen Wirt moglich [45].

A visoomus

5. mitis

5. oraliz

5. sanguis
5. intermedivs

Abbildung 2: Assoziationen zwischen den verschiedenen Keimen in den mikrobiellen

Komplexen sowie zwischen den verschiedenen mikrobiellen Komplexen [38]

2.2.4 Der Biofilm

Mikrobielle Biofilme werden als bakterielle Populationen definiert, die in einer selbst
produzierten Matrix aus extrazellularen polymeren  Substanzen (EPS)
eingeschlossen sind und an Oberflachen und Grenzflachen sowie untereinander
anhaften [64, 65]. Im Gegensatz zu planktonischen Zellen weisen Bakterien, die im
gemeinschaftlichen Verbund des Biofilms Ko-existieren, eine weitgehende (bis zu
1000-fach hohere) Resistenz gegeniber Antibiotika und antibakteriellen Lésungen
[66, 67] sowie gegeniber der kérpereigenen Immunabwehr auf [68]. Diese Resistenz
besteht nicht nur in einer Widerstandsfahigkeit der Bakterienzellen an sich (gemaf
der klassischen Definition des Begriffes ,Resistenz®), sondern u.a. auch in einer rein
physikalischen Barriere, gebildet durch die schleimartige, partiell geladene
Matrixstruktur, so dass eine Diffusion oder Penetration durch dickere Biofilme
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erschwert wird. Innerhalb eines Biofilms kommt es zudem, durch einen als ,Quorum
sensing“ bezeichneten Prozess zu einem regen Informationsaustausch zwischen den
einzelnen Bakterienzellen. Der Informationsaustausch erlaubt den Bakterien, als
Reaktion auf das Erreichen einer kritischen Zelldichte, Gene zu exprimieren, die den

weiteren Bestand des Biofilms sichern sollen [69, 70].

2.2.5 Von der gesunden Gingiva zur Parodontitis

2.2.5.1 Erste Phase der Immunantwort: Die Leukozyten

Im Gegensatz zu anderen Gewebetypen exprimiert der subepitheliale GefaRkomplex,
bereits unter klinisch entziindungsfreien Bedingungen, Adhasionsmolekiile wie das
E-Selektin und erlaubt einen kontinuierlichen Fluss von neutrophilen Granulozyten,
die die Gefalie verlassen und in den gingivalen Sulkus einwandern. So diffundieren
ungefahr 30.000 Leukozyten pro Minute in den gingivalen Sulkus eines parodontal
gesunden Patienten. Diese Zellen in Kombination mit dem oralen Sulkusepithel, dem
oralen Epithel, dem Saumepithel, der Sulkusflussigkeit und dem Speichel bilden
gemeinsam die lokale Wirtsabwehr eines klinisch gesunden Parodonts dar [71-74].
Sobald die bakterielle Last zunimmt, manifestiert sich auch klinisch eine Entziindung
[71, 75]. Bakterielle Komponenten, wie Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien
und ihre Produkte, wie z.B. Metaboliten (Butyrat und Propionat), die toxisch auf das
Gewebe wirken, sowie Enzyme (Kollagenasen, Proteasen), die die Struktur des
Bindegewebes abbauen, interagieren mit den Epithelzellen und penetrieren das
darunterliegende Gewebe [74, 76-79]. Diese Produkte kdnnen chemotaktisch auf
Leukozyten wirken. Ebenso veranlassen sie die Produktion von Zytokinen (z.B. IL-1)
und verschiedenen pro-inflammatorischen Mediatoren (z.B. PGE2) des
Saumepithels. Die Zytokine, die pro-inflammatorischen Mediatoren sowie das
Komplementsystem, welches von den Lipopolysacchariden aktiviert wird [80], fihren
zu einer Vasodilatation der Arteriolen, Venolen und Kapillaren des dentogingivalen
Plexus. Der hydrostatische Druck wird erhdht und Spalten 6ffnen sich zwischen
Endothelzellen der Kapillaren, was in einer gesteigerten vaskularen Permeabilitat
resultiert. Die Gefal3permeabilitat wird auch durch die Wirkung des Histamins von
Mastzellen erhdht, so dass es zu vermehrter Exsudation von Sulkusflissigkeit kommt
[13, 74].
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Parallel zu den Gefallveranderungen kommt es zu einer erhéhten Exsudation von
Leukozyten, speziell den neutrophilen Granulozyten (sog. PMNs) des
GefalRkomplexes, in das subepitheliale Bindegewebe. Dies wird durch
komplementére Adhasionsmolekiile gesteuert, die an der Oberflache der PMNs und
den Endothelzellen nach Reizeinwirkung exprimiert werden [81].

Die aktivierten Endothelzellen schitten daraufhin Adhasionsmolekile aus, wie das
ELAM-1  (Endothel-Leukozyten-Adhasionsmolekuil-1), ICAM-1 (interzellulares-
Adhasionsmolekil-1) und VCAM-1 (vaskuldres Adhasionsmolekil-1). Die PMNs
wiederum exprimieren dazu passende Integrine, die sich mit den zuvor genannten
Adhéasionsmolekilen verbinden und ihren Fluss verlangsamen. Die PMNs kénnen
somit an der GefaBwand postkapillarer Venolen anhaften und durch diese
diffundieren (sog. Diapedese) [13, 74, 82-84]. Wie wichtig die Adhasionsmolekiile fur
die Leukozytendiapedese sind, zeigt sich z.B. bei Krankheiten wie dem
Leukozytenadhéasion-Defizienz-Syndrom (LAD), bei dem eine mangelnde Adhé&sion
von Leukozyten an der Gefal3wand u.a. zu einer raschen und schweren Zerstdrung
des parodontalen Gewebe fihrt [74, 85-87].

Nachdem die PMNs die GefalBwand der postkapillaren Venolen durchdrungen
haben, wandern sie durch chemotaktische vermittelte Reize entlang der
Konzetrationsgradienten zum Sulkus. Bei den chemotaktischen Reizen handelt es
sich um Produkte des Bakterienmetabolismus und Produkte der Wirtszelle, wie dem
Interleukin 8 (IL-8), dem Komplementmolekil C5a und dem Leukotrien B4 [13, 74,
82-84]. Die PMNs bewegen sich rasch zum hdchsten Konzentrationspunkt der
chemotaktischen Produkte, entsprechend sind sie auch die ersten Granulozyten am
Ort der Entzindung, im Gegensatz zu den Monozyten-Makrophagen, welche sich
langsamer bewegen und somit erst spater zum Einsatz kommen [74, 83]. Die PMNs
sind auch die haufigsten Zellen im Sulkus. In kleineren Mengen konnen noch
Monozyten, Lymphozyten und Langerhanszellen gefunden werden, die eine wichtige
Rolle im Aufnehmen von Antigenen und deren Prasentation im lymphatischen
Gewebe darstellen, um dort die Antikdrperproduktion anzuregen (sog. spezifische
Immunantwort) [13, 74, 88].

Die eingewanderten PMNs uben ihre antibakterielle Wirkung entweder durch
Partikelaufnahme (sog. Phagozytose) oder durch Enzymfreisetzung aus. Die
Phagozytose wird mit Hilfe von im Kérper vorkommenden Proteinen, die ein Teil der
Immunantwort darstellen, (sog. Opsonine) erleichtert. Die beiden wichtigsten
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Opsonine sind das unspezifische Komplementsystem und die spezifisch wirkenden
Antikorper [74, 89, 90].

Das primér unspezifisch wirkende Komplementsystem wird durch die Antikorper-
Antigenprasentation (sog. klassischer Pfad) oder durch die LPS der Bakterien, Viren
und Teichonsauren gram-positiver Bakterien (sog. alternativer Pfad) aktiviert. Bei der
Aktivierung des Komplementsystems verbindet sich das Molekul C3B mit der
Bakterienzellmembran. Makrophagen und PMNSs besitzen spezifische Rezeptoren fur
das C3B Komplementmolekul auf ihrer Oberflache und foérdern die Phagozytose [74,
89].

Auch Antikorper-Bakterienkomplexe kdnnen sich mit spezifischen Rezeptoren fir den
Bereich Fc des Antikorpers (Fcy-Rezeptoren fir 1gG), welche sich auf den
Makrophagen und PMNs befinden, verbinden. [74, 89].

Nachdem die PMNs an den Bakterien anhaften, findet schlie3lich die Phagozytose
statt. Nach der Phagozytose verschmelzen Phagosomen mit zytoplasmatischen
Granula (sog. Lysosomen) und werden zu Phagolysosomen. Diese werden durch
oxidierende Enzymsysteme, mithilfe von radikalen Verbindungen, die aus dem
NADP-Oxydase System stammen, oder durch nicht oxidierende Enzyme, wie dem
Lysosym, Calprotektin und Kathepsin G, zerstort. [40, 89, 90].

Die polymorphkernigen Granulozyten (PMN) sind Vertreter der unspezifischen bzw.
der angeborenen Immunantwort. Ist die bakterielle Last klein, kann diese erste Phase
der Immunantwort ausreichen, um einen parodontalen Gewebeabbau zu verhindern
[45, 91]. Wenn die mikrobielle Last dadurch nicht kontrolliert werden kann, kommt es
zur Aktivierung der zweiten Phase der Immunantwort (sog. Monozyten-Lymphozyten-
Achse) die im Gewebeabbau mundet [45, 71, 92].

2.2.5.2 Zweite Phase der Immunantwort: Die Monozyten und Lymphozyten Achse

Verlauft die Plaqueakkumulation ungestért, kommt es zu einer Vermehrung der
bakteriellen Last, einem zunehmend starkeren Uberwiegen gram-negativer
anaerober Bakterien und daraus resultierend einer ausgepragten, klinisch sichtbaren
Entziindung [74].

Begleitet wird dieser Prozess von der Verlagerung der T-Zellen dominanten L&sion

zu einer Plasmazellasion. Die bakterielle Proliferation und deren Produkte dringen

12



tiefer ins Gewebe ein und fuhren dort zu einer Mobilisierung und Aktivierung der
Monozyten/Lymphozyten Achse [45].

Die Zahl der Makrophagen nimmt mithilfe des Gefal3zelladh&sionsmolekils-1
(ECAM-1) zu, das von aktiven Endothelzellen durch die erhdhte Konzentration an
LPS exprimiert wird und selektiv an Monozyten bindet [91]. Die Monozyten
differenzieren sich darauf im Gewebe in Makrophagen. Diese aktivierten
Makrophagen dienen dem Ausbau der Entziindungsreaktion und zur Einleitung der
Immunantwort. Daher handelt es sich um Effektorzellen, die, abhangig von der Natur
des Stimulus, eine Reihe von Zytokinen sowie Oberflachenrezeptoren die die
Antigen-spezifische Immunantwort beeinflussen, exprimieren und direkt das
Pathogen anvisieren [91]. Makrophagen, die Lipopolysacchariden ausgesetzt sind,
produzieren eine Reihe von Zytokinen [91, 93] unter anderem das Interferon y [91,
94] den Tumornekrosenfaktor-a (TNF-a) [91, 95], den transformierenden
Wachstumsfaktor B (TGFB) [91, 96], das IL-1a und B [91, 97, 98], das IL-6 [91, 99,
100], das IL-10 [91, 101, 102], das IL-12 [91, 103, 104], das IL-15 [91, 105] sowie
zahlreiche Chemokine, wie das Makrophagen-Entziindungs-Chemokin, das RANTES
(regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted), die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) und das Prostaglandin Ez2 [o15. Einige dieser Faktoren wie
das IL-1B, der TNF-a und das Prostaglandin E2 sind stark assoziiert mit parodontalen
Lasionen und spielen eine wichtige Rolle in der Vermittlung des PA-assoziierten
Gewebeabbaus [45, 91].

Auch Makrophagenprodukte sind von Bedeutung in der Manifestation einer
chronischen Parodontitis. Makrophagen, die Chemokine produzieren, rekrutieren z.B.
weitere Monozyten und Lymphozyten in dem Entziindungsareal [91, 106]. Weiterhin
fuhren Faktoren wie die MMPs, das PGE:2 und verschiedene Zytokine (z.B. IL-1[3), die
durch die LPS-aktivierten Makrophagen exprimiert werden, zu einer
Kollagendegradation [91]. Das IL-1B und der TNF-a aktivieren Fibroblasten zur
PGE2- und MMP-Produktion. Beide aktivierte Zelltypen verringern die Exprimierung
von MMP-Inhibitoren, was letztendlich zu einer hohen Aktivitdt der MMPs fuhrt. Die
MMPs zerstéren Komponenten der extrazellularen Matrix und erh6hen somit den
Raum fur das entzindliche Zellinfiltrat [71]. Das IL-1B steigert auf3erdem die
Kollagenaseproduktion des parodontalen Ligaments sowie der Fibroblasten [91, 107,
108] und verringert die Kollagensynthese [91, 109]. Somit wird der Abbau von
desmodontalen Kollagenfasern und alveolarem Knochen begunstigt [91, 110].
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Prostaglandin E2 reduziert ebenfalls die Kollagensynthese gingivaler Fibroblasten
[91, 111] ist aber auch zustandig fur die Aktivierung der Knochenresorption [71].
Schlie3lich werden CD4*-T-Lymphozyten durch Makrophagen aktiviert und zu T-
Zellen differenziert, die Zytokine produzieren, um somit die B-Zell-Differenzierung
und Antikoérperproduktion zu unterstitzen [91].

Bei den CD4*-T-Lymphozyten (sog. T-Helferzellen) kdnnen unter anderem die zwei
Untergruppen Thl und Th2 differenziert werden [112, 113]. Wenn ein naiver CD4* -T-
Lymphozyt einem Antigen im Sinne einer Antigen-prasentierenden Zelle (APC), wie
Makrophagen oder dendritischen Zellen, ausgesetzt wird, kommt es je nach Antigen
(IL-12 oder IL-4) zur Th1l/ Th2 Phanotyp-Differenzierung. Th1l-Zellen sezernieren das
Interferon y und fiihren somit zu einer zellvermittelten Antwort mit Aktivierung von
Makrophagen, NK Zellen und CD*8 T-Zellen, auch bekannt als ,cell mediated
immunity oder CMI“. Thl-Zytokine stimulieren ebenso B-Zellen zur Sezernierung
opsonierender-Antikdrper-Isotypen, die die Antigen-Aufnahme und Prasentation
anregen [113]. Th2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und sind fur die humorale
Immunantwort zusténdig, welche die Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen
fordert, zur Produktion von IgE und IgGl anregt, sowie zur Aktivierung von
Mastzellen fuhrt [74, 84, 113-115]. Seit einiger Zeit werden weitere Phanotypen von
Th-Zellen diskutiert. Th17 Zellen werden durch die Wirkung von Zytokinen wie IL-6,
IL-1, IL-21 und TGFP zur Differenzierung angeregt [116], wahrend das IL-23 eine
wichtige Rolle in der Expansion und der Pathogenitat dieser Zellen spielt [117]. Th17-
Zellen bieten eine wichtige Immunitat gegen extrazellulare Pathogene durch die
Aktivierung verschiedenster angeborener Entziindungswege an, sind aber auch die
Schlissel-Th-Zellen bei der Vermittlung der Autoimmunitat [113, 118-120]. Bei der
Regulation des Verhaltnisses zwischen Th17 und den regulatorischen T-Zellen (sog.
Treg-Zellen), scheint das IL-6 eine zentrale Rolle zu spielen [113].

Beim vierten Phanotypen handelt es sich um regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) von
denen antiinflammatorische und protektive Effekte ausgehen [113].

Thl-Zellen kénnen die Differenzierung von Th2- und Thl7-Zellen inhibieren und
umgekehrt. Das Gleichgewicht zwischen Th1/Th2-Zellen spielt nach aktuellen
pathogenetischen Modellen eine wichtige Rolle in der Progression parodontaler
Destruktion. Eine vorwiegende Thl-Zellen Population fuhrt zu einer rascheren
Kontrolle der Parodontitis mit Produktion von IgG2 und Aktivierung der Phagozytose
von Makrophagen und Leukozyten. Eine Uberwiegend Th2 dominante L&sion fihrt
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zur Produktion von funktionell weniger effektiven Antikérper, die die parodontale
Infektion schlechter in den Griff bekommen und deshalb mit schwereren
Parodontitisformen assoziiert sind [114, 115].

2.2.6 Knochenresorption

Die Manifestation der parodontalen Knochenresorption als Antwort auf eine
Entztndung ist abhangig von zwei Faktoren: zuerst muss die Konzentration der im
Gewebe prasenten Entzindungsmediatoren ausreichend sein, um die
Knochenresorption einzuleiten. Als zweiten Schritt muissen die inflammatorischen
Mediatoren in das Gewebe penetrieren, um einen kritischen rdumlichen Abstand zum
Alveolarknochen zu erreichen [121, 122].

Das Erlangen dieser ausreichenden Konzentrationen inflammatorischer Mediatoren
ist abhangig von der Exprimierung proinflammatorischer Zytokine sowie Interleukin-1,
-6, -11, -17, Tumornekrosenfaktor-a (TNF-a), dem Leukamie inhibierenden Faktor
und Oncostatin M [122, 123]. Kinine, wie etwa das Bradykinin, Kallidin und Trombin,
aber auch verschiedene Chemokine, haben einen stimulierenden Effekt auf die
Knochenresorption. Im Gegensatz dazu fuhrt die Exprimierung von
antiinflammatorischen Zytokinen und anderen Mediatoren wie IL-4, -10, -12, -13 und
-18, aber auch Interferon-B (IFN-B) und -y (IFN-y) zur Hemmung der
Knochenresorption [122, 123].

Die verschiedenen inflammatorischen Mediatoren stimulieren die parodontalen
Osteoblasten und verdndern so den Grad der Ausschittung von RANKL (Receptor
Activator of Nuclear Factor kappa B Ligand) an der Oberflache der Osteoblasten
[122-124]. RANKL wird von Osteoblasten als membrangebundenes Protein
exprimiert oder durch Spaltung in eine losliche Form Uberfuhrt [122, 125, 126].
Neben Osteoblasten wird RANKL auch durch eine Vielzahl weiterer Zellen
produziert, einschlie3lich Fibroblasten, T- und B-Lymphozyten. RANKL wird in
kleinen Mengen auch von Fibroblasten exprimiert. Diese Expression wird aber mehr
durch eine Antwort auf das cytolethal distending toxin des Aggregatibacter
actinomycetemcomitans angeregt [122, 123].

Die Aktivierung des RANK-Rezeptors (RANK) an den Oberflachen von
Praosteoklasten, durch die Bindung mit RANKL, induziert dessen Fusion und die

Differenzierung in reife Osteoklasten und so auch die Initierung der
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Knochenresorption [127, 128]. Das losliche Osteoprotegerin (OPG) ist ein naturlicher
Inhibitor von RANKL, indem es durch die Bindung an diesem die Interaktion mit
RANK unterbindet und somit alle folgenden molekularen Ereignisse, die zur
Knochenresorption fuhren [128].

Die verstarkte Synthese von RANKL bei der Parodontitis unter Vermittlung durch
proinflammatorische Zytokine resultiert in einer Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen RANKL/OPG und damit in Richtung einer verstarkten Knochenresorption.

2.3 Risikofaktoren der Parodontalerkrankungen

Bei der Parodontitis handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, bei der die
bakterielle Plaque den é&tiologischen Hauptfaktor darstellt [129-131]. Die
Manifestation und Progression einer Parodontitis wird allerdings von einer Vielzahl
von Faktoren moduliert. Bei diesen sogenannten Risikofaktoren handelt es sich
sowohl um orale Faktoren, als auch um Verhaltensfaktoren, soziodemografische

Faktoren und systemische Faktoren.

2.3.1 Orale Faktoren

Verschiedene lokale anatomische Bedingungen konnten mit der Manifestation einer
Parodontitis in  Verbindung gebracht werden. Schmelzparaplasien, wie
Schmelzprojektionen oder Perlen, wurden insbesondere mit einem Furkationsbefall
an Molaren assoziiert. Die Hypothese ist, dass der Schmelz an diesen Stellen die
Befestigung von Bindegewebe verhindert und so leichter zu einem parodontalem
,Gewebe-breakdown® fuhrt [130, 132-137]. Wurzelanomalien, wie Furchen an
Oberkiefer-Schneidezéhnen und -Pramolaren fihren zu Attachment- und
Knochenverlust, indem sie die Plaqueretention férdern [130, 138, 139].

Bestimmte Zahnstellungen, wie Fehlstellung, Engstand und Migration oder Neigung
von Zahnen in benachbarte, nicht bezahnte Areale, kbnnen ebenfalls zu einem
Verlust an  parodontalem  Gewebe  fuhren [130, 140-144].  Auch
Okklusionsdiskrepanzen kdnnen tiefere parodontale Taschen verursachen [145].
Offene Approximalkontakte werden mit erhéhten Taschensondierungstiefen und
Attachmentverlust in Zusammenhang gebracht [130, 146]. Aber auch insuffiziente

Zahnrestaurationen oder subgingivale Restaurationen [130, 147-150] sowie feste
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kieferorthopadische Apparaturen [130, 151] werden mit einen erhdhten Risiko fur

marginale Entziindungen und Rezessionen assoziiert.

2.3.2 Verhaltensfaktoren

Dass Rauchen nachteilig fur die parodontale Gesundheit ist, wurde schon in einer
Studie von Pidborg 1947 nachgewiesen, in der eine starke Assoziation zwischen
nekrotisierender ulzerativer Gingivitis und dem Rauchen gezeigt werden konnte [152,
153]. Bei einem Vergleich der Alveolenhdhe von Rauchern und Nichtrauchern konnte
eine signifikante Reduzierung der Knochenhéhe bei Rauchern nachgewiesen werden
[130, 154]. Das Risiko, bei einem Raucher eine Parodontitis anzutreffen, entspricht
etwa mit einer finffachen hoheren Wahrscheinlichkeit als bei einem Nichtraucher [13,
155]. Eine weitere Studie konnte aufzeigen, dass chronischer Nikotinkonsum die
Wahrscheinlichkeit eines Zahnverlustes in einem parodontalgeschadigten Gebiss
erhoht [130, 156]. Die Beziehung zwischen Nikotinkonsum und Zahnverlust als Folge
einer Parodontitis, scheint dabei dosisabhéngig zu seien. Starke Raucher weisen, im
Gegensatz zu leichten Rauchern und Nichtrauchern, ein hoheres Risiko fir
Zahnverlust auf [130, 157]. Ahnliche Ergebnisse zeigten auch die Studien von Grossi
und Kollegen, wonach das Ausmald der parodontalen Zerstérung (sog. mittlerer
Attachmentverlust) mit der Gesamtdosis des Nikotinkonsums korreliert [153, 158].
Ein weiterer Beweis, dass Rauchen eine bedeutende Rolle bei der Manifestation von
Parodontalerkrankungen spielt, zeigten Studien an ehemaligen Rauchern, bei denen
die Pravalenz und der Schweregrad einer Parodontitis im Vergleich mit Rauchern
niedriger lagen [153, 159].

Die biologischen Effekte von Nikotin am parodontalen Gewebe sowie auf das
Immunsystem selbst, wurden ebenfalls in der Literatur beschrieben. So fuhrt Nikotin
zu einer lokalen Vasokonstriktion der peripheren BlutgefalRe und kann so die
klinischen Zeichen einer Gingivitis unterdricken [153, 160]. Kinane und Radvar
zeigten in lhrer Studie, dass bei Rauchern das Volumen der Sulkusflissigkeit
signifikant reduziert ist [153, 161], was zu einer Reduzierung der Antikérper und
weiterer immunkompetenter Zellen fihrt. Ferner wird Nikotin und seine Metaboliten
von der Oberflache der Wurzel [74, 162], sowie von Keratinozyten [74, 163] und
Fibroblasten absorbiert [74, 164]. Keratinozyten produzieren in Anwesenheit von

Nikotin mehr Interleukin-1a, ein wichtiges Zytokin fiur die Regulierung der
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Entzindung, und Prostaglandin E2 [74, 163]. Die Exposition der Fibroblasten
gegenuber Nikotin kann dessen Kollagenproduktion sowie deren Anhaftung an die
Wurzeloberflache beeintrachtigen [74, 165].

Rauchen behindert weiterhin verschiedene Aspekte der Wirtsantwort [153, 166],
speziell wird die Chemotaxis und Phagozytose neutrophiler Granulozyten gestort [74,
167-171]. Auch eine verringerte Antikorperproduktion (IgGz2) [74, 172, 173] und eine
reduzierte Anzahl an T-Helferzellen konnten bei Rauchern nachgewiesen werden
[74]. Die klinische Konsequenz dieser biologischen Effekte ist, dass die Wundheilung
beeintrachtigt wird und somit unglnstige Therapieergebnisse zu erwarten waren
[153, 174, 175]. Diese Beobachtung spiegelt sich auch in einen hohen Anteil an
refraktarer Parodontitis bei Rauchern wider [153].

Psychosozialer Stress wird auch als Risikofaktor fur eine Parodontitis postuliert.
Verschiedene Studien zeigten, dass soziale Uberanstrengung [130, 176], finanzielle
Schwierigkeiten [130, 177], belastende Ereignisse im Leben, z.B. Arbeitslosigkeit, mit
der Manifestation einer Parodontitis in Zusammenhang gebracht werden kdnnen
[130, 178]. Auch Erndhrungsdefizite in Entwicklungslander wurden als Risikofaktoren
einer vorangeschrittenen Parodontitis nachgewiesen [130, 179], was von anderen
Studien jedoch nicht bestatigt werden konnte [130, 180-182].

2.3.3 Soziodemografische Faktoren

Das Alter ist allgemein assoziiert mit Parodontalerkrankungen, eher im Sinne eines
kumulativen parodontalen Gewebeabbaus, der sich Uber die Zeit entwickelt [130,
183]. Epidiomiologische Studien konnten zeigen, dass Parodontalerkrankungen,
verbunden sowohl mit Attachmentverlust als auch mit Knochenverlust, bei &lteren
Menschen héaufiger auftraten [130, 158, 184, 185]. Veranderungen im Parodont Uber
die Zeit konnten nachgewiesen werden, die allein nicht zu einem parodontalen
Gewebeverlust fihren konnten [130, 186, 187].

Das Geschlecht wurde gleichfalls als Risikofaktor diskutiert: Méanner scheinen
signifikant mehr Attachment- und Knochenverlust aufzuweisen als Frauen [130, 158,
184]. Studien, die sich mit postmenopausalen Frauen und deren Ostrogenlevel
beschaftigen, zeigten, dass Frauen die in der postmenopausalen Phase
Ostrogenhormone einnahmen, signifikant weniger gingivale Blutungen aufwiesen
[130, 188, 189].
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2.3.4 Systemische Faktoren

Einer der starksten und direkt mit einer Parodontitis assoziierten systemischen
Risikofaktoren ist der Diabetes mellitus [130, 190, 191]. Unabhangig vom
individuellen Typ scheinen Diabetiker das gleiche Risiko zu besitzen, an einer
Parodontitis zu erkranken [130]. Der Schweregrad und die Ausbreitung der
Parodontitis bei einem Diabetiker hangt von der Qualitat der Stoffwechselkontrolle ab
[130, 192]. Ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus wird mit signifikant h6herem
Knochenverlust in Zusammenhang gebracht [130, 183]. Eine effektive
Parodontitisbehandlung kann aber auch einen positiven Effekt bei der Regulation des
Diabetes mellitus haben [130, 193]. Somit scheint es zwischen Diabetes mellitus und
Parodontalerkrankungen eine bidirektionale Beziehung zu geben [130, 194].

Bei den fur das humane Immunschwachevirus (HIV) seropositiven Patienten, bei
denen sich bereits AIDS (Aquired Immunodeficiency Syndrome) manifestiert hat,
wurde haufiger die nekrotisierende ulzerierende Gingivitis (NUG) sowie die
nektrotisierende unzerierende Parodontitis (NUP) beobachtet [131, 195]. Das
Auftreten der NUP, eine akute, sehr schmerzhafte und schnell progressive Form der
Parodontitis, konnte mit dem Grad der Immunsupression assoziiert werden, welches
mit einem Absinken der CD4-Lymphozytenzahlen unter 200 Zellen/mm? einherging.
Diese Abfallen der CD4-Lymphozyten ist ein Anzeichen fur die Verdnderung der
zellvermittelten Immunabwehr, welche die Anfalligkeit fir parodontale Infektionen
erhohen konnte [131, 196-199]. HIV-assoziierte Parodontitiden sollten eher als eine
separate Manifestation einer Systemerkrankung angesehen werden und nicht als ein
wichtiger Modulator einer Parodontitis [131].

Auch die Adipositas wurde in einigen Studien mit einer Parodontitis assoziiert, da
metabolische Veradnderungen, welche bei einer Fettleibigkeit auftreten, die
Immunantwort verdndern koénnen. Drei metabolische Veranderungen sind bei
Adipositas festzustellen: Erstens eine erhdhte Produktion von Insulin, um die
Insulinresistenz der Gewebezellen (Adipozyten, Muskelzellen, Leberzellen) zu
kompensieren. Zweitens die Erhdhung des Glukoseniveaus im Blut und drittens die
Steigerung der Lipid-Konzentration (Cholesterol und Triglyceride), durch die
Steigerung der in der Leber produzierten Lipide und der Lipolyse in den Adipozyten.
Grund dieser Veranderungen ist die erhohte Produktion von TNF-a, das von
Adipozyten sezerniert wird [200]. Verschiedene Studien vermuten, dass die
Insulinresistenz eine Verlinkung zwischen Adipositas und Parodontitis, durch die
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vermehrte Produktion von TNF-a in beiden Krankheiten, darstellt [200-202]. Dennoch
konnte TNF-a, das von Adipozyten hergestellt wird, zu einer Exazerbation einer
chronischen Parodontitis fihren. TNF-a, welches bei einer chronischen Parodontitis
ausgeschittet wird, hilft beim Fortbestehen der Insulinresistenz die in der
Fettleibigkeit beobachtet werden kann [200]. Die erhdhten Lipid- und Glukosewerte,
welche bei Adipositas anzutreffen sind, fuhren zu einer unkontrollierten
Immunantwort des Wirtes, sowohl durch eine Veranderung der Funktion der
Neutrophilen, als auch durch Inhibition der Makrophagen und kénnen so die
Entwicklung einer Parodontalerkrankung férdern und die Gewebsheilung verhindern
[200].

2.4 Genetische Aspekte von Parodontalerkrankungen

Die Parodontitis und weitere chronisch entzindliche Erkrankungen (Morbus Crohn,
Diabetes mellitus, kardiovaskulare Erkrankungen) wurden als komplexe
multifaktorielle Erkrankungen beschrieben [203]. Obwohl pathogene Bakterien und
verschiedene Umweltfaktoren bei der Pathogenese der Parodontitis mitwirken,
konnen diese nur einen Teil der Variabilitdt der Krankheit erklaren. In einer
klassischen Studie von Loe et al. [31] wurde bei Individuen mit schlechter
Mundhygiene und fehlender Verfligbarkeit von zahnérztlicher Pflege eruiert, dass
obwohl einige dieser Patienten eine rapide voranschreitende Parodontitis
entwickelten, andere Patienten nur leicht oder gar nicht an Parodontitis erkrankten.
Diese Variation konnte zum einem mit dem Einfluss nicht identifizierter
Umweltfaktoren und zum anderem mit Unterschieden der Wirtsanfalligkeit gegentber
der Parodontitis erklart werden. Die Wirtsanfalligkeit wird heute als genetische
Variation definiert, was dazu fuhrte, dass die Parodontologie sich intensiv mit der
Charakterisierung des genetischen Risikos beschaftigte sowie mit der Identifizierung
von Genvarianten, die die Hohe der Suszeptibilitat fur Parodontalerkrankungen
determinieren konnten [204].

Die Evidenz der genetischen Komponente bei chronischer Parodontitis wurde
zunachst in Zwillings- und Familienstudien nachgewiesen. Zwillingsstudien gelten als
die vermutlich wirksamste Methode, um genetische Aspekte verschiedener
Krankheiten zu entdecken [203]. Monozygote Zwillinge sind genetisch identisch,

wobei dizygote Zwillinge nur 50% ihres genetischen Erbguts teilen [204]. Michalowicz
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et al. zeigte in einer Studie bei 110 Zwillingen, dass zwischen 38% und 82% der
Populationsabweichung der getesteten parodontalen Konditionen auf genetische
Faktoren zurickzufihren waren [5, 203]. Eine weitere Studie der gleichen Gruppe an
117 Zwillingen postulierte eine ca. 50% Heritabilitdt der chronischen Parodontitis,
unbeeinflusst von Verhaltungsfaktoren wie z.B. Rauchen [7, 203]. Weitere Zwillings-
und Familienstudien konnten feststellen, dass die familidre Haufung einer
Parodontitis nicht nur bakteriell bedingt war oder vom Umwelt- oder Verhaltenswesen

abhing, sondern die Genetik ebenfalls eine wichtige Rolle spielte [203].

2.4.1 Genetische Varianten und ihre Rolle bei der Krankheitsentwicklung

Schatzungsweise 25.000-50.000 verschiedener Gene sind im menschlichen Genom
vorhanden [205, 206]. Gene konnen dabei in verschiedenen Formen vorkommen
sog. allelische Varianten bzw. Allele. Wenn ein spezifisches Allel Gber 1% in der
Population anzutreffen ist, spricht man von einen genetischen Polymorphismus [206].
H&aufige allelische Varianten (bis zu 90% der DNA) stellen Veradnderung einer
einzelnen Base in der Nukleotidensequenz dar, die als
Einzelnukleotidpolymorphismen oder SNPs bezeichnet werden [207-209]. Wird die
Base durch eine andere ausgetauscht, so handelt es sich um eine Transition
(Pyrimidin-Pyrimidin, Purin-Purin) bzw. eine Transversion (Pyrimidin-Purin). Es kann
sich dabei auch um eine Insertion (Einflgen einer Base) oder eine Deletion
(Entfernung einer Base) in der Nukleotidensequenz handeln [210]. Eine Insertion
bzw. Deletion kann sich auf eine einzelne Base beschranken, auf mehrere Basen,
ein oder mehrere Exonen oder sich sogar auf ein ganzes Gen ausweiten [209].

Eine zweite Kategorie genetischer Polymorphismen stellen die Mikro- bzw.
Minisatellitenpolymorphismen dar, die auch als variable number of tandem repeats /
short tandem repeats bezeichnet werden. Hierbei handelt es sich in der Regel um
nicht kodierte DNA-Abschnitte, die sich aus einer kurzen, sich mehrfach
wiederholende Nukleotidensequenz zusammensetzen [211, 212]. In Abh&ngigkeit
von der Grol3e spricht man von Mikrosatelliten (<5 Nukleotiden) und Minisatelliten
(>5 Nukleotiden) [213].

Eine genetische Variation entsteht auch durch das Fehlen bzw. das Vorkommen von
groReren Abschnitten der DNA von mindestens 1000 Basenpaaren im Vergleich zu

einem Referenzgenom, sog. Kopienzahlvariationen bzw. copy number variants [214,
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215]. Die Kopienzahlvariationen konnen sich von einigen Kilobasen bis hin zu
mehreren hundert Kilobasen, bei phanotypisch normalen Individuen, erstrecken
[216].

Die lineare Sequenz der Nukleotide an einem Einzelstrang ist fur die
Aminosaurenkodierung, in  Form einer Triplett-Codierung, zustdndig. Eine
Veranderung in der Reihenfolge der Nukleinsauren kann verschiedene
Auswirkungen nach sich ziehen. Einige dieser Tripletts kénnen aufgrund ihres
redundanten Charakters noch immer fir die gleiche Aminosaure und somit fir das
gleiche Protein kodieren. Solche allelischen Varianten wurden in der Literatur als
sog. stumme Verdnderungen beschrieben [206]. Fuhrt eine allelische Variante zur
Komposition einer anderen Aminosaure, kann es zur Produktion verschiedener
Isoformen eines Proteins kommen. Die funktionellen Konsequenzen dieser Isoformen
kénnen von einer nicht wahrnehmbaren Veranderung in der Funktion des Proteins,
bis hin zu dramatischen Veranderungen oder sogar zum vollstandigen
Funktionsverlust fuhren. Ist eine allelische Variation sehr selten (<0,1% der
Population), wird diese als sog. Mutation bezeichnet [217]. Mutationen sind h&ufig
die Hauptursache monogenetisch vererbter Konditionen. Es handelt sich hierbei um
Krankheiten, die ein einfaches familidres Vererbungsmuster aufweisen (autosomal-
dominant, autosomal-rezessiv oder gonosomal) und in den meisten Fallen auf einen
einzigen Genlocus zurtckzufihren sind. Der Krankheitsphanotyp tritt unter einer
groRen Varietat von Umweltfaktoren auf und obwohl dieser durch Umweltfaktoren
und andere Gene beeinflussbar ist, manifestiert er sich meistens auf ahnliche Weise
[206].

Im Gegensatz zu Erkrankungen mit mendelscher Vererbung sind komplexe
genetische Erkrankungen, unter anderem auch Parodontalerkrankungen aus
epidemiologischer Sicht, pravalenter. Komplexe genetische Erkrankungen haben
kein einfaches Vererbungsmuster [206], sondern resultieren vielmehr aus der
Interaktion multipler Genloci [203, 218]. Die genetischen Polymorphismen, die fur
derartig komplexe Krankheiten zustandig sind, sind gewohnliche und gelaufige
Varianten in der Population und konnen gleichzeitig bei Betroffenen und nicht
Betroffenen vorhanden sein [206]. Einige dieser krankheitsassoziierten Allele wurden
bis zu 50% in gesunden Individuen geschéatzt [206, 219]. Entscheidend ist zu
verstehen, dass die Anwesenheit eines krankheitsassoziierten Allels in einem

Individuum meistens nicht mit der Diagnose der Krankheit {bereinstimmit.
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Polymorphismen tragen, im Gegensatz zu monogenetischen Eigenschaften, jeweils
nur einen geringen Beitrag zur Krankheitsprogression bei. Eine Mitwirkung von
mehreren Allel-Genen scheint nétig, um einen Krankheitsphanotyp entwickeln zu
konnen [206]. Auch Umweltfaktoren scheinen eine wichtige Rolle in der Atiologie der
meisten chronischen Krankheiten zu spielen, die oft im Erwachsenen-Stadium
eintreten und somit eine lange Periode der Entstehung durchwandern. In der
komplexen Erkrankungsatiologie erweist sich die Rolle der einzelnen
beeinflussenden Komponenten als schwer quantifizierbar. Die klinische Signifikanz
eines mit der Krankheit assoziierten, genetischen Polymorphismus kann somit haufig

nicht ganz geklart werden [206].

2.4.2 SNPs in der Pathogenese von Parodontalerkrankungen

Die meisten genetischen Studien Uber Parodontalerkrankungen fokussieren sich auf
Genpolymorphismen, die eine funktionelle Rolle im Immunsystem, den Gewebe-
Destruktions-Prozessen oder bei metabolischen Mechanismen spielen [203].

Interleukin-1 ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin, welches groftenteils von
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen ausgeschittet wird [203]. In
Studien konnte gezeigt werden, dass IL-la-, IL-1B- und IL-1/IL-Rezeptor-
Antagonisten-Spiegel (RA, antiinflammatorisches Zytokin) wesentlich im erkrankten
parodontalen Gewebe und in der Sulkusflissigkeit erhéht war [203, 220, 221]. Die
Gene fur die Kodierung der Proteine IL-1a,IL-1B und IL-1RA befinden sich in der
N&he des IL1-Genkluster am Chromosom 2q13-g21 [203]. Kornman et al. haben
beobachtet, dass ein kombinierter IL-1 Genotyp, welcher aus mindestens einer Kopie
der selteneren T-Allele fur die beiden Polymorphismen IL-1a -889 und IL-13 +3954,
mit einer schweren Parodontitis bei europaischen Erwachsenen assoziiert war [213,
222]. Genotyppositive Nichtraucher wiesen ein 6,8x hoheres Risiko auf, an einer
schweren Form der Parodontitis zu erkranken [222]. Es folgten weitere Studien mit
ahnlichen Resultaten, wobei Gore et al. noch ein Kopplungsungleichgewicht der zwei
Polymorphismen aufzeigen konnten [157, 206, 223-225]. Zum Einfluss der IL-1-
Polymorphismen auf die Pathogenese der chronischen Parodontitis gab es aber
auch viele widerspruchliche Ergebnisse: Meisel et al. konnten eine starke positive
Assoziation des kombinierten Genotyps bei Rauchern nachweisen, was im

Widerspruch zu den Beobachtungen von Kornman et al. stand [206, 226]. Der
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kombinierte IL-1 Genotyp schien bei den europédischen Populationen bis zu 30%
pravalent zu sein und in asiatischen Populationen nur vereinzelt verteilt. Weitere
Studien aber konnten keine Assoziation des kombinierten Genotyps und der
chronischen Parodontitis bei kaukasischen Populationen nachweisen [227-230].
Somit hat der IL-1 Genotyp vorerst keine ausreichende Validitat als diagnostischer
Test [181, 204, 222, 231].

Ein weiteres wichtiges Zytokin, sowohl in der immunologischen Antwort als auch in
der Entzindungsreaktion des Wirtes, ist der Tumornekrosenfaktor-a. Der TNF-a
reguliert die Wirtsabwehr und spielt auch eine entscheidende Rolle bei der
Knochenresorption [206, 232]. Polymorphismen in der Promoterregion des TNF-a
Gens an den Positionen -238 und -308 wurden beschrieben [209, 233]. Der -308-A
Allelpolymorphismus wurde mit einer erhdhten Promoteraktivitat in Verbindung
gebracht, was wiederum in einer erhéhten TNF-a Produktion resultiert [209, 233,
234]. Dennoch konnte bislang keine eindeutige Assoziation zwischen den TNF-a
Polymorphismen und der Parodontitis gezeigt werden [209, 235, 236].

Auch weitere Zytokine wie z.B. das IL-10 wurden untersucht. IL-10 reguliert die
immunologische Antwort der Monozyten und Makrophagen und gleichzeitig weitere
Zytokine, wie das IL-1 und das TNF-a [203]. Das IL-10 -592 R-Allel wurde in einer
Studie mit einer erhdhten Suszeptibilitdt fur die chronische Parodontitis assoziiert.
Diese Beobachtung konnte in mehreren Studien bestatigt werden [203, 237-239].

Die Forschung der genetischen Polymorphismen zeigte jedoch héaufig
widerspriichliche Resultate und konnte in vielen Fallen keine reproduzierbaren
Ergebnisse hervorheben. Dies lasst sich unter anderem dadurch erklaren, dass
Parodontalerkrankungen als multifaktorielle und polygenetische komplexe
Krankheiten angesehen werden muissen, in welchen ein einzelner Polymorphismus
nur einen kleinen Effekt zum Gesamtrisiko beisteuert. Zudem bleiben Interaktionen
von Genen und ihrer Polymorphismen miteinander (sog. Gen-Gen Interaktion oder
Epistase) sowie Umweltfaktoren (sog. Epigenetik) unberlcksichtigt, welche den
betrachteten Phanotypen beeinflussen kdnnen [203]. Auch der Stichprobenumfang
vieler Studien ist in vielen Féllen zu klein und fuhrt zu Problemen in der Interpretation
der Ergebnisse. Um einen existierenden Effekt einer Variable zu entdecken, muss
der Stichprobenumfang entsprechend der festgelegten Wahrscheinlichkeit
(statistische Power) sowie des Signifikanzniveaus und der GroRe des zu
nachweisenden Effektes, festgelegt werden [240].
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2.4.3 SNPs als Suszeptibilitatsgene fir mehr als eine Erkrankung

Rapide technische Entwicklungen vereinfachen inzwischen die Genotypisierung von
Individuen und erdffnen dadurch die Mdoglichkeiten von genomweiten
Assoziationsstudien (GWAs) [241, 242]. GWAs sind ein agnostischer Weg, das
ganze menschliche Genom zu scannen und Gene oder genetische Loci, welche sehr
kleine Effekte auf komplexe Krankheiten entfalten, zu identifizieren [242].

In jlingerer Zeit wurden, insbesondere zur Aufklarung des genetischen Hintergrunds
von chronisch entzindlichen Erkrankungen, zahlreiche GWAs durchgefihrt. Auf
Grund der monotonen und universellen Ablaufe entzindlicher bzw. immunologischer
Reaktionen im menschlichen Organismus, zeigt die Atiopathogenese vieler chronisch
entzundlicher Erkrankungen haufig eine Uberschneidung. Aus diesem Grund kénnen
die Ergebnisse von GWAs zur Aufklarung einer chronisch entziindlichen Erkrankung
wie z.B. chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa)
teilweise auch Hinweise auf die Pathogenese anderer chronisch entzindlicher
Entitaten wie z.B. der rheumatoiden Arthritis oder der chronischen Parodontitis
geben. So konnten verschiedene Studien belegen, dass bei Menschen viele der
Gene, die die monozytare Zytokinreaktion regulieren, der HLA-DR-Region am
Chromosom 5 im Bereich der TNF-f Gene zugeordnet sind [243-245]. Sowohl die
chronische Parodontitis als auch die rheumatoide Arthritis sind mit diesem HLA-
Komplex assoziiert [246, 247], was als gemeinsames genetisches Merkmal der
chronischen Parodontalerkrankungen und der rheumatoiden Arthritis und weiterer
systemischen Erkrankungen (darunter auch Morbus Crohn) interpretiert werden kann
[245, 248].

In Tierversuchen konnte Tataki et al. bei transgenen HLA-B27-positiven Ratten
zeigen, dass diese spontan eine Spondyloarthropathie sowie Morbus Crohn
entwickeln konnten und ferner eine erhthte Parodontitisanfalligkeit mit starken
Knochenverlust aufwiesen [249].

Das Interleukin-23-Rezeptor-Gen (IL-23R) konnte als Suszeptibilitdtsgen fir Morbus
Crohn [250] sowie Psoriasis [251] identifiziert werden. Ahnlich wie bei der
chronischen Parodontitis, kdnnten bei diesen beiden Erkrankungsentitaten epitheliale
Barrierestérungen pathogenetisch far die jeweiligen klinischen
Entzindungssymptome auslésend sein. Eine Studie von Glas et al. konnte das

IL23R als Suszeptibilitatsgen fur die chronische Parodontitis identifizieren [252] und
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somit Hinweise auf eine Bedeutung des IL-23 bei der Pathogenese der chronischen
Parodontitis liefern.

Nur wenige der bis heute durchgefuhrten genomweiten Assoziationsstudien
befassen sich unmittelbar mit dem genetischen Hintergrund der chronischen
Parodontitis. Eine dieser Studien konnte eine signifikante Assoziation der
aggressiven Parodontitis mit einem Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) im
Glukosetranferase-Gen GLT6D1 nachweisen [213, 253]. Weitere GWAs fanden
keine positive Assoziation von Genvarianten und den Parodontalerkrankungen [242,
254, 255]. Allerdings konnten Teumer et al. einen additiven Effekt der gelaufigen
SNPs von 23% auf die Gesamtvarianz des marginalen parodontalen
Gewebeverlustes in zwei unabhangigen Populationen beobachten [242]. Vier Gene,
die als mdgliche Kandidatengene in den Studien von Divaris et al. von 2012 und
2013 identifiziert wurden, konnten in einer erst kirzlich publizierten GWA von Rhodin
et al. als signifikante Loci bestétigt werden und zwei weitere Genloci wurden als neue
Assoziationen hervorgehoben [254-256]. Die Gene NIN, ABHD12B, WHAMM AP3B2
wurden mit der schweren Form der chronischen Parodontitis in Verbindung gebracht,
das Gen KCNK1 mit einer héheren Kolonisation des roten Komplexes und das Gen
DAB2IP mit einer hdheren Inzidenz von Porphyromonas gingivalis [256]. In dieser
Studie wurde, basierend auf dem Wissen, dass eine mdgliche Assoziation zwischen
Suszeptibilitditsgenen gleichzeitig fur andere Krankheiten und eine Parodontitis
maoglich ist, die Hypothese erstellt, dass positiv assoziierte SNPs fur Morbus Crohn
auch eine positive Assoziation mit Parodontalerkrankungen haben kdnnten.

Der Morbus Crohn und die parodontalen Erkrankungen weisen einige
pathogenetische Ahnlichkeiten auf. In beiden Fallen handelt es sich um chronisch
entzindliche Krankheiten, die einen schubweisen klinischen Verlauf zeigen [257].
Multiple systemische Faktoren, unter anderem genetische Faktoren, verschiedene
Entziindungsmediatoren, bakterielle Infektionen, der Erndhrungszustand und das
Rauchen beeinflussen den Verlauf von entziindlichen Darmerkrankungen. Mehrere
dieser Risikofaktoren sind auch mit Parodontalerkrankungen assoziiert [258-264].
Eine Studie von Brandtzaeg konnte einen Zusammenhang in der Immunpathologie
beider Erkrankungen belegen [263]. So konnte in verschiedenen Studien bewiesen
werden, dass eine lokale Produktion von IgG Antikorpern gegen Plaquekomponenten
in entztindeter Gingiva [263, 265-267] auch gegen kommensale Darmbakterien bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen stattfand. Dies bekréftigt die Hypothese,
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dass beide Krankheiten zugleich auch als Uberempfindlichkeitsreaktion auf
bakterielle Antigene interpretiert werden konnten [263, 268, 269]. Bei der Art der
Immunzellen, die im entziindeten Darmgewebe und der Gingiva anzufinden sind,
handelte es sich um B-Zellen und CD4+ T-Helferzellen, die eine Hyperaktivitat
aufwiesen und erhthte Spiegel von IFN-y produzierten [263, 269-271]. Beide
Krankheitsbilder haben ein &hnliches Zytokinprofil mit einer verstarkten Produktion an
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 [261, 262, 264, 272]. Morbus Crohn wird heutzutage auch als
.beeintrachtigte angeborene Abwehr des Wirtes“ gegen Darmbakterien beschrieben
[273]. Dies trifft auch bei der chronischen Parodontitis zu. Die Darmbakterien
bestehen dazu groftenteils aus anaeroben Bakterien &hnlich wie bei parodontalen
Erkrankungen [274]. Morbus Crohn und die parodontalen Erkrankungen wurden
weiterhin mit den gleichen genetischen Syndromen mit neutrophiler Dysfunktion, wie
das Leukocyte-Adhesion-Deficiancy-Syndrom (LAD), in Verbindung gebracht [275].
Viele der parodontalerkrankten Patienten konnen eine abnormale Funktion der
Neutrophilen aufzeigen ohne Trager eines genetischen Syndroms mit neutrophiler
Dysfunktion zu sein [275, 276]. Bestimmte Bakterien spielten eine Rolle in der
neutrophilen Dysfunktion bei Parodontalerkrankungen [275, 277]. Diese Bakterien
konnten das Gingivaepithel penetrieren und mit Leukotoxinen und weiteren
Mechanismen die Neutrophilenfunktion beeintréachtigen. Die Gruppe dieser Bakterien
beinhaltete unter  anderem Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Wolinella sp. und Capnocytophaga sp. [275, 278-282]. Wolinella sp.
selbst wurden schon als der Hauptausloser fir Morbus Crohn diskutiert [275, 279]
und konnte somit als gemeinsamer Risikofaktor fir beide Krankheiten in Frage
kommen. Bakterielle Produkte kénnten die Neutrophilenfunktion stéren und dadurch
eine Parodontitis verursachen [275, 277]. Ein &hnlicher pathogenetischer Verlauf, wie
hier beschrieben, konnte auch bei anderen chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen vorhanden sein [275].

Auf Grund der pathogenetischen Uberschneidungen des Morbus Crohn und der
chronischen Parodontitis wurde in dieser Studie der Einfluss von 8 mdglichen
Suszeptibilitatsgenen fir Morbus Crohn, die sich auf dem Chromosom 1 befinden,
auf die Pathogenense der chronischen Parodontitis untersucht.
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2.4.4 Methoden der genetischen Analyse-Assoziationsstudien

In  den letzten Jahrzehnten wurden  Positionsklonierungsstudien  und
Kopplungsstudien fur die ldentifizierung Mendelscher Krankheitsgene genutzt. Diese
genetischen Methoden zeigten sich aber weniger erfolgreich bei der Identifikation
von Genen, die bei der Manifestation komplexer Krankheiten eine Rolle spielen. Das
Scheitern lasst sich durch drei wichtige Eigenschaften komplexer Krankheiten
erklaren:
Erstens handelte es sich bei komplexen Krankheiten um Formen, die sowohl in der
Auspragung der Symptome als auch im durchschnittlichen Erkrankungsalter
variierten. Dies erschwerte die Definition eines geeigneten Phéanotyps, sowie die
Wahl einer passenden Studienpopulation.
Zweitens variierten die atiologischen Mechanismen, die mehrere biologische Wege
involvieren kénnten.
Zuletzt schien es, dass komplexe Krankheiten aus der Interaktion mehrerer Genen
verursacht wurden, in denen jedes Gen einen kleinen Anteil des Ganzen ausmachte
[218]. Somit handelte es sich eher um probabilistische und weniger um
deterministische Gene [283].
Diese Eigenschaften haben Forscher zur Erprobung neuer Methoden der
Identifizierung disponierender Genen angeregt. Assoziationsstudien nutzten einen
Kandidaten-Gen Ansatz und streben die statistische Korrelation zwischen
genetischen Varianten und der Krankheit an. Sie basierten auf einer a priori
gestellten Hypothese Uber die Rolle der Genvarianten im Auftreten der Krankheit
[218]. Hierbei konnte es sich um einen funktionellen Beitrag des Kandidaten-Gens
handeln (sog. functional candidate), um eine erhdhte Expression des Genprodukts
am Erkrankten (sog. expressional candidate) oder der assoziierte Polymorphismus
befand sich in unmittelbarer Nahe zum Suszeptibilitadtsgen (sog. positional candidate)
[206, 213, 284]. Zwei Arten von Assoziationsanalysen werden allgemein genutzt:
sog. populationsbasierte und sog. familienbasierte Ansétze [206, 285]. Im
polulationsbasierten Ansatz wird ein standardisiertes Fall-Kontroll-Design genutzt, bei
dem Marker-Allel-Frequenzen zwischen den Erkrankten und den Kontrollfallen (nicht
erkrankte Individuen oder durch Zufall gewdahlte Individuen aus der Population)
verglichen werden. Wurde eine positive Assoziation entdeckt, so kann diese
verschieden interpretiert werden. Entweder handelte es sich beim assoziierten Allel
um das wirkliche Suszeptibilitatsallel oder das positiv assoziierte Allel befand sich im
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Kopplungsungleichgewicht mit dem tatséchlichen krankheitsassoziierten Locus.
Weiterhin kdnnte die Assoziation ein Resultat der Populationsstratifikation sein oder
es handelte sich um ein statistisches- bzw. Stichprobenartefakt [206].

Obwohl direkte Assoziationsstudien sehr vielversprechend sind, wurde die
mangelnde Replikation wichtiger Assoziationen in folgenden Replikationsstudien
haufig stark kritisiert [218]. Weiterhin beruhten direkte Assoziationsstudien auf dem
Prognostizieren krankheitsassoziierter Gene, basierend auf biologischen Hypothesen
der Position des Kandidaten oder basierend auf eine vornherein bestimmte
Kopplungsregion. Auch wenn solche Hypothesen breit aufgestellt waren, konnten
diese bestenfalls eine kleine Fraktion genetischer Risikofaktoren identifizieren, auch
wenn die Pathophysiologie der Krankheit weitgehend bekannt und verstandlich war.
Wenn die fundamentalen physiologischen Wege einer Krankheit unbekannt sind,
kénnen direkte Assoziationen nur ungentgend die genetische Basis der Krankheit
erklaren [286].

Bei genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) handelte es sich dem gegeniiber um
eine Vorgehensweise, bei der nahezu das ganze Genom auf kausal genetische
Varianten untersucht wurde. Da keine Hypothesen beziglich der genomischen
Position dieser kausalen Varianten erhoben wurden, lie3 diese Art von Studie die
Starken der direkten Assoziationsstudien nutzen, ohne die Identitdt des kausalen
Gens vermuten zu mussen [286]. Menschliche GWAs basierten auf drei Hypothesen:
Die Erste die “Common Trait/Common Disease Variant Hypothesis” schlug vor, dass
die genetische Architektur komplexer Krankheitsmerkmale aus einer limitierten
Anzahl gelaufiger Allele bestand, indem jedes Allel einen kleinen Beitrag in der
Erhdéhung des individuellen Risikos spielte [240, 287, 288]. Die zweite Hypothese
basierte auf dem Ansatz, dass die Geschichte der meisten menschlichen
Populationen Meiosen ausschliel3t, um Rekombinationen zwischen naheliegenden
gelaufigen (sog. archaischen) Varianten zu erlauben. Die dritte Hypothese, beruhend
auf der Suppression einer meiotischen Rekombination (sog. coldspots), war haufig
anzutreffen. Diese Beobachtungen lie3en darauf schlie3en, dass 80% des humanen
Genoms rund um die Regionen von der Grol3e 10kb aufgebaut waren, was eine
reduzierte Rekombinationsrate aufwies (sog. Haplotypen) [288, 289]. Genetische
Varianten (sog. Allele) die sich in Haplotypen auffinden lie3en, befanden sich im
Kopplungsungleichgewicht (sog. linkage disequilibrium, LD) [288]. Dies bedeutete,
dass Allelkombinationen zweier Loci auf einem Haplotypen in einer Population
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haufiger vorkamen als bei unabhangiger Kombination der Allele entsprechend ihren
Allelhaufigkeiten zu erwarten wéare [240]. Dieses Phanomen ermoglichte die
Rekombinationsgeschichte einer Population groftenteils aufzuschlisseln, in dem
eine Vielzahl strategisch im Genom verteilter Genvarianten genotypisiert wurden
[288], um mit einer Auswahl reprasentativer Einzelnukleotidpolymorphismen (sog.
tag-SNPs) fast die gesamte Varianz des Genoms erfassen zu konnen [213, 290,
291].
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3 Genvarianten auf dem humanen Chromosom 1 mit Einfluss

auf chronisch-entziindliche Erkrankungen

3.1rs11584383

Der Polymorphismus rs11584383 befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 1 an der Position 1g32.1 am 3" Ende in unmittelbarer Nahe zweier
Gene. Hierbei handelt es sich um das Pseudogen MROH3P (maestro heat-like
repeat family member 3) und das Gen KIF21B (kinesin family member 21B). Beim
Polymorphismus rs11584383 entspricht das T-Allel dem Wildtyp und das G-Allel dem
mutierten Genotyp.

Das Pseudogen MROH3P ist mit langen nicht kodierenden RNA-Strangen (sog.
INcRNAS) verbunden und der rs11584383 konnte in diesem Gen als ein
Suszeptibilitatsgen fur die Zdliakie [292], den Morbus Crohn, die Colitis ulcerosa
[293] und die ankylosierende Spondylitis [294] identifiziert werden.

Kinesine sind ATP-abhangige, mikrotubulibasierte Motorproteine, die in den
dendritischen intrazellularen Transport der Zellorganellen involviert sind. Kinesine
werden auch von einer Reihe der Immunzellen exprimiert [295]. Der rs11584383
wurde als Suszeptibilitaitsgen in zwei GWA-Studien von Morbus Crohn [296] und
Colitis ulcerosa [297] identifiziert sowie fUr weitere Krankheiten, wie multiple Sklerose

verantwortlich gemacht [295].

3.2rs11465804

Der Polymorphismus rs11465804 befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 1 an der Position 1p31.3. Hierbei handelt es sich um eine Intronregion
bzw. eine nicht kodierende Region des Interleukin 23 Rezeptors (IL-23R). Beim
Polymorphismus rs11465804 entspricht das T-Allel dem Wildtyp, das G-Allel dem
mutierten Genotyp.

IL-23 ist ein Heterodimer, welches zur Familie des IL-12 gehort. IL-23 besteht aus
einer p40-Untereinheit, die identisch mit der p40-Untereinheit von IL-12 ist und einer
p19-Untereinheit, sehr ahnlich der p35-Untereinheit des IL-12 [298, 299]. IL-23 wird
von dendritischen Zellen und Makrophagen innerhalb weniger Stunden nach
Exposition gegenuber Lipopolysacchariden und anderen bakteriellen Produkten
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produziert und bindet an einen Rezeptorkomplex, welcher aus dem IL-12RB1 und
dem IL-23-spezifischen Rezeptor (IL-23R) zusammengesetzt ist [300-303]. Das
Protein, welches von dem IL23R-Gen kodiert wird, stellt eine Untereinheit des
Rezeptors von IL-23A/IL-23 dar. Dieses Protein paart sich mit dem Rezeptormolekal
IL12Rb1/IL12Rbetal und beide sind erforderlich fir den IL-23A-Signalweg. Ferner ist
dieses Protein essentiell mit der Janus Kinase 2 (JAK2) assoziiert und bindet am
Transkriptionsaktivator STAT3 in einer ligandenbindenten Art.

IL-23 stimuliert die Expression von IL-17, welche die Synthese von Zytokinen (unter
anderem von IL-1B, IL-6 und TNF-a) begunstigt [300, 303-313]. Diese
proinflammatorischen Zytokine rekrutieren zusammen Neutrophile auf die Seite der
Infektion. Infolgedessen spielt IL-23 eine bedeutsame Rolle in der frihzeitigen
Immunantwort des Wirtes und eine Dysregulation dieses Signalweges kodnnte
eventuell die Entwicklung einer Parodontalerkrankung beeinflussen [314]. Eine
Studie von Glas et al. konnte das IL23R als Suszeptibilitatsgen fur die chronische
Parodontitis identifizieren [252] und somit weitere Hinweise auf eine Bedeutung des
IL-23 in der Pathogenese der chronischen Parodontitis liefern.

Der Polymorphismus rs11465804 wurde als Suszeptibilitaitsgen fur mehrere
autoimmune und inflammatorische Erkrankungen identifiziert (Spondylitis
ankylosans, rheumatoide Arthritis, Psoriasis) [315-317]. Drei weitere genomweite
Assoziationsstudien beschrieben inzwischen den rs11465804 als Suszeptibilitdtsgen
fur Morbus Crohn und Colitis ulcerosa [318-320].

3.3rs2274910

Der Polymorphismus rs2274910 befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms
1 an der Position 1g21.3. Es handelt sich hier um eine Intronregion bzw. eine nicht
kodierende Region des proteinkodierenden Gens Intelektin 1 (ITLN1). Beim
Polymorphismus rs2274910 entspricht das C-Allel dem Wildtyp, das T-Allel dem
mutierten Genotyp.

ITLN1 ist ein Protein, welches von omentalen Fettzellen stark exprimiert wird, aber
auch von Herz, Kolon und den Speicheldriisen ausgeschuttet wird. ITLN1 bindet an
Karbohydratketten (Galaktofuranoseresten), die nur bakterienspezifisch und dabei
nicht in Saugetieren anzutreffen sind. Das Erkennen bakterieller Komponenten ist

wichtig, um die zellularen Reaktionen und die Immunantwort zur Eliminierung der
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Pathogene zu aktivieren. Somit scheint ITLN1 eine wichtige Rolle im angeborenen
Abwehrmechanismus des Wirtes zu spielen [321-324].

Weiterhin steigert ITLN1 die Glukoseaufnahme in Adipozyten und die ITLN1-Gen-
Expression verandert sich bei inflammatorischen Zustanden und der Adipositas [324-
326]. Daruber hinaus konnte ITLN1 als Suszeptibilitatsgen in einer genomweiten
Assoziationsstudie sowie weiteren Studien fur Morbus Crohn identifiziert werden
[319, 327].

3.4 rs9286879

Der Polymorphismus rs9286879 befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms
1 an der Position 1g24. Der rs9286879 liegt zwischen zwei Genen, dem Tumor-
Nekrose-Faktor-Superfamilien-Liganden Mitglied 6 (FASLG) und dem Tumor-
Nekrose-Faktor-Liganden-Superfamilien Mitglied 18 (TNFSF18). Beim
Polymorphismus rs9286879 entspricht das A-Allel dem Wildtyp, das G-Allel dem
mutierten Genotyp.

Das Protein, welches aus dem Gen TNFSF18 kodiert wird, ist ein Zytokin der Tumor-
Nekrose-Faktor Liganden Familie zugehdrend. Dieses Zytokin ist ein Ligand, bekannt
als GITR-L (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor-related receptor ligand), fur
den Rezeptor TNFRSF18/AITR/GITR und reguliert die Antwort der T-Zellen.
TNFSf18 kann als Ko-Stimulator fur naive T-Zellen fungieren und den Schwellenwert
zur Aktivierung und Proliferation der T-Zellen reduzieren. TNFSF18 vermittelt dartber
hinaus bei der Aktivierung von NF-kappa-B und spielt zugleich eine wichtige Rolle in
der Interaktion zwischen aktivierten T-Lymphozyten und Endothelzellen [307, 328].
Das Protein, welches aus dem Gen FASLG kodiert wird, ist ein Ligand fir den
Rezeptor TNFRFSF6/FAS und gehért der Tumor-Nekrose-Faktor Familie an. Es
handelt sich um ein Typ-Ill transmembranes Protein, welches nach dem Verbund mit
dem Rezeptor die Apoptose in den Zellen veranlasst und somit eine bedeutende
Rolle bei der Regulierung der Homoostase des Immunsystems spielt. Diese Art von
induzierter Apoptose scheint eine Rolle in der Einleitung der peripheren Toleranz zu
spielen bzw. in dem Antigen-stimulierten Suizid reifer T-Zellen. Gleichzeitig scheint

es auch an der Entwicklung der T-Zellen beteiligt zu sein [329].
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Der rs9286879 wurde in zwei genomweiten Assoziationstudien als
Suszeptibilitdtsgen fur entzindliche Darmerkrankungen [330] bzw. Morbus Crohn
[319] identifiziert.

3.5rs3737240 und rs13294

Der rs3737240 und der rs13294 befinden sich auf dem langen Arm des Chromosoms
1 an der Position 1g21.2, jeweils auf der Exon 6- und Exon 8 -Region. Beide
Polymorphismen liegen auf dem Gen des extrazelullaren Proteins 1 (ECM1). Beim
Polymorphismus rs3737240 entspricht das C-Allel dem Wildtyp, das T-Allel dem
mutierten Genotyp. Beim Polymorphismus rs13294 entspricht das A-Allel dem
Wildtyp und das G-Allel dem mutierten Genotyp.

Das ECM1-Gen kodiert ein Protein, welches als negativer Regulator der
enchondralen Knochenformation agiert, indem es die alkalische Phosphatase-
Aktivierung hemmt [301, 302, 309]. Ferner interagiert es mit einer Vielzahl
extrazellularer und struktureller Proteine und erlaubt somit die Erhaltung der
Hautintegritat sowie der Homoostase [309]. Weiterhin wurde bewiesen, dass ECM1
in der Proliferation endothelialer Zellen involviert ist sowie die Angiogenese und
Tumorbiologie anregt [309, 314].

Das ECML1 interagiert mit der MMP9 (sog. Matrixmetalloproteinase 9) und blockiert
dessen proteolytische Aktivitat. Dies ist eine wichtige Eigenschaft des Proteins, da
MMPs eine erhéhte Expression in Parodontalerkrankungen aufwiesen und fur die
Destruktion des Weich- sowie Hartgewebes verantwortlich gemacht wurden [309,
331-337]. ECM1 steuert eine umfangreiche Aktivierung des NF-kB-Signalwegs,
welches als zentraler-immunregulator gilt und in kolorektalen Karzinomen verstarkt
exprimiert wird. Diese Eigenschaft macht das ECM1 zu einem plausiblen Gen-
Kandidaten fir die Colitis ulcerosa [309, 338].

Der rs3737240 und der rs13294 kodieren die Aminosduresubstitutionen von T130M
und S290G. Hierbei handelt es sich um eine nichtsynonyme Mutation bzw. den
Tausch einer Aminoséure und somit um eine Veranderung des Proteinproduktes.
Weitestgehend wurde spekuliert, dass es sich beim rs3737240 um ein
pathogenetisch wirksamen SNP handeln kdnnte und dieser méglicherweise die
Interaktion zwischen ECM1 und Typ IV Kollagen beeinflusst und somit zur einer

exzessiven Kollagenproduktion fuhrt [339].
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Beide Polymorphismen wurden als Suszeptibilitatsgene der Colitis ulcerosa und des

Morbus Crohn in einer genomweiten Assoziationsstudie von Fisher gefunden [338].

3.6 rs2476601

Der Polymorphismus rs2476601 (R620W) befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 1 an der Position 1p13.2. Der rs2476601 liegt im Gen fur die Protein-
Tyrosin-Phosphatase, Nicht-Rezeptor Typ 22 (PTPN22). Beim Polymorphismus
rs2476601 entspricht das G-Allel dem Wildtyp, das A-Allel dem mutierten Genotyp.
Der rs2476601 fuhrt zu einer nichtsynonymen Mutation (sog. missense Mutation) und
somit zur Kodierung von Tryptophan statt Arginin.

Der T-Zell-Antigen-Rezeptor (TCR) Signalweg ist fur die Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung der T-Zellen von Bedeutung [320]. PTPN22 ist eine Protein-
Tyrosin-Phosphatase, die als negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung angesehen
wird. Dies wird durch die Dephosphorylierung von TCR- assoziierten LcK und der
ZAP-70 Kinasen erreicht [340-342]. PTPN22 (R620W) ist ein
Einzelnukleotidpolymorphismus der auf der mRNA-Ebene die Aminosaure
Tryptophan kodiert, im Gegensatz zu dem Wildtyp der fir Arginin kodiert [343]. Der
R620W generiert somit eine starker aktive Phosphatase, welche noch effektiver die
T-Zell Aktivierung inhibiert [342, 344].

Der rs2476601 wurde mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen assoziiert wie z.B.
Diabetes mellitus Typ 1 [345], rheumatoider Arthritis [346] und Lupus erythematodes
[320]. Genomweite Assoziationsstudien zeigten eine Verlinkung zwischen rs2476601
und rheumatoider Arthritis [347-349], Diabetes mellitus Typ 1 [350-353], Morbus
Crohn [319, 354] und Myasthenia gravis [355].

Viele dieser Krankheiten, vor allem der Diabetes mellitus, sind mit
Parodontalerkrankungen assoziiert. Zahlreiche Studien beschrieben auf3erdem eine
mdogliche Beziehung zwischen Parodontalerkrankungen und rheumatoider Arthritis
[245, 342, 343, 356, 357]. Altere Studien und Fall-Kontroll-Studien wiesen auf eine
hohere Inzidenz von Parodontalerkrankungen bei Patienten mit rhreumatoider Arthritis
und umgekehrt hin [357]. Weitere Studien unterstitzten die Auffassung, dass diese
zwei Krankheiten, durch die gemeinsame zugrundeliegende Dysfunktion
fundamentaler inflammatorischer Mechanismen, sich sehr &hnlich sind [342, 343,

357]. Es st breit akzeptiert, dass eine Reihe gleicher Zytokine und
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Matrixmetalloproteinasen in der Pathogenenese beider Krankheiten involviert sind
[342]. Sowohl fur die rheumatoide Arthritis als auch fur parodontale Erkrankungen
kommt zudem genetische Faktoren sowie verschiedene Verhaltensfaktoren, wie z.B.

das Rauchen, eine wichtige Rolle zu [358].

3.7 rs3024505

Der Polymorphismus rs3024505 befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms
1 an der Position1g32.1. Es handelt sich hier um eine intergenetische Region in der
Nahe des 3" UTR (untranslatierter Bereich) des Interleukin 10 Gens (IL10) [359].
Beim Polymorphismus rs3024505 entspricht das C-Allel dem Wildtyp, das T-Allel
dem mutierten Genotyp.

IL-10 wird von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen produziert und ist in der
Regulation von proinflammatorischen Zytokinen beteiligt, sowie des IL-1 und TNF-a
[360]. IL-10 qilt als ein antiinflammatorisches Zytokin, welches die
proinflammatorische Immunantwort der Monozyten bzw. Makrophagen reduziert und
die Produktion protektiver Antikdrper stimuliert [360-362]. Gleichzeitig wird ihnen die
Stimulation der Auto-Antikérper [360, 363, 364] zugeordnet, welche eine Rolle bei
Parodontalerkrankungen [360, 365, 366] spielen kdnnte. Die Expression von IL-10 im
parodontal geschéadigten Gewebe ist mit schwacherem Krankheitsverlauf verbunden
[239, 335, 367]. Tatséchlich kann IL-10 Matrixmetalloproteinasen und das RANK-
System inhibieren [239, 335, 368], indem es die Produktion von TIMPs (sog. Gewebe
Inhibitoren der MMPs) hochreguliert [239, 369, 370] und die Produktion von OPG,
dem Rezeptor von RANKL, erhéht [239, 371, 372]. Funktionelle Probleme im IL-10
Gen konnten aufgrund von SNPs die Krankheitssuszeptibilitdt verandern [360]. So
konnte gezeigt werden, dass der IL-10-592 SNP im IL-10-Gen-Promoter die
Zytokinproduktion im Hinblick auf inflammatorische Stimuli verandern [239, 373-377]
und so mit einer chronischen Parodontitis assoziiert werden kann [239, 335, 367,
378].

Der rs3024505 hat ein grol3es Potential, regulatorische Sequenzen zu beinhalten
und somit die Expression von IL-10 zu regulieren. Ferner befindet sich der rs3024505
im vollstdndigen Kopplungsungleichgewicht mit anderen SNPs im IL-10 Gen [359,
379].
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Der rs3024505 wurde in genomweiten Assoziationstudien als ein Suszeptibilitatsgen
fur Diabetes mellitus Typ 1 [350, 351], Morbus Crohn [330, 354] und Colitis ulcerosa
identifiziert [330, 359, 380, 381]
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4 Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mdgliche Assoziationen zwischen acht auf dem
Chromosom 1 befindlichen Polymorphismen mit der Manifestation der chronischen
Parodontitis zu untersuchen. Es handelte sich um Polymorphismen, die bereits als
Suszeptibilitditsgene in genomweiten Assoziationstudien fir Morbus Crohn sowie
weitere chronisch entzindliche Erkrankungen identifiziert worden sind und im
Hinblick auf eine teilweise pathogenetische Uberschneidung beider Entitaten,
attraktive SNPs fUr eine Assoziation mit Parodontalerkrankungen darstellten. Dazu
wurde eine direkte Assoziationstudie mit einem klassischen Fall-Kontroll-Design
angewandt. Die SNPs wurden des Weiteren auf ein Kopplungsungleichgewicht und
auf Assoziationen von bestimmten Haplotypen mit einer chronischen Parodontitis

untersucht.
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5 Material und Methode

5.1 Studienpopulation

5.1.1 Gruppe mit chronischer Parodontitis

Diese Gruppe umfasste 352 Individuen, bei denen eine chronische Parodontitis
diagnostiziert wurde (P-Proben) und sich in der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen, in der Abteilung fir Zahnerhaltung und Parodontologie, in Behandlung
befanden. Ausgeschlossen von der Studie wurden Personen mit systemischen
Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, HIV, Osteoporose sowie Personen mit
erhohtem Endokarditis-Risiko. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Patienten mit
regelmaniger Medikamenteneinnahme, insbesondere Antihistaminika,
Eisenpraparaten und Antiphlogistika sowie Schwangere. Alle Patienten wurden Uber
den Ablauf und das Ziel der Studie aufgeklart und willigten schriftlich in die
Teilnahme ein.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-

Maximilians-Universitat genehmigt (290/01).

5.1.1.1 Klinische Untersuchung
Das Vorliegen einer generalisierten, chronischen Parodontitis wurde anhand einer

kombinierten radiologischen und klinischen Befunderhebung diagnostiziert: An jedem
Zahn wurde eine 6-Punkt-Taschensondierungstiefenmessung durchgefiihrt, wobei
die Blutung auf Sondierung (BOP) notiert wurde. Die Lokalisation der Messpunkte
wurde mesiobukkal, zentrobukkal, distobukkal, distooral, zentrooral und mesiooral
festgelegt. Die Messung erfolgte parallel der Zahnachse, vom Gingivalsaum zum
Sulkusboden, mithilfe einer Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy Europe, Leimen,
Deutschland). Der Furkationsbefall wurde mit einer Naber Sonde Typ PQ2N (Hu-
Friedy Europe, Leimen, Deutschland) in horizontaler Richtung vom
Furkationseingang bis zum Defektboden gemessen. Die Einteilung erfolgte anhand
der Klassifikation nach Hamp et al. 1975 [382]:

Grad I:  horizontaler Attachmentverlust bis 3 mm
Grad Il: horizontaler Attachmentverlust tber 3 mm, nicht durchgéangig

Grad IlI: Furkation durchgangig sondierbar
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Die Zahnlockerung wurde in drei verschiedene Grade unterteilt:
Grad I:  Zahnkrone bis 1 mm auslenkbar

Grad Il: Zahnkrone tber 1 mm auslenkbar

Grad Ill: Beweglichkeit des Zahnes auf Wangen- und Zungendruck

und/oder in axialer Richtung

Zusatzlich wurde ein rontgenologischer Befund erhoben und zur Beurteilung des
Knochenniveaus bei Patienten mit chronischer Parodontitis ein
Orthopanthomogramm angefertigt. Dabei wurde die Distanz zwischen dem Limbus
alveolaris und der Schmelz-Zement-Grenze zur Beurteilung des Knochenverlusts
bestimmt. Werte von = 1mm zirkular um den betroffenen Zahn wurden als
parodontaler Attachmentverlust interpretiert.

Um in der Untersuchungsgruppe aufgenommen zu werden, mussten folgende
Kriterien erflllt sein: Mindestens 5 Zahne mussten eine Taschensondierungstiefe von
= 5mm oder einen Furkationsbefall Grad 1l oder Il aufweisen. Der Abstand des
Limbus alveolaris zur Schmelz-Zement-Grenze sollte zirkular mindestens 3 mm

betragen.

5.1.2 Kontrollgruppe ohne Parodontitis

Die Kontrollgruppe umfasste 587 Personen kaukasischer Abstammung, die eine
zufallige Auswahl aus der Minchner Bevdlkerung darstellten (B-Proben). Um in die
Kontrollgruppe aufgenommen zu werden, mussten folgende Kriterien gegeben sein:
Die Personen der Kontrollgruppe sollten keinerlei Anzeichen einer Parodontitis
aufweisen, sowie in den letzten funf Jahren keine systematische Parodontaltherapie
erhalten haben. Mindestens 22 Zahne sollten noch in situ sein und es durfte nicht an
mehr als einer Stelle eine maximale Taschensondierungstiefe von = 3mm vorhanden
sein. Weiterhin durften keine Anzeichen eines marginalen Knochenabbaus vorliegen.
Auch in dieser Gruppe wurden nur Probanden aufgenommen, die keine
systemischen oder medikamentenpflichtigen Erkrankungen aufwiesen.

Bei der Kontrollgruppe wurde, sofern kein aktuelles Orthopanthomogramm zur
Verfligung stand, aus ethischen Griinden auf die Anfertigung eines Rontgenbildes

verzichtet.
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5.2 Blutentnahme

Allen Probanden wurden 9 ml vendses Blut aus dem Bereich der Armbeuge (Fossa
cubitalis) entnommen. Die dazu verwendeten sterilen R6hrchen (Monovette®,
Sarstedt, Numbrecht) enthielten 1,6 mg Kalium-EDTA-L6ésung pro ml Blut. Das
entnommene Blut wurde gleichméaRig mit der Kalium-EDTA-LAsung vermischt. Nach
Aufnahme der Patientendaten wurde, zur Gewdahrleistung der Anonymitat, jeder
Blutprobe eine Ziffer erteilt.

5.3 Aufbereitung der Blutproben

Die entnommenen Blutproben wurden innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet.

Dazu wurden zwei Methoden angewandt.

5.3.1 Methode 1
Methode 1: Die mit einer Nummer versehenen Monovetten wurden fir 10 Minuten

bei 2000 U/min zentrifugiert. Danach wurde das Uberstehende Plasma abpipettiert
und bei -20°C fir eine eventuelle spatere Verwendung eingelagert. Der Buffy-coat,
der aus Leukozyten und Thrombozyten besteht, wurde entfernt und in ein 1,5ml

Eppendorf-Gefall umgefullt.

5.3.2 Methode 2
Methode 2: Nach Zentrifugierung und Entfernung des Plasmas wurde der Buffy-coat

mit dem darunterliegenden Erythrozytensediment in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und mit 12 ml Erylysepuffer (155mM NH4CI, 400 mM NaCl, 1mM EDTA)
aufgeflllt. Es folgte eine Inkubation von 10-30 Minuten bei Zimmertemperatur bzw.
37°C, bis sich eine vollstandige Losung der Erythrozyten ergab. Dies konnte durch
die Klarheit der Losung kontrolliert werden. Die Losung wurde anschliel3end fur 10
Minuten zentrifugiert, um eine Leukozytenablagerung zu erreichen. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Sediment in 3 ml Erylysepuffer resuspendiert und fir
weitere 5 Minuten mit 2000 U/min zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstandes wurde das Sediment in 1 ml Erylysepuffer resuspendiert und fur 5
Minuten bei 5000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
erhaltene Leukozytensentiment entweder bei -20°C gelagert oder sofort

weiterverarbeitet.
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5.4 DNA-Isolierung

5.4.1 DNA-Isolierung mit Hilfe des QIAamp Blood Midi Kit

200ul Blut/Buffycoat wurden in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 200 pl
Proteinkinase K (20mg/ml, Quiagen) tberfuhrt. Nach Zugabe von 2,4 ml Puffer AL
(10 mM Tris/HCI PH 8, 400 mM NaCl, 10 mM EDTA) wurde die Losung mindestens
dreimal auf einem Vortex-Schuttler vermischt. Danach erfolgte eine zehnminitige
Inkubation in einem Wasserbad bei 56°C. Nach Zugabe von 200 pl absolutem
Ethanol und erneutem Mischen mittels Vortex-Schittlers wurden zunachst 3 ml der
entstandenen Lésung auf die vorgesehene Saule Ubertragen und fur drei Minuten bei
1850 U/min zentrifugiert. Dabei blieb die in der LOsung enthaltene DNA an der
Silicat-Gel-Matrix der Saule haften. Das Filtrat wurde verworfen und der Rest der
Losung in gleicher Weise weiter aufbereitet. Anschlielend erfolgten zwei
Waschschritte: im ersten Schritt wurden 2 ml Puffer AW1 auf die Saule aufgetragen,
fur 15 Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Im zweiten
Schritt wurde der Vorgang mit 2ml AW2 Puffer wiederholt. Die Saule wurde
anschlieBend, zur Eluation der DNA, in ein sauberes 15 ml Zentrifugenréhrchen
gestellt und 300 pl Puffer AE wurden auf die Membran der Saule aufgetragen. Nach
5 minudtiger Inkubationszeit erfolgte bei Raumtemperatur eine Zentrifugation tber
weitere 5 Minuten bei 5000 U/min. Die dadurch gewonnene DNA wurde bei —20°C

aufbewahrt.

5.4.2 DNA-Isolierung nach der Aussalzmethode

Zur DNA-Extrahierung wurden die aus dem abgenommenen Blut isolierten
Leukozyten benutzt. Die Zellen wurden in ein Zentrifugenréhrchen mit Spitzboden
Uberfuhrt und mit 5 ml Kernlysepuffer (10 mM NH4CI, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA)
aufgeflllt. Die Zelllyse wurde durch Auf- und Abpipettieren, sowie durch Mixen auf
dem Vortex-Schattler, unterstitzt. Zur Degradation der Membran- und Proteinanteile
wurde zu der Losung SDS (Natriumdodecylsulfat-Lésung 20%, Endkonzentration
1%) gegeben. Es erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 37°C mit Zugabe von 150
pl Proteinkinase-K (Quiagen, Endkonzentration 0,2 mg/ml). In diesem Zeitraum
wurde, zur Unterstlitzung DNA-Auflosung, die Probe wiederholt auf dem Vortex-

Schuttler gemischt. Dadurch wurde die DNA geschert und die vorher zahe Lésung
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dunnflissig. Um die vollstandige Losung der DNA zu ermdglichen, war es zum Teil
notwendig die Inkubationszeit zu verlangern oder die Konzentration an
Kernlysepuffer zu erh6hen. Die Proben wurden anschlieRend mit 1/3 Volumen 5 M
NaCl versetzt, gemischt und fir mindestens 30 Minuten bei 4°C oder auf Eis
inkubiert. Dies ermdglichte das Ausfallen von Zellbestandteilen wie Protein- und
Membranfragmenten. Im Anschluss erfolgte eine 15-mindtige Zentrifugation bei 3000
U/min, die zur Proteinsedimentierung fiihrte. Der Uberstand dieses Schrittes wurde in
ein neues GefaR uberfuihrt und erneut fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dieses Mal mit 0,6 Vol. % Isopropanol (Merck) versetzt und vorsichtig
gemischt. Die hiermit fadenférmig ausfallende DNA konnte mit einer verschlossenen
Pasteurpipette aufgenommen und zweimal in 70%igem Ethanol (Merck) gereinigt
werden. Die DNA wurde getrocknet und dann im sterilen, bidestillierten Wasser
hydrolysiert. Um Lésungen éhnlicher Konzentration zu erhalten, variierte die Menge
an zugesetztem Wasser zwischen 50 und 300 pl. Die Lagerung erfolgte bei -20°C
[383].

5.5 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren

Die Messung der Konzentration der Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer
Wellenlange von 260 nm, welche dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren
entspricht, durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Photometer Modell Gene Quant Pro
RNA/DNA Calculator® (Amersham Pharmacia) verwendet. Die Ermittlung der

Konzentration wurde mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes ermittelt:

c =E260 nm xf/ (e xd)
¢ = Konzentration (ng/ul)
E260 nm = gemessener Extinktionskoeffizient bei 260 nm
f = Verdinnungsfaktor
d = Schichtdicke (1 cm)
e = Extinktionskoeffizient:
ds DNA: 50 ul/ng
RNA: 401 pl/ng
Oligonukletide: 30t pl/ng
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Nach der Bestimmung der Konzentration erfolgte die Verdinnung der Proben zu

einer Endkonzentration von 100ng/pl.

5.6 Genotypisierung mit MALDI TOF MS

Das MALDI TOF MS (matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight mass
spectrometry) System wurde zur Hochdurchsatzgenotypisierung der SNPs (single
nucleotide polymorphisms) benutzt. Die erworbenen DNA-Proben (Kontrollgruppe
sowie Parodontitisgruppe) wurden auf 96-well PCR-Platten (ABgene Thermo-Fast 96
PCR Platte Skirted; Kat.-Nr. AB-0800) pipettiert. Hierzu war eine DNA-
Zielkonzentration von 50 ng/ul mit einem Zielvolumen von 100 pul nétig. Als Puffer zur
Verdinnung der Stammldésungen wurde DNA Hydration Solution (Quiagen) oder
TEE-Puffer verwendet. Die 96-well-Platten wurden nur mit 92 Proben bestlckt. Die
Positionen BO3 und G11 sowie auch die Positionen D05 und EO7 wurden als
Negativkontrollen genutzt und blieben leer. Die Platten wurden sorgfaltig mit Folie
(ABgene Adhesive PCR-Film Kat.-Nr. AB-0558) verschlossen und bei 4 °C gelagert.
Fir jede Platte wurde ein Datenfile (Excel) angelegt in dem Informationen wie
Projektname, Position auf der Platte, Probennummer, Volumen der Probe und DNA-
Konzentration beschrieben wurden. Fir die Negativ-Kontrollen wurde als
Probenummer das Kurzel ,NK“ benutzt. Der Datensatz wurde ausgedruckt und
aufbewabhrt.

Die Proben wurden nachfolgend im Helmholtz Zentrum Minchen (Deutsches
Forschungzentrum fir Gesundheit und Umwelt) mit einem MALDI TOF MS System
der Firma Sequenom (Hamburg, San Diego) genotypisiert. Zunachst erfolgte eine
PCR auf Tetrad Multi Cycler-Blocken der Firma MJ Research (Biozym Diagnostik
GmbH, Hess. Oldendorf, D). Standardmafig wurden 10% der PCR-Produkte auf
3%igen Agarosegelen Uberprift. Die PCR-Produkte wurden danach einer SAP-
Reaktion unterzogen. Das Enzym SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) inaktivierte
die nicht in der PCR eingebauten Nukleotide. Das Enzym wurde automatisiert
(Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)) pipettiert. Darauffolgend schloss sich eine
Primer-Extensionsreaktion an. Hierzu setzte der spezifisch entwickelte
Extensionsprimer unmittelbar vor dem zu untersuchenden SNP an. Mithilfe des
Enzym Thermosequenase wurden Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) und
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) an der allelspezifischen DNA gebunden. Die

entstandenen DNA Fragmente verschiedener Lange (mindestens 300 Da) wurden
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jeweils nach Wahl des Reaktionsmixes (ddNTPs oder dNTPs) um eine oder zwei
Basen verlangert. Vor der TOF-Messung wurde noch ein lonenaustauscherharz den
Proben zugegeben (SpectroClean™, Sequenom, Hamburg, D), um stérende
Kationen zu entfernen. Die MALDI TOF Analyse wurde durchgefihrt, in dem 1-2 nl
der Reaktionsprodukte auf Siliziumchips mit Hilfe vom Spectro Point Nanoliter
Pipetting Systems™ der Firma Sequenom (Hamburg) transferiert wurden. Die
Siliziumchips beinhalteten 384 Matrixspots, beladen mit der organischen Saure 3-
Hydroxypicolinsaure (3HPA). Die Aussetzung der Analyten in 3HPA fihrte zur Co-
Kristallisation der Matrix und den dazugemischten Analyten. Dazu wurden noch
Kalibranten aufgetragen, die aus einer Mischung von Oligonukleotiden bekannter
Masse bestanden und zur Kalibrierung des Systems dienten. Bis zu zehn dieser
Chips konnten in einen Probentrager aufgeladen und durch eine Vakuumschleuse in
das Massenspektrometer eingefihrt werden. Im Vakuum des MALDI wurden die
Analyten durch Laserbeschuss ionisiert. Durch den Laserbeschuss verdampfte die
Matrix explosionsartig und die zu untersuchenden Analytmolekile wurden
mitgerissen. Die Matrix sollte die Analytenmolekile von der Laserenergie schitzen,
sowie eine Interaktion der Molekile verhindern. Die entstandenen lonen, welche in
der Gasphase Ubergetreten waren (sog. Sublimation), wurden in einem elektrischen
Feld beschleunigt und weiter ins Flugrohr (sog. feldfreie Driftstrecke) tberfuhrt, in
dem sie abhangig vom Masse-/Ladungsverhaltnis (m/z) aufgetrennt wurden. lonen
mit hohem m/z-Werten trafen im Gegensatz zu lonen mit kleinen m/z-Werten
langsamer am Detektor an. Der TOF-Analysator (Time Of Flight-Analysator)
bestimmte die Zeit zwischen dem Start der lonen in der Quelle bis zum Eintreffen im
Detektor. Die unterschiedlich groRen DNA-Fragmente hatten eine entsprechend
unterschiedliche Flugzeit, die von einer Software aufgenommen und einem
spezifischen Genotypen zugeordnet wurde (Abbildung 3). Die
Genotypisierungsergebnisse wurden in einer Datenbank (Oracle) gespeichert und
Uber automatische Routinen auf ihre Qualitat geprift (Negativkontrollen,
Positivkontrollen, Ubereinstimmung von doppelten Proben, Test auf Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht) [384-386].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines MALDI TOF Massenspektrometers.

Die Analyten (Quelle) werden durch Laserbeschuss ionisiert, in einem elektrischen
Feld beschleunigt und ins Flugrohr tberfthrt. Im Flugrohr werden die Analyten-lonen
abhangig von Masse-/Ladungsverhéltniss (m/z) aufgetrennt. lonen mit hohen m/z
Werten treffen, im Gegensatz zu lonen mit kleinen m/z Werten, langsamer am
Detektor an. Der Detektor Ubermittelt dem Computer durch ein geeignetes Signal die

Daten und so kdonnen die verschiedenen Genotypen zugeordnet werden.
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6 Statistische Auswertung

6.1 Hardy Weinberg Gleichgewicht

Die Allel- und Genotypfrequenzen der Kontrollgruppe und der Patientengruppe
wurden auf das Einhalten des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts geprift. Um
herauszufinden, ob eine Population vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)
abwich, wurden die geschatzten und beobachteten Genotypfrequenzen miteinander
verglichen. Die erwarteten Genotypfrequenzen wurden aus den beobachteten

Frequenzen unter Anwendung der nachfolgend angegebenen Formel kalkuliert [240]:

P(AA)=p2

P(Aa)=2pq

P(aa)=02

Es gilt: p2 +2pg+ gq2=1

P(AA): erwartete Haufigkeit fir den Genotyp AA
P(Aa): erwartete Haufigkeit fur den Genotyp Aa
P(aa): erwartete Haufigkeit fur den Genotyp aa

p : beobachtete Haufigkeit fur Allel A

q : beobachtete Haufigkeit fur Allel a

Der p-Wert wurde als p<0,05 bestimmt.

Die Bedingungen unter denen dieses Gleichgewicht in einer Population konstant
gehalten werden konnte, waren folgende: Jedes Allel wurde mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 50% an einen Nachkommen vererbt; es fand keine Selektion
oder Mutation statt; es existierte eine Zufallspaarung und die Population war
unendlich grof3 [240, 387].

6.2 Bestimmung der Genotypverteilung, der Allelfrequenzen und des
Erbschaftsmodelles

Zum Vergleich der Genotypverteilung in den Fall-Kontrollgruppen wurde der
Pearson-Chi-Quadrat-Test verwendet. Der Fisher's Exakt Test wurde zum Vergleich

der Allelfrequenzen genutzt. Das Signifikanzniveau wurde fir alle Tests auf 0,05
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festgelegt (p<0,05). Die Odds Ratio wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
a=5% (Konfidenzintervall 95%) jeweils flr die biallelischen SNPs berechnet. Zum
Berechnen der statistischen Werte wurde das Programm SPSS 13.0 zu Hilfe
genommen.

Zur Bestimmung des wahrscheinlichen Vererbungsmusters wurde das Modell des
Akaike Informationskriterium (AIC) eingesetzt. 5 Vererbungsmodelle wurden
verglichen (kodominant, dominant, rezessiv, Uberdominat und log-additiv) und das
Modell mit dem Kleinsten AIC als wahrscheinlichstes angenommen. Um einer
Populationsstratifikation vorzubeugen, wurden die p-Werte fir eine adjustierte
Population nach mdglichen Konfounder (Alter, Geschlecht und Raucherverhalten)
angegeben. Fur diese Analyse wurde das SNPStats Programm verwendet

(http://bioinfo.iconcologia.net/en/SNPStats_web).

6.3 Multinominale logistische Regression

Der mdgliche Einfluss von Kovariablen, wie Alter Geschlecht und Rauchen, auf die
Manifestation der chronischen Parodontitis, wurde mit Hilfe einer multivariablen
Analyse berechnet. Dafur wurde die Differenz der 2 Log-Likehoods zwischen einem
endgultigen Modell und einem reduziertem Modell kalkuliert. Das reduzierte Modell
wurde berechnet, indem ein Parameter aus dem endgiltigen Modell weggelassen
wurde. Trotzdem war das reduzierte Modell dem endgiiltigen aquivalent, da das
Weglassen dieses Parameters nicht die Freiheitsgrade erhéhte. Fiur die Berechnung

wurde das Programm SPSS 13.0 verwendet.

6.4 Kopplungsungleichgewicht

Je dichter sich zwei Loci auf einem Chromosomenstrang befinden, umso geringer ist
die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination. Die Allelfolgen der zwei Loci werden
dann als Block auf die nachste Generation vererbt, was bedeutet, dass die zwei Loci
vollstandig gekoppelt sind was wiederum zum Kopplungsungleichgewicht flhren
kann. Das Kopplungsungleichgewicht (sog. linkage disequilibrium) wird als das
haufigere Vorkommen einer Allelkombination auf einem Haplotypen in einer
Population bezeichnet, als man es nach ihrer individuellen Allelfrequenzen statistisch

erwarten wirde. Unter dem Haplotyp versteht man die allelische Konfiguration
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entlang eines Chromosomenstranges bzw. eines Sequenzsticks auf einer
Chromatide [240].

Das Kopplungsungleichgewicht kann mit Hilfe von Lewontins
Disequilibriumskoeffizienten (D) gemessen werden. Dieser hat einen Dmin- und einen
Dmax -Wert und ist abhangig von den Allelfrequenzen, somit auch schwierig zu
interpretieren. Aus diesem Grund wurden neue Mal3zahlen fur LD gesucht, die
weniger allelabhangig sind, wie D’=D/ Dmax und r? (Korrelationskoeffizient)
=D2/(pApapBpb), bei denen p die verschiedenen Allelfrequenzen fir die jeweiligen
Allele (A, a, B, b) bestimmt. Ist D" oder r=1 oder nahezu gleich 1, dann besteht eine
Kopplung zwischen den zwei Loci. Betragt D” oder r=0 besteht keine Kopplung [240].
Das Kopplungsungleichgewicht wurde mithilfe des SNPStats Programms

(http://bioinfo.iconcologia.net/en/SNPStats_web) bestimmit.

6.5 Schatzung von Haplotypen

Haplotypen kénnen nicht immer exakt bestimmt werden, da es sich um eine Reihe
von Allelen handelt, die auf einem Chromosomenstrang vorhanden sind und bei
jedem Menschen fur jeweils zwei Chromosomenstrdnge doppelt auftreten.
Gewohnlich gibt es keine Konkreten Informationen, welches Allel auf welchem
Chromosomenstrang vorhanden ist. Lediglich bei homozygoten SNPs sind die zwel
Haplotypen bekannt, da es sich hier um das gleiche Allel handelt. Schwieriger wird
es bei mehreren heterozygoten SNPs, in denen die Anzahl der Varianten zu grof3
wird und somit der Haplotyp nicht mehr zu bestimmen ist. Aus diesem Grund wurden
in der Statistik zuerst die Haufigkeiten fir jeden Haplotyp mit der Hilfe von
Algorithmen wie den EM-Algorithmus geschatzt (Erwartung-Maximierungs-
Algorithmus) [240]. Die kumulativen Frequenzen wurden dazu genutzt, die Schwelle
fur die seltenen Haplotypen festzusetzen (Tabelle 36). Der haufigste Haplotyp wurde
automatisch als Referenz-Haplotyp ausgesucht und die seltenen Haplotypen wurden
in einer Gruppe zusammengepoolt. Erst dann war es mdglich, Assoziationsanalysen
in der Population fur die verschiedenen Haplotypen zu generieren [388]. In dieser
Studie wurde eine Assoziation der festgelegten Haplotypen mit der chronischen
Parodontitis fur die ganze Studienpopulation, sowie nach Korrektur nach Alter,
Geschlecht und Rauchverhalten, durchgefiihrt. Die Haplotypfrequenzen wurden
mithilfe des SNPStats Programms berechnet (http://bioinfo.iconcologia.net/
en/SNPStats_web).
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6.6 Bonferroni-Korrektur

Je mehr Hypothesen in einer Population getestet werden, desto grof3er ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass eine Hypothese falschlicherweise als richtig angenommen
wird. Um das Ansteigen des Fehlers bei multipler Testung zu vermeiden, wurde in
dieser Studie die Bonferroni-Korrektur angewandt, welche fir k Tests das globale
Signifikanzniveau a/k vorschreibt [240]. Das korrigierte Signifikanzniveau in dieser
Studie nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur wurde fur 8 Polymorphismen auf
0,006 festgelegt.
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7 Ergebnisse

7.1 Merkmale der Studienpopulation

Die Studienpopulation bestand aus insgesamt 939 Individuen kaukasischer
Abstammung. Davon waren 352 an Parodontitis erkrankt und 587 gehoérten der
Kontrollgruppe an. Der Altersdurchschnitt der Patienten mit Parodontitis betrug
52,3£14,5 Jahre und der Individuen der Kontrollgruppe 47,1+ 9,8 Jahre.

Die Studienpopulation teilte sich in 540 Manner und 371 Frauen auf. Bei den
Méannern handelte es sich um 153 an Parodontitis erkrankte und 387 nicht erkrankte
Individuen. Bei den Frauen waren 175 Individuen parodontal erkrankt und 196
gesund.

Als Raucher wurden insgesamt 142 Individuen identifiziert, davon wurden 100 als

parodontal erkrankt und 42 als gesund eingestuft (Tabelle 2).

Tabelle 2: Merkmale der Studienpopulation

Parodontitis Kontrolle
Anzahl 352 (37,49%) 587 (62,51%)
Frauen 175 (49,71%) 196 (33,39%)
Méanner 153 (43,47%) 387 (65,93%)
Raucher 100 (28,4%) 42 (7,16%)
Nicht Raucher 210 (59,66%) 306 (52,13%)
Keine Angaben zum
Rauchverhalten 42 (11,32%) 239 (40.81)
Altersdurchschnitt 52,4 (x14,5) 47,1 (+9,8)
Altersspanne 18-84 35-68
Geschlecht unbekannt 24 (6,81%) 4 (0,68%)
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7.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

In 5 von 8 Polymorphismen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung der Kontrollgruppe zu der erwartenden Verteilung der Genotypen. Somit
befanden sich beide Gruppen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Beim rs2274910 und rs2476601 zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Parodontitis Gruppe und beim rs13294 zeigte sich eine signifikante Abweichung
(p=0,0019) in der Kontrollgruppe (Tabelle 3).

Tabelle 3: Exakter Test fur Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Polymorphismus Parodontitis (P-Wert) Kontrolle (P-Wert)
rs11584383 0,63 0,79

rs11465804 1 0,71

rs2274910 0,014 0,24

rs9286879 0,37 0,9

rs3737240 0,14 0,19

rs13294 1 0,0019
rs2476601 0,0063 0,12

rs3024505 0,51 0,74

7.3 Polymorphismen des Chromosoms 1

7.3.1rs11584383

Mit Hilfe des MALDI TOF Systems konnte dem Polymorphismus rs11584383 drei
Genotypen zugeordnet werden (TT, TC, CC).

Tabelle 4 zeigt die Allelfrequenzen in der jeweiligen Gruppe. Vergleicht man die
beiden Gruppen, so waren keine signifikanten Unterschiede in den Allelfrequenzen
zu erkennen (p=0,92 und OR 0,99 [0,8-1,22]). Auch die Genotypverteilung wies keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen auf (p-Wert: 0,646)
(Tabelle 5). Nach der Genotypverteilung stimmt der Vererbungsmodus am ehesten

mit einem Uberdominanten Modus (AIC=721,1) Uberein (Tabelle 6).
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Tabelle 4: Allelfrequenz des rs11584383 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall, MA: Minorallel

Allelfrequenz
Parodontitis Kontrolle p-Wert OR(95% ClI)
T 483 (71,4%) 812 (71,2%) 0,92 1,01 (0,82-1,25)
MA: C 193 (28,6%) 328 (28,8%) 0,92 0,99 (0,8-1,22)

Tabelle 5: Genotypverteilung des rs11584383 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-
Test)

SNP Genotyp . p-Wert
Parodontitis Kontrollen
TT 171 (48,6%) 294 (50,1%)
TC 141 (40,1%) 224 (38,2%)
rs11584383 0,646
CC 26 (7,4%) 52 (8,9%)
fehlend 14 (4%) 17 (2,9%)

Tabelle 6: Genotypfrequenz des rs11584383 mit den verschiedenen

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

TT TC CcC
Parodontitis 171 (50,6%) | 141 (41,7%) 26 (7,7%)
Kontrolle 294 (51,6%) | 224 (39,3%) 52 (9,1%)
nicht-adjustiert (n=908) adjustiert (N=628)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,65 1204 0,73 723
Dominant 0,77 1202,7 0,63 721,4
Rezessiv 0,45 1202,3 0,65 721,5
Uberdominant 0,47 1202,3 0,46 721,1
Log-additiv 0,92 1202,8 0,86 721,6
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7.3.2. 1511465804

Fur den Polymorphismus rs114665804 wurden die Genotypen TT, TG, GG
identifiziert. Die Allelverteilung wies zwischen den beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede auf, trotz leicht erhéhten Odds Ratio (p=0,84, OR 1,04
[0,7-1,55]). Auch die Genotypverteilung war bei beiden Gruppen sehr &hnlich.
Anhand des AIC konnte am ehesten ein rezessiver Vererbungsweg (AIC=726,8)

definiert werden (Tabellen 7-9).

Tabelle 7: Allelfrequenz des rs11465804 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der

Studienpopulation

Allelfrequenz
Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
T 644 (93,9%) 1071 (94,1%) 0,84 0,96 (0,64-1,43)
MA: G 42 (6,12%) 67 (5,9%) 0,84 1,04 (0,7-1,55)

Tabelle 8: Genotypverteilung des rs11465804 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-
Test)

SNP Genotyp . p-Wert
Parodontitis Kontrollen
TT 302 (85,8%) 503 (85,7%)
TG 40 (11,4%) 65 (11,1%)
rs11465804 0,951
GG 1 (3%) 1 (2%)
fehlend 9 (2,6%) 18 (3,1%)
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Tabelle 9: Genotypfrequenz

des rs11465804 mit

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

den

verschiedenen

TT TG GG

Parodontitis 302 (88%) 40 (11,7%) 1 (0,3%)

Kontrolle 503 (88,4%) | 65 (11,4%) 1 (0,2%)

nicht-adjustiert (n=912) adjustiert (N=632)
Modelle p-Wert AlC p-Wert AIC

Kodominant 0,93 1213,6 0,84 728,8
Dominant 0,87 1211,7 0,94 727,1
Rezessiv 0,72 1211,6 0,55 726,8
Uberdominant 0,91 1211,7 0,97 727,1
Log-additiv 0,84 1211,7 0,87 727,1

7.3.3 152274910

Fur die Genvariante rs2274910 wurden drei Genotypen charakterisiert (CC, CT, TT).

Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und

Parodontitisgruppe in der Allelfrequenz beobachtet werden (p=0,17).

Die Genotypverteilung zeigte ein signifikant h&ufigeres Auftreten von Individuen, die

homozygot fur das Minorallel waren (Parodontitis:11,4%; Kontrolle:6,1%; p=0,014)

(Tabellen 11-12).

Zwei signifikante Assoziationen konnten in der Gesamtpopulation, sowie nach

Korrektur der Population hinsichtlich Alter, Geschlecht und Raucherverhalten fir zwei

Vererbungssmodelle (kodominant, rezessiv) gefunden werden. Da das rezessive

Model einen kleineren AIC Wert von 1189,7 in der Studienpopulation und 712,2 in

der korrigierten Population aufwies, konnte am ehesten von einem rezessiven

Erbgang fir den rs2274910 ausgegangen werden (Tabellen 10-12).
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Tabelle 10: Allelfrequenz des rs2274910 mit p-Wert und OR (CI1=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

Allelfrequenz

Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
C 470 (69,94%) 830 (72,93%) 0,17 0,86 (0,7-1,07)
MA: T 202 (30,06%) 308 (27,07%) 0,17 1,16 (0,94-1,43)

Tabelle 11: Genotypverteilung des rs2274910 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-

Test)
SNP Genotyp o p-Wert
Parodontitis Kontrollen
CcC 174 (49,4%) 297 (50,6%)
CT 122 (34,7%) 236 (40,2%)
rs2274910 0,014
TT 40 (11,4%) 36 (6,1%)
fehlend 16 (4,5%) 18 (3,1%)

Tabelle 12: Genotypfrequenz des rs2274910 mit den verschiedenen

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

AIC: Akaike Informationskriterium

CcC CT TT
Parodontitis 174 (51,8%) | 122 (36,3%) 40 (11,9%)
Kontrolle 297 (52,2%) | 236 (41,5%) 36 (6,3%)
nicht-adjustiert (n=905) adjustiert (N=626)

Modelle p-Wert AIC p-Wert AlC
Kodominant 0,011 1190,9 0,0075 713,1
Dominant 0,9 1197,9 0,89 720,8
Rezessiv 0,0041 1189,7 0,0033 712,2
Uberdominant 0,12 1195,6 0,081 717,8
Log-additiv 0,18 1196,1 0,26 719,6
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7.3.4 rs9286879

Fur den Polymorphismus rs9286879 wurden die Genotypen AA, AG, GG
charakterisiert. Betrachtet man die Allelverteilung in den zwei Studiengruppen, so
war eine eher gleichmallige Verteilung der Allele trotz leicht erhéhten OR von 1,23
beim Risikoallel zu erkennen (p=0,07). Die Genotypverteilung zwischen den beiden
Studienpopulationen wies ebenfalls keine signifikanten Unterschiede und somit auch
keine Assoziation zur chronischen Parodontitis auf. Anhand des AIC konnte fur die
Genvariante rs9286879 ein dominanter Erbgang angenommen werden (AIC=732,4)

(Tabellen 13-15).

Tabelle 13: Allelfrequenz des rs9286879 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

Allelfrequenz

Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
A 527 (76,38%) 919 (79,91%) 0,07 0,81 (0,65-1,02)
MA: G 163 (23,62%) 231 (20,08%) 0,07 1,23 (0,98-1,54)

Tabelle 14: Genotypverteilung des rs9286879 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-

Test)

SNP Genotyp o p-Wert

Parodontitis Kontrollen

AA 198 (56,3%) 366 (62,4%)

AG 131 (37,2%) 187 (31,9%)
rs9286879 0,311

GG 16 (4,5%) 22 (3,7%)
fehlend 7 (2%) 12 (2%)

57




Tabelle 15: Genotypfrequenz des rs9286879 mit den verschiedenen
Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

AIC: Akaike Informationskriterium

AA AG GG
Parodontitis 198 (57,4%) 131 (38%) 16 (4,6%)
Kontrolle 366 (63,6%) | 187 (32,5%) 22 (3,8%)
nicht-adjustiert (n=920) adjustiert (N=637)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,17 1219,7 0,28 734,4
Dominant 0,06 1217,7 0,11 732,4
Rezessiv 0,55 1220,9 0,8 7349
Uberdominant 0,093 1218,5 0,13 732,6
Log-additiv 0,071 1218 0,15 732,9

7.3.5 183737240

In den beiden Studienpopulationen konnten drei Genotypen CC, CT, TT fur den
rs3737240 bestimmt werden. Die Allelfrequenz zeigte keine Unterschiede zwischen
der Kontroll- und Parodontitisgruppe (p=0,58; OR:0,95; CI.0,78-1,5).

Die Genotypverteilung zeigte gleichfalls keine signifikante Assoziation in der
Studienpopulation mit einer chronischen Parodontitis (p=0,126). Der AIC Wert von
733 fur die Genvariante rs3737240 lasst eher auf ein rezessives Vererbungsmodell
schlieRen (Tabellen 16-18).

Tabelle 16: Allelfrequenz des rs3737240 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

Allelfrequenz
Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
C 425 (61,59%) 685 (60,3%) 0,58 1,06 (0,87-1,28)
MA:T 265 (38,41%) 451 (39,7%) 0,58 0,95 (0,78-1,5)
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Tabelle 17: Genotypverteilung des rs3737240 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-

Test)
SNP Genotyp . p-Wert
Parodontitis Kontrollen
CcC 124 (35,2%) 214 (36,5%)
CT 177 (50,3%) 257 (43,8%)
rs3737240 0,126
TT 44 (12,5%) 97 (16,5%)
fehlend 7 (2%) 19 (3,2%)
Tabelle 18: Genotypfrequenz des rs3737240 mit den verschiedenen

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

AIC: Akaike Informationskriterium

CC CT

TT

Parodontitis

124 (35,9%) | 177 (51,3%)

44 (12,8%)

Kontrolle 214 (37,7%) | 257 (45,2%) 97 (17,1%)
nicht adjustiert (n=913) adjustiert (N=635)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,11 1212,2 0,6 735
Dominant 0,6 1214,4 0,75 734
Rezessiv 0,076 1211,5 0,31 733
Uberdominant 0,076 12115 0,68 733,9
Log-additiv 0,58 1214,4 0,45 733,5

7.3.6 rs13294

Fur den Genpolymorphismus

rs13294 wurden

in der Studienpopulation die

Genotypen GG, GA, AA angetroffen. Auch fir diesen Polymorphismus konnten keine

Assoziationen, sowohl der Allelfrequenzen (p=0,52) als auch der Genotypfrequenzen

(p=0,166), mit einer chronischen Parodontitis beobachtet werden. Anhand des AIC

kam ein rezessives Vererbungsmuster in Betracht (AIC=657,8) (Tabellen 19-21).
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Tabelle 19: Allelffrequenz des rs13294 mit p-Wert und
Studienpopulation

OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

OR (CI=95%) in der

Allelfrequenz

Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
G 388 (62,99%) 614 (61,4%) 0,52 0,07 (0,87-1,32)
MA:A 228 (37,01%) 386 (38,6%) 0,52 0,93 (0,76-1,15)

Tabelle 20: Genotypverteilung des rs13294 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-Test)

SNP Genotyp . p-Wert
Parodontitis Kontrollen
GG 122 (34,7%) 205 (34,9%)
GA 144 (40,9%) 204 (34,8%)

rs13294 0,166
AA 42 (11,9%) 91 (15,5%)
fehlend 44 (12,5%) 87 (14,8%)

Tabelle 21. Genotypfrequenz des rs13294 mit den verschiedenen

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

AIC: Akaike Informationskriterium

GG

GA

AA

Parodontitis

122 (39,6%)

144 (46,8%)

42 (13,6%)

Kontrolle 205 (41%) 204 (40,8%) 91 (18,2%)
nicht adjustiert ( (n=808) adjustiert (n=568)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,13 1075,9 0,68 659,8
Dominant 0,7 1077,9 0,7 658,4
Rezessiv 0,086 1075,1 0,38 657,8
Uberdominant 0,097 1075,3 0,78 658,5
Log-additiv 0,54 1077,7 0,47 658,1
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7.3.7 152476601

Die Genotypen GG, GA und AA wurden fur den rs2476601 in der Studienkohorte
gefunden. Auch fir diesen Polymorphismus konnten keine Assoziationen bei der
Analyse der Allelfrequenzen (p=0,73) oder der Genotypverteilung (p=0,107)
beobachtet werden. Die Genvariante rs2476601 scheint mit einem Uberdominanten
Vererbungsmuster zu korrelieren (AIC=425,9). Ein vergleichsweise hoher Anteil der
Proben konnte fir den rs2476601 nicht genotypisiert werden (nicht genotypisierte
Proben=49,2%) (Tabellen 22-24).

Tabelle 22: Allelfrequenz des rs2476601 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

Allelfrequenz
Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
G 365 (95,05%) | 532 (93,33%) 0,27 1,37 (0,78-2,42)
MA:A 19 (4,95%) 38 (6,67%) 0,27 0,73 (0,41-1,28)

Tabelle 23: Genotypverteilung des rs2476601 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-
Test)

SNP Genotyp o p-Wert
Parodontitis Kontrollen
GG 176 (50%) 250 (42,6%)
GA 13 (3,7%) 32 (5,5%)
rs2476601 0,107
AA 3 (9%) 3 (5%)
fehlend 160 (45,5%) 302 (51,4%)
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Tabelle 24: Genotypfrequenz des rs2476601 mit den verschiedenen
Vererbungsmodellen in der Studienpopulation
AIC: Akaike Informationskriterium
GG GA AA
Parodontitis 176 (91,7%) 13 (6,8%) 3 (1,6%)
Kontrolle 250 (87,7%) 32 (11,2%) 3 (1,1%)
nicht adjustiert ( (n=477) adjustiert (n=384)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,23 646,1 0,55 427,7
Dominant 0,17 645,1 0,47 426,4
Rezessiv 0,63 646,8 0,63 426,7
Uberdominant 0,096 644.,2 0,32 4259
Log-additiv 0,3 645.,9 0,67 426,7

7.3.8 rs3024505

Fur den Polymorphismus rs3024505 wurden drei Genotypen zugeordnet (CC, CT,
TT). Auch bei diesem Polymorphismus fand sich keine signifikante Assoziation in der
Studienpopulation hinsichtlich der Allelfrequenz (p=0,93) und der Genotypfrequenz
(p=0,771). Der AIC Wert deutet auf ein dominantes Vererbungsmuster hin (Tabellen
25-27).

Tabelle 25: Allelfrequenz des rs3024505 mit p-Wert und OR (CI=95%) in der
Studienpopulation
OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall; MA: Minorallel

Allelfrequenz

Parodontitis Kontrolle p-Wert OR (95% CI)
C 589 (85,9%) 962 (84,98%) 0,6 1,07 (0,82-1,4)
MA:T 97 (14,3%) 170 (15,18%) 0,61 0,93 (0,71-1,22)
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Tabelle 26: Genotypverteilung des rs3024505 mit p-Wert (2x4 Felder Chi-Quadrat-

Test)
SNP Genotyp . p-Wert
Parodontitis Kontrollen
CcC 251 (71,3%) 407 (69,3%)
CT 87 (24,7%) 148 (25,2%)
rs3024505 0,771
TT 5 (1,4%) 11 (1,9%)
fehlend 9 (2,6%) 21 (3,6%)
Tabelle 27: Genotypfrequenz des rs3024505 mit den verschiedenen

Vererbungsmodellen in der Studienpopulation

AIC: Akaike Informationskriterium

CcC CT TT
Parodontitis 251 (73,2%) 87 (25,4%) 5 (1,5%)
Kontrolle 407 (71,9%) | 148 (26,1%) 11 (1,9%)
nicht adjustiert ( (n=909) adjustiert (N=630)
Modelle p-Wert AIC p-Wert AIC
Kodominant 0,82 12105 0,56 731,4
Dominant 0,68 1208,7 0,34 729,7
Rezessiv 0,58 1208,6 0,48 730,1
Uberdominant 0,79 1208,8 0,45 730
Log-additiv 0,6 1208,6 0,29 729,5

7.4 Die Genotypverteilung in der mannlichen Subpopulation

In der Subpopulation der Manner (n=540) wurde ein leicht signifikanter Unterschied
in der Genotypverteilung vom rs2274910 angetroffen. Auffallig war die erhohte
Mutantenfrequenz in der Parodontitisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (13,1%
vs. 5.9%; p=0,029). Die heterozygote Version des SNPs war fast gleichmalfig verteilt
und der Wildtyp war in der Kontrollgruppe (55%) prasenter (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Genotypverteilung in der méannlichen

Felder Chi-Quadrat-Test)

Subpopulation mit p-Wert (2x4

Parodontitis Kontrollen
SNP Genotyp p-Wert
N=153 N=387
1T 80 (52.3%) 188 (48.6%)
cC 8 (5,2%) 35 (9%)
fehlend 7 (4,6%) 14 (3,6%)
T 127 (83%) 325 (84%)
rs11465804 TG 21 (13.7%) | 46 (11.9%) 0,846
GG 0 (0%) 1 (3%)
fehlend 5 (3,3%) 15 (3,9%)
CcC 71 (46.4%) 213 (55%)
(52274910 CT 54 (35,3%) | 136 (35,1%) 0.029
TT 20 (13,1%) 23 (5,9%)
fehlend 8 (5,2%) 15 (3,9%)
AA 85 (55.6%) 227 (58.7%)
GG 4 (2,6%) 16 (4,1%)
fehlend 3 (2%) 10 (2,6%)
CcC 53 (34.6%) 137 (35.4%)
($3737240 CT 77 (50,3%) 168 (43,4%) 0,291
1T 20 (13,1%) 66 (17,1%)
fehlend 3 (2%) 16 (4,1%)
GG 54 (35.3%) 129 (33.3%)
(513294 GA 62 (40,5%) 137 (35,4%) 0.422
AA 19 (12,4%) 64 (16,5%)
fehlend 18 (11,8%) 57 (14,7%)
GG 80 (52.3%) 172 (44.4%)
rs2476601 GA 4 (2,6%) 20 (5,2%) 0,236
AA 1 (7%) 1 (3%)
fehlend 68 (44,4%) 194 (50,1%)
cC 110 (71.9%) | 268 (69.3%)
rs3024505 CT 36 (23,5%) 95 (24,2%) 0,709
TT 3 (2%) 6 (1,6%)
fehlend 4 (2,6%) 18 (4,7%)

64




7.5 Genotypverteilung in der weiblichen Subpopulation

Der rs2274910 zeigte einen signifikanten Unterschied der Genotypfrequenz in der
Frauensubpopulation mit einem p-Wert von 0,005 an (Tabelle 29). Homozygote CC-
Individuen waren mit einem Anteil von 52% in der Parodontitisgruppe und von 41,3%
in der Kontrollgruppe vertreten. Heterozygote CT-Individuen waren in der
Kontrollgruppe im Gegensatz zur Fallgruppe (50,5%) leicht h&ufiger vertreten und
homozygote TT-Individuen waren auch in der Parodontitisgruppe haufiger
anzutreffen (10,9%).

Die Genotypverteilung fir den rs9286879 war in der weiblichen Population signifikant
unterschiedlich zwischen PA-Patienten und gesunden Individuen (p= 0,037). In der
Kontrollgruppe war ein hoheres Vorkommen des homozygoten AA-Genotyps im
Vergleich zur Parodontitisgruppe zu beobachten (70,4% vs. 56,6%). Seltener
schienen die homozygoten Trager des mutierten Allels mit 3,1% vorhanden zu seien.
Heterozygote Trager waren etwas haufiger in der Parodontitisgruppe anzutreffen
(34,9%; p=0,037) (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Genotypverteilung in der Frauenpopulation mit p-Wert (2x4 Felder Chi-

Quadrat-Test)

Parodontitis Kontrollen
SNP Genotyp p-Wert
N=175 N=196
TT 81 (46.3%) | 105 (53.6%)
rs11584383 TC 70 (40%) 71 (36,2%) 0,317
cC 17 (9,7%) 17 (8,7%)
fehlend 7 (4%) 3 (1,5%)
TT 153 (87.4%) | 174 (88.8%)
rs11465804 TG 17.(9.7%) 19 (9.7%) 0,701
GG 1 (6%) 0 (0%)
fehlend 4 (2,3%) 3 (1,5%)
cC 91 (52%) 81 (41.3%)
($2274910 CT 58 (33,1%) 99 (50,5%) 0.005
TT 19 (10,9%) 13 (6,6%)
fehlend 7 (4%) 3 (1,5%)
AA 99 (56.6%) | 138 (70.4%)
(S9286879 AG 61 (34.9%) 50 (25,5%) 0.037
GG 11 (6,3%) 6 (3,1%)
fehlend 4 (2,3%) 2 (1%)
e 64 (36.6%) 76 (38.8%)
(53737240 CT 86 (49,1%) 86 (43.9%) 0.501
TT 21 (12%) 31 (15,8%)
fehlend 4 (2,3%) 3 (1,5%)
GG 61 (34.9%) 75 (38.3%)
1$13294 GA 72 (41.1%) 65 (33.2%) 0.449
AA 21 (12%) 27 (13,8%)
fehlend 21 (12%) 29 (14,8%)
GG 80 (45.7%) 78 (39.8%)
rs2476601 GA 9 (5,1%) 12 (6,1%) 0,706
AA 2 (1,1%) 2 (1%)
fehlend 84 (48%) 104 (53,1%)
cC 124 (70.9%) | 136 (69.4%)
($3024505 CT 44 (25,1%) 52 (26,5%) 0.610
TT 2 (1,1%) 5 (2,6%)
fehlend 5 (2,9%) 3 (1,5%)
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7.6 Genotypverteilung in der Subpopulation der Nichtraucher

Die Verteilung der Genotypen fur den rs2274910 war zwischen den
Studienpopulationen schwach signifikant unterschiedlich (p=0,048). In der
Parodontitisgruppe fanden sich deutlich mehr homozygote TT-Individuen (10% vs.
4,2%). Die Uubrigen Polymorphismen zeigten keine Unterschiede in der

Genotypverteilung zwischen den beiden Studiengruppen (Tabelle 30).

Tabelle 30: Genotypverteilung in der Subpopulation der Nichtraucher mit p-Wert (2x4

Felder Chi-Quadrat-Test)

Parodontitis Kontrollen
SNP Genotyp p-Wert
N=210 N=306
TT 99 (47.1%) | 155 (50.7%)
511584383 TC 83(39,5%) | 117 (38,2%) 0.814
cC 19 (9%) 22 (7,2%)
fehlend 9 (4,3%) 12 (3,9%)
TT 186 (88.6%) | 258 (84.3%)
rs11465804 TG 19 (9%) 35 (11,4%) 0,449
GG 1 (5%) 1 (3%)
fehlend 4 (1,9%) 12 (3,9%)
cC 107 (51%) 152 (49.7%)
TT 21 (10%) 13 (4,2%)
fehlend 9 (4,3%) 13 (4,2%)
AA 124 (59%) 193 (63.1%)
rS9286879 AG 70 (33,3%) 95 (31%) 0,215
GG 12 (5,7%) 8 (2,6%)
fehlend 4 (1,9%) 10 (3,3%)
CC 82 (39%) 114 (37.3%)
(53737240 CT 100 (47,6%) | 131 (42,8%) 0.181
TT 25 (11,9%) 49 (16%)
fehlend 3 (1,4%) 12 (3,9%)
GG 80 (38.1%) | 108 (35.3%)
(513294 GA 81 (38,6%) | 108 (35,3%) 0.501
AA 25 (11,9%) 47 (15,4%)
fehlend 24 (11,4%) 43 (14,1%)
GG 103 (49%) 166(54.2%)
rs2476601 GA 7 (3,3%) 24(7,8%) 0,053
AA 3 (1,4%) 3(1%)
fehlend 97 (46,2%) 113(36,9%)
cC 152 (72.4%) | 204 (66.7%)
TT 2 (1%) 8 (2,6%)
fehlend 4 (1,9%) 15 (4,9%)
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7.7 Genotypverteilung in der Subpopulation der Raucher

In der Subpopulation der Raucher konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Genotypverteilung beobachtet werden (Tabelle 31).

Tabelle 31: Genotypverteilung in der Subpopulation der Raucher mit p-Wert (2x4

Felder Chi-Quadrat-Test)

Parodontitis Kontrollen
SNP Genotyp p-Wert
N=100 N=42
T 54 (54%) 17 (40.5%)
rs11584383 TC 36 (36%) 19 (45,2%) 0,442
cc 5 (5,%) 4 (9,5%)
fehlend 5 (5%) 2 (4,8%)
T 80 (80%) 35 (83.3%)
rs11465804 TG 15 (15%) 4 (9,5%) 0,624
GG 5 (5%) 3 (7,1%)
fehlend 0 (0%) 0 (0%)
cC 43 (43%) 22 (52.4%)
rs2274910 CT 37 (37%) 16 (38,1%) 0,407
TT 14 (14%) 2 (4,8%)
fehlend 6 (6%) 2 (4,8%)
AA 51 (51%) 22 (52.4%)
rS9286879 AG 43 (43%) 15 (35.7%) 0,602
GG 3 (3%) 3 (7,1%)
fehlend 3 (3%) 2 (4,8%)
cC 29 (29%) 14 (33.3%)
rs3737240 CT 53 (53%) 20 (47,6%) 0,942
T 14 (14%) 6 (14,3%)
fehlend 4 (4%) 2 (4,8%)
GG 54 (35.3%) | 129 (33.3%)
($13294 GA 62 (40,5%) | 137 (35.4%) 0.422
AA 19 (12,4%) 64 (16,5%)
fehlend 18 (11,8%) 57 (14,7%)
GG 47 (47%) 26 (61.9%)
rs2476601 GA 5 (5%) 0 (0%) 0,134
AA 48 (48%) 16 (38,1%)
fehlend 0 (0%) 0 (0%)
cC 69 (69%) 26 (61.9%)
rs3024505 CT 23 (23%) 13 (31%) 0,800
T 3 (3%) 1 (2,4%)
fehlend 5 (5%) 2 (4,8%)
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7.8 Multinominale logistische Regression

Der maogliche Einfluss von Kovariablen wie Alter, Geschlecht und Rauchen auf die
Manifestation der chronischen Parodontitis wurde mit Hilfe einer multinominalen
Regressionsanalyse berechnet. Wie erwartet zeigte sich, dass Alter, Geschlecht und
Rauchen eine signifikante Bedeutung zur chronischen Parodontitis aufweisen. In
diesem Zusammenhang schien auch der rs2274910 mit einem p-Wert von 0,002
positiv mit der chronischen Parodontitis zu korrelieren (Tabelle 32).

Tabelle 32: Likehood-Quotienten-Tests
x?: Chi-Quadrat-Test; FG: Freiheitsgrade

-2Log-
Parameter Likehood far X2 FG p-Wert
reduziertes
Modell
Endgultiges
Modell 702,466 0,000 0
Geschlecht 744,938 42,472 1 0,000
Raucher 753,175 50,709 1 0,000
Alter 788,672 86,205 1 0,000
rs11584383 710,160 7,694 3 0,053
rs11465804 702,606 0,140 3 0,987
rs2274910 717,602 15,136 3 0,002
rs9286879 705,995 3,529 3 0,317
rs3737240 706,151 3,685 3 0,298
rs13294 705,231 2,765 3 0,429
rs2476601 706,767 4,301 3 0,231
rs3024505 703,098 0,631 3 0,889
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7.9 Kopplungsungleichgewicht in der Studienpopulation

Das SNP-Paar rs13294 und der rs3737240 hatten nach der D" Statistik einen Wert
von D=1 und R?=1 was eine vollstandige Kopplung darstellte. Es konnten keine

weiteren Ungleichgewichte gefunden werden (Tabellen 33-34).

Tabelle 33: D" Statistik fur die Kopplungsungleichgewichtanalyse der SNP

rs

rs

D’ rs rs rs rs rs rs

Statistik | 1158438 | 1146580 | 001910 | 0286879 | 3737240 | 2476601 | 3024505 13294
3 4

rs
1158438 * 0,21 0,04 0,05 0,02 0,18 0,19 0,01

3

rs
1146580 * * 0,08 0,07 0,13 0,33 0,01 0,14

4

s * * * 0,03 0,01 0,1 0,06 0,01
2274910

N * * * * 004 | 005 | 008 | 0,05
9286879

s * * * * * 0,16 | 0,08 1
3737240 ' ’

rs * * * * * * O 02 O 15
2476601 ’ '

rs * * * * * * * 0 07
3024505 '

rs * * * * * * * *

13294
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Tabelle 34: R Statistik fur die Kopplungsungleichgewichtanalyse der SNP

R rs rs rs rs rs rs rs rs

Statistik | 1198438 | 1146580 | oo0/910 | 9286879 | 3737240 | 2476601 | 3024505 13294
3 4

rs
1158438 * -0,03 0,04 -0,02 -0,01 -0,03 -0,05 0,01

3

rs
1146580 * * 0,03 -0,01 0,04 -0,02 0,01 0,04

4

s * * * 0,03 0,01 -0,02 -0,01 0,01
2274910

s * * * * 0,02 | 002 | -002 | 0,02
9286879

rs * * * * * -0,03 0,04 1
3737240 ' ’

rs * * * * * * -0,002 | -0,03
2476601 ' '

rs * * * * * * * O 03
3024505 '

rs * * * * * * * *

13294
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7.10 Schatzung von Haplotypen

In dieser Studie wurde eine Assoziation der festgelegten Haplotypen mit der
chronischen Parodontitis fur die ganze Studienpopulation, sowie nach Korrektur nach
Alter Geschlecht und Raucherverhalten, durchgefihrt. Die geschatzten

Haplotypfrequenzen werden in der Tabelle 35 aufgelistet.
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Tabelle 35: Haplotyp-Frequenz-Schatzung

Pa: Parodontitis Gruppe; Ko: Kontrollgruppe; Ku.FR: kumulative Frequenz

rs

rs

rs

rs

rs

rs

rs

11584 | 11465 | 22749 | 92868 | 37372 | 24766 | 30245 | Total Pa Ko :(:l;
383 804 10 79 40 01 05
1 T T C A C G C 0.1864 | 0.1464 | 0.1927 | 0.1864
2 T T C A T G C 0.126 | 0.1296 | 0.1303 | 0.3124
3 C T C A C G c 0.0743 | 0.0908 | 0.0836 | 0.3867
4 T T T A C G c 0.0737 | 0.0984 | 0.0596 | 0.4604
5 T T C G Cc G C 0.05 | 0.0702 | 0.0482 | 0.5104
6 Cc T C A T G C 0.0406 | 0.0362 | 0.0432 | 0.551
7 T T T A T G C 0.0375 | 0.0428 | 0.038 | 0.5885
8 C T T A C G C 0.036 | 0.0181 | 0.0307 | 0.6245
9 T T cC A C G T 0.0339 | 0.0333 | 0.0423 | 0.6584
10 T T C G T G C 0.0278 | 0.0215 | 0.0312 | 0.6862
11 C T T A T G C 0.0216 | 0.0391 | 0.0094 | 0.7078
12 C T C G C G C 0.0201 | 0.0106 | 0.0165 | 0.7279
13 T T T G C G C 0.02 | 0.0102 | 0.0247 | 0.7479
14 T T C A T G T 0.016 | 0.0265 | 0.0055 | 0.7639
15 T G C A C G C 0.0157 | 0.0239 | 0.0047 | 0.7797
16 T T C A T A C 0.015 NA 0.0166 | 0.7947
17 C T C G T G C 0.0146 | 0.0174 | 0.0143 | 0.8093
18 c T C A C G T 0.0141 | 0.0022 | 0.0139 | 0.8234
19 T T T A T G T 0.0126 | 0.0074 | 0.0145 | 0.836
20 C T C A T G T 0.0124 | 0.011 | 0.0122 | 0.8484
21 C T C A C A C 0.0122 | 0.0134 NA 0.8606
22 T T T G T G C 0.0109 | 0.0047 | 0.0153 | 0.8715
23 C T T G C G C 0.0106 | 0.028 | 0.0029 | 0.8821
24 T T C G C G T 0.0101 | 0.0151 | 0.0024 | 0.8921
25 T T T A C G T 0.0093 | 0.0109 | 0.0063 | 0.9015
26 T T C G T G T 0.0076 | 0.0133 | 0.006 | 0.9091
27 T G C A T G Cc 0.0075 NA 0.0102 | 0.9166
28 C T T A T G T 0.0059 NA 0.0115 | 0.9225
29 c T T G T G C 0.0059 | 0.0023 | 0.0067 | 0.9283
30 T T T A C A C 0.0056 NA 0.002 | 0.9339
31 T G C A C G T 0.0054 | 0.0056 | 0.0026 | 0.9393
32 C G T A T G Cc 0.0053 | 0.0036 | 0.005 | 0.9446
33 T T T G C A C 0.005 | 0.0077 | 3e-04 | 0.9497
34 c G C G C G C 0.0049 | 0.0027 | 0.0053 | 0.9545
35 T T C G C A Cc 0.0047 NA 0.0037 | 0.9592
36 T T C A C A T 0.0041 NA NA 0.9633
37 T T C G T A C 0.0036 | 0.0053 0 0.9669
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38 T T T G T G T 0.0033 | 0.0045 | 0.0032 | 0.9702
39 T G T A T G C 0.0032 | 8e-04 | 0.0054 | 0.9735
40 T G T G T G C 0.0031 | 9e-04 | 0.002 | 0.9766
41 C G C A C G c 0.0022 NA 0.0042 | 0.9788
42 C T C A T A c 0.0022 NA 0.0033 | 0.981
43 T G T A T A C 0.002 NA 5e-04 | 0.9829
44 T T T G C A T 0.0019 NA 0.0046 | 0.9848
45 T G T A T G T 0.0018 NA 2e-04 | 0.9867
46 T T T G C G T 0.0018 | 0.0027 NA 0.9885
47 T G T G C G C 0.0018 | 0.0057 NA 0.9903
48 T G C G T G C 0.0016 | 0.006 NA 0.9918
49 C G T G T G T 0.0015 | 0.0052 NA 0.9933
50 T G cC A T G T 0.0014 NA 0.0058 | 0.9947
51 Cc T C G Cc G T 0.0014 NA 0.005 | 0.996
52 T G T A Cc G C 0.0012 NA 0.0091 | 0.9972
53 T T C G T A T 0.001 NA NA 0.9982
54 T G C G T G T 7e-04 NA NA 0.999
55 C G cC A C A C 5e-04 0 NA 0.9995
56 Cc T C G Cc A T 3e-04 NA NA 0.9998
57 Cc G T G T G C le-04 | 0.0021 NA 0.9999
58 C T T A C G T le -04 NA 0.0057 1

59 C T T A C A C 0 NA 0,0113 1

60 T T C A C A C 0 0,0166 | 0,0122 1

61 T T C G C A T 0 NA 0,0014 1
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7.10.1 Assoziation der Haplotypen mit der chronischen Parodontitis

Da der rs3737240 und der rs13294 im Kopplungsungleichgewicht standen, wurde
eine 7-Punkt Haplotypanalyse durchgeflhrt. Es konnte eine positive Assoziation
zwischen den Haplotypen 3 (T,T,T,A,C,G,C), 5 (T, T,CG,C,G,C), 11 (C,T,T,AT,G,C)
und 20 (C,T,T,G,C,G,C) und der chronischen Parodontitis nachgewiesen werden. Bei
den Haplotypen 3 (T,T,T,A,C,G,C), 11 (C,T,T,AT,G,C) und 20 (C,T,T,G,C,G,C) ist
das in dieser Studie mit der Parodontitis assoziierte Minorallel T des rs2274910
enthalten (Tabelle 36).
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Tabelle 36: Haplotypen in der Gesamtpopulation (n=924)
FR: Frequenz; OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall

rs
11584383

rs
11465804

rs
2274910

rs
9286879

rs
3737240

rs
2476601

rs
3024505

FR

OR
(95%
cly

Wert

0,1853

0,124

0,76
(0,42-
1,40)

0,38

0,0763

0,48
(0,26-
0,9

0,023

0,0755

0,6
(0,33
1,1)

0,1

0,0518

0,36
(0,17-
0,79)

0,01

0,043

1,58
(0,62-
4,06)

0,34

0,0353

1,08
(0,44-
2,66)

0,86

0,0337

0,98
(0,38-
2,57)

0,97

0,0311

3,71
(0,77-
17,96)

0,1

10

0,0272

0,88
(0,28-
2,76)

0,83

11

0,0222

0,13
(0,03
0,65)

0,013

12

0,0194

6,54
(0,74-
57,98)

0,092

13

0,0181

1,26
(0,31-
5,15)

0,75
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14

0,0176

0,32
(0,09-
1,08)

0,066

15

0,0166

0,44
(0,14-
1,36)

0,15

16

0,0162

1,24
(0,26-
5,87)

0,79

17

0,0156

1,79
(0,37-
8,64)

0,47

18

0,0154

0,48
(0,13-
1,73)

0,26

19

0,0135

1,08
(0,3
3,90)

0,9

20

0,0131

0,02
(0,00-
0,33)

0,0054

21

0,0119

3,13
(0,2
48,03

0,41

22

0,0113

0,64
(0,12-
3,53)

0,61

23

0,0107

0,99
(0,16-
5,98)

0,99

24
selten

0,1155

0,89
(0,52-
1,5)

0,65
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7.10.2 Assoziation der Haplotypen mit chronischer Parodontitis in der
adjustierten Population (Alter, Geschlecht, Rauchen)

Auch in der adjustierten Subpopulation nach Alter, Geschlecht und Raucherverhalten
konnte eine Assoziation zwischen jeweils einem Haplotyp und der chronischen
Parodontitis gefunden werden. Der Haplotyp T,T,C,A,T,G,C (p=0,035) und der
Haplotyp T,T,T,A,C,G,C (p=0,014) wurden uberzufallig haufig bei Individuen mit einer
chronischen Parodontitis beobachtet (Tabelle 37).
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Tabelle 37: Haplotypassoziation in der adjustierten Population (Alter, Geschlecht und
Raucher)
FR: Frequenz; OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall

rs
11584383

rs
11465804

rs
2274910

rs
9286879

rs

3737240

rs
2476601

rs
3024505

FR

OR
(95%
o)

Wert

0,1724

0,1188

0,34
(0,12-
0,92)

0,035

0,0864

0,31
(0,12-
0,79)

0,014

0,0697

0,6
(0,33-
1,1)

0,1

0,0518

0,33
(0,10-
1,09)

0,068

0,0431

1,78
(0,18-
3,03)

0,72

0,0388

1,57
(0,42-
5,84)

0,5

0,0373

1,17
(0,33
4,09)

081

0,0372

1,89
(0,62-
5,79)

0,26

10

0,0304

4.4
(0,7-
27,79)

0,12

11

0,03

0,26
(0,06-
1,12)

0,071
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12

0,0231

4,45
(0,38-
51,53)

0,23

13

0,0193

0,33
(0,08-
1,33)

0,12

14

0,0178

15
(0,23-
9,7)

0,67

15

0,0159

0,32
(0,01-
10,91)

0,53

16

0,0147

6,22
(0,19-
198,81)

0,3

17

0,0145

0,00
(0,00-
3502,06)

0,42

18

0,0145

3,33
(0,16-
67,38)

0,43

19

0,0137

1,81
(0,09-
37,98)

0,7

20

0,0136

0,62
(0,10-
3,82)

0,61

21

0,01

4,46
(0,11-
181,18

0,43

22
selten

0,1179

0,45
(0,19-
1,06)

0,068
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7.11 Ergebnisse nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur

Das Signifikanzniveau in dieser Studie nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur
wurde fur 8 Polymorphismen auf 0,006 bestimmt. Auf den Kkorrigierten
Signifikanzniveau konnte nur noch fir den Polymorphismus rs2274910 eine
signifikante Assoziation der Genotypverteilung in der Subgruppe der Frauen
nachgewiesen werden (p=0,005).

Bei den Haplotypen betrug der neu ermittelte p-Wert 0,002. Hier konnte nach
Anwendung der Bonferroni-Korrektur fir kein Haplotypen eine signifikante

Assoziation mit der chronischen Parodontitis gefunden werden.
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8 Diskussion

8.1 Fragestellung und Studiendesign

Durch genomweite Assoziationsstudien kdnnen Kandidatengene identifiziert werden,
die eine wichtige Rolle bei der Pathogenese verschiedener Krankheiten spielen.
Durch genomweite Assoziationsstudien konnte auch die Erkenntnis gewonnen
werden, dass Krankheiten, die nicht unmittelbar verwandt sind, gleiche
Suszeptibilitdtsgene teilen kdnnen. Dies warf den Verdacht auf, dass Krankheiten
wie zum Beispiel Typ Il Diabetes und Tumoren oder Morbus Crohn und
neurologische Erkrankungen, ahnliche oder teilweise gleiche pathophysiologische
Verlaufe haben konnten [241].

Schon seit 1981 wird eine Assoziation von Morbus Crohn und Parodontitis diskutiert.
Beitman et al. konnten bei Morbus Crohn Patienten eine Gingivitis beobachten,
welche unbehandelt zur einer Parodontitis fuhrte [389]. Flemming et al. untersuchten
den Schweregrad der parodontalen Erkrankungen bei Patienten mit Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa. Bei 93,5 % der Morbus Crohn Patienten konnte an mindestens
einer Zahnoberflache ein klinischer Attachmentverlust von 2 mm festgestellt werden
und bei 28,3% der Patienten wurden Taschentiefen von mindestens 4 mm sondiert
[390]. Brandtzaeg wiederum postulierte Ahnlichkeiten auch hinsichtlich der
Immunantwort beider Krankheitsbilder [263]. Eine teilweise gemeinsame
immunologische Pathogenese der chronischen Parodontitis und des Morbus Crohn
konnte auf gleiche Suszeptibilititsgene verweisen. Ziel dieser Studie war es zu
testen, ob 8 Hoch-Risiko SNPs fur Morbus Crohn an der Manifestation der
chronischen Parodontitis beteiligt sind.

Da im Gegensatz zu direkten Assoziationsstudien bei genomweiten
Assoziationsstudien keine a priori Hypothese Uber die Identitdt der kausalen
Genvariante gestellt wird, konnten aus GWAs eine Vielzahl neuer potenziell
pathologischer SNPs gewonnen werden. Ungefahr 40% dieser assoziierten SNPs
befinden sich in intergenetischen Regionen und weitere 40% in nicht-kodierenden
Intron-Regionen. Nur 12% der SNPs sind lokalisiert oder stehen in engem
Kopplungsungleichgewicht mit proteinkodierenden Regionen [241, 391]. Diese
Erkenntnis ist ein Hinweis darauf, dass intergenetische und nicht kodierende

Regionen im Genom eine wichtige Rolle in der Manifestation einer Krankheit spielen
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kénnten und die genauere Rolle dieser SNPs naher, insbesondere in kandidatengen
Studien, untersucht werden sollte. In vorliegender Studie befanden sich drei in GWAs
identifizierte Polymorphismen auf intergenetischen Regionen (rs11584383,
rs9286879, rs3024505), weitere drei auf Exon Regionen (rs3737240, rs13294,
rs2476601) und zwei auf Intron Regionen (rs2274910, rs11465804).

In dieser Studie wurden Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) als Marker zur
Untersuchung ausgewahlt, welche momentan die am haufigsten gewahlten
Varianten in der genetischen Forschung sind. Eine weitere Form der Marker, die in
den letzten Jahren zunehmend haufiger in genetischen Studien herangezogen
wurden, waren Mikro- bzw. Minisatellitenpolymorphismen oder auch
Kopiezahlvariationen (Kapitel 2.5.1). Grund dafiur war die Feststellung, dass zwei
nicht verwandte Individuen sich auf der Basis der SNPs in circa nur 0,1%
unterscheiden, wohingegen auf der Basis der Kopiezahlvariationen der genetische
Unterschied bei ungefahr 1% liegt und somit erheblich grofier ist [213, 392].

Um einen moéglichen Zusammenhang zwischen den gewahlten Polymorphismen und
der chronischen Parodontitis erforschen zu kénnen, wurde in der hier vorgelegten
Studie die Methode einer direkten genetischen Assoziationsstudie angewandt.
Hierfur wurden 352 Patienten mit einer chronischen Parodontitis untersucht und mit
einer gesunden Kontrollgruppe von 587 Individuen verglichen. Es handelte sich also
um eine bevodlkerungsbasierte und nicht eine familienbasierte Studie, da die
Rekrutierung der Probanden einfacher und im gréReren MalRe mdglich war.

Es wurden Genotyp- und Allelfrequenzen fir die verschieden Polymorphismen in
beiden Gruppen berechnet und verglichen, um herauszufinden, ob ein
Polymorphismus haufiger bei Parodontitispatienten anzutreffen war als bei gesunden
Individuen. Da sich die untersuchten Polymorphismen alle am Chromosom 1
befinden, wurde zusatzlich eine Haplotypanalyse durchgefiihrt, um den
Zusammenhang zwischen den Haplotypen und chronischer Parodontitis
aufzuzeigen. Unter einem Haplotyp versteht man die allelische Konfiguration entlang
eines Chromosomenstrangs bzw. ein Sequenzstick auf einer Chromatide [240].

Um eventuelle falsch-positive Assoziationen aufgrund der Einwirkung von
Kovariablen zu vermeiden, wurden die wichtigsten Risikofaktoren fur eine chronische
Parodontitis bei der statistischen Auswertung als Kovariablen bericksichtigt (Alter,

Geschlecht, Rauchen). Als Confounder wird eine Variable beschrieben, die die
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Schatzung des relativen Risikos einer Genvariante beeintrachtigt, da sie mit der

Krankheit assoziiert ist und somit eine Einflussvariable darstellt [240].

8.1.1 Auswahl der Studienpopulation

Direkte Assoziationsstudien, die auf dem Prinzip des Fall-Kontroll-Designs aufbauen,
sind anfallig fur Stratifikation. Stratifikation ist ein Phanomen welches auftritt, wenn
durch unbemerkte Selektion der Probanden wie z.B. bei Auswahl der
Studienpopulation aus Ethnien mit einem hoheren Aufkommen der untersuchten
Genvariante oder einer erhohten Erkrankungspravalenz, es zu einer zufélligen
Verschiebung der Allelfrequenzen kommt, die nicht mit der Erkrankung in Verbindung
steht. Aus solchen Populationen kdénnen positive Assoziationen entstehen, ohne
dass ein tatsachlicher biologischer Zusammenhang zwischen den untersuchten
Genmarkern und der Krankheit vorhanden ist [240, 283]. Um sicherzustellen, dass
das Studienkollektiv in dieser Arbeit moglichst genetisch homogen und somit das
Risiko der Stratifikation minimiert war, wurden die Probanden ausschliefilich aus dem
suddeutschen Raum mit Studienteilnehmern kaukasischer Herkunft
zusammengestellt.

Die Genotypverteilung in der Kontrollgruppe sollte einem Hardy Weinberg
Gleichgewicht entsprechen, um systematische Fehler (Stratifikation) bei der
Zusammenstellung der Kontrollindividuen sowie Typisierungsfehler auszuschlie3en.
In dieser Studie zeigte sich bei der Untersuchung des rs13294 eine signifikante
Abweichung in der Kontrollgruppe. Diese Abweichung kann durch die erhéhte
Ausfallrate (14%) und die kleine Population erklart werden. Abweichungen vom HWE
konnen auch durch Datenfehler bzw. Genotypisierungsfehler, der Gegenwart von
Subpopulationen (Populationsstratifikation), Unterschiede in der
Geschlechtsverteilung oder selektiver Paarung begrindet werden [240]. Da die
weiteren 7 Polymorphismen keine Abweichungen aufwiesen, erscheint ein
prinzipieller systematischer Fehler in der Auswahl der Population aber eher
unwahrscheinlich zu sein.

Direkte Assoziationsstudien benodtigen eine hohe Fallanzahl, um eine starke
Aussagekraft (power) zu haben. Da haufig der Effekt der gesuchten Genvariante
gering ist, ist es schwer diesen in einer kleinen Population aufzuspuren. Gleichzeitig

kann durch das Phanomen des sogennanten ,jackpots“, welches die erste
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Arbeitsruppe ist, die eine signifikante Assoziation mit einem schwachen Locus
publiziert, die Rolle der Genvariante tberschatzt werden [283]. Die Uberbewertung
der Genvariante wird in Replikationsstudien gezeigt, die die zunachst beobachtete
Assoziation nicht bestatigen.

Die Heterogenitat des genetischen Hintergrunds einer Erkrankung erschwert
ebenfalls das Aufspuren von Assoziationen bei kleinen Stichproben. Die genetische
Heterogenitat kennzeichnet einen klinisch nicht unterscheidbaren Phé&notyp einer
Krankheit, der durch mehrere Genkombinationen entstehen kann. Heutzutage
besteht die Mdglichkeit aussagekraftige Studienpopulationen zu erhalten, indem
mehrere Populationen von verschiedenen Studiengruppen miteinander kombiniert
werden [213]. In dieser Studie wurden 352 Patienten mit einer chronischen
Parodontitis 587 Patienten aus der Kontrollgruppe gegenubergestellt, die
Kontrollgruppe war somit fast doppelt so grof3 wie die Patientengruppe. Die Anzahl
der Stichprobe von insgesamt 939 Individuen ist dennoch als kritisch anzusehen und
die hier beschriebenen Ergebnisse sollten zunéchst in Replikationsstudien verifiziert
werden.

Patienten und Kontrollindividuen miussen anhand einheitlicher Kriterien in die Studie
aufgenommen werden. In dieser Arbeit wurde zur Auswahl der Patienten mit dem
Phanotyp einer chronischen Parodontitis die Klassifikation der American Association
of Periodontology von 1999 genutzt [9]. Trotzdem stellt sich die Differenzierung der
aggressiven und chronischen Parodontitis haufig als schwierig dar, wie Mombelli et
al. betonten [393]. Die wichtigsten Merkmale, nach der Klassifikation der AAP, einer
aggressiven Parodontitis sind die familiare Haufung, der rapide Attachmentverlust
und der schnelle Knochenschwund im Gegensatz zur chronischen Parodontitis die
eher einen langsameren Verlauf aufweist [394]. Dennoch kann eine schwere Form
einer chronischen Parodontitis oft nicht sicher von einer aggressiven Form
unterschieden werden, da die klinischen Befunde einer subjektiven Beurteilung
unterliegen. Es scheint aber, dass eine aggressive Form der Parodontitis eher in
jungeren Jahren auftritt was in Kombination mit der familiaren Haufung bei der
Differenzierung der zwei Krankheitsentitaten helfen kann [395]. Ein weiteres Problem
in der Auswahl des Studienkollektivs ist die oft falschliche Einteilung eines erkrankten
Individuums in die Kontrollgruppe. Dies kann z.B. bei Patienten mit einer guten
Mundhygiene vorkommen wodurch die klinische Manifestation einer chronischen
Parodontitis unterdriickt wird oder wenn der Phanotyp erst in Kombination mit

85



Risikofaktoren wie z.B. Rauchen auftritt. Des Weiteren ist bekannt, dass eine
chronische Parodontitis eher im fortgeschrittenen Alter auftritt und somit ein zunachst
als ,gesund” eingestufter Patient zu einem spateren Zeitraum trotzdem noch
erkranken kann [206].

Winschenswert ware eine ausgewogene Alters- und Geschlechtsverteilung
zwischen der Patienten- und der Kotrollgruppe [396]. In dieser Studie betrug der
Altersdurchschnitt  in  der Kontrollgruppe 47,1 Jahre, wahrend in der
Parodontitisgruppe der Altersdurchschnitt bei 52,4 Jahren lag. Die Differenz von ca.
funf Jahren muss bei der Interpretation der Daten beriicksichtigt werden. Weiterhin
war die Geschlechtsaufteilung in der Parodontitisgruppe ausgewogener als in der
Kontrollgruppe und muss somit in den geschlechtsorientierten Verteilungen

einbezogen werden.

8.1.2 Validitat der verwendeten Genotypisierungsmethoden

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es mehrere Methoden fir die Genotypisierung der
SNPs. Fir diese Studie wurde das MALDI TOF MS System (matrix assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry) genutzt. Der grofl3e Vorteil der
MALDI TOF Methode liegt in der Fahigkeit, eine Vielzahl von SNPs in einem
einzelnen Experiment zu genotypisieren. Im Gegensatz zu anderen Methoden, wie
z.B. einer Polymerasekettenreaktion (PCR) mit fluoreszierenden Sonden in
Kombination mit einer Schmelzkurvenanalyse, basiert der Massenspektometer auf
der direkten Massenbestimmung von Produkten und nicht auf einer indirekten
Analyse, bei der fluoreszenz- oder radioaktivmarkierte Sonden interpretiert werden.
Dies bedeutet in der Praxis, dass bis zu 30.000 SNPs an einem Tag und mit
reduzierten Kosten genotypisiert werden kdnnen [397].

Um die Qualitat der DNA Proben sicherzustellen wurden diese standardmalig auf
Menge und Degradation Uberprift und einer Polymerasenkettenreaktion (PCR)
unterzogen. 10% der PCR-Produkte werden auf Agarosegelen (uberprift.
Anschlielend werden in den DNA Proben je 2% Negativ- und Positivkontrollen
eingebaut und circa 10% der Proben werden doppelt genotypisiert und auf Fehler
untersucht [384]. Diese Kontrollen im Arbeitsablauf erlauben es, von einer hohen

Qualitat der Ergebnisse auszugehen.
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Trotzdem weist die Genotypisierung mittels MALDI TOF des Polymorphismus
rs2476601 eine unbefriedigende Genotypisierungsquote von 50,8% auf. Die
Ergebnisse des rs2476601 mussen daher mit Vorsicht interpretiert werden. Eine
erneute Genotypisierung mittels einer anderen Methode, wie z.B. eine
Schmelzkurvenanalyse mit Hybridisierungssonden und einer PCR Amplifikation,
konnte die Ergebnisse fir diesen Polymorphismus verifizieren. Hier ergibt sich die
Maoglichkeit die Primer in einer Reihe von vor-Tests auf ihre Spezifitdt zu testen und
zu ermitteln. Diese Technik ist fur die Analyse einzelner Polymorphismen besonders

valide, ist aber gleichzeitig durch ihren hohen Aufwand teurer und zeitintensiver.

8.2 Vergleich der Frequenzen der Kontrollgruppen mit Kohorten der

Literatur

Fur verschiedene Loci kdnnen verschiedene Allel- und Genotypfrequenzen in
unterschiedlichen geographischen Populationen beobachtet werden. Zugleich wird
davon ausgegangen, dass sich Populationen mit &hnlichem ethnischem Hintergrund
in den Allelfrequenzen gleichen [240].

Mit Hilfe von Referenzpopulationen konnte die Allel- und Genotypfrequenzen unserer
Kontrollgruppe sowie der Minor- Allel- Frequenzen (MAF) den Populationen mit
ahnlichem geografischem Hintergrund gegentibergestellt und verglichen werden.

Als erster Vergleich wurde die CEU-Population gewahlt, die im Rahmen des
HapMap-Projektes untersucht wurde (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/
hapmappopulations.html.en). Bei der CEU-Population handelte es sich um 90
Personen aus Utah mit nord- und westeuropaischen Vorfahren (siehe Tabellen 38-
39).

Eine weitere Kontrollgruppe wurde von der genomweiten Assoziationsstudie von
Barret et al. [319] herangezogen. Hier handelte es sich um 4.829 Individuen mit
europaischen Vorfahren. Diese Studie gab keine Genotyp- sondern nur Allel-
Frequenzen an. Hier wurden 5 von 9 Polymorphismen beschrieben (Tabelle 38).

Die Kontrollgruppe dieser Studie wurde fir den rs3737240 und den rs13294 der
Kohorte von Fischer et al. [338], bei der 1465 (Panel 1) Individuen nordeuropéaischer
Abstammung untersucht wurden, gegentbergestellt. Auch in dieser Studie wurde nur

die Frequenz der Minorallelen angegeben. Die Kontrollgruppe fir den rs3024505
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wurde mit der genomweiten Assoziationsstudie von Franke et al. [354] verglichen, bei
der 15056 Individuen, alle europaischer Abstammung, untersucht worden sind. Auch
hier wurde nur die Minor-Allel-Frequenz angegeben (Tabelle 38).

Betrachtet man die Tabelle 38, welche die Verteilung der Allelfrequenzen zwischen
den verschiedenen Kohorten vergleicht, so erkennt man keine gro3eren
Unterschiede zu den Allelfrequenzen und der Genotypverteilung in der Population
der vorliegenden Studie. Auch die Genotypverteilungen zwischen der eigenen
Kontrollgruppe und der CEU- Population stimmen mehrheitlich Uberein. Die
Ubereinstimmung der Daten dieser Studie mit vorhandenen Daten der Literatur
deutet somit auf eine gleichmalige Zusammenstellung der Kohorte und auf eine
soweit fehlerfreie Genotypisierung hin.
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Tabelle 38: Vergleich der Allelfrequenzen der eigenen Kontrollgruppe mit der CEU-

Population ,der Barrett et al. Kohorte, der Fisher et al. und der Franke et al. Kohorte.

MA: Minorallel
eigene CEU- Barrett et. al Fisher et. al Franke et. al
SNP Allel )
Kontrollgruppe Population Kohorte Kohorte Kohorte

rs1158438 T 0,713 0,668 0,697 - -
3 MA:C 0,288 0,332 0,286 - -
rs1146580 T 0,941 0,925 0,933 - -
4 MA:G 0,059 0,075 0,079 - -
C 0,729 0,634 0,682 - -

rs2274910
MA:T 0,270 0,366 0,318 - -
A 0,799 0,796 0,757 - -

rs9286879
MA:G 0,200 0,204 0,243 - -
C 0,603 0,619 - 0,623 -

rs3737240
MA:T 0,397 0,381 - 0,377 -
G 0,614 0,619 - 0,615 -

rs13294

MA:A 0,386 0,381 - 0,385 -
G 0,933 0,883 0,899 - -

rs2476601
MA:A 0,067 0,117 0,086 - -

C 0,850 0,819 - - 0,843
rs3024505
MA:T 0,150 0,181 - - 0,157
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Tabelle 39: Genotyp- Frequenzvergleich zwischen eigener Kontrollgruppe und der
CEU-Population

SNP Genotyp eigene CEU-
Kontrollgruppe Population

TT 0,516 0,442

rs11584383 TC 0,393 0,451

CcC 0,091 0,106

TT 0,886 0,911

rs11465804 TG 0,114 0,089

GG 0,002 0,001

cC 0,522 0,384

rs2274910 CT 0,415 0,500

TT 0,063 0,116

AA 0,637 0,628

rs9286879 AG 0,325 0,336

GG 0,038 0,035

cC 0,377 0,376

rs3737240 CT 0,452 0,496

TT 0,171 0,133

GG 0,410 0,372

rs13294 GA 0,408 0,496

AA 0,182 0,133

GG 0,877 0,775

rs2476601 GA 0,112 0,216

AA 0,010 0,009

CcC 0,719 0,655

rs3024505 CT 0,261 0,327

TT 0,019 0,018
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8.3 Interpretation der Ergebnisse

8.3.1 Interpretation der Ergebnisse fur den rs2274910 und eventuelle Auswirkungen

auf die Pathogenese der chronischen Parodontitis

Einen ersten Hinweis darauf, dass der rs2274910 eine Assoziation mit der
Parodontitis haben konnte, stellt die signifikante Abweichung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts in der Parodontitisgruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe dar. Die
Genotypverteilung vor und nach Korrektur der Population hinsichtlich der
Risikofaktoren Alter, Geschlecht und Rauchen heben den rs2274910 als moglichen
Risikofaktor fiir eine chronische Parodontitis hervor. Ahnlich signifikante Ergebnisse
zeigten sich auch in der Genotypverteilung der Manner-, Frauen- und
Nichtraucherpopulation, in denen der Genotyp TT in der Parodontitisgruppe haufiger
anzutreffen war als in der Kontrollgruppe (Tabellen 28-30). Nach Korrektur der Daten
fur multiples Testen, konnte der rs2274910 als Risikofaktor in der Subpopulation der
weiblichen Individuen identifiziert werden. Ein mdglicher Einfluss des rs2274910 in
der Pathogenese der Parodontitis wurde auch nach Anwendung einer multivarianten
Analyse gezeigt. Diese Ergebnisse kdnnen unterschiedlich interpretiert werden: Der
rs2274910 konnte auf eine Mutation deuten die einen wirklichen Risikofaktor fur die
chronische Parodontitis darstellt oder einfach nur einen Bereich gleichzeitig vererbter
Loci reprasentieren, welche nur gemeinsam eine Rolle bei der Pathogenese der
Parodontitis spielen kdnnten. Dies geht aus dieser Studie nicht eindeutig hervor und
erfordert zukunftig weitere Untersuchungen.

Der rs2274910 befindet sich in der Intron Region vom proteinkodierenden Gen
Intelektinl, auch als Omentin-1 bekannt. Beim Omentin-1 handelt es sich um ein
Adipokin, das ausschliel3lich im viszeralen Anteil des weil3en Fettgewebes produziert
wird [325]. Omentin-1 scheint eine Rolle sowohl in der Regulation des Stoffwechsels,
als auch in der Immunantwort zu spielen.

Das Fettgewebe wird heutzutage als endokrines Organ im Korper angesehen,
welches Adipokine produziert und den Energiestoffwechsel reguliert. Omentin-1 kann
durch Steigerung der AKT-Phospholyrierung die Glukoseaufnahme der Adipozyten
erhéhen und ist auRerdem fur die Insulinsensibilitat der Zellen zustandig [325].
Omentin-1 ist im Blut nachweisbar und seine Konzentrationen sind bei fettleibigen

Patienten sowie bei Patienten mit Glukosetoleranz und Diabetes mellitus Typ2,
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vermindert [326, 398]. Omentin-1-Konzentrationen steigen hingegen bei fettleibigen
Patienten nach Gewichtverlust [399]. So werden Omentin-1-Konzentrationen mit
Diabetes mellitus und Fettleibigkeit in Verbindung gebracht, beides chronische
Erkrankungen, die mit einer chronischen Parodontitis assoziiert sind [130, 190, 191,
200]. Es ware denkbar, dass Omentin-1 indirekt durch Exazerbation chronisch
entzindlicher Krankheiten, die als Risikofaktor fur eine chronische Parodontitis
identifiziert wurden, eine chronische Parodontitis fordert. Eine erhdhte Konzentration
von Omentin-1 wird in mehreren Studien bei Parasiteninfektionen [400, 401] sowie
bakteriellen Infektionen [321, 402] und Asthma bronchiale [403] beschrieben.
Weiterhin gilt Omentin-1 als ein kalziumabhangiges Adipokin, das sich spezifisch mit
der Galaktofuranose bindet. Bei der Galaktofuranose handelt es sich um
Bestandteile von Pathogenen, die aber nicht bei Sdugetieren zu finden sind und als
bakterienspezifisch gelten. Es wurde postuliert, dass Omentin-1 spezifische
Pathogene und ihre bakteriellen Komponenten erkennt, die eine Schlisselrolle im
angeborenen immunologischen Abwehrmechanismus haben [323, 324, 404]. Die
Erkennung und Exposition gegentber bakteriellen Komponenten und ihre zentrale
Rolle in der Aktivierung des Immunsystems ist in der Progression einer chronischen
Parodontitis von grofRer Bedeutung. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kdnnte
angenommen werden, dass Verdnderungen in der Expression von Omentin-1 auch
in der Entwicklung einer Parodontitis mitwirken konnten.

Weitere Studien konnten zeigen, dass Omentin-1 anti-inflammatorisch auf
endotheliale Zellen wirkt [405]. Ferner fanden Zhong et al. in ihrer Studie heraus,
dass endotheliale Zellen, die mit Omentin-1 vorbehandelt und mit TNF-a stimuliert
wurden, signifikant die Expression der Adhasionsmolekile VCAM-1 und ICAM-1
reduzieren [406]. VCAM-1 und ICAM-1 sind von auf3erordentlicher Bedeutung im
frihen Stadium der Immunantwort und ermdglichen die Adh&sion von Leukozyten
und deren Diffusion in vaskulére endotheliale Zellen. Weiterhin wurde eine TNF-a
angeregte Adhasion von Monozyten auf endothelialen Zellen durch Omentin-1
inhibiert [406]. Beide Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Omentin-1 bei der
Abschwéachung der vaskularen Entzindungsreaktion beteiligt ist [407]. So kdnnte
vermutet werden, dass z.B. eine reduzierte Expression von Omentin-1 zu einer
verstarkten oder gar unkontrollierten Entziindung fihrt und die Entstehung einer

chronischen Parodontitis begiinstigen kann.
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Der rs2274910 wurde auch als Suszeptibilitatsgen fur Morbus Crohn, eine weitere
chronisch-entziindliche Krankheit identifiziert [319]. Interessant dabei scheint die
unterschiedliche Expression des Omentin-1 mRNAs, bei Patienten mit Morbus Crohn
(hohe Expression bei 25% der Erkrankten, niedrige Expression bei 50% der
Erkrankten, keine Expression bei 25% der Erkrankten), was die Rolle von Omentin-1
als potentiellen Kandidaten in chronisch entzindlichen Krankheiten bei Menschen
hervorhebt [324, 404].

Es wurde schon friiher postuliert, dass weitere Adipokine, zu denen auch Omentin-1
zugehort, wie Adiponektin und Visfatin, eine Rolle in der Entwicklung der Parodontitis
spielen konnen. Adiponektin wirkt durch Suppression von TNF-a, IL-6 und der
Stimulation von IL-1 Rezeptorantagonisten antiinflammatorisch und antidiabetisch.
Iwayama et al. zeigten, dass Adiponektin eine positive Auswirkung fur den Erhalt der
Homdostase im parodontalen Gewebe, in der Verbesserung von parodontalen
Lasionen und in der parodontalen Regeneration haben kann [408, 409]. Ferner
berichteten Yamaguchi et al., dass Adiponektin durch die beobachtete Verminderung
seiner Rezeptoren (AdipoR1, AdipoR2) im oralen Gewebe bei einer chronischen
Parodontitis seine Funktion nicht ausreichend nachgehen kann, was wiederum zu
einer moglichen Verschlechterung der parodontalen Situation fitlhren kann [409, 410].
Visfatin wurde in Enzindungszellen identifiziert und wird bei verschiedenen
entzindlichen Entitaten, unter anderem auch der chronischen Parodontitis, verstarkt
exprimiert [409]. In einer Studie von Nogueira et al. schienen orale Mikroorganismen
die Visfatinsynthese zu stimulieren, was eine mdgliche pathogenetische Rolle von
Visfatin unterstreichen wirde [411]. Eine weitere Studie konnte eine erhohte
Konzentration von Visfatin in der Sulkusflissigkeit von Patienten, die an einer
chronischen Parodontitis leiden, belegen. Die Autoren dieser Studie kamen zu dem
Schluss, dass Visfatin als ein potentieller Marker sowie als potentieller
Behandlungsansatz in der Therapie der Parodontalerkrankungen zuklnftig genutzt
werden konnte [409, 412, 413].

Wie genau sich das Omentin-1 auf die Entwicklung einer chronischen Parodontitis
auswirkt und welcher Zusammenhang zwischen den verschiedenen Polymorphismen
des rs2274910 und ihrer Auswirkung auf die Funktion von Omentin-1 besteht,

musste in zuktnftigen Studien erforscht werden.
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8.3.2 Interpretation der Ergebnisse fur den rs9286879 und eventuelle

Auswirkungen auf die Pathogenese der chronischen Parodontitis

In der Subpopulation der Frauen fand sich eine positive Assoziation mit der
chronischen Parodontitis fur den rs9286879, die allerdings nach Bonferroni-
Korrektur, nicht erhalten blieb. Der rs9286879 ist ein Polymorphismus, der sich
zwischen zwei Genen, FASLG und TNFSF18 befindet. Das Gen TNFSF18 spielt eine
Rolle bei der Immunantwort von T-Zellen. Das Gen FASLG reguliert die Apoptose
der T Zellen. Somit scheinen beide Gene in der Steuerung der Wirtsantwort beteiligt
zu sein [307, 328, 329].

Die Apoptose ist der sogenannte programmierte Zelltod, der zur Elimination
spezifischer Zellen fuhrt, ohne die Gewebestruktur und -funktion des Organismus zu
storen [414]. Der Komplex FAS-Rezeptor/FAS-Ligand ist einer der Pfade der
Apoptose. Der FAS Rezeptor wird von unterschiedlichen Zellen, wie Fibroblasten und
T-Zellen, exprimiert.

Die Apoptose stellt einen physiologischen Mechanismus dar und kann durch
Anwesenheit parodontal pathogener Bakterien beschleunigt werden und z.B.
dadurch eine Exazerbation einer marginalen Parodontitis fordern [415]. Eine Studie
konnte, Uber eine durch Aggregatibacter actinomycetemcomitans ausgeldste
Parodontitis in Ratten, eine hohere Produktion von apoptosefordernden Faktoren,
wie TNF-a und FASL, feststellen. Dieses Phanomen wurde mit erhéhtem
Knochenverlust in Zusammenhang gebracht und fuhrte zur Hypothese, dass die
Regulation der Apoptose eine &atiopathogenetische Bedeutung fur die Parodontitis
haben konnte [416]. Ferner wurde der Komplex FAS-Rezeptor/FAS-Ligand mit der
Entstehung einer chronischen Parodontitis in Zusammenhang gebracht [417]. Um
den genaueren Mechanismus des FASLG im parodontalen Gewebe und die
Auswirkung von rs9286879 in dessen Funktion zu verstehen, werden weitere Studien
bendotigt.

Das Protein, welches aus dem Gen TNFSF18 kodiert wird, ist ein Ligand fir den
Rezeptor TNFRSF18/AITR/GITR (auch bekannt als der glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor-related receptor ligand (GITR-L)) und in der Aktivierung der T-Zellen
beteiligt. GITR-L aktiviert den Rezeptor GITR und wird von Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert [418]. Die Aktivierung des GITR/ GITR-L
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Weges fihrt als Co-Stimulator zu einer Proliferation der T-Zellen und einer
Steigerung der Zytokinproduktion und veranlasst so eine Intensivierung der
Immunantwort [328, 419-421]. Gleichzeitig bewirkt eine GITR/GITR-L-Stimulation an
T-Gedéachniszellen eine Reduzierung oder sogar Inhibierung der Treg Zellen- Effekte,
da Treg Zellen eine Immunsupression einleiten und eine Gberschissige Immunantwort
kontrollieren konnen [419, 422, 423]. Es scheint, dass der GITR/GITR-L Weg
eventuell ein Ansatz fur die Manipulation der T-Zellenreaktion auf Pathogene darstellt
[328]. Denkbar ware beispielsweise, dass der GITR/GITR-L Weg in der Manipulation
der T-Zellen als Behandlungsansatz bei der chronischen Parodontitis genutzt werden
kann. Auch hier sind weitere Studien nétig, um einen genaueren Einblick in diesen
Mechanismus zu bekommen und (gleichzeitig herauszufinden, ob der
Polymorphismus rs9286879 eine funktionelle Auswirkung auf das Gen und seine
Produkte hat.

Der rs9286879 wurde auch als ein pathogenetisch haufiger Polymorphismus fur
entzindliche Darmerkrankungen, sowie Morbus Crohn identifiziert [319, 330].

8.3.3 Interpretation weiterer Ergebnisse

In dieser Studie konnte keine positive Assoziation zwischen einer chronischen
Parodontitis und den Polymorphismen rs3737240 und rs13294 nachgewiesen
werden. Beide Polymorphismen befinden sich am ECM1 Gen, welches wegen seiner
Interaktion mit der Matrixmetallproteinase 9 (MMP9) ein vielversprechender Kandidat
bei der Forschung der Pathogenese der chronischen Parodontitis darstellen wirde.
Beim MMP9 handelt es sich um Typ-IV-Kollagenasen, die bei der Knochenresorption
und im Geweberemodeling tatig sind [424, 425]. MMP9-Konzentrationen sind bei
einer parodontalen Entzindung erhoéht und reduzieren sich nach parodontaler
Therapie [424, 426]. ECML1 ist wichtig bei der Kontrolle von MMP9, da es seine
proteolytische Wirkung hemmt und so den Abbau parodontalen Gewebes verhindert
[337]. Rs3737240 und rs13294 fuhren zu einer nichtsynonymen Mutation und somit
zu einer Veradnderung des Proteinprodukts des ECM1 Gens. Beim rs3737240 wurde
der Verdacht geéul3ert, dass es sich um ein pathogenetisches SNP handeln kdnnte,
welches zu einer exzessiven Kollagenproduktion fuhrt [339]. Vorstellbar ware, dass

bei Patienten, die diese Mutationen tragen, eine chronische Parodontitis einen
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schwereren Verlauf haben konnte, da die positive Wirkung des ECM1 nicht mehr
gegeben ware. Eventuell ware eine Behandlung mit einem Ersatzprotein, welches
das ,defekte“ ECM1 Protein ersetzt, denkbar.

In dieser Studie konnte auch keine Verbindung zwischen dem rs11584383 und der
Pathogenese der chronischen Parodontitis festgestellt werden. Die funktionelle Rolle
dieses Polymorphismus ist insgesamt bis heute nicht abschlielend geklart. Das
einzige Merkmal, dass bei dem Polymorphismus rs11584383 und allen in dieser
Studie untersuchten Polymorphismen gleich war, war die Assoziation mit Morbus
Crohn und weiteren entziindlichen Erkrankungen, wie Colitis ulcerosa und multipler
Sklerose [295-297]. Eine Studie von Glas et al. konnte den IL-23 Rezeptor als
Suszeptibilitatsgen fur die chronische Parodontitis identifizieren. Der Polymorphismus
rs10489629 konnte mit der Pathogenese der chronischen Parodontitis sowie aber
auch des Morbus Crohn als Suszeptibilititsgen in einer kaukasischen Population
hervorgehoben werden und so Hinweise Uber die Bedeutung des IL-23 Rezeptors in
der Pathogenese der Parodontitis liefern [252]. Der in unserer Studie untersuchte
rs11465804 ist ein Polymorphismus, der sich in der Intron Region des IL-23 Rezeptor
befindet. Dieser Rezeptor bindet mit dem IL-23 und fuhrt zur weiteren Produktion
proinflammatorischer Zytokine. Diese Zytokine bewirken die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten an die Seite der parodontalen Infektion und regulieren so
die Immunantwort des Wirtes. Eine Dysfunktion dieses Rezeptors kénnte die
Entwicklung einer parodontalen Erkrankung stark beeinflussen [314]. Wie genau sich
dieser Polymorphismus auf den IL-23 Rezeptor auswirkt, ist noch unbekannt. In
dieser Studie konnte keine Verbindung des rs11465804 und der Pathogenese der
chronischen Parodontitis festgestellt werden [318-320].

Ein weiterer Polymorphismus ist der rs2476601, der zu einer nichtsynonymen
Mutation fuhrt, indem er auf Aminoséureebene fir Tryptophan statt fur Arginin
kodiert. Somit fuhrt er zur Produktion einer starker aktiven Phosphatase (sog.
PTPN22) die noch effektiver die T-Zellen-Aktivierung inhibiert [342, 344]. Wie genau
sich diese T-Zellen-Inhibierung auf die chronische Parodontitis auswirkt, ist nicht
bekannt, aber der rs2476601 scheint aktiv eine Rolle in weiteren entzindlichen
Krankheiten zu spielen, wie Diabetes mellitus Typ 1 und rheumatoide Arthritis, beides
Krankheiten die stark mit Parodontalerkrankungen assoziiert werden [345, 349, 350].

Es ware mdglich, dass der rs2476601 gleichzeitig mehrere entziindliche Krankheiten

96



beeinflusst. In dieser Studie konnte keine Assoziation zwischen den rs2476601 und
der chronischen Parodontitis belegt werden.

Der rs3024505 befindet sich am IL-10 Gen. Die Expression von IL-10 im parodontal
geschadigten Gewebe wird mit einer antiinflammatorischen Wirkung und daraus
resultierend mit einer Abschwachung des Attachmentverlusts verbunden [239]. So
wurden weitere Polymorphismen im IL-10 Gen als Suszeptibilitatsgene fir eine
chronische Parodontitis beschrieben, wie z.B. der IL-10-592 SNP, der die

Zytokinproduktion in Reaktion auf inflammatorische Stimuli verandern kann [239].

8.3.4 Interpretation der Ergebnisse der Haplotypanalyse
Eine tatsachliche Assoziation kann heutzutage durch einen einzelnen positiv

assoziierten Polymorphismus, nicht ausreichend geklart werden. Grund dafir ist,
dass ein positiv assoziierter Polymorphismus kein Indiz eines pathogenentisch
wirkenden SNP darstellen muss. Dieser SNP befindet sich moéglicherweise nur im
Kopplungsgleichgewicht mit dem tatséachlich kausalen SNP [427]. Darum werden
Haplotypanalysen genutzt, um zu erforschen, ob bestimmte Allelfrequenzen h&aufiger
bei erkrankten als bei gesunden Individuen auftreten. Da sich alle Polymorphismen
am Chromosom 1 befinden, war es in dieser Studie mdglich, eine Haplotypanalyse
durchzufihren, um herauszufinden, ob bestimmte Allelkombinationen der
Polymorphismen eher mit einer chronischen Parodontitis assoziiert sind. Auf dieser
Weise konnte festgestellt werden, dass die Haplotypen 3 (T,T,T,A,C,G,C), 5
(T,T,CG,C,G,C), 11 (C,T, T,AT,G,C) und 20 (C,T,T,G,C,G,C) mit einer hdheren
Wabhrscheinlichkeit an einer chronischen Parodontitis zu erkranken, korrelieren. Die
Haplotypen 3 (T,T,T,A,C,G,C), 11 (C,T,T,A,T,G,C) und 20 (C,T,T,G,C,G,C) enthalten
das Minorallel T des schon in der Einzelanalyse signifikanten assoziierten
Polymorphismus rs2274910. Nach Anpassung der Population hinsichtlich Alter,
Geschlecht und Rauchen zeigten der Haplotyp T,T,C,A, T,G,C mit einem p-Wert von
0,035, sowie der Haplotyp T,T,T,A,C,G,C mit einem p-Wert von 0,014 der auch das
signifikante T-Allel des rs2274910 in seiner Allelfrequenz tragt, weiterhin eine héhere
Wahrscheinlichkeit an eine chronischen Parodontitis zu erkranken. Allerdings
konnten diese signifikanten Assoziationen nach der Bonferroni-Korrektur nicht
aufrecht erhalten bleiben. Dieses Resultat kann auf unterschiedlichen Arten
interpretiert werden: Entweder haben diese Allelkombinationen keine wirkliche

Auswirkung auf eine chronische Parodontitis oder die verschieden SNPs kdnnen sich
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maoglicherweise durch Gen-Gen Interaktionen oder sog. Epistase gegenseitig

ausschalten [428].

8.4 Ausblick fur die Zukunft

In den letzten Jahren nahm die Anzahl der Studien, die sich mit der Erblichkeit von
Erkrankungen beschéftigen, exponentiell zu. Die Anzahl der genomweiten
Assoziationsstudien erstreckt sich auf mittlerweile 2111, wobei mehr als 2000
robuste Assoziationen fir Uber 300 komplexe Krankheiten identifiziert werden
konnten [429]. Addiert man die Studien, die andere Methoden zur Klarung der
Erblichkeit genutzt haben, wie z.B. direkte Assoziationen, wird das Ausmal3 der
generierten Daten verstandlich. Die anfangliche Euphorie schwand durch die
Erkenntnis, dass die identifizierten Loci haufig nur einen kleinen Teil der Erblichkeit
erklaren kdénnen. Es stellte sich sogar die Frage, inwiefern diese Daten Uberhaupt in
der Risikoeinschatzung oder in der klinischen Medizin verwendet werden kdnnen
[241, 429-432]. Die Ungeduld der langsamen Umsetzung der genomischen
Ergebnisse wird auch teils durch zu optimistische Szenarien fur die klinische
Anwendung dieser Ergebnisse und die steigernde Anzahl neuer Studien angefacht
[429, 433-436]. Fest aber steht, dass die meisten genomweiten Assoziationsstudien
gerade erst 5 Jahre alt sind, die Kklinische Umsetzung wissenschatftlicher
Entdeckungen jedoch geschatzte 17 Jahre brauchte [429, 437].

Die zum jetzigen Zeitpunkt aus 7 genomweiten Assoziationsstudien implementierten
Genvarianten konnen nur einen geringen Anteil der Erblichkeit der Parodontitis
erklaren. Weitere Studien mit einer deutlich héheren Anzahl (>10.000) an gesunden
und erkrankten Individuen muassten systematisch untersucht werden, um das
vollstandige Spektrum der kausalen Risikoallelen erfassen zu kénnen. Obwohl die
technische Ausristung hierfir erst seit 2006 vorhanden ist, gilt fir andere komplexe
chronische Erkrankungen, wie z.B. die entziindlichen Darmerkrankungen, die Suche
nach relevanten Genvarianten als bereits vollendet. Dies zeigt das mogliche Potential
derartiger Studien [438]. Erst mit der Erfassung aller Risikoallele, sowie deren
detaillierten Untersuchung, kdnnen in Zukunft Erkenntnisse tber die Entstehung und
Verlauf einer chronischen Parodontitis hervorbringen, sowie die komplizierten
Interaktionen der kausalen Genvarianten untereinander als auch mit Parametern wie

z.B. der Umwelt oder dem Lebensstil aufschliisseln. Genau auf diesen Erwartungen
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beruht auch die sog. ,personalisierte Medizin“ eine malgeschneiderte Therapie,
basierend auf Interaktionen zwischen genetischen-, klinischen- und Umweltfaktoren
die ein Individuum beeinflussen konnen [439, 440]. Eine Reihe hochentwickelter
Technologien (SNP-Genotypisierung, NextGen Sequenzierung, Omics Techniken,
humane orale Bakterien-ldentifizierungstests) wird in der personalisierten Medizin
eingesetzt, um genetische-, Protein- sowie Bakterienprofile zu generieren [440].
Diese Daten konnen in Bereichen wie der Prognose-Diagnose, der
Pharmakogenomik und der Gentherapie parodontalerkrankter Individuen eingesetzt
werden. Die einfachste Anwendung genetischer Informationen ist die Entwicklung
prognostischer Tests. Ein prognostischer Test, wie z.B. der bereits auf dem Markt
eingefiihrte 1L-1 Test, soll die Wahrscheinlichkeit eines Patienten an einer
chronischen Parodontitis zu erkranken aufzeigen und ihr individuell rasches
Voranschreiten vorhersagen. Ein positiver Test bedeutet aber nicht, dass der Trager
definitiv an einer chronischen Parodontitis erkranken wird, da ein Teil der nicht
erkrankten Individuen als ,Genotyp positiv® und ein Teil schwer Erkrankter als
,Genotyp-negativ‘ diagnostiziert werden koénnen [222, 441]. Erst nach der
Entschlisselung der chronischen Parodontitis auf genetischer Ebene wird es méglich
sein mit einem prognostischen Test Individuen vor dem Erkrankungsausbruch zu
erkennen und entsprechend die Umweltfaktoren, die zu einer unerwinschten
Aktivierung der problematischen Gene fuhren kénnen, zu modifizieren oder gar
auszuschalten [441, 442].

Der Einfluss systemischer Erkrankungen in der Entwicklung einer
Parodontalerkrankung ist gut etabliert. Die Wirkung der Parodontalerkrankungen auf
eine Anzahl systemischer Erkrankungen, wie z.B: Diabetes, kardiovaskulare
Erkrankungen, rheumatoide Arthritis und Osteoporose, gewinnt zunehmend an
Bedeutung. Diese doppelseitige Verlinkung der chronischen Parodontitis mit weiteren
systemischen Erkrankungen wird als ,parodontale Medizin® bezeichnet. Die
parodontale Medizin kbnnte dabei von grol3ter Relevanz sein, da parodontale
Erkrankungen leichter vermeidbar und in vielen Bereichen einfacher und
kostengiinstiger behandelbar sind als eine Vielzahl systemischer Erkrankungen.
[443]. Ein Beispiel in der parodontalen Medizin ist die Verbesserung der
glykdmischen Kontrolle bei Patienten mit Diabetes nach einer Parodontalbehandlung
[444]. Die zweiseitige Verlinkung kénnte durch das Teilen gleicher oder ahnlicher
genetischer Hintergriinde erklart werden oder durch gemeinsame Risikofaktoren- ein
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Phanomen bekannt auch als ,Pleiotropie” [443]. So wurden z.B. chromosomale
Regionen des IL10, die zuerst fur den Typ 1 Diabetes Mellitus [445] und entziindliche
Darmerkrankungen [354, 446] beschrieben wurden, spater auch fir die chronische
Parodontitis identifiziert [447, 448]. Die Rolle des IL-23R bei der Parodontitis und
weiteren entzindlichen Erkrankungen wurde im Kapitel 8.3.3 erlautert. Aus GWAs
werden heute generierte Daten zur Medikamentenentwicklung genutzt, um den
Rezeptor IL-23R an Patienten mit entztindlicher Darmerkrankung zu inhibieren [250,
429]. Dieser Ansatz konnte moglicherweise auch bei einer chronischen Parodontitis
erfolgreich sein. Ferner hat IL-23R mehrere Varianten, die teilweise protektiv oder
risikosteigend wirken. Eine Identifizierung dieser Varianten in der Zukunft kdnnte eine
Rolle bei der Entscheidung spielen, ob eine IL-23 spezifische Therapie sinnvoll ware
[429]. Es ware vorstellbar, dass die Behandlung der chronischen Parodontitis mit
solchen Ansétzen sich gleichzeitig positiv auf entzindliche Darmerkrankungen
auswirken konnte. Die parodontale Medizin eroffnet somit neue Wege in der
Préavention, sowie der Therapie vieler systemischer Erkrankungen.

Betrachtet man die oben genannten Beispiele so wird die Signifikanz der
genetischen Forschung verstandlich. Die Forschung des Erbguts bietet uns die
Moglichkeit, in der Zukunft Krankheiten mit innovativeren Mittel zu bek&dmpfen oder

sogar den Ausbruch dieser zu vermeiden.
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9 Zusammenfassung

Die chronische Parodontitis und weitere chronisch entziindliche Erkrankungen, wie
Morbus Crohn, stellen komplexe multifaktorielle Krankheiten dar. Obwohl pathogene
Bakterien und verschiedene Umweltfaktoren bei der Pathogenese der Parodontitis
mitwirken, kénnen diese nur einen Teil der Variabilitdt innerhalb von definierten
Populationen der Erkrankung erklaren. So spielen genetische Faktoren eine wichtige
Rolle bei der Entstehung einer chronischen Parodontitis.

In dieser Arbeit wurden die Polymorphismen rs11584383, rs11465804, rs2274910,
rs9286879, rs3737240, rs13294, rs2476601 und rs3024505 ausgewahlt, die alle auf
dem Chromosom 1 liegen und zuvor als Suszeptibilitatsgene fiir Morbus Crohn und
andere entzundliche chronische Krankheiten in genomweiten Assoziationsstudien
identifiziert wurden. Die DNA von 352 Patienten mit einer chronischen Parodontitis
und 587 gesunden Individuen, alle kaukasischer Herkunft, wurde untersucht. Die
Genotypisierung erfolgte mittels der MALDI TOF MS Technik.

Fur den Polymorphismus rs2274910 konnte eine signifikante Assoziation mit der
chronischen Parodontitis festgestellt werden, die sich risikoverstarkend auf die
Pathogenese einer chronischen Parodontitis auswirken konnte. Der rs2274910
befindet sich in der Intron Region vom proteinkodierenden Omentin-1-Gen. Bei
Omentin-1 handelt es sich um ein Adipokin, welches eine entscheidende Rolle in der
Immunantwort sowie in der Regulation des Stoffwechsels spielt. Omentin-1 wird mit
Diabetes mellitus Typ 2 sowie Adipositas in Verbindung gebracht, beides
Krankheiten die mit einer chronischen Parodontitis assoziiert sind.

Fur die Obrigen 7 Polymorphismen konnte keine Assoziation mit der chronischen
Parodontitis nachgewiesen werden. In der Haplotypanalyse war ebenfalls keine

Allelkombination mit der chronischen Parodontitis assoziiert.
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