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1. Einleitung

Die marginale Parodontitis ist eine durch gramnegative Bakterien verursachte
Infektionskrankheit des Zahnhalteapparats. Folge ist ein unterschiedlich aus-
gepragter Verlust von Alveolarknochen, Desmodont und umliegendem Weich-
gewebe. In schweren Fallen kann dies zum Zahnverlust fihren. In der Ergrin-
dung der genauen pathophysiologischen Vorgange ging man Jahrzehnte da-
von aus, dass die bakterielle Infektion die alleinige Ursache hierfur sei. Wider-
legt wurde dies bereits 1986 durch LOE et al., die feststellten, dass sich bei
Patienten trotz Anwesenheit der parodontopathogenen Erreger keine margina-
le Parodontitis entwickelte. Allem Anschein nach spielt eine inadaquate oder
gesteigerte Immunreaktion des Wirts dabei eine entscheidende Rolle (PAGE et
al., 1997). Es wurde bereits Uber eine genetisch bedingte Pradisposition fur
diese Erkrankung diskutiert (HART & KORNMAN, 1997).

Bei der Pathogenese der marginalen Parodontitis spielen Monozyten/
Makrophagen mit ihren Entzindungsmediatoren TNF-a bzw. IL-13 eine ent-
scheidende Rolle (SHAPIRA et al., 2001). In Anwesenheit von Lipopolysaccha-
riden (LPS) werden diese Uber den Weg des Transkriptionsfaktors NFkB syn-
thetisiert und freigesetzt (ROGLER et al., 1998; NICHOLS et al., 2001). Zur Er-
kennung der LPS und der damit verbundenen Mediatorfreisetzung sind spezi-
fische Rezeptoren notwendig: der transmembranal gelegene toll-like-receptor
4 (TLR4) vor allem bildet mit den Proteinen CD 14 und MD 2 einen wichtigen
Rezeptorenkomplex zur Erkennung von Lipopolysacchariden (ADEREM & ULE-
VITCH, 2000; ALIPRANTIS et al., 1999). Daneben gibt es Hinweise darauf, dass
auch im Zytosol gelegene Rezeptoren existieren, die auf bakterielle Toxine
reagieren konnen (PHILPOTT et al., 2000). So wurden die beiden Proteine NOD
1 und NOD 2 als solche erkannt (VAN HEEL et al., 2001; INOHARA et al., 2001).
NOD 1 wird nahezu in allen Geweben synthetisiert (INOHARA et al., 1999),
NOD 2 ist hauptsachlich in Monozyten/Makrophagen nachzuweisen (OGURA et
al., 2001).

In diesem Zusammenhang wird eine Punktmutation (3020insC) im NOD2/
CARD15 Gen beschrieben (HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001; HAMPE et
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al., 2001), die in vitro zu einer verminderten Leistung des NFkB bei Stimulation
mit Lipopolysacchariden fuhrt.

Diese Storung zieht eine mindere Synthese von proinflammatorischen Zytoki-
nen (TNF-q, IL-1B) nach sich. Bekanntermalien sind diese u.a. fur die Gewe-
bedestruktion bei marginalen Parodontitiden verantwortlich.

Die vorliegende Studie soll nun Aufschluss Uber den Zusammenhang zwi-
schen der NOD2/CARD15 3020insC-Mutation und chronisch marginalen Paro-
dontitiden geben. Zunachst wird der aktuelle Forschungsstand dargestellt.
Daran schlief3t sich die Beschreibung der Studienpopulation und des methodi-
schen Vorgehens an. In der abschlieRenden Diskussion der Ergebnisse wer-

den Konsequenzen und Perspektiven fur zuklnftige Studien aufgezeigt.



2. Die Pathogenese der marginalen Parodontitis

21 Zur Klassifikation der Parodontalerkrankungen

Eine marginale Parodontitis kann in verschiedenen Verlaufsformen auftreten.
Die altere, 1989 durch den World Workshop in Clinical Periodontics festgeleg-
te Nomenklatur basierte auf einer Klassifizierung der Parodontopathien nach
dem Lebensalter des Auftretens und der Progressionsrate (,frih beginnende®,
»=adulte“ Parodontitis). Diese Einteilung wurde 1999 beim International Work-
shop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions verworfen.
Die Bezeichnung ,adulte” Parodontitis wurde ersetzt durch den Begriff ,,chroni-
sche“ Parodontitis (lokalisiert bzw. generalisiert). Sie ist durch einen langsa-
men und schubweisen Verlauf gekennzeichnet. Aktive Zahnfleischtaschen fin-
den sich neben ruhenden, inaktiven Taschen (HELLWIG et al., 1999, S. 341).
Die Bezeichnung ,frih beginnende® Parodontitis wurde ebenfalls aufgegeben.
In dieser Gruppe fanden sich die ,prapubertare” (PP), die ,juvenile® (JP),
srasch fortschreitende” (RPP) und die ,refraktare” (RP) Parodontitis. Diese
Formen sind gekennzeichnet durch einen besonders foudroyanten Verlauf und
wurden daher zum Formenkreis der ,aggressiven® Parodontitiden zusammen-

gefasst.

2.2 Parodontalpathogene Mikroorganismen

Parodontitis, im Volksmund immer noch falschlicherweise bezeichnet als
,Parodontose’, ist eine bakteriell verursachte Entzindung des Zahnhalteappa-
rats (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994). Im Gegensatz zur Gingivitis sind bei der
marginalen Parodontitis alle Anteile des Parodontiums (Gingiva, Desmodont,
Wurzelzement, Alveolarknochen) betroffen.

Primare Ursache fur die Entstehung marginaler Parodontitiden ist die insuffi-
ziente Mundhygiene und die daraus resultierende Bildung von supra- als auch
subgingival gelegenen harten (Konkrement) bzw. weichen Belagen (Plaque).

Bleibt die regelmalige Entfernung der Belage aus, so fuhrt dies zu einem



Wechsel von der physiologischen, residenten bakteriellen Flora (aerobe,
grampositive Kokken und Stabchen) in eine pathogene Mikroflora.

Obwohl bereits mehr als 300 Bakterienspezies in der Mundhohle nachgewie-
sen wurden (DARVEAU et al., 1997), konnte bisher kein spezifischer parodon-
topathogener Keim identifiziert werden. Aus diesem Grund kann man hier
nicht, entsprechend den Henle-Koch’schen Postulaten, von einer spezifischen
Infektion sprechen (LOESCHE, 1999; MULLER, 2001, S. 19). SOCRANSKY (1979)
modifizierte diese Postulate flur die Pathogenese der marginalen Parodontitis.
Die Pathogene sollten zum einen nur in erkrankten Bereichen nachzuweisen
sein und Virulenzfaktoren aufweisen. Auf der anderen Seite sollte deren Elimi-
nation zu einer Ausheilung der Krankheit fihren. Eine zellulare oder humorale
Immunantwort auf das Pathogen sollte nur fur diesen einen Mikroorganismus
zutreffen und nicht fur andere.

Als Keime mit starker Assoziation zu Parodontitiden wurden, trotz uneinheitli-
cher Ergebnisse diverser Studien, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis und Bacteroides forsythus in einem Konsensuspa-
pier der American Academy of Periodontology festgelegt (AAP, 1996). Dane-
ben finden sich auch Campylobacter rectus, Prevotella intermedia sowie
Fusobacterium nucleatum bei fortschreitenden parodontalen Erkrankungen
(LOWENGUTH et al., 1995).

Anscheinend etablieren sich an parodontal erkrankten Zahnen anaerobe, teil-
weise mikroaerophile, gramnegative Keimspezies, wahrend im gesunden sub-
gingivalen Kompartiment bevorzugt grampositive Bakterien zu finden sind
(MULLER, 2001, S. 16).

2.2.1 Die Entstehung eines Biofilms

Die Anheftung an der Pellicleschicht, die sich innerhalb weniger Stunden nach
grundlicher Reinigung auf allen Glattflachen der Zahne ablagert, erfolgt initial
durch die residenten Mikroorganismen (DUAN et al., 1994; Hsu et al., 1994).
Den gramnegativen Bakterien ist es nun maoglich, sich Uber Fimbrien, Pili und

die so genannte Glykokalyx an die Pionierkeime zu heften (WHITTAKER et al.,
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1996). Sie organisieren sich mit den residenten Komensalen zu einem kom-
plexen, dulerst widerstandsfahigen Biofilm. Der Biofilm bietet den Bakterien
einen entscheidenden evolutionaren Vorteil. Es ist ihnen moglich, metabolisch
untereinander zu kooperieren (WHITTAKER et al., 1996). Die Versorgung der
einzelnen Kompartimente des Biofilms mit Nahrstoffen wird moglich durch die
Bildung eines primitiven Transportsystems (COSTERTON et al., 1995).

Der Biofilm ist keinesfalls als ein homogener Komplex zu verstehen, sondern
ist durch charakteristische Mikromilieus mit unterschiedlichem pH-Wert, Sau-
erstoffpartialdruck und Redoxpotential gekennzeichnet (DARVEAU et al., 1997;
MULLER, 2001, S. 14). Aullerdem bietet diese Komplexbildung den Bakterien
Schutz vor immunologischen Abwehrmechanismen des Wirts, als auch vor
antibiotischen Wirkstoffen (KHOURY et al., 1992). So schitzt dieser Komplex
vor Phagozytose und Abbau durch polymorphkernige Granulozyten. Seine
subgingivale Lage erschwert die Zuganglichkeit fir Mundhygienemalinahmen
und fordert letztlich die Bildung des Biofilms. Die Pathogenitat der Bakterien
kann dadurch drastisch gesteigert sein (MULLER, 2001, S. 14).

2.2.2 Virulenzfaktoren

Um pathogen zu werden, mussen die Bakterien Virulenzfaktoren aufweisen.
Zur bereits beschriebenen Adhasionsfahigkeit und der Vermehrung innerhalb
einer okologischen Nische (gingivaler Sulcus) gehort auch die Synthese von
toxischen Substanzen. So fuhren das Leukotoxin und immunglobulinspaltende
Substanzen zur Umgehung der Wirtsabwehr (MULLER, 2001, S. 22). Daneben
finden sich auch Enzyme, die direkt gewebsdestruierend wirken kénnen (neut-
rale Phosphatasen, Kollagenasen). Indirekt gewebeschadigend wirken oste-
oklastenaktivierende alkalische und saure Phosphatasen, die zum Abbau des
Knochengerlstes des Zahnhalteapparats fuhren.

Neben diesen von den Bakterien ausgeschiedenen Exotoxinen spielen Lipo-
polysaccharide (LPS) aus der Zellwand gramnegativer Bakterien bei der Akti-
vierung des Immunsystems und der damit verbundenen Ausschuttung von Zy-

tokinen eine wichtige Rolle. Lipopolysaccharide, auch Endotoxine genannt,
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sind hochmolekulare, thermostabile Substanzen, die sowohl pyrogen, als auch
immunogen wirken (OETHRINGER, 1997, S. 4). Zur Gruppe der Endotoxine zah-
len auch Proteoglykane, die ebenfalls aus der Zellwand gramnegativer Bakte-
rien stammen und immunologische Reaktionen auslésen kdnnen (PHILPOTT et
al., 2000).

3. Immunabwehrmechanismen

3.1 Gingivitis - eine Vorstufe der Parodontitis?

Die Auseinandersetzung des Organismus mit den pathogenen Belagen fuhrt
zu einer Entzindungsreaktion mit einem mehr oder weniger ausgepragten
Verlust des Zahnhalteapparates (Weichgewebe und Knochengewebe), der
letztlich zur irreversiblen Lockerung bis zum Verlust des Zahnes flhren kann.
Man ging viele Jahre davon aus, dass nahezu jeder Erwachsene zumindest
einmal in seinem Leben an einer infektidsen Entzindung des marginalen
Parodontiums (Zahnhalteapparat), also einer Entzindung der Gingiva (Gingivi-
tis) oder tieferliegender Anteile des Zahnhalteapparates (Parodontitis) er-
krankt. Nach dieser Theorie wurden die Gingivitis und Parodontitis als zwei
Stadien ein und derselben Erkrankung angesehen. Heute ist man aber davon
abgeruckt. So ist die Gingivitis nur in seltenen Fallen eine Vorstufe der Paro-
dontitis (MULLER, 2001, S. 36; SALvI et al., 1997). Bei manchen Patienten tre-
ten, trotz qualitativ vergleichbarer Mundhygiene zu parodontal Erkrankten,
auch bei langerbestehender Gingivitis keine, beziehungsweise nur geringfugi-
ge Verluste des Zahnhalteapparats auf (LOE, 1986; PAGE et al., 1997). Die pa-
rodontopathogenen Keime alleine sind allem Anschein nach nicht in der Lage,
eine destruktive Parodontitis auszuldsen.

Es ist offensichtlich, dass individuelle Modulatoren entscheidend fur die Etab-
lierung einer Parodontitis sind. Neben der Infektion mit parodontopathogenen
Keimen und insuffizienter Mundhygiene, spielt die kérpereigene Immunabwehr
eine aullerordentlich wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression einer
marginalen Parodontitis (HART et al., 1997; PAGE, 1991; SEYMOUR, 1991; DEN-
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NISON et al., 1997; WILLIAMS & PAQUETTE, 2000). Deshalb kann man in diesem
Zusammenhang auch von einer Immunopathogenese der marginalen Paro-
dontitis sprechen (SALvI et al., 1997). Zum besseren Verstandnis soll diese

nun naher betrachtet werden.

3.2 Critical Pathway: ein pathogenetisches Modell

Obwohl erst einige pathogenetische Modulatoren wirklich bekannt und in ihrer
Wirkung verstanden sind, hat man auf der Basis bislang gefundener Daten ein
neues pathogenetisches Modell entworfen. Der so genannte ,critical pathway”
ruckt von dem einfachen Prinzip aus Ursache und nachfolgender Wirkung ab.
Dieses Modell erlaubt, die pathogenetischen Vorgange der marginalen Paro-
dontitis aus einer anderen Perspektive differenzierter zu betrachten und zu
verstehen (OFFENBACHER, 1996; SALVI et al., 1997). Die Vernachlassigung der
Mundhygiene und die daraus resultierende Ablagerung von parodontopatho-
gener Plaque und Konkrementen im subgingivalen Bereich des Zahnhalses
stellen auch nach dem Modell des ,critical pathway“ primar krankheitsinduzie-
rende Ursachen der marginalen Parodontitis dar.

Die Bildung eines Biofilms mit stark virulenten Keimen setzt im subgingivalen
Kompartiment des Zahnhalteapparats eine Immunreaktion in Gang, die zur
Etablierung der Erkrankung fuhrt (OFFENBACHER, 1996; SALVI et al., 1997).
Beim Modell des ,critical pathway“ werden zwei verschiedene Phasen der Im-
munantwort unterschieden. Die aufgefuhrten Daten beruhen auf in vitro Beo-

bachtungen, sodass eine Erklarung der Zusammenhange Modellcharakter hat.

3.2.1 Die initiale Phase der Inmunabwehr - Etablierung der Gingivitis

Bei genauerer Betrachtung der zeitlichen Abfolge immunologischer Prozesse
fallt auf, dass die parodontopathogenen Keime zunachst nahezu vollstandig
durch das Saumepithel von den Zellen des Immunsystems getrennt sind. Die-
ses schlief3t die funktionelle Einheit Alveolarknochen-Wurzelzement-Desmo-
dont von der Mundhdhle durch feste Anheftung an der Zahnoberflache ab
(MULLER, 2001, S. 4). Die Aktivierung des Immunsystems fuhrt Gber die von
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den Bakterien freigesetzten Stoffwechselprodukte und Toxine. Neben gesattig-
ten, kurzkettigen Fettsduren (z.B. Butyl - oder Propylsaure) und Proteinen
(z.B. N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin [FMLP], Proteoglykane), stellt vor
allem das Lipopolysaccharid den potentesten Aktivator des immunologischen
Entzindungsprozesses dar (LOPPNOW et al., 1989; KORNMAN et al., 1997 b).
Diese Substanz fuhrt direkt am Saumepithel sowohl zur Freisetzung von Zyto-
kinen, also parakrinen Faktoren zur Proliferation bzw. Differenzierung von Ent-
zundungszellen, als auch zur Exprimierung spezifischer Oberflachenrezepto-
ren. So geben die Epithelzellen verstarkt Interleukine wie Interleukin-13 (IL-13)
oder Interleukin-6 (IL-6) zur Signalisierung der Infektion an Leukozyten ab
(ECKMANN et al., 1994; TONETTI et al., 1993; ABBAS et al., 1996, S. 302). Che-
mokine, chemotaktisch wirkende Zytokine, wie zum Beispiel Interleukin-8 (IL-
8), werden ebenfalls in groRen Mengen vom Saumepithel freigesetzt (ABBAS et
al., 1996, S. 304; KORNMAN et al., 1997b).

Die Zellen des gingivalen Epithels sind daneben in der Lage das so genannte
.inter Cellular Adhesion Molecule 1“ (ICAM1), ein Integrin, zu exprimieren.
Dieses ermoglicht die Adhasion von neutrophilen Granulozyten und Lympho-
zyten Uber das Integrin CD 11/18 und erleichtert somit den Austritt dieser Zel-
len in den gingivalen Sulcus.

Auch Endothelzellen des subepithelialen Gewebes konnen ICAM1 exprimie-
ren. Dies geschieht zum einen indirekt Uber proinflammatorische Zytokine (IL-
1, Tumor-Nekrose-Faktor-a [TNF-a]) oder zum anderen direkt Uber bakterielle
Toxine, die durch das Gewebe diffundieren.

Damit ist eine Leitschiene fur die Leukodiapedese geschaffen (MULLER, 2001,
S. 31; MOUGHAL et al., 1992; TONETTI, 1997). Nach dem Durchtritt der neutro-
philen Granulozyten durch das Endothel wandern sie auf das Zentrum der
Entzindung zu. Die Wanderungsrichtung wird vorgegeben durch einen Kon-
zentrationsgradienten der beteiligten Chemokine (IL-8) beziehungsweise
Oberflachenrezeptoren (ICAM1). Die Konzentration nimmt von der Oberflache
des Saumepithels zu den basalen Zellschichten hin ab. Neutrophile Granulo-
zyten wandern also in Richtung zunehmender Konzentration zum gingivalen

Sulcus (DANIEL & VAN DYKE, 1996; DENNISON et al., 1997; ISHIKAWA et al.,
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1997). Unterstutzt wird die gezielte Leukodiapedese auch von den chemotak-
tisch wirkenden Komplementfaktoren C3a und C5a. Die Komplementaktivie-
rung erfolgt sowohl Uber den alternativen (durch LPS), als auch uber den klas-
sischen Pfad, also Uber Antigen-Antikorperkomplexe (MULLER, 2001, S. 28 f.).
Nach der Einwanderung der neutrophilen Granulozyten in das Zentrum der
Infektion werden die opsonierten pathogenen Keime phagozytiert und durch
verschiedene oxidierende und nicht-oxidierende Enzymsysteme abgebaut
(DENNISON et al., 1997). Die Opsonierung erfolgt durch die Komplementfakto-
ren C3b oder C4b sowie durch Immunglobuline der Klasse 1gG4 und IgG,. Die
Fc-Domanen der IgG-Antikorper werden uber CD16 (FcyRIll) als auch CD32
(FcyRIIA) Rezeptoren von neutrophilen Granulozyten gebunden und die Bak-
terien in Phagolysosomen abgebaut (SANDERS et al., 1995; DENNISON et al.,
1997).

PMN setzen daneben geringe Mengen proinflammatorischer Zytokine wie IL-
1B und IL-8 frei, die modulierend auf T- und B-Lymphozyten wirken, die nun
auch vermehrt das Gewebe durchsetzen (PAGE, 1991). Wahrend dieser initia-
len Entzindungsphase ist auch die Sekretion der Sulcusflussigkeit, in der Zu-
sammensetzung dem Blutplasma ahnlich, erhdht. Diese fuhrt zur Ausschwem-
mung der proinflammatorischen Substanzen, sodass aus dem Gewebe weite-
re Entzindungszellen rekrutiert werden mussen.

Die Zellpopulation verschiebt sich in Richtung der B-Lymphozyten, die ver-
starkt Antikdrper bilden und somit die bakterielle Invasion ins Bindegewebe
verhindern kénnen (SALVI et al., 1997). Monozyten bzw. Makrophagen spielen
in dieser initialen Immunabwehrphase nur eine untergeordnete Rolle (MULLER,
2001, S. 33).

Gelingt es in dieser ersten Phase den mikrobiellen Angriff suffizient einzu-
dammen und eine weitere Invasion der Bakterien zu verhindern, so bleibt nach
dem Modell des ,critical pathway“ die Entziindung auf die marginale Gingiva
beschrankt (Gingivitis). Eine irreversible Zerstorung des Zahnhalteapparates
findet nicht statt (KORNMAN et al., 1997B; SALVI et al., 1997). Die Gingivitis kann
sehr lange stabil bleiben. Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

bilden zusammen mit den Immunglobulinen einen effektiven Abwehrwall ge-
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gen die pathogenen Mikroorgansimen (KORNMAN et al., 1997b). Misslingt je-
doch die Abwehr durch die PMN, so werden nachfolgend Immunabwehrme-
chanismen der zweiten Phase aktiv. Die Migration neutrophiler Granulozyten
gerat ins Stocken, die Menge an Chemokinen sinkt. Monozyten bzw.
Makrophagen werden vermehrt aus dem peripheren Blutzyklus rekrutiert und

durchsetzen das parodontale Gewebe (SALvI et al., 1997).

3.2.2 Die zweite Phase der Inmunabwehr - Etablierung der Parodontitis

Schlagt die Immunabwehr durch die PMN fehl, so konnen sich die Bakterien
weiter vermehren, es findet eine definitive Etablierung einer subgingivalen
Plaqueflora statt (MULLER, 2001, S. 37). Die Streptokokkenzahl nimmt ab, an-
aerobe Aktinomyzeten und gramnegative Kokken bzw. Stabchen kolonisieren
vermehrt die Plaque. Im Laufe der langerdauernden Entziindung kann dies zur
Umwandlung des Saumepithels in das so genannte Taschenepithel fuhren.
Dieses ist charakterisiert durch eine vermehrte Proliferationsrate im basalen
Bereich und erhohter Durchlassigkeit fur groRere Molekule (MULLER, 2001, S.
34). Bakterien konnen somit vermehrt das Epithel durchsetzen, hohere Kon-
zentrationen an bakteriellen Produkten, insbesondere der Lipopolysaccharide,
und Entzindungsmediatoren sind im parodontalen Gewebe nachzuweisen.
Die erhdhte Konzentration an LPS flhrt an Endothelzellen der subepithelialen
Blutgefasse zur Exprimierung zusatzlicher Integrine, unter anderem des ,En-
dothelial Cell Adhesion Molecule 1 (ECAM1). Analog zum ICAM1 bei den
neutrophilen Granulozyten, fuhrt das ECAM1 zur Diapedese von Monozyten,
den Vertretern des retikuloendothelialen Systems (RES) (KORNMAN et al.,
1997).

Die im Gewebe zu Makrophagen differenzierten Monozyten haben zwei
Hauptfunktionen. Zum einen phagozytieren sie eingedrungene Bakterien und
prasentieren CD4-Helferzellen bakterielle Antigene tUber MHC Il-Komplexe.
CD4-Helferzellen (Th1 und Th2) Gbernehmen die Regulation der zellvermittel-
ten und humoralen Immunantwort Uber Zytokine. Nach erfolgter Antigenpra-

sentation synthetisieren CD4-Helferzellen neben makrophagenaktivierenden
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(IL-2; Interferon-y [IFN-y]) und makrophagenhemmenden (IL-10, IL-4) Sub-
stanzen, auch proinflammatorische Zytokine (IL-1B8, TNF-a) (GEMMELL et al.,
1997). IFN-y qilt als der starkste makrophagenaktivierende Faktor (ABBAS et
al., 1996, S. 309). Desweiteren werden auch B-Lymphozyten bzw. Plasmazel-
len zur Bereitstellung spezifischer Antikdrper rekrutiert, die unter dem Einfluss
von Th2-zellspezifischen Interleukinen (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12) zur Klonbildung
angeregt werden (MULLER, 2001, S. 37; GEMMELL et al., 1997; LOEFFLER, 1999,
S. 553). Die Synthese spezifischer Antikdrper wird somit erleichtert. CD8 posi-
tive Zellen, also zytotoxische T-Zellen sind zwar im parodontalen Gewebe vor-
handen, sind aber aufgrund ihrer geringen Zahl wohl unwesentlich an der Ab-
wehr gegen die parodontopathogenen Mikroorgansimen beteiligt (MULLER,
2001, S. 37).

Zum anderen werden die Makrophagen unter dem Einfluss bakterieller Toxine
(LPS etc.) zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Enzyme angeregt.
Hierzu zahlen IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a, PGE, (Prostaglandin E2). Daneben
finden sich Matrixmetalloproteinasen (MMP 1 und 8)(TEMELES et al., 1993; VAN
HEECKEREN et al., 1993; REYNOLDS, 1997), die erstmals zu einem massiven
Abbau des kollagenen Anteils des parodontalen Gewebes (Knochen und Bin-
degewebe) fuhren. Unter dem Einfluss der proinflammatorischen Zytokine bil-
den jetzt auch neutrophile Granulozyten und parodontale Fibroblasten, die im
Gesunden protektive Funktion haben, Matrixmetalloproteinasen (REYNOLDS &
MEIKLE, 1997; PAGE et al., 1997).

Die so eingesetzte Gewebszerstérung findet ihr klinisches Aquivalent in der
Vertiefung des gingivalen Sulcus und der Entstehung einer Zahnfleischtasche.
Diese Veranderung zieht eine Verbesserung der Lebensbedingungen fir die
parodontopathogenen Mikroorganismen nach sich. Auf der einen Seite sind
die Uberwiegend anaeroben Keime vor Sauerstoffzutritt geschutzt, auf der an-
deren Seite sorgen die entziindlichen Prozesse wie bereits beschrieben, zur
Steigerung der Sekretion der Sulcusflissigkeit. Nahrstoffe stehen den Bakteri-
en nun vermehrt zur Verfugung (ISHIKAWA et al., 1997).

So wird der ,critical pathway“ zum Teufelskreis: Die verbesserten Lebensbe-

dingungen der Keime kdnnen fur eine weitere Verstarkung des bakteriellen
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Angriffs sorgen, die beschriebenen pathologischen Prozesse kdnnen erneut
so lange ablaufen, bis der Zahnhalteapparat vollstdndig um die Zahnwurzel
abgebaut ist. Zahnlockerung oder Zahnverlust sind die Spatfolge.

In diesem Modell des ,critical pathway“ wird deutlich, dass an mehreren Stel-
len des Krankheitsprozesses Storungen Einfluss auf den weiteren Verlauf der
Erkrankung nehmen koénnen, namlich immer dann, wenn das Gleichgewicht
zwischen bakteriellem Angriff und Immunabwehr zugunsten der Bakterien ver-
schoben wird. Ist das System der angeborenen Immunabwehr nicht in der La-
ge, bakterielle Produkte abzubauen, und bleiben diese somit in der parodonta-
len Tasche liegen, so kann das Entzindungsgeschehen chronisch weiter un-
terhalten werden. Bei akuten Exazerbationen fuhrt dies zum weiteren Abbau
von kollagenen Fasern und der tiefergelegenen Stutzgewebe (PAGE et al.,
1992).

Bakterielle Toxine leiten zwar die Immunabwehrreaktionen ein und ihre Anwe-
senheit ist Grundlage fur das Fortbestehen der Entzindung, aber dennoch
vermitteln endogene Substanzen die Entzindungsausbreitung und -aufrecht-
erhaltung.

Makrophagen stellen die Hauptquelle fur proinflammatorische Zytokine dar.
Sie sind mafgeblich fur die Regulation der Infektabwehr und der Gewebsdy-
namik verantwortlich (PAGE, 1991; ABBAS et al., 1996, S. 295; DANIEL & VAN
DYKE, 1996; SALVI et al., 1997). Aus diesem Grund sollen diese Zellen nun na-

her betrachtet werden.

3.3 Erkennung von bakteriellen Toxinen

Makrophagen werden in erster Linie durch bakterielle Toxine (LPS, Proteogly-
kane etc.) aktiviert, zum Teil aber auch durch Immunkomplexe, CD4-positive
T-Zellen, Zellverletzungen oder durch bereits freigesetzte Zytokine (ABBAS et
al., 1996, S. 302). Makrophagenspezifische Zytokine werden unter Normalbe-
dingungen nicht als praformierte Molekulle gelagert. Ihre Synthese bendtigt
eine vorubergehende Gentranskription (ABBAS et al., 1996, S. 290).
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Diese Transkription wird unter anderem nach Bindung bakterieller Toxine ein-
geleitet. Diese setzt das Vorhandensein von spezifischen Rezeptoren voraus,

die transmembranalen und die zytosolischen Toxin-Rezeptoren.

3.3.1 Toll-like-receptors (TLR) : transmembranale Toxin - Rezeptoren

Die toll-like-receptors gehoren zur Familie transmembranal gelegener Rezep-
toren, die bei Drosophila im Rahmen der Immunabwehr gegen Pilze eine Rolle
spielen (INOHARA et al., 2001). Inzwischen sind bereits zehn verschiedene
TLR-Subtypen beim Menschen identifiziert worden, wobei nur TLR2 und TLR4
in ihrer Funktion bei der Erkennung von bakteriellen Toxinen (LPS, Pepti-
doglykane, Lipoproteine und Lipoteichonsauren) durch  Monozy-
ten/Makrophagen genau verstanden sind.

Die Synthese proinflammatorischer Zytokine wird unter anderem Uber den
Weg des TLR4-MD2-CD14 Rezeptorenkomplexes vermittelt. Lipopolysaccha-
ride werden nach der Bindung an das aus dem Blutplasma, also auch aus
dem Sulcusfluid stammende LBP (LPS-bindendes Protein) von CD14 einge-
fangen (ADEREM & ULEVITCH, 2000; LORENZ et al., 2001; GUHA & MACKMAN,
2001). Durch die nachfolgende Anheftung an extrazellulare, leucinreiche Do-
manen (leucin-rich-repeats: LRR) des TLR4 mit seinem akzessorischen Prote-
in MD2 wird im Zytosol eine Enzymkaskade in Gang gesetzt, die zur Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors NFkB fuhrt. Dadurch wird die Transkription der
proinflammatorischen Zytokine unter anderem des IL-1, TNF-qa, IL-6 und IL-8
eingeleitet (ADEREM & ULEVITCH, 2000; GUHA & MACKMAN, 2001). Andere bak-
terielle Pathogene, etwa Proteoglykane werden von TLR2 gebunden. Auch die
dadurch in Gang gesetzte Enzymkaskade fuhrt zur Aktivierung von NFkB und
stimmt mit der des TLR4 weitgehend Uberein (s.u. Abschnitt 4.4) (ALIPRANTIS
et al., 1999; ALIPRANTIS et al., 2001; BocH et al., 2001).
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3.3.2 Die NOD-Familie (NOD1/NOD2): zytosolische Toxin-Rezeptoren

Neben den TLR existieren offensichtlich auch zytosolisch gelegene Toxin-
Rezeptoren. Hierzu zahlen NOD1 und NOD2. Beschrieben wurden diese spe-
zifischen Rezeptoren erstmals in der Botanik (OGURA et al., 2001b). Hier spie-
len sie eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen Bakterien, Viren und
Pilze (INOHARA et al., 2001; OGURA et al., 2001b).

NOD1 wurde im Zusammenhang mit dem so genannten Apaf-1 entdeckt. A-
paf-1 (,Apoptotic protease activating factor 1“) gleicht in seinem Aufbau dem
so genannten CED-4 Protein, das fur die Induktion der Apoptose, also den na-
turlichen Zelltod bei Wurmern verantwortlich ist (INOHARA et al., 1999). Das
Apaf-1 aktiviert durch Phosphorylierung die Procaspase 9. Dieses Enzym ge-
hort zur Gruppe der Cystein-Proteasen, die zellulare Proteine abbauen und
somit wesentlich am Abbau von defekten Zellen beteiligt sind (YOSHIDA, 2003).
Beim Menschen sind mehrere dieser Proteasen bekannt (INOHARA et al., 1999;
YOSHIDA, 2003). Bei der Suche nach weiteren Aktivatoren der Cystein-
Proteasen stie® man auf das NOD1 (INOHARA et al., 1999; INOHARA et al.,
2000).

NOD1 und Apaf-1 ahneln sich stark in ihrem Aufbau und in ihrer Funktion.
Beide werden in allen ausdifferenzierten Geweben gebildet. NOD1 ist aus 953
Aminosauren zusammengesetzt. Dabei kann man verschiedene funktionelle
Einheiten unterscheiden.

An ihrem N-terminalen Ende weisen sie eine so genannte ,Caspase Recruit-
ment Domain® (CARD) auf. Diese Region ist fur die Bindung der inaktiven Vor-
stufen der apoptosespezifischen Enzyme verantwortlich und kann somit als
Effektorregion bezeichnet werden. NOD1 bindet Uber diese Effektorregion nur
Procaspasen, die uUber ahnlich aufgebaute CARD-Regionen verfugen. Es
konnte eine Interaktion mit der Procaspase-9 nachgewiesen werden (INOHARA
et al., 1999). Fur die Bindung der Procaspasen ist neben der CARD-Region
auch die daran angeschlossene ,Nukleotide-Binding-Domain“ (NBD), die auch

,NOD“ Domane genannt wird, essentiell. Ein in der NOD-Region gelegener
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,P-Loop”“ ist fur das Aktivierungspotential des NOD1 Proteins verantwortlich
(s.u. Abb. 1).

Die CARD-Region des NOD1 stimmt auch mit der CARD-Region der so ge-
nannten RICK (RIP-like Interacting CLARP Kinase), auch Rip2 oder CARDIAK
bezeichnet, Uberein. Dabei handelt es sich um eine Serin -Threonin Kinase,
die sowohl die Apoptose, als auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFkB einleitet. NOD1 ist in der Lage, RICK Uber die CARD-Region zu binden
und dadurch NFkB indirekt zu aktivieren. Der genaue biochemische Vorgang
ist noch nicht geklart (INOHARA et al., 1999; INOHARA et al., 2002).

An die zentrale NBD-Region des NOD1 folgen C-terminal 10, im Aufbau stark
variierende, leucinreiche Domanen (Leucin-Rich-Repeats [LRR]). Im Gegen-
satz dazu findet sich bei Apaf-1 eine Sequenz mit 40 Aminosauren, die typi-
scherweise mit der Kombination Tryptophan-Aspartat (WD40) endet. Diese
Region ist fur die Hemmung der durch Apaf-1 initiierten Aktivierung der Pro-
caspase-9 verantwortlich (INOHARA et al., 1999; INOHARA et al., 2000). Aus de-
fekten Mitochondrien freigesetztes Cytochrom c, ein Triggersignal der Apopto-
se, bindet an die WD40 Region und erlaubt erst dann die Aktivierung der Pro-
tease. Die leucinreichen Domanen des NOD1 sind vermutlich, ahnlich wie bei
den TLR, fur die Bindung spezifischer bakterieller Toxine verantwortlich. So
wurde nachgewiesen, dass NOD1 in Anwesenheit von Lipopolysacchariden
verschiedener Bakterien in vitro zu einer verstarkten Aktivierung von NFkB
und der Procaspase 9 fuhrte (INOHARA et al., 2001). NOD1 scheint ein zytoso-

lischer Rezeptor flr Lipopolysaccharide zu sein.

1 CARD NBD LRRs 953

15 106 171 490 657 931

Abbildung 1: Struktur des NOD1 (in Anlehnung an INOHARA et al. , 1999)

OGURA et al. (2001b) stie3en bei der Suche nach Genen, die fur NOD1 homo-
loge Proteine kodieren, auf ein Eiweil3, das zu 34 % der Aminosauresequenz

des NOD1 entsprach. In Chromosom 16 fand man eine Sequenz, die zur Ex-
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pression eines Peptids fuhrte, dessen NBD-Region signifikant mit der des
NOD1 Ubereinstimmte. Aus diesem Grund wurde dieses Protein, zusammen-
gesetzt aus 1040 Aminosauren, als NOD2/CARD15 bezeichnet und der
NOD1/Apaf-1-Familie zugeordnet. Im Gegensatz zu NOD1/Apaf-1, ist NOD2
nur bei Monozyten bzw. Makrophagen nachweisbar.

Der Hauptunterschied zwischen NOD1 und NOD2 liegt darin, dass NOD2 Uber
zwei N-terminale CARD-Regionen verfligt, gefolgt von einer zentral gelegenen
Nukleotidbindenden Region (NBD) mit integriertem P-Loop (siehe NOD1). C-

terminal weist auch das NOD2 Protein eine Abfolge von 10 leucinreichen Do-

manen auf.
1 CARDI1 CARD?2 NBD LRRs 1040
28 124 127 220 273 577 744 1020

Abbildung 2: Struktur des NOD2 (in Anlehnung an OGURA et al., 2001b)

NOD2 ist wie NOD1 in der Lage den Transkriptionsfaktor NFKB nach Interakti-
on mit RICK zu aktivieren. Daflr sind im Fall des NOD2 beide CARD Regio-
nen notwendig (OGURA et al., 2001 b). Die Procaspase 9 gilt, wie bei NOD1,
auch bei NOD2 als Kopplungsagens der Apoptose (INOHARA et al., 2001).

Es wurde nachgewiesen, dass die von NOD2 abhangige NFkB Aktivierung
durch Stimulation mit Lipopolysacchariden und Proteoglykanen ausgelost
werden konnte (INOHARA et al., 2001). Die Vermutung liegt nahe, dass hierfur
die Domane der LRR’s verantwortlich ist, die bei den toll-like-Rezeptoren Pro-
tein-Protein Interaktionen ermoglicht. Welche molekularen Prozesse hinter der
unterschiedlichen Erkennung von LPS und Proteoglykanen zwischen NOD1
und NOD2 stehen, ist noch unklar (OGURA et al., 2001b; INOHARA et al., 2001).
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3.4 Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB und seine Auswirkun-

gen

Der Transkriptionsfaktor NFkB, ein Protein-Dimer (p50/p60), liegt gebunden an
ein Inhibitorprotein, das so genannte IkB, im Zytosol vor. Die Abspaltung die-
ses Enzyms erfolgt nach Phosphorylierung durch den Enzymkomplex IKK.
Dabei handelt es sich um IkB Kinasen (IKK), die sich aus den Untereinheiten
IKKa, IKKB und IKKy zusammensetzt (ROGLER et al., 1998; OGURA et al.,
2001b). IKKa und IKKB sind fur die Phosphorylierung zustandig, wobei IKKy
die regulatorische Untereinheit darstellt.

Nach Abspaltung des IkB gelangt das nun aktive NFkB in den Nukleus (s.u.
Abb. 3). Hier interagiert NFkB mit Promotorregionen der DNA und fiahrt zur
Transkription mehrerer, fur proinflammatorische Zytokine kodierender Gene:
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, Makrophagen-CSF (Colony Stimulating Factor
[MCSF]), Makrophagen-Granulozyten-CSF (MGCSF), MCP-1 (Monocyte
Chemotactic Protein 1) und ICAM1 (ROGLER et al., 1998). Das IL-1 Iasst sich
noch in zwei Untergruppen unterteilen: IL-1a und IL-1B3, wobei IL-1 a nach
dem aktuellen Stand der Wissenschaft im Rahmen der Pathogenese margina-
ler Parodontitiden keine wichtige Rolle spielt (GEMMELL et al., 1997).

Die durch bakterielle Pathogene aktivierten TLR fuhren Uber das Kopplungs-
molekil MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88) nach Durchlauf mehrerer
durch Kinasen getragener Reaktionen zur Aktivierung des NFkB. Dabei wird
die IKKB-Untereinheit des IKK-Komplexes durch Phosphorylierung aktiviert
und fuhrt folgend zur Abspaltung des IkB.

IL-18 bzw. TNF-a sind mit Hilfe eigener spezifischer Oberflachenrezeptoren
gleichermalden in der Lage, NFkB Uber den TLR-NFkB-Reaktionsweg zu akti-
vieren (autokrine oder parakrine Aktivierung)(GUHA et al., 2001). Sowohl bei
IL-1B-Rezeptoren, als auch bei TNF-a-Rezeptoren dient MyD88 als Kopp-
lungsmolekul. Die Reaktionswege uberschneiden sich an der Stelle der IRAK
(IL-1 Receptor Associated Kinase) mit dem Reaktionsweg der TLR (s.u.
Abb. 3).
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Daneben werden durch die TLR auch andere Transkriptionsfaktoren wie Elk-1,
JNK und AP-1 aktiviert (GUHA et al., 2001; BocH et al., 2001), auf die aber
nicht naher eingegangen werden soll.

Unabhangig von dem uber IRAK flhrenden Reaktionsweg kann NFkB durch
NOD2 aktiviert werden. Nach Interaktion mit RICK wird IkB ebenfalls durch
den IKK Komplex phosphoryliert und von NFkB abgespalten (OGURA et al.,
2001b; INOHARA et al., 1999). RICK scheint chemisch mit der IKKy Untereinheit
zu reagieren und dadurch die Abspaltung des IkB zu erlauben (OGURA et al.,
2001b). Man kann also von einem NOD2-RICK-NFkB Reaktionsweg sprechen
(INOHARA et al., 2001; s.u. Abb. 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der NFkB Aktivierung durch bakterielle Toxine an
Makrophagen (in Anlehnung an GUHA et al., 2000; VAN HEEL et al., 2001; BOCH
et al., 2000).

[TRAF6: TNF-Receptor Associated Factor 6; P: Phosphorylierung]
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Die freigesetzten proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B sind die
Protagonisten des chronischen parodontalen Entziindungsgeschehens. Sie
sind die Schlusselregulatoren der Immunabwehr schlechthin, konnen aber
auch, je nach Konzentration, gewebsschadigende Wirkung haben. Beide Zy-
tokine wurden in erhohter Konzentration im Sulcusfluid und im parodontalen
Gewebe bei chronischen Parodontitiden nachgewiesen (SCHWARTz et al.,
1997; TERVAHARTIALA et al., 2001) und sind im Rahmen der Pathogenese wohl
am besten erforscht (BocH et al., 2000; SALVvI et al., 1997; GEMMELL et al.,
1997; WALKER et al., 2000). Die Wirkung der beiden Substanzen kann als
synergistisch bezeichnet werden. Wie bei anderen Zytokinen auch, haben sie
autokrine und parakrine Wirkung.

Unter physiologischen Bedingungen, das heil3t, bei niedrigen Konzentrationen,
liegt die Hauptfunktion der Zytokine in der Entzindungsforderung. Interleukin
18 und TNF-a fihren zur Exprimierung von ICAM1 an Endothelzellen und
Fibroblasten. Damit konnen weitere polymorphkernige Granulozyten in das
Entzindungsgeschehen eingreifen. Au3erdem férdern beide die Bildung von
Prostaglandin E, durch Fibroblasten. PGE, fuhrt an den subepithelialen Gefa-
Ren zu Vasodilatation und erhdhter Permeabilitat. Dies erleichtert somit auch
die Leukodiapedese (GEMMELL et al., 1997; SALVI et al., 1997).

TNF-a und IL-1B8 verursachen sowohl an Makrophagen selbst (autokrine Wir-
kung), als auch an Fibroblasten (parakrine Wirkung) die Freisetzung von IL-6.
Plasmazellen werden unter dem Einfluss von IL-6 zu vermehrter Synthese von
Immunglobulinen angeregt. TNF-a und IL-13 kdnnen somit auch die humorale,
adaptive Immunabwehr verstarken (GEMMELL et al., 1997).

Auf der anderen Seite sind IL-1B und TNF-a fur die Induktion destruktiver Pro-
zesse am Zahnhalteapparat verantwortlich. Fibroblasten setzen nach deren
Bindung Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Prostaglandine E, frei. Die
MMP leiten die Destruktion der extrazellularen Matrix der Gingiva und des
Desmodonts ein (MULLER, 2001, S. 39; GEMMELL et al., 1997). Ferner wird un-
ter Einwirkung der beiden Zytokine die regenerative Kollagenbildung durch
Fibroblasten unterdrickt (BOCH et al., 2001).

25



PGE, aktiviert Osteoklasten und fuhrt zur Resorption der Knochenmatrix des
Alveolarfortsatzes. Darliber hinaus hemmt PGE, geweberegenerierende Pro-
zesse und ruckwirkend die Freisetzung von IL-13 und TNF-a. Die Knochenre-
sorption kann auch dadurch verstarkt werden, indem IL-1B und TNF-a in ho-
hen Konzentrationen die Formierung von Osteoblasten hemmen.

IL-18 und TNF-a sind in vitro auch in der Lage die Differenzierung neuer
Osteoklasten aus Vorlauferzellen zu férdern und Osteoklasten direkt zu akti-
vieren (PAGE 1991; SCHWARTZ et al., 1997). Im Gegensatz zu TNF-a fuhren
grolRe Mengen an IL-1B zu keiner direkten Gewebsschadigung (ABBAS et al.,
1996, S. 303). Das von Fibroblasten freigesetzte IL-6 wirkt wie PGE, auf
Osteoklasten stimulierend und verstarkt somit auch die Knochenresorption
(DENNISON & VAN DYKE, 1997).

Werden Ubermafig groRe Mengen der Uber den NFkB-Weg synthetisierten
Zytokine freigesetzt, so kbnnen akute Exazerbationen, d.h. Gewebeverluste
auftreten. Klinisch spricht man von aktiven Taschen (Blutung auf Sondierung
s.u. Kapitel 9.1; BocH et al., 2001). Erhohte IL-1B-, TNF-a- und PGE, -Spiegel
werden mit verstarktem Gewebeverlust und aktiven Entziundungsherden asso-
Ziiert (PAGE et al., 1997).

4. Risikofaktoren der Parodontitis

4.1 Klassifikation

Die Pathogenese marginaler Parodontitiden und Entstehung verschiedener
Formen der Parodontitis sind abhangig sowohl von Umweltfaktoren, als auch
von individuellen, respektive genetischen Veranderungen. So lasst sich auch
die Etablierung unterschiedlicher Krankheitsformen (aggressiv-chronisch, s.o.
Kapitel 2) erklaren. Die parodontale Erkrankung wurde bereits mit mehreren
Risikofaktoren in Verbindung gebracht. Von GENcO (1996) stammt der Vor-
schlag, Risikofaktoren in drei Gruppen zu unterteilen.

Die Einflussgrofien, deren pathogenetischer Einfluss durch kontrollierte Stu-
dien nachgewiesen ist, werden als echte Risikofaktoren bezeichnet. Zusatzlich

sollte abgesichert sein, dass durch geeignete Therapieansatze die Wirkung
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der EinflussgroRe aufgehoben werden kann. Zu dieser Gruppe zahlen chroni-
scher Nikotinabusus und insuffizient eingestellter Diabetes mellitus (MULLER,
2001, S. 209). So erhoht zum Beispiel Rauchen das Risiko an einer Parodonti-
tis zu erkranken um das 5- bis 7- fache (PAGE et al., 1997). Tabakkonsum re-
duziert unter anderem die Menge an IgG und begunstigt somit den bakteriellen
Angriff (HART & KORNMAN, 1997).

Neben den echten Risikofaktoren gibt es Risikomarker. Die Wirkung dieser
Einflussgrofien auf die Pathogenese wird aufgrund von Fallberichten vermutet.
Sie muss aber letztlich noch durch Longitudinalstudien bestatigt werden. Zu
den Risikomarkern zahlen neben Osteoporose, HIV-Infektion und psychosozi-
alem Stress vor allem genetische Defekte in Form von Polymorphismen (SALVI
et al., 1997).

Zur dritten Gruppe zahlen die so genannten Hintergrundfaktoren, deren Ein-
fluss auf die Pathogenese bewiesen, aber nicht durch therapeutische Mittel zu
beeinflussen ist. Als Hintergrundfaktoren gelten das Alter und Geschlecht

(Manner héheres Risiko als Frauen).

4.2 Polymorphismen im Zusammenhang mit marginalen Parodontitiden

Die Immunabwehrreaktion des Wirtes gegenuber parodontopathogenen Mikro-
organismen ist individuell sehr verschieden. Allgemeinerkrankungen, die mit
Immundefekten einhergehen, fuhren zu erhohter Anfalligkeit (HIV, Diabetes
mellitus). Eine genetische Pradisposition flr chronische Parodontitiden wird
schon lange Zeit unabhangig davon diskutiert (HART & KORNMAN, 1997; MICHA-
Lowicz et al., 2000). In diesem Zusammenhang sind Polymorphismen mit der
Pathogenese marginaler Parodontitiden assoziiert worden.

In vielen Genen des menschlichen Genoms sind im Lauf der Generationen so
genannte DNA-Polymorphismen entstanden. Sie basieren auf Punktmutatio-
nen in Genen (Substitution, Insertion, Deletion von Basenpaaren), die fur sich
alleine keine schwerwiegenden Folgen fur das Genprodukt haben, aber unter
anderem fur die Individualitat verantwortlich sind. Fur sich alleine sind Poly-

morphismen nicht krankheitsinduzierend, jedoch geht man davon aus, dass
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sie unterschiedliche individuelle Reaktionen auf Umwelteinflisse erklaren
kénnten (LOEFFLER, 1999, S. 22).

In Verbindung mit marginalen Parodontitiden wird vermutet, dass Poly-
morphismen sowohl unter qualitativen, als auch quantitativen Aspekten die
Immunabwehr des Wirts bezogen auf parodontopathogene Keime beeinflus-
sen kdonnen (HART & KORNMAN 1997). GENCO (1996) zahlt die Polymorphismen
zu den Risikomarkern.

Inadaquate oder Ubersteigerte Abwehrreaktionen, die unter anderem mit ver-
starktem Verlust parodontalen Gewebes in den akuten Phasen der chroni-
schen Parodontitis einhergehen, werden mit Defekten der phagozytierenden
Zellen in Verbindung gebracht. Es liegen zum momentanen Zeitpunkt erst we-
nige Untersuchungen Uber den Zusammenhang von Polymorphismen und
chronischen Parodontitiden vor.

Die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch Makrophagen ist gene-
tisch bedingt (SALvVI et al., 1997). In diesem Zusammenhang stellten KORNMAN
et al. (1997) und LAINE et al. (2002) einen Polymorphismus in dem fir IL-13
kodierenden Gen auf Chromosom 2 fest (+3952), der sowohl bei Rauchern,
als auch bei Nichtrauchern mit schweren Formen der chronisch marginalen
Parodontitis in Verbindung gebracht werden konnte. Dieser Polymorphismus
wurde auch mit der aggressiven, juvenilen Parodontitis assoziiert (WALKER et
al., 2000).

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten zahlen wie Makrophagen zu den
phagozytierenden Zellen. Die PMN binden mit ihren Fc Rezeptoren Immun-
globuline. Es wurde gezeigt, dass der FcyRIl (CD32) Rezeptor die Fc Region
der Immunglobuline 1gG, bindet (s.o. Kapitel 3.2.1). Somit kdnnen die PMN die
durch 1gG, opsonierten Bakterien erkennen und abbauen. Auf Chromosom 1
wurde das fur diesen Rezeptor kodierende Gen lokalisiert und zwei verschie-
dene Allelformen identifiziert: Fcy-Rlla-131-R und Fcy-Rlla-131-H, wobei nur
der letztgenannte effektiv IgG, erkennen kann. Dieser Polymorphismus wurde
mit frihbeginnenden Parodontitis-Formen (aggressiv) in Verbindung gebracht
(HART & KORNMAN, 1997).
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SUGITA et al. (2001) assoziierten einen Polymorphismus des IgG Rezeptors
FcyRIlIb (CD16) mit chronischen Parodontitiden. In diesem Gen existieren
ebenfalls zwei verschiedene Allelformen (NA1 und NA2). Trager des FcyRIlIb-
NA1 Allels scheinen nach SUGITA et al. (2001) gegenuber der Etablierung
einer chronischen Parodontitis resistenter zu sein.

Das Interleukin-2 wird von T-Helferzellen freigesetzt und flhrt sowohl zur Akti-
vierung von Makrophagen, als auch zur Klonbildung der B-Lymphozyten. Auch
hier wurde ein Polymorphismus (-330) in Zusammenhang mit schweren For-

men der chronischen Parodontitis gebracht (SCAREL-CAMINAGA et al., 2002).

4.3 Polymorphismus des NOD2/CARD15-Gens

Das fur NOD2/CARD15 kodierende Gen wurde auf Chromosom 16912 lokali-
siert. OGURA et al. (2001b) konnten in diesem Gen 12 Exons, die kodierenden
Sequenzen, nachweisen.

Wie bereits beschrieben, sind die leucinreichen Domanen des NOD2 offen-
sichtlich fur die Erkennung der bakteriellen Toxine und die damit verbundene
Aktivierung des NFkB verantwortlich. Im NOD2/CARD15-Gen wurde in mehre-
ren Studien im Zusammenhang mit der chronisch entzindlichen Magen-Darm-
Erkrankung Morbus Crohn eine Punktmutation beschrieben. An der Nukleo-
tidstelle 3020 in Exon 11 wurde eine zusatzliche Insertion der Pyrimidinbase
Cytosin nachgewiesen (HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001a; HAMPE et al.,
2001). Sie wurde als 3020insC Mutation bezeichnet. Die zusatzlich eingeflgte
Base fuhrt zur Bildung eines Stop-Codons an der Aminosaurestelle 1007
(HAMPE et al., 2001). Dem so entstandenen NOD2 Protein fehlen folglich die
letzten 33 C-terminalen Aminosauren der leucinreichen Domane. Damit be-
steht das verkurzte NOD2 nur aus 1007 Aminosauren (CHoO, 2001).

29



Leu1007finsC

(3020insC)
1 CARDA1 CARD2 NBD LRRs ‘l'
28 124 127 220 273 577 744 1007

Abbildung 4: Struktur der mutierten Form des NOD2 (3020insC) (in Anlehnung an CHO,
2001).

In vitro fUhrte dieses defekte Protein nach Stimulation mit Lipopolysacchariden
(INOHARA et al., 2001; OGURA et al., 2001a) zu einer signifikant verminderten
Aktivierung des NFkB im Vergleich zu Zellen mit unverandertem Protein (Wild-
typ). Folglich ist die Bildung der proinflammatorischen Zytokine u.a. TNF-a re-
duziert.

Neben der 3020insC Mutation existieren noch zwei weitere Polymorphismen
(R702W; G908R), die zwar auch mit Morbus Crohn in Zusammenhang stehen,
aber in dieser Arbeit nicht berlcksichtigt wurden (CHO, 2001), da diese eine

deutlich geringere pathogenetische Rolle spielen.
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5. Ziele der Untersuchung

Die 3020insC Mutation des NOD2/CARD15 Gens fuhrt in vitro zu einer ver-
minderten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB. Nachdem die Destruk-
tion parodontalen Stutzgewebes vor allem Uber proinflammatorische Zytokine
vermittelt wird, konnte die 3020insC Mutation des NOD2 Gens im Zusammen-
hang mit der Pathogenese chronischer Parodontitiden stehen.

In der vorliegenden Studie soll die Pravalenz der 3020insC Mutation des
NOD2/CARD15 Gens bei Patienten mit chronischer Parodontitis bestimmt

werden.
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6. Material und Methoden

6.1 Studienpopulation

6.1.1 Auswahl der Untersuchungsgruppe

Als Probanden standen 80 Patienten aus der Abteilung fur Zahnerhaltung und
Parodontologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen zur Verfugung
(P1-P80). Patienten mit systemischen oder medikamentenpflichtigen Erkran-
kungen (Diabetes mellitus, immunsupprimierte Patienten, Endokarditis Risiko-
patienten) sowie Schwangere wurden in die Stichprobe nicht aufgenommen.
Raucher wurden ebenfalls ausgeschlossen.

Die Diagnose ,generalisierte chronische Parodontitis“ wurde anhand folgender

klinischer Befunde gestellt (Formblatt s. Anhang, Abb. 19):

a. Messung der Taschensondierungstiefen (TST) an sechs Stellen pro Zahn
(mesio-bukkal, medio-bukkal, disto-bukkal, mesio-oral, medio-oral, disto-
oral). Die Taschentiefe wurde vom Gingivarand bis zum Sulcusboden in
Richtung der Zahnachse mit einer Parodontalsonde (PCP 10, Hu-Friedy
Europe, Leimen) gemessen.

b. Registrierung von Blutung auf Sondierung (BOP)

c. Messung des Furkationsbefalls mit Hilfe einer Nabers-Sonde PQ2N (Hu-
Friedy Europe, Leimen), vom Eingang der Furkation benachbarter Wurzeln
bis zum Defektende in horizontaler Richtung. Der Grad des Furkationsbe-
falls wurde nach der Einteilung von NYMAN & LINDHE (1997) angegeben
(Grad | — Grad IlI).

Grad I: horizontaler Attachmentverlust bis 3 mm

Grad lI: horizontaler Attachmentverlust von mehr als 3 mm, nicht durch-
gangig

Grad Ill: durchgangige Furkation

d. Bestimmung der Zahnbeweglichkeit mit Hilfe zweier Instrumentengriffe:
Grad I: Krone bis ca. 1 mm auslenkbar

Grad II: Krone mehr als 1 mm auslenkbar
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Grad Ill: Zahn bewegt sich auf Lippen- und Wangendruck, auch in axialer

Richtung

e. Zusatzlich wurde der horizontale und vertikale Knochenabbau anhand ei-

nes aktuellen Orthopantomogramms beurteilt.

Zur Klassifizierung als generalisierte Form der Parodontitis mussten folgende

Kriterien erfullt sein:

1. Mindestens 15 Zahne in situ

2. 2 8 Zahne mit einer Taschensondierungstiefe (TST) von =5 mm an min-

destens einem Messpunkt pro Zahn oder Furkationsbefall = Klasse ||

3. Klare Zeichen fur Knochenverlust durch die Distanz zwischen Limbus alve-

olaris und der Schmelz-Zement Grenze = 3mm zirkular um den betroffenen

Zahn

Die Patienten der Untersuchungsgruppe wurden auch noch nach der Klini-

schen Auspragung der Parodontitis in drei Gruppen (milde, moderate und

schwere Parodontitis) unterteilt. Die Auswahlkriterien sind in Tabelle 1 aufge-

fuhrt.
Parodontitis Parodontitis (mo- Parodontitis
(mild) derat) (schwer)
maximale TST 6 mm 8 mm > 8 mm
Attachment- < . < . S .
verlust > 30 % <5 Zahne < 8 Zahne =5 Zahne
Attachment- ) < £ 7 > Q7
verlust > 50 % < 5 Zahne = 8 Zahne
weibliche Pro- 13 14 9
banden
mannliche Pro- 11 18 15
banden
Gesamtzahl der 24 33 o4

Probanden

Tabelle 1: Klassifikation nach dem Schweregrad der Parodontitis
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6.1.2 Auswahl der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe standen 127 gesunde, ethnisch zur Untersuchungsgrup-
pe passende Probanden zur Verfugung (1N-127N).

Die Diagnose wurde ausschliel3lich durch klinische Befunde gestellt (s. 0. Pa-
rodontalstatus). Aus gesundheitlichen bzw. ethischen Grinden war eine Ront-
genaufnahme nicht zumutbar.

Um in die Kontrollgruppe aufgenommen zu werden, mussten folgende Krite-
rien erfullt sein:

1. Minimum 22 Zahne in situ

2. Nicht mehr als ein Messpunkt mit einer TST von 2 3 mm

3. Kein Zahn mit Furkationsbefall

6.1.3 Goldstandards

Als Goldstandards fur den Nachweis des Polymorphismus wurden drei bereits
frGher durch Sequenzierung genotypisierte DNA-Proben verwendet (siehe
Radimayr et al., 2002). Im einzelnen waren dies ein homozygoter Wildtyp
(wt/wt) [DM], ein heterozygoter Genotyp (wt/3020insC) [MC11] sowie ein ho-
mozygot mutierter Genotyp (3020insC/3020insC) [MC84]. Diese drei Proben
wurden bei jedem Restriktionsverdau als Kontrollen mitanalysiert (s.u. Ab-
schnitt 6.2.8).
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6.2 Allgemeine Beschreibung der Methoden
6.2.1 Blutentnahme

Von jedem Patienten wurden 9 ml vendses Blut aus der Armbeuge abgenom-
men. Dazu wurden sterile Réhrchen (Monovette®, Sarstedt, Nimbrecht) mit

1,6 mg Kalium-EDTA-L6sung pro ml Blut verwendet.

6.2.2 Aufarbeitung des Blutes

Die Blutproben wurden auf zwei verschiedene Arten weiterverarbeitet.

1. Das enthommene Vollblut wurde 10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und
das Uberstehende Plasma abgenommen. Der sich auf dem Erythrozyten-
sediment befindende Buffycoat (Leukozyten und Thrombozyten) wurde
abpipettiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefall umgefillt. Die Aufbewah-
rung erfolgte bei —20° C.

2. Nach Abnahme des Plasmas, wie unter 1. beschrieben, wurde das Erythro-
zytensediment samt Buffycoat (Volumen etwa 5 ml) in ein 15 ml Zentrifu-
genrohrchen Uberfluhrt und mit Erylysepuffer auf 12 ml aufgefullt. Es erfolg-
te eine Inkubation von etwa 10 Minuten, bis die Erythrozyten vollstandig ly-
siert waren. Die wurde dadurch erkennbar, dass die Loésung klar und
durchsichtig wurde. Nach Zentrifugation fur 10 Minuten bei 2000 rpm waren
die Leukozyten sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Sedi-
ment in 3 ml Erylysepuffer resuspendiert und fur 5 Minuten bei 2000 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Sediment in 1 ml
Erylysepuffer resuspendiert, in ein 1,5 ml Gefald Uberfuhrt und in einer
Tischzentrifuge fir 5 Minuten bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde moglichst komplett abgenommen und verworfen. Das Leukozyten-
sediment wurde entweder bei —20° C aufbewahrt oder gleich zur DNA-
Isolierung nach der Aussalzmethode weiterverarbeitet (s.u. Abschnitt
6.2.3.2).
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Zusammensetzung:

Erylysepuffer (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen):
155 mM NH,CI
400 mM NaCl
1 mM Na,EDTA

6.2.3 DNA-Isolierung

6.2.3.1 DNA-Isolierung mit Hilfe des QlAamp® Blood Midi Kit

Es wurden 200 pl Proteinase K (20 mg/ml, Qiagen) in ein 15 ml Zentrifugen-
rohrchen vorgelegt, 2 ml des zuvor bei Raumtemperatur aufgetauten Blutes/
Buffycoats zugegeben und kurz gemischt. Nach Zugabe von 2,4 ml Puffer AL
wurde mindestens dreimal fur je 5 Sekunden auf dem Vortex-Schuttler ge-
mischt und die Lésung im Wasserbad flr 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Da-
nach erfolgte die Zugabe von 2 ml absolutem Ethanol und die Durchmischung
mittels Vortex-Schuttler. 3 ml der Loésung wurden auf eine sich in einem 15 ml
Sammelréhrchen befindende Saule geladen und die Saule danach fir 3 Minu-
ten bei 1850 rpm (1850 g) zentrifugiert. Nach Verwerfen des Filtrats wurde der
Rest der Losung auf die Saule geladen und in gleicher Weise zentrifugiert und
das Filtrat verworfen. Im weiteren Verlauf erfolgten zwei Waschschritte. Im
ersten Waschschritt wurden 2 ml Puffer AW1 auf die Saule geladen, fur 1 Mi-
nute bei 5000 rpm (4500 g) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im
zweiten Waschschritt wurden 2 ml Puffer AW2 auf die Saule geladen, fur 15
Minute bei 5000 rpm (4500 g) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur
Elution der DNA wurde die Saule in ein neues sauberes 15 ml Zentrifugen-
rohrchen plaziert und 300 pl Puffer AE direkt auf die Membran der Saule auf-
getragen. Nach Inkubation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine
Zentrifugation fir 5 min bei 5000 rpm (4500 g). Um die Ausbeute bei moglichst
hoher Konzentration zu erhdhen, wurde das Filtrat erneut auf die Saule aufge-
tragen und die Zentrifugation wiederholt. Die so gewonnene DNA wurde bei
—20°C aufbewahrt.
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6.2.3.2 DNA-Isolierung nach der Aussalzmethode

Ausgangsmaterial waren die aus 9 ml Blut isolierten Leukozyten (s.o0. Ab-
schnitt 6.2.2). Die Zellen wurden in 5 ml Kernlysepuffer durch Auf- und Abpi-
pettieren sowie Mixen auf dem Vortex-Schttler lysiert. Zur Degradation von
Membran- und Proteinanteilen wurden SDS (Endkonzentration 1 %) und Pro-
teinase K (Endkonzentration 0,2 mg/ml) zugegeben. Es erfolgte eine Inkuba-
tion bei 37°C flr mindestens drei Stunden, meist aber Uber Nacht. Wahrend
dieser Inkubation wurde ofter kraftig auf dem Vortex-Schuttler gemixt, um die
DNA zu scheren und besser in Losung zu bringen. Dabei wurde darauf geach-
tet, dass die DNA sich vollstandig gelost hatte und nicht als geleeartiges Ag-
gregat vorlag, da sie sonst bei den weiteren Schritten verloren gegangen wa-
re. Um sie vollstandig in LOsung zu bringen, wurde das Volumen an Kernlyse-
puffer gegebenenfalls erhdht und die Inkubation bei 37°C verlangert. Zur Fal-
lung der anderen Zellbestandteile (Proteine, Membranen) wurde '/; Volumen 5
M NaCl-Loésung zugeben, kraftig gemixt und fur mindestens 30 Minuten bis
maximal 12 Stunden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 15minuatiger Zentrifu-
gation bei 3000 rpm wurde der Uberstand abpipettiert und nochmals 10 Minu-
ten zentrifugiert. Der Uberstand dieses Zentrifugationsschrittes wurde in ein
neues Rohrchen Uberfuhrt, mit 0,6 ml Isopropanol versetzt und langsam ge-
mischt. Die fadenformig ausgefallene DNA wurde mit einer automatischen
200-pI-Pipette auflen auf deren Spitze aufgenommen und zweimal in 70%-
igem Ethanol gewaschen. Zur Trocknung wurde die DNA von der Spitzen in
einem 1,5-ml-Eppendorf-Gefaly an dessen Wand abgestreift. Die getrocknete
DNA wurde je nach Menge in 50-300 pl bidestilliertem und autoklaviertem
Wasser gelost. Die Aufbewahrung erfolgte bei —20 °C.
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Zusammensetzung:

Kernlysepuffer (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen):

10 mM Tris/HCI pH 8 NaCl: 5M
400 mM NaCl
10 mM EDTA

SDS (Qiagen, Hilden, Deutschland): 20 %

Proteinase K (Qiagen, Hilden, Deutschland): 20 mg/ml

6.2.4 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch bei einer Wellen-
lange von 260 nm gemessen, bei der diese ein Absorptionsmaximum aufwei-
sen. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz lasst sich aus dem gemessenen

Extinktionswert die Konzentration berechnen.

lc =Esomxf /(exd) |

C = Konzentration (ng / pl)
E260 nm = gemessener Extinktionswert bei 260 nm
f = Verdunnungsfaktor
d = Schichtdicke (1 cm)
€ = Extinktionskoeffizient:
ds DNA: 50" pl/ng
(RNA: 407" ul/ ng)

(Oligonukleotide: 30™ pl/ ng)

Es wurden Verdlinnungen von 1:5 bis 1:20 fur die Messung verwendet, so
dass die Messwerte fur die Extinktion zwischen 0,1 und 1 lagen, da nur in die-
sem Bereich ein linearer Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentra-
tion besteht. Die Messung erfolgte in einem Photometer Modell Gene Quant
Pro RNA/DNA Calculator® (Amersham Pharmacia).
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6.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR kann eine bestimmte Zielsequenz einer komplexen genomi-
schen DNA oder bei der RT-PCR eine bestimmte cDNA selektiv exponentiell
amplifiziert werden. Die Methode besitzt eine hohe Sensitivitat, es reichen we-
nige Kopien der Zielsequenz als Vorlage aus. Zusatzlich weist sie eine hohe
Spezifitat auf, eine selektive Amplifizierung einer einzelnen Sequenz unter Mil-
lionen verschiedener Sequenzen ist moglich. Dazu mussen sich zwei zu je ei-
nem der beiden Strange des DNA-Doppelstrangs komplementare und mit ih-
ren 3’-Enden aufeinander zu orientierte, etwa 15-25 Basen lange Oligonukleo-
tide als Primer an die zuvor denaturierte DNA binden. Dadurch kann eine hit-
zestabile DNA-Polymerase den zwischen den Primern gelegenen Abschnitt
amplifizieren. Zur Minimierung des Auftretens unspezifischer Amplifikate kann
eine Heildstart Tag-DNA-Polymerase verwendet werden, welche hitzelabile
Schutzgruppen tragt und erst durch eine Erhitzung auf 95 °C aktiviert wird.
Dieser zyklische Prozess aus Denaturierung, Primeranlagerung (,Primer-
Annealing®) und Extension wurde so oft wiederholt, bis die Zielsequenz zum
Nachweis ausreichend vervielfaltigt war. Anfangs erfolgte eine einmalige An-
fangsdenaturierung von 5-15 Minuten je nach verwendeter Tag-DNA-
Polymerase. Danach folgt die beschriebene Amplifikation 30-40 Zyklen beste-
hend aus Denaturierung bei 94 °C flr 30 Sekunden, Primeranlagerung bei der
fur das betreffende Primerpaar optimalen Temperatur fur ebenfalls 30 Sekun-
den sowie die Extension bei 72 °C flr eine von der Lange des Amplifikats ab-
hangigen Dauer, mindestens jedoch 30 Sekunden. Der letzte Schritt ist die
Endextension bei 72 °C fur 10 Minuten, bei der alle noch nicht komplett ampli-
fizierten PCR-Produkten vervollstandigt werden sollen. Der PCR-Ansatz setzt
sich zusammen aus einem PCR-Puffer, einem Mix aus den vier Deoxinukleo-
tidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), den beiden fir die Zielsequenz
spezifischen Oligonukleotid-Primern, Magnesiumchloridlosung zur Einstellung
der durch Austestung ermittelten optimalen Mg?*-Konzentration, der Tag-DNA-

Polymerase, destilliertem Wasser zur Einstellung des Gesamtvolumens sowie
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der als Matrize dienenden Ausgangs-DNA. Bei jedem PCR-Ansatz wurde eine

Negativkontrolle mit Wasser anstatt der Ausgangs-DNA mitgefuhrt.

6.2.6 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient zur horizontalen Auftrennung von Doppel-
strang-DNA nach ihrer Grofle in einem elektrischen Feld, wahrend bei ein-
zelstrangigen Nukleinsauren die Sekundarstruktur zusatzlich eine Rolle spielt.
Durch Vergleich mit einem Molekulargewichts-Standard (Leiter) kann die Gro-
Re ermittelt und die Konzentration grob abgeschatzt werden. Zusatzlich ist ei-
ne praparative Gewinnung eines bestimmten DNA-Fragments durch Aus-
schneiden der entsprechenden Bande aus dem Gel nach erfolgter Auftren-
nung und anschlielende Aufreinigung moglich. Sichtbar werden die Banden
durch Interkalation des orange fluoreszierenden Farbstoffs Ethidiumbromid,
der zur Gelldsung und/oder zum Laufpuffer zugegeben wird. Verwendet wer-
den eine Agarosekonzentrationen von 1 — 2,5 % (w/v) je nach Grole der auf-

zutrennenden Fragmente. Im einzelnen werden folgende Konzentrationen

verwendet:
Lange der DNA-Fragmente Agarosekonzentration
> 500 bp 1%
200 - 500 bp 1,5 %
<200 bp 2,5%

Tabelle 2: Ubersicht Uber die Agarosekonzentration

Die entsprechende Menge Agarose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
in 200 ml 1 x Laufpuffer wurde durch Kochen in einem Mikrowellenofen voll-
standig gelost, 3 yl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma) zugegeben und ge-
mischt. Zwei Gelkdmme mit 20 Zahnen wurden eingesetzt. Nach Erstarren
wurden die Kdmme vorsichtig gezogen und das Geltablett in die mit 1 x Lauf-

puffer geflllte Gelkammer gestellt. Die DNA-Probe wurde mit Auftragspuffer
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gemischt und aufgetragen. Zusatzlich wurden in einer am Rand gelegenen
Spur 20 ul einer 100 bp-Leiter (Biozym, Hessisch Oldendorf) als Grélenstan-
dard aufgetragen. Der Lauf erfolgte bei 100 Volt fur zwei Stunden. Das Gel
wurde schliellich auf dem Transilluminator betrachtet und photographiert.
Zusammensetzung:
Laufpuffer (Apotheke Innenstadt Universitat Mlinchen):

1 x TBE mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid
10 x TBE (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen):

890 mM Tris

890 mM Borsaure

20 mM EDTA pH 8
6 x Auftragspuffer (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen):

10 mM Tris/HCI pH 8

2 mM EDTA

20 % Ficoll 400

0,25 % Orange G

6.2.7 Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP) — Analyse

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die von Bakterien synthetisiert wer-
den und spezifisch DNA-Sequenzen erkennen und schneiden. Dabei wird zwi-
schen Typ-l-, Typ-ll- und Typ-llI-Restriktionsendonukleasen unterschieden.
Breite Anwendung finden vor allem die Typ-lI-Restriktionsendonukleasen. Die-
se erkennen Palindrome und schneiden an genau definierten Positionen in-
nerhalb der Erkennungssequenz. Palindrome sind in diesem Zusammenhang
Sequenzen, welche mit ihrer Komplementarsequenz identisch sind. Liegt ein
bestimmter Polymorphismus innerhalb einer Erkennungsstelle fur ein be-
stimmtes Restriktionsenzym, so lasst er sich durch Restriktion (Verdau) eines
PCR-Amplifikats nachweisen, welches die polymorphe Nukleotidposition bein-
haltet. Ist keine komplette Erkennungsstelle vorhanden, kann durch einen in
einzelnen Nukleotiden von der originalen Sequenz abweichende Primerse-

quenz eine solche Erkennungsstelle in der PCR eingefuhrt werden. Voraus-
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setzung dafur ist, dass in unmittelbarer Nachbarschaft der zu untersuchenden
polymorphen Nukleotidposition eine zur Generierung einer Erkennungsstelle
passende Sequenz vorliegt, die der Erkennungsstelle fur ein bestimmtes Re-
striktionsenzym ausreichend ahnlich ist. Dabei muss die Nukleotidposition Teil
der entsprechenden Erkennungsstelle sein (Erlauterung am Beispiel der
3020insC-Mutation des NOD2-Gens s.u.). Der Ansatz fur einen Restriktions-
verdau beinhaltet einen bestimmten Puffer, das Restriktionsenzym sowie das
zu verdauende PCR-Produkt. Es erfolgt eine Inkubation bei einer fir jedes En-
zym spezifischen Temperatur fir mindestens zwei Stunden, meist jedoch
uber Nacht. Zur Visualisierung der entstandenen Restriktionsfragmente wird

eine Agarosegelelektrophorese vorgenommen.

6.2.8 Genotypisierung des NOD2/CARD15-Gens in Bezug auf die
3020insC-Mutation

Ziel der Untersuchung war der Nachweis der 3020insC-Mutation im NOD2/
CARD15-Gen. Diese Mutation besteht aus der Insertion eines C/G-Basen-
paares an der Nukleotidposition 3020. Verwendet wurde eine PCR mit RFLP-
Analyse. Entsprechend der umliegenden Sequenz wurde als Restriktionsen-
zym Mwol (New England Biolabs, Beverly, MD, USA) ausgewahlt, dessen Er-
kennungssequenz  ein  unterbrochenes  Palindrom der Sequenz
GCNNNNN/NNGC ist, dabei bedeutet N jede beliebige Base, der Schnitt er-
folgt zwischen den Nukleotiden sieben und acht der Erkennungssequenz. Das
erste GC ist in der Originalsequenz vorhanden, wahrend das zweite GC Uber
den 3’-Primer in der PCR eingeflhrt wird. Dabei ist die EinfuUhrungsstelle so
gewahlt, dass die Erkennungssequenz nur dann entsteht, wenn die beschrie-
bene Insertion vorliegt. Liegt im Falle des Wildtyps die Insertion hingegen nicht
vor, entsteht statt der Erkennungssequenz GCN;GC die Sequenz GCNgGC,
die keine Erkennungsstelle fur das Enzym Mwol darstellt.
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Folgende Primer wurden verwendet (Hersteller:

Deutschland):

TIB MOLBIOL, Berlin,

5-Primer

GGCTAACTCCTGCAGTCTCTTTAACTGG

3’-Primer

ACTTCCAGGATGGTGTCATTCCGCTCAAGG

Die zwei unterstrichenen Basen im 3’-Primer entsprechen nicht der Original-

sequenz, sie dienen der Einflhrung der Erkennungsstelle fir Mwol.

Verwendet wurden die HotStar™ Tag-DNA-Polymerase von Qiagen (Hilden,
Deutschland) und der dNTP-Mix von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland).

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Reagens Konzentration | Endkonzentration Volumen
(Stammlosung)
PCR-Puffer 10 x 1x(=1,5mM 2,5 ul
MgCl2)

dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,5 ul
5'-Primer 10 uM 0,25 uM 0,625 ul
3‘-Primer 10 uM 0,25 uM 0,625 pl
DNA-Polymerase 5 U/ ul 0,025 U/ ul 0,125 ul

MqgCl, 25 mM 1,5 ul
H,0O 17,875 pl
Summe 23,75 ul
DNA 100 ng/pl 1, 25 pl

Endvolumen 25 ul

Tabelle 3: PCR- Ansatz
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Die PCR wurde in dem Thermocycler UNO Thermoblock, BIOMETRA®, (Got-

tingen, Deutschland) unter folgenden Bedingungen:

Zyklenzanhl Zyklendauer Temperatur
Anfangsdenaturierung 1 15 Minuten 95 °C
Denaturierung 30 Sekunden 94 °C
Primeranlagerung 35 30 Sekunden 55 °C
Extension 30 Sekunden 72 °C
Endextension 1 10 Minuten 72 °C

Tabelle 4: PCR - Zyklen

Um den Erfolg der PCR zu kontrollieren, wurden Stichproben der Amplifikate
vor dem Restriktionsverdau mittels Agarosegelelektrophorese sichtbar ge-
macht. Die Gelkonzentration war 2,5 %. Es wurden jeweils 8 ul des PCR-
Ansatzes gemischt mit 8 pl 1:1 verdunntem Auftragspuffer auf das Gel aufge-
tragen. Als GroRenstandard wurden 20 pl der 100 bp-Leiter verwendet. Das
Gel wurde nach einer Stunde Lauf bei 100 V auf dem Transilluminator unter
UV-Licht betrachtet und fotografiert (s. Anhang Abb.18).

Die Restriktion erfolgte unter Verwendung des Enzyms Mwol (New England
Biolabs, Beverly, MD, USA). Fir diese Reaktion wird ein spezifischer Restrik-
tionspuffer verwendet, die Inkubation erfolgte flr zwei Stunden bis tGber Nacht
bei 60 °C in einem Hybridisierungsofen (Hybridizer HB-1D, Techne, Cam-

bridge, UK). Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

44




Reagens Konzentration Endkonzentration Volumen
(Stammlosung)
NEBuffer Mwol 10 x 1 x 2,5 ul
Mwol (Enzym) 5 U/ul 0,8 U/ul 4 ul
Summe 6,5 ul
PCR-Produkt 18,5 pl
Endvolumen 25 i

Tabelle 5: Zusammensetzung Restriktionsverdau

Nach Verdau des PCR-Produkts mit Mwol entstehen Produkte folgender Lan-
gen (wt: Wildtyp):

Genotyp Langen der Spaltprodukte
wt/wt 168 bp (unverdaut)
. 168 bp (unverdaut)
3020insC/wt 143 bp 26 bp (verdaut)
3020insC/3020insC 143 bp 26 bp (verdaut)

Tabelle 6: Produkte nach Restriktionsverdau

Die Visualisierung der Restriktionsfragmente erfolgte mittels Agarosegel-
elektrophorese. Die Gelkonzentration war hierbei ebenfalls 2,5 %. Es wurden
jeweils 10 yl des Restriktionsansatzes gemischt mit 8 ul 1:1 verdinntem Auf-
tragspuffer auf das Gel aufgetragen. Das Gel wurde nach zwei Stunden Lauf
bei 100 V auf dem Transilluminator unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.

Als GroRRenstandard wurde die 100 bp-Leiter verwendet.
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Abbildung 5: Beispiel fur Agarosegelelektrophorese nach Restriktion der 3020insC
Mutation. Oben: Patientennummern; MC84/MC11 Goldstandards (wei-
tere Abbildungen siehe Anhang).

6.3 Statistische Auswertung

Zum Vergleich der Allelhaufigkeiten zwischen der Untersuchungs- und der
Kontrollgruppe wurde der Fisher's Exact Test verwendet. Die Auswertung der
Genotypenverteilung zwischen Untersuchungs- und Kontrollgruppe wurde mit
Hilfe des Pearson-Chi-Quadrat-Tests durchgefuhrt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fur beide Tests auf p<0,05 festgelegt.
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7. Ergebnisse

Die Untersuchungsgruppe bestand zu 55 % aus mannlichen und zu 45 % aus
weiblichen Patienten im Alter zwischen 24 und 74 Jahren. Der Altersmedian
betrug 54 Jahre (SD +/- 12,4).

Innerhalb der Kontroligruppe mussten die Proben 31N-35N wegen defekter
Zellkulturen verworfen werden, so dass diese letztlich aus 122 Probanden im
Alter von 19 bis 73 Jahren bestand, 67% davon mannlich, 33% weiblich. Der

Altersmedian lag bei 40 Jahren (SD +/- 13,3).

7.1 Sequenzierung nach Restriktionsverdau in Bezug auf die 3020insC
Mutation des NOD2/CARD15 Gens

Nach Restriktionsverdau des PCR Produkts wiesen die Trager des homozygo-
ten wt-Genotyps ein unverdautes Spaltprodukt von 168 bp auf. Patienten mit
dem homozygoten 3020insC Genotyp waren nicht vorhanden. Die Spaltpro-
dukte bei Patienten mit heterozygotem 3020insC/wt Genotyp hatten eine Lan-
ge von 168bp, 143bp und 26 bp. Die Abbildungen der Gelelektrophorese sind

am Ende des Ergebnisteils aufgeflhrt.
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7.2 Haufigkeit des 3020insC Allels des NOD2/CARD15 Gens

In der Untersuchungsgruppe fanden sich 3 Probanden (1 weiblicher, 2 mannli-

che Probanden), die das 3020insC Allel aufwiesen. Die relative Haufigkeit zwi-
schen mutiertem Allel und Wildtypallel (wt) betrug 1,9 % (3/160).
Innerhalb der Kontrollgruppe waren 5 Probanden (2 weibliche, 3 mannliche
Probanden) Trager des 3020insC Allels. Die relative Haufigkeit lag bei 2,0 %

(5/244).
Allel Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
3020insC 3(1,9) 5(2,0)
Wildtyp 157 (98,1) 239 (98,0)
Summe X 160 (100) 244 (100)
Tabelle 7: Allelverteilung
Weibliche Probanden Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
3020insC 1(1,3) 2(2,1)
Wildtyp 75 (98,7) 92 (97,9)
Summe X 76 (100) 94 (100)
Mannliche Probanden Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
3020insC 2(2,4) 3(2,0)
Wildtyp 82 (97,6) 147 (98,0)
Summe X 84 (100) 150 (100)

Tabelle 8: Geschlechtsspezifische Allelverteilung
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7.3 Verteilung der Genotypen des 3020insC Polymorphismus des NOD2-

Gens

Die Trager des mutierten 3020insC Allels in der Untersuchungsgruppe wiesen
alle 3 den heterozygoten Genotyp auf (3020insC/wt). Zwei der Patienten zahl-
ten zur Klasse Il (2,5%), einer zur Klasse | (1,25%)(s.o. Abschnitt 6.1.1). Die
restlichen Probanden trugen den homozygoten Genotyp des Wildtypallels
(wt/wt) (96,3%). Das Verhaltnis zwischen heterozygotem mutierten Genotyp
und homozygotem Genotyp des Wildtypallels betrug in der Untersuchungs-
gruppe 3,7 % (3/80).

In der Kontrollgruppe waren ebenfalls alle 5 Probanden Trager der heterozy-
goten Genotypform des mutierten 3020insC Allels. Die relative Haufigkeit lag
bei 4,1 % (5/122).

Genotyp Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
heterozygot 3 (3,7) 5(4,1)
3020insC/wt
homozygot 0 (0,0) 0 (0,0)
3020insC/3020insC
homozygot Wildtyp 77 (96,3) 117 (95,9)
(wt/wt)

Tabelle 9: Genotypenverteilung

ebichelbrobanden Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
heterozygot 3020insC/wt 1(2,6) 2(4,3)
homozygot 0 (0,0) 0 (0,0)
3020insC/3020insC
homozygot Wildtyp 37 (97,4) 45 (95,7)
(wt/wt)
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(wt/wt)

W iehe Brelanden Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
(%) (%)
heterozygot 3020insC/wt 2 (4,8) 3(4,0)
homozygot 0 (0,0) 0 (0,0)
3020insC/3020insC
homozygot Wildtyp 40 (95,3) 72 (96,0)

Tabelle 10: Geschlechtsspezifische Genotypenverteilung

7.4 Statistische Auswertung

Der Vergleich zwischen den Genotypen der Untersuchungsgruppe und der

Kontrollgruppe mit dem Pearson-Chi-Quadrat-Tests erbrachte die in der Ta-

belle 11 wiedergegebenen Werte. Alle drei Vergleichswerte lagen deutlich

oberhalb der Signifikanzgrenze von p < 0,05. Auch der Vergleich der Allelhau-

figkeiten mit dem Fisher's-Exact-Test ergab keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Parodontitis- und der Kontrollgruppe:

Allele Genotypen
(vs. Kontrollgruppe) (vs. Kontrollgruppe)

Parodontitis (gesamt) p = 0,889 p = 0,887
% weiblich 0 =0,673 0 =0,670
<
@
8 mannlich p = 0,847 p =0,845
@ mild p = 0,988 p = 0,987
C o
T =
Qe
T3 moderat p = 0,634 p = 0,603
o 9
EQ
A schwer p=0,317 p=0,313

Tabelle 11: Gesamtlbersicht der statistischen Verteilung der Allele und Ge-

notypen
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Parodontitis- | Wildtyp Allel | 3020insC Allel Gesamt p-Wert
form (vs. Kontrolle)
mild 47 (97,9%) 1(2,1%) 48 (100,0%) 0.988

moderat 62 (96,9%) 2 (3,1%) 64 (100,0%) 0,634
schwer 48 (100%) 0 (0,0%) 48 (100,0%) 0,317
Gesamt ) 157 (98,1%) 3(1,9%) 160 (100,0%) 0,889

Tabelle 12: Allelverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Parodontitis

Genotypen
Parodonti- Gesamt | p-Wert (vs.
tisform wt/wt 3020insC/ | 3020insC/ Kontrolle)
wit 3020insC
mild 23 (95,8%) | 1(4,2%) 0 (0,0%) 24 0,987
(100,0%)
moderat | 30 (93,8%) | 2 (6,2%) 0 (0,0%) 32 0,603
(100,0%)
schwer 24 (100%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 24 0,313
(100,0%)
Gesamt ) | 77 (96,3%) | 3 (1,9%) 160 80 0,887
(100,0%) (100,0%)
Tabelle 13:  Genotypenverteilung in Bezug auf den Schweregrad der Paro-

dontitis

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Gelelektrophorese nach Restrik-
tion in Bezug auf die 3020insC Mutation des NOD2/CARD15 Gens. Abbildun-
gen 6-12 Gele der Kontrollgruppe, Abbildungen 13-17 Gele der Untersu-
chungsgruppe.
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8. Diskussion

8.1 Haufigkeit der 3020insC Mutation des NOD2 Gens

Die Hypothese, dass Patienten mit chronischer Parodontitis die 3020insC-
Mutation des NOD2-Gens haufiger aufweisen als parodontal gesunde Perso-
nen, muss nach den vorliegenden Ergebnissen zunachst verworfen werden.
Nur 8 Personen von insgesamt 202 Untersuchten wiesen den heterozygoten
3020insC/wt Genotyp auf (rund 4%). In der Gesamtheit waren lediglich 3 Pro-
banden (2,6%) Trager des 3020insC Allels. Dieses Merkmal scheint demnach
in der Bevolkerung nicht so haufig aufzutreten. Sollte der Zusammenhang zwi-
schen Mutation und Parodontitis wirklich ausgeschlossen werden, mussten
sich nachfolgende Untersuchungen speziell auf die Gruppe der Personen mit
Mutation konzentrieren. Hier musste eine ausreichend umfangreiche Stichpro-
be gewonnen werden, die dann differenziert untersucht werden kénnte. In der
ausgewahlten Stichprobe konnte weder ein Zusammenhang zwischen dem
Schweregrad der Parodontitis und der 3020insC Mutation, noch ein Zusam-
menhang zwischen mannlichen und weiblichen Tragern der Mutation nachge-

wiesen werden.

8.2 Methodik

8.2.1 Auswahl der Stichprobe

In die vorliegende Studie sind nur Patienten aufgenommen worden, die in ihrer
Vorgeschichte nicht an frih beginnenden Parodontitis-Formen erkrankt waren.
Die Grunde fur Zahnverluste durch Parodontitis konnten nur aus den anam-
nestischen Angaben der Probanden erschlossen werden. Ob ursachlich
Traumen oder ausgedehnte karidse Defekte fur den Zahnverlust verantwort-
lich waren, kann nicht ausgeschlossen werden. Man muss feststellen, dass
zum jetzigen Zeitpunkt keine sicheren diagnostischen Hilfsmittel zur exakten
Diagnosestellung existieren und somit die Aufnahme von Patienten mit ande-

ren Entitaten der Parodontitis nicht zwingend ausgeschlossen werden kann.
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Die Problematik der Zuordnung zu einer spezifischen Entitat wird anhand des
folgenden Beispiels klar. Erkrankt ein junger Patient an aggressiver Parodonti-
tis (alte Nomenklatur: frih beginnende Parodontitis), so ist er auch in hdherem
Alter daran erkrankt. Die 1999 neu festgelegte Nomenklatur sollte diese al-
tersbezogene Einteilung abldsen. Dennoch stellten MOMBELLI et al. (2002) fest,
dass die Zuordnung zu einer spezifischen Entitat fur viele Autoren immer noch
problematisch sei. So werde der Begriff ,adulte“ Parodontitis weiterhin haufiger
benutzt als der der ,chronischen®.

Grundsatzlich ist die Forderung nach einer syndrombezogenen Klassifikation
erst dann gerechtfertigt, wenn alle pathogenetischen Vorgange geklart sind.
Man beachte in diesem Zusammenhang den Modellcharakter des ,critical
pathway® (TONETTI et al., 1999). Des weiteren befindet sich die Nomenklatur
zur Einteilung der parodontalen Erkrankungen in einem standigen Umbruch
(vgl. hierzu Abschnitt 2.1). Neue Erkenntnisse zur Atiologie, Therapie, Epide-
miologie etc. machen Revisionen erforderlich. Das erschwert zusatzlich den
Vergleich verschiedener Studien. Somit kann man auch nicht endgliltig aus-
schlielRen, dass die 3020insC Mutation des NOD2/CARD15 Gens bei anderen
Formen der Parodontitis (aggressiv) eine Rolle spielen kdnnte.

Erst wenn die Pathogenese vollkommen geklart und verstanden ist, erscheint
eine Syndromklassifikation als gerechtfertigt und sinnvoll (TONETTI et al.,
1999).

8.2.1.1 Parodontaler Befund und Klassifizierung

Die Diagnosestellung ,generalisierte chronische Parodontitis® wurde in der hier
vorliegenden Studie durch eindeutige Parameter festgelegt. Messergebnisse
(Taschensondierungstiefen, vgl. Kapitel 6.1) kdnnen jedoch unter verschiede-
nen Behandlern differieren (ARMITAGE, 2003). Im vorliegenden Fall wurde die
klinische Untersuchung der Probanden von vier verschiedenen Behandlern
durchgefihrt.

Fur diese Studie wurde die Einteilung von den Forschungsgruppen um WIEBE
(2000) und ARMITAGE (2003) nach mildem, moderatem und schwerem Stadium
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ubernommen (vgl. Abschnitt 6.1.1). Dabei ist bekannt, dass diese Festlegung
behandlerabhangig und somit relativ uneinheitlich erfolgt (SCAREL-CAMINAGA et
al., 2002; KORNMAN et al., 1997; BocH et al., 2001).

Die Stichprobe enthielt weder Raucher noch Diabetiker, um ein mogliches Zu-
sammenspiel zwischen der 3020insC Mutation und solchen Umwelteinflissen
auszuschlielen.

Die ausgewahlten Kontrollprobanden konnten nach der Befunderhebung ein-
deutig als gesund eingestuft werden. Man sollte aber an diesem Punkt nicht
auller Acht lassen, dass es sich bei der Befundaufnahme nur um einen mo-
mentanen Status handelt. Die klinische Erfahrung zeigt, dass sich vor allem
bei jungen Patienten, aber auch bei alteren Patienten, im weiteren Verlauf
noch eine profunde Parodontitis entwickeln kann. Die Progression der Erkran-
kung kann zum Zeitpunkt der Diagnosestellung stagnieren und somit wirde
der Proband falschlicherweise als gesund eingestuft (MOMBELLI et al., 2002).
Die Diagnosestellung muss keinesfalls zwingend mit dem Zeitpunkt des Er-
krankungsbeginns ubereinstimmen. Deshalb ware in diesem Fall eine Ver-
laufskontrolle sinnvoll. Auch hier zeigt sich wieder die Problematik der Nomen-
klatur. Es gibt immer noch keinen sicheren histopathologischen Anhaltspunkt

zur genauen Festlegung des Ausbruchszeitpunktes (MOMBELLI et al., 2002).

8.2.1.2 Ethnische Unterschiede bei genetischen Studien

Die Ergebnisse dieser Studie miUssen nicht zwangslaufig bei allen ethnischen
Gruppen zutreffen. SUGITA et al. (2001) wiesen bereits auf dieses Problem hin.
Die Assoziation des FcyRIlIb-NA1 Allels mit chronischen Parodontitiden wurde
bei japanischen Probanden postuliert, konnte aber in einer anderen Studie an
kaukasischen Probanden nicht bestatigt werden. Die Vermutung liegt nahe,
dass auch ethnische Differenzen zum Scheitern genetischer Studien flhren
konnen (MOMBELLI et al., 2002). Die bisherigen Untersuchungen im Hinblick
auf die NOD2/CARD15 3020insC Mutation wurden mit kaukasischen Familien
durchgefuhrt (HUGOT et al., 1996; OGURA et al., 2001a; RADLMAYR et al., 2002).

Ob diese Mutation auch in anderen ethnischen Gruppen einen Zusammen-
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hang zwischen Schwere der Erkrankung und Mutation erkennen Iasst, scheint
zum aktuellen Stand der Forschung noch nicht eindeutig geklart. Auch bleibt

offen, ob die 3020insC Mutation mit marginalen Parodontitiden korreliert.

8.2.2 Genotypisierung in Bezug auf die 3020insC Mutation des
NOD2/CARD15 Gens

Die Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus Analyse ist eine gelaufige
Methode zum Nachweis von Polymorphismen (SCAREL-CAMINAGA et al., 2002;
LAINE et al., 2002; KORNMAN et al., 1997a; WALKER et al., 2000).

Im Zusammenhang mit der 3020insC Mutation des NOD2 Gens ist auch die
Anwendung eines anderen Primer Paares mdglich (OGURA et al., 2001). Das
entstandene PCR Produkt besteht aus 533 bp, die verdauten Fragmente aus
319 bp (Wildtyp) bzw. 214 bp (3020insC) (vgl. hierzu Abschnitt 6.2.8). Uber
den NOD2/CARD15 3020insC Polymorphismus liegen im Zusammenhang mit
chronisch marginalen Parodontitiden noch keine Studien vor. Die in Abschnitt
6.2 angegebenen Werte (Zentrifugationszeiten, Konzentrationen etc.) wurden
durch Austesten ermittelt.

Die Darstellung von Polymorphismen kann neuerdings auch anstelle der Gele-
lektrophorese (KORNMAN et al., 1997; WALKER et al., 2000; RADLMAYR et al.,
2002; HAMPE et al., 2002; FOLWACzZNY & GLAS, 2002) direkt mit so genannten
Sequenziergeraten erfolgen, was eine deutliche Zeitersparnis mit sich bringt
(HAMPE et al., 2001).

8.3 Modelle zum Einfluss des NOD2-Polymorphismus auf die Pathoge-

nese der Parodontitis

Obwohl kein Zusammenhang aus den hier vorliegenden Ergebnissen zwi-
schen der 3020insC Mutation und chronisch marginalen Parodontitiden er-
kennbar ist, erscheint grundsatzlich plausibel, dass der NOD2-NFkB Weg bei
der Pathogenese chronisch marginaler Parodontitiden eine Rolle spielen konn-

te.
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Im Widerspruch zu den in vitro gewonnenen Ergebnissen (verminderte NFkB
Aktivierung, s.o. Abschnitt 4.3) lassen diverse Studien darauf schliel3en, dass
die 3020insC Mutation zu einer erhohten Anfalligkeit fur Gewebsdestruktionen
im Zusammenhang mit der chronischen Magen-Darmentzindung Morbus
Crohn fuhrt. Morbus Crohn wurde hier mit der homozygoten 3020 insC Muta-
tion assoziiert (HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001a; RADLMAYR et al., 2002;
HAMPE et al., 2002; FOLWACzZNY & GLAS, 2002). Prinzipiell kdnnte dies auch
bei chronisch marginalen Parodontitiden zutreffen. Ebenso wie bei der Patho-
genese der marginalen Parodontitis spielt die Ubermassige Bildung von
proinflammatorischen Zytokinen, u.a. TNF-a, eine wichtige Rolle bei der Pa-
thogenese des Morbus Crohn. So wurden bei dieser Krankheit erhdhte Spie-
gel von TNF-a in der Lamina propria der intestinalen Schleimhaut in Zusam-
menhang mit den destruktiven Prozessen gebracht (SCHREIBER et al., 1998;
ZAREIE et al., 2001; CHO, 2001).

8.3.1 Wildtypform des NOD2 als Schutzbarriere

Zunachst bleibt zu klaren, welche Funktion die Wildtypform des NOD2 eigent-
lich Ubernimmt. Denkbar ware zum Beispiel, dass diese zum Beispiel als
Schutzbarriere fungiert. Die Produktion von Zytokinen wie IL-10, die die Im-
munreaktion unterdricken, konnte bei der Pathogenese eine wichtige Rolle
spielen. Bei der Pathogenese marginaler Parodontitiden ist zu vermuten, dass
eine verminderte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine das Bakterien-
wachstum infolge geschwachter Immunabwehr begunstigen konnte (VAN HEEL
et al.,, 2001). Die Verbesserung der Lebensbedingungen fur die Bakterien
konnte diesen erleichtern, neue, mdglicherweise aggressivere Virulenzfakto-
ren zu entwickeln, die zur Umgehung der Wirtsabwehr oder direkt zur Ge-
websdestruktion fihren. So kann zum Beispiel eine Anhaufung von Lipopoly-
sacchariden mit einer erhohten Gewebsdestruktion einhergehen (ABBAS et al.,
1996, S. 297).
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8.3.2 NOD2 als Rezeptor fiir Muramyl Dipeptid (MDP)

NOD?2 qilt als Rezeptor fur Lipopolysaccharide. Es ist vorstellbar, dass das Er-
kennungsdefizit infolge der 3020 insC Mutation zu einer Ubermafigen Freiset-
zung der Zytokine nach Stimulation mit anderen bakteriellen (Lipoteichonsau-
ren, Lipopeptide), ja sogar endogenen Produkten fuhren kdonnte (VAN HEEL et
al., 2001; OGURA et al., 2001a). Wahrend der Niederschrift der vorliegenden
Arbeit konnte diese These jedoch von der Forschungsgruppe um Inohara und
Girardin widerlegt werden. In diesen neuen Studien wird festgestellt, dass
NOD2 intrazellularer Rezeptor fur das aus Proteoglykanen stammende Mura-
myl-Dipeptid (MDP) ist. Das MDP ist sowohl bei gramnegativen, als auch bei
grampositiven Bakterien nachweisbar (INOHARA et al., 2003; GIRARDIN et al.,
2003). Die Autoren berichten, dass die von ihnen verwendeten, kommerziell
erwerblichen LPS Praparate mit Peptidoglykanen verunreinigt waren und so-
mit falschlicherweise LPS als die durch NOD2 erkannte Substanz identifiziert
wurde. Auch nach Stimulation der mutierten 3020insC Form des NOD2/
CARD15 Gens mit MDP sei die Aktivitat des NFkB signifikant vermindert und
bestatigte die vorangehenden Studien (HUGOT et al., 2001; OGURA et al.,
2001a; HAMPE et al., 2001).

Zur Pathogenese von marginalen Parodontitiden liegen erst sehr wenige Stu-
dien vor, die die Zytokinausschuttung mit MDP in Verbindung bringen. Die
Mehrzahl der Untersuchungen basieren auf der Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine nach LPS Stimulation (KORNMAN et al., 1997b; TAKASHIBA et al.,
1999; PHILPOTT et al., 2000). Es ist denkbar, dass auch hier Verunreinigungen
ubersehen wurden und andere bakterielle Toxine flr unterschiedlich ausge-
pragte Wirtsreaktionen verantwortlich sein kénnten (GIRARDIN et al., 2003).
Auch der Einfluss von Viren bei der Pathogenese marginaler Parodontitiden
wird diskutiert. Herpesviren sind zum Beispiel in der Lage, die Transkription
des IL-18 Gens zu erhdhen und sich damit an der Gewebsdestruktion zu
beteiligen (BocH et al., 2001).
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8.3.3 Stérung des erworbenen Immunsystems als Folge der 3020insC

Mutation

Eine weitere Uberlegung besteht darin, ob nicht das Erkennungsdefizit der
Monozyten bzw. Makrophagen infolge der 3020insC Mutation zu einer Uber-
steigerten Immunantwort des erworbenen Immunsystems (Th1 und Th2 spezi-
fische Zytokine) und damit zu einer verstarkten Gewebsdestruktion flhren
kann. Vorstellbar ist, dass die mindere Produktion der Th1 und Th2 zellspezifi-
schen Zytokine (s.o0. Kapitel 3.2.2), die die Bildung von Immunglobulinen be-
gunstigen, zu verstarkter Anfalligkeit fuhren. Auch Defekte der B-Lymphozyten
an sich und die damit verbundene Abschwachung der initialen Abwehrlinie
durch spezifische Antikérper konnten dies beginstigen (HART & KORN-
MAN,1997).

8.3.4 Spezifische Rezeptoren und deren Einfluss auf die Pathogenese

Rezeptoren, die fur die Erkennung spezifischer Toxine verantwortlich sind,
spielen bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen eine herausragen-
de Rolle. Bezogen auf das zytosolische NOD2 ist denkbar, dass, ahnlich wie
bei Pflanzen, die Anderung in der leucinreichen Doméane des NOD2 zu einer
fehlenden Reaktion auf spezifische Toxine fuhren und somit das bakterielle
Wachstum gefordert werden konnte (INOHARA et al., 1999). Auf welche Weise
die bakteriellen Produkte in die Zelle gelangen und, ob noch ein Zwischen-
schritt bis zur Bindung des MDP an NOD2 vorausgeht, bleibt noch zu klaren
(OGURA et al., 2001b).

Weist das Erkennungspotential der Rezeptoren einen Defekt auf, so kann dies
mit erhohter Anfalligkeit fur das jeweilige Pathogen einhergehen. Es ist zum
Beispiel bereits nachgewiesen, dass eine Mutation der LRR Domane des
TLR4 zu erhohter Anfalligkeit fur pulmonale Infektionen durch gramnegative
Bakterien fuhrt (AGNESE et al., 2002). TLR2 und TLR4 werden nicht nur an der
Oberflache von Makrophagen exprimiert, sondern auch an Gewebezellen des

parodontalen Gewebes wie z. B. Fibroblasten. Genetische Defekte der
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ortsstandigen Gewebezellen kdnnten ebenfalls zu erhdhter Anfalligkeit gegen-
Uber parodontalen Erkrankungen beitragen (BOCH et al., 2001; MULLER, 2001,
S.37). Ob der Polymorphismus der TLR auch mit der Pathogenese marginaler
Parodontitiden assoziierbar ist und noch weitere spezifische Rezeptoren exis-
tieren, die bis dato noch nicht erkannt wurden, bleibt noch zu erforschen. In
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass auch Polymorphismen
des NOD1, das bekanntlich ein intrazellularer Rezeptor fur LPS darstellt, bei
der Pathogenese chronischer Parodontitiden involviert sein kdnnten (INOHARA
et al., 1999; INOHARA et al., 2001).

8.3.5 NFkB: Knotenpunkt der Entziindungsreaktion

Der Transkriptionsfaktor NFkB spielt eine wichtige Rolle innerhalb von Ent-
zundungsprozessen und kann einer Vielzahl von Stérungen ausgesetzt sein.
Die Uberlegung erscheint plausibel, dass durch das Erkennungsdefizit bakte-
rieller Pathogene durch die NOD2 3020insC Mutation andere Aktivierungswe-
ge des NFkB begunstigt und somit eine verstarkte Bildung der destruktiv wir-
kenden Zytokine nach sich ziehen konnte (OGURA et al., 2001a). SCHREIBER et
al. (1998) wiesen in diesem Zusammenhang eine erhdhte Aktivitat des NFkB
in der Lamina propria der intestinalen Schleimhaut bei Patienten mit Morbus
Crohn nach. Es bleibt zu Gberprifen, ob noch weitere Aktivierungswege des
NFkB existieren (PHILPOTT et al., 2000). TAKASHIBA et al. (1999) und NICHOLS
et al. (2001) postulierten bereits, dass NFkB bei der Pathogenese der margi-
nalen Parodontitis eine wichtige Rolle spielen und fiir Uberempfindlichkeitsre-
aktionen gegenuber bakteriellen Toxinen, die mit erhdhter Gewebsdestruktion
einhergehen, verantwortlich sein konnte. Die Tatsache, dass die Anwendung
von Glukokortikoiden, die bekanntlich NFkB hemmen, die Progression des
Gewebsverlusts infolge verminderter Freisetzung von IL-1B eindammen, be-
kraftigt die von NICHOLS et al. (2001) und TAKASHIBA et al. (1999) aufgestellte
Hypothese (PAGE et al.,1997).

Wie bereits beschrieben, spielt die Familie der NOD-Proteine eine Rolle bei

der Vermittlung der Apoptose durch Aktivierung der Caspase 9 (OGURA et al.,
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2001b). Die 3020insC Mutation konnte somit auch eine Stérung der Steuerung
der Apoptose nach sich ziehen. GAMONAL et al. (2001) vermuten, dass im
Rahmen chronischer Parodontitiden die Apoptose sowohl durch mikrobielle
Faktoren, als auch durch wirtsspezifische Veranderungen mit der Pathogene-
se verwickelt sein konnten. Verfruhter Zelltod der Makrophagen konnte zu

verminderter Abwehrleistung fuhren.

8.4 Ausblick

Grundsatzlich konnen genetische Polymorphismen in fur Zytokine (IL-1B) oder
Rezeptoren kodierenden Genen interindividuelle Unterschiede nach sich zie-
hen. Die fir die proinflammatorischen Zytokine kodierenden Gene, die unter
dem Einfluss des Transkriptionsfaktors NFkB stehen (z.B. TNF-a, ICAM-1), gilt
es im Zusammenhang mit chronischen Parodontitiden weiter zu untersuchen.
Genetische Defekte sollten aber nicht nur isoliert betrachtet, sondern auch in
Verbindung mit Umweltfaktoren gebracht werden (KORNMAN et al.,, 1997a;
WALKER et al., 2000; BOcCH et al., 2001).

Das pathogenetische Modell des ,critical pathway® wird standig neu erganzt.
Der umfangreiche Zytokinkomplex, der die Entziindungsreaktion des Wirts re-
guliert, bleibt im Rahmen der Pathogenese marginaler Parodontitiden auf mo-
lekularer Ebene noch verhaltnismaRig unklar. Vor allem bei Infektionen mit
gramnegativen Bakterien sind eine Reihe molekularer und zellularer Prozesse
involviert, die mit grolkerer Storanfalligkeit einhergehen. Ein weiterer Schritt
ware, die genauen Vorgange der Signaltransduktion zu analysieren, um
schliellich verbesserte Therapiemallnahmen zur Einddammung der Entzln-
dungsreaktion und der damit verbundenen Gewebsdestruktion zu entwickeln.
Welche Funktionen die einzelnen Zytokine wahrend der Pathogenese in vivo
eigentlich haben und welche Interaktionsmoglichkeiten zwischen den einzel-
nen Substanzen und Rezeptoren bestehen, muss noch geklart werden (BOCH
et al., 2001). Hier kdnnten neue Erkenntnisse Uber die Pathogenese des Mor-
bus Crohn zu Fortschritten in der Parodontologie, aber auch umgekehrt, fuh-

ren. Morbus Crohn und Parodontitis haben viele Gemeinsamkeiten bezlglich
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der Pathogenese. Bei beiden Erkrankungen gelten zum Beispiel Funktionssto-
rungen neutrophiler Granulozyten (Chediak-Higashi-Syndrom, Papillon-Lefev-
re-Syndrom etc.) als Risikofaktoren (KORZzENIK et al., 2000; HART & KORNMAN,
1997).

Den hier vorliegenden Ergebnissen zufolge spielt das 3020insC Allel des
NOD2 Gens bei der Pathogenese chronisch marginaler Parodontitiden prima
facie keine Rolle. Die Basis der aufgefuhrten Daten bilden in vitro Beobach-
tungen. Welche Rolle NOD2, auch in Hinblick auf Patienten mit Morbus Crohn
in vivo wirklich einnimmt bleibt unklar. Die Suche nach spezifischen Kandida-
tengenen fur chronisch marginale Parodontitiden wird weiterhin Ziel der For-

schung bleiben.
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9. Zusammenfassung

Ein Hauptanliegen zahnmedizinischer Forschung ist das Erkennen von be-
sonderer Anfalligkeiten fur chronisch marginale Parodontitiden. Zum einen
konzentriert sich die Forschung auf die Rolle spezifischer Bakterien im Zu-
sammenhang mit Beginn und Progression der Erkrankung. Zum anderen ruckt
sie seit langerer Zeit die genetische Pradisposition in den Mittelpunkt ihrer kli-
nischen Studien.

Einschrankungen der Makrophagenfunktion sind bereits mit aggressiven For-
men der Parodontitis assoziiert worden. Im Zusammenhang mit chronischen
Parodontitiden konnte bisher noch kein eindeutiger genetischer Marker gefun-
den werden. Makrophagen sind fur die Phagozytose der parodontopathoge-
nen Keime verantwortlich. |hre proinflammatorischen Zytokine IL-138 und TNF-
a sind sowohl fur die Entziindungsférderung, als auch fur die Destruktionen
des parodontalen Gewebes verantwortlich. Die Freisetzung dieser Substanzen
wird Uber spezifische Rezeptoren vermittelt. Zu dieser Gruppe zahlt das zyto-
solische NOD2, das hauptsachlich bei Makrophagen nachzuweisen ist.

Eine Punktmutation (3020insC) des NOD2-Gens wird mit destruktiven Formen
der chronischen Magen-Darmentzindung Morbus Crohn in Verbindung ge-
bracht. In vitro zeigte dieses defekte Protein eine verminderte Aktivierung des
NFkB nach Stimulation mit Lipopolysacchariden. Dadurch ist die Bildung der
proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-a gestort.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob die 3020 insC Mutation in Zu-
sammenhang mit der Pathogenese chronisch marginaler Parodontitiden steht.
An der Studie nahmen 80 Probanden mit chronischer Parodontitis und 122
gesunde Kontrollprobanden teil, die bezuglich der 3020insC Mutation des
NOD2 Proteins genotypisiert wurden.

Die Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied der Pravalenz der
3020insC Mutation des NOD2/CARD15 Gens zwischen Untersuchungsgruppe
und Kontrollgruppe hinsichtlich der Allel- bzw. der Genotypenverteilung. Auch
der Vergleich zwischen Schweregrad der Parodontitis und der 3020insC Muta-

tion war nicht signifikant. Bei der geschlechtsspezifischen Differenzierung
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konnte ebenfalls kein Unterschied festgestellt werden. Die 3020insC Mutation
des NOD2/CARD15 Gens scheint damit keinen pathophysiologischen Einfluss
auf die chronische Parodontitis zu besitzen.

In zukUnftigen Studien sollten u.a. die Zusammenhange zwischen Stimulie-
rung von Monozyten/Makrophagen durch bakterielle Toxine und genetischen

Polymorphismen weiter erforscht werden.
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Anhang

Beispiel fur PCR-Kontrollgel (s.0. Abschnitt 6.2.8)

300bp =

20500 T e .-
100bp =

a
a
=]

=
=]

[
.%
3

Abbildung 18: PCR-Kontrollgel fiir die Patienten 1N-5N, 22N-29N, 43N-44N
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