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1 Einleitung

Die chronische Parodontitis ist eine Erkrankung des Zahnhalteapparates mit komplexer
Atiopathogenese, verursacht durch bakterielle Plaque. Ihre klinische Manifestation
hingt sowohl von Umwelteinfliissen, als auch von der genetischen Pradisposition des
betroffenen Individuums ab (Kornman 2008). Insbesondere Polymorphismen der Gene
der Immunabwehr konnen das Risiko erhdhen, eine Parodontitis zu entwickeln (Yoshi
et al. 2007), denn nicht jeder Mensch ist gleich anfillig dafiir, an Parodontitis zu
erkranken (Kornman 2001). Es gibt verschiedene Methoden der Genanalyse, wie
beispielsweise Familienstudien (Chung et al.1977) und Zwillingsstudien, durch die
Michalowicz et al. (1991) und Corey et al. (1993) die Einfliisse genetischer Faktoren
auf die Entstehung der Parodontitis nachwiesen. Auch in Zusammenhang mit anderen
chronisch entziindlichen Erkrankungen, wie Morbus Crohn (Barrett et al. 2008) und
Colitis ulcerosa (The UK IBD Consortium et al. 2009) konnte, durch genetische
Assoziationsstudien, der Einfluss bestimmter Polymorphismen auf die Erkrankung
beobachtet werden. Von Wechselwirkungen zwischen der chronischen Parodontitis und
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde bereits 1991 von Flemmig et al.
sowie 2017 von Papageorgiou et al. berichtet. Demnach ist es plausibel,
Kandidatengene, die nachweislich urséchlich fiir Erkrankungen mit dhnlichem
atiologischen Hintergrund wie die chronische Parodontitis sind, auch hinsichtlich ihrer
Auswirkung auf diese zu erforschen, um weitere Erkenntnisse liber die Pathogenese
dieser komplexen Erkrankung zu gewinnen. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht
werden, ob fliinf Polymorphismen, die bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
eine Rolle spielen (Barrett et al. 2008, Anderson et al. 2011, Juyal et al. 2011, Browning
et al. 2007, McGovern et al. 2010), gegebenenfalls auch in étiologischem
Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis in einer mitteleuropéischen,
kaukasischen Population stehen. Die Mdglichkeit, ein genetisches Risikoprofil eines
Patienten unter Beriicksichtigung der Umweltfaktoren zu bestimmen, konnte die

Effektivitdt der Therapiemoglichkeiten steigern (Schenkein 2002).



2 Chronische Parodontitis

2.1 Klassifikation und Epidemiologie

Das gesunde marginale Parodontium der kaukasischen Bevolkerung wird als blass rosa
und gestippelt beschrieben. Es liegt den darunterliegenden Geweben straff an, verlauft
girlandenformig, und blutet nicht auf Sondierung (Lindhe et al. 2003). 48,4 % der
Erwachsenen zwischen 35-44 weisen ein gesundes Parodontium auf, 43,4% leiden an
einer moderaten Parodontitis und 8,2% an einer schweren Parodontitis, wie die fiinfte
Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS V) von 2016 zeigt. Menschen im Alter von 65-
74 Jahren sind zu 44,8% mittelschwer (3-4 mm Attachmentverlust) und zu 19,8 %
schwer (>5 mm Attachmentverlust) an Parodontitis erkrankt (Miiller 2001). Noch Mitte
der 1960er Jahre wurde angenommen, dass alle Individuen mehr oder weniger gleich
anfillig fiir die marginale Parodontitis sind, dass sich Gingivitis zu Parodontitis
entwickelt und zu Knochenabbau fiihre und dass die marginale Parodontitis der
Hauptgrund fiir Zahnverlust ab einem Alter von 35 Jahren ist (Academy Report 2005).
In den 1980er und 1990er Jahren wurde bekannt, dass sich nicht jede Gingivitis zur
Parodontitis entwickelt, die aggressive Form der Parodontitis eher selten ist, jedoch bei
fast jedem Erwachsenen vereinzelte Verluste an parodontalem Attachment anzutreffen
sind.

Durch Klassifizierungssysteme einer Erkrankung kann der Kliniker den individuellen
Behandlungsbedarf eines Patienten besser einschitzen (Miiller 2001). Klassifikationen
wurden erst im 19. Jahrhundert, als noch wenig iiber die Atiologie und Pathogenese der
Parodontitis bekannt war, durch klinische Charakteristika erstellt. In den Jahren 1920-
1970 klassifizierte man die Parodontitis anhand der Konzepte der klassischen
Pathologie und von 1970 bis heute mit Hilfe der infektidsen Atiologie der
Erkrankungen (Armitage 2002). Das heute allgemein akzeptierte System zur Einteilung
der Parodontalerkrankungen ist die 1999 von der American Academy of Periodontology
und von der EFP (European Federation of Perdiodontology) entwickelte Klassifikation
(Armitage 1999). Unterschieden wird hier zwischen Erkrankungen der Gingiva,
chronischer Parodontitis, aggressiver Parodontitis, Parodontitis als Manifestation von
Infektionskrankheiten, nekrotisierenden Formen der Parodontitis, Parodontalabszessen,
Paro-Endo-Lidsionen und entwicklungsbedingten oder erworbenen Deformitédten und

Zustinden.



Die chronische Parodontitis tritt am hidufigsten im Erwachsenenalter auf, ist jedoch auch
bei Jugendlichen und Kindern zu beobachten. Sie kann generalisiert vorkommen, wobei
mehr als 30% der Zahnfldchen betroffen sind. Als lokalisiert wird die chronische
Parodontitis bezeichnet, wenn weniger als 30% der Zahnflichen von der Krankheit
betroffen sind. 1999 listete der ,International Workshop for a Classification of
Periodontal Disease and Conditions” weitere Merkmale der chronischen Parodontitis
auf, wie z.B. das Vorhandensein subgingivaler Konkremente, den Zusammenhang mit
Umwelteinfliissen, wie z.B. Rauchen und das langsame bzw. moderate Voranschreiten
der Erkrankung, wobei Phasen des raschen Verlaufs nicht ausgeschlossen sind (Lindhe

et al. 1999).

2.2 Atiopathogenese der Parodontitis

Auf die Atiologie entziindlicher Erkrankungen des Zahnhalteapparates nehmen sowohl
primire als auch sekundire Faktoren Einfluss. Die im Biofilm vorhandenen Pathogene
und die daraus resultierende entziindliche Reaktion des Parodonts sind Hauptursache fiir
die Entstehung und den Verlauf der Parodontalerkrankung. Sekundére Faktoren sind

z. B. offene karidse Lésionen, mangelhaft konturierte Kronen- und Fiillungsrinder,
Putztraumata, endogene und systemische Storungen, hormonelle und medikamentos
bedingte Erkrankungen, Erndhrungsverhalten und kaufunktionelle Probleme. Diese
beeinflussen den Verlauf der Erkrankung (Hellwig et al. 2006, Lehmann et al. 2002).
Die marginale Parodontitis ist eine Infektionskrankheit, fiir deren Entstehung das
Vorhandensein von Mikroorganismen essentiell ist. Genauso wichtig fiir das Auftreten
und den Schweregrad der Erkrankung sind Wirtsfaktoren, wie die genetische
Pridisposition eines Individuums und Umweltfaktoren (Page et al. 1997), denn allein
das Auftreten parodontalpathogener Keime fiihrt nicht bei jedem Menschen
zwangsldufig zu einer Parodontalerkankung (Hellwig 2006).

Die Entwicklung der Gingivitis und der Parodontitis teilten Page und Schroeder 1976 in
mehrere Stadien ein. Die initiale Lasion tritt wahrend der ersten 4 Tage nach der
Plaquebildung, resultierend aus mangelhafter Mundhygiene auf. Sie ist gekennzeichnet
durch Odembildung, erhdhtes Fliissigkeitsexsudat im gingivalen Sulkus, einer
Ansammlung von polymorphkernigen Leukozyten und Auflockerung des Saumepithels.
Dies ist klinisch nicht erkennbar. Nach 4-7 Tagen entwickelt sich die frithe Lésion. Die
Zahl der Lymphozyten und Makrophagen nimmt zu, ein perivaskuléres Infiltrat tritt auf

und Kollagenfasern degenerieren, was jedoch vorerst nicht zu Attachmentverlust fiihrt.
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Dieses Stadium ist noch vollstandig reversibel. Bei manchen Menschen verdndert sich
die frithe Lésion, sei es durch Umweltfaktoren, durch angeborene Anfilligkeit oder
durch beides zu einer B-Zellen/Plasma-Zellen dominierten Immunantwort, mit hohem
Interleukin-1 und Interleukin-6 Spiegel sowie fortschreitendem Kollagenverlust. Das
Saumepithel proliferiert nach apikal, was zur Taschenbildung fiihrt (Ohlrich et al.
2009). Dieses Stadium kann tiber Jahre stabil bleiben. Dehnt sich die entziindliche und
immunologische Gewebereaktion auf den Alveolarknochen aus, spricht man von der
fortgeschrittenen Lision (Page&Schroeder et al. 1976). Parodontalpathogene
Mikroorganismen kdnnen durch ihre Virulenzfaktoren die Immunabwehr zusétzlich
beeinflussen und somit zu Gewebezerstorung und letztendlich zum Zahnverlust fiihren.
Da jedoch nur eine begrenzte Anzahl an Individuen, die von diesen Pathogenen befallen
sind, auch Knochenabbau aufweisen, wird von einer komplexeren Atiologie in Form
eines Ungleichgewichtes zwischen Wirt und Parasiten ausgegangen (Kinane et al.
2007). Heute ist allgemein anerkannt, dass eine Vielzahl von Zytokinen,
zellmodulierende Molekiile, die von ortstindigen und eingewanderten Zellen
ausgeschiittet werden, die Pathogenese der Parodontitis beeinflussen. Weiterhin konnen
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) beispielsweise durch Zytokine, wie Interleukin 17,
falsch reguliert sein. Dies kdnnte im Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis
zur Gewebezerstorung beitragen. Matrixmetalloproteinasen sind eine Gruppe von
Enzymen, die in den Abbau von extrazelluldren Matrixmolekiilen involviert sind. Sie
spalten Peptidbindungen in Proteinen und spielen eine Rolle beim Gewebeumbau,
beispielsweise im Zuge der Wundheilung. Zusammen sind diese
Entziindungsmediatoren in der Lage, eine Reihe von molekularen Vorgingen
auszuldsen, die mit der Zerstdrung von extrazelluldrer Matrix assoziiert sind und zum

Gewebeuntergang fithren (Bartold et al. 2010, Rose et al. 2016, Wu et al. 2013).

2.3 Risikofaktoren der Parodontitis

Die Erkenntnis, dass die marginale Parodontitis eine komplexe Erkrankung mit
multifaktorieller Atiologie ist, veranlasste die Suche nach Risikofaktoren, die fiir die
Pridisposition fiir die marginale Parodontitis verantwortlich sind, sowie zu
verschiedenen klinischen Auspriagungsformen dieser Erkrankungen fithren (Stabholz et

al. 2010).



2.3.1 Rolle der parodontalpathogenen Mikroorganismen

In einer parodontalen Tasche kommen mehr als 700 verschiedene bakterielle Spezies
vor (Sharma 2010). Es konnen sowohl nicht pathogene Erreger, als auch fakultativ
pathogene Keime gefunden werden, welche sich normalerweise im stabilen
Gleichgewicht befinden. Durch mangelhafte Mundhygiene, durch das Eindringen neuer
Mikroorganismen oder durch Verdnderung der mikrobiologischen Lebensbedingungen
kommt es zu einem Ungleichgewicht und folglich zur Begiinstigung der Proliferation
pathogener Keime.

Unmittelbar nach Reinigung der Zéhne entsteht ein Film aus Proteinen und
Glykoproteinen, an den sich bestimmte Bakterien anheften kdnnen, woraufhin sich
weitere Bakterien durch spezifische Molekiilinteraktionen ansammeln und sich ein
Biofilm bildet (Marsh et al. 1995). Die entziindliche Erkrankung der marginalen
Parodontitis wird folglich durch einen bakteriellen Biofilm induziert, der sich am Rand
der Gingiva ansammelt, wobei die verschiedenen Bakterienspezies unterschiedliche
Pathogenitit aufweisen (Haffajee et al. 1994). Eine Reihe von abnormen entziindlichen
Reaktionen werden im parodontalen Gewebe vor allem durch gram-negative Bakterien,
wie Porphyromonas gingivalis (P.g), Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a),
Tannerella forsythensis (T.f) und Treponema denticola (T.d) hervorgerufen (Feng et al.
2006). Parodontalpathogen sind diese Mikroorganismen durch ihre Féhigkeit, sich
subgingival anzusiedeln, eine gewebezerstorende Immunabwehr zu triggern sowie
Proteasen und Exotoxine freisetzen zu konnen. Sie sind teilweise in der Lage
Gewebeverbindungen aufzuldsen und somit invasiv in tiefere Schichten vorzudringen
(Nishihara et al. 2004, Kochi et al. 2017).

Actinobacillus actinomycetemcomitans ist ein fakultativ anaerober, nicht beweglicher,
gram negativer Keim, der unter anderem zwei Toxine freisetzt: ein RTX (repeat in
toxin) Leukotoxin und ein CDT (cytolethal distending toxin). Beides sind starke Toxine,
die in der Lage sind, Zellen der Immunabwehr zu zerstoren. Es gibt verschiedene
Subtypen dieses Keimes, wobei es mdglich ist, dass nicht alle gleich stark pathogen
sind. Die bisherige Forschung ldsst vermuten, dass die Anwesenheit bzw. Abwesenheit
dieses Keimes nicht der einzige Indikator fiir ein Erkrankungsrisiko ist, sondern auch
die Kombination mit anderen Keimen die Schwere der Parodontalerkrankung
bestimmen konnte (Henderson et al. 2010). Bakterien ist es moglich, sich in der
subgingivalen Plaque zu Komplexen zu organisieren. P.g, T.d, und T.f. konnen den

sogenannten Roten Komplex bilden und sind zusammen parodontalpathogener als
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andere bekannte Bakterien der dentalen Plaque. Dieser Komplex konnte mit klinischen
Anzeichen einer Parodontitis wie erhohte Taschensondierungstiefe und Blutung auf
Sondierung in Verbindung gebracht werden (Socransky et al. 1998). Bezogen auf 7.
forsythia werden wahrscheinlich dessen Virulenzgene nur dann exprimiert, wenn das
Bakterium in direkten Kontakt zu anderen Mikroorganismen des roten Komplexes, oder
mit dem Wirt kommt (Sharma et al. 2010). T. denticola hat neben seinen virulenten
Eigenschaften, wie die Induktion und die Degradation von Zytokinen, weitere
einzigartige Mechanismen. Es ist beispielsweise in der Lage die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten und Fibroblasten zu unterdriicken (Ishihara et al. 2010). P.
gingivalis ruft vor allem durch Lipopolysaccharide die Ausschiittung von Zytokinen
hervor. Diese starke Reaktion zahlreicher Zelltypen stimuliert die angeborene
Immunantwort und fiihrt dadurch zur Gewebezerstorung (Taylor et al. 2010). Insgesamt
nimmt die Pathogenitit der Plaque zu, je mehr gramnegative, bewegliche und anaerobe
Keime vorliegen (Hellwig et al. 2006). Es gilt nach wie vor der Grundsatz: ,,0hne
Bakterien keine Parodontitis*, jedoch miissen Bakterien nicht zwangsldufig eine

Parodontitis verursachen (Rateitschak et al. 2003).

2.3.2 Einfliisse exogener Faktoren

Dass Umweltfaktoren bei der Manifestation der Parodontitis eine wichtige Rolle spielen
ist bekannt. Dazu zé&hlen orale Faktoren (Mundhygiene), Verhaltensfaktoren
(Alkoholkonsum, Rauchen, Stress), soziodemographische Faktoren (Alter, Geschlecht)
und systemische Faktoren (Diabetes mellitus, Immunerkrankungen, Adipositas). Diese
Elemente konnen die entziindliche Reaktion in Zusammenhang mit der Parodontitis
verstirken (Stabholz et al. 2010).

Die Mundhygiene korreliert mit der Infektion und stellt einen zentralen Einflussfaktor
auf die Erkrankung der Parodontitis dar. Bei 275 Bewohnern von Altenheimen, von
denen weniger als ein Drittel zweimal téglich die Zéhne putzten, also eine mangelhafte
Mundhygiene aufwiesen, stellten Hopcraft et al. 2010 fest, dass der parodontale Zustand
extrem schlecht war (35,6% der parodontalen Taschen waren iiber 4 mm tief, 10,2%
iiber 6 mm).

Psychosozialer Stress durch negative Lebensereignisse, wie beispielsweise
Arbeitslosigkeit, konnte mit der Erkrankung der chronischen Parodontitis assoziiert sein
(Moss et al. 1996). Weiterhin kann Alkoholkonsum als ein Risikoindikator fiir
Parodontitis angesehen werden (Da Silva Furtado Amaral et al. 2009). In Bezug auf das



Rauchverhalten wurde in iiber 325 Studien ein Zusammenhang zwischen Parodontitis
und Rauchen festgestellt (Stabholz et al. 2010). Bisherige Daten scheinen zu zeigen,
dass Raucher mit einem schlechteren parodontalen Status nicht unbedingt auch eine
schlechtere Mundhygiene haben, dass allerdings das Rauchen einen chronischen Effekt
auf das parodontale Gewebe hat, indem es unter anderem die Durchblutung mindert. Es
bedarf noch der Kldrung, ob Tabakkonsum auch einen Einfluss auf die
Zusammensetzung der oralen Bakterienflora hat. Wenn man die Daten {iber den
Einfluss des Rauchens auf die Wirtsantwort betrachtet, wird klar, dass Nikotin und
andere Tabakstoffe Gefa3-, Entziindungs- und Immunzellen, sowie Zellen die zur
Gewebeheilung beitragen beeinflussen (Zee et al. 2009). Nikotin hat auch direkte lokale
Auswirkungen, wie die verstirkte Produktion von Kollagenasen und inflammatorischen
Mediatoren. Es vermindert die Anheftung von Fibroblasten an der Wurzelhaut, was die
starkere Gewebezerstorung bei Rauchern erkliaren konnte (Johnson et al. 2004).
Bergstrom et al. stellte 1989 fest, dass Raucher ein 2,5fach hoheres Risiko haben, an
schwerem parodontalen Gewebeverlust zu leiden als Nichtraucher.

Patienten, die an der Systemerkrankung Diabetes mellitus leiden, haben ein 3fach
hoheres Risiko, an Parodontitis zu erkranken (Soskolne et al. 1998). Funktionen von
Immunzellen wie von T-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Monozyten, scheinen
durch die Hyperglykdmie beeinflusst zu werden. Die nachfolgende Dysregulation von
Zytokinen kann zu Gewebezerstorung in Form von Knochenabbau fiihren (Taylor et al.
2013). Wie schwer der Krankheitsverlauf bei einem Diabetiker ist, hangt allerdings
davon ab, wie gut der Stoffwechsel kontrolliert und eingestellt wird (Nunn et al. 2003,
Tervonen et al. 1993).

Weitere Risikoindikatoren kdnnten Osteoporose und Immunerkrankungen wie
beispielsweise AIDS sein (Murray et al. 1994). HIV-seropositive Patienten entwickeln
oft eine nekrotisierende ulzerative Gingigivitis (NUG) oder eine nekrotisierende

ulzerative Parodontitis (NUP) (Feller et al. 2006).

Adipositas konnte in einigen Studien mit Parodontitis in Verbindung gebracht werden.
Diese Erkrankung hat metabolische Verdnderungen zur Folge, die wiederum Einfluss
auf das Immunsystem nehmen konnen (Bezerra et al. 2007).

Soziodemographische Faktoren, wie das Alter und das Geschlecht konnten ebenfalls mit
Parodontalerkrankungen assoziiert sein. So tritt Knochenabbau bei dlteren Menschen

héufiger auf. Ménner sind schwerer vom Attachmentverlust betroffen als weibliche



Patienten (Nunn et al. 2003). Denkbare Griinde fiir eine hohere Préavalenz von
parodontalen Problemen im Alter sind die Plaquekontrolle, allgemeine Erkankungen
und Funktionsstorungen, Medikamenteneinnahme, anatomische, physiologische und
morphologische Faktoren, das Regenerationspotential sowie die Immunfunktion. Die
Heilungsprozesse scheinen im Alter zudem immer mehr eingeschrénkt zu sein. Es
kommt auBlerdem zu strukturbiologischen Alterungsprozessen der Gingiva, des
Desmodonts und des Knochens (Rateitschak et al. 2003).

Differenzen hinsichtlich des Geschlechts konnten dadurch hervorgerufen werden, dass
Mainner haufiger rauchen als Frauen und eine schlechtere Mundhygiene aufweisen.
AuBlerdem wird der Einfluss von Genen, die durch geschlechtsspezifische
Steroidhormone reguliert werden, als mogliche Ursache diskutiert. Die
geschlechtsabhidngige Produktion von Entziindungsmediatoren kdnnte das erhohte

Risiko fiir Gewebezerstérung bei Mannern erkldren (Shiau et al. 2010).

2.3.3 Reaktionen des Immunsystems

Bei entziindlichen Parodontalerkrankungen kann man nicht zwischen den klassischen
Phasen einer akuten und einer chronischen Entziindungsreaktion unterscheiden, da diese
nebeneinander existieren. Traditionell werden entziindliche Prozesse in drei Phasen
unterteilt: in eine akute, in eine immunologische und in eine chronische Phase. Dabei ist
die akute Phase charakterisiert durch die Einwanderung neutrophiler Granulozyten,
Vasodilatation und verstirkte Permeabilitdt der GefaB3e. Die immunologische Phase ist
gekennzeichnet durch das Auftreten Antigen prisentierender Zellen. In der chronischen
Phase sind Plasmazellen aktiv, die Antikdrper produzieren (Miiller 2011). Neben der
histologisch-strukturbiologischen Beschreibung von Page und Schroder 1976, gibt es
die Moglichkeit die Pathogenese der Parodontitis unter molekularbiologischen
Aspekten zu betrachten. Hier wird der Fokus auf bedeutende Aktivititsanderungen des
Immunsystems gelegt (Rateitschak et al. 2004). Initial ausgelost wird die
Immunreaktion durch ortsstandige Zellen des Parodontiums und Leukozyten, welche
das angeborene Immunsystem aktivieren, indem sie tiber Toll-like-Rezeptoren (TLRs)
und Nukleotid-bindende Oligomerisationsdoménen (NODs) Bestandteile von Bakterien
wie Lipopolysaccharide, Peptidoglykane und bakterielle DNA erkennen (Mahanonda et
al. 2007). Entziindungsmediatoren wie beispielsweise proinflammatorische Zytokine
(IL-1, IL-6, IL-8) und Tumornekrose Faktor (TNF) werden freigesetzt, was zur weiteren

Leukozyteneinwanderung fiihrt (Wilson et al. 1996). Auch das erworbene



Immunsystem erkennt bakterielle Antigene mit Hilfe von antigenprésentierenden Zellen
wie z.B. dendritischen Zellen. Dendritische Zellen prozessieren die bakteriellen
Antigene zu proteolytischen Peptiden und laden diese auf die Molekiile major
histocompatibility complex MHC I und II. AnschlieBend wandern sie zu den sekundiren
lymphatischen Organen und préisentieren den T-Lymphozyten die Antigene, wodurch
sie die Antigen-spezifische Immunantwort auslosen. Die T-Zellen erkennen
nachfolgend tiber einen T-Zell-Rezeptor den MHC-Komplex (Guermonprez et al. 2002,
Cutler et al. 2004).

Es kann anschlielend zur etablierten gingivalen Lasion kommen. Bei anhaltender
Plaqueakkumulation entsteht eine Ansammlung von T-Lymphozyten. Neben
dendritischen Zellen transportieren auch Langerhanszellen und Makrophagen antigenes,
bakterielles Material in die regiondren Lymphknoten, wo Plasmazellen spezifische
Antikorper produzieren, die {iber den Blutkreislauf in die Gingiva gelangen. Dieses
Erkrankungsstadium kann sich nach unbestimmter Zeit zu einer fortgeschrittenen
Léasion und damit zur Parodontitis entwickeln (Miiller 2001).

In einer ausgeprigten parodontalen Tasche befinden sich mehr CD4 - als CD8" T-
Zellen (Nagasawa et al. 1995). Die Zellen des erworbenen Immunsystems lassen sich in
B-Zellen und in T-Zellen einteilen, auf denen wiederum CD4- und CD8-Rezeptoren
vorkommen. CD4'-T-Zellen sind Helferzellen, die zu Th1-Helferzellen
(Makrophagenaktivierung) oder zu Th2-Helferzellen (Unterstilitzung der B-Zellen bei
der Entwicklung zu Plasmazellen) differenzieren (Klinke et al. 2005, Kaufmann et al.
2014). In einer modellhaften Hypothese von Ohlrich et al. 2009 wird vermutet, dass die
Immunregulation unter anderem vom Verhiltnis zwischen den T-Zell-Unterklassen
Th1-Zellen und Th2-Zellen abhéngen konnte. Eine starke angeborene Immunantwort
konnte fiir die Produktion eines hohen I1-12 Spiegels durch Makrophagen und
polymorphkernige Neutrophile verantwortlich sein. Dies fiithrt wiederum zu einer Th1-
Zell-Immunantwort mit wirksamen Antikdrpern, die in einer stabilen parodontalen
Lision resultiert.

Im Gegensatz dazu konnte es durch eine schwache angeborene Immunantwort mit der
Aktivierung polyklonaler B-Zellen zu einer Th2-Zell-Immunantwort mit
nichtprotektiven Antikdrpern und somit zu einer fortschreitenden parodontalen Lision
kommen. Dabei bleibt die Frage offen, was urséchlich fiir die eine oder die andere
Immunreaktion sein kdnnte. Es bedarf weiterer Forschung zur Bestétigung dieser

Hypothese (Ohlrich et al. 2009).



Dieser Prozess kann zu irreversiblen Schiden (Knochenabbau) am Parodont fiihren.
Moglicherweise fiihrt die Immunantwort tiber den Weg der Th2-Zellen und der B-
Zellen zur Produktion von Autoantikdrpern gegen Bestandteile des parodontalen
Gewebes wie Kollagen, Spectrin oder Tubulin, und somit zu Gewebezerstérung
(Koutouzis et al. 2009). Die Verdnderung der Immunzellen von Makrophagen und T-
Zellen in der stabilen Lision, hin zu einer steigenden Anzahl von B- und Plasma-Zellen
in der fortschreitenden Lision, konnte das Ergebnis einer fortwidhrenden Anwesenheit
von Pathogenen und einer uneffektiven Th1-Zell-Immunantwort sein. Vermutlich durch
die Stimulation von Mastzellen wird Interleukin 4 produziert, was zu einer Th2-Zell
Immunantwort fiihrt. Wahrend Mediatoren wie Interleukin 2 und Interferon (INF)
gamma die zelluldre Immunantwort anregen, unterdriickt das Th2-Zytokin Interleukin 4
diese Immunantwort und steigert die humorale Immunantwort. Eine weitere Unterklasse
der T-Helferzellen, sogenannte Th-17 Zellen, welche durch die Produktion von
Interleukin 17 gekennzeichnet sind, beeinflussen die Th1/Th2 Reaktion. Die
Entwicklung von Th-17-Zellen ist unter anderem abhingig von der Anwesenheit von
Interleukin 23 und Interleukin 6 und konnte zur Produktion von
Matrixmetalloproteinasen und zur gesteigerten Expression von RANKL (receptor
activator of nuclear factor-xB ligand) auf Osteoblasten flihren, was letztendlich in
Osteoklastenformation und Knochenzerstdrung resultieren konnte (Ford et al. 2010).
RANKL wird sowohl von Immunzellen als auch von osteogenetischen Zellen
produziert. RANK, der zugehdrige Rezeptor, wird auf Progentiorzellen aktiviert, die
dann zu mehrkernigen Osteoklasten differenzieren. Die Osteoklastogenese wird durch
OPG (Osteoprotegerin) inhibiert, das mit RANK um RANKL konkurriert. Im
Mausmodell wurde gezeigt, dass ohne RANK oder RANKL keine Osteoklasten
vorhanden sind. Proinflammatorische Zytokine konnen dieses komplexe System
modulieren (Gruber et al. 2010). Cochran et al. wiesen 2008 eine gesteigerte Expression
von RANKL in entziindlichem parodontalen Gewebe nach. Tumornekrosefaktor (TNF)
kann in Abwesenheit von RANKL Knochenresorption durch Osteoklasten induzieren
(Kobayashi et al. 2000). Zytokine des angeborenen Immunsystems (II-1p und 11-6)
wurden in Zusammenhang mit der Osteoklastogenese und der Einwanderung von
Entziindungszellen gebracht (Graves 2008, Fonseca et al. 2009). Neben
inflammatorischen Mediatoren kdnnen auch Gewebemediatoren, wie Prostaglandin E,
die osseoresorptive Funktion der Osteoklasten steigern und somit zu fortschreitendem

Knochenabbau fiihren (Tsai et al. 1998).

10



2.4 Genetischer Hintergrund

Ganz oder teilweise genetisch bedingte Erkrankungen werden in zwei Gruppen
eingeteilt: in monogenetisch vererbte Krankheiten und in Erkrankungen mit komplexem
Vererbungsmuster. Bei erstgenannten Erkrankungen folgt die Vererbung einem der
Mendelschen Erbgédnge (autosomal-dominant, autosomal-rezessiv oder x-oder y-
chromosomal). In den meisten Fillen flihrt die Verdnderung eines einzigen Gens zur
Auspriagung eines wiedererkennbaren dhnlichen Phénotyps. Monogenetisch vererbte
Erkrankungen kommen in der Bevolkerung sehr selten vor (unter 0,1%). Die
Auswirkungen von monogenetisch vererbten Erkrankungen konnen teilweise zur
génzlichen Verdnderung eines Genproduktes bis hin zum Funktionsverlust und zur
Storung kompletter biologischer Prozesse fithren (Kinane et al. 2005,
Buselmaier/Tariverdian 2007).

Genetisch-komplexe Erkrankungen unterscheiden sich von entsprechend den
Mendelschen Gesetzen vererbten Krankheiten in einigen wichtigen Punkten.
Erkrankungen mit komplexem Erbgang haben eine hohere Privalenz und treten mit
einer Haufigkeit von iiber 1% in der Bevdlkerung auf. Diese Erkrankungen folgen nicht
dem einfachen Muster familidrer Verteilung oder Transmission, sondern sind Ergebnis
der Interaktion von Allelen an vielen verschiedenen Orten im Genom. Die genetischen
Variationen, die fiir die meisten polygenetisch vererbten Erkrankungen verantwortlich
sind, kommen gemeinschaftlich in der Bevolkerung vor und treten in betroffenen und in
nicht betroffenen Individuen auf. Polygen bedeutet, dass eine Anzahl verschiedener
Gene involviert sind. Die neu entstandenen genetischen Varianten haben weitgehend
normale biologische Funktionen zur Folge sind also allein niemals ausreichend ein
Krankheitsbild auszuldsen (Kinane et al. 2003).

Laut der ,common disease-common variation hypothesis’ (Juran et al. 2007) ist die
genetische Variation nicht zwangsliufig die direkte Ursache komplexer Erkrankungen.
Eine einzelne genetische Verdnderung spielt womdglich nur eine untergeordnete Rolle
in Bezug auf die Krankheit, kann jedoch in Zusammenhang mit anderen genetischen
Verdnderungen den Krankheitsverlauf beeinflussen. Teilweise sind zusitzlich
Umwelteinfliisse ndtig, um die Krankheit {iberhaupt zu entwickeln (Juran et al. 2007,
Kinane et al. 2003).

Um den genetischen Hintergrund komplexer Erkrankungen néher zu erforschen, werden
Polymorphismen unter anderem im Rahmen von Fall-Kontrollstudien untersucht

(Kinane et al. 2005).
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2.4.1 Formen von Polymorphismen

2.4.1.1 Einzelnukleotid-Polymorphismen

Single-nucleotid-Polymorphismen (SNPs) sind einzelne DNA Nukleotid Basenpaare,
die sich innerhalb der individuellen DNA Sequenz unterscheiden. SNPs kdnnen
entweder in homozygoten Formen oder in einer heterozygoten Form auftreten.
Millionen von SNPs wurden im menschlichen Genom gefunden. Ein SNP kommt mit
einer Haufigkeit von mehr als 1% in der Population vor (Rotimi et al. 2010, Burtis et al.
2012). Die genetische Verdnderung, die ein Einzelnukleotid-Polymorphismus nach sich
zieht, sowie dessen Einfluss auf die Funktion des Gens und des zugehdrigen Proteins
fiir das es kodiert, ist ausschlaggebend dafiir, ob der Polymorphismus phinotypisch in
Erscheinung tritt bzw. zur Manifestation einer Krankheit beitrdgt (Kinane et al. 2005).
Meist durch Ablesefehler in der Replikation kommt es zum Austausch, zum Verlust
oder zum Einfiigen einzelner Nukleotide in der DNA (Murken et al. 2011). Eine
Anderung der Basensequenz kann das Ablesen des Triplet-Raster-Codes beeinflussen,
denn jeweils drei Nukleotide bestimmen eine Aminoséure. Ist eine kodierende Stelle im
Genom betroffen konnen verdnderte und teils unbrauchbaren Proteine resultieren. Dies
kann wiederum das Risiko eine Erkrankung zu entwickeln steigern oder senken. Die
physiologische Funktion der verdnderten Proteine kann durch Umwelteinfliisse wie z.B.

Rauchen oder bakterielle Faktoren zusétzlich beeinflusst werden (Kinane et al. 2003).

2.4.1.2 Mikro/Minisatellitenpolymorphismen und Kopienzahlvariationen

Bei Mikro- bzw. Minisatelliten handelt es sich um Wiederholungen von kurzen
Nukleotidsequenzen. Die Zahl der Wiederholungen ist in einer Population individuell
unterschiedlich und kann zwischen fiinf und hundert variieren (Folwaczny 2012, Breen
2010, Nakamura 2009). VNTRs (variable number tandem repeats) unterteilt man je
nach GroBe der wiederholten Sequenz in Mikrosatelliten- (<5 Nukleotide) oder in
Minisatellitenpolymorphismen (>5 Nukleotide). Mikrosatelliten machen ca. 2% des
Genoms aus und gelten als Hotspots fiir Mutationen (Buselmaier 2007, Murken et al.
2011). Es ist die Anzahl der Wiederholungen, und nicht die Nukleotidsequenz, die die
allelischen Polymorphismen unterscheidet (Hodge und Michalowicz 2001).
Beziiglich Mikrosatelliten und der Erkrankung Parodontitis wurde auf Chromosom 19
ein Lokus, der mit schwerer chronischer Parodontitis in Verbindung gebracht werden
konnte, identifiziert und stellt einen niitzlichen Marker dar, um das Erkrankungsrisiko

abzuschéitzen (Tabeta et al. 2009). In einer Studie von 2003 wurde ein
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Mikrosattelitenmarker im IFNGR1 Gen verwendet und ein Zusammenhang mit diesem
Gen in Kombination mit dem Risikofaktor Rauchen festgestellt. Dies unterstreicht
wiederum das Model des Zusammenspiels zwischen Genen und Umwelt fiir die

Wahrscheinlichkeit an Parodontitis zu erkranken (Fraser et al. 2003).

Lange wurde angenommen, dass Gene nur in zwei Kopien, einer viterlichen und einer
miitterlichen Kopie vorliegen, es gibt jedoch bei einigen Genen eine unterschiedliche
Anzahl an Kopien (Beckmann et al. 2007). Sogenannte Kopienzahlvariationen (copy
number variants, CNVs), sind DNA Segmente von tausend bis zu mehreren Millionen
Basenpaaren. Manche Gene kommen im Vergleich zu einem Referenzgenom
vervielfacht vor (Duplikation), gar nicht (Deletion), als einzelnes Gen oder als large-
scale copy-number Variationen (Feuk et al. 2006). Individuen lassen sich durch das
Fehlen oder Vorkommen von Kopienzahlvariationen eindeutig unterscheiden (Redon et
al. 2000).

DNA-Kopienzahlvariationen konnen mit bestimmten Krankheiten wie beispielsweise
der Glomerulonephritis assoziiert werden (Murken et al. 2011). Kopienzahlvariationen
konnten auch in Zusammenhang mit M. Crohn gebracht werden (Bentley et al. 2010).
Auf Basis von Kopienzahlvariationen liegt der genetische Unterschied zwischen zwei
nicht verwandten Individuen bei ca. 1%. Das Genom von zwei zufillig ausgewéhlten
Individuen, die nicht verwandt sind, unterscheidet sich bezogen auf
Einzelnukleotidpolymorphismen zu nur ca. 0,1%.

Der Unterschied bezogen auf die Kopienzahlvariationen ist also erheblich groBer

(Folwaczny et al. 2012, Beckmann et al. 2007, Redon et al. 2006).

2.4.2 Vererbung der Parodontitis

Die chronische Parodontitis wird als Erkrankung mit komplexem Erbgang bezeichnet,
deren Phanotyp von vielen verschiedenen Faktoren unter anderem von Umweltfaktoren,
einschlieBlich dem Rauchverhalten und der Plaquekontrolle beeinflusst wird. Fiir die
Erforschung des genetischen Hintergrundes der Parodontitis sind vor allem Gene
attraktiv, die fiir das Immunsystem kodieren. Jeder Prozess der Immunreaktion kdnnte
in die Atiologie der Parodontitis involviert sein, was die Suche nach genetischen
Einfliissen durch die Vielzahl an Kandidatengenen erschwert (Kinane et al. 2005).

Es gibt Hinweise, dass einige Polymorphismen im IL-1 Genlokus, im FcyR (FC

Gamma Rezeptor) Gen, wie beispielsweise im FcyRIIB Gen (Sugita et al. 2012) sowie
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im FcyRIIla Gen (Chai et al. 2010) und in Genen die fiir den VDR (Vitamin D
Rezeptor) und IL-10 kodieren mit der marginalen Parodontitis in bestimmten ethnischen
Gruppen zusammenhingen konnten (Loos et al. 2005). Je mehr genetische
Risikofaktoren ein Individuum geerbt hat, desto grofer ist die genetische Priadisposition
fiir die Manifestation der Erkrankung und desto hoher die Moglichkeit eine Parodontitis
frithzeitig zu entwickeln (Loos et al. 2005). Auch Hodge und Michalowicz beschrieben
2001 einige Gene, die mit tiberschieBender Immunreaktion des Betroffenen und
Parodontitis in Zusammenhang stehen konnten (IL-1A, IL-1B, TNFA, HLAD und der
Vitamin D Rezeptor). Eine Studie von Fraser et al. 2003 zu moglichen genetischen
Einfliissen auf die chronische Parodontitis unterstreicht, dass erst der Einfluss von

Umweltfaktoren bei bestimmten Gen-Konstellationen zur Merkmalsausprigung fiihrt.

2.4.3 Assoziationsstudien als Methode der genetischen Analyse der

chronischen Parodontitis

Eine genetische Assoziationsstudie ist eine aussagekriftige Methode, um kleine
Geneffekte in komplexen Erkrankungen wie der chronischen Parodontitis zu ermitteln.
Die Kosten fiir diese Analyse sind sehr hoch (Tabeta et al. 2009). Ziel genetischer
Assoziationsstudien ist es einen Bezug zwischen Polymorphismen der Gene und
bestimmten Merkmalen statistisch aufzuzeigen (Bickebdller et al. 2007). Assoziation
beschreibt in der Genetik die Beziehung zwischen Allelen und der Ausprigung eines
bestimmten Phénotyps beispielsweise einer bestimmten Erkrankung (Graw et al. 2010).
Ein Zusammenhang zwischen Krankheit und Markern kann unter anderem tiber
sogenannte Fall-Kontroll-Studien auf Populations- oder Familienbasis aufgeklart
werden. Man vergleicht dabei die Haufigkeit eines bestimmten Markerallels von
Patienten und einer Kontrollgruppe. Kontroll- und Patientengruppe miissen aus
genetisch moglichst identischen Subpopulationen stammen um systematische Fehler
auszuschlieBen (Buselmaier et al. 2007). Die Aufmerksamkeit wird vor allem deswegen
auf Assoziationsstudien gerichtet, da man durch diese auch schwéchere genetische
Effekte aufspiiren kann (Hodge 1994, Kinane et al. 2003). Wird eine positive
Assoziation gefunden, sind folgende Interpretationen moglich: Erstens das assoziierte
Allel selbst macht anfallig fiir die Krankheit, zweitens das assoziierte Allel ist im
Kopplungsungleichgewicht mit einem prédisponierenden Allel, drittens die Assoziation
wird festgestellt, weil die Studienpopulation eine Stratifikation aufweist, oder viertens

die Assoziation ist ein Artefakt. Im ersten Fall ist der Marker selbst der fur die
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Krankheit priadisponierende Lokus. In den anderen Féllen ist der assoziierte

Polymorphismus nicht unmittelbar krankheitsauslosend (Hodge 1993, Kinane 2003).

Direkte Assoziationsstudien sind als solche Fall-Kontrollstudien aufgebaut und suchen
nach Kandidatengenen, die fiir einen bestimmten Krankheitsphénotyp verantwortlich
sein konnten (Murken et al. 2011). Es werden Genvarianten in nur wenigen Genen
untersucht, die ausgewidhlt wurden entweder nach der Lage im Genom, nach der
molekularbiologischen Funktion oder dadurch, dass bei Patienten, die erkrankt sind, das
Genprodukt vermehrt exprimiert wird (Huang et al. 2003). Bezogen auf die chronische
Parodontitis werden meist Kandidatengene, welche die Immunantwort modulieren,
indem sie auf Chemokine, Enzyme, Zytokine oder Rezeptoren auf der Zelloberfliche

Einfluss nehmen, zur Untersuchung herangezogen (Yoshie et al. 2007).

Indirekte Assoziationsstudien beschrianken sich nicht auf ein oder wenige Gene, sondern
dienen der ungerichteten Suche im gesamten Genom ohne die Auswahl von
Kandidatengenen. Bei genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) werden
hochauflgsende DNA-Chips verwendet, welche die gleichzeitige Typisierung vieler
SNPs einer Person zulassen, wobei mehrere unabhéngige Studiengruppen untersucht
werden, die meistens mehrere tausend Personen umfassen (Murken et al. 2011). GWAS
bieten die Mdglichkeit, beteiligte Gene an haufig vorkommenden Erkrankungen zu
identifizieren, wobei 500.000-1.500.000 SNPs bei jedem Studienteilnehmer
genotypisiert werden (Wellcome Trust Case Control Consortium 2007). 99,5% des
menschlichen Genoms ist identisch, 0,5% des Genoms sind verantwortlich fiir
individuelle Unterschiede, auch fiir die Wahrscheinlichkeit anfdllig fiir eine Erkrankung
zu sein. Indirekte Assoziationsstudien stellen eine Moglichkeit dar, das ganze
menschliche Genom nach diesen genetischen Varianten abzusuchen (Roberts et al.
2010). Trotz der Tatsache, dass mehr als 600 genomweite Assoziationsstudien
publiziert wurden, die 150 Krankheiten abdecken und in denen bis zu 800 SNPs, die als
signifikant gelten, gefunden wurden, gilt es noch herauszufinden, wie Variationen in
intronischen und intergenetischen Regionen die Genexpression beeinflussen. Dadurch
werden moglicherweise weitere genetische Varianten aufgedeckt, wodurch wiederum
individuelle Therapien verbessert werden konnten (Manolio et al. 2010).

Die untersuchten Polymorphismen in dieser Arbeit wurden aus GWAS zum genetischen

Hintergrund von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ausgewéhlt. Dies ist ein
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neuer Ansatzpunkt, um mogliche Kandidatengene der chronischen Parodontitis zu

finden.

2.5  Die untersuchten Polymorphismen

Viele komplexe Erkrankungen wie chronisch entziindliche Darmerkrankungen,
Erkrankungen der koronaren Herzgefédl3e, Diabetes Typ 2, Tumorerkrankungen, Lepra
und andere immunvermittelte Krankheiten teilen gemeinsame genetische
Risikofaktoren. Dieses Phdnomen der Pleiotropie tritt auf, wenn ein Gen Auswirkungen
auf mehrere Phénotypen hat (Vaithilingam et al. 2014, Sivakumaran et al. 2011).
Pleiotropische Erkrankungen die mit Morbus Crohn in Verbindung stehen, sind unter
anderem Lepra (iiber NOD2 und TNFSF15) und myeloproliferative Neoplasmen (iiber
JAK?). Gene, die als Kandidatenloci fiir diese anderen Erkrankungen identifiziert
wurden, kdnnen fiir Assoziationsstudien zur chronischen Parodontitis herangezogen
werden (Vaithilingam et al. 2014). Die mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
assoziierten SNPs rs4263839 (TNFSF15), rs10758669 (JAK2) und 1rs2066844 bzw.
152066845 (NOD?2) (Cho et al. 1998, Prager et al. 2012, Oruga et al. 2001, Wagner et al.
2013), stellen somit interessante potentielle genetische Einflussfaktoren auf die
Erkrankung der chronischen Parodontitis dar. Auch der SNP rs4986790 (TLR4) konnte
sowohl mit der chronischen Parodontitis als auch mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in Verbindung gebracht werden (Browning et al. 2007, Schroder et
al. 2005). Fiir Patienten, die an chronisch entziindlichen Darmerkrankungen leiden,
besteht aulerdem ein signifikant erhohtes Risiko auch an chronischer Parodontitis zu
erkranken (Papageorgiou et al. 2017).

In ihrer Atiologie und Pathogenese haben chronisch entziindliche Darmerkrankungen
und die Parodontitis einige Gemeinsamkeiten. Die Pathogenese beider Erkrankungen ist
multifaktoriell, sie fiihrt zu einem Substanzdefekt der Mukosabarriere, Deregulation der
Immunantwort und einer chronischen Entziindung der Mukosa. Umweltfaktoren, Alter,
Lebensumstinde und dysbiotische Bakterien sind Schliisselelemente in der Pathogenese
beider Erkrankungen, ebenso wie die genetische Pridisposition (Indriolo et al. 2011).
Die Kombination dieser Hauptfaktoren tragt sowohl zur Entwicklung einer Parodontitis
als auch einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung bei (Papageorgiou et al. 2017,
Indriolo et al. 2011, Brandtzaeg et al. 2001). Auch der Nikotinabusus konnte mit beiden
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (Papageorgiou et al. 2017, Hujjoel et al.
2002, Mabhid et al. 2006). Die durch genetische Polymorphismen des Wirts beglinstigte
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iiberschieBende Immunreaktion und die gestorte epitheliale Barriere konnte gemeinsame
Ursache beider Erkrankungen sein (Lira-Junior et al. 2016, Sartor 2008). Sowohl
chronische Parodontitis als auch chronisch entziindliche Darmerkrankungen zeichnen
sich auflerdem durch einen schubweisen Verlauf aus (Brandtzaeg et al. 2001). Weiterhin
setzt sich die orale Mikroflora bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen eher aus gram-negativen anaeroben beweglichen Stabchen
zusammen. Sie weisen eine hohere Anzahl parodontalpathogener Keime im Vergleich
zu gesunden Probanden auf (Brito et al 2013).

Die entziindliche Immunantwort scheint jedoch der Schliisselfaktor der Beziehung
beider Erkrankungen zu sein (Flemmig et al. 1991, Brito et al. 2008, Kinane& Bartold
et al. 2007, Bouma et al. 2003). Bei der parodontalen Entziindungsreaktion,
hervorgerufen durch Bakterien, fithren lysosomale Enzyme, produziert von neutrophilen
Granulozyten, zu Gewebezerstorung in der parodontalen Tasche. Darauthin wandern
vermehrt Bakterien ein und zerstoren, in Kombination mit ihren Produkten, weiteres
Gewebe. Sie interagieren mit anderen Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen
und T-Zellen, die wiederum proinflammatorische Zytokine wie TNF und IL-1f
ausschiitten. Th1- und Th17-Zellen werden aktiviert, was die Entziindungsreaktion noch
verstédrkt. Neutrophile Granulozyten und aktivierte Lymphozyten exprimieren RANKL,
ein Mitglied der TNF Superfamilie. Es kommt zu Osteoklastogenese und
Knochenabbau.

Ahnliches spielt sich bei Morbus Crohn ab: durch das Auftreten von Pathogenen, die
eine erhohte Virulenz aufweisen, wie beispielsweise bestimmte Stimme von
Escherichia coli , ein fakultativ anaerobes gramnegatives bewegliches Stiabchen (Sartor
et al 2008) kommt es zu einer Verdnderung der mikrobiellen Zusammensetzung der
Darmflora. Folglich wird die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1f,
IL-6, IL-12 und TNF) durch Epithelzellen, dendritische Zellen und Makrophagen
induziert. Darauthin werden Thl- und Th17-Zellen aktiviert, und entsprechende
Zytokine wie IL-17 produziert, wodurch wiederum die Neutrophileneinwanderung in
die Darmmukosa stimuliert wird. Dadurch wird die Darmmukosa zerstort und es kommt
zu einer Entziindungsreaktion durch lysosomale Enzyme und andere Mediatoren. Das
Zytokinprofil beider Erkrankungen ist also &hnlich. Eine Storung innerhalb eines streng
kontrollierten Netzwerks von Zytokinen mit abnormalen Signalwegen zwischen den

verschiedenen Zelltypen der Schleimhaut kdnnte ein erster Schritt fiir eine chronische
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Entziindungsreaktion bei diesen Krankheiten sein (Agossa et al. 2016, Hjishengallis et
al. 2014, de Souza et al. 2016, Brandtzaeg et al. 2001).

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa, existieren zahlreiche GWAS, die verschiedene Suszeptibilititsgene
identifizieren konnten, darunter auch die in dieser Studie untersuchten Polymorphismen
auf Chromosom 9 und Chromosom 16 (Barrett et al. 2008, Anderson et al. 2011, Juyal
etal. 2011, Browning et al. 2007, McGovern et al. 2010). Da die Atiopathogenese der
beiden Erkrankungen (chronisch entziindliche Darmerkrankungen und chronische
Parodontitis) Uberschneidungen zeigt, besteht die Moglichkeit, dass die Erkenntnisse,
die bei einer Erkrankung gewonnen werden, gegebenenfalls Hinweise auf die
Pathogenese der anderen liefern. In dieser Studie wurden daher fiinf Polymorphismen,
deren zugehorige Gene das Immunsystem beeinflussen und die eine Rolle in
Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen spielen (Cho et al.
1998, Prager et al. 2012, Oruga et al. 2001, Wagner et al. 2013), in Bezug auf die

chronische Parodontitis ndher untersucht.

2.5.1 Chromosom 9

Auf Chromosom 9 wurden die Polymorphismen rs4986790, rs4263839 und rs10758669
ausgewdhlt, da diese in Zusammenhang mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen gebracht werden konnten und wie nachfolgend beschrieben in

Genen liegen, die das Immunsystem beeinflussen.

2.5.1.1 Polymorphismus rs4986790

Der zytogenetische Standort des SNP rs4986790 auf Chromosom 9 ist 9q33.1, das
zugehorige Gen kodiert fiir den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4).

Drosophila melanogaster, eine Taufliege, dient als Modellorganismus in der Genetik
und erleichtert es, den genetischen Hintergrund von Erkrankungen des Menschen besser
zu verstehen. 75% der krankheitsauslosenden Gene beim Menschen, sind aufgrund der
hohen Konservierung der Gene als funktionell homologe Gene bei der Taufliege
Drosophila melanogaster wieder zu finden (Pandey et al. 2011). Bei Drosophila
melanogaster, spielt der Toll Transmembranrezeptor eine zentrale Rolle in den
Signalwegen, die die dorsal-ventrale Achsenbildung und die angeborene unspezifische
Immunantwort steuern. 7LR4 ist ein Typ I-Transmembranprotein mit einer

extrazelluliren Domine, bestehend aus einer Leucin-reichen Repeat-Region und einer
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intrazelluldren Doméne homolog zu der des menschlichen Interleukin-1-Rezeptors
(Medzhitov et al. 1997). Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) ist involviert in die
Ausschiittung von IL-1 und TNFa durch Monozyten und Makrophagen. Es wurde
nachgewiesen, dass sowohl 7LR?2 als auch TLR4 in Makrophagen und in gingivalen
Fibroblasten im entziindeten parodontalen Gewebe vermehrt exprimiert werden. In einer
Studie von Schroder et al. wurde 2005 nachgewiesen, dass SNPs (Asp299Gly und
Thr3991le) des TLR4 Rezeptors mit chronischer Parodontitis, jedoch nicht mit der
aggressiven Parodontitis in Zusammenhang stehen (Barton et al. 2003, Mori et al. 2003,
Schroder et al. 2005). Toll-like-Rezeptoren erkennen spezifisch charakteristische
Bakterienbestandteile und werden vor allem von mononukledren Phagozyten und
dendritischen Zellen exprimiert, die dadurch Erreger identifizieren. Die TLR-tragende
Zelle kann dann entsprechende Abwehrreaktionen mobilisieren. TLR-Signale flielen in
Signaltransduktionwege in deren Zentrum die Phosphorylierung von NF-Kappa-B steht
(Abbildung 1), wodurch Makrophagen und dendritische Zellen proinflammatorische
Zytokine sezernieren. Dendritische Zellen stimulieren auerdem T-Zellen und somit die
erworbene Immunabwehr. 7LR4 erkennt vornehmlich Lipopolysaccharide (LPS)
gramnegativer Bakterien, einschlielich parodontalpathogener Keime (Suerbaum et al.

2012, Nativel et al. 2017, Ogawa et al. 2007, Diaz-Zuiiga et al. 2015).
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Abbildung 1: TLR-Signalwege bei Sdugetieren. TLR4 ist sowohl an der Zelloberflache lokalisiert, als
auch am Endosom, wo mikrobielle Nukleinsduren erkannt werden kénnen. Die TLR Signalwege enden in
der Aktivierung von Nuklear Faktor kB (NF-«kB), Interferon-reguierenden Faktoren (IRFs), Zyklischem
AMP-responsivem Element-bindendem Protein (CREB) und Aktivator Protein 1 (AP1) (O’Neill et al.
2013). dsRNA:doublestranded RNA, IKK: Inhibitor of NF-kB Kinase, LPS: Lipopolysaccharid, MKK:
MAP Kinase Kinase, RIP1: Rezeptor.interagierendes Proteinl, rRNA: ribosomale RNA, ss RNA: single-
stranded RNA, TAB: Takl bindendes Protein, TAK: TGFp aktivierte Kinase, TBK1: TANK bindende
Kinase 1 (Bildquelle O’Neill et al. 2013).

Die missense-Mutation rs4986790 Asp299Gly fiihrt zu einer abgeschwéchten Effizienz
der Erkennung von Lipopolysacchariden und verminderter Entziindungsreaktion und
somit zu erhohtem Risiko einer durch gramnegative Bakterien induzierten Infektion
(Agnese et al. 2002). Vornehmlich die bakterielle Infektion durch gram-negative
Bakterien ist ein Ausloser fiir die Manifestation einer Parodontitis, jedoch spielen auch
genetische Faktoren eine Rolle. Vor allem der NF-kappa-B Signalweg, auf den der Toll-
like-Rezeptor 4 einen herausragenden Einfluss hat, ist ausschlaggebend fiir diese
Erkrankung. Polymorphismen, die die Stimulation und Regulation von

lipopolysaccharid-induzierten Entziindungsreaktionen beeinflussen, eignen sich somit,
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den genetischen Hintergrund der Erkrankung der chronischen Parodontitis niher zu
untersuchen (Medzhitov et al. 1997, Page et al. 1997, Page et al. 1999, Graves et al.
2000).

2.5.1.2 Polymorphismus rs4263839

Der SNP 154263839 ist auf Chromosom 9 (9q32) anzutreffen. Das zugehorige Gen ist
das Tumor-Nekrose-Faktor-Liganden-Superfamilien Mitglied 15 (TNFSF15). TNFSF15
gehort zur Familie der TNF-Liganden und kodiert fiir TL1A (TNF-like cytokine 1A4).
TL1A wird von Makrophagen, T-Zellen und dendritischen Zellen, die
proinflammatorischen Stimuli oder Keimen ausgesetzt sind, exprimiert. Bindet TL1A
an den DR3 Rezeptor (death receptor 3) auf aktivierten CD 4+ Zellen, wird durch ein
ko-stimulierendes Signal die sekundidre Immunantwort angeregt. Es kommt zur
Proliferation und Differenzierung von naiven CD 4+ Zellen zu Th17-Zellen (T-
Helferzellen 17). Nachfolgend werden Interferon-y und Interleukin 17 produziert (Croft
et al. 2009, Shih et al. 2009, Pappu et al. 2008, Meylan et al. 2008). Th17-Zellen
werden wiederum durch Interleukin 23 beeinflusst. Sie induzieren eine neutrophilen-
dominierte Entziindungreaktion (Kaufmann et al. 2014). Weiterhin stimuliert TL1A die
NF-kappa-B Produktion und kann auch zur Apoptose fithren (Migone et al. 2002). NF-
kappa-B kontrolliert wiederum die Expression von Genen die fiir proinflammatorische
Zytokine (IL-1, IL-2, TNF-alpha, IL-6 etc.), fiir Chemokine (RANTES, MCP1 etc.), fiir
Adhésionsmolekiile (ICAM, VCAM etc.), induzierbare Enzyme (COX-2

etc.), Wachstumsfaktoren, einige akute Phase Proteine und Immunrezeptoren kodieren,
welche bei Entziindungsprozessen eine tragende Rolle spielen (Nam et al. 2006). In
einer genomweiten Untersuchung fanden Cho et al. 1998 eine Verbindung zwischen
diesem SNP und Morbus Crohn bzw. Colitis ulcerosa. In einer weiteren genomweiten
Assoziationsstudie mit 484 japanischen Morbus Crohn Patienten und 1097
Kontrollpatienten identifizierten Yamazaki et al. 2005 hochsignifikante Assoziationen
mit SNPs und Haplotypen des TNFSF15 Genes. Picornell et al. schlussfolgerten 2007,
dass TNFSF15 tatsachlich mit der Wahrscheinlichkeit an einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung zu leiden, assoziiert ist. Barrett et al. identifizierten 2008 eine
signifikante Assoziation zwischen rs4263839 und Morbus Crohn. Zum ersten Mal
wurde eine vermehrte TL1A Expression bei Patienten mit Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa festgestellt (Bamias et al. 2003). Diese Ergebnisse zeigen, dass der TNFSF15

Genpolymorphismus in Zusammenhang mit autoimmunen und entziindlichen
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Erkrankungen steht, gegebenenfalls indem er zu einer verdnderten TL1A Produktion
fithrt. Die TL1A Expression wird durch Zytokine im Rahmen einer
Entziindungsreaktion, durch TLR Liganden, sowie durch Bakterien und iiber den FcyR
(Immunglobulin G fc Rezeptor) Signalweg induziert. TLR1 kann zu Zellproliferation
von T-Zellen und Zytokinausschiittung sowie zu Zelltod, Differenzierung und Erhaltung
von Lymphozyten und auch zur Osteoklastogenese fithren. TL1A verbindet das
angeborene mit dem erworbenen Immunsystem indem dendritische Zellen,
Makrophagen, Fibroblasten der Synovia oder Endothelzellen {iber den TLR1-DR3
Signalweg Th17-Zellen, Treg Zellen (regulatorische T-Zelle), Th1-Zellen oder NKT-
Zellen (Natiirliche Killer T-Zellen) stimulieren und autoimmun- oder entziindlich

bedingte Erkrankungen beeinflussen (Aiba et al. 2013) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: TL1A verbindet die angeborene Immunantwort mit der erworbenen Immunantwort und
kann autoimmun bedingte oder entziindliche Erkrankungen induzieren (Bildquelle Aiba et al. 2013).

Die Parodontitis ist gekennzeichnet durch ein komplexes Wechselspiel zwischen dem
Immunsystem und parodontalpathogenen Keimen. Sowohl Th1-Zellen (charakteristisch
fiir die stabile friihe Lasion) und Th2-Zellen (assoziiert mit der fortgeschrittenen
Lision) als auch Th17-Zellen nehmen Einfluss auf diese Erkrankung (Gaffen et al.

2008). Diese Immunzellen werden wiederum unter anderem durch TL1A aktiviert.
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Vergleichbar werden bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen iiber den
TL1A/DR3 Signalweg aktivierte Lymphozyten kostimuliert und Th1-, Th2- und Th17-
Zellen in der Darmmukosa hochreguliert. Dieser Signalweg konnte auch eine Rolle im
Rahmen der mukosalen Homoostase und der Verteidigung gegen pathogene Keime
spielen, da beispielsweise auch Treg Zellen (regulierende T Zellen) DR3 exprimieren
und auf TL1A reagieren (Siakavellas et al. 2015). Bei der bakteriellen
Infektionskrankheit Lepra, hervorgerufen durch Mycobacterium leprae, scheint
TNFSF15 eine weitere Rolle zu spielen, entweder iiber die Beeinflussung von NF-
kappa-B oder durch Storung der Regulation von Interferon gamma, das von Th1-Zellen
produziert wird und zur Reifung von Makrophagen fiihrt, die wiederum
antimykobakterielle Molekiile produzieren (Zhang et al. 2009). Da TNFSF15 und TL1A
Einfluss auf andere chronisch entziindliche Erkrankungen haben, scheint der
Polymorphismus rs4263839 ein interessanter Kandidat zur ndheren Untersuchung

insbesondere auf die Immunreaktion bei Patienten mit chronischer Parodontitis zu sein.

2.5.1.3 Polymorphismus rs10758669

Der SNP rs10758669 findet sich im Gen fiir die Janus Kinase 2 (J4K?2), das auf
Chromosom 9 (9p24) anzutreffen ist. JAK2 kodiert fiir eine Thyrosinkinase, welche
unter anderem hdmatopoetische Wachstumsfaktoren aktiviert. JAK2 spielt somit eine
zentrale Rolle in der Modulierung stromabwdérts gerichteter Signalwege von
Schliisselrezeptoren von Zytokinen, die fiir eine normale hdmatopoetische Entwicklung
erforderlich sind (Pardanan et al. 2008, Neubauer et al. 1998, Parganas et al. 1998).
Pardanan et al. fanden 2008 einen Zusammenhang zwischen den J4K2 SNPs
rs10758669, rs3808850 und rs10974947 und Polycythemia vera, eine klonale
Erkrankung der hdmatopoetischen Stammzelle. Prager et al. konnten 2012 eine
Verbindung zwischen JAK?2 rs10758669 und Morbus Crohn herstellen. Patienten die
das C Risikoallel in JAK2 rs10758669 tragen, zeigen eine hohere Permeabilitdt der
Darmmukosa, verglichen mit Patienten ohne das C Allel. Eine eingeschrénkte Funktion
der epithelialen Darmbarriere konnte somit ein Mechanismus sein, wie JAK2 die
Pathogenese von Morbus Crohn beeinflusst. Die Bakterieninvasion wird erleichtert, was
wiederum zu vermehrter Entziindungsreaktion fithren konnte. Genomweite
Assoziationsstudien beleuchten in diesem Zusammenhang unter anderem auch den IL-
23 Signalweg, in Bezug auf die Pathogenese von chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen. Nachdem IL-23 an den Rezeptor bindet wird JAK2 im 1L23-
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Rezeptor aktiviert. Der IL23/IL23-R Signalweg (Abbildung 3) spielt eine wichtige
Rolle bei der angeborenen und erworbenen Immunantwort innerhalb der intestinalen
Mukosa (Prager et al. 2012, Barrett et al. 2008, Craddock et al. 2010, Xavier et al. 2008,
Murray et al. 2007).
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Abbildung 3: Assoziation zwischen Komponenten der IL-23R Immunantwort mit immun-vermittelten
Erkrankungen. Viele Komponenten der Interleukin 23 Rezeptor (IL-23R) Immunantwort zeigen
genomweite Assoziation mit einer Reihe von immun-vermittelten Erkrankungen hier im Kontext zu Th1-
und Th17-Zellen dargestellt (Parkes et al. 2013). CARD9: caspase recruitment domain-containing
preotein 9, CCR6: CC Chemokin Rezeptor 6, IFNy: Interferon y, JAK2: Janus Kinase 2, NF-kB: Nuclear
factor kB, PTGER4: Prostaglandin E 2 Rezeptor EP4 Subtyp, STAT3: signal transducer and activator of
transcription 3, TYK2: Tyrosin Kinase 2 (Bildquelle: Parkes et al. 2013).
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Im Allgemeinen werden Janus Kinasen durch extrazellulidre Zytokine aktiviert. Janus
Kinasen posphorylieren STATs (signal transducers and activators of transcription),
eine Familie von sieben strukturell und funktionell verwandten Proteinen. Die so
aktivierten STATSs regulieren sowohl die angeborene als auch die erworbene
Immunantwort, indem sie im Zellkern die Expression von Genen modulieren. Der
JAK/STAT Signalweg wird initiiert, wenn ein Zytokin an den zugehdrigen Rezeptor
bindet. Diese Zytokinrezeptoren besitzen keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit,
diese wird von den Janus Kinasen bereitgestellt. JAKs posphorylieren die Tyrosine des
Rezeptors. An den posphorylierten Rezeptoren binden nun STATSs, die wiederum von
der Janus Kinase phosphoryliert werden und dann ihre Wirkung im Zellkern entfalten
konnen. Die zugehorigen Rezeptoren zur Janus Kinase 2 (JAK?2) sind Einfachketten-
Rezeptoren, wie beispielswiese EpoR (Erythropoetinrezeptor), IL-3 Rezeptoren, gp130
(Glykoproteinl30) Rezeptoren und Klasse 2 Zytokinrezeptoren (Kisseleva et al. 2002).
Die Aktivierung von JAK stellt den initialen Schritt fiir die Entwicklung, das Uberleben
und die Proliferation von Lymphozyten dar. Auch eine Immunantwort, die durch T-
Helfer-Zellen induziert wird, hingt von JAK ab. Neben dem Einfluss auf das
Immunsystem stellen JAK Mediatoren fiir Wachstumsfaktoren dar (Ghoreschi et al.
2009). Bezogen auf das Immunsystem spielen Janus-Kinasen bei
Signaltransduktionswegen von Zytokinen wie IL2-7 (Interleukin 2 bis 7) und GM-CFS
(Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) eine Rolle (Horn et al.
2003). Experimentelle Modelle zur chronischen Parodontitis geben wiederum Hinweise
darauf, dass GM-CSF am Fortschreiten der Erkrankung beteiligt sein konnten (Lam et
al. 2015).

Zytokine wie IL-2, IL-4 und IFN-y werden von Abwehrzellen und Endothelzellen
gebildet und wirken iiber den JAK/STAT Signalweg (Horn et al. 2003). Diese und
andere Zytokine spielen sowohl bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen als
auch bei chronischer Parodontitis eine wichtige Rolle (Kmie¢ et al. 1998, Menegat et al.
2016, Souto et al. 2014).

Bindet beispielweise IL-2 an seinen Rezeptor, kommt es zur Aktivierung des
JAK/STAT-Signalweges. IL-2 entfaltet seine Hauptwirkung auf die Zelle, von der es
synthetisiert wurde. Bei T-Zellen fiihrt es zu Zellwachstum und klonaler Expansion von
T-Zellen sowie zur Ausschiittung von weiteren Zytokinen (IL-4, IFN-y). Auch

Natiirliche Killerzellen werden durch IL-2 stimuliert und erhdhen ihre zytolytische
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Aktivitdt. B-Zellen werden zur Proliferation und Antikorpersynthese durch IL-2
angeregt.

IL-4 wird vorwiegend von Th2-Zellen und Mastzellen gebildet, ist beteiligt am
Antikorperwechsel zu IgE und stimuliert Th2-Zellen und Mastzellen zur Proliferation,
wobei es die Makrophagenaktivierung hemmt. Die Abwehrlage wird in Richtung einer
humoralen Immunantwort verschoben. IL-4 wirkt {iber einen JAK-assoziierten
Rezeptor. Auch der Interferon-y Rezeptor (Th1-Zellen, CD8+-Zellen, NK-Zellen) leitet
sein Aktivierungssignal liber JAK/STAT weiter, aktiviert Makrophagen, fordert den
Klassenwechsel zu IgG, stimuliert T-Zellen und NK-Zellen (Natiirliche Killer-Zellen)
(Horn et al. 2003). All diese Immunzellen (T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen
Makrophagen etc.), die liber Zytokine und JAK/STAT Signalwege beeinflusst werden
sind an der Immunreaktion im Verlauf der chronischen Parodontitis beteiligt (Cekici et
al. 2014).

Im Rahmen der parodontalen Entziindungreaktion kommt es aulerdem zur
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten aus den Geféflen in das subepitheliale
Bindegewebe. Vermittelt wird dieser Vorgang durch Adhdsionsmolekiile auf den
neutrophilen Granulozyten und den Endothelzellen. Der Prozess wird durch einen
chemotaktischen Gradienten beeinflusst. Endothelzellen exprimieren auch ICAM-1
(interzelluldren Adhdsionsmolekiil 1), das Leukozyten dazu befahigt, ins Gewebe zu
wandern. Aktivatoren dieses Vorgangs sind beispielsweise proinflammtorische
Zytokine, Lipopolysaacharide, Interleukin-4 und Interferone (z.B Interferon-y) (Kinane
et al. 2001). Der JAK2/STATS3 Signalweg nimmt tiber IL-1 oder IFN-y Einfluss auf
die Expression von CAMs (Zelladhidsionsmolekiile wie ICAM-1, VCAM-1, E-selektin)
in Endothelzellen, gegebenenfalls auch in Zusammenhang mit dem NF-Kappa-B-
Signalweg (Lian et al. 2016). Die Janus Kinase 2 hat somit {iber [ICAM-1 Bedeutung fiir
die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten im Zuge der Entziindungsreaktion im
Verlauf der chronischen Parodontitis.

Endothelzellen produzieren aulerdem VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
einen Faktor der {liber seine Rezeptoren Migration, Differenzierung und Proliferation
verschiedener Zellen vermittelt und die vaskuldre Permeabilitdt erhoht. VEGF steht mit
JAK2/STAT3 in Verbindung und kénnte Einfluss auf diabetische Retinopathie nehmen.
Bei Patienten mit Diabetes mellitus und chronischer Parodontitis konnten au3erdem
erhohte VEGF Level im gingivalen Gewebe festgestellt werden. Diabetes mellitus
konnte tiber VEGF Einfluss auf die chronische Parodontits nehmen. VEGF ist ein
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stromabwirts gerichtetes Protein des JAK2/STAT3 Signalweges (Ramaya et al. 2014,
Unlii et al. 2003, Lei et al. 2018, Zheng et al. 2010).
Auch bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen konnten erhéhte

VEGF Konzentrationen nachgewiesen werden (Kopanakis et al. 2014).

2.5.2 Chromosom 16

Auch die beiden Polymorphismen auf Chromosom 16, rs2066845 und rs2066844,
spielen eine Rolle bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und liegen in Genen
des Immunsystems, wodurch sie auch in Bezug auf die chronische Parodontitis als

moglicher Einflussfaktor in Frage kommen.
2.5.2.1 Polymorphismus rs2066845 und

2.5.2.2 Polymorphismus rs2066844

Die Polymorphismen rs2066845 und rs2066844 finden sich auf Chromosom 16
(16q12.1) des NOD2(G908R)-Rezeptors (Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomdne
2). Intrazelluldre NOD-Rezeptoren erkennen Peptidoglykanfragmente der bakteriellen
Zellwand (NOD 1) oder Muramyldipeptid (NOD 2), ein Grundbaustein zahlreicher
Bakterien einschlieflich parodontalpathogener Keime. NOD Rezeptoren gehdren zur
Familie der Nod-like receptors (NLR), welche das Inflammasom stimulieren, das die
Freisetzung von biologisch aktivem IL-1 aus einem inaktiven Vorldufer vermittelt.
Lokalisiert sind sie im Zytosol der Zelle und erkennen somit molekulare Muster von
Erregern, die in die Zelle eingedrungen sind (Suermann et al. 2012, Girardin et al. 2003,
Okugawa et al. 2010). Ogura et al. postulierten 2001, dass NOD?2 als intrazelluldrer
Rezeptor fiir bakterielle Produkte in Monozyten dient und Signale umwandelt, welche
zu NF-xB Aktivierung fithren. NOD2 ist bei Monozyten bzw. Makrophagen
nachweisbar und unterscheidet sich durch zwei N-terminale CARD Regionen von
NODI. Zentral liegt eine Nukleotidbindende Region mit P-Loop und C-terminal eine
leucinreiche Doméne. NOD2 benétigt beide CARD Regionen um NF-kB zu aktivieren
(Abbildung 4).
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Abbildung 4: Signalwege von NOD1 und NOD2. Erkennung von Muramyl-Dipeptid (MDP) und y-D-
glutamyl-meso-diaminopimelic Acid (iE-DAP) durch die leucinreiche Repeat Domine (LRR) aktiviert
die NOD (nukleotid-bindende Oligomerisationsdoméne) Proteine NOD1 und NOD2, wodurch Rezeptor-
interagierende serine/threonine Kinase (RICK) durch caspase-recruitment Doméne (CARD)-CARD
Interaktionen rekrutiert wird. Bei NOD?2 fiihrt die Aktivierung von RICK zu K63 (Lys63)-verbundenen
Polyubiquitylation von IKKy (IkB Kinase gamma). Es folgt die Phsophorylierung von IKK (IxkB Kinase
beta) und IxB sowie die Freisetzung von NF-kB fiir die Translokation in den Zellkern (Stober et al.
2006). AP1: Aktivator Protein 1, PGN: Peptidoglykan (Bildquelle Strober et al. 2006).

Ogura et al. (2001) und Hugot et al. (2001) identifizierten Mutationen im NOD2-Gen,
die mit dem Erkrankungsrisiko fiir Morbus Crohn assoziiert sind (Ogura et al.. 2001,
Hugot et al. 2001). Girardin et al. zeigen 2003, dass NOD2 Muramyldipeptid (MDP)
erkennt, das minimal bioaktive Peptidoglykanmotiv, welches sowohl in gram-negativen

als auch gram-positiven Bakterien vorkommt. Dies hilft, die Atiologie von Morbus
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Crohn in Zusammenhang mit der Interaktion zwischen Wirt und Bakterien besser zu
verstehen (Girardin et al. 2003).

Der Prozess, der bei der Parodontitis zum Gewebeuntergang fiihrt, wird unter anderem
durch spezifische immunologische Faktoren, wie proinflammatorische Zytokine (IL-1,
IL-6 TNF-0,IFN-y) vermittelt (Graves et al. 2000). Proinflammatorische Zytokine
werden ebenfalls durch Rezeptoren der NOD Familie gesteuert (Inohara et al. 2001).
Einige Beweise fiir die Wichtigkeit der Rolle von NOD?2 beziiglich der Wechselwirkung
zwischen Wirt und Bakterien, die Epithelzellen invadieren, liefern Studien iiber die
Darmschleimhaut (Rubino et al. 2012). Auch bei der Darmerkrankung Morbus Crohn
spielt die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL1-f, IL-6, IL-12 und
TNF) durch Epithelzellen, dendritische Zellen und Makrophagen eine Rolle. Darauthin
kommt es zu einer TH-17 und TH-1 vermittelten Immunantwort und Ausschiittung von
IL-17, was wiederum dazu beitrdgt, dass neutrophile Granulozyten die Darmmukosa
infiltrieren und durch Ausschiittung verschiedener Mediatoren zu Gewebezerstorung
fiihren (de Souza et al. 2016). Ahnliche Bedingungen finden sich bei der Erkrankung
der chronischen Parodontitis, bei der es liber IL-17 und RANKL (receptor acitvator of
nuklear faktor-xB ligand) zu Gewebezerstdrung in Form von Knochenabbau kommt
(Lin et al. 2015). NOD1 und NOD2 werden neben TLRs von oralen und parodontalen
Endothelzellen exprimiert (Uehara et al. 2008). Wie bei den Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa kommt es auch bei der chronischen Parodontitis zur
Invasion der Epithelzellen durch Bakterien, wie beispielsweise durch Porphyromonas
gingivalis (Amano et al. 2007). In einem Versuch von Okugawa et al. 2010 mit
embryonalen Nierenzellen konnten Bakterien der Spezies Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter acinomycetemcomitans und Fusobacterium nucleatum und ihre
Peptidoglycane NOD1 und NOD2 stimulieren. Dies flihrte zur Aktivierung von NF-«xB,
wobei die Reaktion auf Porphyromonas gingivalis am schwéchsten war, was das
bessere Uberleben dieses Bakteriums in der parodontalen Tasche erkliren konnte
(Okugawa et al. 2010). NF-kB kann im Zellkern an ein bestimmtes DNA-Motiv binden
und zur Transkription von Genen fiihren, die Entziindungsprozesse modulieren (Sen et

al. 1986, Nichols et al. 2001).
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3 Ziele der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Assoziation von flinf funktionell
wirksamen Einzelnukleotid-Polymorphismen auf Chromosom 9 (rs4986790, rs4263839,
rs10758669) und Chromosom 16 (rs2066844, rs2066845) einer Bevilkerungsgruppe
siiddeutscher Abstammung mit der klinischen Manifestation der chronischen
Parodontitis. Neben der Analyse der Einzelnukleotid-Polymorphismen sollte zusitzlich

eine Kopplungs- und Haplotypanalyse erfolgen.
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4 Material und Methode

4.1  Studienpopulation

Bei den Teilnehmern der Studie handelte es sich um erwachsene Personen mit
kaukasisch genetischem Hintergrund. Dies gilt sowohl fiir die Gruppe der an
Parodontitis erkrankten Menschen als auch fiir die gesunde Kontrollgruppe. Alle
Teilnehmer sind deutscher Abstammung. Patienten, die an Osteoporose, HIV oder
Diabetes mellitus leiden, wurden von der Studie ausgeschlossen, ebenso schwangere
Frauen. Alle Studienteilnehmer gaben, nachdem sie iiber Ablauf und Ziele der Studie
informiert wurden, ihre schriftliche Einverstdndniserklarung zur Teilnahme an diesem
Projekt. Bewilligt wurde die Studie durch die Ethikkommision der medizinischen

Fakultéit der Ludwig-Maximilians-Universitit (290/01).

4.1.1 Klinische Untersuchungen

Die Angaben zur Abstammung, zu Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, Alter,
Geschlecht und Rauchverhalten wurden mittels Fragebogen erhoben. Klinisch wurde an
sechs Punkten eines jeden Zahnes eine Messung der Taschensondierungstiefe
durchgefiihrt. Kam es dabei zur Blutung, wurde dies ebenfalls in den Befund unter dem
Index BOP (bleeding on probing) aufgenommen. Erhoben wurden die Messwerte mit
Hilfe einer Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland), jeweils
mesiobukkal, zentrobukkal, distobukkal, mesiopalatinal, zentropalatinal und
distopalatinal der Zahnachse folgend vom Gingivalsaum bis zum Sulkusboden. Vom
Eingang der Furkation bei Molaren und ersten Pramolaren im Oberkiefer bis zum
Boden des Defektes wurde in horizontaler Richtung mit einer Naber Sonde Typ PQ2N
(Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland) der Befall der Furkation gemessen und
anhand der Klassifikation von Hamp et al. 1975 eingeteilt. Grad I entspricht einem
horizontalen Attachmentverlust von 3 mm, Grad II einem Verlust von iiber 3 mm wobei
die Furkation nicht durchgingig ist und Grad III einer durchgidngig sondierbaren
Furkation.

Die Lockerung der Zihne wurde eingeteilt in Grad I (die Zahnkrone ist bis zu 1mm
auslenkbar), Grad II (die Zahnkrone ist iiber 1 mm auslenkbar) und Grad III (der Zahn

ist auf Wangen- bzw. Zungendruck oder vertikal auslenkbar). Rontgenologisch wurde
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mittels Orthopantomogramm das Ausmal3 des Attachmentverlust anhand des

horizontalen und vertikalen Knochenabbaus abgeschétzt.

4.1.2  Patientengruppe mit Parodontitis

Alle Teilnehmer der Gruppe der an Parodontitis erkrankten Personen befanden sich in
klinischer Behandlung an der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen in der
Abteilung fiir Zahnerhaltung und Parodontologie. Die Diagnose einer ,chronischen
Parodontitis’ wurde bei den Patienten an Hand von standartisierten Kriterien gestellt.
Um in die Untersuchungsgruppe der Studie aufgenommen zu werden, mussten die
Zeichen einer generalisierten Form der chronischen Parodontitis bei den Patienten
festgestellt werden. Die Personen mussten einen Gebissstatus von mindestens 15 Zahne
in situ, an wenigstens 8 Zéhnen eine Taschensondierungstiefe von grofler oder gleich 5
mm oder einen Furkationsbefall von Klasse II-IIT aufweisen. Als Alternative musste an
betroffenen Zahnen radiologisch ein Knochenabbau von gréBer oder gleich 3 mm

zwischen Schmelz-Zement-Grenze und Limbus alveolaris sichtbar sein.

4.1.3. Kontrollgruppe ohne Parodontitis

Die Personen der Kontrollgruppe hatten mindestens 22 Zéhne in situ und wiesen weder
klinische noch radiologische (soweit eine Panoramaschichtaufnahme zur Verfiigung
stand) Anzeichen fiir Knochenabbau, wie Furkationsbefall, eine
Taschensondierungstiefe an einer Messstelle von iiber 3 mm oder Rezessionen auf. Sie
wurden in den letzten 5 Jahren nicht wegen einer Parodontitis behandelt. Die
Teilnehmer waren nicht miteinander verwandt und ebenfalls kaukasischer

Abstammung. Sie wurden zuféllig aus der Miinchner Bevdlkerung ausgewihlt.

4.2  Beschreibung der Methoden und des verwendeten Materials

4.2.1 Blutentnahme

Allen Probanden wurde mit sterilen Rohrchen (Monovette®, Sarstadt, Niimberecht) 9
ml vendses Blut aus der Armbeuge (Fossa cubitalis) entnommen. Die Rhrchen
enthielten 1,6 mg Kalium-EDTA-Ldsung pro ml Blut. Um das Blut gleichmiBig in
Kontakt mit der im Réhrchen enthaltenen Lésung zu bringen, wurden diese geschwenkt.

Die gewonnenen Proben wurden innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet.
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4.2.2 Aufbereitung und Lagerung der Blutproben

Die Blutproben wurden zehn Minuten lang bei 2000 U/min zentrifugiert, wobei sich
Plasma absetze, das anschliefend entfernt wurde.

Die Blutproben wurden danach auf zwei verschiedene Arten weiterverarbeitet:

a) Der Buffy-coat, bestehend aus Leukozyten und Thrombozyten, konnte abpippetiert
werden, da er sich durch die Zentrifugation auf dem Erythrozytensediment abgesetzt
hatte. Er wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefal gefiillt und bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 °C gelagert.

b) Bei der zweiten Art der Weiterverarbeitung wurde der Buffy-coat zusammen mit dem
Erytthrozytensediment in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und mit
Erythrozytenlysepuffer, der aus 155 mM NH4Cl, 400 mM NaCl und 1 mM EDTA
(Apotheke, Klinikum der Universitdt Miinchen) besteht, auf 12 ml aufgefiillt. Nach
einer Inkubationszeit von zehn bis dreilig Minuten bei Zimmertemperatur gingen die
Erythrozyten in Lyse. Die klare Fliissigkeit wurde mit 2000 U/min fiir 10 min
zentrifugiert, wobei sich ein Leukozytensediment absetzte. Der Uberstand wurde
verworfen und dem Sediment 3 ml Erythrozytenlysepuffer zugegeben, um anschlieBend
weitere fiinf Minuten bei gleicher Umdrehungszahl zentrifugiert zu werden. Nach
Entsorgung des Uberstandes wurde das Leukozytensediment in 1ml
Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und weitere fiinf Minuten bei 5000 U/min mittels
Tischzentrifuge (Modell SD und AL, Roth) zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut

verworfen und das Leukozytensediment bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

4.2.3 DNA-Isolierung

4.2.3.1 Verwendung des QIAamp® Blood MidiKit (Qiagen)

200 pl Proteinkinase K (20 mg/ml Quiagen) wurden in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
gegeben und mit 2 ml aufgetautem Buffycoat und 2,4 ml Puffer AL (10 mM Tris/HCI
pH 8, 400 mM NacCl, 10 mM EDTA, Apotheke Klinikum der Universitidt Miinchen) auf
einem Vortex-Riittler (Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, MA, USA) vermengt.
Die Losung wurde zunéchst bei 70 °C im Wasserbad fiir zehn Minuten inkubiert,
anschlieBend wurde ihr 2 ml absoluter Ethanol (100%, Merck) zugegeben. Das Lysat
wurde wieder auf dem Vortex-Riittler vermischt. Dann wurden 3 ml dieser Losung auf

die vorgesehene Siule (Quiamp midi column, Qiagen) iibertragen und bei 1850 U/min
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fiir 3 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde entfernt und verworfen, der Rest des
Lysates auf gleiche Art aufgeladen, zentrifugiert und das Filtrat wieder verworfen. In
zwei Schritten erfolgte dann die Waschung, zuerst durch Aufbringen von 2 ml AW1
Puffer (Qiagen Nr. 19081) auf die Sdule und anschlieBender Zentrifugation fiir 15
Minuten bei 5000 U/min und Verwerfen des Uberstandes, dann durch Auftragen von 2
Mal AW2 Puffer (Qiagen Nr.19072). Die durch dieses Verfahren isolierte DNA wurde
bei -20°C gelagert.

4.2.3.2 Verwendung der Aussalzmethode

Fiir die Aussalzmethode nach Miller 1988 wurde das aus dem Blut isolierte
Leukozytensediment verwendet, welches in ein Zentrifugenréhrchen mit Spitzboden
gefiillt und mit 5 ml Kernlysepuffer (NH4Cl, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA) versetzt
wurde. Dieses Gemisch wurde auf- und abpippetiert und auf dem Vortex-Riittler
vermischt. Es wurde SDS (Natriumdodecylsulfat-Losung 20% Qiagen, Hilden,
Deutschland) in einer Endkonzentration von 1% zugegeben, wodurch der Zellkern
aufgelost und die DNA freigesetzt wurde. Inkubiert wurde diese Losung fiir einige
Stunden nach Zugabe von 150 pl Proteinkinase K (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit
einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml bei 37°C, wobei sie wihrenddessen mehrmals
auf dem Vortex-Riittler vermischt wurde, um die Entstehung eines zdhen und gelartigen
Endproduktes zu verhindern. Um die DNA in vollstdndig geldster Form zu erhalten,
wurde, falls notig, die Inkubationszeit verldngert oder zusitzlich Kernlysepuffer
zugegeben. Ein Drittel Volumen 5M NaCl-Losung wurde zugegeben und bei 4°C fiir
mindestens 30 Minuten nach vorangegangener Durchmischung inkubiert, um die
Membran- und Proteinfragmente moglichst vollstindig auszufdllen. Durch
anschlieBende Zentrifugation bei 3000 U/min setzte sich ein Proteinsediment ab, von
dem der Uberstand abpippetiert werden konnte, um ihn nochmals bei gleicher
Umdrehungszahl zu zentrifugieren. Dieser Uberstand wurde mit 0,6 ml Isopropanol
(Merck) langsam vermengt. Die DNA, welche fadenformig ausfiel, wurde mit einer
automatischen Pipette aufgenommen und in 70%igem Ethanol (Merck) in zwei
Durchgiingen gereinigt. Nach ihrer Trocknung wurde die DNA mengenabhingig in 50-
300 pl bidestilliertem, sterilen Wasser gelost und bei -20°C gelagert.
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4.2.4 Bestimmung der Nukleinsdurenkonzentration

Bei einer Wellenlédnge von 260 nm wurde in einem Photometer (Modell Gene Quant
Pro RNA/DNA Calculator® von Amersham Pharmacia) die DNA-Konzentration
gemessen. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes wurde die Konzentration
ermittelt und die Proben anschlieBend zu einer Endkonzentration von 100 ng/ul

verdiinnt.

4.2.5 Genotypisierung via MALDI-TOF (matrix assisted laser

desorption/ionisation time of flight mass spectrometry)

Die Proben der genomischen DNA wurden zu einer Zielkonzentration von 50 ng/pl
verdiinnt. Das Zielvolumen betrug 100 pl, das maximale Volumen 200 pl, wobei alle
Proben, unabhingig von der verfiigbaren DNA Menge, ein einheitliches Volumen
haben sollten, um einen DNA Verlust zu vermeiden. Die minimale DNA-Menge betrug
0,4 pg absolut. Als Puffer zur Verdiinnung wurde TEE-Puffer oder DNA Hydration
Losung (Qiagen) verwendet. Die erworbenen DNA-Proben wurden auf 96-well-Platten
(ABgene Thermo-Fast 96 PCR Platte Skirted: Nr. AB-0800) pipettiert.

Die 96-well Platten (ABgene Thermo-Fast 96 PCR Plate Skirted, Nr. AB-0800) wurden
mit nur 92 Proben bestiickt, wobei zwei Positionen fiir Negativkontrollen leer blieben.
Die Positionen D05 und EO7 konnten ebenfalls fiir Negativkontrollen verwendet werden
und blieben leer. Die Platten wurden, nachdem sie mit Folie (ABgene Adhesive PCR-
Film Nr. AB-0558) verschlossen wurden, bei 4°C gelagert. Fiir jede Platte wurde ein
Datenfile (Excel) angelegt, in der Projektname, Position auf der Platte, Probennummer,
Volumen der Probe und DNA-Konzentration vermerkt wurden.

In Kooperation mit dem Helmholtz Forschungszentrum Miinchen (Deutsches
Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt, Institut fiir Epidemiologie, Dr.
Norman Klopp) erfolgte die Genotypisierung der Proben via MALDI-TOF.
Genotypisiert wurde mit einem MALDI TOF MS System (Sequenom, Hamburg, San
Diego). Zuerst wurde eine PCR auf Tetard Multi Cycler-Blocken der Firma MJ
Research (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, D) durchgefiihrt. 10% der PCR-
Produkte wurden auf 3% Agarosegelen tiberpriift. Mit dem Enzym SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase) wurden nach der PCR-Reaktion die nicht eingebauten
Nukleotide inaktiviert. Das Enzym wurde automatisiert mittels Roboter der Firma
Beckman Coulter GmbH (Krefeld D) pipettiert. AnschlieBend folgte eine Primer

Extensionsreaktion, wofiir ein weiterer, sogenannter Extensionsprimer derart designed
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wurde, dass er direkt vor dem zu untersuchenden SNP an das PCR-Produkt band. Die
Reaktion selbst wurde mit drei Didesoxynukleotiden und einem Desoxynukleotid
durchgefiihrt, wodurch jeder Extensionsprimer um eine oder zwei Basen verldngert
wurde und so allelspezifisch, durch die Lange unterscheidbare DNA Fragmente,
entstanden.

Roboter (Firma Beckman Coulter GmbH (Kefeld, D)) pipettierten das Liquidhandling
der SAP Reaktion und der Primerextension und PCR-Maschinen fiihrten die Reaktion
durch. Kationen, die die MALDI-TOF-Messung gestort hitten, wurden durch Zugabe
eines Inonenaustauschharzes (SpectroClean™™ Sequenom, Hamburg, D) entfernt. Mit
dem Spectro Point Nanoliter Pipetting Systems'" der Firma Sequenom (Hamburg)
wurden 1-2 nl der Losung auf Siliziumchips pipettiert, auf denen sich 384 Matrixspots
befanden, die mit 3-Hydroxypicolinséure beladen waren. Darauf wurden die zu
analysierenden Proben gespottet. AuBerdem wurden Oligonukleotide bekannter Masse
(Kalibraten), die zur Kalibrierung des Analysesystems dienten, aufgebracht.

Bis zu zehn der mit den zu analysierenden Proben bestiickten Chips wurden bei der
matrixunterstiitzten Laser Desoprtion/lonisation (MALDI Technik) durch eine
Vakuumschleuse in das Massenspektrometer eingebracht und mit einem 100-1000-
fachen Uberschuss an 3-HPA Matrix versetzt, wodurch die Proben co-kristallisierten.
Sie wurden dann einem intensiven Laserpuls von wenigen Nanosekunden Dauer im
Hochvakuum ausgesetzt. Durch die Matrix wurde die Laserenergie absorbiert und somit
die Ionisierung der Analyten gefordert und die photolytische Beschiddigung der Proben,
sowie die Interaktion der Analytenmolekiile untereinander verhindert. Im Desorptions-
/Tonisationsvorgang wurden einfach geladene Molekiile erzeugt. Sie nahmen einen
gasformigen Zustand an. Diese lonen wurden dann im elektrischen Feld auf gleiches
Potenzial beschleunigt und in Abhéngigkeit vom Masse-/Ladungsverhéltnis (m/z) nach
verlassen der Ionenquelle im Flugrohr aufgetrennt, wobei lonen mit niedrigen m/z
Werten frither am Detektor eintrafen, als diejenigen mit hohen m/z Werten. Diese
elektronische Messung der Zeit zwischen Start und Eintreffen der lonen wurde im
MALDI-TOF MS Gerit (Sequenom, San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Software
dieses Gerites konnte die unterschiedlichen DNA Fragmente einem spezifischen
Genotyp zuordnen, da die Fragmente ihrer Flugzeit entsprechend der Grof3e nach
unterscheidbar waren. Nachdem die Ergebnisse abgespeichert wurden, wurde die

Genotypisierungsmethode auf ihre Validitdt hin getestet (Hardy-Weinberg-
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Gleichgewicht, Positivkontrollen, Negativkontrollen, Ubereinstimmung doppelter

Proben) (Illig et al. 2004).

4.3  Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden mit den zu erwartenden Haufigkeiten bei Vorliegen eines
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes verglichen, um eine Populationsstratifikation
auszuschlieBen. Die statistische Berechnung zur Assoziation der untersuchten SNPs mit
der Parodontitis erfolgte mit Hilfe des Fishers-Exakt-Test (Allele) bzw. des Chi-
Quadrat-Tests (Genotypen). Hierfiir wurde zur statistischen Auswertung PASW
(Version 18) verwendet. Die Assoziationsanalyse fiir die einzelnen SNPs sowie die
Kopplungs- bzw. Haplotypanalyse wurden mit dem Programm

SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats)

durchgefiihrt. Die Odds ratios (OR) wurden mit einem Konfidenzintervall von 95%
errechnet. Weiterhin wurde das Informationskriterium, konkret das
Informationskriterium nach Akaike (=AIC) betrachtet. Es beschreibt durch einen
Zahlenwert die Giite der Anpassung unterschiedlicher statistischer Modelle
(Regressionsmodelle) an die Verteilung von tatsdchlich beobachteten Merkmalen
(Akaike, H. et al. 1973). Die Einfliisse von Alter, Geschlecht und Rauchen auf die
Ergebnisse wurden durch multinominale logistische Regression errechnet. Auf alle

errechneten p-Werte wurde die Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen angewendet.

4.3.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gesetz besagt, dass die Genhédufigkeiten von Generation zu
Generation konstant bleiben. Dominante und rezessive Allele stehen bei ausreichend
grof3er Population, bei freier Partnerwahl und Paarung aller Mitglieder einer
Ausgangspopulation im Gleichgewicht.

Ist die Haufigkeit des Alles A p und die des Allels a q dann gilt:

(p+q)? =1. Die Gesamthéufigkeit der Allele an diesem Genort wird durch diese Formel
benannt (Buselmaier et al. 2007).

Berechnet wurde die zu erwartende Frequenz fiir den Genotyp AA mit FAA= fA?, fiir
den Genotyp AB mit FAB= 2xfAx{B und fiir den Genotyp BB mit FBB= fB 2, wobei f fiir
die tatsachlich beobachtete Haufigkeit steht. Die Signifikanzberechnung erfolgte nach

der Formel:
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, _ (beobachtete Frequenz — erwartete Frequenz)?

X (beobachtete Frequenz)

Als signifikant galten dabei Chi-Quadrat-Werte unter 6,64. Diese entsprechen p-Werten
unter 0,054. Durch die angewendete Patienten-Selektion kann es in der Gruppe der
Patienten zu Stichproben-Stratifizierung kommen. Deswegen wird nur die

Kontrollguppe auf Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht untersucht.

4.3.2 Chi-Quadrat-Test (Mehrfelder-Test)

Der Chi-Quadrat-Test wurde zur Verteilungsanalyse der Genotypfrequenzen
herangezogen.

Die Signifikanz wurde mittels des Chi Quadrat Tests wie folgt berechnet:

(axd—bxd— 3)?

X' =Nx (@ +b)
erkrankt gesund erkrankt und
gesund
Merkmal z a C atc
Merkmal y b d b+d
Merkmal zund | a+b ctd atbtc+d
y (=N)

Tabelle 1:Tabelle zur Berechnung des Chi-Quadrat-Tests

Chi-Quadrat-Werte < 6,64 wurden als signifikant betrachtet. Sie entsprechen p-Werten
unter 0,054.

4.3.3 Fisher’s-Exact Test (Vier-Felder-Test)

Der Exakte Fisher-Test priift die Signifikanz auf Unabhéngigkeit in der
Kontingenztafel. Fiir die Verteilungsanalyse der Allelfrequenzen, wurde der Fisher’s

Exact Test angewandt (< 4 Felder).
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4.3.4 Quotenverhéltnis (OR)

Das Quotenverhéltnis oder auch Odds-Ratio beschreibt die Stiarke des Zusammenhangs
zweier Merkmale. Es kann angewendet werden um abzuschétzen, wie stark ein
moglicher Risikofaktor mit einer Erkrankung in Zusammenhang steht und um eine
Aussage darliber zu treffen, wie viel hoher die Wahrscheinlichkeit zu erkranken ist,
wenn man der Risikogruppe angehort, im Gegensatz zu der Gruppe ohne Risikofaktor.
Ist die OR groBer als 1, ist die Chance zu erkranken grofer. Ist der Wert kleiner als 1, ist
die Wahrscheinlichkeit zu erkranken geringer. Ist der Wert genau 1, ist die Chance zu
erkranken in den beiden Gruppen gleich gro3 (Fahrmeir et al. 2011). In dieser Studie

wurde ein Konfidenzintervall von 95% festgelegt.

4.3.5 Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Hypothese fehlerhaft als zutreffend angenommen
wird, ist umso grofer je mehr Hypothesen getestet werden.

Die Bonferroni-Korrektur kann zur Vermeidung der Uberschreitung einer
Fehlerwahrscheinlichkeit angewendet werden (Fahrmeir et al. 2011). Das korrigierte
Signifikanzniveau wurde in dieser Studie fiir 5 Polymorphismen auf 0,01 festgelegt.
Diese Korrektur wurde auch auf die signifikanten p-Werte der Haplotypberechnung
angewendet, um das Problem des multiplen Testens auszuschliefen. Um dies zu
erreichen, wird davon ausgegangen, dass das Signifikanzniveau eines Einzeltests ein
Anteil der globalen Signifikanz pro Test ist. Das korrigierte Signifikanzniveau in dieser
Studie betrug nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur 0,006 fiir 8 Haplotypen auf
Chromosom 9 und 0,013 fiir 4 Haplotypen auf Chromosom 16.

43.6 AIC-Wert

Weiterhin wurde das Informationskriterium nach Akaike (=AIC) betrachtet. Es
beschreibt durch einen Zahlenwert die Giite der Anpassung unterschiedlicher
statistischer Modelle an die Verteilung von tatsdchlich beobachteten Merkmalen
(Akaike, H. et al. 1973).

In dieser Studie misst das AIC rechnerisch die Giite der Anpassung von statistischen
Modellen, die den unterschiedlichen Mdglichkeiten der Vererbung (rezessiv, dominant,
iiberdominant, codominant, log-additiv) entsprechen, an die beobachtete Verteilung der

Genotypen in den beiden Studiengruppen (Kontrollen und PA-Gruppe). Das
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Informationskriterium nach Akaike zeigt also an, welches der gerechneten statischen
Modelle zu den jeweiligen Daten am besten passt. Der jeweils kleinste AIC-Wert
beschreibt das wahrscheinlichste Vererbungsmuster (rezessiv, dominant, iiberdominant,

codominant, log-additiv).

4.3.7 Multinominale logistische Regression

Fiir diese multivariate Analyse, welche zur Kalkulation des sich moglicherweise
auswirkenden Einflusses der Variablen Alter, Geschlecht und Rauchverhalten dient,
wurde das Programm SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet. Berechnet
wurde die Differenz der 2 Log-Likelihoods zwischen einem endgiiltigen und einem
reduzierten Modell. Das reduzierte Modell zeichnet sich dadurch aus, dass ein Faktor
aus dem endgiiltigen Modell weggelassen wurde. Dennoch zeigte sich eine Aquivalenz
zwischen dem reduzierten und dem endgiiltigen Modell. Dies erklért sich dadurch, dass

das Weglassen dieses Faktors die Freiheitsgrade nicht erhdht.

4.3.8 Kopplungsungleichgewichte und Haplotypanalyse

Das Kopplungsungleichgewicht und die Haplotypfrequenz wurde mit Hilfe des
SNPStats Programms (http://bioinfo.iconcologia.net/en/SNPStats web) bestimmt.

Treten zwei Allele an unterschiedlichen Loci hdufiger gemeinsam in der Population auf
als aus der relativen Héufigkeit der einzelnen Allele zu erwarten wire, befinden sich
diese im Kopplungsungleichgewicht (Murken et al. 2011).

Es wird bestimmt durch Lewontins Disequilibriumskoeffizienten (D). Allel A kommt
mit einer Haufigkeit von pA, Allel B mit einer Haufigkeit von pB vor. Kommen beide
Gleichzeitig vor, ist die Wahrscheinlichkeit pAB.

D kann dann berechnet werden mit DAB=PAB-PAPB (Slatkin 2008).

Es ergeben sich ein Dmin- und ein Dmax-Wert, die jedoch von der Allelfrequenz
abhéngen und somit eine Interpretation schwierig machen. Eine weniger allelabhidngige
Mafzahl ist D’=D/Dmax und r? (Korrelationskoeffizient)=D2/(pApapBpb). Es werden
durch p die verschiedenen Allelfrequenzen fiir die jeweiligen Allele A, a, B und b
ermittelt. Betrdgt D’ oder r gleich 1 oder nahezu gleich 1, dann kann man von einer
Kopplung zwischen den zwei Loci ausgehen. Ist D’ oder r gleich Null, liegt keine
Kopplung vor. Um weitere Informationen {iber die Kandidatengene zu erhalten, sollten
auch Haplotypen analysiert werden (Bickeboller 2007). Haplotypen sind Allele von eng

gekoppelten Genorten, die hdufig gemeinsam vererbt und nicht durch Crossover
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getrennt werden (Murken et al. 2011). In dieser Studie wurde auf eine mogliche
Assoziation der Haplotypen mit der Erkrankung der chronischen Parodontitis fiir die
gesamte Studienpopualtion und nach Adjustierung hinsichtlich des Alters, Geschlechts

und Rauchverhaltens untersucht.

4.3.9. Schitzung von Haplotypen

Die Bestimmung von Haplotypen aus multiplen Genotypen, d.h. Genotypen an
mehreren Loci, wird geschitzt (Bickeboller et al. 2007). Um Haplotypen zu
rekonstruieren, werden statistische Methoden angewendet. Die Hiufigkeiten fiir jeden
Haplotyp werden mit Algorithmen, wie beispielsweise mit der Methode nach Clark oder
mit dem Erwartung-Maximierungs-Algorithmus iiberschlagen (Stephens et al. 2001).
Haplotpyen sind eine Reihe von Allelen, die von einem Elternteil vererbt worden sind,
d.h. auf denselben Chromatiden liegen. Sie treten bei jedem Individuum fiir jeweils
zwei Chromosomenstringe doppelt auf, wobei nicht bekannt ist welches Allel auf
welchem Chromosomenstrang liegt. Nur bei homozygoten SNPs ist das Allel gleich und
die zwei Haplotpyen sind somit zu erkennen. Bei heterozygoten SNPs dagegen konnen
die Haplotpyen nicht mehr exakt bestimmt und miissen geschétzt werden (Bickebdller
et al. 2007). Die Haplotypfrequenzen in dieser Studie wurden mittels SNPStats
berechnet (http://bioinfo.iconcologia.net/en/SNPStats web). Dabei wurde als Referenz-

Haplotyp derjenige festgelegt, der am hdufigsten vorkam. Die seltenen Haplotypen
wurden gepoolt. Um die Schwelle fiir die seltenen Haplotpyen festzusetzen wurden die
kumulativen Frequenzen verwendet. Dann wurden Assoziationsanalysen fiir die

verschiedenen Haplotypen durchgefiihrt (Solé et al. 2006).
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S Ergebnisse

5.1 Charakteristika der Studienpopulation

Die Studienpopulation setzte sich zusammen aus 939 Personen mit kaukasisch-
genetischem Hintergrund und stiddeutscher Abstammung. Von den Teilnehmern waren
352 (37,49%) an Parodontitis erkrankt und 587 (62,51%) gesund. In der
Parodontitisgruppe lag das durchschnittliche Alter bei 52,3 (+/- 14,5) Jahren in der
Kontrollgruppe bei 47,1 (+/-9,8) Jahren. Die Altersspanne betrug in der
Parodontitisgruppe 18-84 Jahre, in der Kontrollgruppe 35-68 Jahre. 371
Studienteilnehmer waren weiblich, 540 méannlich. 153 Méanner waren an Parodontitis
erkrankt, 387 Ménner waren gesund. In der Gruppe der Frauen waren 196
Teilnehmerinnen gesund und 175 an Parodontitis erkrankt. 142 Studienteilnehmer
wurden der Gruppe der Raucher zugeordnet, wovon 100 an chronischer Parodontitis
litten und 42 nicht erkrankt waren. Bei einigen Studienteilnehmern fehlen die

demographischen Angaben zum Geschlecht oder zum Rauchverhalten (Tabelle 2).

Parodontitisgruppe Kontrollgruppe
Anzahl 352 (37,49%) 587 (62,51%)
Frauen 175 (49,71%) 196 (33,39%)
Ménner 153 (43,47%) 387 (65,93%)
Geschlecht unbekannt | 24 (6,81%) 4 (0,68%)
Raucher 100 (28,4%) 42 (7,16%)
Nichtraucher 210 (59,66%) 306 (52,13%)
Rauchverhalten 42 (11,32%) 239 (40,81%)
unbekannt
Altersspanne 18-84 35-68
Altersdurchschnitt 52,4 (+/-14,5) 47,1 (+/-9,8)

Tabelle 2: Merkmale der Studienpopulation
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5.2  Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Genotypverteilungen fiir alle getesteten SNPs waren im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (Tabelle 3-7).

5.2.1 Polymorphismen auf Chromosom 9

5.2.1.1 Polymorphismus rs4986790

Anteil der genotypisierten Individuen: 915/939 (97,44%)

N11 | NI2 N22 N1 N2 P-Wert
Beide 806 107 2 1719 11 0,77
Parodontitis | 306 39 0 39 39 0,61
Kontrolle 500 68 2 72 72 1,00

Tabelle 3: rs498670 Exakter Test fiir Hardy-Weinberg- Gleichgewicht (n=915)
Die Kontrollgruppe des SNP rs498670 befand sich im Hardy-Weinberg Gleichgewicht.

5.2.1.2 Polymorphismus rs 4263839
Anteil der genotypisierten Individuen: 907/939 (96,59%)

N11 | NI12 N22 N1 N2 P-Wert
Beide 410 403 94 1223 591 0,76
Parodontitis | 144 161 39 449 239 0,63
Kontrolle 266 242 55 7774 352 1,00

Tabelle 4: rs4263839 Exakter Test fiir Hardy-Weinberg- Gleichgewicht (n=907)

Auch fiir rs4263839 kann ein systematischer Fehler bei Zusammenstellung der
Studienpopulation ausgeschlossen werden, da sich die Kontrollgruppe im Hardy-

Weinberg Gleichgewicht befand.
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5.2.1.3 Polymorphismus rs10758669

Anteil der genotypisierten Individuen: 897/939 (95,53)

N11 | NI2 N22 N1 N2 P-Wert
Beide 358 395 117 1165 629 0,34
Parodontitis | 133 154 51 420 256 0,56
Kontrolle 252 241 66 745 373 0,51

Tabelle 5: rs10758669 Exakter Test fiir Hardy-Weinberg- Gleichgewicht (n=897)

Bei rs10758669 zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der

Kontrollgruppe zu der zu erwartenden Verteilung der Genotypen.

5.2.2 Polymorphismen auf Chromosom 16

5.2.2.1 Polymorphismus rs2066845

Anteil der genotypisierten Individuen: 726/939 (77,32%)

N11 | NI2 N22 N1 N2 P-Wert
Beide 697 28 1 1422 30 0,26
Parodontitis | 244 11 0 499 11 1
Kontrolle 453 17 1 923 19 0,17

Tabelle 6: rs2066845 Exakter Test fiir Hardy-Weinberg- Gleichgewicht (n=726)

Die Studienpopulation befand sich fiir rs2066845 im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

5.2.2.2 Polymorphismus rs2066844

Anteil der genotypisierten Individuen: 914/939 (97,34%)

N11 | NI2 N22 N1 N2 P-Wert
Beide 838 71 5 1747 81 0,028
Parodontitis | 318 24 3 660 30 0,02
Kontrolle 520 47 2 1087 51 0,31

Tabelle 7: rs2066844 Exakter Test fiir Hardy-Weinberg- Gleichgewicht (n=914)
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Bei 152066844 zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung in der
Parodontitisgruppe, nicht jedoch in der Kontrollgruppe.

5.3 Untersuchte Polymorphismen in der Studienpopulation

5.3.1 Chromosom 9

5.3.1.1 Polymorphismus rs4986790

Fiir den Polymorphismus rs4986790 ergaben sich drei mogliche Genotypen (AA, AG,
GG). Von den insgesamt 939 Proben konnten 915 Proben typisiert werden. Somit ergab

sich eine Anzahl typisierbarer Proben von 570 in der Kontrollgruppe und 345 in der

Patientengruppe.
Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
A G(MA) | AA AG GG
Patientengruppe | 651 39 306 39 0 345

94,3% 5,7% 88,7% | 11.3% | 0% 100%

Kontrollgruppe | 1068 72 500 68 2 570

93,7% 6,3% 87,7% | 11.9% | 0,4% | 100%

Gesamt 1711 111 806 107 2 915
94% 6% 88,1% 11,7% | 0,2% | 100%
P-Wert 0,5645 0,521

Tabelle 8: SNP rs4986790: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und G in der Studienpopulation sowie zugehorige p-Werte. MA:
Minorallel

Das Wildtypallel A kommt mit der Haufigkeit von 93,7% in der Kontrollgruppe bzw.
mit 94,3% in der Patientengruppe vor, das mutierte Allel G mit einer Haufigkeit von
6,3% bzw. 5,7%. Der Genotyp AA tritt sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
Patientengruppe mit 87,7% bzw. 88,7% am haufigsten auf.

Sowohl in der Allel- als auch in der Genotypfrequenz ldsst sich somit kein signifikanter

Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe feststellen. Auch die

45



statistische Analyse der Allelverteilung (p= 0,5645) sowie der Genotypverteilung (p=
0,521) zeigt keine signifikanten Unterschiede.

Vererbungsmodell unangepasst angepasst

P-Wert AIC P-Wert AIC
codominant 0,37 1216,6 0,48 733,8
dominant 0,66 1216,4 0,93 733,3
rezessiv 0,17 1214,7 0,23 731,9
iiberdominant 0,78 1216,5 0,81 733,2
log-additiv 0,56 1216,2 0,96 733,3

AA AG GG
Patientengruppe 306 39 0

88,7% 11,3% 0%
Kontrollgruppe 500 68 2

87,7% 11,9% 0,35%

Tabelle 9: Mogliche Vererbungsmodelle und Genotypfrequenz des SNP rs4986790

Der AIC Wert (kleinster Wert unangepasst=1214,7) ldsst ein rezessives
Vererbungsmuster fiir diesen Polymorphismus am ehesten wahrscheinlich erscheinen.
Auch nach Adjustierung der Analyse nach dem Alter, dem Geschlecht und dem
Rauchverhalten ist dieses Vererbungsmodell am ehesten wahrscheinlich (AIC-Wert

angepasst=731,9).
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5.3.1.2 Polymorphismus rs4263839

Fiir den Polymorphismus rs4263839 ergaben sich die moglichen Genotypen GG, GA,
AA. Von den insgesamt 939 getesteten Proben konnten 32 nicht typisiert werden, davon

8 in der Patientengruppe und 24 in der Kontrollgruppe.

Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G AMA) | GG AG AA
Patientengruppe | 449 239 144 161 39 344

65,3% 347% | 41,9% | 46,8% | 11,3% | 100%

Kontrollgruppe | 774 352 266 242 55 563

68,7% 31,3% | 47,2% | 43,0% | 9.8% 100%

Gesamt 1223 591 410 403 94 907

67,4% 32,6% | 45.2% | 44,4% | 10,4% | 100%

p-Wert 0,1254 0,276

Tabelle 10: SNP rs4263839: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele G und A in der Studienpopulation sowie die zugehorigen p-Werte ,MA:
Minorallel

Das Wildtypallel G kommt in der Patientengruppe mit einer Héufigkeit von 65,3%, in
der Kontrollgruppe mit 68,7% vor. Der Genotyp AG kommt in der Patientengruppe mit
46,8% am héufigsten vor, in der Kontrollgruppe tritt dagegen der Genotyp GG mit
47,2% am héufigsten auf.

Die statistische Analyse fiir die Allelfrequenz (p=0,1254) und die Genotypenverteilung
(p=0,276) weist keine signifikanten Unterschiede auf.
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Vererbungsmodell unangepasst angepasst

P-Wert AlIC P-Wert AIC
codominant 0,28 1207,4 0,093 719,1
dominant 0,11 1205,5 0,036 717,5
rezessiv 0,45 1207,4 0,23 720,4
iiberdominant 0,26 1206,7 0,18 720,1
log-additiv 0,12 1205,6 0,032 717,3

GG GA AA
Patientengruppe 144 161 39

41,9% 46,8% 11,3%
Kontrollgruppe 266 242 55

47,2% 43% 9,8%

Tabelle 11: Mogliche Vererbungsmodelle und Genotypfrequenz des SNP rs4263839

Nach dem kleinsten AIC-Kriterium scheint ein dominantes Vererbungsmodell am
wahrscheinlichsten. Nach Adjustierung kommt am ehesten ein dominantes oder log-

additives Vererbungsmodell in Frage.
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5.3.1.3 Polymorphismus rs10758669

Fiir den Polymorphismus rs10758669 ergaben sich folgende Genotypen: AA, AC und
CC. Von den Proben waren insgesamt 42 nicht typisierbar. Somit bestand die

Kontrollgruppe aus 559 typisierbaren Proben die Patientengruppe aus 338 Proben.

Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
A C(MA) | AA AC cC
Patientengruppe | 420 256 133 154 51 338

62,1% 37,9% | 39,3% | 45,6% | 15,1% | 100%

Kontrollgruppe | 745 373 252 241 66 559

66,6% 33,4% | 45,1% | 43,1% | 11,8% | 100%

Gesamt 1165 629 385 396 117 897

64,9% 35,1% | 42,9% | 44,0% | 13,0% | 100%

p-Wert 0,0527 0,162

Tabelle 12: SNP rs10758669: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und C in der Studienpopulation sowie die zugehoérigen p-Werte, MA:
Minorallel

Das Wildtypallel A kommt in der Patientengruppe mit einer Haufigkeit von 62,1%, in
der Kontrollgruppe mit einer Haufigkeit von 66,6% vor. In der Kontrollgruppe erscheint
das mutierte Allel C mit einer Haufigkeit von 33,4% in der Patientengruppe mit 37,9%.
In der Patientengruppe kommt das mutierte Allel C also héufiger vor. Der Genotyp AC
kommt in der Patientengruppe (45,6%) am haufigsten vor, in der Kontrollgruppe tritt
der Genotyp AA am hiufgsten auf (45,1%).

Fiir diesen Polymorphismus gibt es nominell einen gerade noch signifikanten
Unterschied in der Allelverteilung (p=0,0527). Nach Bonferroni-Korrektur kann dieses
Ergebnis nicht aufrechterhalten werden. In der Genotypenverteilung zeigt sich kein

signifikanter Unterschied zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe (p=0,162).
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Vererbungsmodell unangepasst angepasst

P-Wert AlIC P-Wert AlIC
codominant 0,16 1190,9 0,49 720,3
dominant 0,092 1189,7 0,24 718,3
rezessiv 0,16 1190,5 0,78 719,3
tiiberdominant 0,47 1192 0,32 718,7
log-additiv 0,057 1188,9 0,32 718,8

AA AC CC
Patientengruppe 133 154 51

39,3% 46% 15%
Kontrollgruppe 252 241 66

45% 43,1% 11,8%

Tabelle 13: Mogliche Vererbungsmodelle und Genotypfrequenz des SNP rs10758669

Das AIC-Kriterium weist auch nach Adjustierung am ehesten auf eine dominante

Vererbung hin.

5.3.2 Chromosom 16

5.3.2.1 Polymorphismus rs2066845

Fiir den Polymorphismus rs2066845 sind CC, CG und GG die vorhandenen Genotypen.
213 von 939 Proben konnten nicht typisiert werden. Somit konnten fiir die

Patientengruppe 255 Proben typisiert werden, fiir die Gruppe der gesunden Probanden

471.

50




Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

G CMA) | GG GC CC
Patientengruppe | 499 11 244 11 0 255

97,8% 2,2% 95,7% | 3,1% 0% 100%
Kontrollgruppe | 923 19 453 17 1 471

97,9% 2,1% 96,2% | 3,6% 0,2% 100%

Gesamt 1422 30 697 28 1 726

97,9% 2,1% 96,0% | 3,9% 0,1% 100%

p-Wert 0,8581 0,684

Tabelle 14: SNP rs2066845: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und Allele C und G in der Studienpopulation sowie die zugehorigen p-Werte, MA:
Minorallel

Das mutierte Allel C kommt in der Patientengruppe mit einer Haufigkeit von 2,2% und
in der Kontrollgruppe mit 2,1% vor. Auch die Verteilung des Wildtypallels G ist
dhnlich hiufig in beiden Gruppen (Patientengruppe 97,8%, Kontrollgruppe 97,9%). Der
Unterschied zwischen den Gruppen bezogen auf die Allelverteilung erreicht das
Signifikanzniveau nicht (p = 0,8581).

Sowohl in der Patientengruppe (95,7%) als auch in der Kontrollgruppe (96,2%) kommt
der Genotyp GG am hiufigsten vor. Der Genotyp CG kommt in der Patientengruppe
hédufiger vor als in der Kontrollgruppe und der Genotyp CC kommt in der
Kontrollgruppe (0,2%) nur selten, in der Patientengruppe gar nicht vor. Der Unterschied

in der Genotypverteilung der beiden Gruppen ist nicht signifikant (p=0,684)
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Vererbungsmodell unangepasst angepasst
P-Wert AIC P-Wert AIC
codominant 0,58 946,1 0,37 1216,6
dominant 0,75 945,1 0,66 1216,4
rezessiv 0,35 9443 0,17 1214,7
tiiberdominant 0,64 945 0,78 1216,7
log-additiv 0,86 945,2 0,56 1205,6
GG GC CC
Patientengruppe 244 11 0
95,7% 4,3% 0%
Kontrollgruppe 453 17 1
96,2% 3,6% 0,2%

Tabelle 15: Mogliche Vererbungsmodelle und Genotypfrequenz des SNP rs2066845

Sowohl adjustiert als auch nicht adjustiert sprechen die kleinsten AIC-Werte am ehesten
fiir ein rezessives Vererbungsmuster. In der Gesamtpopulation sowie nach Korrektur
der Population hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten konnte keine

signifikante Assoziation fiir die Vererbungsmodelle gefunden werden.
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5.3.2.2 Polymorphismus rs2066844

Fiir den zweiten Polymorphismus auf Chromosom 16 (rs2066844) lassen sich die
Genotypen CC, CT und TT finden. Es waren 25 Proben nicht typisierbar, davon 7 in der
Patientengruppe und 18 in der Kontrollgruppe.

Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
C T(MA) | CC CT TT
Patientengruppe | 660 30 318 24 3 345

95,7% 4,3% 92,2% | 7,0% 0,9% 100%

Kontrollgruppe | 1087 51 520 47 2 569

95,5% 4,5% 91,4% | 8,3% 0,4% 100%

Gesamt 1747 81 838 71 5 914

95,6% 4,4% 91,7% | 7,8% 0,5% 100%

P-Wert 0,8929 0,463

Tabelle 16: SNP rs2066844: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele C und T in der Studienpopulation sowie die zugehdrigen p-Werte. MA:
Minorallel

Das Wildtypallel C kommt in beiden Gruppen haufiger vor (95,7% Patientengruppe,
95,5% Kontrollgruppe) als das mutierte Allel T (4,3% Patientengruppe, 4,5%
Kontrollgruppe). Sowohl in der Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe kommt
der Genotyp CC am héufigsten vor. Zwischen Allelen (p=0,8929) und Genotypen

(p=0,463) sind keine statistisch signifikanten Verteilungsunterschiede erkennbar.
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Vererbungsmodell unangepasst angepasst

P-Wert AlIC P-Wert AlIC
codominant 0,47 1216,1 0,3 958,1
dominant 0,68 1215,4 0,42 957,9
rezessiv 0,31 1214,6 0,27 957,3
tiiberdominant 0,47 1215,1 0,26 957.3
log-additiv 0,9 1215,6 0,64 958,3

CC CT TT
Patientengruppe 318 24 3

92,2% 7% 0,8%
Kontrollgruppe 520 47 2

91,4% 8,3% 0,4%

Tabelle 17: Mogliche Vererbungsmodelle und Genotypfrequenz des SNP rs2066844

Als mogliches Vererbungsmodell kommt nach den nicht adjustierten Werten am
ehesten das rezessive Vererbungsmuster in Frage, nach der adjustierten Berechnung
entweder das rezessive oder das liberdominante Vererbungsmodell (kleinster AIC-Wert

957.3).

5.4 Allel- und Genotypverteilung in Abhingigkeit vom Geschlecht

Um geschlechtsspezifische Unterschiede in der Verteilung der Polymorphismen
nachzuweisen wurden die Allel- und Genotypverteilung bei Mannern und Frauen

getrennt untersucht.

5.4.1 Vergleich mit den untersuchten Polymorphismen auf Chromosom 9

5.4.1.1 Polymorphismus rs4986790

Sowohl bei den Miannern als auch bei den Frauen beider Gruppen (Patientengruppe und
Kontrollgruppe) kommt das Wildtypallel A und der Genotyp AA am héufigsten vor. Es

liegt kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung in der Untergruppe der Frauen
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(p=0,7387) als auch in der Subpopulation der Méanner (p=0,2153) vor. Die
Genotypverteilung der Frauen (p=0,402) und die der Ménner (p=0,198) lisst keinen

signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe erkennen.

Miinner Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
A G(MA) | AA AG GG
Patientengruppe | 287 13 137 13 0 150
95,7% 4,3% 91,3% | 8,7% 0% 100%
Kontrollgruppe | 697 47 325 47 0 372
93,7% 6,3% 87.4% | 12,6% | 0% 100%
Gesamt 984 60 462 60 0 522
94,3% 5,7% 88,5% | 11,5% | 0% 100%
P-Wert 0,2153 0,198

Tabelle 18: SNP rs4986790: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und G in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Geschlecht
(Ménner) sowie die zugehorigen p-Werte MA: Minorallel
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Frauen Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

A GMA) | AA AG GG
Patientengruppe | 322 20 151 20 0 171
94,2% 5,8% 88,3% 11,7% | 0% 100%
Kontrollgruppe | 363 25 171 21 2 194
94% 6% 88,1% 10,8% | 1% 100%
Gesamt 685 45 322 41 2 365
93,8% 6,2% 88,2% 11,2% | 0,5% 100%

P-Wert 0,7387 0.402

Tabelle 19: SNP rs4986790: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und G in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Geschlecht
(Frauen) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel

5.4.1.2 Polymorphismus rs4263839

Auch fiir den Polymorphismus rs4263839 lésst sich kein signifikanter Unterschied bei
den Frauen und bei den Ménnern hinsichtlich der Allel- und Genotypenfrequenz
feststellen.

Das Wildtypallel G ist in beiden Gruppen vorherrschend. In der Patientengruppe kommt
der Genotyp AG sowohl bei den Ménnern als auch bei den Frauen am haufigsten vor. In
der Kontrollgruppe ist Genotyp GG sowohl bei den Minnern als auch bei den Frauen

am héufigsten. Die Unterschiede erreichen das Signifikanzniveau nicht.
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Miinner Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

G AMA) | GG AG AA

Patientengruppe | 202 94 67 68 13 148

68,2% 31,8% | 45,3% | 45,9% | 8.8% 100%

Kontrollgruppe | 506 232 137 160 36 369

68,6% 31,4% | 46,9% | 43,4% | 9.8% 100%

Gesamt 708 326 240 228 49 517

68,5% 31,5% | 46,4% | 44,1% | 9.5% 100%

P-Wert 0,9202 0,850

Tabelle 20: SNP rs4263839: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test)und der Allele G und A in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Geschlecht
(Ménner) sowie die zugehorigen p-Werte MA: Minorallel

Frauen Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G AMA) | GG AG AA

Patientengruppe | 213 131 65 83 24 172
62% 38% 37,8% | 48,3% | 14,0% | 100%

Kontrollgruppe | 260 120 89 82 19 190

68,4% 31,6% | 46,8% | 43,2% | 10,0% | 100%

Gesamt 473 251 154 165 43 362

65,3% 34,7% | 45,6% | 44,5% | 11,9% | 100%

P-Wert 0,0667 0,179

Tabelle 21: SNP rs4263839: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele G und A in der Studienpopulation in Abhidngigkeit vom Geschlecht
(Frauen) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel
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5.4.1.3 Polymorphismus rs10758669

Vergleicht man die Allel- und Genotypfrequenz fiir den Polymorphismus rs10758669,
lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe und
damit auch keine Assoziation zur Erkrankung der chronischen Parodontitis feststellen.
Das Wildtypallel A kommt sowohl in der Patientengruppe als auch in der
Kontrollgruppe bei Méinnern wie bei Frauen am héufigsten vor. Bei den méinnlichen
Patienten kommt der Genotyp AC mit einer Frequenz von 46,6% vor, bei den
ménnlichen Kontrollen ist der Genotyp AA mit 45,7% am hiufigsten. Bei den
weiblichen Studienteilnehmern ist sowohl in der Patienten- als auch in der

Kontrollgruppe der Genotyp AC am héufigsten vertreten.

Miinner Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
A C(MA) | AA AC CC
Patientengruppe | 180 112 56 68 22 146

61,6% 38,4% | 38,4% | 46,6% | 15,1% | 100%

Kontrollgruppe | 488 238 166 156 41 363

67,2% 32,8% | 45,7% | 43,0% | 11,3% | 100%

Gesamt 668 350 222 224 63 509

65,6% 344% | 43,6% | 44,0% | 12,4% | 100%

P-Wert 0,0907 0,246

Tabelle 22: SNP rs10758669: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und C in der Studienpopulation in Abhingigkeit vom Geschlecht
(Ménner) sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel
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Frauen Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

A C(MA) | AA AC cC

Patientengruppe | 208 128 66 76 26 168

61,9% 38,1% | 39,3% | 452% | 15,5% | 100%

Kontrollgruppe | 251 133 83 85 24 192

65,4% 34,6% | 43,2% | 44,3% | 12,5% | 100%

Gesamt 495 261 149 161 50 360

63,8% 36,2% | 41,4% | 44,7% | 13,9% | 100%

P-wert 0,3355 0,629

Tabelle 23: SNP rs10758669: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test)und der Allele A und C in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Geschlecht
(Frauen) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel

5.4.2 Vergleich mit den untersuchten Polymorphismen auf

Chromosom 16

5.4.2.1 Polymorphismus rs2066845

Fiir den Polymorphismus rs2066845 auf Chromosom 16 lésst sich kein signifikanter
Unterschied bei den Ménnern feststellen. Weder die Allelverteilung (p=0,5740) noch
die Genotypenfrequenz (p=0,508) ist signifikant unterschiedlich. Das Wildtypallel G
und der Genotyp GG kommen sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe

bei den Ménnern am héufigsten vor.

59



Miinner Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

G CMA) | GG GC CC
Patientengruppe | 212 4 104 4 0 108

98,1% 1,9% 96,3% | 3,7% 0% 100%
Kontrollgruppe | 600 8 297 6 1 304

98,7% 1,3% 97,7% | 2,0% 0,3% 100%

Gesamt 812 12 401 10 1 412

98,5% 1,5% 97,3% | 2,4% 0,2% 100%

P-Wert 0,5740 0,508

Tabelle 24: SNP rs2066845: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und Allele C und G in der Studienpopulation in Abhédngigkeit vom Geschlecht (Ménner)
MA: Minorallel
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Frauen Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G CMA) | GG GC CC
Patientengruppe | 255 5 125 5 0 130
98% 2% 96,2% | 3,8% 0% 100%
Kontrollgruppe | 317 11 153 11 0 164
96,6% 3,4% 93,3% | 6,7% 0% 100%
Gesamt 572 16 278 16 0 294
97,3% 2,7% 94,6% | 5,4% 0% 100%
P-Wert 0,5651 0,283

Tabelle 25: SNP rs2066845: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und Allele C und G in der Studienpopulation in Abhédngigkeit vom Geschlecht (Frauen)
MA: Minorallel

Bei den Frauen weist weder die Genotypverteilung noch die Allelverteilung einen
signifikanten Unterschied zwischen den Studiengruppen auf (p=0,283, p=0,561). Bei
den weiblichen Patienten kommt der Genotyp GG (96,2%) am héufigsten vor, ebenso
bei den weiblichen Kontrollen (93,3%). Der Genotyp GC kommt bei den weiblichen
Kontrollen mit 6,7% héufiger vor als bei den weiblichen Patienten mit 3,8%. Der

Genotyp CC kommt in beiden Gruppen nicht vor.
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5.4.2.2 Polymorphismus rs2066844

Bei diesem Polymorphismus auf Chromosom 16 lassen sich keine signifikanten
Unterschiede oder eine Assoziation zur Erkrankung der chronischen Parodontitis
feststellen, wie der Vergleich der Haufigkeit der Allele und die Verteilung der
Genotypenfrequenz zeigt. Der Genotyp CC und das Wildtypallel C kommen in beiden

Gruppen und bei beiden Geschlechtern am haufigsten vor.

Miinner Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
C T(MA) | CC CT TT

Patientengruppe | 283 15 136 11 2 149
95% 5% 91,3% | 7,4% 1,3% 100%

Kontrollgruppe | 711 35 340 31 2 373

95,3% 4,7% 91,2% | 8,3% 0,5% 100%

Gesamt 994 50 476 42 4 522

95,2% 4,8% 91,2% | 8,0% 0,8% 100%

P-Wert 0,8153 0,601

Tabelle 26: SNP rs2066844: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele C und T in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Geschlecht
(Ménner). Sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel
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Frauen Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

C T(MA) | CC CT TT

Patientengruppe | 333 11 162 9 1 172

96,8% 3.2% 94,2% | 5,2% 0,6% 100%

Kontrollgruppe | 368 16 176 16 0 192
95,8% 4,2% 91,7% | 8,3% 0% 100%
Gesamt 701 27 338 25 1 364

96,3% 3,7% 92,9% | 6,9% 0,3% 100%

P-wert 0,4910 0,475

Tabelle 27:SNP rs2066844: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test)und der Allele C und T in der Studienpopulation in Abhadngigkeit vom Geschlecht (Frauen)
sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel

5.5 Allel- und Genotypfequenz in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus

Um Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung unter dem Einflussfaktor des
Rauchens aufzuzeigen, wurden die Gruppen der Raucher und der Nichtraucher getrennt

untersucht.

5.5.1 Vergleich mit den untersuchten Polymorphismen auf Chromosom 9

5.5.1.1 Polymorphismus rs4986790

Die Verteilung der Allel- und Genotypenfrequenz unter Beachtung des Rauchverhaltens
lassen keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe
erkennen, was der p-Wert der Allelfrequenz bei den Nichtrauchern (p=0,4067) und bei
den Rauchern (p=0,1161) und ebenso der Genotypfrequenz bei den Nichtrauchern
(p=0,385) und bei den Rauchern (p=0,097) verdeutlicht.
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Nichtraucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

A GMA) | AA AG GG

Patientengruppe | 386 26 180 26 0 206

93,7% 6,3% 87,4% | 12,6% | 0% 100%

Kontrollgruppe | 560 30 266 28 1 295

94,9% 5,1% 90,2% | 9,5% 0,3% | 100%

Gesamt 946 56 446 54 1 501

94,4% 5,6% 89% 10,8% | 0,2% | 100%

p-Wert 0,4067 0,385

Tabelle 28: SNP rs4986790: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und G in der Studienpopulation in Abhédngigkeit vom Nikotinabusus
(Nichtraucher) sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel
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Raucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

A GMA) | AA AG GG

Patientengruppe | 188 6 91 6 0 97

96,9% 3,1% 93,8% | 6,2% 0% 100%

Kontrollgruppe | 74 6 34 6 0 40

92,5% 7,5% 85% 15,0% | 0% 100%

Gesamt 262 12 125 12 0 137

95,6% 4,4% 91,2% | 8,8% 0% 100%

p-Wert 0,1161 0,097

Tabelle 29: SNP rs4986790: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und G in der Studienpopulation in Abhédngigkeit vom Nikotinabusus
(Raucher) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel

5.5.1.2 Polymorphismus rs4263839

Fiir den Polymorphismus rs4263839 ist sowohl bei den Nichtrauchern als auch bei den
Rauchern das Wildtypallel G, sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe
am haufigsten.

Bei den Nichtrauchern der Patientengruppe ist der Genotyp AG am hiufigsten vertreten
(48,1%), bei den Nichtrauchern der Kontrollgruppe ist der haufigste Genotyp GG
(45,7%). Der Unterschied der Genotypenfrequenz (p=0,182) und der Allelfrequenz
(p=0,0732) ist nicht signifikant.
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Nichtraucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

G AMA) | GG AG AA

Patientengruppe | 259 153 80 99 27 206

62,9% 37,1% | 38,8% | 48,1% | 13,1% | 100%

Kontrollgruppe | 395 183 132 131 26 289

68,3% 31,7% | 45,7% | 45,3% | 9,0% 100%

Gesamt 654 336 212 230 53 495

66,1% 33,9% | 42,8% | 46,5% | 10,7% | 100%

p-Wert 0,0732 0,182

Tabelle 30: SNP rs4263839: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele G und A in der Studienpopulation in Abhidngigkeit vom Nikotinabusus
(Nichtraucher) sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel

Bei den Rauchern ldsst sich kein signifikanter Unterschied in Hinsicht auf die

Allelfrequenz (p=0,4575) und Genotpyenverteilung (p=0,199) feststellen.

Raucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G AMA) | GG AG AA
Patientengruppe | 130 62 43 44 9 96

67,7% 323% | 448% | 45,8% | 9.4% 100%

Kontrollgruppe | 55 21 22 11 5 38

72,4% 27,6% | 57.9% | 289% | 13,2% | 100%

Gesamt 185 83 65 55 14 134

69,0% 31% 48,5% | 41,0% | 10,0% | 100%

p-Wert 0,4575 0,199

Tabelle 31: SNP rs4263839: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele G und A in der Studienpopulation in Abhédngigkeit vom Nikotinabusus
(Raucher) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel
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5.5.1.3. Polymorphismus rs10758669

Betrachtet man den Polymorphismus rs10758669 nach Stratifikation der
Studienpopulation hinsichtlich des Rauchverhaltens lassen Genotypfrequenz (p=0,865)

und Allelfrequenz (p=0,6330) der Nichtraucher keine Assoziation erkennen.

Nichtraucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
A C(MA) | AA AC cC
Patientengruppe | 266 138 88 90 24 202

65,8% 342% | 43,6% | 44,6% | 11,9% | 100%

Kontrollgruppe | 389 189 133 123 33 289

67,3% 32,7% | 46,0% | 42,6% | 11,4% | 100%

Gesamt 655 327 221 213 57 491

66,7% 33,3% | 45,0% | 43,4% | 11,6% | 100%

p-Wert 0,6330 0,865

Tabelle 32: SNP rs10758669: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und C in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Nichtraucher) sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel

In der Gruppe der Raucher kommt das Wildtypallel A sowohl in der Patienten- als auch
in der Kontrollgruppe am héufigsten vor (54,8% bzw. 67,5%) Der Unterschied der
Allelverteilung (p=0,0544) zwischen den beiden Gruppen ist nicht signifikant. Der
Genotyp AC kommt mit 45,7% in der Patientengruppe am hiufigsten vor, der Genotyp
AA ist mit 52,5% am héufigsten in der Kontrollgruppe vertreten. Die Genotypverteilung
zwischen den beiden Gruppen ist nicht unterschiedlich (p=0,077).
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Raucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

A C(MA) | AA AC cC

Patientengruppe | 103 85 30 43 21 94

54,8% 452% | 31.9% | 45,7% | 22,3% | 100%

Kontrollgruppe | 54 26 21 12 7 40

67,5% 32,5% | 52,5% | 30,0% | 17,5% | 100%

Gesamt 157 111 51 55 28 134

58,6% 41,4% | 38,1% | 41,0% | 20,9% | 100%

p-Wert 0,0544 0,077

Tabelle 33: SNP rs10758669: Prozentuale Verteilung der Genotypen(2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele A und C in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Raucher) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel

5.5.2 Vergleich mit den untersuchten Polymorphismen auf

Chromosom 16

5.5.2.1 Polymorphismus rs2066845

In der Gruppe der Nichtraucher unter den Patienten kommt der Genotyp GG mit 96,7%
am hiufigsten vor, der Genotyp GC mit 3,3% und der Genotyp CC mit 0% vor. Auch in
der Kontrollgruppe ist der Genotyp GG mit 96,6% am héufigsten vertreten. Das
Wildtypallel G ist in beiden Gruppen vorherrschend. Fiir den Polymorphismus
152066845 auf Chromosom 16 ist sowohl fiir die Genotypenfrequenz (p=0,937) als auch
fiir die Allelfrequenz (p=0,9376) in der Gruppe der Nichtraucher kein signifikanter
Unterschied feststellbar.

68



Nichtraucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G C(MA) | GG GC CC
Patientengruppe | 299 5 147 5 0 152
98,4% 1,6% 96,7% 3,3% 0% 100%
Kontrollgruppe | 515 9 253 9 0 262
98,3% 1,7% 96,6% 3,4% 0% 100%
Gesamt 814 14 400 14 0 414
98,3% 1,7% 96,6% 3,4% 0% 100%
p-Wert 0,9376 0,937

Tabelle 34: SNP rs2066845: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und Allele C und G in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Nichtraucher) MA: Minorallel

Die Allelfrequenz (p=0,5985) und die Genotypverteilung (p=0,589) der Gruppe der
Raucher ldsst keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe

erkennen.
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Raucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt
G CMA) | GG GC CC
Patientengruppe | 148 4 72 4 0 76
97,4% 2,6% 94,7% | 5,3% 0% 100%
Kontrollgruppe | 67 1 33 1 0 34
98,5% 1,5% 97,1% | 2,9% 0% 100%
Gesamt 215 5 105 5 0 110
97,7% 2,3% 95,5% | 4,5% 0% 100%
p-Wert 0,5985 0,589

Tabelle 35: SNP rs2066845: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und Allele C und G in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Raucher) MA: Minorallel

5.5.2.2 Polymorphismus rs2066844

Bei den Nichtrauchern kommt sowohl in der Patientengruppe als auch in der
Kontrollgruppe das Wildtypallel C mit 96,1% bzw mit 94,4% am héufigsten vor. Das
mutierte Allel T kommt in der Gruppe der nicht rauchenden Patienten mit einer
Haufigkeit von 3,9% vor, in der Gruppe der nicht rauchenden Kontrollen mit 5,6%. In
beiden Gruppen ist der Genotyp CC am haufigsten vertreten. Die Allelverteilung
(p=0,2151) und die Genotypfrequenz (p=0,125) sind nicht signifikant unterschiedlich.
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Nichtraucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

C T(MA) | CC CT TT

Patientengruppe | 396 16 192 12 2 206

96,1% 3,9% 93,2% | 5,8% 1,0% 100%

Kontrollgruppe | 555 33 262 31 1 294

94,4% 5,6% 89,1% | 10,5% | 0,3% 100%

Gesamt 951 49 454 43 3 500

95,1% 4,9% 90,8% | 8,6% 0,6% 100%

P-Wert 0,2151 0,125

Tabelle 36: SNP rs2066844: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele C und T in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Nichtraucher) sowie die zugehorigen p-Werte. MA: Minorallel

In der Gruppe der Raucher ist sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollen das
Wildtypallel C am hiufigsten, ebenso der Genotyp CC. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied beziiglich der Allelverteilung (p=0,5403) und der Genotypverteilung (p=
0,791).
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Raucher Allelfrequenz Genotypverteilung Gesamt

C T(MA) | CC CT TT
Patientengruppe | 186 8 90 6 1 97
95,5% 4,1% 92,8% | 6,2% 1% 100%
Kontrollgruppe | 76 2 37 2 0 39
97,4% 2,6% 94,9% | 5,1% 0% 100%
Gesamt 262 10 127 8 1 136
96,3% 3,7% 93.4% | 5,9% 0,7% 100%

P-Wert 0,5403 0,791

Tabelle 37: SNP rs2066844: Prozentuale Verteilung der Genotypen (2x4Felder Chi-Quadrat-
Test) und der Allele C und T in der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom Nikotinabusus
(Raucher) sowie die zugehdrigen p-Werte. MA: Minorallel
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5.6  Multinominale logistische Regression

Mit Hilfe der multinominalen Regressionsanalyse wurde die Wirkung der Einfliisse
Alter, Geschlecht und Rauchen auf die chronische Parodontitis untersucht. Das Alter,
Geschlecht und Rauchen beeinflussen die Erkrankung der chronischen Parodontitis

signifikant. Von den im Modell beriicksichtigten Genpolymorphismen korreliert nach

Bonferroni-Korrektur keiner positiv mit der chronischen Parodontitis.

Parameter -2Log- Chi- Freiheitsgrade | Signifikanz
Likelihood | Quadrat (p-Wert)
fiir
reduziertes
Modell

Konstanter | 622,533 112,593 |1 0,000

Term

Geschlecht | 541,872 31,932 1 0,000

Raucher 553,112 43,173 1 0,000

Alter 576,274 66,334 1 0,000

rs4986790 | 510,146 0,207 1 0,649

rs4263839 | 513,944 4,005 1 0,045

rs10758669 | 510,416 0,476 1 0,490

1s2066845 | 510,275 0,336 1 0,562

152066844 | 510,768 0,829 1 0,363

Tabelle 38: Likelihood-Quotienten-Tests
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5.7 Kopplungsanalyse in der Studienpopulation

Wie Tabelle 39 und 40 zu entnehmen ist, sind alle Werte der D’ Statistik und der R

Statistik unter 0,9 bzw. 0,8, es besteht somit keine Kopplung.

D’ Statistik 154986790 rs4263839 rs10758669
154986790 * 0,1596 0,0114
54263839 * * 0,1135
rs10758669 * * *

R Statistik

154986790 * 0,0583 0,0114

rs 4263839 * * 0,1135
rs10758669 * * *

Tabelle 39: D’ Statistik und R Statistik fiir die Kopplungsungleichgewichtsanalyse der SNP auf

Chromosom 9

D’ Statistik 152066845 152066844
152066845 * 0,0078
152066844 * *

R Statistik

152066845 * 0,0053
153066844 * *

Tabelle 40: D’ Statistik und R Statistik fiir die Kopplungsungleichgewichtsanalyse der SNP auf

Chromosom 16
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5.8 Haplotypenanalyse

In dieser Studie wurde eine Schétzung der Haplotypfrequenzen, eine Assoziation der
festgelegten Haplotpyen mit der chronischen Parodontitis fiir die gesamte
Studienpopulation und eine Assoziation nach Korrektur hinsichtlich Alter, Geschlecht

und Rauchen durchgefiihrt.

5.8.1 Schétzung der Haploypen auf Chromosom 9 und Chromosom 16

Die Anzahl der Haplotypen wird bei biallelischen Polymorphismen durch die
theoretisch moglichen Allelkombinationen an den benachbarten Genorten bestimmt.
Rechnerisch kann durch die Analyse der tatsdchlichen Allelfrequenzen an den Genorten
die vermutliche Héufigkeit der Haplotypen ermittelt werden. In die Assoziationsanalyse
werden in der Regel nur Haplotpyen einbezogen, die eine rechnerische Haufigkeit von
mindestens 1% zeigen. Tabellen 43 und 44 zeigen die geschétzten Haplotypfrequenzen

fiir die SNPs auf Chromosom 9 und 16.

15498 | 1s426 | rs107 | Total Pa Ko Ku Fr

6790 | 3839 | 58669
1A G A 0,4049 | 0,3525 0,4359 0,4049
21 A G C 0,2349 | 0,2634 0,2155 0,6398
3/A A A 0,2056 | 0,2345 0,1882 0,8454
41 A A C 0,0939 | 0,0932 0,0972 0,9393
5/G G A 0,0199 | 0,0231 0,0203 0,9592
6|G A A 0,0191 |0,0112 0,0211 0,9783
71G C C 0,0145 | 0,013 0,0158 0,9928
81 G C C 0,0072 | 0,0085 0,005 1

Tabelle 41: Haplotyp-Frequenz-Schitzung Chromosom 9(n=922) Pa: Parodontitisgruppe, Ko:
Kontrollgruppe, Ku.Fr: kumulative Frequenz
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152066845 | 152066844 | Total Pa Ko Ku Fr
1 G C 0,9361 ]0,9369 |0,9352 |0,9361
2 G T 0,0433 | 0,0416 |0,0446 |0,9793
3 C C 0,0196 |0,0196 |0,0201 | 0,9989
4 C T 0,0011 | 0,0019 | 1e-04 1

Tabelle 42: Haplotyp-Frequenz-Schétzung Chromosom 16 (n=917) Pa: Parodontitisgruppe, Ko:
Kontrollgruppe, Ku Fr: kumulative Frequenz
5.8.2 Assoziation der Haplotpyen auf Chromosom 9 mit der chronischen

Parodontitis

Betrachtet man die Haplotypenanalyse fiir die Polymorphismen auf Chromosom 9
(rs4986790, 154263839, rs20758669), zeigt sich nach der Bonferroni-Korrektur fiir
multiples Testen eine Signifikanz fiir den Haplotyp AGC (p =0,0042) und fiir den

Haplotyp AAA (p=0,0056).

rs4986790 | rs4263839 | rs10758669 | Freq OR P-Wert
(95%CI)
1 A G A 0,4051 | 1,00 -
2 A G C 0,233 0,64 0,0042
3 A A A 0,2045 | 0,64 0,0056
4 A A C 0,0967 | 0,88 0,54
5 G G A 0,0213 | 0,71 0,52
6 G A A 0,0188 | 1,39 0,64
7 G G C 0,015 1,12 0,87
8 * * * 0,0056 | 0,3 0,55
selten
Globale Haplotyp Assoziation p-Wert 0,092

Tabelle 43: Haplotypassoziation mit Antwort (n=922, unbearbeitete Analyse) Freq: Frequenz,
OR: Odds ratio, CI: Koinfidenzintervall
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Nach Adjustierung der Kovariablen Alter, Geschlecht und Rauchen ldsst sich nach der

Bonferroni-Korrektur keine signifikante Assoziation nachweisen (Tabelle 44).

rs4986790 | rs4263839 | rs10758669 | Freq OR P-Wert
(95%
CDh
1 A G A 0,3957 | R
2 A G C 0,2403 | 0,72 0,092
3 A A A 0,2183 | 0,6 0,012
4 A A C 0,0929 | 0,81 0,41
5 G G A 0,0186 | 0,9 0,88
6 G A A 0,0161 1,02 0,97
7 G G C 0,0115 1,02 0,99
8 selten | * * * 0,0064 | 0,19 0,23
Globale Haplotyp Assoziation p-Wert 0,25

Tabelle 44: Haplotypassoziation mit Antwort (n=639, angepasst an Alter, Geschlecht, Rauchen)
Freq: Frequenz, OR: Odds ratio, CI: Koinfidenzintervall

77



5.8.3 Assoziation der Haplotypen auf Chromosom 16 mit der chronischen

Parodontitis

Die Haplotypanalyse fiir die Polymorphismen auf Chromosom 16 ergibt keine
signifikante Assoziation (Tabelle 47).

rs2066845 | rs2066844 | Freq OR (95% | P-Wert
CI)
1 G C 0,9357 | 1.00 | ---—--
2 G T 0,0435 | 1.11 0,65
3 C C 0,02 1.03 0,94
4 * * 7e-04 | 0.01 1
selten

Globale Haplotyp Assoziation p-Wert 0,83

Tabelle 45: Haplotypassoziation mit Antwort (n=917, unbearbeitete Analyse) Freq: Frequenz,
OR: Odds Ratio, CI: Koinfidenzintervall

Auch nach Adjustierung beziiglich Alter, Geschlecht und Rauchen zeigt sich keine
Signifikanz (Tabelle 48).

152066845 | 152066844 | Freq OR (95% CI) | P-Wert
1 G C 0,9378 | 1.00 | -
2 G T 0,0442 | 1.39 0,29
3 C C 0,0165 | 1.35 0,59
4 selten | * * 0,0015 | 1.88 0,79

Globale Haplotyp Assoziation p-Wert 0,67

Tabelle 46: Haplotypassoziation mit Antwort (n=635, angepasst an Alter, Geschlecht, Rauchen)
Freq: Frequenz, OR: Odds Ratio, CI: Koinfidenzintervall
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6 Diskussion

6.1 Bewertung von Assoziationsstudien als Methode zur Analyse der

genetischen Komponente der chronischen Parodontitis

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) erlauben es, den genetischen Hintergrund
von Erkrankungen mit komplexem Erbgang zu detektieren (Ohashi et al. 2011). Ein
Vorteil der GWAS besteht darin, dass mehrere tausend SNPs in vielen Proben in einem
Experiment untersucht werden konnen (Detera-Wadleigh et al. 2004). So kdénnen
theoretisch die krankheitsassoziierten SNPs, welche mindestens 1% zur Varianz der
Erkrankung beitragen, mit einer Sicherheit von ca. 90% aufgefunden werden (Elston et
al. 2007).

Nachteile und Einschrinkungen von GWAS sind jedoch, dass seltene Varianten
unentdeckt bleiben. Nur Varianten mit einer Minor-Allel-Frequenz groBer als 5%
werden durch solche Studien erkannt. Meist fiihrt jedoch eine Kombination von
héufigen und seltenen Varianten zum erhdhten Erkrankungsrisiko (Asimit et al. 2010).
Weiterhin werden durch GWAS nur korrelative Resultate geliefert. Es wird nach Loci
gesucht, die mit dem Phinotyp zusammen auftreten. Der genaue kausale
Zusammenhang bleibt ungeklart (Begum et al. 2012). Des Weiteren werden in GWAS
die Interaktion zwischen unterschiedlichen genetischen Loci (Epistase) und das
Zusammenspiel zwischen diesen Genorten und Umweltfaktoren (epigenetische Effekte)
nicht beriicksichtigt (Korte et al. 2013). Genomweite Assoziationsstudien identifizieren
demnach Loci und nicht Gene per se, was die Identifikation von pathogenetischen
Verdnderungen auf einem assoziierten Haplotypen verkomplizieren kann (Hardy et al.
2009). Ferner muss noch viel mehr dariiber in Erfahrung gebracht werden, wie
intronische und intergenetische Regionen die Expression von Genen, die Kodierung von
Proteinen und den Phénotyp von Erkrankungen beeinflussen, um die funktionelle Basis
der beobachteten Assoziationen zu bestimmen (Hardy et al. 2009).

Nachteilig bei GWAS ist zusdtzlich die gro3e Anzahl an bendtigten Studienteilnehmern,
was eine organisatorische Herausforderung darstellt (Hirschhorn et al. 2005). Um eine
ausreichende statistische Aussagekraft von genomweiten Assoziationsstudien zu
erreichen, sollten Kontroll- und Patientengruppe auf 6000 oder mehr Teilnehmer
erweitert werden (Wang et al. 2005). Eine derart gro3e Studienpopulation an einem
Standort zu rekrutieren erweist sich als schwierig. Somit miissten mehrere

Forschungsgruppen zusammenarbeiten um valide Studienergebnisse zu erhalten
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(McGovern et al. 2010). AuBlerdem erfordert die enorme Datenmenge auch einen
erheblichen biometrisch-statistischen Aufwand (Murken et al. 2011).

Um GWAS beziiglich der chronischen Parodontitis durchfiihren zu kénnen, miisste ein
Konsortium gegriindet werden, um zehntausende Proben zu vereinen und dadurch die
genetischen Risikofaktoren aufdecken zu kdnnen (Vaithilingam et al. 2014).

Bisher hatten genomweite Assoziationsstudien hinsichtlich der chronischen Parodontitis
nur moderaten Erfolg. Deswegen besteht die Notwendigkeit, die genetische
Komponente der chronischen Parodontitis weiter zu untersuchen, indem grof3ere
Probenzahlen und Phenotypen hoher Qualitédt hinzugezogen werden (Offenbacher et al.
2016). Bezogen auf die aggressive Parodontitis konnten einige genomweite
Assoziationsstudien zur Aufkldrung des genetischen Hintergrunds dieser Erkrankung
beitragen. Es konnte beispielsweise ein SNP im Glucosyltransferase-Gen GLT6D1
(rs1537415) signifikant mit aggressiver Parodontitis assoziiert werden (Schaefer et al.
2010). Zwei weitere GWAS zur chronischen Parodontitis konnten jedoch keine
signifikanten Assoziationen mit diesem Gen finden (Vaithilingam et al. 2014). In
Hinblick auf die chronische Parodontitis konnten Offenbacher et al. das BEGAIN-Gen
(Brain-enriched guanylate kinase-associated) mit schwerer chronischer Parodontitis
und das UBE3D-Gen (Ubiquitin Proteinligase E3D) mit der moderaten chronischen
Parodontitis in Zusammenhang bringen. Zwei weitere GWAS zur chronischen
Parodontitis konnten jedoch keine signifikanten Assoziationen mit bestimmten Genen
oder Loki finden (Vaithilingam et al. 2014). Eine Herausforderung, die Vergleichbarkeit
der Studienergebnisse betreffend, stellt auBerdem der sehr unterschiedlich definierte
Phénotyp der bisher publizierten GWAS zu dieser Erkrankung dar. Dies ist eine
Ursache, welche GWAS zur chronischen Parodontitis, neben der zu geringen

Probenanzahl, bisher limitiert (Vaithilingam et al. 2014).

In direkten Assoziationsstudien (Kandidatengenstudien) wird dagegen nur eine kleine
Menge von Genen gezielt betrachtet (Bickebdller et al. 2007). Direkte
Assoziationsstudien sind eine potentiell aussagekriftige Methode um Gene aufzuspiiren,
die eine Krankheit verursachen oder beeinflussen. Dabei ist Voraussetzung, dass die
Pathophysiologie der Krankheit erforscht ist. Die Identitét des betreffenden Gens wird
basierend auf biologischen Hypothesen oder dem Ort des Kandidatengens innerhalb

einer vorab bestimmten Kopplungsregion vorhergesagt. Selbst wenn diese Annahmen
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breit gefdchert waren, kann jedoch nur ein Bruchteil an genetischen Risikofaktoren
erfasst werden (Hirschhorn et al. 2005).

Unter Beachtung epidemiologischer Prinzipien kdnnen direkte Assoziationsstudien zur
Aufdeckung der genetischen Komponente komplexer Erkrankungen, wie der
chronischen Parodontitis beitragen. Wird eine signifikante Assoziation entdeckt, kann
diese moglicherweise unter exakt gleichen Studienbedingungen in unabhédngigen
Populationen repliziert und verifiziert werden. Die genetischen Assoziationen konnen
hinsichtlich dhnlicher Krankheitsbilder mit eventuell vergleichbarer Pathogenese néher
untersucht werden. Sie konnen Hinweise auf molekulare oder biochemische
Mechanismen liefern und Einblicke in die Pathologie der Erkrankung geben (Tabor et
al. 2002). AuBBerdem sind direkte Assoziationsstudien kostengiinstiger und einfacher
durchfiihrbar als GWAS (Hirschhorn et al. 2005).

Zahlreiche Erkenntnisse zum genetischen Hintergrund der chronischen Parodontitis sind
auf direkte Assoziationsstudien zuriickzufiihren, wobei meist nach einem
Zusammenhang zwischen SNPs und der Erkrankung gesucht wurde. Da
immunologische Prozesse im Zuge der Erkrankung der chronischen Parodontitis zur
Zerstorung des parodontalen Gewebes beitragen, wurden vor allem Kandidaten-Gene,
die fiir die Reaktion des Immunsystems von Bedeutung sind, ndher betrachtet (Yoshie et
al. 2007).

Bezugnehmend auf die Erkrankung der chronischen Parodontitis ergibt sich die
Problematik, dass viele genetische Einfliisse nur einen sehr kleinen Effekt auf die
Erkrankung haben (Cardon et al. 2001). Unerldsslich fiir eine direkte Assoziationsstudie
hoher Qualitit sind gut bestimmte Krankheitsbilder, eine ausreichend grof3e
Probenmenge, umsichtig ausgewihlte genetische Marker sowie addquate Standards bei
der Genotypisierung, Analyse und Interpretation (Newton-Cheh et al. 2005).
Kandidatengenstudien zu komplexen Erkrankungen hatten oft keine ausreichende
statistische Power oder es wurden die falschen Kandidaten-Gene ausgewihlt

(Vaithilingam et al. 2014).

81



6.2 Studienpopulation

Die Studienpopulation vorliegender Studie umfasste ausschlielich Individuen mit
kaukasischer Abstammung aus dem sliddeutschen Raum. Darunter waren 352 Patienten
die an chronischer Parodontitis erkrankt waren und 587 parodontal gesunde Personen.
Die Studienteilnehmer waren nicht miteinander verwandt. Jede Probe wurde auf die
Konzentration an enthaltener DNA tiiberpriift und falls erforderlich verdiinnt. Manche
Proben konnten dennoch nicht typisiert werden. Mdgliche Griinde hierfiir sind
Verunreinigung der Proben oder eine zu geringe Menge an enthaltener DNA. Diese
Proben wurden in den Tabellen als fehlend bezeichnet.

In der Patientengruppe gab es mehr Raucher (100) als in der Kontrollgruppe (42). In
beiden Gruppen waren mehr Nichtraucher vertreten (210 Nichtraucher in der
Patientengruppe, 306 Nichtraucher in der Kontrollgruppe). Bei 11,32% der Patienten
und bei 40,81% der Kontrollen fehlten die Angaben zum Rauchverhalten.
Nikotinabusus hat jedoch nachweislich Einfluss auf den Abbau des marginalen
Knochens (Bahrami et al. 2016). Ein erkranktes Individuum koénnte allerdings
falschlicherweise der gesunden Kontrollgruppe zugeordnet werden. Dies betrifft
beispielsweise Patienten, die eine genetische Pradisposition zur chronischen
Parodontitis aufweisen, welche jedoch erst in Kombination mit dem Risikofaktor
Rauchen ausbrechen wiirde (Kinane et al. 2003). Weiterhin kann Rauchen die
Bakterienzusammensetzung bei gesunden und bei kranken Individuen beeinflussen
(Karasneh et al. 2017). In dieser Studie hatten 28% der Patienten ein hoheres Risiko an
einer chronischen Parodontitis zu erkranken, da sie rauchten. In der Kontrollgruppe gab
es dagegen nur 7,2% Raucher. Zusétzlich zu beriicksichtigen bleibt die grole Anzahl an

Teilnehmern, die keine Angaben zum Rauchverhalten machten.

Der Altersdurchschnitt der Parodontitisgruppe lag bei 52,4 Jahren, der der
Kontrollgruppe bei 47,1 Jahren. Der Altersdurchschnitt der Kontrollgruppe war somit
geringer als derjenige der Patientengruppe. Die Altersdifferenz von fiinf Jahren war
signifikant unterschiedlich und muss demnach bei der Bewertung der Ergebnisse
berticksichtigt werden, da die chronische Parodontitis hdufiger in fortgeschrittenem
Alter auftritt (Kinane et al. 2003). Es konnte sein, dass Teilnehmer der Kontrollgruppe
die genetische Préadisposition zur Entwicklung einer Parodontitis haben, die Erkrankung

aber erst zu einem spateren Zeitpunkt ausbricht.
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Bezogen auf das Geschlecht waren in der Parodontitisgruppe 46,6% ménnlich und
53,4% weibliche, in der Kontrollgruppe dagegen deutlich mehr ménnliche (66,4%) als
weibliche (33,6%) Teilnehmer vertreten. Die Haufigkeit des Auftretens der chronischen
Parodontitis hdngt vor allem vom bakteriellen Befall und der Immun- und
Entziindungsreaktion des Wirtes ab. Es existiert zudem ein geschlechtsabhingiger
Unterschied (Borrell et al. 2005), wobei Ménner tendenziell haufiger erkranken (Nunn
et al. 2003). Dass in der Kontrollguppe mehr Ménner als Frauen vorhanden waren,
wobei die Geschlechtsverteilung bei den Erkrankten fast ausgewogen war, sollte

ebenfalls bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden.

Patienten mit schweren systemischen Grunderkrankungen wurden nicht in die
Studienpopulation aufgenommen. Systemische Erkrankungen, die die Immunantwort
beeinflussen oder Verdanderungen im Gewebe zur Folge haben, sind hdufig auch mit
einem hoheren Risiko an Parodontitis zu erkranken assoziiert (Meyle et al. 2001).
Diabetes mellitus beispielsweise hat Einfluss auf das Auftreten einer Parodontitis, da
dieser zu einer verstirkten Entziindungsreaktion und vermehrter Zerstorung des
parodontalen Gewebes fiihrt (Lalla et al. 2011).

Die chronische Parodontitis der Studienteilnehmer wurde mit Hilfe der Klassifikation
der American Association of Periodontology und der EFP (European Federation of
Periodontology) diagnostiziert (Armitage et al. 1999). Dennoch gestaltet sich manchmal
die Unterscheidung zwischen der aggressiven und der chronischen Parodontitis als
schwierig (Mombelli et al. 2002). Die aggressive Parodontitis ist gekennzeichnet durch
schnelles Voranschreiten der Erkrankung, welche bereits in jungen Jahren unter
Abwesenheit systemischer Erkrankungen beginnt. Es kann jedoch die Form der
generalisierten aggressiven Parodontitis auch bei Personen iiber 30 und auch an mehr
Zidhnen als den ersten Molaren und Inzisiven auftreten, was eine Unterscheidung zur

chronischen Parodontitis erschwert (Albandar et al. 2014).

Die Studienteilnehmer sollten mdglichst die gleiche ethnische Herkunft haben, da
zwischen den einzelnen Ethnien oft erhebliche genetische Unterschiede bestehen
konnen auch bezogen auf die chronische Parodontitis (Loos et al. 2005, Hirschhorn et
al. 2002, Weatherspoon et al. 2016). Um genetische Homogenitit zu gewéhrleisten und
das Risiko der Stratifikation zu minimieren, stammen die Teilnehmer dieser Studie

deshalb alle aus dem siiddeutschen Raum. Dies wurde durch anamnestische Befragung
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beziiglich der Herkunft von Eltern und Grofeltern der Studienteilnehmer festgestellt.
Allein durch Befragung korrekte Aussagen tiber die genetische Abstammung eines
Individuums zu erhalten, ist jedoch oft unzuverléssig. Populationsstratifikation tritt
héufig bei Fall-Kontrollstudien auf, wenn Kontrollen und Patienten einen
unterschiedlichen genetischen Hintergrund haben (Cardon et al. 2003). Es kann durch
versteckte Populationsstratifikation zu positiven Assoziationen kommen, ohne dass ein
tatsdchlicher biologischer Zusammenhang zwischen dem untersuchten Marker und der
Krankheit vorhanden ist, wenn die untersuchte Population aus zwei Subpopulationen
besteht, in denen unterschiedliche Krankheitshdufigkeit und verschiedene
Allelhdufigkeiten vorliegen. Um festzustellen ob Subpopulationen vorhanden sind, kann
das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht herangezogen werden (Bickebdller et al. 2007).
Um in dieser Studie sowohl systematische Fehler (Stratifikation) als auch
Typisierungsfehler auszuschlieBen, sollte die Genotypverteilung der Kontrollgruppe
dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entsprechen. Alle fiinf Polymorphismen befanden
sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Um auch schwache Assoziationen aufzuzeigen, sollte die Studienpopulation moglichst
grof3 gewihlt werden (Colhoun et al. 2003). Oft ist die Auswirkung der untersuchten
Genvariante so gering, dass sie in kleinen Studiengruppen schwer auffindbar ist
(Hirschhorn et al. 2005). Die Anzahl der Studienteilnehmer von 939 in dieser Studie ist
nicht zu klein, um eine ausreichende statistische Power zu liefern. Replikationsstudien
mit groBBeren Fallzahlen wiren wiinschenswert, wobei es sich schwierig gestaltet
mehrere tausend Studienteilnehmer an einem Standort zu generieren und sowohl
kosten- als auch zeiteffizient zu arbeiten (Hickey et al. 2018, McGovern et al. 2010).
Die Kontrollgruppe dieser Studie war mit 587 Teilnehmern deutlich groBer als die
Patientengruppe mit 352 Teilnehmern, womit die Vorgabe, dass das Kontrollkollektiv
eineinhalb bis zweimal so groB sein sollte, wie die Patientengruppe erfiillt wurde

(Colhoun et al. 2003).
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6.3 Studiendesign und Methodik

6.3.1 Auswahl der Kandidatengene

2017 berichteten Papageorgiou et al. von einem signifikanten Zusammenhang zwischen
der chronischen Parodontitis und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa), wobei neun Querschnittsstudien und insgesamt 1297
Patienten einbezogen wurden. Auch Brito et al. konnten 2008 feststellen, dass Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine hohere Privalenz hatten, an
chronischer Parodontitis zu erkranken. Die Schliisselmediatoren der Immunreaktion
beider Erkrankungen, wie Zytokine und Matrixmetalloproteinasen, sind gleich (Kinane
et al. 2007). Aufgrund der teilweisen Uberschneidung in der Pathogenese von Morbus
Crohn und chronischer Parodontitis wurden in dieser Studie Kandidatengene des
Morbus Crohn auch auf einen Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis
getestet. Es wurden fiinf Einzelnukleotidpolymorphismen als genetische Marker
gewihlt.

Die untersuchten Polymorphismen auf Chromosom 9 (rs4986790, rs4263839,
rs10758669) und Chromosom 16 (rs2066845, rs2066844) konnten alle in
Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gebracht werden

(McGovern et al. 2010, Waterman et al. 2011, Wagner et al. 2013).

6.3.2 Validitit der Genotypisierung via Maldi-TOF

Als Genotypisierungmethode wurde die Maldi-TOF-Methode gewihlt. Bei
Untersuchungen von Blutproben hinsichtlich der Bakterienkontamination konnten
Angeletti et al. 2015 feststellen, dass diese Methode eine hohe Rate an Identifikation
unterschiedlicher Bakterienspezies gegeniiber herkdommlichen Methoden, wie der DNA-
Sequenzierung oder der PCR (Polymerasekettenreaktion) aufweist.
Maldi-TOF MS ist auBerdem eine Technik mit groBem Potential fiir valide
Genotypisierung hoher Fallzahlen. Im Gegensatz zu anderen Methoden, wie z. B. der
Polymerasekettenreaktion (PCR) oder der DNA-Sequenzierung, misst Maldi-TOF
direkt das molekulare Gewicht der Oligonukleotide (Edwards et al. 2005). Die Methode
ist geeignet fiir eine Hochdurchsatzgenotypisierung mit der Moglichkeit der exakten
Quantifizierung von polymorphen DNA-Markern (Gut et al. 2004). Zur
Qualititssicherung der DNA Proben erfolgt eine Uberpriifung mittels
Polymerasekettenraktion (PCR), wobei 10% der PCR-Produkte wiederum auf
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Agarosegelen tliberpriift werden. Es werden je 2% Positiv-und Negativkontrollen in den
DNA Proben eingebaut. Circa 10% der DNA Proben werden auf Fehler untersucht und
doppelt genotypisiert (Illig et al. 2004). Derartige Kontrollen erlauben die Annahme,
dass die Ergebnisse von hoher Qualitit sind. Bei der MALDI-TOF Technik handelt es
sich um ein sehr exaktes Verfahren, bei dem mit einer Genauigkeit von 0,1% - 0,01%
auch sehr kleine DNA Abschnitte mit einer Gro3e von 3-30 Basen typisiert werden
konnen (Schaeffeler et al. 2008, Illig et al. 2004). Alternativ hétte eine andere Methode,
wie beispielsweise eine Polymerasekettenreaktion mit floureszenzmarkierten Sonden in
Kombination mit einer Schmelzkurvenanalyse, durchgefiihrt werden kdnnen, was
ebenfalls eine valide Moglichkeit darstellt, einzelne SNPs zu analysieren (Lachnik et al.
2002). Diese Technik ist jedoch sowohl zeitintensiver als auch teurer (Cherkaoui et al.
2010) und weist gegeniiber Maldi-TOF Methode keine Vorteile hinsichtlich der
Zuverldssigkeit und Genauigkeit auf (Griffin et al. 2000, Bray et al. 2001, Werner et al.
2002, Li et al. 2006)
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6.4  Vergleich der Frequenzen der Kontrollgruppe mit Kohorten

der Literatur

In Populationen mit nicht-kaukasischem genetischen Hintergrund kdnnen fiir die
verschiedenen hier getesteten Gene teilweise abweichende Allel- und
Genotypfrequenzen ermittelt werden. Im Allgemeinen wird angenommen, dass sich
Populationen, die einen &hnlichen ethnischen Hintergrund aufweisen, in den
Allelfrequenzen gleichen (Bickebdller et al. 2007). Der Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe bezogen auf die Genotypfrequenz wurde vorgenommen mit der CEU-
Population, 90 Personen aus Utah mit nord- und westeuropdischen Wurzeln, die im
Rahmen des HapMap-Projekts untersucht wurde (Daten fiir die Allelfrequenz und die
Genotypfrequenz: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/).
AuBerdem wurde die Kontrollgruppe von Barret et al. (4829 Personen mit europdischen
Vorfahren), welche die Allelfrequenzen beschreibt und die Kontrollgruppe von Franke
et al. (15056 Personen mit europdischen Vorfahren), welche die Minor-Allel-Frequenz
beschreibt, herangezogen (Barret et al. 2008, Franke et al. 2010). Bei der
Studienpopulation von Waterman et al. handelt es sich um 2374 (1057 Kontrollen mit
vornehmlich kaukasischer Abstammung) Studienteilnehmer aus Kanada, wobei die
Minor-Allelfrequenz angegeben wurde (Waterman et al. 2011). Browning et al.
untersuchte Studienteilnehmer kaukasischer Abstammung aus Neuseeland (416
Kontrollen). Die Genotypen und die Minor-Allel-Frequenz wurden angegeben
(Browning et al. 2007). Bei Analyse dieser Daten (Tabelle 47 und 48) erkennt man, dass
die Werte der verschiedenen Gruppen groftenteils iibereinstimmen, sowohl hinsichtlich
der Allel- als auch der Genotypfrequenzen. Dies lisst auf eine fehlerfreie
Genotypisierung sowie auf eine gleichméfige Zusammenstellung der Studienpopulation

schlieB3en.
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SNP Allel | Eigene CEU- Franke | Waterman | Barrett | Browning
Kontrollgrup | Population | etal. | etal. etal. |etal
pe

rs4986790 | A 0,937 0,9596 - - - 0,947

MA:G | 0,063 0,0404 - - - 0,053
rs4263839 | G 0,687 0,6111 - 0,6984 0,677 | -
MA:A | 0,313 0,3889 - 0,3016 0,323 |-
rs10758669 | A 0,666 0,6414 0,651 |- 0,625 |-
MA:C | 0,334 0,3586 0,349 | - 0,348 | -
152066845 | G 0,979 0,9798 - 0,9828 - -
MA:C | 0,021 0,0202 - 0,0172 - -
152066844 | C 0,955 0,9293 - 0,9533 - -
MA:T | 0,045 0,0707 - 0,0467 - -

Tabelle 47: Vergleich der Allelfrequenzen der eigenen Kontrollgruppe mit der CEU-Population,
der Franke et al., Waterman et al., Barrett et al., Browning et al. Kohorte. MA: Minorallel

Die Minorallelfrequenz des rs4986790 ist etwas grofer als die der CEU-Population,
jedoch dhnlich der Kohorte von Browning et al.. Die Allelfrequenzen sind vergleichbar.
Fiir rs4263839 sind sowohl die Allelfrequenzen (Eigene Kontrollgruppe: 0,687, Barrett
et al. Kohorte: 0,677) als auch die Minorallelfrequenzen dhnlich.

Auch fiir rs10758669 stimmen sowohl die Allelfrequenzen als auch die
Minorallelfrequenzen mehrheitlich iiberein.

Fiir 1s2066845 sind die Werte vergleichbar, sowohl fiir die Allelfrequenz (Eigene
Kontrollgruppe: 0,979, CEU-Population: 0,9798) als auch fiir die Minorallelfrequenz
(Eigene Kontrollgruppe: 0,021, CEU-Population: 0,0202.)

Die Allelfrequenz des rs2066844 stimmt mit den Allelfrequenzen der
Kontrollpopulationen weitgehend iiberein (Eigene Kontrollgruppe: 0,955, Waterman et
al. Kohorte: 0,9533). Die Minorallelfrequenz des rs2066844 ist etwas kleiner als die der
CEU-Population, jedoch vergleichbar mit der der Waterman et al. Kohorte (0,0467).
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Hieraus lésst sich erkennen, dass sowohl die Allelfrequenzen als auch die
Minorallelfrequenzen der eigenen Kontrollgruppe in der gleichen Gréf8enordnung der
jeweiligen Vergleichskohorten liegen. Die Genotypisierung dieser Studie war somit

wahrscheinlich erfolgreich.

SNP Genotyp Eigene CEU-Population
Kontrollgruppe

154986790 AA 0,877 0,9108
AG 0,119 0,0594
GG 0,035 0,0099

rs4263839 GG 0,472 0,3639
GA 0,43 0,4653
AA 0,098 0,1485

rs10758669 AA 0,45 0,396
AC 0,431 0,4653
CcC 0,118 0,1188

152066845 GG 0,962 0,9405
GC 0,036 0,0396
CcC 0,002 0,0

152066844 CcC 0,914 0,8415
CT 0,083 0,1386
TT 0,004 0,0

Tabelle 48: Genotyp-Frequenzvergleich zwischen eigener Kontrollgruppe und der CEU
Population

Auch die Genotypfrequenzen der eigenen Kontrollgruppe sind denen der CEU-
Population dhnlich. Demnach kénnen die Genotypisierung und die Auswahl der
Probanden in dieser Studie geeignet sein, um die Fragestellung der Studie verldsslich zu

kléren.
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6.5  Interpretation der Ergebnisse beziiglich moglicher

Auswirkungen auf die chronische Parodontitis

6.5.1 Funktionelle Wirkung des Polymorphismus rs4986790 (Chromosom 9)

Fiir den Polymorphismus rs4986790 wies diese Studie keine Unterschiede hinsichtlich
der Genotypfrequenz oder der Allelverteilung zwischen der Patienten- und der
Kontrollgruppe auf. Das zugehorige Gen ist 7TLR4 (Toll-like-Rezeptor 4). TLR4 ist
sowohl auf der Plasmamembran als auch im Endosom lokalisiert. TLR Signalwege
werden initiiert durch Liganden induzierte Dimerisation des Rezeptors. TLR4 wandert
von der Plasmamembran ins Endosom um das Signal von MYD88 (myeloid
differentiation primary-response Protein 88) auf TRIF (TIR (Toll-Interleukin -
Rezeptor) domain-containing adapter protein inducing interferon beta) zu verandern.
NF-kappa B und Interferon regulierende Faktoren (IRFs) werden aktiviert. 7TLR4
erkennt beispielsweise LPS von Aggregatibakter actinomycetemcomitans im Zuge der
Erkrankung der Parodontitis. Diese Interaktion fiihrt iiber MYD88-abhingige und
MYD88-unabhingige Signalwege zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Signalweg iiber MYD88 den
Angelpunkt in Aggregatibakter actinomycetemcomitans-LPS-induzierter
Osteoklastenformation und alveolarem Knochenabbau darstellt (Madeira et al. 2013).
Da der Polymorphismus rs4986790 zu einer schwécheren Erkennung von LPS fiihrt
(Agnese et al. 2002), konnte er somit auch Auswirkungen auf die Erkrankung der
chronischen Parodontitis nehmen, sollten sich die Ergebnisse des Mausmodells auf den
Menschen iibertragen lassen.

In Bezug auf Th17-Zellen beeinflusst 7LR4 sowohl die Immunantwort bei infektiosen
als auch bei immunbedingten Erkrankungen (Happel et al. 2003, Abdollahi-Roodsaz et
al. 2008). Th17-Zellen spielen eine Rolle bei der chronischen Parodontitis (Kramer et
al. 2007).

Andere Studien haben beziiglich des SNPs rs4986790 einen Zusammenhang mit der
chronischen Parodontitis feststellen konnen, auch wenn dies in der vorliegenden Studie
nicht bestétigt werden konnte.

So konnten Gursoy et al. 2016 zeigen, dass Patienten mit dem SNP rs4986790
(Asp299Gly) und gleichzeitigem Vorkommen von Porphyromonas gingivalis in der

Mundhoéhle einen fortgeschrittenen Knochenabbau aufwiesen. Diese Daten konnen
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genutzt werden, um Patienten mit dem 7LR4 Asp299Gly SNP, die positiv fiir
Prophyromonas gingivalis getestet wurden, als anféllig zu charakterisieren und somit
Risikogruppen fiir die Erkrankung der chronischen Parodontitis zu definieren (Gursoy
et al. 2016).

Sellers et al. fand 2016 einen gegenteiligen Zusammenhang zwischen dem SNP
154986790, parodontalem Knochenverlust und Parodontitis unter Einbeziehung des
Auftretens von Porphyromonas gingivalis. Der TLR4 Aps299Gly SNP interagierte
signifikant mit Porphyromonas gingivalis, fiihrte zu einem geringeren Risiko an
Parodontitis zu erkranken und kdnnte protektiv gegen parodontalen Knochenabbau sein.
Es war jedoch nur eine sehr geringe Anzahl an Teilnehmern (n=54) positiv fiir das
TLR4 Minor Allel und Porphyromonas gingivalis. Dies bedeutet, dass die Resultate
gegebenenfalls nur fiir einen kleinen Teil der Bevolkerung zutreffen. AuBlerdem kann
bei einer multifaktoriell bedingten Erkrankung schwer auf die eventuell protektive
Wirkung eines einzelnen SNPs geschlossen werden, da sehr viele Faktoren die
Auspriagung dieser Erkrankung beeinflussen. Han et al. fand 2015 ein 32% hoheres
Risiko an Parodontitis zu erkranken, wenn die 7LR4 896G Mutation vorliegt.

Bei anderen bakteriellen Infektionskrankheiten wie bei der Helicobacter pylori
Infektion beeinflusst die missense-Variation rs4986790 (Asp299Gly) die Interaktion
zwischen TLR4 und bakteriellem LPS und begiinstigt somit eine chronische Entziindung
(Loganathan et al. 2017). Ahnliches konnte es sich auch bei der bakteriell bedingten
chronischen Parodontitis abspielen, wodurch der Polymorphismus rs4986790 durchaus
ein geeigneter Lokus fiir eine Kandidatengenstudie zur chronischen Parodontitis zu sein
scheint.

Dass sich in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus
rs4986790 und der chronischen Parodontitis finden ldsst, konnte sich dadurch erkléren,
dass die Mutation Asp299Gly eventuell nur eine untergeordnete Bedeutung fiir die
Pathogenese der chronischen Parodontitis hat. Gegebenenfalls miissten die an
Parodontitis erkrankten Personen Homozygotie aufweisen, damit ein Einfluss auf die

Wahrscheinlichkeit Parodontitis zu entwickeln gegeben ist (Folwaczny et al. 2004).
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6.5.2  Funktionelle Wirkung des Polymorphismus rs4263839 (Chromosom 9)

In dieser Studie zeigte sich kein Zusammenhang zwischen rs4263839 und der
chronischen Parodontitis. Der Polymorphismus rs4263839 liegt im Gen fiir TNFSF'15.
TNFSF15 Polymorphismen sind durch erhohte Expression von TL1A mit verschiedenen
autoimmun und entziindlich bedingten Erkrankungen assoziiert und beeinflussen unter
anderem {iber den TL1A-DR3 Signalweg Th17-Zellen. Spezifische Th17-Zell-Marker
wurden wiederum vermehrt in parodontalen Lésionen nachgewiesen (Adibrad et al.
2012). Th17-Zellen schiitten das Zytokin IL-17 aus, welches die Entziindungsreaktion
triggert und zu vermehrter Gewebezerstorung in der parodontalen Tasche fiihrt (Garlet
et al. 2010).

Die TL1A/DR3 Interaktion hat auerdem Auswirkungen auf T-Zellen und NK-Zellen
und beeinflusst die B-Zell Proliferation (Cavallini et al. 2013). Im Rahmen der
parodontalen Entziindungsreaktion spielen sowohl T-Zellen als auch B-Zellen eine
Rolle. Eine vorwiegend Th1-Zell-vermittelte Immunantwort fiihrt zur Produktion von
IgG2 und Aktivierung der Phagozythose durch Makrophagen und Leukozyten, wodurch
das Fortschreiten der Parodontitis eingeddmmt wird. Ist die Ldsion Th2-Zell dominiert,
kommt es zu einer schwereren Ausprigung der Erkrankung, da weniger funktionell
effektive Antikorper produziert werden (Gemmell et al. 2002, Gemmell et al. 1997). T-
Zellen setzen aullerdem IL-4 frei, was die Proliferation und Differenzierung von
Antikorper produzierenden B-Zellen zur Folge hat (Sodek et al. 2006). TL1A wiederum
reduziert die B-Zell-Proliferation und moduliert somit die Achse der angeborenen
Immunantwort (Cavallini et al. 2013). Auch B-Zellen kénnen in Zusammenhang mit
Knochendestruktion im Rahmen der chronischen Parodontitis gebracht werden (Oliver-
Bell et al. 2015).

Der TL1A/DR3 Signalweg hat Auswirkungen auf die zytokininduzierte Produktion von
IFN- vy in T-Zellen und NK-Zellen (Natiirliche Killerzellen) (Papadakis et al. 2004). Die
Anzahl an NK-Zellen in der parodontalen Tasche ist erhoht. IFN- y spielt eine Rolle
beziiglich der Immunreaktion der chronischen Parodontitis und ist ein potenter Inhibitor
von Interleukin 1, Tumornekrosefaktor und Lymphotoxin a. Diese Zytokine sind im
Rahmen der Immunabwehr im parodontalen Gewebe von Bedeutung (Kinane et al.
2001).

Der Polymorphismus rs4263839 konnte also bezogen auf die chronische Parodontitis

immunmodulierenden Einfluss liber Beeintrachtigung des TL1A/DR3 Signalweges
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haben, denn dieser Signalweg ist auch bei anderen entziindlich bedingten Erkrankungen
von Bedeutung.

Die Erkrankungen M. Crohn, bilidre Cholangitis und Lepra werden durch
Polymorphismen des TNFSF15 beeinflusst, wobei rs4263839 vermutlich eine
regulatorische Rolle zukommt (Sun et al. 2016). Bei M. Crohn haben NOD2, das
Rauchverhalten und TNFSF15 Einfluss auf die Lokalisation der Erkankung im Darm
(Chen et al. 2011). Auch McGovern et al. beschreiben den Einfluss des
Rauchverhaltens, des TNFSF15-Gens und anderer Gene auf M. Crohn (McGovern et al.
2006).

Beziiglich der Lepra wird vermutet, dass die Gene NOD2, RIPK2 und TNFSF15
Interferon-y regulieren (Zhang et al. 2009, Casanova et al. 2002). Interferon-y ist in
fortgeschrittenen parodontalen Lisionen vermehrt nachzuweisen (Dutzan et al. 2009).
Polymorphismen im 7NSFS15-Gen beeinflussen sowohl Lepra als auch M. Crohn, was
die Hypothese der Pleiotropie unterstreicht (Vaithilingam et al. 2014) und sie zu
geeigneten Kandidaten macht, sie beziiglich der chronischen Parodontitis ndher zu
untersuchen.

TNFSF15 ist assoziiert mit einer erhohten IL-10 Produktion und einer Verschiebung
von Thl- zur Th2-vermittelten Immunantwort (Zhang et al. 2009, Thiébaut et al. 2009).
Dieser Vorgang spielt auch im Zuge der Immunreaktion bei der chronischen
Parodontitis eine Rolle. Auch die Zytokine IL-10 und IFN-y wirken im Verlauf der
parodontalen Entziindungsreaktion immunregulierend (Rateitschak et al. 2003). Somit
konnte rs4263839 tiber IFN- v, IL-10 und durch den Wechsel von einer Thl- zu einer
Th2-Immunantwort durchaus das Krankheitsbild der chronischen Parodontitis
beeinflussen.

Der Polymorphismus rs4263839 konnte tiber TNFSF15 auch den PI3K/Akt
(Phosphoinositid-3-Kinasen serine/threonine Kinase) Signalweg modulieren, der im
Zuge der entziindlichen Immunantwort und in der Pathogenese des Diabetes mellitus
eine Rolle spielt (Engelman et al. 2006). Ligation von TNFRSF25 (Tumor Necrosis
Factor Receptor Superfamily Member 25) durch TNFSF15 (TL1A) fiihrt zu
Rekrutierung von TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) assoziiertem Faktor 2 und
TNFR assoziierter Death Domain in priméren T-Zellen und anschlieBend zur
Aktivierung von NF-kappa B und der PI3K/Akt Achse (Phosphoinositid-3-Kinasen
serine/threonine Kinase) (Schreiber et al. 2013). Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3Ks)

sind involviert in Prozesse des Zellwachstums, der Zellproliferation und des
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Zellstoffwechsels, wie beispielsweise der Apoptose oder der Proteintranslation
(Engelman et al. 2006).

Bezogen auf die chronische Parodontitis untersuchten Nakayama et al. 2015 den
Einfluss von Porphyromonas gingivalis auf den PI3K/Akt Signalweg in gingivalen
Epithelzellen. Dieses Bakterium schwéchte den Signalweg durch die proteolytische
Aktivitdt von Gingipain ab, wodurch PI3K/Akt abhingige Zellfunktionen dysreguliert
und Epithelbarrieren zerstort wurden (Nakayama et al. 2015). Gingipain kann sowohl
das Uberleben von Zellen als auch die Apoptose iiber den PI3K/Akt Signalweg
beeinflussen (Urnowey et al. 2006). Gingipaine sind Trypsin dhnliche Cystein-
Proteinasen, die von Porphyromonas gingivalis produziert werden und mit dem
Fortschreiten der chronischen Parodontitis assoziiert werden konnen (Imamura et al.
2003). Sollte rs4263839 iiber TNFSF15 auch den PI3K/Akt Signalweg modulieren,

konnte er somit Einfluss auf die Erkrankung der chronischen Parodontitis nehmen.

6.5.3 Funktionelle Wirkung des Polymorphismus rs10758669 (Chromosom 9)

In der Allelfrequenz des Polymorphismus rs10758669 zeigte sich eine nominell
signifikante Assoziation in der Gesamtpopulation.

Betrachtet man isoliert die Untergruppe der Raucher, tragen mehr rauchende Patienten
das mutierte Allel C als die rauchenden Kontrollen. Dies konnte darauf hinweisen, dass
Personen, die das mutierte Allel C tragen und zusitzlich rauchen, tendenziell hdufiger
an Parodontitis erkranken. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,0544).

Der Polymorphismus rs10758669 ist im Gen anzutreffen, das fiir JAK2 (Janus Kinase 2)
kodiert. Dieser Polymorphismus fiihrt zu genetischer Instabilitit und zu erhohter
Wabhrscheinlichkeit von DNA Schéden. Er ist auBerdem mit der Erkrankung M. Crohn
assoziiert (Ferguson et al. 2010). Durch Nikotin und LPS kann es zu einer
Posphorylierung des JAK2 von humanen Zellen des parodontalen Ligaments kommen
(Bae et al. 2015), was einen moglichen Einfluss von rs10758669 und Rauchen bezogen

auf die chronische Parodontitis unterstreicht.

JAK?2 und STAT3 sind eingebunden in ein Gennetzwerk des 1L23/IL23-R (Interleukin
23/ Interleukin 23-Rezeptor) Signalwegs, welcher eine zentrale Rolle in der
angeborenen und erworbenen Immunantwort, sowie bei Entziindungsreaktionen der

Darmmukosa spielt (Brand 2009, Zhang et al. 2014). Bei M. Crohn wird vemutet, dass
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rs10758669 iiber JAK2 die Funktion der epithelialen Barriere der Darmschleimhaut
beeintridchtigen konnte, wobei der IL23/IL23-R Signalweg als moglicher Angriffspunkt
diskutiert wird (Prager et al. 2012). Die [L23-R Immunantwort steht in Zusammenhang
mit mit verschiedenen immunvermittelten Erkrankungen (Parkes et al. 2013). Die
IL23/Th17 Achse beeinflusst die Pathogenese der zellvermittelten Gewebezerstdrung,
die durch die Immunreaktion auf eine bakterielle Infektion folgt, was deren
Untersuchung auch bezogen auf die Parodontitis interessant macht (Saraiva et al. 2013).
Ohyama et al. fanden 2009 erhohte IL-23 und IL-17 Level in parodontalen Lasionen
sowie ein verstdrktes Auftreten von IL23R-Gen-Expression (Ohyama et al. 2009). Der
JAK2/STAT3 Mechanismus ist beim IL23R-Signalweg in Th17 Zellen von Bedeutung.
Im Zuge von entziindlich bedingten Erkrankungen sezernieren Th1-Zellen y-IFN und
machen somit das vaskuldre Endothel wéihrend der Entziindungsreaktion reaktiver fiir
die Anheftung von intravaskuldren Lymphozyten. So bekommen auch Th17-Zellen
Zugang zum Gewebe und fiihren zu weiterer Zerstérung. Th17 ist beispielsweise
verantwortlich fiir die Proliferation von Osteoklasten und spielt eine kritische Rolle
beim Knochenabbau (Steinman et al. 2007). Ist der JAK2/STAT3 Signalweg durch
rs10758669 beeinflusst, konnte dies somit auch Auswirkungen auf die Th17-Zell
vermittelte Gewebedestruktion im Rahmen der chronischen Parodontitis haben. Th17
Zytokine werden als protektiv oder destruktiv bezogen auf die Erkrankung der

chronischen Parodontitis diskutiert (Kramer et al. 2007).

Ein Zusammenhang zwischen Erkrankungen, die den Knochen betreffen, wie
Osteoporose, theumatoide Arthritis und Parodontitis, kdnnte iiber das Immunsystem
und auch Th-17 Zellen vermittelt werden (Liu et al. 2017). Zwischen rheumatischer
Arthritis und Parodontitis besteht eine epidemiologische Verbindung (Cheng et al.
2017). Im Mausmodell zur Erkrankung der Arthritis und dem Einfluss von Serotonin
zeigte sich eine Relation zwischen dem erh6hten Wert an IL-17 und dem Vorkommen
von Th17-Zellen in den Lymphknoten zusammen mit vermehrter
Osteoklastendifferenzierung und stérkerer Knochenresorption (Chabbi-Achengli et al.
2016). Durch die Beeinflussung des JAK2/STAT3 Signalweges in Th17 Zellen scheint
rs10758669 somit ein geeigneter Kandidat zu sein, um entziindlich induzierte

Knochendefekte ndher aufzukliren.
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Der JAK/STAT Signalweg kann auch mit der Expression von Adhésionsmolekiilen, wie
ICAM1 und VCAMI in Verbindung gebracht werden (Duzagac et al. 2015), welche im
Rahmen der parodontalen Entziindungsreaktion fiir die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten bedeutsam sind (Kinane et al. 2001). Bei Patienten mit der
Immunerkrankung des Leukozytenadhésionsdefekts, verursacht durch eine Mutation auf
dem ITGB2 Gen, konnen beispielsweise neutrophile Granulozyten nicht in das
periphere Gewebe eindringen. Der regulatorische Kreis wird unterbrochen und es
kommt zu vermehrter Expression von IL-23 und IL-17, was wiederum zu
Gewebezerstorung fiihrt. Diese Patienten leiden hiufig unter einer aggressiven Form der
generalisierten Parodontitis mit pathologischem Knochenabbau (Hajishengallis et al.
2014), denn IL-17 induziert die Rezeptoraktivierung von RANKL auf Osteoblasten und
fiihrt somit zum Knochenabbau (Sato et al. 2006). Es wire denkbar, dass der
Polymorphismus rs10758669 durch die Beeinflussung des JAK/STAT Signalweges
iiber ICAM1 Auswirkungen auf die Einwanderung von neutrophilen Ganulozyten

nimmt und somit den Schweregrad der chronischen Parodontitis modulieren konnte.

6.5.4 Funktionelle Wirkung der Polymorphismen rs2066844 und rs2066845
(Chromosom 16)

Fiir den Polymorphismus rs2066844 ergaben sich in vorliegender Studie keine
Unterschiede in der Allelhdufigkeit oder der Genotypfrequenz zwischen den
Studiengruppen und somit keine positiven Assoziationen zwischen dem
Polymorphismus und der Erkrankung der chronischen Parodontitis. Die funktionelle
Konsequenz dieses Polymorphismus ist eine Missense-Mutation oder eine
Transkriptionsvariante. Diese NOD2-Variante konnte in eine Studie zu M. Crohn mit
einer erhohten funktionellen Aktivitdit von MBL-MASP (Mannose-bindendes Lektin-
Mannose-assoziierte-Serin-Protease) in Zusammenhang gebracht werden. MBL-MASP
spielt bei Entziindungsreaktionen eine Rolle indem es das Komplement-System aktiviert
(Choteau et al. 2016). Sowohl bei M. Crohn als auch bei chronischer Parodontitis sind
eine liberschieBende initiale Immunantwort von Bedeutung (Hajishengallis et al. 2015),
weshalb ein Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der Erkrankung der

chronischen Parodontitis denkbar ist.
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In dieser Studie lasst sich auch fiir den Polymorphismus rs2066845 kein
Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis nachweisen. Das zugehorige Gen zu
152066845 ist das NOD2(G908R) Gen (Nucleotide binding oligomerisation domain 2).
Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von NOD2-Rezeptoren den Knochenabbau
vermindert. Im experimentellen Modell zur Parodontitis 14sst dies die Vermutung zu,
dass der NOD2-Rezeptor in das Voranschreiten des Knochenschwundes involviert ist.
Die direkte Aktivierung des NOD2-Rezeptors durch MDP verdnderte im Experiment
zwar nicht die Osteoklastendifferenzierung, fithrte jedoch zu einer erhdhten Expression
von Cathepsin K durch Osteoklasten. Cathepsin K ist eine Endoprothease, die zum
Knochenabbau beitrdgt. Die Aktivierung des NOD2-Rezeptors resultierte folglich in
vermehrter Osteoklastenaktivitét (Prates et al. 2014).

NOD?2 erkennt unter anderem bakterielles MDP (Muramyl Dipeptid) (Inohara et al.
2003). MDP induziert die Produktion von Zytokinen und Chemokinen in gingivalen
Fibroblasten, die NOD2 exprimieren und ist somit in die Pathogenese der chronischen
Parodontitis involviert (Hosokawa et al. 2010). Durch MDP wird NOD?2 stimuliert und
induziert den NF-kappaB Signalweg, der zur Osteoklastogenese und daraus resultierend
zu entziindlicher Osteolyse fiihrt (Abu-Amer et al. 2013). Somit kdnnte der SNP
152066845 einen Einfluss auf das Fortschreiten des alveoldren Knochenriickganges im
Verlauf einer parodontalen Erkrankung haben.

Der Polymorphismus rs2066845 fiihrt zu einer ,missense’~-Mutation oder einer
Transkriptionsvariante. Es wird statt Glycin Arginin in das Genprodukt eingebaut.
rs2066845 ist stark assoziiert mit Morbus Crohn (Schnitzler et al. 2015). NOD2
Mutationen, die zum Funktionsverlust fiihren (rs2066845 (G908R)), konnten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in Verbindung gebracht werden. Indem
NOD?2 nicht aktiviert wird, ist die NF-kappaB Antwort vermindert und es kommt zu
einer verdnderten Regulation der IL-1 beta und IL-8 Produktion. Bezogen auf Morbus
Crohn fiihren Fehler bei der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, gesteuert
durch NOD2 und IL-8 sowie durch die Verbindungen zwischen NOD2 und Toll-like-
Rezeptor vermittelte Signalwege zu einer verminderten Aktivierung des Immunsystems
(Hértel et al. 2016, Ogura et al. 2001, Hugot et al. 2001, MacArthur et al. 2012, van
Heel et al. 2005). Fehlregulierte neutrophile Granulozyten spielen auch in der
Pathogenese der chronischen Parodontitis eine Rolle (Nussbaum et al. 2011). Bei
Morbus Crohn dominiert eine Th1-Typ Immunreaktion mit Uberproduktion von IFN-y

(Interferon gamma). Diese Reaktion der Darmmukosa kdnnte aus einer gestorten
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angeborenen Immunantwort mit abnormer Reaktion gegen normalerweise auftretende
Antigene resultieren (Indriolo et al. 2011). In der Pathogenese der Parodontitis wurden
unterschiedliche Wirtsantworten bei verschiedenen Leveln der Erkrankung beobachtet.
Diese reichen von der angeborenen Immunantwort (Charon et al. 1981), zu einer
Lymphozytenantwort durch T- und B-Zellen (Afar et al. 1992, Celenligil et al. 1993),
zur Expression verschiedener Zytokine durch Th-Zellen (T-Helferzellen) (Berglundh et
al. 2002), zur Antigenerkennung durch T-Zell Rezeptoren, bis hin zu autoimmunen
Reaktionen (Indriolo et al. 2011, Buduneli et al. 2011). Da die Immunantwort bei
Parodontitis und Morbus Crohn sehr komplex ist, konnte der bei Morbus Crohn
signifikant assoziierte Polymorphismus rs2066845 iiber das zugehorige Gen NOD?2
demnach einen modulierenden Einfluss auch auf die Parodontitis haben, basierend auf

der Hypothese der Pleiotropie (Vaitilingham et al. 2014).

Eine weitere Erkrankung mit gemeinsamen priadisponierenden Faktoren hinsichtlich der
chronischen Parodontitis, bei der auch Schiden am Endothel bedeutsam sind, ist die
Arteriosklerose. Parodontitis wird als Risikofaktor fiir diese Krankheit diskutiert
(Bartova et al. 2014). In Zusammenhang mit der ebenfalls chronisch entziindlich
bedingten Erkrankung der Arteriosklerose konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass
Tiere, die mit P. gingivalis infiziert waren und die ein fettreiches Futter bekamen,
doppelt so viele arteriosklerotische Lésionen der Aorta aufwiesen wie Miuse, die die
gleiche Diit erhielten, jedoch nicht mit P. gingivalis infiziert waren (Amar et al. 2009).
NOD? ist sowohl bei der Arteriosklerose als auch bei parodontalem Knochenabbau
involviert. Im Mausmodell konnte ein Zusammenhang zwischen NOD2 und
Arteriosklerose sowie parodontalem Knochenabbau gefunden werden. Der
Funktionsverlust von NOD? spielt eine bedeutende Rolle bezogen auf die schwere
Parodontitis. Ein mdglicher Mechanismus zur Entstehung der Arteriosklerose ist der
Ubergang von Bakterien in das Blut- und Lymphsystem. Die marginale Parodontitis hat
das Potential, die Haufigkeit und den Schweregrad einer Bakteridmie zu beeinflussen.
Die NOD2 Funktion konnte eine Verbindung zwischen beiden Erkrankungen herstellen
(Yuan et al. 2013).
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6.5.5 Interpretation der Haplotypenanalyse

Die Haplotypanalyse auf Chromosom 9 ergab eine signifikante Assoziation fiir die
Haplotypen AAA und AGC mit der chronischen Parodontitis, die sich jedoch nach
Adjustierung hinsichtlich der Einflussfaktoren Alter, Geschlecht und Rauchen nicht

aufrechterhalten lief3.

Alle drei untersuchten Polymorphismen auf Chromosom 9 konnten mit der Erkrankung
M. Cohn in Verbindung gebracht werden. In Zusammenhang mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen haben sie einen Effekt auf die Th17-Zell-
Entwicklung, indem sie bakterielle Produkte erkennen (7LR4), Thl- und Th17-Zellen
kostimulieren (TNFSF15) oder eine Rolle bei der Differenzierung von Th-17 Zellen
spielen (JAK?2) (Brand et al. 2009).

Aufgrund der Hypothese der Pleiotropie (Vaithilingam et al. 2014) ist es denkbar, dass
sich dhnliche Prozesse auch bei der chronischen Parodontitis abspielen. Auch dort
scheinen Th17-Zellen und IL-17-Regulierung eine bedeutende Rolle inne zu haben, vor
allem in Zusammenhang mit dem alveoldren Knochenabbau (Chen et al. 2016, Cheng et
al. 2014). So beeinflusst rs4263839 moglicherweise den Th17-Zell-Signalweg iiber eine
vermehrte TL1A-Produktion. Auch rs10758660 konnte tiber die Modulierung von
Signalwegen (JAK2/STAT?3) in Th17-Zellen von Bedeutung sein. TLR4 (rs4986790)
erkennt mikrobielle Nukleinsdauren. Neutrophile Granulozyten versagen bei der
Bekdmpfung dieser dysbiotischen Bakterien, worauthin Makrophagen, dendritische
Zellen und T-Zellen wie Th17-Zellen, proinflammatorische Mediatoren wie IL 17
ausschiitten. Diese Kaskade endet letztendlich in Gewebezerstdrung (Hajishengallis et
al. 2014).

Da alle drei Polymorphismen auf Genen liegen, die die Immunreaktion beeinflussen
(Brand et al. 2009), scheint es moglich, dass der Haplotyp auf Chromosom 9, wenn alle
drei Polymorphismen gleichzeitig eine funktionelle Auswirkung haben, die

Entwicklung einer chronischen Parodontitis modulieren kdnnte.

Durch Adjustierung der Gesamtpopulation wurden mdgliche Storfaktoren beriicksichtig
und deren Einfluss entfernt. Die Ergebnisse der Haplotypanalyse lassen sich nach
Adjustierung beziiglich der Einflussfaktoren Alter, Geschlecht und Rauchverhalten
nicht verifizieren. Die positive Assoziation ldsst sich somit nicht auf eine einzelne

genetische Ursache zuriickfiihren. Bei genetisch komplexen Erkrankungen ist der
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Einfluss von Umweltfaktoren von dtiologischer Bedeutung und oft notwendig, um die
Krankheit iiberhaupt zu entwickeln. Beispielsweise konnte ein Individuum, das die
genetische Préadisposition zur Erkrankung einer chronischen Parodontitis aufweist,
dennoch phénotypisch gesund erscheinen, da es beispielsweise nicht raucht (Kinane et
al. 2005, Johannsen et al. 2014). Moglicherweise konnten Patienten, welche die
Haplotypen AAA oder AGC auf Chromosom 9 aufweisen, zwar ein genetisch hoheres
Risiko haben an chronischer Parodontitis zu erkranken, die Krankheit wiirde aber
letztendlich nur dann in Erscheinung treten, wenn gleichzeitig ein Einfluss durch

Umweltfaktoren besteht.
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7 Zusammenfassung

Die fiinf untersuchten Polymorphismen (rs4986790, rs4263839, rs10758669,
152066845, rs2066844) wurden in genomweiten Assoziationsstudien als
Kandidatengene fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa identifiziert. Die chronische
Parodontitis zeigt moglicherweise eine Uberschneidung mit diesen chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Sie hat einen multifaktoriellen dtiologischen
Hintergrund, wird durch Bakterien ausgeldst und sowohl durch Umweltfaktoren als
auch durch genetische Einfliisse moduliert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation dieser Polymorphismen, die auf Chromosom
9 (rs4986790, rs4263839, rs10758669) und auf Chromosom16 (rs2066845, rs2066844)
liegen, mit der chronischen Parodontitis zu priifen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die genomische DNA von 587 gesunden Personen
und 352 an chronischer Parodontitis erkrankten Studienteilnehmern mit kaukasischer
Abstammung mit Hilfe der MALDI-TOF-Technik genotypisiert.

Fiir den Polymorphismus rs10758669 zeigte die statistische Auswertung der
Allelverteilung der Gesamtpopulation ein nominell gerade noch signifikantes Ergebnis,
das nach Bonferroni-Korrektur nicht erhalten bleibt.

Bei der Haplotypenanalyse des Chromosoms 9 konnte fiir die gemeinsame Betrachtung
von 1s4986790, 154263839, rs10758669, die in der Einzelanalyse keine Signifikanz
gezeigt hatten, eine signifikante Assoziation mit der chronischen Parodontitis fiir den
Haplotyp AGC und AAA aufgezeigt werden. Nach Adjustierung hinsichtlich der
Kovariablen Alter, Geschlecht und Rauchen fand sich kein signifikanter Unterschied
mehr.

Diese Studie kann zusammenfassend keinen Zusammenhang zwischen den fiinf
untersuchten Polymorphismen und der Erkrankung der chronischen Parodontitis

nachweisen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

A. actinomycetemcomitans Aggregatibacter actinomycetemcomitans

AIC Akaike Information Kriterion
BOP Bleeding on probing

C Cytosin

ca. Zirka

CEU Central European Utah Residents
CI Koinfidenzintervall

COX-2 Cyclooxygenase 2

D Desequilibriumgskoeffizienten
DMS Deutsche Mundgesundheitsstudie
DNA Desoxyribonucleic Acid

DR3 Death Receptor 3

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. et al.ii (und andere)

FG Freiheitsgrade

FR Frequenz

G Guanin

GWAs genomweite Assoziationsstudie
HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
ICAM interzelluldres Adhasionsmolekiil
IFN Interferon

Ig Immunglobulin
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JAK

IL

IL-R

JAK

kB

Ko

KuFR

LD

LPS

MA

MAF

MALDI TOF MS

MCP1

MDP

MHC

MMP

mRNA

NF-xB

nl

NLR

NOD

NUG

NUP

°C

OPG

Janus Kinase

Interleukin

Interleukin Rezeptor

Janus Kinase

kiloBasen

Kontrollgruppe

kumulative Frequenz

Linkage Disequilibrium

Lipopolysaccharid

Minorallel

Minorallelfrequenz

matrix assisted laser desorption/ionisation off light mass
spectrometry

monocyte chemotactic protein 1
Muramyldipeptid
Haupthistonkompatibilitdtskomplex
Matrixmetalpotease

Messenger Ribonucleic Acid

Nuclear Factor kappa B

Nanoliter

NOD like Rezeptor

Nucleotid bindende Oligomerisationsdoméne 2
nekrotisierend ulzerierende Formen der Gingivitis
nekrotisierend ulterierende Formen der Parodontitis
Grad Celius

Osteoprotegerin
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OR

P. gingivalis

Pa

PA

PCR

PMN

RANK

RANKL

SNP

STAT

T

TCR

Th-Zellen

TLA1

TLR4

TNF-a

TNFSF

TST

u.a.

VCAM

z.B.

Odds Ratio

Porphyromonas gingivalis
Parodontitisgruppe

Parodontitis

Polymerasekettenreaktion

Polymorphkernige Granulozyten

Receptor Activator of Nuclear Factor kappa b
RANK-Ligand

Single Nucleotide Polymorphism

Signal Transducers an Activatiors of Transcription
Thymidin

T Zell Rezeptor

T-Helferzellen

tumor necrosis factor like ligand 1

Toll like Rezeptor 4

Tumornekrosefaktor alpha
Tumor-Nekrose-Faktor-Liganden- Superfamilien Mitglied
Taschensondierungstiefe

unter anderem

vaskuléres Zelladhesionsmolekiil 1

zum Beispiel

Chi-Quadrat
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TLR-Signalwege bei Sdugetieren. TLR4 ist sowohl an der Zelloberfldche
lokalisiert, als auch am Endosom, wo mikrobielle Nukleinsduren erkannt
werden konnen. Die TLR Signalwege enden in der Aktivierung von
Nuklear Faktor kB (NF-«kB), Interferon-reguierenden Faktoren (IRFs),
Zyklischem AMP-responsivem Element-bindendem Protein (CREB) und
Aktivator Protein 1 (AP1) (O’Neill et al. 2013). dsRNA:doublestranded
RNA, IKK: Inhibitor of NF-«B Kinase, LPS: Lipopolysaccharid, MKK:
MAP Kinase Kinase, RIP1: Rezeptor.interagierendes Proteinl, rRNA:
ribosomale RNA, ss RNA: single-stranded RNA, TAB: Takl bindendes
Protein, TAK: TGF aktivierte Kinase, TBK1: TANK bindende Kinase 1
(Bildquelle O’Neill et al. 2013, modifiziert). ........ceccevcvereeverieneeiennens 20
TL1A verbindet die angeborene Immunantwort mit der erworbenen
Immunantwort und kann autoimmun bedingte oder entziindliche
Erkrankungen induzieren (Bildquelle Aiba et al. 2013, modifiziert). .... 22
Assoziation zwischen Komponenten der IL-23R Immunantwort mit
immun-vermittelten Erkrankungen. Viele Komponenten der Interleukin
23 Rezeptor (IL-23R) Immunantwort zeigen genomweite Assoziation mit
einer Reihe von immun-vermittelten Erkrankungen hier im Kontext zu
Thl- und Th17-Zellen dargestellt (Parkes et al. 2013). CARDO9: caspase
recruitment domain-containing preotein 9, CCR6: CC Chemokin
Rezeptor 6, IFNy: Interferon y, JAK2: Janus Kinase 2, NF-xB: Nuclear
factor kB, PTGER4: Prostaglandin E 2 Rezeptor EP4 Subtyp, STAT3:
signal transducer and activator of transcription 3, TYK2: Tyrosin Kinase
2 (Bildquelle: Parkes et al. 2013, modifiziert). .......cccceveveeverienieniennnens 24
Signalwege von NOD1 und NOD2. Erkennung von Muramyl-Dipeptid
(MDP) und y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic Acid (iE-DAP) durch
die leucinreiche Repeat Doméane (LRR) aktiviert die NOD (nukleotid-
bindende Oligomerisationsdoméine) Proteine NOD1 und NOD2, wodurch
Rezeptor-interagierende serine/threonine Kinase (RICK) durch caspase-
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Phsophorylierung von IKKf (IxB Kinase beta) und IkB sowie die
Freisetzung von NF-«B fiir die Translokation in den Zellkern (Stober et
al. 2006). AP1: Aktivator Protein 1, PGN: Peptidoglykan (Bildquelle
Strober et al. 2006, Modifiziert). ............ccoeeeeviiiiiiieeeeeeeee e 28
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