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Abkiirzungen

AIDS — Syndrom der erworbenen Immundefizienz (Engl: Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

AP - alkalische Phosphatase

BOP - Blutung auf Sondierung (Engl: bleeding on probing)

CD — cluster of differentiation

COVID-19 - Coronavirus-Krankheit-2019(Engl: coronavirus disease 2019)
DNA — Desoxyribonukleinsiure (Engl: desoxyribonucleic acid)

EDTA — Ethylendiamintetraessigsidure (Engl: Ethylenediaminetetraacetic acid)
HIV — Humanes Immundefizienz-Virus (Engl: Human immunodeficiency virus)
IFN - Interferon

Ig — Immunglobulin

IL — Interleukin

LPS — Lipopolysacharid

MMP — Matrix-Metalloproteasen

NK - natiirliche Killer

MHC — Haupthistokompatilitdtskomplex (Engl: major histocompatibility complex)
mm — Millimeter

mRNA — Boten-Rubonukleinsdure (Engl: messenger ribonucleic acid)

PCR — Polymerasenkettenreaktion (Engl: polymerase chain reaction)

PGE-2- Prostaglandin E2

SNP — Einzelnukleotidpolymorphismus (Engl: single nucleotide polymorphism)
SSP - Primersequenz-spezifische

TAE-Puffer - TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

TBE-Puffer - TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TGF - Transformierender Wachstumsfaktor (Engl: Transforming growth factor)
TNF — Tumornekrosefaktor

TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethane

TST - Taschensondierungstiefe

UV - Ultraviolet



Abstract Deutsch

Parodontitis ist eine chronisch destruktive entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, von
der 10-15% der erwachsenen Bevolkerung betroffen sind. Parodontitis ist die Hauptursache fiir
Zahnverlust im Erwachsenenalter. Frithere Daten belegen eine entscheidende Rolle mehrerer
Zytokine fiir die Entwicklung und das Fortschreiten der Parodontitis bei Erwachsenen. Dariiber
hinaus konnte in fritheren Studien gezeigt werden, dass die Zytokinexpression unter genetischer
Kontrolle steht und Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) von
Zytokingenen die Hohe der Zytokinproduktion regulieren konnen. Ausgehend aus der Rolle der
Zytokine in Prozessen der Inflammation und der Parodontitisentwicklung sowie ihrer genetischen
Regulation analysierten wir in unserer Studie -1082IL-10, -308 TNF-alpha, TGF-betal (Codon 10,
25), -174IL-6 und +874IFN-gamma-Gen-SNP in einer Kohorte erwachsener kaukasischer
Patienten mit und ohne Parodontitis.

236 Patienten wurden in unsere Querschnittsstudie aufgenommen. Basierend auf den
standardisierten klinischen und radiologischen Kriterien konnten 122 erwachsene Patienten mit
chronischer Parodontitis diagnostiziert und in die Studie aufgenommen werden. 114 nicht
verwandte, ethnisch und alters-gematchte kaukasische gesunde Individuen ohne Parodontitis
wurden als gesunde Kontrollen in die Studie aufgenommen. Der bukkale Abstrich rekrutierter
Patienten wurde unter Verwendung eines sequenzspezifischen Primers (SSP) -PCR genotypisiert.
Wir fanden eine signifikant hohere Anzahl von Personen mit -174IL-6 CC-Genotyp in
Parodontitisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (OR = 1,896, 95% CI 1,106 bis 3,250, P =
0,0283). Dariiber hinaus war die Haufigkeit des GG-Genotyps von TGF-betal (Codon 25) in der
Kontrollgruppe signifikant hoher als bei Parodontitis-Patienten (OR = 0,459, 95% CI 0,230 bis

0,920, P = 0,0421).



Unsere Daten belegen die Anfalligkeit fiir die Entwicklung von Parodontitis bei Patienten mit
einem bestimmten Zytokin-SNP-Muster. -1741L-6 und TGF-betal (Codon 25) SNPs koénnen fiir

die Risikobewertung bei erwachsenen deutschen Patienten verwendet werden.

Abstract English

Periodontitis is a chronically destructive inflammatory disease of the tooth-supporting tissues
affecting 10-15 % of the adult population. It represents the major cause of tooth loss in adults.
Previous data demonstrated a crucial role of several cytokines for the development and progression
of periodontitis in adults. Furthermore, several studies previously demonstrated cytokine
expression being under genetic control. Thus, single nucleotide polymorphisms (SNP) of cytokine
genes have been demonstrated to regulate the level of cytokine production. Given the potential of
cytokines to determine inflammatory balance and periodontitis development and their genetic
regulation, we analyzed -1082IL-10, -308 TNF-alpha, TGF-betal (codon 10, 25), -174IL-6 and
+8741FN-gamma gene SNPs in a cohort of adult Caucasian patients with and without periodontitis.
236 patients were enrolled in this cross-sectional study. Based on the standardized clinical and
radiographic criteria, 122 adult patients with chronic periodontitis could be diagnosed and enrolled
in the study. 114 unrelated, ethnically and age matched Caucasian controls without periodontitis
were enrolled in the study as healthy controls. Buccal swabs of recruited patients were genotyped
using sequence specific primer (SSP)-PCR.

We detected a significantly higher number of individuals with -174IL-6 CC genotype in
periodontitis patients than in the control group (OR=1.896, 95% CI 1.106 to 3.250, P=0.0283).
Furthermore, the frequency of TGF-betal (codon 25) GG genotype was significantly higher in the

control than in periodontitis patients (OR=0.459, 95% CI 0.230 to 0.920, P=0.0421).



Our data demonstrate the susceptibility for periodontitis development in patients carrying a certain
cytokine gene SNP pattern. -174IL-6 and TGF-betal (codon 25) SNPs can be used for the risk

assessment in adult German patients.



1.Einleitung

1.1 Einfithrung

Die Parodontitis mit ihren verschiedenen Verlaufsformen gehort neben der Karies zu den am
weitesten verbreiteten Krankheiten im Zahn- und Mundbereich (Shungin et al., 2019).

Unter Parodontitis versteht man eine bakterielle Infektionserkrankung, die eine chronische
Entziindung des Zahnhalteapparates auslost. Langfristig kann die Parodontitis zum unterschiedlich
ausgeprigten Verlust von Desmodont, Alveolarknochen und umgebendem Weichgewebe. Die
Parodontitis kann in schweren Fillen zum Zahnverlust fithren. Somit stellt die Erkrankung die
hiufigste Ursache des Zahnverlustes in der erwachsenen Bevolkerung dar (Peng et al., 2019).
Urséchlich sind neben mikrobiellen Faktoren vor allem verschiedene Immunmechanismen an der
parodontalen Destruktion beteiligt (Pan et al., 2019). Obwohl in den letzten Jahren grof3e
Fortschritte in der Erforschung der pathophysiologischen und molekularbiologischen Vorginge
bei Parodontitis gemacht wurden, sind die einzelnen Mechanismen noch nicht ausreichend
untersucht.

Es existieren mehrere Hinweise, dass genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Atiologie
sowie Progression der Erkrankung spielen. Dabei scheinen genetische Polymorphismen
unterschiedlicher Zytokine eine besondere Rolle zu spielen. Zytokine sind 16sliche Glykoproteine.
Sie werden durch unterschiedliche Immunzellen produziert und verfiigen iiber eine
immunregulatorische Wirkung (Abbas et al., 1996). Im Allgemeinen wurde Zytokinen in den
letzten Dekaden eine groBe Aufmerksamkeit gewidmet, da sie eine wichtige Rolle in der
Pathogenese immunologisch assoziierter Erkrankungen spielen (Pan et al.,, 2019).
Polymorphismen in kodierenden und nicht-kodierenden Genabschnitten konnen die
Expressionshohe von Zytokinen stark beeinflussen. Es ist daher gut vorstellbar, dass
Zytokinpolymorphismen, die zu einer verdnderten Produktionskapazitét des jeweiligen Zytokins

filhren, einen Einfluss auf den Verlauf entziindlicher Prozesse Zahnhalteapparat haben.



Die vorliegende explorative Studie soll nun Aufschluss iiber den Zusammenhang zwischen der
chronischen Parodontitis und Polymorphismen in den IL-10, TNF-alpha, IFN-gamma, TGF-beta,

IL-6- Zytokingenen bringen.

1.2. Klassifizierung der Parodontalerkrankungen von 1989 bis 1999

Eine Klassifizierung parodontaler Erkrankungen ist im Allgemeinen erforderlich um Atiologie und
Pathogenese zur jeweiligen Form differenziert zuzuordnen und somit die richtigen Diagnosen und
Behandlungsstrategien ableiten zu konnen. Historisch gesehen wurde zundchst im internationalen
Workshop von 1989 erkannt, dass Parodontitis mehrere unterschiedliche klinische
Erscheinungsformen mit unterschiedliche Erkrankungsalter und Progressionsraten aufweist

(Caton J. 1989). Basierend auf diesen Variablen unterteilte der Workshop Parodontitis in

Priapubertér

jugendlich (lokalisiert und generalisiert)
e erwachsen

schnell fortschreitend.

Der im Jahr 1993 veranstaltete Europédische Workshop entschied, dass die Klassifizierung vom
1989 vereinfacht werden sollte und teilte die Parodontitis in zwei Hauptformen (Proceedings of

the st European Workshop on Periodontics, 1993):

e Parodontitis bei Erwachsenen und

e friih einsetzender Parodontitis.

Ausgehend von dem Erkenntniszuwachs zur Atiologie und Pathogenese parodontaler
Erkrankungen und der daraus resultierenden Notwendigkeit erfolgte 1999 auf dem Infernational
Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions (Annals of Periodontology,

Vol.4:1, December 1999) eine wesentliche Uberarbeitung der bis dahin geltenden Klassifikation.
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Entsprechend der Klassifikation wurden parodontale Krankheiten in sieben folgende Gruppen
unterteilt:

¢ Gingivale Erkrankungen

e Chronische Parodontitis

e Aggressive Parodontitis

e Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung

e Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

e Abszesse des Parodonts

e Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Léisionen

e Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustédnde

1.3. Aktuelle Klassifikation parodontaler Erkrankungen

Diese 1999 definierte Klassifikation galt unverdndert fiir 19 Jahre. Wahrend dieser Zeit sind
wesentliche neue Resultate aus epidemiologischen Studien, grundlagewissenschaftlichen Daten
und Erkenntnisse aus prospektiven Studien zur Bewertung von Umwelt- und Systemrisikofaktoren
entstanden. Die Auswertung dieser Evidenzen hat 2017 den internationalen Workshop veranlasst
einen neuen Klassifizierungsrahmen fiir Parodontitis zu entwickeln (Caton et al, 2018; Papapanou
etal. 2018). Nach den neuen pathophysiologischen Erkenntnissen hat man drei Formen der
Parodontitis unterschieden:

e Nekrotisierende Parodontitis

e Parodontitis als Manifestation einer systemischen Erkrankung

e  einfache’ Parodontitis
Zu der letzten Form der ,,einfachen® Parodontitis gehdren parodontale Krankheiten, die zuvor als
,chronisch® oder ,,aggressiv* klassifiziert wurden. Die beiden Formen sind nach der neuesten
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Klassifikation unter der einzigen Kategorie ,,Parodontitis* zusammengefasst (Needleman et al.
2018).

In der revidierten Form einigten sich die Workshopteilnehmer auf einen Klassifizierungsrahmen
fiir Parodontitis, der auf der Grundlage eines multidimensionalen Staging- und Gradingssystems
basiert und im Laufe der Zeit entsprechend neuen Erkenntnissen angepasst werden konnte (Tonetti
et al. 2018). Wihrend das Staging weitgehend von der Schwere der Erkrankung sowie von der
Therapiekomplexitit abhéngt, liefert das Grading zusétzliche Informationen zu den biologischen
Merkmalen der Erkrankung, Risikobewertung und Prognose fiir weiteres Fortschreiten bzw. die
therapeutische Response.

Im Workshop definierte man dariiber hinaus die parodontale Gesundheit und Gingivitis in einem
reduzierten Parodont nach Abschluss der erfolgreichen Parodontitisbehandlung (Chapple et al.,
2018).

Die vorliegende Arbeit wurde vor der Einflihrung der neuen Klassifikation durchgefiihrt, sodass
viele Daten zur Einteilung der Patienten entsprechend der neuen Staging- und Gradingkriterien fiir
die Studienpatienten nicht vorliegen. Aus diesem Grund wird die frithere Klassifikation angewandt
und es wird fiir die eingeschlossenen Patienten der Begriff der chronischen Parodontitis

verwendet.

1.4 Parodontitis mit chronischem Verlauf

1.4.1. Manifestation und Diagnosestellung
Die Parodontitis ist weltweit am weitesten verbreitete Erkrankung des Zahnhalteapparates. Diese

Erkrankung manifestiert sich meist ab dem 35. Lebensjahr, sodass sie deshalb zeitlang als
,erwachsene Parodontitis* bezeichnet wurde. Da diese Erkrankungsform jedoch auch in jlingeren
Patienten zu finden ist, wurde diese Erkrankung in der Klassifikation von 1999 modifiziert, so dass

derartige Parodontalerkrankungen bis 2018 als chronische Parodontitis bezeichnet wurden.
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Nach ihrer Ausbreitung kann man die chronische Parodontitis kann sich lokalisiert (< 30 % der
Gingiva befallen) oder generalisiert (> 30 % der Gingiva befallen) bezeichnen.
Nach dem Schwergrad unterteilt man die generalisierte Parodontitis in drei Formen:

e leichte Form mit einem 1-2 mm klinischen Attachmentverlust

e moderate Form mit einem 3-4 mm klinischen Attachmentverlust

e schwere Form mit einem iiber 5 mm klinischem Attachmentverlust
Als Attachmentverlust versteht man eine fortschreitende Destruktion des Zahnhalteapparats.
Dabei kommt es zum Riickgang aller Strukturen des Zahnhalteapparats. Der Attachmentverlust ist
definiert als Distanz zwischen dem Boden der Zahnfleischtasche und der Schmelz-Zement-
Grenze.

Zu klassischen Merkmalen der chronischen Parodontitis gehdren:

e Auftreten liberwiegend im erwachsenen Alter
e Variable Plaquezusammensetzung

e Vorwiegend langsame Progression

e Evtl. Auftreten von Aktivititsschiiben

e Zusammenhang zwischen Destruktion und lokalen Reizfaktoren

Zur Diagnosestellung wird eine klinische Untersuchung durchgefiihrt, welche durch eine
radiologische Dokumentation ergéinzt wird. Wichtig ist festzuhalten, dass die Untersuchung der
Sondierungswerte und der Attachmentniveaus empfindliche und verldssliche Parameter fiir die
Diagnostik darstellen, wihrend die radiologische Beurteilung des Knochenniveaus mehr einen

verifizierenden Charakter hat.
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1.4.2 Risikofaktoren der Parodontitis
Die Parodontitis ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. Entsprechend der Evidenzlage kann

man Risikofaktoren in folgende drei Gruppen einteilen (Genco, 1996):

o Bekannte starke Risikofaktoren
e Risikomarker oder Priadikatoren

o Hintergrundfaktoren

Bekannte starke Risikofaktoren sind Einflussgrofen, deren pathogenetische Bedeutung durch

kontrollierte Studien nachgewiesen werden konnten. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Rauchen
das Risiko fiir eine Parodontitis um das 5- bis 7- fache erhoht (Page und Beck, 1997). Des Weiteren
fiihrt der Tabakkonsum unter anderem zur verminderten Immunglobulin (IgG)-Produktion und
begilinstigt somit den bakteriellen Angriff (Hart und Kornman, 1997). Neben dem Rauchen (Sutton
et al., 2017) zédhlen noch Diabetes mellitus und andere systemische Erkrankungen (Andmien,
Neuropathie, AIDS) sowie mikrobielle Plaque an Zdhnen zur Gruppe bekannter starker

Risikofaktoren (Murakami et al., 2018).

Als_Risikomarker bezeichnet man Faktoren, welche in Fallberichten Hinweise auf einen Einfluss
auf die Pathogenese liefern. Deren kausale Beteiligung muss jedoch noch durch Verlaufsstudien
analysiert bzw. bestitigt werden. Solche Faktoren wie Stress, psychosoziale Belastung,
Osteoporose verbunden mit einem Ostrogenmangel insbesondere bei menopausalen Frauen, HIV-
Infektion sowie genetische Faktoren in Form von Polymorphismen (Salvi et al., 1997) zéhlen zu

Risikomarkern.

Unter Hintergrundfaktoren versteht man Faktoren, die eine klar bewiesene Rolle fiir die

Pathogenese der Parodontitis haben. Deren Einfluss lésst sich jedoch durch therapeutische Mittel
nicht beeinflussen. Zu den Hintergrundfaktoren zéhlt man z.B. das Patientenalter und —geschlecht.

Dabei weisen das weibliche Geschlecht und das héhere Alter ein hoheres Risiko auf.

14



In einer weiteren Klassifizierung der Risikofaktoren werden modifizierbare und nicht-

modifizierbare Risikofaktoren unterschieden (AlEhani et al., 2014).

Zu den modifizierbaren Risikofaktoren gehdren

- Mikrobielle Besiedlung der Mundhdhle, das sogenannte Mikrobiom

Starke Evidenzen belegen, dass Porphyromonas gingivalis und Aggregatibacter
actinomycetemcomitans in die Pathogenese der Parodontitis involviert sind. Zusétzlich spielen
Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, und Fusobacterium
nucleatum eine bedeutuende Rolle in der Fortschreirung bzw. Progression der chronischen

Paradontitis (Kou et al., 2008; Dogan et al., 2008; Saito et al., 2008).

- Rauchen

Zahlreiche Hinweise gibt es auf ein stark erhohtes Risiko von Rauchern an Parodontitis zu
erkranken (Kubota et al., 2011). Das Rauchen von Tabak iibt eine zerstorerische Wirkung auf das
parodontale Gewebe aus und kann somit das Fortschreiten der parodontalen Erkrankung erh6hen.
AuBerdem verdndert der Tabak die Immunreaktion des Wirts auf den bakteriellen Reiz in
mikrobiellen Zahnbeldgen und fordert eine inflammatorische Antwort im parodontalen Gewebe

(Ozgaka et al., 2011).

- Diabetes mellitus, Adipositas und kardiovaskulére Erkrankungen

Ein gestorter Metabolismus scheint fiir die Entstehung von Parodontitis von Bedeutung zu sein.
Mehrere Hypothesen zur kausalen Rolle des Ubergewichtes fiir die Parodontitis sind bekannt,
wobei didtetische Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Mehrere Studien
demonstrieren eine Assoziation zwischen Diabetes und parodontalen Erkrankungen (Nishimura et

al., 2005). Friihere Untersuchungen zeigten aullerdem, dass ein schlecht eingestellter Diabetes eine

15



schnellere Progression der Parodontitis ausldst, als ein gut kontrollierter Diabetes (Seppéld et al.,
1993). Umgekehrt konnten gezeigt werden, dass ein gut eingestellter Diabetes einen positiven

Einfluss auf die parodontale Gesundheit hat (Pucher et Stewart, 2004).

Auch fiir kardiovaskuldre Erkrankungen existieren Evidenzen {iber eine Assoziation mit
Parodontitis. So wurden verschiedene biologische Mechanismen vorgeschlagen, um die
Beziehung zwischen Parodontalerkrankungen und Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu erkliren.
Allen voran ist die Rolle der Inflammation fiir das Entstehen und Fortschreiten von beiden
Erkrankungen (Kinane et Lowe, 2000). Man sollte sich jedoch bewusst sein, dass die beiden
Krankheiten viele Risikofaktoren gemeinsam haben und es offensichtliche Ahnlichkeiten in

zugrundeliegenden Pathomechanismen gibt (Kinane et Lowe, 2000).

Zu den nicht-modifizierbaren Risikofaktoren zdhlen Osteoporose, individuelle immunologische
Antwort, hormonelle Verdnderungen der Frauen wie z.B. in der Postmenopause oder in der
Schwangerschaft. So zeigte eine Untersuchung der Beziehung zwischen Knochendichte,
Kieferknochenschwund und Parodontitis, dass eine verminderte Knochendichte eine Rolle in der
Ausprigung von Parodontitis spielt. Die Studienergebnisse demonstrierten einen direkten
Zusammenhang zwischen Skelett- bzw. Unterkieferosteopenie und dem Zahnverlust bei Frauen
nach der Menopause (Wactawski-Wende et al., 1996). Wie auch fiir kardiovaskulire
Erkrankungen und Parodontitis kénnen Parodontitis und Osteopenie gemeinsame &tiologische
Faktoren haben, die beide Krankheitsprozesse entweder direkt beeinflussen oder modulieren

konnen.
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Abbildung 1: Hauptrisikofaktoren der parodontalen Erkrankungen und deren kombinierter

Einfluss auf den Schwergrad der Erkrankungen

1.4.3 Entstehung der chronischen Parodontitis

1.4.3.1. Rolle der mikrobiellen Plaquezusammensetzung

Lange Zeit ging man von der sogenannten unspezifischen Plaque- bzw. Zahnbelaghypothese aus.
Nach dieser Hypothese kann eine Parodontitis per se durch die allgemeine Zunahme der
Plaquemenge entstehen. Daraus lésst sich ableiten, dass Bakterien, die sich im Sulkus befinden,
unter dem Einfluss bestimmter Pathogenitétsfaktoren einer Parodontitis auszulésen konnen. Heute
distanziert man sich jedoch von dieser Hypothese, da eine deutliche Korrelation zwischen der
Akkumulation bestimmter bakteriellen Erreger und dem Schweregrad einzelner parodontaler

Erkrankungen eindeutig nachgewiesen wurde (Kou et al., 2008; Dogan et al., 2008; Saito et al.,
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2008).

So ist die Beteiligung pathogener Bakterien wie Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus und Treponema denticola
als Ursache der Parodontitis gesichert und kann heute durch etablierte Nachweisverfahren
iiberpriift werden. Die anaeroben Bedingungen der Parodontaltasche konnen das Wachstum der
anaeroben oder fakultativ anaeroben parodontopathogenen Bakterien beglinstigen, so dass die
aeroben Spezies, zu denen vor allem die parodontalen Schutzspezies gehoren, zuriickgedrangt
werden. Die neue Sichtweise der Parodontitis geht weiterhin davon aus, dass es sich bei dieser
Erkrankung um ein multifaktorielles Geschehen handelt, bei dem die Kombination verschiedener
Faktoren zur Ausbildung der Krankheit fiihrt. Dabei bildet zwar die Plaque einen der wichtigsten
Kausalfaktoren fiir den Attachmentverlust, aber ursidchlich verantwortlich ist letztlich die

korpereigene Entziindungsreaktion.

1.4.3.2 Immunologische Vorgiinge - ,,Critical pathway“ als Modell der Entwicklung
chronischer Parodontitis

Auf der Basis bislang etablierter Daten wurde ein neues pathogenetisches Modell entworfen. Unter
dem Namen ,,critical pathway* hat man Model definiert, das ermoglicht pathogenetische Prozesse
aus einem anderen Blickwinkel zu betrachten (Offenbacher, 1996; Salvi et al., 1997).
Entsprechend dem ,,critical pathway* fiihrt die Ablagerung von parodontopathogener Plaque und
Konkrementen im Bereich des Zahnhalses durch eine Vernachldssigung der Mundhygiene zur
Initiierung der Erkrankung. In diesen Ablagerungen beinden sich in der Regel hoch pathogene
Keime. Die sind in der Lage eine Immunreaktion im subgingivalen Gewebe des Zahnhalteapparats
auszulosen. Diese Immunreaktivierung kann letztlich zur Etablierung der Parodontitis fiihren
(Offenbacher, 1996; Salvi et al., 1997).

Bei dieser Immunreaktivierung unterscheidet man zwei verschiedene Phasen:
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Initialphase und Phase der Parodontitisentstehung.

Initialphase der Immunabwehr — Entstehung einer Gingivitis

Die erste Phase, die sich schnell aktivieren lésst, reagiert weitgehend unspezifisch. An dieser Phase
sind im vor allem Neutrophile durch eine spezifische und unspezifische Phagozytose beteiligt.
Zusitzlich spielen sowohl das Komplementsystem — als Vertreter des angeborenen Immunsystems
als auch die protektiven gegen die pathogenen Keime gerichteten Antikorper eine wichtige Rolle.
Entsprechend dem ,,critical pathway* Model wird iiber den weiteren Verlauf der parodontalen
Erkrankung durch den Ausgang der ersten Phase der Immunantwort entschieden, wobei die
Effektivitit der antibakteriellen Immunantwort im Vordergrund steht. Wenn das Immunsystem in
der Lage ist die pathogene bakterielle Besiedlung bzw. den bakteriellen Angriff erfolgreich zu
kontrollieren und eine vermehrte Proliferation pathogener Bakterien abzuwehren, kann sich die
Inflammation nur begrenzt auf der marginalen Gingiva manifestieren. Bei dieser Art der
Manifestation kann man von einer Gingivitis sprechen, wobei hier zu keiner irreversiblen
Zerstorung des parondatalen Gewebe kommt. Falls die inflammatorischen Prozesse der ersten
Phase nicht rechtzeitig unterbrochen werden, kommt es in der zweiten Phase zu tliberschieBenden
Abwehrmechanismen der Immunitét mit der Folge einer Zerstérung des Parodontiums, wie unten
dargestellt ist.

Die zweite Phase der Immunabwehr — Entstehung einer Parodontitis

Wenn in der ersten Phase keine ausreichende Immunabwehr vorhanden ist, kann zu einer starken
Vermehrung pathogener Bakterien kommen mit der Folge der Entstehung der subgingivalen
Plaqueflora (Miiller et al, 2001). Dabei kdnnen insbesondere hohe Konzentrationen bakterieller
Bestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS) und andere Entziindungsvermittler, die vermehrt im
subgingivalen Gewebe vorhanden sind zur starken Expression von Adhisionsmolekiilen fithren.
Als Folge kommt es zur verstirkten Auswanderung verschiedener Zellen des angeborenen

Immunsystems wie von Monozyten und anderen Vertretern des retikuloendothelialen Systems
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(Page et Kornman, 1997). Diese Immunzellen kénnen im Gewebe differenzieren. Die dabei
entstehenden Makrophagen konnen zwei unterschiedliche Funktionen ausiiben. Auf einer Seite
konnen sie pathogene Bakterien phagozytieren und bakterielle Antigene den CD4+-Helferzellen
prasentieren. Dieser Prozess l0st eine spezifische antibakterielle Immunantwort aus, wobei
mehrere Zytokine (Interleukin (IL)-2, IL-4, IL-10, IL-12, Interferon (IFN)-gamma, IL-1beta,
Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha) an diesen zelluldren und humoralen Immunantworten beteiligt
werden konnen (Miiller et al., 2001; Gemmel et al., 1997).

Auf der anderen Seite kdnnen die aus den Monozyten differenzierten Makrophagen unter dem
Einfluss einiger bakterieller Bestandteile wie z.B. LPS direkt eine Produktion unterschiedlicher
Zytokine auslosen. Dazu gehoren unter anderem pro-inflammatorischer Zytokine und Faktoren

einlischlieflich IL-lalpha, IL-1beta, IL-6, TNF-alpha, PGE, sowie Matrixmetalloproteinasen

(MMP) 1 und 8 auslésen. (Reynolds et Mekle, 1997). AuBerdem werden die
Matrixmetalloproteinasen auch durch neutrophile Granulozyten und parodontale Fibroblasten
unter dem Einfluss pro-inflammatorischer Zytokine gebildet (Reynolds et Mekle, 1997).
Insbesondere fiir diese Enzymgruppe ist eine destruierende Wirkung mit einer starken Zerstérung
im kollagenen Anteils des parodontalen Gewebes wie Knochen und Bindegewebe bekannt
(Reynolds et Mekle, 1997; Page et Kornman, 1997). Auf diese Weise entstandene
Parodontaltaschen bieten deutlich bessere Lebensbedingungen fiir die pathogenen Bakterien. Dies
fiihrt einerseits zur weiteren bakteriellen Proliferation, andererseits 10st es aber eine verstarkte anti-
bakterielle Antwort aus. So kann der auf diese Weise entstandene Teufelskreis {iber eine ldngere
Zeit persistieren und bis zum vollstdndigen Abbau Zahnhalteapparats um die Zahnwurzel fiihren.
Als Folge konnen Zahnlockerung oder Zahnverlust im spéteren Verlauf entstehen.

Insgesamt kann man am Modell des ,,critical pathway* verdeutlichen, dass die Parodontitis ein

Ausdruck einer gestorten Wechselbeziehung zwischen der Keimbesiedlung der Mundhéhle und
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der Immunitéit des Organismus darstellt. Insbesondere spielen Entziindungsmediatoren, wie z.B.

Zytokine, hier eine wichtige Rolle.

1.5. Zytokine

1.5.1 Allgemeines

Zytokine sind immunregulatorische Glykoproteine, die von verschiedenen Zellen des angeborenen
und erworbenen Immunsystems produziert werden (Abbas et al., 1996). Verschiedene
Bezeichnungen wurden in den vergangenen Jahrzehnten den 16slichen Molekiilen verliehen, wobei
man sie nach deren Wirkung und Quelle unter folgenden Begriffen zusammengefasst hat:
Interleukine — die hédufigste Bezeichnung. Dazu gehoren Zytokine, die {iiberwiegend
Zellinteraktionen hervorrufen

Lymphokine — die von Lymphozyten gebildeten Zytokine

Monokine — die von Monozyten/Makrophagen gebildeten Zytokine

Zytokine konnen an verschiedene Rezeptoren binden und unterschiedlichste Wirkungen entfalten.
Dies bezeichnet man als pleiotrope Wirkung. Des Weiteren kdnnen Zytokine autokrin, parakrin
oder systemisch wirken. Zytokine besitzen eine sehr kurze Halbwertzeit. Bei jedem neuen
Stimulus kommt es zur Neusynthese von Zytokinen (Oppenheim, 2001).

Zytokine tibernehmen zahlreiche Funktionen im Immunsystem. Zu deren Hauptaufgaben zihlen
die Kontrolle der Proliferations-, Wachstums- und Differenzierungsprozesse, Koordination der
Apoptose (programmierter Zelltod) und der Angiogenese sowie die Regulation des erworbenen
und angeborenen Immunsystems.

Die Wirkung der Zytokine ist oft redundant. Frithere Arbeiten an genetisch manipulierten,
sogenannten Knock-out-Méusen konnten die Zytokinredundanz beweisen (Abbas et al., 1996).
Dies macht deutlich, dass Zytokine nicht durch Einzel- sondern durch deren Zusammenwirkung

fiir jeweilige biologische Effekte verantwortlich sind. Somit fiihrt die Wechselwirkung in
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komplexen Prozessen unterschiedlicher Zytokinen entweder zu regulierenden oder pathologischen

Prozessen.

1.5.2. Interleukin-6 (IL-6)

Das Interleukin-6 ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin, das von einer Vielzahl verschiedener Zellen
wie z.B. Monozyten/Makrophagen, Kupferzellen, Neutrophilen, Mastzellen, T- und B-
Lymphozyten, Fibroblasten, Osteoblasten u.a. gebildet wird. Die IL-6-Synthese kann durch andere
Zytokine (wie IL-1, TNF-alpha), bakterielle Bestandteile (LPS) oder virale Nukleinsdure
stimuliert werden. Das Zytokin gehort zur Gruppe pro-inflammatorischer Zytokine und ist einer
der wichtigsten Entzlindungsregulatoren im Organismus. Das IL-6 fungiert einerseits als
wesentlicher 16slicher Faktor der angeborenen Immunitét und andererseits als Vermittler zwischen
der angeborenen und erworbenen Immunitit. Als wichtiger Aktivator der Immunantwort ist IL-6
an der akuten Inflammation insbesondere durch das Anlocken verschiedener Immunzellen an den
Ort der Entziindung sowie deren Differenzierung und Regulation beteiligt (Scheller et al., 2011).
Mehrere Studien liefern Evidenzen iiber die fithrende Rolle von IL-6 bei der Transition von
angeborener zur erworbenen Immunantwort (Scheller et al., 2011). IL-6 kann die T-Zell-
Entwicklung beeinflussen und die Differenzierung verschiedener T-Helfer (Th) -Zellsubtypen wie
Th2- und Th17-Zellen verschieben. Dariiber hinaus wird in den letzten Jahren zunehmend tiber
die Rolle von IL-6 in der Kontrolle metabolischer Prozesse, Knochenstoffwechsel und
Schmerzregulation berichtet. Die wichtige Rolle von IL-6 fiir die Progression infektionsbedingter
Erkrankungen konnte kiirzlich in mehreren schweren Fillen von COVID-19 demonstriert werden.
Neben dem stark erhohten Spiegeln von IL-6 konnte der erfolgreiche therapeutische Einsatz von
IL-6-blockierenden Medikamenten auf die kausale Rolle fiir die Progression der COVID-19

(Campochiaro et Dagna, 2020) hinweisen.
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1.5.3 Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 ist ein multifunktionales Zytokin mit diversen biologischen Wirkungen auf die meisten
hédmatopoetischen Zellen. Die wichtigste Wirkung von IL-10 scheint die Deaktivierung von
Makrophagen und anderen Antigen-prasentierenden Zellen (dendritische Zellen, B-Lymphozyten)
zu sein. Zudem reguliert IL-10 das Wachstum und/oder Differenzierung von B-Zellen, natiirliche
Killer (NK)-Zellen, zytotoxischen und T-Helferzellen, Mastzellen, Granulozyten, Keratinozyten,
dendritischen und endothelialen Zellen. Besonders interessant ist, dass Homologe des IL-10-Gens
in verschiedenen viralen Genomen (wie z.B. Epstein-Barr-Virus oder Zytomegalievirus) gefunden
wurden. Diese homologen Gene, die teilweise dhnlich biologische Effekte auslosen konnen, liefern
einen weiteren Hinweis auf die bedeutende Rolle von IL-10 innerhalb der Entziindungsreaktion
und des Immunsystems (Poole et al., 2014). Im Gegensatz zu IL-6 wird IL-10 die anti-

inflammatorische Rolle zugeschrieben (Penaloza et al., 2016).

1.5.4 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-alpha)

Tumornekrose Faktoralpha (TNF-alpha) ist ein pleiotrop wirkendes pro-inflammatorisches
Zytokin. Die meisten Organe des Korpers scheinen durch TNF-alpha beeinflusst zu werden und
das Zytokin iibt eine Vielzahl noch nicht komplett verstandener Funktionen aus. Das Zytokin
besitzt sowohl wachstumsfordernde als auch wachstumshemmende Eigenschaften. Zum Beispiel
verursacht TNF-a Neutrophilie wiahrend der Entziindung, kann aber nach der Bindung des TNF-
R55 eine Apoptose der Neutrophilen auslosen (Murray, et al., 1997).

Eine wichtige Funktion des TNF-alpha besteht in der pro-inflammatorischen Antwort auf eine
bakterielle, virale oder eine Pilzinfektion (als akutes Phase Protein), sowie in seiner Rolle in der

Nekrose bestimmter Tumorarten.

23



AuBerdem fiihrt TNF-alpha in Endothelzellen zu Aktivierungsprozessen wie Zytokinproduktion,
Expression von Adhisionsmolekiilen, Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen und zur
Synthese von Stickstoffmonoxid. B- und T-Lymphozyten werden unter TNF-Einfluss stimuliert.
Im Gehirn wird durch TNF-alpha die Fieberreaktion induziert. Ahnlich wie IL-6 scheint TNF-
alpha eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel zu spielen. In der letzten Zeit haben sich
Hinweise gehauft, dass TNF-alpha an Demineralisierungsprozessen und Knochenabbau beteiligt
ist. Einige Studien zeigten, dass eine Uberproduktion vom TNF-alpha mit dem
Knochengewebeverlust bei Patienten mit Rheumatoidarthritis (Bingham CO et al., 2002),
multiplem Myelom (Jurisic V, 2002), Lockerung der Hiiftkopfprothesen sowie mit

Parodontalerkrankungen (Graves DT, 2003) assoziiert ist.

1.5.5 Transforming growth factor beta (TGF-beta)

TGF-beta gehort zu einer Zytokinfamilie, welche Proteine mit pleiotroper Funktion aber auch mit
einzigartigen und potenten immunregulatorischen Eigenschaften einschlieft. Das Zytokin kann
von jeder Blut-Zellreihe produziert werden, einschliefSlich Leukozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen und kann in auto- und parakrinem Modus wirken. Auf diese Weise kontrolliert
TGF-beta die Proliferation, Differenzierung und Aktivierung der Immunzellen. TGF-beta kann die
Expression von Adhdsionsmolekiilen modulieren sowie Chemotaxis der Granulozyten regulieren.
TGF-beta gilt als ein potenter Inhibitor der Proliferation lymphoider Zellen und ein Aktivator der
Zellproliferation bei der Gewebereparatur und —differenzierung (Sporn et al., 1999).

Das Zytokin spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung und im Wachstum von embryonalem
und adultem Gewebe, Entziindung, Wundheilung und Angiogenese. Seine Effekte werden auf
autokrine und parakrine Weise vermittelt. Das Wachstum endotelialer und epithelialer Zellen wird

durch TGF-beta gehemmt, wohingegen mesenchymale Zellen in ihrem Wachstum gefordert
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werden (Clark et al., 1998). Die Wirkung vom TGF-beta ist von seiner Konzentration abhéngig.
In niedriger Konzentration bewirkt es eine Stimulierung in hoher Konzentration jedoch eine
Hemmung der Zellproliferation (Clark et al., 1998). Unterschiedliche Mitglieder der TGF-beta-
Superfamilie rufen verschiedene Antworten im Korper hervor. Die Knochenmatrix enthélt die
hochste Konzentration von TGF-beta im Korper. Dort stimuliert es die Kollagensynthese und
beeinflusst die mRNA-Expression von alkalischer Phosphatase (AP) in Osteoblasten und
Fibroblasten. Das fordert die Matrixproteinsythese und Knochenneubildung. Direkte TGF-beta
Applikation auf die Schéddelkalotte von Méusen zeigt eine lokal vermehrte Knochenreifung und —
Bildung (Marcelli et al., 1990).

TGF-beta 1 wird vornehmlich von Osteoblasten gebildet und in die Knochenmatrix inkorporiert.
Schwankungen in pH-Werten konnen TGF-beta aktivieren. TGF-beta scheint der wichtigste
Mediator im Knochenmetabolismus zu sein, in dem es eine inhibierende Wirkung auf Osteoklasten
einschlieBlich Forderung der Apoptose, Hemmung der Proliferation sowie fordernde Wirkung auf

Osteoblasten wie Proliferation, Differenzierung und Chemotaxis hat.

1.5.6 Interferon-gamma (IFN-gamma)

Interferon (von engl. to interfere eingreifen, sich einmischen) ist ein Zytokin mit einer
immunstimulierenden, vor allem antiviralen und antitumoralen Wirkung. IFN-gamma, ein
Vertreter der Interferonfamilie unterscheidet sich von zwei anderen Interferongruppen und wird
hauptséchlich von zytotoxischen CD4+- oder CD8+-T-Zellen, sowie in erheblichem Mafle von
natiirlichen Killerzellen produziert. Die Synthese erfolgt sowohl nach Stimulation durch Antigen
prasentierende Zellen, als auch Antigen-unabhingig durch andere Zytokine wie IL-12 und IL-18.

Bislang wurde IFN-gamma vor allem ein pro-inflammatorischer Effekt zugeschrieben, wozu die
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Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen und die Syntheseinduktion der MHC-Proteine der
Klasse II zdhlen.

Die antivirale Wirkung von IFN-gamma besteht in der Hemmung der Proliferation und der
Proteinbiosynthese der infizierten Korperzellen, um eine Vervielféltigung der Viren zu verhindern.
Des Weiteren aktiviert IFN-gamma phagozytierende Zellen, wie Makrophagen, die nun verstérkt
apoptotische Kdrperchen von infizierten Zellen aufnehmen und eliminieren. Zusammen mit TNF-
alpha spielt IFN-gamma auch eine entscheidende Rolle fiir die mikrobielle und insbesondere
antivirale nichtzytopathische Aktivitit der NK-Zellen (Guidotti, 2001). In den Lymphknoten
konnen NK-Zellen durch Produktion von IFN-gamma die Differenzierung von naiven T-
Lymphozyten in Thl-Zellen unterstiitzen (Young und Bream, 2007) und tragen somit
entscheidend zur Induktion einer pro-inflammatorischen Immunantwort bei (Morandi et al., 2006;

Moretta et al., 2006; Zanoni et al., 2007).

1.6 Genetische Pridisposition und Zytokingenpolymorphismen

Die grof3e interindividuelle Variabilitdt von Krankheitsverldufen in der Allgemeinbevdlkerung
lasst sich hdufig nicht allein durch bekannte Risikofaktoren erkldren. Vielmehr scheint auch der
genetische Hintergrund des einzelnen Patienten die Inzidenz, Verlauf und Mortalitit verschiedener
Krankheitsbilder zu verdndern. Untersuchungen der letzten Jahre haben eine wichtige Rolle der so
genannten Polymorphismen gezeigt. Als Polymorphismus bezeichnet man das Auftreten eines
bestimmten Allels in einer Population. Nach der Definition muss die Haufigkeit des Auftretens
der Allelfrequenz in einer Population groBer als ein Prozent sein (Emory und Rimoins, 2013).
Genvarianten, die mit ihren H&iufigkeiten unter einem Prozent liegen, bezeichnet man als
Mutationen. Somit ist ein Polymorphismus eine Normvariante.

Nach heutigen Erkenntnissen lassen sich drei Polymorphismusvarianten unterscheiden:
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- Multiplikationen
- Insertions- oder Deletionspolymorphismen
- Einzelnukleotidpolymorphismen (Englisch: single nucleotide polymorphisms, SNP)
Die SNPs gehoren zu den hiufigsten DNA-Sequenzvariationen. Wie der Name sagt, wird ein
Nukleotid in der Sequenz durch ein anderes ersetzt. Diese genetischen Variationen sind relativ
hiufig im gesamten Genom verteilt. Man nimmt an, dass alle 200-1000 Basenpaare ein SNP
vorkommt.
Polymorphismen treten hiufiger in nicht-kodierenden Bereichen auf. Dies hingt am ehesten damit
zusammen, dass die  Verdnderung in  kodierenden  Bereichen  meistens zu
Proteinstrukturdnderungen und damit zur Funktionsdnderung oder zum Verlust des exprimierten
Proteins fiihren. Mutationen in nicht-kodierenden Regionen beeintrichtigen dagegen die
Aminosdurensequenz nicht. Sie kdnnen jedoch héufig die Proteinexpression auf verschiedenste
Art und Weise beeinflussen. So konnen die Polymorphismen in nicht-kodierenden Bereichen zum
- Zum verdnderten Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren durch Mutationen
innerhalb des Promoters fiihren oder
- FEin verdndertes mRNA-Splicing hervorrufen, was mRNA-Stabilitdit und
Gentranslationsniveau beeinflussen kann
- Zur verdnderten Enhancer- bzw. Silencer-Struktur fiihren, welche die Gentranskription
beeintrichtigt
Frithere Untersuchung mehrerer Arbeitsgruppen konnten Assoziationen zwischen zahlreichen
Genpolymorphismen und verschiedenen somatischen Erkrankungen nachweisen. Das Hauptziel
dieser Genpolymorphismus-Analysen liegt dabei in folgenden Punkten:
- Aufklirung der Pathomechanismen humaner Erkrankungen
- Identifizierung potenzieller Biomarker fiir die Pradiktion humaner Erkrankungen deren

klinischen Verlauf
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- Screening und Identifizierung potenzieller Targets fiir neuartige therapeutische Interventionen

- Identifizierung neuer Biomarker fiir die Erkrankungspriavention.
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2. Fragestellung

Die Kommunikation zwischen verschiedenen Bestandteilen des Immunsystems ist sehr komplex.
Loslichen und zellgebundene Signale konnen infolge einer Immunantwort entstehen. In ihrer
Wirkung ist die Immunitét multifaktoriell. Zytokine spielen dabei eine der zentralen Rollen. Neben
der Art und Dauer der Immunantwort-auslésenden Stimulation, spielen genetische Faktoren eine
wichtige Rolle fiir die Zytokinproduktion. Fritheren Untersuchungen zufolge ist die Hohe der
Zytokinexpression genetisch determiniert (Vandenbroeck K et al.), wobei diese genetische
Pradisposition meistens durch SNPs verursacht wird.

Durch die Einfiihrung neuer Technologien inkl. Next Generation Sequencing sind heute
Genpolymorphismen fiir alle bekannten Zytokine identifiziert worden. Zahlreiche Studien belegen
eine Assoziation zwischen verschiedenen Erkrankungen und Zytokin-SNP. Es wird jedoch in
diesen Studien haufig die Tatsache ignoriert, dass es eine starke Komplexitit in der
Zytokininteraktionen und deren gegenseitigen Regulation existiert. Wéhrend individuelle
Assoziationen nicht selten wenig wegweisend sein konnen, lassen sich die Anfidlligkeit fiir eine
Erkrankung bzw. ihren klinischen Ausgang durch die Kombination verschiedener
Zytokingenotypen oft viel besser vorhersagen. Demnach erscheint eine kombinierte Analyse
relevanter Zytokingenpolymorphismen viel sinnvoller als die Betrachtung von Einzelgenen. Dies
erfordert aber auch groflere Fallzahlen fiir eine powervolle statistische Auswertung in klinischen
Studien, da die Zahl der zu betrachtenden Subgruppen steigt.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Zytokine gehdren neben dem Interleukin-1 zu den
wichtigen Zytokinen, die eine Inflammation im Gewebe sowie Gewebe- und

Knochenmetabolismus regulieren und somit an der Entstehung bzw. dem Fortschreiten der
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Parodontitis beteiligt sind. Im Rahmen der vorliegenden Studie soll die Rolle des genetischen

Backgrounds in diesem Prozess untersucht werden.

Folgende zentrale Fragestellung soll adressiert werden:

Haben Patienten mit Parodontitis (unter der Einbeziehung der Klassifikation von 1999:

chronische Parodontitis) ein im Vergleich zur Normalpopulation abweichendes Zytokin-

Genpolymorphismusmuster, was sie unter dem Einfluss von Entziindungstriggern (bakterielle

Zusammensetzung der Mundflora) zur Entstehung einer chronischen Parodontitis

pradisponiert?

Diese zentrale Fragestellung soll in folgenden 5 Fragen detailliert beantwortet werden:

1.

Gibt es eine Assoziation zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) im
Promotorbereich des IFN-gamma und der Manifestation der chronischen Parodontitis?
Lassen sich Unterschiede in der Verteilung von IL-6-SNPs zwischen den Patienten mit
chronischer Parodontitis und der gesunden Kontrollkohorte nachweisen?

Gibt es eine Assoziation zwischen den FEinzelnukleotidpolymorphismen im
Promotorbereich des TNF-alpha und dem Auftreten der chronischen Parodontitis?

Lasst sich eine Assoziation zwischen der Einzelnukleotidpolymorphismen im
Promotorbereich des IL-10 und der chronischen Parodontitis nachweisen?

Lassen sich Unterschiede in der Verteilung von TGF-beta-SNPs zwischen den Patienten

mit chronischer Parodontitis und der gesunden Kontrollkohorte nachweisen?
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Zur Beantwortung der gestellten Fragen wurde eine prospektive Fall-Kontroll-Studie geplant und
durchgefiihrt. Da es sich um einen explorativen Ansatz gehandelt hat und keine Annahmen zu den
Haufigkeiten der untersuchten Variablen getroffen werden konnte, wurde keine Fallzahlanalyse
durchgefiihrt. Um ein sogenanntes ,,Underpower* zu vermeiden wurde geplant mindestens 100
Patienten pro Gruppe einzuschlieBen. Die Patienten wurden entsprechend den geplanten
Einschluss- und Ausschlusskriterien rekrutiert. Der Einschluss in die Studie erfolgte nach der
entsprechenden Aufkldrung und der schriftlichen Einwilligung durch den Patienten bzw.
Probanden. Die Studie wurde entsprechend der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt, ein
positives Ethikvotum wurde vor dem Beginn der Studie erteilt (EA2/063/05).
Fiir die Rekrutierung der Patienten sowie der Kontrollgruppe wurden Ein- und Ausschlusskriterien
definiert.
Einschlusskriterien:

1. Alter 18 Jahre oder dlter

2. Diagnose einer chronischen Parodontitis (s. Parodontitisfaktoren)

3. Einwilligung in die Studie
Ausschlusskriterien:

1. Alter jiinger als 18 Jahre

2. Fehlende Diagnose einer chronischen Parodontitis (s. Parodontitisfaktoren)

3. Fehlende Einwilligung in die Studie

4. Systemische Erkrankungen

5. Schwangere Frauen
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Die chronische Parodontitis wurde anhand der folgenden Faktoren festgestellt:

1. Untersuchung der Taschensondierungstiefe an sechs verschiedenen Stellen bezogen auf einen
Zahn. Dies schliefit mesio-bukkale, medio-bukkale, disto-bukkale, mesio-orale, medio-orale und
disto-orale Messungen

2. Untersuchung und Registrierung der Blutung auf Sondierung (bleeding on probing, BOP)

3. Messung des Furkationsbefalls mittels einer Naber-Sonde PQ2N. Die Messung erfolgt vom
Eingang der Bifurkation benachbarter Wurzeln bis zum Defektende in horizontaler Richtung. Die
beobachteten Befunde des Furkationsbefalls lagen zwischen 2 mm horizontaler Attachmentverlust
bis zum durchgingigen Furkationsbefall (entsprechend Grad I — III nach Klassifikaktion von
Nyman und Lidhe (1997)).

4. Untersuchung der Zahnbeweglichkeit unter Anwendung von 2 Instrumentengriffen:

Grad I Zahnkrone ist beweglich und bis 1 mm auslenkbar
Grad II Zahnkrone ist beweglich und mehr als 1 mm auslenkbar
Grad III Zahnkrone bewegt sich bei Anwendung des Lippen- und Wangendruckes auch in

axialer Richtung
Zur Beurteilung von horizontalen und vertikalen Knochenabbau wurden Rontgenbilder

angefertigt.

Kontrollpopulation
Als Kontrollgruppe wurden 114 ethnisch gleich zur Patientengruppe stehende Patienten
ausgewdhlt.
Folgende Einschlusskriterien lagen fiir die Kontrollgruppe vor:
1. Vorhandensein von minimal 22 Zihne in situ
2. Kein Messpunkt mit einer TST von 3 mm oder mehr

3. Kein Vorhandensein des Furkationsbefalls
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4.

S.

Vorhandensein einer Einwilligungserklérung

Alter mehr als 40 Jahre

Der letzte Punkt der Einschlusskriterien wurde aufgrund der Erstmanifestation der chronischen

Parodontitis bei einem Teil der Patienten erst im Alter bis zu 40 Jahren definiert. Somit wurde

ausgeschlossen, dass potenzielle Parodontitispatienten falsch

eingeschlossen sind.

Zu Ausschlusskriterien gehdorten:

1.

2.

Vorhandensein von weniger als 22 Zihne in situ

Ein oder mehr Messpunkte mit einer TST von 3 mm oder mehr

. Vorhandensein des Furkationsbefalls

Alter jiinger als 40 Jahre

. Patienten mit systemischen Erkrankungen

Schwangere Patientinnen

Fehlende Einwilligungserkldrung

3.2 Materialgewinnung

in die

Kontrollgruppe

Epithelzellen der Wangenschleimhaut wurden mittels eines Abstrichs der Wangenschleimhaut

gewonnen. Kurz zusammengefasst wurden 2 Abstriche mit sterilen Wattestdbchen nach einer

Mundspiilung mit Wasser durchgefiihrt, steril verpackt und bis zur weiteren Verarbeitung bei +4°C

gelagert.

3.3 DNA-Isolation

Prinzip der Methode
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Nach dem Verdau der DNA-umgebenden Proteine (z.B. Hiillenproteine der Viren) mittels
Proteinase K, wird die freie DNA im Prozess der Festphasenextraktion wihrend eines
Zentrifugationsschrittes an eine Silikagelmembran gebunden. Es folgen Waschschritte zur
Entfernung kontaminierender Proteine und sonstiger Substanzen. Die gebundene DNA wird
danach in einem kleinen Volumen eluiert und kann bis zur Bestimmung innerhalb von 24 Stunden

bei 4-8 °C oder bei spéterer Bestimmung bei — 20°C gelagert werden.

Durchfiihrung der Methode

Die DNA-Isolation wurde nach Anleitung des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt. Das Abstrichzellen-tragende Ende des Abstrichréhrchens wurde mit sterilen
Scheren abgetrennt und in ein Falconr6hrchen mit 200 pl destilliertem Wasser getaucht. Nach
kurzem Schwenken des Falconrdhrchen zum Trennen der Abstrichzellen von der Watte wurde die
Watte aus dem Falcontube entfernt. In das Falconrohrchen wurde 20 pl Proteinase K sowie 200
ul des Puffers AL (QIAamp®R DNA Mini Kit) hinzupipettiert. Das Gemisch wurde 15 sek mit dem
Vortex-Gerédt gemischt und anschlieBend 10 min im Heizblock inkubiert. Danach wurden die
Proben 10 sek bei 6000 G (8000 rpm) zentrifugiert (verhindert Tropfenriickstinde an den
Innenseiten der Gefd3deckel). 200 pl Ethanol (100 %) wurde zu jeder Probe hinzugegeben und 15
sek mit dem Vortex-Gerit gemischt. Der gesamte Inhalt des Rohrchens wurde auf eine vorher
beschriftete Spinnséule in einem 2 ml Auffangrohrchen pipettiert (QIAamp® DNA Mini Kit). Die
Spinsdule zusammen mit dem Auffangrohrchen wurden fiir 1 min bei 6000 G (8000 rpm)
zentrifugiert. Die Spinsdule wurde aus dem Auffangrohrchen entnommen und das
Auffangrohrchen verworfen. Danach wurde die Spinséule in ein neues Auffangrohrchen eingesetzt
und 500 pl des Puffers AW1 (QIAamp® DNA Mini Kit) hinzupipettiert. Das Auffangréhrchen
wurde fiir 1 min bei 6000 G (8000 rpm) zentrifugiert, die Spinsdule erneut aus dem

Auffangrohrchen entnommen und in ein neues Auffangrohrchen eingesetzt. 500 ul des Puffers
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AW?2 (QIAamp® DNA Mini Kit) wurde hinzupipettiert. Danach wurde das Auffangrohrchen fiir 5
min bei 20000 G (13500 rpm) zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Spinnsdule in ein vorher
beschriftetes 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdll gestellt und 75 pl des Aqua dest. hinzugegeben.
Die Probe blieb 5 min stehen. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefdll 1 Minute bei 6000 G (8000
rpm) zentrifugiert, die Spinnsdule aus dem Reaktionsgefdl entfernt und verworfen. Das
Reaktionsgefal mit DNA-Eluat wurde bei 4-8 °C (PCR-Messung innerhalb von 24 Stunden) oder

bei —20 °C (PCR-Messung nach 24 Stunden) aufbewahrt.

.
: = CF:
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> k A d ¢
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Transfer Lysis Bindung Waschvorgang Elution DNA

Abbildung 2: DNA-Isolation (Prinzip der Methode)
Adaptiert aus dem Handbuch fiir die Isolation der DNA (QIAAmp Fast DANN Handbook, Qiagen,

Hilden, Deutschland).

3.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Prinzip der Methode
Die Bestimmung der Konzentration erfolgte mittels photometrischer Analyse bei einer
Wellenldnge von 260 nm. Bei dieser Wellenldnge weist die DNA die maximale

Absorptionskapazitit auf. Die Berechnung erfolgte nach dem Lambert-Berr’schen Gesetz:

35



C=E 20mm x f/(e x d)

C — Konzentration der DNA in ng/pl

E 260 nm— gemessener Extinktionswert bei 260 nm Wellenldnge

F — Verdiinnungsfaktor

e - Extinktinskoeffizient (fiir Doppelstrang-DNA — 50 ! ul/ng)

d — Schichtendicke (1 cm)

Fiir die Messungen wurde 1:10 Verdiinnungen hergestellt, bei dieser Konzentration lagen die
Extinktionswerte zwischen 0,1 und 1, was einer linearen Beziehung zwischen der C und E
entspricht. Die Messung erfolgte in einem Photometer der Fa. Biochrom. Eine Verunreinigung der
DNA mit Proteinen, die im Rahmen des Isolierungsprozesses auftreten kann, kann durch die

Bestimmung der Ratio der Absorption bei 260/280 nm abgeschétzt werden.

Zielgrofen:
Konzentration > 20 ng/pl
260/280 nm Ratio 1,6 —2,0

Bei den von den ZielgréBen abweichenden Werten wurde der Isolationsschritt wiederholt.

Durchfiihrung der Methode

Leerwertbestimmung und Reinigung der Kiivette

Die Kiivette wurde durch 5-maliges Spiilen mit je 150 pl Aqua dest. gereinigt. Nach der Eingabe
der Kiivettenschichtdicke, der Konzentrationseinheiten, den Verdiinnungsfaktor sowie
Wellenldnge des Probenspektrums wurde 100 pl Aqua dest in die gereinigte, trockene Kiivette

hineinpipettiert. Danach folgte die Messung des Leer/Bezugswertes.

Messung der DNA-Konzentration der einzelnen Proben
Nach dem Auftauen der DNA-Eluate wurden die Proben sorgfiltig gevortext (15 sec, hochste

Stufe). AnschlieBend wurde 90 pl Aqua dest. in ein 1,5 ml Plastikréhrchen hineinpipettiert, dazu
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wurde 10 pl der DNA-Probe addiert und 15 sec bei hochster Stufe vermischt. Die Losung wurde
danach in die gereinigte, trockene Kiivette {iberfiihrt und anschlieBend im Spektrophotometer
gemessen. Nach jeder einzelnen Messung wurde die Kiivette durch 5-maliges Spiilen mit je 150

ul Aqua dest gereinigt.

3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Prinzip der Methode

PCR kommt zum Einsatz meistens in medizinischen und biologischen Laboratorien. Dabei kann
die Methode in einer Reihe von verschiedenen Szenarien eingesetzt werden. So kann man mittels
PCR Vaterschaft- bzw. Verwandschaftsanalysen betreiben, Erbkrankheiten identifizieren,

forensische Gutachten erstellen und vieles mehr.

Der grofle Vorteil der Methodik besteht darin, dass fiir die PCR sehr wenig Ausgangsmaterial
benoétigt wird. Die Methode ist hoch sensitiv, in manchen Fillen geniigt ein einziges DNA-
Molekiil. Wahrend der Kettenreaktion wird ein kleiner Teil eines langen DNA-Strangs durch das
Enzym DNA-Polymerase verdoppelt. Dieser DNA-Abschnitt wird durch die Primer - kurze,
kiinstliche DNA-Stiicke, die exakt mit dem Beginn bzw. dem Ende des zu kopierenden Strangs

iibereinstimmen und als Matrize dienen- festgelegt.

Der PCR-Prozess besteht aus mehreren Wiederholungen. In der Regel sind bis zu 40
Wiederholungen ausreichend. Diese Wiederholungen werden als Zyklen genannt und bestehen aus

drei folgenden Schritten (siche Abbildung 3):

1. Melting (Denaturierung/Schmelzen). Wéhrend dieser ersten Phase wird die
doppelstrangige DNA in ihre zwei Strange aufgeteilt. Dies erfolgt bei 96°C und
dauert in der Regele 30 bis 60 Sekunden.
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2. Annealing (Anlagerung). In diesem Schritt lagern sich die Primer an die in der
ersten Phase frei gewordenen einzelnen DNA-Stridnge an. Die Anlagerung erfolgt
iiblicherweise bei Temperaturen von 37 bis 65°C und dauert zwischen 30-120
Sekunden. Spiter lagert sich die DNA-Polymerase an die angelagerten Primer an.
Derzeit wird iiblicherweise eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet. Diese
aus Bakterien heifler Quellen stammende DNA-Polymerase, wird im Gegensatz zu
den meisten anderen Enzymen durch den Melting-Schritt nicht deaktiviert. Der
Name Tagq erhielt die Polymerase nach ihrem Ursprungsorganismus Thermophilus
aquaticus.

3. Elongation (Verlingerung). Im Elongation-Schritt wird der fehlende zweite Strang
erstellt. Dies erfolgt mithilfe von DNA-Polymerase, die an der einzelstrangigen
DNA entlanglduft. Die Elongation erfolgt liblicherweise bei 65-80°C und dauert

30-120 Sekunden an.

Bei jedem Zyklus wird die DNA verdoppelt. Somit steigt die DNA-Menge exponentiell mit Basis
2 an. So werden theoretisch in 40 Zyklen von einem DNA-Strang 2% = 1.099.511.627.776 exakte
Kopien von dem durch die Primer definierten DNA-Segment angefertigt. Aufgrund der moglichen
Fehler wiahrend des Amplifikationsprozesses ist es ratsam, die Anzahl der Zyklen zu begrenzen.

In der Regel wird die PCR mit maximal 40 Zyklen durchgefiihrt.
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Abbildung 3: PCR (Prinzip der Methode)
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3.6 Primersequenz-spezifische (SSP) PCR

Prinzip der Methode

Die Methode basiert auf dem Prinzip, dass die Primer mit einer kompletten Ubereinstimmung eine
deutlich hohere Amplifikationseffizienz der Zielsequenz haben als mismatchte Primer. Das
Primerpanel ist so ausgesucht, dass nur ein Allel des entsprechenden Gens eine perfekte
Ubereinstimmung hat. Unter den streng kontrollierten PCR-Bedingungen kommt es zur
Amplifikation der Targetsequenz nur bei dem Einsatz perfekt gemachter Primer. Dagegen zeigen
die mismatchte Primerpaare keine Amplifikation der Zielsequenz (Targetsequenz).

Nach dem PCR-Prozess werden amplifizierte DNA-Fragmente durch eine Gelelektropherese
aufgetrennt und mittels Ethidiumbromidfirbung und UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Interpretation der PCR-Ergebnisse basiert auf dem Nachweis eines spezifischen DNA-Fragments.
Als interne Qualitétskontrolle (Ausschluss eines Pipettierfehlers, Prasenz der PCR-Inhibitoren
usw.) wurden in jeder PCR-Reaktion Kontrollprimer verwendet. Diese Primer amplifizieren eine
konservierte Region des humanen Beta-Globin-Gens, das in jeder DNA-Probe vorhanden ist, und

beweisen somit die Integritit der PCR-Reaktion.

Interpretation der Ergebnisse

Nach der erfolgreich durchgefiihrten PCR erwartet man 2 Banden. Bei dem Vorhandensein der
spezifischen Bande (Zytokin-Allel) kann es dazu kommen, dass das Produkt interner
Kontrollprimer sehr schwach oder ganz abwesend ist. Dies kann aufgrund der Unterschiede in der
Konzentration und der Schmelztemperatur zwischen den spezifischen und Kontrollprimern

auftreten. Das amplifizierte DNA-Fragment der spezifischen Zytokinprimer ist kleiner als die
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interne Kontrolle und groesser als Primerdimere. Daher wird das spezifische DNA-Fragment auf

dem Gel zwischen dem internen Kontrollprodukt und den Primerdimeren visualisiert.

Positives Ergebnis Negatives Ergebnis
Geltasche ( ] [ J
Interne Positivkontrolle CC—— —

Spezifische Bande _

Primerdimere

Abbildung 4: Auswertung der Ergebnisse nach einer SSP-Gelelektrophorese. Abgebildet ist eine
schematische Darstellung der Datenauswertung. Die obere Bande stellt eine interne
Positivkontrolle. Um falsch negative Ergebnisse auszuschlieBen ist die Integration einer
Positivkontrolle in den Test essentiell. Die Positivkontrolle beinhaltet das sogenannte House
keeping gene, das in jeder Zelle vorkommt. Aus diesem Grund soll jede Probe, die kein
spezifisches Produkt aufweist, eine leuchtende Bande der internen Positivkontrolle im Gel
aufweisen. Die Bande der Positivkontrolle hat eine grofere Molekularmasse im Vergleich zur
spezifischen Bande. Aus diesem Grund erscheint die spezifische Bande immer unterhalb der
Bande der Positivkontrolle. Die untere Bande korrespondiert mit den Primerdimeren mit der
niedrigsten Molekularmasse im Vergleich zu der Positivkotrolle und dem spezifischen Produkt.
Die beiden Banden dienen zur Orientierung fiir die Lage der Typisierungsbande, die entsprechend

ihrer Grofle zwischen der Kontrollbande und Primerdimere-Bande liegt.
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Durchfiihrung der Methode

Die Analyse der TNF-alpha, TGF-beta, [FN-gamma, IL-10, and IL-6-Genpolymorphismen wurde
mittels Primersequenz spezifische PCR (SSP-PCR) nach Anleitung des Herstellers (One Lambda,
USA) durchgefiihrt. Zusammengefasst, 50-100 ng isolierter DNA in 1pl Volumen wurde zu einem
Master-Mix (Zusammensetzung des Master-Mixes: 7 pl D-Mix, 0.05 pl Taq Polymerase (5
units/pl) und 2 pl vom entsprechenden Primer) zugefiigt. Die PCR wurde nach dem folgenden
Schema durchgefiihrt:

9 Zyklen:

96°C fiir 30 s

63°C fiir 60 s

20 Zyklen:

96°C fiir 10 s

59°C fiir 50 s

72°C fiir 30 s

Um eine Kontamination auszuschlieBen wurde bei jedem PCR-Lauf eine Negativkontrolle (Aqua

dest) mitgefiihrt.

3.7 Gelelektrophorese

Prinzip der Methode

Die durch die PCR amplifizierten DNA-Abschnitte werden mit Ladepuffer versetzt um die
Sedimentation der PCR-Produkte in den Geltaschen zu gewéhrleisten. Die selbst negativ geladene
DNA wird im Bereich der Kathode aufgetragen und wandert aufgrund ihrer Ladung im
elektrischen Feld zu positivem Pool. Da das Agarose-Gel aus vernetzten Molekiilen besteht,

wandern kleine Nukleinsduremolekiile im Gel weiter als grofere. Die Position auf dem Gel kann
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also Aussage iliber das Molekulargewicht des spezifischen Amplifikationsproduktes (sog.
Amplikons) geben. Das Ethidiumbromid, das im Agarose-Gel vorhanden ist, interkaliert in die
DNA und gibt unter der UV-Licht-Anregung einen Fluoreszenzsignal, den man als so genannte

Banden visualisieren kann.

Durchfiihrung der Methode

Das Amplifikat wurde mittels Elektropherese analysiert. Dazu wurde ein 2%-iges Agarosegel
hergestellt. Die Agarose wurde in 150 ml TAE-Puffer aufgekocht, mit 6 pl Ethidiumbromid
versetzt und zu horizontalen, etwa 5-8 mm starken Gelen mit ca. 48 Probentaschen per Gel
gegossen. Zur Auftrennung wurde das PCR-Produkt in die Taschen des Gels aufgetragen. Als
GroBenstandard wurde 1 kbp-Marker pipettiert. Die Elektrophorese fand bei 140 V iiber 30 min
in TAE als Laufpuffer statt. Die PCR-Produkte im Gel wurden mittels des
Videodokumentationssystems Bioprint DS und dessen Software BioCapt 97 visualisiert und
dokumentiert. Die durch den Assay gewonnenen Genotypergebnisse wurden jeweils dem dazu

publizierten Phénotyp zugeordnet.

3.8 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden durchgefiihrt unter Verwendung von SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences, Version 9.0). Aus den gewonnen Ergebnissen wurden Genotypfrequenzen
sowie Hardy-Weinberg-Equillibrium ermittelt. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde
mittels der Gleichung (p? + 2pq + g*> = 1) fiir den Genotyp errechnet, wobei p die Hiufigkeit des
Auftretens des Allels A und g die Allelhdufigkeit des Allels B fiir einen Genotyp darstellt, der
durch ein Allelepaar (A und B) kontrolliert wird. Nach der Erstellung der 2 x 2 Kontingenztabelle
wurde Chi-Quadrat-Test mit Korrektur nach Yates sowie Fisher’s exact test zur Ermittlung der

signifikanten Unterschiede zwischen Parodontitis- und Kontrollgruppe durchgefiihrt. P-Werte <
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0,05 wurden als signifikant betrachtet. Fiir Variablen mit signifikanten Unterschieden (p < 0,05)
zwischen den Gruppen wurden Odds Ratio und relatives Risiko mit 95% Konfidenzintervallen

errechnet.
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3.9 Materialen und Reagenzien
Liste der Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

dNTPs Dulbecco’s

AmpliTaq DNA-Polymerase
Qiagen DNA Isolation Kit ,,Mini*
Proteinase K

Dest wasser

Cytokine genotyping kit

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Braun, Bad Melsungen

One Lambda, Canoga Park, USA

Elektrophorese

Laufpuffer TBE (10 X):

890 mM Tris
890 mM Borsidure
0 mM EDTA pH 8

Ladepuffer (6 X):

2 mM EDTA
20 % Ficoll 400

0,25 % Orange G

45




3.10 Gerite und Hilfsmittel

Gerit

Hersteller

Mikrozentrifuge
Vortex-Mischgerét

diverse Kolbenhubpipetten
Thermoheizblock
Kiihlgefrierkombination

Autoklav

Elektrophoresekammer und Zubehor
Gefrierschrinke

Gel Imager & E.A.S.Y.Enhanced Analyses System
Mikrowellengerét

pH-Meter

Schiittelinkubator Thermostat 5320
Schiittler, Vortex MS2 Minishaker
Thermocycler 9600

Thermocycler 9700
Vakuum-Zentrifuge

Concentrator 5301

Waage

Wasserbad

Ultraspec 2100 pro
Mikro-Quarzkiivette (80-2103-69)

Eppendorfgefile (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)
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Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe
Gossner, Hamburg Centrifuge
Eppendorf, Hamburg

Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe
Herolab, Wiesloh

Bosch, Gerlingen-Schillerh6he
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Waltham, USA
Perkin Elmer, Waltham, USA
Renner GmbH, Dannstadt
Renner GmbH, Dannstadt
Herolab, Wiesloch

Heraeus, Osterode

Biochrom Ltd.

Biochrom Ltd

Eppendorf, Hamburg




Falcon Tubes 15 mL Falcon, Oxnard, USA

Falcon Conical Tubes 50 Falcon, Oxnard, USA
Sterile Filtertips mit “sealing filter” Roth, Karlsruhe
Pipetten 10, 100, 1000 pl Eppendorf, Hamburg
Pasteurpipetten Sartorius, Gottingen
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Kohorten

Als Probanden standen 122 Patienten mit chronischer Parodontitis (sog. Fall-Gruppe), die
aufgrund ihrer Erkrankung in der zahnirztlichen Praxis behandelt wurden, zur Verfligung.
Schwangere Frauen und Patienten mit medikamentenpflichtigen Erkrankungen (wie Diabetes
mellitus, Autoimmun- oder andere systemische Erkrankungen) wurden aus der Studie
ausgeschlossen. Die Studie wurde von der zustindigen Ethikkommission der Charité —
Universititsmedizin Berlin bewilligt, ein positives Votum wurde erteilt (EA2/063/05). Alle
Studienteilnehmer wurden iiber die Studie ausflihrlich aufgekldrt und erteilten ihre
Einverstindniserkldrung vor dem Einschluss in die Studie.

Innerhalb dieser Gruppe lag das Alter zwischen 24 und 69 Jahren und das mediane Alter betrug
43,3 Jahre. 41% waren Raucher. Das Verhiltnis von Méannern zu Frauen betrug 57% / 43%. Alle
Patienten waren Kaukasier und hatten die Diagnose einer generalisierten chronischen Parodontitis.
Die Kontrollgruppe bestand aus 114 nicht verwandten, ethnisch tibereinstimmenden kaukasischen
Personen. Die Probanden zeigten keine Anzeichen einer Parodontitis, wie durch das Fehlen eines
klinischen Attachmentverlusts, keine Stellen mit einer Sondierungstiefe iiber 3 mm und keine
Beobachtung von Blutungen beim Sondieren definiert wurde. Da die erste Manifestation einer
chronischen Parodontitis bis zum Alter von 40 Jahren auftreten kann, wurde die Kontrollgruppe
aus Patienten ohne Anzeichen einer Parodontitis und einem Alter {iber 40 Jahren ausgewahlt. Die
Kontrollgruppe wurde auf das Verhéltnis von Mannern zu Frauen und den Raucherstatus auf die
Fall-Gruppe abgestimmt. So lag das Alter in der Kontrollgruppe zwischen 41 und 56 Jahre und
das mediane Alter betrug 47,2 Jahre. Das Verhiltnis von Ménnern zu Frauen betrug 54% / 46%.
Der Anteil der aktiven Raucher in der Kontrollgruppe lag zum Zeitpunkt der Untersuchung bei 38
%. Der statistische Vergleich der demografischen Patientendaten ergab, dass es keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen bestand (Tabelle 1).
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Patienten mit | Kontrollgruppe (n= | Unterschiede
Parodontitis (n=122) | 114)

Alter:  Range in | 24 —69 (43,3) 41 —56 (47,2) n.s.

Jahren (Median)

Anteil 57/43 54/46 n.s.

Mainner/Frauen in %

Anteil der Raucher in | 41 38 n.s.

%

Tabelle 1: Demografische Charakterisierung der Studienpatienten

n.s. — nicht signifikant
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4.2. Assoziation zwischen -1741L-6-CC-Poylmorphismus und der chronischen Parodontitis

Die Identifizierung genetischer Risikofaktoren erfolgt in einer Fall-Kontroll-Studie unter der
Annahme, dass genetische Verdnderungen von einer Generation zu der Nachsten unverdndert
bleiben. Diese in einer Population konstant bleibenden genetischen Variationen sind unter dem
Begriff Hardy-Weinberg-Gleichgewicht oder Hardy-Weinberg-Gleichung (englisch: Hardy-
Weinberg-Equilibrium) bekannt. Eine Abweichung von Hardy-Weinberg-Equilibrium kann auf
systematische Fehler bei Genotypisierung, unerwartete Populationsstruktur oder Vorhandensein
homologer Regionen im Genom hinweisen. Aus diesem Grund wurde in unseren Untersuchungen
zundchst immer gepriift, ob die Allel- bzw. Genotypverteilungen den Kriterien des Hardy-
Weinberg-Equilibriums erfiillen.

Die Genotypverteilungen fiir -174IL-6-CC-Polymorphismus entsprachen dem Hardy-Weinberg-
Equilibrium. Der Gruppenvergleich in Bezug auf -174IL-6-Einzelnukleotidpolymorphismen
zeigte einen signifikanten Unterschied in der Verteilung vom -1741L-6-Polymorphismus zwischen
den Patienten mit chronischer Parodontitis und der gesunden Kontrollgruppe. Der Genotyp -
1741L-6CC, was phenotypisch einer niedrigeren Produktion des IL-6 entspricht, wurde bei 41,9 %
der Patienten mit Parodontitis gefunden. Dagegen konnte dieser Genotyp nur bei 27,6 % der
Kontrollgruppe detektiert werden (P=0.0283) (Tabelle 1). Das Odds Ratio betrug 1.896 bei einem
95%-igen Konfidenzintervall von 1.106-3.250. Das relative Risiko war 1.520 bei einem 95%-igen

Konfidenzintervall von 1.068-2.183.

Interne Kontrolle

Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

123 45H067 8 9 10H,0
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4—| Interne Kontrolle I

4—| Spezifisches Produkt = Polymorphismus

41 primerdimere

1 23 45H06 7 8 9 10H,0

Abbildung 6: Analyse von SNP im -1741L-6-Gen (Exemplarisches Bild)

Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter
UV-Beleuchtung. Das obere Bild demonstriert Ergebnisse einer PCR unter Anwendung der -
1741L-6-Polymorphismus C-Primer. Das untere Bild zeigt PCR-Ergebnisse bei der Anwendung -
1741L-6-Polymorphismus G-spezifischen Primer. Von jeder Probe wurde das entsprechende
Amplifikat (PCR-Produkt) in die Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Wasser
(H20) verwendet. 10 verschiedene Patientenproben sind jeweils aufgetragen. Der Nachweis eines
spezifischen -174IL-6 Genproduktes erfolgt durch die mittlere Bande. Der fehlende Nachweis der
mittleren Bande bei einer sichtbaren oberen Bande (interne Kontrolle) zeigt, dass der
entsprechende Polymorphismus nicht vorhanden ist. Der Nachweis der spezifischen Bande im
oberen Bild entspricht dem Vorhandensein eines C-Allels und im unteren Bild — dem
Vorhandensein eines G-Allels. Beim gleichzeitigen Nachweis beider Banden ist der Patient

heterozygot (GC), bei jeweils nur einem Nachweis (G oder C) — homozygot.

Genotyp Phinotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert | Odds-Ratio RR

-174IL-6 N=124 N=116 0,0283 1,896 1,52
CC Niedrig 46 40

GG+GC Hoch 72 74
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Tabelle 2: Verteilung der -174IL-6-Einzelnukleotidpolymorphismen in der

Parodontitisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4.3 Negative Assoziation zwischen dem TGF-betal-Codon 25-GG-Polymorphismus und der
chronischen Parodontitis

Die Verteilung der Genotypen in der Population erfiillten Hardy-Weinberg-Kriterien. Der TGF-
betal (codon 25) GG Genotyp, das mit einer erhdhten Zytokinproduktion assoziiert ist, wurde
signifiant hdufiger in der Kontrollpopulation als bei den Patienten mit Parodontitis festgestellt
(P=0.0421). Von 118 eindeutig identifizierten TGF-betal Codon 25-Gernpolymorphismen bei
Patienten mit Parodontitis konnte man bei 90 Patienten das Genotyp GG und bei 28 Patienten
Genotypen CG und CC feststellen. Dagegen wurde von 112 identifizierten TGF-betal Codon 25-
Gernpolymorphismen der Kontrollgruppe 98 mit dem Genotyp GG und nur 14 mit dem Genotyp
CG/CC festgestellt. Dies entsprach einem Odds Ratio (OR) von 0.459 bei einem 95%-igen
Konfidenzintervall von 0.230-0.920. Das relative Risiko fiir die gleiche Fragestellung betrug 0.872

bei einem 95%-igen Konfidenzintervall von 0.785-0.985.

Interne Kontrolle

Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

123 45H06 7 8 9 10H,0

<= |Interne Kontrolle

4—| Spezifisches Produkt = Polymorphismus
<_| Primerdimere |

123 45H06 7 8 9 10H,0
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Abbildung 6: Analyse von SNP im TGF-betal Codon 25 (Exemplarisches Bild)

Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter

UV-Belichtung. Von jeder Probe wurde das entsprechende Amplifikat (PCR-Produkt) in die

Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Wasser (H20) verwendet. 10 verschiedene

Patientenproben sind aufgetragen. Der Nachweis eines spezifischen TGF-beta Genproduktes (C-

Allel) erfolgt durch die mittlere Bande. Der fehlende Nachweis der mittleren Bande bei einer

sichtbaren oberen Bande (interne Kontrolle) zeigt, dass der entsprechende Polymorphismus (C-

Allel) nicht vorhanden ist. Ein dhnliches Prinzip gilt auch fiir das untere Bild. Der Nachweis der

spezifischen Bande entspricht dem Vorhandensein eines G-Allels. Bei einem Nachweis im oberen

und unteren Bild ist der Patient heterozygot GC, bei jeweils nur einem Nachweis — homozygot (C

oder G).
Genotyp Phénotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert | Odds-Ratio RR
TGF-bl C25 N=118 N=112 0,0421 0,459 0,872
GG Hoch 90 98
GC+CC Niedrig 28 14

Tabelle 3: Verteilung der TGF-betal Codon 25-Einzelnukleotidpolymorphismen in der
Parodontitisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4.4 -10821L-10-Einzelnukleotidpolymoprhismus in Patienten mit chronischer Parodontitis
und in der Kontrollgruppe

Ahnlich wie bei den TGF-betal-Codon 25 und IL-6-Genpolymorphismen wurden fiir -10821L-10,
-308TNF-alpha-, TGF-betal (codon 10)- und +874IFN-y-Polymorphismen Chi-Quadrat-Test mit
der Korrektur nach Yates sowie Odds Ratio und relatives Risiko mit dem 95%-igen
Konfidenzintervall berechnet.

Von 118 eindeutig identifizierten -1082IL-10-Genpolymorphismen bei Patienten mit Parodontitis
konnte man bei 36 Patienten den Genotyp AA und bei 82 Patienten Genotypen AG und GG
feststellen. Ahnlich wurde in der Kontrollgruppe 30 von 112 Patienten mit dem Genotyp AA und
84 von 112 Patienten mit dem Genotyp AG/GG identifiziert. Die statistische Auswertung
erbrachte keine signifikanten Unterschiede in der -1082IL-10-Genotypverteilung zwischen den

Gruppen. (Tabelle 4).

ey I W T Y gy e Interne Kontrolle

25 e Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

1 2 3 4 5H06 7 8 9 10H,0

4—| Interne Kontrolle |

<—| Spezifisches Produkt = Polymorphismus
'| Primerdimere |

123 4 5H,067 8910H,0

Abbildung 7: Analyse von SNP im -1082 Interleukin-10 (exemplarisches Bild)
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Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter
UV-Beleuchtung. Das obere Bild demonstriert Ergebnisse einer PCR unter Anwendung -1082IL-
10-Polymorphismus A-Primer. Das untere Bild zeigt PCR-Ergebnisse bei der Anwendung -1082-
IL-10-Polymorphismus G-spezifischer Primer. Von jeder Probe wurde das entsprechende
Amplifikat (PCR-Produkt) in die Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Wasser
(H20) verwendet. 10 verschiedene Patientenproben sind jeweils aufgetragen. Der Nachweis eines
spezifischen -1082IL-10-Genproduktes erfolgt durch die mittlere Bande. Der fehlende Nachweis
der mittleren Bande bei einer sichtbaren oberen Bande (interne Kontrolle) zeigt, dass der
entsprechende Polymorphismus nicht vorhanden ist. Der Nachweis der spezifischen Bande im
oberen Bild entspricht dem Vorhandensein eines A-Allels und im unteren Bild — dem
Vorhandensein eines G-Allels. Beim gleichzeitigen Nachweis beider Banden ist der Patient

heterozygot (AG), bei jeweils nur einem Nachweis (A oder G) — homozygot.

Tabelle 4:

Vergleich der
Parodontitisgruppe mit der Kontrollgruppe

-10821L-10-Einzelnukleotidpolymorphismen
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Genotyp Phénotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert
-1082IL-10 N=118 N=114 NS
AA Niedrig 36 30
GG+AG Hoch 82 84




4.5 Verteilung von -308TNF-alpha-SNP in Patienten mit chronischer Parodontitis und in
der Kontrollgruppe

Die Analyse des -308TNF-alpha-Genpolymorphismus zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede. 6 von 122 analysierten Genotypen der Parodontits-Gruppe waren homozygot fiir
das Allel A, und 116 von 122 Parodontitis-Patienten waren homo-oder heterozygot fiir das Allel
G. Die Kontrollgruppe zeigte dhnliche Verteilung mit 8 von 110 Patienten mit dem Genotyp AA

und 102 von 110 Patienten mit den Genotypen AG/GG.

<—| Interne Kontrolle |
¢ ‘| Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

12 34 5H067 89 10H,0

4—' Interne Kontrolle |
Spezifisches Produkt = Polymorphismus

4—| Primerdimere |

123 4 5H06 7 89 10 HoO

Abbildung 8: Analyse von SNP im -308 TNF-alpha (Exemplarisches Bild)

Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter
UV-Beleuchtung. Das obere Bild demonstriert Ergebnisse einer PCR unter Anwendung der -
308TNF-alpha-Polymorphismus A-Primer. Das untere Bild zeigt PCR-Ergebnisse bei der
Anwendung -308 TNF-alpha-Polymorphismus G-spezifischen Primer. Von jeder Probe wurde das
entsprechende Amplifikat (PCR-Produkt) in die Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle
wurde Wasser (H2O) verwendet. 10 verschiedene Patientenproben sind jeweils aufgetragen. Der
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Nachweis eines spezifischen -1082TNF-alpha-Genproduktes erfolgt durch die mittlere Bande. Der

fehlende Nachweis der mittleren Bande bei einer sichtbaren oberen Bande (interne Kontrolle)

zeigt, dass der entsprechende Polymorphismus nicht vorhanden ist. Der Nachweis der spezifischen

Bande im oberen Bild entspricht dem Vorhandensein eines A-Allels und im unteren Bild — dem

Vorhandensein eines G-Allels. Beim gleichzeitigen Nachweis beider Banden ist der Patient

heterozygot (AG), bei jeweils nur einem Nachweis (A oder G) — homozygot.

Genotyp Phénotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert
-308TNF-a N=122 N=110 NS
AA Hoch 6 8
GG+AG Niedrig 116 102
Tabelle 5: Vergleich der -308TNF-alpha-Einzelnukleotidpolymorphismen

Parodontitisgruppe mit der Kontrollgruppe
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4.6 Verteilung von +8741FN-gamma-Genpolymorphismus in Patienten mit chronischer
Parodontitis und in der Kontrollgruppe

Keine Unterschiede gab es auch fir den +874IFN-gamma-Genpolymorphismus. In der
Parodontitis-Gruppe zeigten 46 von 118 Patienten den Genotyp AA und 72 Patienten wurden mit
dem Genotyp TT/AT identifiziert. Die Kontrollgruppe zeigte ebenfalls 40 von 114 Probanden mit

dem Genotyp AA und 74 Patienten mit dem Genotyp TT/AT.

Interne Kontrolle

Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

12 3 4 5H067 8 9 10H,0

4—' Interne Kontrolle

Spezifisches Produkt = Polymorphismus

Primerdimere

123 45H06 7 8 9 10H,0

Abbildung 9: Analyse von SNP im +874 Interferon-gamma (Exemplarisches Bild)

Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter
UV-Beleuchtung. Das obere Bild demonstriert Ergebnisse einer PCR unter Anwendung der +874
Interferon-gamma-Polymorphismus A-Primer. Das untere Bild zeigt PCR-Ergebnisse bei der
Anwendung T-spezifischen Primer. Von jeder Probe wurde das entsprechende Amplifikat (PCR-
Produkt) in die Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Wasser (H20) verwendet. 10
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verschiedene Patientenproben sind jeweils aufgetragen. Der Nachweis eines spezifischen

Genproduktes erfolgt durch die mittlere Bande. Der fehlende Nachweis der mittleren Bande bei

einer sichtbaren oberen Bande (interne Kontrolle) zeigt, dass der entsprechende Polymorphismus

nicht vorhanden ist. Der Nachweis der spezifischen Bande im oberen Bild entspricht dem

Vorhandensein eines A-Allels und im unteren Bild — dem Vorhandensein eines T-Allels. Beim

gleichzeitigen Nachweis beider Banden ist der Patient heterozygot (AT), bei jeweils nur einem

Nachweis (A oder T) — homozygot. Die Qualitit der Probe 8 im unteren Bild ist schlecht (weder

die interne Kontrolle noch die spezifische Bande konnte dargestellt werde). Diese Proben zeigt

exemplarisch, welche Ergebnisse aufgrund der unzureichenden Qualitédt abgelehnt und wiederholt

wurde.
Genotyp Phénotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert
+8741FN-g N=118 N=114 NS
AA Niedrig 46 40
TT+AT Hoch 72 74

Tabelle 6: Vergleich der +874IFN-gamma-Einzelnukleotidpolymorphismen
Parodontitisgruppe mit der Kontrollgruppe
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4.7 Verteilung von TGF-betal (codon 10)-Polymorphismus in Patienten mit chronischer
Parodontitis und in der Kontrollgruppe

Fir den TGF-betal (codon 10)-Polymorphismus gab es genauso wie auch fiir die 3
vorbeschriebenen Zytokinpolymoprhismen keine Assoziationen. 20 von 116 identifizierten
Genotypen in der Parodontitis-Gruppe entsprachen dem CC-Genotyp und 96 Patienten zeigten den
Genotyp TT/TC. In der Kontrollgruppe lag die Frequenz des CC-Genotyps bei 15 % (18 von 116

Probanden) und der Genotyp TT/TC wurde bei 98 von 116 Probanden festgestellt.

4—| Spezifisches Produkt = Polymorphismus
4_| Primerdimere |

123 45H06 7 8 9 10H,0

4—| Interne Kontrolle |

4—| Spezifisches Produkt = Polymorphismus
4_l Primerdimere |

1 234 5H06 7 8 9 10 H,0

Abbildung 10: Analyse von SNP im TGF-betal Codon 10 (Exemplarisches Bild)

Die Abbildung zeigt exemplarisch Ergebnisse eines SSP-PCR-Laufs auf einem Agarosegel unter
UV-Beleuchtung. Das obere Bild demonstriert Ergebnisse einer PCR unter Anwendung der TGF-
betal Codon 10 C-Primer. Das untere Bild zeigt PCR-Ergebnisse bei der Anwendung der T-
spezifischen Primer. Von jeder Probe wurde das entsprechende Amplifikat (PCR-Produkt) in die

Geltasche aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Wasser (H20) verwendet. 10 verschiedene
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Patientenproben sind jeweils aufgetragen. Der Nachweis eines spezifischen Genproduktes erfolgt
durch die mittlere Bande. Der fehlende Nachweis der mittleren Bande bei einer sichtbaren oberen
Bande (interne Kontrolle) zeigt, dass der entsprechende Polymorphismus nicht vorhanden ist. Der
Nachweis der spezifischen Bande im oberen Bild entspricht dem Vorhandensein eines C-Allels
und im unteren Bild — dem Vorhandensein eines T-Allels. Beim gleichzeitigen Nachweis beider

Banden ist der Patient heterozygot (CT), bei jeweils nur einem Nachweis (C oder T) — homozygot.

Genotyp Phénotyp Parodontitis Kontrolle P-Wert
TGF-b1 C10 N=116 N=116 NS
CcC Niedrig 20 18
TT+TC Hoch 96 98

Tabelle 7: Vergleich der TGF-beta Codon 10-Einzelnukleotidpolymorphismen in der
Parodontitisgruppe mit der Kontrollgruppe
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4.8 IL-6 und TGF-betal-Genpolymorphismen als voneinander unabhingige

Risikofaktoren

Um zu priifen, ob IL-6 und TGF-betal (codon 25) SNPs 2 voneinander unabhingige
Risikofaktoren fiir die Entstehung der chronischen Parodontitis darstellen, wurde multivariate
Analyse (MANOVA) durchgefiihrt. —174IL-6 sowie TGF-betal (codon 25) SNPs zusammen mit
dem Patientenalter, Geschlecht und Raucherstatus wurden der o.g. Analyse unterzogen. Die
Multivarianzanalyse bestétigte die Rolle
Genpolymorphismen als unabhéngige Risikofaktoren fiir die Entwicklung der chronischen

Parodontitis. Keine weiteren Risikofaktoren konnten identifiziert werden.

der

—174IL-6 und TGF-betal

Parodontitis Kontrolle P-Wert
Genotyp Phenotyp N /Frequenz N /Frequenz
-1082IL-10 N=118 N=114 NS
AA Niedrig 36/0.305 30/0.263
GG+AG Hoch 82 /0.695 84 /0.737
-308TNF-a N=122 N=110 NS
AA Hoch 6/0.049 8/0.073
GG+AG Niedrig 116 /0.951 102 /0.927
+8741FN-y N=118 N=114 NS
AA Niedrig 46 /0.390 40/0.351
TT+AT Hoch 72/0.610 74 /0.649
-174IL-6 N=124 N=116 0.0283*
CC Niedrig 52/0.419 32/0.276
GG+GC Hoch 72 /0.581 84/0.724
TGF-B1 C10 N=116 N=116 NS
CC Niedrig 20/0.172 18/0.155
TT+TC Hoch 96/0.828 98 /0.845
TGF-B1 C25 N=118 N=112 0.0421**
GG Hoch 90/0.763 98/0.875
GC+CC Niedrig 28/0.237 14/0.125

63

(codon 25)-




Tabelle 8: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zum Vergleich der
Genotypverteilungen von -10821L-10, -308TNF-alpha, TGF-betal (codon 10, 25), -1741L-6
und +874IFN-gamma Einzelnukleotidpolymorphismen zwischen den Patienten mit
chronischer Parodontitis und der Kontrollgruppe

NS — nicht signifikant; * Odds Ratio und Konfidenzintervall lagen bei 1,896 bzw. 1,106-3,2;
Relatives Risiko betrug 1,520 bei einem Konfidenzintervall von 1,068-2,183.

** (Odds Ratio lag bei 0,459 mit einem Konfidenzintervall von 0,230-0,920; Relatives Risiko
betrug 0,872 mit einem Konfidenzintervall von 0,785-0,985.
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5. Diskussion

Unsere Studie basiert auf der Erkenntnis, dass bestimmte entziindungsférdernde und
entziindungshemmender Zytokine bei chronischen parodontalen Erkrankungen eine wichtige
pathogenetische Rolle spielen und einzelne genetische Verianderungen im Genom bestimmter
Zytokine zur Verdnderung der Zytokinexpression fithren konnen. Ausgehend aus diesen Daten
haben wir Untersuchungen von 6 Einzelnukleotidpolymorphismen im Genom von 5 Zytokinen in
einer Kohorte deutscher Patienten mit chronischer Parodontitis im Vergleich zu Alters- und
Geschlecht- und Lebensstill-gematchten gesunden Probanden analysiert. Die Analysen von IL-10
SNP an der Position -1082, TNF-alpha an der Position -308, TGF-betal im Codon 10 und 25, IL-
6 an der Position -174 und IFN-gamma an der Position +874 haben ein bestimmtes Muster
demonstriert. Dabei zeigten IL-6 und TGF-betal Codon 25 Genotypverteilungen, die mit erhdhter

Anfilligkeit fiir die Entstehung der chronischen Parodontitis assoziiert waren.

Assoziation von TGF-betal mit der chronischen Parodontitis

Zwei SNPs in der DNA-Sequenz, die die Leadersequenz des TGF betal kodiert, befinden sich an
Position +869 (Codon 10, T C, Leucinprolin) und Position +915 (Codon 25, G C, Argininprolin).
In der vorliegenden Studie wurde erstmalig eine negative Assoziation des Genotyps TGF-betal
(Codon 25) GG (Arg25 / Arg25) mit chronischer Parodontitis festgestellt. TGF-betal ist ein
pleiotropes Zytokin, das seit einiger Zeit bei Parodontalerkrankungen aufgrund seiner
Auswirkungen auf den Knochen- und Bindegewebsstoffwechsel grole Aufmerksamkeit auf sich
zieht (Soory et al., 1999). Fiir TGF betal wurde gezeigt, dass das Produktionsniveau unter
genetischer Kontrolle von SNPs in beiden Promotoren und im ersten Exon des TGF-betal-Gens
steht (Cambien et al., 1996). Das TGF-betal-Allel (Codon 25) G (Arg25) wurde mit einer hohen
TGF-betal-Produktion korreliert (Awad et al., 1998). Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen

einer genetischen Pradisposition fiir eine hohe TGF-betal-Produktion bei Patienten mit
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chronischer Parodontitis vorkommt. Somit legen unsere Daten nah, dass die gefundene negative
Polymorphismusassoziation einen negativen Effekt fiir Parodontitisentstehung darstellt.
Angesichts des Potenzials von TGF-betal, die Wundheilungsrate zu erhohen (Lee et al., 2004),
den Umbau des Bindegewebes und die Angiogenese zu beschleunigen (Merwin et al., 1990), ist
es moglich zu spekulieren, dass das Fehlen notwendiger biologischer Aktivitéten bei den Patienten
mit Parodontitis zu einem unzureichenden Umbau und einer unzureichenden Perfusion
zahntragender Gewebe fiihrt, die zur parodontalen Zerstérung beitragen. Dies wird zusétzlich
durch die Tatsache gestiitzt, dass die TGF-betal-Spiegel, die bei fortgeschrittener experimenteller
Parodontitis aus den Parodonatltaschen bestimmt wurden, vermindert waren (Skaleric et al., 1997).
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie beobachteten Holla et al. keine
Korrelationen zwischen den SNPs des TGF-betal-Gens (Codon 10, 25) und der Anfilligkeit fiir
Parodontitis bei kaukasischen Probanden tschechischer Nationalitét (Holla et al., 2002). Auch in
der Studie von Erciyas et al konnte keine Assoziation zwischen dem Polymorphismus im Codon
10 und der Parodontitis festgestellt werden (Erciyas et al., 2010). Allerdings betrachtete die letzte
Studie Patienten mit einer aggressiven Form der Parodontitis in Patienten aus Mittelmeerraum.
Diese widerspriichlichen Ergebnisse weisen auf die Bedeutung des ethnischen Hintergrunds in
Zytokin-SNP-Studien und / oder auf die unterschiedliche Anzahl von Patienten hin, die in die
verglichenen Studien aufgenommen wurden.

In mehreren weiteren Studien wurde die Rolle von weiteren Polymorphismen von TGF-betal
einschlieBlich —29C/T, -509C/T, und -788C/T analysiert (Holla et al., 2002; Kobayashi et al.,
2009; Atilla et al., 2006;). Auch hier ist die Datenlage nicht eindeutig und zum Teil
widerspriichlich, was neben der Schwere der Erkrankung auch durch die ethnischen Aspekte zu

erkldren ist (Cui et al., 2015; Atanasovska-Stojanovska et al., 2009).

Assoziation vom IL-6-Promoter-Polymorphismus und der chronischen Parodontitis
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In unserer Studie wurde der -174IL-6 CC-Genotyp, der fiir eine niedrige phénotypische IL-6-
Produktion kodiert, bei Parodontitis-Patienten hiufiger beobachtet als bei Kontrollpersonen (P =
0,0283). In Hinblick auf das Verstindnis der chronischen Parodontitis als eine Inflammation-
bedingte Erkrankung, und die bekannte Rolle von IL-6 fiir die Vermittlung der Inflammation, ist
unser Ergebnis zundchst kontraintuitiv. Auf der anderen Seite lassen sich unsere Ergebnisse im
Kontext der protektiven Rolle von IL-6 in der Ausbildung der Immunitit gegen verschiedene
Pathogene einordnen. Fiir mehrere pathogene Keime wurde die wichtige Rolle von IL-6 bereits
gezeigt. So konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass das Fehlen von IL-6 Produktion
innerhalb von 6 Wochen zur unkontrollierten bakteriellen Infektion und erhdhten Mortalitét fiihrt
(Dann SM et al., 2008). Auch in mehreren anderen Studien an genetisch veranderten Méusen legen
die Daten nah, dass IL-6 sowohl bei angeborenen als auch bei erworbenen Immunantworten eine
Rolle spielt, die den Wirt von einer Vielzahl von Infektionen schiitzt (Rose-John S et al., 2017).
Konsistent mit den Daten aus Tiermodellstudien sind die klinischen Patientendaten. So wurde
berichtet, dass der -174IL-6 G / C-Polymorphismus die Entwicklung einer Septikdmie bei
Frithgeborenen beeinflusst (Harding et al, 2003). Es ldsst sich daher annehmen, dass eine genetisch
bedingte niedrige IL-6-Produktion die erforderliche Abwehr gegen bakterielle Pathogene
einschlieBlich der oralen anaeroben grampositiven (Booth et al., 2004) und gramnegativen
anaeroben Bakterien (Lovegrove 2004) bei Parodontitis verhindert. Im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen berichteten Trevilatto und Kollegen eine positive Assoziation zwischen dem Genotyp
-1741L-6 GG ("High Producers") und der chronischen Parodontitis in einer Kohorte kaukasischer
Brasilianer (Trevilatto et al., 2003). Im Widerspruch dazu fanden Holla und Kollegen keinen
Zusammenhang zwischen dem -1741L-6 G / C-Polymorphismus und chronischer Parodontitis bei
kaukasischen Tschechen (Holla et al., 2004).

In weiteren Studien wurden Polymorphismen an anderen Positionen in IL-6 oder IL-6-

Rezeptorgenen analysiert. So wurde in einer weiteren chinesischen Studie die Rolle von IL-6-

67



1363 G/T und IL-6R + 48,892 A/C Polymorphismen fiir die erhohte Anfilligkeit fiir chronische
Parodontitis angenommen (Zhang et al, 2014). Dagegen wurde in der Metaanalyse von
Nikolopoulos und Kollegen keine Assoziation zwischen IL-6-Polymorphismus und der
chronischen Parodontitis gezeigt (Nikopoulos et al., 2008).

Man kann daher zusammenfassen, dass trotz zunehmender Berichte verschiedener Studien iiber
die mit Parodontitis verbundenen genetischen Polymorphismen eine grofle Inkonsistenz bei
bestimmten Polymorphismen besteht. Abgesehen von ethnischen Unterschieden konnte dies auf
viele Einfluss bzw. Biasfaktoren zurlickzufiihren sein, darunter klinische Diagnosen,
Umgebungsvariablen, biologische Plausibilitit, Penetranz und Design von Assoziationsstudien

(Kinane and Hart, 2003)

Assoziation zwischen dem -308TNF-alpha-Polymorphismus und der chronischen

Parodontitis

TNF-alpha ist ein Schliisselzytokin, das stark in die Entwicklung der Entziindung involviert ist. In
mehreren fritheren Studien wurde die Rolle von TNF-alpha Polymorphismen an den Positionen:
— 1031, — 863, — 857, — 376, — 308, und — 238 (Promotor) sowie + 489 (erstes Intron) fiir die
Entwicklung von Parodontitis in verschiedenen ethnischen Gruppen gezeigt.

So demonstrierten Yang et al. die Rolle von TNF-alpha-1031 SNP fiir das Risiko einer chronischen
Parodontitis in der chinesischen Bevolkerung (Yang et al., 2013). Dagegen fehlte diese
Assoziation fiir TNF-alpha-857C/T sowie -238G/A Polymorphismen. Daten der Meta-Analyse
von Ding et al. zeigten, dass TNF-alpha-308G/A und -863C/A zur erhohten Parodontitis-
Anfilligkeit fithren konnen (Ding et al., 2014). In Bezug auf andere Polymorphismen im TNF-
alpha Gen wurden verschiedene Ergebnisse in Abhingigkeit vom ethnischen Hintergrund erhoben

(Galbraith et al.; Soga et al., 2003). Eine frithere Studie in iranischen Patienten konnte keine
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Assoziation zwischen Parodontitis und einem bestimmten TNF-alpha-308 Genotyp feststellen
(Solhjoo et al., 2014).

Interessanterweise konnten wir und einige andere Autoren (Fassmann et al., 2003; Craandijk et
al., 2002; Folwaczny et al., 2004), die ihre Studien mit kaukasischem Patienten durchfiihrten, keine
Korrelationen zwischen dem Polymorphismus -308TNF-apha (G / A) und der chronischen
Parodontitis feststellen. Auch die auf einer 17 Studien-basierte Metaanalyse (Nikolopoulos et al.,
2008) konnte keine Assoziation zwischen -308 TNF-alpha und der chronischen Parodontitis in der
kaukasischen Bevolkerung feststellen. Die widerspriichliche Datenlage ldsst am ehesten auf die
Unterschiede in der Kohortenzusammensetzung zuriickfiihren. In der Tat lasst sich die Assoziation
zwischen -308 TNF-alpha-Poylmorphimsus und der Parodontitis in erster Linie in der asiatischen
Population feststellen. So haben Ding und Kollegen in ihrer Metaanalyse gezeigt, dass die
beobachteten Effekte der Genpolymoprhismen in der asiatischen Kohorte deutlich stirker waren
als in der kaukasischen Kohorte (Ding et al., 2014). Die Autoren schlussfolgerten daher, dass der
gefundene Polymorphismus eine wichtige Rolle in der Pathogenese der chronischen Parodontitis

in der asiatischen Population spielt und weniger wichtig fiir die kaukasische Population ist.

Polymorphismus in IFN-gcamma und chronische Parodontitis

IFN-gamma ist einer der wichtigsten Immunmediatoren, der von Effektor-Zellen des
Immunsystems einschlielich CD4 +, CD8 + T- Zellen und natiirlichen Killerzellen sekretiert wird
(Schroder et al., 2004). Daten einiger Studien liefern Hinweise darauf, dass eine veridnderte IFN-
gamma-Konzentration in der Gingiva-Crevicular-Fliissigkeit, Parodontalgewebe oder im Serum
die Entstehung von Gingivitis, die Sondierungstiefe und den Alveolarknochenverlust beeinflussen
kann (Dutzan et al., 2009; Gorska et al., 2003). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein
erhohter Serumspiegel von IFN-gamma mit steigender Zahnbelagbelastung durch parodontale

Krankheitserreger assoziiert war (Andrukhov et al., 2011).
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Ausgehend aus seiner bekannten pro-inflammatorischen Wirkung und den bereits beschriebenen
Assoziationen mit gingivalen Erkrankungen, scheint die Aufkldrung der Rolle von IFN-gamma
fiir die Entstehung parodontaler Erkrankungen besonders relevant zu sein. In diesem Kontext ist
die Untersuchung der genetischen Grundlage fiir die Zytokinproduktion von Bedeutung. Friihere
Untersuchungen konnten zeigen, dass der Einzelnukleotidpolymorphismus A=>T an der Position
+874 im ersten Intron vom IFN-gamma-Gen mit einer gestorten IFN-gamma-Produktion assoziiert
ist (Pravica et al., 2000).

Das + 874 T-Allel ist mit den 12 CA-Repeats verbunden, die eine spezifische Sequenz fiir die
NFkB-Bindungsstelle bereitstellt und die IFN-gamma-Genexpression induziert (Bream et al.,
2002). In unserer Studie haben wir Allel- und Genotypfrequenzen von IFN-gamma-
Polymorphismus in Patienten mit chronischer Parodontitis untersucht. Eine Assoziation zwischen
dem Nachweis der chronischen Parodontitis und einem +874 IFN-gamma-Genpolymorphismus
konnte nicht nachgewiesen werden. Auch weitere Studien haben die Rolle vom IFN-gamma-
Polymorphismus fiir die Parodontitisentstehung analysiert (Reichert et al., 2008, Hooshmand et
al, 2008, Holla et al., 2011, Loo et al., 2012). Ahnlich wie in unserer Studie konnte in diesen
Studien keine Assoziation zwischen IFN-gamma-Polymorphismus und der chronischen
Parodontitis festgestellt werden. Wéhrend die Studie von Reichert und Ko-Autoren, Holla und
Ko-Autoren sowie Loo und Ko-Autoren den Polymorphismus in der gleichen Region (+874)
analysiert haben, wurde in der Studie von Hooshmand und Kollegen der Polymorphismus
(G5644A) analysiert, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Auch eine Assoziation
zwischen IFN-gamma-Polymorphismen und Parodontitis-assoziierten Erregern wurde analysiert
(Reichert et al., 2008; Holla et al., 2011). So zeigten Reichert und Ko-Autoren eine signifikante
Assoziation zwischen der IFN-gamma + 874-Variante und einigen parodontalen Pathogenen wie

Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Prevotella intermedia. Dagegen fanden Holla und
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Kollegen (Holla et al., 2011) keinen Einfluss einer genetischen Varianten auf die mikrobielle
Komposition.

Neben dem IFN-gamma-Polymorphismus sind auch genetische Variante in Sequenzen des IFN
gamma-Rezeptors untersucht worden. Heidari et al. haben neben IFN-gamma- auch IFN-gamma-
Rezeptorl-Polymorphismen angeschaut (Heidari et al., 2015). Die Autoren fanden eine
Assoziation zwischen dem IFN-gamma-Polymorphismus und der Entstehung der chronischen
Parodontitis. Dagegen konnte in der neueren Studie von Heidari und Ko-Autoren keine
signifikanten Unterschiede in der Frequenz von Allelen in IFN-gamma R1 (—611A/G), IFN-
gammaR1 (+ 189 T/G), IFN-gamma R1 (+95C/T) zwischen Patienten mit Parodontitis und

gesunden Kontrollen festgestellt werden (Heidari et al., 2019).

Polymorphismus in IL.-10 und chronische Parodontitis

Das IL-10-Zytokin besitzt ein starkes anti-inflammatorisches Potenzial, das eine Entziindung auf
mehreren Ebenen herunterregulieren kann. Es ldsst sich daher annehmen, dass bei Patienten mit
Parodontitis ein Genotyp vorlegen muss, der mit verminderter Produktion von IL-10 assoziiert ist.
So wird das IL-10 hdufig bei akuten bakteriellen Infektionen ausgeschiittet mit dem Ziel
Schliisselrolle bei dem Abklingen der Infektion zu spielen. Seine Auswirkung auf die Infektion
kann jedoch je nach auslosendem Bakterium variieren. Wahrend die IL-10 Produktion den Verlauf
und das Uberleben bei einigen Fillen positiv beeinflussen kann, ist die Sekretion von IL-10 durch
die Inhibierung bakterieller Clearance in anderen Fillen schédlich. In ihrem Review beschreiben
Penaloza und Koautoren (Penaloza et al., 2016), dass IL-10 eine {iberméBige Unterdriickung der
Immunantwort bei Infektion mit intrazelluldren Bakterien bewirkt, was letztendlich die Persistenz
und die Verbreitung der Bakterien im Wirt begiinstigt.

Drei funktionelle Einzelnukleotidpolymorphismen sind bis jetzt im Promotor von IL-10-Gen

identifiziert: —1082 A/G, —819 C/T and —592 C/A. Alle drei Polymorphismen sind mit
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Verianderungen in der Hohe der Zytokinproduktion assoziiert. Entsprechend dem potentiellen
Risiko fiir die Entstehung chronischer Parodontits wurden diese IL-10-Gen-Polymorphismen in
einigen Studien in Bezug auf das Auftreten chronischer Parodontitis untersucht. Die Daten dieser
Studien zeigen jedoch wie auch fiir die anderen bis jetzt diskutierten Zytokine inkonsistente
Ergebnisse. In einer skandinavischen Studie wurden IL-10-Hochproduktion-assoziierte
Polymorphismen (dazu gehorten IL-10 -819C/C und -592C/C) so genannte IL-10-Hoch-
Produzenten mit der chronischen Parodontitis assoziiert. Dagegen war der Niedriglevel-Haplotyp
ATA mit der Protektion gegeniiber chronischer Parodontitis assoziiert (Armigohar et al, 2015).
Widerspriichliche Ergebnisse zeigte auch eine brasilianische Studie, die die chronische
Parodontitis am hdufigsten bei Patienten mit Niedrigproduktion-assoziiertem Genotyp (-592AA)
feststellte (Claudino et al., 2008).

In unserer Arbeit waren wir auf der Untersuchung des -1082 IL-10 Polymorphismus fokussiert.
Unsere Analysen konnten keine Unterschiede zwischen den Patienten mit chronischer Parodontitis
und der gesunden Kontrolle in Bezug auf IL-10-Polymorphismusverteilung feststellen. Dagegen
wurde in einer schwedischen Studie mit dem Fokus auf -1082 IL-10-Polymorphismus eine
Assoziation zwischen dem -1082 GG-Genotyp und der chronischen Parodontitis festgestellt. Eine
umgekehrte Assoziation zwischen der chronischen Parodontitis und dem -1082 AA-Genotyp
wurde in der jordanischen Population festgestellt (Jaradat et al., 2012). Diese inkonsistenten bzw.
nicht reproduzierbaren Daten einzelner Studien sind - dhnlich wie auch bei Ergebnissen anderer
Zytokinpolymorphismen - am besten durch ethnische Unterschiede, Unterschiede in der

Diagnostik, Kohortengréflen und Kohortenzusmmensetzung zu erkliren.
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick
Unsere Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass Polymorphismus-bedingte Variationen in der
Sekretionskapazitit von Zytokinen (sogenannte ,,Hoch-Produzierer” und ,,Niedrig-Produzierer*
der Zytokine) eine bedeutende Rolle fiir die Anafilligkeit bzw. fiir die Entwicklung chronischer
Parodontitis spielen konnten. Somit stehen unsere Daten im Einklang mit dem Multigen-
Interaktionsmodell ~ der  Parodontitisanfélligkeit. Die genaue  Bewertung der
Einzelnukleotidpolymorphismen jeweiliger Zytokine konnte somit eine bessere Risikopridiktion
fiir die Parodontitisentstehung ermdglichen und eine friithe Durchfithrung der priventiven
Behandlungen bei anfélligen Personen erlauben. Dariiber hinaus kdnnte das genaue Wissen tiber
das genetisch bestimmte Zytokinproduktionsmuster die Entwicklung von Pathogenese-
getriebenen Parodontitistherapien ermoglichen. Eine lokale Behandlung mit individuell
vorbereiteten Polymorphismus-angepassten Zytokincocktails konnten eine mogliche innovative
therapeutische Alternative in der Zukunft darstellen. Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass die
gefundenen Assoziationen fiir eine bestimmte ethnische Population gelten und somit nicht auf
andere ethnische Gruppen ohne weiteres iibertragbar sind. Dariiber hinaus kénnen die gefundenen
genetischen Pridispositionen nicht als separate einzelne Risikofaktoren gelten. Vielmehr ist die
Interaktion zwischen den genetischen, mikrobiellen, Umwelt- und Lebensstilfaktoren fiir die
Entstehung von Parodontitis von Bedeutung. Aus diesem Grund sollten diese Faktoren in
Kombination betrachtet werden, um das individuelle Patientenrisiko abzuschitzen und
individualisierte Pravention sowie Therapiemaflnahmen zu empfehlen. In diesem Zusammenhang
scheint die Anwendung system-medizinischer Ansédtze von Bedeutung zu sein. Dabei soll der
komplexe pathologische Prozess der Parodontitis auf der Grundlage vom vielfiltigen
Fragestellung-gerechten generierten Datenmaterial auf genetischer, zellbiologischer und
organphysiologischer Ebene unter Einbeziehung individueller klinischer und Umweltfaktoren.

Um robuste reproduzierbare Ergebnisse zu erlangen, soll das optimale Design solcher neuen
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Studien die Untersuchung groBer gutcharakterisierten und gematchten Kohorten mittels moderner

Hochdurchsatz-Technologien beinhalten.
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