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Zusammenfassung:

Parodontale Erkrankungen sind gekennzeichnet ceingn entziindungsbedingten Abbau der
zahntragenden Gewebe. Neben der Lockerung und é@elosvvon Zahnen als Folge missen
auch mdgliche Konsequenzen fir den Gesamtorganisiomed die komplexen chronischen
Entzindungsprozesse in Betracht gezogen werden.EBestehung und Manifestation der
Parodontitis liegen Wechselwirkungen verschiedensti&robiologischer und wirtsspezifi-
scher Faktoren zu Grunde. Dabei haben angeborenanworgange eine zentrale Bedeutung.
Die Gruppe der Toll-like-Rezeptoren ist fur die &nkung mikrobiologischer Strukturen
essentiell. Das LPS einiger Gram-negativer Paradkeitne fuhrt via Toll-like-Rezeptor 4
zur Induktion pro-inflammatorischer Zytokine, z.Bes IL-1 und des TNk; die mit der
Aggravation der Entziindung assoziiert sind. In lder beschriebenen Fall-Kontroll-Studie
sollte die Rolle der TLR4-Polymorphismen Asp299@hd Thr399lle als Parodontitisrisiko-

faktoren untersucht werden.

Um den Genotyp eines Probanden zu bestimmen, wdisd®estriktionsfragment-Langen-

polymorphismus-Analyse (RFLP) verwendet. Es ertlgeweils ein Abstrich der

Wangenschleimhaut, anschlielend die Extraktion DIRA, deren Amplifizierung durch

Polymerase-Kettenreaktion und ein Verdau mit Reastnsendonukleasen. Die Daten von
197 Parodontitispatienten gingen in die statises&uswertung ein, von denen 116 der
Gruppe mit chronischer Parodontitis und 81 der @eupnit aggressiver Parodontitis
angehorten. Homozygote Trager der untersuchten ek wurden nicht gefunden. In der
CP-Gruppe war die Frequenz des kombinierten HapdoAsp299Gly/Thr399lle gegeniiber
der gematchten Kontrollgruppe signifikant erhohR(®,124; Kl {1,633 bis 5,976}; p-Wert

0,0005). Bei isolierter Betrachtung der 74 Nichtfaer mit CP ergibt sich ebenso eine
signifikante Assoziation: OR 4,45; KI {1,4 bis 14}1 p-Wert 0,0123. Diese wurde auch beim
Vergleich mit einer speziellen Kontrollgruppe vobeii 60-jahrigen parodontal Gesunden
gefunden (OR 4,814; Kl {1,526; 15,19}, p-Wert 0,00Fur die AP-Gruppe konnte keine
signifikante Beziehung gefunden werden. Die Stusligabnisse deuten auf eine mogliche
Rolle dieser TLR4-Polymorphismen als Risikofaktdr €hronische Formen der Parodontitis

hin. Der Zusammenhang sollte in einer weitergetasbblgestudie Uberprift werden.

Schlagworte: Angeborene Immunitéat, Toll-like Rezeptoren, Paridis, genetische Polymorphismen



Abstract

Periodontal diseases are characterized by a stiadye of the dental apparatus caused by
inflammation. Due to these chronic inflammatoryp@sses periodontitis, beyond causing
loosening and loss of teeth, also affect multipllheo body compartments as well.
Periodontitis is caused by factors originating frartroorganisms as well as the host, with
innate immune responses being crucially involvede Tamily of Toll-like receptors is
centrally involved in the recognition of microbjadrtial structures. Lipopolysaccharide (LPS)
of Gram-negative periodontal bacteria induces pflainmatory cytokines such as IL-1 and
TNF-a via activation of TLR-4. In this case-control sguthe impact of the Asp299Gly and
Thr399lle single nucleotide polymorphisms (SNPs)haman TLR-4 on the incidence of

periodontitis was elucidated.

To determine genotypes of the probands, DNA wasaetdd from buccal swabs followed by
amplification via polymerase chain reaction (PCR)d arestriction fragment length
polymorphism (RFLP)-analysis. In total, 197 patserdiagnosed for periodontitis were
included in the study, with 116 suffering from chi® periodontitis (CP) and 81 suffering
from aggressive periodontitis (AP), respectiveliieTirequency of heterozygous carriers of
the Asp299Gly/Thr399lle polymorphism was signifitgrelevated within the CP-group as
compared to control-probands (OR 3,124; Kl {1,638976}; p-value 0.0005). This
association was also eminent when analysis waselihio non-smokers (OR 4,45; Kl {1,4;
14,14}; p-value 0.0123), as well as after compatimg patients with matched controls being
greater than 60 years of age without any signsabgontitis (OR 4,814; KI {1,526; 15,19},
p-value 0.007). In contrast, there was no eviddocean association of AP with the TLR4-

variants studied.

These results indicate a role for TLR4 in the pgdmesis of chronic, but not aggressive
periodontitis and indicate that genetic varianfeaing TLR4-function may predispose for

the development of CP.

Key words: Innate Immunity, Toll-like receptors, periodorgijtsingle nucleotide polymorphisms
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Abkurzungsverzeichnis

AAP American Academy of Periodontology
AIDS »=aguired immunodeficiency syndrome*
AP aggressive Parodontitis

API Approximalraum-Plaque-Index

Asp Aspartam

CAL klinischer Attachmentverlust

CD14 ,cluster of differentiation“14

CP chronische Parodontitis

dATP Desoxyadenosin-5'-triphosphat
dCTP Desoxycytidin-5'-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5'-triphosphat
dTTP Desoxythymidin-5'-triphosphat

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat
DMFT .decayed missing filled teeth”

DNA Desoxyribonucleinsaure (,desoxyribonucleic dxid
EDTA Etylendiamintetraessigsaure

Gly Glyzin

HIV ~-human immunodeficiency virus”

IL Interleukin

lle Isoleuzin

IKK »I- kB-kinase”

INF Interferon

IRAK »IL1-R-associated kinase*

IRF .interferon regulatory factor 3”

Kl Konfidenzintervall

LBP Lipopolysaccharid Bindendes Protein
LPS Lipopolysaccharid

LRRs .leucin-rich-repeats”

LTA Lipoteichonsaure (,lipoteichoic acid®)
NF-kB »huclear factor kappa B

NIK »,NF-«B inducing kinase*“
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RNA
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TLR
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TRAM
TRIF
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»nucleotide-binding oligomerization domain®
Odds Ratio

.pathogen associated molecular patterns*
Papillen-Blutungs-Index
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Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chaintren®)
Sondierungstiefe (,probing depth®)
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»TNF-0 receptor associated kinase*

» 10ll-receptor-associated molecule”

» 10ll-receptor-associated activator of intede”

Tris-hydroxymethylaminomethan
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1 Kurzeinleitung

Als Parodontitis wird die Entziindung der zahntraggnGewebe bezeichnet. Diese kann zur
massiven Lockerung von Zahnen bzw. dessen Verliktef. Aufgrund des héufigen
Vorkommens dieser Erkrankung werden hohe Kostenhddie Parodontaltherapie bzw. die
notwendige prothetische Versorgung verursacht, astdn der Gesundheitssysteme und
Privathaushalte (Williams, 1990). Daruber hinausisee epidemiologische Studien auf
Auswirkungen dieses lokalen Entztindungsgeschehehslem Gesamtorganismus hin. Es
wurde z.B. ein Zusammenhang mit der Entwicklungerdbklerotischer Erkrankungen und
dem Risiko von Frithgeburten beschrieben (GoldentiedgCulhane, 2006; Kinane, 1998).

In der Pathogenese von entzindlichen Parodontaldtkngen sind neben den speziellen
mikrobiologischen Voraussetzungen auch Reaktionemn slogenannten ,Angeborenen
Immunitat“ von zentraler Bedeutung. Bestimmte gecbe Defekte stehen dabei scheinbar in
enger Beziehung zum Erkrankungsverlauf (Michalowi®94). Jedoch werden weitere noch
unbekannte erbliche Faktoren vermutet. Der To#-ikezeptor4 nimmt eine
Schlusselfunktion bei der Erkennung bakterieller rul8uren, insbesondere der
Lipopolysaccharide Gram-negativer Bakterienstamneen. Die Aktivierung dieses
transmembranaren Rezeptors hat Uber verschiedegieal8ege die Anschaltung von
Transkriptionsprozessen im Zellkern zur Folge. Dagtefir die Parodontitis vor allem die
Synthese von Tumornekrosefaktor-(TNF-a) und verschiedener Interleukine von
pathogenetischer Konsequenz, da diese Stoffe kK#delo Entzindungsprozesse entscheidend
beeinflussen. Das LPS der parodontitisassoziieEereger gilt als ein grundlegender
Pathogenesefaktor der Parodontitis. Also kdnnte eia@ besondere Rolle des TLR4 in der
Parodontitispathogenese ableiten. Die Untersucluieger Hypothese ist Ziel dieser Studie.
Verschiedene Untersuchungen haben Korrelationerbeielen Polymorphismen Asp299Gly
und Thr399lle des TLR4 mit bestimmten KrankheitEugien gezeigt. In dieser Studie sollen
Patienten, bei denen eine chronische oder aggeeavodontitis diagnostiziert wurde, auf
die Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle des TLRatersucht werden. Als
Vergleichswert soll die Frequenz der Polymorphismennerhalb bestimmter
Kontrollpopulationen analysiert werden. Nach Audweg der Studienergebnisse soll die
Eignung der untersuchten Polymorphismen als Risiékier fur die Parodontitis beurteilt

werden.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Parodontitis

2.1.1 Definition und Einteilung von Parodontalerkrankungen

Als Parodontium werden die Haltestrukturen natbidic Zaéhne bezeichnet. Dazu gehdren
Gingiva (Zahnfleisch), Wurzelzement, Alveolenkodlis (Kieferknochen) sowie das
parodontale Ligament, ein System kollagener Fasks,die Fixierung des Zahnes bewirkt.
Das Saumepithel, das die Anhaftung der GingivaianZzdhnoberflache vermittelt, schlief3t
diese Strukturen zur Mundhohle hin ab und stellt Wimischer Entziindungsfreiheit eine

mechanische Barriere fir orale Mikroorganismen(gi@heAbbildung 1).

Marginale Parodontitiden sind entzundliche Erkrarden, in deren Verlauf mehrere
zusammenwirkende Faktoren die Destruktion dieserdeetalen Strukturen (Attachmentver-
lust) verursachen, was zunachst erhohte Blutungsngi spéater Zahnlockerung bzw.
Zahnverlust zur Folge haben kann. Es kommt zuruBifdparodontaler Lasionen (sogenannte
Zahnfleischtaschen), zuerst in supraalveolareni@®sa, im weiteren Verlauf auch auf den
Alveolarknochen Ubergreifend. Parodontitiden urmeesgden sich u.a. aufgrund ihrer
Ursachen, klinischen Bilder, der Lokalisation unth®ere des Gewebeverlustes und dessen
zeitlichen Verlaufs. Nach der giltigen Nomenklagumerican Academy of Periodontology
(AAP)(Armitage, 1999) werden neben den gingivalekr&nkungen chronische Parodontitis
(CP) und aggressive Parodontitis (AP) voneinandegegrenzt. Desweiteren sind
Parodontitiden als  Manifestation  systemischer  Hrikuagen, nekrotisierende
Parodontitisformen, Parodontal-Abszesse, sowie deatdiden im Zusammenhang mit
endodontischen Lasionen als gesonderte Kategouégefahrt (AAP, 1999) Tabelle 1.
Endodontische Lasionen entstehen durch Entzindwupsse des Pulpengewebes im
Zahninneren und koénnen zum Knochenabbau Im Berdah Wurzelspitze (periapikal)

fuhren.
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Tabelle 1Einteilung von Parodontitiden (modifiziert nach RAL999)

Chronische Parodontitis

A. Lokalisiert (< 30 % der Zahnflachen)

B. Generalisiert (> 30 % der Zahnflachen)
Il. Aggressive Parodontitis

A. Lokalisiert (meist erste Molaren und Frontzahne)

B. Generalisiert (mindestens drei weitere Zahne)
[l Parodontitis als Manifestation systemischer Erkeeugien

A. Assoziiert mit Bluterkrankungen
(u.a. Leukamie, erworbene Neutropenie)
B. Assoziiert mit genetischen Erkrankungen

(u.a. Down-Syndrom, Glykogenspeicher-Syndrome)

V. Nekrotisierende Parodontalerkrankungen
V. Parodontale Abszesse
VI. Parodontitis assoziiert mit endodontischen Lasionen

2.1.2 Pravalenz und Symptomatik von CP und AP

Die Interpretation epidemiologischer Daten fur Bi@odontitis ist aufgrund uneinheitlicher
Untersuchungsmethoden schwierig. Die chronisched®@atitis tritt vor allem in der alteren
Erwachsenenpopulation auf und zeigt in entwickeltefustrienationen eine Pravalenz von
ca. 50%. Etwa 30 % dieser Patienten leiden unteereschweren Ausprdgung der
Erkrankung (Klinischer Attachmentverlust, CAL, >®&m, (Brown und Loe, 1993;
Papapanou, 1999). Sind unter 30 % der Zahnflack&wften, so wird von der lokalisierten
Form gesprochen. Ein Befall von mehr als 30 % dechHen bedeutet Zuordnung zur
generalisierten Form. Charakteristisch fir die ofgche Parodontitis ist eine vorwiegend

langsame Progression.
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Die aggressive Parodontitis (AP) zeichnet sich ldwimen relativ frihen Beginn meist vor
dem 30. Lebensjahr und einen schubweisen schnédcfoeitenden Abbau der parodontalen
Strukturen aus. Die lokalisierte AP betrifft meié ersten Molaren und die Schneidezéhne.
Lasst sich auferdem noch an mindestens drei weit&@&hnen ein Gewebeverlust
diagnostizieren, liegt die generalisierte AP vohn® Behandlung kann die aggressive
Parodontitis zu frihzeitigem Zahnverlust fihren AAL1999). Die AP ist eine seltene
Erkrankung, deren Pravalenz abhangig von der Ety2ie 3,6 % erreicht (Loe und Brown,
1991).

Hauptsymptome marginaler Parodontitiden sind sohdre Zahntaschen und réntgenolo-
gisch erkennbarer Knochenabbau, Konkremente (sgivgiler Zahnstein), sowie pathologi-
sche Zahnbeweglichkeit. Desweiteren kdnnen Befuwde positive Provokationsblutung,
Veranderungen der Gingiva, sowie Zahnstellungsémden die Diagnose unterstitzen
(Armitage, 2000). Fur beide Formen ist eine zykiesscProgression charakteristisch
(Socransky, 1984). Aktive Phasemndl.: ,bursts”) werden von Ruhephasendl.: ,dormant
stages”) unterbrochen, deren Dauer jedoch sehrekami kann. Progrediente Verlaufe bei
jungen Erwachsenen mit Abszedierungsneigung, Fastaore, allgemeinem Krankheitsge-
fuhl mit Appetits- und Gewichtsverlust bei relagigringer Plaqueakkumulation legen eher die
Zuordnung zur aggressiven Form nahe. Neben deretielkén Infektion als wichtigste
Krankheitsursache (Listgarten, 1976) hangen Enisiglund Progredienz der Parodontitis in
bedeutendem MalRe vom Wirt selbst ab. So wirken sicheborene Immundefekte als
Risikofaktor aus (Newcomb, 1973). Dazu kdnnen abebtimmte Allgemeinerkrankungen
wie z.B. schlecht eingestellter Diabetes mellitygp Tl (Taylor et al., 1996) oder HIV-
Infektion (Winkler und Murray, 1987), notwendiger ellikamentengebrauch, starker
Nikotinkonsum (Kinane und Chestnutt, 2000), Mangelerung (z.B. Vitamin-C-Mangel)
und psychosoziale Faktoren (Genco et al.,, 1999xhdezverden (Borrell und Papapanou,
2005).

Die Wirtsfaktoren sind in den letzten Jahren matat mehr in den Interessenfokus gertickt.
Es ist erkannt worden, dass auch bei parodontalirigles Keime mit pathogenem Potential
(die ubiquitar verbreitet sind) Uber langere Zeitm@ gefunden werden, ohne die typischen
Zeichen marginaler Entzindung. Fir die aggressivermen der Parodontitis wird eine

familiare Haufung seit langerem beobachtet (Michada et al., 1991).
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2.1.3 Entstehung von Parodontallasionen

Den verschiedenen Parodontitisformen liegen prialtipibereinstimmende Entstehungs
muster zugrunde. Eine besondere Rolle in der Pattesg der Parodontitis spielt die
Fahigkeit von Mikroorganismen zur Organisation imfBmen. Biofilme sind definiert als
raumlich organisierte Gemeinschaften von Mikroorgiaen, die mit einer Oberflache
verbunden und in einer extrazellularen Matrix ebgeet sind. Diese Struktur erhoht die
Uberlebensfahigkeit der Mikroorganismen (Marsh, £00Bakterien in Plaquebiofiimen
verhalten sich nicht mehr wie Einzeller, sondernkfionieren quasi wie ein mehrzelliger
Organismus. Sie sind dazu fahig, die Wirtsimmundbwgezielt zu umgehen, indem sie
beispielsweise die Chemotaxis von polymorphkernigentrophilen Granulozyten (PMN)
hemmen, Phagozytoseprozesse blockieren oder gemgengesichtete Immunglobuline
abbauen. Die Bildung einer extrazellularen Matsixdabei ein entscheidender Faktor. Diese
Glycocalyx ist von fester, klebriger Konsistenz umar mechanisch entfernbar. Sie schutzt
vor Austrocknung, behindert die Penetration sowdhich die Wirtsabwehr freigesetzter

antibakterieller Substanzen als auch von au3erfituger Chemotherapeutika.

Am Anfang der Plaquebildung steht das Pellikel, idagrhalb von Minuten nach grundlicher
Zahnreinigung aus Speichelglykoproteinen auf dehndherflache gebildet wird. Diese
Struktur bietet die Grundlage fir die Besiedlung mionierkeimen, v.a. Gram-positive
Kokken, aber auchNeisseria ssp. und Actinomyces ssp.. Diese bilden extrazellulare
Polysaccharide, wodurch die Adharenz weiterer ArteB. Gram-negativeCapnocytophaga
ssp. und Fusobacterium ssp. erleichtert wird. Der sinkende Sauerstoffpartiatde infolge
zunehmenden Dickenwachstums und der Ausbreitungubgingivale Bereiche beginstigt
weiter die Ansiedlung obligat anaerober Keim&il{onella ssp., Spirochaeten)(Listgarten,
1976; Paster et al., 2001). So kann sich subgihgiehen der adharenten Plaque eine
sogenannte schwimmende Plaque etablieren, welchdener ist und bei aggressiven
Parodontitisformen dominiert. Sie enthalt hohe gahlbeweglicher Bakterien, v.a.
Spirochaeten und Flagellaten. Das Medium fiir digsezies ist die Sulkusflissigkeit, deren
Flie3rate mit dem Entztindungsgrad des Parodont8wpbkasrreliert. Sie enthélt eine Vielzahl
immunkompetenter Zellen, wie z.B. PMNs und Makraggrg sowie Komplementfaktoren,
Immunglobuline, Entziindungsmediatoren und versamstt Enzyme und Abbauprodukte

aus Gewebe und Bakterien. Antimikrobiell wirksamé&anzen wie das Calprotectin sind
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ebenfalls nachgewiesen worden und konnen fir deiggotie Zwecke genutzt werden
(Cimasoni, 1983).

2.1.4 Destruktion des Parodonts

Schon nach kurzzeitigem Aussetzen der Mundhygiemgen sich die klinischen Symptome
der Gingivitis, einer Entziindung der oberflachlich@ewebeanteile ohne Knochenbeteili-
gung, nadmlich Blutung, R6tung und Schwellung. Beedéraufnahme der adaquaten Pflege
ist diese Entziindung vollstandig reversibel (Loealg 1965). Eine persistierende Gingivitis
kann jedoch in eine Parodontitis Ubergehen. Ausmietablierten Plaquefilm werden konti-
nuierlich Produkte und Bestandteile der Mikroorgamen freigesetzt, u.a. Lipopolysaccharide
(LPS), toxische Metabolite wie organische Sauremmfoniak, Schwefelwasserstoff sowie
zahlreiche proteolytische Enzyme. In den angrenzer@eweben werden daraufhin u.a. die
Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und TNIFe gebildet, die als proinflammatorisch bezeichnet
werden, da sie die Entziindungsreaktion befoérdeas parodontale Gewebe reagiert mit
Hyperamie und erhodhter Gefal3permeabilitat, woduteh Einstrom von Sulkusflissigkeit
steigt. Es erfolgt die massive Einwanderung veestgmer immunkompetenter Zellen (PMN,
Makrophagen, aber auch T-Lymphozyten und Plasmagetiuf chemotaktische Reize hin.
Das Komplementsystem wird aktiv. Wahrend der Phgigsz werden Granula freigesetzt,
die u.a. Hydrolasen und Proteasen enthalten. Dhduerden Bestandteile der bakteriellen
Zellmembran, aber auch koérpereigenes Kollagen unatinegen gespalten, d.h. die
Wirtsabwehr selbst birgt destruktive Potentialesioh. Die Rolle der Familie der Matrix-
Metalloproteinasen fiir gewebelysierende Prozessedevwalabei besonders dokumentiert
(Birkedal-Hansen, 1993). Zudem setzen Granulozytamich Lysozyme sowie
Entzindungsmediatoren (Prostaglandine, Leukotriéme) die erneut die Permeabilitat der
GefalRe steigern, wodurch ein circulus vitiosus @eitet wird. Im Wechsel mit den
zytotoxischen Substanzen und aggressiven Enzyme®laguebakterien wird so die Kolla-
genolyse vorangetrieben. Das fuhrt zu bindegewebi@dgachmentverlust, und weiter durch
Osteoklastenaktivierung zu Knochenabbau und Tietdifgration des Saumepithels mit
Taschenbildung (Page et al., 1997).
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Abbildung 1: Destruktion des Parodonts (modifiziert nach Miller

A Klinisch entziindungsfreies Parodont Die wichtigen Strukturen des Parodontiums sind
schematisch dargestellt. Es findet sich kaum Plabjiggologisch ist ein regulares, nicht verzapftes

Saumepithel erkennbar, das von wenigen PMN-Gragtdazdurchwandert wird.

B Initiale und frihe Parodontitislasion Durch vermehrte supragingivale Plaqueakkumulagna

die massive Migration von unspezifischen Immunzelde PMNs und Monozyten/Makrophagen,
sowie Komplement provoziert. Das LPSram-negativer Bakteriefnduziert via TLR4 die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Diesetokine bewirken u.a. Veranderungen der
Endothelzellen (Vaskulitis, GefaRpermeabilitat giieider Fibroblasten und des Saumepithel, dessen

laterale Proliferation einsetzt. Im Infiltratbereiwird Kollagen abgebaut.

C Etablierte und fortgeschrittene Parodontitislasion Wird der Plaquefilm nicht adaquat entfernt,
kann sich eine subgingivale schwimmende Plaquefiaisbilden, aus der kontinuierlich aggressive
bakterielle Produkte freigesetzt werden. Die Gelysbswird jedoch auch durch potenzierte Immun-
reaktionen des Wirtes vorangetrieben. Die stetigellktion von Zytokinen und Entzindungsmedia-
toren (TNFe, IL-1p und Prostaglandine) fuhrt zur Osteoklastenaktivigr Kérpereigene MMPs

zerstdren Kollagenmatrix. Im Extremfall kann es Epithelulzerationen, putrider Exsudation und
Abszedierung fiihren. Die Rolle der spezifischen imitét (B-Zellen, T-Zellen, Plasmazellen,

Immunglobuline) nimmt zu.
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2.1.5 Rolle von bakteriellen Mikroorganismen bei Parodonalerkrankungen

Die Parodontitis wird als opportunistische Infekti@angesehen, d.h. eine verminderte
Abwehrleistung des Wirtes sowie eine Anderung vanaBrungsgewohnheiten oder der
Mundhygiene fuhren zur Verschiebung des Gleichgetsicer oralen Mischflora, wodurch
vorher nicht pathogene Keime zeitweise pathogeneatus erlangen. In der Oralflora
Gesunder finden sich Uber 500 Bakterienspeziesyaitsen Viren, Protozoen und Pilze. Es
Uberwiegen eher Gram-positive Anaerobier bzw. figitivl anaerobe Kokken und Stabchen. In
aktiven Phasen der Parodontitis werden haufigem@ragative, fakultative bzw. obligate
Anaerobier und Spirochaeten gefunden. Gut dokumektnst das fir die Bakterienspezies
Porphyromonas gingivalis (PG), Tannerella fosythensis (vormalsBacteroides forsythus) und
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Paster et al., 2001; Socransky et al., 1998). &u d
oralpathogenen Spirochaeten zéhlen unter anddreponema denticola und Treponema
maltophilum (Moter et al., 1998). Weiterhin werde@ampylobacter sp., Prevotella sp.,
Eikenella nodatum, Fusobacterium nucleatum ssp.,, Sreptococcus constellatus,
Peptostreptococcus micros mit der Erkrankung assoziiert (Socransky und Hedfa2005;
Socransky und Manganiello, 1971).

Parodontalpathogene Spezies haben zahlreiche dkBehanismen entwickelt, die Wirtsab-
wehr gezielt zu attackieren. Bakterielle Protealysieren Gewebestrukturen, kénnen aber
auch Komplementfaktoren und Zytokine inaktivieremwie das Kallikrein-Kinin-System
aktivieren, das ebenfalls die Knochenresorptiondddr Weitere Virulenzfaktoren wie
Invasine oder Leukotoxine unterminieren aktiv diert®dbwehr (Takii et al., 2005). Im
Gewebe Parodontitiserkrankter wurden erhéhte Menden Zytokine IL-1 und TNFe
nachgewiesen (Stashenko et al., 1991), die durckt®@en der angeborenen Immunitat des
Wirtes gebildet werden. Deren synergistische farderWirkung auf die Knochendestruktion
wurde gezeigt (Stashenko et al., 1987). Es ist i@kadass die Produktion von IL-1 und
TNF-o. durch LPS aus der &ufReren Membran Gram-negatia&teBen induziert wird
(Lindemann et al., 1988; Page, 1991). Fir die Brkeg von LPS und weiterer mikrobieller
Muster sind bestimmte Rezeptoren der angeborenenuabwehr essentiell notwendig, die
in der Gruppe der Toll-like-Rezeptoren (TLRsS) zussngefasst werden.
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2.2  Angeborene Immunitat

2.2.1 Allgemeine Aspekte

Die angeborene Immunitaer(gl.: ,innate immunity”) ist der entwicklungsgeschiltt
alteste Bestandteil des Immunsystems und agiehgem Zusammenhang mit der im Laufe
des Lebens erworbenen Immuniténd].: ,adaptive immunity*). Infektionen mit pathogenen
Mikroorganismen l6sen im betroffenen Wirt zuerstmionologische Reaktionen unspezifi-
scher Art aus. Dabei haben Monozyten, Makropha@eanulozyten und dendritische Zellen
zentrale Bedeutung (Medzhitov und Janeway, 19973, durch die Freisetzung von
Zytokinen. Aul3erdem kdnnen Makrophagen eingedrumgearasiten phagozytieren und
deren Antigene auf ihrer Oberflache T-Lymphozytes@spntieren, was wiederum der spezifi-
schen Abwehr den Weg zu klonaler Selektion und BEsjpa bestimmter Antigenrezeptoren
bereitet (Medzhitov et al., 1997).

Mustererkennungsrezeptoren (PRRengl.: ,pattern recognition receptors®) konnen
wiederkehrende Strukturmerkmale (sogenannte PAMRS,: ,pathogen-associated molecu-
lar patterns®) eindringender Mikroorganismen algpleifremd detektieren (Schréoder und
Schumann, 2005). Dazu eignen sich z.B. Lipopolysacde Gram-negativer oder
Peptidoglykane und Lipoteichonsauren Gram-positBakterien. Sie sind fur das Uberleben
der Mikroorganismen essentiell, von relativ kontanStruktur, konnen von eukaryoten
Zellen jedoch nicht gebildet werden. PAMPs sindugjognzen von Virulenzfaktoren. Diese
werden von Pathogenen in Adaptation an ein bes@®smWirtsmilieu gebildet.
Virulenzfaktoren sind sehr verénderlich und deshi@ib angeborene Erkennungssysteme
ungeeignet. Da PAMPs dagegen wenig unter Mikroasgaen einer Klasse variieren, genugt
eine feststehende Zahl keimlinienkodierter Rezeptaur Pathogen-Erkennung. Diese PRRs
kommen auf Zelloberflachen, v.a. antigen-prasestiger Zellen vor, aber auch intrazellular
oder in Form von loslichen Proteinen in Serum unewe€beflissigkeit (Janeway und
Medzhitov, 2002). Die Hauptfunktionen sind Opsounigy, Aktivierung von Komplement-
und Gerinnungskaskade, der Zytokinproduktion, Phgigse und Apoptoseinduktion.
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2.2.2 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS, auch Endotoxin) entstamuohenéulieren Membran Gram-negati-
ver Bakterien und werden wéahrend des Wachstumsnand deren Tod freigesetzt (Leeson
und Morrison, 1994). Im Wirt kbnnen sie sowohl Ibkagrenzte Entziindungen, aber auch im
Falle einer Bakteriamie schwere systemische Entnigeh auslosen, die als Sepsis
bezeichnet werden. Als Komplikation der Sepsis kainnseptischer Schock auftreten, flr den
eine hohe Letalitat charakteristisch ist (Schumasgp).

Das amphiphile LPS-Molekil besteht aus einer hylditep Kohlenhydratkette, durch deren
Kernregion es kovalent an das hydrophobe Lipid Bugelen ist (Rietschel et al., 1996). Das
Lipid A, das in verschiedenen LPS-Formen relatimdtant aufgebaut ist, bildet den
Membrananker, wéahrend das O-Antigen als duRered@siKohlenhydratanteils sehr variiert.
Immunstimulatorisch  aktiv ist das LipidA. Diesesirdv im Serum von LBP
(Lipopolysaccharid bindendes Protein) gebunden,am@risiert und an ein weiteres Protein,
CD14 ubertragen (Goyert et al., 1988; Schumann. e1@94; Wright et al., 1990), wodurch
die Zellaktivierungskaskade eingeleitet wird. DaBPLzahlt zu den Akutphaseproteinen,
deren Expression wahrend akuter Entziindungsprozessker Leber hochreguliert wird.
CD14 existiert gebunden an der Oberflache von Mgteoz und Makrophagen, liegt aber
auch in léslicher Form im Serum vor (Frey et aB92). Antikdrper gegen CD14 konnten
LPS-Effekte vollstandig blockieren (Wright et al990; Zarewych et al., 1996), was die
Bedeutung dieses Proteins unterstreicht. Da CDirekeansmembranare Doméne aufweist
(Haziot et al., 1988), wurde ein anderes Rezemorenht fur die Signalibertragung ins
Zellinnere vermutet. Die deswegen durchgefihrteensive Suche nach dem fir die
Zellaktivierung verantwortlichen Ko-Rezeptor fuhrsehlieRlich zur Entdeckung der Toll-

like-Rezeptoren.

2.2.3 Toll-like-Rezeptoren (TLRS)

Toll wurde erstmalig im Jahr 1984 von Anderson UNiisslein-Vollhardt als Rezeptor der
Taufliege Drosophila melanogaster) beschrieben (Anderson und Nusslein-Volhard, 1984)
Ursprunglich wurde die Funktion des Rezepfiloi$ ausschliellich in der Embryonalentwick-

lung von Drosophila bei der Festlegung des dorsoventralen Korpernsisggsehen
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(Hashimoto et al., 1988). Die Ahnlichkeit ddoll-Signaltransduktionskaskade mit der
Interleukin-1-Signaltransduktionskaskade fuhrte dear Hypothese, das3Joll auch in
Drosophila Funktionen in der Immunabwehr Ubernehmen kdénnesé&chlich sind genetisch
veranderte Taufliegen, di®ll nicht besitzen, hochanfallig fur Pilzinfektioneim{er und
Hoffmann, 2002; Imler und Hoffmann, 2003; Lematteal., 1996). Homologe Gene wurden
in Vertebraten, z.B. Mausen und Menschen, aber fiudNematoden, Insekten und Pflanzen
gefunden. Dieser Weg scheint sich in der Evolusicimon sehr frith konfiguriert zu haben und

ist ubiquitar verbreitet.

Zunéchst wurde von zwei Untersuchern die Beteiligales humanen Toll-like-Rezeptors
(TLR)2 in der LPS-Stimulation von humanen Nieretieglizellen nach Transfektion des
Proteins gezeigt (Kirschning et al., 1998; Yanglet1998). Allerdings wurde spéater heraus-
gefunden, dass diese Ergebnisse durch Kontamimatidas LPS mit Lipoproteinen hervor-
gerufen wurden. Lipoproteine werden jetzt als kiate TLR2-Agonisten angesehen (Lien et
al., 1999; Schwandner et al., 1999). Kurze Zeitesp@urde bei den LPS-hyporesponsiven
Mausstammen C3H/HeJ und C57B1/10ScCr eine Mutatiotlem Gen gefunden, das fir
TLR4 kodiert. Diese Mutation verursacht eine ina&tForm des Rezeptors (Hoshino et al.,
1999; Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 199&)iter konnten Zellen nach Transfektion mit
TLR4 durch LPS stimuliert werden (Chow et al., 1p99amit wurde nachgewiesen, dass

TLR4 der Rezeptor fir bakterielles LPS ist.

Bis heute sind insgesamt zehn TLRs im Menschertifdeert worden, die z.B. DNA-, RNA-
Strukturen oder bakterielle Flagelline erkennenegéboulou et al., 2001; Diebold et al.,
2004; Hayashi et al., 2001; Heil et al., 2004; Hereimal., 2000; Lund et al., 2004). Es ist
beschrieben worden, dass verschiedene TLRs Heteeoeli bilden mussen, um aktiv zu
werden. So bildet z.B. TLR2 Heterodimere mit TLREenTLR6 (Ozinsky et al., 2000). Im
Gegensatz dazu bildet TLR4 jedoch Homodimere (deaSCorreia et al., 2001). Weitere
extrazellulare Komponente des LPS-Rezeptorkomplesesias Protein MD2, dem eine
transmembranare Doméane fehlt. Es wird auf Zellddelnen in Assoziation mit der
Ektodomane von TLR4 exprimiert (Shimazu et al., A9MD2 stabilisiert wahrscheinlich
TLR4-Dimere und scheint LPS direkt zu binden (\akpsol et al., 2001). Studien mit MD2-
mutierten Zelllinien, bzw. MD2-defizienten Mauseeshkitigen die essentielle Rolle von MD2
fur die LPS-Erkennung (Nagai et al., 2002; Schroetral., 2001).
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Fir Toll-like-Rezeptoren charakteristisch ist dwrazellulare Leuzin-reiche Doméanengl.:
sleucin-rich-repeats”, LRRs) (O'Neill und Dinarell2000). LRRs fiihren zur Auspragung der
sogenannte ,horseshoe-like*-Struktur und scheimemdjegend fir die Ligandeninteraktion
der TLRs zu sein (Kobe und Deisenhofer, 1995). Aaodere PRRs, z.B. CD14 und die
NODs weisen diese LRR-Architektur auf (KirschningduSchumann, 2002). Der LRR-Antell
ist essentiell fir die Ligandenerkennung. Die Shged#erleitung erfolgt Uber die

intrazellulare Toll/IL1-Rezeptor (TIR)-Domane, diglie Schlisselregionen fir die

Signaltransduktion beinhaltet.

1
L TLR4 Lipopolysaccharide
»leucin rich repeats®

TLR1/TLR2/TLR6 LTA, Lipopeptide u.a.
TLRS Flagellin
TLR10 ?
TLR3 doppelstriangige RNA
TLR7 } einzelstriingige RNA
TLRS
TLR9 unmethylierte DNA (CpG)

Bell et al., PNAS

2005

Abbildung 2: Strukturschema der TLRs und bisher bekannte Ligand

Die extrazellulare Domane aller bekannten TLRs tibet sogenannte "leucin rich repeats”, die, wie
im Falle des TLR3 gezeigt (Bell et al., 2005), eindeisenformige Struktur bilden. Diese ermoglicht
die Bindung des Liganden. Die intrazellulare Dombamhaltet die sogenannte TIR-Doméne, welche
fur die Signaltransduktion verantwortlich ist. Digganden der meisten TLRs konnten mittlerweile

identifiziert werden.
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2.2.4 TLRA4-Signalweg

Die Mutation des LPS-hyporesponsiven Mausstammeds/i&) betrifft den intrazellularen
Anteil des Rezeptorkomplexes im Bereich der TIR-Bam (Xu et al., 2000). Diese Struktur
wurde auch in anderen Spezies und Pflanzen mitakibartragungsprozessen assoziiert
(O'Neill, 2002). Die TIR-Domane interagiert mit dekdapterprotein MyD88, das ebenfalls
eine TIR-Domane tragt. Im folgenden interagierea sogenannten ,Todesdomanen“ von
MyD88 und IRAK1 (IL1-R associated kinase) miteinandund IRAK1 aktiviert TRAF6
(Beutler et al., 2005). Nachfolgend werden #&&- Dimere gebildet, welche nach
Inaktivierung des inhibierenden FaktorgB-durch die kB Kinase (IKK) in den Zellkern
translozieren (DiDonato et al., 1997). Der soebeschriebene Weg wird als ,MyD88-
abhéangig” bezeichnet. Die Beobachtung, dass Madseen MyD88 fehlt, eine lediglich
abgeschwachte Reaktion auf LPS zeigen flhrte zynottese eines MyD88-unabhangigen
Signalweges nach Aktivierung von TLR4 (Kawai et 4099). Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass TLR4 neben MyD88 auch TRAM aktivierds wiederum zur Aktivierung von
TRIF fuhrt (Hoebe et al., 2003; Sato et al.,, 200@mamoto et al., 2003). Dies fuhrt
wiederum zur Freisetzung von Interfererund§ nach Aktivierung des Transkriptionsfaktors
IRF-3 (Hoebe et al., 2003; Sato et al., 2003). TLR# der einzige TLR, der beide
beschriebenen Wege, also den MyD88-abhdngigen ureh dRIF-abhangigen
Signaltransduktionsweg aktiviert. TLR3 aktiviertsaahlie3lich TRIF (Hoebe et al., 2003),
wahrend die Signale aller anderen bisher beschrégbelLRs in MyD88-Abhangigkeit

transduziert werden (Beutler et al., 2005).
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Abbildung 3: Signaltransduktionsweg nach Aktivierung von TLR4

LPS wird durch LBP monomerisiert und an den Rezé&ptaplex transferiert, der aus CD14, einem
TLR4-Homodimer sowie MD-2 besteht. Dadurch wird M3®aktiviert und es kommt uber IRAK
und TRAF6 zur Inaktivierung von IKK und nachfolgemdiranslokation von NikB-Dimeren in den
Zellkern. Somit wird die Translation von pro-inflamtorischen Zytokinen eingeleitet. Neben MyD88
kann TLR4 auch TRAM und TRIF aktivieren, was zuegiAktivierung von IRF-3 und Translation
von Interferoro undp fuhrt.
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2.2.5 TLRs und Parodontitis

Die Expression von TLR2 und -4 in gingivalen Maknagen und Fibroblasten korreliert mit
dem Entzindungsgrad des parodontalen Gewebes @ali, 2003). Sugawara et al. fanden
aul3erdem eine hohere Expression von LBP und CD18pgeichel von Parodontitiskranken
(Sugawara et al., 2002). Bei einer weiteren Untdrsng von Gewebe aus parodontalen
Lasionen wurde eine erhdhte Expression von TLR2 #hdsowie membrangebundenem
CD14 im Vergleich zu gesundem Gewebe dokumenteturch die pathogenetische Rolle
dieser PRRs unterstrichen wird (Ren et al., 20D&sweiteren wurde in einem Mausmodell
reduzierter periapikaler Knochenabbau bei dem Maonss C3H/HeJ, dessen TLR4 inaktiv
ist, im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (Hou @t, 2000). Korrespondierend dazu wurden
geringere Mengen der Zytokine Ilelund $ sowie des proinflammatorischen IL-12
freigesetzt, die die Knochenresorption fordern fghund dieser Ergebnisse kann ein Einfluss

der TLRs auch auf die Parodontitispathogenese vetrmerden.

Lipopolysaccharide Gram-negativer Bakterien wurdenederholt als hochrelevante
pathogenetische Faktoren der Parodontitis bes@miébensen et al., 1966) und TLR4 wird
als klassischer Rezeptor fir LPS angesehen (Bartmh Medzhitov, 2002; Beutler und
Rietschel, 2003; Hirschfeld et al., 2000). Zu derar@negativen Bakterien zahlen auch
Parodontalpathogene, wkorphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus
actinomycetemcomitans und Bacteroides sp. (Gutierrez-Venegas et al.,, 2006; Hashimoto et
al., 2003). Im Unterschied zu den Ubrigen oben getesm Parodontalkeimen gab es beziiglich
der Erkennung voriPorphyromonas gingivalis (PG)-LPS innerhalb der vergangenen Jahre
zahlreiche Kontroversen. Urspriinglich wurde bestien, das PG-LPS im Unterschied zu
den meisten anderen LPS-Formen ein Ligand des TisRPHirschfeld et al., 2001), ein
Phadnomen, dass auch schon fur LPS hegstospira interrogans aus der Familie der
Spirochaeten beschrieben wurde (Werts et al., 200d)ere Untersuchungen zeigen jedoch,
dassPG-LPS ausschlief3lich mit TLR4-MD2 interagiert und sldsffekte mit TLR2 auf
Kontaminationen mit typischen TLR2-Liganden zuridiihren sein kénnten (Hashimoto et
al., 2003). Nach spezieller Aufreinigung der Ligidrraktion desPG-Stammes 381 sank die
NF-kB-Aktivierung durch TLR2 einer Mauszelllinie, jedocnicht die via TLR4. Das
entsprechende synthetisch hergestellte Lipid Avadte Immunzellen jedoch allein tber
TLR4 (Ogawa et al., 2002).
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2.2.6 Polymorphismen

Als genetischer Polymorphismus wird eine Genvanatijeines Allels) bezeichnet, die mit
einer Haufigkeit von mindestens einem Prozent imaléreiner Population auftritt, andernfalls
wird von einer Mutation gesprochen. Eine haufigeridfeonsmdglichkeit besteht im
Austausch eines Nukleotids und folglich eines Bpaares des DNA-Molekuls. Sie wird als
Einzelnukleotid-Polymorphismusigl.: ,single nucleotide polymorphism*®, SNP) bezeichne
Wenn ein SNP im fir ein Protein kodierenden Bereictes DNA-Abschnittes liegt, kann ein
Aminosaureaustausch resultieren. Dieser muss jedaatit zwingend stattfinden, da der
genetische Code redundant ist, sodass viele Aminesadurch mehrere Basentripletts
verschlisselt sind. Es wurde beobachtet, dass Mno&t nicht zufallig im Genom
vorkommen, sondern von der speziellen Region deso@s und vom selektiven Druck
abhangig sind (Zhang und Hewitt, 2003). Demzufotgpheinen Gene, die fir Proteine
kodieren, die bei immunologischen Prozessen miemiyleine hohe Anzahl von Polymorphis-
men aufzuweisen. Diese Hypothese konnte durch Geeguenzierungen bekraftigt werden
(Marth et al., 2001; Sachidanandam et al., 2001Lylen letzten Jahren sind zahlreiche SNPs
fur immunologisch relevante Gene beschrieben wqrdenauch fir PRRs und Zytokine
(Stuber et al., 1996). Ob sich diese SNPs bei déagern auf das Eintrittsrisiko bzw. den
Verlauf bestimmter Erkrankungen auswirken und opasitiver oder negativer Weise, wurde

inzwischen vielfach untersucht.

2.2.7 SNPs und TLRs

Durch mehrere Untersucher wurde bestatigt, dasktadation von Lipopolysacchariden bei
den meisten Probanden zu starken asthmaahnlichekti®een fihrt (Schwartz, 1996;
Schwartz et al.,, 1994). Allergische Asthmatikergieeen heftiger als gesunde Individuen
(Michel et al., 1989). Da es jedoch Menschen gili¢, nicht in dieser Weise auf LPS-
Inhalation reagieren, wurde ein unbekannter gectetisHintergrund vermutet (Kline et al.,
1999). Von Arbour et al. wurden 2000 zwei Polymaspien des TLR4 und deren Assoziation
mit der Unempfindlichkeit (Hyporesponsivitat) aufedinhalation von LPS beschrieben
(Arbour et al., 2000). Durch Gensequenzierung wideAustausch der Base Adenin gegen
Guanin bei Nucleotid 896 festgestellt, was den &inbder Aminosaure Aspartam statt Glycin
an Position 299 zur Konsequenz hat (Asp299Gly).vi@iterer SNP (C1196T, Thymidin statt
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Cytosin bei Nucleotid 1196) erzeugt den Einbau lmheuzin statt Threonin an Position 399
(Thr399lle). Durch beide Mutationen wird die exgluzlare Domane des Rezeptors
verandert, wobei der Genotyp Asp299Gly den domeméen funktionellen Einfluss zu haben
scheint. Vermutlich wird die Ligandenerkennung haéichtigt. Diese beiden Varianten treten
bei den meisten kaukasischen Tragern in Kombinadoh und zeigten eine Haufigkeit
zwischen 6 und 10 % innerhalb der untersuchten &ss&hen Populationen. Epithelzellen
und Alveolarmakrophagen der Polymorphismustrageytee eine herabgesetzte Zytokinaus-
schittung nach LPS-Stimulation in vitro. Desweiterkonnten fir THP1-Zellen nach
Transfektion mit dem mutierten TLR4 nur noch abbesichte Reaktionen auf LPS

festgestellt werden.

Asp299Gly Thr399lle

A\ 4 A

] I ml | TR

1 2517

40,
ke [ pre-LPS stimulation Arbour et al., 2000, Nat. Genet.:

M post-LPS stimulation

P 00} Die kombinierte Genvariation Asp299Gly/Thr3991le zeigte eine

Priisenz von etwa 7% innerhalb der kaukasischen Population.
20}
Der TLR4-SNP Asp299Gly/Thr3991le ist mit Hyporesponsivitét
bei LPS-Inhalation assoziiert.

I;I;i— Die IL-1-Freisetzung nach LPS-Stimulation von

IL-1ct {pg/ml)

WT/WT WT/Asp299Gly Lungenepithelzellen  heterozygoter ~TLR4-SNP-Tréiger war
— 332;22)“ signifikant verringert gegeniiber Wildtypzellen.
r399lle

Abbildung 4: Struktur des TLR4 und Lage der Polymorphismensage der Erstpublikation

Oben: Struktur des TLR4. Der N-terminale Bereiclsita¢ mehrere sogenannter Leuzin-reicher
repetitiver Stukturen (engl.: "leucin rich repeattRR). Die in dieser Studie behandelten Poly-
morphismen Asp299Gly und Thr399lle befinden siaheitalb dieser LRRs. Der C-terminale, intra-
zellulare Bereich beinhaltet die Signaltransdulg@mmane (TIR-domain). M: innermembranérer
Bereich. Unten: Das Vorliegen beider Polymorphismerhindert die Freisetzung von lleeInach

LPS-Stimulation von priméren Epithelzellen.

Infolge dieser Publikation gab es eine Reihe vamdi®nh zu diesen SNPs (Schréder und
Schumann, 2005). Es wurde sowohl ein erhéhtes Sepko aufgrund von Infektionen mit
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Gram-negativen Bakterienspezies als auch ein héh&isiko zur Ausbildung eines
septischen Schocks dokumentiert (Lorenz et al.,2P00on Agnese et al. wurde 2002
ebenfalls eine hohere Inzidenz der Polymorphisragstrfir Gram-negative Infektionen fest-
gestellt (Agnese et al., 2002). Fir beide TLR4-Ski&tmte eine klare Assoziation (vierfache
Frequenz) mit schwerer RSV-Bronchiolitis (RS&hgl.: ,respiratory syncitial virus®) bei
israelischen Kindern aufgezeigt werden (Tal et a004). Eine Studie in England mit
Meningokokkenerkrankten zeigte keinen Einfluss TieR4-SNP Asp299Gly auf Eintritt und
Verlauf der Infektion (Read et al., 2001). Aussende/urde in einer spateren Studie in
GroR3britannien eine grolRere Haufigkeit von seltenéfLR4-Mutationen bei
Meningokokkenerkrankten registriert (Smirnova et 2003). Im Gegensatz dazu wurde bei
einer Studie mit Legionarskrankem.efionella pneumophila) in den Niederlanden eine
erniedrigte Frequenz dieser SNPs festgestellt, ¢disemd auf einen schitzenden Effekt
(Hawn et al., 2005). Protektive Assoziationen siamgch fir Atherosklerose bei einer
italienischen Population (Kiechl et al., 2002) wathwere Malaria bei afrikanischen Kindern

(Mockenhaupt et al., 2006) beschrieben worden.

2.2.8 Einfluss von SNPs auf Parodontitiden

Genetische Risikofaktoren der Parodontalerkrankaisgghen seit langem im Mittelpunkt des
Interesses. Wegen der bereits zuvor beschriebemsonteren Rolle der angeborenen
Immunitat in der Pathogenese der Parodontitis waaeh ein moglicher Einfluss auf das
Erkrankungsrisiko durch SNPs in Genen fur proinfleeiorische Zytokine vermutet.

Kornman et.al. untersuchten 1997 SNPs in Generilfilro. bzw. IL-13 (mit gesteigerter

Produktion von IL-1 assoziiert (Kornman et al., ZP9Dabei wurden Korrelationen mit

einem besonders schweren Verlauf bei NichtraucHestgestellt. Es folgten zahlreiche
Studien in verschiedenen Populationen mit CP ung i@ diese Ergebnisse teilweise
bestatigten (Cullinan et al., 2001; Parkhill et @&000; Socransky et al., 2000), teilweise
widerlegten (Hodge et al., 2001; Meisel et al., 20@apapanou et al., 2001), siehe (Borrell
und Papapanou, 2005; Kinane und Hart, 2003). Zusarfassend wurde von Kinane
formuliert, dass sich der IL-1-SNP auf die chrohesd-orm (unabhangig von Risiko durch
Rauchen) auszuwirken scheint (Kinane und Hart, OD8r Einfluss ist jedoch nicht sicher

einschatzbar und deshalb eine Anwendung im kligstkumfeld zur Zeit nicht méglich. Da
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das Parodontitisrisiko wahrscheinlich multigenagstzst, stellen Polymorphismen des IL-1-
Gens eventuell nur einen von vielen verschiederadoFen dar. Die bisherigen Daten zur AP
lassen keine Assoziation vermuten. Auch fur TdNfalbraith et al., 1998), IL-10 (Kinane et
al., 1999) und weitere wichtige Elemente der Imrtitni wurden schon
Polymorphismusstudien flr Parodontitis publizi&ichere Aussagen lassen sich jedoch in
Analogie zur IL-1-Diskussion noch nicht treffen.
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3 Ziel der Studie

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob dielbekannten Polymorphismen Asp299Gly
und Thr399lle des Toll-like-Rezeptors 4 auf Ausprég und Verlauf von Parodontitiden
auswirken. Dazu sollte Zellmaterial von Patienta#i,denen eine chronische oder aggressive
Parodontitis diagnostiziert wurde, nach der Methdde Restriktionsfragment-Langenpoly-
morphismus-Analyse (RFLP) auf die SNPs Asp299Glg Thr399Ille des TLR4 untersucht
werden. Als Vergleichswert sollte die Frequenz Betymorphismen innerhalb bestimmter
Kontrollpopulationen bestimmt werden. Aus den Ergsten soll beurteilt werden, inwieweit
sich die Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle ded-like-Rezeptors 4 als Risiko-

marker fur entziindliche Parodontalerkrankungenesign

Diese Studie entstand in Kooperation des Laborsnidlekulare Sepsisforschung am Institut
fur Mikrobiologie und Hygiene mit der Abteilung filParodontologie und Synoptische

Zahnmedizin der Charité.

4 Patienten, Materialien und Methoden
4.1 Patienten

Die Durchfihrung dieser Studie wurde von der Etbikknission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Es nahmen B&#ienten méannlichen und weiblichen
Geschlechts im Alter von 22 bis 81 Jahren mit disgyzierter Parodontitis an dieser Studie
teil. Eingeschlossen waren sowohl Raucher als authchtraucher. Alle
Patientenuntersuchungen wurden von Zahnarzten geiigirt, die am zahnmedizinischen
Zentrum der Charité-Universitatsmedizin Berlin alsfglet wurden oder dort lehren. Es
wurden die anerkannten klinischen Untersuchungsodeth gem&fR den Richtlinien der
American Academy of Periodontology (AAP) angewen@daP, 1999). Die Diagnose einer
generalisierten Parodontitis erfolgte bei Kklinistheverlust parodontaler Stltzgewebe
(LAttachmentverlust®) von mehr als 3 mm an mindast&0 % der vorhandenen Zahne. Es
wurde desweiteren zwischen aggressiver (AP) undntscher Form (CP) unterschieden.
Dabei wurden ebenfalls die aktuellen Kriterien Xlassifikation der Erkrankungen des
Parodontium der AAP zugrunde gelegt, deren Nomémklauch fir die Deutsche

Gesellschaft fur Parodontologie verbindlich ist (BAL999). Patienten im Alter zwischen 18
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und 40 Jahren, bei denen sich ein Attachmentvedast mehr als 5mm an mindestens 3
weiteren bleibenden Zahnen neben den ersten MolardrnSchneidezéahnen diagnostizieren

liel3, wurden der Gruppe mit aggressiver Parodsrtitgeordnet.

Die Kontrollpopulation setzte sich aus einer Gegaimtvon 349 gesunden Individuen ohne
anamnestische Hinweise auf Parodontalerkrankungsanzmen. Fir die Population mit
aggressiver Parodontitis wurde deren Altersbereiotsprechend eine Kontrollgruppe mit
einer Alterspanne von 22 bis 39 Jahren, gebildet.Kontrollprobanden fir die Gruppe mit
chronischer Parodontitis sollte &lter als 40 Jaditesein. Aufgrund der Korrelation der
chronischen Parodontitis mit zunehmendem Alter, dadich nicht vorhersagen lasst, ob und
wann ein junger Mensch mit gesunden parodontaleh&imissen in spateren Lebensjahren
eine chronische Parodontitis entwickeln wird, sollKontrollpersonen gefunden werden, die
relativ wenig anfallig fur parodontale Entzindungsimd. Es wurde eine Gruppe von
Personen gebildet, die alter als 60 Jahre sindnaoth mindestens 20 Zahne haben, keine
Anzeichen von generalisierter chronischer Parotsrteigen und deren Anamnese keine

Hinweise auf parodontaltherapeutische MaRnahmeeriivergangenheit enthélt.

Alle Patienten waren deutsche Kaukasier mit Ausreakion 21 kroatischen Kaukasiern mit
diagnostizierter AP, die im Rahmen einer Kooperation Dr. med. Annette Moter und Vesna
Haban, Institut fir Mikrobiologie und Hygiene deh&ite, mit der Universitat Zagreb
rekrutiert wurden. Die Kontrollgruppe setzt sichsadeutschen Kaukasiern des Raumes
Berlin, sowie 27 Individuen des Raumes Konstanzamusen. Bei allen Patienten und
Kontrollpersonen wurde eine Raucheranamnese erhdbien konsumierte Menge wurde
dabei in ,pack years" umgerechnet. Ein packyeadisth den aquivalenten Konsum von
taglich einer Schachtel mit 20 Zigaretten wahremes Jahres definiert. D.h. 10 Zigaretten
taglich in einem Jahr bedeuten z.B. ein halbes pa&t. Zuordnung zur Rauchergruppe
erfolgte ab 10 pack years. Alle beteiligten Pergopeklarten sich mit der Untersuchung
einverstanden. Vor Beginn der Untersuchungsphasedenvwein Erfassungsbogen in
Abstimmung aller beteiligten Untersucher Uber dieswahl der erhobenen Daten und deren
Umsetzbarkeit erstellt. Neben den allgemeinen DaterPerson und der gestellten Diagnose
wurden folgende Kriterien als dichotome GroRen beate Mundhygiene,
Plagueakkumulation, Vorhandensein von subgingiv&lenkrementen sowie Zahnengstand.

Angaben zum Raucherstatus, Sanierungszustand (DMiEk, ist die Summe aller
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zerstorten, fehlenden und gefillten Zahne) und ainandenen Ausschlusskriterien wurden

dokumentiert. Tabelle 2

Tabelle 2: Kriterien fur die Studienteilnahme

Einschlusskriterien 1. chronische Parodontitis diagnostiziert
aggressive Parodontitis diagnostiziert
Einwilligung der Studienteilnahme

Ausschlusskriterien Diabetes mellitus Typ | und Il

maligne Grunderkrankung

CORIDEIE OIS

immunsupressive Behandlung (auch Steroide >nig/d
Prednisolonaquivalent)

B

bekannte angeborene/erworbene Immundefekte

5. Verweigerung der Studienteilnahme

Fiur die Parodontitispatienten ist ein Parodontalstanit sechs Messpunkten pro Zahn und
Angaben zur Zahnbeweglichkeit und dem Grad der&timksbeteiligung erstellt worden, aus
dem die Sondierungstiefen enthommen wurden. Dafiirde bei den CP-Patienten eine
konventionelle Parodontalsonde (PCP-UNC 15, Hudyrie&lSA) verwendet. Sondierungstie-
fen und klinischer Attachmentverlust wurden bei AénPatienten mit einer druckkalibrierten
elektronischen Parodontalsonde (Florida Probe FPnB2Software 3.0.6.8, Florida Probe
Corporation, USA) gemessen. Desweiteren wurde ahlklan Einzelrontgenaufnahmen, die
von allen Zahnen der Patienten in Paralleltechnigegertigt wurden, die Diagnosestellung

Uberpraft.
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4.2 Materialien und Gerate

4.2.1 Entnahme des Zellmaterials

Test Swab, steriler Wattetupfer
Mikroréhrchen 1,5 ml
PBS (,Phosphate buffered saline®):

0,01 M NaHPQ, (Natriumhydrogenphosphat)
0,0015 M KHPO, (Kaliumhydrogenphosphat)
0,025 M KCL (Kaliumchlorid)

0,14 M NaCl (Natriumchlorid)

pH 7,4

4.2.2 DNA-Extraktion

QIAamp DNA Mini Kit

PBS

Ethanol 98-100 %

Aqua dest

Eppendorf Thermomixer 5436
Eppendorf Centrifuge 5415C

Heizblock

Copan Innovation, Brescia Italien
Sarstedt, Numbrecht

GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA

QIAGEN, Hilden, CA
GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA
Roth, Braunschweig
B. Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Primer TLR4/Asp299Gly sense (s)

5 -GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3’
Primer TLR4/Asp299Gly antisense (as)

5 -GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3

Primer TLR4/Thr399lle sense (s)

5GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGABA-3’

Primer TLR4/Thr399Ile antisense (as)

5 -ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3’

Qiagen PCR Buffer, 20konzentriert, enthalt:

Tris ClI (Tris-hydroxymethyl-aminomethan-chlorid)
KCI

(NH4).SO, (Natriumhydrogensulfat)

15 mM MgClL (Magnesiumdichlorid)

pH 8,7 (20°C)

MgCl, solution, 25 mM
Desoxyribonucleosidtriphosphat-Mix (ANTP)
dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mM

Aqua dest.

Taq DNA Polymerase

Konzentration: 5 units/ul

T3 Thermocycler

TIB MOLBIOL, Berlin

TIB MOLBIOL, Berlin

TIB MOLBIOL, Berlin

TIB MOLBIOL, Berlin

QIAGEN, Hilden, CA

QIAGEN, Hilden, CA

Clontech, Heidelberg

B.Braun, Melsungen

QIAGEN, Hilden, CA
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4.2.4 Restriktionsenzym-Verdau

Restriktionsendonuclead®&o |
NEBuffer 4:

50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-acetat, 10 m

Magnesiumacetat, 1 mM Dithiothreitol
Restriktionsendonucleasénf |
NEBuffer 3

Aqua dest.

Mini Oven MK I

4.2.5 Gelelektrophorese

Bromphenolblau

Agarose GTQ, 1 % Agarose-Gel
Biozym agarose, 0,75 % Nusieve
Gelelektrophoresekammer
5xXTBE, auf XTBE verdinnen

(Tris-Base 54 g, Borsaure 27,5 g, 3,7 g oder 0,
(pH 8,0) 20 ml EDTA; auf 1 Liter mit Aqua dest

auffullen)
Ethidiumbromid

DNA-Langenmarker

Eagle Eye Il, Imaging Chemiluminescent
Western Blotting

New England BioLabs, Braunschweig

New England BioLabs, Braunschweig

New England BioLabs, Braunschweig
New England BioLabs, Braunschweig
B.Braun, Melsungen

MWG-Biotech, Ebersberg

Merck, Darmstadt

Roth, Braunschweig
Biozym, Hessisch Oldendorf
Febikon, Wermelskirchen

Roth, Braunschweig

Sigma, Taufkirchen

New England BioLabs, Braunschweig

Strategene, La Jolla, CA
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4.3 Methoden

4.3.1 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse

Zur Untersuchung auf TLR4-Polymorphismen wurde Ratienten und Kontrollprobanden

DNA-Material enthommen, unter Durchfihrung einerlyRwerase-Kettenreaktion (PCR)

vervielfaltigt mit anschlieendem Restriktionsengkleasen-Verdau der PCR-Produkte.
Durch Gelelektrophorese wurden die unterschiedbclyen und schweren Schnittfragmente
aufgetrennt und mittels des Farbstoffes Ethidiumbdosichtbar gemacht. Diese Methode
wird als Restriktionsfragment-Langenpolymorphisrduglyse (RFLP) bezeichnet.

4.3.2 Entnahme des Zellmaterials (Wangenschleimhautabsich)

Zur Untersuchung des Genoms der Patienten und #&lipgrsonen wurden Abstriche der
Wangenschleimhaut verwendet. Vor Entnahme wurdéviderd grindlich ausgesplilt und die
Wangenschleimhaut getrocknet, damit moglichst w&pgichel aufgesaugt wird. Der sterile
Wattetupfer wurde etwa zehn Sekunden kréftig an Wangenschleimhaut gerieben und
anschlie3end sofort grindlich in drehenden Bewegnurig einem 1,5 ml Reaktionsgefald mit
Schraubverschluss in 200 pl steriler Pufferlosunsgapresst. Nach sorgféaltigem Verschluss

wurden sie bei -20°C aufbewabhrt.

4.3.3 DNA-Aufreinigung

Im Anschluss wurde eine DNA-Extraktion mittels QAg DNA Mini Kit durchgefuhrt.
Dabei wurde nach dem Herstellerprotokoll fur Kofliesigkeiten in folgender Weise vorge-
gangen. Zum Pipettieren wurden Spitzen mit Filtesaiz verwendet, um Kontaminationen so
gering wie moglich zu halten. Die DNA-Proben wurde Raumtemperatur gegebenenfalls
auf das einheitliche Volumen von 200 pl mit PBSgadiillt. Zuerst wurden 20 ml Qiagen
Protease in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettieshadh die 200 ul Probe dazugegeben und
sorgfaltig per Hand gemischt. Nach etwa 5 min Eikungszeit wurden 200 pl Lysepuffer
AL dazu pipettiert, 15 s lang kraftig durchmischtdudann fiir 10 min bei 56°C inkubiert
(vorbereiteter Heizblock). Nach diesen 10 min &$ d#Maximum an DNA-Ausbeute erreicht.
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Nun wurden 200 pl Ethanol (96-100 %ig) hinzugefldt,s gemischt und kurz zentrifugiert.
Diese Mischung wurde nun sorgféltig in 2 ml QiampinSColumn Gefal3e uberfuhrt und
zentrifugiert bei 6000 x g (8000 rpm) fiir 1 min.Maah wurde das Spin Column Gefal} in ein
sauberes 2 ml Sammelgefald umgesetzt, das Filttabrgh AnschlieRend wurde 500 ml
Waschpuffer AW1 dazu pipettiert und wiederum zéndgriert bei 6000 x g (8000 rpm) flr
1 min, die Sammelgefalie erneuert, das Filtrat egitddach Zugabe von 500 ml Waschpuffer
AW?2 wurde fur 3 min bei 20000 x g (14000 rpm) zdagiert. Nun wurde das Spin Column
Gefal3 in ein steriles 1,5 ml Mikrozentrifugengefj3etzt, das Filtrat entsorgt. Direkt auf den
Filter wurden 50 ml destilliertes Wasser pipettientd nach etwa 10 min Einwirkungszeit bei
Raumtemperatur abschlieRend zentrifugiert bei 608000 rpm) fir 1 min. Diese DNA-

Extrakte wurden bei -20°C aufbewahrt.

4.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PGR)oglicht es, exakt definierte DNA-
Abschnitte zu vervielfaltigen. Diese Methode findehr haufig Anwendung und zeichnet sich
durch hohe Sensitivitdt und Spezifitdt aus. Ein&RR€igt folgenden grundséatzlichen Ablauf:
Im ersten Denaturierungsschritt bei ca. 95°C wiel Dloppelhelixstruktur der DNA in zwei
Einzelstrange getrennt. Danach wird die Temperahgesenkt, um das Anlagerangl.:
.-annealing“) der ,primer* an das jeweils entgegesejete Ende dieser Einzelstrdnge zu
ermoglichen. Als Primer wird ein Molekil aus etw#-24 Basenpaaren bezeichnet
(Oligonukleotid), dessen Sequenz das Gegenstickirzem charakteristischen Abschnitt
innerhalb der zu vervielfaltigenden DNA darstelliie Annealingtemperatur ist von den
Primern abhangig und liegt um 55°C. Die Primer dieals Erkennungspunkt fir die DNA-
Polymerase und bilden den Anfang eines neu systbggn Stranges, der wahrend des
Elongationsschrittes durch die DNA-Polymerase vistdandigt wird. Das Temperatur-
Optimum ist von der verwendeten Polymerase abhafmigschen 68 und 72°C). Im
Anschluss folgt wiederum ein Denaturierungsschriieser Zyklus wird 30-50 mal
wiederholt. Zum Schluss wird ein finaler Elongasiechritt durchgefuhrt, um sicher zu

gehen, dass die Polymerase ihre Synthese beenden ka
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Die PCR erfolgte zeitlich getrennt fir die TLR4-fAabrphismen Asp299Gly und Thr399lle.
Die Protokolle basieren auf der Publikation vondrr et al., 2001 (Lorenz et al., 2001). Die
Primer wurden so entwickelt, dass eine Unterscimgidton Wildtyp- und Mutanten-TLR4-
Allelen méglich wird durch die Prasenz von Erkengestellen fir Restriktionsenzyme. Fur
beide Polymorphismen wurden die Sequenzen der Wsprémer so verandert, dass durch
die PCR eine Restriktionsschnittstelle im entspeaden Mutantenallel eingebaut wird. Der
Mastermix (20 pl fir den PCR-Ansatz von 5 ul Prolajde fir beide Polymorphismen nach
gleichem Protokoll (sieh&belle 3 hergestellt.

Tabelle 3: PCR-Protokoll fir ein Reaktionsvolumen von#5

Komponenten \Volumen in pl Endkonzentration
Primer sense (s), 1 nM 2.5 40 pM
Primer antisense (as) M 2,5 40 pM
PCR Buffer, 18 konzentriert 2,5 1x konzentriert
MgClI; solution, 25 mM 2 2 mM
dNTP-Mix, je 10 mM 2 je 200puM
Aqua dest. 8,25
Taq DNA Polymerase (5 units/ul) 0,25 1,25 units/Probe
DNA-Probe 5ul

Die Tag-DNA-Polymerase stammt auShermophilus aquaticus, einem hitzestabilen

Bakterienstamm. Das Aktivitatsmaximum der Tag-Pdyase liegt bei 74°C und einem pH-
Wert von Uber 8. lhre Syntheserate liegt bei etv8®02 Nukleotiden pro Minute. Um

Kontaminationen auszuschlielen, wurden zum Pipettiedes PCR-Ansatzes gefilterte
Spitzen verwendet, und fur jeweils etwa 20 Proberde ein Kontrollgefal3 mit destilliertem
Wasser mitgefiihrt. Die PCR fand unter folgendeniigehgen statt: 95°C fur 10 min, dann
40 Zyklen mit jeweils 95°C/30 s, 56°C/30 s und 72%_s und schlief3lich 72°C fur 5 min.
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4.3.5 Restriktionsenzym-Verdau

An die PCR anschliel3end wurde die Reaktion mitREstriktionsendonuklease durchgefihrt.
Diese Restriktionsenzyme erkennen je nach Spdz#ithis 8 Basenpaare in einem DNA-
Strang und schneiden mit sehr hoher Prazision ruwe iZielsequenz. Die Erken-
nungssequenzen sind meist Palindrome, d.h. synsdletri Basenabfolgen, die in beiden
Strangen gleich sind. Die PCR-Produkte fur den molphismus Asp299Gly wurden mit
dem Enzym Nco | verdaut. Nco | erkennt die SequBh€ CATGG 3' (Palindrom) und
schneidet nach dem ersten Cytosin. Fur die Bestimgnaes Polymorphismus Thr399lle wird
das Restriktionsenzym Hinf | verwendet, das dieusaqg 5° GANTC 3’ erkennt und nach
dem Guanin schneidet. Fur einen Ansatz wurden B@R-Produkt mit 4,5 ul destilliertem
Wasser, 1 ul Puffer (NEBuffer 4 fur Nco |, NEBuffgrfir Hinf 1) und 0,5 pul Enzym gemischt
und bei 37°C uber Nacht inkubiert.

4.3.6 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennungteuschiedlicher Molekile mittels
Einwirkung eines elektrischen Feldes. Dabei lalkéreere DNA-Strange schneller als die
langeren durch die Gelmatrix auf die Anode zu. Risferenz dient eine DNA-Leiter mit
Fragmenten bekannter Grol3e. Durch den Zusatz vhidinbromid kénnen die DNA-
Banden unter UV-Licht (Eagle Eye Il, Imaging Chamiinescent Western Blotting,
Strategene, La Jolla, CA) sichtbar gemacht werBéndie Gelelektrophorese wurde ein Gel
aus 1 % Agarose und 0,75 % Nusieve hergestell20@ ml 1x Puffer werden dafir 3 g
Agarose und 1,5g Nu Sieve aufgelost, gekocht bes Idbsung Kklar ist, mit 2 pl
Ethidiumbromid versetzt und gegossen. Zu 10 pl &epdodukt wurden je 2 pl
Bromphenolblau gegeben. Pro Geltasche wurden tliegés Gemisches aufgetragen und pro
Reihe auf dem Gel moglichst eine Wasserkontrolie. Elektrophorese erfolgte bei 70 Volt

fur etwa 90 min.
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Patienten-DNA-Proben Standards
A

[FIIl DNA-Leiter

I wildtyp
| Mutante

»249bp
~223bp

\/

heterozygote Proben

Abbildung 5: RFLP-Analyse fur den Polymorphismus Asp299GIly/TLR4

Patienten-DNA wurde aufgereinigt und das Vorliegels Asp299Gly Polymorphismus wurde wie in
Materialien und Methoden beschrieben bestimmt. Zkelhen ist die typische Doppelbande bei

Vorliegen eines Polymorphismus im heterozygotertahd

Die durch PCR amplifizierten DNA-Fragmente zum Naels des Polymorphismus

Asp299Gly/TLR4 sind 249 Basenpaare (bp) lang. Widhredes anschlieRenden

Enzymverdaus mit Nco | wird vom Mutantenallel eagiment von 26 bp abgeschnitten. Bei
heterozygoten SNP-Tragern werden somit zwei DNAeRansichtbar (249 bp/223 bp). Da
die Wildtypfragmente keine Schnittstelle haben,cleemt nur eine Bande (249 bp). Die
Fragmente von homozygoten Tragern wirden vollstiadf 223 bp gekirzt werden. Es ware
eine Bande erkennbar (siehe Kontrollstandart/Momati Analog dazu haben die

Wildtypfragmente des Polymorphismus Thr399lle/TLRéhe Lange von 409 bp. Vom

Mutantenallel wird durch die Restriktionsendonukkeain Fragment von 29 bp abgetrennt,
sodass ein 380 bp langes Fragment resultiert.

4.4  Methode der Auswertung und Statistik

Um Zufallsfehler und Verzerrungen von Studienergeten mdglichst gering zu halten,
besteht die Mdglichkeit der Paarbildurendl.: ,matching“; anpassen). Dieses gilt als um so

sinnvoller, je starker die Assoziation zwischen dhatgvariable und untersuchter Krankheit
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ist. Es werden eine oder mehrere Matchingvariablesigelegt. Diese basieren auf
potentiellen Storfaktoren (Confoundern), die nidgeh Gegenstand des Untersuchungsinteres-
ses darstellen. Die Verteilung dieser Storfaktamend beim Matching so angelegt, dass sie in
den zu vergleichenden Gruppen analog ist. In deliegenden Fall-Kontroll-Studie wurde

nach den Variablen Alter, Geschlecht und Rauchisigematcht. Es wurde ein individuelles
1:1-Matching durchgefuhrt, d.h. jeder konkreteng&akon wurde randomisiert eine konkrete
Kontrollperson zugeordnet. Das Altersmatching gtioldurch Zuteilung einer Kontrollperson

mit korrespondierendem Altersbereich.

Zur Erfassung und Auswertung des Datenmaterialsi@rudie Softwareprogramme SAS und
SPSS sowie Excel fur Windows genutzt. Die statibbs Werte wurden durch Anwendung
der Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, USA)Windows errechnet. Es wurde
Pearsons Chi-Quadrat-Test mit zweiseitiger Fralieste angewendet. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeit der statistischen Auswertung deurmit o = 0,05 festgesetzt. Eine
Nullhypothese wurde dann verworfen und das statisé Ergebnis als statistisch signifikant

bezeichnet, wenn dieser Wert unterschritten wuypde @,05).
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5 Ergebnisse

5.1 Datencharakter der untersuchten Personen

Insgesamt wurden in dieser Studie 197 Patienterersuntht, die an generalisierter
Parodontitis erkrankt waren. Von diesen wiederunrden 116 Patienten aufgrund des
klinischen Bildes der Gruppe der chronischen Partti® (CP) zugeordnet. Bei den anderen
81 Patienten wurde wegen des frihzeitigen Erkraggieginnes und der ausgeprégten
Progression eine aggressive Parodontitis (AP) distiriert. Der Altersdurchschnitt aller 197
Fallpersonen betrug 49,8 + 11,9 Jahre (Standardebwmey), wobei das Minimum bei 22
Jahren und das Maximum bei 81 Jahren lag. Der giitgtelwert der CP Patienten betrug
57,1 £ 8,8 Jahre (Minimum 40; Maximum 81 Jahre)s Dairchschnittsalter der AP Patienten
ergab 39,3 £6,9 Jahre (Minimum 22; Maximum 54 dahDer ausgepragte Unterschied
dieser Werte zwischen beiden Gruppen ist durch jeleeiligen Klassifikationskriterien
erklarbar (d.h. Erkrankungsdiagnose vor dem 40ehsjahr bedeutet Diagnose AP). Es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen CP und R&ienten in Bezug auf die
Geschlechtsverteilung und den Raucherstatus.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Verteilung&abglle 4): Die gesamte Studiengruppe
setzte sich aus 112 Frauen und 85 Méannern zusanib@on waren 68 Raucher und 129
Nichtraucher. In Betrachtung der 116 CP-Falle gali e Frauen und 45 Méanner, von denen
42 Raucher und 74 Nichtraucher waren. Von 81 AReRé&lvaren 41 weiblich und 40
mannlich, wobei 26 Raucher waren und 55 Nichtrauddee Kontrollgruppen, die fur die
statistische Auswertung der verschiedenen Patignippen verwendet wurden, sind aus
einer Population mit insgesamt 349 parodontal gésurPersonen zusammengestellt worden.
Aufgrund der 1:1-Paarbildung sind die Verteilungeacth Geschlecht und Raucherstatus in
Kontrollgruppe und Parodontitisgruppe identischr Biersmittelwert bezogen auf alle 197
Kontrollpersonen lag bei 43,7 mit einer Standardgiblaung von + 16 Jahren (Altersspanne
von 22 - 83 Jahren). Die Kontrollpersonen fir dié CP-Falle hatten ein Durchschnittsalter
von 55 £ 10,5 Jahren (Spanne von 40 - 83 Jahrem)end die Kontrollen fur die AP-Falle im
durchschnittlich 27,5+ 4,5 Jahre alt waren (beieeiSpanne von 22 -39 Jahren). Als
Mittelwert der Sondierungstiefen der parodontaleschen aller 197 Parodotitispatienten

ergaben sich 3,9 mm (x 1,0 mm StandardabweichiNig).die Messungen der CP-Patienten
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betrachtet, ergaben sich durchschnittlich 3,5 mn0,& mm). Die Mittelwerte der AP-
Patienten lagen bei 4,6 mm (£ 1,0 mm).

Tabelle 4: Datenubersicht der untersuchten Personen (* ridéirdabweichung)

Parodontitisfalle

Kontrollpersonen (gematcht)

gesamt CP AP gesamt fur CP fur AP
Anzahl 197 116 81 197 116 81
112 71 41 112 71 41
Frauen (56,8 %) (61,2%) (50,6 %) (56,8%) (61,2%) (50,6 %)
85 45 40 85 45 40
Manner (43,2%) (38,8%) (49,4%) (43,2%) (38,8%) (49,4 %)
68 42 26 68 42 26
Raucher (345%) (36,2%) (32,1%) (345%) (36,2%) (32,1%)
129 74 55 129 74 55
Nichtraucher (65,5%) (63,8%) (67,9%) (655%) (63,8%) (67,9 %)
Altersmittel* 49 57,1 39,3 43,7 55,0 27,5
(Jahre) (£11,9) (£8,8) (6,9 (£ 16,0) (£ 10,5) (£ 4,5)
Altersspann
(Jahre) 22 -81 40 - 81 22 - 54 22 - 83 40 - 83 22 -39

5.2  Korrelation von CP-Fallen mit tber 60jahrigen Kontrollen ohne Parodontitis

Es sollte fir die Gruppe mit chronischer Parodantinter Berticksichtigung der Altersstruk-
tur eine spezielle Kontrollgruppe von Personen, dier als 60 Jahre sind und noch
mindestens 20 Zahne ohne Anzeichen von generédisiehronischer Parodontitis haben,
gebildet werden. Es zeigte sich, dass sich dersardmensetzung bezlglich des Rauchersta-

tus stark von der CP-Patientengruppe unterschagthss bei dieser gesonderten Gegeniber-
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stellung nur Nichtraucher einbezogen werden kon®aflerdem ist das Geschlechterverhalt-
nis zugunsten der Frauen verschoben. Es wurdenonfrdllen dieser Auswahl mit 75 CP-
Patienten nach Altersbereich und Geschlecht zgiiatcht. Es fanden 49 Frauen und 26
Manner Bertcksichtigung. Der Altersmittelwert deorifrollen liegt bei 67,5 Jahren +5.4
(Spanne von 60 - 81 Jahren), der der Patientesh&ix 8,3 (Spanne von 40 - 75 Jahren).
(Tabelle 5

Tabelle 5: Datentbersicht CP/ Uber 60jahrige Kontrollen oRaeodontitis
(*Standardabweichung)

Parodontitisfalle CP Kontrollen & 60 Jahre,
(gematcht) parodontal gesund)
Personenzahl 75 75
Frauen 49 (65,3%) 49 (65,3%)
Manner 26 (38,8 %) 26 (38,8 %)
Nichtraucher 75 (100%) 75 (100%)
Altersmittelwert (J.)/* 57,5%+ 8,3 67,5£5.4
Altersspanne (Jahre) 40 - 75 60 - 81

5.3  Polymorphismusverteilungen der Studiengruppen undtsitistische Auswertung

Es wurde das aus Wangenschleimhautabstrichen deddditispatienten extrahierte geneti-
sche Material auf das Vorliegen der Polymorphisigo299Gly und Thr399Ile des Toll-like-
Rezeptors 4 hin untersucht. In Auswertung der UWoihtung wurden Patienten mit
Auspragung beider Polymorphismen in Kombinationistegrt, solche, die Trager nur einer
von beiden Variationen waren und Patienten, dieéieider gesuchten Polymorphismen
zeigten. Alle der identifizierten Polymorphismusgieé waren heterozygot, d. h. nur eines der
beiden fur das Merkmal codierenden Allele war vomas@&haustausch betroffen. Ein
homozygoter Polymorphismustrager wurde in der gésardntersuchung einschlie3lich der
Kontrollpopulation nicht gefunden. Deshalb werdenden folgenden Abschnitten nur die
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jeweiligen Frequenzen der Polymorphismustrager oh@atiert und nicht die Allelfrequenz

(durch Halbieren des gegebenen Wertes zu errechbenyorliegenden Daten wurden nach
den Variablen Alter, Geschlecht und Raucherstagnsagcht (s.0.). Es wurde eine individuelle
1:1-Paarbildung durchgefiihrt, indem jedem Parotiefdil eine konkrete passende
Kontrollperson zugeordnet wurde. Die Werte fur @akls Ratio und die Konfidenzintervalle
wurde mittels GraphPads Prism 4.0 errechnet.

5.3.1 Gesamte Parodontitisgruppe

Bezogen auf insgesamt 197 untersuchte Parodoaligisiurden 38 heterozygote Tréager des
kombinierten Haplotyps Asp299Gly/Thr399lle idertiéirt (19.3 % aller Patienten). Diese
Frequenz war signifikant hoher im Vergleich zur géchten Kontrollgruppe, in der bei 14
von 197 Individuen (7,1 %) dieser Haplotyp auftidds Odds Ratio (OR) fur dieses Ergebnis
betragt 3,124 mit dem Konfidenzintervall (KI) vorn633 bis 5,976 und einem p-Wert von
0.0005 Tabelle 6. Bei insgesamt 5 der 197 Patienten (2,5 %) wumaejeweils einer der
maoglichen Polymorphismen Asp299Gly oder Thr39%laiert gefunden, in 2 Fallen war es
Asp299Gly und in 3 Fallen Thr399lle (ausschliellich der Gruppe mit chronischer
Verlaufsform), wohingegen keiner der Kontrollprodan diese einzeln auftretenden
Polymorphismusformen zeigte. Das bedeutet, dasgesasnt 43 der 197 untersuchten
Patienten mit generalisierter Parodontitis (21,&flér Patienten) Varianten des Toll-like-
Rezeptors 4 aufwiesen, wahrend 14 der 197 Kontokgnden (7,1 %) Polymorphismus-
trager waren (OR 3,650; KI {1,573; 8,467}, p-Wer0001,Tabelle 6.

5.3.2 Gruppe mit chronischer Parodontitis

Aufgrund der Einteilung der Patientenpopulation maklinischem Krankheitsbild in
chronische, beziehungsweise aggressive Parodéoritis wurden die Polymorphismus-
haufigkeiten separat fir beide Untergruppen bestinvon 116 Patienten mit chronischer
Parodontitis wurden 22 Trager des kombinierten bigpk Asp299Gly/Thr399lle gefunden
(19,0 %). Dieses Verhdltnis ist signifikant erholmn Vergleich zur zugehérigen

Kontrollgruppe, bei der in 6 von 116 Fallen (5,2 %er kombinierten Haplotyp
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Asp299Gly/Thr399lle (OR 4,3; Kl {1,67; 11,03}; p-We0,002) nachgewiesen wurde.
Berucksichtigt man auch die Trager der getrenntretgihden Formen (2 mit Asp299Gly, 3
mit Thr399lle), dann wurden zusammen 27 Polymorphi&rager unter 116 CP-Patienten
festgestellt. Damit erh6ht sich der signifikantetétachied (p-wert 0,0001). Das Odds Ratio
steigt auf 5,562 bei einem Konfidenzintervall vdahX99; 14,04} Tabelle 6.

5.3.3 Gruppe mit aggressiver Parodontitis

Von den der aggressiven Verlaufsform zugeordnefePa&ienten hatten 16 die kombinierte
Rezeptorvariante Asp299Gly/Thr399lle (19,8 %). Amd¥arianten waren nicht ausgepragt.
In der zugehérigen Kontrollgruppe wurden 8 Falle Tigps Asp299Gly/Thr399lle gezahit. Es
lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischeeiden Gruppen nachweisen (p-Wert
0,1203). Tabelle 6
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Tabelle 6: Haufigkeiten und statistische Werte

TLR4-Varianen

Patienten, n (%)

Kontrollen, n (%)

Asp299Gly und
Thr399lle Odds Ratio
95 % - KI
p-Wert
Patienten, n (%)
Kontrollen, n (%)
Asp299Gly oder
Thr399lle Odds Ratio
95 % - Kl
p-Wert
Patienten, n (%)
Kontrollen, n (%)
Summe aller
Varianten Odds Ratio
95 % - KI
p-Wert

gesamt CP AP
(n=197) (n =116) (n=281)
38 (19,3) 22 (19,0) 16 (19,8)
14 (7,1) 6 (5,2) 8 (9,9)

3,124 4,291 2,246

(1,633; 5,976) (1,669; 11,03) (0,902; 5,593)

0,0005 0,002 0,1203

5(2,5) 5 (2,5) 0
0 0 0
11,29 11,49
(0,619; 205,6) (0,628; 210,4)

0,609 0,0598

43 (21,8) 27 (23,3) 16 (19,8)
14 (7,1) 6 (5,2) 8 (9,9)
3,650 5,562 2,246

(1,573; 8,467) (2,199; 14,04) (0,902; 5,593)

<0,0001 0,0001 0,1203
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5.3.4 CP-Gruppe und Kontrollgruppe der tber 60-jahrigen parodontal Gesunden

In der Kontrollgruppe der Uber 60-jahrigen parodbnBesunden wurde bei 4 von 75
Probanden der kombinierte Haplotyp Asp299Gly/Thig9aachgewiesen (5,3 %). Andere
Varianten traten nicht auf. Demgegentber wurdekdmabinierte Variante in der Gruppe der
entsprechend zufallsgematchten CP-Gruppe in dbutlicohter Frequenz festgestellt (16 der
75 Falle, 21,3 %). Der Unterschied ist statistisgnifikant (OR 4,814; Konfidenzintervall
{1,526; 15,19}, p-Wert 0,007). Dartber hinaus wurde2 weiteren Fallen der Haplotyp
Asp299Gly und in einem Fall Thr399lle allein gefendgemeinsam 4 %), d.h. bei insgesamt
19 der 75 Patienten gab es Varianten des TollRkeeptors 4 (23,3 %). Dadurch wird das
signifikante Ergebnis bekréftigt (Odds Ratio 6,0R2{1,938; 18,72}, p-Wert 0,0011). (siehe
Tabelle 7)

Tabelle 7: Haufigkeiten und statistische Werte der Kontrobdter als 60/ CP-Gruppe

(KI Konfidenzintervall, signifikante Werte hervoitgaben)

TLR4-Varianen Patienten (CP) Kontrollen & 60 Jahre)
n=75 n=75
Anzahl 16 (21,3 %) 4 (5,3 %)
Asp299Gly und
Thr399lle Odds Ratio/ KI 4,814 (1,526; 15,19)
p-Wert 0,007
Anzahl 3 (4,0 %) 0
Asp299Gly oder
Thr399lle Odds Ratio/ Kl 7,290 (0,307; 143,7)
p-Wert 0,2450
Anzahl 19 (25,3 %) 4 (5,3 %)
Summe aller
Varianten Odds Ratio/ K 6,022 (1,938; 18,72)
p-Wert 0,0011

48



5.4  TLR4-Polymorphismus und Raucherstatus

Fur alle untersuchten Patienten und Kontrollpersoneirde ein Raucherstatus erhoben.
Dabei wurde der Konsum von taglich 20 Zigarettehnead eines Jahres als ein Raucherjahr
(engl.: ,pack year”) festgelegt. Der Gruppe der Rauckerden Personen zugeordnet, fur die
sich mindestens 10 Raucherjahre errechnen lieBenwilirde untersucht, in welchem
Verhaltnis die Anzahl von TLR4-Polymorphismustrageder Parodontitisgruppe zur
Kontrollgruppe steht, wenn Nichtraucher bzw. Rauchks getrennte Gruppen betrachtet

werden.

5.4.1 Gesamte Parodontitispopulation und Raucherstatus

Der kombinierte Haplotyp Asp299Gly/Thr399lle wursignifikant haufiger (p-Wert 0,0032)

in der Gruppe nichtrauchender Parodontitispatieri& von 129; 20,2 %) festgestellt im
Vergleich zu den nichtrauchenden Kontrollpersor@rvgn 129; 7 %), OR 3,37; Kl {1,51;

7,51}. Bei Betrachtung aller Polymorphismus-Vareantwird der Zusammenhang noch
deutlicher (OR 3,87; Kl {1,75; 8,55}; p-Wert 0,000AVerden nur die Raucherdaten in
analoger Weise ausgewertet, ergeben sich folgendatiGhen: Wahrend 12 der 68
rauchenden Parodontitispatienten den kombiniertapldtyp Asp299Gly/Thr399lle trugen,

waren es 5 von 68 rauchenden KontrollprobandenZ@R, Ki {0,90; 8,13}; p-Wert 0,1179).

Bei Einbeziehung der seltenen Varianten Asp299@kr @hr399lle lautet das Verhaltnis der
Polymorphismustrager 14 von 68 Parodontitispatierzie 5 von 68 Kontrollpersonen (OR
3,27; KI {1,11; 9,66}; p-Wert 0,0457). Damit zeiglie Datenbeziehung statistische
Signifikanz [Tabelle §.

5.4.2 Gruppe mit chronischer Parodontitis und Raucherstatis
Bei Analyse der nichtrauchenden CP-Patienten kbdenso eine hohere Frequenz von TLRA4-

Varianten im Vergleich zur Kontrollgruppe beobathtgerden. Fir den kombinierten
Haplotyp ergibt sich ein p-Wert von 0,0123 (OR 4,K5{1,40; 14,14}). Dieser signifikante
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Zusammenhang verstarkt sich noch, wenn alle Polghemusvarianten einbezogen werden
(p-Wert 0,0021; OR 5,63; Kl {1,80; 17,57Fabelle 8.

Von den 42 CP-Patienten mit positivem Raucherstatuslen 7 als Trager des kombinierten
Haplotyps identifiziert. Damit verglichen waren 2der 42 zugehérigen Kontrollpersonen
(OR 4,00; KI {0,78; 20,54}; p-Wert 0,1555). Werdatie Rezeptorvarianten einschliellich
der seltenen unabhangig voneinander auftretendeiotgpen Asp299Gly oder Thr399lle in
die Analyse einbezogen, so ergibt sich ein Verigikon 9 CP-Patienten zu 2 Kontrollen mit
Polymorphismus und damit eine signifikante Korriela{ OR 5,46; Kl {1,10,; 27,00}; p-Wert
0,0485). Tabelle 8

5.4.3 Gruppe mit aggressiver Parodontitis und Raucherstaits

Der Einfluss des Raucherstatus auf die Polymorpigserteilungen wurde auch fir die
Gruppe mit aggressiver Parodontitis gesondert satdit. Dabei ergaben sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zur zugehdrigen Kongmolppe. Die statistischen Werte sind in
Tabelle 8 dokumentiert. In dieser Gruppe wurden keine Trédgmr isolierten Haplotypen

identifiziert.

50



Tabelle 8: Haufigkeiten und statistische Werte bei Einteilagh Raucherstatus

(signifikante Werte hervorgehoben)

Nichtraucher Raucher
TLR4-
) Anzahl n
Varianten Gesamt CP AP Gesamt CP AP
129 74 55 68 42 26
Pat., n (%) 26 (20,2) 15 (20,3) 11 (20,0) 12 (17,7) 7 (16,7) 5 (19,2)
Kontr.,n (%) 9(700 45,4 50,1 5((7,4) 24,8 3(11,5
Asp299Gly
e Odds Ratio 3,37 4,45 2.50 2,70 4,00 1.825
Thr3odlle  onfidenz-  (1,51;  (1,40; (0.81: (0,90; (0,78  (0.39;
Intervall 751) 14,14) 7.76) 8,13) 20,54) 8.59)
p-Wert 0,0032 0,0123 0.1751 0,1179 0,1555 0.7030
Pat,n(%) 3(23) 3(441) 00 229 248 0(0)
Kontr., n (%) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Asp299Gly
SR Odds Ratio 7,17 7,29 5,15 5,25
Thr3odlle  nfidenz-  (0,37;  (0,37; 0,24; (0,24
Intervall 140) 143) 109) 112)
p-Wert 0,2471 0,2449 0,4963 0,4940
Pat., n (%) 29 (22,5) 18 (24,3) 11 (20,0) 14 (20,6) 9 (21,4) 5 (19,2)
Kontr.,n (%) 9(700 4(5,1) 50,1 5((7,4) 24,8 3(11,5
Summe
aller Odds Ratio 3,87 5,63 2.50 3,27 5,46 1.825
varianten yonfidenz-  (1,75;  (1,80;  (0.81; (1,11, (1,10,  (0.39;

Intervall ~ 855) 17,57) 7.76)  9,66) 27,00) 8.59)

p-Wert 0,0007 0,0021 0.1751 0,0457 0,0485 0.7030
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6 Diskussion

6.1 Hinweise auf eine Rolle von genetischen Faktoren oter Pathogenese der
Parodontitis

Fur bestimmte Krankheiten sind Anfélligkeitsuntérisde in Abhangigkeit vom Genotyp
gesichert. Bestes Beispiel ist die malariaprotekiVirkung eines heterozygoten Status fur
Hamoglobin S, wahrend homozygote Trager an Sichaiganie erkranken. Die hohe
Frequenz des Sichelzell-Genotyps wurde durch neltérlSelektion erreicht (Allison, 1954).
Ahnliche jedoch bisher nahezu unbekannte protel&iwvswirkungen werden als Grund fir
das relativ haufige Vorkommen bzw. fast vollige l&heiniger Polymorphismen innerhalb
bestimmter Populationen angefuhrt (Schroder undu®amn, 2005). Eine danische Studie
mit hoher Stichprobenzahl (etwa 1000) kam zu degelimis, dass Kinder, deren biologische
Eltern einem frihzeitigen Tod durch eine Infektierlagen, selbst ein 5,8-fach erhdhtes

Risiko dafur in sich tragen (Sorensen et al., 1988)

Zwillingsstudien weisen darauf hin, dass Wirtsfakto eine wichtige Rolle in Pathogenese
und Verlauf von Parodontalerkrankungen spielen [fiowicz et al., 1991). Desweiteren
wurde gezeigt, dass durch die Zytokine IL-1 und TdJFlie als Reaktion auf eindringende
Mikroorganismen vom Wirt freigesetzt werden, die okhenresorption gesteigert wird
(Stashenko et al., 1987; Stashenko et al., 199&)ADsschuttung dieser Zytokine wird durch
die Interaktion von Toll-like-Rezeptoren mit baké#len Liganden wie z.B. das LPS Gram-
negativer Bakterien hervorgerufen (Barton und Mé&dzh 2003). In dieser Studie sollte
untersucht werden, ob sich die bekannten Polymenpém Asp299Gly und Thr399lle des
Toll-like-Rezeptors 4 auf Auspragung, Verlauf unch®eregrad von Parodontitiden

auswirken.

6.2  Assoziation des Asp299Gly/Thr399Ile Polymorphismudes TLR4 mit

generalisierter CP

Der bekannte Haplotyp Asp299Gly/Thr399lle des TLRvurde bei 38 von 197
Parodontitispatienten gefunden, im Vergleich zudg&d 197 zugeordneten Kontrollpersonen.
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Gemeinsam mit den selteneren Haplotypen Asp299GHer oThr399lle (nicht in
Kombination), die nur bei Fallen mit chronischerd®ontitis gefunden wurden, waren sogar
43 der 197 Parodontitispatienten Trager eines deer3nachzuweisenden Haplotypen. (siehe
Ergebnisteil,Tabelle 6 Diese 197 Patienten wurden noch einmal entwedeickronischen
oder der aggressiven Verlaufsform zugeordnet. Vem #l16 CP-Patienten zeigten 22 Falle
den Haplotyp Asp299Gly/Thr399lle verglichen mit& @ugeordneten Kontrollen. Damit war
der Unterschied statistisch signifikant. Werden &eTrager der seltenen Haplotypen
dazugezahlt, ergibt das ein Verhaltnis von 27 Polphismustragern der 116 chronisch
Erkrankten zu 6 der 116 Kontrollen. Eine Tendendienentsprechende Richtung konnte auch
fur die AP-Gruppe festgestellt werden. Jedoch zelgt statistische Ergebnis keine
Signifikanz. Von 81 AP-Patienten trugen 16 den kondoten Haplotyp, in der
Kontrollgruppe waren es 8 Probanden. Das heildtFatie der chronischen Parodontitis
deuten die Ergebnisse mit sehr hoher Wahrschekditrauf den TLR4-Polymorphismus
Asp299Gly/Thr399lle bzw. Asp299Gly oder Thr399llés &inen Risikofaktor hin. Die
Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass chr@nisad aggressive Parodontitis zwei

weitestgehend eigenstandige Krankheitsbilder sivielfe und Putnins, 2000).

6.3  TLR4-Polymorphismus und Raucherstatus

Diese positive Korrelation zeigt sich auch, wenm die Daten der Nichtraucher in gleicher
Weise ausgewertet werden. Unter den 74 nichtragdmrenCP-Patienten waren 18
Polymorphismustrager, wahrend nur 4 SNP-Trager an ehtsprechenden Kontrollgruppe
nachgewiesen wurden (p-Wert 0,0021; OR 5,63; KB@Q1,17,57}; sieheTabelle 8 im
Ergebnisteil). Diese deutlich signifikanten Dateehgn im Kontrast zu den Beobachtungen,
die bei Untersuchungen von Varianten des InterfedkGen gemacht wurden, wonach IL-1-
Polymorphismen bei einigen Untersuchern nur alsk&fisktor in Kombination mit dem
Rauchen zu sehen sind (Kornman et al., 1997; Hbetlal., 2000).

Die signifikanten Resultate, die bei Auswertung @uppe mit chronischer Parodontitis
gematcht nach Alter, Geschlecht und Raucherstatz®lte wurden, konnten durch den
weiteren Vergleich der Daten der Gruppe mit chrdmes Parodontitis mit denen der speziell

ausgewahlten Kontrollpopulation (Uber 60 Jahre &g&ine Zeichen generalisierter
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Parodontitis, mehr als 20 Zahne) bestatigt wer@eese Kontrollpopulation wurde aufgrund
der hohen Pravalenz der chronischen Parodontitis 5®% (10 - 15 % schwere Formen)
(Papapanou, 1999) bzw. des gehauften Auftretenls dem 60. Lebensjahr ausgewéhlt, um
den Fehler moglichst klein zu halten. Neben der abhalken TLR4-Variante
Asp299Gly/Thr399lle in kombiniertem heterozygotdaat@s konnte in 5 Fallen chronischer
Parodontitis seltene Varianten des Rezeptors batdtawerden, indem ein Basenaustausch
nur bei Asp299Gly oder Thr399lle zu finden war. Bich genommen, ist diese Verteilung
wegen der zu geringen Fallzahl nicht signifikant \ergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch
wird die Beobachtung, dass TLR4-Polymorphismen @sagit ein Risikofaktor fur
chronische Parodontitis sein konnten, bekraftggeleTabelle 7).

6.4  Korrelation von Asp299Gly/Thr399lle mit anderen Krankheitsbildern

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen Uberemsting mit mehreren Studien, die einen
positiven Zusammenhang dieser Polymorphismen mistimenten Krankheitsbildern
festgestellt haben. Asp299Gly/Thr399lle ist assokzimit herabgesetzter Empfindlichkeit
(Hyporesponsivitat) auf inhaliertes LPS (Arbouraét 2000), einem erhdhten Schweregrad
von allergiebedingtem Asthma (Yang et al., 2004)fektionen durch Gram-negative
Bakterien (Agnese et al., 2002), sowie bei sep#istiSchock (Lorenz et al., 2002) und
RS-Virus-Erkrankungen (Tal et al., 2004). Zwei Méitlichungen, die eine mogliche
Assoziation des kombinierten Haplotyp Asp299GlyBd#lle mit Meningokokken-
Meningitis untersuchten, stellten keinerlei sigaafite Korrelationen fest (Read et al., 2001;
Smirnova et al., 2003). Jedoch beschrieben Smirebah eine héhere Frequenz der seltenen
Varianten einschlie3lich der separat vorkommendapldtypen Asp299Gly und Thr399lle
bei Meningokokken-Infektion. Diese Beobachtung weaiseine &hnliche Richtung wie die
hier beschriebenen Resultate. In einer weitereneirdathung wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen dem TLR4-SNP Asp299Gly umd Besiko fur Infektionen mit
Gram-negativen Bakterien und fur eine hamatogeneteddsyelitis dokumentiert.
Homozygote Trager des Polymorphismus Asp299Gly wargnifikant haufiger unter den 80
Osteomyelitispatienten zu finden als in der Verdisgruppe mit 155 gesunden Probanden
(3/80, 3.8% versus 0/155, 0%; p = 0.038 (Monteal ¢t2006). Zusammenfassend |aRt sich
also feststellen, dass der Befund eines erhohtekdivon TLR4-Polymorphismustragern an
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einer infektiosen bzw. Infekt-assoziierten Erkramgy(der Parodontitis) zu erkranken, durch

zahlreiche andere Studien gestutzt wird.

6.5 Polymorphismus und Zytokininduktion nach LPS-Stimulation

Innerhalb der Originalpublikation, welche die hiemtersuchten Polymorphismen des Toll-
like-Rezeptors 4 zuerst darstellte, wurden auchkitno-Daten verdéffentlicht, die besagen,
dass THP-1-Zellen nach Transfektion der Variante l&R6-Stimulation mit herabgesetzter
Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen Margleich zum Wildtyp-Plasmid
reagierten (Arbour et al., 2000). Diese Daten dewdarauf hin, dass diese SNPs einen
hyporesponsiven Phéanotyp zur Folge haben. Das &dedtéatigt werden durch Anwendung
epithelialer Zellen von heterozygoten Spendern, elenfalls verringerte Mengen IL-1
ausschutteten (Arbour et al., 2000). Michel etuakersuchten bei 116 gesunden Individuen
die Spiegel von systemischen Entzindungsmarkerdntwort auf LPS-Stimulation in
Assoziation zu TLR4-SNPs (Michel et al., 1989). Biatwurden bei den 18 heterozygoten
Tragern der SNPs Asp299Gly oder Thr399lle signiftkeveniger weil3e Blutzellen gezahlt,
niedrigere Mengen des C-reaktiven Proteins undhBid gemessen. Interessant ist, dass von
den 98 Wildtypprobanden 36 LPS-, high-responderemardagegen wurde nur einer der 18
SNP-Trager dieser Kategorie zugeordnet. Dies spficheinen Einfluss dieser TLR4-SNPs
auf die Erkennung von LPS. Im Gegensatz dazu wuvdenErridge et al. (2003) keinerlei
Unterschied in der Freisetzung von pro-inflammatdren Zytokinen aus Monozyten
zwischen heterozygoten Probanden und Wildtyptragegrstriert (Erridge et al., 2003). Von
Aulock et al. (2003) fanden ebenfalls keine Unteiesde bei der Induktion pro-inflammatori-
scher Zytokine durch LPS-Stimulation des \ollblutesterozygoter Spender, allerdings
wurden signifikant niedrigere Mengen des anti-imftaatorischen Zytokins IL-10 gemessen
(von Aulock et al., 2003). Das konnte bedeutens dis Phanotyp heterozygoter Individuen
verschieden in Erscheinung tritt, abhéangig davorelckhe Zelltypen und welche
Zytokinmuster untersucht wurden. So kann eine @hrzelltyp variierende TLR4-Expression
verantwortlich flr diese Ergebnisse sein. Es gil8. zdeutliche Unterschiede zwischen
Fibroblasten und Epithelzellen desselben Individuander Rezeptorexpression (Kinane et
al., 2006). Der Polymorphismus Asp299Gly beeinfiussheinbar v.a. die LPS-Aktivierung
von Stromazellen (Stiutzgewebezellen) und weniger \din Blutzellen. Diese Hypothese
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wurde durch aktuelle Untersuchungsdaten bekréftigtzeigen, dass gingivale Epithelzellen
von heterozygoten TLR4-SNP-Tragern abgeschwachtP& PS reagierten. Es wurden
reduzierte Mengen von IL-6 and IL-8 gemessen (Kéneinal., 2006).

6.6 TLR4 Liganden in der Parodontitis

Die hier vorgestellten Daten weisen auf einen EHs¥lvon TLR4-Polymorphismen auf die
Pathogenese der chronischen Parodontitis hin. Bletike-Rezeptor 4 wird als der Rezeptor
angesehen, der hauptsachlich verantwortlich fuEdkennung bakterieller Lipopolysaccaride
ist (Barton und Medzhitov, 2003). Die Lipopolysaadde zweier Bakterienspezies, die mit
Parodontitis beim Menschen assoziiert siitevotella intermedia und Actinobacillus
actinomycetemcomitans, wurden als Liganden des TLR4 identifiziert (Hasbto et al., 2003;
Suzuki et al.,, 2004). Das LPS der Spe#tesphyromonas gingivalis, dessen Parodontal-
pathogenitat ebenfalls anerkannt ist (Socranskal.et1998), wurde bisher als Ligand des
Toll-like-Rezeptors 2 angesehen (Bainbridge undvBau, 2001). Die chemische Struktur des
PG-LPS unterscheidet sich deutlich von der des tygischPS vonEscherischia coli
(Hirschfeld et al., 2001). Jedoch wurde bei eineiteven Untersuchung mit hochgereinigtem
Lipid A aus Porphyromonas gingivalis dessen alleinige Wechselwirkung mit TLR4 festge-
stellt, was die Frage hervorrief, ob die vorherigggobachtungen durch die Kontamination
mit Lipoproteinen (TLR2-Liganden) verursacht wordsgin konnten (Ogawa et al., 2002).
Eine neuere Publikation unterstitzt die Ansichgsddad?G-LPS sowohl mit TLR2 als auch
mit TLR4 interagiert (Darveau et al., 2004), unanitadie Hypothese, dass die Aktivierung
von TLR4 durch Parodontalkeime eine Rolle in detskhung der Parodontitis beitzen

kdnnte.

6.7 Wie beeinflussen TLR4-Polymorphismen die parodont& Entziindung?

Bei Untersuchungen mit dem LPS-hyporesponsiven Btaosm C3H/HeJ, dessen TLR4-
Variante nicht funktionsfahig ist, wurde eine ggere Knochenresorption periapikal im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt (Hou et al., 200Zusammen mit den hier beschriebenen

Ergebnissen weisen diese Daten darauf hin, dasd-uiétionsfahigkeit des TLR4 eine
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mitbestimmende Rolle fur die Pathogenese der Patiigo einnimmt. TLR4 ist unter

anderem auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagnd dendritischen Zellen zu
finden. Fur diese Zellen wurde die Prasenz in emtetem Gingivagewebe demonstriert
(Mori et al., 2003). Makrophagen spielen eine béslzde Rolle bei der Bekampfung von
Bakterien, die in den subgingivalen Raum eindrinféornman et al., 1997), was wiederum
der Etablierung der Infektion entgegen wirkt. Areteeits konnen Zytokine, die als Antwort
auf TLR4-Aktivierung u.a. von Makrophagen ausgeselttic werden, sowie

Entzindungsmediatoren aus Granulozyten eine saréakgWirkung auf das parodontale
Gewebe austiben (Assuma et al., 1998; Stashenkd, et987; Stashenko et al.,, 1991,
Waddington et al., 2000) und damit zu einer schreerduspragung der Erkrankung fihren.

Die hier gezeigten Daten deuten darauf hin, dasderdmygote Trager des
Asp299Gly/Thr399lle Polymorphismus ein hdheres Kisbesitzen, an einer chronischen
Parodontitis zu erkranken. Dieser SNP verandertedieazellulare Domane des Rezeptors,
die in erster Linie die Ligandenwechselwirkung st@uEs gibt Hinweise darauf, dass dies
eine herabgesetzte Aktivierbarkeit von Epithelzeldurch LPS hervorruft (Arbour et al.,
2000). In Bezug auf den Effekt des PolymorphismufsEatziindungszellen existieren jedoch
widerspruchliche Ansichten. In der Erstbeschreibdag Variante durch Arbouet al. wurde
eine eingeschrankte Zytokinfreisetzung in mit ASp@B/Thr399lle transfizierten THP1-
Zellen (einer humanen Monozyten/Makrophagen-Zédl)igezeigt (Arbour et al., 2000). Im
Gegensatz dazu fand eine nachfolgende Studie kemerschiede in der durch LPS
hervorgerufenen Freisetzung von pro-inflammatoeschytokinen in Vollblut von Probanden
die heterozygot fur Asp299Gly/Thr399lle waren imrdfeich zu Probanden, die diese
Variante nicht aufwiesen (von Aulock et al., 200Bjese Unterschiede kdnnten dadurch
hervorgerufen sein, dass einerseits differenzi@itd®1-Zellen, die Makrophagen &hneln
(Arbour et al., 2000), andererseits vornehmlich Blgrien untersucht wurden (von Aulock et
al., 2003). AulRerdem wurde kurzlich gezeigt, dasgival-Epithelzellen von Tragern der
Asp299Gly/Thr399lle Variante eine geringere Frasag von Zytokinen nach Stimulation
mit P. gingivalis im Vergleich zu Kontrollen zeigen (Kinane et 2006). Unter der Annahme,
dass der Asp299Gly/Thr399lle-Polymorphismus dieiA&tbarkeit von Epithelzellen und
Makrophagen durch Parodontalkeime herabsetzt, |@8e postulieren, dass das hdhere
Risiko, als Trager/Tragerin der Variante, an e zu erkranken, durch die leichtere

Etablierung von Initiallasionen durch Parodontatkeihervorgerufen sein konnte. In diesem
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Szenario wirde der Wirt zu spéat und/oder zu schveadheingedrungene Mikroorganismen
reagieren. Diese Hypothese wird durch ExperimenteTLR- oder MyD88-defizienten
Mausen gestttzt, die in bestimmten Infektionsmeaekine verspatete, dann aber starkere
Immunantwort im Vergleich zu den entsprechenderdii-Kontrollen zeigen (Naiki et al.,
2005; Stenzel et al., 2008).

Andererseits wurde beschrieben, dass die Interiel@iSekretion der Monozyten von
Asp299Gly/Thr399lle-Polymorphismustragern, im Gegggn zu pro-inflammatorischen
Zytokinen, im Vergleich zum Wildtyp herabgeset4t (gon Aulock et al., 2003). IL-10 hat
anti-inflammatorische Eigenschaften, u.a. kann ies Fteisetzung von IL-1, TNE- und
anderer Mediatoren aus den Makrophagen hemmen & Malefyt et al., 1991; Fiorentino
et al., 1991). So kénnte man spekulieren, ob diesmgeren Interleukin-10-Spiegel bei den
Polymorphismustragern aufgrund der eingeschranki@egenregulation zu einem
tubermaRigen Wirken der pro-inflammatorischen Zytekiiihren kénnten und dadurch zu
lokalem Zerstéren von Parodontalgewebe. Diese Hhgset wurde mit einer neueren
Untersuchung bekraftigt, bei der eine hohe Anfl#ig IL-10-defizienter Méause zur
Ausbildung parodontaler Lasionen in einem Modell amaerober Mischinfektion festgestellt
wurde (Al-Rasheed et al., 2003).

Beide dargestellten Hypothesen werden durch pébleziDaten gestitzt, zu diesem Zeitpunkt
kann allerdings keine abschliel3ende Aussage Uleexikten Mechanismus der gesteigerten
CP-Inzidenz in TLR4-Polymorphismustragern getroffierden.

6.8  Weitere Studien zu Parodontitis und TLR4-Polymorphsmen

Es wurden weitere Studiendaten zum Einfluss von 4FBERlymorphismen auf die
Parodontitis verdffentlicht, die den hier bescheiebn Daten teilweise widersprechen. Eine
Studie Uber den Einfluss der Polymorphismen Asp299Gd Thr399lle auf Parodontitis
dokumentierte keine signifikanten Unterschiede ehesm den Daten von Patienten- und
Kontrollgruppe (Folwaczny et al., 2004). In dieS¢udie wurden insgesamt 122 Patienten mit
einer Altersstruktur von 25 bis 74 Jahren untersu€@bwohl der jlingste Patient bei

Diagnosestellung erst 25 Jahre alt war, was eir@dfwng zur AP-Form bedeuten wirde,
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wurde fur alle Patienten die Diagnose einer CPgédsgt. Die Einteilung in die drei
Schweregrade mild, moderat und schwer ist als sibjektiv einzuschatzen, wird
malf3geblich durch den momentanen Entziindungsstakisv€s” oder ,ruhendes” Stadium)
bestimmt und ist deshalb kaum reproduzierbar. Dieagewohnliche Einteilung folgt
aul3erdem nicht den empfohlenen Kriterien der AA®9]9vonach chronische und aggressive
Formen mit jeweils lokalisierter oder generaligeruspragung unterschieden werden. Die
von uns angewendeten Kriterien fir generalisietieortische Parodontitis trafen auf 52
Patienten dieser Studie zu, bei denen keine Himgiin chronische und aggressive Form
vorgenommen wurde. Bei der statistischen Analysesati Studie fanden ferner
Geschlechtsverteilung, Altersunterschiede und Rengtétus keine Bertcksichtigung. In einer
weiteren Studie wurden 100 Patienten mit diagnester schwerer Erwachsenenparodontitis
im Alter von 28 bis 66 Jahren auf die bekannten Z4E®lymorphismen untersucht (Laine et
al., 2005). Dass auch in dieser Studie keine Assion gefunden wurde, kbnnte daran liegen,
dass das Alter bei der Diagnosestellung nicht &ts#ad berlcksichtigt wurde. Zudem wurde
die Verteilung von Geschlecht und Raucherstatusin@nzhend beriicksichtigt. Von Brett et al.
(2005) wurden Polymorphismusdaten fiir verschiedgnekine und TLR4 publiziert, die auf
Untersuchung von 108 Patienten mit chronischer %@)=oder aggressiver Parodontitis
(n=51) basieren (Brett et al., 2005). Die Korlpopulation, bei der keinerlei
parodontologische Befunde erhoben wurden, dientelsiofir die AP-Gruppe als auch flr
die CP-Gruppe als Bezugsgrolie. Altersverteilungsc@lecht und Raucherstatus wurden
nicht beriicksichtigt. Es wurde, in Ubereinstimmuni der hier vorgelegten Untersuchung
eine hohere Frequenz des SNP Asp299Gly (14 % denkan versus 7 % der Kontrollen)
festgestellt, jedoch ohne statistische Signifikainzder Publikation wird eine signifikante
Assoziation des SNP Thr399lle mit der gesamten deantitisgruppe beschrieben (7 % der
Patienten versus 18 % der Kontrollen sind SNP-Thaget Angabe einer OR von 3,0. Aus
den gezeigten Daten folgt allerdings eine protekBeziehung. Auffallig ist die sehr hohe
Frequenz von isoliert vorkommenden Thr399lle Vaean die in dieser Form bisher noch

nicht dokumentiert, von den Autoren jedoch nichteréerlautert wurde.

Bei kritischer Analyse dieser Studien fallt auf,sslasie im Vergleich zu der durch uns
durchgefuhrten Untersuchung 1) nicht die Kriterkem AAP zur Diagnosestellung verwenden
sowie 2) geringere Patientenzahlen untersucht wwurtle dieser Konstellation wére es in

Zukunft wichtig, eine auf AAP-Kriterien beruhendeéu@ie unter Einschluld von grof3eren
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Patientenzahlen durchzufiihren, um unseren Befundseerhohten Risikos fir TLR4-

Polymorphismustréager, eine CP zu entwickeln, zupriéen.

6.9 Methodenkritik

In der Planungsphase der Studie gab es noch kéieetur Gber den Zusammenhang von
TLR4-Polymorphismen und Parodontitis. Es wurde dlskine Patientenzahl von etwa 100
Patienten pro Gruppe vorausgesetzt, um ein ersédistisch aussagefahiges Ergebnis zu
erreichen. Am Studienende lagen auswertbare Datanl97 Patienten vor. Davon wurden
116 der Gruppe mit CP zugeordnet und 81 der AP{&upie Anzahl der AP-Patienten ist
unter Bertcksichtigung des relativ seltenen Vork@nsdieser Form positiv einzuschatzen.
Patientenuntersuchungen und Diagnosestellung &folgiberwiegend in der Abteilung
Parodontologie und Synoptische Zahnmedizin der i@hamit genau abgestimmten
Gruppenkriterien (nach AAP 1999), bzw. in enger p@@tion. Systemische Defekte und
Erkrankungen mit moglichem Einfluss auf parodontatgziindungsprozesse wurden erfragt
und hatten den Studienausschluss zur KonsequenzStidienerfassungsbogen wurden
wichtige Daten der allgemeinen und speziellen Aneserdokumentiert. Da das Rauchen ein
bestimmender Pathogenesefaktor der Parodontitizistle eine griindliche Raucheranamne-
se durchgefihrt. Der Raucherstatus wurde nach atgkypar-Methode als dichotome GréiRe
festgelegt (siehébschnitt 3.1). Die Auswirkung sozialer Faktoren auf die Pagamopula-
tion ist nicht genau einschatzbar, jedoch ist emtgefachertes Bevolkerungsspektrum an
einer Universitatsklinik in zentraler Lage zu ertear Die Mundhygiene-Indizes Approximal-
raum-Plaque-Index (API), (Lange et al., 1977) uag@ilken-Blutungs-Index (PBI), (Saxer und
Muhlemann, 1975) wurden routinemaf3ig wéhrend detetdnchung zur Diagnosefindung
erhoben, sind jedoch in diesem Studienrahmen igebbndert dokumentiert worden, da sie
fur die Zielstellung der Gesamtauswertung nichéveht waren. Die Auswertbarkeit dieser
Werte kann im Rahmen einer Folgestudie mit deutticheren Fallzahlen Gberpruft werden,

allerdings ist die Eignung der Werte dafur kritisthbetrachten, da sie sehr veranderlich sind.

FUr die Parodontitispatienten ist ein Parodontasstasus mit sechs Messpunkten pro Zahn
erstellt worden. Bei den CP-Patienten erfolgte d@asrangig im Studentenkurs unter

Kontrolle der ausbildenden Parodontologen. Deshdiam eine konventionelle
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Parodontalsonde (PCP-UNC 15, Hu-Friedy, USA) zums&iz. Dagegen wurden die AP-
Patienten von nur zwei speziell ausgebildeten Zated untersucht. Die Messungen der
Sondierungstiefen (PD) und des klinischen Attachrestust (CAL) erfolgten mit einer
druckkalibrierten elektronischen Parodontalsonderiga Probe FP 32 mit Software 3.0.6.8,
Florida Probe Corporation, USA). Im Vergleich zweriwendung der konventionellen Sonde
zeichnet sich diese Messmethode durch eine hohepeoBuzierbarkeit und Prazision aus.
Wegen des hohen finanziellen Aufwandes war die Amdueg dieser Methode jedoch im
Studentenkurs nicht realisierbar. Um individuellesdfehler so gering wie mdglich zu halten
und bestmadgliche Vergleichbarkeit zu erreichentesolalle Messungen durch eine Person mit
demselben Instrumentarium erfolgen. Diese idealedirBjungen waren in dieser Studie mit
relativ hohen Fallzahlen nicht erfullbar. Fir eif®lgestudie sollte der Einsatz von
einheitlichen druckkalibrierten ParodontalsondeBatracht gezogen werden. So kdonnten die
Patientenpopulationen weiterfihrend nach den Samijswerten unterteilt werden mit
detaillierter Analyse der PolymorphismusfrequenzBas wére jedoch nur bei héheren
Fallzahlen sinnvoll (mindestens 300 Probanden pmup@e). Der ROntgenstatus in
Paralleltechnik ist eine anerkannte Methode zur @@wg des Knochenabbaus bei
Parodontalerkrankungen und zu Diagnosestellung.e Ebpezielle mikrobiologische
Diagnostik wurde nicht durchgefuhrt. Laut Stelluagme der Deutschen Gesellschaft fir
Parodontologie dient sie vorrangig der Therapietmesting. Die Pravalenz parodontal-
pathogener Bakterien ist bei Patienten mit Parate®nindividuell unterschiedlich. Das
Vorhandensein oder Fehlen bestimmter Spezies tgiskaine Klassifikation oder Diagnose
der parodontalen Erkrankung (Mombelli et al., 200®)erdings kdnnte man quantitative
Analysen bestimmter Spezies wrerphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetem-
comitans und Prevotella intermedia, deren LPS-Interaktion mit TLR4 anerkannt ist, zur
Korrelation mit den Polymorphismusstaten der P&ienmnutzen. Insgesamt wurden 349
Kontrollprobanden in Abstimmung auf die Besondedrevon CP und AP (Altersstruktur der
Patienten, Alter bei Erkrankungsbeginn) rekruti€siehe Abschnitt 3.1). Um den
Zufallsfehler der Studienergebnisse mdglichst gemu halten, wurde ein randomisiertes
Matching von Patienten- und Kontrollpopulation nadker, Geschlecht und Raucherstatus
durchgefuhrtgiehe 3.4.

Durch die Weiterentwicklung der Nomenklatur fur &dwntalerkrankungen sollten einige

Schwachpunkte der vorigen Einteilung bertcksichtigtden. Dazu kann folgendes Beispiel
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angefuhrt werden: Die aggressive Form hiel3 vornfridis beginnende Parodontitis. Der
Erkrankungsbeginn ist jedoch gar nicht eindeutgisiellbar und stimmt meist nicht mit dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung Uberein. Doch auelthnden neuen Kriterien ist die
Zuordnung nicht vollig zweifelsfrei mdglich. Ein fant héheren Alters kann z.B. schon in
jungen Jahren von der aggressiven Form betrofferegen sein, was zum Studienzeitpunkt
nicht mehr eindeutig nachzuvollziehen ist. Hier mudie Verlaufsbeobachtung und die
spezielle Symptomatik Uber die Zuordnung entscmeidendererseits lasst sich fur einen
Probanden der AP-Kontrollgruppe mit entsprechemdingem Alterswert nicht vorhersagen,
ob er spéater doch an Parodontitis erkrankt. Umediéshler moglichst klein zu halten, wurde

ein konsequentes Altersmatching durchgefuhrt.

6.10 Folgerungen

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, Blalggnorphismen des Toll-like-
Rezeptor 4 potentielle Risikofaktoren fur die Emikliing generalisierter chronischer
Parodontitiden darstellen. Fur die aggressive Fater Parodontitis wurde hier, in
Ubereinstimmung mit nachfolgenden Untersuchungeainek signifikante Korrelation
nachgewiesen. Die Unterschiede der Ergebnisse kens€P- und AP-Populationen in der
vorliegenden Studie sprechen flir die Sicht, dasssieb um relativ eigenstéandige
Erkrankungen handelt (Wiebe und Putnins, 2000).etn&rgebnisse stutzen die Ansicht,
dass genetische Varianten von TLRs, insbesondese TdeR4, die Entstehung von

Erkrankungen begtinstigen bzw. deren Verlauf baeseéin konnen.

Als problematisch sind die widersprichlichen Ergseb® anderer Untersucher zu TLR-
Polymorphismen als Risikofaktoren der Parodontais nennen. Es ist jedoch in diesem
Zusammenhang darauf hinzuweisen, dass die hiereleyig@ Studie unserer Kenntnis zu
Folge zu diesem Zeitpunkt das groRte Patienteritolleimfasst. Dartber hinaus wurden
dieser Untersuchung im Gegensatz zu anderen perbéini Studien die Kriterien der AAP zur
Diagnostik zugrunde gelegt. Dennoch ist es wichdig, hier gefundenen Ergebnisse unter

EinschlielBung gré3erer Patienten-Kollektive zu plgen.
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Die hier vorgestellten Ergebnisse weisen darauf dé@ss die durch das Vorhandensein einer
die Funktion von TLR4 beeintrachtigenden genetisckiariante die Entstehung einer CP
beginstigt wird. Dieser Befund spricht flr eine htige Rolle dieses Rezeptors in der
Pathogenese der CP. Es lalst sich die Hypopothefstellen, dass die verdnderte
Immunreaktion auf Gram-negative Parodontalkeimes Rigingivalis oder P. intermedia
hierbei eine wichtige Rolle spielt. Es ist denkbdass es entweder zu einer insgesamt
verminderten Reaktion auf eingedrungene Erreger nkbnoder dass eine reduzierte

Freisetzung von anti-inflammatorischen Zytokineattfihdet.
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7 Ausblick

Die hier gefundenen Daten weisen darauf hin, dassTdR4-Genotypen Asp299Gly und
Thr399lle als pradisponierender Faktor fur die amche Parodontitis wirken. Zur
Bestéatigung dessen sollte eine weiterfihrende Katitroll-Studie mit hdheren Fallzahlen
durchgefuhrt werden. Dabei koénnten fir die Planuxpktere Daten bezlglich der
individuellen Unterschiede der Rezeptorexpressiotiein beteiligten entzindlichen Geweben
und wahrend verschiedener Erkrankungsphasen blfreein. Weitere Untersuchungen zur
Sequenzierung der Toll-like-Rezeptoren und andemer der TLR-SignalUbertragung
beteiligter Molekile waren notwendig. In einer pektiven Studie koénnte der
Therapieverlauf von Parodontitispatienten in Abhgkeit von ihrem TLR4-Genotyp
untersucht werden. Quantitative Analysen bestimi@pazies wid>orphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans und Prevotella intermedia, deren LPS-Interaktion mit

TLR4 anerkannt ist, kdnnten mit den Polymorphisrtates der Patienten korreliert werden.
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8 Zusammenfassung

Parodontale Erkrankungen sind gekennzeichnet ceingn entziindungsbedingten Abbau der
zahntragenden Gewebe. Neben der Lockerung und éelosvvon Zahnen als Folge missen
auch mdgliche Konsequenzen fir den Gesamtorganisiomed die komplexen chronischen
Entzindungsprozesse in Betracht gezogen werden.EBestehung und Manifestation der
Parodontitis liegen Wechselwirkungen verschiedensti&robiologischer und wirtsspezifi-
scher Faktoren zu Grunde. Dabei haben angeborenanworgange eine zentrale Bedeutung.
Die Gruppe der Toll-like-Rezeptoren (TLRs) ist fdre Erkennung mikrobiologischer
Strukturen essentiell. Das Lipopolysaccharid (LBf8)ger Gram-negativer Parodontalkeime
fuhrt via TLR 4 zur Induktion pro-inflammatorisch&ytokine, z.B. des IL-1 und des TNE-
die mit der Aggravation der Entzindung assoziiemt.sIin der hier beschriebenen Fall-
Kontroll-Studie sollte die Rolle der TLR4-Polymoipimen Asp299Gly und Thr399lle als

Parodontitisrisikofaktoren untersucht werden.

Um den Genotyp eines Probanden zu bestimmen, wdisd®estriktionsfragment-Langen-
polymorphismus-Analyse (RFLP) angewendet. Es eadolgweils ein Zellabstrich der
Wangenschleimhaut, anschlieend die Extraktion DIRA, deren Amplifizierung durch
Polymerase-Kettenreaktion und ein Verdau mit Reastnsendonukleasen. Die Daten von
197 Parodontitispatienten gingen in die statiseséuswertung ein, von denen 116 der
Gruppe mit chronischer Parodontitis und 81 der @eupnit aggressiver Parodontitis
angehorten. Homozygote Trager der untersuchten ek wurden nicht gefunden. In der
CP-Gruppe war die Frequenz des kombinierten HapdoAsp299Gly/Thr399lle gegeniiber
der gematchten Kontrollgruppe signifikant erhohR(®,124; Kl {1,633 bis 5,976}; p-Wert
0,0005). Bei isolierter Betrachtung nur der 74 Niahcher mit CP ergibt sich ebenso eine
signifikante Assoziation: OR 4,45; Kl {1,4 bis 14}1 p-Wert 0,0123. Diese wurde wiederum
festgestellt beim Vergleich mit einer speziellen nkollgruppe von Uber 60-jahrigen
parodontal Gesunden (OR 4,814; Kl {1,526; 15,19Wert 0,007). Fur die AP-Gruppe
konnte keine signifikante Beziehung der Daten \elreet werden. Die Studienergebnisse
deuten auf eine mogliche Rolle dieser TLR4-Polyrhaamen als Risikofaktor flr chronische
Formen der Parodontitis hin. Der Zusammenhangesolleiner weitergefassten Folgestudie

Uberprift werden.
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