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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Arg677Trp- und des Arg753GlIn-
Polymorphismus des Toll-like Rezeptors 2 (TLR2) auf die Inzidenz und den Verlauf
der Parodontitis untersucht. Dazu wurden bei allen Studienteilnehmern Abstriche von
der Wangenschleimhaut genommen. Nach der Probenentnahme wurde DNA
extrahiert, mittels PCR amplifiziert, zu Fragmenten unterschiedlicher Langen verdaut,
die schlieBlich mit Hilfe der Gelelektrophorese der Lange nach aufgetrennt und
sichtbar gemacht wurden. Das Verfahren des Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP) ermdglicht die visuelle Auswertung, ob der Wildtyp oder ein
Polymorphismus des untersuchten Gens vorliegen. Es konnte ein Trend zu geringeren
Frequenzen in der Gruppe der Parodontitispatienten im Vergleich zu gesunden

Kontrollen festgestellt werden, der jedoch der statistischen Priifung nicht standhielt.

Schlagworter:

Parodontitis, TLR2, Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Arg677Trp,
Arg753GIn



Abstract

In the present thesis the influence of the Toll-like receptor 2 (TLR2) — polymorphisms
Arg677Trp and Arg753GIn on incidence and progression of periodontitis was
investigated. For that purpose a swab from the buccal mucosa of all probands was
taken. After sampling, DNA was extracted, amplified by PCR, digested to fragments of
different lengths, which were isolated by gel electrophoresis and visualized. The
procedure of restriction fragment length polymorphism (RFLP) enables the visual
interpretation, whether the wild type or a polymorphism of the examined gene is
present. A tendency to lower frequencies was determined in the cohort of patients with
periodontitis compared to healthy controls, although it could not defy statistical

evaluation.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Fahigkeit des menschlichen Organismus, Infektionen von Bakterien, Viren, Pilzen
und Parasiten abzuwehren, beruht auf einem System von Organen, Zellen und
l6slichen Proteinen: dem Immunsystem. Bereits an der Korperoberflache wird das
Eindringen von Mikroorganismen durch die Barrierefunktion von Haut und
Schleimhauten verhindert. Weiteren Schutz bieten ein niedriger pH-Wert, bakterizide
Substanzen (Lysozym, Laktoferrin) und die gerichtete Motilitdt von Zilien. Gelangen
die pathogenen Keime dennoch in den Koérper, bildet das Immunsystem eine
Abwehrreaktion aus. Die Keime sind zunachst mit weiteren im immunologischen Sinne
unspezifischen zellularen und humoralen Abwehrmechanismen konfrontiert: Den
phagozytischen Zellen, wie Granulozyten und Monozyten/Makrophagen, den
Naturliche Killer (NK)-Zellen, dem Komplementsystem (Aktivierung Uber den
alternativen Weg) und den lokal produzierten Zytokinen mit proinflammatorischer
(TNFa, IL-1) oder antiviraler (IFN) Wirkung. Die Abwehr ist darauf ausgerichtet,
Pathogene zu erkennen und zu bekampfen. Innerhalb der immunologischen Abwehr
unterscheidet man ein angeborenes unspezifisches und ein erworbenes spezifisches
Immunsystem. Beide Systeme beinhalten zellulare und humorale Bestandteile.
[JANEWAY, 1989; MEDZHITOV UND JANEWAY, 1997; JANEWAY UND MEDzHITOV, 2002;

SANDERINK ET AL., 2004]

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist ein evolutiondr altes System der Abwehr von
mikrobiellen Infektionen. In S&ugetieren und anderen Vertebraten kontrolliert es die
Aktivierung der adaptiven Immunantwort und determiniert die Art der Effektorantwort
[JANEwWAY, 1989]. Diese beiden Funktionen hadngen entscheidend von der Fahigkeit
des Immunsystems ab, die Préasenz infektioser Mikroorganismen zu erkennen und
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1 Einleitung

eine Reihe endogener Signale, wie inflammatorische Zytokine und Chemokine, zu
induzieren. Diese Signale wiederum rekrutieren und aktivieren Antigen-spezifische
Lymphozyten und induzieren deren Differenzierung zu Effektorzellen. Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen sind die primaren Effektorzellen der angeborenen
Immunabwehr und gelangen als erste an den Infektionsherd, wo sie korperfremdes

Material phagozytieren.

Das angeborene Immunsystem kann konservierte mikrobielle Strukturen oder
Produkte des mikrobiellen Metabolismus, so genannte ,Pathogen Associated
Molecular Patterns” (PAMPSs), durch ein Set von Keim-kodierten Rezeptoren, den
.Pattern Recognition Receptors® (PRRs) erkennen [JANEWAY, 1989; MEDZHITOV UND
JANEWAY, 1997]. PAMPs haben drei gemeinsame Eigenschaften, die sie zu idealen
Zielen machen: Erstens werden PAMPSs nur von Mikroorganismen produziert und nicht
von Wirtszellen. Somit hat das Immunsystem die Mdglichkeit zwischen ,fremd* und
.selbst” zu unterscheiden [MEDzHITOV UND JANEWAY, 2002]. Zweitens gibt es keine
Unterschiede zwischen den PAMPs einer Mikroorganismenklasse, wodurch nur eine
begrenzte Anzahl von PRRs notwendig ist, um mikrobielle Infektionen zu erkennen.
Drittens sind PAMPs essentiell fir das mikrobielle Uberleben. PRRs signalisieren
somit die Anwesenheit von Pathogenen. Sie induzieren die Expression von B7-
Molekulen auf Antigen-prasentierenden Zellen (APCs). Diese stellen den antigen-
spezifischen T-Zellen Informationen bezlglich des mikrobiellen Ursprungs der
Antigene zur Verfigung. Das angeborene Immunsystem bedient sich verschiedener
PRRs, die auf der Zelloberflache oder in intrazellularen Kompartimenten exprimiert,
respektive in das Blut oder in Gewebeflissigkeiten sezerniert werden. Die generellen
Funktionen der PRRs beinhalten Opsonierung, Aktivierung von Komplementsystem
und Koagulationskaskaden, Phagozytose, Aktivierung von proinflammatorischen
Signalwegen und Apoptose-Induktion [MEDzHITOV UND JANEWAY, 1997]. Die PRRs des
angeborenen Immunsystems sind vor allem auf Makrophagen und dendritischen
Zellen lokalisiert. Durch Induktion von antimikrobiellen Genen und inflammatorischen
Zytokinen sind sie verantwortlich flr die Initiation der akuten inflammatorischen

Reaktion gegen eindringende Pathogene [TAKEDA ET AL., 2003].
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Zu den PRRs gehort auch die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs). TLR-Signale
fuhren zur Aktivierung von Phagozyten. In den letzten Jahren durchgefuhrte Studien
kommen zu dem Schluss, dass die TLRs eine entscheidende Rolle in der Induktion
des angeborenen Immunsystems spielen. [MEDZHITOV UND JANEWAY, 1997; AKIRA ET
AL., 2001; MEDzHITOV, 2001; MICHELSEN ET AL., 2001; JANEWAY UND MEDzHITOV, 2002;

NETEA ET AL., 2004; PASARE UND MEDzHITOV, 2004; VIAU UND ZOUALI, 2005].

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Wahrend die Abwehr der meisten Tierspezies vollstandig auf dem angeborenen
Immunsystem beruht, haben Vertebraten eine zusatzliche, komplexere Abwehr
entwickelt, die erworbenes oder adaptives Immunsystem genannt wird. Die adaptive
Immunitét stellt die Reaktion antigenspezifischer T- und B-Lymphozyten auf Antigene
dar. Adaptive Immunantworten entstehen durch  Selektion bestimmter
Lymphozytenklone. Zur adaptiven Immunitat gehort auch die Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses. Die Funktion des erworbenen Immunsystems
beruht auf einem unterschiedlichen Set somatisch rearrangierter Antigen-Rezeptoren,
den T- und B-Zellrezeptoren, die eine grol3e Vielfalt von Antigenen sowohl eigenen als
auch fremden Ursprungs erkennen. Obwohl T- und B-Lymphozyten-Rezeptoren mit
gro3er Diversitat exprimiert werden, hangt ihre Aktivierung von Signalen des
angeborenen Immunsystems ab. In erster Linie kontrolliert die Expression von B7-
Molekulen auf APCs die Induktion der adaptiven Immunantwort. Die zentrale Aufgabe
der Lymphozyten besteht in der Identifizierung von mikrobiellen Antigenen aber auch
von anomalen, entarteten korpereigenen Zellen. Ein einzelner Lymphozyt erkennt
Antigene entweder Uber seinen T-Zell-Rezeptor oder Uber seine membransténdigen
Antikorper und bindet jeweils nur ein bestimmtes, fir die Zelle spezifisches Antigen.
[MEDZHITOV UND JANEWAY, 1997; PASARE UND MEDZzHITOV, 2004; SANDERINK ET AL.,
2004; VIAU UND ZOUALI, 2005]

Dendritische Zellen (DCs) sind potente Antigen-prasentierende Zellen (APCs) und
spielen eine entscheidende Rolle in der Induktion der spezifischen Immunantwort auf

mikrobielle Pathogene. Die Anregung unreifer DCs durch mikrobielle Stimuli induziert
3
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die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie ,Tumor Necrosis Factor* (TNF) und
Jnterleukin® (IL)-12, die eine Differenzierung von T-Zellen in ,T-Helfer* (Th)1-Zellen
bewirken kodnnen. Zusatzlich fihren diese Stimuli zu einer Hochregulation
kostimulatorischer Molekile wie CD40, CD80 und CD86. Dieser Prozess wird DC-
Reifung genannt und verstarkt entscheidend die Fahigkeit von DCs, T-Zellen zu
aktivieren. DCs migrieren in die lymphoiden Organe, wo die Antigen-Prasentation und
die T-Zell-Proliferation stattfinden [PASARE UND MEDzHITOV, 2004]. Diverse Studien
zeigten, dass TLR2-Liganden, wie Lipoteichonsaure (LTA) und Lipopeptide [HERTZ ET
AL., 2001; MICHELSEN ET AL., 2001], eine ,Myeloid Differentiation Factor 88" (MyD88)-
vermittelte [SCHNARE ET AL., 2001; PASARE UND MEeDzHITOV, 2004] DC-Reifung
hervorrufen. Diese fuihren zu einer Differenzierung der T-Lymphozyten zu Thl-Zellen
[THOMA-USZYNSKI ET AL., 2000; SCHNARE ET AL., 2001; PASARE UND MEDzHITOV, 2004].
TLRs spielen allem Anschein nach eine bedeutende Rolle in diesem Prozess. Es wird
angenommen, dass sie die Bricke zwischen mikrobieller Erkennung durch das
angeborene Immunsystem zur T-Zell-Proliferation des adaptiven Immunsystems

schlagen.

1.2 Parodontitis

1.2.1 Definition

Parodontitis ist eine entzuindliche, multikausale Infektionserkrankung aller Anteile des
Parodontiums (Gingiva, Desmodont, Wurzelzement, Alveolarknochen). Sie wird durch
bakterielle Belage verursacht und fuhrt zu fortschreitendem Verlust von Stlitzgewebe.
Betroffen sind einzelne, mehrere oder alle Zahne. Dabei kdnnen unterschiedliche
Stadien der Erkrankung gleichzeitig vorliegen. Schweregrad und Verlauf werden durch
anatomische, funktionelle und systemische Faktoren beeinflusst. [PAGE ET AL., 1997;
ARMITAGE 1999 UND 2003; FLEMMIG 1999]



1 Einleitung

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie der Parodontitis ist nicht liickenlos geklart. Mit zunehmendem Alter wird
Parodontitis vor Karies der Hauptgrund fir Zahnverlust [SANDERINK ET AL., 2004].
Parodontitis ist nicht mit einem einzelnen Mikroorganismus sondern vielmehr einer
ganzen Reihe von Bakterien assoziiert [MOORE UND MOORE, 1994]. Diese sind an der
Initiation und Progression der Parodontitis beteiligt. Parodontitis ist eine multifaktorielle
Erkrankung des Zahnhalteapparates, die zu irreversiblem Verlust desmodontaler
Fasern und alveoldren Knochens fiuhrt. Die Ursache liegt in einer durch bakterielle
Plaque [LISTGARTEN, 1994] verursachten lokalen, subgingivalen Infektion [DARVEAU ET
AL., 1997; KORNMAN ET AL., 1997], die in zwei Schritten erfolgt: Im ersten Schritt kommt
es zur Einleitung der Taschenbildung. Die supragingivale Plaque breitet sich tber
Proliferation an ihrem apikalen Rand nach subgingival aus. Zu diesem Zeitpunkt
besteht die Plaque aus Gram-positiven, aeroben, zahnadharenten, nichtmotilen
Stabchen und Kokken. Der zweite Schritt fuhrt zur Kolonisation der Tasche mit Gram-
negativen, fakultativ oder obligat anaeroben, motilen Stabchen und Spirochéaten. Die
Stabchen haften vorwiegend an Gram-positiven Bakterien und bilden so eine lose
sekundare Plaqueschicht. [MOORE UND MOORE, 1994; DARVEAU ET AL., 1997; KORNMAN
ET AL, 1997; FLEMMIG,1999; DIXON ET AL., 2004;NISHIHARA UND KOSEKI, 2004;

SANDERINK ET AL., 2004; SOCRANSKY UND HAFFAJEE, 2005]

Verschiedene Formen der Parodontitis kénnen serologisch, mikrobiologisch und
anamnestisch-symptomatisch voneinander unterschieden werden. Die
Zusammensetzung der Plaque bzw. der bakteriellen Flora kann in ihrer Art, Dichte und
Virulenz je nach Parodontitisform variieren. Generell wirken bei der Entstehung aller
Parodontitisformen funf Faktoren zusammen: 1. die Anwesenheit subgingivaler
Plague-Biofilme mit darin enthaltenen parodontalpathogenen Mikroorganismen, 2. die
weitgehende Abwesenheit bzw. Unterdriickung von kommensalen Keimen, 3.
Einschrankungen bei der Wirtsabwehr, 4. ein fir die beteiligten Mikroorganismen
geeignetes Mikromilieu im Bereich der parodontalen Tasche und 5. Zeit. Marginale
Parodontitiden beginnen als Gingivitis; allerdings entwickelt sich nicht jede Gingivitis
zu einer Parodontitis. Es bestehen derzeit keine Madoglichkeiten eine Gingivitis
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bleibende Gingivitis von einer Gingivitis als Vorstufe der Parodontitis zu

unterscheiden. [NISHIHARA UND KOSEKI, 2004; SANDERINK ET AL., 2004]

1.2.3 Pathogenese

Parodontitis ist ein infektioser Erkrankungsprozess [SOCRANSKY UND HAFFAJEE, 1994].
Bakterien und deren Produkte interagieren mit dem Saumepithel und penetrieren in
das darunterliegende Bindegewebe [ABE ET AL., 1991]. Dort bildet sich eine
Entzindung aus. In unmittelbarer Nachbarschaft zum Saumepithel befindet sich ein
feiner BlutgefaR-Plexus. Leukozyten verlassen die postkapillaren Venolen und es
kommt zu einem starken Anstieg der neutrophilen Granulozyten, die durch das
Saumepithel in den Sulkus bzw. die Tasche migrieren [SCHIOTT UND LOE, 1970;
DARVEAU ET AL., 1997; DENNISON UND VAN DYKE, 1997]. Kollagen und andere
Bestandteile der perivaskularen extrazellularen Matrix werden durch diverse Enzyme
mikrobieller und lysosomaler Herkunft zerstért [REYNOLDS UND MEIKLE, 1997]. Wenn
sich die supragingivale Plague nach apikal in den gingivalen Sulkus ausdehnt, werden
die koronalen Zellen des Saumepithels zur Proliferation angeregt, wodurch sich eine
gingivale Tasche bildet. Im weiteren Verlauf wird die Proliferation der apikalen Zellen
des Saumepithels induziert, so dass sie sich nach apikal entlang der Wurzeloberflache
ausdehnen und sich schliel3lich in ein ulzerierendes Taschenepithel umwandeln
[KORNMAN ET AL., 1997]. Das frihe Stadium ist von der Anwesenheit von Lymphozyten
gepragt, einschliel3lich B- und T-Zellen mit charakteristischen Thl- und Th2-Zellen
[DENNISON UND VAN DYKE, 1997, ISHIKAWA ET AL., 1997]. Nach und nach wird die Lasion
von B-Zellen dominiert, aber auch T-Zellen, Makrophagen und Neutrophile sind
prasent, die alle aktiviert werden. B- und T-Zellen werden durch Antigene und
Mitogene zur klonalen Replikation angeregt und B-Zellen werden veranlasst, sich zu
Antikorper-produzierenden Plasmazellen zu differenzieren. Bei Fortschreiten der
Erkrankung, nimmt die Tiefe der parodontalen Taschen zu. Durch mikrobielle und
lysosomale Faktoren werden die Bestandteile der extrazellularen Matrix der Gingiva

und des parodontalen Ligaments zerstort und der alveolare Knochen resorbiert
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Abbildung 1.1: Pathogenese der Parodontitis. Dargestellt sind die Einfluss- und
Risikofaktoren. [nach PAGE UND KORNMAN, 1997] PMNs: Polymorphkernige neutrophile
Granulozyten, MMPs: Matrix-Metalloproteinasen

[REYNOLDS UND MEIKLE, 1997; SCHWARTZ ET AL., 1997]. Einen schematischen Uberblick

Uber die Parodontitispathogenese gibt Abbildung 1.1. [KORNMAN ET AL., 1997]

1.2.4 Parodontalpathogene Keime

Bestimmten Mikroorganismen (Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythensis, Treponema denticola, Prevotella
intermedia) kommt eine Schliisselrolle in der Atiologie der Parodontitis zu. Die
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Anwesenheit einzelner Keime fuhrt aber nicht zwingend zu einem Voranschreiten der
Erkrankung. Keimabwesenheit dagegen ist ein nahezu sicheres Anzeichen fur
parodontale Gesundheit [RUDIGER, 2002]. Die Mundhéhle wird von 300 bis 400
verschiedenen Bakterienspezies besiedelt, von denen nur etwa 10 % fur die
parodontale Destruktion verantwortlich gemacht werden [SANDERINK ET AL., 2004].
.Parodontalpathogen“ bezeichnet die Fahigkeit eines Bakteriums, im Parodont die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen sowie gewebeschadigenden
Enzymen (z.B. Kollagenasen) und Mediatoren (z.B. Prostaglandin-E2 (PGEZ2)) zu
veranlassen, entscheidende Mechanismen fir die entziindliche Parodontolyse. Auch
die Fahigkeit, die Immunabwehr zu umgehen, zeichnet parodontalpathogene Keime
aus. Zu den potentiellen parodontalpathogenen Keimen zahlen in erster Linie
Porphyromonas gingivalis und Actinobacillus actinomycetemcomitans, sowie Tanerella
forsythensis, Campylobacter rectus und Treponema denticola, des weiteren Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Eubacterium spp., Capnozytophaga spp., Peptostreptococcus micros, Dialister
pneumosintes sowie Treponema vincentii und socranskii [MOORE UND MOORE, 1994,
DARVEAU ET AL., 1997; MOTER ET AL., 1998; NISHIHARA UND KOSEKI, 2004; SANDERINK ET
AL., 2004; ELLEN UND GALIMANAS, 2005; HOLT UND EBERSOLE, 2005; SOCRANSKY UND

HAFFAJEE, 2005]. Bakterien verursachen Parodontitis indem sie:

Raum marginal des gingivalen Sulkus und zwischen Zahnoberflache und Saum-

bzw. Taschenepithel beanspruchen und sich darin ausbreiten

vor und wahrend der Ulzeration des Taschenepithels in das parodontale

Weichgewebe eindringen

Substanzen abgeben, die die periphere Korperabwehr eindammen oder

paralysieren

Wirtszellen und physiologische Systeme des Wirtes so aktivieren, dass

Gewebezerstorung folgt

Substanzen, wie Endotoxine, abgeben, die direkte oder indirekte Wirkungen via
Wirtszellen auf Knochen, Bindegewebe und Epithelzellen ausiben. [NISHIHARA UND

KOsEKI, 2004; SANDERINK ET AL., 2004]
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1.2.5 Risikofaktoren

Risikofaktoren sind Bedingungen, die bei der Untersuchung der Pathogenese
bestimmter Erkrankungen in Bevolkerungsstudien als krankheitsférdernde Umsténde

statistisch gesichert wurden.

Als Risikofaktoren fur chronische und auch aggressive Parodontitis gelten
Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus, HIV-Infektion oder Osteoporose sowie
emotionaler Stress und Rauchen. Aber auch keimspezifische Merkmale, abgelaufene
Parodontitisprogression, soziodkonomische Faktoren (z.B. Bildungsstand) und lokale
zahnspezifische Faktoren, insbesondere auch iatrogener Art (z.B. Kronenrénder),
spielen eine entscheidende Rolle. [SALVI ET AL., 1997; LINDHE ET AL., 1999; LANG ET AL.,
1999; KINANE, 1999].

Bei den beeinflussbaren Parodontitisrisikofaktoren stehen der Tabakkonsum und die
personliche Mundhygiene gleichberechtigt an erster Stelle. In den letzten zehn bis 15
Jahren konnte der Tabakkonsum als der wichtigste Risikofaktor fur destruktive
Parodontalerkrankungen identifiziert werden. Realistisch ist heute bei Rauchern von
einem 2,5- bis 6-fach erhdhtem Risiko fur Parodontitis auszugehen, wobei dosis- und
zeitabhangig moglicherweise weit hohere relative Risiken zu kalkulieren sind. [MULLER,
2002]

Diverse Studien zeigten, dass bei Patienten mit Typl- wie auch Typll-Diabetes mellitus
im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten neben einer erhdéhten Pravalenz auch ein
grolRerer klinischer Attachment- und Knochenverlust zu verzeichnen war. Dies traf vor
allem auf das fortgeschrittene Stadium des Typl-Diabetes bei Patienten zu, die l&anger
als 10 Jahre an Diabetes erkrankt waren. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist neben dem
zeitichen Bestehen eines Diabetes auch dessen Kontrolle. Bei &hnlichen
Plaguewerten wiesen Patienten mit einem schlecht eingestellten Diabetes signifikant
mehr Attachment- und Knochenverlust auf als Patienten mit einem gut eingestellten
Diabetes. Patienten mit schlecht kontrolliertem Typll-Diabetes und vor allem junge
Patienten der Altersgruppe 15 bis 24 waren schwerer parodontal erkrankt als gut
kontrollierte Diabetiker respektive Nichtdiabetiker. [SCULEAN UND JEPSEN, 2002]
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Die Zusammenhénge zwischen Osteoporose und Parodontitis sind ein aktueller
Bereich parodontologischer Forschung. Es ist gegenwartig noch nicht eindeutig
geklart, ob die Osteoporose einen Risikofaktor fir die Parodontitis oder nur flr den

alveolaren Knochenverlust darstellt. [JEPSEN UND GLUER, 2002]

1.2.6 Klassifikation

Im Jahre 1999 wurde vom ,1st European Workshop in Periodontology” der American

Academy of Periodontology eine neue Klassifikation erarbeitet (siehe Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Klassifikation der Parodontalerkrankungen [ARMITAGE, 1999]

Gingivale Erkrankungen

Chronische Parodontitis

Aggressive Parodontitis

Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung
Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

Abszesse des Parodonts

Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Lasionen

© N o g &> w D P

Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustande

Anliegen der neuen Klassifikation der Parodontalerkrankungen war es, die aktuellen
Erkenntnisse sowohl der Pathogeneseforschung als auch der Risikoanalytik sowie das
gesamte Spektrum pathologischer Verdnderungen zu erfassen [ARMITAGE, 1999]. Es
wurde entschieden, die Begriffe ,chronische Parodontitis® und ,aggressive
Parodontitis* einzufiihren und die zuvor gebrduchlichen Begriffe ,adult® bzw. ,early
onset“ Parodontitis zu verwerfen. Chronische Parodontitis wird als eine infektiose
Erkrankung definiert, die zu langsamem oder moderatem progressiven Verlust von
Attachment und Knochen fihrt. Aggressive Parodontitis wird als ein spezifischer Typ

der Parodontitis mit klar identifizierbaren klinischen und laboratorischen Parametern

10
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angesehen. Diese machen den Unterschied zu chronischer Parodontitis aus [LANG ET
AL., 1999]. MoMmBELLI ET AL. [2002] zeigten, dass die An- oder Abwesenheit der
parodontalpathogenen Keime Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tanerella forsythensis und Campylobacter rectus
nicht zur Differenzierung herangezogen werden kann. Anhand von Keimspektren
lassen sich Patienten mit aggressiver Parodontitis nicht von solchen mit chronischer

Parodontitis abgegrenzt [MOMBELLI ET AL., 2002].

1.2.6.1 Chronische Parodontitis

Die Chronische Parodontitis (CP) ist eine Infektionserkrankung, die zu Entziindung
des Zahnhalteapparates sowie zu progressivem Attachment- und Knochenverlust
fuhrt. Gekennzeichnet ist sie durch Zahnfleischtaschen und/oder Gingivarezessionen
und stellt die am meisten vorkommende Parodontitisform dar. Die chronische
Parodontitis kann in jedem Lebensalter entstehen, tritt allerdings am haufigsten im
Erwachsenenalter auf. Mit dem Alter nehmen Pravalenz und Schwere zu. Wé&hrend
die bakterielle Plaque als atiologischer Faktor fungiert, ist die Pathogenese (und damit
die Progression) durch die Wirtsreaktivitat determiniert. Die Erkrankungsprogression
stellt man durch wiederholte klinische Diagnostik fest. Die chronische Parodontitis
kann nach Ausmal® und Schwere in lokalisierte und generalisierte Formen unterteilt
werden, wobei die lokalisierte Form weniger als 30 % befallene Zahnflachen aufweist,
die generalisierte mehr als 30 %. [LINDHE ET AL., 1999]

1.2.6.2 Aggressive Parodontitis

Die Aggressive Parodontitis (AP) stellt eine Krankheitsform mit Uberwiegend klar
erkennbaren klinischen Merkmalen und speziellen Befunden hinsichtlich der Wirt-
Bakterien-Interaktion dar. Hauptmerkmale sind ein klinisch gesunder Patient, rasch
fortschreitende Gewebedestruktion und auffallige familidare Haufung. Weitere nicht

11
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durchgéngig zu beobachtende Merkmale sind Missverhaltnis zwischen der Menge an
Plaque und dem Ausmald der Gewebedestruktion, erhdhte Zahlen von Actinobacillus
actinomycetemcomitans, in gewissen Populationen von Porphyromonas gingivalis,
abnorme Phagozytenzahlen, hyperresponsiver Makrophagen-Phanotyp mit erhdhter

Produktion von PGE2 und IL-13 sowie selbstlimitierende Gewebedestruktion.

Auch bei der aggressiven Parodontitis unterscheidet man lokalisierte und
generalisierte Formen. Dabei zeichnet sich die lokalisierte Form durch Beginn in der
Pubertat, Befall der ersten Molaren und Schneidezdhne und zum Teil markante
Serumantikorpertiter gegen nachgewiesene bakterielle Agenzien aus. Die
generalisierte aggressive Form ist charakterisiert durch Patienten, die meist junger als
30 Jahre sind, generalisierten approximalen Befall mit Attachmentverlust an
mindestens drei Zahnen aul3er den ersten Molaren und Schneidezahnen, schwache
Serumantikorpertiter gegen nachgewiesene bakterielle Agenzien und deutlichen

episodenhaften Verlauf. [LANG ET AL., 1999]

1.3 Toll-like Rezeptoren

1.3.1 Drosophila Toll und die Entdeckung der Toll-like Rezeptoren

Die erste Erwahnung von Toll geht auf das Jahr 1984 zurick. Damals wurde das
verantwortliche Gen fur die dorso-ventrale Ausrichtung der Drosophila melanogaster-
Embryonen gefunden [ANDERSON UND NUSSLEIN-VOLHARD, 1984]. Dies veranlasste
NUSSLEIN-VOLHARD zu einem spontanen , Toll!"-Ruf, womit der Name fir dieses Gen
geboren war [ANDERSON, 2000]. Der Toll-Signalweg ist neben der dorso-ventralen
Achse der Drosophila-Embryonen auch fir die Antwort auf mikrobielle Infektionen
verantwortlich. Spéater konnten die Abwehrmechanismen von Drosophila noch weiter
differenziert werden. So spielt Toll auch eine entscheidende Rolle in der Abwehr
fungaler Pathogene, was durch Mutanten belegt wurde, die eine erhéhte
Empfanglichkeit fur fungale Infektionen zeigten [LEMAITRE, 2004]. Neben dem Toll-

Signalweg verfigt Drosophila melanogaster noch uber den ,Immune Deficiency*

12
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(IMD)-Weg. Sowohl Toll als auch IMD beeinflussen via ,Nuclear Factor-kB* (NF-kB)
die Expression antimikrobieller Peptid-Gene. Kontrolliert Toll in erster Linie Gram-
positive Bakterien und fungale Pathogene mittels Drosomycin, so ist IMD mit
Diphtericin fir die Antwort auf Gram-negative Bakterien verantwortlich [KANEKO UND
SILVERMAN, 2005]. Im Jahre 1997 konnte eine humanes Homolog (Toll-like) des
Drosophila Toll-Proteins nachgewiesen werden [MEDzHITOV ET AL., 1997]. Es stellte

sich spéater heraus, dass der erste identifizierte Toll-like Rezeptor TLR4 war.

Das Protein Drosophila Toll wurde zunéchst als ein Typ | Transmembranrezeptor
beschrieben. Der Signaltransduktionsweg von Drosophila Toll zeigt bemerkenswerte
Ahnlichkeit zum IL-1 Signaltransduktionsweg der Saugetiere, der zur Aktivierung von
NF-kB fuhrt. NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der fir viele Aspekte der
inflammatorischen und immunologischen Antwort verantwortlich ist. Tatséchlich zeigen
die zytoplasmatischen Domé&nen von Drosophila Toll und dem IL-1 Rezeptor von
Saugetieren eine hohe Homologie und werden deshalb als Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)
bezeichnet. Basierend auf dieser Ahnlichkeit wurde angenommen, dass der Toll-
vermittelte Signalweg bei Saugetieren eine Rolle in der Regulation der angeborenen

Immunantwort spielt. [MEDZHITOV ET AL., 1997]

1.3.2 Die Familie der Toll-like Rezeptoren

Bis heute wurden zwolf Mitglieder der humanen TLR-Familie identifiziert. Sie sind
strukturell durch die Anwesenheit einer ,Leucin-reichen Region® (LRR) in der
extrazellularen Domane und einer zytoplasmatischen Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-
Doméane charakterisiert. Der Vergleich der Aminosauresequenzen humaner TLRs
zeigte, dass zehn der Mitglieder der TLR-Familie in finf Unterfamilien aufgeteilt
werden konnen: die TLR2-, TLR3-, TLR4-, TLR5- und TLR9-Subfamilien (siehe
Abbildung 1.2) [TAKEDA ET AL., 2003]. Die TLR2-Subfamilie besteht aus TLR1, TLR2,
TLR6 sowie TLR10, wobei TLR1 und TLR6 die groRte Ahnlichkeit aufweisen. Die
Zuordnung zur TLR2-Subfamilie wird durch die Funktion von TLR1 und TLR6 als
Korezeptoren von TLR2 unterstrichen. Die TLR2-, TLR4- und TLR5-Subfamilien
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stellen extrazellulare Rezeptoren dar. Die TLR3- und TLR9-Unterfamilien sind im

Endosom angesiedelt und somit intrazellulare Rezeptoren [KAWAI UND AKIRA, 2005].

TLRS

Abbildung 1.2: TLR-Subfamilien. Die TLR-Familienmitglieder wurden in Abhé&ngigkeit von
ihrer Aminosauresequenz in Unterfamilien aufgeteilt [nach TAKEDA ET AL., 2003].

1.3.2.1 Lokalisation und Expression

Die TLR-Gene sind Uber das gesamte Genom verteilt. Diejenigen, die fur TLR1 und
TLR6 kodieren, sind auf dem humanen Chromosom 4q14 lokalisiert, TLR2 und TLR3
auf 4931.1-g35, TLR4 auf 9932-g33, TLR5 auf 1933.3-g42, TLR7 und TLR8 auf Xp22
und TLR9 auf 3921.3 [AKIRA ET AL., 2001].

TLRs werden auf verschiedenen Zelltypen des Immunsystems exprimiert [ZAREMBER
ET AL., 2002], hauptsachlich aber auf Zellen des mononukledren Phagozytensystems.
In Abhangigkeit von ihrem Expressionsmuster konnen die TLRs als ubiquitar (TLR1),
begrenzt (TLR2, TLR4, TLR5) und spezifisch (TLR3) klassifiziert werden [MuziO ET AL.,
2000]. TLR2 wird in erster Linie von myeloischen Zellen, wie Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten exprimiert [FLO ET AL., 2001,
KADOWAKI ET AL., 2001; SABROE ET AL., 2002]. Neben den Zellen der angeborenen
Immunantwort weisen auch B-Zellen TLR2 auf, was eine Beteiligung der TLRs an der

adaptiven Immunantwort wahrscheinlich macht [FLo ET AL., 2001]. Die Expression
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einzelner TLRs ist allerdings nicht nur auf Immunzellen beschrénkt: Humaner TLR2
wird beispielsweise auch auf Fibroblasten [TABETA ET AL., 2000] und gingivalen
Epithelzellen [AsAl ET AL., 2001] exprimiert. Des Weiteren ist TLR2 auch im Parodont
zu finden [DIXON ET AL., 2004].

1.3.2.2 Liganden

Die Familie der Toll-like Rezeptoren als Bestandteil der ,Pattern Recognition
Receptors® (PRRs), nimmt ,Pathogen Associated Molecular Patterns® (PAMPS) der
verschiedensten Pathogene wahr. Dazu zahlen Bakterien, Pilze, Protozoen aber auch
Viren. Es ist eine gewisse Spezialisierung der einzelnen TLRs wahrzunehmen. Eine
Ubersicht zu den Liganden der Toll-like Rezeptoren gibt Tabelle 1.2 [MEANS ET AL.,
2000 UND 2001; TAKEDA UND AKIRA, 2003; TAKEDA ET AL., 2003; WETZLER, 2003].

TLR2 wurde zunéchst als Lipopolysaccharid (LPS)-Rezeptor angesehen [YANG ET AL.,
1998; KIRSCHNING ET AL., 1998] (TLR2-Liganden siehe unten). Spater konnte aber
nachgewiesen werden, dass dieser Effekt auf einer Verunreinigung des verwendeten
LPS mit Lipopeptiden und Lipoproteinen beruhte [HIRSCHFELD ET AL., 2000; LEE ET AL.,
2002]. Der eigentliche LPS-Rezeptor ist TLR4. Allerdings gibt es atypisches LPS, das
durchaus zu einer TLR2-vermittelten Signaltransduktion fuhrt. Dazu gehért LPS von
Legionellen, Bordetella [GIRARD ET AL., 2003], Leptospira [WERTS ET AL., 2001] und
nicht zuletzt Porphyromonas gingivalis [HIRSCHFELD ET AL., 2001], einem der

wichtigsten Parodontalpathogene.

Die TLR2-vermittelte Immunantwort ist allem Anschein nach von Korezeptoren
abhangig. TLR1 und TLR6 konnten als solche identifiziert werden [OzINSKY ET AL.,
2000]. Die TLR2-Signaltransduktion erfordert also nicht die Bildung von TLR2-
Homodimeren, sondern Heterodimere aus TLR2 mit TLR1 oder TLR6. Das
TLR1/TLR2-Heterodimer erkennt eine grol3e Anzahl bakterieller Lipoproteine,
einschlie8lich des 19kDa mycobakteriellen Lipoproteins [TAKEUCHI ET AL., 2002;
ALEXOPOULOU ET AL., 2002], Meningokokken-Lipoproteine [OzINSKY ET AL., 2000] und
die synthetische Lipoproteinstruktur Pam3;CysK4 [TAKEUCHI ET AL., 2001]. Das
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Tabelle 1.2: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

TLR-Familie Liganden Herkunft
TLR1 Triacylierte Lipoproteine: MALP-2 Bakterien, Mycobakterien
Pam3CysK4 synthetisch
TLR2 Lipoprotein/Lipopeptide, LTA div. Bakterien, v.a. Gram-
positive
LAM Mycobakterien, Meningokokken
Phenolldsliches Modulin Staphylococcus epidermidis
GPI-Anker Trypanosoma cruzi
Glycolipide Treponema maltophilum
MALP-2 Mycoplasma
Porine Neisserien
Zymosan Saccharomyces cerevisiae
Atypisches LPS Legionellen, Bordetella,
Leptospira interrogans,
Porphyromonas gingivalis
CMV-Virionen Viren
HSV-1
TLR3 Doppelstrangige RNA Viren
TLR4 LPS Gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen
HSP60 Chlamydia pneumoniae
HSP60 Wirt
HSP70
TLR5 Flagellin Bakterien
TLR6 Diacylierte Lipoproteine: MALP-2 Mycoplasma
Phenollgsliches Modulin
PGN
TLR7 einzelstrangige RNA (in der Maus)
Imidazoquinoline synthetische Komponenten
TLR8 einzelstrangige RNA (im Menschen)
Imidazoquinoline synthetische Komponenten
TLR9 CpG DNA Bakterien
TLR10 ?
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TLR6/TLR2-Heterodimer hingegen erkennt ,Mycoplasma Activating Lipoprotein”
(MALP)-2 [OzINSKY ET AL., 2000; TAKEUCHI ET AL., 2001; SCHRODER ET AL., 2004] sowie
phenolldsliches Modulin [HAJJAR ET AL., 2001; BULUT ET AL., 2001] und wahrscheinlich
Peptidoglycan (PGN) [IMLER UND HOFFMAN, 2001]. Entscheidender Unterschied
zwischen dem TLR1/TLR2-Heterodimer und dem TLR6/TLR2-Heterodimer liegt in
dem Ausmald der Acylierung der Lipoproteine. Der Grol3teil der Lipoproteine und
Pam3;CysK4 sind triacyliert, wahrend MALP-2 und PGN diacyliert sind. Somit ist
TLR1/TLR2 auf triacylierte und TLR6/TLR2 fiur diacylierte Lipoproteine spezialisiert,

was in Studien mit Knockout-Mausen bestatigt wurde [AKIRA 2000].

Zu den beschriebenen TLR2-Liganden z&hlen Zellwandbestandteile wie Lipoproteine
und Lipopeptide [BRIGHTBILL ET AL., 1999] unter anderem auch von Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum [LIEN ET AL,. 1999] und Shigella spp. [ALIPRANTIS ET AL., 2001]; des
weiteren PGN und Lipoteichonsaure (LTA) Gram-positiver Bakterien wie
Staphylococcus aureus, B. subtilis und Staphylococcus epidermidis [SCHWANDNER ET
AL., 1999; YOSHIMURA ET AL., 1999; HATAKEYAMA ET AL., 2003], sowie mycobakterielles
Lipoarabinomannan (LAM) [MEANS ET AL., 1999]. Auch Glycolipide und LTA von
Treponemen [OPITz ET AL., 2001], das R-Stereoisomer des mycoplasmatischen
Lipopeptids (MALP)-2 [TAKEUCHI ET AL., 2000] und Porine von Neisserien [MASSARI ET
AL., 2002] fuhren zu einer TLR2-vermittelten Signaltransduktion. Auch Protozoen
weisen einen TLR2-Liganden in Form der Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
Ankerregion auf3erer Membran-Antigene von Trypanosoma cruzi auf [CAMPOS ET AL.,
2001; ROPERT ET AL., 2002].

CD14 bindet eine Reihe verschiedener Liganden und kann diese effizient zum
entsprechenden Rezeptor transferieren. Im Falle von TLR2 verstarkt die Anwesenheit
von CD14 die Fahigkeit von TLR2 spezifische Liganden zu erkennen. Dazu gehéren
Lipoproteine von Borrelia burgdorferi [HIRSCHFELD ET AL., 1999], trypanosomale GPI-
Anker [CAMPOS ET AL., 2001], Meningokokken-Lipoproteine [INGALLS ET AL., 2001],
Mannuronsaurepolymere [FLO ET AL., 2002], mycobakterielles LAM [MEANS ET AL.,
1999], PGN UND LTA [SCHWANDNER ET AL., 1999], Gram-positive Zellwandbestandteile
von Staphylokokken und Streptokokken [YOSHIMURA ET AL., 1999], Spirochéten-
Lipoprotein [LIEN ET AL,. 1999] und Leptospira-LPS [WERTS ET AL., 2001]. Eine neuere
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Studie zeigt, dass CD14 triacylierte Lipopeptide direkt bindet und die Erkennung von
Lipopeptiden durch den TLR2/TLR1-Rezeptorkomplex erleichtert ohne an den
Rezeptorkomplex zu binden [NAKATA ET AL., 2006]. Auch fir CD36 wurde kirzlich eine
Rolle als Korezeptor der TLR2/TLR6-vermittelten Reaktion auf diacylierte Lipopeptide
nachgewiesen [HOEBE ET AL., 2005].

Cytomegalievirus (CMV)-Virionen [COMPTON ET AL., 2003] und Herpes simplex Virus
(HSV)-1 [KURT-JONES ET AL., 2004; MORRISON, 2004] sind die von TLR2 erkannten
Viren. Eine Zeit lang wurden zudem endogene Liganden wie die Hitzeschockproteine
HSP60 und HSP70 diskutiert [VABULAS ET AL., 2001 uND 2002; ASEA ET AL., 2002].
Diese Ergebnisse konnten allerdings maoglicherweise auf kontaminierte Reagenzien

zurtckzufiihren sein [TSAO UND GAO, 2004].

1.3.2.3 Signaltransduktion

Die Aktivierung der Signaltransduktion durch TLRs fuhrt zur Induktion diverser Gene,
die an der Wirtsabwehr beteiligt sind. Dazu z&hlen inflammatorische Zytokine,
Chemokine, ,Major Histocompatibility Complex* (MHC) und kostimulatorische
Molekile [KAwAI ET AL., 1999; TAKEUCHI UND AKIRA, 2001; AKIRA UND TAKEDA, 2004,
KAWAI UND AKIRA, 2005]. Zusatzlich werden eine Reihe von Effektormolekilen
induziert, wie NO-Synthase und antimikrobielle Peptide, die mikrobielle Pathogene

direkt zerstoren kénnen.

Nach TLR/Liganden-Interaktion kommt es im Rahmen der intrazellularen
Signaltransduktion zur Aktivierung von NF-kB. Dies reguliert die Genexpression bei
einer Vielzahl von Genen, die bei der Immunabwehr, Entzindungen und
apoptotischen Prozessen beteiligt sind und bewirkt die Sekretion oder Expression

einer Reihe von Effektormolekiilen [SANDERINK ET AL., 2004]:

Antimikrobielle Stoffe bzw. mikrobizide Substanzen: endogene antimikrobielle
Peptide und weitere Inhaltstoffe der PMN-Granula, reaktive Sauerstoffmetaboliten
und reaktive Stickstoffmetaboliten,
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Zytokine, Chemokine, Akute-Phase-Proteine und Adhasionsproteine,

die beiden CD28-Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Diese Bindungen
fungieren als kostimulierendes Signal bei der T-Zell-Aktivierung.

Die Signalwege der TLR-Familie weisen groRe Ahnlichkeiten zu denen der IL-1R-
Familie auf. Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Wege: den ,Myeloid
Differentiation Factor* (MyD88)-abhangigen und den MyD88-unabhangigen Weg. Alle
Rezeptoren aul3er TLR3 teilen den MyD88-abhangigen Weg, der NF-kB aktiviert und
Gene induziert, die inflammatorische Zytokine kodieren [KAWAI ET AL., 1999; AKIRA UND
TAKEDA, 2004; KAwAI UND AKIRA, 2005]. Der MyD88-unabhangige
Signaltransduktionsweg wird nur von TLR3 und TLR4 beschritten [TAKEUCHI UND
AKIRA, 2001]. FUr TLR2 sind noch zwei weitere Signalwege beschrieben. Zum einen
kontrollieren ,Phosphatidylinositol 3-Kinase* (PI3K) und die GTPase Racl die
Aktivierung von NF-kB unabhangig von ,Inhibitor of kB* (I-kB) [ARBIBE ET AL., 2000],
zum anderen wird durch Stimulation von TLR2 MyD88-abhangig sowohl NF-kB
aktiviert als auch Apoptose induziert, was Uber ,Fas-Associated Death Domain

Protein“ (FADD) und Caspase 8 verlauft [ALIPRANTIS ET AL., 2000].

1.3.2.3.1 MyD88-abhangige Signaltransduktion

MyD88 enthalt zwei Doméanen, die mit Proteinen interagieren kénnen: eine ,death*-
Domane am Amino-Ende und eine TIR-Domane am Carboxy-Ende. Die TIR-Domane
von MyD88 ist mit der TIR-Domé&ne von TLR und IL-1R assoziiert. Kommt es zu einer
Stimulation, rekrutiert MyD88 eine ,death“-Domane enthaltende Serin/Threonin-
Kinase: ,IL-1R-Associated Kinase® (IRAK). Vier Mitglieder der IRAK-Familie wurden
identifiziert: IRAK1, IRAK2, IRAK-M und IRAK4. IRAK1 und IRAK4 sind aktive
Kinasen, wahrend IRAK-M und IRAK2 nicht aktiv sind. Durch TLR-Stimulation
assoziiert IRAK4 mit IRAK1l. IRAK1 wird durch Phosphorylierung aktiviert und
assoziiert dann mit ,TNF Receptor-Associated Factor 6 (TRAF6), was zur Aktivierung

des ,I-kB Kinase* (IKK)-Komplexes fiuhrt. Der IKK-Komplex enthélt zwei katalytische
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Abbildung 1.3: TLR2-Signaltransduktion. Das TLR2-Heterodimer setzt sich aus TLR2 und
TLR1 respektive TLR6 zusammen. Als Korezeptoren fungieren CD14 und CD36. Die
transmembranen TLRs weisen eine extrazellulare Leucin-reiche Region (LRR) und eine
intrazellulare Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Domane auf. An die TIR-Doméne lagern sich TIRAP
und MyD88 an. Durch TLR-Stimulation rekrutiert MyD88 IRAK. IRAK4 assoziiert mit IRAKL.
IRAK1 wird durch Phosphorylierung aktiviert und assoziiert mit TRAF6. Dadurch wird der IKK-
Komplex aktiviert. Durch Phosphorylierung wird I-kB degradiert. Es kommt zur Translokation
von NF-kB in den Nukleus. Dort wird die Expression von inflammatorischen Zytokinen
induziert.
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Untereinheiten, IKKa und IKKB, sowie das Protein ,NF-kB Essential Modulator®
(NEMO)/IKKy. Er induziert die Phosphorylierung von I-kB. Die Degradation von I-kB
nach der Phosphorylierung fihrt zur Translokation von NF-kB in den Nukleus, wo die
Expression von proinflammatorischen Zytokin-Genen induziert wird. ,TIR-Activating
Protein“ (TIRAP), ein weiteres TIR-Doméane-enthaltendes Protein, ist in dem MyD88-
abhangigen Signaltransduktionsweg von TLR2 und TLR4 involviert. Einen Uberblick
gibt Abbildung 1.3. [KAWAI ET AL., 1999; TAKEUCHI UND AKIRA, 2001; AKIRA UND TAKEDA,
2004; YAMAMOTO ET AL., 2004; BEUTLER, 2005; KAWAI UND AKIRA, 2005]

1.3.2.3.2 MyD88-unabhangige Signaltransduktion

TLR4 verfugt zusatzlich und TLR3 ausschlief3lich tber einen MyD88-unabhangigen
Signaltransduktionsweg. Im TLR3- und TLR4-vermittelten Signalweg erfolgt die
Aktivierung von IRF3 und die Induktion von IFN-y MyD88-unabhangig. Ein dritter
Adapter, der eine TIR-Doméne enthalt, TRIF, spielt hier eine essentielle Rolle. TRIF
bendtzt RIP1 und TRAF6 um NF-kB zu aktivieren. Untypische IKKs, IKKi/IKKe und
TBK1, vermitteln die Aktivierung von IRF3. TRAM, ein vierter TIR-Domane-
enthaltender Adapter, ist spezifisch fir den TLR4-vermittelten MyD88-unabhangigen
(TRIF-abhangigen) Weg. [KAWAI ET AL., 1999; TAKEUCHI UND AKIRA, 2001; AKIRA UND
TAKEDA, 2004; YAMAMOTO ET AL., 2004; BEUTLER, 2005; KAWAI UND AKIRA, 2005]

1.3.3 Mutationen des TLR2-Gens

Ein ,Single Nucleotide Polymorphism* (SNP) ist eine Variation in der ldentitat eines
einzelnen Nukleotids an einer bestimmten Stelle des Genoms. Ein SNP definiert zwei
Allele, fir die drei verschiedene Genotypen in einer Population vorkommen kdnnen.
SNPs beinhalten unter anderem Restriktions-Fragment-L&ngen-Polymorphismen
(RFLP). Damit sind Nukleotid-Substitutionen gemeint, die die Schnittstellen fur

Restriktions-Endonuklease im DNA-Molekil zerstéren. Man nimmt an, dass
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interindividuelle Genomvariationen in erster Linie auf SNPs zurickzufuhren sind
[TAYLOR ET AL., 2004]. TLR2 besteht aus einer DNA-Sequenz von 2352 Basen, die 784
Aminosauren kodieren [Rock ET. AL., 1998]. Die extrazellulare Leucin-reiche (LRR-)
Domaéane besteht aus den Aminosauren 1-588, die Transmembran-Domane beinhaltet
die Aminosauren 589-609 und die zytoplasmatische Toll/IL-1 (TIR)-Doméane wird
durch die Aminosauren 610-784 charakterisiert. Fur das TLR2-Gen wurden bis zum
jetzigen Zeitpunkt 89 SNPs beschrieben, wobei bisher aber sehr wenig Information
bezlglich der biologischen Konsequenzen vorliegt. 26 dieser SNPs sind am 5 Ende,
17 am 3’Ende, und 29 im Intron des Gens lokalisiert. 17 modifizieren die Basen des
dritten Exons des TLR2-Gens [TEXEREAU ET. AL., 2005]. Der Arg753Gin-
Polymorphismus befindet sich in der intrazellularen Region des Rezeptors. An dieser
Stelle des TLR2-Gens, Position 753, kommt es zu einer Substitution von Arginin durch
Glutamin [LORENz ET AL., 2000]. Durch die gestorte Rezeptorfunktion wird die
intrazellulare Signaltransduktion verhindert, was zu einer veranderten Wirtsabwehr
fuhrt. Es konnte eine Assoziation mit verschiedenen Krankheiten festgestellt werden.
Bei Lyme-Borreliose scheint sich dieser SNP schitzend auf den Wirt auszuwirken,
indem Spéatformen dieser Erkrankung verhindert werden [SCHRODER ET AL., 2005]. Bei
Tuberkulose hingegen scheint er einen Risikofaktor fur den Wirt darzustellen [OGUS ET
AL., 2004]. Die Erstbeschreibung des Arg677Trp-Polymorphismus geht auf KANG UND
CHAE [2001] zurlck. Dieser SNP ist ebenfalls in der intrazellularen TIR-Domane
angesiedelt. Arginin wurde durch Tryptophan ersetzt. Dieser Polymorphismus fuhrte
zu veranderten intrazellularer Signalen nach mycobakterieller Reizung und wurde mit
lepromatdser Lepra assoziiert [KANG UND CHAE, 2001]. Neuere Studien haben aber
gezeigt, dass die Ergebnisse zu diesem SNP moglicherweise Artefakte sind, die durch
die Existenz eines Pseudogens hervorgerufen wurden [MALHORTA ET AL., 2005]. Die
Genotypisierung nach direkter PCR-Sequenzierung ergab, dass der Arg677Trp-
Polymorphismus, der in einer koreanischen Population mit lepromatéser Lepra
assoziiert ist, kein tatséchlicher TLR2-Polymorphismus ist. Es handelt sich dabei um
eine Variation in einer zu 93% homologen duplizierten Region, die sich im
TLR2-Exon 3 etwa 23 kb aufwaérts befindet. [MALHORTA ET AL., 2005]. Die genannten

Polymorphismen sind in Abbildung 1.4 systematisch dargestellt.
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< Arg677Trp
< Arg753GIn

| LRRIM | TIR |
1-588 609 784

Abbildung 1.4: Polymorphismen des TRL2-Gens. LRR: Leucin-reicher extrazellularer
Rezeptoranteil (Aminosauren 1-588), Transmembranregion (Aminosduren 589-609), M:
Membran-durchziehende Region, TIR: intrazellulare Toll/IL-1 Rezeptor-Doméne (Aminosauren
610-784). [nach SCHRODER UND SCHUMANN, 2005]

1.4 TLR2 und Parodontitis

Humane gingivale Fibroblasten [TABETA ET AL., 2000], die Zellen entziindeter Gingiva
[MORI ET AL., 2003], parodontale Ligamentfibroblasten [HATAKEYAMA ET AL., 2003] und
Zementoblasten [NocCITI ET AL., 2004] zeigten eindeutige TLR2-mRNA-Expression. Auf
der Zelloberflache in entzindetem oralem Epithel wurde deutlich mehr TLR2

nachgewiesen als in gesundem Gewebe [SUGAWARA ET AL., 2006].

Im Gegensatz zum Grof3teil Gram-negativer LPS, die durch TLR4 erkannt wird, fuhrt
Porphyromonas gingivalis-LPS in humanen und murinen Makrophagen zur Aktivierung
von TLR2 [HIRSCHFELD ET AL., 2001; MARTIN ET AL., 2001] und unterdriickt die Aktivitat
anderer TLR-Agonisten [YOSHIMURA ET AL., 2002; COATS ET AL., 2003]. Porphyromonas
gingivalis ist neben Actinobacillus actinomycetemcomitans der wichtigste Vertreter der
parodontalpathogenen Keime. Zudem nimmt er unter den Gram-negativen Bakterien
eine gesonderte Rolle ein: Im Vergleich zu anderen Gram-negativen Bakterien weist
er atypisches LPS und Variationen in den Fimbrien auf. Dieses atypische LPS und
auch die bakteriellen Fimbrien und deren Peptide erfordern eine TLR2-vermittelte
Signaltransduktion, was MyD88- und NF-kB-abhangig die  Produktion

proinflammatorischer Zytokine induziert [AsSAl ET AL., 2001; BAINBRIDGE ET AL., 2002;
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OGAWA ET AL., 2002; HASHIMOTO ET AL., 2004; ASAI ET AL., 2005]. In diversen Studien
wurde nachgewiesen, dass Porphyromonas gingivalis nicht nur eine spezielle Variante
von LPS und Lipid A [OGAWA ET AL., 1993; KUMADA ET AL., 1995] aufweist, sondern
auch eine besondere Art von Fimbrien [AMANO ET AL., 2004]. Dies konnte durch
unterschiedliche Interaktionen mit der Wirtsabwehr noch zu seiner Pathogenitét
beitragen, schliet aber auch die Beteiligung anderer TLRs, wie TLR4 nicht aus
[BAINBRIDGE ET AL., 2002; DARVEAU ET AL., 2004; ZHOU ET AL., 2005]. Zellaktivierung
durch LPS oder Fimbrien von Porphyromonas gingivalis erfordert eine Lipidflof3-
Funktion und die Formation heterotropher  Rezeptorkomplexe  (TLR1-
2/CD14/CD11b/CD18), wobei Wildtyp-Fimbrien zusatzlich TLR6 rekrutieren
[HAJISHENGALLIS ET AL., 2006]. Porphyromonas gingivalis-Fimbrien aktivieren einen
neuartigen proadhasiven Weg in humanen Monozyten, der TLR2, Racl, PI3K und
CD11b/CD18 involviert [HAROKOPAKIS ET AL., 2006]. Der aktivierte CD11b/CD18-
Komplex befahigt Monozyten zur Bindung von endothelialem ICAM-1-Rezeptor und
Transmigration durch Endothelzellen. Porphyromonas gingivalis-Fimbrien kdnnen
Monozyten zur Sekretion von IL-6 und MAP-Kinasen anregen und NF-kB via TLR2,
CD14 und CD11a/CD18 aktivieren [OGAWA ET AL., 2002], im Gegensatz zur IL-8-
Ausschittung von gingivalen Epithelzellen tGber TLR2 [AsAl ET AL., 2001].Es werden
zwei Fimbrien-Typen unterschieden, die beide auf die Pathogenese der Parodontitis
Einfluss nehmen: Major-Fimbrie (FimA) und Minor-Fimbrie [AsSAI ET AL., 2001; AMANO
ET AL., 2004]. Dabei scheint die Minor-Fimbrie TLR2-vermittelt die Produktion von
IL-1a, IL-1B, TNF-a und IL-6 zu induzieren und auch die Precursor-Zellen von
Osteoklasten zur Differenzierung anzuregen [AMANO ET AL., 2004; HIRAMINE ET AL.,
2003]. Zementoblasten expremieren TLR2, TLR4, CD14 und MD-2. Porphyromonas
gingivalis-LPS soll fahig sein, Zementoblasten durch die Regulation der Gene und
Proteine zu beeinflussen, die mit der Mineralisation und Knochenresorption assoziiert
sind [NocITI ET AL., 2003]. Die Porphyromonas gingivalis-Fimbrien induzieren bei ihrem
primaren Kontakt hohe Level NF-kB -abhangiger Zytokine. Wiederholte Stimulation
inhibierte allerdings die Expression NF-kB-abhangiger Gene [HAJISHENGALLIS UND
GENCO, 2004]. Neuere Studien zeigten, dass rekombinantes Porphyromonas gingivalis
GroEL, ein Homolog der HSP60-Familie, seine intrazellulare Signalkaskade in THP-1-
Zellen via TLR2 oder TLR4 und uUber eine Kombination der beiden Rezeptoren
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induziert [ARGUETA ET AL., 2006]. Sie konnten dabei eine LPS-Kontamination
ausschlief3en. Triacylierte Lipopeptide von Porphyromonas gingivalis sind in der Lage,
Wirtszellen in einem TLR2-abhangigen und TLR1-/TLR6-unabhéngigen Vorgang zu

aktivieren [MAKIMURA ET AL., 2006].

Auch Prevotella intermedia [SUGAWARA ET AL.,, 2001] und orale Treponemen
[SCHRODER ET AL., 2000] fuhren zu einer TLR2-vermittelten Signaltransduktion. Dies
fuhrt zur NF-kB-induzierten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-8.
Treponema denticola besitzt starke proteolytische Aktivitat und ist damit in der Lage,
exogenes IL-8 zu degradieren [ASAl ET AL.,, 2003]. AulRerdem inhibieren
Glykokonjugate von Treponema medium die TLR-induzierte Zellaktivierung durch die
Blockade von ,LPS-Binding Protein“ (LBP) und CD14 [ASAI ET AL., 2003].

Osteoklasten muriner Knochenmarkszellen weisen alle bekannten TLRs auf. TAKAMI
ET AL. [2002] stellten fest, dass TLR-Stimulation eine Inhibierung der Osteoklasten-
Differenzierung zur Folge hatte. Dadurch waren die Osteoklasten-Precursor wahrend
einer Infektion nicht in der Lage sich in reife nicht-inflammatorische Osteoklasten zu
differenzieren. Intakte ~ TLR-Funktion  vermittelt somit eine  verstarkte
proinflammatorische Antwort und Knochenresorption nach erfolgter Anaerobier-
Infektion. Bei TLR4-defizienten Mausen konnte unter diesen Umstdnden eine

verminderte Knochenresorption festgestellt werden [Hou ET AL., 2000].
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1.5 Aufgabenstellung

Noch sind Atiologie und Pathogenese der Parodontitis nicht abschlieRend geklart, was
eine stete Erforschung der mdglichen relevanten Faktoren und ihrer
Regulationsmechanismen erforderlich macht. Neben parodontalpathogenen Keimen
wurden mittlerweile auch individuelle, die Wirtsabwehr betreffende, Mechanismen fir
die Gewebedestruktion identifiziert. TLR2 ist als Rezeptor vieler bakterieller PAMPs
nachgewiesen worden. Neben Bestandteilen Gram-positiver und -negativer Bakterien
erfordern auch einige an Parodontitis beteiligte parodontalpathogene Mikroorganismen
eine TLR2-vermittelte Signaltransduktion. Dazu gehort vor allem Porphyromonas
gingivalis, aber auch Treponema denticola und Prevotella intermedia. Fur TLR2
wurden diverse Polymorphismen in der intrazellularen Region nachgewiesen, fir die
eine Einschrankung der Signaltransduktion diskutiert wird. Zudem lassen sich
interindividuelle Unterschiede in der Empfanglichkeit fur diverse Erkrankungen, so

auch Parodontitis, auf Genomvariationen zurtckfihren.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des Arg677Trp- und des Arg753GlIn-
Polymorphismus auf die Inzidenz und den Verlauf der Parodontitis untersucht. Anhand
einer hinreichend grof3en Patienten- und Kontrollgruppe, die fir Alter, Geschlecht und
Rauchgewohnheiten gematcht wurde, soll die Hypothese Uberpriuft werden, ob das
Vorliegen einer der beiden Mutationen des TLR2-Gens mit der Inzidenz der
Parodontitis assoziiert werden kann. Davon ausgehend soll nach Unterteilung in
chronische und aggressive Parodontitis untersucht werden, ob es einen Einfluss der
TLR2-Polymorphismen auf den Verlauf der Parodontitis gibt. Abschliel3end wird die
Frage geklart, ob Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern bestehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Probenentnahme

Phosphate Buffered Saline (PBS) GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA

DNA-Extraktion

QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN, Hilden, CA
PBS GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA
Ethanol 98-100 % Roth, Braunschweig
Aqua dest. B. Braun, Melsungen

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Taq DNA Polymerase QIAGEN, Hilden, CA

Primer T2combi sense (s) TIB MOLBIOL, Berlin
5-GCCTACTGGGTGGAGAACCT-3
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Primer T2combi antisense (as)
5-GGCCACTCCAGGTAGGTCTT-3

Desoxyribonucleosidtriphosphat-Mix
(dNTP) (200 pum)

QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit, Plasmid-DNA TLR2
wild type (wt)

QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit, Plasmid-DNA K 2256

QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit, Plasmid-DNA K 2029

Aqua dest.

Verdau

Aqua dest.

Restriktionsendonuclease Aci |

NEBuffer 3

Gelelektrophorese

Agarose GTQ, 1 % Agarose-Gel

Biozym agarose, 0,75 % Nusieve

TIB MOLBIOL, Berlin

Clontech, Heidelberg

Stratagene, La Jolla, CA

Stratagene, La Jolla, CA

Stratagene, La Jolla, CA

B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen
New England BioLabs, Braunschweig

New England BioLabs, Braunschweig

Roth, Braunschweig

Biozym, Hessisch Oldendorf
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5XTBE, auf 1XTBE verdinnen Tris-Base 54 g, Borsaure 27,5 g, EDTA
0,5 M (pH 8,0) 20 ml oder 3,7 g;
auffullen auf 1 | mit Aqua dest.

Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen

2.1.2 Gerate
Eagle Eye II, Strategene, La Jolla, CA
Imaging Chemiluminescent Western
Blotting
Eppendorf Zentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Gelelektrophoresekammer Febikon, Wermelskirchen
Mini Oven MK I MWG-Biotech, Ebersberg
Test Swab, steriler Wattetupfer Copan Innovation, Brescia Italien
T3 Thermocycler Biometra, Gottingen

2.2 Methoden

2.2.1 Auswahl der Patienten

Die Ethikkommission stimmte dem Studienantrag zur TLR2-
Polymorphismusbestimmung zu. Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien der Charité, Universitditsmedizin Berlin durchgefuhrt. Vor jeder
Probenentnahme wurde nach schriftlicher und mindlicher Information vom Patienten
eine Einwilligungserklarung unterschrieben.
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Alle Patienten wurden von Zahnmedizinern untersucht, die von der Abteilung far
Parodontologie und synoptische Zahnmedizin der Charité, Universitdtsmedizin Berlin,

ausgebildet wurden.

2.2.1.1 Einschlusskriterien

Patienten, die an generalisierter Parodontitis leiden, (n=197) wurden in die Studie
eingeschlossen. Einschlusskriterien waren ein klinischer Attachment-Verlust von
mindestens 3 mm an wenigstens 30 % der Zahne bei vorliegender generalisierter
Parodontitis. Voraussetzung war eine schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der
Studie.

Die Patienten wurden in Ubereinstimmung mit der Klassifikation der
Parodontalerkrankungen der American Academy of Periodontology von 1999
[ARMITAGE, 1999] nach ihrem klinischen Erscheinungsbild in chronische (CP) oder
aggressive Parodontitis (AP) unterteilt. Zusatzlich zu den oben genannten Kriterien
weisen Patienten mit AP ein Alter zwischen 18 und 40 Jahren sowie generalisierten
approximalen Attachment-Verlust von mehr als 5mm an mindestens drei
permanenten Zahnen auf. Davon ausgenommen sind erste Molaren und Inzisivi. Von
den Parodontitis-Patienten wurde ein Parodontalstatus erstellt, um den klinischen

Attachment-Verlust (CAL) zu messen.

Die Kontrollgruppe setzt sich aus 349 gesunden Patienten zusammen, die keine
Anzeichen einer Parodontitis zeigten. Zu dieser Kontrollgruppe zéhlten auRerdem 75
Patienten, die alter als 60 Jahre sind und bei einem Restzahnbestand von mindestens

20 Z&hnen zeitlebens keine Parodontitis aufgewiesen haben.

Als Raucher wurden all diejenigen Patienten definiert, die in ihrem Leben umgerechnet
mindestens zehn Jahre lang 20 Zigaretten am Tag geraucht haben.

Abgesehen von 21 kroatischen Kaukasiern waren alle anderen Patienten deutsche
Kaukasier. Das kroatische Patientenkollektiv wurde von V.H. (Institut fir Mikrobiologie
und Hygiene, Charité - Universitatsmedizin Berlin) rekrutiert. Die Kontrollgruppe
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stammt aus dem Bereich Berlin, mit Ausnahme von 27 Patienten aus Konstanz,
beigesteuert von C.H. (Biochemical Pharmacy, Department of Biology, University of

Konstanz).

2.2.1.2 Ausschlusskriterien

War keine Zuordnung zu einer der oben genannten Gruppen mdglich oder wurde die
Einwilligung zur Studie verweigert, wurden die Patienten ausgeschlossen. Weitere
Ausschlusskriterien  waren maligne  Grunderkrankungen, Diabetes mellitus,
immunsuppressive Behandlungen sowie bekannte angeborene oder erworbene

Immundefekte.

2.2.1.3 Erfassungsbogen

Im Erfassungsbogen wurden allgemeine und klinische Daten dokumentiert. An
allgemeinen Daten wurden Name, Vorname, Geburtsdatum, Nationalitdit und
Geschlecht erfasst. Die klinischen Daten umfassten die Diagnose chronische oder
aggressive Parodontitis, in lokalisierter bzw. generalisierter Form, sowie die
Zuordnung zur Kontrollgruppe (&lter als 60, mehr als 20 Zahne, keine Parodontitis).
Des Weiteren wurde auch eine kurze Einschatzung der Mundhygiene bei der
Erstvorstellung vorgenommen und als gut oder schlecht eingestuft sowie das
Vorliegen von subgingivalem Zahnstein festgehalten. Nach erfolgter Therapie wurde
anhand einer Reevaluation beurteilt, ob sie erfolgreich war. Die Anzahl der Zahne
wurde dokumentiert, ebenso ein kurzer Raucherstatus, wobei ,ja“ all diejenigen
Patienten erhielten, die rauchen bzw. rauchten. ,Nein* bezeichnet nur diejenigen, die
nie geraucht haben. Um das Rauchverhalten vergleichen zu kdénnen, wurden so
genannte ,pack years" berechnet. Ein ,pack year" ist das Equivalent fur ein Jahr in
dem der Patient 20 Zigaretten pro Tag geraucht hatte. Zusatzlich wurden auch die
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Ausschlusskriterien erfasst, um die entsprechenden Patienten aus der Studie
herausnehmen zu kénnen. Dazu gehoéren Diabetes mellitus Typl bzw. Typll, alle
bekannten Begleiterkrankungen und malignen Grunderkrankungen,
Immunsuppression und Immundefekte. Um die Daten spater anonymisiert

randomisieren zu konnen, wurde jeder Probe eine Nummer zugeordnet.

2.2.2 Wangenschleimhautabstrich

Der Wangenschleimhautabstrich erfolgte sowohl bei Patienten mit Parodontitis als
auch der gesunden Kontrollgruppe mit einem sterilen Wattestdbchen, wobei fur 10 s
mehrmals am Planum buccale des Patienten entlanggestrichen wurde. Anschliel3end
wurde der Tupfer in 300 ul PBS ausgewaschen und danach verworfen. Bis zur
weiteren Testung wurden die Proben in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
—20°C gelagert.

Diese Vorgehensweise lieferte die besten Resultate. Im Vorfeld wurden verschiedene
Varianten der DNA-Gewinnung erprobt. Vorheriges Ausspiilen des Mundes oder

Belassen des Tupfers im Vestibulum brachten keine Verbesserung.

2.2.3 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte nach dem ,Blood and Body Fluid Spin Protocol* des
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, CA), das in Abbildung 2.1 dargestellt ist.
Dazu benétigt man 200 ul Ausgangsmaterial. Wie in Abbildung 2.1 zu sehen wird in
einem ersten Schritt die DNA mit QlAamp Proteinkinase K lysiert, anschlielRend in drei
Schritten gewaschen und eluiert, so dass man reine Genom-DNA erhalt. Im letzten

Schritt wurden 50 statt 200 pl destilliertes Wasser verwendet.
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Waschen Waschen
Probe Lysiere)n Binde: (Buffer Aw1) ) (Buffer AWg) Eluiereg pure Genom-DNA
/A N <> > » \ |/ T ‘/

Abbildung 2.1: QlAamp ,Blood and Body Fluid Spin Protocol”

2.2.4 Polymorphismus-Bestimmung

Die Polymorphismus-Bestimmung wurde anhand der Allel-spezifischen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) fur TLR-2 basierend auf dem Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP) von SCHRODER [SCHRODER ET AL., 2003] vorgenommen (siehe
Tabelle 2.1). Bei diesem Verfahren kénnen durch PCR und anschlieRenden
Enzymverdau mit Aci | die bekannten Polymorphismen Arg753GIn und Arg677Trp
vom TLR-2-Wildtyp (wt) unterschieden werden.

2241 PCR

Mit Hilfe der PCR wird ein 340 Basenpaare (bp) langes Fragment der aufgereinigten
DNA amplifiziert. Die Ausgangs-DNA wird mit zwei passenden Oligonucleotidprimern,
Puffer, Nucleotiden und thermostabiler DNA-Polymerase versehen. Im Thermocycler
durchlauft der Ansatz drei Schritte: Denaturierungs-, Annelierungs- und
Elongationsschritt. Wahrend des Denaturierungsschrittes wird die doppelstrangige
Ausgangs-DNA getrennt, so dass im Annelierungsschritt die Oligonucleotidprimer:
T2combi sense (s) 5-GCCTACTGGGTGGAGAACCT-3" und antisense (as) 5'-
GGCCACTCCAGGTAGGTCTT-3", an die nun einzelstrangige DNA hybridisieren
konnen. Im Elongationsschritt verlangert die Tag-Polymerase die Primer, womit man
wieder doppelstrangige DNA erhalt, die der Ausgangs-DNA gleicht.
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Der Master-Mix (25 pl) fur die PCR wurde mit 1 pl der aufgereinigten Proben
angesetzt. Des Weiteren beinhaltet er 2,5 ul 10x Puffer, 3mM MgCl,, 2 pl dNTP-Mix
(200 pM), und jeweils 25 pmol vom sense (s) und antisense (as) T2 combi-Primer. Die
PCR wurde in einem Biometra T3 Thermocycler unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt: Denaturierung fur 10 min bei 95°C, anschliel3end 30 Zyklen fir 30 s bei
95°C, flr 30 s bei 58°C und fur 25 s bei 72°C, abschlie3end ein Elongationsschritt fir
5 min bei 72°C. Nach Ende der PCR wurden die PCR-Produkte vom Biometra T3
Thermocycler auf 4°C gekunhlt.

2.2.4.2 Enzym-Verdau

Fur den Enzym-Verdau werden 3pul des PCR-Produktes mit der
Restriktionsendonuclease Aci | (0,125 U/Probe) Uber Nacht bei 37°C verdaut. Aci |
schneidet die DNA an genau definierter Stelle. Die Zielsequenz fur die

Restriktionsendonuclease Aci | ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Abbildung 2.2: Zielsequenz und Schnittstelle des Restriktionsenzyms Aci |

Durch den Enzym-Verdau mit der Restriktionsendonuclease Aci | erhalt man vom
TLR-2-Wildtyp drei unterschiedlich lange Fragmente von 227, 75 und 38 bp. Allerdings
sind die Banden der kurzen Fragmente in der Elektrophorese schlechter sichtbar als
das lange Fragment mit 227 bp. Die TLR-2-Polymorphismen Arg753GIn und
Arg677Trp liefern hingegen zwei Fragment: Arg753GIn 265 und 75 bp sowie
Arg677Trp 302 und 38 bp lange Fragmente. Durch ihre unterschiedlichen Banden

lassen sich die beiden Polymorphismen vom TLR-2-Wildtyp abgrenzen (siehe
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2 Material und Methoden

Abbildung 2.3). Heterozygote Individuen zeigen zusatzlich zu den beiden Banden des
jeweiligen Polymorphismus auch Banden des TLR2-Wildtyps.

A B C

——340bp —  TLR2N(302bp) 7~ N\

Acil Acil 75 227 -
75bp 227bp 38bp  TLR2 (265 bp)

N  020O0n

227 29
L0 fole]

TLR2 wt (227 bp)/

s

227

Abbildung 2.3: Basis-Prinzip der RFLP, das fur die Erkennung der beiden Polymorphismen
designt wurde. Das beide Polymorphismen umfassende Primer-Set liefert ein PCR-Produkt
von 340 bp Lange. Die Pfeile markieren die Schnittstellen fur die Restriktionsendonuclease
Aci |. Der Verdau mit Aci | bringt Fragmente von entweder 302 bp (TLR-2 II: Arg677Trp),
265 bp (TLR-2 I: Arg753GIn) oder 227 bp (TLR-2 wt: TLR-2-Wildtyp) hervor [aus SCHRODER ET
AL., 2003].

2.2.4.3 Gelelektrophorese

In der auf den Verdau folgenden Gelelektrophorese werden die DNA-Fragmente nach
ihrer Lange aufgetrennt (siehe Abbildung 2.3). Man erhalt unterschiedliche Banden,
die mit Hilfe des Eagle Eye Il visualisiert werden kénnen. Dazu wird die DNA mit
Ethidiumbromid, einem Fluoreszenzmarker, gekennzeichnet. Dadurch kann man die
untersuchten Proben mit den beigegebenen Kontrollen vergleichen und die Proben mit

einem Polymorphismus identifizieren.
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2 Material und Methoden

Tab. 2.1: Protokoll TLR-2 Polymorphismus RFLP

Primer: T2combi s und as, jeweils 1:100 verdinnt

Ebenso Plasmid-DNA: TLR2 wt, K 2259, K 2029

PCR-Master-Mix (fur 40 Proben a 25 pl): Primer s

Primer as
10xPuffer
MgCl,
dNTP-Mix
Aqua dest.
Taq
1 ul Probe in 4 ul Aqua dest. vorlegen

100 (2,5)

100 (2,5)

100 (2,5) pl

80 (2) pl

80 (2) ul

330 (6,25) pl

10 (0,25) pl

+20 pl Master-Mix

Die Methode erkennt zwei Polymorphismen, deshalb vier Kontrollen:

TLR-2-Wildtyp TLR-2 wt
Arg753Gin K 2256
Arg 677Trp K 2029
Leer (Aqua dest.)
Thermocyclerparameter
1x 10 min 95°C
30 x 30s95°C
30s58°C
25s72°C
1x 5 min 72°C
Enzym-Verdau (40 Proben a 10 pl) NEBuffer 3 40 (1) pl
Aqua dest. 240 (6) pl
Acil (0,125 U/Probe) 5 (0,125) pl
3 pl PCR-Produkt +7 ul

Uber Nacht bei 37°C

Gelelektrophorese Agarose-Gel

Nusieve

1%
0,75 %

1,5hbei70V

36
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2.2.5 Statistische Auswertung

Die Proben der Patienten- und der gesunden Kontrollgruppe wurden randomisiert und

im 1:1-Matching fur Geschlecht, Raucherstatus und Alter angepasst.

Zur Auswertung der Genotypisierungs-Daten in den Kontingenztafeln wurde der
Fisher's Exact Test durchgefiihrt. Es wurde beidseitig getestet. Als Ergebnis dieses
Tests erhdlt man einen p-Wert (p von probability). Dieser beschreibt die
Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete (oder ein noch extremerer) Effekt einer
Studie aufgetreten sein kénnte, wenn die Nullhypothese richtig und der Effekt auf das
Spiel des Zufalls zuriickzuftihren ist. Je kleiner der Wert, desto deutlicher spricht das
beobachtete Ergebnis gegen die Nullhypothese. Es ist eine Konvention, dass ein p-
Wert gleich oder kleiner 0,05 als statistisch signifikant angesehen wird. Wenn die
Signifikanz von Effekten interpretiert wird, sollten p-Werte immer im Zusammenhang

mit Konfidenzintervallen verwendet werden.

Das Konfidenzintervall (Cl) beschreibt den Bereich, in dem der ,wahre* Wert einer
Messung (Effektgro3e) mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit erwartet werden kann
(Ublicherweise 95%). Die EffektgroRe kann dabei z.B. ein Therapieeffekt, ein Risiko
oder die Sensitivitat eines diagnostischen Tests sein. Das Konfidenzintervall
beschreibt die Unsicherheit Gber die Zuverlassigkeit der Aussage zur Effektgrdf3e. Die
Breite des Konfidenzintervalls hangt u.a. von der Zahl der in die Studie
eingeschlossenen Patienten ab und wird mit zunehmender Patientenzahl enger, d. h.

die EffektgroRe kann praziser geschatzt werden.

Odds Ratio (OR, Chancenverhaltnis) bezeichnet das Verhaltnis (Ratio) der Odds, dass
ein Ereignis oder Endpunkt in der experimentellen Gruppe eintritt, zu der Odds, dass
das Ereignis in der Kontrollgruppe eintritt. Eine OR von 1 bedeutet, dass zwischen den

Vergleichsgruppen kein Unterschied besteht.

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung der Programme
MicrosoftaExcel 97 sowie GraphPad Prism 4.03 fur Windows, GraphPad Software,

San Diego California USA, www.graphpad.com durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

Um den Einfluss von Mutationen des TLR2-Gens auf Inzidenz und Verlauf der
Parodontitis herauszufinden, wurden der Nukleotidaustausch an Position 2029C>T
resultierend in einem Aminosaurenaustausch von Arginin zu Tryptophan an Position
677 (Arg677Trp) und der Nukleotidaustausch an Position 2258G>A resultierend in
einem Aminosaurenaustausch von Arginin zu Glutamin an Position 753 (Arg753GIn)
untersucht. Die Haufigkeiten fur die Allele bzw. die Genotypen dieser beiden
Polymorphismen wurden in den Patientengruppen und der jeweiligen Kontrollgruppe
anhand des Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) (siehe Abb. 3.1)

bestimmt und miteinander verglichen.

TLR2 wt
K 2256
K 2029
Leer

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 3.1: Auswertung des Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP); 1-
15 sind Patientenbanden, wobei 10 und 14 des Arg753GIn-Polymorphismus aufweisen; TLR2
wt: Wildtyp, K 2256: Arg753GIn, K 2029: Arg677Trp, Leer: Aqua dest.

In dieser Studie wurde sowohl nach dem Arg677Trp-Polymorphismus als auch dem
Arg753GIn-Polymorphismus  des  TLR2-Gens  gesucht. Der  Arg677Trp-
Polymorphismus wurde bei keinem der untersuchten Studienteilnehmer vorgefunden
und wird deshalb in der Auswertung nicht weiter bertcksichtigt. Da keine
homozygoten Individuen gefunden wurden, ist die statistische Auswertung in

Annahme von Haufigkeiten fir heterozygote Individuen durchgefiihrt worden.
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3 Ergebnisse

Es wurden 197 Patienten mit Parodontitis sowie 394 gesunde Patienten fur die
Kontrollgruppe rekrutiert und auf Mutationen des TLR2-Gens untersucht. Zur
Auswertung sind 197 Parodontitis-Patienten und 197 Patienten der gesunden

Kontrollgruppe nach Alter, Geschlecht und Raucherstatus angepasst worden (siehe

Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Studiendesign

Total CP AP

Parodontitis-Patienten

Anzahl (n) 197 116 81
Alters-A* (Jahre) 49,77 +11,95 57,07 +8,82 39,31 +6,94
Skala (Jahre) 22-81 40 - 81 22 -54
Manner (%) 43,2 38,8 49,4
Raucher (%) 34,5 36,2 32,1

Angepasste Kontrollen

Anzahl (n) 197 116 81
Alters-A* (Jahre) 43,71 £16,03 55,0 +£10,53 27,52 +4,48
Skala (Jahre) 22 —83 40 - 83 22 -39
Méanner (%) 43,2 38,8 49,4
Raucher (%) 34,5 36,2 32,1

"Alters-£&: Altersdurchschnitt

Die Gruppe der Parodontitis-Patienten wurde anhand der aktuellen Klassifikation der
Parodontalerkrankungen der American Academy of Periodontology von 1999
[ARMITAGE, 1999] in 116 Patienten mit dem Klinischen Erscheinungsbild der

chronischen Parodontitis (CP) und 81 Patienten mit dem der aggressiven Parodontitis
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3 Ergebnisse

(AP) aufgeteilt. Die Patienten mit chronischer Parodontitis wiesen bei vorliegender
generalisierter Parodontitis einen Kklinischen Attachment-Verlust von mindestens 3 mm
an wenigstens 30 % der Zahne auf. Demgegentber zeichneten sich die Patienten mit
aggressiver Parodontitis durch geringeres Alter sowie generalisierten approximalen
Attachment-Verlust von mehr als 5 mm an mindestens drei permanenten Zahnen,
ausgenommen der ersten Molaren und Inzisivi, aus. Die Patienten mit chronischer
Parodontitis (57,07+£8,82 Jahre) waren im Durchschnitt alter als die Patienten mit

aggressiver Parodontitis (39,31+6,94 Jahre) (siehe Tabelle 3.1).

Der mittlere klinische Attachmentverlust aller Patienten lag bei 4,39 £1,23 mm. Bei den
CP-Patienten fiel er mit 4,07£1,06 mm geringer aus als bei den AP-Patienten mit
5,45+1,19 mm (siehe Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Parodontitis-Patienten

Anzahl CAL*

(n) (mm)
Total 197 4,39+1,23
CP 116 4,07+1,06
AP 81 5,45+1,19

* CAL: klinischer Attachmentverlust (clinical attachment-loss)

3.1 Untersuchung des Einflusses von Mutationen des Toll-like Rezeptors 2

auf die Inzidenz der Parodontitis

Es wurde untersucht, ob das Vorliegen des Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-
Gens mit einem erhdhten Risiko fur die Inzidenz der Parodontitis verbunden ist.

Fir die Auswertung wurden 197 Patienten mit Parodontitis an gesunde Kontrollen in
Abh&ngigkeit von Alter (PA: 49,77 11,95 Jahre, Kontrollen: 43,71 +16,03 Jahre),

40
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Geschlecht (jeweils 43.2 % Manner) und Raucherstatus (beide 34,5 %) angepasst

(siehe Tabelle 3.1).

In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse fur

den Arg753GIn-Polymorphismus bei

Parodontitis-Patienten und Kontrollen aufgefuhrt. Der Arg753GIn-Polymorphismus

wurde bei 11 der 197 Parodontitis-Patienten (5,58 %) gefunden. Es zeichnet sich ein

Trend zu geringerer Pravalenz in der Parodontitisgruppe ab. Diese Haufigkeit weist

jedoch keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf, in der 18 der 197

Kontrollen (9,14 %) den Polymorphismus aufweisen. Die Odds Ratio liegt bei 0,5881.
Da das 95 % Konfidenzintervall von 0,2702 bis 1,280 reicht, liegt kein statistisch

signifikanter Unterschied vor. Der p-Wert betragt 0,2467.

Tabelle 3.3: Arg753GIn-Polymorphismus bei Parodontitis-Patienten und Kontrollen

Total CP AP
(n=197) (n=116) (n=81)
Patienten 11 5 6
(5,58 %) (4,31 %) (7,41 %)
Kontrollen 18 9 9
(9,14 %) (7,76 %) (11,11 %)
Odds Ratio 0,5881 0,5355 0,6400
95% CI° 0,2702-1,280 0,1738-1,650 0,2168-1,890
p-Wert 0,2467 0,4092 0,5891

° 95% Konfidenzintervall
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3.2 Untersuchung des Einflusses von Mutationen des Toll-like Rezeptors 2

auf den Verlauf der Parodontitis

Patienten mit chronischer (CP) und aggressiver Parodontitis (AP) wurden hinsichtlich
des Vorliegens des Arg753GIn-Polymorphismus fir das TLR2-Gen mit den
angepassten gesunden Kontrollen verglichen.

3.2.1 Chronische Parodontitis

Es wurde untersucht, ob mit dem Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens ein

erhohtes Risiko fiir den Verlauf der chronischen Parodontitis besteht.

Das Studiendesign fur die Gruppe mit chronischer Parodontitis ist in Tabelle 3.1 zu
sehen. Sie wurden fur die Kriterien Alter (CP: 57,07 £8,82 Jahre, Kontrollen: 55,0
+10,53 Jahre), Geschlecht (38,8 % Manner) und Raucherstatus (36,2 % Raucher) an

die gesunden Kontrollen angepasst.

Von den 116 Patienten mit chronischer Parodontitis weisen fiunf Patienten (4,31 %)
den Arg753GIn-Polymorphismus auf. In der Kontrollgruppe wurde er neunmal (7,76 %)
festgestellt. Der Arg753GIn-Polymorphismus tritt also seltener in der Gruppe der CP-
Patienten auf. Diese Tendenz konnte statistisch nicht verifiziert werden. Die
statistische Auswertung ergab eine 0Odds Ratio von 0,5355 mit einem
95 % Konfidenzintervall von 0,1738 bis 1,650 und einem p-Wert von 0,4092 (siehe
Tabelle 3.3). Es liegt kein statistisch signifikanter Unterschied vor.

3.2.2 Aggressive Parodontitis

Es wurde nach einem Unterschied der Haufigkeit des Arg753GIn-Polymorphismus bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis (AP) im Vergleich zu den angepassten

Kontrollen gesucht.
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Die Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis und die der Kontrollen setzte
sich aus jeweils 49,4 % Mannern und 32,1 % Rauchern zusammen, bei einem
Altersdurchschnitt von 39,31 +6,94 Jahren bei den AP-Patienten und 27,52 +4,48
Jahren in der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 3.1).

Der Vergleich der Patienten mit aggressiver Parodontitis mit den angepassten
Kontroll-Patienten zeigte bei sechs Polymorphismen der AP-Patienten (7,41 %) und
neun in der Kontrollgruppe (11,11 %) eine Odds Ratio von 0,6400 mit einem 95 %
Konfidenzintervall von 0,2168 bis 1,890 sowie einem p-Wert von 0,5891 (siehe
Tabelle 3.3). Es spiegelt sich auch hier ein Trend zu geringerer Auspragung des
Arg753GIn-Polymorphismus in der Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis

wieder. Allerdings liegt kein statistisch signifikanter Unterschied vor.

3.3 Vergleich von Rauchern und Nichtrauchern mit Parodontitis

Rauchen ist einer der Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung der Parodontitis. Deshalb
wurde untersucht, ob die Ausprdgung des Arg753GIn-Polymorphismus in

Abhangigkeit vom Raucherstatus einen Einfluss auf Parodontitis aufweist.

Da die Studie im angepassten Design durchgefuhrt wurde, gibt es sowohl bei den
Parodontitis-Patienten als auch in der Kontrollgruppe 68 Raucher (34,5 %) und 129
Nichtraucher (65,5 %). Im Kollektiv der 197 Parodontitis-Patienten trat der Arg753GIn-
Polymorphismus bei vier Rauchern (5,88 %) und bei sieben Nichtrauchern (5,43 %)
auf. In der Kontrollgruppe wiesen sechs Raucher (8,82 %) und zwdlf Nichtraucher
(9,30 %) den Arg753GIn-Polymorphismus auf (siehe Tabelle 3.4).

Das mit Hilfe des Fisher's Exact Test ermittelte Odds Ratio liegt bei Rauchern bei
0,6458 (95% CI. 0,1738-2,400; p-Wert: 0,7444) und bei Nichtrauchern bei 0,5594
(95% CI. 0,2129-1,470; p-Wert: 0,3407) (siehe Tabelle 3.4). Dies scheint zun&chst die
Tendenz zu geringerer Polymorphismusfrequenz fir die Parodontitispatienten zu
bestatigen, wobei der Unterschied bei Nichtrauchern etwas grof3er ist. Beim Vergleich
von Parodontitis-Patienten und Kontrollen innerhalb der Gruppe der Raucher und
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Tabelle 3.4: Haufigkeit

des Arg753GIn-Polymorphismus

Abhangigkeit vom

Raucherstatus
Raucherstatus
Raucher Nichtraucher
n 68 129
Total 4 (5,88 %) 7 (5,43 %)
197
Kontrollgruppe 6 (8,82 %) 12 (9,30 %)
Odds Ratio 0,6458 0,5594
95% CI 0,1738-2,400 0,2129-1,470
p-Wert 0,7444 0,3407
n 42 74
CP 1 (2,38 %) 4 (5,41 %)
116
Kontrollgruppe 4 (9,52 %) 5 (6,76 %)
Odds Ratio 0,2317 0,7886
95% CI 0,02477-2,168 0,2031-3,062
p-Wert 0,3597 1,0000
n 26 55
AP 3 (11,5 %) 3 (5,5 %)
81
Kontrollgruppe 2 (7,7 %) 7(12,7)
Odds Ratio 1,565 0,3956
95% CI 0,2391-10,25 0,09672-1,618
p-Wert 1,0000 0,3203

° 95 % Konfidenzintervall
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Nichtraucher konnte aber kein statistisch signifikanter Unterschied fiir das Vorliegen

des Arg753GIn-Polymorphismus festgestellt werden.

3.3.1 Vergleich von Rauchern wund Nichtrauchern mit chronischer

Parodontitis

Es wurde untersucht, ob ein Unterschied fur die Ausprdgung des Arg753GIn-
Polymorphismus bei Patienten mit chronischer Parodontitis (CP) in Abh&ngigkeit vom

Raucherstatus besteht.

Tabelle 3.4 zeigt die Haufigkeiten des Arg753GIn-Polymorphismus in Abhangigkeit
vom Raucherstatus bei CP-Patienten und gesunden Kontrollen. Die Gruppe der 116
CP-Patienten und 116 Kontrollen setzte sich aus 42 Rauchern (36,2 %) und 74
Nichtrauchern (63,8 %) zusammen. Dabei zeigten ein Raucher (2,38 %) und vier
Nichtraucher (5,41 %) der CP-Patienten und in der Kontrollgruppe vier Raucher
(9,52 %) sowie funf Nichtraucher (6,76 %) den Arg753GIn-Polymorphismus (siehe
Tabelle 3.4).

Die statistische Auswertung ergab fur Raucher eine Odds Ratio von 0,2317 (95% CI:
0,02477-2,168; p-Wert: 0,3597) und fur Nichtraucher von 0,7886 (95% CI. 0,2031-
3,062; p-Wert: 1,0000) (siehe Tabelle 3.4). Patienten mit chronischer Parodontitis, die
gleichzeitig rauchen, weisen einen Trend zu geringerer Pravalenz des Arg753GIn-
Polymorphismus als rauchende Kontrollen auf. Es liegen jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede vor. Fir Nichtraucher konnte kein Unterschied festgestellt

werden.
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3.3.2 Vergleich von Rauchern wund Nichtrauchern mit aggressiver

Parodontitis

Es wurde untersucht, ob ein Unterschied fur die Ausprdgung des Arg753GIn-
Polymorphismus bei Patienten mit aggressiver Parodontitis (AP) in Abhangigkeit vom

Raucherstatus besteht.

Die Gruppe von Patienten mit aggressiver Parodontitis und die dazugehorige
Kontrollgruppe setzten sich aus 26 Rauchern und 55 Nichtrauchern zusammen. Dabei
wiesen von den Patienten mit aggressiver Parodontitis drei Raucher (11,5 %) und drei
Nichtraucher (5,5 %) den Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens auf. In der
Kontrollgruppe trat er bei zwei Rauchern (7,7 %) und sieben Nichtrauchern (12,7 %)
auf (siehe Tabelle 3.4).

Die Nichtraucher der Patienten mit aggressiver Parodontitis weisen demnach die
Tendenz zu geringerer Pravalenz des Arg753GIn-Polymorphismus auf. Der
statistische Vergleich ergab im Fisher’s Exact Test fur die Raucher ein Odds Ratio von
1,565 (95% CI: 0,2391-10,25; p-Wert: 1,0000) und fur die Nichtrauchern 0,3956
(95% CI. 0,09672-1,618; p-Wert: 0,3203) (siehe Tabelle 3.4). Somit liegt keine
statistische Signifikanz vor. Fir die Raucher konnte kein Unterschied in Hinsicht auf

das Vorliegen des TLR2-Polymorphismus festgestellt werden.

3.4  Vergleich mit Gber 60-Jahrigen parodontal Gesunden

Die Gruppe der Patienten mit chronischer Parodontitis wurde zusétzlich noch mit einer
Kontrollgruppe verglichen, die sich aus Probanden zusammensetzt, die alter als 60
Jahre sind und bei einem Restzahnbestand von mindestens 20 Z&hnen zeitlebens
keine Parodontitis aufgewiesen haben. Dabei wird vorausgesetzt, da sie bis dato keine
Parodontitis zeigen, der Erfahrung nach auch keine mehr entwickeln werden. Es
wurden 111 Patienten in die Studie aufgenommen, auf die diese Kriterien zutreffen.

Von diesen 111 Patienten konnten 75 Patienten in Abhangigkeit von Alter (CP:
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57,45+8,302 Jahre, 60+: 67,45+5,406 Jahre), Geschlecht (34,7 % Manner) und
Raucherstatus (0 % Raucher) an CP-Patienten angepasst werden. Alle Patienten sind
Nichtraucher. Tabelle 3.5 zeigt das Studiendesign fir den Vergleich von Patienten mit

chronischer Parodontitis mit Gber 60-jahrigen parodontal Gesunden.

Tabelle 3.5: Studiendesign CP versus 60-jahrige parodontal Gesunde

CP 60+*
Anzahl (n) 75 75
Altersdurchschnitt (Jahre) 57,45+8,302 67,45+5,406
Skala (Jahre) 59-81 40-75
Manner (%) 34,7 34,7
Raucher (%) 0 0

* iber 60-jahrige parodontal Gesunde

Es zeigte sich, dass vier Patienten mit chronischer Parodontitis (5,3 %) und zehn der
Uber 60-jahrigen parodontal Gesunden (13,3 %) den Arg753GIn-Polymorphismus
aufweisen. Die Frequenz des Arg753GIn-Polymorphismus ist in der Gruppe der CP-
Patienten geringer. Dies fuhrte zu einer Odds Ratio von 0,3662, was den Trend zu
bestétigen scheint. Das 95 % Konfidenzintervall umfasst Werte von 0,1095-1,225 und
der p-Wert liegt bei 0,1587, womit keine statistische Signifikanz gegeben ist. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 3.6 dargestellt.
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Tabelle 3.6: Arg753GIn-Polymorphismus bei CP-Patienten und Uber 60-jahrigen parodontal
Gesunden

CP 60+
(n=75) (n=75)
TLR2-Polymorphismus* 4 10
(5,3 %) (13,3 %)
Odds Ratio 0,3662
95% CI* 0,1095-1,225
p-Wert 0,1587

** 95 % Konfidenzintervall
“ Uiber 60-jahrige parodontal Gesunde
* Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens

3.5 Hardy-Weinberg-Equilibrium

Zusatzlich wurden die Ergebnisse der Genotypisierung auf Ubereinstimmung mit dem
Gesetz nach Hardy-Weinberg Uberprift. Der Mathematiker Hardy und der deutsche
Biologe Weinberg haben unabh&ngig voneinander das sog. Hardy-Weinberg-Gesetz
definiert: Es sagt aus, dass in einer so genannten idealen Population die prozentuale
Haufigkeit, mit der bestimmte Allele im Genpool vertreten sind (=Allelhaufigkeit), tber
die Generationenfolge hinweg unverédndert bleibt. Unter den Bedingungen einer
idealen Population lassen sich nach einer definierten Formel die Frequenzen der
jeweiligen Genotypen (Wildtyp, heterozygot, homozygot mutant) bestimmen. Aus
diesem Grund vergleicht man die mittels des Gesetzes nach Hardy-Weinberg
ermittelten  Genotypfrequenzen (erwartet) mit den tatséchlich erhaltenen
Genotypisierungsergebnissen (beobachtet). Im lIdealfall sollten keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Ergebnissen auftreten, so dass von einem Hardy-

Weinberg-Equilibrium spricht.
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Fur die Berechnung der jeweiligen Genotypen nach Hardy-Weinberg wird folgende

Formel verwendet:
p2+2pq+g?=1

p = Haufigkeit Allel 1 (z.B. G2258)

g = Haufigkeit Allel 2 (z.B. A2258)

p2 = Haufigkeit fir Homozygotie hinsichtlich Allel 1 (z.B. GG)
2pq = Haufigkeit fir Heterozygotie (z.B. GA)

02 = Haufigkeit fir Homozygotie hinsichtlich Allel 2 (z.B. AA)

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den erwarteten
und tatsachlich beobachteten Ergebnissen der Genotypisierung fir beide
Polymorphismen, womit ein Hardy-Weinberg-Equilibrium vorausgesetzt werden kann
(siehe Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Allel- und Genotypfrequenzen des Arg753GIn-Polymorphismus (G2258A) fir
Parodontitispatienten und Kontrollgruppe in Hinblick auf das Hardy-Weinberg-Equilibrium

Allel -haufigkeit (%) Genotyp -haufigkeit (%)

beobachtet erwartet*

Total G 97,21 % GG 94,42 % 94,50 %
A 2,79% GA 5,58 % 542 %

AA 0 0,08 %

Kontroll- G 95,43 % GG 90,86 % 91,07 %
gruppe A 4,57 % GA 9,14 % 8,72 %
AA 0 0,21 %

*nach dem Hardy-Weinberg-Equilibrium
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3.6  Statistische Auswertung

In der Statistik besteht beim Testen von Hypothesen ein Fehler 1. Art darin, eine
Nullhypothese zuriickzuweisen, obwohl sie wahr ist (beruhend auf falsch-positiven
Ergebnissen). Man nennt diesen Fehler auch a-Fehler. Mathematisch formuliert
bezeichnet er die Wahrscheinlichkeit, dass die so genannte Null- bzw.
Ausgangshypothese Hy abgelehnt wird, obwohl sie richtig ist. Die Ausgangshypothese
Ho ist hierbei die Annahme, die Testsituation befinde sich im "Normalzustand”, d.h. der
TLR2-Polymorphismus Arg753GIn habe keinen Einfluss auf die Parodontitis. Wird also
dieser "Normalzustand" nicht erkannt, obwohl er tatsachlich vorliegt, handelt es sich

um einen Fehler 1. Art.

Die Wahrscheinlichkeit fur einen Fehler 1. Art wird bei der Berechnung von
Signifikanzen als Irrtumswahrscheinlichkeit bezeichnet. Die bei einem Test bzw. einer
Untersuchung akzeptierte Wahrscheinlichkeit, bei einer Entscheidung einen Fehler
1. Art zu begehen, nennt man auch Signifikanzniveau. In der Regel akzeptiert man ein

a-Niveau von 5% (signifikant) oder 1% (sehr signifikant).

Im statistischen Testen von Hypothesen besteht ein Fehler 2. Art darin, eine
Nullhypothese fur wahr zu halten, obwohl in Wahrheit die Alternativhypothese korrekt
ist (beruhend auf falsch negativen Ergebnissen). Man nennt diesen Fehler auch [3-

Fehler oder falsch negativ.

3.6.1 Power Analyse und Fallzahlschatzung

Power oder Teststarke beschreibt in der Statistik die Aussagekraft eines statistischen
Tests oder auch einer medizinischen Studie. Die Teststarke gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein Signifikanztest zugunsten einer spezifischen
Alternativhypothese H; (der TLR2-Polymorphismus Arg753GIn hat einen Einfluss auf
Parodontitis) entscheidet, falls diese richtig ist. Die abzulehnende Hypothese wird Ho,

die Nullhypothese genannt (der TLR2-Polymorphismus Arg753GIn hat keinen Einfluss
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auf Parodontitis). Die Teststarke hat den Wert 1-B, wobei  die Wahrscheinlichkeit

bezeichnet, einen Fehler 2. Art zu begehen.

Tabelle 3.8: Poweranalyse bei gegebener Fallzahl (n) und Signifikanzniveau von a = 5%

Fallzahl (n) Power (1-B)
Total 197 0,27
CP 116 0,20
AP 81 0,13
CP vs. Uber 60 75 0,39

Fur Wirksamkeitsstudien medizinischer Behandlungen wird fur 3 ein 4-mal so hoher
Wert wie fir das Signifikanzniveau a vorgeschlagen. Wenn a = 5% ist, sollte das f3-
Fehler-Niveau also 20% betragen. Liegt in einer Untersuchung die B-Fehler-
Wahrscheinlichkeit (Wahrscheinlichkeit fur einen Fehler 2. Art) unter dieser 20%-

Grenze, so ist die Teststarke (1-B) damit grof3er als 80%.

In der vorliegenden Studie liegt die Teststarke (1-B) (siehe Tabelle 3.8) fur die Gruppe
mit allen Parodontitispatienten (Total) bei 0,27 (27%), fur die Gruppe mit chronischer
Parodontitis (CP) bei 0,20 (20%), fur die Gruppe mit aggressiver Parodontitis (AP) bei
0,13 (13%). Die Patientengruppe mit chronischer Parodontitis, die mit tber 60-jahrigen
parodontal Gesunden verglichen wurde, weist eine Power von 0,39 (39%) auf.
Demnach ist die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 2. Art relativ hoch. Somit wird die
Nullhypothese, also die Annahme, dass es keinen Unterschied in der Auspragung des
TLR2-Polymorphismus Arg753GIn zwischen Patienten- und Kontrollgruppe gibt, fur
richtig gehalten, obwohl eigentlich die Alternativhypothese wahr ist: es gibt einen
Unterschied in der Auspragung des TLR2-Polymorphismus Arg753GIn zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe.
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Die Power (1-B) wird grol3er:

mit wachsender Differenz von po — M1 (das bedeutet: ein grofR3er Unterschied
zwischen zwei Teilpopulationen wird seltener Ubersehen als ein Kkleiner
Unterschied)

mit kleiner werdender Merkmalsstreuung o
mit grol3er werdendem Signifikanzniveau a (sofern 3 nicht festgelegt ist)

mit wachsendem Stichprobenumfang (da der Standardfehler dann kleiner wird).

Tabelle 3.9: Fallzahlschatzung bei gegebenem Signifikanzniveau a = 5% und Power (1-
B) = 80%

Stichprobe (n) Fallzahlschatzung
Total 197 844
CP 116 747
AP 81 963
CP vs. Uber 60 75 206

Fur die oben genannten Gruppen wurde eine Fallzahlschatzung in Annahme von
a = 5% und (1-B) = 80% durchgefihrt (siehe Tabelle 3.9). Dabei zeigte sich, dass man
fur das Kollektiv aller Parodontitispatienten (Total) statt einer Gruppenstarke von 197
Probanden in Patienten- wie Kontrollgruppe 844 Probanden brauchte, um die Tendenz
zur Alternativhypothese auch statistisch nachweisen zu kénnen. Fir die Gruppe mit
chronischer Parodontitis (CP) waren 747 anstelle von 116, fir die Gruppe mit
aggressiver Parodontitis 963 statt 81 Probanden notwendig. Die Gruppen der
Patienten mit chronischer Parodontitis und der tber 60-jahrigen parodontal Gesunden

missten 206 Teilnehmer umfassen [http://www.charite.de/biometrie/de/index.html].

52



4 Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Mutationen des TLR2-Gens auf
Inzidenz und Verlauf der Parodontitis untersucht. In der Familie der Toll-like
Rezeptoren ist TLR2 der Rezeptor, der die groRte Vielfalt bakterieller Pathogene
erkennt. Die TLR2-Aktivierung fuhrt Gber MyD88-abhangige NF-kB-Aktivierung zur
Induktion von Zytokinen wie TNF-a, IFN-y und anderer. Der Transkriptionsfaktor
NF-kB reguliert die Expression zahlreicher Gene, die Immun- und Stressantwort,
Entzindungsreaktion, Zelladhasion und Schutz vor Apoptose kontrollieren. Diese
spielen auch in der Pathogenese der Parodontitis eine Rolle. Parodontitis ist eine
entzindlich bedingte Destruktion von Parodont, Desmodont und Alveolarknochen. Fir
die bekannten TLR2-Polymorphismen konnten Assoziationen mit verschiedenen
Erkrankungen nachgewiesen werden. So scheint der Arg753GIn-Polymorphismus
vermehrt bei Tuberkulose und atopischer Dermatitis aufzutreten und der Arg677Trp-

Polymorphismus des TLR2-Gens bei Tuberkulose und Malaria.

4.1 Methode

4.1.1 Probandenauswahl und Klassifizierung

Auswahlkriterium fur die vorliegende Studie ist das Vorliegen einer generalisierten
chronischen oder aggressiven Parodontitis bei den Probanden. Es muss festgestellt
werden, dass es zurzeit keine sicheren diagnostischen Hilfsmittel zur exakten
Diagnosestellung und Klassifizierung der Parodontitis gibt und somit die Aufnahme
von Patienten mit anderen Parodontitisformen im Einzelfall nicht ausgeschlossen
werden kann. So stellten auch MOMBELLI ET AL. [2002] fest, dass die Zuordnung zu
einer spezifischen Entitat fur viele Autoren immer noch problematisch sei. Der Begriff
.adulte” bzw. ,early onset” Parodontitis (alte Nomenklatur) werde weiterhin haufiger
gebraucht als die jetzt korrekte Bezeichnung ,chronische* bzw. ,aggressive*
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Parodontitis. Grundsatzlich ist die Forderung nach einer syndrombezogenen
Klassifikation erst dann gerechtfertigt, wenn alle pathogenetischen Vorgange geklart
sind. Des Weiteren befindet sich die Nomenklatur zur Einteilung der parodontalen
Erkrankungen in standigem Umbruch, da neue Erkenntnisse zur Atiologie,
Epidemiologie, Therapie etc. Revisionen erforderlich machen. Dies erschwert

zusatzlich den Vergleich verschiedener Studien [MOMBELLI ET AL., 2002].

Da die Definitionen der verschiedenen Parodontitisformen nach der American
Academy of Periodontology [ARMITAGE, 1999] grol3en Spielraum lassen, schrankt jede
Studiengruppe ihre  Einschlusskriterien nach individuellen klinischen und
anamnestischen Kriterien wie Knochenabbau, Sondierungstiefen aber auch
Allgemeinerkrankungen ein. Auch fir die vorliegende Studie wurden eigene,
eindeutige Parameter festgelegt, die zur Diagnose chronische bzw. aggressive
Parodontitis fuhrten. Diese Parameter orientieren sich stark an der Definition von 1999
[ARMITAGE, 1999]. Es ist zu berucksichtigen, dass Messergebnisse der
Taschensondierungstiefen unter verschiedenen Behandlern differieren kdnnen
[ARMITAGE, 2003]. Im vorliegenden Fall wurde die Kklinische Untersuchung der

Probanden von vier verschiedenen Behandlern durchgefuhrt.

Die fur die Kontrollgruppe ausgewéhlten Probanden konnten nach der
Befunderhebung eindeutig als gesund eingestuft werden. Man muss jedoch bedenken,
dass es sich dabei nur um einen momentanen Zustand handeln kann. Die klinische
Erfahrung zeigt, dass sich im weiteren zeitlichen Verlauf beim als gesund eingestuften
Probanden doch noch eine profunde Parodontitis entwickeln kann. Der Patient wirde
dann falschlicherweise als gesund eingestuft werden. Fir diesen Fall ware deshalb
eine Verlaufskontrolle sinnvoll. Hier zeigt sich die Problematik der Nomenklatur, da es
keinen sicheren histopathologischen Anhaltspunkt zur genauen Festlegung des
Ausbruchszeitpunkts der Erkrankung gibt [MOMBELLI ET AL. 2002]. Um diesem Problem
Zu begegnen, wurde eine zuséatzliche Kontrollgruppe rekrutiert. Bei diesen Patienten
wird bei einem Restzahnbestand von mindestens 20 Zahnen und keinen klinischen
Zeichen einer Parodontitis davon ausgegangen, dass sie im Weiteren auch keine

Parodontitis mehr entwickeln werden. Zudem wurde bei dieser Kontrollgruppe
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besonders darauf geachtet, dass sie keinen Risikofaktoren fur Parodontitis ausgesetzt

sind. So sind alle Giber 60-jahrige parodontal Gesunden Nichtraucher.

Ein zusatzliches Problem bei der Auswahl der Probanden ergibt sich dadurch, dass
einige anamnestische Angaben der Patienten nicht oder nur schwer tUberprufbar sind.
Hierzu z&ahlen hauptsachlich Allgemeinerkrankungen, Medikamenteneinnahmen und
Nikotinabusus. Gerade fir Patienten mit Diabetes mellitus wurde fur Typl als auch
Typll eine erhdhte Anfalligkeit fur Parodontitis und ein schwerer Krankheitsverlauf
nachgewiesen [SALVI ET AL. 1997; KINANE, 1999]. Wichtig fur die Studien kénnte auch
der verschwiegene Nikotinabusus der Probanden sein. Ein chronischer Nikotinabusus
ist ebenfalls mit einem deutlich gré3eren Risiko fur eine Erkrankung des Parodonts
assoziiert [SALVI ET AL. 1997; KINANE, 1999]. Im Vergleich zu Nichtrauchern wurde ein
5-7 -fach hoheres Risiko fur die Manifestation einer Parodontalerkrankung festgestellt
[PAGE ET AL. 1997]. Gerade bei Studien mit kleinen Untersuchungs- und
Kontrollgruppen hat eine Inhomogenitat der Studienkohorte grof3e Auswirkungen auf
die Ergebnisse. Da bei diesen Studien hochkomplexe Zusammenhange untersucht

werden, muss dringend versucht werden, solch stérende Einflisse zu vermeiden.

4.1.2 Polymorphismusbestimmung

Die in dieser Arbeit angegebene Methode der DNA-Gewinnung aus
Wangenschleimhautabstrichen wurde in diversen Vorversuchen verlasslich etabliert.
Die Bestimmung der TLR2-Polymorphismen mittels des Restriktions-Fragment-
Langen-Polymorphismus (RFLP) erfolgte anhand des etablierten Protokolls von
SCHRODER ET AL. [2003]. Mittlerweile besteht auch die Mdglichkeit Polymorphismen mit
Hilfe der ,Light cycler‘-Methode direkt nachzuweisen. Diese stellt eine schnellere
Methode mit dem Nachteil gro3erer Storanfalligkeit und héherer Kosten dar [HAMANN
ET AL., 2004]. Da wir durch die DNA-Gewinnung mittels Wangenschleimhautabstrichen

ein limitiertes DNA-Angebot hatten, wurde die RFLP als Methode gewabhilt.
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4.1.3 Grenzen genetischer Assoziationsstudien

Diverse Autoren weisen auf die Grenzen genetischer Assoziationsstudien hin. So
zeigen TAYLOR ET AL. [2004], dass die bis dato durchgefuhrten Studien eine Vielzahl an
Problemen aufweisen. Dazu zahlt Mangel an statistischer Aussagekraft, der unter
anderem auf zu kleine Populationen zurtickzufihren ist. Des Weiteren gibt es variable
Kriterien fur die Diagnose der Parodontitis, wodurch der Vergleich von Studien
erschwert wird. Weitere Schwierigkeiten entstehen bei der Identifikation einer
Kontrollgruppe wegen der Variabilitat der Diagnose ,chronische Parodontitis”. Dies ist
vor allem auf das interindividuell unterschiedliche Alter bei Krankheitsbeginn
zurtckzufihren [TAYLOR ET AL., 2004]. Demzufolge ware die ideale Studie eine
Longitudinalstudie, in der die Kontrollen genau definiert und an die Félle angepasst
werden. Bei Longitudinalstudien werden im Gegensatz zu Querschnittsstudien an
mindestens zwei Zeitpunkten Daten erhoben, um zeitliche Zusammenhéange
untersuchen und Veranderungen registrieren zu konnen. Querschnittsstudien haben
den Nachteil, dass Anderungen beziiglich der Krankheitsschwere oder primér falsche
Diagnose nicht mitberticksichtigt werden kdénnen, da nur einmalig Daten erhoben
werden. Um diesen Problemen Rechnung zu tragen, haben wir ein Studiendesign
gewdahlt, in dem sowohl Patienten- als auch Kontrollgruppe genau definiert und
aneinander angepasst sind. Anderungen der Diagnose ,chronische* oder ,aggressive*

Parodontitis wurden bis zum Studienende berticksichtigt.

Die Problematik der korrekten Interpretation der Ergebnisse wurde von KINANE UND
HART [2003] angesprochen. Demnach sei eine Ursache-Effekt-Beziehung zwischen
einem bestimmten genetischen Allel und einer Krankheit nicht mdglich, da eine
mathematische Assoziation nicht zwingend eine biologische oder physiologische
bedeuten muss. Auch sie kommen auf die Fallzahl als entscheidenden Faktor zu
sprechen. Nur so kobnne man in Fall-Kontroll-Studien nach Populations-Stratifikation
aussagekréaftige Allelfrequenzen erreichen. In Hinblick auf Parodontitis kamen sie zu
dem Schluss, dass eine Anzahl an genetischen Defizienzen und genetischen

Variationen in der Wirtsabwehr die Wahrscheinlichkeit der Parodontitis erhdhen
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konnen, wenn mikrobielle Plague die Mdglichkeit hat sich in der gingivalen

Zahnhalsregion anzusiedeln.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Einfluss von TLR2 auf Infektionen und andere Erkrankungen

In der Familie der Toll-like Rezeptoren erkennt TLR2 die grof3te Vielfalt an bakteriellen
Pathogenen, einschliellich Lipoproteine und Lipopeptide verschiedener Bakterien und
Zymosan [AKIRA, 2003]. Ist TLR4 als LPS-Rezeptor essentiell fir die Erkennung Gram-
negativer Bakterien, so ist TLR2 vor allem fir die Erkennung Gram-positiver Bakterien
verantwortlich [TAKEUCHI ET AL., 1999; AKIRA, 2000]. Zur Untersuchung des Einflusses
der Auspragung der Toll-like Rezeptoren auf Infektionen wurden sowohl Studien an
Knockout-Mausen als auch klinische Studien durchgefiihrt. Eine Ubersicht zu
Untersuchungen bezlglich des Einflusses der TLR2-Auspragung auf verschiedene
Erkrankungen gibt die Arbeit von SCHRODER UND SCHUMANN [2005].

In vivo Studien an Mausen zeigten, dass TLR2- und MyD88-defiziente Mause
hyporesponsiv in Bezug auf Zellwandbestandteile grampositiver Bakterien und PGN
von Staphylococcus aureus [TAKEUCHI ET AL., 1999] und aul3erst empfanglich fur
Staphylococcus aureus-Infektion sind [TAKEUCHI ET AL., 2000]. Staphylococcus aureus
spielt in nosokomialen Infektionen, speziell der Sepsis, eine entscheidende Rolle.
Exposition von Staphylococcus aureus-PGN beeintrachtigte die Zytokinantwort,
Inokulation mit Staphylococcus aureus bewirkte eine erhdhte Mortalitéat der Knockout-
Mause im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. Neben PGN konnten in vitro-Studien an
HEK293/CD14- und CHO-Zellen TLR2 aulRerdem als Rezeptor fir LTA von
Staphylococcus aureus bestatigten [SCHWANDNER ET AL., 1999; YOSHIMURA ET AL.,
1999; SCHRODER ET AL., 2003]. Klinische Studien schienen zunachst einen Einfluss des
Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens auf Staphylokokkeninfektionen
aufzuweisen [LORENZ ET AL., 2000]. Zwei von 91 Patienten mit septischem Schock
waren heterozygot fir den Arg753GIn-Polymorphismus, wobei beide eine
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Staphylokokkeninfektion aufwiesen. In einer grof3en Fall-Kontroll-Studie konnte dieser
Trend allerdings nicht bestéatigt werden [MOORE ET AL., 2004]. Es wurde keine
Assoziation zwischen dem Polymorphismus des TLR2-Gens und Morbiditat oder
Mortalitdt verursacht durch Staphylococcus aureus festgestellt. Der Mangel an
Assoziation mit dem Arg753GIn-Polymorphismus ist aber insofern nachvollziehbar, als
kirzlich in vitro anhand von Staphylococcus aureus LTA gezeigt werden konnte, dass
die Prasenz nur eines Wildtyp-Allels fir die vollstandige Zytokinantwort genigt [VON

AULOCK ET AL., 2004].

Verschiedene Autoren wiesen auf die mdgliche Rolle von TLR2-vermittelter
Zellaktivierung in der Abwehr von Pathogenen, die TLR2-Liganden enthalten, hin.
TLR2 dient als Rezeptor fir LTA von Streptococcus pneumoniae [YOSHIMURA ET AL.,
1999; SCHRODER ET AL., 2003]. Bei TLR2-defizienten Mausen zeigte sich eine erhohte
Empfanglichkeit fir Streptococcus pneumoniae Meningitis, wobei der TLR2-Mangel
mit friherem Tod assoziiert war. Dieser entstand nicht durch Sepsis, sondern ist auf
ein vermindertes bakterielles Clearing des Gehirns mit anschlieBender intrathekaler
Inflammation zurtckzufihren [ECHCHANNAOUI ET AL., 2002]. Dies verdeutlicht die
Bedeutung der TLR2-Liganden von Pneumokokken fiir die Induktion einer protektiven
angeborenen Immunantwort bei Pneumokokken-Meningitis. Die gleichen Autoren
konnten aul3erdem nachweisen, dass auch durch Listeria monocytogenes verursachte
Meningitis zu einer erhdhten Mortalitat in TLR2-Knockout-Mausen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen flhrte. Einer weiteren Studie zufolge trat der TLR2-Polymorphismus
Pro631His bei Patienten mit Meningitis seltener auf als bei den Kontrollen, welches

man als einen Schutzmechanismus interpretieren kénnte [SMIRNOVA ET AL., 2003].

TLR2 erkennt aul3erdem Bestandteile verschiedener anderer Bakterien, wie
Treponemen, Borrelien, Leptospira, Legionellen und Neisserien [WETZLER, 2003].
Borrelia burgdorferi ist der Erreger der Lyme-Borreliose und wird durch Zecken
Ubertragen. Lipoproteine von Borrelia burgdorferi rufen in humanen Zelllinien eine
TLR2-vermittelte Immunantwort hervor [HIRSCHFELD ET AL., 1999], wahrend Glycolipide
dies nicht vermdgen [SCHRODER ET AL., 2003]. Des Weiteren spielt TLR2 eine kritische
Rolle in der Wirtsabwehr: infizierte TLR2-Knockout-Mause beherbergten bis zu

100-fach mehr Spirochéaten im Gewebe als die Wildtyp-Mause [WOOTEN ET AL., 2002].
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Die Unfahigkeit, die Spirochaten zu kontrollieren, ist allerdings nicht auf eine
unzureichende erworbene Immunantwort zurickzufihren. Wahrend die TLR2-
vermittelten Signalwege eine entscheidende Rolle in der angeborenen Immunantwort
auf Borrelia burgdorferi spielen, sind Inflammation und Auspragung einer erworbenen
humoralen Antwort auch in der Abwesenheit von TLR2 moglich [WOOTEN ET AL., 2002].
Die angeborene Abwehr von Borrelia burgdorferi ist also durch TLR2-Mangel starker
beeintrachtigt als die erworbene Abwehr. Es wurde nachgewiesen, dass der
Arg753GIn-Polymorphismus im Vergleich zum Wildtyp-TLR2-Gen eine verminderte
Reaktionsfahigkeit auf bakterielle Peptide von Borrelia burgdorferi und Treponema
pallidum mit sich bringt [LORENZ ET AL., 2000]. Zudem zeigten SCHRODER ET. AL. [2005]
kirzlich, dass der heterozygote Arg753GIn-Polymorphismus des humanen TLR2-
Gens die Immunantwort auf Borrelia burgdorferi einschrankt und somit einen Schutz
vor dem spaten Stadium der Lyme-Borreliose darstellt, was auf reduzierte
Signalmoglichkeiten via TLR2/TLR1 zurtickzufihren sein kénnte [SCHRODER ET AL.,
2005]. Die TNFa- und IFy-Induktion durch Borrelia-Lysate war in heterozygoten TLR2-
Mausen und humanen Blutproben vermindert. Patienten mit Lyme-Borreliose zeigten
eine signifikant niedrigere Frequenz des Arg753GIn-Polymorphismus im Vergleich zu
angepassten Kontrollen, vor allem in spaten Stadien. Eine weitere Studie konnte den
vorherrschenden Einfluss von TLR2-vermittelter Signaltransduktion in durch
Zellwandbestandteile von  Streptokokken verursachten  Gelenkentziindungen
nachweisen [JOOSTEN ET AL., 2003]. TLR2- und MyD88-defiziente Mause waren

unfahig, Gelenkschwellung oder Inhibition der Knorpelmatrixsynthese zu entwickeln.

Auch Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae, Zellwandbestandteile
wie auch vollstandige Bakterien, gehdren zu den TLR2-Liganden [UNDERHILL ET AL.,
1999; MEANS ET AL., 1999]. Da fur die beiden TLR2-SNPs, Arg753GIn und Arg677Trp,
ein erhohtes Vorkommen bei Tuberkulose-Patienten in der Turkei bzw. Tunesien
gefunden wurden, nimmt man an, dass diese Polymorphismen einen Risikofaktor fir
Tuberkulose darstellen kdnnten [OGUS ET AL., 2004; BEN-ALI ET AL., 2004]. TLR2 ist
aber nicht alleiniger Rezeptor fur Mycobacterium tuberculosis, auch TLR4 spielt
vermutlich eine Rolle [MEANS ET AL., 1999; FREMOND ET AL., 2004]. Studien mit
Mycobacterium tuberculosis-Aerosolen an TLR2-, TLR4- und CD14-defizienten

Mausen zeigten, dass nur TLR2-Knockout-Mause einen verminderten Widerstand
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gegen Tuberkulose nach einer hochdosierten Exposition aufwiesen [REILING ET AL.,
2002]. TLR2-defiziente Mause haben eine reduzierte bakterielle Clearance nach
Exposition zu mycobakteriellem Aerosol, sind unfahig eine effektive granulomattse
Antwort auszubilden und entwickeln trotz einer ausgepréagten pulmonalen
Immunantwort eine chronische, letale Pneumonie [DRENNAN ET AL., 2004]. Der
Arg677Trp-Polymorphismus wurde zudem auch vermehrt in Asien bei Patienten mit
lepromatoser Lepra beobachtet [KANG UND CHAE, 2001]. Von 45 untersuchten
Patienten waren zehn fir diesen SNP heterozygot, wahrend der SNP bei keinem
Patienten mit tuberkuloser Lepra oder gesundem Probanden gefunden wurde. Die
angeborene Immunantwort der Monozyten gegen Mycobacterium leprae ist TLR2-
vermittelt. So sind Monozyten mit einer TLR2-Polymorphismen nicht in der Lage auf
Mycobacterium leprae zu reagieren und die Patienten weisen einen geringeren IL-12-
Level auf [KANG ET AL., 2002; BOCHUD ET AL., 2003; KANG ET AL., 2004]. Allerdings
konnte der Arg677Trp-Polymorphismus bisher nicht bei Kaukasiern nachgewiesen
werden [SCHRODER ET AL., 2003] und scheint auch in einer koreanischen Population
nicht ausschlaggebend fur lepromatése Lepra zu sein [MALHORTA ET AL., 2005].
Demnach sei er kein wahrer Polymorphismus des TLR2-Gens, sondern resultiere aus
einer Variation, die in 93% der homolog duplizierten Region des TLR2 Exons 3,
ungefahr 23 kb aufwarts, vorliegt, und die Assoziation beruhe auf einem

unspezifischen Primer [MALHORTA ET AL., 2005].

Weiter sei noch auf den Einfluss von TLR2 auf Atherosklerose hingewiesen
[SCHONEVELD ET AL., 2005; ToBIAS UND CURTISS, 2005]. Die Applikation von TLR2-
Liganden in vivo fuhrt zu einer Augmentation der Neointima und regt die arterielle
Plaqueformation an. Demzufolge scheint TLR2-Stimulation eine Intima-Hyperplasie
und die Entwicklung einer atherosklerotischen L&sion zu induzieren [SCHONEVELD ET
AL., 2005]. HAMANN ET AL. [2005] konnten zeigen, dass der Arg753GIn-Polymorphismus
ein Risikofaktor fur koronare Restenose darstellt. Patienten mit Restenose wiesen eine
signifikant hohere Frequenz des TLR2-Polymorphismus auf als Patienten ohne
Restenose, wohingegen fir TLR4-SNPs kein Unterschied festgestellt werden konnte
[HAMANN ET AL., 2005]. Bei Kindern wurde eine starke Assoziation des Arg753GIn-
Polymorphismus mit akutem rheumatischem Fieber festgestellt [BERDELI ET. AL., 2005].
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So war die Polymorphismusfrequenz bei Kindern mit rheumatischem Fieber signifikant

héher.

Der synthetische TLR2-Ligand PamsCys fuhrt zu einer Aktivierung von APCs mit
anschlieBender Ausschittung von Th2-assoziierten Zytokinen. Dies ist der Grund,
weshalb ein Einfluss des TLR2 auf Asthma angenommen wird [REDECKE ET AL., 2004].
Bei der Untersuchung von Kindern mit Asthma wurde eine Assoziation des SNP
TLR2/-16 934 im TLR2-Promoter mit Asthma nachgewiesen, wahrscheinlich aufgrund
eines protektiven Effektes der TLR2-Expression [YANG ET AL., 2004]. Dies wurde
spater mittels einer groRen Studie bestatigt, die TLR2/-16 934 als entscheidendes Gen
fur Asthma in europdischen Bauernkindern nachwies [EDER ET AL., 2004]. Zum
atopischen Formenkreis gehdrt neben Asthma auch die atopische Dermatitis.
Patienten, die das Arg753GIn-Allel tragen, wiesen einen ausgepragten Phénotyp auf,
der durch schwere bis moderate atopische Dermatitis charakterisiert ist [AHMAD-NEJAD
ET AL., 2004].

4.2.2 Mit Parodontitis assoziierte Polymorphismen

IL-1 und TNFa gehdren zu den proinflammatorischen Zytokinen, die als direkte
Reaktion auf Gewebeschadigung oder die Anwesenheit von infektiossen Keimen
freigesetzt werden [SANDERINK ET AL., 2004]. Die erste Studie zum Einfluss von IL-1-
Polymorphismen wurde von KORNMAN ET AL. [1997] durchgefiihrt. Sie konnten eine
Assoziation der ,Single Nucleotid Polymorphismen* (SNPs) in den Genen, die fur IL-
1a (-889) und IL-1B (+3953) codieren, mit einem signifikant haufigeren Auftreten
marginaler Parodontopathien feststellen. In weiteren klinischen Studien konnten diese
Ergebnisse jedoch nur fir Patienten bestatigt werden, die einen regelmali3igen
Nikotinkonsum aufweisen. Der spezifische Genotyp des polymorphen IL-1 Gen-
Clusters war nur in Rauchern mit der Schwere der Parodontitis assoziiert und
unterschied Patienten mit schwerer Parodontitis von solchen mit einem milden
klinischen Erscheinungsbild. Funktionell besteht dieser spezifische Parodontitis-

assoziierte IL-1-Genotyp aus einer Variante des IL-1B3-Gens, die eine erhohte IL-1-
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Produktion hervorruft [PociOT ET AL., 1992]. Nach KINANE UND HART [2003] gibt es vier
maogliche Interpretationen von positiven Assoziationen: das assoziierte Allel selbst ist
das pradisponierende Allel fur die Erkrankung, das assoziierte Allel steht in einem
,Linkage Disequilibrium* mit dem tatsachlichen ausschlaggebenden Allel der
Krankheit, die Assoziation ist auf eine Populationsstratifizierung zuriickzufiihren oder
die Assoziation ist ein statistisches Artefakt. ,Linkage“ bedeutet, dass benachbarte
Genloci dazu neigen gemeinsam von Generation zu Generation weitergegeben zu
werden. KINANE UND HART [2003] kamen zu dem Schluss, dass der Einfluss des
zusammengesetzten IL-1-Genotyps auf aggressive Parodontitis eher unrelevant sei
und auf chronische Parodontitis, wenn Uberhaupt, dann in einem ,Linkage
Disequilibrium* bestiinde. Wahrscheinlich sei der Polymorphismus einer unter vielen,
die das genetische Risiko flr chronische Parodontitis mitbestimmen. Da die Pravalenz
des Polymorphismus von Gruppe zu Gruppe variiere, ist er nur in genau definierten
Gruppen als Marker zu gebrauchen. Aul3erdem musse die funktionelle Signifikanz
dieses Polymorphismus noch bestatigt werden, wie auch der klinische Nutzen noch
etwas voreilig ist [KINANE UND HART, 2003]. In einer japanischen Population wurde eine
Assoziation von TNFa-Polymorphismen mit schwerer Erwachsenenparodontitis
festgestellt, allerdings anders als in kaukasischen Populationen kein Einfluss von IL-13
[SoGA ET AL., 2003]. In unseren Breitengraden scheinen die TNFa-SNPs allerdings
keine Auswirkung auf das Parodontitis-Risiko zu haben [KINANE UND HART, 2003;

DONATI ET AL., 2005].

IL-10 ist ein Mediator der immunvermittelten Entziindung und aktiviert nach Freigabe
durch T-Zellen unspezifische Effektorzellen der Entziindung [SANDERINK ET AL., 2004].
Der IL-10-Gen Promoter-Polymorphismus ist mit chronischer [SCAREL-CARMINAGA ET
AL., 2004] aber nicht mit aggressiver Parodontitis assoziiert [KINANE UND HART, 2003].
Fcy-Rezeptoren auf unterschiedlichen Antigenprasentierenden Zellen (APCs) binden
IgG und sind damit entscheidend fir die Opsonierung von Bakterien. Die Expression
von Fcy-Rezeptoren durch Fresszellen ermoglicht die rasche Phagozytose von
Immunkomplexen und somit die schnelle Eliminierung von unerwiinschten Antigenen
aus dem Korper [SANDERINK ET AL., 2004]. Studien aus Japan, Europa und den USA
vermuten eine Assoziation der FcyRIlla und FcyRIlIb Allele mit aggressiver als auch

chronischer Parodontitis, wobei diese Allele aber in einem ,Linkage Disequilibrium® mit
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dem tatsachlich verantwortlichen Gen stehen kdnnten [KINANE UND HART, 2003]. Auch
IgG2-Level und Allotypen der leichten und schweren Ketten haben einen Einfluss auf
die Immunantwort und sind mit den verschiedenen Formen der Parodontitis assoziiert
[KINANE UND HART, 2003]. CD14, als der Korezeptor der Toll-like Rezeptoren bei der
Erkennung von bakteriellen PAMPs, zeigte in einer schwedischen Population

Assoziation mit chronischer Parodontitis [DONATI ET AL., 2005].

Zusammengefasst scheint sich der Einfluss von Polymorphismen auf das
multifaktorielle Krankheitsbild der Parodontitis eher modulierend auszuwirken. Dabei
nimmt der IL-1-Gen-Cluster zurzeit die wichtigste Rolle ein und dies vor allem bei

Rauchern.

4.2.3 Der Einfluss des Arg753GIn-Polymorphismus auf die Inzidenz der

Parodontitis

Zunachst wurde in der hier vorliegenden Studie geprift, ob das Auftreten einer der
beiden TLR2-Polymorphismen, Arg677Trp bzw. Arg753GIn, mit der Inzidenz der
Parodontitis assoziiert ist. Dazu wurden 197 Patienten mit Parodontitis sowie 197
gesunde Kontrollpatienten rekrutiert. Der Arg677Trp-Polymorphismus des TLR2-Gens
konnte bei keinem der teilnehmenden Probanden festgestellt werden, was mit anderen
Studien Ubereinstimmt, die in unseren Breitengraden durchgefuhrt wurden [LORENZ ET
AL., 2000; SCHRODER ET AL., 2003; FOLWACZNY ET AL., 2004; MOORE ET AL., 2004]. Das
Auftreten dieses Polymorphismus scheint vielmehr auf den asiatischen und
afrikanischen Raum beschrankt zu sein und kdonnte zudem, wie oben beschrieben,
durch die Existenz eines Pseudogens hervorgerufen sein [KANG UND CHAE, 2001; BEN-
ALI ET AL., 2004; MALHORTA ET AL, 2005]. FUr den Arg753GIn-Polymorphismus wird in
der Literatur eine Haufigkeit von 3 — 9,4 % angegeben [LORENZ ET AL., 2000;
SCHRODER ET AL., 2003]. In der vorliegenden Untersuchung kam der Arg753GIn-
Polymorphismus insgesamt bei 29 von 394 Probanden vor, die alle heterozygote
Alleltrdger waren. Das entspricht 7,4 % und ist somit im genannten Bereich. Von den

Polymorphismustradgern wiesen elf das klinische Erscheinungsbild einer Parodontitis
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auf, wahrend die anderen 18 zu der gesunden Kontrollgruppe zahlten. Die statistische
Prufung mittels bedingter logistischer Regression ergab fir das Auftreten des
Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens eine adjustierte Odds Ratio von 0,588.
Dies scheint zunachst auf ein geringeres Risiko hinzuweisen. Das hiel3e, der
Polymorphismus hatte eine protektive Wirkung in Hinblick auf die Inzidenz der
Parodontitis. Dieser Schutz konnte auf die fehlende Signaltransduktion durch die
defekten Rezeptoren zurlickzufiihren sein, wodurch es zu einer verminderten
Wirtsabwehr kame. Dies hatte wiederum zur Folge, dass die autogene
Gewebedestruktion mittels Enzymen, wie Kollagenasen, und Zytokinen ein geringeres
Ausmal annehmen wirde. Auch bei Lyme-Borreliose konnte eine protektive Wirkung
des Arg753GIn-Polymorphismus nachgewiesen werden, die auf eine verminderte
Signaltransduktion des funktionsuntliichtigen TLR2/TLR1-Heterodimers zuriickgefihrt
wird [SCHRODER ET AL., 2005]. Betrachtet man in der vorliegenden Studie allerdings
das 95% Konfidenzintervall, so wird durch die Reichweite von 0,238 bis 1,248 deutlich,
dass hier in dieser Studie aufgrund der begrenzten Patientenzahl noch keine
statistische Signifikanz vorliegt. Allerdings zeigte die Poweranalyse, dass dies an
einem Fehler 2. Art, also falsch negativen Ergebnissen, liegen konnte. Fir einen
weiteren Polymorphismus des TLR2-Gens, Pro631His, wurde bei Patienten mit
Meningokokken-Infektion eine geringere Pravalenz festgestellt als in der
dazugehdrigen Kontrollgruppe [SMIRNOVA ET AL., 2003]. Auch der Arg753Gin-
Polymorphismus zeigte den Trend zu geringeren Frequenzen in dieser
Patientengruppe. Um diesen Trend zu bestatigen, wére eine grol3 angelegte Studie mit

844 Probanden in Patienten- und Kontrollgruppe erforderlich.

Interessanterweise lieferten die in einer parallelen Studie untersuchten TLR4-
Polymorphismen positive Ergebnisse (adjustierte Odds Ratio: 2,836, 95%
Konfidenzintervall: 1,394-6,222) [SCHRODER et al., 2005]. Im Gegensatz zum
Arg753GIn-Polymorphismus zeigten die beiden TLR4-Polymorphismen Asp299Gly
und Thr399lle eine hohere Frequenz in der Gruppe der Parodontitis-Patienten.
Demnach scheinen die TLR4-Polymorphismen ein Risiko fur die Inzidenz der
Parodontitis darzustellen. Eine andere Gruppe fand im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen in ihrer Patientengruppe keinen signifikanten Unterschied fir das

Vorliegen der oben genannten TLR4-Polymorphismen in chronischer Parodontitis vor
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[LAINE ET AL, 2005]. Die Grunde fur die widerspriichlichen Ergebnisse dieser beiden

Studien sind momentan noch nicht klar.

4.2.4 Der Einfluss des Arg753GIn-Polymorphismus auf den Verlauf der

Parodontitis

Die Gruppe der Parodontitis-Patienten konnte gemafl ihrem Kklinischen
Erscheinungsbild in 116 Patienten mit chronischer Parodontitis und 81 Patienten mit
aggressiver Parodontitis unterteilt werden [ARMITAGE, 1999]. Wie fUr die gesamte
Gruppe der Parodontitis-Patienten zeigten auch die Untergruppen fur chronische und
aggressive Parodontitis eine gewisse Tendenz zu niedrigeren Frequenzen des
Arg753GIn-Polymorphismus als die jeweiligen Kontrollgruppen. Auch hier kann man
wieder den Arg753GIn-Polymorphismus als Schutzmechanismus in der Pathogenese
der Parodontitis annehmen. Diese Tendenz konnte statistisch jedoch ebenfalls nicht
belegt werden, sollte aber Grundlage fur zukinftige grof3ere Untersuchungen sein. Die
Fallzahlschatzung ergab fur die Gruppe mit chronischer Parodontitis eine
anzustrebende Gruppenstéarke von 747 Probanden und fur die Gruppe mit aggressiver
Parodontitis von 963 Probanden.

Zusatzlich wurden noch Patienten mit chronischer Parodontitis mit Gber 60-jahrigen
parodontal Gesunden verglichen. Bei dieser Kontrollgruppe wird bei einem
Restzahnbestand von mindestens 20 Zahnen und dem Fehlen klinischer Zeichen
einer Parodontitis davon ausgegangen, dass sie im Weiteren auch keine Parodontitis
mehr entwickeln werden. Alle Probanden dieser Gruppe sind Nichtraucher. Wie auch
im Vergleich der CP-Patienten insgesamt zeichnete sich die Tendenz hin zu einer
geringeren Pravalenz des Arg753GIn-Polymorphismus in der Patientengruppe ab, die
statistisch nicht belegt werden konnte. Ergebnisse einer kirzlich im Minchener Raum
durchgefiihrten Studie konnten ebenfalls keine Assoziation zwischen chronischer
Parodontitis und dem Arg753GIn-Polymorphismus feststellen [FoLwAczNy et al.,
2004].
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4.2.5 Der Einfluss des Arg753GIn-Polymorphismus auf Inzidenz und Verlauf
der Parodontitis in Abhéangigkeit vom Raucherstatus

Sowohl fur die Gruppe der Raucher als auch der Nichtraucher konnte der Trend zu
niedrigeren Frequenzen in der Gruppe der Parodontitis-Patienten nachgewiesen
werden, der sich schon bei Betrachtung der gesamten Gruppe ergab. Die
Aufschlisselung nach chronischer und aggressiver Parodontitis ergab allerdings
geringfugig andere Ergebnisse. So zeigte sich die Tendenz zu geringerer Pravalenz
des Arg753GIn-Polymorphismus nur bei den Rauchern, wohingegen in der Gruppe der
Nichtraucher kein Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen festgestellt werden
konnte. Bei aggressiver Parodontitis hingegen konnte diese Tendenz nur in der
Gruppe der Nichtraucher beobachtet werden. Raucher zeigten keinen Unterschied.
Man muss allerdings beachten, dass durch die weitere Unterteilung die Gruppen

kleiner werden und damit die Aussagekraft weiter abnimmt.

4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Der Arg753GIn-Polymorphismus scheint eine protektive Wirkung im Geschehen der
Parodontitis zu haben. Zusammenfassend ist zu vermerken, dass sich in allen
Parodontitis-Gruppen ein Trend zu niedrigerer Pravalenz des Arg753GIn-
Polymorphismus des TLR2-Gens abzeichnete. Bei CP tritt er aber nur bei Rauchern
und bei AP nur bei Nichtrauchern zutage. Die Ergebnisse der Gruppe mit Gber 60-
jahrigen parodontal Gesunden als Kontrollgruppe unterstitzen diesen Trend. Man
konnte also annehmen, dass das Vorliegen des Arg753GIn-Polymorphismus einen
Schutzmechanismus darstellt, &hnlich wie bei der Lyme-Borreliose. Allerdings ist dies
ein Trend, der sich in der statistischen Auswertung bisher nicht beweisen lasst. Die so
genannte Power-Analyse stellt fest, ob bei festgestellter Nicht-Signifikanz eine
ausreichend grolRe Stichprobe fir diese Berechnung zur Verfiigung stand. Um diese
Tendenz zu bestatigen ware es notwendig, eine gré3er angelegte Studie

durchzufihren. Die Power-Analyse ergab, dass jede Gruppe, also die Gruppen der
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Patienten mit chronischer wie aggressiver Parodontitis als auch die der gesunden
Kontrollpatienten, aus knapp 1000 Patienten bestehen misste

[http://mww.charite.de/biometrie/de/index.html].
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5 Zusammenfassung

Das Immunsystem kann durch exogene aber auch endogene Faktoren aktiviert
werden. Dabei unterscheidet man ein angeborenes, unspezifisches, und ein
erworbenes, spezifisches System. Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs) stellt
einen wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunantwort dar. Als ,Pattern
Recognition Receptors” (PRRs) sind sie an der Erkennung von ,Pathogen Associated
Molecular Patterns® (PAMPSs) Dbeteiligt. Sie fuhren zur Ausschittung von
inflammatorischen Zytokinen, die unter anderem an ,Dendritic Cell* (DC)-Reifung und
Ausbildung einer TH1-Antwort beteiligt sind. Darliber kénnen sie auch Einfluss auf das
adaptive Immunsystem nehmen. TLR2 ist einer der wichtigsten TLRs, da er die grof3te
Vielfalt bakterieller PAMPs erkennt, zu denen unter anderem Lipoproteine und
Lipopeptide Gram-positiver Bakterien, Bestandteile von Mycobakterien und
Mycoplasmen sowie atypisches LPS von Porphyromonas gingivalis gehoren. TLR2 ist
kein eigenstandiger Rezeptor sondern bildet Heterodimere mit TLR1 bzw. TLR6.
TLR2/TLR1 ist fur die Erkennung triacylierter und TLR2/TLR6 fur die Erkennung
diacylierter Lipoproteine verantwortlich. Die Signaltransduktion ist MyD88-abhangig
und fuhrt zur Expression proinflammatorischer Zytokine. Fur das TLR2-Gen wurden
diverse Polymorphismen beschrieben. Der Arg677Trp-Polymorphismus scheint ein
Risiko fir Tuberkulose und Lepra darzustellen. Allerdings spielt er in unseren
Breitengraden wohl keine Rolle und frihere Ergebnisse kdonnten durch die Existenz
eines Pseudogens verfalscht sein. Er konnte in dieser Studie entsprechend auch nicht
nachgewiesen werden. Der Arg753GIn-Polymorphismus ist vermutlich ebenfalls ein
Risikofaktor fur Tuberkulose und fir koronare Restenose, stellt aber einen
Schutzmechanismus bei Lyme-Borreliose dar, der auf die verminderten

Signalmoglichkeiten des TLR2/TLR1-Heterodimers zurtickgeftihrt wird.

Parodontitis ist ein multifaktorielles Geschehen, auf das neben Mundhygiene,
bakterieller Flora, Rauchen, Systemerkrankungen und emotionalem Stress auch
genetische Faktoren einen Einfluss haben. In der vorliegenden Studie wurde der
Einfluss des Arg677Trp- und des Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens auf

Inzidenz und Verlauf der Parodontitis untersucht. Dafir wurden an Parodontitis
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erkrankte Patienten mit in Abhé&ngigkeit von Alter, Geschlecht und Raucherstatus
angepassten Kontrollen verglichen. Die Gruppen wurden des Weiteren noch in die
Untergruppen chronische und aggressive Parodontitis sowie nach Rauchern bzw.
Nichtrauchern aufgeteilt. Bisherige genetische Assoziationsstudien konnten lediglich
einen Einfluss des IL-1-Gen-Clusters nachweisen und dies auch nur in der
Kombination mit Rauchen. Anders als der IL-1-Gen-Cluster, der bei Rauchern ein
Risiko darstellt, scheint sich der Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2-Gens eher
protektiv auszuwirken und dies unabhdngig vom Raucherstatus. So wiesen die
Patienten mit Parodontitis - gesamte, chronische wie auch aggressive Parodontitis -
einen Trend zu geringeren Frequenzen des Arg753GIn-Polymorphismus auf als die
gesunden Kontrollen. Fur diese Tendenz konnte keine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden. Um diesen Trend zu bestatigen, musste eine weitaus grof3ere
Studiengruppe untersucht werden, die knapp 1000 Probanden in jeder Gruppe
umfassen sollte. Man geht derzeit eher von einem modulierenden als von einem
ausschlaggebenden Einfluss genetischer Polymorphismen aus, was durch die hier
vorliegende Studie zum Teil unterstitzt wird und durch eine groRere Studie bewiesen

werden sollte.
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