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1.0 Einleitung

Die Parodontitis ist eine multifaktorielle entziindliche Erkrankung des Zahnhalte-
apparates, die durch spezifische Mikroorganismen in der subgingivalen Plaque ver-
ursacht wird. Die Pathogenese der Parodontitis ist durch ein komplexes Zu-
sammenspiel zwischen den die Erkrankung verursachenden Keimen und der Im-
munabwehr des Patienten gekennzeichnet. Die Effektivitat der individuellen Im-
munabwehr beeinflusst das Ausmal3 der parodontalen Destruktion.

Es ist bekannt, dass es Einflussfaktoren gibt, die die Entziindungsreaktion modifi-
zieren und somit den Patienten fir den Ubergang von einer Gingivitis zur Parodon-
titis und fur eine schwere und progrediente Form der Parodontitis pradisponieren.
Zu diesen Risikofaktoren gehéren Rauchen (Hyman & Reid 2003), Stress (Van Dy-
ke & Sheilesh 2005) und systemische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus
(Southerland et al. 2006) und HIV (Alpagot et al. 2004).

Michalowicz et al. (1991) gelang es, in verschiedenen Zwillingsstudien eindeutig die
Beteiligung genetischer Faktoren an der Pathogenese der chronischen Parodontitis
und besonders an der Vielfalt der klinischen Symptome nachzuweisen.

Die aggressive Form der Parodontitis kann von der haufiger vorkommenden chro-
nischen Form durch das Alter des Patienten bei Krankheitsbeginn, Verteilung bzw.
Art der Lasionen, Infektion mit spezifischen Mikroorganismen sowie dem Missver-
haltnis zwischen Plaguemenge und dem Schweregrad der parodontalen Destruk-
tion zum Alter unterschieden werden (Armitage 1999). AulRerdem gibt es Evidenz,
dass genetische Faktoren zu einer Anfalligkeit gegeniber der aggressiven Form
der Parodontitis fuhren kénnen, wobei die Rolle der Genetik in der Pathogenese
der Parodontitis noch immer nicht eindeutig geklart ist (Kinane et al. 1999, Diehl et
al. 1999).

Die genetischen Faktoren, die fur diese Erkrankung pradisponieren, modifizieren
die Immunabwehrmechanismen, wodurch das pathogenetische Potential der Pla-
guebakterien bei diesen Patienten erhdht wird. Einige Studien konnten zeigen, dass
diese Erkrankung familiar gehéauft auftritt (Van Dyke et al. 1985, Page et al. 1984).
Wilson & Kalmar (1996) stellten die Hypothese auf, dass Polymorphismen des
FcyRezeptor-lla auf der Oberflache von Phagozyten zu einer verminderten Phago-
zytoseaktivitat von opsonierten Antigenen durch phagozytotische Zellen und somit

zu einem schweren Verlauf der Parodontitis fihren.



Kornman et al. (1997) zeigten in ihrer Studie, dass ein spezifischer Polymorphis-
mus der IL-1 a und B Gene bei Nichtrauchern mit einer schweren Form der chroni-
schen Parodontitis assoziiert ist.

Parkhill et al. (2000) konnten einen Zusammenhang zwischen dem nicht-
polymorphen Allel des IL-18 und der aggressiven Parodontitis feststellen, wohinge-
gen Hodge et al. (2001) dieses Ergebnis nicht bestatigen konnten.

Ein IL-4 Polymorphismus konnte jedoch von Michel et al. (2001) mit der aggressi-
ven Parodontitis in Zusammenhang gebracht werden.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der IL-1a (G —> T
an Stelle +4845), IL-1B (C — T an Stelle +3954), IL-4 (C — T an Stelle -590 in der
Promotorregion), IL-4 (Wiederholungspolymorphismus von 70 Basenpaaren in
Intron 2), IL-13 (G — A an Stelle +2044 in Exon 4), IL-13 (C —» T an Stelle —1112 in
der Promotorregion) und FcyRlla (A — G an Stelle 131) Polymorphismen auf die
aggressive Parodontitis untersucht. Dafir wurden 35 Patienten mit aggressiver Pa-
rodontitis (zwischen 18 und 35 Jahren), 22 parodontitisresistente Probanden héhe-
ren Alters (alter als 55 Jahre) und 29 jungere (zwischen 18 und 25 Jahren) paro-
dontal gesunde Probanden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion auf die Poly-
morphismen der oben aufgefihrten Zytokine und Rezeptoren untersucht. Von be-
sonderem Interesse war dabei die Frage, wie sich die Polymorphismen auf die drei

verschiedenen Untersuchungsgruppen verteilen.



2.0 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Klassifikation der Parodontitis

Die heutige Klassifikation der Parodontitis wurde 1999 auf einem internationalen

Workshop zu diesem Thema festgelegt (Tab. 1). Bis dahin galt das 1989 auf dem

World Workshop in Clinical Periodontics erstellte Klassifikationssystem (American

Academy of Periodontology 1989).

Tabelle 1: Gegenuberstellung der alten und neuen Klassifikation

Klassifikation von 1989

Klassifikation von 1999

A. Gingivale Erkrankungen
1. Entziindliche Formen

2. Hyperplastische Formen

A. Gingivale Erkrankung
1. Plaqueinduzierte gingivale Erkran-
kung
2. Nicht plaqueinduzierte gingivale Er-

krankung

B. Adulte Parodontitis

B. Chronische Parodontitis
1. Lokalisiert

2. Generalisiert

C. Friih beginnende Parodontitis
1. Prapubertdre Parodontitis
2. Lokalisierte juvenile Parodontitis

3. Schnell fortschreitende Parodontitis

C. Aggressive Parodontitis
1. Lokalisiert

2. Generalisiert

D. Refraktdare Parodontitis

D.Keine Kategorie

E. Gingivoparodontale Manifestationen
systemischer Erkrankungen
1. Stoffwechselerkrankungen
2. Funktionsstorung o. Chemotaxisde-
fekt von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten
3. Hamotologische Erkrankungen
4. Systemische Erkrankungen mit der-
matologischem Bezug
5. Gingivoparodontale Manifestation vi-
raler Erkrankungen
6. Gingivoparodontale Teilaspekte bei

genetisch bedingten Syndromen

E. Parodontitis als Manifestation syste-
mischer Erkrankungen
1. In Verbindung mit hamatologischen
Erkrankungen
2. In Verbindung mit genetischen Er-
krankungen

3. Nicht anderweitig spezifiziert




F. Keine eigene Kategorie

F. Nekrotisierende parodontale Erkran-
kung
1. Nekrotisierende ulzerierende Gingi-
vitis
2. Nekrotisierende ulzerierende Paro-

dontitis

G. Keine Kategorie

G. Abszesse des Parodontiums
1. Gingivale Abszesse
2. Parodontale Abszesse

3. Perikoronale Abszesse

H. Keine Kategorie

H. Parodontitis assoziiert mit endodonta-
len Lasionen
1. Kombinierte parodontal-

endodontale Liasionen

I. Traumatogene Formen
1. Verletzung der Gingiva

2. Desmodontales Trauma

J. Involutive Formen
1. Parodontale Rezessionen

2. Alveolaratrophie

I. Erworbene oder angeborene Deformi-
taten
1. Lokalisierte zahnabhangige Fakto-
ren, die modifizierend o. pradisponie-
rend auf plaque-induzierte Gingivit-
den/Parodontiden wirken

2. Mukogingivale Deform. der zahnlo-

sen Kieferabschnitte

3. Okklusales Trauma

Das alte Klassifikationssystem weist verschiedene Defizite auf, so zum Beispiel
Uberschneidungen zwischen Krankheitskategorien und das Fehlen eindeutiger
Klassifikationskriterien. Dartber hinaus wurden in der alten Klassifikation Alter und
Krankheitsprogression als Klassifikationskriterien herangezogen.

In der Klassifikation von 1989 waren die gingivalen Lasionen nicht aufgefiihrt, dem
wurde durch eine detaillierte Klassifikation der gingivalen Erkrankungen in die
Gruppen der Plaque-induzierten und nicht Plague-induzierten Gingivitiden, Abhilfe
geschaffen (Armitage 1999).

AuRerdem wurde die Erkrankungsform der adulten Parodontitis in ihrer Bezeich-
nung durch den Ausdruck der chronischen Parodontitis ersetzt, da epidemiologi-
sche Daten und klinische Erfahrung zeigen, dass diese Erkrankungsform nicht nur
bei Erwachsenen, sondern auch bei Kindern und Jugendlichen auftreten kann



(Papapanou 1996). Die Teilnehmer des internationalen Workshops einigten sich
jedoch hauptséachlich deshalb auf diesen Ausdruck, da er den Charakter dieser
Erkrankungsform, die traditionell als langsam voranschreitend beschrieben wird
(Brown & Loe 1993), am zutreffendsten widerspiegelt.

Die chronische Parodontitis ist eine bakteriell bedingte Erkrankung des Zahnhalte-
apparates. Die Pathogenese wird durch Rauchen (Hyman & Reid 2003), Stress
(Van Dyke & Sheilesh 2005) und systemische Erkrankungen, wie Diabetes melli-
tus (Southerland et al. 2006) und HIV (Alpagot et al. 2004) negativ beeinfluf3t. Je
nach Anzahl der erkrankten Stellen unterscheidet man die lokalisierte- von der
generalisierten Form. Wie oben bereits dargestellt verlaufen Attachmentverlust
und Knochendestruktion in den meisten Fallen langsam und kénnen nur durch
eine adaquate Therapie aufgehalten werden (Lindhe 1999).

Die Bezeichnung ,Early-Onset-Periodontitis* (EOP) wurde in der Klassifikation von
1989 als ein Sammelbegriff flr eine Reihe verschiedener destruktiver Parodontal-
erkrankungen (prapubertare, juvenile und schnell voranschreitende Parodontitis)
junger Patienten benutzt (Armitage 1999). Man einigte sich 1999 auf die Bezeich-
nung aggressive Parodontitis (Tonetti 1999). Die aggressive Parodontitis zeichnet
sich durch einen schnell voranschreitenden Attachmentverlust in Kombination mit
einer rasch voranschreitenden Knochendestruktion aus, wobei der Patient, abge-
sehen von seiner parodontalen Erkrankung, systemisch gesund ist. Aul3erdem
zeigt die aggressive Parodontitis eine familiare Haufung (Marazita et al. 1994) und
der Krankheitsbeginn tritt bis zum 35. Lebensjahr auf. Die Plaguemenge korreliert
nicht mit dem Schweregrad der parodontalen Destruktion, wobei in der subgingi-
valen Plaque verstarkt Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), weniger hau-
fig Porphyromonas gingivalis (P.g.) hachzuweisen sind. Um die Diagnose der ag-
gressiven Parodontitis zu stellen, missen nicht alle oben aufgefihrten Kriterien
erflllt sein. Die Diagnose kann auch auf klinischen, radiologischen oder anam-
nestischen Daten beruhen (Armitage 1999). Weiterhin unterscheidet man auch
hier die lokalisierte von der generalisierten Form der aggressiven Parodontitis,
wobei die lokalisierte Form meist in der Pubertat beginnt und auf die Inzisivi und
die ersten Molaren begrenzt ist. Bei der generalisierten Form sind mehrere, min-
destens jedoch 2 Zahne aul3er der Inzisivi und der ersten Molaren befallen (Lang
1999).



Nach der Klassifikation von 1989 gab es eine eigenstandige Diagnose der refrak-
taren Parodontitis. Wegen der Vielzahl an klinischen oder therapeutischen Bedin-
gungen, unter welchen eine effektive Therapie fehlschlagt und wegen der Tatsa-
che, dass therapieresistente Erkrankungen in allen Formen der Parodontitis vor-
kommen, beschlossen die Teilnehmer des Workshops von 1999 die refraktare Pa-
rodontitis als eigenstandige Erkrankung nicht mehr zu akzeptieren (Armitage
1999).

Die vorliegende Studie unterliegt der Klassifikation von 1999, die in den Quellen-
texten verwendete alte Nomenklatur wurde in die heute gultige Klassifikation tber-
fuhrt.

2.2 Pathogenese der Parodontitis

Die Parodontitis ist definitionsgemal eine entztndliche Erkrankung des Zahnhal-
teapparates, die meist aus einer Gingivitis hervorgeht.

Der entscheidend bestimmende Faktor fir das Ausmald der parodontalen De-
struktion ist die Wirtsantwort auf die Herausforderung durch die Plaque mit ihrem
mehr oder weniger grof3en Potential an parodontopathogenen Keimen (Seymour
1991). Die wichtigsten dieser hauptsachlich gramnegativen, anaeroben Mikroor-
ganismen sind Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), Prophyromonas gin-
givalis (P.g.), Tannerella forsythensis (T.f.), Prevotella intermedia (P.i.) und Fuso-
bacterium nucleatum (F.n.) (Haffajee et al. 1994). Wolff et al. (1993) beschrieben
eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl von A. actinomycetemcomitans, P.
intermedia, F. nucleatum und der Taschentiefe. Die Anwesenheit von T. for-
sythensis und P. gingivalis in einer parodontalen Tasche steigert das Risiko von
Knochenresorptionen um das 2,5fache (Grossi et al. 1995), Rauchen wiederum
steigert das Risiko einer T. forsythensis Infektion um das 2,3fache (Zambon et al.
1996).

Die subgingivale Mikroflora enthélt Enzyme und Endotoxine gramnegativer Bakte-
rien. Bei den Enzymen handelt es sich unter anderem um Proteasen, Kolla-
genasen und Hyaluronidasen (Slots 1979), die mit den Lipopolysacchariden (LPS)
zu einer direkten Schéadigung der Wirtszellen des Parodontiums fuhren (Slots
1979). Durch die Schadigung der Wirtszellen kommt es zur Aktivierung der ange-
borenen Immunabwehr, durch Antigenkontakt von Makrophagen zur Aktivierung

des Komplementsystems, sowie zur Antigenprasentation und T-Zellproliferation.



Die Aktivierung der Komplementfaktoren fuhrt zur Bildung von Steuersubstanzen
fur die lokale Entziindungsreaktion. Faktoren, die bei der Aktivierung der 3. Kom-
ponente, C3, abgeschieden werden, induzieren eine erhdhte Gefal3permeabilitat
und verstarken die Phagozytosetatigkeit der neutrophilen Granulozyten und Pha-
gozyten (Frank et al. 1991). Diese chemotaktische Reaktion veranlasst neutrophile
Granulozyten und Monozyten aus dem Gefal3system in das benachbarte Bindege-
webe auszutreten, durch Saum- und Sulkusephitel in den Sulkus zu wandern, wo
sie einen Leukozytenwall zwischen Epithel und Plaque errichten (Zambon et al.
1996). Neutrophile Granulozyten und Makrophagen stellen die erste schnell ein-
setzende aber unspezifische Abwehr bei der parodontalen Entziindung dar.
Gelingt es der Wirtsabwehr unverziglich suffizient schitzende Antikorper in aus-
reichender Menge hervorzubringen und die ins Gewebe eindringenden Antigene
zu beseitigen, verlauft die Entziindung oberflachlich und eine Gewebedestruktion
kann verhindert werden (Seymour 1991).

Die Parodontitis entwickelt fast immer aus einer Gingivitis, jedoch nicht aus jeder
Gingivitis entwickelt sich zwangslaufig eine Parodontitis (Saxe et al. 1967). Bei
einer Gingivitis ist der Lymphozytentiter nur minimal erhdéht oder entspricht dem
Serumniveau (Kabashima et al. 1991), wobei vornehmlich T-Lymphozyten im In-
filtrat gefunden werden. Der Ubergang von einer Gingivitis zur Parodontitis ent-
spricht dem Ubergang von einer T-Zell dominierten L&sion zu einer B-Zell domi-
nierten Lasion (Page & Schrdder 1976). Plombas et al. (2002) konnten zeigen,
dass in der Sulkusflissigkeit von Patienten mit fortgeschrittener Parodontitis ein
erhohter Level an spezifischen Antikbrpern nachweisbar ist. Bei initialer Parodon-
titis hingegen konnte kein oder nur minimal erhdhter Antikdrpertiter nachgewiesen
werden (Tanner et al. 2000).

Es werden bei T-Lymphozyten Subpopulationen gefunden, die sich phanotypisch
und funktionell voneinander unterscheiden. Als T-Lymphozyt jedoch besitzen sie
alle eine gemeinsame Oberflachenstruktur, die als CD3 (CD = Cluster of Differen-
tiation) bezeichnet und serologisch nachgewiesen werden kann (lkede & Coulie
1997). Dieses und die anderen, fur die jeweilige T-Zell-Subpopulation charakteris-
tischen Oberflachenantigene (Marker), sind in folgender Tabelle zusammenge-

fasst.



Tabelle 2: Oberflachenmarker der T-Lymphozyten

Funktion der Zelle CD3 CDh4 CD8
TH-Zellen + + -
Cytotoxische T-Zellen/ + - +
Suppressor T-Zellen

Als Oberflachenmarker lassen sich zuerst CD4- und CD8-Antigene zusammen auf
einer Zelle nachweisen, die unreifen T-Lymphozyten sind diesbeziglich doppelpo-

sitiv.

Schon frih, wahrend der Phase der Antigenprasentation und T-Zell Proliferation,
differenzieren sich zwei verschiedene Formen von T-Helferzellen (THlund TH2
Zellen) aus TH-Vorlauferzellen. TH1 und TH2 Zellen setzen verschiedene Arten
von Zytokinen frei. TH1- Zellen sezernieren IL-2, IFN-y und aktivieren so die ange-
borene, monozytische und proinflammatorische Immunreaktion, TH2-Zellen
exprimieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10, was zu einer Immunantwort des adaptiven
Immunsystems flhrt (Offenbacher et al. 1996). Welche der beiden TH-Zellgruppen
stimuliert werden und was die Voraussetzung fur eine TH1- oder TH2- Zellreaktion
ist, konnte bisher noch nicht genau nachgewiesen werden. Einige Autoren vermu-
ten, dass die biochemische Struktur des Antigens und dessen Konzentration dabei
eine entscheidende Rolle spielen (Offenbacher et al. 1994, Berglundh & Lindhe
2002).

Es sind jedoch nicht nur die bakteriellen Antigene fur die Stimulation einer der bei-
den CD4-T- Zellgruppen verantwortlich, sondern auch die von TH1- und TH2- Zel-
len freigesetzten Zytokine selbst wirken aktivierend oder hemmend auf eine der
beiden Gruppen. Zum Beispiel bewirkt IFN-y, dass sich TH-Vorlauferzellen zu
TH1-Zellen differenzieren (Gajewski et al. 1989) und IL-4 unterstiutzt die Differen-
zierung von TH-Vorlauferzellen in TH2- Zellen (Swain 1991).

Nach Stimulation von TH1- Zellen kommt es zur Freisetzung von IFN-y. IFN-y be-
eintrachtigt die Funktion der TH2- Zellen und verhindert somit die Differenzierung
von B-Lymphozyten in Immunglobulin produzierende Plasmazellen (Gemmell et
al. 2002).




Diese Immunreaktion, die eine klonale Expansion von TH1- Zellen fordert, indu-
ziert eine lokalisierte Freisetzung von IFN-y und dadurch eine entzindliche
Makrophagenreaktion (Page 1991).

Makrophagen sind wichtige Effektorzellen der angeborenen Immunabwehr im
Gewebe, die, ausgeldst durch den Kontakt mit bakteriellen Lipopolysacchariden
(LPS), eine Vielzahl von Zytokinen freisetzen, darunter unter anderem Interleukin
lo und B (IL-1a/B) (Stashenko & Obernesser 1991), Tumornekrosefaktor o (TNF-
o) (Salvi et al. 1997), Interferon y (IFN-y) (Page 1991), sowie Prostaglandin E2
(PGE>) (Offenbacher et al. 1994).

IL-1p ist ein pluripotentes Zytokin, das wéahrend einer Entziindungsreaktion Ein-
fluss auf andere Mediatoren hat und viele biologische Ablaufe steuert. IL-13 akti-

viert u.a. bei Monozyten und Fibroblasten eine verstarkte Freisetzung von PGE>

und Matrixmetalloproteasen (MMP) (Birkedal-Hansen 1993), steigert die Kollage-
naseproduktion von Fibroblasten und hemmt ihre Kollagensynthese (Stashenko &
Jandinski 1991). Weiter wirkt IL-13 aktivierend auf Osteoklasten und fuhrt somit
zur Knochendestruktion (Stashenko et al. 1987).

PGE?> ist ein Metabolit der Arachidonsaure, es wirkt vasodilatierend und permea-

bilitatssteigernd, was zu Rétung und Odemen fiihrt. Dariiber hinaus wird es von
Makrophagen und besonders gingivalen Fibroblasten nach Stimulation mit bakte-

riellen Lipopolysacchariden und IL-1p freigesetzt (Kamagata et al. 1989). PGE2

stimuliert bei Monozyten die Freisetzung von MMP, aktiviert den Abbau von Bin-
degewebe und die osteoklastische Knochenresorption und ist somit fur den At-
tachmentverlust verantwortlich (Birkedal-Hansen 1993).

PGEp, IL-1B und TNF-a stimulieren die Freisetzung von MMP bei Makrophagen

und Fibroblasten. Die MMP werden zu den metabolitischen Endprodukten einer
Entzindung gezahlt, die in der Lage sind, die extrazellulare Matrix systematisch
abzubauen (Birkedal-Hansen 1993). Damit schaffen sie Platz fir das sich apikal
ausbreitende Entzindungsinfiltrat, der mikrobielle Biofilm kann sich somit eben-
falls apikal ausbreiten. Der Schweregrad der Parodontitis steht in der Beziehung
zum Ausmald der Entzindungsreaktion, reprasentiert durch die Produktion von
PGEp, IL-1p und TNF-a (Shapira et al. 1994).

Bei einer TH2-Zellaktivierung werden die Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 sezer-
niert, welche die Differenzierung von B-Lymphozyten zu Antikdrper produzieren-



den Plasmazellen induzieren sowie eine entzindliche Makrophagenaktivierung
unterdriicken. Die von den Plasmazellen freigesetzten Immunglobuline schiitzen
den Wirt unter anderem durch Hemmung der bakteriellen Adharenz, Inaktivierung
der bakteriellen Toxine und Opsonierung der Antigene (Offenbacher et al. 1994).
Gemmell et al. (2002) vermuten, dass die Dominanz von TH1- oder TH2- Zellen
und das jeweilig freigesetzte Zytokinprofil in der parodontalen Lasion entscheidend
einerseits fur die Bildung schitzender Antikérper, andererseits fur das Ausmal}
der gewebezerstorenden progressiven Entziindungsreaktion und somit flr den
Verlauf der Erkrankung sind.

Zusammenfassend kann man bei der Parodontitis vom komplexen Zusammen-
spiel aus einer Vielzahl mikrobieller Virulenzfaktoren und der Immunabwehr des
Patienten sprechen. Die Plaguebakterien und besonders die parodontalen Patho-
gene sind urséachlich fur die Entziindungsreaktion des Parodontiums und somit fir
die Initiation der Parodontitis verantwortlich. Der Zeitpunkt des Krankheitsbeginns,
das klinische Erscheinungsbild, der Schweregrad der Erkrankung und ihre Pro-
gression sind von der Immunabwehr auf die bakterielle Infektion abhangig. Bei der
Parodontitis handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, so gibt es Fakto-
ren, die die Immunabwehr modifizieren und somit den Patienten fir eine schwere
und progrediente Form der Parodontitis pradisponieren.

Zu diesen Einflussfaktoren gehéren Rauchen, Stress (Zambon et al. 1996, Hor-
ning et al. 1992) und systemische Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus und
HIV (Hayden & Buckley 1989). Genetische Einflussfaktoren (Michalowicsz 1993,
Michalowicsz 1994), wie genetisch bedingte Leukozytendefekte und genetisch
beeintrachtigte Phagozytoseaktivitat der neutrophilen Granulozyten, werden seit
Beginn der 90er Jahren intensiv erforscht. Einige Autoren (Eklund & Burt 1994,
Burt 1992) werten auch das Alter als Risikofaktor fur die parodontale Erkrankung.
All diese Faktoren erhdhen das Risiko an Parodontitis zu erkranken und erschwe-

ren eine erfolgreiche Therapie.



2.3 Der Einfluss der Zytokine IL-1, IL-4, IL13 und des Fcy Rezeptors Il a

auf die Pathogenese der Parodontitis

Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der parodontalen Entziindung und De-
struktion. Zytokine sind Proteine mit einem niedrigen Molekulargewicht, die die
immunoinflammatorischen Reaktionen der Parodontitis beeinflussen. Die Wir-
kungsweise einzelner Zytokine in der Pathogenese der Parodontitis ist oft schwer
zu definieren, da sich die Zytokine in einem komplexen Netzwerk gegenseitig be-
einflussen und regulieren. Zytokine sind im Pikomolarbereich wirksam, indem sie
an spezifische Rezeptoren der Zielzellen binden. Sie wirken additiv, synergistisch
oder antagonistisch und stimulieren oder hemmen gegenseitig ihre Synthese und
die Expression ihrer Rezeptoren. Zytokine haben sehr vielfaltige Effekte und kon-
nen sich in ihren biologischen Aktivitdten auch betrachtlich Gberschneiden (Balk-
will & Burke 1989). Das Zytokinprofil im Parodontium bestimmt die Entztindungs-
und Antikorperreaktion der parodontalen Erkrankung (Gemmell & Seymour 1998).
Es sind drei IL-1 Gene bekannt. Diese befinden sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 2 in der Region (q13-g21), welche mehr als 430 Kilobasen umfasst
(Nicklin et al. 1994). Zwei dieser Gene kodieren fur pro-inflammatorische Proteine
(IL-1A und IL-1B welche IL-1a und IL-1B produzieren), wahrend das dritte Gen
(ILIRN) fur ein ahnliches Protein kodiert, was an IL-1 Rezeptoren bindet aber als
Rezeptorantagonist fungiert (IL-1ra) da es nicht zu einer Signaltransduktion
kommt.

IL-1 ist ein pluripotentes Zytokin und kann von den meisten kernhaltigen Zellen
sezerniert werden, hauptsachlich wird es jedoch von Makrophagen/Monozyten
gebildet. IL-1 erhoht lokal die Bildung von Adhéasionsmolekilen auf Fibroblasten,
endothelialen Zellen und den Zellen des Immunsystems, wie zum Beispiel Lym-
phozyten und Monozyten. Diese Adhasionsmolekiile veranlassen Immunzellen
sich an die GefalBwand anzuheften und durch diese, dem chemotaktischen Reiz
folgend, in das entziindete Gewebe auszutreten (Takahashi et al. 1994). Aulier-
dem werden durch IL-1 Rezeptoren gebildet, welche die Lymphozyten und
Makrophagen dazu befahigen sich direkt an das Bindegewebe zu heften und so-
mit zu ortsansassigen Zellen des entzindlichen Infiltrates zu werden (Hayashi et
al. 1994). Aktivierte Keratinozyten in der entziindeten parodontalen Tasche und

antigenprasentierende Langerhanszellen sezernieren IL-1a und IL-18 (Hillmann et



al. 1995). Makrophagen innerhalb des entziindeten parodontalen Gewebes setz-
ten hauptsachlich IL-1p frei (Jandinski et al. 1991).
Bei Zahnen, die kieferorthopadisch bewegt werden, konnte ein gesteigerter Titer

von IL-1B und PGE> in der Sulkusflussigkeit (GSF) nachgewiesen werden. Im Ge-

gensatz zu den Zahnen, die nicht bewegt wurden, war der Level von IL-1 und

PGE» im GSF am ersten und zweiten Tag nach Behandlungsbeginn erhoht, was

fur den knochenresorptiven Effekt der beiden Mediatoren spricht (Grieve et
al.1994).

Jandinski et al. (1991) wiesen in einer Studie einen erhéhten IL-13 Level im paro-
dontalen Gewebe von Patienten nach, die an einer Parodontitis litten. Des weite-
ren konnte nachgewiesen werden, dass der héchste IL-1p Level im Gewebe von
den Patienten auftrat, die eine aktive Parodontitis aufzeigten. Bei besagten Pati-
enten war der IL-1B Level im Vergleich zu denen mit einer inaktiven Parodontitis
und gesunden Probanden signifikant hoher (Stashenko & Obernesser 1991). Mat-
suki et al. (1991) bestatigten den zellularen Ursprung der IL-1 Aktivitat, sie fanden
heraus, dass hauptséchlich ortstandige Makrophagen fir die hohen Titer an IL-1
Proteinen und IL-13 mRNA verantwortlich sind. Auch konnte ein Zusammenhang
von Parodontitis und erhéhtem IL-13 Level in der GSF nachgewiesen werden
(Preiss & Meyle 1994). IL-1Ra ist ebenfalls in der GSF gefunden worden, dessen
Rolle in der Pathogenese ist jedoch noch unklar (Kabashima et al. 1991).

Der GSF- IL-1B Level erhoht sich beim Affen wahrend der Progression einer Li-
gatur induzierten Parodontitis (Smith et al. 1993). Die Erh6éhung des GSF- IL-1p
Levels beim Rhesusaffen tritt nach einer relativ kurzen Zeit auf, ist wahrend des
ersten Monats unveréndert, erreicht nach dem zweiten Monat den 3fachen Wert
und kehrt nach drei Monaten zum Ausgangslevel zurtick. Der Autor dieser Studie
vermutet, dass der IL-1 Level sich innerhalb des Gewebes aufgrund kurzer Pha-
sen aktiver Krankheitsprogression kurzfristig erhéht und danach zu seinem Aus-
gangswert zurickkehrt. Feldner et al. (1994) sehen darin die Erklarung fir die
mangelnde Korrelation zwischen dem histologischen Ausmald an Kollagenzersto-
rung und der Anzahl von IL-1p positiven Zellen innerhalb des gingivalen Biopsa-
tes. Die Behandlung der Parodontitis durch scaling und root planing vermindert
den GSF- IL-1p Level signifikant (Hou et al. 1995).



Das IL-4 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 20 Kilodalton, das in
der entziindeten Gingiva in erster Linie von TH2-Zellen, Mastzellen und Basophi-
len produziert wird (Holt & Bramanti 1991).

Van Leeuwen et al. (1989) lokalisierten das IL-4 Gen, bestehend aus vier Exons
und drei Introns, auf dem menschlichen Chromosom 5 (5g23.3 — 31.2).

Der Einfluss des IL-4 auf die Parodontitis ist sehr vielgestaltig und in besonderem
Mal3e entzindungshemmend. IL-4 ist ein multifunktionelles Zytokin, das sich viele
biologische Eigenschaften mit IL-10 teilt. IL-4 interagiert mit verschiedenen Zellen,
so z.B. mit T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und Fibroblasten. IL-4 ist ein potenter
Aktivator der B-Zellen. Durch IL-4 werden antigenspezifische B-Zellen stimuliert
sich in antikdrperproduzierende Plasmazellen zu differenzieren (Fujihashi et al.
1993).

Parodontale Lasionen sind durch die Akkumulation von aktivierten Makrophagen,
die Entziindungsmediatoren in die Umgebung freisetzen, gekennzeichnet (Page et
al. 1978). IL-4 ist ein wichtiges Zytokin fur die Regulation von Monozyten und
Makrophagen im lokalen Entzindungsgebiet. Es vermindert bei diesen Zellen
nach deren Stimulation mit bakteriellen Lipopolysacchariden die Freisetzung der

proinflammatorischen und gewebezerstorenden Mediatoren IL-1f, TNF-a, PGE2

sowie die Freisetzung von Matrixmetalloproteinasen und Kollagenasen (Hart
1989). Das IL-4 kann Makrophagen aktivieren, wodurch ihre Fahigkeit der Anti-
genprasentation gesteigert wird (Howard 1982), auRerdem verstéarkt IL-4 die Pro-
duktion des IL-1 Ra bei Makrophagen und reduziert somit die gewebedestruie-
rende Wirkung des IL-18 (Orino et al. 1992). Weiterhin verursacht IL-4 bei
Makrophagen den programmierten Zelltod (Aboptose) und reduziert somit ihre
Zahl im Entzindungsgebiet, wodurch es die Freisetzung gewebedestruierender
und entzindungsfordernder Zytokine herabsetzt (Mangan et al. 1992).

LPS/LBP-Komplexe [LPS bildet mit einem Plasma Protein (Lipopolysaccharid Bin-
dungs Protein, LBP) einen LPS/LBP-Komplex], welche an den CD14 Oberflachen-
rezeptor von Makrophagen binden, stimuliert deren Expression auf der Makropha-
genoberflache. Durch das Binden der LPS/LBP-Komplexe an den CD14 Rezepto-
ren werden die Makrophagen zur Ausschittung von IL-1, TNFx und PGE2 ange-

regt (Wright et al. 1990). IL-4 ist in der Lage, die Expression des CD14-Oberfla-
chenrezeptors bei diesen Zellen in erheblichem Malie einzuschranken, wodurch

die Aktivierbarkeit der Monozyten und Makrophagen durch bakterielle Lipopoly-



saccharide und die daraus resultierende Freisetzung proinflammatorischer und
katabolischer Zytokine reguliert wird (Lauener et al. 1990).

Der Theorie von Shapira et al. (1992) zufolge kommt es durch eine zu niedrige
Konzentration von IL-4 im Serum zu einer ungehemmten Expression von CD14
Rezeptoren auf den Makrophagenoberflachen, an die immer mehr LPS/LBP-Kom-
plexe binden. Somit kommt es zu einer unphysiologisch starken Ausschleusung

von TNFa, PGE» und IL-1. IL-18, in ausreichend hoher Konzentration, stimuliert
wiederum gingivale Fibroblasten zur Sekretion von TNFa und PGE»>.
TNFa, PGE> und IL-1 zeigen eine hohe Aktivitat bei der Resorption von Alveolar-

knochen, wodurch es nach Shapira et al. (1992) zu parodontalen Destruktionen
kommt.

Die genomische Struktur von IL-13 umfasst eine Sequenz von ca. 4.5 Kilobasen,
bestehend aus vier Exons und drei Introns. IL-13 ist auf Chromosom 5g31 codiert
und teilt sich eine wichtige Intron-Exon Struktur mit granulocyte macrophage co-
lony stimulating factor (GM-CSF), IL-4 und IL-5 (McKenzie et al. 1993). Es besteht
eine Sequenzhomologie zwischen den IL-13 und IL-4 Proteinen, wodurch auch
ihre vielen biologischen Gemeinsamkeiten zu erklaren waren (McKenzie et al.
1993a).

IL-13 wird von aktivierten T-Zellen produziert, wobei sowohl CD4+ als auch CD8+
T-Zellen antigenspezifisch oder durch polyklonale Stimuli zur Synthese von IL-13
in der Lage sind (McKenzie et al. 1993, Minty et al. 1993). Bei den CD4+ T-Zellen
sind selbst TH-Vorlauferzellen zur Produktion des Zytokins im Stande.

Ein signifikanter Anstieg des IL-13mRNA Levels ist bereits eine Stunde nach T-
Zell Aktivierung zu verzeichnen, wohingegen die IL-13 Proteinproduktion erst nach
zwei Stunden beginnt. Der Hohepunkt der IL-13mRNA Produktion liegt im Schnitt
bei zwei Stunden nach T-Zell Aktivierung, betrachtliche mRNA Level sind auch
noch 72 Stunden nach Aktivierung messbar (Fujihashi et al. 1996). IL-4 mRNA
hingegen wird spater produziert und tritt nur kurzzeitig auf, so sind 24 Stunden
nach T-Zell Aktivierung nur noch minimale Level an IL-4 mRNA nachweisbar (Ys-
sel et al. 1992).

Wang et al. (2000) konnten keine Veranderung der mRNA Expression von IL-13
feststellen, nachdem eine Exposition epithelialer Zellen mit Campolybacter rectus
stattgefunden hatte. Roberts et al. (1997) fanden ebenfalls keine Erh6hung der IL-

13 mRNA Expression von Makrophagen bei Patienten mit chronischer Parodonti-



tis. Nakajima et al. (1999) konnten zeigen, dass T-Zellen nach Stimulation durch
Porphyromonas gingivalis eine gesteigerte mRNA Expression fur IFN-y und IL-13
aufweisen. Die mRNA Synthese fur IL-4 und IL-10 nahm im gleichen Versuch ab.
Die Autoren nehmen deshalb an, dass mit P. gingivalis stimulierte T-Zellen vor-
zugsweise IFN-y und IL-13 produzieren, unabhangig von der Erkrankung oder P.
gingivalis Status.

IL-13 hat einen grof3en Einfluss auf Monozyten bezuglich ihrer Morphologie, Ober-
flachenantigen-Expression, antikrperabhéngigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC)
und ihrer Zytokin Synthese (Minty et al. 1993, De Waal Malefyt et al. 1993). Wer-
den Monozytenkulturen IL-13 ausgesetzt, aggregieren die Monozyten und haften
stark an ihrem Substrat. AuRerdem ist IL-13 in der Lage, das Uberleben von Mo-
nozytenkulturen zu verlangern (McKenzie et al. 1993). Zusammen mit IL-4 erhoht
IL-13 die Expression von verschiedenen Mitgliedern der Integrin-Proteinfamilie,
zum Beispiel CD11, CD18 und CD29. IL-13 erhdht auRerdem antigenabhéngig die
Expression des Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) Klasse II, CD13 und
CD23, wohingegen die Expression von CD64 (FcyRIl), CD32 (FcyRIl), CD16
(FcyRII) und CD14 gehemmt wird (De Waal Malefyt et al. 1993).

Monozyten, die durch LPS oder proinflammatorische Zytokine stimuliert wurden,
werden ebenfalls durch IL-13 inhibiert, indem die IL-1Ra Synthese gesteigert wird
(De Waal Malefyt et al. 1993). Weiterhin wird durch IL-13, wenn auch nur gering-
fugig, die Produktion der Zytokine IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a ge-
hemmt. Ahnliche Ergebnisse werden von de Waal Malefyt et al. (1995) uber IL-4
und IL-10 berichtet.

Die physiologischen Konsequenzen dieser Effekte von IL-13 sind noch unklar, es
ist aber mdglich, dass IL-13 ahnlich wie IL-4 die Proliferation von TH1-Zellen durch
die Suppression von monozytisch produziertem IL-12 hemmt (Hsieh et al. 1993).
Obwohl IL-13 und IL-4 in &hnlicher Art und Weise auf Monozyten einwirken, haben
diese Effekte weder einen additiven noch einen synergistischen Charakter (Smith
et al. 1993).

IL-13 steigert die antigenprasentierenden Eigenschaften von Monozyten (Kelly-
Welch et al. 2003), T-Zellen und T-Zell Klone zeigen durch Antigenprasentation
von Monozyten, die mit IL-13 behandelt wurden, eine erhéhte Proliferationsbereit-
schaft (Kelly-Welch et al. 2003).



Sowohl IL-4 als auch IL-13 erhdhen die Proliferationsbereitschaft von B-Zellen, IL-
4 ist jedoch generell potenter als IL-13 (McKenzie et al. 1993).

Abschliel3end kann man zusammenfassen, dass IL-13, wie IL-4, die zytotoxischen
und inflammatorischen Eigenschaften von Monozyten hemmt. IL-13 erhoht die
Kapazitdt von Makrophagen Antigene zu prasentieren, was darauf hinweist, dass
IL-13 nicht alle Funktionen der Makrophagen hemmt.

Trotz ausfuhrlichen Literaturstudiums war es mir nicht méglich einen direkten Ein-
fluss von IL-13 auf die Parodontitis aufzuweisen. So kann man aus den darge-
stellten Zusammenhangen einen Einfluss erkennen, er lasst sich jedoch nicht an-
hand evidenzbasierender Literatur belegen.

Phagozytische Zellen spielen bei dem Schutz des Parodontiums vor Gram-
negativen Keimen, wie zum Beispiel A. actinomycetemcomitans eine wichtige Rol-
le. Der Prozess der Phagozytose und der intrazellularen Lyse dieser Bakterien
hangt stark von der Anwesenheit des Immunglobulins G ab (Barker & Wilson
1989).

IgG2 ist eine Untergruppe der Immunglobuline G, die von B-Zellen produziert wer-
den und die dominierende Antikérperklasse im Plasma darstellen. Sie opsonieren
antigentragende Zellen, so dass diese von phagozytierenden Zellen erkannt und
eliminiert werden kénnen. Hauptsachlich der Isotyp IgG2 wird bei verschiedensten
bakteriellen Infektionen, unter anderem auch bei der parodontalen Infektion,
exprimiert und stellt somit einen wichtigen Teil der humoralen Immunabwehr dar
(Colombo et al. 1998).

Eine heterogene Gruppe von Rezeptoren, die an die Fc Region der Immunglobu-
line bindet, stellt ein wichtiges Bindeglied zwischen der humoralen und der zellula-
ren Immunabwehr dar. Die Rezeptoren dieser Gruppe sind fur alle Ig Isotypen
spezifisch, werden auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert und besitzen viele
wichtige Funktionen.

Rezeptoren fur IgG (FcyR), eine Subklasse der groReren Gruppe von Fc Rezepto-
ren, gehodren zur lg-Genfamilie (van de Winkel & Capel 1993). Sie vermitteln die
Phagozytose der Bakterien, die durch spezifische IgG Antikérper opsoniert wur-
den. Es sind drei Hauptklassen der Fcy Rezeptoren bekannt, die sich in Bezug auf
ihre Masse, ihre zellulare Verteilung und ihre Affinitat fur 1gG Antikorper unter-
scheiden (van de Winkel & Capel 1993). Dies sind FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32)



und FcyRIIlI (CD16), deren Gene auf dem langen Arm des Chromosoms 1 (1g21-
24) lokalisiert sind (van de Winkel & Capel 1993).

FcyRIl (CD32) wird auf diversen Zelltypen exprimiert, wie zum Beispiel Monozyten
und polymorphkernige Granulozyten. Es konnte gezeigt werden, dass der Rezep-
tortyp einige Isoformen besitzt sowie genetisch definierte Polymorphismen, welche
starken Einfluss auf die Bindungsaffinitait des FcyRIl von Monozyten und
Neutrophile auf IgG2-Komplexe besitzen (van de Winkel & Capel 1993).

Der Fcy-Rezeptor Il ist ein Glykoprotein mit einer Masse von 40 kDa, hat eine ho-
he Affinitdt zu IgG2 und bindet nachweislich nur an Immunglobulinkomplexe (van
de Winkel et al. 1989). Es konnten sechs Isoformen (FcyRlla1, a2; FcyRIlIb1, b2,
b3; und FcyRlic) identifiziert werden, die alle auf verschiedenen Genen (FcyRIIA,
B und C) kodiert sind (Qiu et al. 1990).

Neutrophile exprimieren funf- bis zehnmal mehr FcyRIIl als FcyRII pro Zelle (Hui-
zinga et al. 1989). Trotz des zahlenmaRigen Uberschusses von FcyRIIl hat FcyRll
bei der Initiation von Phagozytose und anschliel3ender Lyse von Antigen-Antikor-
perkomplexen eine Schlusselposition (Huizinga et al. 1989). Stimulation des
FcyRII fuhrt zu einer Freisetzung von Kalzium, wobei die Rolle des Kalziums noch
unklar ist. Es wird jedoch angenommen, dass die lokale Kalziumkonzentration fur
die Phagozytose von Bedeutung ist (Young et al. 1984). Weiterhin konnte nach-
gewiesen werden, dass IL-4 die Expression aller FcyR Klassen hemmt (Te Velde
et al. 1990). IFN-y erhoht die FcyRIl vermittelte Zytotoxizitat, ohne dabei die Re-
zeptorexpression zu beeinflussen (Fanger et al. 1989). Den gleichen Effekt haben
proteolytische Enzyme auf den Rezeptor, in Bezug auf seine Affinitat zu IgG und
die biologische Aktivitat (van de Winkel et al. 1989). FcyRIl ist aul3erdem in der
Lage die Erzeugung von Superoxiden zu initiieren (Crocket-Torabi & Fantone
1990).

Studien Uber die Interaktionen von FcyR und Immunkomplexen haben ergeben,
dass es zu einer Freisetzung verschiedenster loslicher Mediatoren kommt. Zu die-
sen gehoren vor allem Entzindungsmediatoren, wie zum Beispiel Leukotriene
(Rouzer et al. 1980) und Prostaglandine (Rouzer et al. 1980), sowie verschiedene
Zytokine (IFN-y, IL-1, IL-6 und TNF-a) (Debets et al. 1990). Eine weitere sehr
wichtige Funktion des FcyRIl ist die Regulierung der B-Zellaktivation durch
Membranimmunoglobuline, durch das von ihm vermittelte Signal wird sowohl die

Proliferation als auch die Ig-Produktion inhibiert (Klaus et al. 1987).



2.4 Einflusse von Nukleotidpolymorphismen auf die Pathogenese der
Parodontitis

Die Ergebnisse von Zwillingsstudien (Michalowicz 1994) und klinischen Untersu-
chungen, die sich mit der familiaren Haufung der aggressiven Parodontitis be-
schaftigten (Boughman et al. 1990, Marazita et al. 1994), zusammen mit den ge-
netisch bedingten Krankheiten und Syndromen, in denen die Parodontitis ein
Hauptkrankheitsmerkmal darstellt, zeigen, dass die Genetik mit der Pathogenese
der Parodontitis in engem Zusammenhang steht (Meyle & Gonzales 2001).

Die genetische Information von Menschen ist zu 99,9% identisch, da es sich um
eine Spezies handelt, nur 0,1% des genetischen Materials unterscheidet uns von-
einander. In diesem relativ kleinen Bereich des menschlichen Genoms muss auch
die Anfalligkeit oder Resistenz einiger Individuen fur oder gegen bestimmte
Krankheiten kodiert sein (Stephens et al. 1998).

Aldred & Bartold et al. (1998) gehen davon aus, dass hauptsachlich viele kleine
polymorphische Gene mit einem kleinen aber signifikanten Einfluss auf die Patho-
genese der Parodontitis zu dem gesamten Erkrankungsrisiko beitragen.

Einzelne Nukleotidpolymorphismen sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen
in der Medizin. Unter Polymorphismus versteht man eine Region auf dem Genom,
das zwischen Individuen einer Population variiert (Loffler 1999).

Diese treten als Unregelmaligkeiten einzelner Basenpaare durch das Wegfallen
oder Hinzufligen (Mutation) von Basenpaaren auf (Charles et al. 2002). Die Varia-
bilitat an einem Genlocus bezeichnet man als einen genetischen Polymorphismus,
wenn die Varianten mit einer Haufigkeit von Gber 1% vorkommen (Kwok & Gu
1999). Diese Nukleotidpolymorphismen werden haufig untersucht, da sie die hau-
figsten genetischen Marker innerhalb des menschlichen Genoms sind, und da ihre
Mutationsrate von Generation zu Generation sehr gering ist (Sachidanandam et al.
2001). Die Autoren identifizierten 1,42 Millionen Polymorphismen des menschli-

chen Genoms.



Tabelle 3: Interleukin- und Fcy- Polymorphismen, die mit der Parodontitis in Ver-

bindung gebracht werden konnten.

Polymorphismus Studien Ergebnisse

IL-1a C(-889)-T Kornman et al. 1997 mit chronischer Parodon-
titis assoziiert (bei Kauka-
siern)

IL-18 C(+3953)-T Kornman et al. 1997 mit chronischer Parodon-
titis assoziiert (bei Kauka-
siern)

IL-2 T(-330)G Scarel-Caminaga 2002 steht mit chronischer Pa-

rodontitis in Verbindung
(bei Brasilianern)

IL-4 C(-590)-T Michel et al. 2001 steht mit aggressiver Pa-
(VNTR) Intron 2 rodontitis in Verbindung
(bei Kaukasiern)
IL-6 G(-174)C Trevilatto et al. 2003 steht mit chronischer Pa-

rodontitis in Verbindung
(bei Kaukasiern)

IL-10 G(-1087)A Berglundh et al. 2003 steht mit chronischer Pa-
rodontitis in Verbindung
(bei Kaukasiern)

FcyRlla A(-131)G Wilson & Kalmar mit aggressiver Parodon-
1996 titis assoziiert (Hypothese)
FcyRllla G(-559)T Meisel et al. 2001 mit chronischer Parodon-
titis assoziiert (bei Kauka-
siern)

Der Polymorphismus des IL-1B Gens an Stelle +3953 wird fur eine bis zu 4fach
hohere Produktion von IL-18 verantwortlich gemacht (Kornman et al. 1997). Sie
berichten Uber einen spezifischen Genotypen des polymorphen IL-1 Genclusters,
der bei Nichtrauchern mit dem Schweregrad der chronischen Parodontitis verge-
sellschaftet ist und Patienten mit profunder Parodontitis von solchen mit milderen
Formen dieser Krankheit unterscheidet. Die Assoziation zwischen dem IL-1 Poly-
morphismus (IL-1a C(-889)-T und IL-18 C(+3953)-T) und dem Schweregrad der
chronischen Parodontitis gilt seither als anerkannt und wurde in vielen Untersu-
chungen bestéatigt (Galbraith et al. 1999, McDevitt et al. 2000).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Raucher, die Trager des von Kornman
et al. (1997) beschriebenen Polymorhismus sind, ein dosisabhéngig héheres Risi-
ko besitzen an einer Parodontitis zu erkranken als Nichtraucher des gleichen Ge-

notyps. (Meisel et al. 2002, 2004). Papapanou et al. (2001) gelang es nicht, ge-




sunde Probanden und Patienten mit chronischer Parodontitis alleine auf Grund
ihres Genotyps zu unterscheiden. Der IL-1 Polymorphismus (IL-1a C(-889)-T und
IL-18 C(+3953)-T) korrelierte jedoch innerhalb der Patienten mit dem Schwere-
grad der Erkrankung und der Antikorperreaktion auf die subgingivale Mikroflora.
Bei Parodontitis-Patienten, die Trager des kombinierten IL-1 Polymorphismus (IL-
la C(-889)-T und IL-1p C(+3953)-T) waren, konnte ein haufigeres Vorkommen der
sroten® und ,orangen“ Komplexe mit ihren pathogenen Keimen gezeigt werden
(Socransky et al. 2000).

Lang et al. (2000) untersuchten den Effekt des IL-1 Polymorphismus (IL-1a C(-
889)-T und IL-1B C(+3953)-T) auf die Sulkussondierungsblutung (BOP) bei Paro-
dontitis-Patienten in der Erhaltungstherapie. Sie fanden heraus, dass IL-1 Genotyp
negative Patienten ein bis zu 50% niedrigeres Risiko besitzen, bei gleicher Mund-
hygiene, einen erhéhten BOP zu entwickeln.

Es konnte somit gezeigt werden, dass der IL-1 Polymorphismus (IL-1a C(-889)-T
und IL-1B C(+3953)-T) keinen essentiellen Risikofaktor zur Krankheitsentstehung
darstellt, wohl aber in Bezug auf die Krankheitsprogression bei bestehender Er-
krankung, im Sinne einer hyperinflammatorischen Immunreaktion.

Diese Assoziation versuchte man nun auch auf die aggressive Parodontitis zu U-
bertragen, wobei die Studien hier keine eindeutigen Ergebnisse zeigen. So konnte
in manchen Studien keine Assoziation zwischen der aggressiven Parodontitis und
den IL-1 Polymorphismen (IL-la C(-889)-T bzw. IL-la G(+4845)-T und IL-1
C(+3953)-T) bei Kaukasiern hergestellt werden (Hodge et al. 2001, Gonzales et al.
2003). In zwei anderen Studien wiederum gelang es einen Zusammenhang zwi-
schen der aggressiven Parodontitis und dem nicht-polymorphen Genotyp (homo-
zygoter Zustand) des IL-1a (C(-889)-T) und des IL-1B (C(+3954)-T) herzustellen
(Parkhill et al. 2000, Diehl et al. 1999).

Wie grof} ist jedoch der Einfluss der IL-1 Polymorphismen (IL-1a C(-889)-T und IL-
1B C(+3953)-T) auf die Behandlung?

Cattabriga et al. (2001) verglichen in einer retrospektiven Studie die Reaktion von
Patienten auf eine Parodontitistherapie tUber einen Zeitraum von 10 Jahre in Ab-
hanigkeit von ihrem IL-1 Genotyp. Sie fanden keinen Unterschied, weder in Bezug
auf die Therapieergebnisse noch in Bezug auf Rezidive in der Erhaltungstherapie.
Jedoch konnten sie bei einigen wenigen Patienten feststellen, dass Patienten mit

initial geringem Knochenverlust, die Trager der nicht-polymorhen Allele (IL-1a C(-



889)-T und IL-1B C(+3953)-T) waren, besser auf die Therapie reagierten als die
Trager der polymorphen Allele (IL-1a C(-889)-T und IL-18 C(+3953)-T), bei initial
starkem Knochenverlust entstand eine genau umgekehrte Situation. Patienten mit
polymorphen Genotypen fur IL-1 a und B (IL-1a C(+4845)-T und IL-13 C(+3954)-
T) sollten jedoch wegen ihrer Neigung zu Rezidiven engmaschiger nachkontrolliert
werden (Lang et al. 2000). Bei mukogingivalen Eingriffen zur Deckung von Rezes-
sionen mit Bindegewebstransplantaten kdnnen keine Unterschiede zwischen Pati-
enten mit polymorphen und nicht-polymorphen Genotypen des IL-1a und B (IL-1a
C(-889)-T und IL-1B C(+3953)-T) festgestellt werden, wobei Patienten mit nicht-
polymorphen Genotyp haufiger vollstandige Wurzeldeckungen zeigen als Patien-
ten mit polymorphen Genotyp (Caffesse et al. 2002).

Die IL-1 Polymorphismen (IL-1a C(-889)-T und IL-18 C(+3953)-T) haben auf die
klinischen und radiologischen Einjahresergebnisse nach GTR-Therapie keinen
Einfluss (Christgau et al. 2003), jedoch auf die Langzeitergebnisse. So konnte an-
hand von 40 Patienten vier Jahre postoperativ gezeigt werden, dass Patienten mit
polymorphen Genotyp fur IL-1a C(-889)-T und IL-13 C(+3954)-T im Vergleich zu
Patienten mit nicht-polymorphen Genotyp 50% des innerhalb des ersten Jahres
nach der Operation gewonnenen Attachments verlieren (De Sanctis et al. 2000).
Auf die Prognose von osseointegrativen Implantaten haben die IL-1 Polymorphis-
men (IL-1a C(-889)-T und IL-1B C(+3953)-T) bei Nichtrauchern keinen Einfluss
(Rogers et al. 2002), wobei Trager des polymorphen Allels, die rauchen, ein signi-
fikant hoheres Risiko besitzen Komplikationen wahrend der funktionellen Phase zu
entwickeln (Gruica et al. 2004).

Ein weiterer Polymorphismus, der Gegenstand weniger Assoziationsstudien war,
ist der des IL-4-Gens. Kang et al. (2003) versuchten, genauso wie Scarel-
Caminaga et al. (2003), den IL-4 Polymorphismus an der Stelle -590 (C-T) mit der
chronischen Parodontitis zu assoziieren, mit dem Unterschied, dass Kang et al.
(2003) ihre Untersuchungen an einer koreanischen, Scarel-Caminaga et al. (2003)
an einer brasilianischen Population durchfiihrten. Beide Studien kamen jedoch zu
dem Ergebnis, dass der IL-4 Polymorphismus (C(-590)-T) nicht zu der Anfalligkeit
von Individuen fir die chronische Parodontitis beitragt.

Die IL-4 Polymorphismen (C(-590)-T und VNTR in Intron 2) konnten jedoch von
Michel et al. (2001) mit der aggressiven Parodontitis assoziiert werden. 27,8% der

Patienten mit aggressiver Parodontitis waren positiv flir den Intron- und Promotor



Polymorphismus des IL-4 Gens, keiner der gesunden Probanden und der Patien-
ten mit chronischer Parodontitis trug diesen Marker. Aul3erdem war der IL-4 Level
der Genotyp positiven Patienten unterhalb der Nachweisgrenze und damit signifi-
kant verschieden im Vergleich zur Gruppe der gesunden Kontrollen, was der
Hypothese nach Shapira et al. (1992) entspricht.

In einer weiteren Studie von Gonzales et al. (2004) konnte gezeigt werden, das
kaukasische Patienten mit aggressiver Parodontitis viel haufiger Trager des poly-
morphen Allels in Intron 2 sind als gesunde Probanden.

Der Fcy Rezeptor lla ist der am weitest verbreitete der drei Klassen der Fcy-Re-
zeptoren (Van de Winkel & Capel 1993).

Der FcyRIlla-131H/R Polymorphismus (Histidin, H oder Arginin, R) an der Position
131 resultiert aus einem einfachen Tausch der Nukleotide G zu A (Warmerdam et
al. 1990).

Bredius et al. (1993) und Sanders et al. (1995) konnten zeigen, dass 1gG2 Anti-
korper in Verbindung mit Phagozyten, die den FcyRlla H/H131 exprimieren, einen
signifikanten Beitrag zur Phagozytose von Antigenen leisten.

Die Position 131 ist wichtig fur die Bindung an humanes IgG2. FcyRlla-R/R131
bindet mit einer geringen Affinitat an 1I9gG2, wohingegen FcyRIla-H/H131 mit hoher
Affinitat an 1gG2 bindet (Warmerdam et al.1991).

Wilson & Kalmar (1996) beschrieben in ihrer Hypothese den Einfluss der Fcy Allo-
typen auf die Phagozytose von A. actinomycetemcomitans (A.a.). Sie fanden eine
minimale Phagozytoserate bei beiden Allotypen (H/H131 und R/R131) nach Aus-
schaltung aller Opsonine (Komplementsystem und Antikorper).

Ohne Ausschaltung des Komplementsystems (jedoch mit Ausschaltung der 1gG2-
Antikdrper) war die Phagozytoserate zwar signifikant hoher, jedoch ergab sich
auch hier kein Unterschied zwischen den beiden Allotypen. Dies Ergebnis kam
nicht Gberraschend, sind bei der komplementvermittelten Phagozytose doch die
Komplementrezeptoren vom Typ 1 und 3 (CR1 und CR3) wichtiger als die Fcy-
Rezeptoren.

Als A. actinomycetemcomitans mit 19G2 inkubiert wurde (ohne Komplementsys-
tem), waren die Phagozytoseraten von Allotyp H/H131 um das Dreifache hoher als
die des R/R131.

Leino et al. (1994) konnten zeigen, dass Neutrophile von Patienten mit aggressi-

ver Parodontitis Fcy-Rezeptoren in normaler Zahl (vergleichbar mit der Zahl von



gesunden Probanden) exprimieren; auf Grund des Versuchsaufbaus war es Leino
et al. (1994) nicht méglich zwischen den H/H131 und R/R131 Genotypen zu un-
terscheiden.

Demnach wére der R/R131 Genotyp mit einem erhdhten Risiko fir entztndliche
Erkrankungen vergesellschaftet und kénnte zu einem vielversprechenden Marker
fur die aggressive Parodontitis werden.

Ebenso konnte der Fcy-Rezeptor-IlIb-NA2 (Allel 2 des Fcy-Rezeptors lllb) bei Ja-
panern mit einem hoheren Erkrankungsrisiko an aggressiver Parodontitis in Ver-
bindung gebracht werden (Kobayashi et al. 2000), wohingegen der Fcy-Rezeptor-
[lIb-NA1 (Allel 1 des Fcy-Rezeptors IllIb) mit einer Resistenz gegen Parodontitis
verbunden werden konnte (Sugita et al. 2001).

2.5 Der Einfluss des Alters auf die Pathogenese der Parodontitis

Ein Risikoindikator fur parodontale Erkrankungen ist das Altern, wobei hier eher
das biologische als das chronologische Alter von Bedeutung ist.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass sich das parodontale Erscheinungsbild mit
zunehmendem Alter (Schurch et al. 1988, Locker & Leake 1993, Grossi et al.
1994) auch bei systemisch gesunden Patienten (Ship & Wolff 1988) verschlech-
tert. Das heil3t, dass die Gingivitispravalenz bei alteren Individuen abnimmt, die
Haufigkeit von mittleren bis tiefen Taschen jedoch zunimmt (Burt et al. 1985). In
zwei weiteren Studien beschrieben Lindhe et al. (1989), dass der parodontale At-
tachmentverlust bei alteren Individuen eine schnellere Progression zeigte als bei
jungeren Patienten.

Es bleibt die Frage, ob die parodontale Erkrankung altersbedingt oder altersab-
hangig ist. Mit anderen Worten: Ist die parodontale Erkrankung unweigerlich mit
dem Altern verbunden, oder steigt lediglich das Risiko an einer Parodontitis zu
erkranken?

Abdellatif & Burt (1987) zeigten, dass orale Hygiene starker mit parodontalen De-
struktionen in Verbindung gebracht werden konnte als das Alter, was fur eine Al-
tersabhangigkeit der Erkrankung sprechen wiirde.

Andererseits zeigten Papapanou et al. (1988), dass eine geringe Knochenhdhe
bei individueller Betrachtung von Geschlecht, Zahl der Zahne, Kiefer, mesiale oder

distale Flachen und Wurzeltyp altersbedingt ist. In einer anderen Studie von Pa-



papanou et al. (1991), in der Probanden, die keinen, bzw. minimalen Attachment-
verlust aufwiesen (best group), mit den restlichen Probanden (all group) verglichen
wurden, kam zu folgendem Ergebnis:

Der Attachmentverlust stieg im Alter, in beiden, der ,best group” wie auch der ,all
group®, wobei der Attachmentverlust der ,best group” signifikant geringer war als
der der ,all group”, was den gleichen Schluss wie bei Papapanou et al. (1988) zu-
lassen wurde.

Doch wie veréandert sich das Immunsystem im Alter, und kénnen durch diese Ver-
anderungen die oben beschriebenen Tatsachen erklart werden?

Die Schwierigkeit bei Studien Uber das Altern des Immunsystems ist die Abgren-
zung der Veranderungen durch altersbedingte Krankheiten und denen des phy-
siologischen Alterns. Lighart et al. (1984, 1990) erstellten eine Liste von Aus-
schlusskriterien fir Probanden von Untersuchungen tber das physiologische Al-
tern des Immunsystems, welche sie senior Protokoll nannten. Nach diesem Proto-
koll durfen nur gesunde, junge und/oder alte Probanden fir solche Studien heran-
gezogen werden, um Verfalschungen der Ergebnisse durch chronische Erkran-
kungen vorzubeugen. Interessanterweise war Parodontitis kein Ausschlusskrite-
rium.

Das Immunsystem unterliegt einer standigen Entwicklung von der Geburt an bis
zum Tode (Franceschi & Cossarizza 1995), wobei das Alter keinen solch grol3en
Einfluss auf das Immunsystem hat, wie es friher angenommen wurde (Franceschi
et al. 1995).

Die Entwicklung des Thymus ist die wohl gro3te altersbedingte Veranderung des
Immunsystems. Die Schrumpfung beginnt ab der Pubertat, wahrend deren der
Thymus seine grofl3te Ausdehnung besitzt, und endet in einer 90prozentigen Ver-
kleinerung mit dem 70. Lebensjahr (Tosi et al. 1982). Obwohl sich der grof3te Teil
des Thymus wahrend des Lebens zurtickbildet, (Steinmann 1984) verbleiben funk-
tionsfahige Reste des Thymus mehr als 100 Jahre im menschlichen Korper (Hart-
wig & Steinmann 1994). Studien zeigen, dass undifferenzierte CD4+ und CD8+ T-
Zellen (CD45RA+) in hundertjghrigen Menschen (Cossarizza et al. 1996) nach-
weisbar sind, was darauf schlie3en lasst, dass der Thymus ein Leben lang in der
Lage ist undifferenzierte Thymozyten zu exprimieren (Adihzadeh et al. 1996).

Die grol3te altersbedingte Veranderung besteht also im T-Lymphozytensystem.

Die Anzahl der T-Zellen im Blut ist bei alteren Menschen leicht vermindert (Ligthart



et al. 1985). Anderungen der Membranlipidzusammensetzung bei alteren Indivi-
duen konnten mit einer Verminderung der T-Zell Proliferationsrate in Zusammen-
hang gebracht werden (Huber et al. 1991). AulRerdem konnte bei alteren Personen
eine Verminderung der IL-2 Produktion als auch eine supprimierte Expression von
IL-2 Rezeptoren (IL-2R) beobachtet werden (Chopra et al. 1989, Fulop et al.
1991). Diese Tatsache konnte der Grund fur die supprimierte Proliferationsrate
von Thymozyten sein, da sowohl IL-2 als auch sein Rezeptor (IL-2R) den Wechsel
von der GO- in die G1- und anschlieBend in die S-Phase initieren (Kim et al.
1992).

Wahrend der ersten 40-50 Lebensjahre vollzieht sich ein dramatischer Wandel in
der CD4+ T-Zellpopulation. Von 95-99% aller undifferenzierten T-Zellen
(CD3+CD45RA+) zum Zeitpunkt der Geburt differenzieren sich mehr als 50% (zu
Gedachtniszellen oder aktivierten Zellen) bis zum 30.-40. Lebensjahr (Cossarizza
et al. 1996). Dieser altersabhangige Wandel in der T-Zellpopulation tritt in beiden,
der CD4+ T-Zellgruppe wie auch der CD8+ T-Zellgruppe auf, jedoch ist das Aus-
malfd bei den einzelnen Gruppen unterschiedlich (Cossarizza et al. 1996). Der
Wandel von der zahlenmaRigen Dominanz der undifferenzierten T-Zellen zu den
Gedachtniszellen kénnte eine Erklarung fur die schlechtere Immunantwort alterer
Menschen auf zum Beispiel neue Grippeviren sein (Powers & Belshe 1993).
Zusammenfassend lasst sich bis hierher darstellen, dass durch die verminderte
Proliferationsfahigkeit der T-Zellen sowohl die zellulare, als auch die humorale
Immunabwehr bei dlteren Menschen eingeschrénkt ist.

Die Anderung der T-Zellantwort kann auf die mit ihr in Interaktion tretenden Zyto-
kine zurlickgefuhrt werden (Kurashima et al. 1995). Wie oben bereits ausgefthrt,
ist die IL-2 und IL-2R Synthese durch T-Zellen von &lteren Individuen geringer als
die von jungeren Individuen (Frasca et al. 1994, Nagel et al. 1989).

Frasca et al. (1994) berichteten Gber verminderte Proliferationsraten von Lympho-
zyten sowie supprimierte Syntheseraten von IL-2, IL-4 und I6slichem IL-2R von
mononuclearen Zellen des Blutes alterer Menschen. Die Zugabe von IL-2 zu kulti-
vierten T-Zellen fuhrt zu einer verstarkten Zellproliferation, was darauf schlie3en
lasst, dass der verminderte IL-2 Level der proliferationslimitierende Faktor ist
(Frasca et al. 1994).

Die Tatsache, dass der IL-6 Titer selbst bei gesunden &lteren Personen ansteigt

(Wei et al. 1992), lassen Ershler et al. (1994) auf eine unkontrollierte Expression



des IL-6 Gens schlieBen. IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei ge-
sunden jungen Menschen nicht im Serum vorhanden ist und als Typ 2 Zytokin die
B-Zellproliferation sowie die Synthese der akuten Phasen Proteine stimuliert
(Daynes et al. 1993, Wei et al. 1992). IL-6 kdnnte also fur die erh6hten Level der
akuten Phasen Proteine von gesunden alteren Personen verantwortlich sein (Post
& Carter 1991, Ross & Frengley 1992), genauso wie fir die Hypergammaglobu-
linamie (Lyngby & Kroll 1971) und die benignen B-Zellproliferationsstorungen,
welche bei alteren Menschen haufiger vorkommen (Ligthart et al. 1990). Es wurde
aul3erdem dariber berichtet, dass es bei alteren Mannern zu einer erhéhten Pro-
duktion des Zytokins IL-8 durch LPS-stimulierte Granulozyten kommt. Dies fuhrt
zu einer verstarkten Infiltration inflammatorischer Zellen in Gewebe, in denen es
zur Akkumulation gramnegativer Bakterien gekommen ist (Clark & Peterson
1994).

Die Anzahl von B-Zellen im Blut nimmt im Laufe des Lebens ab (Ligthart et al.
1989), Uber die Situation bei den Immunglobulinen gibt es unterschiedliche Anga-
ben. Lyngbye & Kroll (1971) kamen zu dem Ergebnis, dass sich der Antikorpertiter
im Alter erhéht, Challacombe et al. (1993) konnten dieses Ergebnis nicht bestati-
gen. Die Proliferationsrate der B-Zellen alter Menschen war nach Stimulation
durch das Staphylokokkenprotein A oder durch den gesamten Erreger (Staphylo-
kokkus aureus) geringer als die von jungen Probanden (Whisler et al. 1996, Whis-
ler et al. 1990). Die B-Zellreaktion ist nach Exponation mit Pneumokokkenerregern

bei é@lteren Menschen qualitativ wie auch quantitativ vermindert (Konradsen 1995).

Generell wird die Funktion der Monozyten und Makrophagen nicht durch das Alter
beeinflusst (Brouwer & Knook 1983, Nielsen et al. 1984). Der Einfluss des Alters
auf die Zytokinsynthese dieser Zellen ist noch unklar (Chen et al. 1993). Die IL-1
Produktion durch Monozyten war bei kranken wie auch bei gesunden alteren Indi-
viduen mal vermindert (Goldberg et al. 1991, Nafziger et al. 1993) oder erhdht
(Fagiolo et al. 1993).

Die bei Gruppen von sowohl gesunden als auch kranken élteren Menschen (65-75
Jahre) untersuchten Parameter zeigten in einer Reihe von Studien keine Evidenz
dafur, dass der altersbedingte Wandel des Immunsystems mit der Parodontitis in
Zusammenhang gebracht werden kann (McArthur et al. 1995, 1996, Wheeler et al.
1994).



Der oben beschriebene Wandel des Immunsystems in Bezug auf die Anzahl von
T-und B-Zellen im Blut konnte bei parodontal kranken und gesunden alteren Per-
sonen festgestellt werden (McArthur et al. 1996). Altere Individuen mit Parodontitis
hatten, im Vergleich zur Gruppe von jungeren kranken Individuen, einen héheren
Level von spezifischen AntikGrpern gegen Porphyromonas gingivalis im Serum.
Bei jungen und alten parodontal gesunden Probanden waren diese Antikdrper je-
doch nicht nachweisbar (McArthur et al. 1995).

Es konnte aufRerdem nachgewiesen werden, dass erhohte Immunglobulinlevel
gegen P. gingivalis den besten Indikator fur zukunftigen Knochenverlust bei alte-
ren Patienten darstellt (Wheeler et al. 1994). Diese Tatsache zeigt, dass es auch
bei alteren Individuen mit altersbedingtem Wandel des Immunsystems zu einer
Reaktion der Immunabwehr auf die bakterielle Besiedlung der Zahnoberflache
kommt. Zudem konnten keine Unterschiede beziiglich der Quantitat und Qualitat
der subgingivalen Plaque von erkrankten und gesunden Stellen alterer Individuen
im Vergleich zu jungen Patienten mit Parodontitis aufgewiesen werden (Wheeler
et al. 1994).

Abschliessend kann festgehalten werden: Mit dem altersbedingten Wandel des
Immunsystems kann die Frage nach der altersabhéngigen bzw. altersbedingten

Parodontitis nicht geklart werden.

2.6 Parodontitisresistente Individuen

Die Resistenz ist eine ererbte Unempfanglichkeit des Organismus (sog. natirliche
Immunitat) fur eine Infektion mit pathogenen Mikroorganismen bzw. Schutz vor der
Wirkung mikrobieller Stoffwechselprodukte (v.a. Endo-u. Exotoxinen) oder Giften.
Die biologischen Grundlagen der Resistenz sind nur unvollstdndig bekannt. Es
gibt Resistenz-Unterschiede der Arten (Bsp.: Gonokokken nur menschen-
pathogen), der Rassen (Bsp.: Scharlach nur bei Weishautigen) und der Individuen
(Bsp.: Konstitution, Alter, Umweltschaden). Die Resistenz nimmt durch Kaltescha-
den (Erkaltung), Nahrschaden (Unterernahrung, Vitaminmangel), Stoffwechselsto-
rung (Diabetes) sowie korperliche und seelische Uberanstrengung ab. Sie kann
aber auch durch natirliche und ausgeglichene Lebensweise, richtige Ernédhrung
und Abhartung geférdert werden (Pschyrembel 2002).



Viele Punkte der oben genannten allgemeinen Definition der Resistenz treffen
auch auf die Parodontitis zu. So konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in
Bezug auf die Parodontitis Pravalenz bei Patienten mit Diabetes mellitus (Hayden
& Buckley 1989), Stress (Horning et al. 1992) sowie rassenspezifische Unter-
schiede (Borell et al. 2002) gibt.

Nach der obigen Definition ist die Resistenz gegeniber einer Erkrankung nicht
einfach nur vorhanden oder nichtvorhanden, ein Mensch kann seine Resistenz
einschranken oder férdern. Doch wann kann ein Mensch als parodontitisresistent
eingestuft werden? Wie viel Forderung ist zulassig um noch als parodontitisre-
sistent zu gelten, bzw. ist ein starker Raucher mit schlechter Mundhygiene und nur
sehr geringem Attachmentverlust vielleicht resistenter als ein Nichtraucher mit op-
timaler Mundhygiene und keinem Attachmentverlust? Es gibt nur wenig Literatur
zu diesem Thema und die biologischen Grundlagen sind, wie in der Medizin, kaum
bekannt.

Als einer der ersten beschaftigten sich Wiedemann et al. (1979) mit dieser Pro-
blematik und fuhrten an 62 parodontal gesunden Probanden zwischen 20 und 29
Jahren eine experimentelle Gingivitis durch. 25 Probanden (Gruppe 1) erreichten
den gewinschten Schweregrad der Gingivitis bereits nach einer zweiwé6chigen
Phase ohne Mundhygiene. 29 Probanden erreichten ihn nach drei Wochen (Grup-
pe 2) und 8 Probanden erreichten den gewinschten Schweregrad innerhalb der
vorgegebenen Zeit nicht (Gruppe 3). Wiedemann et al. (1979) stuften Gruppe 3
als parodontitisresistent, Gruppe 2 als bedingt resistent und Gruppe 1 als paro-
dontal insuffizient ein. Es wurden keine Angaben Uber eventuelle Risikofaktoren
gemacht.

Von individuellen Unterschieden in Bezug auf die Krankheitsprogression konnte in
Langzeitstudien berichtet werden, die sowohl an behandelten als auch unbehan-
delten Patienten durchgeftihrt wurden. In einer Langzeitstudie Gber 15 Jahre an
Teeplantagenarbeitern auf Sri Lanka, die keinen Zugang zu zahnmedizinischen
Einrichtungen und eine schlechte Mundhygiene hatten, wurde von grof3en Unter-
schieden in dem individuellen Risiko (Anfélligkeit) flr eine Parodontitisprogression
untersucht. Wahrend 81% der Teeplantagenarbeiter eine moderate Progression
zeigten konnte bei 11% keinerlei Krankeitsprogression festgestellt werden, was

unter diesen Bedingungen mit einer Parodontitisresistenz gleichzusetzen ist. Bei



8% dieser Population konnte eine schnelle Krankheitsprogression mit starken pa-
rodontalen Destruktionen beobachtet werden (Loe et al. 1986).

Sugita et al. (2001) sind der Meinung, dass parodontitisresistente Probanden zu-
verlassiger in einer Population von alteren Individuen gefunden werden kénnen,
da die Wahrscheinlichkeit gréRer ist, dass altere Menschen bereits ihre Neigung
zur parodontalen Destruktion entfaltet hatten. Sie definierten die Einschlusskrite-
rien fur die Gruppe der parodontitisresistenten Probanden wie folgt: Die Proban-
den mussten alter als 70 Jahre sein und mindestens 20 eigene Zahne besitzen.
Der Attachmentlevel wurde an sechs Stellen pro Zahn gemessen und es durften
maximal 5% der Stellen einen Attachmentverlust von mehr als 4mm aufweisen.

In allen weiteren Studien (Africa et al. 1985, Goteinert & Goldman 1984, Heasman
et al. 1998, Johnson et al. 1997, Payne et al. 1993, Winkel et al. 1987) liegt das
Alter der parodontitisresisten Gruppen im Mittel zwischen 20 und 58 Jahren, in
Bezug auf die in den Einschlusskriterien angegebene Mindestbezahnung liegen
die Werte mit 16, 18 oder 20 verbliebenen Zahnen enger beieinander. Bei der
Studie, die eine Mindestbezahnung von 16 Zahnen verlangte, mussten jedoch
mindestens zwei 1. oder 2. Molaren in der Restbezahnung vorhanden sein
(Heasman et al. 1998).

Einheitlich war in allen Studien, dass als parodontitisresistent nur der gelten konn-
te, dem kein Zahn aus parodontologischen Grinden extrahiert wurde, der keinen
Attachmentverlust sowie keine Anhaltspunkte einer regelmalRigen Inter-
dentalhygiene bzw. eine Gingivitis aufweisen konnte. Ausserdem mussten die
Probanden systemisch gesund sein und durften keine Medikamente einnehmen,
die die Immunabwehr beeinflussen. Heasman et al. (1998) waren die einzigen, die
zwischen Rauchern, ehemaligen Rauchern und Nichtrauchern differenzierten, wo-
bei sich die 20 parodontitisresistenten Probanden aus 19 Nichtrauchern und ei-
nem ehemaligen Raucher zusammen setzten. Die Studien von Sugita et al. (2001)
und Goteiner & Goldman (1984) beschéftigten sich als einzige mit genetischen
Faktoren in Zusammenhang mit einer Resistenz gegen Parodontitis.

Goteiner & Goldman (1984) schlossen, auf Grund des signifikannt haufigeren Vor-
kommens in der Gruppe der Parodontitisresistenten, dass die Haupthistokompati-
bilitatskomplexe (HLA) B5 und A28 zu einer effektiveren Immunabwehr mit effekti-

verer Elimination der mit der Parodontitis assoziierten Keime fuhrt.



Sugita et al. (2001) sind der Meinung, dass die Resistenz gegenlber der Paro-
dontitis durch genetische Komponenten, die einen Einfluss auf das Immunsystem
haben, erklart werden kénne. In ihrer Untersuchung konnten sie einen bestimmten
Polymorphismus des FcyRezeptorslilb mit der oben beschriebenen parodontitis-
resistenten Gruppe assoziieren.

Die hier aufgefiihrte Evidenz ist Grundlage fiur die Ein- und Ausschlusskriterien der
vorliegenden Studie, deshalb wurden die Untersuchungen, bei denen die Gruppe
der parodontitisresistenten Probanden nicht eindeutig beschrieben war, hier aus-

ser acht gelassen.



3.0 Ziel der Studie

Ziel der Studie war, genetische Risikofaktoren [ Polymorphismen der Interleukine:
IL-1a (G —» T an Stelle +4845), IL-1B (C — T an Stelle +3954), IL-4 (C — T an
Stelle -590 in der Promotorregion), IL-4 (VNTR in Intron 2), IL-13 (G — A an Stelle
+2044 in Exon 4), IL-13 (C —» T an Stelle —=1112 in der Promotorregion) und
FcyRlla (A — G an Stelle 131)] bei einer Gruppe von alteren Individuen, die keine
klinischen Zeichen einer Parodontitis (kein Attachmentverlust) aufwiesen, zu un-
tersuchen. Diese Gruppe wurde mit einer Gruppe von jungen, gesunden Individu-

en und einer Gruppe von Patienten mit aggressiver Parodontitis verglichen.



4.0 Material und Methoden

4.1 Studienprotokoll

Vor Beginn der Untersuchung wurde ein umfassendes Studienprotokoll erstellt.
Darin wurden anhand vergleichbarer internationaler Studien das Thema und das
Ziel der Untersuchung beschrieben. In dem Studienprotokoll erfolgte die Definition
der Gruppen, desweiteren wurde die Zuordnung der Patienten entsprechend ihrer
klinischen und radiologischen Befunde zu den einzelnen Gruppen festgelegt. Die
Ein- und Ausschlusskriterien der Studie, alle labortechnischen Parameter, sowie
die statistische Datenanalyse wurden definiert und der experimentelle Ablauf be-

schrieben.

4.2 Klinische und radiologische Untersuchungsmethoden

4.2.1 Eingangsuntersuchung

Die Zuordnung der an der Studie beteiligten Patienten und Probanden zu den ein-
zelnen Untersuchungsgruppen erfolgte nach eingehender klinischer und réntgen-
ologischer Untersuchung.

Die Anamnese konnte mit Hilfe eines speziellen Vordruckes (siehe Anhang) erho-
ben werden, im Vordergrund standen hier Fragen nach Risikofaktoren in Zusam-
menhang mit der Parodontitis, zum Beispiel Rauchen oder Diabetes mellitus, so-
wie Fragen zur allgemeinen Gesundheit und eventuellen Medikationen.

Zur Beurteilung der Mundhygiene diente der Plaqueindex nach O'Leary et al.,
(1972) und der vereinfachte Papillenblutungsindex (Saxer & Muhlemann 1975).
Der Parodontalstatus (siehe Anhang) wurde mit Hilfe einer PCPUNC 15 Sonde
erhoben, gemessen an 6 Stellen pro Zahn, wobei die Sondierungstiefe, der Gingi-
valrand, BOP und das Attachmentlevel dokumentiert wurden. Auf3erdem konnte in
dem gleichen Befund Karies- und Fullungsbefund sowie prothetische Versorgun-
gen festgehalten werden.



Um eindeutige Messergebnisse zu garantieren wurden die Befunde jedes Patien-

ten vom gleichen Behandler erhoben.

4.2.2 Rontgenanalyse

Fur Messungen des Alveolarknochenniveaus wurden nur aktuelle Rontgenbilder
benutzt, entweder kompletter Mundfilmstatus oder OPMG von guter Qualitat, die
nicht alter als 6 Monate sein durften. Sofern neue Réntgenbilder angefertigt wer-
den mussten, wurden diese immer von demselben OPMG Gerat aufgenommen.
Bei der Gruppe von jungen, gesunden Individuen (J) wurden keine Rontgenbilder
angefertigt, da hier keine medizinische Indikation bestand. Bei den anderen bei-
den Gruppen (AP und O) wurde die Rontgenanalyse folgendermaf3en durchge-
fuhrt:

Es wurde der Abstand der interproximalen Verbindungslinie der Schmelzzement-
grenzen benachbarter Zahne zur Knochenkante gemessen und als Verhaltnis zur

gesamten Wurzellange in Prozent ausgedruckt (siehe nachfolgende Abbildung).



Abb. 1: OPG eines parodontitisresistenten Probanden

+: Abstand Knochenkante bis Wurzelspitze

: Abstand Schmelzzementgrenze bis Knochenkante



4.3 Studienpopulation

Die Studie wurde konform der Ethikrichtlinien der Helsinkikommission durchge-
fuhrt und von der Ethikkommission der des Universitatsklinikums Giel3en-Marburg
GmbH genehmigt (92/02). Die Patienten, die an einer aggressiven Parodontitis
leiden (AP, n=35) wurden ausschliel3lich aus dem Patientengut der Poliklinik far
Parodontologie der JLU Giel3en rekrutiert. Fur die Gruppe von gesunden Individu-
en junger als 30 Jahre (J, n=29) stellten sich Studenten der Zahnmedizin zur Ver-
fugung. Die Gruppe der gesunden, alteren Individuen (> 55 Jahre, O) wurde durch
Kooperationen mit der konservierenden-, prothetischen und chirurgischen Abtei-
lung (siehe Anhang) sowie mit verschiedenen Praxen (siehe Anhang) zusammen-
gestellt. Es wurde darum gebeten die klinischen Befunde vom Doktoranden selbst
erheben zu durfen.

Von den kooperierenden Zahnarzten und den oben genannten Abteilungen wur-
den insgesamt 416 Probanden fur die Studie zur Verfiigung gestellt, die die Ein-
schlusskriterien nach Meinung der kooperierenden Kollegen erfiillten. Es erfolgte
eine Vorauswahl anhand von Réntgenbildern nach oben beschriebener Réntgen-
analyse. 86 Probanden erflllten die Einschlusskriterien der Rontgenanalyse, 7
Probanden waren nicht bereit an der Studie teilzunehmen, weitere 5 Probanden
mussten aus anamnestischen Grinden von der Studie ausgeschlossen werden.
74 Probanden wurden klinisch untersucht, wobei lediglich 22 die weiter unten be-

schriebenen Einschlusskriterien erfillten.

4.3.1 Patientenaufklarung

Die Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, wurden vor Untersuchung und
Blutentnahme Uber den Inhalt der Studie informiert. Nach Aufklarung gaben sie

eine schriftliche Einverstandniserklarung ab, dass sie zur Probenentnahme zu rein

wissenschaftlichen Untersuchungen bereit sind. (siehe Anhang)

4.3.2 Ausscheiden aus der Studie

Patienten, die ihre Einverstandniserklarung zur Probenentnahme widerrufen,

scheiden aus der Studie aus.



4.4 Gruppeneinteilung

Gruppe AP: Junge Patienten, die an einer aggressiven Parodontitis leiden
Gruppe J: Junge Probanden ohne Attachmentverlust

Gruppe O: Alte Probanden ohne Attachmentverlust

Die Patienten wurden entsprechend der Auswahlkriterien ausgewéhlt. Es wurde
eine Eingangsuntersuchung durchgefiihrt, danach Blut- und Serumproben ent-
nommen und bis zur experimentellen Untersuchung gelagert.

Die Probenentnahme erfolgte nach Aufklarung und Einverstandniserklarung des
Patienten.

4.4.1 Ein- und Ausschlusskriterien

4.4.1.1 Einschlusskriterien
(Es kommen fir alle Gruppen nur Kaukasier in Frage)

Einschlusskriterien der Gruppe AP:

Patienten beiderlei Geschlechts (< 35 Jahre) mit dem folgenden klinischen Be-
fund:

e Sondierungstiefe (ST) > 5mm (ST gemessen an 6 Stellen pro Zahn)
e Attachmentverlust (ALV) >6 mm

e Lokalisierte oder generalisierte Alveolarknochenverlust = 50% von der
Schmelz-Zement-Grenze (im OPG an mindestens 4-7 Stellen im Bereich der

Seiten-und/oder Frontzahnen)



Einschlusskriterien der Gruppe J:

Probanden beiderlei Geschlechts (< 30 Jahre) mit dem folgenden klinischen Be-
fund:

e Sondierungstiefe : <4mm (ST, gemessen an 6 Stellen pro Zahn)
e Kein Attachmentverlust (= Attachmentlevel >3mm)

e Anzahl der Zahne: > 20

Einschlusskriterien der Gruppe O:

Probanden beiderlei Geschlechts (> 55 Jahre) mit dem folgenden klinischen Be-
fund:

e Sondierungstiefen <4mm (ST, gemessen an 6 Stellen pro Zahn)
e kein Attachmentverlust (= Attachmentlevel >3mm)
e Anzahl der Zahne: > 20

e kein Alveolarknochenverlust,d.h. keine Knochenresorption der Crista alveola-

res >15% im Rontgenbild

Die Einschlusskriterien der Gruppe O erlaubten Patienten mit schlechter Mundhy-
giene oder Compliance, Raucher inklusive, die aber keine Zeichen einer Parodon-
titis aufzeigten.

In Gruppe AP gab es drei Patienten, die alter als 35 Jahre waren, sie zeigten je-
doch eindeutige Symptome der aggressiven Parodontitis, der Krankheitsbeginn

lag bereits vor dem 35. Lebensjahr.

4.4.1.2 Ausschlusskriterien

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit folgenden Allgemein- oder
systemischen Erkrankungen:
Diabetes mellitus, Autoimmunerkrankungen wie rheumatische Arthritis, systemi-

scher Lupus Erytematodes und Sjogren-Syndrom,



Patienten, die in den letzten 8 Wochen vor Probenentnahme eine Antibiose beka-
men, oder die Immunsuppressiva einnahmen und Patienten erkrankt an Hepatitis
oder HIV.

4.5 Laborparameter

4.5.1 Entnahme von Blut

Aus der Armvene wurde Blut in herkdmmlicher Weise entnommen. Die dafir vor-
gesehenen Rohrchen waren mit weil3em Deckel fur die Serumgewinnung, mit ei-
nem roten Deckel fur die EDTA- Blutgewinnung und mit violettem Deckel fir die
Blutsenkungsgeschwindigkeit gekennzeichnet.

Die Rohrchen sollten vollstandig gefullt werden, damit das Mischungsverhaltnis
mit den Antikoagulatien eingehalten wurde. Die Lagerung der Proben erfolgte bei
—-80°C.

4.5.2 Extraktion der DNA aus Blutzellen

Die Extraktion der DNA aus den Blutzellen erfolgt mit Hilfe des Insta Gene Whole
Blood Kit der Firma Bio-Rad (BioRad-Laboratories, Miinchen).

e Das bei —80°C gelagerte Blut wird aufgetaut

e Ineinem 1,5 ml Tube werden 50 pl Blut mit 1ml des Lysis-Puffer versetzt, der
die Blutzellen lysiert und bei geschlossenem Tube unter gelegentlichem Schut-
teln vermischt

e Die Zellyse lauft 8 min bei Raumtemperatur ab.

e Der Reaktionsansatz wird 1 min bei 10.000 — 12.000 rpm zentrifugiert, wodurch
sich auf dem Boden des Tubes ein Pellet absetzt.

e Abpipettieren des Flussigkeitsiberstandes tber dem Pellet, ohne dieses zu
zerstoren

e Zugabe von 500 pl des Lysis-Puffers zu dem Pellet, um die DNA von den Ubri-
gen Blutbestandteilen zu befreien

e 10 sec vortexen

e 1min bei 10.000 — 12.000 rpm zentrifugieren und so viel wie mdglich von dem

Uberstand abpipettieren, ohne das Pellet zu zerstoren.



e Wiederholung des vorangegangenen Schrittes (Waschvorgang)

e Zugabe von 200 pl der Instagene Matrix zu dem Pellet, die die DNA stabilisiert,
so dass sie gelagert werden kann.

¢ Inkubation 8 min bei 70°C

e 10 sec vortexen

¢ 4 minin 95°C Wasserbad

o falls die DNA nicht sofort fur die PCR verwendet wird, Lagerung bei —20°C

e sobald die DNA fur die PCR eingesetzt werden soll, 10 sec vortexen, 1 min
zentrifugieren bei 10.000 — 12.000 rpm

e von dem Uberstand werden 5 — 10 pl DNA in der PCR verwendet

e Lagerung der extrahierten DNA bei +4°C

4.6 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde von Mullis et al. (1986) erstmals be-

schrieben. Ein DNA-Abschnitt wird mit Hilfe einer DNA-Polymerase in einem ge-

eigneten Puffersystem in Gegenwart von Nukleotiden wiederholt repliziert.

Der zu amplifizierende DNA-Abschnitt wird von entsprechenden Primersequenzen

begrenzt. Bei der Reaktion erfolgt ein zyklischer Temperaturwechsel.

Jeder Zyklus besteht aus folgenden Teilschritten:

e Denaturierung der doppeltstrangigen DNA bei 93 — 100°C

e Anlagerung der Primer an die DNA—-Einzelstrange bei 37 — 65 °C (Annealing)

e Verlangerung der Primer durch Anlagerung der Desoxynukleosidtriphosphate
(dNTP), so dass es unter Mitwirkung einer hitzestabilen DNA-Polymerase zur

Synthese des komplementaren DNA-Stranges kommt (Extension).

Alle drei Schritte bilden einen PCR-Zyklus, der mindestens zwanzig mal wiederholt
wird. Auf diese Art und Weise wird der gewiinschte DNA-Abschnitt vervielfacht, so

dass er nachgewiesen werden kann.



4.6.1 PCR zur Bestimmung des Interleukin.1a Polymorphismus

(G — T an Stelle +4845)

Primer: A: 5°- ATG GTT TTA GAA ATC ATC AAG CCT AGG GCA -3

B: 5- AAT GAA AGG AGG GGA GGA TGA CAG AAATGT -3

Zu 5 pl DNA werden hinzugefugt:

10 ul 10x Reaktionspuffer (Qiagen)

2 ul dNTPs 0,2 uM (dNTP mixture dATP, dGTP, dCTP und dTTP) (Boehringer
Mannheim GmbH)

1 pl Primer A 0,2 uM

1 pl Primer B 0,2 uM

5 yl Magnesiumchlorid 25mM (Qiagen)

0,5 ul Hotstart Tag DNA Polymerase 5U/pl (Qiagen)

75,5 pl steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 100 pl PCR An-
satz ergibt

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

Initiale Denaturierung 95°C 15 min
Denaturierung 94°C 1min

Annealing 62°C 1min 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

finale Elongation 72°C 10 min

Das PCR-Produkt wird bei —20°C gelagert.

4.6.2 PCR zur Bestimmung des Interleukin 18 Polymorphismus

(C > T an Stelle +3954)

Primer: A: 5°- CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAAA -3

B:5-GCTTTTTTG CTG TGA GTC CCG -3’



Zu 5 pul DNA werden hinzugeflgt:

10 ul 10x Reaktionspuffer (Qiagen)

2 Wl dNTPs 0,2 uM (dNTP mixture dATP, dGTP, dCTP und dTTP) (Boehringer
Mannheim GmbH)

2 ul Primer A 0,2 uM

2 pl Primer B 0,2 uM

10 pl Magnesiumchlorid 25mM (Qiagen)

0,5 ul Hotstart Tag DNA Polymerase 5U/ul (Qiagen)

68,5 pl steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 100 pl PCR An-

satz ergibt

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 1min

Annealing 65°C 1min 40 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

finale Elongation 72°C 7 min

Das PCR-Produkt wird bei —20°C gelagert.

4.6.3 PCR zur Bestimmung des Interleukin 4 Polymorphismus

(C — T an Stelle -590) in der Promotorregion

Primer: A: 5°- ACT AGG CCT CAC CTG ATACG -3

B:5-GTT GTAATG CAG TCCTCC TG -3°

Zu 10 pl DNA werden hinzugeflgt:

10 pl 10x Reaktionspuffer (Qiagen)

2 ul dNTPs 0,2 uM (dNTP mixture dATP, dGTP, dCTP und dTTP) (Boehringer
Mannheim GmbH)

2 pyl Primer A 0,2 uM

2 ul Primer B 0,2 uM



5 pl Magnesiumchlorid 25mM (Qiagen)
0,5 ul Hotstart Tag DNA Polymerase 5U/ul (Qiagen)
68,5 pl steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 100 pl PCR An-

satz ergibt

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

Initiale Denaturierung 95°C 15 min
Denaturierung 95°C 1min

Annealing 57°C 1min 40 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

finale Elongation 72°C 10 min

Das PCR-Produkt wird bei —20°C gelagert.

4.6.4 PCR zur Bestimmung des Interleukin 4 Polymorphismus

(Wiederholungspolymorphismus von 70 Basenpaaren in Intron 2)

Primer: A: 5- TAG GCT GAA AGG GGG AAA CG -3°

B:5-CTG TTC ACC TCA ACT GCT CC -3

Zu 5ul DNA werden hinzugeflgt:

10ul 10 x Reaktionspuffer (Qiagen)

2ul dNtPs 0,2puM (dNTP Mix dATP, dGTP, dCTP und dTTP) (Boehringer Mann-
heim GmbH)

2ul Primer A 0,2uM

2ul Primer B 0,2uM

5ul Magnesiumchlorid 25 mM (Qiagen)

0,5ul Hotstart Tag DNA Polymerase 5U/ul (Qiagen)

76l steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 100ul PCR Ansatz

ergibt

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.



PCR-Temperaturverlauf:

e Initiale Denaturierung 95°C 15 min

e Denaturierung 95°C 1 min

e Annealing 55°C 1 min 40 Zyklen
e Elongation 72°C 1 min

e final Elongation 72°C 10 min

Die PCR-Produkte werden bei -20°C gelagert.

4.6.5 PCR zur Bestimmung des Interleukin 13 Polymorphismus
(G — A an Stelle +2044 in Exon 4)

Primer : A: 5-CTTCCGTGAGGACTGAATGAGACGGTC-3

B: 5-GCAAATAATGATGCTTTCGAAGTTTCAGTGGA-3

Die PCR wird mit einem Volumen von 15 pl, das 24 ng genomische DNA enthalt,
durchgefuhrt. Dazu werden weiterhin 20mmol/l Tris — HCL ( pH 8,3), 50 mmol/I|
Potassiumchlorid ,1,5 mmol/l MgCl, , 200 pmol/l von jedem dNTP, 30ng jedes

Primers und 0,6 unit Tag Polymerase (Sigma Chemical,St. Louis, Mo) benétigt.

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

e Initiale Denaturierung 94°C 2 min

e Denaturierung 94°C 40 sec

e Annealing 55°C 40 sec 33 Zyklen
e Elongation 74°C 50 sec

e final Elongation 72°C 10 min

Die PCR-Produkte werden bei -20°C gelagert.



4.6.6 PCR zur Bestimmung des Interleukin 13 Polymorphismus
(C > T an Stelle —1112 in der Promotorregion)

Primer : A: 5"-GGAATCCAGCATGCCTTGTGAGG -3

B: 5-GTCGCCTTTTCCTGCTCTTCCCGC -3°

Die PCR wird mit einem Volumen von 25ul, das 40 ng genomische DNA enthalt,
durchgefiihrt. Dazu werden weiterhin 20mmol/l Tris — HCI (pH 8,3), 50 mmol/l Ka-
liumchlorid, 1,5 mmol/l MgCl, , 200 umol/l von jedem dNTP, 50 ng jedes Primers

und 1 unit Tag Polymerase (Sigma Chemical, St. Louis, Mo) bendtigt.

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/

Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

e Initiale Denaturierung 94°C 2 min

e Denaturierung 94°C 40 sec

¢ Annealing 54°C 40 sec 33 Zyklen
e Elongation 74°C 50 sec

e final Elongation 72°C 10 min

Die PCR-Produkte werden bei -20°C gelagert

4.6.7 PCR zur Bestimmung des FcyRlla-Polymorphismus (A— G an Stelle 131,

was zu einem Wechsel der Aminosauren Histidin zu Arginin im Protein fiihrt)

Folgende Bestandteile werden fir das Reaktionsgemisch verwendet:
e PCR-Puffer bestehend aus MgCl,

e dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP

e Taqg Polymerase

e Isolierte, genomische DNA



Primer:
e H131-spezifischer Sense-Primer (5"-ATCCCAGAAATTCTCCCA-3’) von
der 2.extrazellularen Domane oder 0,5 yM R131-spezifischer Sense-
Primer (5"-ATCCCAGAAATTCTCCCG-3")

e Gewohnlicher Antisense-Primer (5" -CAATTTTGCTGCTATGGGC-3")
von einem Gebiet des downstream-Introns, wo die Sequenzen fir
FcyRIIA, FcyRIIB und FcyRIIC abweichen.

Zur internen Kontrolle werden folgende Primer verwendet:

e Humaner Wachstumshormon (HGH)-I Primer (5°-
CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3") und HGH-II Primer (5-
ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3)

Ansetzen der Primer:

Die Primer liegen jeweils in einer Konzentrationen 0,1 nmol/ul (= 0,1mM)
VOr.

Die Primer sollen in einer Stammkonzentration von 5 yM verwendet
werden. Dazu werden von jedem Primer zehn Aliquots a 10 pl
abgenommen. Der Rest und jeweils acht dieser Aliquots werden wieder
eingefroren. Jeweils ein Aliquot wird 1:20 in aqua dest. verdinnt. 25 pl
davon werden anschliel3end in dem Master-Mix eingesetzt, der Rest wird

eingefroren.



Master-Mix (fir 10 Ansatze):

PCR buffer 10x mit 15 mM MgCl, 25 pl
Primer 131H-LR (5 pM)

bzw. Primer 131R-HR (5 pM) 25 pl
Primer HR/LR rev. (5 uM) 25 pl
Primer HGH 1 (1,25 yuM) 25 pl
Primer HGH 11 (1,25 uM) 25 pl
dnTPs (10 mM eines jeden) 5l
Taqg Polymerase (5U/ul) 1l
agua dest. 94 l
Gesamtvolumen 225 pl

Den Master-Mix aufteilen auf 10 Aliquots a 22,5 ul und je 2,5 pul DNA (mit
40 pg/ml) zugeben.

Die PCR erfolgt in einem Mastercycler® Gradient der Firma Eppendorf/ Netheler/
Hinz, Hamburg, Deutschland.

PCR-Temperaturverlauf:

e Initiale Denaturierung 95°C 5 min
e Denaturierung 95°C 30 sec
e Annealing 57°C 60 sec > 11 Zyklen
e Elongation 72°C 30 sec

e Denaturierung 95°C 30 sec
e Annealing 54°C 60 sec > 23 Zyklen

e Elongation 72°C 30 sec

e final Elongation 72°C 5 min

Die PCR-Produkte werden bei -20°C gelagert



4.7 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

e 1g Agarose (Sigma-Aldrich Chemier GmbH) werden mit 50 ml 1x TAE-Puffer
(BioRad) (50x TAE: 40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1mM EDTA, pH 8,3) ver-
setzt, was ein 2%iges Agarosegel ergibt

e Ethidiumbromidkonzentration im Argarosegel: 0,5ug/ml

e Ethidiumbromidkonzentration im 1xXTAE-Puffer: 0,2ug/ml
(0,0159g Ethidiumbromid/1,5 ml, Fluka BioChemica, Neu-Ulm, Deutschland)

e Gel aufkochen

e Flussiges Gel blasenfrei in das Elektrophoresegerat eingiessen und erstarren
lassen

o Erkaltetes Gel mit 1XTAE-Puffer bedecken

e Geltaschenformer aus dem Gel entfernen, dann 20ul des PCR Produktes mit
1ul des Ladepuffers (40% Ficoll, 0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol)
versetzen und in die Geltasche fillen

e 4yl des DNA-Langenstandart VIII (Boehringer Mannheim GmbH) in die au-
Rerste Geltasche applizieren

e Elektrophorese starten: 30 min 50 Volt

30 min 100 Volt

Das Gel wird unter UV Licht ausgewertet und fotografiert.
IL-4 (Wiederholungspolymorphismus von 70 Basenpaaren in Intron 2):

Bei der Untersuchung des Wiederholungspolymorphismus von 70 Basenpaaren in
Intron 2 des IL-4 Gens war im Agarosegel entweder eine 183 Basenpaar starke
Bande sichtbar, die Allel 1 entspricht, oder eine 253 Basenpaar starke Bande, die

Allel 2 entspricht. Allel 1 tragt den Polymorphismus.

FcyRlla (A — G an Stelle 131):

Der FcyRIla-H131-spezifischer Sense-Primer (Nucleotid A) und der FcyRIla-R131-
spezifischer Sense-Primer (Nucleotid G) ergeben eine 253 Basenpaar starke
Bande, der zur internen Kontrolle benutzte HGH-1 Primer ergibt eine 439 Basen-
paar starke Bande.



Erscheint bei FcyRlla-R131 nur die Kontrollbande von 439 Basenpaaren und bei
FcyRlla-H131 sowohl die Kontrollbande als auch die Bande bei 253 Basenpaaren,
so liegt ein Genotyp A/A vor. Erscheint die Bande 253 nur bei FcyRIla-R131 so
liegt ein Genotyp G/G vor, wenn bei beiden Nucleotiden die 253 Basenpaarbande

erscheint, so liegt ein Genotyp A/G vor.

4.8 DNA Prazipitation

Vor dem Restriktionsverdau der IL-1x (G — T an Stelle +4845), IL-1f (C—> T
an Stelle +3954), IL-4 (C — T an Stelle -590 in der Promotorregion), IL-13 (G — A
an Stelle +2044 in Exon 4) und IL-13 (C — T an Stelle —1112 in der Promotorregi-
on) Polymorphismen, erfolgt eine Aufreinigung des PCR-Produktes mit Hilfe des
QIAquick PCR purification kit der Firma Qiagen. Dabei wird die doppel- oder ein-
strangige DNA (100 bp — 10kb) von Primern, Nucleotiden, Polymerasen und Sal-

zen befreit.

e Zu 80ul des PCR-Produktes werden 400ul des Puffers PB zugegeben, der im
PCR-Produkt Primer, Nucleotide, Polymerasen und Salze bindet

e Dieses wird in eine QIAquick-Préazipitationssaule pipettiert und beil3.000 rpm
zentrifugiert

e Fur den Waschvorgang werden 750ul des Puffers PE in die QIAquick-Saule
appliziert und 1 min beil3.000 rpm zentrifugiert

e Danach wird 1 min bei maximaler Geschwindigkeit (14.000 rpm) zentrifugiert

e 30ul des Elution-Puffer werden in die QIAquick-Saule appliziert und 1min
zentrifugiert, um die DNA aus der Membran der Préazipitationsséule herauszu-
waschen

e Die aufgereinigte DNA wird bei —20°C bis zum Restriktionsverdau gelagert

4.9 Restriktionsverdau

Zur Untersuchung der IL-1a (G — T an Stelle +4845), IL-1B (C — T an Stelle
+3954), IL-4 (C — T an Stelle -590 in der Promotorregion), IL-13 (G — A an Stelle
+2044 in Exon 4) und IL-13 (C —» T an Stelle =1112 in der Promotorregion) Poly-

morphismen findet nach der Aufreinigung des PCR-Produktes der Restriktionsver-



dau desselben statt, wobei das Restriktionsenzym das PCR-Produkt in Position

des polymorphen Markers schneidet.

4.9.1 Restriktionsverdau IL-1a (G —» T an Stelle +4845)

Zu 24yl der aufgereinigten DNA werden hinzugefigt:
e 4ul 10x NEBpuffer4 (BioLabs)
e 2ul Enzym Fnu4HI (BioLabs)
e 6yl steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 36pl Restriktions-
ansatz ergibt.

Der Restriktionsverdau erfolgt 6 Stunden bei 37°C. Die Restriktionsprodukte wer-
den bei —20°C gelagert.

4.9.2 Restriktionsverdau IL-18 (C — T an Stelle +3954)

Zu 28l der aufgereinigten DNA werden hinzugefigt:
e 4ul 10x NEBpuffer4 (BioLabs)
e 0,4ul BSA 10mg/ml (BioLabs)
e 2ul Enzym Taq 1l (BioLabs)
e 5,6ul steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 40ul Restrikti-
onsansatz ergibt.

Der Restriktionsverdau erfolgt 6 Stunden bei 65°C. Die Restriktionsprodukte wer-

den bei —20°C gelagert.

4.9.3 Restriktionsverdau IL-4 (C — T an Stelle -590) in der Promotorregion

Zu 20ul der aufgereinigten DNA werden hinzugeflgt:
e 3ul 10x NEBpuffer4 (BioLabs)
e 0,3ul BSA 10mg/ml (BioLabs)
e 3ul Enzym BsmFI 2U/ul (BioLabs)
e 3,7ul steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 30ul Restrikti-

onsansatz ergibt.



Der Restriktionsverdau erfolgt 6 Stunden bei 37°C. Die Restriktionsprodukte wer-

den bei —20°C gelagert.

4.9.4 Restriktionsverdau IL-13 (G — A an Stelle +2044 in Exon 4)

Zu 28l der aufgereinigten DNA werden hinzugefigt:
e 4ul 10x NEBpuffer4 (BioLabs)
e 0,4ul BSA 10mg/ml (BioLabs)
e 1ul Enzym NLa4 2U/ul (BioLabs)
e 6,6pl steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 40ul Restrikti-

onsansatz ergibt.

Der Restriktionsverdau erfolgt 8 Stunden bei 37°C. Die Restriktionsprodukte wer-

den bei —20°C gelagert.

4.9.5 Restriktionsverdau IL-13 (C — T an Stelle -1112 in der Promotorregion)

Zu 28l der aufgereinigten DNA werden hinzugeflgt:
e 4yl 10x NEBpuffer2 (BioLabs)
e 1yl Enzym BSTUL 2U/ul (BioLabs)
e 7ul steriles Wasser, so dass sich ein Gesamtvolumen von 40ul Restriktions-

ansatz ergibt.
Der Restriktionsverdau erfolgt 8 Stunden bei 37°C. Die Restriktionsprodukte wer-

den bei —20°C gelagert.

4.10 Gelelektrophorese der Restriktionsprodukte

Die Gelelektrophorese der Restriktionsprodukte erfolgt in der MetaPhor® Agarose

der Firma Biozym.

2,19 MetoPhor® Agarose (Biozym) werden mit 70 ml 0,5x TBE-Puffer (10x TBE:
900 mM Tris, 900 mM Borsaure, 20mM EDTA, pH 7,8) versetzt, so dass man 70

ml eines 3%igen MetaPhor® Agarose Gels enthalt.



Ethidiumbromidkonzentration im Puffer: 0,2ug/ml

Ethidiumbromidkonzentration im Gel: 0,5ug/ml

30ul des Restriktionsverdauansatzes werden mit einem 5x Ladepuffer (40% Ficoll,
0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol) versetzt und in jeweils eine Geltasche
appliziert. Die dulRerste Geltasche wird mit 4ul DNA-Langenstandard VIII (Boehrin-
ger, Mannheim) beschickt.

Elektrophorese: 3 min 30 V
4 Std 100 mA

Das Gelbild wird unter UV-Licht ausgewertet und fotografiert.

IL-lx (G — T an Stelle +4845):

Liegt der G-T Polymorphismus in beiden Allelen vor, so erscheint eine Bande von
153 Basenpaaren (Genotyp T/T), liegt der Polymorphismus jedoch in keinem der
beiden Allele vor, so erscheint eine Bande bei 124 und eine bei 29 Basenpaaren

(Genotyp G/G). Liegt ein G-Nucleotid und ein T- Nucleotid vor (Genotyp G/T), er-

scheinen alle drei Banden.

IL-1B (C — T an Stelle +3954):

Liegt der C-T Polymorphismus in beiden Allelen vor, so erscheint eine Bande von
182 Basenpaaren (Genotyp T/T), liegt der Polymorphismus jedoch in keinem der
beiden Allele vor, so erscheint eine Bande bei 97 und eine bei 85 Basenpaaren
(Genotyp C/C). Liegt ein C- Nucleotid und ein T- Nucleotid vor (Genotyp C/T), er-
scheinen alle drei Banden.

IL-4 (C — T an Stelle -590) in der Promotorregion:

Liegt der C-T Polymorphismus in beiden Allelen vor, so erscheint eine Bande von
252 Basenpaaren (Genotyp T/T), liegt der Polymorphismus jedoch in keinem der
beiden Allele vor, so erscheint eine Bande bei 192 und eine bei 60 Basenpaaren
(Genotyp C/C). Liegt ein C- Nucleotid und ein T- Nucleotid vor (Genotyp C/T), er-
scheinen alle drei Banden.



IL-13 (G — A an Stelle +2044 in Exon 4):

Liegt der G-A Polymorphismus in beiden Allelen vor, so erscheint eine Bande von
210 Basenpaaren (Genotyp A/A), liegt der Polymorphismus jedoch in keinem der
beiden Allele vor, so erscheint eine Bande bei 178 Basenpaaren (Genotyp G/G).
Liegt ein A- Nucleotid und ein G- Nucleotid vor (Genotyp A/G), erscheinen alle

zwei Banden.

IL-13 (C — T an Stelle —1112 in der Promotorregion):

Liegt der C-T Polymorphismus in beiden Allelen vor, so erscheint eine Bande von
247 Basenpaaren (Genotyp T/T), liegt der Polymorphismus jedoch in keinem der
beiden Allele vor, so erscheint eine Bande bei 224 Basenpaaren (Genotyp C/C).
Liegt ein C- Nucleotid und ein T- Nucleotid vor (Genotyp C/T), erscheinen alle

zwei Banden.

4.11 Statistische Auswertung

Ziel der Studie war, genetische Risikofaktoren [IL-1a (G — T an Stelle +4845), IL-
18 (C —» T an Stelle +3954), IL-4 (C — T an Stelle -590 in der Promotorregion),
IL-4 (VNTR in Intron 2), IL-13 (G — A an Stelle +2044 in Exon 4), IL-13 (C > T an
Stelle —1112 in der Promotorregion) und FcyRlla (A — G an Stelle 131)] bei einer
Gruppe von alteren Individuen, die keine klinischen Zeichen einer Parodontitis
(kein Attachmentverlust) aufweisen, zu untersuchen. Diese Gruppe sollte mit einer
Gruppe von jungen, gesunden Individuen und einer Gruppe von Patienten, die an
einer aggressiven Parodontitis leiden, verglichen werden.

Die Verteilung und die Haufigkeit der Polymorphismen bei den einzelnen Untersu-
chungsgruppen lassen fir die untersuchte Population Rickschliisse zu, ob diese
Polymorphismen mit einer Anfalligkeit gegentiber der Parodontitis oder mit einer

Resistenz gegen diese Erkrankung assoziiert werden kdnnen.

Die Analyse der Daten erfolgte als explorative Datenanalyse.
Mit Hilfe einer Kontingenztafelanalyse wurde zunéchst einzeln fur jeden geneti-
schen Faktor Haufigkeiten berechnet, die das unterschiedliche Auftreten innerhalb

der Gruppen aufzeigen sollten. AnschlieRend wurde das Profil als solches be-



trachtet und mit Hilfe einer Haufigkeitenanalyse die Verteilung zwischen den
Gruppen verglichen. Die Haufigkeiten der Genotypen und die Verteilung der Ge-
notypen in den verschiedenen Gruppen wurden anschliessend im Programm Ex-

cel (Excel fur Microsoft Windows, Version 98) erfasst und grafisch ausgewertet.

Zur Beschreibung der klinischen Situation von Patienten und Probanden wurden
die ST, die SB und der AL von der Schmelz-Zement-Grenze, gemessen jeweils an
6 Stellen pro Zahn, sowie Pl und PBI, gemessen jeweils an 4 Stellen pro Zahn,

untersucht.

Da die Ergebnisse nicht der Normalverteilung folgen, wurden diese durch den Me-
dianwert als Lageparameter, das erste und dritte Quartil als Streuungsmafe und

Minimum und Maximum der Einzelwerte beschrieben.

Dabei wurden auch die Werte dargestellt, die zwischen 1,5 und 3 der Boxenlan-
gen von den oberen bzw. unteren Boxenkanten entfernt lagen (,Extreme* sind mit
,0" gekennzeichnet). Werte, die mehr als 3 Boxenlangen von den oberen bzw.
unteren Boxenkanten entfernt waren, wurden als ,Ausreil3er* in den Grafiken mit
.~ gekennzeichnet. Die ausgewerteten klinischen Parameter wurden getrennt fir
die Probanden, Patienten mit Gruppe AP, Gruppe J und Gruppe O tabellarisch
und grafisch (Boxplots) dargestellt. Die Erstellung der Boxsplots wurde mit Hilfe
des Statistikprogramms SPSS (SPSS fur Microsoft Windows, Version 9.0) vorge-

nommen.



5.0 Ergebnisse

Im ersten Teil dieses Kapitels werden die Ergebnisse der deskriptiven Datenana-
lyse bezlglich der Altersstruktur, der Plague- und Papillenblutungsindizes, der
Sondierungsblutung, der Sondierungstiefen, des Attachmentlevel und der Anzahl
der Zahne sowohl tabellarisch als auch grafisch dargestellt. Die Verteilung der
Raucher und Nichtraucher, sowie der Geschlechter ist anhand von Balkendia-
grammen grafisch dargestellt. Es werden weiterhin die Genotyphaufigkeiten und
deren Verteilung sowie die Verteilung der Allele beschrieben. Die Kriterien des
Hardy-Weinberg Equilibriums werden von allen Genotypen mit Ausnahme des IL-
13 C(-1112)-T Genotyps erflllt. Abschliessend erfolgen die Beschreibung der Ge-
notyp-Profile sowie die grafische Darstellung der Haufigkeit ihres Vorkommens
innerhalb der Gruppen als auch aller Gruppen zusammen.

Alle erhobenen klinischen Werte und die Ergebnisse der Polypmorphismen wer-
den zwischen der Gruppe AP (Individuen mit aggressiver Parodontitis), der Grup-
pe J (junge, parodontal gesunde Individuen) und der Gruppe O (alte, parodontal

gesunde Individuen) verglichen.

Im zweiten Teil des Kapitels werden die Fotos der Gelelektrophoresen vorgestelit.



5.1 Grafische Darstellung der klinischen Parameter

5.1.1 Alter der Gruppen
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Abb. 2: Alter der verschiedenen Gruppen

Tabelle 4: Auswertung des Alters der einzelnen Gruppen in Jahren

AP 18,0 24,0 31,0 34,0 44,0
J 18,0 23,0 24,0 25,0 28,0
o 55,0 58,0 61,5 67,0 77,0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Wie in den Einschlusskriterien beschrieben, ist nun sichtbar, dass die Teilnehmer
der Gruppe O mindestens 55 Jahre, die der Gruppe AP nicht alter als 44 Jahre
und die der Gruppe J nicht dlter als 28 Jahre alt waren.

Der Medianwert der Gruppe AP liegt mit 31,0 Jahren nur wenig Uber dem der
Gruppe J mit 24,0 Jahren. Dagegen sind die Individuen der Gruppe O deutlich al-
ter. Der Medianwert liegt hier bei 61,5 Jahren.



5.1.2 Anzahl der Zahne in den Gruppen
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Abb. 3: Anzahl der Zahne in den verschiedenen Gruppen

Tabelle 5: Auswertung der Bezahnung der einzelnen Gruppen

AP 20,0 27,0 28,0 31,0 32,0
J 26,0 28,0 28,0 28,5 32,0
o 22,0 26,0 28,0 30,0 32,0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Die Werte dieser Tabelle liegen alle sehr dicht zusammen, wobei der Minimum-

wert von Gruppe O die Einschlusskriterien in Bezug auf die Restbezahnung wider-

spiegelt.



5.1.3 Plaqueindizes der Gruppen
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Abb. 4: Plaqueindizes der verschiedenen Gruppen

Tabelle 6: Auswertung der Plaqueindizes der einzelnen Gruppen in Prozent

AP 6,5 21,5 50,0 73,0 100,0
J 15,0 26,0 40,0 47,3 69,5
o 21,0 35,0 47,0 54,0 73,0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Die Plaqueindizes der Gruppe J liegen mit einem Medianwert von 40,0 % und ei-
nem Maximalwert von 69,5 % deutlich unter denen der anderen beiden Gruppen.
Wahrend die Werte des 1. Quartils und des Minimums der Gruppe AP deutlich
unter denen der Gruppe O befinden, liegt Gruppe O im Medianwert mit 47% um 3
Prozentpunkte unter Gruppe AP. Im 3. Quartil und im Maximum wiederum liegt
Gruppe O sehr deutlich unter der Gruppe AP.



5.1.4 Papillenblutungsindizes der Gruppen
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Abb. 5: Papillenblutungsindizes der verschiedenen Gruppen

Tabelle 7: Auswertung der Papillenblutungsindizes der einzelnen Gruppen in

Prozent
AP 0,0 5,0 19,2 47,8 100,0
J 0,0 0,0 5,0 7,0 39,3
o) 7,0 10,0 14,0 22,0 39,0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Die Maximumwerte der Gruppen J und O liegen mit 39,3% bzw. 39,0% sehr nahe
aneinander, wobei Gruppe J in allen anderen Werten deutlich unter denen der
Gruppe O liegt. Desweiteren liegt der Medianwert der Gruppe J eindeutig unter
den Werten der anderen beiden Gruppen. Gruppe AP hat im Minimum und im 1.
Quartil &hnlich niedrige Werte wie Gruppe J, im 3. Quartil und im Maximum liegen

die Werte jedoch deutlich Gber denen der anderen beiden Gruppen.



5.1.5 Sondierungsblutung in den Gruppen
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Abb. 6: Sondierungsblutungsindizes der verschiedenen Gruppen

Tabelle 8: Auswertung der Sondierungsblutungsindizes der einzelnen Gruppen in

Prozent
AP 8,3 20,5 53,0 69,7 100,0
J 0,0 1,7 52 9,8 24,5
o 9,6 14,7 20,0 26,8 41,2

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Es ist deutlich zu erkennen, dass Gruppe J diejenige Gruppe ist, welche am we-
nigsten Sondierungsblutung aufweist. Gruppe O liegt zwar bei dem Minimumwert
Uber, bei allen anderen Werten aber weit unter denen der Gruppe AP. Gruppe AP
weist wie erwartet die meisten Sondierungsblutungen auf.



5.1.6 Sondierungstiefen in den Gruppen
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Abb. 7: Sondierungstiefen der verschiedenen Gruppen

Tabelle 9: Auswertung der Sondierungstiefen der einzelnen Gruppen in

Millimetern
AP 1,514 2,780 3,420 4,160 6,753
J 1,420 1,660 1,760 1,950 2,420
o 1,880 1,990 2,040 2,120 2,790

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Die Werte von Gruppe J und O liegen in allen Bereichen nicht mehr als 0,4 mm
auseinander. Gruppe AP liegt mit einem Median von 3,4 mm und einem Maximum
von 6,8 mm sehr deutlich Gber den Werten von Gruppe J und O mit 1,8 und 2,0

mm bzw. 2,4 und 2,8 mm



5.1.7 Attachmentlevel in den Gruppen
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Abb. 8: Attachmentlevel der verschiedenen Gruppen

Tabelle 10: Auswertung des Attachmentlevels der einzelnen Gruppen in

Millimetern
AP 1,701 2,828 3,420 4,813 8,580
J 1,420 1,660 1,760 1,950 2,420
o 1,880 1,990 2,045 2,150 2,840

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,

O: Alte parodontal gesunde Probanden
Wie schon bei den Sondierungstiefen liegen die Werte der Gruppen J und O sehr
nah beieinander. Gruppe AP liegt mit einem Median von 3,4 mm und einem Maxi-

mum von 8,6 mm deutlich Gber den Werten der anderen Gruppen.



Raucherhaufigkeit
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,

O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 9: Haufigkeit von Rauchern und Nichtrauchern der einzelnen Gruppen in
Prozent

Es ist deutlich zu erkennen, dass es in den Gruppen J und O im Vergleich zu der
Gruppe der Individuen mit aggressiver Parodontitis eindeutig mehr Nichtraucher
als Raucher gibt. Hier ist besonders auffallig, dass es in der Gruppe der alten, pa-

rodontal gesunden Individuen gar keine Raucher gibt.



Geschlechterverteilung
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 10: Verteilung der Geschlechter in den einzelnen Gruppen in Prozent

In diesem Diagramm ist zu beobachten, dass in den Gruppen J (79,3%) und O
(59,1%) die mannlichen Individuen im Vergleich zur Gruppe AP (20%) sehr stark
vertreten sind. Bei der Gruppe AP sind die weiblichen Individuen mit 80% sehr

haufig vertreten.



5.1.8 Klinische Daten der einzelnen Gruppen

Gruppe AP Gruppe J Gruppe O

MW + SA MW + SA MW + SA

n=35 n=29 n=22
Kronen 555+12,16 15+1 45+ 3,13
Fillungen 6,19+ 3,75 5,48 + 3,8 7,64 + 4,88
Bricken 1,38+ 0,74 1+£0 1,57+0,94

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Tabelle 11: Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SA)

Die Mittelwerte flr die Ergebnisse der klinischen Befunde (Kronen, Fillungen und
Briicken) zeigen niedrigere Werte bei Gruppe J als bei den anderen Gruppen. Da-
bei liegen die Werte der Gruppe AP (mit Ausnahme der Kronen) nur knapp unter
denen der Gruppe O.



5.2 Fotodokumentation
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<— 153 bp
€<— 124 bp

Analyse des +4845 (G—T) IL-1a Polymorphismus. Bande 1: Moleku-
largewichtmarker, Bande 4, 6, 8 und 9 zeigen den nichtpoly-

morphischen Genotyp G/G, Bande 5 zeigt den polymorphischen Ge-
notyp T/T, Bande 2, 3, 7 und 10 zeigen den Genotyp G/T. Unter die-
sen elektrophoresischen Bedingungen war die Bande fur 29 bp nicht

sichtbar.

<«—182bp
<— 97bp

<— 85bhp

Analyse des +3954 (C—T) IL-18 Polymorphismus. Bandel: Moleku-
largewichtmarker, Bande 2, 3, 6, 7, 9 und 10 zeigen den nichtpoly-

morphischen Genotyp C/C, Bande 4, 5 und 8 zeigen den Genotyp
CIT.



<— 235 Dbp

<— 183 bp

Analyse des 70 bp Wiederholungspolymorphismus des IL-4 Gens in
Intron 2. Bande 1: Molekulargewichtmarker, Bande 2, 8 und 9 weisen
2 mal das nichtpolymorphische Allel 2 auf. Bande 3 und 5 weisen 2
mal das polymorphische Allell auf, Bande 4, 6 und 7 zeigen je ein
polymorphisches und ein nichtpolymorphisches Allel.

<— 252 bp

<— 192 bp

Analyse des —590 (C—T) IL-4 Promotorpolymorphismus. Bande 1:
Molekulargewichtmarker, Bande 2-5 und 10 zeigen den nicht-
polymorphischen Genotyp C/C, Bande 6, 7 und 8 zeigen den poly-
morphischen Genotyp T/T, Bande 9 zeigt den Genotyp C/T. Unter
diesen elektrophoresischen Bedingungen war die Bande fir 60 bp
nicht sichtbar.



«— 210 bp
«— 178 bp

Analyse des IL-13 Exonpolymorphismus (G—A) an Stelle +2044.
Bande 1: Molekulargewichtmarker, Bande 3 weist den polymorphi-
schen Genotyp A/A auf. Bande 5 und 6 zeigen den nichtpolymorphi-
schen Genotyp G/G, Bande 4, 7, 8, 9 und 10 zeigen den Genotyp
G/A.

<— 247 bp
<— 224 bp

Analyse des IL-13 Promotorpolymorphismus (C—T) an Stelle -1112.

Bande 1: Molekulargewichtmarker, Bande 2, 3, 5 und 6 weisen den
polymorphischen Genotyp T/T auf. Bande 4, 7, 8 und 10 zeigen den
Genotyp C/T.



«— 439 bp

«— 253 bp

Analyse des FcyRlla Genotyps. FcyRIla-R131 (Nukleotid G) ent-
spricht jeweiles Reihe a, FcyRIla-H131 (Nukleotid A) entspricht jeweils

Reihe b. Bande 1: Molekulargewichtmarker; Reihen 2 und 5 zeigen
den Genotyp G/G, d.h. FcyRlla R/R131; Reihen 3 und 4 weisen den
Genotyp G/A, d.h. den FcyRIla H/R131 auf.



5.3 Grafische Darstellung der Genotyp- und Allelverteilungen

Genotypen: Interleukin-1 A (G - T +4845)
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O Genotyp T/T
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 11: Verteilung der Genotypen des IL-1a Gens der einzelnen Gruppen in Pro-
zent

T ist das polymorphische Allel an Position +4845.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich Gruppe J mit 65,5% fur Genotyp G/G,
27,6% fur Genotyp G/T und 6,9% fur Genotyp T/T klar von den anderen beiden
Gruppen abhebt.



Genotypen: Interleukin-1 B (C - T +3954)

X
£
= B Genotyp C/C
g B Genotyp C/T
g O Genotyp T/T
D
I

AP J (0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 12: Verteilung der Genotypen des IL-13 Gens der einzelnen Gruppen in Pro-
zent

T ist das polymorphische Allel an Position +3954.
Hier zeigt sich eine sehr ausgeglichene Verteilung der Genotypen, die Haufigkei-

ten der einzelnen Gruppen liegen nie weiter als 8,4 Prozentpunkte auseinander.



Genotypen Gruppe AP Gruppe J Gruppe O

von IL-1 n=35 n=29 n=22

+4845G > T

G/G 17 (48,6 %) 19 (65,5 %) 10 (45,5 %)
eI 17 (48,6 %) 8 (27,6 %) 11 (50,0 %)
i 1(2,9 %) 2 (6,9 %) 1 (4,6 %)
+3953C > T

cic 20 (57,1 %) 17 (58,6 %) 15 (63,6 %)
c 11 (31,4 %) 8 (27,6 %) 7 (31,8 %)
i 4 (11,4 %) 4 (13,0 %) 1 (4,6 %)

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Tabelle 12: Vergleich der IL-1 a und IL-1 3 Genotypen in den verschiedenen

Gruppen
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Genotypen: Interleukin-4 Intron2 WP

H Allel 2/2
H Allel 1/2
OAllel 1/1

AP J (0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 13: Verteilung der Genotypen des IL-4 Intron 2 (VNTR) der einzelnen Grup-
pen in Prozent

Allell ist das polymorphische Allel mit einem Wiederholungspolymorphismus von

70 Basenpaaren.

Hier ist klar zu erkennen, dass bei den gesunden Individuen der Gruppen J und O

die polymorphischen Allele nur in sehr begrenzter Zahl (Gruppe J mit 3,5%) bzw.

gar nicht auftreten (Gruppe O mit 0%). Aul3erdem ist sehr auffallig, dass bei Grup-
pe O der Genotyp 2/2 mit 86,4% stark gehauft auftritt.



Genotypen: Interleukin-4 Promotor (C - T -590)
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 14: Verteilung der Genotypen des IL-4 (C—T an Stelle -590 in der Promotor-
region) der einzelnen Gruppen in Prozent

T ist das polymorphische Allel an Position —590.

Es ist auffallend, dass bei Gruppe O, wie auch bei IL-4 Intron, kein Genotyp T/T
auftritt und sie sich wieder stark von den Werten der beiden anderen Gruppen ab-
hebt. Diesmal ist jedoch kein nennenswerter Unterschied zwischen Gruppen AP

und J zu erkennen.



Genotypen Gruppe AP Gruppe J Gruppe O
LU n=35 N=29 n=22
Intron 2
2/2

11 (31,4 %) 13 (44,8 %) 19 (86,4 %)
21

19 (54,3 %) 15 (51,7 %) 3 (13,6 %)
1M

5 (14,3 %) 1 (3,5 %) 0
-590C > T
c/iC

8 (22,5 %) 10 (34,5 %) 17 (77,3 %)
CIT

18 (51,4 %) 12 (41,4 %) 5 (22,7 %)
TIT

9 (25,7 %) 7 (24,1 %) 0

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Tabelle 13: Vergleich der Genotypen des IL-4 Gens in den verschiedenen Grup-

pen



Genotypen: Interleukin-13 Exon 4
(G - A +2044)

n=22
n=29
X
£
= B Genotyp G/G
ﬁ B Genotyp G/A
ig’ O Genotyp A/A
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 15: Verteilung der Genotypen des IL-13 (G —A an Stelle +2044 in Exon 4)
der einzelnen Gruppen in Prozent

A ist das polymorphische Allel an Position +2044.

Hier ist die Tendenz zu beobachten, dass bei den Gruppen der gesunden Indivi-
duen der Genotyp G/G, im Vergleich zu der Gruppe der kranken Individuen
(Gruppe AP), sehr haufig auftritt. Gleichzeitig ist zu sehen, dass bei den gesunden
(Gruppe J und O) das polymorphische Allel (A/A) im Gegensatz zu Gruppe AP we-
niger haufig auftritt.



Genotypen: Interleukin-13 Promotor
(C-T-1112)
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 16: Verteilung der Genotypen des IL-13 (C —»T an Stelle -1112 in der Promo-

torregion) der einzelnen Gruppen in Prozent

T ist das polymorphische Allel an Position —1112.

Es zeigt sich, dass die Haufigkeit fur Genotyp T/T bei der Gruppe AP mit 31,4%

und Gruppe O mit 22,7% hoher liegt als bei Gruppe J mit 6,9%. Des weiteren ist
zu beobachten, dass der Genotyp C/C bei Gruppe AP (5,7%) und Gruppe O (0%)

im Vergleich zur Gruppe J (17,2%) weniger haufig vorkommt.



Genotypen Gruppe AP Gruppe J Gruppe O
von IL-13 n=35 n=29 n=22
+2044 G > A
G/IG

9 (25,7 %) 15 (51,7 %) 13 (59,1 %)
G/A

21 (60,0 %) 11 (37,9 %) 7 (31,8 %)
A/IA

5 (14,3 %) 3 (10,3 %) 2 (9,1 %)
“1112C > T
clc 2 (5,7 %) 5 (17,2 %) 0
CIT

22 (62,9 %) 22 (75,9 %) 17 (77,3 %)
TIT

11 (31,4 %)

2 (6,9 %)

5 (22,7 %)

AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Tabelle 14: Vergleich der Genotypen des IL-13 Gens in den verschiedenen Grup-

pen




Genotypen: FcyRlla

B FcyRlla-R/R131
B FcyRlla-R/H131
OFcyRlla-H/H131

Haufigkeit in %

= N W » O O N
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AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis, J: Junge, parodontal gesunde Probanden,
O: Alte parodontal gesunde Probanden

Abb. 17: Verteilung der Genotypen des FcyRIla Gens der einzelnen Gruppen in
Prozent

Hier ist die Tendenz zu beobachten, dass der FcyRIlla-H/H131 Genotyp bei den
Gruppen der gesunden Individuen mit 24,1% fir Gruppe J und 31,8% fur Gruppe
O haufiger vorkommt als bei Gruppe AP mit 8,6%. Bei der Gruppe der Individuen
mit aggressiver Parodontitis hingegen zeigt sich, dass der FcyRIla-R/R131 Geno-
typ mit 31,4% deutlich 6fter vorkommt als bei Gruppe J (17,2%) und Gruppe O
(18,2%).

Genotypen Gruppe AP Gruppe J Gruppe O

von FcyRlla n=35 n=29 n=22

R/R131 3 (8,6 %) 7 (24,1 %) 7 (31,8 %)
R/H131 21 (60,0 %) 17 (58,6 %) 11 (50,0 %)
HH131 11 (31,4 %) 5 (17,3 %) 4 (18,2 %)

Tabelle 15: Vergleich der Genotypen des FcyRlla Gens in den verschiedenen

Gruppen



5.4 Genotyp - Profile

Im Folgenden werden die Genotyp-Profile der einzelnen Patienten und Probanden

dargestellt. Der Aufbau des Profils wird anhand eines Beispiels beschrieben.

3 2 1 1 2 2 3

Million |Hunderttausend | Zehntausender | Tausender | Hunderter | Zehner |Einer

Einer: Fcy-Rezeptorlla

Zehner: IL-13 (C—T an der Stelle -1112 in der Promotorregion)
Hunderter: IL-13 (G—A an Stelle +2044 in Exon 4)

Tausender: IL-1 B (C—T an Stelle +3954)

Zehntausender: IL-1 a (G—T an Stelle +4845)
Hunderttausender: IL-4 (VNTR von 70 BP in Intron 2)
Million: IL-4 (C—T an Stelle -590 in der Promotorregion)

Wobei hier die Ziffern 1 — 3 an der jeweiligen Stelle (Einer, Zehner, Hunderter
usw.) den Genotyp des Interleukins oder Rezeptors angeben.

1: nichtpolymorphisches Allel/nichtpolymorphisches Allel
2: nichtpolymorphisches Allel/polymorphisches Allel
3: polymorphisches Allel/polymorphisches Allel

Je grof3er die Zahl, bzw. je mehr Dreien in einem Profil vorkommen, desto mehr
polymorphische Allele tragt dieser Patient oder Proband. Hier ist aufféllig, dass in
der Gruppe O in einem Profil hdchstens 2 mal die Ziffer 3 vorkommt.

Abbildung 18 zeigt die Profile der Gruppe AP
Abbildung 19 zeigt die Profile der Gruppe J
Abbildung 20 zeigt die Profile der Gruppe O

An der y-Achse ist die Haufigkeit der einzelnen Profile abgetragen, mit der sie in-

nerhalb der jeweiligen Gruppe vorgekommen sind.




Abbildung 21 zeigt die Haufigkeit der einzelnen Profile aller Gruppen. Auffallig ist
die groRe Heterogenitat der Profile, lediglich das Profil 2211222 kam herausra-
gend oft vor.
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Profile der jungen, parodontal gesunden Probanden
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Profile der parodontitisresistenten Probanden
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Abbildung 20




Haufigkeit der Kombinationen aller 3 Gruppen
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6.0 Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurden genetische Risikofaktoren [Poly-
morphismen der Interleukine: IL-1a (G — T an Stelle +4845), IL-13 (C —» T an
Stelle +3954), IL-4 (C — T an Stelle -590 in der Promotorregion), IL-4 (VNTR in
Intron 2), IL-13 (G — A an Stelle +2044 in Exon 4), IL-13 (C —» T an Stelle —1112
in der Promotorregion) und Fcy Rezeptors lla (A — G an Stelle 131)] in einer
Gruppe von éalteren Individuen (alter als 55 Jahre), die keine klinischen Zeichen
einer Parodontitis (kein Attachmentverlust) aufwiesen, untersucht. Diese Gruppe
wurde mit einer Gruppe von jungen, gesunden Individuen (junger als 30 Jahre)
und einer Gruppe von Patienten mit aggressiver Parodontitis (nicht alter als 35
Jahre) verglichen.

Die klinischen Parameter zeigen, dass sich die Gruppe der parodontitisresistenten
Probanden und die Patienten mit aggressiver Parodontitis in Bezug auf die Ver-
sorgung mit Kronen, Fillungen und Briucken nicht unterscheiden, d.h. Reizfakto-
ren wie Kronen- und Fillungsrander traten bei diesen beiden Gruppen ahnlich
haufig auf.

Vergleicht man den Papillenblutungsindex der Gruppen, wird deutlich, dass die
Gingivitispravalenz in der Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis am
grofdten und in der Gruppe der jungen, gesunden Probanden am geringsten war.
Bei der parodontitisresistenten Gruppe wies die Uberwiegende Anzahl eine Gingi-
vitis auf. Der Plagueindex unterscheidet sich zwischen der Gruppe der jungen,
gesunden und den Parodontitisresistenten jedoch nicht derart, wie es bei dem Pa-
pillenblutungsindex der Fall ist, was vermutlich damit zusammenhangt, dass die
alteren parodontitisresistenten Probanden zum Untersuchungstermin eine beson-
ders grundliche Mundhygiene betrieben. Die Geschlechterverteilung in den einzel-
nen Gruppen lasst fur die vorliegende Arbeit schliessen, dass Frauen eher eine
aggressive Prodontitis entwickeln als Manner, was mit den Ergebnissen von Sax-
by (1984) und Cortelli et al. (2002) tbereinstimmt.

Die ubrigen Kklinischen Parameter spiegeln die Einschlusskriterien wider, was eine
Diskussion unnétig macht.

Es konnte gezeigt werden, dass die IL-1 Polymorphismen (IL-1a C(-889)-T und IL-
1B C(+3953)-T) keinen essentiellen Risikofaktor zur Krankheitsentstehung dar-

stellt, wohl aber in Bezug auf die Krankheitsprogression bei bestehender Erkran-



kung im Sinne einer hyperinflammatorischen Immunreaktion. So konnten Kornman
et al. (1997) einen gemeinsam vorkommenden Polymorphismus des IL-1a C(-
889)-T und IL-1B C(+3953)-T mit dem Schweregrad der chronischen Parodontitis
bei Nichtrauchern assoziieren.

Hodge et al. (2001) untersuchten die von Kornman et al. (1997) beschriebenen IL-
la und IL-1B Polymorphismen bei Patienten mit generalisierter aggressiver Paro-
dontitis, die nicht miteinander verwandt waren. Sie fanden keine Unterschiede
zwischen Patienten und gesunden Kontrollen.

In einer Literaturiibersicht einer Konsensuskonferenz kamen Loos et al. (2005) zu
dem Schluss, dass Polymorphismen des IL-1 Gens mit der chronischen Parodonti-
tis assoziiert sein kdnnten, wenngleich die Aussagekraft der Studien schwach ist
und andere Risikofaktoren der Parodontitis nicht berticksichtigt wurden.

In der vorliegenden Studie wurden der IL-1A +4845 Polymorphismus, der mit dem
—889 Locus in Linkage Disequilibrium steht, sowie der IL-1B +3954 Polymorphis-
mus untersucht. Betrachtet man die Verteilung der Haufigkeiten der IL-1A +4845
und IL-1B +3954 Polymorphismen zwischen den einzelnen Gruppen, so lasst sich
kein eindeutiges Verteilungsmuster feststellen, was die Ergebnisse von Gonzales
et al. (2003) und Hodge et al. (2001) bestétigt.

Die IL-4 Polymorphismen (C(-590)-T und VNTR in Intron2) gehdren bisher zu den
noch wenig untersuchten Polymorphismen, die mdglicherweise einen Einfluss auf
die Parodontitis haben. Michel et al. (2001) brachten die IL-4 C(-590)-T und VNTR
in Intron2 Polymorphismen mit der aggressiven Parodontitis in engen Zusammen-
hang. 27,8% der Patienten mit aggressiver Parodontitis waren Trager der poly-
morphen IL-4 (C(-590)-T und VNTR in Intron2) Allele, keiner der gesunden Kon-
trollprobanden oder auch der Patienten mit chronischer Parodontitis wiesen diese
Allele auf. In einer weiteren Studie von Gonzales et al. (2004) konnte gezeigt wer-
den, dass Patienten mit aggressiver Parodontitis viel haufiger Trager des poly-
morphen Allels in Intron 2 sind, als gesunde Probanden.

Vergleicht man in der vorliegenden Studie die Haufigkeiten der polymorphen Allele
von IL-4 (C(-590)-T und VNTR in Intron2) zwischen der Gruppe der Patienten mit
aggressiver Parodontitis und der Gruppe der jungen, gesunden Probanden, so
kann man feststellen, dass hier ein eindeutiger Trend nur in Bezug auf den IL-4
VNTR Intron2 Polymorphismus zu erkennen ist. Die Patienten mit aggressiver Pa-



rodontitis weisen mit 14,3% eindeutig haufiger den IL-4 (VNTR Intron2) Poly-
morphismus auf als die jungen, gesunden Probanden mit 3,5%.

Vergleicht man nun aber die Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis mit
der Gruppe der Parodontitisresistenten, so lasst sich feststellen, dass weder der
IL-4 VNTR Intron2 noch der C(-590)-T Promotorpolymorphismus in der Gruppe
der parodontitisresistenten Probanden vorhanden sind.

Stellt man jetzt auch noch die Haufigkeit des kombinierten polymorphen Genotyps
(homozygoter Zustand der polymorphen Allele beider Polymorphismen, C(-590)-T
und VNTR Intron2), wie von Michel et al. (2001) beschrieben, gegeniber, so wird
ein eindeutiger Trend zwischen den verschiedenen Gruppen sichtbar (Gruppe der
Patienten mit aggressiver Parodontitis: 14,3%, n=5; Gruppe der jungen, gesunden
Probanden: 3,4%, n=1; Gruppe der parodontitisresistenten Probanden: 0%, n=0).
Die Unterschiede sind bei den kombinierten nicht-polymorphen Genotypen (ho-
mozygoter Zustand der nicht-polymorphen Alle beider Polymorphismen, C(-590)-T
und VNTR Intron2) zwischen der Gruppe der Patienten mit aggressiver Pa-
rodontitis mit 22,9% und der Gruppe der jungen, gesunden Probanden mit 27,9%
nicht mehr ganz so eindeutig, was auf eine hdhere Spezifitdt als Sensitivitat
schlie3en lasst. Das Vorliegen des kombinierten nicht-polymorphen C(-590)-T und
VNTR Intron2 Genotyps konnte fir diese Studienpopulation mit einer Resistenz
(Gruppe der parodontitisresistenten Probanden: 77,3%) gegenuber der aggressi-
ven Parodontitis assoziiert sein; das Vorliegen des kombiniert polymorphen C(-
590)-T und VNTR Intron2 Genotyps konnte entsprechend fur ein hoheres Risiko
an einer aggressiven Parodontitis zu erkranken (Gruppe der Patienten mit aggres-
siver Parodontitis: 14,3%) interpretiert werden.

Der Einfluss der IL-13 Polymorphismen G(+2044)-A in Exon 4 und C(-1112)-T in
der Promotorregion auf die Parodontitis ist bisher ebenfalls nur wenig erforscht.
Auch in der Medizin wurde dieser Polymorphismus noch nicht ausfuhrlich unter-
sucht, er konnte aber mit einem erhdhten Serum-IgE Level in Verbindung gebracht
werden. So untersuchten Graves et al. (2000) sieben IL-13 Polymorphismen bei
Kindern mit Asthma. Sie fanden heraus, dass speziell der IL-13 G(+2044)-A Poly-
morphismus, sowie der IL-13 C(-1112)-T Polymorphismus mit einem erhéhten Se-
rum-IgE Level assoziiert sind.

Yamazaki et al. (1997) untersuchten die mRNA Level von Interferon-y, IL-4, IL-10,

IL-12 und IL-13 in der Gingiva und in Monozyten bei Patienten mit chronischer Pa-



rodontitis. Sie fanden hdhere IL-13 mRNA Level in den Monozyten als im gingiva-
len Gewebe, wenngleich die Ergebnisse nicht eindeutig waren. In einer weiteren
Studie konnten im chronisch entziindeten parodontalen Gewebe hauptsachlich
Th2 Zytokine, d.h. IL-6, IL-10 und IL-13 gefunden werden (Yamamoto et al. 1997).
Huang et al. (2003), die die Th1/Th2 Zytokin- und die Androgenrezeptorexpression
in medikamenteninduzierter Gingivahyperplasie untersuchten, zeigten, dass An-
drogenrezeptoren, Interferon-y, IL-2, IL-4, IL-10 und IL-13 in Kernen von Entzin-
dungszellen des gingivalen Gewebes vermehrt exprimiert werden.

Gonzales et al. (2003) fanden Hinweise, dass der IL-13 C(-1112)-T Polymorphis-
mus der Promotorregion mit der aggressiven Parodontitis bei Kaukasiern assozi-
iert sein konnte.

Die vorliegende Studie lasst fur den IL-13 G(+2044)-A Polymorphismus in Exon 4
leichte Tendenzen erkennen, so liegt der polymorphe Genotyp (A/A) mit 14,3% fur
die Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis eindeutig haufiger vor als
bei den gesunden Probanden mit 10,3% (Gruppe der jungen, gesunden Proban-
den), bzw. 9,1% (Gruppe der parodontitisresistenten Probanden).

Bei dem nicht-polymorphen Genotyp (G/G) ist mit 25,7% fir die Gruppe der Pati-
enten mit aggressiver Parodontitis, 51,7% flr die Gruppe der jungen, gesunden
Probanden und 59,1% fir die Gruppe der parodontitisresistenten Probanden ein
genau gegenlaufiger Trend zu beobachten. Auch hier kénnte sich fir diese Stu-
dienpopulation auf Grund der Genotypverteilung schlieRen lassen, dass der nicht-
polymorphe Genotyp (homozygoter Zustand) mit einer Resistenz, der polymorphe
Genotyp (homozygoter Zustand) jedoch mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko
vergesellschaftet ist.

Bei dem IL-13 C(-1112)-T Polymorphismus tritt eine Besonderheit auf: Der poly-
morphe Genotyp kommt mit 31,4% fur die Gruppe der Patienten mit aggressiver
Parodontitis und 22,7% fur die parodontitisresistente Gruppe deutlich haufiger vor
als bei der Gruppe der jungen, gesunden Probanden mit 6,9%. Der nicht-poly-
morphe Genotyp tritt bei den Kranken (Gruppe der Patienten mit aggressiver Pa-
rodontitis: 5,7%) weniger haufig auf als bei den jungen, gesunden Probanden
(17,2%); bei den parodontitisresistenten Probanden hingegen kommt dieser Ge-
notyp gar nicht vor.

Der Polymorphismus des Fcy-Rezeptor lla A(+131)-G konnte bei Japanern und

Afro-Amerikanern weder mit der Parodontitis noch mit deren Schweregrad assozi-



iert werden (Kobayashi et al. 1997, 2000, 2001, Fu et al. 2002). Es existieren nur
vier Studien Uber den Fcy-Rezeptor lla A(+131)-G Polymorphismus bei Kauka-
siern (Colombo et al. 1998, Meisel et al. 2001, Yamamoto et al. 2004, Loos et al.
2003). Colombo et al. 1998 und Meisel et al. 2001 konnten keinen Zusammen-
hang zwischen dem Fcy-Rezeptor lla A(+131)-G Polymorphismus und der Paro-
dontitis herstellen. Yamamoto et al. 2004 und Loos et al. 2003 konnten eine Asso-
ziation zwischen dem nicht-polymorphen Allel (FcyRlla H/H131 Genotyp) und der
chronischen Parodontitis (Yamamoto et al. 2004), bzw. der aggressiven Parodonti-
tis (Loos et al. 2003) feststellen. Dies steht im Widerspruch zu der Hypothese von
Wilson & Kalmar (1996). Sie beschrieben den FcyRIlla H/H131 Genotyp als low
risk Faktor und den FcyRIla R/R131 als high risk Faktor fir die aggressive Paro-
dontitis. Der FcyRlla H/R131 Genotyp wurde von ihnen als intermediate risk Fak-
tor eingestuft. Sie basierten ihre Hypothese auf der Tatsache, dass in in vitro Ver-
suchen neutrophile Granulozyten mit dem FcyRIla H/H131 Genotyp effektiver mit
IgG2 opsonierten Bakterien phagozytieren als neutrophile Granulozyten mit dem
FcyRIla R/R131 Genotyp.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stiitzen die Ergebnisse der Studien von
Loos et al. (2003). Da bei der Gruppe von Patienten mit aggressiver Parodontitis
der Genotyp H/H131 (31,4%) im Verhéaltnis zum Genotyp R/R131 (8,6%) haufiger
vertreten ist, kann man darauf schlie3en, dass der Genotyp H/H131 fur eine Anfal-
ligkeit gegeniber der aggressiven Parodontitis verantwortlich sein kénnte. Umge-
kehrt ist der Genotyp R/R131 mit 31,8% haufig und der Genotyp H/H131 mit
18,2% selten in der Gruppe der parodontitisresistenten Probanden aufgetreten, so
konnte man fur diese Studienpopulation den Schluss ziehen, dass der Genotyp
R/R131 mit einer Resistenz gegen die aggressive Parodontitis vergesellschaftet
ist, obwohl dieser Genotyp mit einer verminderten Phagozytoserate von opsonier-
ten Bakterien einher geht. Eine mdgliche Erklarung wére die destruierende Rolle
von neutrophilen Granulozyten, die 90% der immunkompetenten Zellen des ent-
zundlichen Infiltrates in der parodontalen Lasion ausmachen (Saito et al. 1987).
Obwohl neutrophilen Granulozyten eine schiitzende Rolle in der Pathogenese der
Parodontitis zugesprochen wird (Miyasaki 1991), konnte gezeigt werden, dass die
nach Kontakt mit bakteriellen Produkten freigesetzten Substanzen zu einer Scha-
digung parodontaler Zellen fihren (Deguchi et al. 1990, Sugiyama et al. 1992,
Smedly et al. 1986). Dies wirde auch die Beobachtung von Loos et al. (2003) er-



klaren, der bei Patienten mit dem H/H131 Genotyp einen gréf3eren Knochenver-
lust ausmachen konnte als bei Tragern der R/H131 und R/R131 Genotypen.

Es wurde bisher in keiner anderen Studie ein Profil der Genotypen fir jeden ein-
zelnen Probanden erstellt, was die Diskussion der Ergebnisse dieses Teils der
vorliegenden Studie erschwert.

Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich in ihren Profilen betrachtlich, die nicht-
polymorphen Allele (homozygoter Zustand, in den Graphiken als 1 gekennzeich-
net) kommen in der Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis mit einer
Haufigkeit von nur 28,6% vor. In der Gruppe der jungen, gesunden Probanden
schon mit einer Haufigkeit von 42,4% und in der Gruppe der parodontitisresisten-
ten Probanden mit 53,3%. Die Situation ist bei den polymorphen Allelen (homozy-
goter Zustand, in den Graphiken als 3 gekennzeichnet) genau umgekehrt. Hier
kommt dieser Genotyp mit 18,7% in der Gruppe der Patienten mit aggressiver Pa-
rodontitis recht héaufig, bei der Gruppe der jungen, gesunden Probanden mit
11,8% schon etwas weniger haufig und mit 8,4% bei der parodontitisresistenten
Gruppe sehr selten vor. Die polymorphen/ nicht-polymorphen Allele (heterozygoter
Zustand, in den Graphiken als 2 gekennzeichnet) zeigen von der Gruppe der Pati-
enten bis zu der Gruppe der parodontitisresistenten Probanden eine kontinuierli-
che Abnahme in der Haufigkeit (Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodonti-
tis: 52,7%; Gruppe der jungen, gesunden Probanden: 45,8% und Gruppe der pa-
rodontitisresistenten Probanden: 38,3%).

Betrachtet man nun die Haufigkeiten innerhalb der einzelnen Profile, so féllt auf,
dass in der parodontitisresistenten Gruppe die polymorphen Allele (homozygoter
Zustand, in den Graphiken als 3 gekennzeichnet) nur dreimal innerhalb eines Pro-
fils vorkommt. Bei den Gruppen der Patienten und den jungen, gesunden Proban-
den kommt dieser Genotyp viermal in einem Profil vor. Die nicht-polymorphen Al-
lele (homozygoter Zustand, in den Graphiken als 1 gekennzeichnet) kommt in der
Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis und in der Gruppe der jungen,
gesunden Probanden in einem Profil jeweils funf mal, in der Gruppe der parodonti-
tisresistenten Probanden sechs mal vor.

Diese Daten zeigen, dass die Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis
im Durchschnitt eindeutig mehr polymorphe als nicht-polymorphe Allele im Ver-
gleich zu den beiden Gruppen mit gesunden Probanden besitzt. Der Unterschied

im Genotypprofil zwischen krank und gesund wird im Vergleich zwischen Patien-



ten mit aggressiver Parodontitis und den parodontitisresistenten Probanden deutli-
cher als zwischen Patienten und den jungen, gesunden Probanden. Wobei hier
angemerkt werden muss, dass das nicht-polymorphe Allel des FcyRlla (A (+131)-
G) mit einer Anfalligkeit gegenlber der aggressiven Parodontitis in Zusammen-
hang gebracht wurde.

Wenn man sich nun die Kombinationen der Genotypprofile vor Augen fihrt, wird
man eine grol3e Heterogenitat der Profile feststellen. So gibt es bei 86 Patienten
und Probanden 67 verschiedene Profile, auffallig ist hier das haufige Vorkommen
des Profils: 2211222 (siehe Seite 77).

Die Anzahl der hier untersuchten Interleukine und Rezeptoren ist, verglichen mit
der Vielfalt im Korper vorkommender Interleukine, Rezeptoren und Mediatoren, die
ebenfalls einen Einfluss auf die Pathogenese der Parodontitis haben kdnnten,
sehr gering. Da es sich hier nicht um einzelne, unabhangige Faktoren, sondern
um sich gegenseitig beeinflussende Substanzen handelt, wird, bei der groRen He-
terogenitat die Komplexitat der genetischen Beeinflussung der Parodontitis erst
deutlich.

Den genetischen Beitrag zu weit verbreiteten, komplexen Erkrankungen wie der
Parodontitis herauszufinden hat sich als sehr schwierig erwiesen. Man geht davon
aus, dass mehrere genetische Loci miteinander interagieren und so eine zugrun-
deliegende Anfélligkeit eines Individuums fur die Parodontitis schaffen. Zusammen
mit hinzukommenden Umweltfaktoren und dem bakteriellen Reiz entsteht die pa-
rodontale Destruktion (Hart & Kinane 2003). Mdgliche, fur die Anfalligkeit modifi-
zierende, Gene oder Genloci werden versucht Uber Assoziationsstudien mit der
Parodontitis in Verbindung zu bringen bzw. zu assoziieren.

Es gibt zwei Ubliche Methoden von Assoziationsanalysen fiir genetische Studien,
die population-based und die family-based Methode (Hodge et al. 1993). Die po-
pulation-based Methode, nach der die vorliegende Studie durchgefiihrt wurde, be-
dient sich eines case-control designs, bei welchem die Haufigkeit bestimmter Mar-
kerallele zwischen kranken Individuen (cases) und gesunden Probanden (controls)
verglichen wird.

Wenn eine Assoziation gefunden wurde, sind mehrere Interpretationen maéglich.
Als erstes kénnte das assoziierte Allel der einzige krankheitsverursachende Grund
sein, zum zweiten kdonnte das assoziierte Allel in linkage disequilibrium mit dem

tatsachlich krankheitsverursachenden Locus stehen, zum dritten konnte die Asso-



ziation von der Populationsauswahl abhangen und zum vierten kdnnte die Assozi-
ation ein statistischer Artefakt sein (Hart & Kinane 2003).

Bei der vorliegenden Studie wurde aus diesen Grinden eine rein explorative Ana-
lyse durchgefuhrt. Alle Ergebnisse und Schlussfolgerungen haben allein fir die
getestete Population Aussagekraft. Um die Schlussfolgerungen auf gréssere Po-
pulationen zu Ubertragen sind weitere Untersuchungen mit grésseren Kollektiven

notwendig.



7.0 Zusammenfassung

Die Parodontitis ist eine Infektion des Zahnhalteapparates, die zu einer komplexen
Beziehung zwischen oralen Bakterien und der Immunantwort des Wirts fuhrt und
haufig durch Verhaltensfaktoren beeinflusst wird. Zytokine sind Schlusselfaktoren,
die den entzundlichen Prozess bei der Parodontitis steuern.

Ergebnisse von Zwillingsstudien und klinische Untersuchungen, die sich mit der
familiaren Haufung der aggressiven Parodontitis beschaftigten, zusammen mit den
genetisch bedingten Syndromen und Krankheiten, in denen die Parodontitis ein
Hauptkrankheitsmerkmal darstellt, zeigen, dass genetische Faktoren eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der Parodontitis spielen. So haben Untersuchungen ge-
zeigt, dass die Starke der Zytokinexpression durch genetische Polymorphismen
reguliert wird, und dass diese Variation einen Einfluss auf das Fortschreiten der
Erkrankung hat.

Ziel der vorliegenden Studie war, genetische Risikofaktoren [Polymorphismen der
Interleukine: IL-1a (G — T an Stelle +4845), IL-13 (C —» T an Stelle +3954), IL-4
(C — T an Stelle -590 in der Promotorregion), IL-4 (VNTR in Intron 2), IL-13 (G —
A an Stelle +2044 in Exon 4), IL-13 (C — T an Stelle —1112 in der Promotorregion)
und Fcy Rezeptors lla (A — G an Stelle 131)] bei einer Gruppe von &lteren Indivi-
duen, die keine klinischen Zeichen einer Parodontitis (keinen Attachmentverlust,
n=22) aufwiesen, zu untersuchen. Diese Gruppe wurde mit einer Gruppe von jun-
gen, gesunden Individuen (n=29) und einer Gruppe von Patienten (n=35), die an
einer aggressiven Parodontitis litten, verglichen.

Betrachtet man die Verteilung der Haufigkeiten der IL-1A +4845 und IL-1B +3954
Polymorphismen zwischen den einzelnen Gruppen, so lasst sich kein eindeutiges
Verteilungsmuster feststellen, was die Ergebnisse von Gonzales et al. (2003) und
Hodge et al. (2001) bestatigt.

Vergleicht man den kombinierten Polymorphismus (homozygoter Zustand der po-
lymorphen Allele beider Polymorphismen, C(-590)T und VNTR Intron2) des IL-4,
so wird ein eindeutiger Trend zwischen den verschiedenen Gruppen sichtbar
(Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis: 14,3%, n=5; Gruppe der jun-
gen, gesunden Probanden: 3,4%, n=1; Gruppe der parodontitisresistenten Pro-
banden: 0%, n=0). Die Unterschiede sind bei dem kombinierten nicht-polymorphen

Genotyp (homozygoter Zustand der nicht-polymorphen Allele beider Poly-



morphismen, C(-590)-T und VNTR Intron2) zwischen der Gruppe der Patienten
mit aggressiver Parodontitis mit 22,9% und der Gruppe der jungen, gesunden
Probanden mit 27,9% nicht mehr ganz so eindeutig, was auf eine hohere Spezifi-
tat als Sensitivitat schlieRen lasst. Das Vorliegen des kombinierten nichtpoly-
morphischen Genotyps kénnte in dieser Population mit einer Resistenz (Gruppe
der parodontitisresistenten Probanden: 77,3%); das Vorliegen des kombinierten
polymorphen Genotyps (homozygoter Zustand der polymorphen Allele beider Po-
lymorphismen) konnte mit einer Anfalligkeit (Gruppe der Patienten mit aggressiver
Parodontitis: 14,3%) gegenuber der aggressiven Parodontitis interpretiert werden.
Fur den IL-13 Exonpolymorphismus sind klare Tendenzen erkennbar, so liegt der
nicht-polymorphe Genotyp (homozygoter Zustand der nicht-polymorphen Allele)
bei den gesunden Probanden mit 51,7% (Gruppe der jungen, gesunden Proban-
den) bzw. 59,1% (Gruppe der parodontitisresistenten Probanden) eindeutig haufi-
ger vor als bei den Patienten mit 25,7% (Patienten mit aggressiver Parodontitis).
Bei dem polymorphen Genotyp (homozygoter Zustand der polymorphen Allele) ist
fur die Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis mit 14,3%, fir die Grup-
pe der jungen, gesunden Probanden mit 10,3% und fur die parodontitisresistenten
Gruppe mit 9,1% ein genau gegenlaufiger Trend zu beobachten. Auch hier kénnte
bei dieser Studienpopulation auf Grund der Genotypverteilungen darauf geschlos-
sen werden, dass der nicht-polymorphe Genotyp mit einer Resistenz, der poly-
morphe Genotyp mit einem erhdéhten Krankheitsrisiko verbunden ist.

Die Ergebnisse lassen bei der Population dieser Arbeit darauf schliel3en, dass der
Genotyp H/H131 des Fcy-Rezeptor Ila mit der aggressiven Parodontitis vergesell-
schaftet ist, da er mit 31,4% sehr haufig in der Gruppe der Patienten mit aggressi-
ver Parodontitis vorkommt, wohingegen der Genotyp R/R131 mit 8,6% ausserst
selten in dieser Gruppe auftritt.

Die Daten der Genotypprofile zeigen, dass die Gruppe der Patienten mit aggressi-
ver Parodontitis im Durchschnitt mehr polymorphe als nicht-polymorphe Allele im
Vergleich zu den beiden Gruppen mit gesunden Probanden besitzt. Der Unter-
schied im Genotypprofil zwischen krank und gesund wird im Vergleich zwischen
Patienten mit aggressiver Parodontitis und den parodontitisresistenten Probanden

am deutlichsten.



8.0 Summary

Periodontitis is an infectious disease caused by a complex interplay between oral
bacteria and the immune system. Cytokines are key factors regulating the inflam-
matory process of periodontitis.

Results of twin, clinical and familial aggregation studies of aggressive periodontitis,
as well as genetic syndroms in which periodontitis is the main disease characteris-
tic, have demonstrated that genetic factors play a fundamental role in the etiology
of aggressive periodontitis. Research has shown that genetic polymorphisms can
be crucial for the amount of cytokine expression which in turn can be a prerequi-
site for periodontal breakdown.

The aim of the present study was to determine genetic risk factors [Polymorphisms
of the following genes: IL-1a (G — T at position +4845), IL-1B (C — T at position
+3954), IL-4 (C — T at position -590 in the promoter region), IL-4 (VNTR in intron
2), IL-13 (G — A at position +2044 in exon 4), IL-13 (C — T at position —=1112 in
the promoter region) and Fcy receptor lla (A — G at position 131)] in a group of
healthy older subjects (> 55 y), without any signs of periodontal disease (no at-
tachment loss). This group was compared with a group of young, healthy subjects

and a group of young subjects suffering from aggressive periodontitis (< 35 ).

With regard to the distribution of the IL-1la G(+4845)-T and IL-13 C(+3954)-T
polymorphisms in the groups, the results of the present investigation corroborate
the findings of Gonzales et al. (2003) and Hodge et al. (2001) who failed to show

an association between these IL-1 polymorphisms and aggressive periodontitis.

Regarding the two IL-4 polymorphisms analysed (C(-590)-T and the VNTR in in-
tron 2), the distribution of the mutant alleles of both polymorphisms was different
between the groups (aggressive periodontitis group: 14.3%, n=5; group of young,
healthy subjects: 3.4%, n=1; group of periodontitis resistant subjects: 0%, n=0).
The distribution of the wild type alleles of both IL- 4 polymorphisms in the group of
aggressive periodontitis patients (22.9%) and the group of young, healthy subjects

(27.9%) was similar, suggesting a higher specificity than sensitivity.



Within the limits of the present study, it might be suggested that the combination of
the wild type alleles of the IL-4 C(-590)-T and the IL-4 VNTR in intron 2 polymor-
phisms may be associated with a resistance to periodontal destruction (periodonti-
tis resistant group: 77.3%), whereas the combination of the mutant alleles in both
IL-4 polymorphisms may be associated with susceptibility to aggressive periodonti-

tis (aggressive periodontitis group: 14.3%).

With regard to the frequencies of the IL-13 G(+2044)-A polymorphism between
groups, there was a tendency of a different distribution. The genotype containing
the wild type allele occurred in the groups of healthy subjects (51.7% in young,
healthy subjects and 59.1% in periodontitis resistant subjects) far more frequent
than in patients with aggressive periodontitis (25.7%). Contrary frequencies could
be detected for the genotype with the mutant allele (aggressive periodontitis pa-
tients 14.3%, young, healthy subjects 10.3% and periodontitis resistant subjects
9.1%). These results lead to the suggestion that the IL-13 wild type allele may be
associated with resistance, and that the mutant allele may be associated with sus-

ceptibility to aggressive periodontitis.

The results of the present study further indicate that the H/H 131 genotype of the
Fcy-Rlla is in association with aggressive periodontitis. This genotype occurred
considerable frequent (31.4%) in aggressive periodontitis patients, whereas the

R/R131 genotype occurred relatively rare (8.6%) in this group.

Finally, the data of the genotype profiles showed that the aggressive periodontitis
patients on average harboured more often the mutant than the wild type alleles, in
comparison with the healthy control groups. This difference in genotype profile is
more obvious if the group of healthy subjects resistant to periodontitis is compared

with the group of patients suffering from aggressive periodontitis.
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10.0 Anhang

Im Folgenden sind sowohl die klinischen Parameter und auch die Genotypen ta-
bellarisch erfasst und nach den Gruppen aufgegliedert.

Gruppe AP: Patienten mit aggressiver Parodontitis

Gruppe J: Junge, gesunde Probanden

Gruppe O: Parodontitisresistente Probanden

Die ldentifikationsnummer wurde jedem Probanden bzw. Patienten vor Beginn der
Untersuchungen zugewiesen, so dass die Anonymitat gewahrt blieb. Die Numerie-
rung bei Probanden und Patienten erfolgte getrennt.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurde das Alter der Patienten notiert. Die in
Gruppe AP integrierten Personen sollten jinger als 35 Jahre sein, die der Gruppe
J junger als 30 Jahre und die der Gruppe O Alter als 55 Jahre.

Das Geschlecht der Patienten wurde mit 1, gleichbedeutend mit mannlich, und 2,

gleichbedeutend mit weiblich, definiert.

Neben der Anzahl der Zahne (Zahne) wurden in den Tabellen der Plaqueindex
(PLI), der Papillenblutungsindex (PBI) und die Sondierungsblutung (BOP) darge-
stellt.

Weiterhin erfasst wurden der Mittelwert der Sondierungstiefen (MWST) und der
Mittelwert des Attachmentlevels (MWAL).

Die Genotypen wurden fur die Interleukinpolymorphismen folgendermal3en defi-
niert: Der nichtpolymorphische/nichtpolymorphische Genotyp entspricht der Ziffer
1, der nichtpolymorphische/polymorphische Genotyp enspricht der Ziffer 2 und der
polymorphische/polymorphische Genotyp entspricht der Ziffer 3. Die Genotypen
des FcyRIlla-Tests wurden wie folgt definiert: Der Genotyp H/H-131 entspricht der
Ziffer 1, der Genotyp H/R-131 entspricht der Ziffer 2 und der Genotyp R/R-131
entspricht der Ziffer 3.



Tabellarische Darstellung der klinischen Parameter der Patienten (Gruppe AP)

AP 1 2 20 31 0,800/ 0,310/ 0,290 4,33 4,81
AP 2 34 27 0,650/ 0,410/ 0,710/ 3,98 3,98
AP 9 1 35 28 0,661 0,357| 0,980 5,66 5,79
AP 10 2 35 28 | 1,000] 0,250 0,678] 3,30 | 3,30
AP 12 2 22 28 0,125/ 0,050/ 0,610/ 3,84 3,92
AP 13 2 32 26 0,730/ 0,115 0,350/ 2,58 2,66
AP 14 1 25 31 0,140/ 0,420/ 0,160/ 2,83 2,99
AP 15 1 34 31 0,500/ 0,107| 0,590/ 3,23 3,32
AP 18 2 23 31 1,000, 0,377 0,099 2,83 2,83
AP 23 2 22 32 0,085/ 0,000/ 0,196 2,58 2,59
AP 37 2 25 28 0,490/ 0,154| 0,205 2,63 2,63
AP 39 2 33 28 0,230/ 0,170/ 0,200/ 2,70 2,84
AP 44 2 25 28 0,590/ 1,000/ 0,976/ 4,98 4,98
AP 45 2 18 28 0,610/ 0,000/ 0,083 2,21 2,21
AP 47 1 34 26 1,000, 1,000, 1,000 6,75 8,49
AP 48 1 20 28 0,215/ 0,330/ 0,327 151 1,70
AP 49 2 24 25 0,750/ 0,040/ 0,327| 2,78 2,79
AP 53 2 27 28 0,630/ 0,210/ 0,830 4,23 4,48
AP 54 2 38 20 1,000, 0,560, 0,537 4,97 4,97
AP 56 2 21 28 1,000, 0,500, 0,589| 3,29 3,29
AP 58 2 29 30 0,120/ 0,040/ 0,840 3,42 3,42
AP 64 1 34 27 0,560/ 0,480/ 0,679 3,83 3,83
AP 72 2 44 20 0,230/ 0,192 0,516/ 4,05 4,87
AP 73 2 32 30 0,625/ 0,150/ 0,205 3,13 3,13
AP 74 2 36 23 0,065/ 0,090/ 0,144| 5,04 5,05
AP 75 2 25 31 0,210/ 0,520/ 0,752| 3,23 3,23
AP 78 2 28 28 0,183/ 0,070/ 0,101 4,16 4,16
AP 79 2 34 27 0,205/ 0,080/ 0,314] 2,76 2,92
AP 80 2 31 28 0,319 0,560/ 0,530 4,04 4,17
AP 81 1 31 32 0,219/ 0,000/ 0,530 2,78 2,78
AP 82 2 37 28 0,545/ 0,478 0,540 4,07 5,73
AP 83 2 27 31 0,260/ 0,040/ 0,290 3,83 3,87
AP 84 2 33 28 | 1,000| 0,660] 0,910 652 | 858
AP 86 2 34 27 0,360/ 0,050/ 0,271 3,61 3,62
AP 95 2 20 32 0,453/ 0,000/ 0,697 2,69 2,73




10
12
13
14
15
18
23
37

39

44

45

47

48

49

53
54
56
58
64

72

73
74
75
78
79
80

81

82

83

84

86

95

Tabellarische Darstellung der Genotypen der Patienten (Gruppe AP)

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP




Tabellarische Darstellung der klinischen Parameter der jungen, gesunden Pro-

banden (Gruppe J)

1

J 2 26 32 |0,169 | 0,050 | 0,020 | 1,69 1,69
J 3 28 28 | 0,430 0,120 | 0,038 | 1,65 1,65
J 4 1 26 28 | 0,260 | 0,000 | 0,010 | 1,57 1,57
d 5 1 24 32 | 0,400 | 0,050 | 0,060 | 1,53 1,53
J 6 1 22 28 | 0,687 0,050 | 0,119 | 1,70 1,70
J 7 1 23 32 | 0,460 | 0,000 | 0,010 | 1,96 1,96
J 8 2 18 28 | 0,250 | 0,393 | 0,060 | 1,49 1,49
J 9 2 22 26 | 0,491 | 0,000 | 0,013 | 1,42 1,42
J 12 1 24 28 | 0,285 | 0,070 | 0,000 | 1,85 1,85
J 13 1 26 28 | 0,535|0,070|0,155| 1,76 1,76
J 14 2 22 28 | 0,251]0,360 | 0,060 | 1,45 1,59
J 15 1 25 28 | 0,370 | 0,080 | 0,000 | 1,94 1,94
J 16 1 25 28 | 0,473]0,050 | 0,042 | 1,67 1,67
J 17 1 28 32 |0470]0,150 | 0,161 | 2,06 2,06
J 19 1 27 32 |0,695|0,000]0162| 1,94 1,94
J 21 1 24 29 |0,310 | 0,000 | 0,052 | 1,74 1,74
J 22 2 26 28 | 0,170 | 0,070 [ 0,059 | 1,97 2,00
J 24 1 24 28 | 0,640 | 0,020 | 0,060 | 1,51 1,51
J 26 2 25 28 | 0,470 | 0,000 | 0,030 | 1,82 1,82
J 29 1 25 31 |0,350 | 0,000 | 0,000 | 1,66 1,66
J 30 1 24 28 | 0,470 | 0,040 | 0,200 | 2,17 2,17
J 31 1 22 28 | 0,240 | 0,035 | 0,042 | 1,79 1,79
J 35 2 22 26 | 0644|0042 |0179 | 2,12 2,12
J 36 1 24 28 |0,290 | 0,070 | 0077 | 1,71 1,91
J 37 1 25 28 | 0,286 | 0,035 | 0,000| 1,95 1,95
J 38 1 24 28 | 0,460 | 0,245 | 0,245 | 2,42 2,42
J 39 1 25 28 | 0,150 | 0,000 | 0,059 | 1,76 1,76
J 40 1 23 28 | 0475|0080 | 0041 | 220 2,22
J 41 1 23 28 | 0,160 | 0,070 | 0,052 | 1,76 1,76




Tabellarische Darstellung der Genotypen der jungen, gesunden Probanden
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Tabellarische Darstellung der klinischen Parameter der parodontitisresistenten

Probanden (Gruppe O)

0 85 1 63 27 10,360 | 0,280 | 0,317 | 2,04 | 2,24
0 127 1 68 28 0,340 | 0,120 | 0,220 | 212 | 2,18
0 136 1 56 27 10,390 | 0,070 | 0,132 | 2,02 | 2,02
- 137 2 68 26 | 0,290 | 0,070 | 0,100 | 2,06 | 2,06
0 138 1 65 22 0,450 | 0,230 | 0,253 | 2,05 | 2,05
0 139 2 57 32 0,280 0,100 | 0,222 | 1588 | 1,88
0 140 2 58 24 0,420 | 0,180 | 0,210 | 2,04 | 2,04
o 141 1 62 26 0,310 /0,110 | 0,190 | 1,92 | 1,92
0 142 1 55 31 | 0,570 0,390 | 0412 | 206 | 2,06
0 143 2 69 28 | 0,600 | 0,250 | 0,300 | 1,97 | 1,97
0 144 1 63 31 | 0,540 | 0,140 | 0,170 | 2,04 | 2,15
0 145 2 60 28 | 0,550 | 0,210 | 0,270 | 1,99 | 1,99
0 146 2 58 28 | 0,400 | 0,140 | 0,232 | 2,02 | 2,02
0 147 1 59 30 | 0,350 | 0,100 | 0,096 | 199 | 1,99
0 148 1 61 29 |0510|0,180 | 0,191 | 226 | 2,26
o 149 2 58 28 0,210 0,070 | 0,106 | 1,88 | 1,88
o 150 1 61 31 |0510/0,180 | 0,180 | 211 | 2,11
0 153 1 77 26 | 0,490 | 0,140 | 0,177 | 2,00 | 2,00
0 154 1 61 29 0,540 | 0,100 [ 0,147 | 220 | 2,20
o 155 2 68 23 | 0,540 0,320 [ 0,304 | 220 | 2,20
o 156 2 67 24 0,490 | 0,110 | 0,147 | 214 | 2,14
0 157 1 67 30 0,730 0,220 | 0,267 | 279 | 2,84




Tabellarische Darstellung der Genotypen der parodontitisresistenten Probanden
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Einverstandniserklarung

Labor fir DNA Diagnostik

Zentrum fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
Klinikum der Justus — Liebig — Universitat
GielRen

Poliklinik fur Parodontologie

Direktor: Prof. Dr. J. Meyle

Schlangenzahl 14

D — 35392 Giel3en

Tel.: +49 641 99 46165

Fax: +49 641 99 46189

Sehr geehrte/r Patient/in:

Die Parodontose ist eine entzundliche, durch bakterielle Belage verursachte Erkran-
kung des Zahnhalteapparates. Bei dieser Entziindung ist der Zustand des Abwehr-
systems (Immunsystems) von grof3er Bedeutung. Interleukin-1 und 4 sind Bestand-
teile unseres Immunsystems, die bei entziindlichen Prozessen eine wichtige Rolle
spielen. Einige Individuen erben ein verandertes Gen, das fir eine erhohte Produktion
von Interleukin-1 verantwortlich ist. Dies wird als genetischer Polymorphismus be-
zeichnet. Klinische Studien in den USA, Grossbritannien und der Schweiz haben ge-
zeigt, dass ein genetischer Polymorphismus mit einem raschen Knochenabbau ein-
hergeht, der bei diesen Patienten dazu fuhrt, dass sie langfristig mehr Zahne verlie-
ren. Ein Polymorphismus des Interleukin-4 Gens wurde bei einer Form der Parodonti-
tis in unserem Labor nachgewiesen. Diese Form wird als aggressive Parodontitis be-
zeichnet, da sie sich trotz einer guten Mundhygiene im jugendlichen Alter manifestiert.

Ziel ist es herauszufinden, ob bei Ihnen diese Veranderung nachweisbar ist.

Dieses Gen lasst sich einfach aus dem Blut nachweisen und deswegen bitten wir Sie
um ihre Bereitschaft zur Blutentnahme. Wir garantieren, dass das Blut zu rein wissen-
schaftlichen Untersuchungen analysiert wird. Die zu diesem Zwecke gespeicherten
personlichen Daten unterliegen dem geltenden Datenschutz und der Geheimhaltung.
Ihre Teilnahme ist absolut freiwillig und Sie kénnen die Einwilligung jederzeit widerru-
fen.

Bitte bestatigen Sie Ihr Einverstéandnis und den Empfang dieser Information mit Ihrer
Unterschrift auf dem beiliegenden Blatt.

Vielen Dank!

Prof. J. Meyle Dr. J. Gonzales F. Rathe



Information fiir die verschiedenen Abteilungen des Hauses:

Liebe Kolleginnen und Kollegen,

es ist vielleicht schon einigen bekannt, dass in der Abteilung flur Parodontologie seit
einiger Zeit genetische Faktoren bei Parodontitis untersucht werden.

Besonders Zytokine, wie Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 4 (IL-4), die bei entzindli-
chen Prozessen unseres Immunsystems eine Rolle spielen, wurden im Zusammen-
hang mit Polymorphismen in unserer Abteilung untersucht.

Einige Ergebnisse haben gezeigt, dass spezielle Polymorphismen des IL-1 und IL-4
Gens eine klinische Assoziation mit der frihbeginnenden- oder der
Erwachsenen-Parodontitis herzustellen ist.

Weitere klinische Studien haben gezeigt, dass dieser genetische Polymorphismus bei
diesen Patienten dazu fihrt, dass sie langfristig mehr Zahne verlieren. In dem Fall
einer frihbeginnenden Parodontitis (aggressive Form) manifestiert sich die Erkran-
kung auch trotz sorgfaltiger Mundhygiene.

Ziel der von der Abteilung flir Parodontologie zur Zeit durchgefiihrte Studie ist es, die
Assoziation des IL-4 und IL-1 Polymorphismus bei einer Gruppe von alteren Patien-
ten, die keine klinischen Zeichen der chronischen Parodontitis, d.h. keinen Attach-
mentverlust aufweisen, zu untersuchen. Diese Gruppe wird mit einer Gruppe von Pa-
tienten jeden Alters verglichen, die unter einer chronischen Parodontitis leiden.

Aus diesem Grunde mdchten wir Sie bitten, Patienten, die unten aufgefiihrte Kriterien
erfullen, an die Abteilung flr Parodontologie zu tUberweisen.

Fur Ihre Unterstltzung danken wir Ihnen.

Mit freundlichen GriiRen

Prof. J. Meyle Dr. J. Gonzales F. Rathe



Information fiir kooperierende Praxen:

Liebe Kolleginnen und Kollegen,

es ist vielleicht schon einigen bekannt, dass in der Abteilung flr Parodontologie seit
einiger Zeit genetische Faktoren bei Parodontitis untersucht werden.

Besonders Zytokine, wie Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 4 (IL-4), die bei entzindli-
chen Prozessen unseres Immunsystems eine Rolle spielen, wurden im Zusammen-
hang mit Polymorphismen in unserer Abteilung untersucht.

Einige Ergebnisse haben gezeigt, dass spezielle Polymorphismen des IL-1 und IL-4
Gens eine klinische Assoziation mit der frihbeginnenden- oder der
Erwachsenen-Parodontitis herzustellen ist.

Weitere klinische Studien haben gezeigt, dass dieser genetische Polymorphismus bei
diesen Patienten dazu fihrt, dass sie langfristig mehr Zahne verlieren. In dem Fall
einer frihbeginnenden Parodontitis (aggressive Form) manifestiert sich die Erkran-
kung auch trotz sorgfaltiger Mundhygiene.

Ziel der von der Abteilung flir Parodontologie zur Zeit durchgefiihrte Studie ist es, die
Assoziation des IL-4 und IL-1 Polymorphismus bei einer Gruppe von alteren Patien-
ten, die keine klinischen Zeichen der chronischen Parodontitis, d.h. keinen Attach-
mentverlust aufweisen, zu untersuchen. Diese Gruppe wird mit einer Gruppe von Pa-
tienten jeden Alters verglichen, die unter einer chronischen Parodontitis leiden.

Aus diesem Grunde mdchten wir Sie bitten, uns tUber Patienten, die unten aufgefihrte
Kriterien erfallen, in Kenntnis zu setzen.

Ihr Ansprechpartner — Dr. J.Gonzales — wird Ihnen unter der Tel.Nr. 0641/99-46192
fur Auskinfte zur Verfigung stehen.

Der molekularbiologische Test ist fur Patienten, die an der Studie teilnehmen, kos-
tenlos; er wirde normalerweise fur DGP-Mitglieder 185,-DM und fur Nichtmitglieder
des DGP 195,-DM kosten.

Fir Ihre Unterstitzung danken wir IThnen.

Mit freundlichen GriiRen

Prof. J. Meyle Dr. J. Gonzales F. Rathe



Name, Vorname:

Zentrum fiir Zahn-, Mund-, und Kieferheilkunde des Klinikums
der Justus-Liebig-Universitat Gielden
Poliklinik fir Parodontologie
Direktor: Prof. Dr. Meyle

Geb.-Datum:

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Ihre Angaben werden absolut vertraulich behandelt (arztliche Schweigepflicht!).

Sollten Sie Schwierigkeiten mit der Beantwortung einzelner Fragen haben, helfen wir
Ihnen gerne.

Vielen Dank fir ihre Mitarbeit!

Angaben lber den allgemeinen Gesundheitszustand

O

@)

Sind Sie zurzeit in arztlicher Behandlung? Wenn ja, weshalb?

Nehmen Sie zurzeit irgendwelche Medikamente? Wenn ja, welche und seit
wann?

Leiden Sie an Allergien (z.B. Heuschnupfen, Hautausschlag nach Medikamen-
teneinnahme, etc.) ? Allergiepal3?

Wurden im letzten Jahr Rontgenbilder angefertigt? Wenn ja, welcher Art und
durch wen? Rontgenpal3?

Leiden Sie an einer der folgenden Erkrankungen?
Falls ja, bitte markieren!

O hoher Blutdruck O niedriger Blutdruck

O Herzleiden? Herzpass O rheumat. Arthritis

O Leukamien (andere Blutsystemerkrankungen) O Syst. Lupus Erytematodes
O Zuckerkrankheit O Sjogren-Syndrom

O Schilddriisenerkrankheit O HIV / AIDS

O Osteoporose O Hepatitis



O Leiden Sie an irgendwelchen Erkrankungen, die das Immunsystem betreffen?
Wenn ja welche?

O Nehmen Sie zur Zeit Hormonpréparate?

O Rauchen Sie?
Wenn ja, wieviel Zigaretten taglich?

Seit wann? O 5 Jahre O 5-10 Jahre O 10-15 Jahre O langer
Fragen zur Zahngesundheit! Bitte kurz angeben!
O Leiden Sie an Zahnfleischbluten?

Wenn ja, seit wann?

@) Haben Sie eine Lockerung lhrer Zahne festgestellt?
Wenn ja, seit wann?

O Hal?)en Sie lhre Zahne Uberwiegend durch Lockerung statt durch Karies verlo-
ren?

O Seit welchem Lebensjahr leiden Sie an Parodontitis?

O Sind weitere Falle mit gleicher Schwere der Erkrankung innerhalb der Familie
bekannt?

@) Knirschen oder pressen Sie mit den Zahnen?

@) Wurde bei Ihnen schon einmal eine Zahnfleischbehandlung durchgefihrt?

Wenn ja, durch wen? Gibt es davon Dokumente (z.B. Rontgenbilder)?

O Gehen Sie regelmafig zum Zahnarzt? Wie oft pro Jahr?

O Wie oft reinigen Sie Ihre Z&hne pro Tag?
O 1xtagl. O 2xtagl. O 3xtagl. O nach jeder Mahlzeit



Welche Hilfsmittel verwenden Sie zur Zahnreinigung?

Bitte ankreuzen!

O Zahnburste

O Elektrische Zahnburste
O Munddusche

O Zahncreme

O Zahnseide

O Interdentalbirste

O Zahnhdlzchen

O Mundwasser / Spulung
O Sonstiges:

Immer

@)

O O0OO0OO0OO0OO0O0

gelegentlich

@)

O O0OO0OO0OO0OO0O0

=.
)

O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0
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Erklarung

Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststandig, ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal} aus veroffentlichten oder nicht veroffent-
lichen Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskinf-
ten beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei der von mir durchgefiihrten
und in der Dissertation erwahnten Untersuchung habe ich die Grundséatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat
GielBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, ein-

gehalten.
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