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Einleitung

1. Einleitung

Bei der Parodontitis handelt es sich um eine multifaktoriell bedingte entziindliche
Erkrankung des Zahnhalteapparates, die in erster Linie durch Bakterien verursacht wird.
Im Hinblick auf Atiologie und Pathogenese der Parodontitis spielen aber neben den
pathogenen Bakterien und der Mundhygiene auch Risikofaktoren eine entscheidende
Rolle. Diese Risikofaktoren sind in der Lage, jeden einzelnen Teilschritt der
Pathogenese zu beeinflussen, was somit individuell zu unterschiedlichen
Erscheinungsformen dieser Krankheit fihren kann. Hierzu z&hlen neben Stress,
Rauchen und systemischen Erkrankungen auch genetische Faktoren.

Vor Jahren wurde schon in mehreren Arbeiten publiziert, dass genetische Faktoren eine
Rolle bei der Parodontitis spielen (Hart & Kornman 1997; Hassell & Harris 1995;
Michalowicz 1994; Nevins & Nevins 1998).

Viele Gene verursachen durch Mutationen verschiedene Varianten des individuellen
Genotyps, ohne nun als besonders selten oder abnorm zu gelten. Dies wird als
genetischer Polymorphismus bezeichnet.

Ein Polymorphismus des ¥RIla-Rezeptors (rs1801274) ist bedingt durch einen
einfachen Basenaustausch«4&), der zu einem Aminosaureaustausch in Position 131
(Histidin - Arginin) fihrt (Warmerdam et al. 1990). Daraus ergeben sich zwei
polymorphe Formen RF&lla-131H und FgRlla-131R, die sich in ihrer Affinitat an
menschliches 1g& unterscheiden, was eine unterschiedliche Immunantwort bei
bakteriellen Infektionen zur Folge hat (Warmerdam et al. 1991).

AulRer diesem Polymorphismus dégjRIIA-Gens sind inzwischen mindestens 30
weitere bekannt, wobei bei 6 dieser Polymorphismen unterschiedliche Aminosauren im

FcyRlla —Protein eingebaut werden.

Mit einigen Erkrankungen, die ihre Ursache in einer bakteriellen Infektion haben, kann
dieser FgRIlla-Polymorphismus schon eindeutig in Verbindung gebracht werden.
Einige Studien belegen diesen Sachverhalt (Arepally et al. 1997; Blasini et al. 1993;
Porges et al. 1994; Yee et al. 1997). Daher liegt die Vermutung nahe, dass dieser
Polymorphismus auch einen Einfluss auf die aggressive Parodontitis (AP) haben

konnte.



Einleitung

Zahlreiche Polymorphismen werden heute mit den unterschiedlichsten Erkrankungen

assoziiert. Auch in der Parodontitisforschung hat man diese Zusammenhénge erkannt.

Kornman et al. (1997) haben mit ihrer Arbeit ,The interleukin-1-genotype as a severity
factor in adult periodontal disease” den Anstol3 zu vielen nachfolgenden Studien auf
diesem Gebiet gegeben.

Bei den meisten Studien finden sich unter den Tragern mit Mutationen auf einem oder
mehreren Allelen wesentlich mehr Probanden mit schweren Formen der Parodontitis als
dies bei Tragern ohne Mutationen der Fall ist. Die schweren Formen der Parodontitis

werden heute unter dem Terminus aggressive Parodontitis (AP) zusammengefasst.

Wilson & Kalmar (1996) vermuteten schon vor Jahren, dass zwischen déttiaFc
Polymorphismus (rs1801274) und einer lokalisierten Form der aggressiven Parodontitis

ein Zusammenhang in Bezug auf die Anfalligkeit fir diese Erkrankung besteht.

Um schon frihzeitig im Rahmen von Screenings das individuelle Parodontitisrisiko
festlegen zu kdnnen, ist es wichtig, auch tUber das eventuelle Vorhandensein genetischer

Risikofaktoren Bescheid zu wissen.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern die Vermutungen von Wilson &
Kalmar (1996) fir Patienten mit aggressiver Parodontitis (AP-Patienten) im Vergleich
zu einer parodontal gesunden Kontrollgruppe zutreffend sind. Hierfir soll ein einfaches
System zum Nachweis des yRtla-Polymorphismus (rs1801274) bei Patienten mit

aggressiver Parodontitis (AP) angewendet werden.
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2. Literaturtbersicht

2.1. Klassifikation der Parodontitis

Im Jahre 1988 wurde von der Deutschen Gesellschaft flr Parodontologie (DGP) zum
eine Neufassung der Nomenklatur marginaler Parodontopathien verdffentlicht.

Aufgrund des wissenschaftlichen Fortschritts und der Gewinnung zahlreicher neuer
Erkenntnisse in der Parodontitisforschung wurde es ndétig, eine Korrektur der

vorhandenen Nomenklatur und Klassifikation vorzunehmen, um den neuen

Erkenntnissen Rechnung zu tragen. Auf einem Workshop in Oakbrook 1999 wurde eine
neue Klassifikation der Parodontalerkrankungen erarbeitet und verabschiedet (Armitage
1999). Diese neue Klassifizierung sollte zum einen die aktuellen Erkenntnisse der
Pathogeneseforschung, zum anderen die der Risikoanalytik der zurtickliegenden 15
Jahre berlcksichtigen und aufRerdem das gesamte Spektrum pathologischer
Veranderungen erfassen.

Zur Klassifizierung der Parodontitis werden die klinischen Parameter Attachment- und

Alveolarknochenverlust, Taschenbildung und Entztindungszustand herangezogen.

Die neue Klassifizierung der Parodontalerkrankungen (Armitage 1999; Deutsche

Gesellschaft fur Parodontologie 200Bgsteht aus 8 Hauptkategorien, die durch

Spezifizierungen nochmals weiter unterteilt werden:

[.) Gingivale Erkrankungen

Hierunter fallen all die Erkrankungen, die ausschlie3lich die Gingiva, nicht aber das
Ubrige Parodontium betreffen. Die Gingivitis wird nicht mehr als eine einzelne
Erkrankung, sondern als ein Spektrum von gingivalen Erkrankungen, die das
Endergebnis des Ablaufs verschiedener pathologischer Prozesse an der Gingiva
reprasentieren, verstanden.

Die gingivalen Erkrankungen werden in plaque-induzierte und nicht plaque-induzierte

gingivale Erkrankungen unterteilt.

[I.) Chronische Parodontitis (CP)
Die chronische Parodontitis ist eine Infektionskrankheit, die zu einer Entziindung des

Zahnhalteapparates sowie progressivem Attachment- und Knochenverlust fuhrt. Sie ist
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durch Bildung von Zahnfleischtaschen und/oder Gingivarezessionen gekennzeichnet
und stellt die am meisten vorkommende Form der Parodontitis dar.

Die chronische Parodontitis kann nach Ausmald und Schwere unterteilt werden in:

a.) Lokalisierte Form (weniger als 30% der Zahnflachen befallen)

b.) Generalisierte Form (mehr als 30% der Zahnflachen befallen)

[1l.) Aggressive Parodontitis (AP)

Die AP stellt eine Krankheitsform mit Gberwiegend klar erkennbaren klinischen

Merkmalen und speziellen Befunden hinsichtlich der Wirt-Bakterien-Interaktion dar.

Folgende Hauptmerkmale sind zu beachten: Der Patient ist klinisch gesund und weist

eine rasch fortschreitende Gewebedestruktion auf. Auffallig ist die familiare Haufung

dieser Parodontitisform.

Auch die AP kann weiter unterschieden werden in:

a.) Lokalisierte Form (Beginn wahrend der Pubertat, erste Molaren und
Schneidezahne befallen)

b.) Generalisierte Form (Patienten meist junger als 30 Jahre, mindestens 3 Zahne sind
aul3er den ersten Molaren und Schneidezéhnen befallen, deutlicher episodenhafter
Verlauf)

IV.) Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen

Hierunter fallen verschiedene Allgemeinerkrankungen, die Uber die Beeinflussung der
Wirtsreaktivitat das individuelle Parodontitisrisiko erhdhen, nicht aber zu einer
spezifischen Parodontitis fihren. Dazu zahlen:

a.) Bluterkrankungen (erworbene Neutropenie, Leukamie und andere)

b.) Genetische Stérungen (Down-Syndrom etc.)

c.) Nicht anderweitig spezifiziert

V.) Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

a.) Nekrotisierende ulzerierende Gingivitis (NUG)
Sie stellt eine Infektion dar, die durch gingivale Nekrosen, gingivale Blutung und
Schmerz charakterisiert ist. Foetor ex ore und Pseudomembranen konnen
sekundare diagnostische Merkmale sein.

b.) Nekrotisierende ulzerierende Parodontitis (NUP)
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Sie ist gekennzeichnet durch Nekrosen des gingivalen Gewebes, des Desmodonts
und des Alveolarknochens. Derartige L&sionen werden am haufigsten bei
Individuen mit systemischen Erkrankungen einschlieBlich  schwerer

Unterernahrung und Immunsuppression und insbesondere bei HIV vorgefunden.

VI.) Abszesse des Parodonts
Die Klassifikation der Abszesse richtet sich nach der Lokalisation der Infektion. Man

unterscheidet in Gingivaabszess, Parodontalabszess und Perikoronarabszess.

VII.) Parodontitis im Zusammenhang mit endodontischen L&asionen

VIII.)Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustande

a.)

b.)

c.)
d.)

Lokalisierte zahnbezogene Faktoren, welche die Plagueretention beguinstigen.
Diese Faktoren koénnen in bestimmten Fallen den Beginn einer parodontalen
Erkrankung begunstigen, stellen aber keine eigenstandige Erkrankung dar.
Mukogingivale Verhaltnisse, zum Beispiel Rezessionen usw.
Schleimhautveranderungen auf zahnlosen Alveolarkdmmen

Okklusales Trauma

Als okklusales Trauma wird per definitionem eine Gewebeveranderung des
Zahnhalteapparates als Ergebnis okklusaler Kréafte bezeichnet. Es wird weiter
zwischen primarem und sekundarem okklusalem Trauma unterschieden. Bei einem
primaren okklusalen Trauma treten die Gewebeveranderungen bei einem Zahn
oder Zahnen mit normalem Zahnhalteapparat auf, wohingegen bei einem
sekundaren okklusalen Trauma an den betroffenen Zéahnen bereits ein reduziertes

Parodont vorhanden ist.
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2.2. Die aggressive Parodontitis (AP)

Der Begriff der aggressiven Parodontitis existiert seit 1999 (siehe 2.1) und ersetzt die
bisherigen Termini ,frih beginnende Parodontitis* (early onset periodontitis (EOP))
und ,rasch progrediente Parodontitis® (RPP). Dadurch wird gleichzeitig der Terminus
.lokalisierte juvenile Parodontitis® (LJP) durch den der lokalisierten aggressiven
Parodontitis und ,generalisierte juvenile Parodontitis® (GJP) durch den der
generalisierten aggressiven Parodontitis ersetzt.

Bei der AP handelt es sich um eine Krankheitsform mit Uberwiegend klar erkennbaren
klinischen Merkmalen und speziellen Befunden hinsichtlich der
Wirt-Bakterien-Interaktion (Deutsche Gesellschaft fur Parodontologie 2002).

Tonetti & Mombelli (1999) bezeichnen die AP als Syndrom, bei dem mehrere
pathologische Bedingungen zum Verlust parodontaler Strukturen in jungem Alter
fuhren.

Die AP wird nach verschiedenen Kriterien definiert. Dazu zahlen die Beziehung zu
systemischen Faktoren, das Alter des Patienten bei Ausbruch der Krankheit und dessen
zeitlicher Beziehung zur Pubertdt und damit verbundener Hormonumstellung,
Einbeziehung der Milchzahne und der bleibenden Zahne, Ausmal? und Schweregrad,
Progressionsrate und die Reaktion auf die erfolgte Therapie.

Lang et al. (1999) beschreiben folgende Hauptmerkmale fir die AP: Der Patient ist
klinisch gesund, weist jedoch eine rasch voranschreitende Gewebedestruktion auf.
Besonders auffallig bei der aggressiven Parodontitis ist die familidre Haufung.

Neben diesen Hauptmerkmalen gibt es auch noch Merkmale, die nicht durchgéangig zu
beobachten sind. Dazu z&hlen das Missverhaltnis zwischen der Menge der bakteriellen
Ablagerungen und dem Ausmall der Gewebedestruktion, erhdhte Zahlen von
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.) (frher Actinobacillus
actinomycetemcomitans) und unter Umstanden auchRanphyromonas gingivaljs

eine abnormale Phagozytenfunktion, ein hyperresponsiver Makrophagen-Genotyp mit
einer erhohten Produktion von Pgénd IL1{3 sowie eine mdgliche Selbstlimitierung

der Gewebedestruktion (Deutsche Gesellschaft flir Parodontologie 2002; Lang et al.
1999).
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Die AP existiert in einer lokalisierten und generalisierten Form, die sich in einigen
Gesichtspunkten beziiglich der Atiologie und Pathogenese unterscheiden (Lang et al.
1999).

Heute ist klar, dass die lokalisierte AP keine lokalisierte Form der generalisierten AP
ist, da es verschiedene spezifische klinische und die Immunantwort betreffende
Unterschiede zwischen der lokalisierten und der generalisierten AP gibt (Armitage
2004).

Man vermutet, dass die altersabhdngige Progression der lokalisierten in die
generalisierte Form entweder durch spezifische Pathogene oder durch erhdhte
umweltbedingte oder genetisch bedingte Anfalligkeit erklart werden kann (Tonetti &
Mombelli 1999).

Die lokalisierte Form bricht ungefahr zum Zeitpunkt der Pubertdt aus oder wird
wahrend der Pubertat entdeckt und diagnostiziert, wohingegen die generalisierte Form
gewobhnlich bei Personen unter 30 Jahren entdeckt und diagnostiziert werden kann.
Manche Patienten kdnnen aber auch durchaus alter als 30 Jahre sein.

Die lokalisierte AP ist gekennzeichnet durch eine starke Serum-Antikdrperreaktion
gegen Parodontopathogene und dem Befall der Inzisivi und der ersten Molaren mit
interproximalem Attachmentverlust bei mindestens zwei bleibenden Zahnen. Davon ist
immer einer ein Molar. Patienten mit einer generalisierten AP weisen dagegen eine sehr
schlechte Antikorperreaktion auf und zeigen einen sehr starken Attachment- und
Alveolarknochenverlust an mindestens drei bleibenden Zahnen auf3er der Inzisivi und
ersten Molaren (Lang et al. 1999).

Die Mikroflora, die mit der AP assoziiert wird, besteht hauptsachlich aus gram-
negativen, kapnophilen und anaeroben Stabchen (Newman & Socransky 1977; Slots
1979). Eine grofRe und wichtige Rolle bei der AP spiéliggregatibacter
actinomycetemcomitangA.a.), ein gram-negativer, nichtmotiler Kokkobazillus. Die
Beziehung bzw. der enge Zusammenhang zwischen A.a. und der AP und die Rolle, die
dieser Keim fiir die AP spielt, ist vielfach in der Literatur beschrieben und dokumentiert
worden (Kornman & Robertson 1985; Newman & Socransky 1977; Slots et al. 1980;
Slots et al. 1982; Zambon 1985).

In mehreren Verdffentlichungen wird Gber Chemotaxis- und Phagozytosedefekte der
neutrophilen Granulozyten bei Patienten mit aggressiver Parodontitis berichtet (Clark et
al. 1977; Kimura et al. 1992; Suzuki et al. 1984; Van Dyke et al. 1987), was den
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aggressiven Verlauf dieser Erkrankung und die massiven Destruktionen des Parodonts
mit erklaren konnte.

Die AP tritt wesentlich seltener auf als die chronische Parodontitis, die die haufigste
Form der Parodontitis darstellt (Albandar & Tinoco 2002). Schatzungen Uber die
Pravalenz der AP variieren zwischen 0,1% und 15% (Hart et al. 1993; Loe & Brown
1991; Neely 1992; Saxen 1980a; Saxen 1980b; Sjodin et al. 1993), wobei die
Unterschiede verschiedenen Kiriterien, der geografischen Region und einer
unterschiedlichen Datenbank zuzuschreiben sind. Untersuchungen zeigen aber deutlich
eine groRere Pravalenz bei Schwarzen als bei Europaern (Burmeister et al. 1984; Loe &
Brown 1991; Melvin et al. 1991).

2.3.  Atiologie und Pathogenese der Parodontitis

Als Parodontopathien werden allgemein die entzindlichen Erkrankungen des
Zahnhalteapparates bezeichnet. Mit Ausnahme der Gingivitis, die ohne irreversible
Folgen am Parodontium tber Jahre bestehen kann, fiihren diese Erkrankungen zu einem
Abbau des alveolaren Knochens und der desmodontalen Fasern. Dies fihrt im
fortgeschrittenen Stadium zu Zahnlockerung und Zahnverlust (Schroeder 1997).

Die Erkenntnis Uber die entztndliche Natur der Erkrankungen drickt sich auch im
Wandel der Krankheitsbezeichnung von ,Parodontose”, wie sie in der deutschen
Bevolkerung noch weit verbreitet ist, zu ,Parodontitis”, der heute gultigen klinischen
Bezeichnung, aus.

Trotz aller BemuUhungen der letzten Jahrzehnte ist die Parodontitis eine Erkrankung mit
unvollstandig geklarter Atiologie (Hardie 1992).

Obwohl bereits schon der arabische Arzt Rhazas (850-923 v. Chr.) in seiner
Abhandlung Albucasis (963-1013 v. Chr.) eine Beziehung zwischen Parodontitis und
Ablagerungen auf Zahnen herstellte und sowohl Fouchard 1728 als auch Pasch 1767 die
Reinigung der Zéhne als Parodontaltherapie empfohlen hatten (Poessel 1939), wurde
der Zusammenhang zwischen entzindlichen Erkrankungen der zahntragenden
Strukturen und bakteriellen Beldgen erst vor ca. 40 Jahren durch die klassische Studie
zur experimentellen Gingivitis von Loe et al. (1965) im heutigen Sinne der
Wissenschaft bewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass der Ausldser fur die Entstehung

einer Gingivitis die Anhaufung bakterieller Plaque ist, wobei die Gingivitis durch
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gezielte Behandlung und Mundhygiene wieder vollstandig und ohne irreversible
Schéaden ausheilt.

Lindhe et al. (1973) fuhrten eine ahnliche Studie zur experimentellen Parodontitis durch
und konnten auch hier den Zusammenhang zwischen bakterieller Plaque und der
Erkrankung nachweisen.

Lange Zeit betrachtete man die entzundlichen Parodontalerkrankungen als
unspezifische Infektionskrankheit und entwickelte auch auf der Grundlage der Studie
von Loe et al. (1965) die unspezifische Plaquehypothese, wobei fir die Pathogenitat der
bakteriellen Plaque primar deren Quantitat verantwortlich gemacht wurde (Moore et al.
1982; Theilade 1986). Gestitzt wird diese Hypothese von Untersuchungen, in denen
Therapieerfolge mit der Intensitéat unspezifischer Kontrolle der Plaque korrelieren.

Die Schwere des klinischen Erscheinungsbildes der Parodontitis geht bereits nach der
einleitenden Hygienephase der Parodontaltherapie signifikant zuriick (Morrison et al.
1980).

Da sich aber nicht bei allen an Parodontitis erkrankten Personen selbst bei optimaler
Mundhygiene und regelméRigem Recall ein dauerhafter Therapieerfolg erzielen lasst
(Magnusson & Walker 1996) und sich die akuten Entziindungen und typischen
Lasionen bei der AP statistisch nicht mit der Anh&ufung bakterieller Plaque in
Verbindung bringen lassen, wurden Zweifel an der Allgemeingultigkeit der
unspezifischen Plaquehypothese laut.

Durch die zunehmende Erkenntnis, dass sich die Zusammensetzung der bakteriellen
Plaque bei verschiedenen Formen parodontaler Erkrankungen qualitativ unterscheidet,
gewann die spezifische Plaguehypothese an Bedeutung.

Diese macht eine qualitative Veranderung der Plague und das Uberwuchern von
parodontalpathogenen Keimen als Ausldser der entziindlichen Reaktion verantwortlich
(Tanner 1988).

Besonders die Untersuchungen von Siotslen 1970er und 1980er Jahren erbrachten
den Nachweis, dass sich die qualitative Zusammensetzung der Bakterienflora wie auch
das quantitative Verhaltnis der Bakterienspezies zueinander je nach Schweregrad der
parodontalen Entzindung verandert, und nur bestimmte virulente Keime eine
Parodontitis verursachen kénnen (Slots 1977a; Slots 1977b; Slots 1979; Slots 1986).

Die Grundprinzipien der Pathogenese der Parodontitis wurden durch Page & Schroeder

(1976) ausfuhrlich beschrieben. Diese Grundprinzipien haben zwar noch immer ihre

9



Literaturibersicht

Gultigkeit, jedoch hat man heute detailliertere Vorstellungen tber molekulare und
zellulare Mechanismen, die die Starke und Balance der zellularen und humoralen
Wirtsantwort im Gewebe bestimmen (Kornman et al. 1997b; Page et al. 1997).

Wie schon erwéhnt, liegt der erste Schritt sowohl bei der Entstehung der Gingivitis als
auch der Parodontitis in der Anh&aufung bakterieller Plaque.

Unter der Bezeichnung Plague versteht man einen bakteriellen Biofilm. Dieser wird als
matrixeinschlieende Bakterienpopulation, die aneinander selbst und an anderen
Oberflachen haftet, angesehen (Costerton et al. 1994).

Man unterscheidet entsprechend ihrer Eigenschaften, Charakteristik und
Zusammensetzung zwei verschiedene Biofilmtypen, die supra- und die subgingivale
Plaque.

Die supragingivale Plaque besteht noch weitgehend aus gram-positiven aeroben
nichtmotilen Stabchen und Kokken.

Durch Proliferation am apikalen Rand dieser Plague kann sich diese nach subgingival
ausbreiten, wodurch die Taschenbildung eingeleitet wird und eine gingivale Tasche
entsteht.

Die Taschenbildung ist das Resultat des Zusammenwirkens von bakterieller
Proliferation, subgingival gerichteter Ausdehnung der bakteriellen Plaque und der
entziindlichen Exsudation (Takata & Donath 1988).

Die subgingivale Plaque liegt geschitzt im gingivalen Sulkus, wodurch einerseits der
Beginn der Wirtsreaktion und andererseits der Raum, den der Sulkus bildet, die
limitierenden Faktoren fur das Wachstum der Mikroorganismen in der subgingivalen
Plague darstellen. Durch Kolonisation der gingivalen Tasche mit gram-negativen,
fakultativ oder obligat anaeroben motilen Stabchen und Spirochéaten andert sich die
Zusammensetzung der subgingivalen Plaque.

Diese Kolonisation ist als Sekundarinfektion aufzufassen, da dieser Schritt nicht ohne
die vorangegangenen erfolgen kann. Je nach Art, Zeitpunkt und Lokalisation dieser
Sekundarinfektion resultiert eine andere Form der Parodontitis (Schroeder 1997).

Das Gingivaepithel stellt an sich eine effektive Barriere gegen bakterielle Produkte dar.
Durch die Reaktion der Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukte mit dem
gingivalen Epithel kommt es jedoch zu einer Penetration der Bakterien in die darunter
liegende subgingivale Bindegewebszone.

Das infiltrierte Bindegewebe ist kollagenarm, aber reich an Proteoglykanen (Bartold
1992).
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Schlief3lich kommt es nach vermehrter Plaqueakkumulation zum Austritt von Exsudat.
Dieses Exsudat enthalt Sulkusflissigkeit (Page & Schroeder 1976), welche aus dem
Blutplasma resultiert und erste Komponenten der Wirtsabwehr enthalt. Dazu z&hlen
Lysozyme, Bradykinin, Thrombin, Fibrinogen, das Komplementsystem und Antikorper,
die sowohl systemisch als auch lokal in der Taschenwand gebildet werden und
spezifisch fur die Antigene der Plaquebakterien sind (Cimasoni 1983).

Diese lokale, im gingivalen Gewebe stattfindende Antikdrpersynthese variiert von
Tasche zu Tasche innerhalb eines Individuums (Ebersole et al. 1984; Ebersole et al.
1994; Lovelace et al. 1982).

Aus zahlreichen hochendothelialen Venolen emigrieren standig neutrophile
Granulozyten, die dann im Exsudat erscheinen und zahlreiche Vakuolen enthalten, die
Bakterien, Immunglobuline und Komplementkomponentens) (@ Form von
Immunkomplexen einschliel3en (Saito et al. 1987).

Die neutrophilen Granulozyten sind verantwortlich fur die Bildung eines
Leukozytenwalls an der Oberflache zwischen dem Sulkusepithel und der adharenden
Plaquezone. Dies stellt die erste Abwehr gegen den bakteriellen Ubergriff dar.

Bis zu diesem Punkt handelt es sich noch um eine Gingivitis, eine oberflachliche
Entzindung, die noch keine Gewebedestruktion und Knochenabbau verursacht und
jederzeit reversibel ist.

Solange die neutrophilen Granulozyten diese oberflachliche Entziindung im Griff haben
und sie erfolgreich kontrollieren, kann sie nicht tiefer ins Gewebe penetrieren (Salvi et
al. 1997). In diesem Stadium liegt auch nur ein sehr sparliches Lymphozyteninfiltrat
vor, das hauptsachlich aus T-Zellen, sehr wenigen B-Zellen und

antikorperproduzierenden Plasmazellen besteht.

Man weil3 heute von der Existenz von tber 300 verschiedenen Bakterienspezies in der
Mundhdhle (Moore & Moore 1994). Diese siedeln sich in dem Umfeld an, das von der
Zahnoberflache und den umgebenden Bedingungen der Mundhohle und des
Gingivaepithels bestimmt wird (Darveau et al. 1997).

Von den uber 300 verschiedenen Bakterienspezies sind fir die Entstehung und das
Fortschreiten einer Parodontitis jedoch nur eine geringe Anzahl, Gberwiegend gram-

negative anaerobe Bakterien, verantwortlich.
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Bei Parodontitispatienten finden sich anteilig an der Gesamtflora weit tUber 50%
gram-negative Bakterienspezies, dagegen nur ca. 15% bei parodontal gesunden
Personen. Neben der Art der Bakterienspezies variiert auch die Bakterienmenge
erheblich zwischen parodontal gesunden?(tds 1G) und kranken Individuen

(10° bis 16) (Darveau et al. 1997).

Wolff et al. (1994) bringt mit parodontalen Erkrankungen hauptsachlich
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingival(iB.g),
Fusobakterium nucleatum, Prevotella intermedia, Camphylobacter rectus, Eikenella
corrodens, Bacteroides forsythus, Spirochaten und Treponema spp. in Verbindung.

Auch auf dem ,World Workshop on Clinical Periodontics 1996“ kam man zu der
Erkenntnis, dass die meisten Parodontitiden durch die gram-negativen Anaerobier P.g.,
A.a. und Bacteroides forsythus in der subgingivalen Plaque ausgelost werden (ANON
1996).

Sie sind an der Zusammensetzung der subgingivalen Plaque in aktiven Taschen zu
einem hoheren Prozentsatz beteiligt als in nicht-aktiven Taschen, wohingegen andere
Bakterien wie Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis und Actinomyces spp. mit
inaktiven Taschen assoziiert werden und ihnen eine moglicherweise protektive Wirkung
zugesprochen wird (Socransky et al. 1988).

Insbesondere fur die parodontalen Pathogene A.a. und P.g. sind schon eine Reihe von

Pathogenitatsfaktoren beschrieben worden.

Die Kolonisation des Sulkusepithels durch A.a. wird unter anderem dadurch begtinstigt,
dass bestimmte Bakteriozine andere Bakterien der Parodontalflora wie Streptococcus
sanguis und Actinomyces viscosus eliminieren (Hammond et al. 1987).

Die Adhéasion von A.a. am Sulkusepithel wird durch Fimbrien vermittelt (Rosan et al.
1988). Gleichzeitig wird die Immunantwort des Wirtes durch Leukotoxin, Fc-bindende
Proteine und Chemotaxishemmer inhibiert. Bestimmte Stdmme von A.a. produzieren
ein Leukotoxin, das neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten abtotet
(Zambon et al. 1983; Zambon 1985). Durch Bindung der Fc-bindenden Proteine an das
Fc-Fragment der Immunglobuline wird die Opsonierung gehemmt (Mintz & Fives-
Taylor 1994) und durch die Chemotaxishemmer wird die Rekrutierung der Leukozyten
im Entzindungsbereich verhindert (Van Dyke et al. 1982). Von A.a. werden des
weiteren Zytotoxine und Kollagenase gebildet, die das Eindringen dieser Spezies im

Sulkusbereich vermitteln. Durch die Zytotoxine werden die Epithelzellen des
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Saumepithels und die Fibroblasten zerstort (Helgeland & Nordby 1993), durch die
Kollagenase das Kollagen der extrazellularen Matrix des Bindegewebes gespalten (Page
et al. 1973). AulRerdem ist A.a. in der Lage, die gingivalen Epithelzellen zur aktiven
Aufnahme der Bakterien zu veranlassen, was schlie3lich die Zerstérung der befallenen
Zellen zur Folge hat (Christersson et al. 1987; Saglie et al. 1986).

A.a. wird haufig mit der lokalisierten juvenilen Parodontitis in Verbindung gebracht. Es
wird berichtet, dass dieser Keim zu 90% in L&sionen bei Erkrankten nachgewiesen
werden kann (Tonetti & Mombelli 1999).

Misserfolge oder standig auftretende Rezidive nach einer systematischen
Parodontaltherapie konnen durch die nicht ausreichende Beseitigung von A.a.

hervorgerufen werden.

Noch virulentere Eigenschaften als A.a. scheint Porphyromonas gingivatissitzen.

P.g. bindet ebenso wie A.a. mittels Fimbrien an die Sulkusepithelzellen (Lee et al. 1991;
Sojar et al. 1991).

Die Kapsel des Keimes vermag die Phagozytose im Sulkusbereich durch Makrophagen
zu hemmen (Sundgvist et al. 1991; van Winkelhoff et al. 1993).

Ebenso ist dieser Keim nicht in der Lage, die Endothelzellen direkt zur Produktion von
E-Selektin zu stimulieren (Darveau et al. 1997), was zur Folge hat, dass sich
Leukozyten nicht an Endothelzellen binden kdnnen und damit nicht in den
extravaskularen Raum auswandern konnen. Damit wird ein Schlisselschritt in der
Entwicklung der normalen Wirtsabwehr gelahmt.

Verschiedene sezernierte Enzyme von P.g. vermitteln durch hydrolytische,
proteolytische und lipolytische Wirkung die Zerstérung des Parodontalgewebes
(Grenier & Michaud 1993; Holt & Bramanti 1991; Kuramitsu et al. 1995; Yamamoto et
al. 1996) und werden nach ihren katalytischen Eigenschaften in Serin-, Aspartat-, Thiol-
und Metallo-Proteinasen eingeteilt (Holt et al. 1999).

Diese Enzyme besitzen die Mdglichkeit, die Komplementfaktoreand G sowie die
Immunglobuline IgG und IgM zu inaktivieren (DiScipio et al. 1996; Grenier 1992;
Travis et al. 1997).

Einige Stamme von P.g. kdnnen die Fc-Region von IgG abspalten, wodurch die
Phagozytose und das Abt6ten von Bakterien verhindert wird (Schenkein 1988).
AulRerdem werden von P.g. Kollagenasen produziert, die die Kollagentypen | und IV
abbauen (Holt & Bramanti 1991).
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Ist eine Besiedelung mit P.g. vorhanden, so ergibt sich laut Socransky & Haffajee
(1992) ein 2 bis 3-fach erhdhtes Risiko fir einen Attachmentverlust.

Solche Eigenschaften, wie sie fur A.a. und P.g. beschrieben sind, machen in ihrer
Vielfalt und Summe diese oder andere Bakterien hochgradig virulent und pathogen
(Haffajee & Socransky 1994) und liefern erste Erklarungen, warum die subgingivale
mikrobielle Plague so widerstandsfahig gegentber der Wirtsabwehr ist.

Kommt es zur Uberwindung der von den neutrophilen Granulozyten gebildeten ersten
Abwehrlinie, dringen die Bakterien und deren Stoffwechselprodukte tiefer ins Gewebe
ein. Dies markiert den Ubergang von der Gingivitis zur Parodontitis, der biochemisch
durch die Bildung von Produkten, die nach Makrophagen- und
Lymphozytenaktivierung frei werden, beobachtet werden kann. Nun werden als zweite
Defensivlinie die Monozyten bzw. Makrophagen aktiv (Offenbacher 1996).
Die standige Freisetzung von gram-negativen Zellwandbestandteilen in die Mundhohle
verursacht eine unspezifische Reaktion der Immunabwehr.
Nach Bindung der Lipopolysaccharide (LPS) an lipopolysaccharidbindende Proteine
(LBP) entstent ein Komplex, der vom CD14-Rezeptor, der von Makrophagen
exprimiert wird, erkannt wird. Durch diese Stimulation sezernieren Makrophagen das
Prostaglandin E(PgE) und die proinflammatorischen Zytokine 1i3lund TNFe, die
die parodontale Knochenresorption vermitteln, sowie Matrixmetalloproteinasen (MMP),
die an der Destruktion der extrazellularen Matrix beteiligt sind (Gemmell et al. 1997;
Page et al. 1997).
Das Interleukin-1, das in einer Ild-Form und einer IL]3-Form existiert, stimuliert
Adhasionsmolekiile auf Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen. Uber diese
Adhasionsmolekile wird ein Angriff auf, sowie ein Eindringen durch das
GefaRendothel mdglich, und es kann zur Chemotaxis an den Entziindungsstellen
kommen.
Durch die oben genannten Mechanismen werden, wie schon erwahnt, auch die
Endothelzellen aktiviert, was in einer Entzindung der GefalRwande, Stase sowie
klinisch sichtbarer R6tung und Schwellung der Gingiva resultiert.
Diese proinflammatorischen Zytokine induzieren die Freisetzung vop $yiie von
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) durch die gingivalen Fibroblasten.
Die Folge ist eine Forderung der Alveolarknochenresorption und Destruktion der
extrazellularen Matrix im Sulkusbereich (Page et al. 1997) (s. Abbildung 1).
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Desweiteren beeinflussen sie ihrerseits wiederum sekundare Entzindungsmediatoren
wie den ,platelet activated factor” (PAF) sowie biogene Amine (Bradykinin, Histamin)
(Offenbacher 1996) und fordern durch endotheliale Expression von E-Selektin die

Adhasion von neutrophilen Granulozyten an Endothelzellen (Darveau et al. 1995).

Die Fibroblasten innerhalb des Entzindungsinfiltrats im Sulkusepithel weisen eine
deutlich unterdriickte und verlangsamte Synthese von Typ-I-Kollagen auf, wahrend in
der bindegewebigen Umgebung des Infiltrats die Fibroblasten Typ-I-Kollagen in

gesteigertem Mal3e produzieren (Larjava et al. 1989).

LPS-LEP
Komplex

Y

TNFo

Makrophage

peE, 1118

Destrulition der

Resorption des extrazelluliren Matrix

Alveolatknochens

Fibroblast

Abbildung 1: Einige zellulare Mechanismen der Pathogenese der Parodontitis

Nach Bindung von LPS an LPB entsteht ein Komplex, der vom CD14-Rezeptor der Makrophagen
erkannt wird. Die Makrophagen werden dadurch zur Sezernierung von ddgEproinflammatorischen
Zytokinen IL-18, TNFo sowie MMP stimuliert. Die Zytokine ILB- und TNFx induzieren die
Freisetzung von Pgiund MMP der gingivalen Fibroblasten. Die Folge ist eine Férderung der Resorption
des Alveolarknochens und der Destruktion der extrazellularen Matrix im Sulkusbereich (nach Page et al.
1997).
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IL1-B sowie Pgk wirken beide negativ auf die Kollagensynthese ein (Alvares et al.
1995; Arai et al. 1995).

PgE& ist nach Offenbacher (1996) fiir Vasodilatation, Knochenabbau und Odembildung
als Stimulator und Ausléser anzusehen.

Bei AP-Patienten konnte gezeigt werden, dass die Bildung ap dRgEh Monozyten
gegenuber parodontal gesunden Individuen deutlich erhéht ist (Shapira et al. 1994).
Werden Monozyten durch Lipopolysaccharid stimuliert, kommt es zur Bildung einer 3

bis 8-fach erhéhten Menge an BgE

Durch die Lipopolysaccharide wird der alternative Weg der Komplementkaskade
aktiviert (Kornman et al. 1997b), welcher wiederum Leukozyten aktiviert und die
Opsonierung von Bakterien fordert (Dennison & Van Dyke 1997).

Die Lipopolysaccharide kdnnen systemisch sogar Schock, Fieber und intravaskulare

Koagulation verursachen (Offenbacher 1996).

Neben der Anwesenheit und Funktion der Fibroblasten, der neutrophilen Granulozyten
und der Makrophagen in der Sulkusflissigkeit bzw. im Infiltrat finden sich dort auch
verschiedene Lymphozyten und sehr viele Plasmazellen (Schroeder 1997).

Unter den Lymphozyten befinden sich T-Zellen sowie B-Zellen in unterschiedlichen
Anteilen (Reinhardt et al. 1988).

T-Zellen sind fur die zellvermittelte Immunitat verantwortlich und werden entsprechend
ihrer Funktion in T-Helferzellen, T-Suppressorzellen und T-Killerzellen unterschieden.
B-Zellen sind fiur die humorale Immunitat verantwortlich und entwickeln sich zu
antikorperbildenden Plasmazellen (Kornman et al. 1997b; Offenbacher 1996).

Die meisten Plasmazellen bilden Immunglobuline vom Typ IgG (ca. 60-80%),
bedeutend weniger IgA (ca. 10-40%) und nur sehr wenige IgM (Kilian et al. 1989).

Nur ein Teil der Plasmazellen im Infiltrat bildet plaquespezifische Antikdrper (Lovelace
et al. 1982).

Die lokal stattfindende Antikoérpersynthese liefert nach Menge und Spezifitat
unterschiedliche Antikorper, die mitunter einen groReren Anteil an der Gesamtmenge
der lokal auftretenden Antikdrper ausmachen kdnnen als die systemisch produzierten
Antikorper (Ebersole et al. 1984; Ebersole et al. 1994; Lovelace et al. 1982).

Durch das Zusammenkommen von Mitogenen, Antigenen und Antikdrpern im

Sulkusepithel werden Immunkomplexe gebildet, die hauptsachlich in der Nahe von
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GefalRwanden auftreten. Dadurch kann es zur Auslosung einer allergischen Vaskulitis
kommen (Nikolopoulou-Papaconstantinou et al. 1987).

Anhand des Antikorpertiters im Blut bzw. in der Sulkusflissigkeit lasst sich die
Schwere der Erkrankung gut erkennen. Der Antikorpertiter stellt daflir sogar ein
besseres Mal} dar als die Bakterienquantitat (Wheeler et al. 1994).

Nach Ebersole (1990) sind die Antikorper in der Lage, die von pathogenen Keimen
produzierten Stoffe wie Proteasen und Leukotoxine zu neutralisieren, aber nicht
unbedingt die Keime selbst zu zerstoren.

Kommt es zu einer ausreichend starken Antikérperreaktion, kdnnen die Auswirkungen
der Erkrankung eingedammt und die entstehende Lasion in ihrer Ausdehnung begrenzt
werden (Salvi et al. 1997).

Auler der im vorangegangenen beschriebenen Ablaufe und Faktoren nehmen auch noch
andere modifizierende Faktoren, die erworben oder angeboren sein kbnnen, auf die
Pathogenese der Parodontitis Einfluss. Daraus resultieren unterschiedliche klinische
Schweregrade und individuelle Krankheitsverlaufe.

Diese modifizierenden Faktoren werden als Risikofaktoren bezeichnet.

Norderyd (1998) definiert in seiner Arbeit einen Risikofaktor als einen Faktor, durch
dessen Vorhandensein die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Krankheit direkt
erhoht wird, wohingegen die Abwesenheit eines solchen Faktors diese verringert.

Als parodontale Risikofaktoren gelten Rauchen, Stress, einige systemische
Erkrankungen wie Diabetes, Osteoporose und HIV sowie genetische Variationen.

Bei Rauchern geht man heute von einem 2,5- bis 6-fach héheren Risiko aus, an
Parodontitis zu erkranken (American Academy of Periodontology AAP 1999).

Liegt eine genetisch bedingte Anfalligkeit fur frih beginnende Parodontalerkrankungen
wie der AP vor, so wirkt sich das Rauchen besonders ungtnstig aus (Haber et al. 1993;
Linden & Mullally 1994). Dies hangt mit einer stark unterdriickten Produktion
spezifischer Antikérper gegen gram-negative pathogene Keime zusammen (Quinn et al.
1996; Tangada et al. 1997), wodurch es wiederum zu einer Verstarkung der
Entzindungsreaktion mit erhdhter Freisetzung vonALT-NFa und Pgk und den

damit verbundenen Konsequenzen kommt (Offenbacher 1996; Payne et al. 1996).
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Durch eine systematische Parodontalbehandlung kommt es zwar auch bei Rauchern zu
einer Reduzierung der Taschentiefe und Attachmentgewinnen, jedoch sind diese aber
bedeutend geringer als bei Nichtrauchern (Bostrom et al. 1998; Grossi et al. 1996).
McGuire & Nunn (1999) stellten fest, dass Raucher, die sich einer systematischen
Parodontalbehandlung unterzogen haben und sich regelméRig im Recall befinden in
dieser Zeit mehr Zahne verlieren als Nichtraucher.

Bei Patienten, die das Rauchen aufgegeben hatten, zeigte sich eine deutliche
Verzdgerung der Progression des Knochenabbaus, was darauf schlieBen lasst, dass die

negativen Effekte des Tabakkonsums reversibel zu sein scheinen (Bolin et al. 1993).

Auch psychosoziale Stresszustande scheinen einen Einfluss auf die Entstehung und die
Progression der Parodontitis zu haben. In mehreren Querschnittsstudien konnten
deutliche Zusammenhange aufgezeigt werden (Breivik et al. 1996; da Silva et al. 1995;
Genco et al. 1999).

Substanzen des Nervensystems und des neuroendokrinen Systems beeinflussen bei
Stresszustanden die Immunaktivitat und haben damit Einfluss auf die Entstehung einer
Erkrankung (Sheridan et al. 1994).

Durch Stress kommt es zu einer erhéhten Entziindungsreaktion (Offenbacher 1996).
CRF (Corticotropin-Releasing-Factor) und Argininvasopressin werden im Rahmen
einer Stressantwort ausgeschittet, was wiederum zur Ausschittung von ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon) und schliel3lich zur Ausschuittung von Glucocorticoiden
fuhrt. Glucocorticoide hemmen die Immunantwort und fohren zu einer reduzierten
Lymphozytenzahl im Blut und einem Anstieg der neutrophilen Granulozyten (Spencer
1994).

Auch bei Patienten, die an systemischen Erkrankungen leiden, werden héufig
parodontale Erkrankungen festgestellt. Besonders der Diabetes mellitus, die
Osteoporose und HIV scheinen mit der Parodontitis assoziiert zu sein (Emrich et al.
1991; Glavind et al. 1968; Murray 1994; Taguchi et al. 1995).

Kontrollierte Querschnitts- und Longitudinalstudien zeigten erhdhte Sondierungstiefen,
Attachment- und Knochenverluste bei Diabetikern im Vergleich mit Gesunden (Firatli

1997; Thorstensson & Hugoson 1993).
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Durch Studien bei Pima-Indianern, die eine sehr hohe Prévalenz von Typ2-Diabetes
aufweisen, konnte gezeigt werden, dass der Typ2-Diabetes als Risikofaktor fur die
Parodontitis anzusehen ist (Emrich et al. 1991; Nelson et al. 1990).

Diabetiker weisen im Vergleich zu Nichtdiabetikern ein 2,8-fach erhdhtes Risiko flr
einen Attachmentverlust und ein 3,4-fach erhohtes Risiko fiir einen Knochenverlust auf
(Emrich et al. 1991). Auch die Inzidenz fir die Entstehung einer Parodontitis ist bei
Diabetikern um das 2,6-fache erhéht (Nelson et al. 1990).

Bei der Osteoporose handelt es sich im Gegensatz zur Parodontitis um eine systemische
Erkrankung. Beide Erkrankungen sind aber durch Knochenverlust gekennzeichnet.

Salvi et al. (1997) vermuten, dass auch die parodontale Destruktion im Rahmen einer
Parodontitis durch systemischen Knochenabbau beeinflusst wird. In mehreren Studien
wurde der Zusammenhang zwischen skeletaler und mandibularer Knochenmineraldichte
analysiert. Dabei konnten einige Gemeinsamkeiten entdeckt werden (Kribbs et al. 1983;
1989; 1990; 1990).

Zwischen einer Osteoporose und vermehrtem Zahnverlust besteht eine enge
Verbindung. Besonders bei Frauen mit Osteoporose konnte ein wesentlich hdherer
Zahnverlust als bei gesunden Frauen festgestellt werden (Krall et al. 1996; Taguchi et
al. 1995).

Eine erhohte Pravalenz zur Manifestation parodontaler Erkrankungen bei
HIV-infizierten Patienten gegenuber nichtinfizierten Personen konnten Rego & Pinheiro
(1998) in einer Studie zeigen.

HIV-positive Patienten und an AIDS-Erkrankte zeigen haufig akute nekrotisierende und
ulzerierende Parodontitiden, die mit einer Zerstérung des gingivalen Gewebes, des
Desmodonts und des Alveolarknochens einhergehen. Diese extrem schmerzhaften
Parodontitiden sind mit einer Immunsuppression, die durch eine
CD4-Lymphozytenanzahl von weniger als 200 Zelletgekennzeichnet ist, verbunden
(Murray 1994).

Besonders in den letzten Jahren hat das Interesse an der Suche nach genetischen
Risikofaktoren fir die Parodontitis stark zugenommen. Die meisten genetischen
Erkenntnisse, die man heute hat, beruhen auf Ergebnissen aus Familienstudien und
molekulargenetischen Assoziationsstudien.

Ein Ausloser fur solche Studien war die Arbeit von Loe et al. (1986). Sie konnten

wahrend eines Zeitraums von 15 Jahren bei Teeplantagenarbeitern auf Sri Lanka, die

19



Literaturibersicht

keine Mundhygiene betrieben, drei Gruppen mit unterschiedlicher Progression der
Parodontitis feststellen. Davon zeigten 8% bzw. 81% der Population eine rapide bzw.
moderate Progression der Parodontitis, 11% jedoch keinerlei Progression. Diese

Unterschiede liel3en sich nicht anders als durch genetische Besonderheiten erklaren.

Auch innerhalb einzelner Rassen sind die Haufigkeiten des Auftretens parodontaler
Erkrankungen sehr unterschiedlich. Albandar et al. (1997) fanden bei einer
Untersuchung in den USA bei 14000 Jugendlichen im Alter von 13 bis 17 Jahren
heraus, dass frihbeginnende aggressive Formen der Parodontitis bei ca. 10% der
Schwarzen, 5% der Hispanics, aber nur bei 1,3% der Weil3en zu finden waren.

Altere Studien haben keine signifikante Verbindung zwischen genetischen Faktoren und
der Haufigkeit von Parodontitiden relativ zu anderen Umweltfaktoren gefunden (Chung

et al. 1977).

Studien bei Zwillingen belegen aber, dass 38% bis 82% der Unterschiede in der
Bevolkerung in Bezug auf das klinische Ausmald der Erkrankung genetischen Faktoren

zuzuschreiben sind (Michalowicz et al. 1991).

Verschiedene Erkrankungen, die von parodontalen Manifestationen begleitet werden,
haben eine signifikante genetische Komponente. Die familiare Haufung beim Papillon-
Lefévre-Syndrom wurde schon vor einigen Jahrzehnten beschrieben (Coccia et al.
1966). Genaue Daten Uber die Rolle genetischer Faktoren bei der Pathogenese dieser
Erkrankung und ihrer parodontalen Komponenten wurden erst durch Zhang et al. (2001)
beschrieben.

Aggressive aber auch andere Parodontitisformen werden bei dieser Erkrankung gehauft
angetroffen (Hart & Kornman 1997).

Frihe aggressive Parodontitiden sind mit dem LAD-Syndrom (leukocyte adhesion
deficiency syndrom) (Waldrop et al. 1987) und anderen Leukozytendefekten, wie der

Neutrozytopenie oder dem Chediak-Higashi-Syndrom, assoziiert (Altman et al. 1985).

Familiare Haufungen wurden sowohl fur die AP als auch fur die CP beschrieben
(Boughman et al. 1992; Hassell & Harris 1995; Jorgenson et al. 1975; Melnick et al.
1976). Besonders fiir die AP ergaben sich hierbei unproportional hohe Pravalenzraten,

was den Einfluss eines genetischen Faktors untermauert (Tonetti & Mombelli 1999).

20



Literaturibersicht

Melnick et al. (1976) vermuten einen x-chromosomal dominaten Erbgang fir die AP,
Long et al. (1987) sprechen von einem autosomal rezessiven und Marazita et al. (1994)
von einem autosomal dominaten Erbgang.

Fur die lokalisierte juvenile Parodontitis soll es sogar ein auf Chromosom 4q liegendes

spezielles Gen geben (Boughman et al. 1986).

Hart & Kornman (1997) zeigten in ihrer Studie, dass bei der Entstehung parodontaler
Erkrankungen die spezifischen Bakterien lediglich 20% aller hierzu notwendigen
Faktoren darstellen. Diese Bakterien sind zwar essentiell fur die Entstehung und
Progression der Erkrankung, jedoch scheinen genetische Faktoren den Schweregrad der
resultierenden Erkrankung zu beeinflussen.

So konnten bestimmte genetische Polymorphismen in bestimmten Gruppen von
Parodontitispatienten in grof3erem Umfang gefunden werden.

Kornman et al. (1997a) fanden einen spezifischen Genotyp der polymorphen IL-1
Genregion auf Chromosom 2g13. Dieser Genotyp trat bei Nichtrauchern mit einer
fortgeschrittenen Parodontitis (67%) signifikant haufiger auf als bei Nichtrauchern mit
einer milden oder keiner Parodontitis (22%). Sie sind der Meinung, dass 86% der
schweren Parodontalerkrankungen entweder auf den Tabakkonsum oder den IL-1
Genotyp zuriickgefuhrt werden koénnen und gehen davon aus, dass 30% der
kaukasischen Bevolkerung IL-1 Genotyp positiv sind. McGuire & Nunn (1999) gehen
von 38% aus, wobei ein positiver Genotyp das Risiko fur Zahnverlust um das 2,7-fache
erhoht.

Parkhill et al. (2000) fanden heraus, dass Personen, die positiv auf den den IL-1
Genotyp getestet wurden, eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fur die
Ausbildung einer AP aufweisen als Personen, die negativ fur den IL-1 Genotyp sind.

Der IL1-B3-Polymorphismus scheint als Risikofaktor fiir die Parodontitis wichtiger zu
sein als der ILXx-Polymorphismus (Diehl et al. 1999).

Eine Assoziationsstudie zwischen verschiedenen IL-1-Polymorphismen und
generalisierter AP bei Europdern konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen
AP-Patienten und der Kontrollgruppe zeigen (Hodge et al. 2001).

Bei verschiedenen TN&-Polymorphismen konnte kein Zusammenhang zwischen
chronischer bzw. aggressiver Parodontitis und dem entsprechenden Genotyp gefunden
werden (Endo et al. 2001; Galbraith et al. 1998; Shapira et al. 2001).
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Shapira et al. (1994) konnten einen Zusammenhang zwischen der humanen Leukozyten-
Antigen-Region (HLA-Region) HLA A9 und HLA B15 mit der generalisierten Form

der AP nachweisen.

Bei einem Polymorphismus des Vitamin-D-Rezeptors besteht eine signifikante
Beziehung zwischen der Genotypenverteilung und dem Auftreten einer lokalisierten
aggressiven Parodontitis, jedoch nicht mit der generalisierten AP (Hennig et al. 1999).

In einer Gruppe von AP-Patienten wurde von Michel et al. (2001) ein groReres
Auftreten des IL4-Polymorphismus als in einer Kontrollgruppe nachgewiesen.

Hierbei waren Patienten mit einer AP zu ca. 28% positiv fur einen Polymorphismus im
IL4-promoter (PP+) und des IL4-introns (IP+), wohingegen weder die Probanden der
Kontrollgruppe noch die CP-Patienten diesen Polymorphismus aufwiesen.

Gwinn et al. (1999) berichten Uber eine enge Verbindung zwischen der lokalisierten
aggressiven Parodontitis und einem Polymorphismus des fMLP-Rezeptors. Eine
reduzierte fMLP-Rezeptor-Dichte und andere Defekte in den neutrophilen Granulozyten
konnten fur die erniedrigte Chemotaxis dieser Zellen verantwortlich sein (Kinane et al.
2001).

Bei einer Studie mit einer Gruppe Japanern fortgeschrittenen Alters wurde festgestellt,
dass der R@RIlIb-Polymorphismus bei Personen mit geringem Attachmentverlust und
einer sehr guten Verankerung der Zahne im Parodontium Uberreprasentiert war. Daraus
wurde geschlossen, dass dieser Genotyp mit einer Resistenz gegen Parodontitis in
Verbindung zu bringen sein kénnte (Sugita et al. 2001).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Bakterien bzw. die bakterielle Plaque
Parodontopathien verursachen und damit fur den Ausbruch der Erkrankung
verantwortlich sind. Sie sind aber nicht in der Lage, die Erkrankung alleine auszulésen.
Modifizierende Faktoren, die genetische Anfalligkeit und andere Risikofaktoren spielen
ebenso eine grol3e Rolle und ohne ihr Vorhandensein kdme es nicht zum Ausbruch der
Erkrankung.
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2.4. Der FgRIla-Polymorphismus

24.1. Der Fg-Rezeptor

Von dieser Rezeptorfamilie wird eine Vielzahl zelltyp-spezifischer Funktionen
vermittelt wie Phagozytose, antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC),
Bildung von Peroxiden, Ausschittung von Zytokinen, Zelldegranulation und
Regulierung der Antikdrperausschittung (van der Pol & van de Winkel 1998).

Die Fcy-Rezeptoren (R&R) binden an die Fc-Region des Immunglobulins G und sind
somit Rezeptoren fur IgG (van der Pol & van de Winkel 1998).

Dieser Rezeptortyp existiert in drei Hauptklas¢EoyRI(CD36), FgRII(CD32) und
FcyRINI(CD16)), deren Gene auf dem langen Arm des Chromosoms 21{d4)
lokalisiert sind (van de Winkel & Capel 1993; van der Pol & van de Winkel 1998).

Jede dieser drei Hauptklassen beinhaltet verschiedene Isoformen, die entsprechende
Vorlieben bei der Bindungsaffinitat an die unterschiedlichen IgG-Subklassen aufweisen
(van de Winkel & Capel 1993).

Von den drei genannten f-Rezeptorklassen ist der Rl der am weitesten
verbreitete Rezeptor und auf den meisten Arten von Leukozyten vorhanden (Flesch et
al. 1998; Reilly et al. 1994; van de Winkel & Capel 1993).

Der FgRIl ist ein 40-kDa Glykoprotein mit geringer Affidit zu menschlichem IgG

und wird durch 3 hoch homologe Gene kodiEdpRIIA, FcyRIIB und FcyRIIC (Flesch

et al. 1998; Osborne et al. 1994; Warmerdam et al. 1990; Warmerdam et al. 1993).
Diese 3 Gene erzeugen 6 TranskrigieyRIIAL1 und 2; FcyRIIB1, 2und 3; FcyRIIC),

wobei FcyRIIA2 die Information flr eine Transmembran-Region fehlt (Tse et al. 1999;
Warmerdam et al. 1993). Jedes Gen umspannt 15-19 Kilobasen an DNA und besteht aus
8 Exons (Warmerdam et al. 1993).

FcyRIIA ist das einzige dieser Gene, welches allele Variationen aufweist (Flesch et al.
1998) und kodiert den KRIlla-Rezeptor, eine Isoform, die sich auf neutraghil
Granulozyten und Monozyten befindet (Wilson & Kalmar 1996).

Der FgRIlla-Rezeptor ist auf dem chromosomalen Locus 1gR8&s Chromosoms 1
lokalisiert (van der Pol & van de Winkel 1998; Warmerdam et al. 1993).
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2.4.2.  Polymorphismus von FgRIla

Unter einem Polymorphismus im Allgemeinen versteht man das gleichzeitige
Vorkommen von unterschiedlichen Genotypen innerhalb einer Population. Jede Region
innerhalb der DNA kann also genotypische Sequenzvariationen aufweisen. Einige der
Polymorphismen erfolgen in kodierenden Sequenzen. Sie fuhren zu genetischer
Variation oder Krankheitsstatus innerhalb der Population.

Die Existenz von einigen genetischen Polymorphismen mit Bedeutung fur die
Parodontitis wurde schon dokumentiert.

Polymorphismen in den Genen, die die Rezeptorgilife, Fo/RIllb, FoyRllla und
FoyRIllb verschlisseln, kénnen Unterschiede in der Antikérperbindung und der
Phagozytose und deshalb auch in der Anfalligkeit fir die Parodontitis bedingen.

Das Gen von R&lla weist, wie schon erwahnt, als einziges der EcgR11-Gene allele
Variationen auf. Inzwischen konnte an mindestens 30 StellerFg€&dlA-Gens ein
Polymorphismus beschrieben werden. Bei 6 dieser Polymorphismen werden
unterschiedliche Aminosauren im Protein eingebaut.

Einer dieser Polymorphismen ist an Codon-Position 27 vorhanden, wo durch einen
Austausch von ACA— ATG Glutamin oder Tryptophan als Aminosaure entsfean

der Pol & van de Winkel 1998; Warmerdam et al. 1990; Warmerdam et al. 1991). Fur
diesen Polymorphismus konnte jedoch kein Einfluss auf die Rezeptoraffinitat fur IgG
gefunden werden, weshalb es sich bei diesem Polymorphismus um einen
Polymorphismus ohne Funktion (,non-function-polymorphism*®) handelt (Warmerdam
et al. 1990; Warmerdam et al. 1991).

Ein weiterer dieser Polymorphismen bt jedoch einen Effekt auf die Rezeptoraffinitat
und Spezifitdt aus (van der Pol & van de Winkel 1998). Dieser Polymorphismus
(rs1801274) besteht aus einem einfachen BasenaustausGh A

Ist in Codon 131 der kodierenden Region des Exon 4, an Nukleotid 494, die Base
Adenin (A) vorhanden, erhalt man die Aminosaure Histidif) in der 2. extrazelluléaren
Doméne des RRlla-Molekils. Befindet sich anstatt Adenin (A) GuafG) in Codon

131 erhalt man ArgininR) im FgRlla-Molekul (Flesch et al. 1998; Osborne et al.
1994; van der Pol & van de Winkel 1998; Warmerdam et al. 1990).
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Daraus ergeben sich dann die zwei polymorphen FormemRIBel31R und
FcyRlla-131H. Diese zwei polymorphen Formen untersaheidich beztglich ihrer
Affinitat zu humanem Igg (hlgG,) und IgG bei Mausen (mlgg, was zu einer
unterschiedlichen Immunantwort gegen bakterielle Polysaccharide und eingekapselte
Bakterien fuhrt (Flesch et al. 1998; Osborne et al. 1994; Warmerdam et al. 1991).

In Studien lie man Monozyten verschiedener Individuen mit mitg&gieren.

Diese Reaktion sollte eine T-Zell-Proliferation induzieren (Tax et al. 1984).

Bei 70% der Testpersonen konnte eine Proliferationsreaktion beobachtet werden,
worauf man sie,high responder® (HR) nannte. Die anderen 30%, die keine
T-Zell-Proliferation hervorriefen, wurden ,low respondgi:R) genannt.

Spater lie3 sich beweisen, dass ghegh responder” den FeRIla-131R/131R bzw.
FcyRIla-131R/131H Genotyp besalRen, wahrend djédow responder® den
FcyRlla-131H/131H Genotyp aufwiesen.

2.4.3. FagRIla, IgG 2 und aggressive Parodontitis

IgG; ist eine Subklasse der Immunglobuline G, die von B-Zellen produziert werden und
die dominierende Antikdrperklasse im Plasma darstellen. Sie opsonieren
antigentragende Zellen, so dass diese dann von phagozytierenden Zellen erkannt und
eliminiert werden kdnnen.

Der Isotyp 1gG wird hauptséchlich bei verschiedenen bakteriellen Infektionen
einschlie3lich Infektionen des Parodonts produziert und induziert die Immunantwort
gegen bakterielle Antigene (Colombo et al. 1998).

Fur die Bindung von IgG besitzt #RIl drei Doménen, die zwischen den As 109-116,
129-135 und 154-161 lokalisiert sind (van der Pol & van de Winkel 1998).

FcyRlla ist die einzige Rezeptorklasse, die komplexesdnes Ig@binden kann.

Die Bindungsstelle fur Igg befindet sich am Berlhrungspunkt der 1. und 2.
extrazellularen Domane desyRila.

Der FgRIlla-Polymorphismus (rs1801274) spielt eine wichtiR@le in Bezug auf das
Bindungsvermdgen gegentber lgéd damit auch auf die Erkennung und Beseitigung
von bestimmten bakteriellen Erregern.

Warmerdam et al. (1991) zeigten, dass nur,ldev responder“Allotyp humanes Ig&
effizient bindet. Osborne et al. (1994) stellten fest, dagRIFEc131H higG mit einer
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sehr hohen Affinitat und mig@nit einer &ulRerst geringen Affinitat bindet, wohingegen
FcyRlla-131R higG kaum bzw. gar nicht bindet, aber der einzige Rezeptor ist, der
mlgG; effizient bindet.

AulRerdem binden Monozyten und Neutrophile, die den 131H-Rezeptor Allotyp
besitzen, Ig@ummantelte Erythrozyten und Bakterien und nehmen sie auf. Neutrophile
von FgRIla-131R homozygoten Personen phagozytieren lgysonierte Partikel weit
weniger effizient als Neutrophile von fRlla-131H homozygoten Personen (van der
Pol & van de Winkel 1998).

Hieraus wird ersichtlich, dass der durch den Polymorphismus verursachte Unterschied
zwischen FgRIla-131R und FgRIla-131H funktionelle Bedeutung hat und bei
bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle spielt, bei denen,IglS hauptsachliche

Antikorperklasse vorkommt.

Platonov et al. (1998) konnten nachweisen, dass Patienten mit dddilaFt31H
Allotyp im Gegensatz zu denen mit denmyRta-131R Allotyp eine hdhere erworbene
antikdrpervermittelte phagozytoseabhangige Widerstandskraft gegen Erkrankungen
haben, die durch Meningokokken ausgeldst werden. Bei Patienten mit einer Infektion
durch Meningokokken war der fRlla-131R Allotyp Uberreprésentiert.

Bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) werden Erkrankungen, die
durch Pneumokokken ausgel6st werden, mit depRFa-131H Allotyp in Verbindung
gebracht (Yee et al. 1997).

Blasini et al. (1993) berichten Utber einen grofRen Anteil von Individuen innerhalb der
SLE-Patienten, die den #Rlla-131R/131R Genotyp aufweisen.

Zwei weitere Erkrankungen, die mit demyHRezeptor in Verbindung gebracht werden,
sind die Wegeners Granulomatose (WG) und die heparin-induzierte Thrombozytopenie
(HIT) (van der Pol & van de Winkel 1998).

Bei der WG handelt es sich um eine systemische Vaskulitis, die hauptsachlich die
Atmungsorgane und die Nieren beféllt und charakterisiert ist durch das Vorhandensein
von ,anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)"* (van der Pol & van de Winkel
1998). Eine Interaktion von RIla und ANCA kann zu einer Unterstiitzung oder sogar
zur Auslésung von entzundlichen Prozessen der Gefal3e fuhren (Porges et al. 1994).
Laut Tse et al. (1999) ist der¥Rlla jedoch kein Hauptfaktor fir eine ANCA-positive

systemische Vaskulitis oder eine Nephritis.
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Bei der HIT handelt es sich um eine spezielle Form der Thrombozytopenie, die
gelegentlich nach Behandlung mit Heparin auftritt (van der Pol & van de Winkel 1998).
Arepally et al. (1997) konnten in einer Studie bei 388 Patienten zeigen, dass HIT und
Thrombose mit FRlla-131R in Verbindung stehen.

Die Haufigkeit der FgRlla-Genotypen und die Verteilung der beiden Allistenicht in

allen ethnischen Gruppen gleich, sondern variiert hier erheblich. So weisen
beispielsweise Ostasiaten (Japaner, Chinesen, Inder) haufiger den 131H-Allotyp auf als

eine européaische Gruppe (Osborne et al. 1994).

Zambon (1985) fand in der subgingivalen Mikroflora von Patienten mit einer
lokalisierten AP grol3e Mengen von A.a, einem Schlisselpathogen dieser Erkrankung.
A.a. ist aber nicht der alleinige Ausloser dieser Erkrankung, vielmehr ist es eine
Kombination aus einer Infektion mit A.a. sowie spezifischen lokalen und systemischen
Immunfaktoren (Slots & Rams 1991).

Schon vor vielen Jahren hat man bemerkt, dass in Seren von AP-Patienten oft erhdhte
Titer von 1gG-Antikérpern gegen A.a. zu finden sind (Ebersole et al. 1982),
insbesondere von Igtdas die vorherrschende IgG-Subklasse bei der lokalisierten AP
darstellt (Dibart et al. 1998; Tew et al. 1996).

Dieses IgG ist verantwortlich fir die Immunantwort gegen A.a., indem es dem
serotypspezifischen Carbohydrat entgegenwirkt (Tew et al. 1996).

Wilson et al. (1995) beschrieben, dass humane Neutrophile von Spendern, die
homozygot fir den 131H-Allotyp sind, A.a. effektiv phagozytieren und abtdten.
IgG2-Antikdrper in Seren von Patienten mit einer lokalisierten AP unterstiitzen diesen
Vorgang.

Durch eine Fluoreszenzuntersuchung konnte nachgewiesen werden, dass die
Phagozytoserate von mit Ilg@kubierten A.a. bei Neutrophilen, die homozygot fir das
131H-Allel des FgRIla sind, erheblich hoéher ist als bei Neutrophileie fir das
131R-Allel homozygot sind (Kalmar 1994).

Wilson & Kalmar (1996) kamen zu dem Schluss, dass eine erhdhte Produktiomyan IgG
in Kombination mit dem RdRlla-131R Allotyp zur Anfalligkeit fir eine AP beatert.
Untersuchungen grofRer Gruppen an AP-Patienten zeigen, dass das Ausmald und die
Heftigkeit der Erkrankung bei Patienten, die serumpositiv flr A.a. sind, geringer ist als

bei Patienten, die serumnegativ fur A.a. sind (Tew et al. 1996).
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Dieser Sachverhalt fuhrten Tew et al. (1996) zu der Hypothese, dass anti-A.a.
Antikorper gegen parodontale Erkrankungen, die hauptsachlich durch A.a. ausgeldst
werden, schitzen kénnen.

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Haufigkeit der AP bei Individuen negroider
Abstammung hoher ist als bei Weil3en.

Interessanterweise weisen diese Individuen einen hdheren Titer an Serunmdg&@ne
hohere Frequenz an anti-A.a. Antikbrpern im Serum auf als Weil3e.

Der erhohte Titer an Serum lg&ann teilweise anti-A.a. zugeschrieben werden, jedoch
scheinen diese Personen auch noch erhdhte Titer angleffen andere Antigene zu
haben, was den insgesamt hohen Titer an Serum IgG erklart (Tew et al. 1996).

2.4.4. Genetische Analyse des fRIla-Polymorphismus mittels PCR

Osborne et al. (1994) untersuchten in ihrer Studie die Genotypen von 65 Personen aus
verschiedenen ethnischen Gruppen (Japaner, Chinesen, Inder und Européaer), um die
Verteilung der beiden allelen Formen deg/Mita (rs1801274) bei diesen Gruppen
nachzuweisen. Sie benutzten dazu die Technik der PCR-Amplifizierung genomischer
DNA und gebrauchten allelspezifische Oligonukleotidsonden zur Hybridisierung. Mit
dieser Methode war es ihnen mdglich, von einer groen Anzahl an Personen den
Genotyp des R®lla zu bestimmen. Viele Andere Ubernahmen diesehddis, um
verschiedene Patientengruppen hinsichtlich de®RFa-131H und 131R Allotyps zu
unterscheiden (Colombo et al. 1998; Tse et al. 1999; Platonov et al. 1998).

Dazu wurden den Patienten Blutproben entnommen, die genomische DNA aus dem
Gesamtblut isoliert und der {R-Genotyp bestimmt. Die Primer fur die
PCR-Amplifizierung eines Teils ddscyRIIA-Gens waren in allen Studien identisch. Es
handelt sich um den

Sense-Primer: 5-CAAGCCTCTGGTCAAGGTCAid den

Antisense-Primer: 5"-GAAGAGCTGCCCATGCTG-3".

Die allelspezifischen Oligonukleotidsonden ASO-494 G (131R spezifisch) und
ASO-494 A (131H spezifisch) unterscheiden sich um ein Nukleotid im Zentrum des
17-mer ASO, Sense: 5'-ATTCTCCC[G/A]TTTGGATC-3" (Osborne et al. 1994).

Reilly et al. (1994) beschreiben zwei Methoden zur Untersuchung des

FcyRlla-Polymorphismus (rs1801274). Zum einen eine M@BRerte Analyse der
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DNA-Sequenz, zum anderen eine single strand conformation polymorphism- (SSCP-)
Untersuchung. Hierbei handelt es sich um eine besondere Art der Gelelektrophorese,
mit der sich Polymorphismen nachweisen, aber nicht beschreiben lassen.

Die PCR-Amplifizierung der Region des Gens, welches deRIF:Polymorphismus
(rs1801274) umfasst, erfolgte mit Hilfe von Oligonukleotidprimern, FigRIIA von

den hoch homologen GenenyRtIB und FgRIIC unterscheiden.

Der Sense-Primer stammt aus dem Gebiet der 2. extrazellularen Domane
(5"-CTCTGGTCAAGGTCACATTC-3"). Der Antisense-Primer stammt aus einem
Gebiet des Downstream-Introns, wo die SequenzefRdiRIIA, FcyRIIB und FcyRIIC
voneinander abweichen (5"-CAATTTTGCTGCTATGGGC-3).

Dieses Intron enthalt Sequenzen, welche defRFa- von den FgRllb- und FgRIlc-
Rezeptoren unterscheidet. Es befindet sich zwischen der extrazellularen Domane D
(Exon 4) und dem Transmembran-Exagn(Reilly et al. 1994).

Das entstandene PCR-Produkt wurde dann einer automatisierten DNA-Sequenzanalyse
und einer SSCP-Untersuchung zugefihrt. Laut Reilly et al. (1994) ist die SSCP-

Untersuchung eine zeitsparende und effiziente Alternative zur DNA-Sequenzanalyse.

Eine weitere Methode den fRlla-Polymorphismus (rs1801274) zu untersuchen
stammt von Flesch et al.. (1998). Sie entwickelten eine Methode, um durch PCR unter
Benutzung von allelspezifischen Primern (ASPs) zwischen beiden Isoformen zu
unterscheiden. Hierzu wurde ein 131H-spezifischer Senseprimer:
5-ATCCCAGAAATTCTCCCA-3  sowie ein 131R-spezifischer Sense-Primer:
5-ATCCCAGAAATTCTCCCG-3" verwendet.

Beim Antisense-Primer handelt es sich um denselben wie bei Reilly et al. (1994)
(5"-CAATTTTGCTGCTATGGGC-3").

Bei der allelspezifischen PCR wird der Basenaustausch genutzt, um unterschiedliche
Primer zu konstruieren, deren 3" Ende jeweils die definierende Base enthalt. Weist die
zu untersuchende DNA nicht die komplementare Base auf, so kommt es zu keiner
Elongation der Primer DNA. Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden am Ende mit
denen verglichen, die man mit der Methode nach Osborne et al. (1994) erhalten hatte
und stimmten mit diesen Uberein (Flesch et al. 1998; Osborne et al. 1994).

Auch die Gegenuberstellung mit einer Immun-Phagozytose-Untersuchung

(Schnackenberg et al. 1997) lieferte ebenfalls {bereinstimmende Ergebnisse.
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3. Ziele der Studie

Ziel dieser Studie war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen der aggressiven
Parodontitis und dem KRIlla-Polymorphismus (rs1801274) innerhalb einer
mitteleuropaischen Population aufzuzeigen. Hierzu wurden zwei Testgruppen gebildet:
eine parodontal gesunde Kontrollgruppe und eine Gruppe mit AP-Patienten. Die
Verteilung der Haufigkeit des polymorphen Markers bei den beiden Testgruppen sollte
dann Ruckschlisse zulassen, ob dieser Polymorphismus einen Einfluss auf die
Pathogenese der AP haben kénnte.

Um diese Untersuchungen reproduzierbar durchfiihren zu kénnen, sollte ein schnelles

und einfaches Nachweissystem angewandt werden.

Patienten mit einer AP und Probanden einer Kontrollgruppe mit gesundem Parodontium
wurde Blut entnommen und daraus die DNA extrahiert.

In einer Reihe von Vorversuchen wurden verschiedene Polymerasen,
Konzentrationsverhéltnisse der PCR-Komponenten und PCR-Programme ausgetestet,
um ein funktionsfahiges System aufbauen zu kénnen.

Die mit diesem System gewonnenen Ergebnisse der beiden Gruppen sollten dann
einander gegenibergestellt werden. Zuséatzlich sollten die klinischen Parameter
zwischen den Gruppen als Ausdruck des Zustands des gesunden Parodontiums und als

messbare Faktoren der AP verglichen werden.

Loe et al. (1986) vermuteten schon lange einen genetischen Einfluss auf die
Pathogenese der Parodontitis. Durch Studien mit Zwillingen konnte belegt werden, dass
genetische Faktoren bei der Parodontitis eine nicht zu unterschatzende, pathogene Rolle

spielen (Michalowicz et al. 1991; Michalowicz 1994).

Der Fo/Rlla-Polymorphismus (rs1801274) wird schon seit langerem mit anderen

Erkrankungen, hauptsachlich bakteriellen Infektionen, in Verbindung gebracht.

In Bezug auf diesen KRIlla-Polymorphismus stellten Wilson & Kalmar (1996) die
Hypothese auf, dass ¥Rlla-131R in Verbindung mit einer erhdhten lgroduktion

zur Anfalligkeit fir eine lokalisierte AP beisteuert (Wilson & Kalmar 1996).
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Ziele der Studie

Eine Studie von Kobayashi et al. (2000) hat keinen signifikanten Unterschied im
Vorhandensein des fRlla-131R Allotyps bei Patienten mit einer generafien AP

und einer gesunden Kontrollgruppe innerhalb der japanischen Bevolkerung gezeigt.
Einige andere Polymorphismen hingegen wurden in diversen Untersuchungen schon
eindeutig mit einzelnen Formen der Parodontitis in Verbindung gebracht.

So werden verschiedene Allotypen der ,Major Histocompatibility Comlex* Region
(HLA) werden mit der generalisierten Form der AP assoziiert. Shapira et al. (1994)
konnten einen Zusammenhang zwischen HLA A9 und HLA B15 mit der generalisierten
Form der AP nachweisen. Kornman et al. (1997a) zeigten, dass der IL1-
Polymorphismus einen Einfluss auf die Anfalligkeit flr eine chronische Parodontitis
(CP) hat. Untersuchungen in der Abteilung fir Parodontologie der Universitat Giessen
haben gezeigt, dass Patienten mit einer AP zu ca. 28% positiv fur einen
Polymorphismus im IL4-promoter (PP+) und des IL4-introns (IP+) waren, wohingegen
kein Proband der Kontrollgruppe und kein Patient mit einer CP diesen Polymorphismus
aufwies (Michel et al. 2001).

Als Ergebnis dieser Arbeit kbnnte im Rahmen der Untersuchung ein Zusammenhang
zwischen dem RRIlla-Polymorphismus (rs1801274) und der AP nachgewiesen
werden, was unter Umstanden zu weiteren Untersuchungen in dieser Richtung fuhren

kdnnte.
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4. Material und Methoden

4.1. Studienprotokoll

Im Vorfeld der Studie wurde ein schriftliches Studienprotokoll erstellt, in dem alle fir
die Studie relevanten Punkte erdrtert wurden.

Dieses umfasste zum einen eine kurze Abhandlung Uber den wissenschaftlichen
Hintergrund, dem eine umfassende Literaturrecherche vorausging. Zum anderen wurden
die Ziele der Studie und das Studiendesign inklusive Studienpopulation und
Eingangsuntersuchungen der Patienten und Probanden klar formuliert. Ein wichtiger
Punkt war die genaue Festlegung der zu verwendenden Materialien, Methoden und
Arbeitsablaufe im Labor, die hier schon in ihrer Grundform erlautert wurden und
wahrend der Téatigkeit im Labor durch diverse Vorversuche optimiert werden mussten.
Als Orientierung galten international vergleichbare Untersuchungen.

4.2. Klinische und radiologische Untersuchungsmethoden

Die fur die Studie in Frage kommenden Patienten und Probanden mussten anhand
klinischer und radiologischer Untersuchungsmethoden im Vorfeld ermittelt werden.
Dabei kamen sowohl unterschiedliche klinische als auch radiologische

Untersuchungsmethoden zum Einsatz, die im Folgenden néher erlautert werden.

= Sondierungstiefe (ST): Die Sondierungstiefe ist die Distanz vom Gingivarand
bis zum Sulkusboden bzw. Boden der Zahnfleischtasche und wird in mm
angegeben. Die Messungen wurden mit einer Parodontalsonde an allen
Zahnen mittels der ,walking through the sulcus“-Technik durchgefihrt und
die 6 tiefsten Stellen/Zahn (mesio-bukkal, bukkal, disto-bukkal, mesio-oral,
oral, disto-oral) ermittelt.

= Sondierungsblutung (SB): Die Sondierungsblutungde kurze Zeit nach
parodontaler Sondierung Uberprift und wurde mit einer reinen Ja (+)- / Nein
(-) -Entscheidung an den entsprechenden Stellen festgehalten. Sie ist ein

objektives Symptom der parodontalen Entziindung.
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Klinischer Attachmentlevel (AL): Der Klinische t#thmentlevel wurde
bestimmt durch die Messung der Distanz zwischen Schmelz-Zement-Grenze
und sondierbarem Sulkus- bzw. Taschenboden. Auch diese Messung wurde
wie die ST mit einer Parodontalsonde an 6 Stellen/Zahn durchgefiihrt und in
mm angegeben.

Furkationsbefall (FK): FK Grad | bedeutete horizontaler Attachmentverlust
<3 mm, FK-Grad Il horizontaler Attachmentverlust >3 mm, aber nicht
durchgéngig, und FK-Grad Ill durchgangig sondierbar.

Lockerungsgrad (LG): Der Lockerungsgrad wurde gefeilt in

0 = physiologisch beweglich, | = fuhlbar horizontal beweglich, Il = sichtbar
horizontal beweglich und 11l = Beweglichkeit auf Wangen- und Zungendruck
sowie auch axial.

Papillenblutungsindex (PBI): Hierbei wurde mitifelieiner Parodontalsonde
durch Ausstreichen des Sulcus an jedem Zahn versucht, eine Blutung zu
provozieren. Das Auftreten einer Blutung wurde mit einer Ja-Entscheidung
dokumentiert. Samtliche positiven Messungen wurden durch die Anzahl der
Messstellen dividiert und als Prozentwert angegeben.

Plaqueindex (PI): Nach Anfarben aller Zdéhne mitem Plaquerevelator
(Erythrosin  + Patentblau V) wurde der Plaquebefall an allen

4 Zahnflachen/Zahn (vestibuldr, oral, mesial, distal) erfasst und in ein
Schema eingetragen. Der Plaquebefall wurde auch hier als Prozentwert
angegeben, indem man die Summe der positiven Messungen durch die
Anzahl der Messstellen dividierte.

Radiologische Untersuchung: Zur Erhebung der otadgischen Befunde
wurde ein Rontgenstatus aller Zahne mit Einzelzahnfilmen in
Rechtwinkeltechnik erstellt, um eine nahezu mafistabsgetreue Darstellung der
Zahne und der alveolaren Strukturen zu erreichen. Alternativ dazu erfolgte
die radiologische Beurteilung anhand von OPGs. Anhand der Rontgenbilder
wurde kontrolliert, ob parodontal bedingte Knochendestruktionen,
horizontaler und/oder vertikaler Knochenabbau mit infraalveolaren
Knochentaschen, erweiterte Desmodontalspalten, Konkremente, apikale
Osteolysen, Uberstehende Kronen- und Fillungsrander sowie Veranderungen
der Zahnhartsubstanzen vorliegen. Es wurde das Knochenniveau bzw. der

evtl. Alveolarknochenverlust gemessen.
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4.3. Gruppeneinteilung

Die Teilnehmer dieser Untersuchung wurden in zwei Gruppen (Gruppe 0, Gruppe 1)
eingeteilt. Gruppe 0 war die Kontrollgruppe und bestand aus parodontal gesunden
Probanden, Gruppe 1 bestand aus Patienten, die nachweislich an einer AP erkrankt sind.
Bei allen Personen wurde eine Eingangsuntersuchung durchgefiihrt. Diese
Untersuchung erfolgte nach den in Klinische und radiologische
Untersuchungsmethoden® (Kapitel 4.2) beschriebenen Methoden. Zur Dokumentation
der Indizes und Befunde wurden die Befundbtgen der Abteilung fur Parodontologie der
JLU Giessen, Leiter: Prof. Dr. J. Meyle, verwendet. Danach wurde Blut entnommen
(siehe Kapitel 4.5) und bis zur weiteren experimentellen Untersuchung gelagert. Die
Probenentnahme erfolgte nach Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung
der Patienten und Probanden.

Die Probanden und Patienten wurden dann nach bestimmten klinischen und

radiologischen Kriterien ausgewabhlt (siehe 4.4) und den Gruppen zugewiesen.

Vor Beginn der Laboruntersuchungen wurde jedem Teilnehmer eine
Identifikationsnummer (ID-Nr.) zugewiesen, die von den personlichen und klinischen
Daten getrennt aufbewahrt wurde, damit es mdglich war, die Ergebnisse anonym

auszuwerten.
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4.4. Ein- und Ausschlusskriterien

Gruppe 0 = Probanden (Kontrollgruppe):

Fur die Personen der Kontrollgruppe mussten folgende Voraussetzungen zur Teilnahme

an der Studie erfillt sein:

= Parodontal gesunde Probanden (Nachweis mittels skher und
radiologischer Untersuchung s. 4.2)

= Gute Mundhygiene (Nachweis mittels Pl und PBI)

= Physiologische Taschentiefen gemessen an 6 Stedllen/Z

= Kein Attachmentverlust gemessen an 6 Stellen/Zahn

= Kein erkennbarer vertikaler oder horizontaler Knoaiisbau

= Keine systemischen Erkrankungen

= Keine dauerhafte Medikation

= Keine Antibiose in den letzten 8 Wochen vor Probémamme

= Mitteleuropaische Abstammung

= Nichtraucher

=  Saniertes Gebiss

Gruppe 1 = AP-Patienten

Die Personen der Gruppe 1 mussten folgende Kriterien erfillen, um an der Studie

teilnehmen zu kdnnen:

Patienten mit AP

= Nachweis der AP mittels klinischer und radiologigcatersuchung (s. 4.2)

= Sondierungstiefe >5 mm an mindestens einer Stellemegsen an
6 Stellen/Zahn

= Attachmentverlust >6 mm an mindestens 1 Stelle gsemesan
6 Stellen/Zahn

= Sondierungsblutung/Pus an mindestens einer Stelleneggen an
6 Stellen/Zahn

= Alveolarknochenverlust an mindestens 4 Stellen mtetimal mit >6 mm

bzw. >50% Knochenverlust
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Mikrobiologischer Nachweis eines hohen Anteils #ggregatibacter
actinomycetemcomitams der Plaque (fakultativ)

= Keine systemischen Erkrankungen

= Keine dauerhafte Medikation

= Keine Antibiose in den letzten 8 Wochen vor Probémesmme

= Mitteleuropaische Abstammung

= Nichtraucher

Insgesamt wurden 46 parodontal gesunde Probanden und 50 an AP erkrankte Patienten

in die Untersuchung einbezogen.

4.5. Entnahme und Weiterverarbeitung von Blut

Blut wurde aus der Armvene entnommen und zur Serum- und Plasmagewinnung, fur
die EDTA-Blutgewinnung und zur Bestimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit in

spezielle, farblich markierte R6hrchen gegeben.

Die Einstunden- und Zweistundenwerte der Blutsenkungsgeschwindigkeit wurden an
einer Skala abgelesen und zu Dokumentationszwecken notiert.

Die RoOhrchen mit dem Blut fir die Serum- und Plasmagewinnung wurden bei
3500 U/min. fiir 10 min. zentrifugiert. Danach wurden vom Uberstand in den Réhrchen
10 Aliquots & 220ul abpipettiert und auf Plastikreaktionsgeféal3e, sogenannte Caps
(Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) verteilt. Die so gewonnenen Proben wurden fir
weitere experimentelle Untersuchungen im Gefrierschrank bei —80 °C gelagert.

Vom EDTA-Blut wurden 151l abpipettiert, auf einen Objekttrager gegeben und damit
ein Ausstrich angefertigt, der zu Dokumentationszwecken aufbewahrt wurde.

Ein Grofiteil des EDTA-Blutes wurde ebenso wie das Plasma und das Serum zu je
220 J auf Caps verteilt und im Gefrierschrank gelagert.

Je 20ul EDTA-BIut auf jedes der 4 Dreiecke eines S&S Iso@d&ix (Schleicher &
Schuell GmbH, Dassel) gegeben und im Luftabzug getrocknet.

36



Material und Methoden

4.6. Isolation der genomischen DNA

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte mit Hilfe der Iso@détix
(Vorgehen siehe 4.5). Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde nur mit
Einmalhandschuhen, sowie mit sterilen und DNAse-freien Pipettenspitzen und Caps
gearbeitet. Beim Vorgehen hielt man sich strikt an die Angaben des Herstellers
(Scleicher & Schuell GmbH, Kassel).

Eines der Dreiecke eines Isoc@&&tix wurde unter Vermeidung von Kontaminationen

in ein steriles, mit 50Ql aqua bidest. gefiilltes 1,5 ml Cap gegeben und fur 30 s
gevortext. Die Spitze musste dann mit einer sterilen Pinzette oder Pipettenspitze in ein
mit 50 U aqua bidest. gefilltes 0,5 ml Cap Uberfuhrt werden.

Im Mastercycle® Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) wurderddie DNA

bei 98 °C innerhalb von 15 min. aus den Spitzen herausgekocht.

Anschliel3end musste jedes Cap fir 1 min. gevortext werden. Danach konnte die Spitze
des Stix aus dem Cap entfernt werden. In dempl30lussigkeit war nun die DNA in

einer Konzentration von ca. 5 ng/pl enthalten, die bis zum weiteren Gebrauch bei —20°C

gelagert wurde.
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4.7. Nachweis des RIla-Polymorphismus mittels PCR

4.7.1. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Methode wurde von Kary Mullis, zum damaligen Zeitpunkt Mitarbeiter der
Firma Cetus in Kalifornien, im Jahre 1985 entwicKbiullis et al. 1986).

Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der man gezielt Desoxyribonucleinsaure-(DNA)
Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden,
vervielfaltigen kann. Man bendtigt hierzu eine DNA-Matrize, einen Puffer, MgCl
dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphate), Primer und eine DNA-Polymerase. Es handelt
sich dabei um ein zyklisches Verfahren, bei dem sich in jeder neuen Runde die Anzahl
der DNA-Kopien exponentiell vermehrt. Man trennt die Strange der Ausgangs-DNA
(Template) durch Erhitzen (Denaturierung) und kihlt die Reaktion anschliel3end ab,
damit sich die zwei spezifischen Primer (Sense und Antisense), zwischen denen die zu
amplifizierende Sequenz liegt, an die nun einzelstrangige DNA anlagern kodnnen
(Annealing). In einem dritten Schritt werden die Primer durch eine DNA-Polymerase
verlangert (Elongation), wenn alle vier dNTPs in einem geeigneten Puffer geldst sind.
So entstehen Kopien der urspriinglichen Zielregion. Diesen Zyklus wiederholt man
mehrere Male, um eine Vielzahl von Kopien der Zielregion zu erhalten. Zur
Uberprifung der PCR wird die vervielfaltigte DNA charakterisiert, um sicherzugehen,
dass die Reaktion gelungen ist. Dies funktioniert am einfachsten, indem man einen Teil
des PCR-Produktes auf einem Agarosegel auftrennt und die Banden durch Farbung mit
Ethidiumbromid - einem Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert - und UV-
Bestrahlung sichtbar macht. Mit einer Fotographie des Gels werden die Ergebnisse

dokumentiert und kénnen so ausgewertet werden.

4.7.2. Verwendete Materialien

Primer

Die Primer dienen als , Starthilfe” fir die PCR.

Es wurden 2 verschiedene Sense-Primer verwendet (Flesch et al. 1998):

Ein 131H-spezifischer Sense-Primer 131H (5"-ATCCCAGAAATTCTCCCA-3") und
ein 131R-spezifischer Sense-Primer 131R (5"-ATCCCAGAAATTCTCCCG-3).
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AulRerdem wurde ein Antisense-Primer 131R/131H rev
(5"-CAATTTTGCTGCTATGGGC-3") (Reilly et al. 1994) fir beide Sense-Primer
verwendet.

Fur die Positivkontrolle wurden als Primer die beiden Human Growth Hormone (HGH)
HGH-I (5"-CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3") und

HGH-Il (5"-ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3") (Bein et al. 1992)
verwendet.

Alle Primer wurden von der Firma MWG, Eberberg synthetisiert.

Polymerase, Puffer und Mggl

Zwei verschiedene Polymerasen wurden in die Untersuchung einbezogen und
unabhangig voneinander eingesetzt:
- HotStarTaqgeinschlie3lich PCR-Komponenten 10x Puffer mit 15 mM
MgCl,, 25 mM MgCh-Stammlésung und 5x Q-Solution (andert das
Schmelzverhalten der DNA und kann bei PCR-Systemen benutzt
werden, die nicht unter Standardbedingungen laufen, um diese zu
optimieren) (Qiagen, Hilden)
- Tag DNA Polymerase einschlie3lich PCR-Komponenten 10x PCR-
Puffer mit 15 mM MgC}, 10x PCR-Puffer ohne Mgg&lund 25 mM
MgCl,-Stammldsung (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphate)

Es wurde ein Mix der 4 dNTPs (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) dATP,
dCTP, dGTP und dTTP verwendet, wovon jedes zu 10 mM enthalten ist.

4.7.3. Vorgehen bei der PCR

Der Nachweis des KRIla-131H (131H) und des #RIlla-131R (131R) Allels wurde

mit Hilfe einer allelspezifischen PCR durchgeflhrt.

Samtliche Materialien, die fur die PCR notwendig waren, wurden bis zum Gebrauch bei

—20 C° im Gefrierschrank gelagert. Kurz vor lhrer Verwendung wurden sie aufgetaut

und dann direkt auf Eis gelegt. Fir jeden der beiden Allotypen wurde ein Mastermix aus

allen fur die Reaktion noétigen Komponenten, also Puffer, Mg@NTPs, den

entsprechenden Primern und Tag-Polymerase erstellt. Zur Volumenerganzung wurde
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aqua bidest. zugefligt. Der Mastermix wurde anzahlmafig entsprechend der zu
untersuchenden Proben einschliel3lich der Negativkontrolle in PCR-Caps pipettiert.
AnschlielRend wurde dem Inhalt der Caps die zu untersuchende DNA zugegeben. Dann
wurden die Caps in den Mastercy@eGradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg)
gegeben und die PCR in diesem ausgefuhrt. Nach Beendigung der PCR wurden je 1/5
eines jeden PCR-Produkts in einer Agarosegelelektrophorese eingesetzt, unter UV-Licht
sichtbar gemacht und danach ausgewertet. Um die fur die Reaktion ndtigen optimalen
Konzentrationsverhéltnisse der PCR-Komponenten zu ermitteln, waren mehrere

Versuchsreihen erforderlich.

4.7.4. Nachweismethode fir das 131R-Allel

Zum Nachweis des 131R Allels sollte eine Multiplex-PCR unter Verwendung von
allelspezifischen Primern mit zwei Primerpaaren durchgefuhrt werden. Zum einen mit
dem Primerpaar 131R / 131R/131H rev zum Nachweis des 131R Allels sowie dem
Primerpaar HGH-1/ HGH-II als interne Postitivkontrolle.

In  mehreren Testreihen (im Folgenden numeriert) sollten die optimalen

Konzentrationsverhéaltnisse der einzelnen Komponenten ermittelt werden.

1) Fur die ersten Reaktionsansatze wurde die Taqg DNA Polymerase von Roche (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) inklusive aller mitgelieferten dazugehérigen
Komponenten wie 10x PCR-Puffer mit 15 mM Mg@hd 25 mM MgCJ-Stammldsung
verwendet. In den Reaktionsansétzen fir die PCR waren in jeder Testreihe je 25 ng
genomischer DNA, 0,2iIM eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 dNTPs
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), 2,5 U Tag DNA Polymerase und 1x
PCR-Puffer mit 1,5 mM MgGl(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) enthalten. Zur
Optimierung der Amplifikation wurden den Reaktionsanséatzen unterschiedliche
MgCl,-Konzentrationen (von 1,0 bis 5,0 mM) aus einer 25 mM M@Eammlosung
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugesetzt, um die optimale
MgCl,-Konzentration zu finden. Die Reaktionsansatze wurden mit aqua bidest. auf ein

Volumen von 100 perganzt.
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Die PCR wurde im Mastercycter Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg)
ausgefihrt. Das entsprechende Programm sah folgendermalien aus:
1 Zyklus a 2 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)

2) Fur weitere Testreihen wurden Reaktionsanséatze mit der HotStatPalymherase
einschlie8lich des mitgelieferten 10x PCR-Puffers mit 15 mM Mg@id 25 mM
MgCl,-Stammlésung (Qiagen, Hilden) angesetzt.
In jedem Reaktionsansatz fur die PCR waren 25 ng genomische DNA, 0,2 umol eines
jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 pmol dNTPs (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim), 2,5 U HotStarTag[sowie 1x PCR-Puffer mit 1,5 mM Mgg£lbeides
Qiagen, Hilden) enthalten. Auch hier wurden zur Optimierung der Amplifikation den
Reaktionsansatzen unterschiedliche Mgbnzentrationen (von 0,5 bis 3,5 mM) aus
einer 25 mM MgCJ-Stammlésung (Qiagen, Hilden) zugesetzt. Die Reaktionsansatze
wurden mit aqua bidest. auf ein Volumen von 100 pl erganzt.
Die PCR wurde im Mastercycter Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg)
ausgefihrt. Das entsprechende Programm sah folgendermal3en aus:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)
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3) Im endgultigen Reaktionsansatz fiur die PCR waren 25 ng genomische DNA, 0,2
umol eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 pmol dNTPs (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim), 5 mM Mg£12,5 U HotStarTaqlsowie 1x Puffer (alles

Qiagen, Hilden) enthalten. Der Reaktionsansatz wurde mit aqua bidest. auf ein

Volumen von 100 ul erganzt (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: PCR-Komponenten 131R

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10xPCR Puffer/15 mM MgGl 10 ul 1x; 1,5 mM MgC}
25 mM MgCh 14 ul 3,5 mM
dNTP Mix (je 10 mM) 2 pul 200 pmol
Primer 131H 2 pul 0,2 umol
Primer 131R/131H rev 2 pul 0,2 umol
Primer HGH-I 2 pl 0,2 pmol
Primer HGH-II 2 pl 0,2 pmol
HotStarTadql 0,5 pl 25U
aqua bidest. 60,5 ul

genomische DNA 5ul 25 ng
Gesamt 100 pl

Die PCR wurde im MastercyclerGradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) nach
folgendem Protokoll ausgefihrt:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation).
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4.7.5. Nachweismethode fur das 131H-Allel

Zum Nachweis des 131H-Allels wurden verschiedene Testreihen (im Folgenden
numeriert) durchgefihrt, um die optimalen Komponenten und
Konzentrationsverhéaltnisse fur die PCR zu ermitteln. Fir das 131H-Allel wurde das
allelspezifische Primerpaar 131H / 131R/131H rev benutzt. Fur die Positivkontrolle
wurde, wie beim Nachweis des 131R-Allels, das Primerpaar HGH-1 / HGH-II

verwendet.

1) Fur die ersten Reaktionsanséatze wurde analog zu den Ansatzen fur das 131R-Allel
die Taqg DNA Polymerase von Roche (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
einschlieBlich aller mitgelieferten dazugehérigen Komponenten wie 10x PCR-Puffer
mit 15 mM MgCL und 25 mM MgCi-Stammlésung verwendet. Es sollte eine
Multiplex-PCR durchgefuhrt werden. In den Reaktionsansatzen fur die PCR waren in
jeder Testreihe je 25 ng genomischer DNA, QM eines jeden Primers (MWG,
Ebersberg), 20uM dNTPs (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), 2,5 U Taq
DNA Polymerase und 1x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgQRoche Diagnostics GmbH,
Mannheim) enthalten. Zur Optimierung der Amplifikation wurden den
Reaktionsansatzen unterschiedliche Mgkbnzentrationen (von 1,0 bis 5,0 mM) aus
einer 25 mM MgG-Stammiésung (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugesetzt.
Die Reaktionsansatze wurden mit aqua bidest. auf ein Volumen voul £6§&nzt. Es
wurden mehrere Testreihen mit der DNA von verschiedenen Individuen durchgefuhrt.
Die PCR lief im Mastercyclé® Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) unter
folgenden Bedingungen ab:
1 Zyklus a 2 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)
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Fur alle weiteren Testreihen wurden die Reaktionsansatze mit der HotStarTaql
Polymerase einschlie3lich des mitgelieferten 10x PCR-Puffers mit 15 mM,NigGlI

25 mM MgCb-Stammlésung (Qiagen, Hilden) angesetzt. Zusatzlich wurde bei einigen
Testreihen noch die ebenfalls mitgelieferte 5x Q-Solution (Qiagen, Hilden) zugesetzt.
Diese soll laut Herstellerangaben die Amplifikation erleichtern, indem sie das

Schmelzverhalten der DNA modifiziert.

2) In jedem Reaktionsansatz fur die Multiplex-PCR waren 25 ng genomische DNA,
0,2 umol eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 umol dNTPs (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim), 2,5 U HotStarTagsbwie 1x PCR-Puffer mit 1,5 mM
MgCl, (beides Qiagen, Hilden) enthalten. Auch hier wurden zur Optimierung der
Amplifikation den Reaktionsansatzen unterschiedliche M®hzentrationen
(von 0,5 bis 3,5 mM) aus einer 25 mM Mg8tammlosung (Qiagen, Hilden)
zugesetzt, um die optimale Mg&Konzentration zu finden. Die Reaktionsansatze
wurden mit aqua bidest. auf ein Volumen von 100 pl erganzt.
Die PCR wurde im Mastercycler Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) mit
folgendem Programm ausgefuhrt:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)

3) Jeder Reaktionsansatz dieser Testreihe fir die Multiplex-PCR bestand aus 25 ng
genomischer DNA, 0,2 umol eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 pmol dNTPs
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), 2,5 U HotStarTags§bwie

1x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgGl(beides Qiagen, Hilden). Auch hier wurden zur
Optimierung  der  Amplifikation den  Reaktionsansatzen  unterschiedliche
MgCl,-Konzentrationen (von 0,5 bis 3,5 mM) aus einer 25 mM M@EAhmmIldsung

(Qiagen, Hilden) zugesetzt. Zusatzlich wurden den Ansatzen noghl20Q-Solution
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beigemischt. Die Reaktionsansatze wurden mit aqua bidest. auf ein Volumen von 100 ul
erganzt. Die PCR wurde im Mastercy@erGradient (Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg) ausgefuhrt. Das entsprechende Programm sah folgendermal3en aus:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)

4) Bei dieser Testreihe setzten sich die Ansatze fur die Multiplex-PCR aus 12,5 ng
genomischer DNA, 0,2 umol eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 pmol dNTPs
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), 2,5 U HotStarTafjkl PCR-Puffer mit
1,5 mM MgCh und 20 pl 1x Q-Solution (alles Qiagen, Hilden) zusammen. Den
Reaktionsansatzen waren unterschiedliche Mg@hzentrationen (0,5 bis 3,5 mM)
aus einer 25 mM MgGIStammilésung (Qiagen, Hilden) zugesetzt. Die
Reaktionsanséatze wurden mit aqua bidest. auf ein Volumen von 100 ul erganzt.
Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen im MastercycleGradient
(Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) ausgefuhrt:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)
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5) Bei dieser weiteren Testreihe wurden die Reaktionsansatze fir eine Multiplex-PCR,
wie unter 4) beschrieben, fast komplett iGbernommen. Nur die M{&izentrationen
aus einer 25 mM MgGiStammldsung (Qiagen, Hilden) wurden geringfiigig geandert
(von 0,5 bis 3,0 mM). Die Bedingungen fiur die Amplifikation im Mastercyler
Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) wurden aber abgeandert:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
35 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 50 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)

6) Die Ansétze fur diese Multiplex-PCR setzten sich aus 12,5 ng genomischer DNA,
0,2 umol eines jeden Primers (MWG, Ebersberg), 200 umol dNTPs (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim), 2,5 U HotStarTagikx PCR-Puffer mit 1,5 mM Mggund
20 ul 1x Q-Solution (alles Qiagen, Hilden) zusammen. Den Reaktionsansatzen waren
unterschiedliche MgGiKonzentrationen (von 0,5 bis 1,5 mM) aus einer 25 mM
MgCl,-Stammldsung (Qiagen, Hilden) zugesetzt. Die Reaktionsansatze wurden mit
aqua bidest. auf ein Volumen von 100 pl erganzt.
Die PCR wurde mit einem neuen PCR-Programm im Master@cl&radient
(Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) ausgefuhrt. Bei diesem neuen PCR-Programm
wurde ein Gradient programmiert, um mehrere identische Ansatze gleichzeitig
verschiedenen Reaktionsbedingungen auszusetzen.
Das entsprechende Programm sah folgendermal3en aus:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung)
35 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei Gradient 50 °C/ 52 °C/ 54 °C/ 56 °C/ 58 °C
(Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)
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7) Im endgiltigen Reaktionsansatz fur die PCR zum Nachweis des 131H Allels
wurden dann sowohl die Primeranteile als auch der Anteil der DNA wieder erhdht und
das gleiche PCR-Programm wie fiir 131R verwendet.

Im einem Ansatz waren enthalten (s. Tabelle 2): 25 ng genomische DNA, je 0,5 pumol
der Primer 131H , 131R/131H rev, HGH-I und HGH-Il (MWG, Ebersberg), 200 pumol
dNTPs (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), 2,5 mM Mgd&d5 U
HotStarTag] 1x Puffer mit 1,5 mM MgGl sowie 1x Q-Solution (alles Qiagen,
Hilden). Der Reaktionsansatz wurde mit aqua bidest. auf ein Volumen von 100 pl

erganzt.

Tabelle 2: PCR-Komponenten 131H

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10xPCR Puffer/15 mM MgGl 10 ul 1x; 1,5 mM MgC}
25 mM MgCh 4 ul 1mM
dNTP Mix (je 10 mM) 2 pul 200 pmol
Primer 131H 5ul 0,5 umol
Primer 131R/131H rev 5ul 0,5 umol
Primer HGH-I 5pul 0,5 pmol
Primer HGH-II 5pul 0,5 pmol
HotStarTadl 0,5 pl 25U
Q-Solution 20 pl 1x

aqua bidest. 38,5 ul

genomische DNA 5ul 25 ng
Gesamt 100 ul

Das PCR-Programm wurde im Mastercy@leiGradient (Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg) ausgefihrt:
1 Zyklus a 15 Min. bei 95 °C (Initiale Denaturierung) zur
Aktivierung der HotStarTaqU
10 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 57 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
22 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C (Denaturierung)
2 Min. bei 54 °C (Annealing)
1 Min. bei 72 °C (Elongation)
1 Zyklus a 5 Min. bei 72 °C (Finale Elongation)
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4.7.6. Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der PCR und fir die Auswertung der Ergebnisse wurde eine
Gelelektrophorese durchgefihrt.

Dazu wurden 1g Agarose (MetaP@sAgarose, Biozym, Hess. Oldendorf) auf 50 ml
einer 2% TAE-Pufferlésung (Tris-Acetat-EDTA-Puffer, bestehend aus 40 mM Tris, 20
mM Acetat, 1 mM EDTA, 0,2ug/ml Ethidiumbromid, ph 8,3) gegeben, 2,5 pl
Ethidiumbromid hinzugefigt und alles auf einer Heizplatte unter stdndigem Ruhren
zum Kochen gebracht. Danach wurde die jetzt relativ zéhe Flussigkeit auf ca. 60-70 °C
unter weiterem standigen Rihren abgekuhlt. Das Gel wurde anschlieRend blasenfrei in
die Gelkammer des Elektrophoresegerates (Biorad, Glattbrugg, Schweiz) eingefullt und
kuhlgestellt. Nach Beendigung des Polymerisationsvorganges wurde das Gel im
Gelkasten mit TAE-Pufferlésung vollstandig bedeckt. In die entstandenen Kammern im
Gel wurden nun jeweils die wie folgt vorbereiteten PCR-Endprodukte pipettiert: Von
jedem Endprodukt einer jeden PCR wurden jeweils 20 pl entnommen und mit 1 pl
Loading Buffer, bestehend aus 40% Ficoll (Pharmacia Biotech, Schweden), 0,05%
Bromphenolblau und 0,05% Xylencyanol (beides Merck, Darmstadt) vermischt.

In die erste Kammer wurde ein GroRenmarker (DNA Molecular Weight Marker VIII,
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) aufgetragen, um dann spater nach
Sichtbarmachen unter UV-Licht die Grof3e der entstandenen Banden ablesen bzw.
errechnen zu kdnnen.

Hierzu wurde als GrolRenmarker die 100-Basenpaare- (bp-) Leiter (100 bpl) verwendet.
Mit Hilfe eines Elektrophoresegerates (Biorad, Glattbrugg, Schweiz) wurden die
Banden aufgetrennt.

Die Elektrophorese lief unter folgenden Bedingungen ab: zuerst 30 Minuten bei 60 V,
dann 30 Minuten bei 100 V.

Das 131R-Allel und das 131H-Allel resultierte in einer Bande bei 253 bp (Basenpaare),
die HGH-Positivkontrolle bei 439 bp.

Zur Dokumentation und fur Auswertungszwecke wurde eine Fotografie des auf dem
UV-Transilluminator liegenden Gelblockes gemacht. Da bei der PCR allelspezifische
Primer benutzt wurden, entfielen weitere Analysemethoden, so dass die entstandenen

Banden danach direkt ausgewertet werden konnten.
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4.8. Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Verifizierung und Kontrolle der Methode wurde extern durch die Firma Agowa
GmbH (Berlin, Deutschland) eine Barcode-Sequenzierung durchgefuhrt. Hierzu
wurden DNA-Proben von zwei zufallig ausgewahlten 131R-homozygoten und 131H-
homozygoten Individuen aufbereitet. Mit beiden Proben wurde erneut eine PCR
durchgefihrt. Dazu wurden8 (25ng) der DNA mit 1Qul PCR-Puffer (Konzentration

1x mit 1,5 mM MgC}), 4 pl MgCl, (1 mM), 2 ul dNTP-Mix (200 uM), 20 ul Q-
Solution (Konzentration 1x), 0/l HotStarTaqll(2,5 U), 2ul Primer 131R/131H rev

(0,2 uM) und 54,5ul aqua bidest angesetzt. Dem Ansatz fir 131R wurdgnP2imer

131R (0,2uM), dem Ansatz fur 131H fl Primer 131H (0,2uM) zugeflgt und eine
PCR im Mastercyclét Gradient unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 1 Zyklus
15 Min. bei 95 °C, dann 35 Zyklen mit 1 Min. bei 94 °C, 2 Min. bei 54°C, 1 Min. bei
72°C und abschlieend 1 Zyklus 5 Min. bei 72 °C. Zur Erfolgskontrolle der PCR
wurden die Produkte nach Gelelektrophorese unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Die PCR-Produkte wurden dann entsprechend den Vorgaben der Agowa GmbH
aufbereitet. Von dem aufgereinigten PCR-Produkt wurdepl 10 einer Konzentration

von 10ngil zusammen mit 4ul des zugehérigen senseprimers 131R bzw. 131H
(Konzentration 5pmall) in ein 1,5ml Cap gegeben, mit einem barcode-label versehen
und zur Agowa GmbH (Berlin, Deutschland) versendet. Die Ergebnisse der

Sequenzierung wurden dann per e-mail Ubermittelt.
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4.9. Statistische Auswertung

Anhand der entstandenen Banden bei der Gelelektrophorese konnten die einzelnen
Probanden und Patienten exakt klassifiziert werden.

Die aus den Fotos abgelesenen Ergebnisse fur die einzelnen Probanden und Patienten
wurden mit dem Programm Micros@ftExcel (Version 2000, Microsoft Corp., USA)
erfasst und grafisch ausgewertet.

FUr die statistische Analyse der Genotypverteilung wurde der “Fisher’s Exact Test"
verwendet. Als statistisch signifikant gilt p<0,05. Zur Uberpriufung, ob der Genotyp in
den beiden Gruppen unterschiedlich haufig auftritt, wurde —unter Beriicksichtigung des
Geschlechts und des Alters- eine logistische Regression durchgefihrt. Als Mal3 fur die
unterschiedliche Haufigkeit des Auftretens in den beiden Kollektiven wurde das Odds

Ratio bestimmt.

Zur Beschreibung der Klinischen Situation von Patienten und Probanden wurden die
klinischen Parameter PI, PBI, SB, ST und AL erhoben und ausgewertet. Aul3erdem
wurde das Alter zum Zeitpunkt der Untersuchung festgehalten. Auch diese Daten
wurden nach Erhebung mit MicroseftExcel (Version 2000, Microsoft Corp., USA)
tabellarisch erfasst.

Da diese Daten nicht der Normalverteilung folgen, wurden diese durch den Medianwert
als Lageparameter, das 1. und 3. Quartil als Streuungsmafle und Minimum und
Maximum als Einzelwerte beschrieben. Extremwerte wurden mit ,** und Ausreil3er mit
,0“ In den Diagrammen gekennzeichnet. Die ausgewerteten klinischen Parameter
wurden grafisch als Boxplots mit Hilfe des Programms SPSS (SPSS fiur Microsoft
Windows, Version 15.0) dargestellt.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der Software SAS (Version 7.0, SAS
Institute Inc., North Carolina, USA) sowie SPSS (SPSS fur Microsoft Windows,
Version 15.0).

Die Durchfihrung der statistischen Analysen wurde durch Mitarbeiter des Instituts flr
Medizinische Informatik, AG Medizinische Statistik der JLU Giessen beratend

begleitet.
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5. Ergebnisse

In den ersten beiden Teilen dieses Kapitels sind Nachweismethoden fir das 131R- und
das 131H-Allel dargestellt. Auf die Angabe der Zusammensetzungen der
Reaktionsansétze fir die einzelnen PCR’s und die PCR-Protokolle wurde in diesem
Kapitel verzichtet, da diese schon ausfuhrlich in den Kapiteln 4.7.4 und 4.7.5
beschrieben sind. Entsprechende Verweise sind im Text angegeben.

Der dritte Teil beschreibt kurz die Ergebnisse der extern durchgeflihrten Sequenzierung
der PCR-Produkte, um die angewandte Nachweismethode zu verifizieren.

Im vierten Teil werden die moglichen yRlla-Genotypen beschrieben und grafisch
anhand von Fotos dargestellt. Desweiteren wird auf die Ergebnisse beziglich der
Genotyphaufigkeiten und deren Verteilung sowie der Verteilung der Allele bei den
beiden Testgruppen eingegangen.

Der funfte Teil stellt die Ergebnisse der deskriptiven Datenanalyse bezuglich der
Altersstruktur der Patienten und Probanden und samtlicher klinischer Daten (PIl, PBI,
SB, ST und AL) tabellarisch und grafisch anhand von Boxplots dar.

Alle erhobenen klinischen Werte sowie die Ergebnisse der Genotypisierung werden
zwischen der Gruppe 0-Probanden (parodontal gesunde Individuen) und der Gruppe 1-

Patienten (Individuen mit aggressiver Parodontitis) verglichen.

51



Ergebnisse

5.1. Nachweis der Allele 131R und 131H mit allelspezifischen Primern

Mit den aus den Testreihen (s. Kapitel 4.7.4 und 4.7.5) gewonnenen Erkenntnissen war
es mdoglich, einen reproduzierbaren Reaktionsansatz zusammenzusetzen, um die DNA
verschiedener Individuen auf die beiden Allele 131R und 131H hin zu untersuchen. Die
Zusammensetzung der Reaktionsansatze der einzelnen Testreihen sowie die
dazugehdrigen PCR-Programme sind unter Kapitel 4.7.4 und Kapitel 4.7.5 genau
beschrieben. Fur die Amplifikation im MastercydeiGradient (Eppendorf-Netheler-

Hinz, Hamburg) hat sich die Kombination aus 10 Zyklen bei 57 °C und anschlie3end 22

Zyklen bei 54 °C Annealingtemperatur fiir die PCR als optimal erwiesen.

Abbildung 2: PCR-Analyse fur 131R und 131H.

(M=GréRenmarker 100 bpl; Gelkammer 1-9: PCR-Produkte 131R mit unterschiedlicher DNA,;
Gelkammer 10-16 PCR-Produkte 131H mit unterschiedlicher DNA; 17=Negativkontrolle 131R,
18=Negativkontrolle 131H)
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Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse verschiedener DNA-Proben nach PCR und
Gelelektrophorese fur 131R und 131H, in Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die
Pipettierschemata, die Endkonzentrationen der Komponenten und die PCR-Programme

dargestellt.

Tabelle 3: Pipettierschema und PCR-Programm fir den Nachweis des 131R-Allels

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10xPCR Puffer/15 mM MgGl 10 ul 1x; 1,5 mM MgC}
25 mM MgCh 14 pl 3,5 mM
dNTP Mix (je 10 mM) 2 pul 200 pmol
Primer 131R 2 pul 0,2 umol
Primer 131R/131H rev 2 pul 0,2 umol
Primer HGH-I 2 pl 0,2 pmol
Primer HGH-II 2 pl 0,2 pumol
HotStarTadl 0,5 pl 25U
aqua bidest. 60,5 ul -
genomische DNA 5ul 25 ng
Gesamt 100 pl -

-1 Zyklus 15 min. bei 95°C

-10 Zyklen 1 min. bei 94°C, 2 min. bei 57°C,

1 min. bei 72°C
PCR-Programm _ , , _

-22 Zyklen 1 min. bei 94°C, 2 min. bei 54°C,

1 min. bei 72°C

-1 Zyklus 5 min. bei 72°C
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Tabelle 4: Pipettierschema und PCR-Programm fiir den Nachweis des 131H-Allels

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10xPCR Puffer/15 mM MgGl 10 pl 1x; 1,5 mM MgC}
25 mM MgCh 4 ul 1mM
dNTP Mix (je 10 mM) 2 pl 200 pmol
Primer 131R 5ul 0,5 umol
Primer 131R/131H rev 5pul 0,5 pmol
Primer HGH-I 5pul 0,5 pmol
Primer HGH-II 5pul 0,5 pmol
HotStarTad 0,5 ul 25U
Q-Solution 20 pl 1x
aqua bidest. 38,5 pl
genomische DNA 5pul 25ng
Gesamt 100 pl

-1 Zyklus 15 min. bei 95°C

-10 Zyklen 1 min. bei 94°C, 2 min. bei 57°C,

1 min. bei 72°C
PCR-Programm _ _ _ _

-22 Zyklen 1 min. bei 94°C, 2 min. bei 54°C,

1 min. bei 72°C

-1 Zyklus 5 min. bei 72°C

5.2. Ergebnisse der Sequenzierung der PCR-Produkte

Die von der Agowa GmbH (Berlin, Deutschland) durchgefuhrte Sequenzierung der
Proben 131R und 131H wurden per e-mail Gbermittelt. Die Sequenzierung lieferte
dieselben Ergebnisse wie bei der entsprechenden PCR. An der Stelle des
Polymorphismus A G war bei der Probe 131H im Chromatogramm nur ein Signal fur
die Base A (Adenin) zu sehen. Bei der Probe 131R war an derselben Stelle ein Signal
fur die Base G (Guanin) vorhanden. Die Probe 131H hat somit den Genotyp
131H/131H, die Probe 131R den Genotyp 131R/131R. Damit konnte nachgewiesen
werden, dass die angewandte Methode sichere Ergebnisse liefert.
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5.3. Verteilung der RRlla-Genotypen und Haufigkeit der Allele

Folgende Genotypen sind mdglich (s. Abbildung 3):

a) 131H-homozygot (131H/131H)=Wildtyp: hierbei ist eine Bande bei 253bp flir das
131H-Allel, jedoch keine fur das 131R-Allel zu sehen.

b) 131R-homozygot (131R/131R)=polymorphe Form: hierbei ist eine Bande bei
253bp fur das 131R-Allel, jedoch keine fur das 131H-Allel zu sehen.

c) heterozygot (131R/131H): bei diesem Genotyp ist sowohl fir das 131H-Allel, als
auch fur das 131R-Allel bei 253bp eine Bande zu sehen.

In Abbildung 3 sind die charakteristischen Banden bei 253bp fir die beiden Allele
131H und 131R und bei 439bp fir die HGH-Positivkontrolle gekennzeichnet und
exemplarisch  Ergebnisse mit 131H-homozygotem, 131R-homozygotem und

heterozygotem Genotyp vorgestellt.

Abbildung 3: FoyRlla-Genotypen: 1+2=131H/H; 3+4=131R/R; 5+6=131R/H
(M=GroRenmarker; 1,3,5=131H-Allel (253bp) mit HGH-Positivkontrolle (439bp); 2,4,6=131R-Allel
(253bp) mit HGH-Postivkontrolle (439bp))

Insgesamt liegen aus dieser Studie Ergebnisse von 96 Probanden und Patienten vor. Bei
56 Teilnehmern (58,3%) ergab sich der Genotyp 131R/131H (heterozygot), bei 25
Teilnehmern (26,1%) der Genotyp 131H/131H (131H-homozygot) und bei 15
Teilnehmern (15,6%) der Genotyp 131R/131R (131R-homozygot) (s. Abbildung 4).
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In der Haufigkeit der Allele zeigt sich ein Unterschied von 44,8% fur das 131R-Allel
und 55,2% fir das 131H-Allel, welches somit haufiger vorkam.
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Abbildung 4: Haufigkeit der FgRIlla-Genotypen

Die Verteilung der RgRIla-Genotypen und die Haufigkeit der 131H- und 131R-Allele
bei Patienten und Probanden sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Verteilung der FgRlla-Genotypen und Haufigkeit der Allele

Probanden Patienten Total
n=46 (100 %) n=50 (100 %) n=96 (100 %)
Genotypen
131R/131H 28 (60,9%) 28 (56%) 56 (58,3%)
131H/131H 15 (32,6%) 10 (20%) 25 (26,1%)
131R/131R 3 (6,5%) 12 (24%) 15 (15,6%)
Haufigkeit der Allele
131R (37,0%) (52%) (44,8%)
131H (63,0%) (48%) (55,2%)

Von den 96 Personen, die sich fur die Studie zur Verfigung gestellt haben, erfillten 50

Personen die Kriterien, um der Gruppe 1 (Patienten) zugeordnet werden zu kénnen. Die
anderen 46 erfullten die Kriterien der Gruppe 0 (Probanden) (Kriterien s. 4.4).

Bei der Kontrollgruppe hatten 60,9% den 131R/131H, 32,6% den 131H/131H und

6,5% den 131R/131R-Genotyp. Bei den Patienten zeigten 56% den 131R/131H-

Genotyp, 20% den 131H/131H-Genotyp und 24% den 131R/131R-Genotyp.
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Die Verteilung der Genotypen lag bei Patienten und Probanden im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (p>0,05; Fisher’s Exact Test). Abbildung 5 stellt grafisch nochmals die

unterschiedliche Verteilung der Genotypen zwischen Patienten und Probanden dar.

60,9

131R/131H 131H/131H 131R/131R

H Probanden H Patienten

Abbildung 5: Verteilung der FgRIla-Genotypen bei Probanden und Patienten

Zur Uberprifung, ob die Genotypen in den Gruppen (Patienten, Probanden)
unterschiedlich haufig auftreten, wurde — unter Beriicksichtigung des Geschlechts und
des Alters — eine logistische Regression durchgefiihrt und die Odds Ratio bestimmit.
Dem Ergebnis der Regression kann entnommen werden, dass, wenn man den Wildtyp
131H/131H als BezugsgroéRe wahlt, sich Hinweise finden lassen, dass die Verteilung
von 131H/131H wund der polymorphen Form 131R/131R (OR=6,725, 95%-
Konfidenzinterwall:[1,068; 42,337] in den beiden Gruppen unterschiedlich ist, jedoch
die Verteilung von Wildtyp und heterozygoter Form 131R/131H (OR=1,374, 95%-
Konfidenzinterwall:[0,432; 4,372] nicht unterschiedlich ist.

Als statistisch signifikant erwies sich die Verteilung der gRfla-Genotypen innerhalb

der beiden Gruppen (p<0,0019; Fisher's Exact Test). Der Vergleich des Wildtyps
131H/131H mit der polymorphen Form 131R/131R zeigte ebenso eine statistisch
relevante Signifikanz (p=0,0131; Fisher’'s Exact Test), wohingegen der Vergleich von
131H/131H mit 131R/131H nicht signifikant war (p=0,1363; Fisher’s Exact Test).
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In der Verteilung der Haufigkeit der beiden Allele 131R und 131H zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Probanden und Patienten. 131R kommt zu 37% bei
den Probanden und zu 52% bei den Patienten vor, 131H zu 63% bei den Probanden und
Zu 48% bei den Patienten (s. Tabelle 5).

5.4. Klinische Parameter
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Abbildung 6: Altersverteilung in Jahren in den beiden Gruppen

Tabelle 6: Auswertung des Alters der beiden Gruppen in Jahren

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 18 23 25 26 33
Patienten 15 25 31,5 35 44

Das Alter wurde zu Beginn der Studie bestimmt. Die Patienten waren mit einem
Median von 31,5 Jahren deutlich alter als die Probanden, die einen Median von 25
Jahren aufwiesen. Auch im 3.Quartil und bei den Maximumwerten differieren die

beiden Gruppen erheblich.
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5.4.2.
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Abbildung 7: Plagueindex (PI) in % in den beiden Gruppen

Tabelle 7: Auswertung der Plaqueindizes der beiden Gruppen in %

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 8 25 34 46 83
Patienten 7 26 50 72 100

Beim Plaqueindex (PI) ist ein signifikanter Unterschied zwischen Probanden und
Patienten zu erkennen. Die Gruppe der Patienten weist mit 50% einen deutlich héheren
Medianwert als die Probanden mit 34% auf. Im 1.Quartil wird dieser Unterschied mit
72% bei den Patienten und 46% bei den Probanden noch deutlicher, wohingegen die

Werte fur Minimum und 1.Quartil nur geringfiigig voneinander abweichen.
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5.4.3.

%

Abbildung 8: Papillenblutungsindex (PBI) in % in den beiden Gruppen
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Tabelle 8: Auswertung der Papillenblutungsindizes der beiden Gruppen in %

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 0 0 4 7 39
Patienten 0 12 21 42 100

Beim Papillenblutungsindex (PBI) ist der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
noch deutlicher als beim Plagueindex. Mit einem Medianwert von nur 4% liegen die
Probanden deutlich unter dem der Patienten mit 21%. Auch beim 1.Quartil, dem
3.Quartil und dem Maximum weichen die Werte zwischen den beiden Gruppen stark

voneinander ab. Lediglich beim Minimum weisen beide Gruppen mit 0% denselben

Wert auf.
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5.4.4.
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Abbildung 9: Sondierungstiefe (ST) in mm in den beiden Gruppen
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Tabelle 9: Auswertung der Sondierungstiefe der beiden Gruppen in mm

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 1,13 1,60 1,68 1,82 2,24
Patienten 1,51 2,78 3,83 4,46 6,75

Auch die Sondierungstiefe zeigte als klinischer Parameter bei der Parodontitisdiagnostik
eine statistisch signifikante Differenz zwischen den parodontal gesunden Probanden und
den Patienten mit einer AP. Mit einem Median von 3,83 mm und einem Maximum von
6,75 mm liegen die Werte fur die Patienten stark Gber denen der Probanden, die einen
Median von 1,68 mm und ein Maximum von 2,24 mm aufweisen. Auch das 1. und das

3.Quartil differiert deutlich zwischen Probanden und Patienten. Nur beim Minimum

sind die Unterschiede nicht ganz so grol3.
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5.4.5. Sondierungsblutung (SB)
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Abbildung 10: Sondierungsblutung (SB) in % in den beiden Gruppen

Tabelle 10: Auswertung der Sondierungsblutungswerte der beiden Gruppen in %

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 0 2 6 10 32
Patienten 8 29 53 77 100

Die Sondierungsblutung (ST) ist das objektivste Symptom einer parodontalen
bei

Parodontitisdiagnostik. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen

Entzindung und damit ein &uf3erst wichtiger Kklinischer Parameter der

Patienten und Probanden. Bei allen Werten sind sehr deutliche Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen zu erkennen. Neben dem Medianwert von 53% bei den Patienten
und nur 6% bei den Probanden zeigen auch alle anderen ermittelten Werte massive

Abweichungen der Werte beim Vergleich der beiden Gruppen.
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5.4.6.

mm

Abbildung 11: Attachmentlevel (AL) in mm in den beiden Gruppen
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Tabelle 11: Auswertung des Attachmentlevels der beiden Gruppen in mm

Gruppen Minimum 1.Quartil Median 3.Quartil Maximum
Probanden 1,13 1,60 1,68 1,82 2,24
Patienten 1,70 2,83 3,95 4,97 9,25

Wie auch schon bei den Sondierungstiefen liegen die Werte fur die beiden Gruppen

deutlich auseinander. Mit einem Medianwert von 3,95 mm und einem Maximum von

9,25 mm weisen die Patienten vielfach hohere Werte auf als die Probanden.
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5.4.7. Klinische Daten der Probanden und Patienten

In Tabelle 12 sind die klinischen Daten (Mittelwert und Standardabweichung) der
Probanden und Patienten einander gegenibergestellt. Diese Daten spiegeln die
Einschlul3kriterien der beiden Gruppen wider. Bei allen stetigen Parametern (Pl, PBI,

SB, ST, AL) weisen die Probanden deutlich niedrigere Werte auf als die Patienten. Nur

bei der Anzahl der Zahne sind die Werte nahezu identisch. Im Durchschnitt waren die

Probanden 5,5 Jahre junger als die Patienten.

Tabelle 12: Gegenuberstellung der klinischen Daten in den verschiedenen Gruppen

Probanden Patienten Total

n=46 n=50 n=96
Alter (in Jahren) + SA 24,9 +2,6 30,4 16,4 27,7 35,7
Anzahl der Zahne+ SA | 28,5 +1,38 27,8 2,9 28,1 +,3
Pl (%) + SA (%) 35,6 +15,1 | 51,6 27,8 | 43,741
PBI (%) * SA (%) 53+7,2 31,7 #26,9 | 19,0 £4,0
SB (%) + SA (%) 7,1+6,3 53,7 #29,7 | 31,4 31,9
ST (mm)+ SA (mm) 1,70 +0,23 | 3,824,16 | 2,81 #,36
AL (mm) * SA (mm) 1,70+0,22 | 4,154,64 |2,984,71

5.4.8. Klinische Daten und FgRIIA-Genotypen

Die Werte aller erhobenen klinischen Daten sowie des Alters der Probanden und
Patienten sind in Abhangigkeit von den 3/iRka-Genotypen tabellarisch in Tabelle 13
dargestellt. Es handelt sich hierbei um die errechneten Mittelwerte mit der jeweils
zugehorigen Standardabweichung (SA), unterteilt in Probanden und Patienten sowie die
3 Fo/RlIla-Genotypen .
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Tabelle 13:Klinische Daten in den verschiedenen Gruppen uy& Fa-Genotypen

249 27

25,0 2,6

23,7 #1,25

28,5+1,4 28,7 1,4 27,7 0,47
34,6 £15,0 31,9+#0,4 55,5 #19,6
58+7,6 52+7,0 1,4+1,9
5,5%4,7 10,5 +7,7 4,8 £3,7
1,68 +0,24 1,73 40,21 1,68 10,09
1,69 +0,24 1,73 40,21 1,68 10,09

31,2+6,2

28,7 6,5

29,8 16,6

27,4 +3,4 28,0£2,1 28,3 £,7
47,0 £28,6 57,5 46,0 57,2 5,0
31,2+29,8 31,9 £9,8 32,7 #13,8
48,2 +27,6 58,9431,1 62,1 430,4
3,78 £1,21 3,90 11,30 3,87 4,86
4,17 £1,82 4,15 #1,73 4,09 #1,00
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6. Diskussion

6.1. Nachweismethode fir denyRtla-Polymorphismus

Es wurde ein System etabliert, mit dem sich degRAa-Polymorphismus (rs1801274)
direkt nachweisen und in die 3 Genotypen einteilen lasst. Durch die Verwendung
allelspezifischer Primer bei der PCR zum Nachweis beider Allotypen war es méglich,
die Ergebnisse direkt nach der Gelelektrophorese abzulesen und eine Genotypisierung
vorzunehmen. Weitere Analysemethoden, wie sie bei anderen Systemen (Carlsson et al.
1998; Osborne et al. 1994; Reilly et al. 1994) nétig sind, um zwischen den Genotypen

zu unterscheiden, entfielen dadurch.

Flesch et al. (1998) benutzten erstmals allelspezifische Primer zum Nachweis des 131R
und 131H Allotyps. Bei der allelspezifischen PCR wird der Basenaustausch genutzt, um
unterschiedliche Primer zu konstruieren, deren 3" Ende jeweils die definierende Base
enthalt. Weist die zu untersuchende DNA nicht die komplementare Base auf, so kommt
es zu keiner Elongation der Primer-DNA. DeryRRtt besitzt mehrere Isoformen
(FoyRlla, FoRlibl, FoRIIb2, FoRIIb3 und FgRIic), die hinsichtlich ihrer Sequenz

sehr ahnlich sind (Warmerdam et al. 1993). Der Polymorphismus ist jedoch nur auf dem
FcyRlIla lokalisiert, die anderen Isoformen haben an der entsprechenden Stelle als Base
ein G wie auch der KRRIla-131R. Der Nukleotidaustausch befindet sich in der
extrazellularen Domanej®Exon 4) (Warmerdam et al. 1990). Zwischen der
extrazellularen Domane,Dund dem Transmembran-Exomr, Befindet sich ein Intron,
welches Sequenzen enthalt, die deryRa von den FgRezeptoren Illb und lic
unterscheidet (Reilly et al. 1994). Dies ist fur die Konstruktion der Primer von zentraler

Bedeutung.

FUr unser System diente die Arbeit von Flesch et al. (1998) als Grundlage. Es wurden
dieselben Primer benutzt wie dort beschrieben.

Die beiden allelspezifischen Senseprimer 131R und 131H unterscheiden sich dabei nur
in einer Base, ebenso wie es bei den beiden polymorphen Formen des Polymorphismus
der Fall ist. Als Antisenseprimer diente derselbe wie er von Reilly et al. (1994)

verwendet wurde. Dieser Antisenseprimer stammt aus einer Region des
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downstream-Introns, in der sich die Sequenzen fyRFa, FoRIlb und FgRllc, wie

oben beschrieben, unterscheiden. Der nicht allelspezifische Senseprimer bei Reilly et al.
(1994) setzt 34 Nukleotide upstream (in 5~ Richtung) vor unserem allelspezifischen

Senseprimer an. Es wird dabei ein 287bp-Fragment amplifiziert.

Mit den beiden allelspezifischen Primern 131R und 131H und dem Antisenseprimer von

Reilly et al. (1994) war also ein 253bp-Fragment zu erwarten.

Dass es sich bei der PCR mit allelspezifischen Primern zum Nachweis des
FcyRlla-Polymorphismus (rs1801274) um ein sicheres und verlassliches Verfahren
handelt, zeigten Flesch et al. (1998), indem sie 12 DNA-Proben in ein anderes Labor
schickten, um dort diese Proben anhand der Methode von Osborne et al. (1994)
untersuchen zu lassen. Die Ergebnisse beider Untersuchungen waren identisch.
Desweiteren entsprachen dieyRda-Genotypen von 28 getesteten Personen in allen
Punkten den funktionellen Phanotypen, die man mit einer
Immun-Phagozytose-Untersuchung von Monozyten (Schnackenberg et al. 1997)
erhalten hatte.

Auch die extern durch die Firma Agowa GmbH (Berlin, Deutschland) durchgefiihrte
Sequenzierung von zwei Stichproben (131R und 131H) dieser Arbeit bestétigt die
Sicherheit dieses Verfahrens mit allelspezifischen Primern. Fur beide Proben konnte an
der Stelle des Polymorphismus-AG die entsprechende Base (A bei 131H und G bei

131R) im Chromatogramm gefunden werden.

Osborne et al. (1994) beschreiben eine Methode zum Nachweis des
FcyRlIla-Polymorphismus (rs1801274) mit allelspezifischen Oligonukleotidsonden.

Deren Senseprimer P63 unterscheidet nicht zwischgRlle¢ Fo/RIlb und FgRllc.
Allerdings enthalt der Antisenseprimer P52 9 Basen am 3" Ende des Primers, die
einzigartig fur FgRIla sind. Auch Carlsson et al. (1998) benutzen diese Primer fir den
ersten Schritt inrer Nachweismethode.

Die allelspezifischen Oligonukleotidsonden ASO0-494G (131R-spezifisch) und
ASO-494A (131H-spezifisch) von Osborne et al. (1994) unterscheiden sich in nur

einem Nukleotid, genau wie unsere allelspezifischen Primer.
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Das durch PCR mit dem Primerpaar P63/P52 erhaltene PCR-Produkt wurde einer
Southern-blot Analyse zugefihrt. Die Hybridisierung der blots erfolgte dann mit den
allelspezifischen Oligonukleotidsonden (ASO).

Von Carlsson et al. (1998) wurde eine verschachtelte PCR mit sequenzspezifischen
Primern (nested SSP-PCR) entwickelt, um die Genotypen g&dl&dolymorphismus
(rs1801274) nachzuweisen. Daflur wird nach einer ersten PCR-Amplifikation mit dem
Primerpaar P52 und P63 das erhaltene PCR-Produkt mit den sequenzspezifischen
Senseprimern P5G (131R-spezifisch) und P3A (131H-spezifisch) sowie dem
Antisenseprimer P13 reamplifiziert und nach einer Gelelektrophorese analysiert.

Auch van Schie & Wilson (2000) verwenden diese Methode, um zwischen
FcyRlla-131R und FgRlla-131H zu unterscheiden. Sie beschreiben in ihrer Arbeit eine
Methode, um den Polymorphismus anhand der aus dem Speichel isolierten DNA
nachzuweisen. Laut der Autoren soll diese Methode einfacher und fur den Patienten
angenehmer sein. In allen anderen genannten Studien wurde aus dem Blut isolierte
DNA verwendet.

Reilly et al. (1994) beschreiben eine SSCP-Untersuchung im Anschluss an die PCR.
Nach deren Aussage sind alle 3 Genotypen dgRIRBecPolymorphismus (rs1801274)

an deren eindeutigem SSCP-Muster zu erkennen.

Alle oben genannten Nachweismethoden haben sich in den letzten Jahren bewéhrt und
sind in vielen Studien, die sich mit diesemyRda-Polymorphismus beschétftigen,
angewendet worden (Chung et al. 2003; Colombo et al. 1998; Loos et al. 2003;
Platonov et al. 1998; Tse et al. 1999; van Schie & Wilson 2000).

Die vorgestellten Methoden unterscheiden sich in einigen Punkten voneinander, haben
aber eines gemeinsam: Es ist nicht mdglich, unmittelbar nach PCR und
Gelelektrophorese direkt eine Genotypisierung in die 3yRRa-Genotypen
vorzunehmen. Bei allen Systemen muss das PCR-Produkt weiterverarbeitet werden, um
die Genotypen bestimmen zu kénnen.

Bei der Verwendung von allelspezifischen Primern sind die Ergebnisse unmittelbar
nach PCR und Gelelektrophorese direkt nach Sichtbarmachen der Banden unter
UV-Licht ablesbar. Somit entfallen weitere Analyseverfahren wie Southern blot
(Osborne et al. 1994), SSCP (Reilly et al. 1994) oder SSP (Carlsson et al. 1998).
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Das Verfahren ist damit eindeutig schneller und leichter zu handhaben als andere schon
vorgestellte Methoden.

Die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsreihen bei der Entwicklung der
Nachweismethode zeigen deutlich, dass es bei Verwendung der Tag DNA-Polymerase
(Roche, Mannheim) fir die PCR in Verbindung mit den allelspezifischen Primern 131R
und 131H in keinem der Reaktionsansatze zu einer Amplifizierung der DNA kam. Nach
der Gelelektrophorese waren keine spezifischen Banden zu sehen.

Bei Verwendung der HotStarTagPolymerase (Qiagen, Hilden) gelang es recht
schnell, nach einigen Testlaufen spezifische Produkte zu erhalten.

Dies konnte eindeutig an der verwendeten Polymerase und der damit verbundenen
PCR-Technik, der Hotstart-PCR, liegen. Die Hotstart-PCR ist spezifischer und
effektiver als die Standard-PCR (Chou et al. 1992). Die Vorziige des Heil3starts werden
besonders deutlich, wenn man nur wenige Zielmolekile amplifiziert. Auch bei anderen
PCR-Verfahren, wie zum Beispiel der Multiplex-PCR, erhoht diese PCR-Technik die
Effektivitat (Newton & Graham 1997).

Bei der HotStarTag-Polymerase handelt es sich um eine gentechnisch hergestellte
hitzestabile DNA-Polymerase von 94 kDa. Die HotStarTd@alymerase sorgt fir eine

hohe Spezifitdt der PCR und fuhrt haufig zu einer Zunahme der Menge des
PCR-Produktes (Qiagen 1999). Durch die teilweise oder vollstandige Aktivierung der
Polymerase vor der PCR bzw. die Aktivierung schrittweise wahrend der PCR vermeidet
man Primerfehler bei Amplikons und Primeroligomeren und erhalt eine hbéhere
Ausbeute an spezifischen Produkten (Newton & Graham 1997).

Durch die Entscheidung, den Antisenseprimer so auszuwahlen, dass er innerhalb des
downstream-Introns zwischen der 2. extrazellularen Doméne ubd dem
Transmembran-Exon T liegt, war es moglich, selektiv ¥RIla-spezifische
PCR-Produkte zu amplifizieren. Eine Amplifizierung vonyRib- und FgRIlc-
spezifischen Produkten konnte dadurch ausgeschlossen werden. Diese Aussage wird
von Flesch et al. (1998) bekréftigt. Der Grund hierfir ist, dass dieses 0.g. Intron
spezielle Sequenzen enthélt, die zwischen diesen 3 Rezeptoren unterscheiden (Reilly et
al. 1994).
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Nach der Formel von Itakura et al. (1984) lasst sich die ungefahre Schmelztemperatur
eines Primers, der weniger als 20 Basen besitzt, wie folgt berechnen:

T = (Anzahl von G+C) x 4°C + (Anzahl von A+T) x 2°C.

Fur die von uns verwendeten Primer ergeben sich somit ungefadhre Schmelzpunkte von
52°C fur 131R, 54°C fur 131H und 56°C fir 131R/131H rev. Daraus errechnet sich eine
durchschnittliche Temperatur von 54°C.

Die Angaben dartber, wie sich die Annealingtemperatur zur Schmelztemperatur
verhalten soll, differieren in der Literatur. So liegen nach Newton & Graham (1997) die
idealen Temperaturen etwa 3-12°C Uber der errechneten Schmelztemperatur.

Gassen et al. (1994) empfehlen eine Annealingtemperatur 5°C unter dem
Schmelzpunkt. In den PCR-Programmen fir eine PCR mit allelspezifischen Primern
wird beispielsweise von Skogen et al. (1994) eine Annealingtemperatur gewahlt, die
2-7°C Uber der durchschnittlichen Schmelztemperatur der allelspezifischen Senseprimer
1 und 2 und des Antisenseprimers liegt.

Fur dieses System hat sich fir beide Allotypen die Kombination aus 10 Zyklen mit
57°C und anschlieRenden 22 Zyklen mit 54°C als giinstig erwiesen. Mit den Zyklen bei
54°C war eine hohe Ausbeute zu erzielen, wohingegen die 10 Zyklen bei 57°C die

Spezifitat erhdhten.
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6.2. FgRIlla-Genotypverteilung und Allelhaufigkeit

In dieser Arbeit wurden von insgesamt 96 Personen, alle Mitteleuropaer, die
FcyRlla-Genotypen und die Allelhaufigkeit bestimmt. 46 Personen konnten anhand der

Einschlusskriterien als Probanden und 50 als AP-Patienten identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit waren die Genotypen der Gesamtpopulation wie folgt
verteilt: 58,3% 131R/131H, 26,1% 131H/131H und 15,6% 131R/131R. Diese
Ergebnisse unterscheiden sich teilweise von den Ergebnissen anderer Untersuchungen
mitteleuropaischer Populationen. Botto et al. (1996), Osborne et al. (1994), Reilly et al.
(1994) und van Schie & Wilson (2000) sprechen in ihren Arbeiten von Werten
zwischen 42,4-51% fur 131R/131H, 22-30% fur 131H/131H und 19-33% fir
131R/131R. Die Werte fur 131R/131H und 131R/131R weichen hier deutlich von
denen der anderen Studien ab. Insbesondere ist der Genotyp 131R/131H deutlich
Uberreprasentiert. Die Studienpopulationen bei Botto et al. (1996) und van Schie &
Wilson (2000) waren mit n=259 bzw. n=271 erheblich gré3er, die von Osborne et al.
(1994) und Reilly et al. (1994) mit n=35 und n=47 kleiner als in der hier vorliegenden
Arbeit.

Der grol3e Anteil heterozygoter sowie der geringe Anteil 131R-homozygoter Individuen
im Gegensatz zu den Ergebnissen der anderen Arbeiten lasst sich daher nicht
ausschlieRlich mit der GroRRe der Studienpopulation und der damit verbundenen
unterschiedlichen statistischen Aussagekraft erklaren. Dieser Unterschied kdnnte sich
aber damit erklaren lassen, dass es auch innerhalb gleicher ethnischer Gruppen einige
Parameter gibt, die durchaus solch unterschiedliche Daten verursachen kénnten. So
konnte der Anteil an mannlichen und weiblichen Individuen an der Gesamtpopulation
eine Rolle spielen. Es gibt Studien, die belegen, dass das Geschlecht innerhalb gleicher
ethnischer Gruppen von Bedeutung sein kann.

In den USA wurde in einer Studie nachgewiesen, dass Manner afroamerikanischer
Herkunft 2,9 mal haufiger an einer lokalisierten AP erkranken als Frauen gleicher
ethnischer Abstammung. Bei weil3en Frauen und Mannern kam die Erkrankung gleich
haufig vor (Loe & Brown 1991). In der vorliegenden Studie erfolgte jedoch keine

geschlechtsspezifische Einteilung der Teilnehmer.
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Interessanterweise &hneln die hier erlangten Ergebnisse fir die Genotypverteilung
denen bei Populationen japanischer Abstammung. Osborne et al. (1994) bestimmten in
ihrer Arbeit neben einer europaischen auch die Genotypen einer japanischen Population
(n=18). 61% wiesen den 131R/131H, 33% den 131H/131H und 6% den 131R/131R-
Genotyp auf. Auffallig ist hier der geringe Anteil an Individuen mit dem 131R/131R-
Genotyp und der hohe Anteil heterozygoter Individuen. Ahnliche Resultate erhielten
auch Rascu et al. (1997) und Kobayashi et al. (1997) bei der Genotypisierung

japanischer Individuen.

Die Genotypverteilung und Allelh&ufigkeit genetischer Polymorphismen unterscheidet
sich oft innerhalb unterschiedlicher ethnischer Gruppen (van der Pol & van de Winkel
1998). Dies belegen auch die Unterschiede zwischen den hier vorgestellten Arbeiten.
Von van Schie & Wilson (2000) wurden die Ergebnisse einer mitteleuropéischen
Population mit denen einer afroamerikanischen Population verglichen.

Fur den FygRIlla-Polymorphismus (rs1801274) konnten sie allerdings keinen
signifikanten Unterschied bei der Genotypverteilung zwischen den beiden Populationen
feststellen.

In beiden Gruppen kam der 131R/131R-Genotyp haufiger vor als der
131H/131H-Genotyp. Dies widerspricht den Ergebnissen der hier vorgestellten
Untersuchung, bei der 131R/131R deutlich unterreprasentiert ist.

Aussagen zum Vergleich verschiedener ethnischer Gruppen kdénnen anhand der
vorliegenden Studie jedoch nicht gemacht werden, da die Auswahl der

Studienteilnehmer nicht dahingehend erfolgte.

Die Allelhaufigkeit der beiden Allele 131H und 131R in der vorliegenden Arbeit deckt
sich mit den Aussagen von Reilly et al. (1994). Die Haufigkeit beider Allele betragt
allerdings auch bei den anderen oben genannten Studien mit Personen europdischer
Herkunft immer anndhernd 1:1, wobei 131H tendenziell haufiger vorkommt.

Monozyten und Neutrophile von 131H-homozygoten Individuen téten tgiSonierte

Bakterien weitaus effizienter ab als dies bei 131R-homozygoten Individuen der Fall ist
(Sanders et al. 1995; van der Pol & van de Winkel 1998; Wilson et al. 1995; Wilson &
Kalmar 1996). Der R@Rlla-Polymorphismus (rs1801274) scheint deshalb besonders
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dort einen Einfluss auf verschiedene bakterielle Infektionen zu haben, woeilg&
wichtige protektive Rolle spielt (van de Winkel & Capel 1993).

Deshalb beziehen sich die meisten Ergebnisse aus Studien zu diesem
FcyRlla-Polymorphismus auf bakteriell ausgeldste entziindliche Erkrankungen.

Fur Infektionen, die durch Meningokokken verursacht werden, sowie rekurrente
bakterielle Infektionen der Atemwege ist ein Zusammenhang schon nachgewiesen
worden (Platonov et al. 1998; Sanders et al. 1994). Auch bei einigen
Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise dem systemischen Lupus erythematodes
(SLE), kdnnte FgRlla ein bestimmender Faktor fiir die Anfélligkeit einer solchen
Erkrankung darstellen (Blasini et al. 1993; Botto et al. 1996; Yee et al. 1997).

Das Wissen um die Einfliisse bekannter Polymorphismen auf bestimmte systemische
Erkrankungen dient als viel versprechende Grundlage fur die Erforschung genetischer
Einflisse in der Parodontologie. So konnte fir das Interleukin-1-Gen ein
Polymorphismus nachgewiesen werden, der mit einer chronischen Parodontitis
assoziiert werden kann (Kornman et al. 1997a). Fur die AP wurden von Michel et al.
(2001) ein IL4-Promotor- und Intronpolymorphismus nachgewiesen. Kein Proband der

Kontrollgruppe jedoch 27,8% der AP-Patienten wiesen diesen Polymorphismus auf.

Wilson & Kalmar (1996) stellten die Hypothese auf, dass Individuen, die den
131R/131R-Genotyp besitzen, weitaus anfalliger fur eine AP sind als andere. Sie fuhren
dies darauf zurtick, dass diese Individuen das durch Ilg&onierte Bakterium
Aggregatibacter actinomycetemcomitaegnem Schliisselpathogen der AP, wesentlich
schlechter phagozytieren kénnen als andere.
Die Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchung bestatigen diese Vermutung fir die
hier untersuchte Population. Bei 12 AP-Patienten (24%) konnte der 131R/131R-
Genotyp nachgewiesen werden, wohingegen nur 3 Probanden (6,5%) diesen Genotyp
besalRen. Diese 3 Probanden waren zum Zeitpunkt der klinischen und radiologischen
Untersuchung zwar als parodontal gesund klassifiziert worden, kénnen aber aufgrund
ihres noch jungen Alters (22,24 und 25 Jahre) in den nachsten Jahren durchaus noch an
einer AP erkranken. Ware dies der Fall, so wirde das die Ergebnisse dieser
Untersuchung noch weiter untermauern. Auf jeden Fall sollten diese 3 Probanden in den
nachsten Jahren in regelmaRigen Abstanden klinisch und radiologisch nachuntersucht
werden.
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56% der Patienten waren heterozygot (131R/131H) und 20% 131H-homozygot
(131H/131H). Bei den Probanden waren 60,9% heterozygot und 15 Probanden (32,6%)
131H-homozygot.

Diese Verteilung der Genotypen zeigt zum einen, dass der 131R/131R-Genotyp flr die
AP von Bedeutung zu sein scheint. Zum anderen wird deutlich, dass das 131R-Allel
alleine dabei offensichtlich keine Rolle spielt. Dies zeigt sich daran, dass 67,4% aller
Probanden heterozygot oder 131R-homozygot waren und somit auch Trager des
131R-Allels sind. Wilson & Kalmar (1996) waren der Meinung, dass auch dem 131R-
Allel alleine eine Bedeutung fur die AP-Anfalligkeit zukommt. Nach deren Aussage
haben auch heterozygote Individuen aufgrund des Vorhandenseins des 131R-Allels ein
erhohtes Risiko, an einer AP zu erkranken. Zwar sei dieses Risiko nicht so hoch wie bei
131R-homozygoten Individuen, aber dennoch vorhanden. Diese Behauptung kann
durch die hier vorgestellten Ergebnisse, aber auch durch die Ergebnisse anderer
Publikationen widerlegt werden.

Im Gegensatz zu der hier vorliegenden Studie konnten die Untersuchungen von
Kobayashi et al. (1997b; 2000a; 2001), Colombo et al. (1998) oder Meisel et al. (2001)
die Hypothese von Wilson & Kalmar (1996), dass der 131R/131R-Genotyp einen
Risikofaktor fur die AP darstellt, nicht als richtig belegen.

Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass sich die Auswahl der Patienten in allen
genannten Studien von der hier vorgenommenen Auswahl unterscheidet.

Kobayashi et al. (1997b; 2000a; 2001) fuhrten ihre Untersuchungen ausschlie3lich an
Japanern durch. Neben der unterschiedlichen ethnischen Gruppe unterscheiden sich
deren Untersuchungen auch noch darin, dass entweder Patienten mit einer chronischen
Parodontitis oder mit einer generalisierten AP mit parodontal gesunden Probanden
verglichen wurden. Keine ihrer Studien beschaftigt sich ausschliel3lich mit der AP
allgemein oder aber mit der lokalisierten Form.

Meisel et al. (2001) untersuchten 145 Parodontitispatienten hinsichtlich ilyeld-¢
FcyRllla-, und FgRIlIb-Genotypen. Auch sie konnten keine Verbindung zwischen dem
FcyRlIla-Polymorphismus (rs1801274) und der Parodontitis bestatigen. Sie fuhrten ihre
Studie zwar an européaischen Individuen durch, klassifizierten diese aber nicht nach
verschiedenen Parodontitisformen. Es wurde keine genaue Einteilung der

Parodontitispatienten vorgenommen.
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Colombo et al. (1998) verglichen in ihrer Untersuchung die-lg&vel im Serum, die
Haufigkeit von Gm(23)-negativem Allotyp sowie die Haufigkeit vornyHta- und
FcyRIlIb-Genotypen bei 32 refraktaren Parodontitisfallen, 54 erfolgreich behandelten
Patienten und 27 gesunden Personen. Alle Personen waren europaischer Herkunft.

Bei den 3 klinischen Gruppen kamen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Verteilung der untersuchten yR-Genotypen vor. Ig&Spiegel, Gm(23)-Allotyp,
FcyRlla- und FgRIlIb-Genotypen und die Menge des Tabakkonsums waren mit dem
klinischen Befund nur schwach oder gar nicht assoziiert.

Die refraktdre Parodontitis existiert nach der neuen Klassifikation der
Parodontalerkrankungen nicht mehr als eigene Kategorie (Armitage 1999). Daher kann
es sich bei den hier untersuchten Fallen sowohl um Patienten mit chronischer als auch
um Patienten mit aggressiver Parodontitis handeln. Da es auf3erst unwahrscheinlich ist,
dass Patienten nur aufgrund einer erfolgreich durchgefuhrten Parodontalbehandlung ihr
genetisches Muster verandern, macht der Vergleich der Genotypen zwischen den beiden

Gruppen an Patienten aus heutiger Sicht wenig Sinn.

Im Gegensatz zu den erwahnten Studien, welche die Hypothese von Wilson & Kalmar
(1996) lediglich nicht stitzen kénnen, behaupten Loos et al. (2003) aufgrund ihrer
Ergebnisse exakt das Gegenteil. Sie verglichen &y, FoRllla- und FeRIllb-
Genotypen von 68 Parodontitispatienten mit denen von 61 gesunden Probanden. Bei 12
Patienten wurde eine AP, bei 56 eine CP diagnostiziert. Beim Vergleich aller Patienten
mit der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede flyRFz
festgestellt werden. Jedoch wiesen von den AP-Patienten 58% den 131H/131H-Genotyp
auf, bei der Kontrollgruppe waren es lediglich 25%. Damit ist in dieser Studie der
131H/131H-Genotyp bei den AP-Patienten deutlich Gberreprasentiert. Aufgrund dieser
Ergebnisse stellten sie die Vermutung auf, dass nicht der 131R/131R-Genotyp mit der
AP assoziiert ist, sondern der 131H/131H-Genotyp. Sie versuchen dies mit einer
ahnlichen biologischen Erklarung zu begrinden wie Wilson & Kalmar (1996).
Aufgrund der aul3erst effizienten Bindung von jg&h den neutrophilen Rezeptor bei
131H-homozygoten Individuen wird vermutet, dass diese Neutrophilen dadurch
hyperaktiv werden. Eine solche Hyperaktivitat von Neutrophilen wurde bei der
Parodontitis schon beobachtet (Gustafsson & Asman 1996; Kimura et al. 1993). Durch

diese hyperaktiven Neutrophilen werden mehr gewebszerstorende Moleklle wie
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lysosomale Enzyme oder Matrixmetalloproteinasen freigesetzt als es durch andere
Neutrophile der Fall ist, die aufgrund einer weniger effizienten Bindung voan IgG
deutlich inaktiver sind. Die von Loos et al. (2003) vermutete Rolle, die der 131H/131H-
Genotyp fur die Pathogenese der AP zu spielen scheint, wurde auch schon fir die
heparin-induzierte Trombozytopenie (HIT) und das Guillain-Barré-Syndrom beobachtet
(Carlsson et al. 1998; van der Pol et al. 2000). Auch hierfur wurde als Erklarung far
diese Beobachtungen eine ahnliche Hypothese vorgeschlagen wie die oben erwahnte.
Da in der Arbeit von Loos et al. (2003) lediglich 12 AP-Patienten untersucht wurden,
sollte man aufgrund der geringen n-Zahl die Aussagekraft dieser Ergebnisse nicht zu
hoch einschatzen.

Yamamoto et al. (2004) und Nicu et al. (2007) kommen in ihren Arbeiten zu &hnlichen
Ergebnissen wie Loos et al. (2003). Auch sie halten den 131H/131H Genotyp in
Verbindung mit der Pathogenese der Parodontitis flr wichtiger. Yamamoto et al. (2004)
fanden heraus, dass bei rauchenden Patienten mit chronischer Parodontitis der
131H/131H Genotyp mit 35,1% im Vergleich mit der Kontrollgruppe (19%) deutlich
Uberreprasentiert war. Sie vermuten daher ein deutlich erhéhtes Risiko fur Raucher, die
den 131H/131H Genotyp besitzen, an einer chronischen Parodontitis zu erkranken.

Nicu et al. (2007) konnten in einer Studie mit 98 Parodontitispatienten feststellen, dass
die Patienten, die den 131H/131H Genotyp besalen, einen gréf3eren Knochenverlust
und mehr Knochenabbau aufwiesen als diejenigen mit dem 131R/131H bzw.
131R/131R Genotyp und halten deshalb diesen Genotyp fur die Parodontitis fir deutlich
gefahrlicher. Beide Arbeitsgruppen beziehen sich jedoch nur auf die chronische
Parodontitis bzw. die Parodontitis im allgemeinen und nicht speziell auf die aggressive
Form. Da beide Parodontitisformen in Verlauf, Schweregrad, Atiologie und
Pathogenese Unterschiede aufweisen, koénnen sich durchaus auch Unterschiede
beziglich der Genetik ergeben. Deshalb sollten solche Studien auch immer separat fur
die chronische und die aggressive Form durchgefthrt werden.

Dass es sich bei der Parodontitis um eine multifaktoriell bedingte Krankheit handelt, bei
der unter anderem auch genetische Faktoren eine wichtige Rolle spielen, ist allgemein
bekannt und wurde schon mehrfach in dieser Arbeit erwahnt. Allerdings existiert kein
bestimmtes ,Parodontitis-Gen“, weshalb hierbei von einer polygenen Erkrankung
gesprochen werden muss. Das heif3t, man kann diese Erkrankung nicht auf ein ganz

bestimmtes Gen zurtickfihren, wie es bei Erkrankungen mit monogener Ursache wie
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zum Beispiel der Hamophilie oder der Mukoviszidose der Fall ist. Innerhalb klinisch
gleichartiger Patientengruppen besteht aul3erdem in einigen polymorphen Genen eine
Verschiedenartigkeit, die fur die Pathogenese der Parodontitis eine Rolle spielen konnte
(Loos & Van der Velden 2002). Daher sind immer weitere Assoziationsstudien nétig,
um samtliche genetischen Einflisse zu identifizieren.

Solche Assoziationsstudien konnen allerdings sehr leicht Fehler in der Methodik
aufweisen und falsch-positive Ergebnisse produzieren, insbesondere dann, wenn es sich
um Untersuchungen mit geringer Probenzahl handelt (Lehrnbecher et al. 1999). Daher
sollten sowonhl die hier vorgestellten Ergebnisse als auch die Ergebnisse anderer Studien
zum Zusammenhang von aggressiver Parodontitis und dgRll&&enotypen mit

grof3ter Vorsicht interpretiert werden.

6.3. Klinische Parameter

Die Ergebnisse fur die klinischen Parameter der Probanden und Patienten spiegeln die
Einschlusskriterien (s. Kapitel 4.4) wider. Diese deutlichen Unterschiede sind im
Ergebnisteil (Kapitel 5.4) grafisch und tabellarisch dargestellt.

Statistische Aussagen hinsichtlich des Zusammenhanges der klinischen Befunde mit
den Ergebnissen der Genotypuntersuchungen ertbrigen sich, da auch hierbei eindeutig
die Einschlusskriterien wiederzufinden sind.

Dass Parodontitispatienten bei allen hier aufgefiihrten klinischen Parametern deutlich
schlechtere Werte aufweisen als parodontal gesunde Menschen, ist allgemein bekannt
und muss hier nicht weiter ausgefuhrt werden. Dieser Sachverhalt ist in zahlreichen
Publikationen und Lehrbiichern der letzten Jahrzehnte ausfuhrlich beschrieben.

Aus diesen Grunden ertbrigt sich auch die weitere Diskussion dieser Ergebnisse.
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6.4. Schlussfolgerungen

Das in dieser Arbeit etablierte Nachweissystem fir deyRFa-Polymorphismus

(rs1801274) ist deutlich einfacher und schneller als andere Verfahren. Der grof3e Vorteil
liegt darin, dass die Genotypisierung unmittelbar nach PCR und Gelelektrophorese
vorgenommen werden kann. Weitere Arbeitsschritte, die bei anderen Verfahren nétig
sind, um zwischen den Genotypen zu unterscheiden, entfallen durch die Verwendung

der allelspezifischen Primer.

Aufgrund der Ergebnisse der Genotypisierung von Probanden und AP-Patienten muss
maoglicherweise davon ausgegangen werden, dass @eH&d31R/131R Genotyp mit

einer Pradisposition fur die AP bei Mitteleuropaern assoziiert werden kann.

Diese Behauptung kénnte durch weitere Assoziationsstudien untermauert werden, so
dass ein noch groRReres Probanden- und Patientenkollektiv zugrundeliegen wirde als es

hier und in anderen schon publizierten Arbeiten der Fall ist.

Moglicherweise sind au3er den schon bekannten auch noch andere Polymorphismen mit
in die Pathogenese der AP und anderer Parodontitiden involviert. Deshalb sollten auch
dahingehend weitere Studien durchgefihrt werden, um die Bedeutung genetischer
Einflisse bei der Entstehung der Parodontitis zu identifizieren.

78



Zusammenfassung/Summary

7. Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der
aggressiven Parodontitis und demyRba-Polymorphismus (rs1801274) innerhalb
einer mitteleuropaischen Population nachgewiesen werden. Um diese Untersuchungen
reproduzierbar und einfach durchfiihren zu kénnen, sollte zum Nachweis ein System
mit allelspezifischen Primern etabliert werden.

Alle Studienteilnehmer wurden vor Untersuchungsbeginn Uber das Ziel und den Ablauf
der Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Probanden und
Patienten wurden nach bestimmten Kriterien ausgewahlt und in zwei Gruppen
eingeteilt. Von den insgesamt 96 Teilnehmern an der Studie wurden 46 als Probanden
und 50 als Patienten mit einer AP klassifiziert. Die Erkrankung war anhand von
klinischen und radiologischen Faktoren diagnostiziert worden. Ihnen wurde Blut
entnommen und daraus die DNA isoliert. Zur Darstellung der klinischen Situation
wurden die Parameter PI, PBI, ST, SB und AL bestimmt. Erwartungsgemald waren
diese Werte bei der Gruppe der Patienten deutlich erhéht und gaben die
Einschlusskriterien wieder. Zum Nachweis des Polymorphismus wurde ein System mit
allelspezifischen Primern, wie es ahnlich schon von Flesch et al. (1998) beschrieben
wurde, gewahlt.

In einer Reihe von Vorversuchen wurden verschiedene Polymerasen,
Konzentrationsverhéltnisse der PCR-Komponenten und PCR-Programme ausgetestet,
bis schliellich ein funktionsfahiges System gefunden war. Die beiden Allele 131R und
131H konnten nach PCR und Gelelektrophorese unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden. Die Ergebnisse wurden dann zur Dokumentation fotografiert.

Fur dieses System hat sich die Kombination aus HotStarfRolymerase
einschliel8lich  aller mitgelieferten Komponenten in Verbindung mit den
allelspezifischen Sense-Primern 131R, 131H und dem entsprechenden Antisense-Primer
131R/131H rev als besonders tauglich erwiesen (modifiziert n. Flesch et al. 1998). Als
Positivkontrolle diente das Primerpaar HGH-I/HGH-II (Bein et al. 1992). Es ergaben
sich charakteristische Banden bei 253bp fur 131R bzw. 131H und bei 439bp fir die
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Positivkontrolle. Dies wurde durch eine extern durchgefiihrte Sequenzierung von
zufallig ausgewahlten PCR-Produkten nochmals verifiziert.

Mit diesem System wurde eine Gruppe AP-Patienten und eine gesunde Kontrollgruppe
untersucht. In der Allelhdufigkeit waren keine grof3en Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen erkennbar. Jedoch konnten bei der Genotypverteilung eindeutig
Unterschiede nachgewiesen werden. Die Genotypen 131R/131H und 131H/131H
kamen bei den Probanden zu 60,9% und 32,6%, bei den AP-Patienten zu 56,0% und
20,0% vor. Der fur die AP relevante Genotyp 131R/131R war bei den Patienten mit
24,0% gegenuber 6,5% bei den Probanden deutlich Gberreprasentiert.

Dies bekraftigt die Aussage von Wilson & Kalmar (1996), die einen Zusammenhang
zwischen den polymorphen Formen desyRia und der AP vermuteten. Deren
Vermutung stutzt sich auf die Tatsache, dass der 131R-AllotypalgGvorherrschende
Antikodrperklasse bei parodontalen Erkrankungen nicht effizient bindet.

Aufgrund dieser Ergebnisse muss man moglicherweise davon ausgehen, dass der
untersuchte Polymorphismus mit einer Préadisposition fur die AP assoziiert werden
kann.

Es sollten unbedingt weitere Studien mit einer noch gro3eren Anzahl an
Studienteilnehmern durchgefiihrt werden, um die Bedeutung dieses und anderer

FoyRIla-Polymorphismen fiir die Atiologie und Pathogenese der AP besser zu klaren.

Summary

The aim of the present study was to determine a possible association between
aggressive periodontitis and yRila-polymorphism (rs1801274) within a Caucasian
population from central Europe. To make this investigation simple and reproducible, an
assay technique to detect this polymorphism should be established.

At the beginning of this study, all participating persons were informed about the aims
and the course of the examination and gave their declaration of consent. All subjects
were selected by certain criteria and divided into two groups. Among the 96 participants
of the study, 46 of them were classified as control subjects and 50 as patients suffering
from aggressive periodontitis. The diagnosis of the disease is based on clinical and
radiological parameters. Genomic DNA was isolated from whole blood samples. The

clinical situation was described by parameters such as plague index (PI), gingival index
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(PBI), pocket depth (ST), bleeding on probing (SB) and clinical attachment loss (AL).
As expected, the clinical parameters of the patients were considerably above those of
the control subjects. For the detection of the polymorphism a system with allelspecific
primers was used similar to that described by Flesch et al. (1998).

In several preliminary tests diverse polymerases, concentrations of all PCR components
and cycle programs were tested in order to find a functional PCR system. After
amplification by polymerase chain reaction (PCR) and agarose gel electrophoresis the
two alleles 131R and 131H could be shown with help of UV-light. The results of the gel
electrophoresis were documented by photographs.

The combination of HotStarTagigolymerase, including the provided buffers and
reagents, and the allelspecific senseprimers 131R and 131H as well as the
antisenseprimer 131R/131H rev were proved to be very suitable (modified by Flesch et
al. 1998). For internal control the primers HGH-I/HGH-II were used (Bein et al. 1992).
131R and 131H resulted in 253bp-fragments, the internal control HGH-I/HGH-II in 439
bp-fragments. A sequencing analysis of random selected PCR products was arranged by
an external institute to verify the reliability of the described method.

The system described above was used to determine a group of AP-patients and a healthy
control group. No significant differences in allelic frequency but in the distribution of
the 3 genotypes were detectable between the two groups. The genotypes 131R/131H
and 131H/131H occurred quite similar in both groups (control subjects 60,9% and
32,6%; AP-patients 56% and 20%). The 131R/131R genotype occurred considerably
more frequent (24%) in aggressive periodontitis patients and relatively rare (6,5%) in
control subjects.

This confirms the statement of Wilson & Kalmar (1996), who suspected the
polymorphic forms of FgRlla to be associated with aggressive periodontitis. This
assumption is based on the fact, that 131R is not able to bindeffji@ently, which is

the predominant Ig-subclass in periodontal disease.

Due to the results of this study we have to conclude, that the investigatetaFc
polymorphism can be potentially associated with aggressive periodontitis.

Further studies with a larger number of participants should be arranged to resolve the
impact of FgRIlla-polymorphisms on the aetiology and pathogenesis of aggressive

periodontitis.
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