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Referat

Sowohl Parodontitis, als auch die koronare Herzerkrankung (KHK) sind entziindlich bedingte
Erkrankungen, welche eine ausgepriagte Prévalenz und Inzidenz in der Bevolkerung der
Industrienationen aufweisen. Ein Zusammenhang zwischen beiden Erkrankungen wird seit
langerer Zeit diskutiert, wobei als Schnittstelle gemeinsame genetische Risikofaktoren vermutet
werden. In der vorliegenden Studie sollten Polymorphismen im Kandidatengen ANRIL auf
mogliche Assoziationen zur schweren Parodontitis, sowie als prognostische Marker fiir
kardiovaskuldre Ereignisse untersucht und identifiziert werden. Das Studienkollektiv umfasste
1002 Patienten mit angiographisch gesicherter Stenose (>50%). Zusétzlich zur kardiovaskulédren
Routinediagnostik wurden alle Probanden serologisch und dental-parodontal untersucht. Die
Patienten wurden nach drei Jahren beziiglich eines kardiovaskuldren Sekundérereignisses
miindlich oder schriftlich kontaktiert. Dazu =zihlten kardiovaskuldrer Tod, Tod durch
Schlaganfall, Myokardinfarkt und Schlaganfall/TIA. Beide Polymorphismen des ANRIL-Gens
rs1333049 und rs3217992 wurden durch SSP-PCR und RFLP genotypisiert. Als Hauptziel der
Studie konnte festgestellt werden, dass Patienten mit schwerer Parodontitis im Vergleich zum
Patientenkollektiv keine/leichte Parodontitis signifikant héufiger AG-Genotyptrager des
rs3217992 (p=0,022) waren, was auch multivariat bestétigt wurde (Odds Ratio=1,37; 95%KI:
1,02-1,82; p=0,034). Als Nebenziele der Studie wurden Assoziationen beider Polymorphismen
zu klinischen-parodontologischen Parametern, zum Auftreten von Parodontopathogenen, zu
serologischen Parametern, sowie zu bekannten Vorerkrankungen untersucht und teilweise auch
bestétigt. Als weiteres Hauptziel konnte im 3-Jahres Follow-Up der AA-Genotyp des 1s3217992
als Prognosefaktor fiir das Auftreten eines kombinierten Endpunktes sowohl univariat (Log-Rank
Test: p=0,035), als auch multivariat identifiziert werden (Hazard Ratio=1,63; 95% KI:1,1-2,4;
p=0,014). Bei separater Betrachtung der Endpunkte hatten A-Allel-Tréger des rs3217992 ein
signifikant erhohtes Risiko einen Endpunkt zu erleiden (Log-Rank Test: p=0,026), was in der
Cox-Regression (Kofaktoren: Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen, Diabetes) bestitigt wurde
(Hazard Ratio=1,74; 95%KI: 1,05-2,87; p=0,030). Fiir den Polymorphismus rs1333049 wurde
keine Assoziation zur Schwere der Parodontitis (Chi*-Test, binére logistische Regression) bzw.
zum Auftreten eines kombinierten kardiovaskuldren Endpunktes (Kaplan-Meier-Statistik, Log-
Rank Test, Cox-Regression) gezeigt. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der
r$3217992 als unabhingiger parodontaler Risikomarker bei Patienten mit Koronarstenose und als

Prognosemarker fiir kardiovaskuldre Sekundarereignisse identifiziert wurde.

Seitter, Linda: Polymorphismen im Gen der nicht-codierende RNA ANRIL als parodontale und
kardiovaskulédre Risikomarker (Longitudinale Kohortenstudie). Halle (Saale), Univ., Med. Fak.,
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1 Einleitung
1.1 Einfithrung

Parodontitis (PA) und die Koronare Herzkrankheit (KHK) gelten als inflammatorische,
multifaktoriell bedingte Erkrankungen, die beide eine hohe Priavalenz in der Bevolkerung
aufweisen (Micheelis et al., 2008, Dahlof, 2010). PA geht mit einer Erkrankung des
Zahnhalteapparates und des alveoldren Knochens einher und wird primér durch bakterielle Plaque
verursacht. Modulierende, wirtsspezifische Faktoren sind entscheidend fiir den Krankheitsverlauf
und dessen Intensitidt. Man unterscheidet primédre Risikofaktoren (spezifische Pathogene der
Plaque) und sekundire Risikofaktoren. Sekundére Risikofaktoren konnen weiter in beeinflussbare
Risikofaktoren (Rauchen, Stress, fehlender Recall, Diabetes mellitus, HIV/AIDS) und nicht
beeinflussbare Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, ethnische Zugehdrigkeit, Genetik) unterteilt
werden (Rateitschak et al., 2012a). Die Mundflora enthilt eine Vielzahl von Bakterien, die sich
im Biofilm auf der Oberflache von Zdhnen und der Mundschleimhaut vermehren konnen (Moore
& Moore, 1994). Daher bieten die Mundschleimhaut und der Zahnhalteapparat eine
Eintrittspforte fiir Parodontopathogene und deren Toxine in den Korperkreislauf, die wiederum
entziindliche Krankheiten wie die KHK, Arthritis oder Diabetes beeinflussen konnen (Wu et al.,
2000; Mercado et al., 2003; Mealey, 2006; Bahekar et al., 2007; Paraskevas et al., 2008). Im
Mittelpunkt der vorliegenden Studie steht die Assoziation zwischen der PA und der KHK. Die
Manifestation der Atherosklerose in den Herzkranzgefafien wird als KHK bezeichnet und entsteht
durch eine endotheliale Dysfunktion, bei der Low-density Lipoproteine (LDL), T-Lymphozyten
und Makrophagen in subendotheliale Kompartimente eindringen. Die darauffolgenden
inflammatorischen Prozesse bewirken die Entstehung, Progression und Instabilitit von
atherosklerotischen Plaques. Im weiteren Verlauf fithren diese Verdnderungen zu einer
zunehmenden Gefdlverengung und somit zu einer Koronarstenose. Ein wichtiger Durchbruch in
der Erforschung der Zusammenhdnge zwischen PA und KHK gelang Schaefer und seinen
Kollegen im Jahr 2009 (Schaefer et al., 2009). Sie identifizierten das Gen ANRIL als
gemeinsamen genetischen Risikofaktor fiir Atherosklerose und PA. ANRIL gehort zu der Klasse
langer nicht-kodierender RNAs (IncRNAs) und besitzt folglich keine kodierenden Eigenschaften
fir Proteine. Es wird beschricben, dass das ANRIL-Gen einen Einfluss auf den
Glukosemetabolismus, die Inflammation und den Lipidstoffwechsel hat. Diese Metabolismen
haben ihrerseits Einfluss auf PA und kardiovaskulidre Erkrankungen (Ahmed et al., 2013;
Bochenek et al., 2013; Hannou et al., 2015). Eine Vielzahl von genomischen Varianten im
ANRIL-Gen wurde bereits veroffentlicht (Schaefer et al., 2009, 2011, 2013). Ahmed und Hannou
et al. belegten einen Einfluss des SNP rs1333049 zur KHK sowie zum Myokardinfarkt (Ahmed
etal., 2013; Hannou et al., 2015). Schaefer und Kollegen haben im Jahr 2011 die Assoziation des
SNP r$3217992 zum Auftreten von PA nachgewiesen (Schaefer et al., 2011). Auf Grundlage
dieser Erkenntnisse war es Ziel der vorliegenden Studie, die Bedeutung der ANRIL
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Polymorphismen (SNP) rs1333049 und rs3217992 als Risikoindikatoren fiir PA und als
Préadiktoren fiir kardiovaskuldre Sekundirereignisse innerhalb eines 3-Jahres Follow-Up zu

untersuchen.

1.2 Parodontitis

1.2.1 Atiologie und Pathogenese der Parodontitis

Die Gingivitis ist eine reversible Entziindung der marginalen Gingiva (Loe et al., 1965), ausgeldst
von einer Ansammlung mikrobieller Plaque, die sich am oder nahe des gingivalen Sulkus befindet
(Page, 1986). Wird die mikrobielle Plaque nicht entfernt, vergrofert und verdndert sie sich, und
kann zu einer chronischen destruktiven Infektion, der PA, filhren. Bei der PA kommt es zum
entziindlichen Abbau der Gingiva, des Wurzelzements, des Desmodonts und des
Alveolarknochens. Es bilden sich Zahnfleischtaschen, in denen sich anaerobe oder fakultativ
anaerobe gram-negative parodontale Pathogene wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
a.), Porphyromonas gingivalis (P. g.), Treponema denticola (T. d.), Tannerella forsythia (T. f.)
und Prevotella intermedia (P. i.) ansammeln kdnnen (Socransky et al., 1998). Die Klinik dufert
sich in Blutung (evtl. mit Pusaustritt) wihrend der Sondierung der Taschen. Kennzeichnend ist
der rontgenologisch nachweisbare Knochenabbau. Langfristige Folgen sind Zahnlockerungen
und Zahnverluste, die eine hohe psychische und physische Belastung fiir die Patienten darstellen
(Haffajee & Socransky, 1994; Kisley, 2016). Prinzipiell unterscheidet man zwei unterschiedliche
Formen der PA, die beide als verschiedene Erkrankungen angesehen werden (Armitage, 1999).
Die chronische Parodontitis (ChP) beginnt etwa ab der 4. Lebensdekade, kann aber auch schon
bei Kindern und Jugendlichen auftreten. Spricht man von einer lokalisierten Form, so sind
weniger als 30% der Zahnflachen betroffen. Bei der generalisierten Form sind mehr als 30% der
Zahnflachen betroffen. Der Knochenabbau findet hauptséchlich horizontal statt. Die aggressive
Parodontitis (AgP), die weitaus seltener auftritt und ein anderes Krankheitsmuster als die ChP
aufweist, tritt bereits zwischen der Pubertit und dem 30. Lebensjahr auf. Sie verlduft oft sehr
rasch und weist bei sonst gesunden Patienten eine familidre Héufung auf. Haufig ist ein
Missverhéltnis zwischen der Quantitdt mikrobieller Auflagerungen und dem Ausmall der
Destruktion parodontaler Gewebe zu erkennen. Zusétzlich findet sich ein vermehrtes Auftreten
von 4.a. und P.g., sowie eine abnormale Phagozyten- und Makrophagenfunktion. Bei der AgP
erfolgt wiederum eine Einteilung in ,lokal und ,generalisiert* (Pihlstrom et al., 2005). Loe und
Kollegen zeigten 1965 den Zusammenhang zwischen der Plaquemenge und der Prévalenz von
Gingivitis und PA (Loe et al.,, 1965). Neben diesen priméren Risikofaktoren (spezifische
Pathogene der Plaque), spielen auch sekundér-beeinflussbare Risikofaktoren (z.B. Rauchen,
Stress, soziales Umfeld) und sekundér-nicht-beeinflussbare Risikofaktoren (z.B. genetische
Risikofaktoren) (Van Dyke & Sheilesh, 2005; Rateitschak et al., 2012a) eine Rolle. Sie konnen

die individuelle Immunantwort beeinflussen, die jedoch ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht
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mehr in der Lage ist pathogene Mikroorganismen abzuwehren. Zytokine, Prostaglandine und
Matrixmetalloproteinasen vermitteln bzw. regeln die destruierende Abwehrreaktion und kdnnen
bei akuter oder chronischer parodontaler Entziindung vermehrt in der parodontalen

Sulkusfliissigkeit nachgewiesen werden (Page & Kornman, 1997).

verianderbare sekundére

Risikofaktoren
Antikorper l Zytokine l
_
Paro- _PMN’s Immun- Prostaglandine Binde- Klini
«— -
donto- antwort — >  gewebs- sclllrelzls
patho- Anti des MMP &
t i _
gene ntigene Wirts Knochen Krank-
’ = E— meta- ——» .
. heits-
Bakte- Ent- bolismus bild
rien  Lipopoly- ziindung
Saccharide und
. andere Virulenz- -
faktoren T T

Nicht veranderbare sekundére
Risikofaktoren:
z.B. Genetische Risikofaktoren

Abb. 1: Atiologie und Pathogenese der Parodontitis modifiziert nach Page & Kornman, 1997
(PMN: Polymorphkernige Granulozyten, MMP: Matrixmetalloproteasen, LPS: Lipopoly-
Saccharide).

1.2.2 Mikrobiologie der Parodontitis

Die PA wird oft als opportunistische Erkrankung angesehen, da die meisten pathogenen Bakterien
auch beim Gesunden nachgewiesen werden konnen, wenn auch hidugig in geringerer Zahl. Die
Bakterien organisieren sich in einem Biofilm. Die Biofilmentwicklung lésst sich in fiinf Stadien

mit 3 Hauptphasen gliedern (Costerton, 1999; Aparna & Yadav, 2008):

1.Initiale Adhésion 2.Proliferation und Reifung 3.Dispersion
Stadium 1 Stadium 2-4 Stadium 5

Abb. 2: Hauptphasen der Biofilmentwicklung.

- Stadium I: Die initiale Adhésion ist durch eine flachige Anheftung von Bakterien an ein Substrat
gekennzeichnet. Diese Bindung beruht auf der Anwesenheit von organischen, biopolymeren

Substanzen (Polysacchariden, Proteinen, Glykoproteinen, Lipiden, Nukleinséuren), welche aus



der bakteriellen Schleimschicht in Form von extrazelluliren polymeren Substanzen (EPS)
kommen (Costerton et al., 1987). Diese EPS umhiillen die Bakterien und 16sen sich teilweise ab.
Jene Bindungen sind reversibel und kénnen bspw. durch Zahneputzen wieder aufgelost werden
(Marsh & Bradshaw, 1999; Marsh, 2006).

- Stadium II: Proliferation und Reifung: hierbei kommt es bereits zu einer irreversiblen Reifung
des Biofilms. Die Bakterien bilden feste, adhdrente Verbindungen anhand der EPS. Die Bakterien
lassen sich in Friihbesiedler, Spéitbesiedler und Briickenkeime (ermdglichen die Bindung
zwischen Frith- und Spétbesiedlern) unterteilen. Frith- und Spitbesiedler gehen keine Co-
Aggregationen ein (Kolenbrander et al., 2010). Bakterien verbinden sich nur mit bestimmten
Spezies (Saito et al., 2008). Erreicht der Biofilm eine Dicke von mehr als 10 um, so spricht man
von Stadium I1I. Werden mehr als 100 um erreicht, so spricht man von Stadium IV.

- Stadium V: In der Dispersionsphase existiert ein Gleichgewicht zwischen Abbau und
Massenzunahme im Biofilm (Kostakioti et al., 2013). Fiir die Dispersion gibt es viele
mechanische, genetische und chemische Ursachen. Durch aktive Dispersion von bakteriellen
Kolonien kann der Biofilm iiberleben, reagiert auf sich &dndernde Umgebungsbedingungen
(Nahrstoffangebot, Sauerstoffgehalt) oder umgeht toxische Substanzen (bspw. Antibiotika)
(Sauer et al., 2004). Durch diese Eigenschaften besteht ein grofles Risiko, dass es zu einer
bakteriell verursachten Krankheitsausbreitung im Menschen kommt. Ebenso wird durch diese
Charakteristik die Therapie dieser Krankheit stark negativ beeinflusst (Kaplan, 2010). Der
Biofilm bietet den Keimen also Schutz, erleichtert die Erndhrung und begiinstigt den
Informationsaustausch der Bakterien untereinander. Er ldsst sich nur mechanisch entfernen und
die Penetration von Antibiotika ist erschwert. Das alleinige Vorhandensein dieser Bakterien 16st
keine Erkrankung aus. Erst wenn es zu einem Missverhéltnis zwischen stabilisierenden und
pathogenen Keimen kommt (durch die individuelle Immunabwehr des Wirtes, durch
Risikofaktoren ~ wie  Nikotinabusus, mangelnde = Mundhygiene, negativer  Stress,
Allgemeinerkrankungen), kdnnen die Keime destruktiv wirken und eine PA ausldsen. Bis zur
heutigen Zeit geht man von etwa 19.000 Phylotypen aus (Keijser et al., 2008), wobei jedoch nur
ein Teil pathogen ist (Haffajee & Socransky, 1994). Haffajee und Socransky deklarierten 1994
fiir die Pathogenitit von Keimen drei charakteristische Eigenschaften: 1. Kolonien bilden zu
konnen; 2. der Wirtsabwehr ausweichen zu konnen; 3. Substanzen zu produzieren, die direkt eine

Gewebedestruktion im Parodont auslésen kénnen.
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Abb. 3: Bildung von Bakterienkomplexen in der Mundhohle (adaptiert nach Socransky et al.,
1998).

Zuerst lagern sich an der Zahnoberfliche und kiinstlichen Oberflichen meist gram-positive
Bakterien an. Dazu gehoren Streptokokken und Actinomyceten. Deren Stoffwechselprodukte
fiihren zur Exsudation und Migration von Abwehrzellen, was eine Auflockerung des
Saumepithels zur Folge hat. Daraufthin konnen fakultative und obligate gram-negative Anaerobier
in das subgingivale Parodont eindringen, wo sie ein passendes Milieu finden. Die Keime A4.a., P.
g, P i, T fund T d. werden als parodontale Leitkeime klassifiziert (Genco, 1996). Socransky
und Kollegen wiesen 1998 in aktiven Taschen mit ChP mehr Bakterien des roten Komplexes nach
als an gesunden Stellen (Abb. 3) (Socransky et al., 1998). Sie sind besonders virulent, da sie mit
Pathogenitétsfaktoren wie Phagozytoseresistenz, immunglobulin- und komplementabbauenden
Proteasen oder Toxinen ausgestattet sind (Genco, 1996; Greenstein & Lamster, 1997). Der rote
Komplex ist vom orangenen Komplex abhéngig, der die weniger pathogenen und parodontal friih
kolonisierenden Keime umfasst (Socransky et al., 1998). Gram-negative Anaerobier verdringen
mit zunehmender Taschentiefe und sauerstoffairmeren Milieu die gram-positiven Actinomyceten
(blauer Komplex) und Streptokokken (gelber Komplex). Der griine Komplex umfasst Bakterien,
die relativ unempfindlich auf Sauerstoff reagieren und damit auch unabhéngig von den anderen

Komplexen existieren.



1.2.3 Korpereigene Abwehrreaktion der Parodontitis

Der Bindegewebs- und Knochenabbau geht vorwiegend auf die Entziindungsantwort des
Immunsystems zuriick (Page & Kornman, 1997). Die Immunabwehr kann in eine unspezifische
und eine spezifische Abwehr eingeteilt werden, mit jeweils den beiden Unterformen ,,zelluldr*
und ,,humoral®. Die Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen durch Rezeptoren, wie z.B.
Toll-like-Rezeptoren, unspezifische pathogene Strukturen. Werden diese Rezeptoren aktiviert,
kommt es zur Phagozytose der pathogenen Peptide und zur Ausschiittung proinflammatorischer,
regulatorischer Zytokine (Teng, 2006; Liu et al., 2010). Ebenso verursachen bakterielle Peptide
wie Lipopolysaccharide die Freisetzung von inflammatorischen Substanzen wie
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Prostaglandinen (gehduft PGE2), Bradykinin, Interleukin-1
(IL-1) aus Entziindungszellen, sowie die Einwanderung von PMNs an den Entziindungsort
(Graves & Cochran, 2003). Prostaglandine (PGE) werden u.a. von Makrophagen, PMNs und
Fibroblasten synthetisiert. PGEs bewirken eine Erhohung der GefédBpermeabilitit und eine
Vasodilatation. Dariiber hinaus stimulieren sie Osteoklasten, 16sen Schmerzen sowie Fieber aus
und regulieren die Thrombozytenaggregation. Leukotriene werden u.a. von Mastzellen und
basophilen Granulozyten synthetisiert. Bradykinin erhoht die Gefallpermeabilitdt und ist an der
Schmerzauslosung beteiligt. Interleukine (IL-1 bis IL-13) stellen eine wichtige Schaltzentrale des
Immunsystems dar. IL-1 fordert die Aktivitdt von Osteoklasten, 16st Fieber aus und bindet an T-
Lymphozyten. So wird die Ausbildung von IL-2 Rezeptoren erméglicht. Lymphozyten mit
Antigenkontakt produzieren IL-2 und nach Bindung von IL-2 an dessen Rezeptor kommt es zur
mitotischen Aktivitdt von T-Lymphozyten. Die Reifung von B-Lymphozyten erfolgt durch IL-1
und IL-2. Das IL-8 wird von Gewebezellen, Monozyten und Makrophagen sezerniert und
induziert die zellspezifische Chemotaxis und Aktivierung von PMNs. PMNs setzen
Prostaglandine und Leukotriene frei, die ihrerseits wiederum Fibroblasten und Makrophagen
anregen MMPs und weitere Prostaglandine zu bilden. Aktivierte Fibroblasten, T-Zellen, PMNs
und Makrophagen sezernieren zusétzlich TNF-a. TNF-a induziert die Bildung von endothelialen
Adhésionsmolekiilen, die eine Aktivierung des Gefdflendothels bewirken, sodass weitere
Immunzellen einwandern konnen. TNF-o stimuliert seinerseits wiederum eine Vielzahl von
Zellen (iber IL-1B, IL-6, C-reaktives Protein), die bei entziindlichen Prozessen die
wirtsspezifische Reaktion durch Opsonierung, T-Zell-Inhibition oder Komplementaktivierung
unterstiitzen. Matrixmetalloproteasen (MMPs), sezerniert von TNF-a, PMNs und Fibroblasten
der Gingiva, greifen die extrazelluldre Matrix an und bauen das Kollagen des parodontalen
Gewebes ab (Hannas et al., 2007). TNF-a fordert zusitzlich den Knochenabbau, indem er das
RANK/RANKL-System beeinflusst (Zhang et al., 2001, Zhao et al., 2012). Der
RANK/RANKL/OPG-Signalweg ist am  Zusammenspiel von knochenabbauenden
(osteoklasteninduziert) und knochenaufbauenden (osteoblasteninduziert) Prozessen von

Bedeutung (Leibbrandt & Penninger, 2008). RANK ist auf der Oberfliche von
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Osteoklastenvorlduferzellen lokalisiert, woran sein Ligand RANKL binden kann. Diese Bindung
fordert die Osteoklastenreifung und folglich den Knochenabbau. Osteoprotegerin (OPG) wird von
Osteoblasten exprimiert und hat die Aufgabe RANKL entgegenzuwirken (Boyce & Xing, 2007)
(Abb.4).

(a)
RANKL-
expressing
RANKL cell ()
||
u Q
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osteoclast
)
OPG l

RANKL T
OPG

RANKL
Osteoclast OPG

Bone

Resorption pit (lacuna)

RANK (Rezeptoraktivator des nuklearen Faktors kB)
RANKL (Ligand von Rank)
OPG (Osteoprotegerin)

Abb. 4: Die Rolle des RANK/RANKL- Osteoprotegerin-Molekiilkomplexes im Knochenumbau
und seine immunopathologischen Implikationen (modifiziert nach Kajiya et al., 2010).

Socransky und Haffajee stellten fest, dass parallel das Komplementsystem aktiviert wird
(Socransky & Haffajee, 1991). Das Komplementsystem ist Teil der unspezifischen, humoralen
Abwehr und liegt im Serum vor. Nach seiner Aktivierung durch Immunkomplexe kommt es zur
Auslosung einer Reihe von Proteininteraktionen, deren Zwischen- und Endprodukte die
Gefallpermeabilitit erhohen, die Chemotaxis von PMNs einleiten, B-Lymphozyten aktivieren,
die Opsonierung und Phagozytose von Bakterien erleichtern, sowie Erythrozyten und gram-
negative Bakterien auflosen. Chemotaxis bedeutet die zielgerichtete Wanderung von PMNs zu
einem Antigen, wo die PMNs die Phagozytose der Bakterien und die Freisetzung lysosomaler
Enzyme und Entziindungsmediatoren wie Zytokine, Prostaglandine und Leukotriene bewirken
(Zigmond, 1974). Die Chemotaxis kann durch Faktoren gehindert werden, die von einigen gram-
negativen Bakterien wie 4.a. oder Prevotella melaninogenica ausgeschiittet werden (Johansson,
2011). AuBerdem wurden bei verschiedenen Allgemeinerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus) und
bei verschiedenen Formen der AgP Dysfunktionen in der Chemotaxis und Phagozytoseaktivitit
festgestellt (Harsunen et al., 2013; Valle et al., 2013; Battaglia, 2014). Ein weiterer Bestandteil
der angeborenen, unspezifischen Abwehr sind die Natiirlichen-Killer-Zellen (NKs), die aktiviert



zytotoxisch wirken und proinflammatorische Zytokine sezernieren. Yamazaki und Kollegen
konnten eine vermehrte Anwesenheit von NKs im parodontalen Gewebe von
Parodontitispatienten im Vergleich zu parodontitisfreien Kontrollprobanden nachweisen
(Yamazaki et al., 2001). Geniigt die Reaktion des angeborenen Immunsystems nicht fiir eine
suffiziente Abwehr, so kommt es vermittelt durch den Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl.
major histocompatibility complex, MHC) zur Aktivierung der adaptiven Immunantwort. Die
phylogenetisch jiingere, spezifisch erworbene Immunitét besitzt eine Gedéchtnisfunktion und

umfasst T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Immunglobuline.

1.2.4 Parodontale Risikofaktoren

Rauchen und Diabetes mellitus gelten als Hauptrisikofaktoren fiir eine PA (Grossi et al. 1994;
Albandar, 2002). Studien zeigen einen dosisabhéingigen Zusammenhang zwischen Nikotinabusus
und der Schwere der PA: starke und langjéhrige Raucher weisen einen grofleren Gewebeverlust
auf (Bergstrom, 2004). Ein chronisch zu hoher Blutzuckerspiegel bei Diabetikern (Typ [ und Typ
II) moduliert die Funktion der PMNs, Monozyten und Makrophagen, mit nachfolgender
Destruktion des Parodonts (Mealey, 2006). Durch zu hohe Blutzuckerspiegel werden Fibroblasten
verdndert, die fiir den Kollagenstoffwechsel zustéindig sind. Die schlechtere Wundheilung bei
Diabetikern kann durch erhohte Mengen an MMPs erklirt werden, da sie das Kollagen angreifen
(Mealey, 2006). Es wird angenommen, dass dies durch eine grofere Menge an gebildeten
»advanced glycation endproducts® (AGEs) verursacht wird (Katz et al., 2005). AGEs stimulieren
Entziindungszellen und fiihren zu einer stirkeren Vernetzung des Kollagens, sodass das Gewebe
schlechter regeneriert (Deschner et al., 2011). Des Weiteren filhren AGEs zu einer erhohten
Apoptoserate von Osteoblasten und Fibroblasten (Graves et al., 2006). Neben den AGEs kénnten
auch Adiponektine eine Rolle spielen. Adiponektine regeln Wundheilungs- und
Entziindungsprozesse, Energieumsatz und die Ansprechbarkeit der Zellen auf Insulin.

Studien zeigen den Zusammenhang zwischen der Prédvalenz von PA und ansteigendem Alter
(Albandar, 2002). Physischer und psychischer Stress, sowie Depressionen wirken sich ebenfalls
nachteilig auf die Pathogenese der PA aus und es kommt zu einem Verlust von parodontalem
Gewebe und Alveolarknochen (Pistorius et al., 2002; Rosania et al., 2009). Ethnische
Unterschiede scheinen ebenso ein Risikofaktor zu sein. Elamin und Kollegen verdffentlichten,
dass afrikanisch-stdmmige Jugendliche ein signifikant hoheres Risiko hatten, an einer AgP zu
erkranken als andere Jugendliche. Sie identifizierten in ihrer Studie zusitzlich das ménnliche
Geschlecht als Risikofaktor fiir das Erkranken an einer AgP (Elamin et al., 2010). In vielen
Untersuchungen weist das ménnliche Geschlecht ein hoheres Risiko fiir Parodontopathien auf,
als das weibliche Geschlecht (Grossi et al.,, 1994; Albandar, 2002). Zudem gibt es
Untersuchungen, die zeigen, dass diese Unterschiede zu sozio-6konomische Faktoren assoziiert

sind. Zu diesen Faktoren zdhlen Untererndhrung, spezielle Lebensgewohnheiten oder der soziale
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Status (Poulton et al., 2002). Immunsystemerkrankungen (bspw. AIDS, Leukdmie,
Agranulozytose) oder Stoffwechselstérungen (Osteoporose, Hyperparathyreodismus) sind
weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung und Progression einer Parodontopathie (Krall, 2001;

Pakfetrat et al., 2015).

1.2.5 Einfluss der Genetik

Das Zusammenspiel zwischen mikrobieller Flora des Mundes, Lebensgewohnheiten und
Immunsystem prigt die Entstehung und die Progression einer Parodontopathie. Daneben ist
jedoch auch eine genetische Disposition moglich, welche die Entwicklung einer PA begiinstigt
(Kornman et al., 1997; Kinane & Hart, 2003). Michalowicz fiihrte eine Studie an US-
amerikanischen Zwillingen durch, um genetische Einfliisse zu identifizieren. In seiner Studie
verglich er monozygote Zwillingspaare mit dizygoten und stellte fest, dass monozygote
Zwillingspaare &dhnlichere Werte beziiglich des Attachmentverlust, Plaqueindex und der
Sondiertiefe aufwiesen als dizygote (Michalowicz et al., 1991). In einer im Jahr 2000
durchgefiihrten Studie bestdtigten Michalowicz et al. vorherige Studien und kamen zu dem
Ergebnis, dass der genetische Anteil an der Pathogenese der PA bei ca. 50% liegt (Michalowicz
et al., 2000). Genetische Alterationen konnen die Nukleotidsequenz eines Gens verdndern. Dies
kann sowohl zu Funktionsverdnderungen des Proteins, als auch zu einer verdnderten
Proteinverfiigbarkeit fithren, wie zum Beispiel bei Zytokinen des Immunsystems (Kinane et al.,
2005). Mogliche genetische Alterationen konnen zufillig {iber das menschliche Genom verteilte
,»dingle Nucleotid Polymorphisms® (SNPs) sein. SNPs, die eine Immunantwort auf die
vorhandene intraorale Flora beeinflussen, sind bereits Inhalt zahlreicher Studien. Yoshi und
Kollegen verdffentlichten eine Ubersicht iiber Genpolymorphismen, bei welchen eine
Assoziation zur PA vermutet wird und deren Auswirkungen auf die immunologische
Wirtsreaktion untersucht wurden (Yoshie et al., 2007; da Silva et al., 2017).

Im Gegensatz zur ChP, bei welcher sich umwelt- und sozio-6konomische Einfliisse {iber
Jahrzehnte summieren, wird bei der AgP ein stérkerer Anteil genetischer Einflussfaktoren

vermutet (Vieira & Albandar, 2014; Schaefer et al., 2015).

1.3 Koronare Herzkrankheit

1.3.1 Definition und Epidemiologie

Die KHK gehort zu den hdufigsten Todesursachen der westlichen Industrienationen und hat somit
einen grofen Stellenwert in der Medizin (Lopez et al, 2006). Die Manifestation der
Atherosklerose (Arterien-Verkalkung) in den HerzkranzgefdBen wird als KHK definiert. Es
kommt zu einer Reduktion des Blutflusses, dessen Folge eine insuffiziente Sauerstoffversorgung
des Herzens ist. Bis zu einem gewissen Ausmal ist dies tolerierbar und wird von den Betroffenen

nicht bemerkt. Im fortgeschrittenen Stadium treten Beschwerden auf, wie die Angina pectoris
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(Brustenge). Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt (MI) und Herzrhythmusstérungen sind
Manifestationen der KHK, welche mit einer hohen Sterblichkeitsrate in Verbindung stehen. Die
Inzidenz eines MI kann heutzutage reduziert werden, indem er rechtzeitig erkannt, gemal3 der
Leitlinie therapiert wird, sowie Mallnahmen zur Reduktion von Risikofaktoren angewendet
werden (Robert Koch Institut, 2006). Die Inzidenz einer KHK divergiert zwischen Ménnern und
Frauen. So betrdgt die Lebenszeitpravalenz fiir Frauen 15% und fiir Méanner 30%, wobei die
Inzidenz mit dem Alter steigt. Die Letalitéit liegt bei ca. 40-50% (Helmholtz Zentrum, 2013).
Risikofaktoren der KHK sind u.a. Diabetes mellitus, Nikotinabusus, ein hoher Cholesterinspiegel,

arterielle Hypertonie, Adipositas und genetische Disposition (Ross, 1995).

1.3.2 Pathogenese

Im Mittelpunkt der KHK stehen, analog zur PA, die Inflammation und komplexe Immunprozesse.
Ursache fiir die Entstehung einer KHK ist die Manifestation der Atherosklerose an den
HerzkranzgefdBen. Lipideinlagerungen verursachen bei dieser systemischen, inflammatorischen
Erkrankung eine zunehmende Enge der GefiBe (Ross, 1999). Dabei spielen
Zelladhdsionsmolekiile, wie das vaskuldre Zelladhdsionsmolekiil 1 (VCAM-1) und das
interzellulire Adhésionsmolekiill (ICAM-1) eine friilhe Rolle in der Entstehung von
atherosklerotischen Plaques (Cybulsky & Gimbrone, 1991). Der Bildung der atherosklerotischen
Plaques geht eine endotheliale Dysfunktion voraus. Durch den endothelialen Schaden vermitteln
Chemokine und Zytokine die B

indung von Monozyten und T-Zellen an VCAM-1 und deren Einwanderung in die Gefa3wand.
Monozyten werden zu Makrophagen und nehmen mittels Scavenger-Rezeptoren oxidierte
Lipoproteine auf (Ylid-Herttuala et al., 1996), die bei Anhédufung verdnderter Lipide zu
Schaumzellen akkumulieren. Die Aufnahme von oxidierten Lipoproteinen durch Makrophagen
stellt unter nicht-pathologischen Umstdnden einen Schutzmechanismus des Immunsystems dar,
um zytotoxische und proinflammatorische oxidativ veranderte Lipoproteine zu eliminieren (Glass
& Witztum, 2001).

Sogenannte ,,Fatty streaks® sind streifenartige Fetteinlagerungen, bestehend aus lipidbeladenen
Schaumezellen, die als Monozyten in die subendotheliale Schicht gewandert sind (Libby, 2006).
Aus Monozyten werden Makrophagen, die die Bildung von Schaumzellen begiinstigen, und mit
aktivierten T-Zellen die Stabilitdt der Plaques reduzieren, sowie die Thrombusbildung
begiinstigen (Stary et al., 1995). Der zentrale inflammatorische Mediator Interferon-y wird von
T-Zellen produziert. Interferon-y veranlasst die Expression einer Vielzahl von
proinflammatorischer Zytokine (IL-la, B, IL-6, TNF-a), rekrutiert Makrophagen und T-
Lymphozyten und begiinstigt die Bildung von Schaumzellen (McLaren & Ramji, 2009).
Interferon-y unterstiitzt durch weitere Prozesse die Progression der Plaques, sodass ,Fatty

streaks® mit der Zeit zu fibrindsen Plaques werden, die von Bindegewebe und intra-/
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extrazelluldren Lipiden umgeben sind (Hansson et al., 1988; Yld-Herttuala et al., 1996). Im
Gegensatz zu den ,,Fatty streaks® sind diese atherosklerotischen Plaques irreversibel. So werden

die GefdB3e immer enger und es kommt zur Koronarstenose.

1.3.3 Risikofaktoren und genetischer Einfluss auf KHK

Die Entstehung einer KHK ist multifaktoriell und abhédngig von vielen Risikofaktoren. Die
Risikofaktoren werden gemiB der INTERHEART-Studie eingeteilt in nichtmodifizierbare
(konstitutionelle) und potentiell modifizierbare Risikofaktoren (Yusuf et al., 2004). Die
INTERHEART-Studie wurde in 52 Léndern durchgefiihrt, um die wichtigsten Risikofaktoren fiir
Herzinfarkte zu ermitteln, unter gleichzeitiger Erfassung regionaler Unterschiede oder ethnischer
Gruppen. Alter, Geschlecht und genetische Disposition sind dabei nicht modifizierbare
Risikofaktoren. Zu den weltweit bedeutendsten Risikofaktoren fiir Erkrankungen der
Koronararterien zdhlen modifizierbare Faktoren, wie Nikotinabusus und Stress. Weitere
Risikofaktoren sind Dyslipoproteindmie (erhohte Werte von low density lipoprotein= LDL,
erniedrigte Werte von high density lipoprotein=HDL), Adipositas, Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie, hoher Alkoholkonsum, geringe korperliche Bewegung und geringer Verzehr von
Obst und Gemiise. Beim Auftreten mehrerer Risikofaktoren kommt es sowohl zur Addition der
einzelnen Risikofaktoren, als auch zum exponentiellen Anstieg des Erkrankungsrisikos (Yusuf et
al., 2004). Durch einen gesunden Lebensstil ldsst sich das Risiko fiir eine KHK um 60-80%
senken (Stampfer et al., 2000; Chiuve et al., 2006). Auch sozio-6konomische Faktoren wie das
Einkommen nehmen Einfluss auf die KHK (Yan et al., 2017). Im Hinblick auf die Genetik werden
molekulare Veranderungen in Kandidatengenen der Atherosklerose gesucht. Bereits Marenberg
und Kollegen zeigten anhand von Zwillingsuntersuchungen den genetischen Einfluss auf die
KHK sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen. Ein méinnlicher, monozygoter Zwilling weist ein
8,1-fach erhohtes Risiko auf an einer KHK zu versterben, wenn sein Zwillingsbruder bis zum
Alter von 55 Jahren an einer KHK verstorben ist. Im Gegensatz lag das Risiko bei dizygoten
Zwillingen nur bei 3,8. Bei Frauen waren die Ergebnisse ebenso eindeutig: Monozygote
Zwillingsschwestern hatten ein 15-fach erhohtes Risiko an einer KHK zu versterben, wenn eine
der Schwestern vor dem Alter von 65 Jahren durch eine KHK verstarb. Bei dizygoten Schwestern
betrug das Risiko 2,6 (Marenberg et al., 1994). Bis heute sind 46 Risikogene fiir eine KHK
bekannt. Zusitzlich konnten 104 weitere Gene identifiziert werden, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit das Krankheitsrisiko erhohen (The CARDIoGRAMplusC4D Consortium,
2012). Der grofBite Teil dieser Genvarianten liegt in non-coding Bereichen, nur ein kleiner Teil
liegt in codierenden Genabschnitten. Weitere Verdnderungen wurden in Genen fiir die
Immunabwehr, Endothelfunktion- und regeneration, Hypertonie, Triglyceride, LDL und HDL
identifiziert (McPherson, 2013).
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1.4 Wechselwirkung zwischen Parodontitis und KHK

1.4.1 Assoziationsstudien zwischen Parodontitis und KHK

Sowohl PA, als auch die KHK sind multifaktorielle, inflammatorische Erkrankungen. Bereits im
letzten Jahrhundert wurde durch Studien eine moégliche Beziehung zwischen Infektionen und
atherosklerotischen Lasionen gezeigt (Frothingham, 1911). Der Zusammenhang zwischen PA
und KHK riickte immer mehr in den Fokus von Studien, welche die Bedeutung einer parodontalen
Inflammation fiir das Risiko und die Prognose der KHK darlegen wollten. Es wurden vor allem
klinische Assoziationsstudien durchgefiihrt, aber auch in-vitro Experimente, Tierversuche und
histopathologisch-immunologische Untersuchungen erbrachten neue Erkenntnisse. Matilla und
Kollegen stellten 1989 fest, dass die Mundgesundheit bei Patienten mit einem akuten
Myokardinfarkt signifikant schlechter war, als bei einer gesunden Kontrollgruppe (Mattila et al.,
1989). Joshipura und Kollegen stellten in ihrer Studie fest, dass Manner mit einer parodontalen
Erkrankung und < 10 Zéhnen ein hoheres Risiko hatten an einer KHK zu erkranken, als Ménner,
die 25 oder mehr Zihne hatten (Odds Ratio [OR]= 1,67; 95% Konfidenzintervall [KI]: 1,03-2,71)
(Joshipura et al., 1996). In weiteren Studien war das relative Risiko bei Parodontitispatienten eine
KHK zu erleiden ebenfalls bestdtigt worden (Humphrey et al., 2008). Da die mikrobielle
Besiedelung der Mundhohle ein Pathogenititsfaktor in der Atiologie der PA ist, wurde die
Bedeutung der Parodontopathogene fiir Koronarereignisse untersucht. Es konnte u.a. P.g. in
atherosklerotischer Plaque nachgewiesen werden (Chiu, 1999). Viele Studien stellten positive
Assoziationen zwischen der subgingivalen Plaque und der KHK fest (Haraszthy et al., 2000;
Nonnenmacher et al., 2007). Eine indische Forschergruppe wies bei Patienten die DNA von 4.a.,
P.g., P.i. und T.f. sowohl in deren atherosklerotischen Plaques, als auch in deren subgingivalen
Plaque nach (Rath et al., 2014). Anhand von 11.869 untersuchten Frauen und Ménner konnte ein
Zusammenhang zwischen schlechter Mundhygiene und einem erhdhten Risiko einer KHK
festgestellt werden (Oliveira et al., 2010). Eine Studie untersuchte geschlechtsspezifische
Unterschiede beziiglich der Wechselwirkung zwischen Parodontalerkrankungen, Zahnverlust und
Atherosklerose. Die Daten dieser Studie deuten darauf hin, dass Zahnverlust und ChP im
Zusammenhang mit Atherosklerose bei Méannern, jedoch nicht bei Frauen stehen. Die Diskrepanz
zwischen beiden Geschlechtern konnte durch unterschiedliche Risikofaktoren erklért werden

(Desvarieux et al., 2004).

1.4.2 Biologische Mechanismen fiir die Beziehung zwischen Parodontitis und KHK

Da beide Erkrankungen eine multifaktorielle Genese haben, liegt es nahe, dass die Assoziation
zwischen PA und KHK nicht auf einem einzigen biologischen Mechanismus beruht. Gewisse
Pathomechanismen legen einen kausalen Zusammenhang zwischen PA und kardiovaskulidren
Erkrankungen nahe. Grundlage ist der Eintritt von oralen Bakterien bzw. deren Toxine in den

Blutkreislauf. Bakteridmien werden durch Mikroverletzungen in der Mundhdhle ausgeldst (bspw.
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Kauen, Zihneputzen) (Kebschull et al., 2010). Die Parodontopathogene gelangen in den
Blutkreislauf und konnten in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden (Haraszthy et al.,
2000; Ohki et al., 2012). Taylor-Robinson und Kollegen wiesen unter anderem A.a. und P.i. in
atherosklerotischen Arterien nach (Taylor-Robinson et al., 2002). Anhand von in-vitro und in-
vivo Studien konnten die These der direkten Beteiligung von Parodontopathogenen an der
Pathogenese der KHK gefestigt werden. P.g. fordert die Bildung von Schaumzellen, da es zu einer
gesteigerten Migration von Monozyten, einer gesteigerten Aufnahme von LDL durch oxidierte
Monozyten und einer gesteigerten Oxidation von LDL kommt (Deshpande et al., 1998; Giacona
et al., 2004).

P. gingivalls

Momzyten
ﬂk‘tlﬂerung
P gingivalis
% Chemokm
Gradient
Bildung von fatty streaks
ndothelzell- ’_"‘W Migration von

Aktivierung anozyten

Arterielles
Lumen

g oxidiertes
£  LDL Cholesterin

® @

Makrophagen Atherom

Abb.5: Die durch P. gingivalis geforderte Bildung von ,,Fatty streaks* (adaptiert nach Kebschull
et al., 2010).

Durch den Nachweis einer quantitativen Keimlast von expliziten, subgingival-parodontalen
Keimen und kardiovaskuldren Outcomes konnte die These der direkten Beteiligung von
Parodontopathogenen an der Progression einer KHK untermauert werden (Desvarieux et al.,
2005; Nonnenmacher et al., 2007). Die Auslosung autoimmuner Kreuzreaktionen koénnte
ebenfalls die Pathogenese der Atherosklerose, durch Parodontopathogene gegen endotheliale
Strukturen beférdern (Hinode et al., 1998). Hohe Konzentrationen von Antikdrpern gegen P. g.
koénnen das Risiko fiir eine KHK um das Zwei- bis Dreifache erhéhen (Pussinen et al., 2003).
Direkte Effekte parodontaler Bakterien auf die Thrombozytenaggregation wurden in
verschiedenen Studien nachgewiesen: wenn proteolytische Enzyme der Parodontopathogene in
den Blutkreislauf gelangen, konnen sie Protein C, Prothrombin und Faktor X aktivieren. Als Folge
wird Thrombin freigesetzt, es kommt zur Thrombozytenaggregation, Fibrinogen wird zu Fibrin
umgewandelt, was letztendlich zur Bildung intravaskuldrer Blutgerinnsel fiihrt und die
Thrombosebildung begiinstigt (Loesche, 1994; Herzberg & Weyer, 1998). In-vitro Studien deuten

darauf hin, dass aufgrund der Invasion von P. g in Endothelzellen die Expression von
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Zelladhdsionsmolekiilen und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen/ Chemokinen
gefordert wird (Takahashi et al., 2006; Roth et al., 2007). Patienten mit schwerer PA haben
erhohte Serumwerte von typischen Entziindungsmarkern wie TNF-a, IL-6 oder CRP (Kurtis et
al., 2005; Kanaparthy et al., 2012). Das kardiovaskuldre Risiko ist fiir Patienten mit erhéhten
Serumwerten von Zytokinen (IL-1, IL-6), TNF-a oder CRP ebenfalls verstarkt (Ridker et al.,
2000a; Ridker et al., 2000b; Danesh et al., 2008). Des Weiteren stellten Ridker und Kollegen eine
vermehrte chronische Koagulationsneigung bei erhohten CRP-Werten an gesunden Probanden
mit hoherem kardiovaskuldrem Langzeitrisiko fest (Blake & Ridker, 2002; Ridker et al., 2002).
Das von der Leber ausgeschiittete CRP bildet Ablagerungen an verletzten Blutgefden und bindet
Komplement, was eine Phagozytenaktivierung zur Folge hat. Diese setzen Stickoxid frei und
begiinstigen die Atherombildung (Genco, 1998). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass es
nach einer Parodontitistherapie, welche die klinischen Symptome der PA vermindert, zu einer

herabgesetzten Expression des Entziindungsmarkers CRP kam (Paraskevas et al., 2008).

1.4.3 Gemeinsame genetische Risikofaktoren

Polymorphismen treten in einer Population mit einer Mindestfrequenz von 1% auf. Der Grofiteil
der Bevolkerung weist Polymorphismen in Genen auf, die nur unter gewissen Umwelteinfliissen
eine Krankheit, bzw. das Risiko an ihr zu erkranken, beeinflussen konnen. Dies wird durch die
Tatsache untermauert, dass spezifische Allelfrequenzen hiufiger bei Erkrankten als bei Gesunden
nachzuweisen sind, auch wenn keine eins-zu-eins Korrelation eines spezifischen Allels zu einer
komplexen Erkrankung besteht (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005). Single Nucleotid
Polymorphisms (SNPs) sind die am hiufigsten auftretenden genetischen Marker und stehen im
Mittelpunkt der genetischen Epidemiologie. SNPs konnen in nicht kodierenden Regionen
(Introns, bspw. ANRIL), kodierenden Regionen (Exons) oder in regulatorischen Genregionen
lokalisiert sein (Vaithilingam et al., 2014). Sowohl genetische Faktoren (Michalowicz et al., 2000;
Topol et al., 2006), als auch Lebensgewohnheiten (z.B. Erndhrung, Rauchen, Sport, Stress)
(Borrell & Papapanou, 2005) beeinflussen die Entstehung und die Progression von
multifaktoriellen Erkrankungen wie PA und die KHK. Bei multifaktoriellen Krankheiten fiihrt
nicht ein abberantes Gen alleine zur Auspridgung der Krankheit, sondern die Interaktion
verschiedener Gene untereinander bzw. der Gene zur Umwelt.

In der vorliegenden Studie wurde die lange nicht-codierenden RNA ANRIL als parodontaler und
kardiovaskuldrer Risikomarker untersucht. Der Einfluss des ANRIL-Gens auf den
Glukosemetabolismus, die Inflammation und den Lipidstoffwechsel, welche wiederum Einfluss
auf PA und kardiovaskuldre Erkrankungen haben, wurde bereits in mehreren Studien behandelt
(Ahmed et al., 2013; Bochenek et al., 2013; Hannou et al., 2015). Bochenek et al. (2013) zeigen
in ihrer Studie, dass spezifische Isoformen von ANRIL verschiedene Gene des Glukose- und

Fettsaurestoffwechsels (ADIPOR1, VAMP3 und C110RF10) regulieren konnen. Andere Studien
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bestdtigten die wichtige Bedeutung des ANRIL-Gens fiir den Glukose- und Fettstoffwechsel und
bei der Regulation kardiometabolischer Gene (Helfand et al., 2009; Ghanbari et al., 2015).

1.5 Die lange nicht-kodierende RNA ANRIL

1.5.1 Chromosom 9p21.3

ANRIL liegt auf Chromosom 9p21.3 (Abb. 6). In genomweiten genetischen Assoziationsstudien
wurde der haufigste Befund zur Genetik von PA und KHK auf Chromosom 9p21.3 verdffentlicht
(Helgadottir et al., 2007; McPherson et al., 2007; Samani et al., 2007; Schaefer et al., 2011, 2013;
Aarabi et al., 2017).

9p21

CDKN2A CDKN2B
% H-l o
MTAP
ANRIL
— 0w
aortic aneurysm
21900000 21950000 22100000 22150000 22200000

9p21 Position (bp)

Abb. 6: Uberblick iiber den Chromosom-9p21.3-Locus mit den Genen CDKN2A, CDKN2B,
CDKN2BAS (ANRIL) und MTAP. Kodierte Transkripte sind als graue Pfeile gemil ihrer Lage
und Richtung dargestellt. Ganz unten sind verschiedene Phinotypen dargestellt, mit denen
Abschnitte des 9p21.3-Locus eine Assoziation zeigen. (Typ-2-Diabetes: T2D) (modifiziert nach
Zeller et al., 2012).

Fiir ANRIL (=antisense noncoding RNA in the INK4 locus) existieren mehrere Synonyme:
CDKN2BAS (CDKN2B antisense RNA) und CDKN2B-AS1 (CDKN2B antisense RNA 1). In
unmittelbarer Umgebung auf dem INK4b-ARF-INK4a Locus (inhibitor of cyclin-dependent
kinase 4, INK) befinden sich die zwei cyclin-abhidngigen Kinase-Inhibitoren CDKN2A und
CDKN2B und die Methylthioadenosin-Phosphorylase (MTAP) (Cunnington et al., 2010).
CDKN2A und CDKN2B kodieren fiir drei Proteine, welche ihrerseits als Tumorsupressorgene
und in der Zellzykluskontrolle fiir Proliferation, Zellalterung und Apoptose involviert sind (Gilley
& Fried, 2001). Das MTAP-Gen kodiert fiir ein Enzym, welches die Phosphat-abhingige
Abspaltung eines Adenins von 5°-Desoxy-5‘-methylthioadenosin unterstiitzt und somit zur

Polyamin-Biosynthese beitrdgt. Polyamine sind fiir die DNA-Replikation, sowie die
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Zellproliferation wichtig und Mutationen des MTAP-Gens wurden mit der Karzinogenese in

Zusammenhang gestellt (Thomas & Thomas, 2001; Hellerbrand et al., 2006).

1.5.2 ANRIL

ANRIL ist der am besten replizierte Risiko-Locus fiir PA und Atherosklerose (Helgadottir et al.,
2007; Schaefer et al., 2009). Uber den STAT1 (Signal Transducer and Transcription 1) -
Signalweg, der die Entziindungsantwort nach Stimulierung mit dem entziindungsfordernden
Zytokin Interferon-y steuert, wird ANRIL reguliert (Harismendy et al., 2011). Auch der TGF-f-
Signalweg wird diskutiert (Schaefer et al., 2015). Das Gen ANRIL codiert eine lange
Ribonukleinsdurekette (RNA-Transkript). ANRIL scheint einen regulatorischen Einfluss auf die
Aktivitdt anderer Gene zu nehmen. Der cis-regulatorische Einfluss auf seine Nachbar-
Tumorsuppressorgene CDKN2A / B wurde bereits beschrieben (Yap et al., 2010). Die meisten
krankheits-assoziierten Polymorphismen wurden mit der Expression von ANRIL anstelle von
CDKN2A / B oder MTAP assoziiert (Holdt et al., 2010; Congrains et al., 2012; Congrains et al.,
2013). So wird vermutet, dass ANRIL unter anderem ein Risikofaktor fiir Typ-2-Diabetes
(Cugino et al., 2012), Alzheimer (Emanuele et al., 2011), oder diverse Krebsarten wie Leukémie
(Sherborne et al., 2010) oder das Melanom (Kumar et al., 2001) ist.

In der vorliegenden Studie wurden die SNPs rs1333049 und rs3217992 untersucht, da es hierzu
bereits funktionelle Analysen gibt. Ahmed und Kollegen belegten eine Assoziation des rs1333049
zur KHK und zum Myokardinfarkt (Ahmed et al., 2013). Ferner zeigten Schaefer und Kollegen,
dass ein Zusammenhang des rs3217992 zur AgP besteht (Schaefer et al., 2011). Es wurden
Assoziationen des ANRIL-Gens zur PA unter anderem in deutschen, niederldndischen, irischen
und tiirkischen Populationen anhand weiterer Studien untersucht und bestétigt (Ernst et al., 2010;
Schaefer et al., 2011; Schaefer et al., 2013). Wie genau diese Varianten des ANRIL-Gens zu
unterschiedlichen Krankheitsauspragungen fiihren, ist noch unbekannt. Bochenek und Kollegen
wiesen trans-regulatorische Funktionen einer verminderten ANRIL-Expression auf die
Transkriptionsdnderung von ADIPOR1, VAMP3 und C110RF10 nach (Bochenek et al., 2013).
ADIPORLI stellt ein Rezeptor fiir das Hormon Adiponectin dar. Durch diese Bindung wird der
oxidative Abbau von Fettsduren und die Glucoseaufnahme geregelt. Dariiber hinaus hat
Adiponectin einen Einfluss in der Unterdriickung metabolischer Stoérungen (T2D, Adipositas).
Bereits durch Divaris et al. (2012) wurden VAMP3 und Parodontitis in Zusammenhang gebracht.
Sie zeigten, dass die chromosomale Region von VAMP3 signifikant mit einem erhShten
Vorkommen von subgingivalen Keimen des orangen Komplexes (Socransky et al., 1998)
assoziiert ist. AuBBerdem nimmt VAMP3 Einfluss auf die TNF-o vermittelte Phagozytose durch
Makrophagen (Murray et al., 2005) und auf die zellulare Glucoseverfiigbarkeit (Schwenk et al.,
2008). C110RF10 liegt innerhalb von Genen, die einen Einfluss auf die metabolische Regulation

des Verhéltnisses von gesittigten zu ungesattigten Fettsduren nehmen. Eine Assoziation u.a. zum
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metabolischen Syndrom (Zabaneh & Balding, 2010) sowie zur AgP wurde gezeigt (Bochenek et
al., 2013).
Wie in Abbildung 7 dargestellt, nimmt ANRIL einen Einfluss auf Schliisselgene des

Glukosemetabolismus, der Inflammation und des Lipidstoffwechsels (Bochenek et al., 2013).
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Abb. 7: Ubersicht iiber regulatorische Funktionen von ANRIL (SMC: smooth muscle cells)
(adaptiert nach Bochenek et al., 2013; Hannou et al., 2015).

1.5.3 ANRIL als gemeinsames Risikogen der Parodontitis und Atherosklerose

Bereits 2009 wurde die Assoziation zwischen einem erhdhten Risiko an AgP zu erkranken und
spezifischen ANRIL-Varianten belegt (Schaefer et al., 2009). 2011 identifizierten Schaefer und
Kollegen den SNP 153217992 als den Polymorphismus mit der groften Assoziation zu AgP. Auch
nach Stratifizierung fiir die Kovariablen Rauchen, Geschlecht und Diabetes (deutsche Probanden:
OR=1.48, 95% KI: 1.19 - 1.85; p= 0.0004) blieb dieser SNP signifikant (Schaefer et al., 2011).
In-vivo konnten sie die Genexpression von CDKN2BAS, CDKN2A/B und CDK4 in gesundem
und entziindeten Epithel der Gingiva und im Verbundepithel nachweisen. Des Weiteren wiesen
sie eine signifikant erhdhte Expression von CDKN2BAS im gesunden Verbindungsepithel im
Vergleich zum gesunden Gingivaepithel nach. Nach einer 24-stiindigen Stimulierung mit P.g. in
Streptococcus gordonii vorbehandelten, gingivalen Fibroblasten und kultivierten gingivalen
Epithelzellen wurde eine 25-fache Zunahme der CDKN2BAS-Genexpression in beiden Zelllinien
detektiert.

In Bezug zur Atherosklerose ist der Chromosomenabschnitt 9p21.3 der am hiufigsten replizierte

Gen-Lokus des Menschen (Roberts & Stewart, 2012). Holdt und Kollegen zeigten, dass die
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ANRIL-Transkriptionslevel mit der Schwere der Atherosklerose korrelieren (Holdt et al., 2010).
Das Ausschalten von ANRIL in vaskularisierten glatten Muskelzellen von Sdugetieren fiihrte zu
einer verminderten Zellproliferation, wohingegen eine Uberexpression von ANRIL eine
beschleunigte Proliferation und eine verminderte Apoptoserate zur Folge hatte (Holdt & Teupser,
2013). Die beiden in der vorliegenden Studie untersuchten Polymorphismen rs1333049 und
rs3217992 wurden bereits in Zusammenhang mit PA und KHK gebracht. Ahmed et al. (2013)
wiesen nach, dass der SNP rs1333049 in der pakistanischen Bevolkerung mit MI assoziiert ist. In
ihrer Fall-Kontroll-Studie mit 611 Probanden, identifizierten sie den CC-Genotyp als
Risikogenotyp (p< 0.001). Das Risikoallel C trat bei Patienten mit MI signifikant hiufiger auf,
als in einer gesunden Kontrollgruppe (OR= 1,55, 95%KI: 1,22-1,96; p<0,001). Auch in der
logistischen Regression wurde das C-Allel als Risikoallel fiir MI bestétigt unter Einbeziehung
weiterer Risikofaktoren (OR= 3,17, 95%KI: 1,85-5,44; p<0,001). Schaefer et al. zeigten sieben
mit AgP assoziierte ANRIL SNPs, wobei rs3217992 die hochste Signifikanz aufwies (AgP holl.
Probanden: OR= 2,53, 95%KI: 1,29-5,1; p=0,007) (Schaefer et al.,, 2011). Diese
Assoziationsstudien lassen vermuten, dass SNPs im ANRIL-Gen indikativ fiir PA und KHK sein
konnten und sie liefern wichtige Erkenntnisse fiir deren Atiopathogenese, indem sie auf die

Interaktion des Glukose- und Fettmetabolismus mit dem Immunsystem hinweisen.

2 Zielstellung

Bereits seit langem wird ein Zusammenhang zwischen entziindlichen parodontalen und
systemischen Erkrankungen diskutiert. Eine Vielzahl von Studien stiitzt die Hypothese, dass
sowohl orale Mikroorganismen und deren Toxine, als auch ein Anstieg der systemischen
Entziindungsreaktion bei PA fiir diesen Zusammenhang verantwortlich sind. Seit mehreren
Jahren riickten genetische Untersuchungen zum Zusammenhang von PA und KHK in den Fokus
(Aarabi et al., 2017). So war es Ziel dieser Arbeit eine Assoziation zwischen parodontalen und
kardiovaskuldren Erkrankungen auf genetischer Ebene festzustellen. Die gemeinsame
Schnittstelle wurde auf dem ANRIL-Gen gesucht. Im Mittelpunkt stehen zwei Polymorphismen
des ANRIL-Gens (rs1333049 und rs3217992), welche sich auf Chromosom 9p21.3 befinden.
Bereits Schaefer und Kollegen haben im Jahr 2011 die Assoziation des SNP rs3217992 zur PA
nachgewiesen (Schaefer et al., 2011). Ahmed und Hannou et al., belegten eine Assoziation des

SNP rs1333049 zur KHK und zum Myokardinfarkt (Ahmed et al., 2013; Hannou et al., 2015).

2.1. Ziele der Basisuntersuchung

e Hauptziel Basisuntersuchung: Ist es moglich unter stationidren Patienten mit KHK eine
mdgliche Assoziation der SNPs rs1333049 und rs3217992 des ANRIL-Gens zur Schwere

der PA nachzuweisen?
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e Nebenziele Basisuntersuchung: Bestehen Assoziationen der SNPs des ANRIL-Gens zu
klinischen und parodontologischen Parametern, zum Auftreten von parodontopathogenen

Bakterien, zu serologischen Parametern, sowie zu bekannten Vorerkrankungen?

2.2. Ziele des 3-Jahres Follow-Up

e Hauptziel 3-Jahres-Follow-Up: Konnen diese SNPs als Prognosefaktoren fiir das
Auftreten eines kombinierten Endpunktes (KEP) (kardiovaskuldrer Tod, Tod durch
Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA) innerhalb eines 3-Jahres-Follow-Ups
herangezogen werden?

e 3-Jahres-Follow-Up: Sind die SNPs prognostisch von Bedeutung bei separater
Betrachtung der Endpunkte kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall,
Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA?

Sollte der Zusammenhang zur Schwere der PA bzw. der Inzidenz des kEPs bestitigt werden, so
kénnten PA- und KHK-Patienten in ein intensiveres Recall aufgenommen werden, iiber
zukiinftige Risiken aufgekldrt und priventive MalBnahmen ergriffen werden. Auf
zahnmedizinischer Ebene konnten gefiahrdete Patienten von Parodontologen engmaschiger und

spezialisierter behandelt werden.

2.3 Hypothesen

Basisuntersuchung

H1: Das C-Allel /der CC-Genotyp des rs1333049 (Ahmed et al., 2013), sowie das A-Allel/der
AA-Genotyp des SNP rs3217992 (Schaefer et al., 2011) sind mit einer schweren PA assoziiert.
H2: Patienten, welche das C-Allel/den CC-Genotyp (rs1333049) bzw. das A-Allel/den AA-

Genotyp (rs3217992) tragen, weisen bei den dentalen, parodontologischen Untersuchungen
signifikante Krankheitsmerkmale auf.

H3: Parodontopathogene, subgingivale Keime werden bei Triagern des C-Allels/CC-Genotyps
(rs1333049) und bei Triagern des A-Allels/AA-Genotyps (rs3217992) haufiger nachgewiesen.
H4: Aufgrund der mit dem C-Allel/CC-Genotyp (rs1333049), sowie dem A-Allel/AA-Genotyp
(rs3217992) einhergehenden erhohten Entziindungslast, weisen Tridger dieser Allele bzw.
Genotypen einen erhohten Spiegel der Entziindungsmediatoren CRP oder IL-6 auf.

HS: Trager des C-Allels/CC-Genotyps (rs1333049) und des A-Allels/AA-Genotyps (rs3217992)
haben héufiger kardiovaskulédre Vorerkrankungen.

3-Jahres Follow-Up

He6: Patienten, die das C-Allel/den CC Genotyp (rs1333049) bzw. das A-Allel/den AA-Genotyp

(rs3217992) tragen, erleiden signifikant héufiger einen kardiovaskulér bedingten kEP innerhalb
des 3-Jahres Follow-Ups.
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H7: C-Allel/CC-Genotypen (rs1333049) und A-Allel/AA-Genotypen (rs3217992) widerfahrt
bei separater Betrachtung der einzelnen Endpunkte hédufiger ein kardiovaskulédres

Sekundarereignis.

3 Material und Methodik

3.1 Patienten

3.1.1 Auswahl der Patienten

Die vorliegende Studie ist eine Substudie der Studie ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01045070,
Titel: ,,Parodontale Erkrankungen und ihre mikrobiologischen Erreger als Risikofaktoren fiir
kardiovaskuldre Ereignisse bei Patienten mit Koronarer Herzerkrankung®. Alle Probanden
wurden vor der Untersuchung schriftlich und miindlich {iber das Ziel der Studie informiert. Die
Basisuntersuchungen erfolgten von Oktober 2009 bis Februar 2011. Jeder Patient unterschrieb
eine Einverstandniserkldrung zur Verwendung seiner personlichen Daten in anonymisierter Form.
Von Seiten der Ethikkommision der Martin-Luther-Universitit erhielt die Studie ein positives

Votum.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Probanden waren Kaukasier und hatten das 18. Lebensjahr vollendet. Ausgewéhlt wurden die
Probanden an der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III der Martin-Luther-
Universitdt Halle-Wittenberg. Die Anzahl der Probanden betrug 1002. In diese Studie wurden
Patienten eingeschlossen, bei denen angiographisch eine Koronarstenose von mindestens 50%
von mindestens einer dominanten Herzkranzarterie nachgewiesen wurde.

Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte bei Funktionsstérungen oder Krankheiten, welche eine
Teilnahme nicht ermoglichten. Zum Ausschluss flihrte auch eine nicht mehr als 30 Tage
zurlickliegende klinische Priifung des Patienten im Zusammenhang mit einer anderen Studie.
AuBerdem wurden schwangere Probandinnen ausgeschlossen, Probanden, welche Medikamente
einnahmen die zu Gingivahyperplasien fithren konnten (Hydantoin, Cyclosporin u.a.) und
Patienten, welche innerhalb der letzten 6 Monate eine parodontale Therapie (subgingivales
Scaling, Kiirettage, Lappenoperation) bzw. innerhalb der letzten 3 Monate eine
Antibiotikatherapie erfahren haben. Als dentale Voraussetzung mussten die Patienten mindestens

vier eigene Zihne besitzen.

3.1.3 Erhebung der klinischen Daten

Die Rekrutierung der KHK-Patienten erfolgte durch apl. Prof. Dr. med. habil. Axel Schlitt, MHA
(Universititsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III Halle (Saale), jetzt Paracelsus Harz-
Klinik Bad-Suderode). Alle Patienten wurden hinsichtlich kardiologischer Erkrankungen
untersucht, einschlieBlich Langzeit EKG, Echokardiographie und biochemischer Labordiagnostik
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(Durchfiihrung erfolgte im Zentrallabor der Medizinischen Fakultdit der Martin-Luther-
Universitét).

Man befragte die Patienten in Form eines halbstandardisierten Fragebogens. Die klinisch-
parodontalen Daten wurden unter der Aufsicht von apl. Prof. Dr. med. dent. Stefan Reichert durch
die Doktoranden Frau Zahnérztin Andrea Lutze und Herrn Zahnarzt Tim Seifert, innerhalb
folgender Parallelstudien, erhoben:

e Parallelstudie A. Lutze: ,,.Die Priavalenz von schwerer Parodontitis bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung und ihre prognostische Bedeutung fiir emeute
kardiovaskuldre Folgeereignisse — eine Longitudinalstudie*

e Parallelstudie T. Seifert: ,,Ist der Nachweis parodontaler Markerkeime bei Patienten mit

koronarer Herzerkrankung ein Pradiktor fiir kardiovaskuldre Folgeereignisse?*

Es erfolgte die Einholung der Einverstdndniserklarung, sowie die Erhebung des Zahn- und
Parodontalstatus, inklusive der Probeentnahme zur Bestimmung des mikrobiologischen Befundes
von Markerkeimen der PA (Aggegatibacter actinomycetemcomitans, Porhyromonas gingivalis,
Tannarella forsynthia, Prevotella intermedia, , Treponema denticola, Peptostreptococcus micros,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Eikenella corrodens,
Capnocytophaga sputigena, gingivalis und ochracea).

In der parodontalen Anamnese wurden die Probanden nach ihrer Haufigkeit des Zahneputzens/
Tag, Haufigkeit eines Zahnarztbesuches/ Jahr und Raucherstatus befragt. Ebenso wurde eine
parodontale Familienanamnese aufgenommen.

Der zahnirztliche Befund beinhaltet das Erfassen des DMFT-Index zur Erhebung der Anzahl
karioser (decayed), fehlender (missing) und gefiillter (filled) Zdhne. Es wurde der Plaqueindex =
PI nach Silness und Loe 1964 ohne Anférben, aber mit Hilfe einer Sonde aufgenommen an allen
4 Zahnfldchen (oral, vestibuldr-zentral, vestibular-mesial, vestibulér-distal) bei allen Zdhnen. Die
Beurteilung des PI erfolgt von 0-3 (0: keine Plaque durch Inspektion und Sondierung
nachweisbar; 1: hauchdiinner Belag, der klinisch nicht sichtbar ist, jedoch beim Abschaben mit
einer Sonde an der Spitze haften bleibt; 2: bandférmige Beldge, die im Sulkus und im
gingivanahen Abschnitt des Zahnes angeheftet sind, jedoch den Interdentalraum nicht ausfiillen;
3: dickere Zahnbeldge, die mit dem bloflen Auge erkennbar sind und den Interdentalraum
ausfiillen) (Silness & Loe, 1964). Zur Bestimmung des Ausprigungsgrades der PA wurde eine 6-
Punktmessung =PD (probing depth = PD, Distanz marginale Gingiva bis apikaler Stopp bei einem
Sondierungsdruck von 0,25 N) mit einer druckkalibrierten Messsonde (DB764R Aesculap AG&
Co.KG, Tuttlingen, Germany) vorgenommen und jeweils der hochste Wert pro Zahn nach 6
Messungen ( distobukkal, bukkal, mesiobukkal, mesiooral, oral und distooral) notiert, sowie der
Attachmentverlust = CAL (clinical attachment loss = CAL), definiert als Distanz Schmelz-

Zementgrenze bis apikaler Stopp der Messsonde) und CAL bakt.: Attachmentverlust an
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bakterieller Entnahmestelle. In die Mittelwertberechnung gingen jeweils die hochsten Werte fiir
PD und CAL ein. Die Probanden wurden nach den Kriterien von Tonetti und Claffey in zwei
Gruppen eingeteilt. Zum einen bestand ein leichter Parodontitisfall, wenn an 2 nicht
aneinandergrenzenden Zdhnen ein approximaler CAL von grofer gleich 3mm vorlag. Ein
schwerer Parodontitisfall bestand, wenn bei mindestens 30% der Zéhne ein CAL groBer gleich
Smm vorlag (Tonetti & Claffey, 2005). Danach wurde der Blutungsindex (BOP) bestimmt (BOP=
bleeding on probing, entsprechend Ainamo & Bay, 1975, 4-Punktmessung [bukkal, oral, mesial,
distal] an allen Zdhnen, 30 sec. warten, messen: Anzahl der Zahnfldchen mit Sondierblutung x
100/ Anzahl Zahnflichen) (Ainamo & Bay, 1975). Zuletzt wurde eine Blutentnahme zur Analyse

der Genpolymorphismen vorgenommen.

3.1.4 Erhebung der biochemisch-serologischen Daten

Im Rahmen der biochemischen Labordiagnostik wurden die Konzentrationen der
Entziindungsparameter C-reaktives Proteins (CRP), Leukozyten und Interleukin-6 ermittelt. Des
Weiteren wurde Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin und
Triglyceride bestimmt. Alle serologischen Daten wurden im Zentrallabor der Medizinischen

Fakultit der Martin-Luther-Universitat bestimmt.

3.1.5 Erhebung der Follow-Up-Daten

Im Rahmen einer Follow-Up-Studie, welche von November 2013 bis Januar 2015 erfolgte,
wurden die Probanden nach drei Jahren erneut postalisch kontaktiert und gebeten, den
beiliegenden Fragebogen (siche Anhang) auszufiillen und zuriick zu senden (Parallelstudie Ann-
Christin Benten: ,,Kardiovaskuldre Folgeereignisse bei stationdren Patienten mit koronarer
Herzerkrankung unter Beriicksichtigung einer parodontalen Vorerkrankung — 3 Jahres Follow-
Up*). Erfolgte keine postalische Riickantwort, so war es notwendig die Informationen telefonisch
zu erfragen. War der Patient verstorben, so wurden die zuletzt behandelnden Hausérzten, bzw.

Kliniken oder Standesdmter beziiglich der Todesursache kontaktiert.

3.2 Genomische Untersuchungen

3.2.1 Blutentnahme

Die Blutabnahmen aller Patienten erfolgten im Rahmen der klinischen Routine. So wurden 9ml
vendses Blut aus einer Armvene den Probanden entnommen und in Monovetten kiihl gelagert,

bis sie zur DNA-Isolation weiterverwendet wurden.

3.2.2 DNA-Isolation
Die Erhebung der genetischen Daten erfolgte im Forschungslabor der Universititspoliklinik fiir

Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der Martin-Luther-Universitit. Mit Hilfe des QIAamp

22



Mini Kits erfolgte die DNA-Isolation. 200ul Blut wurden in ein 1,5ml Tube pipettiert und danach
20ul Proteinkinase K und 200ul Puffer AL zugegeben. Es folgte eine schiittelnde Inkubation fiir
15min bei 56°C. Nach kurzem Vortexen (Vortex Genie, Bender & Hobein AG, Bruchsal,
Deutschland) wurden 200ul Ethanol hinzugegeben und auf die Mitte eines Sdulchens pipettiert,
um das Tube 1min lang bei 8000rpm (Heraeus, Hanau, Deutschland) zu zentrifugieren. Dieses
Sdulchen wurde nun auf ein neues Sammeltube gesetzt, erst mit 500ul Puffer AW1, dann mit
500ul Puffer AW2 gewaschen und bei 1300rpm fiir drei Minuten zentrifugiert. Nachdem das
Sdulchen getrocknet war, wurde die DNA mit 200ul Aqua dest. nach 5-miniitiger Inkubation,
sowie durch Zentrifugation (bei 1300rpm fiir 1min) von der Séule eluiert. Bei -20°C wurde die

DNA bis zur Verwendung gelagert.

3.2.3 DNA-Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Vervielfdltigung (Amplifizierung) von spezifischen DNA-Sequenzen dient die
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR). Hierbei kommt es nach der
Denaturierung des DNA-Doppelstranges zur Anlagerung von Primern an die entstandene
Einzelstrang-DNA (Annealing). Im Folgenden, der sogenannten Elongation, wurde die DNA mit
Hilfe der Tag-Polymerase, durch welche komplementire Nukleotide an den einzelnen Strang
binden kdnnen, zum Doppelstrang vervollstindigt. Eine PCR umfasste 20-40 Zyklen und lief in
einem Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) ab.

3.2.4 PCR zur Genotypisierung des rs1333049 im ANRIL-Gen

Grundlage fiir die Genotypisierung bildete das ANRIL-Gen (Ahmed et al., 2013). Fiir die
Amplifizierung des 495 bp (Basenpaar) langen Genabschnittes wurden zwei PCR-Ansitze
gewihlt. Der erste PCR-Ansatz (20ul) enthielt 10ul Mix (Promega), 0,2ul Primer Anril-1, 0,4ul
Primer Anril-2, 0,4ul Primer Anril-4, 8ul Wasser und 1pl genomische DNA. Der zweite PCR-
Ansatz (20ul) enthielt 10ul Mix (Promega), 0,2pl Primer Anril-1, 0,4ul Primer Anril-3, 0,4pl
Primer Anril-4, 8ul Wasser und 1pul genomische DNA. Die Kontroll-PCR (Positivkontrolle) war
in beiden Fillen das Produkt aus Primer 1 und 4. Primer 2 und 3 unterschieden sich darin, dass
Primer 2 mit C endet und an das C-Allel bindet, wohingegen Primer 3 mit G endet und an das G-
Allel bindet. Fiir jeden Patienten wurden zwei PCRs mit den sequenzspezifischen Primern
angesetzt. Zusitzlich erfolgte bei jeder PCR das Ansetzen einer Nullkontrolle ohne Patienten-

DNA. Die Sequenz des 495 bp langen Fragments ist in Abbildung 8 dargestellt.
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GAAGATCATACCCGAAGTAGAGCTGCAAAGATATTTGGAATATTGGTAATATCCAATA
AAGAATGACCTTCATGCTATTTTGAGGAGATGTTTAAATGTCGAATTATTGAAATATTTAT
AAAATACAAATAAACTAACTCTGCTTCATATTCCAACTTGTGTATGACACTTCTTAGGCTA
TCATTTCATTCCAAATTTATGGTCACTACCCTACTGTCATTCCTCATACTAACCATATGA
TCAACAGTTSAAAAGCAGCCACTCGCAGAGGTAAGCAAGATATATGGTAAATACTGTGT
TGACAAAAGTATGCAGAAGCAGTCACATTTATACAGTAGTGAAGGAAATGTAAATTGGA
CAAACTTTTTGGAAGATAAGTTGAGAATGTCAAAAATCAAAACACACTTTCTGTTTTATTC
AGCAATTATGAGCCCTTTGTTTTACAGCTATGCTCACAAATATATACAAACATGTATGCA
CAATTATGTTCACTGT

Abb. 8: PCR-Produkt zur Genotypisierung des ANRIL SNPs rs1333049 (Ahmed et al., 2013).

Primer:

ANRIL-1: GAA GAT CAT ACC CGA AGT AGA GCT GC
ANRIL-2: TCC TCA TAC TAA CCA TAT GAT CAA CAG TTC
ANRIL-3: TCC TCA TAC TAA CCA TAT GAT CAA CAG TTG
ANRIL-4: ACA GTG AAC ATAATT GTG CATACAT

Nachdem der PCR-Ansatz erfolgt war, lief die PCR im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wie folgt ab:

PCR-Programm (ANRILS58):

Denaturierung 95°C 2min
Denaturierung 92°C 30sec 1
Annealing 58°C 30sec I 15 Zyklen
Elongation 72°C 30sec 1

Delay Isec delay 1
Denaturierung 92°C 30sec I

Annealing 56°C 30sec I 26 Zyklen
Elongation 72°C 30sec 1

Delay Isec delay 1

Elongation 72°C Smin

Hold 10°C hold

3.2.5 Darstellung im Agarosegel

Fiir die Darstellung im Agarosegel wurde 1,5% (1,5g) Sekam-Agarose in 50ml 0,5xTBE mit 20ul
Midori Green Advance DNA Farbstoff (Verdiinnung 1:10) verwendet. Jeweils 15 pl des Ansatzes
PCR 1 und 15ul des Ansatzes PCR 2 wurden in Geltaschen nebeneinander pipettiert. Durch die
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Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Strange nach ihrer Ladnge aufgetrennt, indem eine
Spannung von 300V fiir 10min angelegt wurde. Die negativ geladenen DNA-Abschnitte wurden
durch die angelegte Spannung durch das Gel in Richtung Anode gezogen. Langere Abschnitte
bewegten sich langsamer durch die Gelmatrix als kurze. In die erste Gelkammer wurde eine
kommerziell erhéltliche DNA-Leiter (Mischung verschiedener DNA-Strange bekannter
Basenpaarldnge) gegeben, mit deren Hilfe man die Langen der jeweiligen DNA-Fragmente
bestimmen konnte. Wihrend des Gellaufs lagerte sich der Farbstoff in die DNA ein, sodass es
unter UV-Licht fluoreszierte und die DNA-Banden bei einer Wellenlénge von 320nm betrachtet

und ausgewertet werden konnten. Ein Beispiel ist in Abbildung 9 dargestellt.

<«—— Positivkontrolle (495 bp)
<«+—— Spezifische PCR (275 bp)

Abb. 9: Genotypisierung des rs1333049 im ANRIL-Gen (bp: Basenpaar).

Tab. 1: Erkldrung zu Abb. 9

Patient Primerpaare Genotyp

Bahn 1 100bp-Leiter

Bahn 2 336h ANRIL1+2+4 GG-homozygot
Bahn 3 ANRIL1+3+4

Bahn 4 333h ANRIL1+2+4 CC-homozygot
Bahn 5 ANRIL1+3+4

Bahn 6 338h ANRIL1+2+4 CG-heterozygot
Bahn 7 ANRIL1+3+4

Bahn 8 Nullkontrolle ANRIL1+2+4

Bahn 9 ANRIL1+3+4
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3.2.6 PCR zur Genotypisierung des rs321799 im ANRIL-Gen

Grundlage fiir die Genotypisierung bildete das ANRIL-Gen (Schaefer et al., 2011). Fiir die
Amplifizierung des 164 bp (Basenpaar) langen Genabschnittes wurde der PCR-Ansatz fiir 15pul
folgendermal3en pipettiert: 7.5ul Mix (Promega), 0,3ul Primer ANRIL-9, 0,3ul Primer ANRIL-
10, 5,9ul Wasser und 1ul genomische DNA. Das 164 bp lange PCR-Fragment ist in Abbildung

10 zu sehen.

TGGTATCAATTACCACCTGGTTGTATTA/GAAATAGTAACTTATCAATGCCATGTAAA
AATTAATTCCATTTTCGAAGCCACCTGGCAGACAGGTTTAGCTGTTTCATCAGCAGC
CTAATATATACTGTTAAATTTGTTAA

Abb. 10: PCR-Produkt zur Genotypisierung des ANRIL SNPs rs3217992 (Schaefer et al., 2011).

Primer:

Upper primer: ANRIL-9: GGT ATC AAT TAC CACCTG GTITGTTTT

Nachdem der PCR-Ansatz erfolgt war, lief die PCR im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wie folgt ab:

PCR-Programm (ANRIL50):

Denaturierung 95°C 2min

Denaturierung 92°C 30sec 1

Annealing 50°C 30sec I 15 Zyklen
Elongation 72°C 30sec 1

Delay Isec delay 1
Denaturierung 92°C 30sec 1

Annealing 45°C 30sec 1 30 Zyklen
Elongation 72°C 30sec I

Delay Isec delay 1

Elongation 72°C Smin

Hold 10°C hold

Nach dem Durchlauf im Thermocycler erfolgte ein Gelauftrag im Agarosegel zur PCR-Kontrolle
Hierbei wurde wieder 1,5% (0.75g) Sekam-Agarose (Biozym), in 50ml 0.5xTBE mit 25ul Midori
Green Advance DNA Farbstoff (Verdiinnung 1:10) verwendet und das Gel 10min bei 300V laufen
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gelassen. Eine Nullkontrolle ohne Verunreinigung ist in Bahn 2 dargestellt (Abb. 11). Nach
Kontrolle der Proben erfolgte die Spaltung mit einem Restriktionsenzym. Restriktionsenzyme
sind spezifische Enzyme, die PCR-Produkte an einer Zielsequenz definiert schneiden, wodurch

einzelne DNA Fragmente entstehen.

3.2.7 Restriktionsspaltung mit Dral (20pl Gesamtansatz)
Hierzu wurden 15ul PCR-Produkt, 2ul Puffer cutsmart (NEB), 0,25ul DRAI (20.000U/ml)
(NEB) und 2,75ul Wasser als Ansatz pipettiert und dieser fiir 4 42 Stunden bei 37°C inkubiert.

Danach erfolgte ein Gelauftrag zur Genotypisierung.

3.2.8 Gelauftrag im Agarosegel zur Genotypisierung

Fiir die Darstellung im Agarosegel wurde 3% (1g) Sekam-Agarose in 50ml 0,5xTBE mit 20ul
Midori Green Advance DNA Farbstoff (Verdiinnung 1:10) verwendet. In jede Geltasche wurden
15ul des Ansatzes pipettiert. Nach Durchlauf des Gels erfolgte die Auswertung anhand von

Bildern, wie in Abbildung 11 zu sehen ist.

1 2 3 4 5 6 78 910 1112

Abb. 11: Genotypisierung des rs321799 im ANRIL-Gen.

Tab. 2: Erkldrung Genotypisierung zu Abb. 11.

Patient Primerpaare Genotyp
Bahn 1 100bp-Leiter
Bahn 2 Nullkontrolle ANRIL 9+10
Bahn 3 64h ANRIL 9+10 AG heterozygot
Bahn 4 70h ANRIL 9+10 GG homozygot
Bahn 5 152h ANRIL 9+10 AG heterozygot
Bahn 6 153h ANRIL 9+10 AG heterozygot
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Bahn 7 154h ANRIL 9+10 GG homozygot
Bahn 8 169h ANRIL 9+10 AA homozygot
Bahn 9 175h ANRIL 9+10 AG heterozygot
Bahn 10 | 323h ANRIL 9+10 AG heterozygot
Bahn 11 343h ANRIL 9+10 AG heterozygot
Bahn 12 | 344h ANRIL 9+10 GG homozygot

3.3 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm Microsoft SPSS (IBM, Armonk, USA)
Version 25.0 verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Mit dem
Kolmogorow-Smirnov-Test wurden alle metrischen Daten auf Normalverteilung und mit Hilfe
des Levene-Testes auf Varianzhomogenitat getestet. Lag eine Normalverteilung vor, so wurde fiir
Mittelwertvergleiche zweier nicht verbundener Variablen der t-Test nach Student verwendet. Bei
nicht normalverteilten Werten fand der U-Test nach Mann-Whitney Verwendung. Wenn mehr als
zwei Gruppen hinsichtlich der Mittelwerte/ Medianwerte verglichen wurde, verwendete man bei
Normalverteilt/ Mittelwert Anova und bei Nichtnormalverteilt/ Median wurde der Kruskal-Wallis
Test angewendet. Zur Auswertung von kategorialen Daten wurde der Chi >-Test verwendet und
es folgte anschlieBend eine Yates-Korrektur der Werte. Waren die erwarteten Werte in einer Zelle
der Vierfeldertafel < 5%, dann wurde der exakte Test nach Fisher verwendet. Der Einfluss
mehrerer Faktoren (Confounders) auf eine dichochtome Variable wurde mit binérer logistischer
Regression berechnet. War die abhingige Variable eine metrische Variable so wurde die lineare
Regression angewendet. Mit Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens, sowie des Log-Rank Tests
wurden die Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt. Multivariate Uberlebenszeitanalysen wurden
mit der Cox-Regression berechnet. Mit Hilfe von Microsoft® Excel wurde getestet, ob die
Genotypverteilung der untersuchten ANRIL-Polymorphismen der Hardy-Weinberg-Verteilung

entsprach.

3.4 Chemikalien

Genomische Untersuchung

1.DNA-Isolation

QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden (Deutschland)
Aqua dest.

Ethanol
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2.Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2x Master Mix (50 U/ml Tag Polymerase

in Reaktionpuffer pH 8,5, 400uM dATP,
400puM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP,
3mM MgClI2)

Aqua dest.

Progema, Mannheim (Deutschland)

Primer fiir rs1333049:

Anril 1: 5° -GAA GAT CAT ACC CGA AGT AGA GCT GC-3°

Anril 2: 5° -TCC TCA TAC TAA CCA TAT GAT CAA CAG TTC-3°
Anril 3: 5° -TCC TCA TAC TAA CCA TAT GAT CAA CAG TTG-3°
Anril 4: 5’-ACA GTG AAC ATA ATT GTG CAT ACAT-3°

Primer fiir rs321799:

Anril 9: 5’ -GGT ATC AAT TAC CAC CTG GTT GTT TT-3”
Anril 10: 5°- TGC ATG TAT CCT TCA AAG TGA AAT CC-3”

3.Restriktionsspaltung

Restriktionsenzym DRA 1

New England Biolabs,
Schwalbach (Deutschland)

4.Gelelektrophorese

Sekam-Agarose

100bp-Leiter

0,5x TBE-Puffer (45mM Tris-HCL,
45mM Borséure, 0,5mMEDTA, pH 8,3)
Midori Green Advance DNA Farbstoff
(Verdiinnung 1:10)

Biozym, Oldendorf (Deutschland)
Gibco BRL, Eggenstein (Deutschland)

Biozym, Oldendorf (Deutschland)

3.5 Geriite

Vortex Genie2 ™
Thermocycler Gradient
(mit Heizdeckel)
Elektrophoresekammer fiir
Agarosegele
UV-Transilluminator
Schiittler Unimax 1010
Inkubator 1000

Bender und Hobein AG, Bruchsal (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Bioplex® Strehlau und Kruse GmbH,

Freiburg (Deutschland)

AGS,Heidelberg (Deutschland)

Heidolph Instruments, Schwabach (Deutschland)
Heidolph Instruments, Schwabach (Deutschland)
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4 Ergebnisse

4.1 Studienteilnehmer

In die Studie wurden 1002 Patienten aufgenommen. Hiervon konnte bei 933 Patienten eine
Genotypisierung durchgefiihrt werden. Von 933 Patienten waren 444 von einer schweren PA
betroffen und 489 Patienten hatten keine oder nur eine leichte PA. Nach drei Jahren (3-Jahres
Follow-Up) wurden die Patienten erneut kontaktiert und hinsichtlich eines erneuten
kardiovaskuldren Ereignisses im Sinne eines kombinierten Endpunktes (kEP) befragt. Dazu
zdhlten kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall oder
transitorische ischdmische Attacke (TIA). Bei 47 Patienten war keine Befragung mdglich. Dies
entsprach einer Drop-Out Rate von 5%. In das 3-Jahres Follow-Up konnten demnach Daten von
886 Studienteilnehmern aufgenommen werden. Bei 143 Patienten trat ein erneutes
kardiovaskuléres Ereignis im Sinne des Endpunkts ein. Bei 743 Patienten blieb ein kombinierter

Endpunkt aus (Abb. 12).
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Abb. 12: Flowchart der Patientenaufnahme.
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4.2 Basisuntersuchungen: Charakterisierung der Patientenkohorte in Assoziation zur
parodontalen Diagnose

Demografische und klinische Daten der Kohorte in Abhéngigkeit zur parodontalen Diagnose
wurden bereits in einer Parallelstudie publiziert (Kohnert M, Medizinische Dissertation, 2016).
Deshalb sollen hier nur pragnante Unterschiede genannt werden.

In der Gruppe der Patienten mit schwerer PA waren signifikant mehr Ménner (78,6% vs. 69,7%,
p=0,003) und aktive Raucher (16,2% vs. 8,8%, p=0,001), als in der Gruppe mit keiner bzw.
leichter PA. Die Medianwerte fiir BMI und Alter unterschieden sich nicht signifikant.

Des Weiteren wurden bereits bekannte Vorerkrankungen (Schlaganfall/TIA, Diabetes mellitus,
Myokardinfarkt, Periphere = Verschlusskrankheit, = Bluthochdruck, Dyslipoproteindmie,
rheumatoide Arthritis) in Assoziation zur parodontalen Diagnose untersucht. Es war zu erkennen,
dass Patienten mit schwerer PA signifikant hdufiger bereits an einem Myokardinfarkt erkrankt
waren, als Patienten mit keiner oder leichter PA (41,9% vs. 35,2%, p=0,041). Die Priavalenz von
allen anderen beriicksichtigten Erkrankungen unterschied sich hinsichtlich des parodontalen
Befundes nicht signifikant.

Bei der Analyse biochemischer Parameter zeigte sich, dass die Werte von CRP und Interleukin-
6 in der Gesamtgruppe im Vergleich zu den vom Zentrallabor der Medizinischen Fakultit der
Martin-Luther-Universitdt herausgegebenen Referenzwerten erhoht waren. Aulerdem wurden
signifikant hohere Werte fiir CRP (mg/1) (10,15 [5,0/37,68] vs. 7,45 [3,13/28,08], p=0,011), IL-6
(8,1 [4,2/17,75] vs. 6,8 [3,4/13,8], p=0,004) und Kreatinin (mg/1) (88,0 [73,25/110,75] vs. 85,0
[72,0/104], p=0,040) in der Gruppe von Patienten mit schwerer PA im Vergleich zu Individuen
mit keiner oder leichter PA gemessen.

In der Gruppe mit schwerer PA war der prozentuale Anteil von Patienten, bei denen die
parodontalen Markerbakterien P.g. (72,3% vs. 55,2%, p<0,001), T f. (81,3% vs. 73,0%, p=0,003),
T.d. (65,3% vs. 55,8%, p=0,004), P.i. (27,0% vs. 20,0%:, p=0,015), P.m. (82,0% vs. 75,3%,
p=0,016), C.r. (66,7% vs. 57,7%, p=0,006) und E.n. (37,2% vs. 24,7%, p<0,001) nachgewiesen
werden konnten, signifikant hoher als in der Gruppe mit keiner oder leichter PA. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der parodontalen Diagnose und den anderen parodontopathogenen
Bakterien konnte nicht gezeigt werden, jedoch war die Summe der nachgewiesenen
verschiedenen Bakterienspezies bei schwerer PA signifikant hoher (7,0 [5,0/9,0] vs. 6,0 [4,0/8,0],
p<0,001).

Klinisch parodontologische Parameter, wie die Indizes fiir Plaque (1,2 [0,8/2,0] vs. 0,66 [0,4/0,9],
p<0,001) und Sondierblutung (8,1[3,6/15,48] vs. 3,7 [0/7,90], p<0,001) waren im
Patientenkollektiv mit schwerer PA signifikant erhoht. Probanden mit schwerer PA hatten
signifikant mehr fehlende Zéhne (15,0 [8,0/21,0] vs. 7,0 [3,0/13,0], p<0,001) und kariose Zdhne
(0,39+1,1 vs. 0,2140,7, p=0,004), wohingegen die Anzahl der gefiillten Z&hne (4,0 [1,0/6,0]:
schwere PA vs. 7,0 [4,0/10,0]: keine/leichte PA, p<0,001) niedriger war. Somit war der DMF-T-
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Index in der Gruppe mit schwerer PA signifikant hoher (21,0 [14,0/24,0]: schwere PA vs. 15,00
[11,0/21,0]: keine/leichte PA, p<0,001).

4.3 Basisuntersuchungen: ANRIL Polymorphismen rs1333049 und rs3217992

Die Genotypverteilung beider Polymorphismen entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz.
Untersucht wurde die Allelverteilung sowie die Verteilung der Genotypen in jeder Konstellation.
rs133049: CC+CG vs. GG, GG+CG vs. CC, GGHCC vs. CG; 1s3217992: AA+AG vs. GG,
AG+GG vs. AA und AA+GG vs. AG.

4.3.1 Genotyp- und Allelverteilung beider ANRIL Polymorphismen in Assoziation zum
Schweregrad der Parodontitis

rs1333049

Von den insgesamt 933 Patienten, die genotypisiert werden konnten, waren 157 Patienten Tréger
des CC-Genotyps, 526 Triger des CG-Genotyps und 250 Triager des GG-Genotyps. In Tabelle 3
ist die dazu entsprechende Anzahl der Allele dargestellt. Es ist weder eine Assoziation der

einzelnen Genotypen, noch der einzelnen Allele zur Schwere der PA erkennbar (Tab. 3).

Tab. 3: Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung des ANRIL rs1333049 zum
Schweregrad der Parodontitis.

Gesamt Keine oder
Schwere
leichte p-Wert
Parodontitis
Parodontitis
Genotypen (n=933) (n=489) (n=444)
CC (%) 16,8 17,4 16,2
CG (%) 56,4 55,0 57,9 0,676*
GG (%) 26,8 27,6 259
CG+ GG (%) 83,2 82,6 83,8 0,698*
CC (%) 16,8 17,4 16,2
Allele (n=1866) (n=978) (n=888)
C (%) 45,0 449 45,2
0,944*
G (%) 55,0 55,1 54,8

*Chi?-Test mit Yates-Korrektur

rs3217992

Fiir den Polymorphismus ANRIL rs3217992 konnten 167 Patienten Trager des AA-Genotyps,
sowie 410 Tréger des AG-Genotyps charakterisiert werden. 356 Patienten waren Tréger des GG-
Genotyps. Entsprechend dazu sind die Allele in Tabelle 4 dargestellt. Hinsichtlich der
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Allelverteilung konnte keine Signifikanz feststellt werden. Patienten mit schwerer PA waren im
Vergleich zu Patienten ohne/ mit leichter PA signifikant hdufiger AG Genotyptrager (Abb. 13,
p=0,022).

Tab. 4: Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung des ANRIL rs3217992 zum
Schweregrad der Parodontitis.

Gesamt Keine oder
Schwere
leichte p-Wert
Parodontitis
Parodontitis
Genotypen (n=933) (n=489) (n=444)
AA (%) 17,9 18,6 17,1
AG (%) 439 40,3 48,0 0,056*
GG (%) 38,5 41,1 34,9
Allele (n=1866) (n=978) (n=888)
A (%) 39,9 38,8 41,1
0,323*
G (%) 60,1 61,2 58,9
*Chi?-Test mit Yates-Korrektur
rs3217992
o
8 p =0.022 [0 N Genotyp

B aa+ce Genotyp

60

40 AA+GG Genotyp AG Genotyp

20 Keine/leichte PA 59,7% 40,3%

Schwere PA 52% 48%

0

Keine/leichte PA schwere PA  OR=1,367, 95%XKI: 1,054-1,772

Abb. 13: Assoziation des ANRIL SNPs rs3217992 zur Schwere der Parodontitis. Der AG-
Genotyp kam signifikant hdufiger bei schwerer Parodontitis vor im Vergleich zur Gruppe mit
keiner oder leichter Parodontitis (gekennzeichnet mit *).

Mit Hilfe der bindren logistischen Regression wurde untersucht, ob der AG-Genotyp des
rs3217992 Polymorphismus auch nach Adjustierung fiir die Kovariablen Alter, Geschlecht,
Rauchen, BMI und Plaqueindex positiv mit der Prévalenz einer schweren PA assoziiert ist. Unter

Berticksichtigung dieser Confounder hatten Patienten, die Tréger des AG-Genotyps waren, ein
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1,4fach erhdhtes adjustiertes Risiko an einer schweren PA zu erkranken (OR= 1,366, 95% KI:
1,024-1,821; p=0,034) (Tab. 5).

Tab. 5: Bindre logistische Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Assoziation des ANRIL
rs3217992 AG-Genotyps zur Pravalenz einer schweren Parodontitis adjustiert fiir die Kofaktoren
Alter, Geschlecht, Body mass index, Plaqueindex, Raucherstatus und Diabetes (BMI: Body mass
index, m: méinnlich).

95% Konfidenzintervall

Regressions- | Standard- Odds |fiir EXP(B)
Koeffizient Fehler p-Wert [Ratio | Unterer | Oberer
Alter ,014 ,008 ,058 1,014 1,000 1,030
Geschlecht(m) |,233 ,170 ,170 1,262 1,905 1,760
BMI ,000 ,017 ,990 1,000 |,967 1,034
Plaqueindex 1,241 117 ,000 3,459 12,749 4,352
Raucher ,571 ,254 ,025 1,769 11,075 2,911
Diabetes ,009 ,161 ,956 1,009 ],736 1,383
AG-Genotyp ,312 ,147 ,034 1,366 | 1,024 1,821
Konstante -2,719 ,792 ,001 ,066

4.3.2 Parodontologische Parameter in Assoziation zu beiden ANRIL Polymorphismen

Es wurde fiir beide SNPs iiberpriift, ob sie zu den klinischen Parametern PI, BOP, PD, CAL,
CALpaks, der Anzahl fehlender, karioser, gefiillter Zdhne und zum DMFT-Index assoziiert waren.
Nur Triger des G-Allels oder von Genotypen, die mindestens ein G-Allel des SNPs rs3217992
exprimierten, hatten signifikant héhere BOP-Werte (Tab. 6). Zu allen anderen klinischen
Parametern lagen keine Assoziationen vor. Zum rs1333049 konnte ebenfalls keine Signifikanz

nachgewiesen werden.

Tab. 6: Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung des ANRIL rs3217992 zu BOP (BOP:
Bluten auf Sondierung).

BOP Median, 25/75 Perzentile
Genotypen, rs3217992
AA 4,8(1,9/7,8)
AG 5,6 (1,375/12,5)
GG 6,25 (2,325/13,75)
p-Wert 0,039
A 5(1,7/10,7)
G 6,0 (1,9/12,5)
p-Wert 0,009
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In der multivariaten Analyse wurde unter Beriicksichtigung der Kofaktoren Alter, Geschlecht,
Rauchen, Diabetes und BMI die Assoziation des G-Allels auf das Ausmal} der Sondierblutung
bestidtigt (p= 0,016) (Tab. 7). Hinsichtlich der Genotypverteilung konnten in der multivariaten
Analyse die AG- bzw. GG-Genotypen nicht als unabhingige Risikofaktoren bestétigt werden.

Tab. 7: Lineare Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Assoziation des ANRIL rs3217992
auf BOP mit Berticksichtigung von Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und Body mass index
BMI) (m: minnlich), Modelliibersicht.

Modell R R-Quadrat Angepasstes R- Standardfehler der
Quadrat
Schétzung
1 ,1312 ,017 ,014 14,2068
Standardisierte 95% Konfidenzintervall fiir
Koeffizienten EXP(B)
Beta t-Statistik [ p-Wert | Unterer Oberer
 Alter ,010 ,393 ,695 -,053 ,079
Geschlecht(m) ,026 1,106 ,269 -,648 2,324
BMI -,012 -,497 ,619 -,189 ,113
Plaqueindex -,074 ,096 ,437 , 769 1,120
Raucher ,026 1,019 ,308 -1,042 3,295
Diabetes 114 4,781 ,000 2,035 4,865
G-Allel ,056 2,419 ,016 ,308 2,948
Konstante 1,388 ,165 12,067

4.3.3 Assoziation beider ANRIL Polymorphismen zum Nachweis subgingivaler
parodontaler Markerkeime

Beide ANRIL SNPs wurden auf ihre Assoziation zu folgenden subgingivalen parodontalen
Markerbakterien untersucht: 4.a., P.g., T.f, T.d., E.c., F.n., P.i., P.m., C.r., C.s., und E.n. Der
individuelle Nachweis von E.c. und P.m. war zur Genotyp- und Allelverteilung des SNP
rs1333049 assoziiert. Der Nachweis von E.c. war zum SNP rs3217992 assoziiert. Zu allen

anderen parodontalen Markerkeimen konnte keine Assoziation nachgewiesen werden.

rs1333049

CG-Genotyptrager des ANRIL Polymorphismus rs1333049 wiesen signifikant haufiger E.c.
(p=0,028) in der subgingivalen Plaque auf. Im G-dominanten genetischen Modell konnte die
Assoziation zwischen G-Allel tragenden Genotypen und dem Nachweis von E.c. bestétigt werden
(p=0,037). CG+GG-Genotyptrager wiesen ein 1,49-fach erhohtes Risiko einer E.c.-Besiedlung
auf (Abb. 14).
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rs1333049

o,
7o 100 | CC-Genotyp

- po 037 B CG+GG-Genotyp

50 CG+GG-Genotyp CC-Genotyp

25 E.c.nein 79,1% 20,9 %

0 Ec ja 84,9% 15,1%
E.c. nein E.c. ja OR=1,49, 95%XK1:1,04-2,135

Abb. 14: Assoziation des ANRIL SNPs rs1333049 zum Auftreten von E.c. Dargestellt ist der
CC+CG Genotyp mit einem signifikant gehduften Auftreten von E.c. (gekennzeichnet mit *).

In der binér logistischen Regression unter Beriicksichtigung der Kovariablen Alter, Geschlecht,
Rauchen, BMI und PI wurde der CG+GG-Genotyp als Risikofaktor fiir eine Besiedelung mit £.c.
bestdtigt (OR= 1,52, 95% KI: 1,06-2,2; p=0,024) (Tab. 8). Es konnten keine signifikanten

Assoziationen der Allele zum Auftreten von E.c. gefunden werden.

Tab. 8: Binire logistische Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Assoziation des CG +
GG-Genotyps des rs1333049 zum Auftreten von E.c. unter Berilicksichtigung von Alter,
Geschlecht, Body mass index, Plaqueindex, Rauchen und Diabetes (BMI: Body mass index, m:

méinnlich).
95% Konfidenzintervall
Regressions- | Standard- p- Odds fiir EXP(B)
koeffizient fehler Wert | Ratio Unterer Oberer

Alter -,029 ,008| ,000 972 957 987
Geschlecht(m) ,297 L1661 073 1,346 ,973 1,862
BMI ,017 L0171 311 1,018 ,984 1,052
Plaqueindex -,074 ,096| ,437 ,928 ,769 1,120
Raucher -,171 2581 1,509 ,843 ,508 1,399
Diabetes 113 L1591 478 ,893 ,654 1,220
CG+GG-Genotyp ,423 871,024 1,526 1,059 2,201
Konstante 1,881 ,806| ,020( 6,559
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Im G-dominanten genetischen Modell zeigten CC-Genotyptrager haufiger eine Besiedlung mit

P.m. (Abb. 15).
rs1333049
o
7 100 p=0.047 B CC-Genotyp
75 [ CG+GG-Genotyp
50 CG+GG-Genotyp CC-Genotyp
25 % P.m. nein 88,1% 11,9 %
0 Pm. ja 81,8% 18,2%
P.m. nein P.m. ja OR=1,636, 95% KI: 1,023-2,61

Abb. 15: Assoziation des ANRIL SNPs rs1333049 zum Auftreten von P.m. Dargestellt ist der
CC- Genotyp mit einem signifikant gehduften Auftreten von P.m. (gekennzeichnet mit *).

Nach binérer logistischer Regression und Beriicksichtigung der Kovariablen Alter, Geschlecht,

BMI, Rauchen, Diabetes und Plaqueindex konnte die positive Assoziation zwischen dem CC-

Genotyp und dem individuellen Nachweis von P.m. bestitigt werden. (Tab. 9). Die Allele C und

G im Einzelnen waren nicht zum Nachweis von P.m. assoziiert.

Tab. 9: Bindre logistische Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Assoziation des CC-
Genotyps des rs1333049 auf das Auftreten von P.m. unter Beriicksichtigung von Alter,
Geschlecht, Body mass index, Plaqueindex, Rauchen und Diabetes (BMI: Body mass index, m:

mannlich).
95% Konfidenzintervall
Regressions- | Standard- Odds fiir EXP(B)
koeffizient fehler p-Wert | Ratio Unterer Oberer

Alter -,003 ,008 729,997 ,981 1,014
Geschlecht(m) -,074 ,187 ,6931 1,929 ,644 1,340
BMI ,024 ,019 ,2071 1,025 ,987 1,064
Raucher ,753 ,332 ,023] 2,124 1,108 4,071
Diabetes -, 108 ,176 ,539]  ,898 ,636 1,267
Plaqueindex ,200 112 ,076] 1,221 ,980 1,522
CC-Genotyp ,492 ,240 ,040] 1,636 1,023 2,616
Konstante ,046 ,920 960 | 1,047
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rs3217992
AG-Genotyptrager waren im Vergleich zu AA-Genotyp- und GG-Genotyptriagern signifikant
haufiger E.c. positiv (p= 0,004). Dies wurde auch im AA+GG vs. AG-Genotypmodell bestatigt
(Abb. 16).

rs3217992

% 80

B ac- Genotyp
] AA+GG-Genotyp

p=0.009

AA+GG-Genotyp AG-Genotyp

E.c. nein 62,8% 37,2%
E.c. ja 53,2% 46,8%
E.c. nein E.c. ja OR=1,486, 95%XKI: 1,114-1,982

Abb. 16: Assoziation des ANRIL SNPs 1s3217992 zum Auftreten von E.c. Die signifikante
Assoziation des AG-Genotyps ist mit * gekennzeichnet.

Unter Berticksichtigung der Kofaktoren Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen, Diabetes und
Plaqueindex konnte der AG-Genotyp im multivariaten Modell als unabhéngiger Risikofaktor fiir

den individuellen Nachweis von E.c. bestétigt werden (p=0,011) (Tab. 10).

Tab. 10: Binére logistische Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Assoziation des AG-
Genotyps des 1rs3217992 auf das Auftreten von E.c. unter Beriicksichtigung von Alter,
Geschlecht, Body mass index, Plaqueindex, Rauchen und Diabetes (BMI: Body mass index, m:
méinnlich).

95% Konfidenzintervall

Regressions- | Standard- Odds fiir EXP(B)

koeffizient fehler p-Wert [ Ratio Unterer Oberer
Alter -,028 ,008 ,000| ,973 ,958 ,988
Geschlecht(m) ,289 ,166 ,081] 1,335 ,965 1,847
BMI ,018 ,017 2901 1,018 ,985 1,053
Raucher -,210 ,259 A418] 811 ,488 1,347
Diabetes - 118 ,159 4581 ,889 ,0651 1,214
Plaqueindex -,085 ,096 377,919 ,762 1,109
AG-Genotyp ,380 ,149 ,011] 1,462 1,091 1,958
Konstante 2,007 ,800 012 7,441

38



4.3.4 Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung beider ANRIL Polymorphismen zu
serologischen Parametern

Beide Polymorphismen wurden darauthin untersucht, ob Assoziationen zu den Parametern CRP,
Leukozyten, IL-6, Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyceride bestanden. Der
SNP rs3217992 war zu keinem der genannten biochemischen Parameter assoziiert. Signifikante
Assoziationen wurden nur zwischen dem SNP rs1333049 und dem CRP- und HDL Serumspiegel
nachgewiesen. CC-Genotyptréger des SNP rs1333049 hatten im Vergleich zu CG+GG-Tréigern
einen signifikant erhohten CRP-Spiegel (p=0,025, Abb. 17).

p=0,047 p=0,025 p=0,341

N : :
5170‘ : : :
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Abb. 17: Boxplotdarstellung zur Untersuchung der Assoziation des ANRIL rs1333049 zum
Serumspiegel fiir CRP (CRP: C-reaktives Protein). CC-Genotyptrager hatten einen signifikant
hoéheren Serumspiegel fiir CRP im Vergleich zu CG- oder GG-Genotyptrigern.

Unter der Berticksichtigung weiterer moglicher Kofaktoren wie Alter, Geschlecht, Rauchen, BMI
und Diabetes konnte der CC-Genotyp als unabhingiger Risikoindikator fiir erhohte CRP-Spiegel

in der linearen Regression (Einschluss) bestitigt werden (Tab. 11).

Tab. 11: Lineare Regression (Einschluss) zur Untersuchung einer Assoziation des Genotyps CC
des ANRIL rs1333049 auf den CRP-Spiegel unter Berticksichtigung der Kofaktoren Geschlecht,
Rauchen, BMI, Diabetes und Alter (BMI: Body mass index).

Modell R-Quadrat Angepasstes R-
Quadrat Standardfehler der Schétzung
1 ,010 ,003 48,5935
Standardisierte Konfidenzintervall fiir B
Koeffizienten p- (95,0%)
Modell Beta t-Statistik Wert| Untergrenze Obergrenze
| (Konstante) 1,791 ,074 -3,031 66,298
Alter -,001 -,037] ,971 -,327 ,315
| Geschlecht -,060 -1,802] ,072 -13,843 ,590
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Raucher -,033 =905 ,366 -15,335 5,657
BMI -,013 =371 711 -,873 ,595
Diabetes ,019 ,5441 ,586 -4,962 8,769
CC-
,068 2,075( ,038 ,482 17,303
Genotyp
Auch HDL war zum rs1333049 signifikant assoziiert. So war der CC-Genotyp mit einem

verringerten HDL-Spiegel assoziiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Boxplotdarstellung zur Untersuchung der Assoziation des ANRIL rs1333049 zum
Serumspiegel fiir HDL (HDL: high density lipoprotein).

Unter Einschluss von Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und BMI konnte mit linearer

Regression (Einschluss) der CC-Genotyp als unabhéngiger Risikofaktor fiir einen erniedrigten
HDL-Spiegel bestétigt werden (p=0,020) (Tab. 12).

Tab. 12: Modelliibersicht; Lineare Regression (Einschluss) zur Untersuchung der Auswirkung
des ANRIL rs1333049 auf den HDL-Spiegel mit Beriicksichtigung von Geschlecht, Rauchen,
BMI, Diabetes und Alter (BMI: Body mass indes, m: ménnlich).

Angepasstes R-
Modell R-Quadrat Quadrat Standardfehler der Schitzung
1 ,128 ,122 ,3342
Standardisierte
Koeffizienten Konfidenzintervall fiir B (95,0%)
Modell Beta t-Statistik [ p-Wert Untergrenze Obergrenze
(Konstante) 6,424 ,000 ,569 1,070
Alter ,088 2,490 ,013 ,001 ,005
| Geschlecht (m) ,265 8,365 ,000 ,165 ,266
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Raucher -,005 -,142 ,887 -,079 ,069
Diabetes -,091 -2,781 ,006 116 -,020
BMI -,153 -4,686 ,000 -,018 -,007
CC-Genotyp -,073 2,324 ,020 7,8 85,5
4.3.5 Assoziation beider ANRIL Polymorphismen zur Privalenz bekannter

Vorerkrankungen

Die Genotyp- und Allelverteilung des SNP rs1333049 unterschied sich nicht signifikant
hinsichtlich der zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung schon bekannten Vorerkrankungen
(Schlaganfall, Myokardinfarkt, PAVK, Diabetes, Dyslipoproteindmie und Rheuma).

Fiir den SNP rs3217992 konnte ausschlieSlich zum Schlaganfall eine signifikante Assoziation
nachgewiesen werden. Patienten mit einer Genotypkonstellation AA oder GG hatten in der

Vergangenheit signifikant haufiger einen Schlaganfall erlitten als AG-Trager (Tab. 13).

Tab. 13: Assoziation des Genotyps/ der Allelverteilung des ANRIL rs3217992 zur Vorerkrankung
Schlaganfall.

Schlaganfall, ja | Schlaganfall, nein p-Wert
Genotyp rs3217992 (n=122) (n=811)
AA (%) 18,1 17,8
AG (%) 35,2 45,3 0,078*
GG (%) 46,7 36,9
AG (%) 35,2 45,3

0,048*
AA +GG (%) 64,8 54,7 OR=1,517, 95%KI:
1,021-2,257

Allele (n=244) (n=1622)
A (%) 35,7 40,5 0,170%*
G (%) 64,3 59,5

*Chi?-Test mit Yates-Korrektur

In der binér logistischen Regression wurde getestet, ob die AA+GG-Genotypkonstellation als
unabhingiger Risikofaktor fiir die Prévalenz eines zum Untersuchungszeitpunkt der
Basisuntersuchung schon bekannten Schlaganfalls bestdtigt werden konnte. Unter
Berticksichtigung der Kovariablen Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen, Diabetes und Plaqueindex
konnte die Genotypkonstellation AA+GG als unabhéngiger Risikofaktor bestdtigt werden

(OR=1,497, 95% KI: 1,003-2,235; p=0,048) (Tab. 14).
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Tab. 14: Bindre logistische Regression (Einschluss) zur Untersuchung einer Assoziation der
ANRIL 1s3217992 AA + GG Genotypen zur Prédvalenz eines zum Zeitpunkt der
Basisuntersuchung bekannten Schlaganfalls mit Beriicksichtigung von Alter, Geschlecht, Body
mass index, Rauchen, Diabetes und Plaqueindex (BMI: Bodymass index, m: ménnlich).

Regressions 95% Konfidenzintervall
- Standard- Odds fiir EXP(B)

Koeffizient fehler p-Wert | Ratio Unterer Oberer
Alter ,007 ,010 ,500( 1,007 ,987 1,028
Geschlecht(m) ,219 ,238 ,357] 1,245 ,781 1,985
BMI -,037 ,024 122,964 ,920 1,010
Raucher -,248 ,370 ,503 1,780 ,378 1,612
Diabetes ,545 ,208 ,009] 1,725 1,148 2,592
Plaqueindex ,090 ,127 4761 1,095 ,854 1,403
AA+GG-Genotyp ,404 ,204 ,048 | 1,497 1,003 2,235
Konstante -2,024 1,084 062 1,132

4.4 Das 3-Jahres Follow-Up

4.4.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

Von den 933 genotypisierten Patienten konnten 886 Patienten im 3-Jahres Follow-Up innerhalb
von 153,4+48,7 Wochen befragt werden (Drop-out von 5%). Von 886 Patienten erlitten 143 ein
kardiovaskuldres Ereignis im Sinne des kombinierten Endpunkts (= 16,1%). In Abbildung 19 sind
die aufgetretenen Ereignisse zusammengefasst, welche innerhalb des 3-Jahres Follow-Up bei den

befragten 886 Patienten eingetreten sind.

Patienten mit KEP: 16.1%,
n=143

-kardiovaskulirer Tod:
9.5%.n=84

-Tod durch Schlaganfall:
0.8%., n=7
-Myokardinfarkt:

3.5% .n=31

-Schlaganfall/ TIA:

2.4%. n=21

Patienten ohne KEP

83.9% ,n=743

B Ohne Sekundarerignis B Mit Sekundarereignis

Abb. 19: Inzidenz des kombinierten Endpunkts nach drei Jahren Follow-Up. Als Endpunkt der
Studie wurden ein Myokardinfarkt, kardialer Tod sowie Schlaganfall/TIA (fatal, nicht fatal)
definiert. (TIA: transitorische ischdmische Attacke).
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4.4.2 Bedeutung der beiden ANRIL Polymorphismen als prognostische Faktoren in Bezug
auf den kardiovaskuliren Endpunkt

Beide Polymorphismen wurden hinsichtlich einer Assoziation zur Inzidenz des KEP statistisch
untersucht. Vor den Uberlebensanalysen wurde zunichst die Verteilung der Genotypen und Allele
beider Polymorphismen in den Gruppen mit KEP und ohne kEP miteinander verglichen. Dabei

konnten keine signifikanten Assoziationen gezeigt werden (Tab. 15,16).

rs1333049
Tab. 15: Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung des ANRIL rs1333049 zum

kardiovaskuldrem Outcome (kEP: kombinierter Endpunkt).

Gesamt-
KEP erreicht KEP nicht erreicht

gruppe p-Wert
Genotypen (n=886) (n=143) (n=743)
CC (%) 16,9 17,5 16,8
CG (%) 56,2 56,6 56,1 0,952*
GG (%) 26,9 25,9 27,1
Allele (n=1772) (n=286) (n=1486)
C (%) 45,0 45,8 44,9

0,825*

G (%) 55,0 54,2 55,1

*Chi?-Test mit Yates-Korrektur

rs3217992

Tab. 16: Assoziation des Genotyps und der Allelverteilung des ANRIL 1s3217992 zum
kardiovaskuldrem Outcome (KEP: kombinierter Endpunkt).

Gesamt-
KEP erreicht KEP nicht erreicht

gruppe p-Wert
Genotypen (n=886) (n=143) (n=743)
AA (%) 18,2 23,8 17,1
AG (%) 43,3 39,9 44,0 0,180%*
GG (%) 38,5 36,4 38,9
AA % 18,2 23,8 17,1
AG+GG (%) 81,8 76,2 82,9 0,075%*
Allele (n=1772) (n=286) (n=1486)
A (%) 39,8 43,7 39,1

0,164%*

G (%) 60,2 56,3 60,9

*Chi?-Test mit Yates-Korrektur
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4.4.3 Das 3-Jahres Follow-Up: Uberlebenszeitanalyse zur Inzidenz des kombinierten
Endpunktes in Abhangigkeit von der jeweiligen Genotypkonstellation

rs1333049

In dieser statistischen Auswertung des ANRIL rs1333049 wurde den individuellen
Genotypkonstellationen und den Allelen sowohl die Anzahl des kumulativen Uberlebens (Tod
durch Myokardinfarkt, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt und Schlaganfall/TIA), als auch
die Zeit bis zum Eintreten des kombinierten Endpunkts gegeniibergestellt. In der Kaplan-Meier-
Statistik war weder eine Genotypkonstellation, noch eines der Allele innerhalb des 3-Jahres
Follow-Up signifikant zum kombinierten Endpunkt assoziiert. Auch die statistischen
Untersuchungen der Genotypen CC, CG und GG blieben im Hinblick auf die einzelnen
Endpunkte (Tod durch Myokardinfarkt, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt,
Schlaganfall/TTA) beim ANRIL rs1333049 ohne signifikante Ergebnisse.

rs3217992

Uberlebenszeitanalyse zur Inzidenz des kombinierten Endpunktes in Abhiingigkeit von der
jeweiligen Genotypkonstellation

Auch hier wurde den individuellen Genotypkonstellationen und den Allelen die Anzahl des
kumulativen Uberlebens (Tod durch Myokardinfarkt, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt
und Schlaganfall/TIA), sowie die Zeit bis zum Eintreten des KEP gegeniibergestellt. Der AA-
Genotyp des ANRIL rs3217992 wurde als prognostischer Faktor ermittelt (Abb. 20).
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Abb. 20: Kaplan-Meier-Kurve zur Auswirkung des AA-Genotyps des ANRIL rs3217992 auf die
Inzidenz des kombinierten Endpunkts (kEP).
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In der Cox Regression (Einschluss), unter Beriicksichtigung weiterer Kovariablen wie Alter,
Geschlecht, Rauchen, Diabetes und BMI erwies sich der Genotyp AA als unabhidngiger
Prognosefaktor fiir die Inzidenz des kKEP (Hazard Ratio=1,63, 95% K1:1,1-2,4; p=0,014, Tab. 17).

Tab. 17: Cox-Regression zur Untersuchung der Assoziation des AA-Genotyps zur Inzidenz des
kombinierten Endpunktes adjustiert fiir die Kofaktoren Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und
Body mass index (BMI: Body mass index, m: médnnlich).

95,0% Konfidenzintervall
Regressions- |  Standard- p- | Hazard fiir Exp(B)
koeffizient | abweichung [ Wert [ Ratio Unterer Oberer

Alter ,035 ,010] ,000| 1,035 1,015 1,055
Geschlecht (m) 511 2111 ,016] 1,667 1,102 2,523
BMI -,035 021,096 ,966 ,927 1,006
Raucher ,109 , 3521 756 1,116 ,559 2,226
Diabetes -, 727 L1761 ,000 ,483 ,343 ,682
AA-Genotyp ,489 L1991 ,014| 1,631 1,104 2,408

4.4.4 Uberlebenszeitanalyse des ANRIL rs3217992 bei separater Betrachtung der einzelnen
Endpunkte, abhéingig von der jeweiligen Genotypkonstellation

In dieser Untersuchung wurden alle Endpunkte separat betrachtet. Das A-Allel des rs3217992
war signifikant (p=0,026) mit einem hoéheren Risiko fiir das Auftreten eines Myokardinfarkts

assoziiert (Abb. 21). Zu allen anderen Endpunkten wurde keine Abhédngigkeit nachgewiesen.
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Abb. 21: Kaplan-Meier-Kurve zur Auswirkung des A-Allels des ANRIL rs3217992 auf die
Inzidenz eines Myokardinfarktes in Abhéngigkeit von der Zeit (MI: Myokardinfarkt).

In der Cox Regression (Einschluss), unter Beriicksichtigung weiterer Kovariablen wie Alter,

Geschlecht, Rauchen, Diabetes und BMI hat sich das A-Allel als unabhingiger Prognosefaktor
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fiir das Auftreten eines Myokardinfarktes innerhalb des 3-Jahres Follow-Up erwiesen (Hazard
Ratio=1,74, 95% KI: 1,05-2,87, p=0,030) (Tab. 18). Alle Genotypkonstellationen und Allele des
ANRIL 153217992 waren in Hinblick auf die anderen Endpunkte (kardiovaskuldrer Tod, Tod
durch Schlaganfall, Schlaganfall/TIA) nicht signifikant.

Tab. 18: Cox-Regression zur Untersuchung der Assoziation des A-Allels zur Inzidenz des MI
adjustiert fiir die Kofaktoren Alter, Diabetes mellitus, BMI, Rauchen und Geschlecht (BMI:
Body mass index, m: ménnlich).

Regressions |  Standard- p- | Hazard | 95,0% Konfidenzintervall

-koeffizient | abweichung [ Wert | Ratio fiir Exp(B)
Alter -,021 013,116 979 0,954 1,005
Geschlecht (m) 1,651 L2519 ,001[ 5,210 1,883 14,414
BMI -,067 ,034] ,050 ,936 ,875 1,000
Raucher ,1283 Al16| 496 1,327 ,588 2,995
Diabetes -,663 274,015 ,516 ,302 ,881
A-Allel 4554 2561 ,030| 1,740 1,054 2,872

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.5.1 Ubersichtstabelle

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse gemal} ihrer Assoziation dargestellt.

Tab. 19: Systematische Zusammenfassung der Ergebnisse nach Assoziation ja/nein.

Assoziation des r1s1333049 | Assoziation des 1rs3217992
ja/nein ja/mein

Schwere PA Nein Ja

Sondierblutung Nein Ja

Bakterien Ja(E.c., P.m.) Ja(E.c)

Serologische Parameter Ja (CRP, HDL) Nein

Vorerkrankungen Nein Ja (Schlaganfall)

kEP Nein Ja

Einzelner EP Nein Ja (Myokardinfarkt)

4.5.2 Basisuntersuchungen

Hypothese (H) 1: Bei den Untersuchungen der beiden SNPs war nur der rs3217992, nicht aber
der rs1333049 signifikant zur Schwere der PA assoziiert. Patienten mit schwerer PA waren im
Vergleich zu Patienten mit keiner/leichter PA signifikant hiufiger Trager der Genotypen AA und
GG (1s3217992) (p=0.022). Im multivariaten Vergleich unter Beriicksichtigung von Alter,
Geschlecht, Rauchen, BMI, Plaque-Index wurde diese Assoziation bestétigt (OR=1.37, 95%KI:
1.02-1.82; p=0.034). Die Hypothese 1 wurde fiir rs1333049 nicht bestitigt.
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H2: Hinsichtlich parodontologischer Parameter konnte fiir den SNP rs1333049 keine signifikante
Assoziation gezeigt und damit Hypothese 2 nicht bestdtigt werden. Triager des G-Allels des
rs3217992 wiesen im Vergleich zu A-Allel Triagern erhohte BOP-Werte auf (6,0 vs. 5,0;
p=0,009). Dies wurde auch in der multivariaten Analyse bestatigt.

H3: Die Assoziation beider SNPs zum Nachweis subgingivaler parodontaler Markerkeime wurde
fiir den rs1333049 zu E.c. (CC +GG- Genotyptrager) und P.m. (CC-Genotyptriger) und fiir den
rs3217992 zu E.c. (AG-Genotyptriager) sowohl univariat, als auch multivariat bestétigt. Die
Ergebnisse fiir P.m. entsprechen der Hypothese drei, dass parodontopathogene, subgingivale
Keime bei CC-Genotypen (rs1333049) hiufiger nachgewiesen werden. Alle weiteren
signifikanten Assoziationen bestitigen Hypothese 3 nicht.

H4: Zu den Serumspiegeln fiir CRP und HDL war der rs1333049 signifikant assoziiert, was auch
multivariat bestitigt werden konnte. So wiesen CC-Genotyptriger hiufiger einen erhohten CRP-
Spiegel und einen verminderten HDL-Spiegel auf. Dies entspricht der Hypothese, dass der CC-
Genotyp des rs1333049 mit einer erhdhten Entziindungslast assoziiert ist.

HS: Hypothese 5 wurde nicht bestitigt. Stattdessen waren AA+GG-Genotypen des 153217992

vermehrt zu Schlaganfall assoziiert, was multivariat bestitigt werden konnte.

4.5.3 Das 3-Jahres Follow-Up

Im 3-Jahres Follow-Up wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt: ,,KEP erreicht* und ,,kKEP
nicht erreicht. Von allen genotypisierten Patienten erlitten 143 innerhalb der drei Jahre einen
kEP. Um die beiden SNPs als prognostische Faktoren in Bezug auf den kEP zu identifizieren,
wurde zuerst die Verteilung der Genotypen und Allele beider SNPs in den Patientenkollektiven
,KEP erreicht* und ,,kEP nicht erreicht untersucht. Hierbei konnte keine Assoziation festgestellt
werden.

H6: In der statistischen Auswertung beziiglich der Uberlebenszeitanalysen wurde den
individuellen Genotypkonstellationen und den Allelen die Anzahl des kumulativen Uberlebens,
sowie die Zeit bis zum Eintreten des kEP gegeniibergestellt. GeméaBl unserer Hypothese konnte
der AA-Genotyp des rs3217992 als Risikofaktor fiir das Fintreten eines kEP bestétigt werden
(Log-Rank Test, p=0,035). In der multivariaten Cox-Regression (Kofaktoren: Alter, Geschlecht,
BMI, Rauchstatuts, Diabetes) wurde der AA-Genotyp als koronarer Prognosefaktor bestétigt
(HR=1.63, 95%KI: 1.1-2.4; p=0.014).

H?7: Hinsichtlich des Auftretens eines Myokardinfarktes innerhalb der 3 Jahre wurde das A-Allel
des 1s3217992 als ein prognostischer Faktor verifiziert (Log-Rank Test p=0,026). Dies bestitigte
sich auch nach multivariater Cox-Regression (HR=1.74, 95%KI: 1.05-2.87; p=0.03) und
entspricht der Hypothese. Fiir den rs1333049 Polymorphismus konnte keine Assoziation zum
Auftreten eines kombinierten kardiovaskuldren Endpunktes (Kaplan-Meier-Statistik, Log-Rank-

Test, Cox-Regression) nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Studiendesign

In der vorliegenden Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01045070) wurden konsekutiv-
prospektiv 1002 Patienten, die stationdr in der Universititsklinik und Poliklinik fiir Innere
Medizin III der Martin-Luther-Universitdat Halle-Wittenberg betreut wurden, dental-parodontal
und kardiologisch untersucht. Die kardiologische und parodontologische Diagnostik beruhte auf
einer klinischen Untersuchung und ist daher im Vergleich zu Studien, die nur anamnestische
Daten verwendeten, viel sicherer. Dies stellten auch Eriksen und Sneftrup in ihrer Studie fest,
indem sie den anamnestisch erhobenen Gewichtsverlust bei Krankenhauspatienten mit dem realen
Verlust verglichen (Eriksen & Sneftrup, 2013). Voraussetzung fiir den Einschluss in unsere Studie
war, dass mindestens eine 50%-ige Stenose einer Herzkranzarterie vorlag. Dies wurde
sichergestellt durch eine angiografische Untersuchung im Rahmen einer perkutanen koronaren
Intervention (PCI) oder einer Koronararterien-Bypass-Operation. Alle Patienten waren Kaukasier
und untereinander nicht verwandt. Des Weiteren hatten alle Probanden das 18. Lebensjahr
vollendet und konnten daher selbst der Studienteilnahme zustimmen. Unsere Studie ist eine
prospektive Kohortenstudie. Der Vorteil einer prospektiven Studie ist, dass das Studiendesign
optimal in Bezug zur Fragestellung gestaltet werden kann. Als Nachteile der Studie sind ein hoher
Zeit- und Kostenaufwand zu nennen. Die Basisdaten wurden von zwei ausgebildeten Zahnirzten
(Andrea Lutze und Tim Seifert) aufgenommen. Dies ist von Vorteil, da beide Untersucher
klinische Erfahrung aufwiesen. Den Patienten wurde Blut abgenommen und die serologischen
Parameter im Zentrallabor der Medizinischen Fakultit der Martin-Luther-Universitidt Halle-Saale
bestimmt. Daher entfallen Methoden assoziierte Fehler. Waren mehrere Labore beteiligt, konnten
Fehler aufgrund unterschiedlicher Bestimmungstechniken oder Kalibrierung der Labore
auftreten. Die genetischen Untersuchungen zu beiden ANRIL SNPs rs1333049 und rs3217992
erfolgten im Forschungslabor der Universititspoliklinik fiir Zahnerhaltungskunde und
Parodontologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Saale unter Aufsicht einer erfahrenen
Biochemikerin. Um mogliche Kontaminationen mit Fremd-DNA auszuschlieBen und damit die
Giite der PCR zu iiberpriifen, wurde in jedem Versuchsansatz eine Negativkontrolle ohne DNA
mitgefithrt. Als Positivkontrolle der PCR wurde in jedem Experiment bekannte DNA
entsprechend der drei mdglichen Genotypen der ANRIL SNPs koamplifiziert. Beim 3-Jahres
Follow-Up wurden die Patienten nicht noch einmal drztlich oder zahnérztlich untersucht, sondern
ihr Gesundheitszustand durch ein schriftliches/ telefonisches Interview oder iiber Befragung der
Hausérzte, bzw. Gesundheitsimter ermittelt (Parallelstudie Benten). Somit konnten
unvollstdndige oder gar falsche Angaben durch die Patienten nicht sicher ausgeschlossen werden.
Als Endpunkte wurden Folgende gewihlt: kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall,
Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA. Diese wurden zu einem kombinierten Endpunkt (kEP)
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zusammengefasst. Die Auswahl der Endpunktereignisse wurde an andere Kklinische
Langsschnittuntersuchungen angelehnt (Gullestad et al., 2012). Damit ist unsere Studie mit
anderen kardialen Risikostudien vergleichbar. Unter Beriicksichtigung der am Institut fiir
Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik (Prof. Dr. A. Wienke) durchgefiihrten
Fallzahlplanung (Annahmen: Primédrer Endpunkt bei 15% der Patienten, Drop-Out Rate von 20%,
1-$=0,80, a=0,05) ist diese Studiengrofie (n=1002) ausreichend grof3, um eine Einflussvariable
mit einem hypothetischen Hazard Ratio von 1,24 fiir das Auftreten eines kombinierten
Endpunktes zu erkennen (Reichert et al., 2016). Der Fallzahlplanung liegt das Hauptziel der
Studie, ob eine PA zum kEP assoziiert ist, zugrunde. Fiir die Untersuchung des ANRIL-

Polymorphismus in Assoziation zum kEP wurde keine separate Fallzahlplanung durchgefiihrt.

5.1.2 Kardiologische Untersuchungen

Die Koronarangiographie ist eine hochsensitive Untersuchungsmethode und stellt den
Goldstandard in der Diagnostik der KHK dar. Im Vergleich zu Studien, in denen die Diagnose
KHK zB. nur anamnestisch erfasst wurde (Arbes et al., 1999), hatten wir ecine hohe

Diagnosesicherheit.

5.1.3 Dentale, parodontologische Untersuchungen

Die Patienten wurden stationidr am Krankenbett untersucht. So konnten auch immobile Patienten
teilnehmen und die Probanden mussten nicht zu einem separaten Termin kommen. Nachteil dieser
,,Bedside-Untersuchung war das Fehlen einer zahnérztlichen Behandlungseinheit mit optimalen
Lichtverhéltnissen und optimaler Patientenlagerung. Da es eines der Hauptziele der Studie war
eine Assoziation der beiden ANRIL SNPs zur Schwere der Parodontitis zu untersuchen, wurden
die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt (keine/leichte Parodontitis vs. schwere Parodontitis)
(Tonetti und Claffey, 2005). Nur 20 Studienteilnehmer waren parodontal gesund, sodass diese
wegen der geringen KohortengroBe in eine Gruppe mit keiner/leichter Parodontitis aufgenommen
wurden. Die Parodontitisdefinition nach Tonetti und Claffey eignet sich gut fiir wissenschaftliche
Studien, da einerseits ein Parodontitisfall sehr sensitiv erfasst, aber auch eine schwere Parodontitis
von leichteren Formen abgegrenzt werden kann (Matuliene et al., 2008; Eke et al., 2012). Weil
der Hauptrisikofaktor fiir das Entwickeln einer Parodontitis die dentale Plaque ist, erfolgte die
Bestimmung des Plaqueindexes nach Silness und Loe. Er ist vor allem deshalb fiir
wissenschaftliche Studien geeignet, weil er die Plaqueakkumulation in 4 verschiedene Codes
unterteilt (Silness & Loe, 1964). Dadurch sind nicht nur ,,ja/nein“ Entscheidungen wie beim API
moglich, sondern es werden auch qualitative Unterschiede erfasst. Als Nachteil ist zu nennen,
dass nur die supragingivale (wie auch bei vielen anderen Indizes), aber nicht die subgingivale

Plaque erfasst werden kann.
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Patienten, welche Medikamente einnahmen die zu Gingivahyperplasien fiihren konnten
(Hydantoin, Cyclosporin u.a.) und Patienten, welche innerhalb der letzten 6 Monate eine
parodontale Therapie (subgingivales Scaling, Wurzelglattung, Lappenoperation) bzw. innerhalb
der letzten 3 Monate eine Antibiotikatherapie erhalten hatten, wurden aus der Studie
ausgeschlossen. FEine Antibiotikatherapie bzw. parodontale Behandlung koénnten die
mikrobiologischen und klinischen Befunde zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung relevant
beeinflussen. Im Rahmen einer Schwangerschaft kommt es héufig tempordr zu
Gingivahyperplasien (Raber-Durlacher et al., 1994). Carrillo-de Albornoz und Kollegen zeigten
bei Schwangeren eine Assoziation zwischen der Speichel-Progesteron-Konzentration und dem
vermehrten Vorkommen von P. gingivalis in subgingivalen Taschen (Carrillo-de-Albornoz et al,
2010). Aufgrund dieser Zusammenhédnge, fiihrte auch eine Schwangerschaft zum

Studienausschluss.

5.1.4 Bestimmung parodontaler Markerkeime

In Anlehnung an die von Socransky et al. (1998) entworfenen Bakterienkomplexen wurde der
parodontale Sulcus auf 13 Markerkeime des roten, orangenen und griinen Komplexes getestet
(Parallelstudie Promotion Tim Seifert). Eick et al. (2011) zeigten, dass die Analyseergebnisse
sowohl nach Verwendung der DNA-Strip-Technologie, als auch nach der Anaerobieranzucht mit
der Sondiertiefe assoziiert waren. Parodontitis-Keime lassen sich mit molekularbiologischen
Tests besser erkennen, als z.B. mit Farbemethoden. Das Anlegen bakterieller Kulturen
beispielsweise gehort zu den klassischen Methoden. Aufgrund des langsamen Wachstums der
Anaerobier kann jedoch ein definitives Resultat erst nach drei Wochen erwartet werden
(Rateitschak et al., 2012b). Der Nachteil molekularbiologischer Tests ist, dass nur die bakterielle
DNA nachgewiesen wird und keine Aussage iiber die Vitalitdt der Bakterien getroffen werden
kann. AuBlerdem kann kein Antibiogramm erstellt werden und es konnen auch nur die Bakterien

nachgewiesen werden, fiir welche die entsprechenden speziesspezifischen Primer vorhanden sind.

5.1.5 Genetische Untersuchungen

Die Untersuchung von Varianten in Kandidatengenen und ihre funktionellen Auswirkungen sind
Bestandteil vieler Studien (Aarabi et al., 2017). Prospektiv erhofft man sich dadurch die
Umsetzung einer besseren Pravention oder Diagnostik von parodontalen Erkrankungen sowie
einer individuellen Therapie. Varianten von SNPs konnen u.a. auf Proteinebene zu
Verénderungen fiihren oder die Transkriptionsrate von Genen modulieren (Yan et al., 2002). Es
konnen moglicherweise komplexe Stoffwechselwege beeintrachtigt werden und die Entwicklung
einer Erkrankung gefordert werden. Das ANRIL-Gen kodiert nicht fiir ein Protein. Vielmehr wird
dem Transkript eine regulative Wirkung auf die Expression von Genen zugeschrieben (Bochenek

et al., 2013). Es gingen ausschlieBlich Kaukasier in die Untersuchung ein, da die Allel- und
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Genotypfrequenzen der ANRIL- SNPs ethnischen Unterschieden unterliegen konnten (Hu et al.,
2009; Schaefer et al., 2011; Ahmed et al., 2013; Ivanova et al., 2017). Deshalb lassen sich die
Ergebnisse unserer Studie nur mit Vorsicht auf andere ethnische Gruppen libertragen (Loos et al.,
2005). Anhand des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes (Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE)
wurden mogliche Abweichungen in den Genotypfrequenzen der untersuchten ANRIL SNPs
analysiert.  Dieses Gleichgewicht steht fiir ein Populationsgleichgewicht, in welchem
Genotypfrequenzen und Allelhdufigkeiten unter &ufleren, konstanten Einfliissen {iber
Generationen hinweg gleichmiBig vererbt werden. In dieser Studie entsprachen beide ANRIL
SNPs dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Wiirden die SNPs nicht im HWG liegen, so konnte
dies darin begriindet sein, dass es einen Selektionsvor- bzw. nachteil fiir spezielle Genotyptréger
gibt. Dariiber hinaus konnte es bedeuten, dass die Genotypverdnderung noch nicht so lange her
ist (Founder-Effekt) und es bspw. in einem isolierten Gebiet zufillig zu einer Mutation gekommen
ist. Es wiirde viele Generationen dauern bis dieser genetische Austausch nach dem HWG verteilt

ist.

5.2 Ergebnisdiskussion der Basisuntersuchungen

5.2.1 Basisuntersuchungen beziiglich der Charakterisierung der Patientenkohorte in
Assoziation zur parodontalen Diagnose

Sowohl die PA als auch die KHK sind inflammatorische Erkrankungen mit einer hohen Priavalenz
und Inzidenz in den westlichen Industrienationen (Micheelis et al., 2008; Dahlof, 2010). Studien
zeigen, dass Entziindungen des Parodonts mit dem Auftreten von Atherosklerose und
nachfolgenden Krankheiten wie KHK und Schlaganfall assoziiert sind (Janket et al., 2003;
Bahekar et al., 2007). Als Hauptursache fiir das Erkranken an einer PA wird die pathogene Plaque
im subgingivalen Kompartiment betrachtet. Des Weiteren wird in primire und sekundére
Risikofaktoren unterschieden, die modulierend auf beide Erkrankungen wirken konnen. Zu den
sekundédren beeinflussbaren Risikofaktoren zdhlen u.a. Rauchen, Stress, fehlender Recall,
Diabetes mellitus, HIV/AIDS und zu den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren zdhlen Alter,
Geschlecht, ethnische Zugehorigkeit, Genetik (Rateitschak et al., 2012a).

Im Folgenden sollen fiir PA und KHK bedeutende Risikofaktoren anhand unserer Daten im

Einzelnen diskutiert werden.

-Alter:

In unserer Studie wurde keine signifikante Assoziation des Alters der Studienteilnehmer zur
Schwere der Parodontitis nachgewiesen. Von unseren Probanden (Altersdurchschnitt: 67 Jahre)
litten 47,6% an einer schweren Parodontitis, wohingegen gemiB3 der 5. deutschen

Mundgesundheitsstudie (DMS V) nur 20% der 65-74-Jahrigen an einer schweren Parodontitis
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erkrankt waren (Jordan & Micheelis, 2016). In der vierten DMS betrug dieser Anteil noch 39,8%
(Micheelis, 2011); allgemein ist demnach eine Abnahme der PA zu verzeichnen. Im Vergleich
zur DMS V sind unsere Probanden hdufiger an schwerer PA erkrankt, woraus man schlieflen
konnte, dass es eine Assoziation zwischen Parodontitis und KHK geben konnte. Limitierend sind
jedoch die unterschiedlichen Methoden der beiden Studien (Messung des Attachmentverlust,
Definition schwere PA, Definition der Altersgruppen). Es kann anhand unserer Daten deshalb
nicht belegt werden, dass KHK-Patienten allgemein eine hohere Parodontitisprivalenz im

Vergleich zur Normalbevolkerung aufweisen.

-Geschlecht:

In unserer Studie litten signifikant mehr Ménner als Frauen unter einer schweren Parodontitis
(78,6 % vs. 21,4 %, p=0,003). Erklarend dafiir konnte der signifikant hohere PI und der Anteil
aktiver Raucher bei Ménnern im Vergleich zu Frauen sein (PI Mittelwert: 1,135 vs. 0,854, p<
0,001; aktive Raucher: 13,5% vs. 9,0%; p=0,065). Unsere Ergebnisse der haufigeren Priavalenz
der PA bei Ménnern stehen in Einklang zu anderen Studien (Albandar et al., 1999; Eke et al.,
2012). Hinsichtlich der hoheren Pravalenz von schwerer PA bei Méannern kdnnte auch die von
Geschlechtshormonen abhédngige Expression von Genen der Immunantwort sein (Shiau &

Reynolds, 2010).

-Raucherstatus:

Rauchen ist ein Hauptrisikofaktor fiir das Erkranken an einer PA, weil es unter anderem mit einer
verminderten Immunantwort, sowie einer eingeschrankten gingivalen Mikrozirkulation assoziiert
ist. Die Entziindungsreaktion auf die mikrobielle Plaque kann iiberschieend sein und so eine
Progression der PA gefordert werden (Genco, 1996). Dies wird durch die Ergebnisse unserer
Studie gestiitzt, denn Patienten mit schwerer PA waren hiufiger aktive Raucher als Patienten der

Gruppe ,.keine/leichte Parodontitis* (16,2% vs. 8,8%, p=0,001).

-Bekannte Vorerkrankungen:

Weiterhin wurden bereits bekannte Vorerkrankungen (Schlaganfall/TIA, Diabetes mellitus,
Myokardinfarkt, Periphere arterielle Verschlusskrankheit, Bluthochdruck, Dyslipoproteindmie
rheumatoide Arthritis) in Assoziation zur parodontalen Diagnose untersucht. Es war zu erkennen,
dass Patienten mit schwerer Parodontitis signifikant hdufiger bereits an einem Myokardinfarkt
erkrankt waren, als Patienten mit keiner/leichter Parodontitis (41,9% vs. 35,2%, p=0,041). Dieser
Zusammenhang kénnte durch eine erhohte Endotoxinausschwemmung erklirt werden, die mit
der Schwere der PA assoziiert ist (Geerts et al., 2002). Damit steht dieses Ergebnis in Einklang
mit vielen weiteren Studien (Humphrey et al., 2008; Xu et al., 2017). Auffillig war, dass zu allen

anderen Vorerkrankungen keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden konnte.
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Hervorzuheben ist dabei die fehlende Assoziation zu Diabetes mellitus. Studien vermuten eine
bidirektionale Beziechung zwischen PA und Diabetes mellitus (Bascones-Martinez et al., 2015).
Die in unserer Studie fehlende Signifikanz ist moglicherweise darin begriindet, dass zusétzlich
der Schweregrad der Diabetes-Erkrankung einen Einfluss auf die PA hat. In der vorliegenden
Studie hatten insulinpflichtige Probanden hdufiger eine schwere PA im Vergleich zu nicht
insulinpflichtigen Diabetikern (20,5% vs. 14,5%, p=0,116). Da bei insulinpflichtigen Diabetikern
hdufig nur eine schlechte glykdmische Einstellung moglich ist, werden als Folge einer
anhaltenden Hyperglykdmie vermehrt AGEs gebildet (Bashan et al., 2015). Nachdem diese an
spezifische Oberflichenrezeptoren von Zellen gebunden haben (RAGE), verursachen sie eine
proinflammatorische Kaskade mit einer stirkeren Vernetzung des Kollagens und einer erhdhten
Apoptoserate von Osteoblasten und Fibroblasten. Als Folge kann es zu einer beschleunigten
Progression der PA kommen (Graves et al., 2006; Deschner et al., 2011). Ein integraler
Bestandteil des Diabetesmanagementes sollte daher die Behandlung einer bestehenden

Parodontitis sein.

-Biochemisch-serologische Untersuchungen:

Parodontitis gilt als Infektionserkrankung und geht mit erhohten Spiegeln verschiedener
Entziindungsparameter einher (Paraskevas et al.,, 2008). Dies zeigt sich auch in unserer
Betrachtung der Serumspiegel des Akute-Phase-Proteins CRP und des proinflammatorischen
Zytokins IL-6. Beide zeigten signifikant erhohte Werte in der Gruppe mit schwerer PA (CRP
mg/l: 10,15 [5,0/37,68] vs. 7,45 [3,13/28,08], p=0,011 und IL-6 mg/l: 8,1 [4,2/17,75] vs. 6,8
[3,4/13,8], p=0,004). Verschiedene Zellen (Endothelzellen, Monozyten, Lymphozyten,
Fibroblasten) produzieren IL-6, welches Leukozyten rekrutiert und die Blutgerinnungskaskade
initiiert. Zusétzlich gilt das IL-6 als Regulator der CRP-Synthese in der Leber. Unsere Ergebnisse
der erhdhten CRP- und IL-6-Werte bei schwerer Parodontitis stehen im Einklang mit anderen
Studien (Noack et al., 2001). Paraskevas und Kollegen haben herausgefunden, dass die CRP-
Plasmaspiegel bei PA-Patienten erhdht sind (Paraskevas et al., 2008). Loos et al. (2000) stellten
fest, dass Parodontitis zu hoheren systemischen Spiegeln von CRP und IL-6 fiihrt. In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass mit einer kardiovaskuldren Entziindung erhdhte CRP-
Werte einhergehen und das C-reaktive Protein wurde als starker, unabhéngiger Risikofaktor fiir
KHK identifiziert (Ridker et al. 1997, Ridker et al., 1998, Strang &Schunkert, 2014). Ebenso wird
das IL-6 als Risikomarker fiir kardiovaskulére Erkrankungen diskutiert (Ridker et al., 2000a;
Haba et al., 2011).
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-Subgingivale parodontopathogene Keime:

Parodontopathogene Bakterien in der subgingivalen Plaque wurden von Socransky und Kollegen
bereits 1998 in verschiedene Komplexe eingeteilt. Dabei besitzt der rote Komplex (P. gingivalis,
T. forsythia, T. denticola) die hochste Pathogenitit. In der vorliegenden Studie wurden Bakterien
des roten Komplexes erwartungsgemal haufiger unter Patienten mit schwerer PA nachgewiesen.
Ebenso wurden Bakterien des orangenen Komplexes (P. intermedia, P. micros, C. rectus, E. no-
datum) hiufiger in der Gruppe mit schwerer PA nachgewiesen. Socransky et al. betitelten die
Bakterien des orangenen Komplexes als sog. Briickenbakterien. Sie sind ausschlaggebend fiir die
Etablierung des roten Komplexes. Das vermehrte Vorkommen von Parodontopathogenen in der
Gruppe mit schwerer PA bestitigt die Hypothese, dass bestimmte parodontale Bakterien mit der
Schwere der PA assoziiert sind. Dies steht im Einklang mit vielen weiteren Studien (Socransky
et al., 1998; Chen et al., 2005; Rescala et al., 2010). Auffallend war weiterhin, dass auch die
Gesamtsumme verschiedener nachgewiesener bakterieller Spezies in der Gruppe mit schwerer
PA im Vergleich zur Gruppe mit keiner/leichter PA signifikant erhoht war (7,0 [5,0/9,0] vs. 6,0
[4,0/8,0], p<0,001). Bakterien des griinen Komplexes (E. corrodens, C. sputigena, C. gingivalis,
C. ochracea, A. actinomycetemcomitans) zeigten in der vorliegenden Studie keine Signifikanz
zur Schwere der PA. Bei allen untersuchten Parodontitispatienten unserer Kohorte stellten wir die
Verdachtsdiagnose ChP, wobei eine mogliche Fehldiagnose bei nur einmaliger Untersuchung

nicht ausgeschlossen werden kann.

-Klinische dentale, parodontologische Untersuchungen:

Silness und Loe postulierten, dass die individuelle Mundhygiene einen enormen Einfluss auf die
Ausbildung und Progression einer PA habe (Silness & Loe, 1964). Die Plaque als primérer Faktor
fiir das Entwickeln einer PA steht im Einklang mit unseren Ergebnissen, weil Patienten in der
Gruppe mit schwerer PA gegeniiber den Patienten mit keiner/leichter PA einen reduzierten
Mundhygienezustand aufwiesen (PI Median 25/75 % Perzentile: 1,2 [0,8/2,0] vs. 0,66 [0,4/ 0,9],
p<0,001).

Die PA gilt als inflammatorische Erkrankung, deren Entziindungsgrad mithilfe des BOP geschétzt
werden kann (Ainamo & Bay, 1975). Studien bestétigten bereits die Assoziation zwischen dem
Sondierblutungsindex zur Parodontitis (Camelo-Castillo et al., 2015). So war auch in der
vorliegenden Studie in der Gruppe mit schwere PA der Entziindungsgrad erhoht (BOP Median
25/75 % Perzentile: 8,1 [3,6/15,48] vs. 3,7 [0/7,90], p<0,001). Gilbert und Kollegen zeigten, dass
zunehmender Attachmentverlust mit einem erhdhten Risiko fiir Zahnverlust verbunden ist
(Gilbert et al., 2002). Dies konnten wir in unserer Studie bestitigen, indem der Zahnverlust mit
der Schwere der PA assoziiert war (Anzahl fehlende Zahne Median 25/75 % Perzentile: 15,0
[8,0/21,0] vs. 7,0[3,0/13,0], p<0,001). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass neben der Parodontitis
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auch andere Griinde fiir den Zahnverlust in Betracht kommen koénnten, wie z.B. Karies, Traumata

oder Extraktionen aus therapiestrategischen Griinden.

5.2.2 Ergebnisdiskussion zu den ANRIL-Polymorphismen rs1333049 und rs3217992

Bisherige Studien liefern eindeutige Hinweise auf gemeinsame genetische Risikofaktoren fiir PA
und KHK (Schaefer et al., 2009; Ahmed et al., 2013; Schaefer et al., 2015). Besondere
Aufmerksamkeit gilt dabei den zu beiden Krankheiten assoziierten Polymorphismen im ANRIL-
Gen (Aarabi et al., 2017). Auf Grundlage bisheriger Daten wurden in der vorliegenden Studie die
Auswirkungen der beiden ANRIL SNPs rs1333049 und rs3217992 auf die Schwere der PA
untersucht, sowie die Inzidenz neuer kardiovaskuldrer Ereignisse innerhalb eines 3-Jahres

Follow-Ups.

Hauptziel Basisuntersuchung: Diskussion der Genotyp- und Allelverteilung beider ANRIL

Polymorphismen in Assoziation zum Schweregrad der Parodontitis

In Assoziation zur Schwere der PA wurden hinsichtlich der Genotypverteilung verschiedene
genetische Modelle fiir den rs1333049 und rs3217992 getestet. Weiterhin wurde eine Assoziation
zu den Allelen beider SNPs untersucht. Fiir den SNP rs1333049 konnten wir keine Assoziation
zum Schweregrad der PA unter KHK -Patienten nachweisen. Unser Ergebnis zum rs1333049 steht
im Einklang mit der Arbeit von Schaefer und Kollegen (2009), obwohl Unterschiede im Design
im Vergleich zu unserer Studie vorlagen. Unsere Patienten waren alle an einer KHK erkrankt.
Dies war bei Schaefer et al. nicht der Fall. Dariiber hinaus waren die Probanden und deren Eltern
in der Studie von Schaefer et al. niederldndischer bzw. deutscher Herkunft. Unsere Patienten
waren ausschlieflich Deutsche kaukasischer Herkunft. Bis heute wurden in keiner anderen Studie
signifikante =~ Assoziationen = zwischen = dem  rs1333049  Polymorphismus  und
Parodontalerkrankungen nachgewiesen. In Anlehnung an die Studie von Schaefer et al. (2011),
in welcher der rs3217992 in der multivariaten Analyse am stdrksten zur AgP assoziiert war,
untersuchten wir den rs3217992 in Assoziation zur Schwere der PA bei KHK-Patienten. Schaefer
et al. stellten eine signifikant verringerte Haufigkeit von GG-Genotyp-Triagern in Kombination
mit einem erhdhten Auftreten von AG- und AA-Genotyp-Tragern unter deutschen AgP-Patienten
fest (OR=1,48, 95%KI: 1,2-1,9; p = 0,0004). In unserer Studie tendierten die Werte des GG-
Genotyps/ G-Allels ebenfalls zu niedrigeren Werten bei Probanden mit schwerer PA im Vergleich
zu keiner/leichter PA (34,9% vs. 41,1%, p=0,056). Der AG-Genotyp des rs3217992 erwies sich
dagegen nach bindrer logistischer Regression als ein unabhéngiger Risikoindikator fiir eine
schwere PA unter Patienten mit KHK (OR= 1,367, 95%KI: 1,054-1,772; p=0,022).

In Untersuchungen zur ChP unter deutschen Probanden zeigten Schaefer et al., dass genetische
Varianten im ANRIL-Gen (u.a. rs3217992) in bivariaten Analysen mit der ChP assoziiert waren,

welche jedoch im multivariaten Vergleich nicht mehr signifikant waren (Schaefer et al., 2011).
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Bei hollandischen Patienten konnte sowohl univariat, als auch multivariat eine Assoziation zur
ChP festgestellt (u.a. rs3217992) werden. Es wurde wieder eine verringerte Frequenz des GG-
Genotyps festgestellt. Der rs3217992 ist demnach nicht nur zur AgP (Schaefer et al.) assoziiert,
sondern auch zur Schwere der PA unter KHK-Patienten. Ob der rs3217992 méglicherweise auch
ein Risikofaktor fiir weitere entziindliche Erkrankungen sein kdnnte, muss in zukiinftigen Studien
untersucht werden. Zu moglichen Assoziationen zwischen rs3217992 und der ChP liegen zum
jetzigen Zeitpunkt auller der Arbeit von Schaefer et al. (2011) keine vergleichbaren Daten vor.
Bemerkenswert ist, dass die Genotypverteilung in der vorliegenden Studie kongruent mit der

Verteilung bei holldndischen ChP Patienten war.

Tab. 20: Genotypfrequenzen des rs3217992 bei AgP und ChP (Schaefer et al., 2011) im
Vergleich zu den in unserer Studie ermittelten Werten (n=Anzahl der Probanden, holl. =
holldndisch, n.a.=nicht angegeben).

GG AG AA Patienten  vs.
Kontrollen
p-Wert
OR (95% K1)
Deutsche Kontrollen, Schaefer et al., | n=281 n=298 n=83 n.a.
2011 42.5% 45,0% 12,5%
Hollandische Kontrollen, Schaefer et | n=171 n=182 n=64 n.a.
al., 2011 41,1% 43,6% 15,3%
AgP deutsche Probanden, Schaefer et | n=96 n=145 n=56 p=0,00044
al., 2011 32,3% 48,8% 18,9% 1,48 (1,2-1,9)
AgP holl. Probanden, Schaefer et al., | n=66 n=78 n=15 p=0,007
2011 41,5% 49,1% 9,4% 2,53 (1,3-5,1)
ChP holl. Probanden, Schaefer et | n=60 n=67 n=26 p=0,060
al.,2011 39.2% 43,8% 17,0% 1,82 (1,0-3,4)
Vorliegende Studie, ChP unter | n=356 n=410 n=167 Schwere ChP
Patienten mit KHK 38% 44% 18% VS.
-univariat AG vs. AA + GG keine/milde
ChP
p= 0,022,
univariat OR=
1,367
(1,054-1,772)
p= 0,034,
adjustiert OR=
1,366
(1,024-1,821)

Nebenziele Basisuntersuchung:

-Beide Polymorphismen in Assoziation zu dentalen und parodontologischen Parametern

Zur Identifikation eines genetischen Effekts auf parodontale Parameter wurden beide SNPs
beziiglich PI, BOP, PD, CAL, CALpa, der Anzahl fehlender Zdhne, der Anzahl karioser Zihne,
der Anzahl gefiillter Zéhne und zum DMFT-Index statistisch untersucht. Beziiglich des
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rs1333049 konnten keine signifikanten Assoziationen nachgewiesen werden. Fiir den rs3217992
hat sich das G-Allel als ein Risikoindikator fiir eine erhéhte Sondierungsblutung erwiesen
(univariat p=0,009; multivariat p=0,016). Zu allen anderen klinischen Parametern lagen keine
Assoziationen vor. Derzeit finden sich keine vergleichbaren Studien dazu. Es sollte beriicksichtigt
werden, dass klinische Parameter wie der PI oder BOP (hier signifikant) als Indikator einer
wirksamen Mundhygiene im Rahmen des stationdren Aufenthalts nur einmal aufgenommen
wurde und somit womdglich von den MundhygienemafBnahmen zuhause differieren konnte. Der
BOP ist ein Indikator fiir CAL. Wenn der BOP positiv ist, so besteht eine 30%-ige
Wahrscheinlichkeit, dass CAL sich progressiv verhélt. Wenn ein negativer BOP vorliegt, so
besteht eine 98%-ige Wahrscheinlichkeit, dass CAL stagniert.

-Diskussion subgingivaler parodontaler Markerkeime in Assoziation zu beiden SNPs

Eine wichtige Rolle fiir die Progredienz der Parodontitis spielt das Vermdgen des Immunsystems
auf Parodontopathogene zu reagieren. Ein entscheidender Faktor dabei ist eine individuelle
genetische Priadisposition. Um den genetischen Einfluss der beiden ANRIL SNPs auf die
subgingivale Besiedlung mit Parodontopathogenen zu untersuchen, wurden beide SNPs auf ihre
Assoziation zu folgenden Keimen getestet: 4.a., P.g., T.f, T.d., E.c., F.n., P.i., P.m., C.r., C.s.,,
und E.n.. Aufgrund unserer Ergebnisse vermuten wir, dass der CG+GG-Genotyp des rs1333049
ein unabhéngiger Risikofaktor fiir die erhdhte subgingivale Besiedelung mit E.c. (univariat:
p=0,037; multivariat: p=0,024) und fiir P.m. der CC-Genotyp ist (univariat: p=0,047; multivariat:
p=0,040). Beim rs3217992 scheint der AG-Genotyp ein Risikogenotyp fiir die erhdhte Prisenz
von P.m. zu sein (univariat: p= 0,009; multivariat: p=0,011). Zu anderen Markerkeimen wurde
keine Signifikanz nachgewiesen. E.c. kann in Endothelzellen eindringen und vermittelt dort
intrazelluldre Entziindungsprozesse, wahrend P.m. als Wegebereiter fiir Bakterien des roten
Komplexes gilt (Socransky et al., 1998; Kozarov, 2012). Auffillig ist, dass trotz der
Assoziationen des rs1333049 zu E.c. und P.m. keine Assoziation zur Schwere der Parodontitis
gezeigt werden konnte. Offensichtlich fiihrt der gezeigte genetische Einfluss auf die Komposition
des Biofilms nicht zu klinisch deutlich eruierbaren Verdnderungen im Erscheinungsbild der
Parodontitis.

Es fehlen derzeit vergleichbare Studien, welche die Bedeutung der beiden ANRIL SNPs auf

subgingivale Markerkeime untersucht haben.

-Diskussion beider Polymorphismen zu serologischen Parametern

Parodontitis und die KHK gelten als komplexe chronische Entziindungserkrankungen und kénnen
neben den lokalen Entziindungserscheinungen mit systemisch erhohten Leveln von Akute-Phase-
Proteinen wie CRP oder pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 einhergehen. Des Weiteren

wird vermutet, dass erhohte Serumwerte dieser Entziindungsmarker die Parodontitis sowie die
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atherosklerotische Pathogenese an der GefiaBwand negativ beeinflussen (Loos et al., 2000).
Sowohl die Expression von CRP, als auch die von IL-6 wird unter anderem genetisch beeinflusst.
In einer fritheren Studie wurde gezeigt, dass das CRP-Niveau mit genetischen Varianten im
ANRIL-Gen (rs1333048) assoziiert ist (Teeuw et al., 2015). Beide in unserer Studie analysierten
SNPs wurden hinsichtlich einer moglichen Assoziation zu den biochemischen Parametern CRP,
Leukozyten, IL-6, Kreatinin, Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyceride untersucht.
Signifikante Assoziationen wurden nur zwischen dem SNP rs1333049 und dem CRP- bzw. HDL
Serumspiegel nachgewiesen. Der CC-Genotyp des rs1333049 steigerte das Risiko fiir erhohte
CRP-Spiegel signifikant (univariat: p=0,025; multivariat: p=0,038; standardisierter
Regressionskoeffizient B =0,068.). In den statistischen Untersuchungen zum HDL-Serumspiegel
wurde ebenfalls der CC-Genotyp als Risikofaktor fiir erniedrigte HDL-Werte identifiziert
(univariat: p=0,012; multivariat: p=0,020; standardisierter Regressionskoeffizient B =0,069.).
Unsere Ergebnisse werden gestiitzt durch weitere Studien. Ahmed und Kollegen untersuchten die
Assoziation des SNPs rs1333049 bei Patienten mit MI und familiérer Hypercholesterindmie und
bestimmten die Auswirkungen des Genotyps auf die Lipidspiegel in einer nordpakistanischen
Population. Sie identifizierten den CC-Genotyp bzw. das C-Allel als Risikofaktor fiir MI und bei
familidrer Hypercholesterindmie hatten CC-Genotypen im Vergleich zu den CG- und GG-
Individuen einen signifikant niedrigeren Gesamtcholesterinspiegel, LDL-Spiegel und
Triglyceridspiegel (p <0,05) (Ahmed et al., 2013). Zhao und Kollegen notierten im Rahmen ihrer
Studie zum rs1333049 bei hidmorrhagischen Schlaganfallpatienten signifikant hohere
Konzentrationen von LDL (p = 0,027), HDL (p <0,001) und Gesamtcholesterin (p <0,001) bei
GG+CG-Genotyptriagern (Zhao et al., 2017).

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass der SNP rs1333049 ein prognostischer Faktor filir
einen erhohten CRP, aber verringerten HDL-Spiegel ist. In verschiedenen anderen Studien
wurden zudem Assoziationen des rs1333049 zum MI, Schlaganfall und plotzlichen Herztod
gezeigt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der rs1333049 eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose spielen konnte. Die Ursache dafiir, dass der rs1333049 in unserer
Studie zum CRP- und HDL-Spiegel assoziiert ist, jedoch nicht zum kEP konnte darin begriindet
sein, dass das kardiovaskulire Outcome noch von einer Vielzahl anderer Variablen mit
moglicherweise hoherer Bedeutung beeinflusst wird (Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen,
Diabetes).

Der SNP 153217992 war zu keinem der genannten biochemischen Parameter assoziiert. Zum
derzeitigen Zeitpunkt existieren keine anderen Studien, die entsprechende Assoziationen zeigen.
Die differenten Ergebnisse beider Polymorphismen hinsichtlich ihrer Assoziationen zu
serologischen Parametern lassen vermuten, dass unterschiedliche Pathomechanismen vorliegen.
Auf der einen Seite steuert ANRIL Gene mit entziindlichen Funktionen {iber den STAT1-

Signalweg (Harismendy et al., 2011), auf der anderen Seite Gene mit nicht-entziindlichen

58



Funktionen (ADIPOR1, C110RF10, VAMP3) (Bochenek et al., 2013). Diese Gene stehen in
Assoziation mit Mechanismen, die den Fett- und Kohlenhydratmetabolismus und das
Immunsystem verbinden. Alle diese Stoffwechselwege spiclen sowohl bei der Parodontitis, als

auch bei der KHK eine wichtige Rolle.

-Kardiovaskulire Vorerkrankungen in Assoziation zu beiden SNPs

Die Assoziation des rs1333049 zu KHK wird bereits seit vielen Jahren in verschiedensten
Ethnizitdten untersucht. Schunkert et al. bestitigten in ihrer Meta-Analyse in sieben
verschiedenen Populationen den Zusammenhang des rs1333049 zur KHK, was diesen Marker
zum am bisher besten replizierten genetischen Risiko-Locus flir die KHK macht (Schunkert et
al., 2008). Bayoglu et al. zeigten eine Assoziation zum systolischen Blutdruck, wahrend Ahmed
und Kollegen in ihrer Fall-Kontrollstudie den rs1333049 zur Inzidenz des MI in der
pakistanischen Bevdlkerung untersuchten (Bayoglu et al., 2016, Ahmed et al., 2013). Ahmed et
al. wiesen in der logistischen Regression den hoheren Anteil des CC-Genotyps bei Patienten mit
MI im Vergleich zu gesunden Kontrollen nach (OR= 3,17, 95% KI: 1,85-5,44, p< 0,001). Ebenso
trat das Risikoallel C signifikant hdufiger bei Patienten mit MI im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf (OR= 1,55, 95% KI: 1,22, p<0,001) (Ahmed et al., 2013). Ivanova und Kollegen untersuchten
in ihrer Studie den rs1333049 in Assoziation zu einem plétzlichen Herztod. Sie stellten fest, dass
bei ménnlichen Probanden mit dem CC-Genotyp des rs1333049 ein signifikant hoheres Risiko
besteht, einen plotzlichen Herztod zu erleiden (p= 0,019) (Ivanova et al., 2017). Auch Karvanen
et al. identifizierten das C-Allel als Risikoallel des SNP rs1333049 fiir KHK und Schlaganfall
(Karvanen et al., 2009). Auf Basis dieser Daten untersuchten wir den rs1333049 und rs3217992
auf mogliche Assoziationen zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung bekannten Vorerkrankungen
wie Schlaganfall, Myokardinfarkt, PAVK, Diabetes, Dyslipoproteindimie und rheumatoide
Arthritis. Wir konnten keine signifikanten Assoziationen hinsichtlich der Genotyp- und
Allelverteilung des SNP 151333049 zeigen. Griinde fiir die zu anderen Studien abweichenden
Ergebnisse konnten in der Auswahl der Fall- und Kontrollgruppen, dem gewéhlten Studiendesign
(Querschnittsstudie, Longitudinalstudie, kontrollierte Studie) und ethnischen Unterschieden in
der Genotypverteilung liegen.

Zu Beginn der Basisuntersuchung hatten unsere Patienten mit der Genotypkonstellation AA +
AG des 153217992 signifikant hdufiger einen Schlaganfall erlitten (univariat: p= 0,048,
multivariat: p=0,048). Diese Ergebnisse werden gestiitzt durch weitere Studien. Konsistente
Ergebnisse zum rs3217992 prisentierten Ghanbari und Kollegen. Sie zeigten in ihrer Meta-
Analyse, dass der rs3217992 an der Expression von kardiometabolischen Merkmalen der mikro -
RNA-vermittelten Regulation beteiligt ist, indem er sie verringert oder aufhebt (Ghanbari et al.,
2015). Anhand dieser Untersuchungen konnte die funktionelle Rolle des rs3217992 bei Genen

des kardiovaskuldren Umbaus gezeigt werden. Hu und Kollegen konnten in einer
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Fallkontrollstudie mit 355 Patienten zwischen 27-85 Jahren der han-chinesischen Bevdlkerung
keine Assoziation des rs3217992 zum Schlaganfall nachweisen. (Hu et al., 2009). Abweichende
Ergebnisse konnten wieder in ethnischen Unterschieden begriindet sein. In der vorliegenden
Studie war der rs3217992 sowohl zur Schwere der PA, als auch zur Vorerkrankung Schlaganfall
im Rahmen der Basisuntersuchung assoziiert. In der Meta-Analyse von Leira et al. wurde die
Auswirkung der PA auf einen Schlaganfall gezeigt (Leira et al., 2017). Prospektiv betrachtet,
sollten noch weitere Studien durchgefiihrt werden, um sichere Beweise fiir den Zusammenhang

zwischen PA und Schlaganfall zu erforschen.

5.3 Ergebnisdiskussion des 3-Jahres Follow-Up

-Charakterisierung der Patientenkohorte

Von insgesamt 933 genotypisierten Patienten konnten die Daten von 886 Patienten im 3-Jahres
Follow-Up innerhalb von 153,4+48,7 Wochen ermittelt werden (Drop-out Rate von 5%).
Vergleicht man unsere Drop-out Rate von lediglich 5% mit anderen Studien, so ist diese als sehr
gering zu betrachten (Yoon et al., 2013; Kdnecke et al., 2016). Von 866 Patienten erlitten 16,1%
ein kardiovaskuldres Sekundirereignis. Vergleicht man diese Zahl des Outcomes mit anderen
Studien, so erlitten beispielsweise in der Studie von Gullestad und Kollegen (2012) 12,7 % der
Patienten nach 3 Monaten ein erneutes kardiovaskuldres Ereignis. Ein Grund fiir die
vergleichsweise geringe Zahl von 16,1% Probanden mit Sekundérereignissen nach 3 Jahren
konnte sein, dass unsere Probanden durch haufige arztliche und zahnérztlichen Untersuchungen/
Befragungen zum Thema ,,Gesundheit” sensibilisiert wurden und sie moglicherweise zu einem
gestinderen Lebensstil motiviert werden konnten. Des Weiteren konnte es sich aber auch um rein
zufillige Besonderheiten des Patientenkollektivs handeln, die mit einem verbesserten Outcome
einhergehen konnten. Einschrinkender Aspekt beim 3-Jahres Follow-Up ist die Tatsache, dass
die Endpunktereignisse nur per Interview, aber nicht durch eine erneute internistische
Untersuchung erfasst wurden. Im Fall des Todes eines Patienten wurden Hausérzte oder
Gesundheitsdmter nach der Todesursache befragt. Es ist deshalb nicht ausgeschlossen, dass

Fehldiagnosen aufgrund unvollstindiger oder fehlerhafter Angaben gestellt wurden.

-Hauptziel des 3-Jahres Follow-Up: ANRIL SNPs in Abhingigkeit zur Inzidenz des

kombinierten Endpunktes

Das zweite Hauptziel der vorliegenden Studie war zu ermitteln, ob die beiden ANRIL SNPs fiir
weitere kardiovaskuldre Ereignisse von prognostischem Wert sind (Arbiol-Roca et al., 2017). In
der statistischen Auswertung der beiden SNPs rs1333049 und rs3217992 wurde den individuellen
Genotypkonstellationen und den Allelen sowohl die Anzahl des kumulativen Uberlebens
(kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA), als auch die

Zeit bis zum Eintreten des kombinierten Endpunkts gegeniibergestellt. Beim rs1333049 war in
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der Kaplan-Meier-Statistik weder eine Genotypkonstellation, noch eines der Allele innerhalb des
3-Jahres Follow-Up signifikant zum kombinierten Endpunkt assoziiert. Auch die statistischen
Untersuchungen der Genotypen CC, CG und GG im Hinblick auf die einzelnen Endpunkte
(kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA) blieben ohne
signifikanten Ergebnisse. Eine Follow-Up Studie bei Patienten mit einer chronischen
Nierenerkrankung untersuchte die Assoziation einzelner ANRIL SNPs zur Prdvalenz hoherer
kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitit (Arbiol-Roca et al., 2017). Sie verwendeten andere
ANRIL SNPs als in unserer Studie, aber Schaefer et al. zeigten 2009, dass der in unserer Studie
untersuchte rs1333049 im Kopplungsungleichgewicht mit rs10757278 ist, welcher sich in der
Studie von Arbiol-Roca et al. als prognostischer kardiovaskulédrer Faktor erwiesen hat. So hatten
Patienten, die homozygot das Risikoallel G exprimierten, wahrend der Himodialyse ein 2,17 -
fach erhdhtes Risiko einen primiren Endpunkt zu erreichen im Gegensatz zu AA- oder AG-
Genotyptragern (Arbiol-Roca et al., 2017). Unsere Studienergebnisse weichen moglicherweise
deshalb davon ab, da wir erneute KHK-Ereignisse bei Patienten mit bereits bestehender KHK
untersuchten.

Haver und Kollegen verdffentlichten eine Assoziationsanalyse von sieben SNPs (u. a. rs1333049)
an sieben gut etablierte KHK-Risiko-Loci (u.a. ANRIL) von 3320 Patienten, bei welchen eine
ischdmische Erkrankung mit systolischer Herzinsuffizienz festgestellt wurde. Sie konnten keine
signifikante Assoziation zu einem primdren Endpunkt feststellen (kardiovaskuldrer Tod, nicht-
tddlicher Myokardinfarkt, nicht-todlicher Schlaganfall) (Haver et al., 2014).

Der 1s3217992 als Prognosefaktor fiir ein kardiovaskuldres Sekundérereignis (kardiovaskuldrer
Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall / TIA) wurde bisher in klinischen
Studien noch nicht untersucht. Wir konnten den AA-Genotyp des rs3217992 als signifikanten
prognostischen Faktor fiir das Erreichen eines kEP ermitteln (signifikanter Log-Rank Test:
p=0,035). Auch nach Adjustierung fiir weitere Risikofaktoren (Alter, médnnliches Geschlecht,
Rauchen, Diabetes mellitus, Body Mass Index, Bluthochdruck, Dyslipoproteindmie und schwere
Parodontitis) erwies sich der rs3217992 als unabhéngiger Prédiktor fiir den kEP. Die aktuelle
Studienlage erklért die zugrunde liegenden biologischen Mechanismen dieser Assoziation noch
nicht vollstindig. Studien bestétigten bereits die wichtige Bedeutung des ANRIL-Gens fiir den
Glukose- und Fettstoffwechsel und bei der Regulation kardiometabolischer Gene (Helfand et al.,
2009; Bochenek et al., 2013; Ghanbari et al., 2015;).

Nebenziel 3-Jahres Follow-Up: -Diskussion der ANRIL SNPs zur Inzidenz der einzelnen

Endpunkte
Aufgrund der aktuellen Studienlage stellten wir die Hypothese auf, dass C-Allel/CC-Genotypen
(rs1333049) und A-Allel/AA-Genotypen (rs3217992) bei separater Betrachtung der einzelnen

kardiovaskuldren Endpunkte haufiger ein kardiovaskuldares Sekundéarereignis erleiden. Ahmed et
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al. (2013) zeigten, dass das C-Allel des rs1333049 signifikant mit einem MI assoziiert ist (OR =
1,55, p <0,001). In einer grofl angelegten Fall-Kontroll Studie wurde das C-Allel ebenfalls als
signifikanter Prognosefaktor fir die KHK identifiziert, sowohl bei méannlichen, als auch bei
weiblichen Probanden (Lian et al., 2014). In der gleichen Studie verglichen Lian und Kollegen in
einer Meta-Analyse insgesamt 21 Studien mit 20.969 Fillen/34.114 Kontrollen und zeigten auch
hier wieder die starke Assoziation zwischen dem rs1333049 und der KHK. Unsere Ergebnisse
zum rs1333049 zeigten jedoch nur eine Tendenz dafiir, dass das C-Allel mit einem héheren Risiko
verbunden ist einen MI zu erleiden (Log-Rank Test: 0,061). Einzig das A-Allel des rs3217992
war signifikant (p=0,026) mit einem hoheren Risiko fiir das Auftreten eines Myokardinfarkts
assoziiert. Zu allen anderen Endpunkten konnte keine Assoziation nachgewiesen werden. In der
Cox-Regression (Einschluss), unter Beriicksichtigung weiterer Kovariablen wurde das A-Allel
als unabhéngiger Prognosefaktor fiir einen Myokardinfarkt als erneutes kardiovaskuldres Event
unter Patienten mit KHK bestitigt (p=0,030). Alle anderen Genotypkonstellationen und Allele
des ANRIL rs3217992 waren in Hinblick auf die weiteren Endpunkte (kardiovaskulérer Tod, Tod
durch Schlaganfall, Schlaganfall/TIA) nicht signifikant. Obwohl bei Yang und Kollegen ein
anderes Studiendesign (Fall-Kontroll-Studie) im Vergleich zu dem Design der vorliegenden
Studie (longitudinale Kohorten-Studie) vorliegt, werden unsere Ergebnisse durch diese Studie
unterstiitzt. Sie zeigten unter minnlichen chinesischen Probanden eine positive Assoziation des
rs3217992 mit dem MI. Dabei hatten ménnliche Probanden mit den AA- oder AG-Genotypen ein
erhohtes MI-Risiko im Vergleich zu GG-Genotyptragern (Yang et al., 2009).

6 Zusammenfassung und Ausblick

Parodontitis und koronare Herzerkrankung sind beide inflammatorisch bedingte Erkrankungen
mit einer ausgepragten Priavalenz und Inzidenz in der Bevolkerung der Industrienationen. Der
primére dtiologische Faktor der Parodontitis ist die mikrobielle Plaque. Die korpereigene
Immunabwehr kann die Entziindung nicht kontrollieren und verursacht den Abbau des
Zahnhalteapparates durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren. Auch die Progression
und Pathogenese der atherosklerotischen Plaques, die wiederum Verursacher einer KHK sind,
werden durch das Immunsystem und dessen modulierende Effekte auf die Inflammation
beeinflusst. Seit langem wird ein Zusammenhang zwischen parodontalen und kardiovaskuldren
Erkrankungen vermutet. Als Schnittstelle beider Erkrankungen werden u.a. gemeinsame
genetische  Risikofaktoren diskutiert. Der Einfluss des ANRIL-Gens auf den
Glukosemetabolismus, die Inflammation und den Lipidstoffwechsel, welche wiederum Einfluss
auf Parodontitis und kardiovaskuldre Erkrankungen haben, wurde bereits in mehreren Studien
beschrieben (Ahmed et al., 2013; Bochenek et al., 2013; Hannou et al., 2015). Aufgrund dieser
Studienlage war es unser Ziel unter stationdren KHK-Patienten eine mogliche Assoziation der

SNPs rs1333049 und rs3217992 des ANRIL-Gens zur Schwere der Parodontitis nachzuweisen.
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Des Weiteren wurde untersucht, ob eine Assoziation der beiden SNPs zu klinischen und
parodontologischen Parametern, zum Auftreten von parodontopathogenen Bakterien, zu
serologischen Parametern, sowie zu bekannten Vorerkrankungen besteht. In einem 3-Jahres-
Follow-Up sollte gepriift werden, ob diese SNPs als Prognosefaktoren fiir das Auftreten eines
kombinierten Endpunktes (KEP) (kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt,
Schlaganfall/TIA) herangezogen werden konnen. Ebenso wurde die Frage gestellt, ob die SNPs
bei separater Betrachtung der Endpunkte (kardiovaskuldrer Tod, Tod durch Schlaganfall,
Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA) prognostisch von Bedeutung sind. Der SNP rs1333049 war
nicht zur Schwere der PA aber zum Vorkommen von E.c. und P.m. assoziiert. Auflerdem war der
rs1333049 mit einem erhohten CRP-Serumspiegel sowie verringerten HDL-Serumspiegel
assoziiert. Eine Assoziation zum kardiovaskuléren Follow-Up konnte nicht gezeigt werden. Somit
wurde nicht nachgewiesen, dass der SNP rs1333049 ein gemeinsamer Risikofaktor fiir schwere
Parodontitis und erneute kardiovaskuldre Ereignisse unter Patienten mit KHK ist. Der SNP
scheint weder ein relevanter Risikofaktor fiir schwere Parodontitis, noch fiir neue kardiovaskulare
Events zu sein. Der rs3217992 war signifikant zur Schwere der PA, zum parodontalen
Leitsymptom BOP und zum subgingivalen Keim E.c. assoziiert. In den Basisuntersuchen wurden
Assoziationen auf bereits vorhandene Vorerkrankungen untersucht. Hierbei konnte eine
Assoziation zum Schlaganfall gezeigt werden. Im 3-Jahres Follow-Up war der rs3217992 ein
signifikanter Prognosefaktor fiir den kEP. Bei separater Betrachtung der Endpunkte konnte eine
Assoziation zum Auftreten eines MI nachgewiesen werden. Der 1s3217992 bildet daher
moglicherweise einen gemeinsamen Risikofaktor fiir schwere Parodontitis und das

kardiovaskuldare Outcome unter Patienten mit KHK.

Ausblick:

Patienten mit schwerer Parodontitis sollten {iber ihr moglicherweise erhdhtes Risiko fiir KHK
aufgeklért werden. Eine parallele Vorstellung beim Hausarzt oder beim Internisten/Kardiologen
wire hierbei sinnvoll. Auf der anderen Seite miissten Patienten mit manifesten
atherosklerotischen Verdnderungen beim Zahnarzt vorstellig werden, um tiber Parodontitis und
MundhygienemaBBnahmen instruiert zu werden. Der Zahnarzt sollte den KHK-Patienten
besonders intensiv parodontal untersuchen, in ein regelméfBiges Recall aufnehmen und bei
Behandlungsbedarf explizit therapieren. Die gezeigten Assoziationen des rs3217992 zur PA/ kEP
miissen in weiteren Studien repliziert werden. Moglicherweise ergibt sich dann zukiinftig ein

diagnostischer Nutzen fiir die Bestimmung des rs3217992.
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8 Thesen

1. Parodontitis konnte ein Risikofaktor fiir die Entstehung der koronaren Herzerkrankung sein.
Der Zusammenhang zwischen beiden Erkrankungen konnte u.a. durch die Existenz gemeinsamer

genetischer Risikofaktoren erklért werden.

2.. In der vorliegenden Teilstudie des Gesamtprojektes ,,Parodontale Erkrankungen und ihre
mikrobiologischen Erreger als Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Ereignisse bei Patienten mit
Koronarer Herzerkrankung* (ClinicalTrials.gov; identifier: NCT01045070) sollte die Bedeutung
der beiden ANRIL SNPs rs1333049 und rs3217992 fiir die Pravalenz einer schweren Parodontitis
unter KHK—Patienten untersucht werden. Auflerdem sollte die prognostische Relevanz dieser

SNPs fiir das erneute Auftreten von kardiovaskuldren Folgeereignissen analysiert werden.

3. 1002 stationére Patienten mit angiografisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung wurden
parodontal und hinsichtlich der Prévalenz beider ANRIL SNPs untersucht. Nach drei Jahren
wurde die Inzidenz neuer kardiovaskuldrer Ereignisse (kombinierter Endpunkt: kardiovaskulérer
Tod, Tod durch Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall oder transitorische ischdmische
Attacke) untersucht.

4. In der Kohorte der KHK Patienten waren Trager des AG-Genotyps des 1s3217992 signifikant
haufiger an einer schweren Parodontitis erkrankt, als GG- und AA-Genotyptrager (p=0,022; Odds
Ratio= 1,367; 95% Konfidenzintervall: 1,054-1,772). Der AG-Genotyp wurde auch in der
multivariaten Analyse nach Adjustierung fiir weitere Kovariablen (Alter, Geschlecht, Rauchen,
BMI, Plaqueindex) als unabhéngiger parodontaler Risikoindikator bestétigt (p=0,034; Odds
Ratio= 1,366; 95% Konfidenzintervall: 1,024-1,821). Es konnte keine Assoziation des ANRIL

SNPs rs1333049 zum Auftreten einer schweren Parodontitis nachgewiesen werden.

5. Obwohl keine signifikanten Assoziationen des ANRIL SNPs rs1333049 zu den zahnérztlich-
parodontologischen Parametern gezeigt wurden, waren Triger des CG+GG-Genotyps signifikant
haufiger von einer subgingivalen Besiedelung mit E.corrodens. (univariat: p=0,037; multivariat:
p= 0,024) und CC-Genotyptrager mit P.micros betroffen (univariat: p= 0,047; multivariat:
p=0,040).

Beim 153217992 wiesen Triager des G-Allels oder der Genotypen AG+GG signifikant hohere
Werte flir Sondierblutung (BOP) in der univariaten Auswertung auf (G-Allel: p=0,009; AG+GG-
Genotypen: p=0,039). Multivariat wurde nur das G-Allel als unabhingiger Risikofaktor bestatigt
(p=0,016). Dariiber hinaus waren AG-Genotyptrager mit einer hoheren prozentualen Besiedelung

von E.corrodens assoziiert (univariat: p= 0,009; multivariat: p=0,011).

6. Systemisch erhohte Level von Akute-Phase-Proteinen wie CRP und auch Verdnderungen im

Lipidstoffwechsel sind mit dem Auftreten von Parodontitis und KHK assoziiert und werden unter
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anderem genetisch reguliert. In der vorliegenden Studie wiesen CC-Genotyptriger des rs1333049
im Vergleich zu CG+GG-Trigern einen signifikant erhdhten CRP-Spiegel (univariat: p=0,025;
multivariat: p=0,038) und einen signifikant erniedrigten HDL-Spiegel (univariat: p=0,012;

multivariat: p=0,020) auf. Fiir den SNP rs3217992 wurden keine Assoziationen nachgewiesen.

7. Bereits bekannte Vorerkrankungen wie Schlaganfall/TIA, Diabetes mellitus, Myokardinfarkt,
Periphere Verschlusskrankheit, Bluthochdruck, Dyslipoproteindmie und rheumatoide Arthritis,
spielen in der Atiologie von Parodontitiden und KHK eine wichtige Rolle. In der vorliegenden
Studie wurde fiir den ANRIL SNP rs1333049 keine Assoziation zu diesen Erkrankungen gezeigt.
Nur Trager der Genotypen AA + GG des 1s3217992 wiesen signifikant hiufiger einen

Schlaganfall in ihrer Anamnese auf (univariat & multivariat: p= 0,048).

8. Im 3-Jahres Follow-Up trat bei 143 Patienten (= 16,1%) ein kardiovaskuléres Ereignis im Sinne
des kombinierten Endpunktes ein. Hierbei hatten AA-Genotyptrager des rs3217992 ein
signifikant erhohtes Risiko einen kombinierten Endpunkt (Tod durch Myokardinfarkt, Tod durch
Schlaganfall, Myokardinfarkt, Schlaganfall/TIA) zu erleiden (Log-Rank Test: p=0,035). Neben
bekannten Prognosefaktoren wie Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen oder Diabetes wurde der AA-
Genotyp multivariat als unabhéngiger koronarer Prognosefaktor bestitigt (p=0,014; Hazard
Ratio= 1,63; 95% Konfidenzintervall: 1,1-2,4). Der rs1333049 war kein Prognosefaktor fiir

zukiinftige Ereignisse.

9. Bei separater Betrachtung der einzelnen Endpunkte erwies sich der rs3217992 (A-Allel) als
Prognosefaktor fiir das Erleiden eines Myokardinfarktes (Log-Rank Test: p=0,026). Unter
Beriicksichtigung weiterer Kovariablen wie Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und BMI
wurde dies bestitigt (p=0,030; Hazard Ratio=1,740; 95% Konfidenzintervall: 1,054-2,872). Fiir
weitere Endpunkte war das A-Allel des rs321992 kein Prognosefaktor und auch zum rs1333049

konnte keine Assoziation gezeigt werden.

10. Der 13217992 erwies sich in der vorliegenden Studie als parodontaler Risikofaktor mit
prognostischer Relevanz fiir ein zukiinftiges kardiovaskuldres Ereignis bei KHK-Patienten. In
zukiinftigen Studien sollten die gezeigten Assoziationen des rs3217992 zur Parodontitis und zum
kombinierten Endpunkt repliziert werden. Werden die hier gezeigten Assoziationen bestitigt,

dann konnte sich ein diagnostischer Nutzen fiir die Bestimmung des rs3217992 ergeben.
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Nr.:

9 Anhang: Follow-Up Fragebogen

Universitatspoliklinik fiir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie

Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin Il

Name: Geburtstag: Studieneinschluss:

Trat nach der ersten Befragung durch uns O NEIN
am.......... erstmals oder erneut ein Herzinfarkt auf?

Trat nach der ersten Befragung durch uns O NEIN
erstmals oder erneut ein Schlaganfall auf?

Traten nach der ersten Befragung durch uns erstmals O NEIN
oder erneut Symptome eines Schlaganfalls (TIA) wie

halbseitige LAhmung, Sehstérungen, Sprachstérungen

auf die nicht langer als 24 Stunden anhielten?

Vielen Dank fur Ihre Mitarbeit!
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