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Referat

Bereits seit langem wird ein Zusammenhang zwischen Parodontitis (PA) und entziind-
lichen systemischen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis (RA) vermutet. Als
Schnittstelle beider Erkrankungen werden u. a. gemeinsame genetische Risikofaktoren
diskutiert. Das Ziel der Studie bestand darin Polymorphismen in inflammatorischen
Kandidatengenen auf mdgliche Assoziationen zur PA und RA zu evaluieren. Als Ne-
benziel galt es Unterschiede in demographischen Parametern und flinf verschiedenen
parodontalen Markerkeimen zu analysieren.

In dieser Fall-Kontroll-Studie wurden 101 RA-Patienten, die unterschiedlich schwer
parodontal erkrankt waren [Diagnose nach Tonetti und Claffey (2005)], mit 100 Kontrol-
len ohne RA und ohne schwerer PA verglichen. Genotyp-, Allel- und Haplotypkonstel-
lationen von 22 SNPs in 13 pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen wurden mittels
CTS-PCR-SSP Tray-Kit (PCR mit sequenzspezifischen Primern) der Universitat Hei-
delberg bestimmt. Der molekularbiologische Nachweis subgingivaler parodontaler Mar-
kerkeime erfolgte mittels micro-IDent®-Test (Hain Diagnostica, Nehren).

Das G-Allel des SNP rs1801275 im IL4-Rezeptor a (p = 0,043) und das G-Allel des
rs361525 im TNF-a (p = 0,005) waren in bivariaten Analysen mit dem Auftreten von RA
assoziiert. In der multivariaten Auswertung wurden diese genetischen Varianten nicht
als unabhangige Risikofaktoren bestatigt. Innerhalb der RA-Gruppe war das A-Allel des
IFN-y-SNPs rs2430561 zu schweren Parodontitiden assoziiert (p = 0,039). In der bina-
ren logistischen Regression wurde das A-Allel als unabhangiger Risikoindikator flr die
Komorbiditat von RA und PA bestétigt (p = 0,024). Die Analyse demographischer und
klinischer Parameter bestatigte, dass sich unter den RA-Patienten im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe vermehrt Frauen (p = 0,002) und derzeitige/ehemalige Raucher (p =
0,005) befanden. Bei RA-Patienten wurde ein signifikant erhéhtes Vorkommen von
Porphyromonas gingivalis (P.g.) (p = 0,001) nachgewiesen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen die Bedeutung einer Assoziati-
on von genetischen Varianten in den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a und IFN-y
sowie dem IL4-Rezeptor-a zum Auftreten einer PA bzw. RA. In multivariaten Analysen
wurde das A-Allel des IFN-y SNPs rs2430561 als mogliches genetisches Bindeglied
zwischen RA und PA identifiziert. Es wird bekraftigt, dass Nikotinkonsum ein Risikofak-
tor fir RA darstellt. P.g. konnte als parodontaler Leitkeim in der Pathogenese der RA
fungieren. Basierend auf diesen Ergebnissen kdnnten Patienten mit einem erhéhten
Risiko an PA und RA zu erkranken bereits frihzeitig vor Etablierung der Erkrankung,
identifiziert und betreut werden. Die Bedeutung der interdisziplindren Zusammenarbeit

zwischen Parodontologen und Rheumatologen wird hervorgehoben.

Plitz, Natalie Alexandra: Zytokinpolymorphismen als Bindeglied zwischen parodontalen und
rheumatischen Erkrankungen. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2019
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1 Einleitung

1.1 Einflihrung

Die Parodontitis (PA) zahlt weltweit zu den haufigsten chronischen Infektionserkran-
kungen (Suerbaum et al., 2016) und wird deshalb zu den Volkskrankheiten gezahlt.
Die RA weist eine Pravalenz von 0,5-1,0 % der weltweiten Bevolkerung (Silman und
Pearson, 2002; Ma et al., 2014) auf und ist die haufigste chronische Infektionserkran-
kung der Gelenke. Bislang sind die Atiologie und Pathogenese der beiden Erkran-
kungen trotz intensiver Forschungsbemiihungen nicht vollstéandig geklart. In epidemi-
ologischen Studien gibt es Hinweise auf eine Wechselbeziehung zwischen beiden
Erkrankungen (Aratjo et al., 2015; Chou et al., 2015). Ursachen kénnten gemeinsa-
me Risikofaktoren sein (Alter, Rauchen, psychosozialer Stress, genetische Faktoren),
aber auch die Mdglichkeit, dass PA und/oder parodontpathogene Bakterien Autoim-
munreaktionen bei RA triggern kénnten (Smit et al., 2015; Olsen et al., 2018; Scher
und Abramson, 2013).

In der Pathogenese beider Erkrankungen scheint die Balance zwischen der Freiset-
zung pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Reaktion auf bestimmte Pathogene
gestort zu sein (Pers et al., 2008; Mayer et al., 2009; Kobayashi et al., 2014). Sowohl
die RA als auch die PA gehen mit einem massiven Anstieg proinflammatorisch wirk-
samer Zytokine, wie z. B. Interleukin-1 (IL-1), Inteleukin-6 (IL-6) und Tumornekrose-
faktor-alpha (TNF-a), einher (Mercado et al., 2003; Havemose-Poulsen et al., 2005;
Kurgan et al., 2016), die letztendlich die Zerstérung von Bindegewebe und Knochen
befdrdern. Die Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine unterliegt dabei
teilweise genetischer Kontrolle. Es sind eine Reihe von Genpolymorphismen bekannt,
die mit einer vermehrten oder auch verminderten Zytokinfreisetzung assoziiert sind
(Havemose-Poulsen et al., 2005; Kokkonen et al., 2010; Bartova et al., 2014; Jahid et
al., 2018;). Deshalb war es Ziel der vorliegenden Studie zu untersuchen, ob es Poly-
morphismen in Genen der Immunantwort gibt, die pradiktiv sowohl fir die RA als
auch die PA sind. Wirden diese Zusammenhange nachgewiesen, so konnte das
Wissen um die Wechselwirkung beider Erkrankungen vertieft werden und mdoglicher-
weise durch die Definition von Bioindikatoren Risikopatienten schneller erkannt sowie

therapiert werden.



1.2 Parodontitis

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Die PA ist eine chronisch entziindliche Erkrankung multifaktorieller Genese, die mit
einem Verlust von parodontalem Kollagen-, Knochen-, und Attachmentgewebe ein-
hergeht.

Die Deutsche Mundgesundheitsstudie IV und V definierten die PA nach der
CDC/AAP-Klassifikation in die drei unterschiedlichen Schweregrade mild, moderat
und schwer (Center for Disease Control and Prevention/American Academy of
Periodontology). Klassifiziert wird die PA durch Attachmentverlust (CAL) sowie Son-
diertiefen (PD = pocket depth [engl.]). Die nachfolgende Tabelle 1 soll eine Ubersicht

zur genauen Definition geben:

Tabelle 1: CDC/AAP-Klassifikation adaptiert nach Page und Eke (2007)

Schweregrad PA

CAL PD
schwere PA > 2 approximale Flachen | und | > 1 approximale Flachen
mit CAL = 6 mm (nicht am mit PD 25 mm
selben Zahn)
moderate PA > 2 approximale Flachen | oder | 2 2 approximale Flachen
mit CAL > 4 mm (nicht am mit PD 25 mm
selben Zahn)
milde/keine PA weder moderate noch schwere PA

PA = Parodontitis, CAL = klinischer Attachmentverlust, PD = Sondierungstiefe

Laut der im Jahr 2016 publizierten fiinften Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS
V) weisen 43,4 % der jungeren Erwachsenen (35-44-Jahrige) eine moderate PA auf.
Verglichen mit der DMS IV (2005) ist ein Riickgang von 10,2 % zu erkennen (DMS
IV: 53,6% vs. DMS V: 43,4%). Schwere Parodontalerkrankungen sind laut DMS V
prozentual weniger vorzufinden als moderate bzw. milde/keine PA. Demnach liegt
eine Halbierung der schweren Parodontalerkrankung bei jingeren Erwachsenen vor
(DMS IV: 17,4% vs. DMS V: 8,2%). (Tabelle 2)

Bei jiungeren Senioren (65- bis 74-Jéhrige) zeigte sich in der DMS V im Vergleich zur
DMS IV ebenfalls ein Riickgang der moderaten PA (DMS 1V: 47,9 % vs. DMS V:
44,8%). Auch in dieser Altersklasse konnte eine Halbierung des Anteils von an
schwerer PA Erkrankter vorgefunden werden (DMS 1V: 44,1 % vs. DMS V: 19,8%).
(Tabelle 2)



Tabelle 2: Parodontalerkrankungen (CDC-/AAP-Fallklassifikation) bei jungeren Er-
wachsenen und Senioren adaptiert nach Cholmakow-Bodechtel et al. (2016)

keine/ milde moderate schwere
DMSIV DMSV |DMSIV DMSV |DMSIV DMSV
Jiingere Erwachsene 29,0 48,4T 53,6 43,4l 17,4 8,2 l
(35 bis 44-J3hrige)
Jiingere Senioren 47,9 35,3l 47,9 44,8l 44,1 19,8l
(65 bis 74-Jahrige)

PA = Parodontitis, DMS IV = vierte Deutsche Mundgesundheitsstudie (2005); DMS V = flinfte Deutsche
Mundgesundheitsstudie (2016)

Zusammenfassend zeigt die DMS V einen allgemein ricklaufigen Trend in der Préava-
lenz der moderaten und schweren PA. Der Behandlungsbedarf ist jedoch weiterhin
sehr hoch und lenkt besonderes Augenmerk auf die Verschiebung der Erkrankung ins
hdhere Lebensalter (Cholmakow-Bodechtel et al., 2016).

1.2.2 Atiologie

Die Krankheitsentstehung der PA ist ein sehr komplexes Zusammenspiel unter-
schiedlicher Faktoren und bis dato noch nicht vollstandig geklart. Page und Kornman
beschrieben die Atiologie und Pathogenese der PA im Jahr 1997 anhand eines
Schemas (Abbildung 1), das in jungster Zeit von Meyle und Chapple (2015) modifi-
ziert wurde (Abbildung 2).

Dabei betrachteten Page und Kornman (1997) die PA in ihrem Modell folgenderma-
Ren: Eine im Biofilm zu findende Uberreprasentation parodontopathogener Mikroor-
ganismen, im Vergleich zu sogenannten Parodontstabilisatoren (Dysbiose), ist fir die
Atiologie der PA entscheidend. Ihre Pathogenese und phanotypische Auspragung
wird durch genetische und nicht genetische Risikofaktoren mitbestimmt. Diese Fakto-
ren beeinflussen sowohl die Zusammensetzung des Biofilms als auch die individuelle
Wirtsantwort auf die mikrobielle Plaque. Dabei gelingt es dem menschlichen Kérper
nicht, die Bildung eines ,gesunden® Biofilms zu befdrdern. Stattdessen fiihrt die Im-
munreaktion durch die Freisetzung von proinflammatorisch wirksamen Zytokinen,
Prostaglandinen, Matrixmetalloproteasen (MMPs) und anderen Entziindungsmediato-
ren zu einer Zerstérung von parodontalem Gewebe. Geréat die physiologische Gewe-
behomdostase mit einer Verschiebung Richtung Destruktion aus dem Gleichgewicht,

so manifestieren sich die klinischen Zeichen einer PA.
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VF = andere Virulenzfaktoren, MMPs = Matrixmetalloproteinasen

Abbildung 1: Atiologie-/Pathogenese-Schema adaptiert nach Page und Kornman
(1997)

Um die Entstehung und Praventionsmaflnahmen der PA nach heutigem Stand der
Wissenschaft besser zu verstehen, ist die Betrachtung des klinisch gesunden
Parodonts und der Gingivitis als Vorstufe der PA wichtig. Meyle und Chapple (2015)
etablierten in ihrem Schaubild das klinisch gesunde Parodont sowie die Gingivitis
(Abbildung 2). Wahrend beim klinisch gesunden Parodont eine Symbiose zwischen
Wirt und Mikroorganismen aufrecht erhalten werden kann, beginnt bei der Gingivitis

allmahlich die Verschiebung der Gewebehomdoostase in Richtung der Dysbiose.

Antikorper Antikorper

Komplement

PMNs

T-, B-Zellen

Bakterielle
DNA

Virulenz-
Faktoren

Oxidativer
Stress

Gingipaine m

PMNs = polymorphkernige neutrophile Granulozyten, AMPs = Antimikrobielle Peptide, fMLP = f-Met-Leu-Phe,
AGs = Antigene, LPS = Lipopolysaccharide, MMPs = Matrixmetalloproteinasen, DAMPs = Damage-Associated
Molecular Pattern, GCF = Gingivale Sulkusflissigkeit

Abbildung 2: Atiologie-/Pathogenese-Schema adaptiert nach Page und Kornman
(1997), modifiziert durch Meyle und Chapple (2015)



1.2.3 Pathogenese

Pathogenese unter Betrachtung histologischer Aspekte:

Eine gesunde Gingiva weist eine mit sehr wenig Plaque versehene Zahnoberflache,
intaktes Saumepithel und einen flachen Sulkus auf. In der Plaque befinden sich weni-
ge Bakterien, die grofRtenteils gram-positiv und aerob sind. Polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMNs) sind im Saumepithel vorhanden und dringen zum
Sulkus vor. Der Faserapparat besteht aus dicht gelagertem Kollagen. Die Fibroblas-
ten zeigen keine Veranderungen, die auf eine Funktionseinschrankung hindeuten.

Bei ca. 8-14 Tage persistierender Plague durchdringen, im Zuge einer Vaskulitis,
PMNs das Saumepithel und bilden einen vertieften Sulkus aus. Subepithelial formiert
sich nun ein T-Zell-dominiertes Lymphozyteninfiltrat, das unter dem Mikroskop sicht-
bar wird. Immunoglobine und Komplement sind ebenso nachzuweisen. Degenerative
Veréanderungen in der Zellmorphologie der Fibroblasten flihren zu einer verminderten
Syntheseleistung von Kollagen Typ |. Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) verursa-
chen zugleich eine Sezernierung von Zytokin IL-1 und PGE, (Prostaglandin E,), so-
dass die Fibroblasten nicht mehr zur Aufrechterhaltung der Homdostase beitragen.
Dieses Stadium beschreibt die initiale Lasion der ,frihen Gingivitis“, die sich mit
Plaguezunahme innerhalb von weiteren 3-4 Wochen zur ,etablierten Gingivitis“ mani-
festieren kann.

Die etablierte Gingivitis wird durch eine Plaque gram-positiver und gram-negativer
Bakterien bestimmt. Das Infiltrat besteht nun hauptsachlich aus Plasmazellen und
bildet einen Leukozytenwall gegen die Plaque aus. Immunoglobuline befinden sich im
Sulkus, die Quantitdt der Sulkusflissigkeit nimmt zu. Das Ausmal3 der
Fibroblastenschadigung nimmt mit steigendem Kollagenverlust im Bindegewebe ste-
tig zu. Die ,etablierte Gingivitis* weist im Vergleich zur PA lediglich ein durch die
Plague verursachtes raumlich verdrangtes Saumepithel auf (gingivale Tasche). Diese
Form der Gingivitis kann ohne progressive Degradation jahrelang persistieren.

Von einer PA spricht man, sobald zuséatzlich ein Attachment- und Knochenverlust
ersichtlich werden. Wie bei der ,etablierten Gingivitis“ herrscht eine Plasmazelldomi-
nanz vor. Ferner erfolgt jedoch eine zunehmende Ausbreitung der inflammatorischen
Reaktion unter massiver Infiltration und Ausbildung eines Taschenepithels. Histolo-
gisch erkennbar sind Ulzerationen im Bereich des Taschenepithels. Eine starkere
Exsudation kann nun auch eitriger Zusammensetzung sein. Der Kollagenverlust
nimmt stetig zu, bei gleichzeitigem Vorhandensein diverser gingivaler Fibrosen.
(Rateitschak et al., 2004, S. 56f.)

Anzumerken ist, dass sich diese histopathogenetischen Untersuchungen speziell auf

tierexperimentelle Ergebnisse an Hunden stiitzten (Page und Schroeder, 1982).



Pathogenese unter Betrachtung molekularbiologischer Aspekte:

Innerhalb weniger Minuten bildet sich auf gereinigter Zahnoberflache eine sogenann-
te Pellikel (Schmelzoberh&autchen), bestehend aus diversen Speichelproteinen. Die
vollstdndige Ausbildung einer supragingivalen Plagque dauert Stunden bis Tage und
setzt sich aus mehreren nachfolgenden Schritten zusammen: Bakterien-Anlagerung
am Zahn durch physikalische Krafte (Assoziation); Bakterien-Adhé&sion an der Zahn-
oberflache Uber spezifische Pellikel-Rezeptoren; Bakterien-Vermehrung zur Mikroko-
lonie unter Ausbildung bakterienschitzender Polysaccharide (Lavane, Dextrane),
Biofilm/Plaque-Entstehung; Reifung der Plaque unter Austausch von Stoffwechsel-
produkten, Virulenz- und Resistenzfaktoren innerhalb der Mikroorganismen. Stoff-
wechselprodukte (kurze Fettsauren) und Zellbestandteile [LPS, Formylpeptid] der
Mikroorganismen initiieren eine erste unspezifische Immunreaktion. Gefafde werden
durch diese Endotoxine stimuliert, sodass proinflammatoirsch wirksame Zytokine (IL-
1, TNF-q, IL-8), MMPs und PGE, vom Endothel, gefdBnhahen Mastzellen und Makro-
phagen sezerniert werden. Daraufhin resultiert eine Ausschittung von
Prostaglandinen, Stickstoffmonoxid, Neuropeptiden (z. B. Substanz P) und Histamin
aus perivaskularen Mastzellen. Diese vasoaktiven Stoffe filhren zu einer Dilatation
postkapillarer Venolen wodurch sich die Geschwindigkeit des Blutdurchflusses ver-
langsamt. Endothelsténdige Selektine (ELAM-1) kdnnen unter diesen Bedingungen
PMNs an der GefaRinnenwand entlang leiten (engl. Rolling). Uber ein exprimiertes
Adhasin (ICAM-1) des Endothels sowie aktiviertem Integrin-2 auf der
Granulozytenoberflache, adharieren die PMNs an der GefalRwand. Die Inflammation
ausldosenden Mikroorganismen sind nun fur die PMNs via Diapedese von der Blut-
bahn in das parodontale Gewebe erreichbar. Diese vaskuldare Reaktion aktiviert
gleichzeitig, tUber Diapedese von Komplementfaktoren und anderen Serumproteinen,
eine lokale Entziindungsreaktion. Nachfolgend gelangen auch Leukozyten und
Monozyten zum inflammatorischen Herd. Endotoxine aktivieren Makrophagen, die
wiederum bestimmte Zytokine (IL-1B, IL-1ra, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y), PGE,,
MMPs und Chemotaxine [z. B. Methyl-accepting chemotaxis protein (MCP)] sezernie-
ren. In diesem Stadium dominiert ein lymphozytenreiches Infiltrat das entziindliche
Geschehen. Damit wird die Immunantwort spezifisch: T-Zellen produzieren pro- und
antiinflammatorisch wirksame Zytokine, Plasmazellen sezernieren Immunoglobine
und Zytokine, aktivierte PMNs setzen Zytokine und Leukotriene frei und ortsstandige
aktivierte Fibroblasten produzieren statt Kollagen nun MMPs und ihre Gegenspieler,
die ,Tissue Inhibitors of MMP* (TIMP). Diese erhthte Wirtsreaktion fuhrt nun zur ver-

starkten Infiltration, die von Plasmazellen dominiert wird und eine gestoérte Gewebe-



homdostase zur Folge hat. Die PA manifestiert sich und resultiert in dem nun eintre-
tenden Attachment- und Knochenverlust. (Rateitschak et al., 2004, S. 58f.)

Pathogenese unter Betrachtung mikrobiologischer Aspekte:

Im Jahr 1998 untersuchten Socransky und seine Mitarbeiter (Socransky et al., 1998)
das Spektrum subgingivaler Mikroorganismen. Dabei wurde eine Einteilung der Bak-
terien in sechs, entsprechend ihrer Pathogenitét farblich kodierter Komplexe, vorge-
nommen (Abbildung 3). Die Komplexe ,blau” (Actinomyceten), ,gelb* (Streptokokken)
und ,violett* zahlen zu den Frihkolonisierern. Diese Bakterien sind in der Lage via
Fimbrien am Pellikel zu adharieren und stellen die Grundvoraussetzung fur die weite-
re Anlagerung von anderen Bakteriensepezies dar. lhre Pathogenitat wird als mode-
rat eingestuft. Der Komplex ,orange® beinhaltet sogenannte Briickenspezies, die in
der Lage sind eine Verbindung zwischen den ,Frihbesiedlern® und dem hoch patho-
genen Komplex ,rot“ herzustellen und werden daher als moderat bis hoch pathogen
klassifiziert. Die Mikroorganismen des Komplexes ,orange” sind nicht nur fir den zu-
nehmenden Attachment- und Knochenverlust verantwortlich, sondern bilden die
Grundlage fiir die Anreicherung und das Uberleben obligat anaerober Spezies des
Komplexes ,rot“. Die Bakterien Porphyromonas gingivalis (P.g.), Tannerella forsythia
(T.f.) und Treponema denticola (T.d.) gehéren zum Komplex ,rot* und sezernieren
proteolytisch wirksame Enzyme (z. B. Kollagenasen, Phosphatasen), die fur den
massiven Abbau des parodontalen Attachment- und Knochengewebes verantwortlich
sind. Der Komplex ,grun“ fasst die fakultativ anaeroben Bakterien, wie z. B. Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans (A.a.), Eikenella corrodens (E.c.) und
Capnocytophaga gingivalis (C.g.), zusammen. Der Keim A.a. besitzt aufgrund der
Herstellung von Virulenzfaktoren, Immunsuppressionsfaktoren und Leukotoxinen die
hdchste Pathogenitét innerhalb dieses Komplexes und nimmt eine Sonderstellung ein
(Aberg et al., 2015).

Parodontalpathogene Mikroorganismen stellen die notwendige Voraussetzung fur die
Entstehung einer PA dar. Ihre Anwesenheit allein ist jedoch nicht ausreichend, fur die

Entstehung und Progression einer PA.
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Abbildung 3: Parodontitis-Markerkeime adaptiert nach Socransky et al. (1998) er-
stellt durch ®Hain Lifescience

Pathogenese unter Beachtung bestimmter Risikofaktoren:

Zahlreiche Forschungsarbeiten (Socransky et al., 1998; Genco und Borgnakke, 2013)
zeigen, dass neben den zuvor genannten Mikroorganismen, andere Risikofaktoren
existieren, um eine PA auszulésen. Zu den weiteren Risikofaktoren gehéren die
Lifestylefaktoren Nikotinkonsum (Genco und Borgnakke, 2013), Alkoholkonsum
(Genco und Borgnakke, 2013), psychosozialer Stress (Nociti et al., 2015), Ernéhrung
[z. B. Mangel an Vitamin D, B12, C (Hujoel und Lingstrém, 2017; Chapple et al.,
2017)] und systemische Erkrankungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus (Lalla
und Papapanou, 2011). Darlber hinaus existieren genetische Risikofaktoren fir PA.
Dies betrifft z. B. Polymorphismen in der langen nichtkodierenden RNA ANRIL (anti-
sense non-coding RNA in the INK4 locus) (Teeuw et al., 2015), IL-10 (Nibali et al.,
2017), Vitamin-D-Rezeptor (Nibali et al., 2017), Plasminogen (PLG) (Neering et al.,
2015) und Neuropeptid Y (NPY) (Lundy et al., 2009).

1.3 Rheumatoide Arthritis

1.3.1 Definition und Epidemiologie

Die RA (Synonym: chronische Polyarthritis) wird durch die ,World Health
Organization“ (WHO) als eine chronisch systemische Entziindung der Gelenke, des
Bindegewebes, der Muskulatur, der Sehnen und des fibrésen Gewebes klassifiziert.
Vornehmlich sind die kleinen Gelenke, wie Fingergrund- und Mittelgelenke sowie Ze-
hengrundgelenke, befallen. Prinzipiell ist der Befall aller anderen Gelenke, der (Hals-)
Wirbelsaule, Sehnenscheiden und der Schleimbeutel mdglich. Die Anzahl der betrof-
fenen Gelenke und der meist progrediente Verlauf sind variabel. (Sharif et al., 2018;
Deutsche Gesellschaft fir Rheumatologie e.V., 25.04.2018)



Werden vier der nachstehenden sieben Kriterien des American College of
Rheumatology (The American Rheumatism Association, 1988) erfullt, und persistie-
ren die ersten vier Kriterien fur mindestens sechs Wochen, gilt die Diagnose der RA
als gesichert:

= Morgensteifigkeit

= Arthritis = 3 Gelenke

= Arthritis an der Hand >6 Wochen

= Symmetrische Arthritis

= Rheumaknoten

= Rheumafaktor im Serum

= Radiologische Veranderungen
Die RA gilt als die haufigste chronische Entziindung der Gelenke und weist eine Pra-
valenz von 0,5-1,0 % der weltweiten Bevolkerung auf (Silman und Pearson, 2002; Ma
et al., 2014) auf. Die hochste Pravalenz wurde fir Chippewa Indianer (6,8 %) identifi-
ziert (Harvey et al., 1981; Silman und Pearson, 2002). Im Vergleich dazu betragt die
auf deutsche Population standardisierte Prévalenz, je nach Fallklassifikation, zwi-
schen 1,38 % und 0,55 % (Hense et al., 2016). Grundsatzlich kann sich die Erkran-
kung in jedem Alter manifestieren. Frauen erkranken allerdings haufiger im Alter zwi-
schen 45 bis 64 Jahren, Manner hingegen zwischen dem 65. und 74. Lebensjahr
(Deutsche Rheuma- Liga Bundesverband e. V., 2018). Frauen erkranken bis zu drei-
mal haufiger im Vergleich zu Mannern (van Vollenhoven, 2009). Interessanterweise
konnte ein geringeres Risiko flr Schwangere und Frauen, die Kontrazeptiva einneh-
men, festgestellt werden (Silman und Pearson, 2002; Firestein et al., 2012). Der Zeit-
punkt nach der Geburt stellt in dem Zusammenhang das hdchste Risiko dar an einer

RA zu erkranken (Silman und Pearson, 2002).

1.3.2 Atiologie
Trotz jahrelanger Forschungsbemiihungen gelten die Atiologie und Pathogenese der

RA als noch nicht vollsténdig verstanden. Im Mittelpunkt des chronisch entzindlichen
Vorgangs steht eine Uberreaktion des Immunsystems, die durch multifaktorielles Ge-
schehen in Gang gesetzt werden kann. Ahnlich der PA-Pathogenese sind genetische
und nichtgenetische Risikofaktoren verifiziert (Karlson und Deane, 2012). Es wird
davon ausgegangen, dass die genetische Disposition einen Anteil von ca. 50 % an
der Pathogenese einnimmt (Scott et al., 2010). Bestimmte HLA-Merkmale, vor allem
HLA-DR4- und DR-1 und das Tyrosin-Phosphatase-Gen PTPN22 bei Rauchern in
Interaktion mit HLA-DRB-1, sind mit der RA assoziiert (Bonfil et al., 1999; Klareskog
et al., 2006; Wegner et al., 2010; van der Woude et al., 2010; Firestein et al., 2012;
Fousteri et al., 2013; Nagy und van Vollenhoven, 2015; Aradi et al.,, 2015;
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Kharlamova et al., 2016). HLA-B27 ist beispielsweise in der Studie von Rashid et al.
(2013) mit dem Vorliegen von Klebsiella pneumoniae in Zusammenhang mit Morbus
Bechterew gebracht worden (Molekulares Mimikry). Genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) haben mehrere genetische Marker gefunden, die dariber hinaus mit der RA
und anderen Autoimmunerkrankungen assoziiert sind. Dazu z&hlen insbesondere der
Transkriptionsfaktor STAT4 (Signal Transducers and Activators of Transcription 4)
und das B-Lymphozyten-Antigen CD20 (Orozco und Barton, 2010). STAT4 ist Teil
des JAK-STAT-Signalweges und beeinflusst die von Zytokinen initiierte Transkription
von Genen der adaptiven Immunabwehr (Rawlings et al., 2004). Familiar gehauft tritt
die RA mit schwereren Verlaufen auf (Wasserman, 2011). Dartber hinaus ist, wie
bereits erwahnt, das weibliche Geschlecht deutlich haufiger von einer RA betroffen
(van Vollenhoven, 2009; Wasserman, 2011). Neben der genetischen Komponente ist
eine Beteiligung von Umweltfaktoren anzunehmen (Liao et al., 2009). Bestimmte bak-
terielle und virale Infektionserreger, wie das Epstein-Barr-Virus (EBV), werden mit der
RA assoziiert (Alspaugh et al., 1981; Guo et al.,, 2018; Balandraud und Roudier,
2018). Auch wenn eine Meta-Analyse von Ball et al. (2015) dies jedoch nicht bestati-
gen konnte, scheinen RA-Patienten vermehrt von einer Infektion mit dem EBV betrof-
fen zu sein (Balandraud und Roudier, 2018). Zu den weiteren Risikofaktoren z&hlen
der Nikotinkonsum (Costenbader et al., 2006; Klippel et al., 2008; Bang et al., 2010;
Di Giuseppe et al., 2014), das Alter (Deutsche Rheuma- Liga Bundesverband e. V.,
2018), hormonelle Faktoren (Silman und Pearson, 2002) und Systemerkrankungen,
wie Diabetes mellitus (Jiang et al., 2015).

1.3.3 Pathogenese
Grund der Entziindung ist eine von bereits oben genannten Faktoren ausgeldste Au-

toimmunreaktion, bei der die Anzahl proinflammatorisch wirksamer Zytokine tber-
wiegt. Nach heutigem Stand der Kenntnisse spielen vor allem T-Lymphozyten, Mak-
rophagen und Zytokine eine wesentliche Rolle in der Pathogenese. Aus molekularbio-
logischer Sicht induzieren noch bislang unbekannte Antigene die RA. Sie gelangen
Uber die Blutbahn in die Synovialis und werden dort via antigenpréasentierender Zellen
(APC) einer atypischen T-Zelle prasentiert. Mittlerweile geht man davon aus, dass die
RA-Pathogenese durch fehlregulierte CD4-positive T-Zellen bestimmt wird. Auf bis-
lang ungeklarte Weise verlieren diese CD4-positiven T-Zellen die Toleranz gegen-
Uber korpereigener Strukturen. Durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit der
APC wird die T-Zelle aktiviert und IFN-y sezerniert. Das Zytokin IFN-y bewirkt die
weitere Aktivierung von Makrophagen, die daraufhin die proinflammatorisch wirksa-

men Zytokine TNF-a und IL-1 exprimieren. Folglich werden mesenchymale Zellen,
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wie Chondrozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und Osteoklasten, stimuliert weitere
Entziindungsmediatoren zu produzieren. Auf die von der T-Zelle sezernierten Zytoki-
ne folgt eine B-Zell-Proliferation mit Antikdrper-Ausbildung [z. B. Rheuma-Faktor
(RF), Anti-cyclisch-citrullinierte Peptid-Antikorper (CCP-AK)]. Die neu entstandenen
Antikorper sind in der Lage Antigen-Antikorper-Komplexe zu bilden, die wiederum
Ausloser fur die weitere Produktion proinflammatorischer Zytokine und die Aktivierung
des Komplementsystems sind. Die Komplementbestandteile C3b und Cb5a locken
PMNs an, die via Diapedese in den Gelenkspalt gelangen. Innerhalb des Entzin-
dungsprozesses stellt sich ein ,circulus vitiosus® ein — Gelenkgewebe wird zerstort.
Die Migration zahlreicher Entziindungszellen in den Gelenkspalt verursacht eine
Synovialitis. Die proinflammatorischen Zytokine bewirken eine Verdickung (Hyperpla-
sie) der Synovialmembran mit erhdhter GefalReinsprossung (Angiogenese). Es for-
miert sich eine aus Granulationsgewebe bestehende und mit Entziindungszellen
durchsetzte  hyperplastische  Synovialmembran  (Pannusgewebe). Dieses
Pannusgewebe proliferiert nun unkontrolliert. Pannozyten, ortsstandige Zellen des
Pannusgewebes, sezernieren katabole Enzyme, unter anderem MMPs, die die
mesenchymalen Zellen (Fibroblasten, Chondrozyten, Osteoklasten, Endothelzellen)
aktivieren. In Folge dessen wird Gelenkknorpel destruiert, Knochen resorbiert und die
Pannusbildung gefordert. (Bernhard und Villiger, 2001; Burmester und Kalden, 2002;
Peruzzo et al., 2007; Pezzutto et al., 2007; Guo et al., 2018)

1.4 Pathogenetische Zusammenhange zwischen Parodontitis (PA) und
Rheumatoider Arthritis (RA)

Bisherige Studien haben gezeigt, dass diverse pathogenetische Zusammenhange
zwischen PA und RA existieren (Koziel et al., 2014; Smit et al., 2015). Zu den gene-
rellen gemeinsamen Risikofaktoren der Krankheitsbilder gehdren Alter, genetische
Konstellation ( Scott et al., 2010; Taba Jr et al., 2012; Yarwood et al., 2016), Nikotin-
konsum (Di Giuseppe et al., 2014; Khan et al.,, 2016) und psychosozialer Stress
(LeResche und Dworkin, 2002). Es wird ebenso eine Interaktion mit
parodontopathogenen Keimen (Bakterien/bakterielle Peptide) (Smit et al., 2015) ver-
mutet.
Zu den Gemeinsamkeiten von PA und RA gehdren nachstehende Aspekte:

e chronisch-entziindlicher Abbau von Bindegewebe und Knochen

o Bakterien/bakterielle Peptide als atiologischer Faktor

e dysregulierte Immunantwort

e genetische Disposition (z. B. gemeinsame HLA-DR4-Assoziationen)
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e massiver Anstieg von Zytokinen und anderer Botenstoffe (IL-1, IL-6, TNF-q,
PGE,, MMPs)

Aufgrund der beschriebenen Gemeinsamkeiten von PA und RA wurden zahlreiche
Studien zur genaueren Untersuchung dieser Zusammenhange durchgefiihrt. Unter
Patienten mit PA waren haufiger Individuen, die gleichzeitig auch an einer RA er-
krankt waren, im Vergleich zu Probanden, die keine PA hatten (Mercado et al., 2003;
Koziel et al., 2014; Smit et al., 2015). Laut der Analyse von Rutger Persson (2012)
besteht bei Vorliegen einer PA-Erkrankung ein achtfach erhdhtes Risiko auch an RA
zu erkranken. Umgekehrt konnte die Aussage getroffen werden, dass Patienten mit
langjahriger aktiver RA haufiger an einer PA erkrankten, im Vergleich zu Probanden
ohne RA (Kasser et al., 1997; Moen et al., 2003). Gleichermafl3en konnte nachgewie-
sen werden, dass die PA-Therapie positive Auswirkungen auf den Verlauf der RA-
Erkrankung hat. Eine Untersuchung von Cosgarea et al. (2018) zeigte klrzlich, dass
die Durchflhrung einer nicht-chirurgischen PA-Therapie die Aktivitat der RA herab-
setzte. In &hnlich aufgebauten Studien von Biyikoglu et al. (2013) und Calderaro et al.
(2017) konnte nach durchgefiihrter nicht-chirurgischer PA-Therapie ein verbesserter
DAS28-Wert (Disease Activity Score 28 = additiver Wert rheumatologischer Parame-
ter) identifiziert werden.
Sowohl die PA als auch die RA sind Erkrankungen chronisch-entzindlichen Ur-
sprungs, die durch den Abbau von Bindegewebe und mineralisiertem Knochengewe-
be gekennzeichnet sind. Wéhrend es sich bei der PA weitestgehend um eine Stérung
der Gewebehomdostase (Dysbiose) handelt, die von diversen Risikofaktoren

getriggert wird, ist die Genese der RA als multifaktoriell beschrieben.

Bakterien bzw. bakterielle Peptide als atiologischer Faktor spielen darlber hinaus
eine wesentliche Rolle in der Entstehung der beiden Krankheitsbilder, sodass diesbe-
zuglich ein Zusammenhang zwischen PA und RA vermutet wird. Eine Studie von
Detert et al. (2010) stutzt die Theorie, dass hochpathogene parodontale Bakterien
durch das Eindringen via Taschenepithel in den Blutkreislauf gelangen und dadurch
Zugang zu jeglichen Gelenken und Organen besitzen. Diskutiert werden diesbeziig-
lich hauptsachlich die parodontopathogenen Bakterien P.g. und A.a.. Einige Untersu-
chungen belegen die Assoziation der chronischen Parodontitis (ChP) mit P.g. sowie
P.g. mit der RA (Olsen et al., 2018; Smit et al., 2015; Scher und Abramson, 2013). Es
ist bereits bekannt, dass P.g. durch die Bildung eines Enzyms aus der Peptidylargi-
nindeiminase (PAD)-Familie (Porphyromonas gingivalis Peptidylarginindeiminase =
PPAD), analog zur humanen PAD, dazu befahigt ist eine posttranslationale Modifika-

tion der Aminosaure Arginin durchzufiihren. Dabei wird Arginin, sowohl im Bakterium
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selbst, als auch in humanen Zellen, unter Freisetzung von Ammoniak und Wasser-
stoff, citrulliniert (Abbildung 4). Die Citrullinierung durch humane PAD ist physiologi-
scher Bestandteil diverser essentieller Prozesse innerhalb des Korpers. Dazu z&hlen
die Keratinisierung der Haut, Histonmodifikation (Epigenetik), Apoptose und aber
auch die Entziindung. Nachweislich induzieren bei der RA durch PAD entstandene
citrullinierte Peptide (Auto-Antigene) eine Immunreaktion mit Produktion von Auto-
Antikdrpern, den sogenannten ,Anti-citrullinierten-Protein-Antikbrpern“ (ACPA). Diese
dysregulierte Autoimmunreaktion wird fir den Gewebeabbau bei der RA verantwort-
lich gemacht. Bislang waren nur humane PADs in diesem Kontext bekannt. Die mog-
liche Fahigkeit des P.g. via Citrullinierung ebenso eine Produktion von ACPAs auszu-
I6sen, steht dadurch im direkten Zusammenhang der RA-Pathogenese, bei der diese
ACPAs und die darauf folgende dysregulierte Immunantwort eine Schlusselrolle spie-
len (Koziel et al., 2014; Olsen et al., 2018). Serologisch konnten ebenso vermehrt
Antikoérper gegen P.g. in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten identifiziert werden
(Moen et al., 2003). In Untersuchungen von Sakkas et al. (2017) wird beleuchtet,
dass neben P.g. auch A.a. und das Epstein-Barr-Virus (EBV) als autoimmunologische
Trigger bei RA fungieren. Studien von Konig bestreiten den Zusammenhang von RA
mit P.g. jedoch (Konig et al., 2015) und rticken in jingsten Untersuchungen den Keim
A.a. im Zusammenhang von PA und RA in den Mittelpunkt dieses Sachverhaltes. A.a.
produziert ein Leukotoxin A (LTxA), das bei Patienten mit PA in der Lage ist, Poren
auf der Zellmembran von PMNs, die in der Sulkusfliissigkeit lokalisiert sind, zu bilden.
Dadurch wird die PAD der PMNs aktiviert und es erfolgt die Citrullinierung vieler un-
terschiedlicher Peptide, die dann von den PMNSs freigesetzt werden kdnnen (Konig et
al., 2016; Sakkas et al., 2017).

ﬁHz Peptidyl-
Arginin-
Delmlnase HN
(PAD) +NH, + H*
a‘2+ -
k>
H (@)
Argmln Citrullin

——— O Antigen
Y Y Auto- O

Y (acaps)

Abbildung 4: Allgemeines Schema zur Citrullinierung durch Peptidylarginindeimina-
se (PAD) und Produktion Anti-citrullinierter-Protein-Antikorper (ACAPS)
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Genetische Assoziationen der ACAPs sind bislang uber bestimmte Genvariationen
bekannt, die fir sogenannte HLA-DR-Merkmale (Human Leukocyte Antigen — DR-
Isotype) codieren (1.5.1). Die Bildung von ACPAs ist bei RA mit dem Nachweis von
HLA-DR4 kodierenden DRB1-Subtypen, wie *0401, *0404, *0405 oder *0408, assozi-
iert ( Bonfil et al., 1999; Wegner et al., 2010; van der Woude et al., 2010). Diese HLA-
Merkmale wurden auch bei Patienten mit rapid progressiver PA haufiger gefunden, im
Vergleich zu Probanden ohne PA (Bonfil et al., 1999).

Weiterhin ist sowohl bei der PA als auch bei der RA ein massiver Anstieg von proin-
flammatorischen Zytokinen (z. B. IL-1, IL-6, TNF-a) dem Produkt der
Arachidonsaurekaskade PGE, und MMPs festzustellen (Mercado et al.,, 2003;
Havemose-Poulsen et al., 2005; Kurgan et al., 2016). Aufgrund der sehr ahnlichen
Prozesse innerhalb der Entziindungsreaktion beider Erkrankungen riickte die Rolle
der Zytokine in den Vordergrund einiger Untersuchungen. Biologika, biotechnologisch
hergestellte monoklonale Antikdrper, werden bei der durch Standardtherapie nicht zu
behandelnden RA gezielt zur Hemmung von bestimmten Zytokinen, wie TNF-a, IL-1
oder IL-6, eingesetzt (Hahner et al., 2017; Guo et al., 2018). Bekannte Praparate fur
beispielsweise TNF-a-Hemmer sind Adalimumab, Etanercept, Infliximab, Golimumab
und Certolizumab (Scott et al., 2010; Pisetsky, 2017; Frampton, 2017; Ruiz Garcia et
al., 2017). Diverse Forschungsarbeiten untersuchten die Einflisse der RA-Medikation
(z. B. TNF-a-Hemmer) auf parodontale Entziindungsprozesse (Pers et al., 2008;
Mayer et al., 2009; Kobayashi et al., 2014; Ziebolz et al., 2018). Auf diese Weise fan-
den etablierte medikamentdse Strategien zur Behandlung der RA auch Aufmerksam-
keit in der PA-Therapie. Die Ergebnisse der Erfolge bei PA-Behandlungen mit
Biologika sind jedoch bislang inkonsistent. Wahrend einige Studien eine Verbesse-
rung unter bestimmten Biologika hinsichtlich der PA-Parameter, wie dem Blutungs-
Index [Bleeding on Probing (BOP)] und der Sondierungstiefe (PD), feststellen konn-
ten (Mayer et al., 2009; Kobayashi et al., 2014; Kobayashi und Yoshie, 2015), detek-
tierte die Studie von Pers et al. (2008) keine signifikanten Verbesserungen hinsicht-
lich dieser PA-Parameter. Allerdings verringerte sich der CAL. Auch Ziebolz et al.
(2018) fand heraus, dass die Kombination von Methotrexat und TNF-a-Antagonisten

mit einem erhdhten Potenzial parodontaler Entziindungsprozesse assoziiert ist.
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1.5 Gemeinsame genetische Risikofaktoren fir PA und RA

1.5.1 Gemeinsame Assoziationen zu HLA-Merkmalen

Mittels PCR konnte Uber sequenzspezifische Primer (SSP-PCR) bei PA-Patienten ein
um 42% erhéhtes Vorkommen von HLA-DR4 kodierenden DRB1-Subtypen, wie
*0401, *0404, *0405 oder *0408 entdeckt werden, welche ebenso bei Patienten mit
Vorliegen einer RA nachzuweisen sind ( Bonfil et al., 1999; Wegner et al., 2010; van
der Woude et al., 2010; Detert et al., 2010).

Inzwischen ist ebenso bekannt, dass das Tyrosin-Phosphatase-Gen PTPN22 bei
Rauchern mit dem HLA-DRB-1 interagiert und eine gesteigerte Expression von
PTPN22 bei RA-Erkrankten vorliegt (Fousteri et al., 2013; Song et al., 2013b; Nagy
und van Vollenhoven, 2015; Aradi et al., 2015; Kharlamova et al., 2016). Die Protein-
Tyrosin-Phosphatase ist ein bedeutendes Enzym bei der Aktivierung von T- und B-
Lymphozyten (Stoker, 2005; Fousteri et al., 2014).

1.5.2 Zytokinpolymorphismen, die in der Pathogenese beider Erkrankungen von
Bedeutung sein kdnnten

Zytokine scheinen eine wesentliche Rolle im Hinblick auf die Immunpathogenese so-
wohl der PA als auch der RA zu spielen.

Bei der PA dringen Metabolite parodontopathogener Keime, z. B. LPS, via Saumepi-
thel in das lokale Bindegewebe ein und aktivieren ortsstandige Makrophagen. Diese
wiederum sezernieren zahlreiche proinflammatorische Zytokine, die das Gefalzendo-
thel fur weitere Immunzellen durchlassig machen. Sowohl die RA als auch die PA
sind gekennzeichnet durch eine erhdhte Expression von proinflammatorisch wirksa-
men Zytokinen (z. B. IL-1 und TNF-a). Diese Zytokine wiederum aktivieren die Sezer-
nierung von weiteren Zytokinen (z. B. IL-6), Entzindungsmediatoren der
Arachidonsaurekaskade (z. B. PGE,) sowie Gewebe abbauender Enzyme, vor allem
MMP-8 (Bartold et al., 2005; Javed et al., 2014). Gewdhnlich steigern IL-1 und TNF-a
die Expression von RANKL, sodass eine erhthte Osteoklastenaktivitéat mit gesteiger-
ter Knochenresorption erfolgt (Graves und Cochran, 2003). Dariiber hinaus greifen
diese Zytokine auch in den Gewebestoffwechsel ein. Sie stimulieren Makrophagen
sowie Fibroblasten und erhdéhen die Freisetzung von MMP-8, sodass das Gewebe
degradiert (Sorsa et al., 2004). Ublicherweise wird diese Entziindungskaskade durch
den Interleukin-1-Rezeptorantagonisten  (IL-1-ra) und IL-10, sogenannte
antiinflammatorische Zytokine, gehemmt. Dieser Mechanismus beendet die Entzln-
dungsreaktion regulatorisch (Schitt, 2011; Hahner et al., 2017). Das Verhaltnis pro-
und antiinflammatorisch wirksamer Zytokine bestimmt die Auspragung und den Ver-

lauf der Entziindungsreaktion. (Abbildung 5 und 6)
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LPS = Lipopolysaccharide, RANKL = Receptor-Activator-Ligand of NF-kB, TNF-a = Tumornekrose-
faktor-alpha, IL-1 = Interleukin-1, IL-6 = Interleukin-6, MMPs = Matrixmetalloproteinasen, IL-1ra =
Interleukin-1-Rezeptorantagonist, IL-10 = Interleukin-10, OPG = Osteoprotegerin, TIMP = Tissue
Inhibitor of Matrix Metalloproteinase

Abbildung 5: Immunpathogenese der Parodontitis, modifiziert nach Schiitt (2011)
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OPG = Osteoprotegerin, RANK = Receptor-
Activator of NF-kB, RANKL = Receptor-Activator-
Ligand of NF-kB

Abbildung 6: RANKL/OPG-System

Besteht ein Zytokin-Ungleichgewicht durch Uberschuss an proinflammatorisch wirk-
samen Zytokinen, so verlauft die Entziindungsreaktion verstarkt destruktiv ab. Ursa-

che fur eine unkontrollierte Reaktion kdnnten Gen-Polymorphismen sein.
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Das Zytokin IL-1 setzt sich aus den Untereinheiten IL-1a und IL-1b zusammen. Die
genetischen Informationen der Zytokine IL-1a, IL-1b und des Interleukin-1-
Rezeptorantagonist (IL-1ra) befinden sich auf den Strukturgenen IL-1A, IL-1B und IL-
1RA auf Chromosom 2. Es ist bekannt, dass IL-1-Gen-Polymorphismen eine Uber-
schiel3ende Entziindungsreaktion mit vermehrtem Knochenabbau zur Folge haben.
Die Wabhrscheinlichkeit des erhdhten Zahnverlustes wird durch den von Kornman et
al. (1997) beschriebenen Composite IL-1-Genotyp um das 2,7-fache gesteigert und
ist mit dem 2,9-fach erhdhten Risiko bei Rauchern ohne Vorliegen eines Polymor-
phismus vergleichbar (McGuire und Nunn, 1999). Nikotinkonsum und zusatzlich be-
stehender IL-1-Gen-Polymorphismus vergroBern das Risiko auf ein 7,7-faches
(McGuire und Nunn, 1999). Patienten, mit vorliegendem Polymorphismus im IL-1-
Gen, unterliegen demnach einem vergroRerten Risiko frihzeitig und mit schwerwie-
genderem Verlauf, auch ohne Vorliegen erhéhter Mengen parodontopathogener Kei-
me, an PA zu erkranken. Der IL-1-Gen-Polymorphismus ist ebenso fur die RA be-
kannt. Eine Meta-Analyse von Lee und Bae (2015a) belegt, dass bestimmte IL-1B-
Polymorphismen signifikant mit dem Auftreten einer RA assoziiert sind.

Auch Polymorphismen des TNF-a, insbesondere der SNP rs1800629 auf Chromo-
som 6, sind in einer Vielzahl an Studien mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen
[z. B.: Diabetes mellitus (Zhao et al., 2014), Arteriosklerose, PA (Ding et al., 2014)] in
Verbindung gebracht worden. Bei diesem Polymorphismus fand sich eine bis zu sie-
benfach gesteigerte Expression von TNF-a im Zuge der Entziindungsreaktion wieder.
Des Weiteren konnten Zusammenhange des SNP rs1800629 im TNF-a-Gen zu
kardiovaskularen Erkrankungen bei RA-Patienten gefunden werden (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2011). In einer Meta-Analyse von Lee et al. (2007) konnte allerdings
kein Nachweis fir den Zusammenhang des SNP rs1800629 im TNF-a-Gen und RA
bei Europdern erbracht werden. Lediglich bei Latein-Amerikanern wurde ein solcher
SNP rs1800629 im TNF-a-Gen nachgewiesen.

Die Tatsache, dass TNF-a-Inhibitoren, wie Adalimumab (ADA), therapeutisch bei RA-
Patienten eingesetzt werden und zur signifikanten Besserung parodontaler Indices
(gingivaler Index, BOP, PD, Serumwerte von TNF-a und IL-6) fuhren ( Pers et al.,
2008; Mayer et al., 2009; Kobayashi et al., 2014), zeigt die Wichtigkeit des Zusam-
menhangs von TNF-a bezuglich RA und PA. Allerdings liegen wenige Studien fur
andere RA-Medikationen (z. B. andere Biologika, DARMDSs) oder Kombinationen die-
ser Préparate in Assoziation zu parodontalen Parametern vor. Unter anderem unter-
suchte eine Studie von Ziebolz et al. (2018) diverse RA-Medikationen in diesem Zu-
sammenhang und demonstrierte, dass die parodontale Entziindungsreaktion unter
MTX-TNF-a kombinierter Medikation sogar erhoht ist.
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Wenige Studien untersuchten bislang den Zusammenhang dieser genetischen Asso-
ziationen der Zytokingenpolymorphismen bei RA und PA.

Eine Analyse von Kobayashi et al. (2009) untersuchte drei Gruppen japanischer Er-
wachsener (1) mit RA und PA, (2) nur mit PA und (3) gesunde Kontroll-Probanden
hinsichtlich 16 mdglicher Genpolymorphismen von IL-1, -2, -4, -6, -10, TNF-a und
TGF-1pB. Signifikante Unterschiede konnten hinsichtlich der Verteilung des Genotyps
vom SNP rs1143634 des IL-1B-Gens beim Vergleich von Gruppe (1) mit (2) und zwi-
schen (1) und (3) festgestellt werden (Tabelle 3).

Eine bereits vorausgegangene Studie von Kobayashi et al. (2007) untersuchte
gleichartige Gruppen hinsichtlich IL-1 Genotypen (IL-1A SNP rs17561 , IL-1B SNP
rs1143634, IL-IRN SNP rs419598) und Fcgamma Genotypen (FcgammaRlIA,
FcgammaRIIIA, FcgammaRlIlIB) via PCR. Der Genotyp des SNP rs1143634 zeigt
Unterschiede zwischen der (1) RA-Gruppe und (2) PA-Gruppe sowie zwischen der
(1) RA-Gruppe und der (3) Kontroll-Gruppe. In der (1) RA-Gruppe liegt das T-Allel
vermehrt vor. Die Kombination des T-Allels des IL-1a SNP rs17561 T-Allel und IL-13
SNP rs1143634 ergab eine starke Assoziation von RA und PA [(1) vs. (2): p =
0,00001; (1) vs. (3): p = 0,00001] (Tabelle 3). Diese Ergebnisse lassen Riickschlisse
darauf ziehen, dass es sich bei IL-1 und FcgammaR Gen-Polymorphismen um ge-
meinsame Risikofaktoren von RA und PA handeln kénnte.

Eine Forschungsarbeit von Dominguez-Pérez et al. (2017) untersuchte die Verteilung
diverser Zytokinpolymorphismen (IL-1a SNP rs17561, IL-1a SNP rs1800587, IL-183
SNP rs1143634, IL-13 SNP rs16944, TNF-a SNP rs1800629) in einer mexikanischen
Kohorte, die sowohl an chronischer PA als auch RA erkrankt waren. Eine signifikante
Assoziation zur PA und RA konnte fir IL-18 SNP rs1143634 und IL-13 SNP rs16944
detektiert werden (Tabelle 3). Der Haplotyp des IL-1a SNP rs1800587und IL-13 SNP
rs16944 ist signifikant mit der RA assoziiert, nicht jedoch mit der PA.

Tabelle 3: Gemeinsame Risiko-Genpolymorphismen fir PA und RA
Ethnizitdit = Genpolymorphismus

Kohorte
Kobayashi et al. Japaner e |L-1B SNP rs1143634
(2009)
Kobayashi et al. Japaner e |L-1a SNP rs17561 T-Allel
(2007) e IL-1B SNP rs1143634 T-Allel Kombination
Dominguez-Pérez et Mexikaner | e [|L-1B SNP rs1143634
al. (2017) e IL-1BSNP rs16944

PA = Parodontitis, RA = Rheumatoidarthritis
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2 Zielstellung

Die RA und PA teilen Gemeinsamkeiten in der Atiologie und Pathogenese. Dabei
wurden auch gemeinsame genetische Risikofaktoren vermutet (Schutt, 2011). Da
sowohl in der Pathogenese der RA als auch der PA Zytokine eine Rolle spielen,
konnten Polymorphismen in Genen, die fir pro- oder antiinflammatorische Zytokine
kodieren, indikativ fir beide Erkrankungen sein. Bislang wurden nur wenige Gen-
polymorphismen (Tabelle 3) bei RA und PA gleichermalRen nachgewiesen (Kobayas-
hi et al., 2007; Kobayashi et al., 2009; Dominguez-Pérez et al., 2017). Innerhalb der
in Tabelle 3 aufgefiihrten Studien wurden dartiber hinaus ausschlieB3lich Probanden

japanischer oder mexikanischer Herkunft untersucht.

2.1 Hauptziele

Ableitend aus vorangegangenen Erkenntnissen wurden zwei Hauptziele fir diese

Studie formuliert:

1. Es galt zu prufen, ob Assoziationen zwischen polymorphen Varianten ausgewahl-
ter pro- und antiinflammatorischer Zytokine und dem Auftreten einer RA nachzu-
weisen sind. Dabei wurde ein Vergleich zwischen einer Gruppe mit RA (RA-
Gruppe), welche neben einer RA auch eine PA unterschiedlicher Schweregrade
aufwies, und einer Kontroll-Gruppe durchgefiihrt. Probanden der Kontroll-Gruppe
waren nicht an RA erkrankt und wiesen keine bis eine maximal milde Form einer
PA auf.

2. Des Weiteren lag der Fokus auf der Fragestellung inwiefern sich Zytokinpolymor-
phismen innerhalb der RA-Gruppe in Abhangigkeit vom Schweregrad der paro-

dontalen Erkrankung unterscheiden.

2.2 Nebenziele

Es definierten sich nachstehende zwei Nebenziele dieser Arbeit:

1. Es galt eine Analyse von Unterschieden in demographischen Parametern (inkl.
Anzahl der Raucher) und Keimspektrum zwischen RA- und Kontroll-Gruppe vor-
zunehmen.

2. Mdogliche Unterschiede in demographischen Parametern (inkl. Anzahl der Rau-
cher) und Keimspektrum innerhalb der RA-Gruppe mit Beriicksichtigung des un-
terschiedlichen Schweregrades der PA (milde/keine PA vs. schwere PA) sollten

ebenso analysiert werden.
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2.3 Arbeitshypothesen

Es wurde vermutet, dass Unterschiede in den untersuchten Zytokinpolymorphismen
evaluiert werden kénnen und es neben RA- und PA-spezifischen Assoziationen auch
Polymorphismen gibt, die fur beide Erkrankungen von Bedeutung sein kénnen. Fol-
gende Arbeitshypothesen wurden fir die Hauptziele aufgestellt:

Arbeitshypothese |: Es existieren Unterschiede in der Genotyp-, Allel- bzw.
Haplotypverteilung von Zytokinpolymorphismen (Kontroll-Gruppe vs. RA-Gruppe).
Arbeitshypothese IlI: Es existieren Unterschiede in der Genotyp-, Allel- bzw.
Haplotypverteilung von Zytokinpolymorphismen innerhalb der RA-Gruppe in Abhan-
gigkeit vom parodontalen Befund (milde/keine PA vs. schwere PA).

Da in den Fragestellungen der Nebenziele ebenso Unterschiede zu erwarten sind,
lieRen sich nachstehende Arbeitshypothesen festhalten:

Arbeitshypothese llI: Es existieren Unterschiede in demographischen Parametern
und Keimspektrum zwischen der RA-Gruppe und der Kontroll-Gruppe.

Aufgrund epidemiologischer Zahlen werden fir die RA-Gruppe mehr an RA erkrankte
Frauen erwartet. Des Weiteren wird vermutet, dass in der Kontroll-Gruppe weniger
aktive bis ehemalige Raucher anzutreffen sind.

Arbeitshypothese IV: Es existieren Unterschiede in demographischen Parametern
und Keimspektrum (innerhalb der RA-Gruppe: milde/keine PA vs. schwere PA).

In der Gruppe mit schwerer PA wird vermutet erhohte API- und BOP- Werte zu erhe-
ben. Es ist davon auszugehen, dass Porphyromonas gingivalis vermehrt bei schwerer

PA anzutreffen ist.

Sollten sich die Annahmen bestétigen, dass bestimmte Zytokinpolymorphismen so-
wohl zur RA als auch PA assoziiert sind, so kbnnte ein gemeinsamer genetischer
Background eine Erklarung fur die epidemiologisch nachgewiesene Wechselbezie-
hung beider Erkrankungen sein. Die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen
wirden es ermoglichen anhand bestimmter Zytokinpolymorphismen das Risiko fir
RA und/oder PA besser einschétzen zu kdnnen.

Da diverse Studien auf eine Beteiligung parodontopathogener Bakterien bei der Ent-
stehung einer RA hinweisen, wurde eine Assoziation der Parodontpathogene zum
Auftreten der RA vermutet. Wirde die Analyse Unterschiede im Bakterienspektrum in
Abhangigkeit vom parodontalen Befund innerhalb der RA-Gruppe und/oder zwischen
Kontroll-Gruppe und RA-Gruppe zeigen, so konnten mikrobielle Tests bei PA-
Patienten mit dem Nachweis bestimmter parodontopathogener Keime anzeigen, ob

auch ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer RA besteht.
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3 Material und Methodik

3.1 Rekrutierung der Patienten

Die Studie wurde als Fall-Kontroll-Studie konzipiert. In die Studie wurden insgesamt
201 Probanden einbezogen, welche sich in 101 RA- sowie 100 Kontroll-Probanden
untergliederten. Alle Personen waren kaukasischer deutscher Herkunft und wiesen
untereinander kein Verwandtschaftsverhaltnis auf. Vor der Untersuchung und Pro-
benentnahme wurde jeder einzelne Proband sowohl mindlich als auch schriftlich
uber die Inhalte, Datenverwendung und Ziele der Arbeit aufgeklart. Dabei willigten
alle Beteiligten in die Verwendung ihrer Daten in anonymisierter Form ein und stellten
sich somit der Untersuchung zur Verfigung. Fir die gesamte Studie wurde ein Ein-
verstandnis der Ethikkommission der Martin-Luther Universitét erteilt. Die gesamte
Studie unterlag zudem der Vorschrift der Deklaration von Helsinki (Oktober 2000),
sowie der Empfehlung von ,good label laborartory practice“ (OECD, 1999) bzw. ,good
clinical practice” (FDA, 2003).

3.2 Untersuchungsgruppen

Die Untersuchungsreihe gliederte sich in zwei grundlegende Patienten-Gruppen (Ab-
bildung 7). Eine Gruppe beinhaltete Probanden, die an RA und zugleich an einer PA
erkrankt waren (RA-Gruppe). Bezuglich der PA unterschied man innerhalb dieser
Gruppe nochmals zwischen milder/keiner und schwerer Form der PA (Tonetti und
Claffey, 2005). Nach der Klassifikation von Tonetti und Claffey (2005) wiesen 6 Pro-
banden der RA-Gruppe keine PA auf. Die zweite Gruppe bestand aus Probanden, bei
denen keine RA vorlag. Zudem wies sie keine schwere PA auf und stellte die Kont-
roll-Gruppe der Studie dar.

Probanden
(n = Anzahl)

(2) Kontroll-Gruppe milde/keine Parodontitis
n =100 n =100

Abbildung 7: Einteilung der Untersuchungsgruppen

Um eine aussagekréftige Vergleichbarkeit zu gewdahrleisten, unterlagen die einzelnen
Probanden-Gruppen verschiedenen Ein- und Ausschluss-Kriterien, die in nachste-

henden Tabellen 4 (Kontroll-Gruppe) und 5 (RA-Gruppe) beschrieben:
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Tabelle 4: Ein-/Ausschluss-Kriterien der Kontroll-Gruppe

Einschluss-Kriterien Ausschluss-Kriterien

= 30 Jahre systemische Antibiotikatherapie in den letzten 6 Monaten

subgingivale Parodontal-Therapie in den letzten 6 Monaten

Schwangerschaft

Allgemeinerkrankungen mit bekannter Assoziation zur PA,
(z. B. Diabetes mellitus Typ I/Il, koronare Herzerkrankung)

keine Einnahme von Medikamenten, die zu
Gingivahyperplasien fihren kdnnten (z. B. Cyclosporin A,
Nifedipin oder Hydantoin)

schwere Parodontitis (Tonetti und Claffey, 2005)

Rezession von maximal 4 mm auf oralen oder fazialen
Flachen nicht durch Parodontitis bedingt

PA = Parodontitis, RA = Rheumatoide Arthritis

Tabelle 5: Ein-/Ausschluss-Kriterien der RA-Gruppe

Einschluss-Kriterien Ausschluss-Kriterien

218 Jahre systemische Antibiotikatherapie in den letzten 3 Monaten

> 4 Zahne subgingivale Parodontal-Therapie in den letzten 6 Monaten

Rheumatoide Arthritis | Schwangerschaft

Allgemeinerkrankungen mit bekannter Assoziation zur PA,
(z. B. Diabetes mellitus Typ I/Il, koronare Herzerkrankung)

keine Einnahme von Medikamenten, die zu Gingivahyper-
plasien fuhren kdnnten (z. B. Cyclosporin A, Nifedipin oder
Hydantoin)

PA = Parodontitis, RA = Rheumatoide Arthritis

Um die Diagnose der RA zu sichern, wurde die Beurteilung nach aktueller Klassifika-
tion der American Rheumatism Association (American College of Rheumatology) von
1987 vorgenommen. Erfahrene Rheumatologen des Reumahauses in Potsdam (Be-
rufsaustibungsgemeinschaft Bohl-Buhler & Dr. Weinerth), der Internistischen
Rheumatologischen Arztpraxis (Dr. Liebhaber) sowie der Klinik fir Innere Medizin Il
des Universitatsklinikums Halle (Arbeitsbereich Rheumatologie, Prof. G. KeyRer, Dr.
Ch. Schéafer) waren in die Rekrutierung der Patienten involviert. Es wurden folgende
Kriterien beurteilt:

= Morgensteifigkeit

= Arthritis 2 3 Gelenke

= Arthritis an der Hand

>6 Wochen

=  Symmetrische Arthritis
= Rheumaknoten
= Rheumafaktor im Serum
= Radiologische Veranderungen
Lagen die ersten vier Kriterien fir einen Zeitraum von mindestens 6 Wochen vor und

wurden 4 von 7 Kriterien erflllt, so wurde die Diagnose der RA sichergestellt.
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Innerhalb der RA-Gruppe unterschied man weiterhin zwischen milder/keiner und
schwerer Form der PA. Definitionsgemaf? (Tonetti und Claffey, 2005) lag eine PA bei
klinischem Attachmentverlust (CAL) =2 3mm an mindestens zwei nicht benachbarten
Zahnen vor. Der CAL stellte die Differenz zwischen Schmelz-Zement-Grenze und
apikalem Stopp der Sonde bei einer Sondierkraft von 0,2N dar. Als schwere PA wur-
den Befunde mit einem approximalen CAL = 5mm in = 30 % der Zéahne deklariert.

Die Rekrutierung und parodontologischen Untersuchungen der RA-Gruppe wurden
von Frau Elisa Jurianz im Rahmen lhrer Dissertation (Parodontitis, parodontale Bak-
terien und HLA-Allele in Relation zur Bildung von Anti-CCP und Anti-CEP-1 Antikor-

pern bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis) vorgenommen.

Sowohl die Probanden der RA-Gruppe als auch die der Kontroll-Gruppe wurden nach
dem Nikotinkonsum befragt. Differenziert wurde zwischen Nichtrauchern, Rauchern
und ehemaligen Rauchern. Bestatigte der Proband zum Untersuchungszeitpunkt seit
mindestens einem Jahr nicht mehr geraucht zu haben, konnte er als ehemaliger Rau-
cher Kklassifiziert werden. Die Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag wurde eben-
falls notiert. In der Anamnese wurde der Studienproband u. a. gefragt, ob bei Eltern

oder Geschwistern ein friihzeitiger Zahnverlust infolge von Zahnlockerung auftrat.

3.3 Zahnarztliche Untersuchung

Zur Erfassung klinisch relevanter Parameter sowie zur Erhebung der Diagnose wur-
den die Patienten nach dem Schema eines speziell erstellten Patientenbogens unter-
sucht. Dieser erfasste folgende Aspekte:

e Angaben zur Person: Name, Vorname, Geschlecht, Geburtsdatum, ethnische
Zugehorigkeit, Telefonnummer, Adresse, Herkunftsland

¢ Allgemeine Ein-/Ausschluss- Kriterien (siehe 3.2. Tabelle 4 und 5)

e Anamnese: Erkrankungen (Herz, Stoffwechsel, Infektion), Allergien, Schwan-
gerschaft, GrolRe, Gewicht, systemische Antibiotikatherapie innerhalb der letz-
ten 6/3 Monate, subgingivale PA-Therapie innerhalb der letzten 6 Monate,
Medikamente (z. B. Hydantoin, Ca-Blocker, Cyclosporin A), frihzeitiger Zahn-
verlust durch Zahnlockerung bei Eltern oder Geschwistern, Rauchverhalten

(a) Ehemaliger Raucher: = 12 Monate rauchfrei (Zeit in Jahren seit letztem
Nikotinkonsum)

(b) Raucher: aktiver Raucher/Personen, die seit < 12 Monate rauchfrei
(Anzahl der Zigaretten pro Tag)

(c) Nichtraucher
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e Auf den gesonderten Befundblattern waren die Parameter Sondiertiefe (mm),
Attachmentverlust in mm, Sondierblutung (BOP) in % und Approximaler
Plague-Index (API) in % zu dokumentieren.

Die klinischen Messungen fir die RA-Gruppe erfolgten mittels druckkalibrierter Sonde
(VIVACARE TPS PERIODONTAL PROBE Schaan, Liechtenstein oder DB764R
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Innerhalb der Kontroll-Gruppe wur-
de eine nicht druckkalibrierte Sonde mit einer Millimeter-Skalierung (PCPUNC156,

Hu-Friedy) zur Erhebung der Daten verwendet.

Anhand des Befundes wurde die Auswertung vorgenommen und die folgenden klini-
schen Daten erhoben:
e PDmax (mm): Summe hochster Wert pro Zahn nach Sechspunktmes-
sung/Gesamtanzahl Zahne
¢ CALmax (mm): Summe hochster Wert pro Zahn nach Sechspunktmes-
sung/Gesamtanzahl Zahne
e prozentualer Anteil Z&dhne mit PD <4 mm /4-6 mm /> 6 mm
e prozentualer Anteil Z&hne mit CAL <4 mm /4-6 mm /> 6 mm

o fehlende Z&hne (exklusive Weisheitszahne)

Anzahl Plaque positive Approximalraume

0 .
© APIL(%): Gesamtanzahl der Approximalraume x100
e BOP (%)
Anzahl BOP positiv
(a) Zahn bezogen: P x100

Gesamtanzahl Zahne

Anzahl Zahnflachen BOP positiv
Gesamtanzahl Zahnflachen

x100

(b) Zahnflachen bezogen:

e Mibi-Testsites: héchster Wert flr PD pro Quadrant
¢ Mibi-Befund

3.4 Molekularbiologischer Nachweis subgingivaler parodontaler Markerkeime
(micro-IDent®-Test)
Zur mikrobiellen Bestimmung des im Sulkus bzw. der parodontalen Tasche vorkom-
menden Bakterienspektrums diente der Micro-ldent-Test der Firma Hain (Hain
Diagnostica, Nehren). Die intraorale Probenentnahme erfolgte jeweils in einem Test-
parodontium mit der hochsten Sondiertiefe pro Quadrant. Sie wurde mittels Papier-
spitzen durchgefiihrt. Der Nachweis der DNA bakterieller Markerkeime erfolgte mittels
der DNA-STRIP-Technologie. Auf diese Weise war es mdglich, die DNA folgender
funf parodontopathogener Bakterien-Spezies nachzuweisen: Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans (A.a.), Porphyromonas gingivalis (P.g.), Prevotella intermedia
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(P.i.), Tannerella forsythia (T.f.) und Treponema denticola (T.d.). Das Testverfahren
bestand aus drei grundlegenden Schritten. Zunachst erfolgte die intraorale Proben-
entnahme, anschlieBend die Isolation der bakteriellen DNA und als letzte Mal3nahme
die Multiplex-Amplifikation mittels Biotin-markierter Primer sowie reverser Hybridisie-

rung.

3.4.1 Intraorale Probenenthahme mittels micro-IDent®-Test

Bevor die Papierspitzen in den Sulkus eingefuihrt wurden, mussten eine supragingival
plaguefreie Zahnoberflache und eine relative Trockenlegung gewahrleistet sein. An-
schlielend wurden die Papierspitzen fir 20 sec in der jeweiligen Zahnfleischtasche
positioniert. Ausschliel3lich steriles Instrumentarium wurde verwendet, damit eine
Fremdkontamination ausgeschlossen werden konnte. Die vier Papierspitzen wurden
nun in einem Plastikréhrchen gemeinsam (gepoolt) aufbewahrt. Die Proben wurden
bis zur DNA-Praparation maximal 7 Tage bei 4°C gelagert.

3.4.2 Isolation bakterieller DNA mittels QlAamp® DNA Mini-Kits

Die Isolation der bakteriellen DNA, die PCR sowie die Hybridisierung erfolgten im
Labor der Universitatsklinik fir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie personlich

oder unter Verantwortung der Leiterin Frau PD Dr. S. Schulz.

Fur die DNA-Isolation wurde ein Kit der Firma QIAGEN (Qiagen, Hilden, Deutsch-
land) verwendet und nach Protokoll des Herstellers angewandt. Das nach Zentrifuga-
tion erhaltene Filtrat beinhaltete schliellich die isolierte DNA und wurde in ein separa-
tes Tube Uberfuhrt. Das Tube mit der bakteriellen DNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

3.4.3 Amplifikation bakterieller DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Der Nachweis parodontaler Markerkeime erfolgte mithilfe des Kits der Firma HAIN-
Lifescience (Nehren, Deutschland) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Als Voraussetzung fur die sich anschlie3ende Hybridisierung diente die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Bakterienspezifische DNA-Abschnitte wurden vervielfaltigt so
dass diese mit der anschlieBenden Hybridisierung sicher nachgewiesen werden
konnten. Die Nachweisgrenze (cut-off) betrug fur A.a. (103 genome equivalents) und
fur P.g., P.i., T.f. und T.d. 10* genome equivalents. Die humane DNA lag nun im Ver-
gleich zur bakteriellen DNA (via PCR exponentiell vervielfaltigt) in sehr viel geringerer
Menge vor. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass die humane DNA den

Hybridisierungsvorgang, bei der Analyse der bakteriellen DNA, nicht beeintrachtigte.
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3.4.4 Hybridisierung oraler parodontaler Markerkeime

Der micro-IDent®-Test (Hain-Lifescience, Nehren, Deutschland) beruht auf der
DNA-STRIP-Technologie. Diese Membranstreifen sind mit hochspezifischen Sonden
beschichtet. Die Sonden verhalten sich komplementar zur selektiv amplifizierten Nuk-
leins&ure und binden die spezifischen Amplifikate. Bestandteil dieser Technologie ist,
dass unspezifisch gebundene Amplifikate mittels Waschpufferlosung in mehreren
Schritten entfernt werden.

Erster Schritt der Hybridisierung stellte die Denaturierung der zuvor mittels PCR ge-
wonnenen doppelstréangigen Amplifikationsprodukte dar. Alle Arbeitsschritte wurden
nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Anhand der in Abbildung 8 dargestellten

Schablone war es nun moglich die Ergebnisse abzulesen.

CC = Konjugatkontrolle

HC = Hybridisierungskontrolle

AC = Amplifikatonskontrolle

Aa = Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Pg = Porphyromonas gingivalis

Pi = Prevotella intermedia

Tf = Tannerella forsythia

Td = Treponema denticola

Farbmarkierung

Abbildung 8: Markerkeim-Schablone

Die ersten drei Banden stellen testspezifische Kontrollen dar. Die Konjugatkontrolle
gibt Aufschluss Uber die Effizienz der Konjugatbindung und Substratreaktion. Fehlt
diese Bande, so ist der Test fehlerhatft.

Uber die Effizienz des Hybridisierungs-Vorgangs informiert die Hybridisierungskon-
trolle. Auch sie muss sichtbar sein.

Als letzte Uberprufung diente die Amplifikationskontrolle. Sie lieferte die Sicherheit

uber die korrekte Durchfiihrung der PCR.
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3.5 Zytokingenotypisierung mittels CTS-PCR-SSP Tray-Kit (Heidelberg)
3.5.1 DNA-Isolation mittels QIAamp® DNA Blood Mini-Kits

Das zur Verfugung stehende Blut der einzelnen Probanden diente zur Isolierung der
DNA. Diese erfolgte mithilfe des QIAamp®-DNA-Blood-Kits nach Herstellerangaben
(Qiagen, Hilden, Deutschland).

3.5.2 Vervielfaltigung humaner DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Eine mit spezifischen Primern vorpipettierte 96 well Platte der Universitat Heidelberg
stand fur die Untersuchungen zur Verfigung.
Nach folgendem Pipettierschema wurde der PCR-Mix hergestellt:
e 139 pl Mastermix (2 x Mix)
e 100 pl DNA
o 279 ul destilliertes Wasser
e 2,6 ul Tag-Polymerase (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Jeweils 10 pl dieses Mixes wurden nun in die einzelnen wells pipettiert. Das nachfol-

gende PCR-Programm gliederte sich im Ablauf wie folgt:

e 2min 94°C
e 15sec 94°C
¢ 1lmin 65°C L Goto 2 Rep 10
e 45sec 72°C
e 15sec 94°C
* S0sec 61°C + Goto 5 Rep 20
e 45 sec 72°C
e Hold 10°C

3.5.3 Nachweis der genomischen DNA im Agaroseqgel

Mithilfe eines 2%igen Agarosegels, dem ein DNA-Farbstoff beigesetzt wurde, konnte
nach der Elektrophorese, unter UV-Transilluminator-Exposition, ein Bandenmuster
dargestellt werden. Dieses spiegelte die Auftrennung der DNA-Fragmente in ihre
Lange wider. Anhand einer Tabelle (siehe Anhang) gelang es nun eine Zytokingeno-
typisierung vorzunehmen.

Eine Menge von 1 g Agarose (Biozym, Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) wurde mit 50 ml 0,5xTBE-Puffer gemischt und bis zum Sieden erhitzt.
Nach Hinzugabe von 25 pl Midori Green Advance DNA-Farbstoff (Biozym, Scientific
GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) wurde das Agarosegel in eine spezielle

Elektrophorese-Kammer gegossen. Nach Aushéartung des Gels wurden 9,5 ul PCR-
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Ansatz in die Kammern aufgetragen. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 0,5xTBE-Puffer
verwendet. Der Elektrophoresevorgang wurde fir eine Dauer von 8 min bei 180 V
durchgefuhrt. Anschliel3end erfolgte die UV-Anregung bei einer Wellenlange von 320
nm auf einem UV-Transilluminator. Auf diese Weise konnte das Ergebnis abgelesen
(siehe Anhang), notiert und per Fotodokumentation archiviert werden.

3.5.4 Zytokingenotypisierung mittels CTS-PCR-SSP Tray-Kit (Heidelberq)

Die Zytokingenotypisierung erfolgte ebenso im Labor der Universitatsklinik fir Zahn-
erhaltungskunde und Parodontologie persénlich oder unter Verantwortung der Leite-
rin Frau PD Dr. S. Schulz. Die Typisierung wurde mithilfe des CTS-PCR-SSP Tray-
Kits der Universitat Heidelberg (Institut fir Immunologie und Serologie) durchgefihrt.
Dabei erfolgte eine PCR unter der Verwendung sequenz-spezifischer Primer (siehe
3.5.2). Die nachfolgende schematische Darstellung soll einen Uberblick zu den unter-
suchten Zytokinpolymorphismen geben (Abbildung 9).

IL-1a: c.-889T>C
§ IL-1b: c-511C>T, c.3962T=C
3 Tbc IL-1R: c.1970C>T
o = IL-1RA: ¢.11100T>C
@ ==
9 3 IL-4Ra: c.1902G=>A
o I IL-12: c-1188C>A = IFN-g: c.874A>T
2 0 i
E B TGF-b: c.10C>T + ¢.25G>C
° Ti ==
= o e E - | - o -
S 4 IL-2: ©-330T>G + c.166G=>T E TNF-a: c.-308G>A + c.-238G=A
¥ o =
@ IL-4:c-1098T>G + ¢ -500T> (=K
E’ +¢-33T>C jg SNP
S IL-10: c-1082G>A + c.-502C>AT g
o + C.-819C>T I SNP = engl.: single nucleotide
a polymorphism

Abbildung 9: Schematische Darstellung 22 untersuchter Zytokinpolymorphismen

Im Anschluss an die PCR-SSP konnte mittels Gel-Elektrophorese und verwendetem
Fluoreszenzfarbstoff das Genmaterial in Masse und Fragmentlange aufgetrennt so-
wie sichtbar dargestellt werden (siehe 3.5.3). Die Qualitdt der Ergebnisse konnten
anhand einer stetig mitgefiihrten Positiv-Kontrolle (440 bp oder 89 bp) bestatigt wer-
den (Abbildung 10-12). Das Gel samtlicher Patientenproben wurde fotografisch do-
kumentiert. Anhand der Abbildungen 10-12 werden schematisch die Fragmentmuster
im Gel des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen, des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen und


http://www.klinikum.uni-heidelberg.de/index.php?id=113
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des SNP rs361525 im TNF-a-Gen dargestellt und jeweils mit der originalen Fotodo-
kumentation bestimmter Patientenproben gegeniber gestellt.

1 2 1 2 1 2
O O o O o O
(+) 440 bp| e—— — _— — _—— —
143 bp ——— — — —
GA GG AA

Genotyprs1801275GA Genotyp rs1801275GG  Genotyprs1801275AA

(+) 440 bp
143 bp

Patientenprobe 192 bR  Patientenprobe 195 bR Patientenprobe 184 bR

Abbildung 10: Schematische (oben) und fotografische (unten) Darstellung der Aga-
rosegelelektrophorese des SNPs rs1801275 im IL4AR-a-Gen

1 2 1 2 1 2
o O o O oo O
(+) 440 bp E—— ——— ——— —
——— — —

277 bp

AT AA T
Genotyprs2430561AT Genotyprs2430561AA Genotyprs2430561TT

(+) 440 bp
277 bp

Patientenprobe 184 bR  Patientenprobe 182 bR  Patientenprobe 195 bR

Abbildung 11: Schematische (oben) und fotografische (unten) Darstellung der Aga-
rosegelelektrophorese im des SNPs rs2430561 im IFN-y-Gen
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1 2 Q3 -4 1 2 3 4 T 2: g 4
OO0 OO OO OO OO
(+) 440 bp | w—"m—— — ——— — — — — —
110 bp| v _— — — —
Genotyp rs1800629 GG Genotyprs1800629 AG Genotyprs1800629 GG
Genotyprs361525 GG Genotyprs361525 GG Genotyprs361525 AG
Haplotyp GG; GG Haplotyp GG; AG Haplotyp GG; GA

(+) 440 bp
110 bp

Patientenprobe 184 bR Patientenprobe 164 bR  Patientenprobe 159 bR

Abbildung 12: Schematische (oben) und fotografische (unten) Darstellung der Aga-
rosegelelektrophorese im des SNPs rs361525 im TNF-a-Gen

3.6 Statistische Methoden

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics 25
(SPSS 25.0 package, Chicago, IL). Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festge-
legt.

Mithilfe des Kolmogorow-Smirnov-Tests konnten die metrischen Daten auf Normal-
verteilung getestet werden. Der Test nach Levene war das Verfahren zur Testung der
Varianzhomogenitat. Lag eine Normalverteilung vor, wurden Mittelwertvergleiche mit-
hilfe des T-Tests durchgefiihrt. Bei Daten ohne Normalverteilung wurden die Mediane
mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen.

Kategoriale Variablen wurden mit Hilfe des Chi*-Tests nach Pearson und im Falle von
Vierfeldertafeln mit Yates-Korrektur (Continuity Correction) verglichen. War die erwar-
tete Haufigkeit in einer Zelle der Vierfeldertafel < 5 wurde der Fisher Exakt-Test
durchgefihrt.

Mittels binérer logistischer Regression wurde der gleichzeitige Einfluss mehrerer Fak-
toren (z. B. Alter, Geschlecht, Nikotinkonsum, Nachweis von P. gingivalis, bestimmter
Genotyp auf eine dichotome Zielvariable (z. B. RA ja oder nein) geprift. Dadurch soll-
te getestet werden, ob der entsprechende Genotyp oder ein Allel ein von anderen

Einflussfaktoren unabhangiger Risikoindikator flir RA ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertungsstrategie

Zunachst erfolgte die Auswertung demographischer und klinischer Parameter und
des Bakterienspektrums. Dartuber hinaus wurde die Genotyp-, Allel- und
Haplotypverteilung aller im CTS-Kit analysierter Polymorphismen untersucht. Die
Analyse erfolgte im Vergleich der RA-Gruppe mit der Kontroll-Gruppe sowie innerhalb
der RA-Gruppe.

Mittels binérer logistischer Regression sollte getestet werden, ob der entsprechende
Genotyp bzw. das Allel einen unabhangigen Risikofaktor darstellt. Deshalb wurden
die Kofaktoren, welche aus den vorangegangenen Ergebnissen (Auswertung demo-
graphischer und klinischer Parameter sowie Bakterienspektrum) mit einer RA und PA
assoziiert waren, zusatzlich zur Genotyp- bzw. Allelverteilung in die statistischen Un-
tersuchungen einbezogen. Zu den Kofaktoren zéhlten Alter, weibliches Geschlecht,

der individuelle Nachweis von P.g. und der Raucherstatus.

4.2 RA-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ohne RA

4.2.1 Vergleich demographischer und klinischer Parameter bei RA-Patienten (RA-
Gruppe) und Kontroll-Probanden ohne RA (Kontroll-Gruppe)

Die Probanden der Kontroll-Gruppe ohne RA waren signifikant jinger als die der
Test-Gruppe mit RA. Des Weiteren waren in der Kontroll-Gruppe mehr Méanner als in
der RA-Gruppe vertreten. Weitere Signifikanzen lieBen sich beziglich des Nikotin-
konsums festhalten. Innerhalb der RA-Gruppe gab es mehr Raucher und ehemalige

Raucher.

Beziglich der klinisch parodontologischen Parameter konnten signifikant erhohte
Werte beim PD sowie CAL registriert werden. Die Daten fur BOP und API waren da-
gegen in der RA- im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nicht signifikant unterschiedlich
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Demographische und klinische Parameter in der RA- Gruppe im Vergleich

zur Kontroll-Gruppe

(25%/75% Perzentile)

Variablen RA-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert
(n=101) (n =100)

Demographische Parameter

Alter (Jahre), Mittelwert + SD 54,78 £+ 13,11 45,77 +11,13 <0,001*

Geschlecht (%)

- mannlich 28,7 50 0,002**

- weiblich 71,3 50 0,002**
derzeitige Raucher (%) 24,8 20,0 0,005**
ehemaliger Raucher (%) 33,7 17,0 0,005**
Nichtraucher (%) 41,6 63,0 0,005**
Klinische Parameter
API ,Median in %; 38,10 (16,05/68,0) 38,00 (28,70/59,25) 0,372%**
(25%/75% Perzentile)

BOP/Zahn ,Median in %; 38,5(19,1/68,8) 42,40 (23,56/62,85) 0,934%**
(25%/75% Perzentile)

BOP/Flache ,Median in %; 9,5 (3,85/22,7) 8,65 (4,8/19,83) 0,664%**
(25%/75% Perzentile)

PD ,Median in mm; 4,00 (3,00/5,50) 2,53 (2,27/2,79) <0,001***
(25%/75% Perzentile)

CAL, Median in mm; 4,10 (3,18/5,85) 2,84 (2,56/3,20) <0,001***

*=T-Test, **= Chi%-Test, p-Werte berichtigt mit Yates-Korrektur, ***= Mann-Whitney-U-Test,
RA = Rheumatoide Arthritis, SD = Standardabweichung, APl = approximaler Plaque-Index,

BOP = Blutungsindex (engl.: Bleeding on Probing), PD = Sondiertiefe (engl.: pocket depth),

CAL = klinischer Attachmentverlust (engl.: clinical attachment loss)

4.2.2 Vergleich der subgingivalen Keimbesiedlung bei RA-Patienten (RA-Gruppe)

und Kontroll-Probanden ohne RA (Kontroll-Gruppe)

Bei der Gegenuberstellung der RA- und der Kontroll-Gruppe konnten Signifikanzen

beziglich der Bakterien A.a. und P.g. festgestellt werden. In der Kontroll-Gruppe wa-

ren mehr Probanden A.a. positivim Vergleich zur RA-Gruppe. Hingegen waren in der

RA-Gruppe mehr Patienten P.g. positiv. Keine Signifikanzen waren hinsichtlich der

Bakterien P.i., T.f. und T.d. festzustellen (Tabelle 7).
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Tabelle 7: DNA-Nachweis ausgewahlter parodontaler Bakterien bei RA-Patienten im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe ohne RA

Variablen RA-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert
(n=101) (n=100)
% positive Individuen | % positive Individuen
Bakterienspektrum
Aggregatibacter actinomy- 5,9 16,0 0,022%*
cetemcomitans
Porphyromonas gingivalis 43,6 21,0 0,001%**
Prevotella intermedia 24,8 28,0 0,601**
Tannerella forsythia 79,2 68,0 0,071**
Treponema denticola 66,3 62,0 0,521%*

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, RA=Rheumatoide Arthritis

4.2.3 Genotyp- und Allelverteilung der im CTS-Kit untersuchten Zytokinpolymor-
phismen bei RA-Patienten (RA-Gruppe) im Vergleich zu Kontroll-Probanden
ohne RA (Kontroll-Gruppe)

In der RA-Gruppe waren mehr Individuen Trager des G-Allels des IL-4R-a SNPs
rs1801275 im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ohne RA (p = 0,043). Unter den Patien-
ten mit RA waren tendenziell haufiger GG-Genotyptrager (Tabelle 8).

Das G-Allel und der GG-Genotyp des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen konnten im
multivariaten Modell nicht als unabhéangige Risikofaktoren fiir RA bestétigt werden.
Dagegen waren das Alter, weibliches Geschlecht, Rauchen und der Nachweis von

P.g. mit einer erhohten adjustierten Odds ratio fur RA assoziiert (Tabelle 9).

Tabelle 8: Genotyp- und Allelverteilung des IL4R-a-SNP rs1801275 bei RA-Patienten
im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ohne RA

IL4R-a Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert

SNP rs1801275 Gruppe

Genotypen (n=200) (n=100) (n=100)

AA (%) 66 60 72

AG (%) 29 33 25 0,150**

GG (%) 5 74 3

Allele (n =400) (n= 260) (n=200)

A (%) 80,5 76,5 84,5

G (%) 19,5 23,5 T 15,5 0,043%**

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, RA=Rheumatoide Arthritis,

= signifikantes Ergebnis, P = Tendenz zu einer Signifikanz
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Tabelle 9: Assoziation (adjustiert) des Allels G des IL4AR-a-SNP rs1801275 zur Pra-

valenz der RA (RA-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe)
Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)
Unterer Oberer
Wert Wert
Alter ,056 | ,000 1,058 1,038 1,077
Geschlecht (weiblich) ,897 | ,000 2,451 1,554 3,867
Raucher (current/past) ,841 | ,000 | 2,319 1,480 3,636
P.g. positiv ,655 | ,008 1,925 1,183 3,133
SNP rs1801275 (Allel G) ,336 | ,248 1,399 ,791 2,474

R?=0,278, current = derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, RA=Rheumatoide Arthri-
tis

Weitere signifikante Unterschiede waren bei Betrachtung der Allelverteilung des SNP
rs361525 im TNF-a-Gen festzustellen. Das G-Allel wurde sowohl in der RA-, als auch
in der Kontroll-Gruppe wesentlich haufiger als das A-Allel exprimiert (p=0,005). In der
RA-Gruppe waren signifikant weniger Probanden Allel A positiv (Tabelle 10).

Die Analyse des SNP rs361525 im TNF-a-Gen wies keine signifikanten Assoziationen
hinsichtlich des Genotyps zur RA auf. Allerdings trat der Genotyp AG bei RA-
Patienten tendenziell vermindert auf. Fur den TNF-a Polymorphismus rs3615259
konnte sowohl fur die Genotyp- als auch fur die Allelverteilung kein signifikantes Er-
gebnis verzeichnet werden.

In der binaren logistischen Regression wurde getestet, ob das G-Allel bzw. der AG-
Genotyp des SNP rs361525 im TNF-a-Gen als unabhéngige Risikofaktoren fir das
Auftreten von RA heranzuziehen sind. Es fanden sich signifikante Ergebnisse zum
Alter, weiblichen Geschlecht und Rauchverhalten. Beim G-Allel trat zusatzlich P.g. als
signifikantes Ergebnis auf. Die Assoziation des G-Allels oder des AG-Genotyps des
SNP rs361525 im TNF-a-Gen konnte nach binarer logistischer Regressionsanalyse
nicht bestatigt werden. (Tabelle 11)

Die Analyse des rs1800629 sowie der Haplotypen des TNF-a-Gens wiesen keine

Signifikanzen auf.

Tabelle 10: Genotyp- und Allelverteilung der TNF-a-SNPs rs361525 und rs1800629
bei Patienten mit RA im Vergleich zur Kontroll-Gruppe

TNF-a Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs361525 Gruppe
Genotypen (n=201) (n=101) (n=100)
AA (%) 1 1 1
AG (%) 10,9 69 15 0,186%**
GG (%) 88,1 92,1 84




35

Allele (n=201) (n=101) (n=100)
A (%) 5,5 1 10
v 0,005***
G (%) 94,5 99 90
TNF-a Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800629 Gruppe
Genotypen (n=195) (n=100) (n=95)
AA (%) 1,5 2 1
AG(%) 25,9 26,7 25 0,857***
GG (%) 72,6 71,3 74
Allele (n=402) (n=202) (n=200)
A (%) 14,4 15,3 13,5
0,598**
G (%) 85,6 84,7 86,5
Haplotypen (n=402) (n=202) (n=200)
GG (%) 78,1 80,2 76
AG (%) 15,2 14,9 15,5
0,343***
GA (%) 6,7 5 8,5

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, RA = Rheumatoide Arthritis,
T= signifikantes Ergebnis, : = Tendenz zu einer Signifikanz

Tabelle 11: Assoziation (adjustiert) des Allels G des TNF-a-SNP rs361525 zur Prava-
lenz der RA (RA-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe)

Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)
Unterer Oberer
Wert Wert
Alter ,056 | ,000 | 1,058 1,038 1,078
Geschlecht (weiblich) ,887 | ,000 2,429 1,538 3,835
Raucher (current/past) ,863 | ,000 2,371 1,514 3,714
P.g. positiv ,676 | ,006 | 1,965 1,210 3,191
SNP rs361525 (G-Allel) ,370 | ,422 | 1,447 ,587 3,568

R?=0,281, current = derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, RA=Rheumatoide Arthri-

tis

Alle anderen im CTS-Kit untersuchten Zytokinpolymorphismen waren nicht zur Préava-

lenz der RA assoziiert (Tabellenanlage 1).
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4.3 Ergebnisse innerhalb der RA-Gruppe in Abhangigkeit vom Schweregrad
der Parodontitis

4.3.1 Vergleich demographischer und Kklinischer Parameter innerhalb der RA-
Gruppe (schwere Parodontitis vs. milde/keine Parodontitis)

Bei dem Vergleich schwerer und milder/keiner PA innerhalb der RA-Gruppe ergaben
sich bezuglich der demographischen Parameter geschlechtsspezifisch signifikante
Unterschiede. Unter den Probanden befanden sich mehr Manner, die neben der RA
an schwerer PA erkrankt waren. Hinsichtlich des Alters und des Nikotinkonsums
konnten keine signifikanten Unterschiede registriert werden.

Die Kklinischen Parameter wie APl und BOP wiesen Signifikanzen auf. In allen Fallen
waren die Werte bei RA-Patienten mit schwerer PA erhoht (Tabelle 12).

Tabelle 12: Demographische und klinische Parameter innerhalb der RA-Gruppe
(schwere PA vs. milde/keine PA)

Variablen schwere PA milde/keine PA p-Wert
(n =25) (n=76)

Demographische Parameter

Alter (Jahre), Mittelwert + SD | 58,24 + 10,26 53,64 + 13,78 0,129*
Geschlecht (%)
- mannlich 48,0 22,4 0,014**
- weiblich 52,0 77,6 0,014%**
derzeitiger Raucher (%) 36,0 21,1 0,102**
ehemaliger Raucher (%) 40,0 31,6 0,102**
Nichtraucher (%) 24,0 47,4 0,102**

Klinische Parameter

API, Median in %; 66,0 (41,5/83,15) 27,80 (9,53/57,75) | <0,001***
(25%/75% Perzentile)

BOP/Zahn, Median in %; 60,0 (35,6/89,9) 32,65 (17,75/62,50) 0,001 ***
(25%/75% Perzentile)

BOP/Fliche, Median in %; 19,0 (8,85/39,9) 8,60 (3,53/16,75) 0,001 ***

(25%/75% Perzentile)

*= T-Test**= Chi2-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, ***= Mann-Whitney-U-Test,
RA = Rheumatoide Arthritis, PA = Parodontitis, SD = Standardabweichung, APl = approximaler
Plaque-Index, BOP = Blutungsindex (engl.: Bleeding on Probing)

4.3.2 Vergleich der subgingivalen Keimbesiedlung innerhalb der RA-Gruppe
(schwere PA vs. milde/keine PA)

RA-Patienten mit schwerer PA waren haufiger P.g.-Trager. Die Keime P.i. und T.f.

kamen hier tendenziell haufiger vor ohne, dass Signifikanz vorlag (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Verteilung ausgewahlter parodontaler Bakterien bei RA-Patienten mit
schwerer PA im Vergleich zu RA-Probanden mit milder/keiner PA

Variablen schwere PA milde/keine PA p-Wert
(n=76) (n=25)

% positive Individuen | % positive Individuen

Bakterienspektrum

Aggregatibacter actino- 4,0 6,6 1,000**
mycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis | 64,0 36,8 0,018**
Prevotella intermedia 36,0 21,1 0,133**
Tannerella forsythia 92,0 75,0 0,069**
Treponema denticola 64,0 67,1 0,776**

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, PA = Parodontitis, RA=Rheumatoide
Arthritis

4.3.3 Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung der im CTS-Kit untersuchten Zytokin-
polymorphismen innerhalb der RA-Gruppe in Abhangigkeit von der parodonta-

len Diagnose

Fur den SNP rs240561 im IFN-y-Gen sind sowohl im T-dominanten genetischen Mo-
dell AT+TT versus AA sowie bei der Allelverteilung Signifikanzen festzustellen. AA-
Genotyptrager (p = 0,043) und A-Alleltrager (p = 0,039) litten signifikant haufiger an
einer schweren PA (Tabelle 14).

Die Analyse der binar logistischen Regression ergab, dass der AA-Genotyp des SNP
rs240561 im IFN-y-Gen nach Adjustierung fur weitere parodontale Risikofaktoren kein
unabhangiger Faktor fir die Auspragung einer schweren PA darstellt. Lediglich das
weibliche Geschlecht war mit einem verringerten Risiko fur die Prévalenz einer
schweren PA assoziiert. Es ist davon auszugehen, dass Frauen mit RA seltener an
einer schweren PA erkrankt sind. (Tabelle 15)

Im multivariaten Modell konnte das A-Allel des SNP rs240561 im IFN-y-Gen ebenfalls
nicht als unabhangiger Risikofaktor fur eine schwere PA bestatigt werden. Die Variab-
len Alter, das weibliche Geschlecht, Raucher und P.g. wiesen Signifikanzen auf. (Ta-
belle 16)

Hingegen wurden fir das A-Allel des SNP rs240561 im IFN-y-Gen sowohl in der
bivariaten (Tabelle 17) als auch multivariaten Analyse (Tabelle 18) signifikante Asso-
ziationen beim Vergleich der Kontroll-Gruppe vs. RA-Gruppe mit schwerer PA gefun-

den.
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Tabelle 14: Genotyp- und Allelverteilung des IFN-y-SNP rs240561 in Abhangigkeit
vom parodontalen Befund innerhalb der RA-Gruppe

IFN-y schwere milde/keine

SNP rs240561 Gesamt Parodontitis Parodontitis p-Wert
Genotypen (n=101) (n=25) (n=176)
AA (%) 31,7 48 26,3
AT (%) 47,5 40 50 0,110**
TT (%) 20,8 12 23,7
AA + AT (%) 79,2 88 76,3 0,212%*
AT +TT (%) 68,3 52l 73,7 0,043**
AA +TT (%) 52,5 60 50 0,385**
Allele (n=202) (n=50) (n=152)
A (%) 55,4 68T 51,3 .

0,039

T (%) 44,6 32l 48,7

**= Chi2-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, RA=Rheumatoide Arthritis,

= signifikantes Ergebnis

Tabelle 15: Assoziation (adjustiert) des AA-Genotyps des IFN-y-SNP rs240561 zur
Prévalenz einer schweren PA innerhalb der RA-Gruppe

Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)
Unterer Oberer
Wert Wert
Alter ,032 | ,158 1,032 ,988 1,078
Geschlecht (weiblich) -1,146 | ,030 ,318 ,113 ,398
Raucher (current/past) ,874 | ,120 | 2,397 ,795 70225
P.g. positiv ,957 | ,066 2,603 ,938 7,221
SNP rs240561 (AA-Genotyp) ,999 | ,060 | 2,751 ,961 7,672

R? = 0,237, current =derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, PA = Parodontitis

Tabelle 16: Assoziation (adjustiert) des Allels A des IFN-y-SNP rs240561 zur Prava-
lenz der schweren PA innerhalb der RA-Gruppe

Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)
Unterer Oberer
Wert Wert
Alter ,031| ,046 | 1,031 1,001 1,063
Geschlecht (weiblich) -1,149 | ,002 ,317 ,154 ,654
Raucher (current/past) ,893 | ,024 2,443 1,127 5,295
P.g. positiv ,944 | ,009 | 2,570 1,260 5,240
SNP rs240561 (A-Allel) ,684 | ,068 | 1,982 ,952 4,126

R? = 0,260, current =derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, PA = Parodontitis
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Tabelle 17: Genotyp- und Allelverteilung des IFN-y-SNP rs240561 in Abhangigkeit
vom parodontalen Befund

Kontroll- RA-Gruppe p-Wert
IFN-y Gruppe
SNP rs240561 milde/keine | schwere
PA PA
| I ] vs. I lvs. Il lvs. 1l
Genotyp (n=99) (n=76) (n=25)
AA (%) 28,3 26,3 48
AT (%) 44,4 50 40 0,151** | 0,756** | 0,110**
TT (%) 27,3 23,7 12
Allel (n=188) (n=152) (n=50)
A (%) 50,5 51,3 T 68
T (%) 295 487 32 0,039*%* | 0,966** | 0,039**

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, PA = Parodontitis, RA = Rheumatoide
Arthritis,T= signifikantes Ergebnis

Tabelle 18: Assoziation (adjustiert) des A-Allels des IFN-y-SNP rs240561 zur Préava-
lenz der schweren PA bei RA-Patienten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe

Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)

Unterer Oberer

Wert Wert
Alter ,131 | <,001 1,12 1,08 1,17
Geschlecht (mé&nnlich) ,123 ,767 1,13 ,50 2,55
Raucher (current/past) ,1,87 | <,001 6,49 2,69 15,6
P.g. positiv 1,54 | <,001 4,67 2,07 10,5
SNP rs240561 (A-Allel) ,977 ,024 2,66 1,14 6,2

R? = 0,260, current = derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, PA = Parodontitis, RA =
Rheumatoide Arthritis

Der SNP rs2072874 im IL-4 Gen war von der Tendenz mit der Schwere der parodon-
talen Erkrankung assoziiert. Patienten mit schwerer PA waren seltener T-Alleltréger
im Vergleich zu Patienten mit milder PA. Schwere PA war mit einem tendenziell ver-
minderten Vorliegen des Genotyps CT und TT+CT vs. CC assoziiert (Tabelle 19).

Fir die SNPs rs2243248 und rs2243250 im IL-4-Gen konnten keinerlei Signifikanzen
oder vergleichbare Tendenzen verzeichnet werden.

Ebenso wurden fiir die Haplotypen keine signifikanten Ergebnisse registriert.
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Das T-Allel des SNP rs2072874 im IL-4-Gen stellte nach Adjustierung (binar logisti-
sche Regressionsanalyse) keinen signifikanten Risikofaktor fir das Auftreten einer
schweren PA innerhalb der RA-Gruppe dar. Die Variablen Alter, Frauen, Rauchersta-
tus und P.g. waren dagegen signifikant mit der Pravalenz einer schweren PA inner-

halb der RA-Gruppe assoziiert (Tabelle 20).

Tabelle 19: Genotyp- und Allelverteilung der IL-4-SNPs rs2243248, rs2243250 und
rs2072874 in Abhangigkeit vom parodontalen Befund innerhalb der RA-Gruppe

IL-4 schwere milde/keine
Gesamt . . p-Wert
SNP rs2243248 Parodontitis Parodontitis
Genotypen (n=100) (n=24) (n=76)
GG (%) 3 0 3,9
GT (%) 9 12,54 7,9 0,529%**
TT (%) 88 87,5 88,2
Allele (n=200) (n=48) (n=152)
G (%) 7,5 6,3 7,9
0,770***
T (%) 92,5 93,8 92,1
IL-4 schwere milde/keine
Gesamt . . p-Wert
SNP rs2243250 Parodontitis Parodontitis
Genotypen (n=100) (n=24) (n=76)
CC (%) 70 83,3 65,8
CT (%) 29 16,7 v 32,9 0,292***
TT (%) 1 0 1,3
Allele (n=200) (n=48) (n=152)
C (%) 84,5 91,7 82,2
i 0,116**
T (%) 15,5 83} 17,8
IL-4 schwere milde/keine
Gesamt . . p-Wert
SNP rs2072874 Parodontitis Parodontitis
Genotypen (n=98) (n=23) (n=75)
CC (%) 71,4 87 66,7
CT (%) 27,6 13 32 0,181***
TT (%) 1 0 1,3
Allele (n=198) (n=47) (n=151)
C (%) 84,8 93,6 82,1
] 0,056**
T (%) 15,2 64 17,9
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Haplotypen (n=98) (n=23) (n=75)
TTT (%) 15,2 6,4 17,9
TCC (%) 77,3 87,2 74,2
0,123%**
GCC (%) 7,6 6,4 7,9

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, ***= Chi2-Test, p-Werte korrigiert mit

Fisher’s Exact Test,; = Tendenz zu einer Signifikanz, RA = Rheumatoide Arthritis

Tabelle 20: Assoziation (adjustiert) des T-Allels des IL-4-SNP rs2072874 im zur Pra-
valenz der schweren PA innerhalb der RA-Gruppe

Variablen Regressions- | Sig. Exp. Konfidenzintervall (B)
koeffizient B (B)
Unterer Oberer
Wert Wert
Alter ,033 | ,039 1,033 1,002 1,066
Geschlecht (weiblich) -1,028 | ,007 ,358 ,169 ,756
Raucher (current/past) 1,034 | ,011| 2,812 1,271 6218
P.g. positiv ,865 | ,019 2,375 1,153 4,893
SNP rs2072874 (T-Allel) -1,181 | ,074 ,307 ,084 1,122

R? =0,225, current = derzeitige Raucher, past = ehemalige Raucher, PA = Parodontitis, RA =
Rheumatoide Arthritis

Alle anderen im CTS-Kit untersuchten Zytokinpolymorphismen waren nicht zum

Schweregrad der PA innerhalb der RA-Gruppe assoziiert (Tabellenanlage II).

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

441 RA-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe

Arbeitshypothese |: Bei der Untersuchung genetischer Assoziationen zur RA wur-
den Signifikanzen fur den SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen und SNP rs361525 im
TNF-a-Gen detektiert. Das Allel G des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen lag innerhalb
der RA-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe vermehrt vor.

In der multivariaten Analyse konnte das G-Allel nicht als unabhangiger Risikofaktor
fur RA bestatigt werden. Fiur den SNP rs361525 im TNF-a-Gen wurden ebenfalls
Signifikanzen in der Verteilung der Allele nachgewiesen. RA-Patienten waren signifi-
kant haufiger G-Alleltrager (Vgl. 4.2.3; Tabelle 21). Unter Beriicksichtigung weiterer
Kofaktoren zeigte sich, dass das G-Allel nicht als unabhéngiger Risikofaktor der RA
betrachtet werden kann (Vgl. 4.2.3; Tabelle 21).

Arbeitshypothese Ill: Unterschiede in demographischen Parametern und Keim-
spektrum zwischen der RA-Gruppe und Kontroll-Gruppe wurden vermutet. Patienten

der RA-Gruppe waren im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ohne RA alter und héaufiger
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Frauen. Des Weiteren fanden sich mehr ehemalige und derzeitige Raucher in der
RA-Gruppe wieder. Bezuglich klinisch parodontologischer Parameter unterschieden
sich die Gruppen hinsichtlich des APIs und BOPs nicht signifikant. Die Werte fir PD
sowie CAL waren in der RA-Gruppe erhoht (Vgl. 4.2.1; Tabelle 21).

RA-Probanden waren signifikant haufiger P.g. positiv, wahrend A.a. hier seltener
nachgewiesen wurde (Vgl. 4.2.2; Tabelle 21).

Tabelle 21: Vergleich signifikanter Ergebnisse in der RA-Gruppe zur Kontroll-Gruppe

Variablen RA-Gruppe Kontroll-Gruppe
Alter ™ J
Frauen ™ N
Raucher (aktuell und ehemalige) ™ J
Sondiertiefe (PD) ™ J
Klinischer Attachmentverlust (CAL) ™ J
P. gingivalis positive Patienten ™ N
A. actinomycetemcomitans positive Patienten N§ ™
Genotyp und Allelverteilung
- TNF-a (SNP rs361525), G-Allel ™ J
(nur unadjustiert)
- IL4R-a (SNP rs1801275), G-Allel ™ N
(nur unadjustiert)

TNF-a = Tumornekrosefaktor alpha, IL4R-a = Interleukin-4-Rezeptor-alpha, |, = signifikan-
tes Ergebnis, RA = Rheumatoide Arthritis

4.4.2 Innerhalb der RA-Gruppe Vergleich in Abhangigkeit vom parodontalen Status

Arbeitshypothese IlI: Unterschiede in der Genotyp-, Allel- bzw. Haplotypverteilung
von Zytokinpolymorphismen innerhalb der RA-Gruppe in Abhéngigkeit vom parodon-
talen Befund (milde/keine PA vs. schwere PA) wurden vermutet und detektiert. Bei
der Gegenuberstellung von schwerer PA auf der einen Seite und milder/keiner PA auf
der anderen Seite wurden Signifikanzen fir den SNP rs2430561 im IFN-y-Gen ge-
zeigt. Der AA-Genotyp und das A-Allel waren mit schwerer PA signifikant assoziiert.
Jedoch konnte diese Assoziation unter Hinzuziehen weiterer Risikofaktoren in der
bindren logistischen Regression nicht bestétigt werden. Bei der bivariaten und multi-
variaten Analyse schwerer PA bei RA-Patienten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
konnten wiederum signifikante Ergebnisse fir das A-Allel registriert werden (Vgl.
4.3.3; Tabelle 22, 23).

Tendenzen wurden beim SNP rs2070874 im IL-4-Gen festgestellt. Schwere PA war
mit einem tendenziell verminderten Vorliegen des Genotyps CT und TT+CT assozi-
iert. Zudem waren Patienten mit schwerer PA tendenziell seltener T-Alleltrager im

Vergleich zu Patienten mit milder/keiner PA. Die angefiihrten Tendenzen waren auch
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nach multivariater Analyse mit bindrer logistischer Regression nicht signifikant. (Vgl.
4.3.3; Tabelle 22)

Arbeitshypothese |V: Unterschiede in demographischen Parametern und Keim-
spektrum (innerhalb der RA-Gruppe: milde/keine PA vs. schwere PA) konnten identi-
fiziert werden. Patienten mit schwerer PA waren vermehrt Manner. Die klinischen
Parameter, wie APIl, BOP/Flache und BOP/Zahn, waren bei schwerer PA innerhalb
der RA-Gruppe signifikant erhoht (Vgl. 4.3.1.). Innerhalb der RA-Gruppe war P.g., wie

vermutet, vermehrt mit schwerer PA assoziiert (Vgl. 4.3.2; Tabelle 22).

Tabelle 22: Vergleich signifikanter Ergebnisse/Tendenzen innerhalb der RA-Gruppe

Variablen schwere PA milde/keine PA
Frauen J ™
API T N2
BOP/Zahn T N2
BOP/Fliche T N
P. gingivalis positive Patienten ™ N

Genotyp und Allelverteilung
IFN-y (SNP rs2430561)

- AA-Genotyp (nur unadjustiert) ™ J
- A- Allel (adjustiert) T N
IL-4 (SNP rs2070874) A
- Genotyp TT+CT (nur unadjustiert) M A
- T-Allel (nur unadjustiert) v

API| = approximaler Plaque-Index, BOP = Blutungsindex (engl.: Bleeding on Probing),
IL-4 = Interleukin-4, IFN-y = Interferon-Gamma, { "= signifikantes Ergebnis, v‘= Tendenz zu
einer Signifikanz, PA = Parodontitis, RA = Rheumatoide Arthritis

Tabelle 23: Vergleich signifikanter Ergebnisse der RA-Gruppe (schwere PA) zur
Kontroll-Gruppe
Variablen RA mit schwerer PA Kontroll-Gruppe

Genotyp und Allelverteilung
IFN-y (SNP rs2430561)
- A- Allel (adjustiert) ™ N
IFN-y = Interferon-Gamma, {, = signifikantes Ergebnis, PA = Parodontitis, RA = Rheumatoi-
de Arthitis

5 Diskussion

5.1 Studiendesign

Bei dieser Untersuchung handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie mit deren Hilfe,
bei geeigneter Auswahl an Testgré3en, in einem relativ kurzen Zeitraum, aussage-
kraftige Ergebnisse zu erwarten sind. Die Test-Gruppe bestand aus RA-Patienten (n

= 101), bei denen der parodontale Status erhoben wurde (milde/keine PA oder
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schwere PA). Die Kontroll-Gruppe bestand aus Probanden ohne RA mit maximal mil-
der Form der PA. Es wurden nur Patienten und Kontroll-Probanden kaukasischer
Herkunft, die untereinander kein Verwandtschaftsverhéltnis aufwiesen, in die Studie
eingeschlossen, da die Pravalenz der untersuchten SNPs auch ethnischen Einfliissen
unterliegen kann. Deshalb kdnnen die Ergebnisse unserer Studie auch nur unter Be-
achtung dieser Limitation auf andere Populationen Ubertragen werden (Mori et al.,
2005; Masamatti et al.,, 2012; Ramos et al., 2015; Jahid et al., 2018). Eine Meta-
Analyse von Lee und Bae (2015b) analysierte beispielsweise mdgliche Assoziationen
eines TNF-a-Polymorphismus zu RA und Vitiligo unter Einbeziehung von Studien
diverser ethnischer Populationen. Die Untersuchung beinhaltete 6 Studien mit Pro-
banden europaischer und jeweils 2 Studien asiatischer und lateinamerikanischer Her-
kunft. Bei Betrachtung der gesamten 6 Studien wurde eine Assoziation fir das A-Allel
des SNP rs361525 im TNF-a-Gen zu RA detektiert. Bei separater Untersuchung der
einzelnen Ethnien konnte flr Européer und Asiaten allerdings keine Assoziation fur
das A-Allel des SNP rs361525 im TNF-a-Gen zu RA identifiziert werden. Diese Studie
zeigt, dass die Pravalenz von Polymorphismen ethischen Einflissen unterliegen kann
(Loos et al., 2005).

Des Weiteren wurde geprift, ob die Genotypverteilungen der untersuchten SNPs
dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE) entspra-
chen, um andere Einflisse, wie Neumutationen, Migrationen, Panmixien, zu kleine
Populationen mit Gendrift und Selektionsvorteile/Selektionsnachteile auszuschlieRen
(Mayo, 2008). Das HWE wird zur Uberpriifung eines geeigneten Studienkollektivs zur
Hilfe genommen und hat sich in der praktischen Anwendung etabliert (Graffelman
und Weir, 2016). Alle in der Studie eingeschlossenen Zytokinpolymorphismen der

Untersuchungsgruppen entsprachen dabei dem HWE.

5.2 Methode

5.2.1 Rekrutierung der Patienten/Probanden (Ein-, Ausschlusskriterien)

Die Test-Gruppe bestand aus = 18 Jahre alten RA-Patienten (n = 101), deren paro-
dontaler Status erhoben wurde. Die RA-Gruppe konnte hinsichtlich des parodontalen
Schweregrads in milde/keine PA einerseits und schwere PA andererseits eingeteilt
werden (Tonetti und Claffey, 2005). Dadurch war die Einbeziehung des Faktors
,Sschwere PA* in Relation zur Pravalenz der Zytokinpolymorphismen maglich.

Ausschliel3lich erfahrene Rheumatologen (Rheumatologen des Rheumahauses in
Potsdam, der internistisch Rheumatologischen Arztpraxis Dr. Liebhaber und der Kili-
nik fur Innere Medizin Il des Universitatsklinikums in Halle) nahmen die Rekrutierung

der Patienten vor. Die Einstufung eines Probanden zur RA-Gruppe wurde nach der
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Klassifikation der American Rheumatism Association von 1987 durchgefihrt. Durch
diese Maflinahmen konnte eine fachgerechte Rekrutierung gewahrleistet werden.

Ein Kontroll-Proband (n = 100) sollte vor allem die Voraussetzung erfillen maximal
eine milde PA nach Tonetti und Claffey (2005) zu haben sowie keine allgemeinmedi-
zinischen Erkrankungen mit bekannter Assoziation zur PA aufweisen. Zu diesen Er-
krankungen zahlen z. B. RA (Araujo et al., 2015), Diabetes mellitus Typ I/l (Lalla und
Papapanou, 2011; Stanko und lzakovicova Holla, 2014; Ismail et al., 2017; Sanz et
al., 2018) und Koronare Herzerkrankung (Ohki et al., 2012). Da mit steigendem Alter
die Wahrscheinlichkeit an einer PA oder RA zu erkranken zunimmt (Fontana, 2009),
wurde flr die Kontroll-Probanden ein Mindestalter von 30 Jahren festgesetzt.

Keiner der RA-Patienten/Kontroll-Probanden durfte sich in den letzten 3/6 Monaten
einer systemischen Antibiotika-Therapie oder innerhalb der letzten 6 Monate einer
subgingivalen PA-Therapie unterzogen haben. Damit sollten diese, den parodontalen
Status beeinflussende Storfaktoren, weitestgehend ausgeschlossen werden. Eine
Schwangerschaft kénnte Uber hormonelle Verdnderungen den allgemeinmedizini-
schen (Silman und Pearson, 2002) und parodontalen Zustand (Geisinger et al., 2014;
Gonzélez-Jaranay et al., 2017) beeinflussen und war demnach ebenfalls ein Aus-
schlusskriterium in  beiden Untersuchungsgruppen. Patienten/Probanden, die
Gingivahyperplasie verursachende Medikamente [(z. B. Cyclosporin A, Nifedipin,
Hydantoin) (Brown und Arany, 2015)] einnahmen, wurden ebenso von der Studie
ausgeschlossen, damit die parodontale Befundung exakt durchgefiihrt werden konn-
te. Um den Einfluss des Nikotinkonsums als Risikofaktoren fir RA und PA (Kallberg
et al., 2011; Di Giuseppe et al., 2014; Khan et al., 2016) zu bewerten, wurden anam-
nestisch bei allen Patienten-/Kontroll-Probanden der Raucherstatus erfasst.

Neben dem Nikotinkonsum gelten auch das Alter und das Geschlecht als potenzielle
Risikofaktoren fur RA sowie PA und wurden in die multivariate Analyse mit einbezo-
gen.

Innerhalb der RA-Gruppe wiesen lediglich 6 Patienten keine PA nach Klassifikation
von Tonetti und Claffey (2005) auf. Deshalb wurden diese Patienten in die Gruppe
milde/keine PA integriert. Die Bildung einer eigenstandigen RA-Gruppe ohne PA wére
hinsichtlich der statistischen Auswertbarkeit/Power nicht sinnvoll gewesen. Die ange-
wandte PA-Klassifikation nach Tonetti und Claffey (2005) wurde fur die Analyse von
Risikofaktoren konzipiert. Diese Klassifikation zeichnet sich durch eine hohe Sensitivi-
tat fur einen Parodontitisfall aus und definiert klinisch sicher einen schweren ausge-
dehnten Parodontitisfall (Eke et al., 2012; Baelum und Lépez, 2012). Durch die An-

wendung dieser international bekannten Klassifikation in unserer Studie ist die Ver-
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gleichbarkeit zu den Ergebnissen anderer Untersuchungen gegeben (Seitter, 2018;
Rodriguez-Lozano et al., 2019).

5.2.2 Zahnérztliche Untersuchung

Bei der zahnarztlichen Untersuchung der RA-Patienten wurden zwei unterschiedliche
PA-Sonden verwendet (VIVACARE TPS PERIODONTAL PROBE Schaan, Liechten-
stein und DB764R Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland), da die Produkti-
on der zuerst verwendeten TPS-Sonde wahrend der Studie eingestellt wurde (Al
Shayeb et al., 2014). Diese druckkalibrierten Sonden lieferten in Kklinischen Studien
bereits reproduzierbare Ergebnisse (Tupta-Veselicky et al., 1994; Bergenholtz et al.,
2000). Die Untersuchung der Kontroll-Gruppe wurde mithilfe einer nicht druckkalib-
rierten Sonde vorgenommen (PCPUNC156 Griff 6, Hu-Friedy, Rotterdam, Niederlan-
de). Einige Studien zeigen auch fir nicht druckkalibrierte und druckkalibrierte Sonden
vergleichbare Resultate (Reddy et al., 1997; Barendregt et al., 2006; Renatus et al.,
2016). Unterschiede in den Klinischen Daten, aufgrund der Verwendung unterschied-

licher Messsonden, kénnten somit weitestgehend ausgeschlossen werden.

5.2.3 Molekularbiologischer Nachweis subgingivaler parodontaler Markerkeime

Der molekularbiologische Nachweis subgingivaler parodontaler Markerkeime wurde
mithilfe des etablierten micro-IDent®-Tests nach Herstellerangaben im eigenen Labor
durchgefihrt. Insgesamt wurde die DNA 5 verschiedener parodontaler Markerkeime
bestimmt. Durch eine Nachweisgrenze (cut-off) fiir A.a. von 10° ,genome equivalents*
und fur Pg., P.i., T.f. und T.d. von 10* ‘genome equivalents* konnte bei der Amplifika-
tion bakterieller DNA mittels PCR ein sicherer Nachweis ermdglicht werden (Urban et
al., 2010; Eick et al., 2011). Innerhalb der statistischen Berechnungen wurden nur die
zwei Parameter ,Bakterium vorhanden® oder ,Bakterium nicht vorhanden® bertcksich-
tigt. Auf eine semiquantitative Bestimmung der Keimkonzentration wurde jedoch auf-
grund der vorhandenen Messunsicherheit verzichtet. Von Nachteil ist, dass bezliglich
der Vitalitdt der detektierten Markerkeime keine Aussage getroffen werden konnte.
Naturlich wird durch den Nachweis von nur finf Bakterienspezies nur ein kleiner Teil
moglicher Pathogene detektiert (Reichert et al., 2008; Reichert et al., 2013; Ertugrul
et al., 2013; Cantore et al., 2014). Deshalb wird in jingerer Zeit durch die Technik des
Next Generation Sequencing (NGS) versucht das gesamte Mikrobiom des parodonta-

len Biofilms zu erfassen (Schulz et al., 2019).
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5.2.4 Zytokingenotypisierung mittels CTS-PCR-SSP Tray-Kit (Heidelberq)

Mithilfe des CTS-PCR-SSP Tray-Kits (Heidelberg) war es moglich Genotyp-, Allel-
und Haplotypkonstellationen von 22 SNPs in 13 verschiedenen Zytokinen zu untersu-
chen. Die Zuverlassigkeit der Zytokingenotypisierung konnte durch eine stets mitlau-
fende Positiv-Kontrolle im Gel sichergestellt werden. Der Test gilt als sichere Variante
SNPs zu identifizieren (Meyer et al.,, 2005) und wurde auch in anderen Studien
(Trajkov et al., 2009) angewandt.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Vor allem aufgrund epidemiologischer Studien wird eine Wechselbeziehung zwischen
der PA und RA vermutet ( Detert et al., 2010; Koziel et al., 2014; Smit et al., 2015;
Araujo et al., 2015; Schmickler et al., 2017). Dabei zahlt die PA weltweit zu den h&u-
figsten chronischen Infektionserkrankungen (Aradjo et al., 2015; Chou et al., 2015).
Die RA hingegen ist eine Autoimmunerkrankung und neben der Arthrose die haufigs-
te Entzindungserkrankung der Gelenke mit einer weltweiten Pravalenz von 0,5-1 %
(Silman und Pearson, 2002; Ma et al., 2014). Im Vergleich zu Probanden ohne RA
neigen RA-Patienten zu einer schwereren Form der PA und einem erhdhten Zahnver-
lust (Mercado et al., 2001; Lagervall et al., 2003). Weiterhin war unter Patienten mit
PA die Pravalenz einer RA signifikant haufiger als unter Probanden ohne PA
(Mercado et al.,, 2000). Beiden Erkrankungen ist eine Stérung des Gleichgewichts
pro- und antiinflammatorisch wirksamer Zytokine gemein (Mercado et al., 2001). Da
sowohl die Freisetzung von Zytokinen als auch ihre Zusammensetzung der geneti-
schen Kontrolle unterliegt (Havemose-Poulsen et al., 2005; Kokkonen et al., 2010;
Bartova et al., 2014; Jahid et al., 2018) ist anzunehmen, dass bestimmte Polymor-
phismen in Zytokingenen charakteristisch sowohl fir RA als auch PA sind
(Havemose-Poulsen et al., 2005; Kokkonen et al., 2010; Bartova et al., 2014; Jahid et
al., 2018;). Das Kernziel dieser Studie bestand deshalb darin, solche Zytokinpolymor-
phismen zu identifizieren.

Sollte eine Assozioation zwischen Zytokinpolymorphismen und den beiden Erkran-
kungsbildern RA sowie PA verifiziert werden, so kénnte die Identifizierung von Indivi-
duen mit einem erhéhten Risiko an RA und PA zu erkranken erleichtert werden. Des
Weiteren kdonnten Gemeinsamkeiten beider Erkrankungen hinsichtlich des geneti-
schen Backgrounds die gezeigte Wechselbeziehung beider Erkrankungen erklaren.
Dartber hinaus wird ein Zusammenhang zwischen parodontopathogenen Keimen
und RA (Moen et al., 2003; Kharlamova et al., 2016; Bender et al., 2017; Olsen et al.,

2018) u. a. uUber die Citrullinierung humaner parodontaler Peptide und Bildung von
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ACPAs (Koziel et al, 2014; Olsen et al, 2018) vermutet. Die Detektion
parodontpathogener Keime tber mikrobielle Tests kdnnte in dem Fall einer nachge-
wiesenen Beziehung zwischen Parodontitsbakterium und RA eventuell auch ein Préa-

diktor fir die Entwicklung einer RA sein.

5.3.1 RA-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe

Demographische und klinische Parameter (RA-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe)

Wie erwartet fanden sich innerhalb der RA-Gruppe mehr Frauen wieder. In der Kont-
roll-Gruppe war das Geschlechterverhdltnis dagegen ausgeglichen. Damit kénnte der
bekannte Aspekt untermauert werden, dass Frauen vermehrt an RA erkranken (Scott
et al.,, 2010; Austad et al., 2015; Deutsche Rheuma- Liga Bundesverband e. V.,
2018). Nicht auszuschlieen sind jedoch auch Studieneffekte. Es ist bekannt, dass
Frauen in der frihen Kklinischen Phase von Studien oftmals, unter anderem aufgrund
unzureichender Datenlage beziglich der Embryotoxizitat, unterreprasentiert sind (Liu
und Mager, 2016; Deutsches Arzteblatt, 2016). In spateren klinischen Phasen, wenn
die Pharmakokinetik bekannter ist, nehmen Frauen vermehrt teil, sodass in einigen
Fallen die Teilnahme mit der geschlechtsspezifischen Krankheitspravalenz korreliert.
In dieser Studie besteht kein gesundheitsgeféahrdendes Risiko fir die Probanden,
sodass die Teilnahme von Frauen ungefahr der geschlechtsspezifischen Pravalenz
fur RA entspricht (Liu und Mager, 2016; Deutsches Arzteblatt, 2016). Die Vermutung,
dass in der Kontroll-Gruppe weniger ehemalige und derzeitige Raucher anzutreffen
sind, konnte ebenso bestétigt werden. Auch diverse andere Forschungsarbeiten be-
legen die Assoziation von Nikotinkonsum mit der RA (Costenbader et al., 2006;
Kallberg et al., 2011; Di Giuseppe et al., 2014).

Fur die klinischen Parameter CAL und PD zeigten sich signifikante Unterschiede. Die
RA-Gruppe wies signifikant hohere Werte auf. Da die Kontroll-Gruppe jedoch darauf-
hin selektiert wurde eine maximal milde PA zu haben, darf aus diesem Ergebnis nicht
geschlussfolgert werden, dass unter RA-Patienten haufiger eine schwere PA zu fin-
den ist im Vergleich zu Probanden ohne RA. Zudem muss beachtet werden, dass
RA-Patienten unter Medikation von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSARs: 50 %),
Disease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs: 70 %) und/oder Biologika (42 %)
standen. In diversen Forschungsarbeiten wird vor allem der Einfluss von DMARDs
und NSARs auf parodontale Entziindungsparameter und den Schweregrad der PA
kontrovers diskutiert. Wahrend manche Analysen eine Verbesserung des parodonta-
len Zustandes bei RA-Patienten unter Einnahme dieser Pharmaka zeigen, deuten
andere Erforschungen auf eine erhohte parodontale Entziindung hin (Pers et al.,
2008; Mayer et al., 2009; Kobayashi et al., 2014; Romero-Sanchez et al., 2017,
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Ziebolz et al., 2018). Darluberhinaus scheint auch die Kombination mehrerer dieser
Medikamente mit dem parodontalen Entziindungszustand assoziiert zu sein (Rome-
ro-Sanchez et al., 2017; Ziebolz et al., 2018).

Vergleich der subgingivalen Keimbesiedlung (RA-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe)

Beim Vergleich der RA-Gruppe mit der Kontroll-Gruppe wurde ein signifikanter Zu-
sammenhang von P.g. und RA nachgewiesen. Auch andere Studien untermauern die
Assoziation von P.g. zur RA. Insbesondere eine Meta-Analyse von Bender et al.
(2017) und die Arbeit von Moen et al. (2003) beschreiben einen erhdhten Antikorper-
Titer gegen P.g bei bestehender RA. Einen signifikanten Zusammenhang zwischen
RA und PA, verursacht durch eine P.g.-Infektion, zeigt ebenso die Untersuchung von
Kharlamova et al. 2016. Es wird vermutet, dass P.g. die Citrullinierung parodontaler
Peptide und Produktion von ACPAs ausldst und damit die Pathogenese der RA be-
fordert wird (Koziel et al., 2014; Olsen et al., 2018).

Eine kirzlich prasentierte Arbeit von Konig et al. (2016) stellt dagegen den Keim A.a.
in der Pathogenese der RA in den Vordergrund. Das Leukotoxin A (LtxA) von A.a.
fuhrt zu einer Porenbildung in der Zellmembran der Neutrophilen Granulozyten der
Sulkusflissigkeit von PA-Patienten. Neutrophile Granulozyten aktivieren eine PAD
und Calcium-abhangige Citrullinierungsvorgange, die in der Bildung von ACPAS re-
sultieren. In unserer Arbeit konnte diese Vermutung nicht untermauert werden, da
A.a. seltener unter Patienten mit RA im Vergleich zu Probanden ohne RA gefunden

wurde.

Vergleich der untersuchten SNPs der RA-Gruppe mit SNPs der Kontroll-Gruppe

Die Analysen dieser Arbeit zeigen, wie erwartet, signifikante Unterschiede in den Ge-
notyp- bzw. Allelfrequenzen der Zytokinpolymorphismen bei dem Vergleich der RA-
und Kontroll-Gruppe (Hauptziel I).

Genetische Assoziationen zur RA wurden signifikant fir den SNP rs1801275 im IL4AR-
a-Gen entdeckt. Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe befanden sich unter den RA-
Patienten vermehrt G-Alleltrdger. Die Literaturrecherche zum SNP rs1801275 im
IL4R-a-Gen lieferte inkonsistente Ergebnisse. Mit dieser Studie vergleichbare Ergeb-
nisse sind bereits von Moreno et al. (2007) bekannt. Diese Untersuchungen zeigten
ebenso eine Assoziation des G-Allels des SNP rs1801275 im ILAR-a-Gen zur RA bei
Kolumbianern. Die Untersuchungen von Burgos et al. (2010) zeigten hingegen Zu-
sammenhange zwischen dem SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen und RA bei Patienten
afroamerikanischer Herkunft fir die AA- und AG-Genotypen (Tabelle 24). Eine Studie

von Hussein et al. (2012) untersuchte an RA erkrankte Frauen agyptischer Zugeho-
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rigkeit und detektierte ebenso eine Assoziation zwischen dem SNP rs1801275 im
IL4AR-a-Gen und nicht-erosiver Form der RA (Tabelle 24). Im Vergleich zur erosiven
RA kam der Genotyp AG des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen bei der nicht-erosiven
RA-Form signifikant erhoht vor. Das A-Allel war mit dem Rheumafaktor (RF) assozi-
iert. Des Weiteren gibt es auch eine Meta-Analyse, die keinen Zusammenhang von
RA und dem SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen bestétigen konnte (Song et al., 2013a).

In der vorliegenden Studie konnte innerhalb der RA-Gruppe auch eine Assoziation
des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen zur PA verifiziert werden. Eine im Jahre 2011
vertffentlichte Studie von Reichert et al. (2011) konnte bereits eine Assoziation des
SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen unter Probanden ohne RA zur chronischen PA fest-

stellen.

Tabelle 24: Untersuchungen mit Assoziationen des IL4R-a-SNP rs1801275 zur RA
bei Patienten unterschiedlicher Ethnizitat

Genpolymorphismus mit Studie Herkunft Kohorte
Assoziation zur RA Autor (Jahr)

IL-4R-a (SNP rs1801275)

- AA AG Burgos et al. (2010) Afroamerikaner
- AG,A Hussein et al. (2012) Agypterinnen
- G Moreno et al. (2007) Kolumbianer

RA = Rheumatoide Arthitis

Andere genetische Assoziationen konnten in der Analyse fir den SNP rs361525 im
TNF-a-Gen zur RA abgeleitet werden. Auch hier waren RA-Patienten im Vergleich
zur Kontroll-Gruppe héaufiger G-Alleltrager. Bislang existieren einige Arbeiten, die kei-
nerlei Belege fur den Zusammenhang diverser Zytokinpolymorphismen des TNF-a
zur RA identifizierten (Emonts et al., 2011; HADINEDOUSHAN et al., 2016; Cadena-
Sandoval et al., 2018). Zu beachten ist jedoch, dass in den zitierten Studien Proban-
den mexikanischer, iranischer und kaukasischer Ethnizitat untersucht wurden. Die vor
kurzem veréffentlichte Untersuchung von Malysheva et al. (2018) zeigte hingegen bei
russischer Bevolkerung signifikante Assoziationen fir den SNP rs361525 im TNF-a-
Gen zur RA. Wie in der vorliegenden Studie konnte Malysheva et al. (2018) ein ver-
mehrtes Vorhandensein von Allel G identifizieren (Tabelle 25). Zudem war der Geno-
typ GG signifikant mit dem Auftreten der RA assoziiert (Tabelle 25). Eine Meta-
Analyse von Lee und Bae (2015b) verglich 10 Studien unterschiedlichster Ethnizita-

ten (Latein-Amerikaner, Asiaten, Europdaer) hinsichtlich der Assoziation des SNP
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rs361525 im TNF-a-Gen und RA. Ein signifikanter Zusammenhang zur RA konnte
insbesondere fur das A-Allel des SNP rs361525 im TNF-a-Gen zur RA gezeigt wer-
den. Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen Ethnizitdten wurde jedoch unter
Européern keine signifikante Assoziation des A-Allels sondern des G-Allels zur RA
gezeigt (Trajkov et al., 2009; Lee und Bae, 2015b) (Tabelle 25). Die kontroversen
Ergebnisse kdnnten in den unterschiedlichen Ethnizitaten begriindet sein, die wiede-
rum mit unterschiedlichen Zytokinpolymorphismen assoziiert sind (Loos et al., 2005)
(Tabelle 25). Zudem unterscheiden sich die Studiendesigns der Forschungsarbeiten,
sodass die Vergleichbarkeit erschwert wird.

Da TNF-a als proinflammatorisch wirksames Zytokin in der Pathogenese der RA eine
wichtige Rolle einnimmt, kann das Wissen Uber diesen genetischen Zusammenhang
fur die Therapie der Erkrankung wegweisend sein. Es wurden bereits medikamentdse
Strategien durch den Einsatz von Biologika (Zytokin-Antagonisten) zur gezielten
Hemmung bestimmter Zytokine entwickelt und durchgeftihrt (Karimbux et al., 2012;
Hahner et al., 2017; Guo et al., 2018). Insbesondere eine Studie von Mayer et al.
(2009) zeigte beim Einsatz von TNF-a-Antagonisten bei RA-Patienten geringere
parodontale Indices und Mengen des TNF-a in der gingivalen Sulkusflussigkeit.

Tabelle 25: Untersuchungen mit Assoziationen des TNF-a-SNP rs361525 zur RA bei
Patienten unterschiedlicher Ethnizitat

Genpolymorphismus Studie Herkunft Kohorte

mit Assoziation zur RA Autor (Jahr)

TNF-a (SNP rs361525)

- GG,G Malysheva et al. (2018) Karelier
- G Trajkov et al. (2009) Mazedonier
- A Lee und Bae (2015b) Latein-Amerikaner,

Asiaten, Europaer

RA = Rheumatoide Arthitis

5.3.2 Vergleich der untersuchten SNPs innerhalb der RA-Gruppe in Abhéangigkeit
von der parodontalen Diagnose

Im Gegensatz zu der Forschungsarbeit von Shi et al. (2017) zeigt die hier vorliegende
Studie eine signifikante Assoziation fir das A-Allel und den AA-Genotyp des SNP
rs2430561 im IFN-y-Gen zu schwerer PA bei RA-Patienten. Aus der Literatur gehen
auch Untersuchungen des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen im Kontext zu chronisch-
entzundlichen Autoimmunerkrankungen hervor. Sowohl bei ankylosierender Spondyli-
tis/Morbus Bechterew (Xu und Li, 2017) und Vitiligo (Karam et al., 2017) konnten im
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Vergleich zur Kontroll-Gruppe erhohte Serum-Level von IFN-y bei Tragern des SNP
rs2430561 im IFN-y-Gen, die die Genotypen TT oder AT bzw. das T-Allel
exprimierten, nachgewiesen werden. Infektionserkrankungen, wie intrauterine Hepati-
tis-B-Infektion (Yu, 2006) und Tuberkulose (L6pez-Maderuelo et al., 2003) konnten
auch mit dem AA-Genotyp des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen in Verbindung gebracht
werden (Tabelle 26). Eine im Jahr 2015 veréffentlichte Studie zeigte unter Iranern
eine signifikante Assoziation des AA-Genotyps (p = 0,035) und des A-Allels (p =
0,031) des SNP rs2430561 zur PA (Heidari et al., 2015) (Tabelle 26). Die Ergebnisse
der genannten Forschungsarbeiten (Heidari et al., 2015; Xu und Li, 2017; Karam et
al., 2017) zeigen, dass der SNP rs2430561 im IFN-y-Gen eine entscheidende Rolle
bei der Entstehung von diversen chronisch-entziindlichen Erkrankungen einnimmt.
Die Literatur-Ergebnisse scheinen jedoch auch hier inkonsistent zu sein. Beispiels-
weise verglich die Meta-Analyse von Shi et al. (2017) 7 verschiedene Studien hin-
sichtlich der Assoziation von PA und dem SNP rs2430561 im IFN-y-Gen. Es resultier-
te kein Zusammenhang zwischen dem SNP rs2430561 im IFN-y-Gen und dem Auf-
treten einer PA. Es ist allerdings zu beachten, dass die Studie Forschungsarbeiten
unterschiedlichster Ethnien und PA-Formen (Chronische PA und/oder Aggressive
PA) einschloss: Unter den 7 Studien befanden sich 5 Untersuchungen zu Kaukasiern.
Eine Arbeit beinhaltete Untersuchungen an Kaukasiern mit aggressiver PA. Eine wei-
tere Studie schloss Probanden kaukasischer Herkunft mit chronischer und aggressi-
ver PA ein. Lediglich drei Studien wurden an Kaukasiern erhoben, die an chronischer
PA litten und mit der vorliegenden Studie diesbezliglich vergleichbar waren. Die an-
deren zwei Studien untersuchten Patienten asiatischer Herkunft. Eine Studie von Hol-
la et al. (2011) untersuchte unter Tschechen ebenso den Zusammenhang des SNP
rs2430561 im IFN-y-Gen und PA im Vergleich zu einer Kontroll-Gruppe. Es konnte

keine signifikanten Assoziationen festgestellt werden. (Tabelle 26)

Erhéhte Mengen des IFN-y sind bereits mehrfach bei Patienten mit PA im Speichel
(Isaza-Guzmén et al., 2015), in der Sulkusflissigkeit aktiver parodontaler Taschen
(Dutzan et al., 2009; Papathanasiou et al., 2014) und in gingivalen Biopsien (Gorska
et al., 2003; Zhang et al., 2010) sowie in gingivaler Sulkusflissigkeit (Zhang et al.,
2010) nachgewiesen worden. Gleichermalien ist bei Patienten mit RA ein erhodhtes
Vorliegen von IFN-y, dessen Expression von Autoantigenen getriggert wird, bekannt
(R6nnblom und Eloranta, 2013). Das Zytokin IFN-y gehort zu den Interferonen vom
Typ Il und spielt im Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der Progression von
Entzindungen. Vor allem bei der PA ist das IFN-y am Abbau des Zahnhalteapparates
beteiligt (Niedzielska und Cierpka, 2010; Tanaka et al., 2012; Fiorillo et al., 2018). Die

Sekretion von IFN-y flhrt unter anderem zu einer Aktivierung von Makrophagen
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(Farber, 1990) und einer Hochregulierung der Monozyten-Antwort als Reaktion auf
bakterielle LPS, das eine Sekretion von proinflammatorisch wirksamen Mediatoren
(TNF-a, IL-18, PGE,) zur Folge hat (Ruszczak et al., 1990). Diese Molekile fuhren
wiederum zu einem parodontalen Gewebeabbau (Bascones et al., 2005; Niedzielska
und Cierpka, 2010; Tanaka et al., 2012). Eine Januskinase (JAK) steuert die
Phosphorylierung des IFN-y-Rezeptors und hat eine Anlagerung von STAT (Signal
Transductor and Activator of Transcription) mit weiterer Phosphorylierung,
dimerischer STAT-Abspaltung und Beeinflussung der Transkription weiterer Gene zur
Folge (Platanias, 2005; Schneider et al., 2014). Zudem belegt eine Arbeit von Pravica
et al. (2000), dass der SNP rs2430561 im IFN-y-Gen an einer Bindungsseite des
Transkriptionsfaktors NFkB lokalisiert ist. Auch diese Erkenntnisse riicken die Rolle
des IFN-y und moglicherweise des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen bei chronisch-
entzundlichen Erkrankungen, wie der PA (Niedzielska und Cierpka, 2010; Tanaka et
al., 2012; Fiorillo et al., 2018) und der RA (Rénnblom und Eloranta, 2013), in den
Vordergrund der Forschung. Ein weiterer Zusammenhang zwischen PA, RA und IFN-
y besteht pathogenetisch tber den bei PA vorkommenden Keim P.g., der laut Sakkas
et al. (2017), eine T-Zell initiierte Sekretion des IFN-y verursacht.

Diese Studie unterstreicht den Zusammenhang des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen
mit RA und PA.

Tabelle 26: Untersuchungen mit Assoziationen des IFN-y-SNP rs2430561 zu diver-
sen Erkrankungen bei Patienten unterschiedlicher Ethnizitat

Genpolymorphismus | Erkrankung Studie Herkunft

Autor (Jahr) Kohorte

IFN-y (SNP rs2430561)

- AAA PA Heidari et al. (2015) Iran
- AA HBV Yu (2006); Lépez-Maderuelo | -
et al. (2003)
- AA Thc Lépez-Maderuelo et al |-
(2003)
- TT, T AS Xu und Li (2017) China
- TT, T V Karam et al. (2017) -

PA = Parodontitis, HBV = Hepatitis-B-Virus (intrauterin), Tbc = Tuberkulose, AS = Ankylo-
sierende Spondylitis (Morbus Bechterew), V = Vitiligo, - = keine Information
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Fur den SNP rs2070874 im IL-4-Gen wurden Tendenzen festgestellt (p=0,056). Bei
RA-Patienten mit schwerer PA lag der Genotyp CT und Haplotyp TT+CT tendenziell
vermindert vor. Zudem waren RA-Patienten mit schwerer PA tendenziell seltener T-
Alleltrager im Vergleich zu RA-Patienten mit milder/keiner PA. Die Studie von Bartova
et al. 2014 zeigte, dass Zytokinpolymorphismen des IL-4 tber die Beeinflussung mo-
nonuklearer Zellen nicht nur zu einer Ausschiittung von neuem IL-4 fihren, sondern
auch die Expression anderer Zytokine auslésen. Die Studie von Michel et al. (2001)
fand eine Assoziation zwischen IL-4 Polymorphismen und PA. Untersuchungen von
Probanden asiatischer Herkunft (Chen et al., 2016) und eine Meta-Analyse mit Pro-
banden unterschiedlichster Ethnien (da Silva et al., 2017) konnten keine signifikanten

Assoziationen fir IL-4-Gen-Polymorphismen zur PA finden.

6 Zusammenfassung

Arbeitshypothese |: Unter allen in der Studie gepriften Zytokinpolymorphismen
(3.5.4 Abbildung 9) konnten fir das G-Allel des SNP rs361525 im TNF-a-Gen und
das G-Allel des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen signifikante Assoziationen zu einer
RA-Erkrankung identifiziert werden. Innerhalb der binér logistischen Regressionsana-
lyse war es jedoch nicht moglich das G-Allel des SNP rs361525 im TNF-a-Gen und
das G-Allel des SNP rs1801275 im IL4R-a-Gen als unabhangigen Risikofaktoren zu
erfassen. Eine signifikant starke Assoziation zur Préavalenz der RA konnten in der
multivariaten Analyse fir die Kofaktoren weibliches Geschlecht, zunehmendes Alter,
P.g. und derzeitiger/ehemaliger Nikotinkonsum gezeigt werden. Diese Faktoren sind
bereits aus anderen Studien als Risikofaktoren fir die RA bekannt (Costenbader et
al., 2006; Klippel et al., 2008; Wasserman, 2011; Kéallberg et al., 2011; Agnihotri und
Gaur, 2014; Di Giuseppe et al., 2014; Sakkas et al., 2017; Deutsche Rheuma- Liga
Bundesverband e. V., 2018).

Arbeitshypothese II: Innerhalb der RA-Gruppe konnte eine signifikante Assoziation
des A-Allels und des AA-Genotyps vom SNP rs2430561 im IFN-y-Gen zur schweren
PA detektiert werden. Weder das A-Allel noch der der AA-Genotyp des SNP
rs2430561 im IFN-y-Gen konnten jedoch in der binar logistischen Regressionsanaly-
se als unabhéngige Risikofaktoren fir schwere PA bestatigt werden. Dagegen wurde
fur Frauen ein verringertes Risiko und fir die Variablen Alter, P.g. und derzeiti-
gen/ehemaligen Nikotinkonsum ein erh6htes PA Risiko detektiert.

Bei dem Vergleich der Kontroll-Gruppe mit der RA-Gruppe zeigt sich jedoch signifi-

kant fir das A-Allel eine Assoziation zu RA-Patienten mit schwerer PA nach bivariater



55

(4.3.3 Tabelle 17) und multivariater Analyse (4.3.3 Tabelle 18). Die essenzielle Rolle
des IFN-y in der Immunpathogenese der PA und der RA geht aus der zuvor diskutier-
ten Literatur (5.3.2 Genotyp- Allel- und Haplotypverteilung der im CTS-Kit untersuch-
ten Zytokinpolymorphismen innerhalb der RA-Gruppe: schwere vs. milde/keine PA)
und den Ergebnissen dieser Studie hervor. Daher ist zu vermuten, dass RA und PA
den SNP rs2430561 im IFN-y-Gen als gemeinsamen genetischen Risikofaktor bei
Kaukasiern teilen. Genetische Untersuchungen hinsichtlich des SNP rs2430561 im
IFN-y-Gen konnten zukuinftig fur die Frihdiagnostik einer PA und RA von Bedeutung
sein. Aus parodontologischer Sicht wére bei diesen Risikopatienten das Aufklarungs-
gesprach Uber ein erhoht vorliegendes Risiko an PA/RA zu erkranken von besonde-
rer Bedeutung. Der Patient sollte nicht nur Uber essenzielle Mundhygienemalnah-
men und Risikofaktoren (z. B. Nikotinkonsum etc.) aufgeklart werden, sondern auch
ein Verstandnis flr die notwendigen praventiven Malnahmen erhalten. Patienten, die
bereits an PA erkrankt sind kénnten im Falle der oben genannten genetischen Kons-
tellation ebenso davon profitieren. Das Verstandnis flr eine bereits etablierte PA-
Erkrankung wird plausibler und macht die Notwendigkeit einer PA-Therapie deutlich,
um ggf. auch das Risiko der Entwicklung einer RA zu verringern (Biyikoglu et al.,
2013; Calderaro et al., 2017; Cosgarea et al., 2018).

Arbeitshypothese lll: Es wird mit den schon genannten Limitationen bestatigt, dass
RA haufiger bei Frauen vorkommt. Des Weiteren befinden sich unter den RA-
Patienten, wie vermutet, mehr derzeitige/ehemalige Raucher. Es wird damit bekr&f-
tigt, dass Nikotinkonsum die Entwicklung einer RA begunstigen kann (Kéallberg et al.,
2011; Di Giuseppe et al., 2014). Derzeitiger und ehemaliger Nikotinkonsum gleicher-
mafien Risikofaktoren fiir RA und PA zu sein. Dementsprechend essentiell ist es,
Risikopatienten tber die Folgen des Nikotinkonsums aufzuklaren.

Bei RA-Patienten wurde ein signifikant erhéhtes Vorkommen von P.g. nachgewiesen.
Dies unterstreicht die Bedeutung dieses parodontalen Bakteriums in der Pathogene-
se der RA.

Arbeitshypothese IV: Bei dem Vergleich demographischer und klinischer Parameter
innerhalb der RA-Gruppe wurde verifiziert, dass Frauen vermehrt an RA erkranken
und seltener von einer schweren PA betroffen sind. Bei Mannern mit RA muss mit
Verlaufen schwerer PA gerechnet werden. Diese Ergebnisse sind aufgrund der kont-
rovers diskutierten Einflisse der RA-Medikation (NSAIDs, DMARDSs, Biologika) auf

den parodontalen Zustand eingeschrankt zu betrachten.
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10.

Thesen

Parodontitis (PA) und Rheumatoide Arthritis (RA) sind chronisch-entziindliche Er-
krankungen multifaktorieller Genese. Es sind bereits eine Reihe von Genpoly-
morphismen bekannt, die mit einer vermehrten bzw. verminderten Zytokin-
freisetzung assoziiert sind. In der Pathogenese der RA und PA scheint genau
diese Balance zwischen der Freisetzung pro- und antiinflammatoischer Zytokine
gestort zu sein.

Hauptziel dieser Studie war es Assoziationen von 22 Zytokinpolymorphismen 13
ausgewahlter pro- und antiinflammatorischer Zytokine zur RA bzw. PA zu unter-
suchen.

Unter allen in der Studie gepriften Zytokinpolymorphismen konnten fir das G-
Allel des SNP rs1801275 im IL4AR-a-Gen (p=0,043) und das G-Allel des SNP
rs361525 im TNF-a-Gen (p=0,005) signifikante Assoziationen zu einer RA-
Erkrankung identifiziert werden. (multivariate Analysen: G-Allel rs1801275:
p=0,248; G-Allel rs361525: p=0,422).

Eine signifikante Assoziation des AA-Genotyps (p=0,043) und des A-Allels
(p=0,039) des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen wurde zu schwerer PA bei RA-
Patienten detektiert. (multivariate Analysen: AA-Genotyp: p=0,060; A-Allel:
p=0,068).

Beim Vergleich der Kontroll-Gruppe mit RA-Patienten mit schwerer PA wurde das
A-Allel des SNP rs2430561 im IFN-y-Gen signifikant zur schweren PA assoziiert
(bivariate Analyse: p=0,039; multivariate Analyse: p=0,024).

Als Nebenziel galt es Unterschiede in demographischen Parametern (inkl. Rau-
cherstatus) und subgingivalem Keimspektrum zwischen RA- und Kontroll-Gruppe
und innerhalb der RA-Gruppe zu analysieren.

Es wurde bestétigt, dass RA-Patienten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ver-
mehrt weiblich (p=0,002) sind. Des Weiteren befinden sich unter den RA-
Patienten, mehr derzeitige/ehemalige Raucher (p=0,005) im Vergleich zur Kont-
roll-Gruppe. Es wird damit bekraftigt, dass Nikotinkonsum ein Risikofaktor fur RA
darstellt.

Bei RA-Patienten wurde ein signifikant erhéhtes Vorkommen von Porphyromonas
gingivalis (p=0,001) nachgewiesen. Dies konnte auf die bereits vermutete Bedeu-
tung dieses parodontalen Leitkeims in der Pathogenese der RA hindeuten.

Die Studie liefert neue Erkenntnisse Uber mdgliche gemeinsame Schnittstellen
von PA und RA und hebt die Bedeutung der interdisziplindren Zusammenarbeit

von Parodontologen und Rheumatologen hervor.
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9 Tabellenanlagen

Anlage | - Ausgewahlte Zytokinpolymorphismen RA-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe

TNF-a Kontroll-
SNP rs361525 Gesamt RA-Gruppe Gruppe p-Wert
Genotypen (n=201) (n=101) (n=100)
AA (%) 1 1 1
AG (%) 10,9 6,9 15 0,186%**
GG (%) 88,1 92,1 84
AA + AG vs. GG (%) 11,9 7,91 16 0,077**
AG + GG vs. AA (%) 99 99 8 99 1,000***
AA + GG vs. AG (%) 89,1 93,1 85 0,067**
Allele (n=201) (n=101) (n=100)
A (%) 5,5 1 10
v 0,005%**
G (%) 94,5 99 90
TNF-a Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800629 Gruppe
Genotypen (n=195) (n=100) (n=95)
AA (%) 1,5 2 1
AG(%) 25,9 26,7 25 0,857***
GG (%) 72,6 71,3 74
AA + GA (%) 27,4 28,7 26 0,666**
GA + GG(%) 98,5 98 99 1,00%**
AA + GG (%) 74,1 73,3 75 0,779**
Allele (n =402) (n=202) (n =200)
A (%) 144 15,3 13,5
0,598**
G (%) 85,6 84,7 86,5
Haplotypen (n=402) (n=202) (n=200)
GG (%) 78,1 80,2 76
AG (%) 15,2 14,9 15,5 0,343***
GA (%) 6,7 5 8,5
Haplotyp Kombi (n=201) (n=101) (n=100)
GG-GG (%) 62,2 65,3 59
GG-AG (%) 23,9 23,8 24
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AG-AG (%) 1,5 2 1 0,721%**
AG-GA (%) 3,5 2 5
v
GA-GA (%) 1 1 1
Haplotyp Kombi (n=201) (n=101) (n=100)
GG (%) 62,2 65,3 59
0,354**
others (%) 37,8 34,7 41
IL-12 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs3212227 Gruppe
Genotypen (n=199) (n=99) (n=100)
AA (%) 65,3 69,7 61
AC (%) 27,1 26,3 28 0,091**
CC (%) 7,5 4 v 11
AA + CA (%) 92,5 96 89 0,063**
CA + CC (%) 34,7 30,3 39 0,197**
AA + CC (%) 72,9 73,7 72 0,783**
Allele (n=398) (n=198) (n=200)
A (%) 78,9 82,8 75,0
0,056**
C (%) 21,1 17,2 25,0
IFN-y Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2430561 Gruppe
Genotypen (n=200) (n=101) (n=99)
AA (%) 30,0 31,7 28,3
AT (%) 46,0 47,5 44 4 0,091**
TT (%) 24,0 20,8 27,3
Allele (n =400) (n=202) (n=198)
A (%) 53,0 55,4 44,6
0,556**
T (%) 47,0 50,5 49,5
TGF-B Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800470 Gruppe
Genotypen (n=195) (n=100) (n=95)
CC (%) 17,9 41,1 16,8 H
CT(%) 45,6 50,0 41,1
0,268**
TT (%) 36,4 31,0 42,1
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Allele (n=390) (n=200) (n=190)
C (%) 40,8 44,0 374
0,183**
T (%) 59,2 56,0 62,6
TGF-B Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800471 Gruppe
Genotypen (n=195) (n=100) (n=95)
CC (%) 1,5 0,0 3,2
CG (%) 13,8 17,0 10,5 0,099***
GG (%) 84,6 83,0 86,3
Haplotypen (n=390) (n =200) (n=190)
CG (%) 33,3 35,5 311
CC (%) 7,9 8,5 7,4 0,535**
TG (%) 58,7 56 61,6
Allele (n=390) (n =200) (n=190)
C(%) 8,5 8,5 8,4
0,978**
G (%) 91,5 91,5 91,6
IL-2 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2069762 Gruppe
Genotypen (n=190) (n=99) (n=91)
TT (%) 45,8 46,5 45,1
TG (%) 44,7 42,4 47,3 0,653**
GG (%) 9,5 11,1 7,7
Allele (n=190) (n=99) (n=99)
T (%) 63,7 65,7 61,5
0,555**
G (%) 36,3 34,3 38,5
IL-2 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2069763 Gruppe
Genotypen (n=190) (n=99) (n=91)
TT (%) 12,6 14,1 11,0
TG(%) 45,8 42,4 49,5 0,857**
GG (%) 41,6 43,4 36,6
Haplotypen (n=380) (n=198) (n=182)
TG (%) 334 32,8 34,1 0,645***
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GG (%) 31,1 31,8 30,2
GT (%) 0,5 0 11
TT (%) 35 35,4 34,6
Allele (n=402) (n=202) (n=200)
T (%) 12,6 14,1 11,0
0,590**
G (%) 87,4 85,9 89,0
IL-4 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2243248 Gruppe
Genotypen (n=197) (n=100) (n=97)
TT (%) 88,8 88,0 89,7
TG (%) 9,6 9,0 10,3 0,357***
GG (%) 1,5 3,0 0,0
Allele (n=394) (n =200) (n=194)
T (%) 93,7 92,5 94,8
0,340**
G (%) 6,3 7,5 5,2
IL-4 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2243250 Gruppe
Genotypen (n=197) (n=100) (n=97)
TT (%) 1,5 1,0 2,1
TC (%) 26,4 29,0 23,7 0,599***
CC (%) 72,1 70,0 74,2
Allele (n=394) (n =200) (n=194)
T (%) 14,7 15,5 13,9
0,658**
C (%) 85,3 84,5 86,1
IL-4 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs2070874 Gruppe
Genotypen (n=195) (n=98) (n=97)
TT (%) 2,1 1,0 3,1
TC (%) 26,7 27,6 25,8 0,683***
CC (%) 71,3 71,4 71,1
Allele (n=392) (n=198) (n=194)
T (%) 15,6 15,2 16,0
0,821**
C (%) 84,4 84,8 84,0
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Haplotypen (n=392) (n=198) (n=194)
TTT (%) 13,58 15,2 12,4
TCC (%) 78,6 77,3 79,9
GCC (%) 5,6 7,6 3,6
TCT (%) 1 0 2,1 0,040***
GTT (%) 0,3 0 0,5
TTC (%) 0,5 0 1
GCT (%) 0,3 0 0,5
IL-10 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800896 Gruppe
Genotypen (n=199) (n=100) (n=99)
GG (%) 18,6 23,0 14,1
GA(%) 55,3 52,0 58,6 0,274**
AA (%) 26,1 25,0 27,3
Allele (n=398) (n =200) (n=198)
G (%) 46,2 49,0 43,4
0,265**
A (%) 53,8 51,0 56,6
IL-10 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800871 Gruppe
Genotypen (n=199) (n=100) (n=99)
TT (%) 5,0 4,0 6,1
TC(%) 61,0 35,0 37,4 0,719***
CC (%) 58,8 61,0 56,6
Allele (n =398) (n=200) (n=198)
T (%) 23,1 21,5 24,7
0,442**
C (%) 76,9 78,5 75,3
IL-10 Kontroll-
Gesamt RA-Gruppe p-Wert
SNP rs1800872 Gruppe
Genotypen (n=199) (n=100) (n=99)
AA (%) 5,0 4,0 6,1
AC(%) 36,1 35,0 374
0,719***
CC (%) 58,8 61,0 56,6
Allele (n=398) (n=200) (n=198)
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A (%) 23,1 21,5 24,7

0,442**
C (%) 76,9 78,5 75,3
Haplotypen (n=398) (n =200) (n=198)
GCC (%) 46,5 49,5 43,4
ACC (%) 30,7 29 32,3 0,479**
ATA (%) 22,9 21,5 24,2

**= Chi2-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, ***= Chi2-Test, p-Werte korrigiert mit

Fisher’s Exact Test, ¢ = signifikantes Ergebnis, V = Tendenz zu einer Signifikanz, RA = Rheuma-

toide Arthritis

Anlage Il - Ausgewahlte Zytokinpolymorphismen innerhalb der RA-Gruppe (schwere

PA vs. milde/keine PA)

IL-4 schwere milde/keine

SNP rs2243248 Gesamt Parodontitis Parodontitis p-Wert
Genotypen (n=100) (n=24) (n=76)
GG (%) 3 0 3,9
GT (%) 9 12,5? 7,9 0,529%**
TT (%) 88 875 88,2
TT + GT (%) 97 100 96,1 0,577***
GG + GT (%) 12 12,5 11,8 1,000%**
GG +TT (%) 91 87,5 92,1 0,445%**
Allele (n=200) (n=48) (n=152)
G (%) 7,5 6,3 7,9

0,770***

T (%) 92,5 93,8 92,1

IL-4 schwere milde/keine

SNP rs2243250 Gesamt Parodontitis Parodontitis prWert
Genotypen (n=100) (n=24) (n=76)
CC (%) 70 83,3 65,8
CT (%) 29 16,7 V 32,9 0,292%***
TT (%) 1 0 1,3
TT + TC vs. CC (%) 30 16,7 34,2 0,102**
CC+TCvs. TT (%) 99 100 98,7 1,000%***
CC +TT vs. CT (%) 71 83,3 67,1 0,196**
Allele (n=200) (n=48) (n=152)
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C (%) 84,5 91,7 82,2
, 0,116**
T (%) 15,5 8,3; 17,8
IL-4 schwere milde/keine
G t p-Wert
SNP rs2072874 esam Parodontitis Parodontitis

Genotypen (n=98) (n=23) (n=75)
CC (%) 71,4 87 66,7
CT (%) 27,6 13 32 0,181 %**
TT (%) 1 0 1,3
TT + CT vs. CC (%) 28,6 13 33,3 0,060**
CC+CTvs. TT (%) 99 100 98,7 1,000%**
CC+TTvs. CT (%) 72,4 87 68 0,075**
Allele (n= 198) (n=47) (n=151)
C (%) 84,8 93,6 82,1

0,056**
T (%) 15,2 6,4 : 17,9

A

Haplotypen (n=98) (n=23) (n=75)
TTT (%) 15,2 6,4 17,9
TCC (%) 77,3 87,2 74,2 0,123%**
GCC (%) 7,6 6,4 7,9
Haplotyp-Kombi (n=98) (n=23) (n=75)
TTT-TTT (%) 1 0 1,3
TTT-TCC (%) 26,5 13 30,7
TCC-TCC (%) 60,2 73,9 56

0,340%**
TCC-GCC (%) 8,2 13 6,7
GCC-GCC (%) 3,1 0 4
TTT-GCC (%) 1 0 1,3
Haplotyp-Kombi (n=98) (n=23) (n=175)
TCC-TCC (%) 60,2 73,9 56

0,125**
Others (%) 39,8 26,1 44

**= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit Yates-Korrektur, ***= Chi%-Test, p-Werte korrigiert mit

Fisher’s Exact Test A

I.v

dontitis

= Tendenz zu einer Signifikanz, RA= Rheumatoide Arthritis, PA = Paro-
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