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Referat und bibliografische Beschreibung

HLA-Molekille koénnten die individuelle Wirtsabwehr bei einer Infektion des Parodonts
beschranken, denn die T-lymphozytare Antigenerkennung erfolgt erst nach Bindung
prozessierter antigener Peptide an die hochpolymorphe Peptidbindungsregion der HLA-
Molekuile. Das Ziel dieser Studie war deshalb, die Phanotypfrequenzen von HLA-A, -B, -Cw, -
DR und -DQ Merkmalen bei aggressiver (N = 50) und chronischer Parodontitis (N = 102) im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Parodontitis (N = 102) mit serologischer (MLCT) und
molekularbiologischer Methode (PCR-SSP) zu bestimmen und mdgliche Unterschiede zu
diskutieren. Eine Gruppe von 157 Gelegenheitsblutspendern diente der Reprasentation der
HLA-Normalverteilung innerhalb der Population. In einer weiteren Parodontitisgruppe (AP +
CP, N = 68) solite dann dberprift werden, ob bestimmte HLA-Merkmale mit dem
molekularbiologischem Nachweis (PCR-SSO) von finf parodontalen Markerkeimen (A.a.,
P.g., P.i., T.f., T.d.) assoziiert waren.

Bei aggressiver Parodontitis waren die Merkmale HLA-A*29 und HLA-DRB1*13 im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe signifikant haufiger, wahrend HLA-DRBblank* und HLA-
A*30+*31 vermindert bzw. nicht nachgewiesen wurden. Positiv zur CP waren die Merkmale
HLA-A*11, -A*33 und —Cw*08:B*14 assoziiert, wahrend HLA-A*03 seltener vorkam. Einige
HLA-Assoziationen wiesen eine Geschlechtsabhangigkeit auf, wurden nur bei homozygotem
Vorkommen auffallig bzw. beruhten auf Assoziationen von rechnerisch bestimmten HLA-
Kombinationen zur Parodontitis. Bestimmte HLA-Merkmale und —Kombinationen waren mit
erhohtem bzw. vermindertem Risiko fiir eine Infektion mit einem der fUnf Leitkeime assoziiert.
Herauszustellen ist dabei die Assoziation des auch bei selektivem IgA-Mangel auffalligen
Haplotyps HLA-B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02 zum Nachweis von A.a..

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen moglichen Einfluss von bestimmten HLA-
Merkmalen oder HLA-Kombinationen auf die Pathogenese der Parodontitis hin. Der
Mechanismus der HLA-Assoziation zur Parodontitis ist jedoch unbekannt. Die HLA-
Assoziationen zu parodontalen Leitkeimen und die Definition von HLA-Ankerpositionen fir das
immundominante Peptid Ag 53 P.g., die noch durch Bindungstests bestatigt werden missen,
deuten auf eine HLA-abhangige antibakterielle Immunantwort bei Parodontitis hin. Aufgrund
ungenigender Assoziationsstarke von auffélligen HLA-Markern zur Parodontitis ist die HLA-
Typisierung zur ldentifikation von parodontalen Risikopatienten nach heutigem Kenntnisstand
noch nicht geeignet. Studien zur Bestimmung von immundominanten und protektiven
Peptiden und ihre Bindung an HLA-Molekile waren zum Verstandnis der Immunabwehr bei
Parodontitis sinnvoll und kdnnten fiur die Entwicklung neuer Therapiestrategien von Bedeutung

sein.

Reichert, Stefan: Assoziationen der HLA-Merkmale A, B, Cw, DR und DQ zur aggressiven und chro-
nischen Parodontitis sowie zu parodontalen Leitkeimen. Halle, Univ., Med. Fak., Habil.,, 100 Seiten,
2008
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Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

A Adenin

A.a. Actinobacillus actinomycetemcomitans

AdP Erwachsenenparodontitis (adulte Parodontitis)

AIDS acquired immunodeficiency syndrome

AP aggressive Parodontitis

API approximaler Plaqueindex

ATP Adenosin-Triphosphat

B.f. Bacteroides forsythus

BOP Blutung auf Sondierung (bleeding on probing)

C Cytosin

Cha Komplementfaktor 5a

CAL klinischer Attachmentverlust

CD cluster of differentiation

CDC komplementabhangige Zytotoxizitét

CLIP class-ll-associated invariant chain peptide

CP chronische Parodontitis

CPI Community Periodontal Index

DGP Deutsche Gesellschatft fiir Parodontologie

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNTP Desoxynukleotidtriphosphat

EBV Epstein-Barr Virus

EOP frihbeginnende Parodontitis (early-onset periodontitis)

ER endoplasmatisches Retikulum

FMLP Formyl-Methionyl-Leukyl-Phenylalanin

F.n. Fusobacterium nucleatum

G Guanin

G-EOP generalisierte frihbeginnende Parodontitis (generalized early-onset
periodontitis)

of Genotypfrequenz

GJP generalisierte juvenile Parodontitis (generalized juvenile periodontitis)

GP110 G-Protein 110

HCMV humanes Cytomegalovirus

Hcrtr2 Hypocretin-2-Rezeptor

HLA humanes Leukozytenantigen (human leukocyte antigene)

HIV Human Immunodeficiency Virus

HSP Hitzeschockprotein

IDZ Institut der Deutschen Zahnéarzte
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n.s.
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n.s.
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PCR
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PD
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Prostaglandin E;
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1. Einleitung

Die Kenntnisse Uber die Atiologie der Parodontitis haben sich in den letzten 20 Jahren
erheblich erweitert. Ging man ausschliellich von einer bakteriellen Ursache der Erkrankung
aus, so weild man heute, dass bestimmte weitere Risikofaktoren wie Diabetes mellitus Typ |
und I, Nikotinkonsum, negativer Stress und soziodkonomische Faktoren Entstehung und
Auspragung parodontaler Erkrankungen beeinflussen konnen. Genetische Erkrankungen, die
mit aggressiver Parodontitis bereits im Milchgebiss einhergehen, das im Vergleich zur
Bevolkerung Uberproportional haufigere Vorkommen verschiedener Formen der aggressiven
Parodontitis in einer Familie und die hinsichtlich klinischer Befunde bei chronischer
Parodontitis hohere Konkordanzrate bei monozygoten im Vergleich zu dizygoten
Zwillingspaaren kénnten Hinweise darauf sein, dass genetische Faktoren die Empfindlichkeit
fur die Infektion mit bestimmten parodontpathogenen Bakterien und/oder die anschlieRende
immunologische Wirtsreaktion beeinflussen konnten. Zur Evaluierung dieser Risiko- oder
Resistenzfaktoren wurden u. a. auch Assoziationsstudien von HLA-Merkmalen zu verschie-
denen Parodontitisformen durchgefiihrt. HLA-Molekiile dienen der Prasentation prozessierter
bakterieller Peptide an den T-Zellrezeptor. Bedingt durch ihren aullerordentlich hohen
Polymorphismus kénnten die Peptidbindung und nachfolgende Immunreaktion (T-
Zellaktivierung) individuell unterschiedlich sein und somit auch Empfindlichkeit oder Resistenz
fir eine Parodontitis beeinflussen. Bisherige Studienergebnisse zu dieser Thematik sind
teilweise inkonsistent. Es existiert bisher nur eine deutsche Studie mit serologischer
Typisierungstechnik (Marggraf et al. 1983), die sich auf den Nachweis von HLA-Klasse |-
Markern beschrankte. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit, die Verteilung der HLA-Merkmale A,
B, Cw, DR und DQ bei deutschen Patienten mit chronischer (CP) und generalisierter
aggressiver Parodontitis (AP) im Vergleich zu einer parodontitisfreien Kontrollgruppe zu
bestimmen. Fir signifikante Differenzen wurde das HLA abhangige individuelle Parodntitis-
risiko bestimmt. Zusatzlich sollte in einer weiteren Parodontitisgruppe (AP + CP) untersucht
werden, ob bestimmte HLA-Marker mit dem molekularbiologische Nachweis von fiinf parodon-

talen Markerkeimen assoziiert waren.

1.1. Die aggressive Parodontitis (AP)

1.1.1. Definition und klinisches Bild der AP

Aggressive Parodontitiden umfassen eine Gruppe von seltenen schweren Parodontitisformen,
die durch relativ klare klinische Merkmale, erganzt durch spezielle mikrobiologische Befunde,
diagnostiziert werden kénnen. Die Klassifizierung aggressiver Parodontitiden erfolgte in der
Vergangenheit nicht einheitlich. So unterschied man unter Berlcksichtigung des Eintrittsalters

und Verteilung der parodontalen Lasionen zwischen prapubertarer Parodontitis (PPP),



lokalisierter juveniler Parodontitis (LJP), generalisierter juveniler Parodontitis (GJP) und rasch
fortschreitender Parodontitis (RPP). Im englischen Sprachgebrauch wurde fir die Begriffe
GJP und RPP auch die Bezeichnung Generalized Early Onset Periodontitis (G-EOP)
verwendet. Die aktuelle Klassifizierung der Parodontitisformen (Armitage 1999) bertcksichtigt
nicht mehr die Altersabhangigkeit, denn aggressive und chronische Parodontitis kdnnen, wenn
auch mit unterschiedlicher Pravalenz, in jedem Lebensalter auftreten. Folgende
Hauptmerkmale sind fiir die aggressive Parodontitis von Bedeutung (DGP Klassifikation der
PAR-Erkrankungen 2002):

- Patient ist klinisch gesund

- rasch fortschreitende Gewebedestruktion

- auffallige familidre Haufung

Als nicht durchgehend zu beobachtende Merkmale wurden ein Missverhaltnis zwischen der
Menge an bakteriellen Ablagerungen und dem Ausmal} der Gewebedestruktion, erhdhte
Zahlen von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) und in gewissen Populationen von
Porphyromonas gingivalis (P.g.) sowie eine abnormale Phagozytenfunktion bzw. ein
hyperresponsiver Makrophagen-Phanotyp angefiihrt. Die lokalisierte aggressive Parodontitis
unterscheidet sich hinsichtlich des Eintrittsalters, der betroffenen Zahne und dem
Serumantikorpertiter gegen parodontpathogene Bakterien von der generalisierten Form. Bei
der Diagnostik ist zu beachten, dass nicht alle Charakteristika notwendigerweise vorhanden
sein mussen. Wahrend der molekularbiologische Nachweis von parodontpathogenen
Bakterien aufgrund angebotener Testkits und der Therapierelevanz etabliert ist, sind
immunologische Verfahren zum Nachweis spezifischer Antikorper gegen parodontale
Bakterien nur selten verfigbar und deshalb fir die Routinepraxis nicht geeignet.

Es ist nicht geklart, ob die unterschiedlichen Formen der aggressiven Parodontitis
phanotypische Variationen einer Erkrankung, verschiedene Stadien einer Erkrankung oder
unterschiedliche Krankheitsbilder darstellen (Tonetti und Mombelli 1998). Eine lokalisierte
aggressive Parodontitis kann spéater in die generalisierte Form Ubergehen. Weiterhin kdnnen
verschiedene Formen einer aggressiven Parodontitis auch innerhalb einer Familie auftreten
(Caton 1989).

1.1.2. Epidemiologie der AP

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und uneinheitlichen diagnostischen Kriterien sind

Vergleiche epidemiologischer Daten zur aggressiven Parodontitis nur bedingt moglich. Die



umfangreichsten Untersuchungen wurden in amerikanischen Studien zur LJP durchgefiihrt.
Die Pravalenz und Geschlechterverteilung der LJP variierte in Abhangigkeit von geografischer
bzw. ethnischer Zuordnung. In der dunkelhdutigen Bevdlkerung war die Pravalenz der LJP im
Vergleich zur kaukasischen Rasse mit 1 % relativ hoch und Manner waren haufiger betroffen.
Unter Kaukasiern lag die Pravalenz der LJP bei 0,1 % und der Anteil von Frauen war erhoht
(Cogen et al. 1992, Loe und Brown 1991, Melvin et al. 1991). Fur die RPP wird in
kaukasischen Populationen eine Pravalenz von 1 — 2 % angegeben (Lindhe 1994). Bei einer
RPP Typ A (wenig Plaque, beeintrachtigtes Immunsystem) sind Frauen 2 — 3mal haufiger als
Manner betroffen, wahrend bei RPP Typ B (signifikante Plaqueakkumulation, intakte
Immunabwehr) das Geschlechterverhaltnis ausgeglichen war (Suzuki 1988). Daten Uber die
Haufigkeit einer aggressiven Parodontitis im Milchgebiss existieren kaum. Sie schwanken von
0,9 — 4,5 % bei den 5-11jahrigen (Birnstein et al. 1994, Sjodin und Matsson 1994, Sweeney et
al. 1987). Mit Hilfe von Bissfligelaufnahmen und Beurteilung der Distanz Schmelz-
Zementgrenze zur Oberkante des Aveolarknochens kann ein Sreening dieser Altersgruppe
auf aggressive Parodontitisformen hin erfolgen, denn die Messung des Attachmentverlustes
mit einer Parodontalsonde ist im Wechselgebiss und an nicht vollstandig durchgebrochenen
Zahnen schwierig. Ein Wert von = 2 mm kann bei Ausschluss anderer Ursachen
(Approximalkaries, tiberhangende Fillungen, offene Approximalkontakte) auf eine aggressive
Parodontitis hindeuten (Sjodin und Matsson 1992). Bei Jugendlichen und Erwachsenen erfolgt
die Beurteilung des Attachmentverlustes mit der Parodontalsonde sowie anhand von

Roéntgenbildern.

1.1.3. Atiologische Faktoren der AP

Die bakterielle Atiologie der aggressiven Parodontitisformen ist weitgehend unstrittig. Die
meisten Studien wurden zur LJP durchgefiihrt. Dabei konnten vor allem erhdhte Zahlen fiir
A.a., Capnocytophaga spec., Eikenella corrodens, Prevotella intermedia (P.i.) und
Campylobacter rectus nachgewiesen werden (Slots 1979, Newman and Socransky 1977).
Insbesondere A.a. wird als Schllisselbakterium fiir die LJP mit Merkmalen eines echten
infektidsen Agens betrachtet. So war A.a. zu 90 % mit LJP assoziiert wahrend bei chronischer
Parodontitis (CP) mit 50 % oder bei Gesunden mit 20-36 % der Keim signifikant seltener
vorkam (Slots et al. 1980). Klinische Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen
Behandlungsergebnis und A.a.-Keimzahl nach der Therapie (Slots und Rosling 1983). Gegen
die Hypothese einer spezifischen Infektion sprach jedoch die Tatsache, dass A.a. allgemein
eine hohe Pravalenz in einigen Populationen aus Entwicklungslandern zeigte (Gmur und
Guggenheim 1994) und dass es LJP-Patienten gibt, bei denen die Erkrankung nicht mit A.a.
assoziiert war (Loesche et al. 1985). Weiterhin wurden 5 verschiedene Serotypen (a-e) sowie

20 verschiedene Genotypen von A.a. mit verschiedener Virulenz differenziert (Asikainen et al.



1995). Bei LJP und Erwachsenenparodontitis wurde vor allem der Serotyp b nachgewiesen,
wahrend bei parodontal Gesunden der Serotyp ¢ dominierte (Aiskainen et al. 1991, Zambon et
al. 1996). Neben dem Nachweis von Bakterien wurden bei Patienten mit LJP in aktiven tiefen
Lasionen Herpesviren nachgewiesen, die mdoglicherweise durch Beeintrachtigung der lokalen
Abwehr das Wachstum von A.a. beglnstigen kdnnten (Contreras et al. 2000).

Die G-EOP bzw. RPP war mit P.g., Treponema denticola (T.d.) und P.i. signifikant und im
geringerem Grad mit Fusobacterium nucleatum (F.n.) und Campylobacter rectus assoziiert.
Eine signifikante Assoziation zu A.a. wurde dagegen nicht nachgewiesen (Albandar et al.
1997). Ag53, ein aulieres Membranprotein von P.g., konnte von T-Zellinien, die von EOP-
Patienten stammten, erkannt werden. In In-vitro Versuchen konnte das Ag53 eine T-
Zellaktivierung auslésen (Ohyama et al. 1998). Weiterhin war der Nachweis von A.a. und P.g.
mit dem Ausmal des klinischen Attachmentverlusts assoziiert (Flemmig et al. 1998).

Bei prapubertarer Parodontitis (PP) wurde vor allem eine Infektion mit A.a., P.i,
Capnocytophaga sp., Eikonella corredens, F.n. (Delaney und Kornman 1987) und P.g.

(Mishkin et al. 1986) nachgewiesen.

1.1.4. Immunologische Aspekte der Wirtsanfalligkeit bei AP

Bei verschiedenen Formen der aggressiven Parodontitis konnte bei einem Teil der Patienten
ein herabgesetztes Phagozytosevermdgen sowohl der lokalen (Sigusch 1998) als auch
peripheren PMN's (Kimura et al. 1992) sowie von Monozyten (Page et al. 1983, Sigusch et al.
1998) nachgewiesen werden. Dabei war nicht nur die Anzahl phagozytierender Zellen
vermindert, sondern auch das Phagozytosevermdgen der einzelnen PMN-Zelle. Dieses
veranderte sich nicht nach der Initialtherapie oder durch Zufiigen von Plasma gesunder
Kontrollprobanden (Kimura et al. 1992). PMN's von LJP-Patienten hatten auf ihrer
Plasmamembran weniger Rezeptoren fir chemotaktische Faktoren wie FMLP, C5a und
GP110 (van Dyke et al. 1981, 1983, 1987). Der Rezeptormangel war jedoch nur fir die LJP
relevant und fiihrte nicht zu anderen Infektionen. Mit Phytohemagglutinin aktivierte Monozyten
von EOP-Patienten zeigten eine verringerte Tyl Zytokinexpression (Interferon-gamma,
Interleukin-2) und HLA-DR-Oberflachenexpression (Sigusch et al. 1998). Im Gewebe und in
der Sulkusfliissigkeit konnten erhdhte Werte fir Prostaglandin E; (PGE;), Tumor Nekrose
Faktor-a (TNF-a) und Interleukin-18 (IL-1B) nachgewiesen werden (Masada et al. 1990,
Offenbacher et al. 1993). In der Sulkusflissigkeit (Ebersole et al. 1985), im Speichel
(Hagewald et al. 2002) und im Serum (Page et al. 1983, Lu et al. 1993) wurden spezifische
Antikérper gegen bei EOP vorkommende Bakterien gefunden. Die Serumkonzentration von
Immunglobulinen gegen A.a. Serotyp b war fir IgG am hdéchsten, gefolgt von IgA und IgM.
Dabei kam IgG; die hdchste Bedeutung zu (Lu et al. 1993). Der Antikorpertiter und die Aviditat

der Antikérper konnten die Anzahl der vom Attachmentverlust betroffenen Parodontien



beeinflussen. Hohe IgG,-Titer gegen A.a. mit hoher Aviditdt wurden bei LJP-Patienten
nachgewiesen, wahrend G-EOP-Patienten haufig seronegativ waren oder niedrige Titer mit
geringer Aviditat zeigten (Tew et al. 1996). Neben Defiziten in der humoralen Abwehr
berichteten Kinane et al. (1989) Uber eine bei LIP und RPP gegeniiber Kontrollprobanden
signifikant verringerte CD4/CD8-Ratio. Somit sind in der Atiologie aggressiver Parodontitiden

auch Defizite in der T-zellularen Abwehr denkbar.

1.2. Die chronische Parodontitis (CP)

1.2.1. Definition und Klinisches Bild der CP

Wie die aggressive Parodontitis ist die chronische Parodontitis (CP) eine Infektions-
erkrankung. Obwohl die Erkrankung typischerweise nach dem 35igsten Lebensjahr beginnt,
kann sie auch bei Jugendlichen und im Milchgebiss auftreten. Deshalb wurden die Begriffe
Adulte Parodontitis und Erwachsenenparodontitis durch den der ,Chronischen Parodontitis*
ersetzt (Colin und Putnins 2000). Folgende Merkmale sind fiir die CP charakteristisch (DGP
2002):

- Kommt Gberwiegend bei Erwachsenen vor

- Destruktion steht mit lokalen (nattrliche u./o. iatrogene Reizfaktoren) in klarem

Zusammenhang

- variable Plaguezusammensetzung

- subgingivaler Zahnstein haufig

- vorwiegend langsame Progression

- Aktivitatsschibe kbnnen vorkommen

In Abhangigkeit von Ausmaly und Schwere des Attachmentverlustes unterscheidet man eine

lokalisierte (< 30% der Zahnflachen befallen) von einer generalisierten Form (> 30 % der

Zahnflachen befallen).

1.2.2. Epidemiologie der CP

Die Pravalenz parodontaler Erkrankungen ist altersabhangig. Legt man die fiir Parodontitis



diagnostisch relevanten Sondiertiefen von 4 - 5 mm (Grad 3) und = 6 mm (Grad 4) des
~Ccommunity Periodontal Index” (CPl) zugrunde, so ergibt sich laut der vierten deutschen
Mundgesundheitsstudie (Hoffmann 2006) des Instituts Deutscherrahnarzte (IDZ) fir das Jahr
2005 folgendes Bild (Abb. 1 A und B):

Abb. 1 Pravalenz der Maximalwerte des Community Periodontal Index Grad 3 (A) und Grad 4 (B)
in der Altersgruppe 15 Jahre (N = 1282), 35-44 Jahre (N = 915) und 65-74 Jahre (N = 803).
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12,6% der Jugendlichen wiesen bereits Sondiertiefen von 4-5 mm auf, 0,8% zeigten sogar
Sondiertiefen von = 6 mm. 51,7% der Probanden hatten eine Gingivitis (CPI Grad 1) und
33,4% zusatzlich supra- und subgingivalen Zahnstein (CPIl Grad 2). Lediglich 1,5 % wiesen
keinerlei klinische Symptomatik auf (CPI Grad 0). In der Altersgruppe 35-44 waren 52,7 % von
moderaten Sondiertiefen von 4-5 mm betroffen und 20,5 % hatten eine schwere Parodontitis
mit Sondiertiefen von 6 mm und mehr. 11,8 % der Probanden wiesen dagegen Gingivitis (CPI
Grad 1) und 14,4 % supra- oder subgingivalen Zahnstein ohne erhéhte Sondiertiefen auf.
Lediglich 0,5 % der Probanden wurden mit CPI Grad 0 bewertet. Unter den Senioren
(Altersgruppe 65-74 Jahren) nimmt der Anteil von Probanden mit CPI Grad 4 weiter zu. Nur
12,2% wiesen keinen Attachmentverlust auf. Generell kann konstatiert werden, dass Manner
etwas haufiger von schweren Parodontitiden (CPI Grad 4) betroffen waren und die Pravalenz
schwerer Parodontitiden im Vergleich zur Ill. Mundgesundheitsstudie (DMS IIl) zunahm. Dabei
ist jedoch zu berticksichtigen, dass durch Fortschritte in Prophylaxe und Therapie der Karies
durchschnittlich mehr Z&hne vorhanden sind, die von einer Parodontitis betroffen sein kdnnen
(Hoffmann et al. 2006).

Epidemiologische Studien aus Schweden (Salonen et al. 1991) und den USA (Grossi et al.
1995, Albandar et al. 1999) bestéatigten die Zunahme des Attachmentverlustes mit dem Alter
und den fir Manner im Vergleich zu Frauen hdéheren Attachmentverlust bzw.
Alveolarknochenabbau. In den USA hatte eine milde Parodontitis eine Pravalenz von 21,8 %
und eine moderate bis schwere Form kam zu 12,6 % vor. Dabei war die dunkelhautige und

mexikanische im Vergleich zur weilten Bevolkerung mehr betroffen (Albandar et al. 1999).



Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die chronische Parodontitis unter
Erwachsenen und Senioren sehr haufig ist und dass das Ausmald des Attachmentverlustes
mit dem Alter ansteigt. Manner sind im Vergleich zu Frauen haufiger vom Attachmentverlust
betroffen. Schwere Parodontitiden mit Sondiertiefen von 6 mm und mehr kommen mit einer

Pravalenz von 20-40 % vor.

1.2.3. Atiologische Faktoren der CP

Die chronische Parodontitis ist eine durch bakterielle Belage verursachte entziindliche
Infektionserkrankung. In der subgingivalen Plaque aktiver Parodontien konnte eine
Pradominanz von A.a., P.g. und P.i. nachgewiesen werden (Slots 1986), wobei die
Assoziation von A.a. im Vergleich zur LJP weniger streng ist. P.g. wird als Major-Pathogen fir
die schwere Erwachsenenparodontitis angesehen und kam in den USA haufiger in der
spanisch sprechenden Bevdlkerung, bei Asiaten und Farbigen im Vergleich zu Kaukasiern
vor. Bei stagnierender chronischer Parodontitis ist die Plaquezusammensetzung ahnlich der
einer Gingivitis mit einer Prddominanz grampositiver aerober Kokken und Stabchen und
Anaerobierinfektion im Bereich von Schlupfwinkeln (Kleber 1996). Verschiedene P.g. und A.a.
Stdmme unterscheiden sich in ihrer Virulenz und kénnten somit auch Unterschiede im
klinischen Bild A.a.- oder P.g.-assoziierter Parodontitiden bedingen (Slots 1999). Daneben
werden auch fir die chronische Parodontitis genetisch pradisponierende Faktoren diskutiert
(s.u.). Wie bei den meisten anderen chronischen Erkrankungen auch, beeinflussen neben der
Mundhygiene bestimmte soziodemografische Faktoren, wie der Status der Schulbildung oder
das Inanspruchnahmeverhalten der zahnéarzlichen Therapie (beschwerden- bzw.
kontrollorientiert) die Auspragung der Parodontitis (Reich et al. 1996). Weiterhin missen als
Risikofaktoren vor allem Tabakkonsum (u.a. Ismail et al. 1983), Diabetes mellitus Typ 1 (Firatli
1997) und Typ 2 (Emrich et al. 1991) sowie HIV-Infektion bzw. AIDS (Holmstrup und
Westergaard 1998, Robinson 2002) angesehen werden. Die vermutete Bedeutung der
Rheumatoidarthritis (Mercado et al. 2000 und 2001), der Osteoporose (Tezal 2002) und des
psychosozialen Stresses (Mengel et al. 2000) als Risikoindikatoren bzw. Risikofaktoren fir

Parodontitis missen noch durch Studien mit hdherer Probandenzahl bestatigt werden.

1.3. Genetische Aspekte der chronischen und aggressiven Parodontitis

Erste Hinweise fir die Existenz von genetischen Risikofaktoren fiir Parodontitis kamen von
Erkrankungen wie dem Papillon-Lefévre-Syndrom, dem Ehlers-Danlos-Syndrom Typ 1V, VII,
IX, der zyklischen und chronischen Neutropenie, dem Chédiak-Higashi-Syndrom, der
Glykogenspeicherkrankheit 1b, der Hypophosphatasie und der Akatalsie, die haufig mit einer

der aggressiven Parodontitis ahnliche intraoralen Symptomatik einhergingen (Genco and Lée



1993, Sofaer 1990, Hart 1996). Da diese genetischen Syndrome durch verschiedene
Genmutationen verursacht sind mit Beeintrachtigung unterschiedlicher Gewebe (Epithel,
Wurzelzement, Bindegewebe), der Enzymaktivitat (Katalase, alkalische Phophatase) bzw.
Abwehrzellen (PMN) ist es wahrscheinich, dass auch die Disposition fir die frih beginnende
Parodontitis bei allgemein gesunden Probanden heterogen beeinflusst wird (Hart 1996). Der
genetische Anteil unter allen anderen Risikofaktoren (Heritabilitat) an einer Erkrankung lasst
sich durch den Vergleich der klinischen Befunde von genetisch identischen monozygoten mit
genetisch nicht identischen dizygoten Zwillingen abschéatzen. Bei chronischer Parodontitis
betrug der fir andere Risikofaktoren adjustierte genetische Faktor fir Schwere (Mittelwert
Sondiertiefe und Attachmentverlust) und Ausdehnung der Erkrankung (prozentualer Anteil von
Parodontien mit Attachmentverlust > 2 und 3 mm oder Sondiertiefen > 4 und 5 mm)
anndhernd 50 %, wahrend der Gingivitisindex von genetischen Faktoren unabhangig war
(Michalowicz et al. 2000).

Bei aggressiven  Parodontitisformen  wurden vor allem  Familienstudien und
Segregationsanalysen durchgefiihrt. Das ist darauf zuriickzufihren, dass die juvenile
Parodontitis in der lokalisierten oder generalisieten Form mit ca. 40 % betroffener
Geschwister Uberproportional haufig in einer Familie auftrat (Long et al. 1987, Beaty et al.
1987, Marazita et al. 1994, Saxen and Nevanlinna 1984), wobei bei 71 % der parodontal
erkrankten Geschwister eine verminderte PMN-Chemotaxis festgestellt wurde (Boughman et
al. 1992). Die Mehrzahl der Studien mit LJP geht nach Korrektur des wahrscheinlich
Uberschatzten Anteils betroffener Frauen (Hart et al. 1992) von einem autosomal dominnaten
Erbgang aus (Beaty et al. 1987, Saxen and Nevanlinna 1984), wobei die Penetranz der
beteiligten Gene auf Uber 70 % geschéatzt wurde (Marazita et al. 1994). Da die meisten
Untersuchungen an Afroamerikanern durchgefiihrt wurden, sind jedoch in anderen
Populationen auch andere Erbgange (X-chromosomal) méglich (Hodge et al. 2000). Die
beschriebenen Familienanalysen und Segregationsstudien lieken nur Schlussfolgerungen
Uber den Erbgang einer genetischen Eigenschaft zu, ohne dass eine Aussage Uber die daran
beteiligten Gene mdglich war. Erst mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wurde die
Identifikation verschiedener Gene mdglich, die im Wesentlichen die Funktion der PMN's
betrafen und die Mdglichkeit, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) an Monozyten zu binden
(Hart 1996). Bindungsanalysen in einer groRen Familie der Brandywine Bevdlkerung
identifizierten einen mdglichen Kandidatengenort fir die LJP auf dem langen Arm des
Chromosoms 4 in der Nahe der Genorte fir die Dentinogenesis imperfecta hereditaria Typ |l
und Il (Boughman et al. 1986), der jedoch von Hart et al. (1993) in anderen Populationen
nicht bestatigt werden konnte. Neben sogenannten Hauptsuszeptibilitatsgenen flir aggressive
Parodontitis kénnten andere, von diesen unabhangig vererbte modifizierende Gene, die z.B.
die IgG-Immunantwort regulieren, existieren, die die phéanotypische Auspragung der
Erkrankung beeinflussen (Schenkein et al. 1994, Marazita 1996, Hart 1996). Weiterhin wurde



die Beziehung von verschiedenen Genpolymorphismen zur Parodontitis untersucht, wobei
insbesondere Polymorphismen im Interleukin(IL)-1, -4 und -10 Gencluster sowie
Polymorphismen fiir TNF-a und die IgG-Rezeptoren FCRIla und FCRIIIb beriicksichtigt
wurden.

IL-1 kommt in zwei Formen, IL-1a und IL-1B, vor. IL-1 stimuliert die Endothelzellen zur
Expression von Adhasionsmolekilen, induziert die Produktion von Kollagenasen und anderen
Matrixmetalloproteasen, fordert die Knochenresorption und hemmt die Kollagen- und
Knochenbildung (Deschner 2001). Der IL-1B +3953 (TT) Genotyp war bei Diabetikern mit
einer erhohten Freisetzung von IL-18 aus peripheren Monozyten nach LPS-Stimulation
assoziiert (Pociot et al. 1992). Weiterhin erhéhte das gemeinsame Vorkommen der
Polymorphismen IL-1A — 889 [+ 4845] (C->T) und IL-1B + 3953 [+ 3954] (C->T) in der
Altersgruppe zwischen 40 — 60 Jahren das Risiko fiir eine schwere Erwachsenenparodontitis
bei Nichtrauchern nordeuropaischen Ursprungs (Kornman et al. 1997). Die Entdeckung von
Kornman fuhrte zur Etablierung eines kommerziell verfigbaren IL-1 Risikotests fir
Parodontitis. Als IL-1 positiv werden Patienten bezeichnet, die an den Genorten fir IL-1A und
B jeweils mindestens einmal das mutante Allel 2 aufweisen bzw. mindestens an einem Genort
homozygot fir das mutante Allel sind. Die Bedeutung des IL-1 Polymorphismus wurde in
weiteren Studien belegt. So war in einer norddeutschen Parodontitispopulation der IL-1A/IL-1B
Polymorphismus bei Rauchern signifikant mit dem Attachmentverlust korreliert (Meisel et al.
2002). Recall-Patienten mit positivem IL-1 Genotyp, die Uber 14 Jahre beobachtet wurden,
hatten ein 2,7fach erhdhtes Risiko fir den Zahnverlust und in Kombination mit Rauchen stieg
dieses auf das 7,7fache an (McGuire und Nunn 1999). In einer prospektiven 5 Jahresstudie
einer australischen Population zeigten IL-1 Genotyp positive Nichtraucher mit einem Alter Gber
50 Jahre erhdhte Sondiertiefen im Vergleich zu Genotyp negativen Personen (Cullinan et al.
2001). Der IL-1B Level in der Sulkusflissigkeit IL-1 Genotyp positiver Patienten war im
Vergleich zu IL-1 Genotyp negativen Probanden von der Tendenz in flachen Taschen von < 4
mm erhoht. Nach Parodontaltherapie konnte der IL-1 Level nur bei IL-1 Genotyp negativen,
nicht aber IL-1 positiven Patienten, gesenkt werden. In tieferen Taschen waren diese
Unterschiede weniger auffallig (Engebretson et al. 1999). Kaukasische Probanden mit
generalisierter friih beginnender Parodontitis (G-EOP) zeigten keine Assoziation zum IL-1A/IL-
1B Genotyp, auch wenn Rauchen als Kovariate beriicksichtigt wurde (Hodge et al. 2001).
Vielmehr war bei europaischen EOP-Patienten unter Rauchern eine Homozygotie des Allels 1
(CC) von IL-1B signifikant haufiger. Dieser Genotyp kdnnte synergistisch mit Rauchen zu
einer verminderten IL-1B-Sekretion und damit insuffizienten Immunabwehr flihren (Parkhill et
al. 2000). Dieses Ergebnis zeigt, dass der zurzeit verfugbare IL-1 Parodontitisrisikotest nicht
fur die aggressive Parodontitis geeignet ist. Aullerdem muss beachtet werden, dass die
Haufigkeit des IL-1 Polymorphismus ethnischen Unterschieden unterliegt (Armitage et al.
2000, Walker et al. 2000).



IL-4 ist u.a. ein Inhibitor der Makrophagenfunktion mit verminderter Sekretion von PGE, und
Zytokinen und induziert die Apoptose von Monozyten. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass
eine Abwesenheit von IL-4 die Entstehung einer Parodontitis triggern kénnte (Shapira et al.
1992). In einer Gruppe von EOP-Patienten zeigten 27,8 % einen Polymorphismus in der IL-4
Promotorregion (PP+) an Position -590 (C->T) und einen Polymorphismus im Intron 2 (IP+),
wahrend keine der alterskorrelierten Kontrollprobanden diese Polymorphismen aufwiesen.
Weiterhin waren beide Polymorphismen mit einem signifikant niedigeren Serumspiegeln fir IL-
4 (unter der Detektionsgrenze) assoziiert (Michel et al. 2001).

Weitere Studien untersuchten die Assoziation von Parodontitis zu Promotor-Polymorphismen
im IL-10 Gencluster. IL-10 hat einen pleiotrohpen Effekt auf Immunregulation und Entzin-
dungsantwort. Einerseits terminiert IL-10 die Freisetzung von IL-12, IL-18 und TNF-a aus
Makrophagen und inhibiert die Expression von MHC-Klasse II-Molekiilen. Andererseits ist IL-
10 ein starker Stimulator von natirlichen Killer Zellen (NK) sowie CD-8 positiven T-Zellen.
Weiterhin triggert IL-10 die B-Zell Proliferation und Differentiation (Turner et al. 1997). Eine
begrenzte Zahl von Studien untersuchte IL-10 Promotorpolymorphismen an drei Positionen, -
1082 (-1087) G->A, -819 (-824) C->T und -590 (-592) C->A sowie zwei Mikrosatteliten. Die
Ergebnisse waren teilweise inkonsistent. Wahrend unter englischen, deutschen und
japanischen Parodontitispatienten keine  Assoziationen zu IL-10 Polymorphismen
nachgewiesen werden konnten (Kinane et al. 1999, Yamazaki et al. 2001, Gonzales et al.
2002), beschrieben Berglundh et al. (2003) eine postive Assoziation der chronischen
Parodontitis zum -1082 G->A Polymorphismus. In einer brasilianischen CP-Gruppe (Scarel-
Carminaga et al. 2004) wurde unter Patientinnen eine positive Assoziation zum ATA-Haplotyp
gezeigt. In einer weiteren deutschen Studie (Reichert et al. 2008) wurde im Unterschied zu
den Ergebnissen von Scarel-Carminaga der Haplotyp ATA unter Berucksichtgung der
Kofaktoren Alter, Geschlecht, Rauchen und Plaqueindex als Risikondikator fir die aggressive
Parodontitis identifiziert.

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin mit der Fahigkeit, parodontale Gewebedestruktion
und Knochenabbau zu induzieren. Bei den Polymorphismen handelt es sich um Transitionen
von G nach A, drei an den Promotorpositionen (- 376, -308, -238) und eine im ersten Intron an
Position +489. In einer chinesischen (Qian et al. 2002) und amerikanischen Erwachsenen-
population (Galbraith et al. 1999) wurde der 1/1 TNF-a —308 Genotyp als Risikofaktor fir
schwere Parodontitis identifiziert. In einer deutschen Studie war die Haplotypkombination
-308, -238 GG-GG mit einem erhdhten Risiko fiir eine subgingivale Infektion mit P.i. assoziiert
(Schulz et al. 2008). Dagegen war unter judischen L-EOP-Patienten (Shapira et al. 2001) und
niederlandischen Patienten mit Erwachsenenparodontitis (Craandijk et al. 2002), auch bei
Berlcksichtigung des Rauchverhaltens, keine Assoziation zu einem der TNF-a
Polymorphismen erruierbar.

Fcy-Rezeptoren bilden eine Familie von Oberflachenmolekilen, die sich an den Fc-Anteil von
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Immunglobulinen binden. Sie werden u.a. auf Makrophagen, PMNs und Langerhanszellen
exprimiert. Es existieren zwei Fcy-R-Klassen, Fcy-Rlla (CD32) und Fcy-RIllb (CD16). Ein
Polymorphismus im Fcy-RIIA-Gen an Position 494 (G oder A) bestimmt, ob an Position 131
des Fcy RIIA Proteins Arginin (R) oder Histidin (H) exprimiert wird. Fcy RIIA-H131 hatte eine
hohe Affinitdt zu 1gG,, wahrend Fcy RIIA-R131 eine niedrige Affinitdt zu 1gG, aufwies
(Osborne et al. 1994). PMNs von LJP-Patienten, die FcyRIIA-R131 exprimierten, zeigten eine
verminderte Phagozytose von A.a. (Wilson und Kalmar 1996). Von FcyRlIlIb gibt es zwei allele
Formen, die sich in vier Aminosauren unterscheiden kénnen. PMN's, die Fcy-RllIb (NA2/NA2)
exprimierten, zeigten ein geringeres Phagozytosevermdgen fur I1gGs- und 1gGs-
Immunkomplexe im Vergleich zu denen, die Fcy-RIlIb (NA1/NA1) aufwiesen. Fcy-RIllIb
(NA2/NA2 oder NA1/NA2) und Fcy RIIA-R131 waren bei japanischen Probanden signifikant

bzw. von der Tendenz mit rekurrenter Erwachsenenparodontitis assoziiert (Kobayashi 1997).

Die teilweisen inkonsistenten Ergebnisse der beschriebenen Assoziationsstudien
verdeutlichen die Notwendigkeit, nach geeigneteren diagnostischen Pradiktoren fir die
Parodontitis bzw. subgingivalen Keimbesiedelung zu suchen. Dabei gewannen Studien zum
HLA-Systems (Human Leucocyte Antigen) in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
(s.u.). Es ist bekannt, dass bestimmte HLA-Merkmale mit verschiedenen Krankheiten
assoziiert sind (Svejgaard und Ryder 1979), wobei das HLA-System ein flexibles
Schutzsystem gegenliber Pathogenen zu bilden scheint, indem aus einer Anzahl frei
kombinierbarer Grundelemente (Petrov 1983) die antigene Individualitat aller Organismen

verschiedener Populationen abgesichert wird.

1.4. Der Haupthistokompatibilitatskomplex des Menschen

Historisch basiert die Entdeckung bestimmter immunogener Zelloberflachenproteine auf
Transplantationsexperimenten an Mause-Inzucht-Stdmmen. Je enger der Verwandtschafts-
grad der Tiere war, desto langsamer erfolgte die TransplantatabstoRung (Gorer 1936). Der
Genort, der fur diese Molekile kodiert, wurde deshalb Haupthistokompatibilitdtkomplex (MHC)
genannt und die kodierten Proteine MHC-Molekile. Die Erforschung des MHC beim
Menschen begann in den 50iger Jahren des vorherigen Jahrhunderts durch die Entdeckung
der ,Humanen Leukocyten Antigene (HLA)“. Nach multiplen Bluttransfusionen wurden in
Seren von Patienten Antikérper gefunden, die in der Lage waren, kérperfremde Leukozyten zu
agglutinierten oder in Anwesenheit von Komplement zu lysieren (Dausset 1954).

MHC-Molekiile spielen individuell eine zentrale Rolle bei der Unterscheidung zwischen ,fremd®
und ,eigen“, sowohl bei der Prdgung des Immunsystems als auch durch die Fahigkeit,
pathogene korperfremde oder korpereigene Peptide zu selektieren und zu binden (Mayr 1994)

und diese an der Zelloberflache in fragmentierter Form verschiedenen Arten von T-Zellen zu
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prasentieren (Carcassi et al. 1991, Germain 1986), damit sie durch das Immunsystem erkannt
und zerstoért werden konnen (Lechler 1994). Der individuelle Schutz vor Krankheitserregern
wird durch zwei separate Mechanismen gewahrleistet. Erstens gibt es mehrere MHC-Klasse I-
und 1l-Gene, die fur MHC-Molekule mit unterschiedlichen Peptidbindungsspezifitdten kodieren,
d.h. der MHC st polygen. Zweitens gibt es fir jedes Gen im MHC mehrere Allele, die die
Peptidbindunsmoglichkeiten der MHC-Molekile von MHC-Klasse |- und II-Genen individuell
variieren konnen, d.h. die Gene im MHC und damit die Genprodukte verfligen Uber einen

ausgepragten Polymorphismus (Hughes und Hughes 1995).

1.4.1. Der HLA-Genkomplex

Die Gene des menschlichen HLA-Komplexes sind auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
lokalisiert und erstrecken sich nach neueren Untersuchungen Uber einen DNA-Bereich von ca.
7 x 10° Basenpaaren (Beck und Trowsdale 1999, 2000). Die Genloci des HLA-Genkomplexes
werden drei Klassen (I-1ll) zugeordnet. Die Gene der HLA-Klasse Il liegen zentromerwarts,
ihnen schlieBt sich die Klasse-IlI-Region an und telomerwarts liegen die Gene der HLA-Klasse
|. Die Hauptgene fir die schweren a-Ketten der HLA-Klasse |-Molekile werden mit HLA-A, -B
und -C bezeichnet. Die zusatzlichen Gene in der Klasse I-Region, HLA-E, -F, -G, exprimieren
Klasse-IB-Molekile, die u.a. die zytotoxische Aktivitdt von Natlrlichen Killer(NK)-Zellen
inhibieren kénnen (Allan et al. 2002). Das Gen fiir das B,-Mikroglobulin liegt, obwohl es einen
Teil des HLA-Klasse I-Moleklls kodiert, auf Chromosom 15 des Menschen. Die Gene der
HLA-Klasse Il kodieren fir die Komplementfaktoren C2, C4A, C4B und Bf, die Zytokine
Tumornekrosefaktor (TNF) a und B, das Hitzeschockprotein (HSP) 70 und die Steroid-21-
Hydroxylase (CYP 21 B) (Wassmuth 1995, Bodmer et al. 1997). Die HLA-Klasse II-Region
I8sst sich in die Subregionen HLA-DR, -DP und DQ untergliedern. Der HLA-DR-Locus enthalt
ein monomorphes a-Kettengen (DRA) und mehrere (3-Kettengene. Dabei exprimieren DRB1,
3, 4 und 5 HLA-Molekile, wahrend DRB2, 6, 7, 8 und 9 wahrscheinlich Pseudogene
darstellen. Das polymorphe DRB1-Gen kodiert fir die Merkmale DR1-18. Die Genprodukte
von DRB3, DRB4 und DRB5 sind die B-Ketten der Merkmale DR52, DR53 und DR51. Im
Gegensatz zu DRB1 sind die Gene von DRB3, 4 und 5 nicht immer vorhanden (Wassmuth
1995). In der kaukasischen Bevolkerung liegt HLA-DRB3 in haplotypischer Kopplung (als
Haplotyp wird eine Vererbungseinheit bezeichnet, die en bloc vererbte Allele eng
benachbarter Gene tragt) mit den HLA-DRB1-Genen DR4, DR7 und DR9 vor. HLA-DRB4
kodiert zusammen mit den HLA-DRB1-Genen DR3, DR5 und DR6. Das HLA-DRB5-Gen ftritt
bei kaukasischen Individuen mit dem HLA-DR2-Merkmal auf (Campbell und Trowsdale 1993).
In der DQ-Region finden sich zwei o-Kettengene (DQA1, DQA2) und drei B-Kettengene
(DQB1, DQB2, DQB3). Dabei sind DQA1 und DQB1 polymorph, wahrend DQA2, DQB2 und
DQB3 Pseudogene darstellen. Auch die HLA-DP Region umfasst zwei a-Kettengene (DPA1,
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DPA2) und zwei p-Kettengene (DPB1, DPB2). Ahnlich wie in der DQ-Region werden DPA1
und DPB1 exprimiert wahrend DPA2 und DPB2 Pseudogene darstellen. Weitere Genorte
innerhalb der Klasse II-Region sind DOA, DOB, DMA und DMB. Die HLA-DM Gene kodieren
ein DM-Heterodimer, welches sich in angesduerten endozytotischen Vesikeln an MHC II-
Molekiile binden kann. Dadurch erfolgt die Freigabe des sogenannten CLIP-Fragments (class-
ll-associated invariantchain peptide) aus der Bindungsgrube des MHC [I-Molekiils und die
Bindung von pathogenen Peptiden wird ermdglicht. AulRerdem entfernt HLA-DM instabil an
MHC-II gebundene Peptide um sicher zu stellen, dass nur Peptide gebunden werden, die auf
der Oberflache der antigenprasentierenden Zelle ausreichend lange CD4-Zellen prasentiert
werden konnen (Kropshofer et al. 1997, Jensen et al. 1999). Die DMA- und DOB-Gene
kodieren ein DO-Molekiil, das einen negativen Regulator fir DM darstellt (Alfonso et al. 1999).
In der Nahe der Klasse II-Gene befinden sich wichtige Gene fiir die Antigenprozessierung.
LMP2 und LMP7 kodieren Untereinheiten des Proteasoms (Niedermann et al. 1999). TAP1
und TAP2 exprimieren Molekile, die den Transport kurzer Peptide vom Zytosol in das
endoplasmatische Retikulum ermdéglichen, wo sie sich an MHC-Klasse I|-Molekile binden
kénnen (Lankat-Buttgereit und Tampe 1999).

Die Expression von MHC-Allelen ist kodominant, d.h. die Genprodukte der HLA-Allele des
mutterlichen und vaterlichen HLA-Haplotyps werden bei heterozygoten Individuen in den
entsprechenden Zellen exprimiert und sind in der Lage, T-Zellen Antigene zu prasentieren.
Der schon erwahnte Polymorphismus des HLA-Systems fiihrt zu Differenzen in den HLA-
Allelen von bis zu 20 Aminosduren. Im Wesentlichen sind Aminosduren betroffen, die den
peptidbindenden Spalt auskleiden oder Aminosauren benachbarter Regionen, die einen
direkten Kontakt mit dem T-Zellrezeptor eingehen. Durch den Polymorphismus des HLA-
Systems werden das Spektrum der Peptide, die Konformation der gebundenen Peptide und
die Wechselwirkung der HLA-Molekile mit dem T-Zellrezeptor beeinflusst (So 1994,
Wassmuth 1995).

Kennzeichnend flir das HLA-System ist weiterhin, dass die beobachtete Haufigkeit der
gemeinsamen Vererbung von Allelen benachbarter Gene von dem statistisch zu erwarteten
Wert abweicht. Das Auftreten bevorzugter Allelkombinationen bei gleicher Crossing-over-
Wahrscheinlichkeit wird als Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrum)
bezeichnet. Normalerweise Iasst sich das Auftreten einer bestimmten Kombination von Allelen
durch Multiplikation aus der beobachteten Frequenz der einzelnen Allele berechnen
(Erwartungswert). Bei Vorliegen eines Kopplungsungleichgewichtes kommt es zu einer
Differenz (A) zwischen dem Erwartungswert fir die Haufigkeit einer Kombination und dem
tatsachlich beobachteten Wert. Ein besonders hohes Kopplungsungleichgewicht wird fiir die
Allele des DR- und DQ-Locus beschrieben. Die Grinde fir diese Abweichungen sind nicht
geklart. Moglicherweise stellte eine bestimmte Kombination von Allelen einen Selektionsvorteil

da (Bodmer 1973, Bodmer und Bodmer 1978). Eine zweite Theorie nimmt an, dass wahrend
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der Evolution noch nicht genitigend Zeit fiir das Erreichen eines vollstandigen Gleichgewichts
in der Verteilung der Allele zur Verfigung stand. Schlie3lich ist es moglich, dass die
Rekombinationsorte nicht gleichmalig verteilt sind und sogenannte ,hot spots® fur die

Rekombination innerhalb der Haplotypen auftreten (Baenkler 1996).

1.4.2. Molekilstruktur und Funktion von HLA Klasse |- und II-Merkmalen

HLA-Klasse I- und II-Molekile unterscheiden sich strukturell und funktionell voneinander und
werden auch unterschiedlich auf den Korperzellen exprimiert. Trotzdem gibt es auch
Gemeinsamkeiten in ihrer Gesamtstruktur. Bei beiden Molekilen handelt es sich um an der
Zelloberflache verankerte heterodimere Glykoproteine, die sich in eine hypervariable
Peptidbindungsregion, eine der Zellmembran nahen Immunglobulin-ahnliche Region, eine
Transmembranregion und eine zytoplasmatische Region unterteilen lassen. HLA-Klasse |-
Molekiile bestehen aus einer a-Kette (Molekulargewicht 43 kDa), die sich durch die Membran
erstreckt und dem B2-Mikroglobulin (11,5 kDa), welches nichtkovalent mit der a-Kette
assoziiert ist. Dieses Molekill durchspannt die Membran nicht. Die a-Kette enthalt drei
extrazellulare Doméanen a4, a, und a3. Die a4 und a, Domanen lagern sich so aneinander, dass
die achtstrangige (3-Faltblattstruktur dieser beiden Doméanen eine Plattform bildet, auf der quer
zwei a-Helices parallel angeordnet sind (Bjorkmann et al. 1987 a). Diese Faltung erzeugt die
peptidbindende Grube (Bjorkmann et al. 1987 b). Die asz-Domane und das B,-Mikroglobulin
weisen in ihrer Aminosauresequenz und in der Faltung Ahnlichkeiten mit konstanten Domanen
von Immunglobulinen auf.

HLA-Klasse 1l-Molekiile bestehen aus zwei transmembranen a- (34 kDa) und B-Ketten (29
kDa) mit jeweils 2 Domanen (a4 und a, sowie 1 und B2). Dabei stellen die a, und B, Domanen
die Immunglobulin-dhnliche Region, wahrend die oy und 4 Domanen die
Peptidbindungsregion bilden. Da die Domanen, die den peptidbindenden Spalt bilden,
unterschiedlichen Ketten angehoren, sind sie im Unterschied zu HLA-Klasse I-Molekulen nicht
kovalent verbunden. Die Peptidbindungsgrube ist nicht wie bei Klasse I-Molekilen
geschlossen sondern an beiden Enden offen (Brown et al. 1993).

Eine wesentliche Funktion der Immunabwehr ist die Erkennung von ,selbst” und ,nicht-selbst®
(Petrov 1983). Antigenspezifische T-Lymphozyten erkennen Antigene nur dann, wenn sie von
HLA-Molekilen auf der Zelloberflache prasentiert werden. Dieses Phadnomen wird als MHC-
Restriktion bezeichnet. Die Antigenerkennung findet durch einen trimolekularen Komplex statt,
der aus dem HLA-Molekil, dem proteolytisch aufbereiteten (prozessierten) und an das HLA-
Molekil gebundenen antigenen Peptidfragment sowie dem T-Lymphozyten-Rezeptor (TCR)
besteht. Die Spezifitdt eines TCR wird somit vom HLA-Molekil und dem gebundenen
Peptidfragment bestimmt. Dieser HLA-Peptid-Komplex bildet dabei eine Kombination von

.selbst® (HLA-Molekil) und ,nicht-selbst® (Antigenpeptid). Er wird allelspezifisch vom TCR
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erkannt, was zur Proliferation und Differenzierung der T-Zellen fihrt, wahrend nur ,selbst*
keine Aktivierung nach sich zieht.

Die Bindung von antigenen Peptiden und ihre Prasentation auf der Zelloberflache ist eine
wichtige Funktion der HLA-Molekile (Madden et al. 1992). Antigene Peptide werden mit einer
hohen Affinitdt gebunden wobei die Fahigkeit, ein breites Peptidspektrum zu binden, erhalten
bleibt. Die gebundenen Peptide sind dabei integraler Bestandteil der MHC-Molekile und
notwendig fur ihre Stabilitat auf der Zelloberflache (Stern und Wiley 1994). Klasse I- und II-
Molekile unterscheiden sich in der Art der prasentierten Peptide, in der Art der T-Zelle, die
den HLA-Peptidkomplex erkennt und in der nachfolgend ausgeldsten immunologischen
Reaktion. HLA-Klasse I-Molekiile binden im endoplasmatischen Retikulum (ER) der Zelle
synthetisierte zytoplasmatische koérpereigene oder korperfremde Peptide (z.B. Viren oder
zytosolische Bakterien) und prasentieren sie CD8+ T-Zellen (Germain 1986). Der
proteolytische Abbau der Peptide zu Peptidfragmenten, die an HLA-Klasse |-Molekiile binden
kénnen, erfolgt durch zwei Untereinheiten des Proteasoms LMP2 und LMP7 (Goldberg und
Rock 1992, Robertson 1991, Niedermann 1999). Der Transport der Peptidfragmente in das
ER wird durch 2 in der Membran des ER verankerte ATP-abhangige Transportproteine TAP1
und TAP2 (Transporters associated with Antigen Processing-1 und —2) gewabhrleistet (Monaco
1992, Lankat-Buttgereit und Tampe 1999). HLA-I-Molekile binden kurze, acht bis zehn
Aminosauren lange Peptide. Das Peptid liegt in ausgestreckter Konformation vor. Fur die
Bindung des Peptids in der Grube sind sechs sogenannte ,Peptidbindungstaschen®
ausgebildet. Vier Taschen B, C, D und E liegen an der Grenze zwischen B-Faltblatt und den a-
Helices und dienen der Bindung mit sogenannten ,Ankeraminosauren“ des antigenen Peptids
(Baenkler 1996). Diese Ankeraminosauren mussen nicht identisch aber immer verwandt sein.
Somit ist gewahrleistet, dass ein HLA-Molekll unterschiedliche Peptide binden kann
(Matsumura et al. 1992). An den Enden der Gruben zwischen den beiden a-Helices befinden
sich die Bindungstaschen A und F. Dabei handelt sich um konservierte Positionen zur
Aufnahme freier NH,- und COOH-Gruppen des Peptids, die im Wesentlichen die Stabilitat der
HLA-Peptidbindung gewahrleisten (Bouvier und Wiley 1994) und die Lange des gebundenen
Peptids festlegen. Gewisse Variationen der Peptidlange lassen sich wahrscheinlich durch
Knicken des Peptidrickrates anpassen (Fremont et al. 1996). Nach der Peptidbindung erfolgt
die vollstdndige Faltung des HLA-I-Molekils, der Transport zur Zelloberflache und die
Prasentation an CD8+ T-Zellen. Die Aufgabe der CD8-T-Zellen besteht in der Vernichtung der
infizierten Zellen, die sie spezifisch Uiber den T-Zellrezeptor erkennen.

HLA-Klasse IlI-Molekile prasentieren Peptidfragmente von Proteinen und Krankheitserregern,
die extrazellular von Makrophagen, unreifen dendritischen Zellen, B-Zellen und anderen
antigenprasentierenden Zellen aufgenommen wurden oder die von Bakterien oder Parasiten
stammen, die in die Zelle eingedrungen sind, um sich in intrazellularen Vesikeln zu

vermehren, CD4+ T-Zellen. Die aufgenommenen Proteine werden in angesduerten Vesikeln
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durch Proteasen wie Cathepsin S und L aufgespalten (Chapman 1998, Nakagawa und
Rudensky 1999). Neu im ER synthetisierte HLA-Klasse lI-Moleklile werden zunachst mit
einem Protein (invariante Kette - li) zusammen gebaut, welches die Peptidbindungsgrube
blockiert und die vorzeitige Anlagerung von Peptiden schon im ER verhindert (Brachet et al.
1997). Weiterhin wird durch li der Transport der HLA-II-Molekiile vom ER zu Endosomen mit
niedrigem pH-Wert gesteuert. HLA-II-Molekiile werden dann im Golgi-Apparat mit Hilfe
spezieller intrazellularer Vesikel (MHC-llI-Kompartiment - MIIC) an die Zelloberflache
transportiert. Wahrscheinlich erfolgt im MIIC die Abspaltung von li und die Beladung mit
antigenen Proteinen (Kleijmeer et al. 1997). Voraussetzung flr die Freisetzung des die
Peptidbindungsgrube blockierenden CLIP-Fragments (class-ll-associated invariant-chain
peptide) und anschlieRende Bindung des prozessierten Antigens ist die Anlagerung eines
MHC-II ahnlichen HLA-DM Molekils an das MHC-II-Molekil (Kropshofer et al. 1997, Jensen
et al. 1999). Im Vergleich zu HLA-Klasse |-Molekiilen fehlen bei Klasse-II-Molekilen die
spezifischen Bindungstaschen an den beiden Enden der peptidbindenden Grube und die
NH2- und COOH-Gruppen des Peptids sind nicht an der Bindung beteiligt. Peptide, die an
HLA-II-Molekule binden, sind mindestens 13 Aminosauren lang, liegen in ausgestreckter
Konformation in der Peptidbindungsfurche und koénnen an beiden Enden herausragen
(Rudensky et al. 1991). Bestimmte Aminosaureseitenketten an den Positionen 1, 4, 6 und 9
des Peptids kénnen in flache und tiefe Bindungstaschen des HLA-II-Molekiils hineinragen.
Diese Taschen kdnnen ein groferes Spektrum an verschiedenen Aminosaureseitenketten im
Vergleich zu Klasse-I-Molekilen aufnehmen. Da die Lange der gebundenen Peptide variieren
kann, erhalt der erste Verankerungsrest die Bezeichnung 1. An Position 4 findet man haufig
Aminosauren wie Asparaginsaure (D) und Glutaminsaure (E) mit einem negativ geladenen
Rest, an Position 9 Aminosauren mit hydrophobem Rest, z. B. Tyrosin (Y), Leucin (L), Prolin
(P) und Phenylalanin (F) (Rammensee 1995). Eine Peptidbindung kann schon mit drei, ganz
selten sogar mit zwei passenden Ankeraminosauren erfolgen. Hochaffine Peptide besitzen
aber meist 4 passende Ankeraminosauren. Das Rlckrat des gebundenen Peptids interagiert
mit Seitengruppen konservierter Aminosaurereste, die die Peptidbindungsfurchen auskleiden.
Die gebundenen Peptide sorgen, ahnlich wie bei HLA-I-Molekilen auch, fur die Stabilitat der
an der Zellmembran verankerten HLA-II-Molekile (Rammensee 1995).

Dem unterschiedlichen Spektrum prasentierter Peptide entspricht eine unterschiedliche
Gewebeexpression von HLA-Klasse |- und II-Merkmalen.

Da Viren alle kernhaltigen Zellen befallen kénnen, exprimieren fast alle HLA-I-Molekile an
ihrer Oberflache. Ausnahmen sind neuronale Zellen im Gehirn, Spermien und
Throphoblastenzellen der Plazenta. Der Umfang der Expression schwankt jedoch, Zellen des
Immunsystems exprimieren viele HLA-I-Molekile, Hepatozyten relativ wenig und kernlose
Erythrocyten wenige oder keine (Germain 1986). Durch die Abtdtung infizierter Zellen durch

CD8+ T-Zellen kénnen sich Viren und zytosolische Bakterien nicht mehr vermehren und die
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Infektion wird gestoppt. HLA-Klasse II-Molekiile findet man dagegen auf B-Lymphocyten,
dentritischen Zellen, aktivierten T-Zellen und Makrophagen (Wassmuth 1995). CD4+ T-Zellen,
die an einen Peptid-HLA-II-Komplex binden, kénnen andere Zellen aktivieren. Dabei
unterscheidet man zwei funktionelle Klassen von CD4+ T-Zellen. Ty1-Zellen aktivieren
Makrophagen, so dass diese intravesikulare Bakterien lysieren kénnen. Ty2-Zellen regen B-
Zellen zur Antikdrperproduktion an. Verschiedene Klassen von HLA-Molekilen gewahrleisten
somit, dass der geeignete T-Zelltyp als Reaktion auf ein bestimmtes Pathogen aktiviert wird
(Baenkler 1996).

1.4.3. Nomenklatur des HLA-Systems

HLA-Merkmale kénnen serologisch, zellular, biochemisch und molekularbiologisch
nachgewiesen und definiert werden. Praktische Bedeutung erlangten dabei vor allem
serologische und nach der Einfihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)
molekularbiologische Nachweisverfahren. Durch verschiedene PCR-Techniken wie z.B. PCR-
SSP (sequenzspezifische Amplifikation) oder PCR-SSO (sequenzspezifische Oligonucleotide)
kénnen HLA-Merkmale auf DNA-Ebene definiert werden. Dadurch wurde es maoglich, bereits
serologisch oder zellular definierte Allele differenzierter und reproduzierbar bestimmen zu
kénnen und bisher unbekannte Allele zu beschreiben.

Die gultige Nomenklatur von bislang bekannten und neuen Genen, Allelen und Spezifitdten
des HLA-Systems wird durch das WHO-Nomenklaturkomitee festgelegt. So wurden von 2000
— 2002 42 HLA-A, 79 HLA-B und 19 HLA-C, 52 HLA-DRB, ein HLA-DRA, ein HLA-DQA1, acht
HLA-DQB1, ein HLA-DPA1 und sechs HLA-DPB1 Allele neu benannt (Marsh et al. 2002).
Weiterhin wurden infolge genauerer molekularbiologischer Techniken inkorrekt bezeichnete
Allele umbenannt, z.B. HLA-A*2416 in HLA*3108 bzw. es wurden falsch benannte Allele wie
z.B. HLA-Cw*1301 entfernt. Die ImMunoGeneTics (IMGT)/HLA Sequence Database
(Robinson und Marsh 2000) listet aktuell via internet (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) die
Gesamtheit aller HLA-Allele auf.

Bei serologisch definierten Merkmalen kann man individuelle Determinanten
(Feinspezifitdten, Splits) von allgemeinen Determinanten (Hauptspezifitdten) unterscheiden.
Das heildt, dass einige Spezifititen bestimmte Epitope gemeinsam haben (,public®),
andererseits aber durch allelspezifische Epitope charakterisiert sind, die auf anderen Allelen
nicht nachweisbar sind und somit durch Antikérper nicht weiter differenziert werden kénnen
(,private”). Weiterhin gibt es im Bereich von HLA-B eine sogenannte supertypische
(Ubergeordnete) Determinante, durch die HLA-B-Antigene einer Bw4- oder Bw6-Hauptgruppe

zugeordnet werden konnen.

Unter den Klasse-I-Merkmalen wurden im Jahr 2002 250 HLA-A-Allele, 490 HLA-B-Allele und
119 HLA-Cw-Allele unterschieden. Diesen entsprachen auf serologischer Ebene 28 HLA-A-,
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61 HLA-B- und 10 HLA-Cw-Antigene. Weiterhin wurden sechs HLA-E, ein HLA-F und 15 HLA-
G Allele definiert. Somit ergab sich im Jahre 2002 eine Gesamtzahl von 881 offiziell
benannten HLA-Klasse I-Allelen. (Marsh et al. 2002).

Im Bereich der Klasse-lI-Merkmale konnten auf DNA-Ebene drei HLA-DRA-Allele und 315
HLA-DRB1-Allele unterschieden werden. Diesen entsprachen serologisch 21 HLA-DR-
Antigene. Weiterhin wurden ein HLA-DRB2, 38 HLA-DRB3-Allele, die fir das Antigen HLA-
DR52 kodieren, 12 HLA-DRB4-Allele, die zu HLA-DR53 gehdéren, und 15 HLA-DRB5-Allele,
die dem Antigen HLA-DR51 zuzuordnen sind, unterschieden (Marsh et al. 2002). Dabei sind
DR52 mit DR3, 11, 12, 13 und 14, DR53 mit DR4, 7 und 9 sowie DR51 mit DR 15 und 16
(selten auch mit DR1) gekoppelt, wobei DR51, DR52 und DR53 supertypische Antigene
darstellen (Wassmuth 1995). SchlieRRlich wurden noch drei HLA-DRBG6, ein HLA-DRB8 und ein
HLA-DRB9 Allel definiert.

Bei den HLA-DQ-Merkmalen wurden 22 HLA-DQA1-Allele und 53 HLA-DQB1-Allele definiert.
Serologisch sind 9 HLA-DQ-Antigene zu unterscheiden. Weiterhin findet man im Bereich von
HLA-DP 20 HLA-DPA1-Allele und 99 HLA-DPB1-Allele, denen 6 zellular definierte HLA-DPw-
Merkmale gegenuberstehen. Mit den acht definierten HLA-DOA, acht —-DOB, vier -DMA und
sechs —-DMB Allelen wurden im Jahr 2002 611 HLA-Klasse lI-Allele unterschieden (Marsh et
al. 2002).

Die Bezeichnung eines serologisch definierten HLA-Merkmals setzt sich aus dem Namen des
Genortes und der Nummer des mit spezifischen Antikérpern (Spezifititen) bestimmten
Merkmals zusammen. Bei der Angabe der Nummerierung wird zunachst die individuelle
Spezifitdtennummer und in Klammern die allgemeine Spezifitdt angegeben, z.B. ,HLA-
A23(9)“. Die Einfigung eines ,w“ zwischen Genortsbezeichnung und Spezifitdtennummer
charakterisiert die Spezifitat als vorlaufig. Das w in Bw4 und Bw6 dient der Abgrenzung von
anderen HLA-B-Spezifitaten. HLA-C-Merkmale kénnen durch das w von Komplementfaktoren
abgegrenzt werden. Molekulargenetisch definierte Allele werden mit der Genortsbezeichnung
und einer Allelnummer angegeben, beide durch ein Sternchen , * “ voneinander getrennt. Die
Allelnummer umfasst Ublicherweise vier Ziffern, wobei die ersten beiden die Hauptgruppe und
die letzten beiden die Nebengruppe angeben, z.B. ,HLA-A*2301“ (Wassmuth 1995).

1.5. HLA und Krankheit

Das HLA-System stellt neben dem Blutgruppensystem die starkste Transplantationsbarriere
da (van Rood et al. 1977) und eine Ubereinstimmung in den HLA-Haplotypen ist vor allem fiir
die Knochenmark- und Nierentransplantation eine bedeutende Voraussetzung. Daneben hat
das HLA-System Bedeutung fiir die Antigenpeptidbindung und Prasentation. Durch den MHC-
Polymorphismus ist gewahrleistet, dass eine grof3e Anzahl individuell unterschiedlicher HLA-
Molekiile fur die Peptidbindung zur Verfligung steht und sich ein Pathogen durch Mutationen

nicht vollstéandig der Erkennung durch T-Lymphozyten entziehen kann (Baenkler 1996). Fir
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die Mehrzahl der Erkrankungen mit HLA-Assoziation wird eine immunologisch-autoreaktive
Genese angenommen (Tiwari und Terasaki 1985). Um die Starke potentieller HLA-
Assoziationen zu bestimmen ist es notwendig, die Anzahl der Merkmale bei Erkrankten und
Gesunden zu zahlen, eine Vierfeldertafel zu bilden und dann das Kreuzprodukt (OR) zu
berechnen. Fir eine positive Assoziation gilt OR > 1 und fir eine negative Assoziation OR < 1.
Das Kreuzprodukt kann unter bestimmten Voraussetzungen als Naherungswert flr das
relative Risiko (RR) angesehen werden. Dieser statistische Wert kann zur Risikoabschatzung
fur ein Individuum, die Erkrankung wahrend eines bestimmten Zeitraumes zu bekommen,
genutzt werden (Wassmuth 1995).

Fir Gber 40 Erkrankungen (z.B. Narkolepsie, insulinpflichtiger Diabetes mellitus, chronische
Polyarthritis, Zéliakie) sind Assoziationen bzw. Kopplungen sowohl zu HLA-Klasse I- als auch
HLA-Klasse II-Merkmalen bekannt (Heard 1994, Svejgaard und Ryder 1979, Wegener 1994).
Da Familienuntersuchungen haufig nicht moglich sind, liegen fir die meisten Erkrankungen
Daten zur HLA-Assoziation vor. Herausragend ist die Assoziation von HLA-B27 mit der
Spondylitis ankylosans (M. Bechterew) mit einem RR von 81 % (Brewerton et al. 1973) und
die Assoziation des HLA-DR15:DQ6 Haplotyps mit der Narkolepsie und einem RR von 100 %
(Wasmuth 1995).

Es existieren verschiedene Theorien Uber die pathogenen Mechanismen einer HLA-
Assoziation. Dabei kénnen HLA-Gene direkt fur die Erkrankung verantwortlich sein oder
bisher unbekannte Suszeptibilitats- oder Resistenzgene, die im Kopplungsungleichgewicht zu
HLA-Genen stehen, sind fur die Assoziation bzw. Kopplung von HLA mit einer Erkrankung
verantwortlich und die HLA-Merkmale wirken nur als Risikoindikatoren, ohne ursachlich an der
Erkrankung beteiligt zu sein. Im Falle des direkten Einflusses von HLA-Genen werden u.a.
folgende Hypothesen diskutiert (Wassmuth 1995):

1. Immunmodulation
Beeinflussung der Antigenbindung und T-Zell-Prasentation durch den Polymorphismus
der HLA-Genprodukte.

2.  Immunsuppression
Die Immunantwort fihrt zur Bildung von Suppressor-T-zellen mit antigenspezifisch
erniedrigter Immunantwort, als Grundlage fir HLA-abhangige Disposition oder

Protektion.

3. Klonale Deletion
Eine HLA-abhéangige Deletion von T-Lymphozytenklonen wahrend der Maturation von
T-Lymphozyten fiihrt zu einer Liicke im Repertoire dieser Zellen gegen bestimmte

Pathogene.
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4. Molekulare Mimikry
Eine Epitopgemeinschaft zwischen dem HLA-Molekil und einem Fremdantigen kann
zur Kreuztoleranz des als ,eigen“ verkannten Fremdantigens fihren oder zur

Autoimmunreaktion gegen Zellen, die das entsprechende HLA-Molekil exprimieren.

5. Assoziation mit HLA-Haplotypen
Einem einzelnen HLA-Gen oder mehreren Genen in einer Kopplungsgruppe kommt

pathologische Bedeutung zu.

6. Rezeptorhypothese
HLA-Molekule kénnen als Rezeptoren fiir Viren bzw. Medikamente fungieren (Tiwari
und Terasaki 1985)

Die strukturellen Mechanismen der HLA-Assoziationen missen durch molekularbiologische
Untersuchungen, z.B. Bindungstests HLA-Molekil — Antigen (Vogt et al. 1994), aufgeklart
werden, um die Grundlagen fir neue Konzepte in Diagnostik und Therapie HLA-assoziierter

Erkrankungen zu schaffen.

1.5.1. HLA und Parodontitis

Eine mdogliche Relation von HLA-Klasse II-Molekiilen zu parodontpathogenen Bakterien
(Waasenaar et al. 1998) oder HLA-Klasse |-Merkmalen zu parodontpathogenen Herpesviren
(Contreras et al. 2000) kénnte darin bestehen, dass die Peptidbindung an ein HLA-Molekdl
und die anschliefende Bindung an den T-Zellrezeptor durch den hohen Polymorphismus des
HLA-Systems beeinflusst wird. Eine weitere Ursache fir eine mogliche Assoziation von HLA
mit Parodontitis ware durch molekulare Mimikry von HLA-Molekllen mit parodontpathogenen
Bakterien denkbar (Hirata und Terasaki 1970). SchlieRlich kénnten bestimmte HLA-Allele im
Kopplungsungleichgewicht mit bisher unbekannten genetischen Suszeptibilitdts- bzw.
Resistenzfaktoren fir Parodontitis stehen. In der Vergangenheit wurden Assoziationen von
verschiedenen Parodontitisformen zu HLA-Klasse |- und llI-Merkmalen untersucht (Tab. 1).
Terasaki et al. (1975) wiesen erstmals auf eine mégliche Assoziation des HLA-A Locus zur
juvenilen und adulten Parodontitis hin. Es folgten weitere Studien mit meist serologischer
HLA-Typisierungstechnik und Bewertung von Klasse-I-Merkmalen. Die ersten Arbeiten mit
molekularbiologischer Typisierungstechnik wurden Mitte der neunziger Jahre des vorigen
Jahrhunderts durchgefuhrt. Fir kaukasische Patienten sind folgende HLA-Assoziationen
bekannt:

Bei Patienten mit Erwachsenenparodontitis (AdP) wurden vermehrt die Klasse-I-Merkmale
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HLA-A9 (Balndin-Texier et al. 1986) bzw. dessen Splits HLA-A23 und A24 sowie HLA-B35
(Markgraf et al. 1983) nachgewiesen. Unter den HLA-Klasse II-Merkmalen waren DR4, DR53
und DQ3 (Alley et al. 1993, Dyer et al. 1997) haufiger. Dagegen wiesen Terasaki et al. (1975)
und Kaslick et al. (1980) ein geringeres Vorkommen von HLA-A2 nach.

Bei kaukasischen Patienten mit juveniler Parodontitis (JP) wurde eine positive Assoziation zu
den HLA-Merkmalen A9, A28, B15 (Reinholdt et al. 1977) und A*33 und DR2 (Cogen et al.
1986) evaluiert, wahrend unter englischen Patienten (Cullinan et al. 1980) keine Assoziationen
von HLA-Merkmalen zur JP nachgewiesen wurden. Wie bei Erwachsenenparodontitis war
HLA-A2 bei JP seltener (Terasaki et al. 1975, Kaslick et al. 1980).

Bei kaukasischen Patienten mit Rapid progressiver Parodontitis (RPP) war die
Phanotypfrequenz fir HLA-A9 héher (Klouda et al. 1986, Amer et al. 1988), wahrend HLA-A10
seltener nachgewiesen wurde (Amer et al. 1988).

Weiterhin wurden HLA-Assoziationen in verschiedenen ethnischen Gruppen mit Parodontitis
beschrieben. In einer ethnisch gemischten Gruppe mit Erwachsenenparodontitis waren die
HLA-Merkmale B5 und A28 verringert (Goteiner und Goldman 1984). Katz et al. (1987)
beschrieben eine positive Assoziation von HLA-DR4 zu 10 judischen Patienten mit RPP und
wiesen erstmals auf eine vergleichbare Assoziation dieses Merkmals zur Rheumatoidarthritis
hin. Firatli et al. (1996) fanden unter tlrkischen Patienten mit JP bzw. RPP vermehrt die HLA-
Merkmale A9(24) und DR4 sowie eine verminderte Frequenz von HLA-A1 und -A2. Bonfil et
al. (1999) bestatigten mit molekularbiologischer Typisierungstechnik eine positive Assoziation
bestimmter HLA-DR4 Allele, die auch fiir Rheumatoidarthritis als auffallig beschrieben wurden,
zur RPP, wobei die ethnische Zuordnung der Patienten uneinheitlich war. Untersuchungen zur
HLA-Assoziation bei japanischen Patienten bezogen sich auf Patienten mit Early-Onset
Periodontitis (EOP). Die Typisierungen wurden teilweise mit molekularbiologischen Techniken
durchgefihrt, beschrankten sich aber auf Klasse-II-Merkmale. Ohyama et al. (1996) fanden
bei 24 EOP-Patienten mit PCR-RFLP eine vermehrte Frequenz der HLA-Allele
DRB1*1401,*1501 und DQB1*0503,*0602 und im Kontrast zu Bonfil et al. (1999) wurden HLA-
DRB1*0405 und HLA-DRB1*0401 vermindert nachgewiesen.

HLA-Typisierungen wurden auch bei Erkrankungen vorgenommen, die mit Parodontitis
assoziiert vorkommen. So wurden bei 2 von 3 Patienten mit Papillon-Lefévre-Syndrom die
HLA-Allele DRB1*0406, *08032 sowie DQB1*0302 und *06011 nachgewiesen. Diese kommen
unter der japanischen Normalbevélkerung mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:40 vor (Nitta et
al. 2000). Cyclosporin bzw. Nifedipin induzierte Gingivahyperplasien bei Patienten mit erfolgter
Nierentransplantation waren mit HLA-A19 assoziiert (Margiotta et al. 1996).

Die Expression von HLA-DP, DQ und DR auf Langerhanszellen konnte sowohl im oralen
Gingivaepithel und im Taschenepithel nachgewiesen werden. HLA-DR war auch in oralen
Keratinozyten nachweisbar (Nunes et al. 1994). Bei Parodontitis zeigten T-Lymphozyten in der

Sulkusflissigkeit eine wesentlich héhere HLA-DR Expression (Mal fir ihre Aktivierung) als
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Lymphozyten im peripherem Blut oder entziindetem Gingivagewebe (Takeuchi et al. 1991).
Die Expression von MHC-II-Proteinen auf Endothelzellen, stimuliert durch humanes Gamma-
Interferon, konnte durch Cysteinproteasen (Arg-gingipain und Lys-gingipain) von P. gingivalis
inhibiert werden (Yun et al. 1999).

Tab. 1 Darstellung der Ergebnisse bisheriger Studien zur Assoziation von HLA-Antigenen bei
verschiedenen Formen von Parodontitis. Die Pfeile verdeutlichen, ob ein Merkmal haufiger (1) oder

seltener ({') gefunden wurde

Autoren Jahr  Population Diagnose/(N)  Typisierung Assoziierte HLA-Merkmale
Terasaki et 1975 Kaukasier JP (19) CDC A2 ()
al. (USA) AdP (28) A2 ()
Reinholdt et 1977 Kaukasier JP (39) CDC A9 (1), A28 (1), B15 (1)
al. (Déanemark) AdP (29) Keine Assoziation
Kaslick etal. 1980 Kaukasier JP (33) CDC A2 ()
(USA) AdP (41) A2 ()
Cullinan et 1980 Kaukasier JP (12) CDC Keine Assoziation
al. (England) JP (18) B35 (1)
Negroide
(Indien)
Marggraf et 1983 Kaukasier Profunde P. CcDC A9 (1), A23 (1), A24 (1), B35 (1),
al. (Deutschland) (50) B44, Cw4 (1)
Goteiner, 1984 Kaukasier + AdP (25) CDC B5 ({), A28 (1)
Goldman Negroide
(England)
Saxen u. 1984 Kaukasier JP (19) CDC Keine Assoziation
Koskimies (Finnland)
Cogenetal. 1986 Kaukasier JP (13) CDC DR2 (1), A33 (1)
(USA)
Klouda etal. 1986 Kaukasier RPP (44) CDC A9 (1), A24 (T)
(England)
Katz et al. 1987 Juden (Israeli)  RPP (10) CDC DR4 (1)
Ameretal. 1988 Kaukasier RPP (49) CDC A9 (1), A0 ()
(England)
lzumietal. 1990 Review JP CcDC A2 (), A9 (1
RPP A9 (1), DR2 (T), DR4 (1),
DQw1 (T)
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Fortsetzung Tab. 1

Alleyetal. 1993 Kaukasier AdP (30) CcDC DR4 (1), DR53 (1), DQ3 (1)
(USA)
Shapira et 1994 Juden (Non- LJP (11) CDC A9 (1), B15 (T)
al. Ashkenazi, schwere P. (15) A9 (T)‘ B15 (’[‘)
Afrika)
Takashiba 1994  Japaner EOP + AdP (70) CDC Keine Assoziation
etal. EOP+AdP (20)
u. (40) PCR-RFLP atypische BamHI-
Restriktionsstelle im DQB1-Gen
Nakagawa 1996 Japaner Familienunter- CDC DRw52-DQ1
et al. suchung
RPP (1)
LJP (2)
Moses etal. 1994 Negroide JP (38) CcDhC A1 (1), B22 (1), DR7 (1), A68 (1),
(Afro-Kariben) B5 (¥), DR2 (¥)
Firatli etal. 1996 Tirken JP (30) CcDC A24 (1), DR4 (1), A1 ({), A2 ({)
RPP (30) A9 (1), DR4 (T), A1 ({), A2 (})
Ohyama et 1996 Japaner EOP (24) PCR-RFLP DRB1*1401,*1501 (1)
al. DQB1*0503,*0602 (1)

DRB1*0405,*0401 ({)
DRB1*1501-DQB1*0602 (1)

Dyeretal. 1997 Kaukasier AdP (60) cbhC DR4 (1), DR53 (1), DQ3 (1)
(USA)
Bonfiletal. 1999 Gemischt RPP (12) PCR-SSO DRB1*0401,*0404,
(Frankreich) *0405,*0408 (1)
Hodge etal. 1999 Kaukasier (UK) G-EOP PCR-RFLP Keine Assoziation zu atypische
BamHI-Restriktionsstelle im
DQB1-Gen
Takahashi 2001 Japan G-EOP (50) PCR-FRLP DQB1*0503 (1)
et al. L-EOP (18)

CDC, Komplement  abhéngige  Zytotoxizitat; RFLP, Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus; SSP, sequenzspezifische Primer; SSO, sequenzspezifische Oligonukleotide;
PCR, Polymerase-Kettenreaktion; JP, juvenile Parodontitis; LJP, lokalisierte juvenile Parodontitis;
AdP, Erwachsenenparodontitis; RPP, rapid progressive Parodontitis; G-EOP, generalisierte

frihbeginnende Parodontitis; L-EOP, lokalisierte frihbeginnende Parodontitis.

2. Zielstellung

Verschiedene Studien wiesen nach, dass genetische Faktoren pradisponierend fiir chronische

und aggressive Parodontitisformen sein kdnnten. In diesem Zusammenhang wurden auch
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Assoziationen von HLA-Merkmalen zu verschiedenen Parodontitisformen nachgewiesen. Die
Ergebnisse dieser Assoziationsstudien sind bei der Bewertung der Gesamtheit der Arbeiten
teilweise inkonsistent. Daflr verantwortlich kénnten Populations- bzw. ethnische Unterschiede
in der Verteilung der HLA-Merkmale, die Verwendung unterschiedlicher Kriterien fir die
Definition der Patienten- und Kontrollgruppen, eine zu geringe Anzahl von Erkrankten bzw.
Kontrollprobanden mit schwierigem Nachweis seltener HLA-Merkmale sowie die Uberwiegend
serologische Bestimmung der HLA-Genprodukte mit unsicherem Nachweis von Klasse-II-
Merkmalen sein. Bis zum Beginn dieser Arbeit existierte nur eine deutsche Studie mit
Beschrankung auf den serologischen Nachweis von Klasse-I-Merkmalen bei Patienten mit
schwerer Parodontitis.

Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, die Verteilung von HLA-Klasse |- und II-
Merkmalen bei deutschen Patienten (Kaukasier) mit generalisierter aggressiver Parodontitis
(AP) und chronischer Parodontitis (CP) zu untersuchen. Erstmalig sollten dabei auch
Assoziationen von HLA-Homozygotien und —Kombinationen zur Parodontitis bertcksichtigt
werden. Zur HLA-Typisierung sollten serologische und zur Absicherung, Erweiterung und
Prazisierung molekularbiologische HLA-Typisierungstechniken angewandt werden. Im
Unterschied zu anderen Studien sollten parodontitisfreie Probanden mit unzureichender
Mundhygiene (APl > 30 %) als Kontrollgruppe rekrutiert werden. Dadurch wiirde ein héherer
Kontrast zwischen ,erkrankt® und ,gesund® erreicht werden. Eine zusatzlich HLA-typisierte
Gruppe von Gelegenheitsblutspendern ohne parodontale Untersuchung wiirde dagegen die
Normalverteilung reprasentieren. Durch den Vergleich der beiden Gruppen mit Parodontitis
auf der einen Seite und der parodontitisfreien Kontrollgruppe auf der anderen Seite sollte ein
HLA-abhangiges Parodontitisrisiko berechnet und diskutiert werden.

Die immunologischen Grundlagen fir HLA-Assoziationen zur Parodontitis sind bisher
unbekannt. Eine HLA-abhangige Bindung parodontalpathogener Peptide oder molekulare
Mimikry von HLA-Molekilen mit bakteriellen Peptiden kénnte dabei von Bedeutung sein.
Deshalb bestand ein weiteres Ziel der Arbeit darin, HLA-Assoziationen zu funf in einer
Gesamtparodontitisgruppe (AP + CP) molekularbiologisch nachgewiesenen parodontalen

Markerkeimen nachzuweisen und zu diskutieren.

3. Material und Methode

3.1. Patienten mit Parodontitis und Kontrollprobanden

Zur Evaluierung Parodontitis assoziierter HLA-Merkmale wurden 50 Patienten mit
Generalisierter Aggressiver Parodontitis (AP) und 102 Patienten mit Chronischer Parodontitis
(CP) klinisch-parodontologisch untersucht und HLA typisiert. Als Kontroligruppe und zur

Erhéhung des Kontrastes zwischen erkrankt und gesund wurden 102 Probanden ohne
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Parodontitis  klinisch  und hinsichtlich  auffalliger ~HLA-Marker untersucht. 157
Gelegenheitsblutspender, bei denen keine parodontale Befundung erfolgte, reprasentierten
hinsichtlich der HLA-Marker die Normalverteilung. Alle Patienten und Kontrollgruppen waren
kaukasischer = Abstammung, untereinander nicht verwandt und hatten keine
Allgemeinerkrankungen mit bekannter Assoziation zur Parodontitis bzw. zu bestimmten HLA—
Markern. Alle Patienten und Kontrollprobanden wurden mindlich und anhand eines
Informationsblattes (siehe Anlage) Uber die Ziele der vorliegenden Studie aufgeklart. Eine

Blutabnahme erfolgte erst nach Unterzeichnung der Einverstandniserklarung (siehe Anlage).

Von 4131 Patienten mit verschiedenen parodontalen Erkrankungen, die die Universitats-
poliklinik flr Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Witenberg aufsuchten, wurden uber eine Periode von 4 Jahren 50 Patienten mit AP nach

folgenden Mindestkriterien (Tonetti und Mombelli 1998) ausgewahlt:

= Erkrankungsbeginn vor dem 35. Lebensjahr (Es wurden auch Patienten in die Studie
eingeschlossen werden, die zum Zeitpunkt der HLA-Typisierung alter als 35 Jahre
waren, wenn anamnestische Angaben des Patienten und/oder altere Réntgenbilder
eindeutig erkennen lieen, dass die Erkrankung vor dem 35 Lebensjahr begann und
sich relativ rasch entwickelte.)
= Patient war allgemeinmedizinisch gesund.
= Mindestens 8 Zahne hatten einen klinischen Attachmentverlust (CAL) von 4 mm und
mehr, mindestens 3 der betroffenen Zahne waren keine ersten Molaren oder zentralen
Inzisivi.
= Sondierblutung an den betroffenen Parodontien
= Zahnlockerung
= haufig mehr vertikaler als horizontaler Knochenverlust im Réntgenbild erkennbar
= haufig Missverhaltnis zwischen der Menge an mineralisierter Plaque und dem Ausmalf}
der Gewebedestruktion
= geringere Akkumulation mineralisierter Plaque im Vergleich zur chronischen
Parodontitis
Die Bestimmung der Sondiertiefen (Distanz Taschenfundus — marginale Gingiva = PD) und
des klinischen Attachmentverlustes (Distanz Taschenfundus — Schmelz-Zementgrenze = CAL)
erfolgten bei AP-Patienten in Sechspunktmessung mit einer parodontalen Sonde in mm
Skalierung (Parodontometer PCPUNC 156, Fa. Hu—Friedy, Chicago, lllinois, USA), wobei nur
die Maximalwerte beider GroRen pro Zahn in die Untersuchung eingingen (Beck et al. 1996).
10 — 30 sec nach der Sondierung wurden die Zahne auf provozierte Reizblutung bewertet und
die prozentuale Anzahl von Zahnen mit Sondierblutung (BOP %) berechnet. Zur Beurteilung

der Mundhygiene wurde der approximale Plaqueindex (API) (Lange et al. 1977) bestimmt.
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Dazu wurde mit einem Plaquerevelator (Mira-2-Ton, Hager & Werken, Duisburg) die Plaque
innerhalb der Approximalrdume des I. und Ill. Quadranten von oral sowie des Il. und IV.
Quadranten von vestibular angefarbt. Nach einmaligem Ausspllen wurde bewertet, ob an den
untersuchten Stellen Plaque vorlag oder nicht. Das Ergebnis wurde anschlieend in Prozent
angegeben (Anzahl positiver Messpunkte / Anzahl vorgenommener Messungen x 100). Die

Erhebung der Messdaten erfolgte fir alle AP-Patienten vor der Initialtherapie.

Die Patienten mit chronischer Parodontitis (CP) wurden aus einer Gesamtkohorte von 6800
Patienten, die 2 Zahnarztpraxen (Burg, Bremen) lber eine Periode von 4 Jahren besuchten,

nach folgenden Kriterien selektiert (Gautsch 2002):

= Alter = 30 Jahre

= Patient war allgemeinmedizinisch gesund

= mindestens 10 Zahne waren vorhanden

= mindestens 5 Z&hne hatten einen CAL von 4 mm und mehr

= Sondierblutung

= Zahnlockerung

» haufig mehr horizontaler als vertikaler Knochenverlust im Réntgenbild erkennbar

= signifikante Mengen mineralisierter Plaque mit eindeutiger Beziehung zur
Gewebedestruktion

= langsamer Verlauf

Die Auswahl der Patienten mit chronischer Parodontitis erfolgte retrospektiv erst nach
systematischer PAR-Therapie, um anhand des Therapieverlaufes Patienten mit aggressiver
Parodontitis, die in der Regel ungenigend auf eine alleinige mechanische Therapie
ansprechen, mit hoher Sicherheit ausschlieRen zu kénnen. Die zur Definition der CP-Gruppe
angeflihrten Sondiertiefen und Werte flr den klinischen Attachmentverlust wurden mit der
WHO-Parodontalsonde (Nr. DB 767, Fa. Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) in 4
Punktmessung 2—4 Wochen nach der Initialtherapie erhoben, wobei nur die Maximalwerte fiir
PD und CAL/Zahn in die Berechnungen eingingen. Zur Bewertung der Mundhygiene und
gingivalen Entziindung wurde der APl und der modifizierten Sulkus-Biutungs-Index (SBI) nach
Muhlemann und Son (1971) erhoben. Beim SBI wurde durch schonendes Ausstreichen des
gingivalen Sulkus im I. und Ill. Quadranten von oral sowie im Il. und IV. Quadranten von
vestibular nach ca. 30 Sekunden das Auftreten einer Blutung beurteilt. Die positiven Resultate
wurden in Prozent pro Patient angegeben (Summe der positiven Blutungspunkte / Anzahl

vorgenommener Messungen x 100).

Die 102 Kontrollpatienten ohne Parodontitis (NP) wurden aus 2 Zahnarztpraxen (Burg und
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Bremen) aus dem gesamten Patientengut (N = 6800) mit Hilfe eines Statistikmoduls
(Diagnose: Gingivitis) sowie aus dem Patientengut der Universitatspoliklinik flr
Zahnerhaltungskunde und Parodontologie Uber einen Zeitraum von 5 Jahren nach folgenden

Kriterien evaluiert:

= Alter = 38 Jahre

= Proband allgemeinmedizinisch gesund

= Sondiertiefe < 3,5 mm

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

=  API>30%, SBI > 10%

= Rodntgenologisch fehlender horizontaler und/ oder vertikaler Knochenabbau

Gezielt wurden Patienten mit unzureichender Mundhygiene ausgewahlt. Zur Bewertung der
Mundhygiene und der Gingivaentzindung wurden vor der Initialtherapie der APl und der
modifizierte SBI ermittelt. Die Bestimmung von PD und CAL erfolgten mit einer
Parodontalsonde nach WHO - Empfehlung (Nr. DB 767, Fa. Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) in Sechspunktmessung, wobei nur die Maximalwerte/Zahn in die

Mittelwertberechnung eingingen.

Die 157 HLA typisierten Blutspender waren nach den ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur  Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)“
(Bundesministerium fur Gesundheit 2000) zur Blutspende zugelassen. Insbesondere
Probanden mit HIV 1 oder 2 Infektion oder jeder Art von Infektion mit Hepatitisviren wurden
von der Blutspende ausgeschlossen. Eine parodontologische Untersuchung wurde nicht
durchgefiihrt

3.2. Parodontitispatienten mit Nachweis von funf parodontalen Leitkeimen

In einer Gesamtgruppe von 68 Patienten mit generalisierter Parodontitis (35 chronisch, 33
aggressiv, mindestens 30% der Zahne zeigten einen Attachmenverlust von 4 mm und mehr),
die die Poliklinik fir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der Martin-Luther Universitat
aufsuchten (Reichert et al. 2005), wurde Uberpriift, ob eine subgingivale Infektion mit
Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), Porphyromonas gingivalis (P.g.), Prevotella
intermedia (P.i.), Tannerella forsythensis (T.f.) und Treponema denticola (T.d.) vorlag. Dazu
wurden bei jedem Patienten nach supragingivaler Zahnreinigung und relativer Trockenlegung
jeweils aus dem Parodont mit der hdchsten Sondiertiefe jedes Quadranten subgingivale

Plaqueproben mit sterilen Papierspitzen entnommen. AnschlieRend wurden diese in einem
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Eppendorfrohrchen gepoolt. Der molekularbiologische Nachweis der finf Markerkeime
erfolgte durch die Fa. Hain Diagnostika, Nehren, Deutschland mit dem micro-ldent® Test nach
DNA-Isolierung, Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte mit PCR und reverser
Hybridisierung (PCR-rSSO). Die Nachweisgrenze (cutt-off) betrug fir A.a. (10* genome
equivalents) und fir P.g., P.i., T.f. und T.d. 10* genome equivalents. Alle Patienten wurden
zusatzlich HLA-Klasse-l und -Il typisiert und die klinischen Parameter API, BOP, PD, CAL

sowie der Attachmentverlust an der Probenentnahmestelle (CALgak) bestimmit.
3.3. Methodik der HLA-Klasse I- und Il-Typisierung

Die HLA-Typisierung fur Klasse |- und lI-Merkmale erfolgte standardisiert nach dem National
Institute of Health (NHI, Bethesda/USA) im interdisziplinaren HLA-Labor (GHATT) der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg unter Verantwortung des damaligen Leiters des Labors,
Herrn Dr. rer. nat. Helmut KG. Machulla. Die mit der Neuzertifizierung des HLA-Labors
verbundenen Qualitdtskontrollen wurden jahrlich durch das Institut fir Standardisierung und
Demonstration in Medizinischen Laboratorien (INSTAND e.V., Dusseldorf, Deutschland) und
vom ,International DNA Exchange, Tissue Typing DNA Laboratory” (University of California,
Los Angeles, USA) vorgenommen. Die Bestimmung der HLA-Klasse |-Marker erfolgte
serologisch und zur Sicherung und Erweiterung der Befunde zusatzlich molekularbiologisch.
Da der serologische Nachweis von HLA-KIlasse II-Merkmalen generell unsicher ist, wurden
HLA-DRB1, -DRB3/4/5 und -DQB1 in der Regel nur molekularbiologisch nachgewiesen. Die
Kohorten wurden als Gesamtgruppe ausgewertet (Machulla et al. 2002) und getrennt fir

Frauen und Manner (Reichert et al. 2003).

3.3.1. Serologische Typisierung der HLA-A, -B und —Cw Merkmale

Die serologische Bestimmung der HLA-Antigene A, B, Cw erfolgte auf der Basis des
Mikrolymphozytotoxizitatstest (MLCT) nach Terasaki und McClelland (1964). Da HLA-Klasse
[-Merkmale in hoher Dichte auf Lymphozyten vorkommen und Lymphozyten relativ
unkompliziert aus dem peripheren Blut gewonnen werden kdnnen, stellen sie die geeignetsten
Zellen zur serologischen HLA-Typisierung da. Jedem Patienten und den Probanden der
Vergleichsgruppen wurden mit Monovetten (Fa. Saarstedt, 9 NC/10 ml) 20 ml Venenblut
entnommen bei gleichzeitiger Versetzung mit gerinnungshemmenden Natriumzitrat. Die
Lymphozytenpraparation erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugaton nach dem Prinzip von
Boym (1968). Das Zitratblut wurde dazu mit isotonischer Pufferlésung (PBS, Fa. Bica,
Frankfurt/O., Deutschland) im Verhaltnis 3 Teile Blut 7 Teile Puffer verdiinnt und im Verhaltnis
1:1 auf eine Gradientenflissigkeit mit der Durchschnittsdichte von Lymphozyten (Lymphoprep,
Dichte = 1,076g/cm?, pH = 7,4; Biotest Dreieich, Deutschland) tberschichtet und in 15-ml-
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Glaszentrifugenrohrchen zu jeweils 4 ml vorgelegt. Dieser Ansatz wurde dann 20 Minuten bei
3200 U/min [ohne Bremse] (Rotana-Zentrifuge AP, Typ 4302, Fa. Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) zentrifugiert. Durch die Zentrifugation lagerten sich die Lymphozyten,
Thrombozyten und z. T. Monozyten an der Grenze zwischen Plasma und Trennmedium als
triibe Schicht an, wahrend die Erythrozyten auf Grund ihrer hohen Dichte und durch die durch
Ficoll geférderte Agglutination auf den Boden des Roéhrchens sedimentierten. Der
Lymphozytenring wurde anschliel’end mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein weiteres
Zentrifugationsréhrchen transferiert, mit 10 ml PBS aufgefiillt und bei 900 U/min fir 10
Minuten zentrifugiert. Die im Uberstand verbliebenen Thrombozyten wurden dekantiert und
das verbliebene Lymphozytenpellet in ca. 100 yl PBS resuspendiert. 1 ul der Zellsuspension
wurde dann in eine leere Kavitat der Mikrotestkammer getropft und nach Zusatz von 2 pl
Ethidiumbromid/Acridinorange—Farbelésung und 2 pyl Hamopath 3 Minuten inkubiert und unter
dem inverten Fluoreszenzmikroskop auf Vitalitat und Zellzahl Uberprift. Bei einer Vitalitat von
mindestens 90 % wurden die Zellen auf ca. 2000 Zellen/pl eingestellt (geschatzt) und damit fur
die Typisierung der HLA-Klasse |-Merkmale vorbereitet.

Das Prinzip des MLCT besteht darin, dass der Nachweis einzelner HLA-Klasse I-Spezifitaten
durch Inkubation mit Antikdrpern (Alloantikdrper) in Gegenwart von Komplement zur Lyse der
Testzellen (zytotoxische Reaktion) im Falle der Anwesenheit der korrespondierenden
Spezifitat fuhrt. Der anschlieRend zugegebene Farbstoff dringt in die lysierte Zelle ein und
farbt die DNA (positive Reaktion). Tragen die Lymphozyten das HLA-Merkmal nicht,
unterbleibt die zytotoxische Reaktion, so dass der Farbstoff nicht in die Zelle eindringen kann
(negative Reaktion). In der Durchfiihrung wurden kommerzielle Typisierungssets der Firmen
Biotest (Italia-ABC 144, Biotest AG, Dreieich), BAG (BAG-ABC 144, BAG, Lich) und One
Lambda (BmT-C, One Lambda, Krefeld) benutzt. Insgesamt enthielten die Testkammern 142
standardisierte HLA-Klasse I-Antiseren, wobei jede Anti-HLA-Spezifitdt durch mindestens zwei
Antiseren vertreten war. Ein multispezifisches Antilymphozytenserum diente als Positiv-
Kontrolle sowie ein antikorperfreies, nichtzytotoxisches AB-Serum als Negativ-Kontrolle fir
den MLCT.

Jede Kavitat war mit 1 pl Testserum beschickt und zum Schutz vor Verdunsten mit 5 ul
Parafindl Uberschichtet. Die Testkammern wurden tiefgefroren bei —20 °C aufbewahrt und erst
unmittelbar vor Testbeginn 20 min bei Raumtemperatur aufgetaut.

Von der vorbereiteten Lymphozytensuspension wurde mit Hilfe eines Dispensers (PB 600
Dispenser, Fa. Hamilton, Bonaduz AG, Schweiz) jeweils 1 pl in das unter dem Paraffindl
befindliche Antiserum Ubertragen. Anschlief’end erfolgte eine Inkubation der Kammern fir 30
Minuten bei Raumtemperatur (23 °C) (Inkubator WTC Binder, Tuttlingen). Mit einem
Mehrfachdispenser (Terasaki Dispenser, Fa. Hamilton, Bonaduz AG, Schweiz) wurden dann
pro Kavitat 5 pl Kaninchenkomplement zugesetzt und der Ansatz fiir weitere 60 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Farbung der Testkammern erfolgte durch 2 l
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Ethidiumbromid/Acridinorange-Lésung in  PBS (siehe Anlage) pro Kavitdt mit
Mehrfachdispenser. Die Kontrastierung des Hintergrundes wurde mit 2 pl Hamoglobin
(Hamopath, Pharma Dessau) vorgenommen. Ethidiumbromid als Letalfarbstoff diffundiert in
die lysierte Zelle und farbt die DNA. Unter UV-Licht emittiert Ethidiumbromid nur rotes Licht,
so dass die Positivreaktion durch Rotfarbung unter dem inverten Fluoreszensmikroskop
sichtbar wird. Der Vitalfarbstoff Acridinorange wird durch Pinocytose nur von vitalen Zellen
aufgenommen und intrazellular angereichert. Unter UV-Anregung emittiert der Farbstoff nach
UV-Bestrahlung griines Licht, die Negativreaktion wird somit durch Grinfarbung angezeigt.
Die Bewertung der einzelnen Reaktionen erfolgte am inverten Fluoreszenzmikroskop (CK2,
Fa. Olympus, Hamburg; Okular CWHK 01x/18L, Objektiv A 10 PL [10x] unter Auflicht mit
Fluoreszenzanregung bei A=509 nm. Die Reaktionsstarke in jeder Kavitat wurde aus dem
Verhaltnis lysierter zu vitalen Zellen ermittelt und verschiedenen Reaktionsstufen zugeordnet
(Tab. 2)

Tab. 2 Bewertung der Reaktionsstufen beim Mikrolymphozytotoxizitatstest (MLCT)

% Anteil lysierter Lymphozyten | Score (Reaktionsstarken) Bedeutung der Reaktion

0 bis 10 1 negativ
11 bis 30 2 fraglich negativ
31 bis 40 4 fraglich positiv
41 bis 80 6 positiv
81 bis 100 8 stark positiv
nicht ablesbar 0

Die Score-Werte 4, 6 und 8 wurden als positiv bewertet. Ein HLA-Merkmal galt dann als
nachgewiesen, wenn gleichzeitig bis auf das zweite Merkmal dieses Locus alle anderen

ausgeschlossen werden konnten.

3.3.2. Molekularbiologischer Nachweis von HLA-A, -B, -Cw, -DRB1, -DRB3/4/5 und —DQ

3.3.2.1. Prinzip der molekularbiologischen HLA-Typisierung

Der Einsatz molekularbiologischer Verfahren kennzeichnet den Ubergang vom Phénotyp zum
Genotyp in der HLA-Typisierung. Molekularbiologische Verfahren zeichnen sich gegeniber
den serologischen durch ihre reproduzierbare Genauigkeit und vor allem ihre erweiterten
Differenzierungsmoglichkeiten aus. Dadurch wurde z.B. die Definition neuer Allele mdglich.

Voraussetzung fir die molekularbiologische HLA-Typisierung ist die In-vitro Vermehrung von
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DNA-Molekiilen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al. 1997, Saiki et al.
1988). Die Vermehrung der Ausgangs-DNA (Amplifikation) beruht auf drei sich zyklisch
wiederholenden Prozessen. Zunachst wird der zu amplifizierende DNA-Abschnitt durch Hitze
(= 95 °C) aufgespalten und in eine Einzelstrang-DNA Uberfihrt (Denaturierung). Synthetische
einstrangige Oligonucleotide dienen dann als Starter-Primer und lagern sich nach Abkihlung
auf ca. 65 °C an komplementére Sequenzen der Matrizen-DNA (Annealing) an. Dann erfolgt
eine Inkubation mit Tag-Polymerase und den vier Desoxyribonukleotid-Triphosphaten (ANTP),
so dass die Synthese neuer komplementarer Tochter-DNA-Strange erfolgen kann. Durch die
Thermostabilitdt der Tag-Polymerase wird die je Zyklus erforderliche Zugabe einer DNA-
Polymerase vermieden und die PCR kann automatisiert ablaufen. Nach jedem Zyklus wird die
Matrizen-DNA fast zu 100 % verdoppelt. Die Linearitat dieses Zusammenhanges gilt jedoch
nur fur eine beschrénkte Anzahl von Zyklen, denn der Verbrauch von dNTP und die
abnehmende Aktivitdt der Polymerase wirken selbstlimitierend. AuRerdem beeinflusst die
Fragmentlange, die Basenzusammensetzung, das Temperaturprofil u.a. die Effizienz der
PCR. Trotzdem liegt am Ende der etwa 25 Zyklen eine millionenfache Kopie der Ausgangs-
DNA vor.

Bei der vorliegenden Bestimmung der HLA-Merkmale wurde die PCR-SSP (SSP =
sequenzspezifische Primer) angewandt. Die Differenzierung von HLA-Allelen bzw.
Allelgruppen erfolgt durch den Einsatz Allel- bzw. Gruppenspezifischer Primer auf der Ebene
der Amplifikation, denn diese lauft nur bei Komplementaritdt zwischen dem 3'-Ende des
Primers und der Zielsequenz ab (Olerup et al. 1992). Nur bei abgelaufener Amplifikation kann
ein flir ein bestimmtes HLA-Allel bzw. Allelgruppe sequenzspezifisches PCR-Produkt

nachgewiesen werden.

3.3.2.2. Isolierung der Ausgangs-DNA

Die fur die HLA-Typisierung bendtigte DNA wurde aus Zitratblut mit der Aussalzmethode nach
Miller et al. (1988) gewonnen. Nach einer 5-minttigen Zentrifugation bei 4000 U/min wurden
die kernhaltigen Zellen aus dem Citratblut abgetrennt und der Plasmalberstand verworfen.
Durch Zugabe von 45 ml 1 x Red Cell Lysis Buffer (RCLB; siehe Anlage) wurden die noch
vorhandenen Erythrozyten lysiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde den
sedimentierten kernhaltigen Zellen erneut RCLB zugesetzt und diese erneut zentrifugiert.
Diese ,Waschung“ wurde bis zur restlichen Entfernung der Erythrozyten 2- bis 3-mal
wiederholt. Die so praparierten kernhaltigen Zellen wurden in ein Eppendorf Cap (Fa.
Eppendorf, Hamburg) pipettiert, in 1 ml 1 x RCLB resuspendiert und bei 14000 U/min eine
Minute lang zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, Fa. Eppendorf, Hamburg). Nach Absaugen des
Uberstandes erfolgte die Zugabe von 200 ul 0,5 x RCLB und 50 ul Proteinase K-Lésung (Fa.

Boehringer, Mannheim) zum Verdau der kernhaltigen Zellen. AulRerdem wurden 30 pl SDS-
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Lésung (Sodium Dodecyl Sulfat 10 %, Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg) zugegeben
und das Zellpellet 1 Stunde lang bei 65 °C im Eppendorf-Thermomixer inkubiert. Durch den
Zusatz von 100 pl gesattigter NaCl-Losung (Wasserentzug durch Salze) und anschlieRender
Inkubation fur 30 Minuten bei 4 °C wurden die Proteine ausgefallt. Nach einer weiteren
Zentrifugation fiir 1 Minute bei 14000 U/min wurde die im Uberstand befindliche DNA in ein
Saarstedt Cap mit 750 ul vorgelegtem Isopropanol (Laborchemie Apolda GmbH) tberfihrt und
die DNA unter vorsichtigem Schwenken ausgefallt. Das als weiler Faden sichtbare DNA-
Pellet wurde erneut fir 3 Minuten bei 14000 U/min zentrifugiert und nach dekantieren des
Uberstandes in 200 ul Aqua dest. (Pharmica & Upjohns AS, Halden/Norwegen) resuspendiert.
Abschlieend wurde das DNA-Pellet fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und bei -72 °C
gelagert. Dadurch war es auch fir spatere eventuell detailliertere Untersuchungen zuganglich.

Der DNA-Gehalt bzw. Reinheitsgrad wurde durch Messung der optischen Dichte (OD)
am Spektrometer (UV/VIS-Spektrometer, Fa. Pharmacia, Uppsala) bestimmt. Bei einer
Wellenlange von 260 nm entsprach die Extinktion einer DNA-Probe von 1,0 einer
Konzentration von 50 pug/ml doppelstrangiger DNA. Verunreinigungen durch Proteine wurden
berucksichtigt, indem deren Extinktion bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen wurde
und mit der optischen Dichte bei 260 nm ins Verhéltnis gesetzt wurde. Wenn der
Reinheitsindex der DNA (OD260 / OD280) kleiner 1,8 war, wurde die Konzentration auf 50
ng/ul eingestellt.

3.3.2.3. Durchfuhrung der PCR-Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP)

Fur die Typisierung der HLA-Klasse I-Merkmale wurden kommerzielle Primer-Kits der Firmen
Deutsche Dynal (Hamburg) und CTS (Universitat Heidelberg) eingesetzt. Fir die Klasse IlI-
Typisierung standen die Primer-Kits HLA-DRB/DQB1 der Firmen BAG (Lich) und One Lambda
(Conaga, USA) sowie die Primer-Kits HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5 und DQB1 der
Firma Deutsche Dynal GmbH (Hamburg) zur Verfigung.

Die fir den Reaktionsansatz notwendigen Materialien wurden in einem Mastermix und
Primermix bereitgestellt. Der Mastermix bestand aus jeweils 3 pul PCR-Lésung (mit NTPs zu
gleichen Anteilen; s. Anlage), 2 ul der Proben-DNA mit 100 ng DNA-Gehalt und 0,1 ul Tag-
Polymerase (0,4 Units AmpliTaq, AGS, Heidelberg). Der Primermix enthielt jeweils ein
spezifisches Primerpaar, das die Amplifikation von DNA-Abschnitten bestimmter HLA-Allele
bzw. Allelgruppen gestattet, sowie ein Kontroll-Primerpaar, das an nichtallelische Sequenzen
bindet. Pro PCR-Reaktion wurden aus einem Set verschiedener Primermischungen jeweils 5
pl des Primermixes einer entsprechenden HLA-Spezifitat in einem Eppendorf Cap vorgelegt
und 5 pyl PCR-Mastermix hinzugefiigt. Fir die Amplifikationsreaktion wurde ein programmierter
Thermocycler (Gene Amp 9600, Perkin Elmer, Weiterbach) verwendet mit folgenden

Temperaturzyklen:
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= 2 Minuten Denaturierung bei 94 °C

= 10 Zyklen mit jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung) und 60 sec bei 65 °C
(Annealing und Extension)

= 20 Zyklen mit 10 sec bei 94 °C (Denaturierung), 50 sec bei 65 °C (Annealing und

Extension), 30 sec bei 72 °C (Extension)

3.3.2.4. Nachweis der Amplifikate mit der Gelelektrophorese

Der Nachweis von HLA-Allel bzw. HLA-gruppenspezifischer Amplifikate erfolgte mit
horizontaler Agarosegelelektrophorese. Dabei handelt es sich um ein biochemisches
Analyseverfahren, bei dem organische Verbindungen mit Dipolcharakter aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld aufgetrennt werden.
Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt dabei von der Starke des elektrischen Feldes, der
Grolke und Ladung des Analyten sowie der Porengrofle des aus vernetzten Molekilen
bestehenden Tragergels ab.

DNA-Fragmente sind negativ geladene Makromolekile, die nach Anlegen einer elektrischen
Spannung in einem Laufpuffer (pH = 7,2) in Richtung Anode wandern und nach ihrer Grof3e
aufgetrennt werden. Parallel mit den PCR-Produkten aufgetragene Langenstandards aus
DNA-Fragmenten bekannter GroRe bzw. der Vergleich der Laufweite der verschiedenen
Amplifikate ermoéglichen die Ermittlung der GréRe der PCR-Produkte. Somit kann beurteilt
werden, ob eine HLA-sequenzspezifische Amplifikation stattgefunden hat.

Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden 3 g Agarose (Agarose N, Pharmacia,
Uppsala) in 100 ml 1 x TBE-Laufpuffer (s. Anlage) unter Bestrahlung in einer Mikrowelle
gel6ést. Nach dem Abkuhlen auf 60 °C wurden 100 ml des Gels 30 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml, Fa. Merck, Darmstadt) zugesetzt. Durch den Zusatz von Ethidiumbromid als DNA-
Farbstoff war eine Auswertung der Elektrophorese unter UV-Licht méglich. Das Gel wurde in
Geltrager gegossen und noch vor der Erstarrung des Gels mit Kdmmen (24 Vertiefungen pro
Kamm) Slots fiir die Aufnahme der Amplifikate gebildet. Nach der Erstarrung des Agarosegels
konnte dieses in eine mit Puffer gefiillte und mit Elektroden versehene Elektrophoresekammer
(10 x 20 cm, Pharmacia Biotech, Fa. Biometra, Berlin) Uberfiihrt werden. Die DNA-Amplifikate
wurden mit jeweils 2 yl Blue-Ethidiumbromid-Marker (siehe Anlage) versetzt und in die Slots
des Agarosegels eingeflillt. Die Elektrophorese lief unter einer Spannung von 100 V fir ca. 15
Minuten. Die anschlieRende Auswertung erfolgte unter UV-Licht-Bestrahlung an einem
Transilluminator (Gel Print 1000i+, MWG Biotech, Ebersberg).
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3.3.2.5 Differenzierungsgrad der HLA-Typisierung

Mit der serologischen Technik (MLCT) konnten HLA-Klasse I-Merkmale sowie deren Splits
nachgewiesen werden. Der Nachweis der Merkmale HLA-Cw und der Splits HLA-B*44 (12)
und —B*45 (12) war durch unzureichende Antikorperspezifitdten unsicher. Kreuzreaktionen
zwischen verschiedenen Antiseren konnten eine weitere Fehlerquelle darstellen. HLA-A*68
und -A*69 wurden zu HLA-A*28 sowie HLA-B*64 und -B*65 zu HLA-B*14 zusammengefasst.
HLA-Cw*blank konnte zum Zeitpunkt der Arbeit nicht weiter in HLA-Cw*12-18 aufgel6st
werden.

Insgesamt wurden mit MLCT und PCR-SSP 20 HLA-A, 40 HLA-B-, 9 HLA-Cw-, 13 HLA-
DRB1, je 1 HLA-DRB3*, -DRB4* und —-DRB5* Merkmal sowie 9 HLA-DQB1 Merkmale
nachgewiesen (Tab. 3).

Tab. 3 Darstellung der untersuchten HLA-Merkmale. Die serologischen Hauptmerkmale sind

jeweils in Klammern angegeben. HLA-DRBblank* bedeutet, das keines der Supermerkmale

DRB3*/DRB4*/DRB5* nachweisbar war

HLA-A HLA-B HLA-Cw HLA-DR HLA-DQ
A*01 B*51(5)  B*50 (21) B*73 |Cw'01 | DRB1*01 DQB1*05 (1)
A*02 B*52(5)  B*54(22) B*78 |Cw*02 |DRB1*15(2) |DQB1*06 (2)
A*03 B*07 B*55 (22) Cw*03 |DRB1*16 (2) |DQB1*02
A*23(9) | B*08 B*56 (22) Bw4 |Cw*04 |DRB1*03 DQB1*0301 (7)
A*24 (9) | B*44 (12) B*27 Bwé |Cw*05 | DRB1*04 DQB1*0304 (7)
A*25(10) |B*45(12) B*35 Cw*06 | DRB1*11(5) | DQB1*0302 (8)
A*26 (10) | B*13 B*37 Cw*07 |DRB1*12(5) | DQB1*0303 (9)
A*34 (10) |B*14 B*60 (40) Cw*08 | DRB1*13(6) | DQB1*0308 (9)
A*66 (10) |B*62(15)  B*61 (40) Cw*blank | DRB1*14 (6) | DQB1*04
A*11 B*63 (15)  B*41 DRB1*07

A*29 (19) |B*75(15) B*42 DRB1*08

A*30 (19) |B*76(15) B*46 DRB1*09

A*31(19) |B*77 (15) B*47 DRB1*10

A*32(19) |B*38(16) B*48

A*33(19) |B*39(16) B*53 DRB3* (DR52)

A*74 (19) |B*57 (17)  B*59 DRB4* (DR53)

A*68,69 | B*58 (17) B*67 DRB5* (DR51)

(28)

A*36 B*18 B*71 (70) DRBblank*

A*80 B*49 (21)  B*72 (70)
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3.4. Statistische Methoden

3.4.1. Demografische und klinische Daten

Mittelwerte unabhangiger Stichproben wurden mit dem Levene-Test auf Varianzgleichheit
getestet und Unterschiede mit dem T-Test auf Signifikanz Uberprift (p < 0,05). Korrelationen
wurden mit dem Pearson-Korrelationskoeffizienten bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05
bzw. p < 0,01 berechnet. Der Einfluss mehrerer Faktoren auf eine dichotome Variable wurde
mit logistischer Regression (rickwarts, schrittweise) und Berechnung der Odds ratio (OR) bei

einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bestimmt.

3.4.2. Auswertung der HLA-Typisierungsergebnisse

Alle statistischen Berechnungen basierten auf der 2 x 2 Kontingenztafel (Tab. 4)

Tab. 4 2 x 2 Felder-Tafel. a, b, ¢, d = Anzahl der fir das Merkmal positiv bzw. negativ typisierten

Probanden.
positv fiir negativ fur >
das HLA-Antigen das HLA-Antigen
Patienten a b U
Kontrollen c d \Y
> Y Z N=(@a+b+c+d)

Die Phanotypfrequenz (pf) eines Merkmals oder Allels in den Patienten- bzw. Kontrollgruppen
wurde nach Formel (1) berechnet.

pratienten =a/U x 100 prontroIIen =c/V x 100

Ein HLA-Merkmal wurde dann als homozygot bewertet, wenn innerhalb eines HLA—-Locus kein

zweites Merkmal nachgewiesen werden konnte.

Die Starke der Assoziation eines HLA-Merkmals, einer HLA-Homozygotie oder einer HLA-
Kombination mit einer Erkrankung wurde durch die Odds ratio (OR) definiert (Formel 2). Sie
kann als Naherungswert des tatsachlichen relativen Risikos angesehen werden (Wassmuth
1995).

35



OR=ad / bc (2)

Fir Falle mit a < 5 oder b < 5 wurde bei der Berechnung der OR eine Modifikation nach
Haldane (1956) verwendet:

OR = (2a+1)(2d+1) / (2b+1)(2c+1). 3)

OR > 1 bedeutete eine positive und OR < 1 eine negative Assoziation bestimmter HLA-
Merkmale mit einer Erkrankung. Dabei wird angegeben, um welchen Faktor sich bei Tragern
bzw. Nichttragern dieses HLA-Merkmals das Krankheitsrisiko erhéht bzw. vermindert. Eine
Odds ratio von 1 entsprach einer fehlenden Krankheitsassoziation. Die Testung der

statistischen Signifikanz einer Assoziation erfolgte mit dem Ch2-Test nach Formel 4.

Chiz = X (O-E)¥E (O = engl. observed, beobachtet; E = engl. expected, erwartet) (4)

Da die Chi>-Werte keine kontinuierliche Verteilung sondern nur die Annaherung an die wahre
Verteilung wiedergeben koénnen, wurde eine Berichtigung der Werte mit Hilfe der Yates-
Korrektur (Continuity Correction) durchgefihrt. (py). Einen Freiheitsgrad vorausgesetzt
entsprach ein Chi2>-Wert von > 3,84 einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. In diesem
Fall wurde die Nullhypothese Hy (es existiert kein Zusammenhang zwischen HLA-Merkmal
und Erkrankung) abgelehnt und die Gegenhypothese H; (es besteht ein Zusammenhang
zwischen HLA-Merkmal und Erkrankung) angenommen und die Assoziation als statistisch
signifikant bewertet. Wenn eine der Variablen der 2 x 2 Felder-Tafel einen Wert < 5 annahm,
wurde p durch den Fisher's-Exact-Test (pg) berichtigt (Dyer und Warrens 1994). Soweit eine
Assoziation eines HLA-Merkmals nicht aus friheren Studien bekannt war, musste mit Hilfe der
Bonferroni-Ungleichheitsmethode korrigiert und eine durch multiple Vergleiche innerhalb eines
HLA-Locus entstehende zufallige Assoziation ausgeschlossen werden. Hierzu wurden die
jeweils erhaltenen p-Werte mit der Anzahl pro Locus untersuchten HLA-Spezifitaten

multipliziert.

HLA-Homozygotien sowie HLA-Kombinationen (Stein et al. 2003) wurden in jeder mdglichen

Konstellation untersucht (Tab. 5).
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Tab. 5 Anzahl der untersuchten HLA-Kombinationen

Kombinationen innerhalb
cines Anzahl untersuchter Kombinationen zwischen Anzahl untersuchter
Konstellationen zwei HLA-Loci Konstellationen
HLA locus
A A 210 A B 800
B,B 820 A, Cw 180
Cw, Cw 45 A, DRB1 260
DRB1, DRB1 91 A, DQB1 140
DRB3/4/5, DRB3/4/5 10 B, Cw 360
DQB1, DQB1 28 B, DRB1 520
---------------------------------------- B, DQB1 280
---------------------------------------- Cw, DRB1 117
---------------------------------------- Cw, DQB1 63
---------------------------------------- DRB1, DQB1 91

Mit Hilfe der Bestimmung des Delta-Wertes (A) nach Formel 5 wurden Zweilocus-
kombinantionen mit positivem Kopplungsungleichgewicht (A > 0) ermittelt und wahrscheinliche
HLA-Kombinationen fiir nicht verwandte Probanden nach der Methode von (Mattiuz et al.
1970) ermittelt.

A=Vd/n - Vb+d/n x Vc+d/n (5)
dabei war:

a = Anzahl der Probanden, die beide Gene tragen

b, ¢ = Anzahl der Probanden, die jeweils nur ein Gen tragen

d = Anzahl der Probanden, die beide Gene nicht tragen, d.h. d = n - (a+b+c)

n = Gesamtanzahl der Probanden

3.4.3. HLA-Assoziationen zu parodontalen Leitkeimen

Hierbei sollte untersucht werden, ob bei Parodontitis auffallige HLA-Einzelmarker, HLA-
Homozygotien und HLA-Kombinationen oder auch bisher unauffallige HLA-Marker zu den
parodontalen Leitkeimen A.a., P.g., P.i., T.f. und T.d. assoziiert waren. Um HLA-abhangige
Unterschiede im Nachweis der 5 Markerkeime auf Signifikanz zu Uberprifen, wurde der Chi?-

Test angewandt. Wenn eine der Variablen einen Wert < 5 annahm, wurde p durch den
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Fisher's Exact-Test (pf) berichtigt. Die Richtung der Assoziation wurde mit dem
Korrelationskoeffizient nach Pearson bestimmt. Die individuelle Odds Ratio (OR) eines HLA-
Markers fir eine Infektion mit einem der parodontalen Leitkeime wurde mit binarer logistischer
Regression (schrittweise, rickwarts) unter Berticksichtigung der Kofaktoren Alter, Geschlecht,
Nikotinkonsum und Attachmentverlust an den Entnahmestellen fiir den mikrobiologischen Test
(CALgak) ermittelt. Der Ausschlusstest basierte auf der Likelihood-Analyse. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit Hilfe der Software-Programme SPSS 10 und Microsoft Excel
durchgefihrt.

4. Ergebnisse

4.1. Demografische und klinische Daten bei Parodontitispatienten

Patienten mit aggressiver und chronischer Parodontitis waren im Vergleich zu den
Kontrollprobanden signifikant jinger. In allen untersuchten Gruppen wurden mehr Frauen als
Manner untersucht. Auch der prozentuale Anteil von Rauchern war jeweils bei Mannern hoher.
Hinsichtlich der Geschlechtsratio und des Anteils von Rauchern existierten jedoch keine

signifikanten Differenzen zwischen den Studiengruppen (Tab. 6).

Tab. 6 Demografische Daten und Raucherstatus bei Parodontitispatienten und Kontrollprobanden

Variable Aggressive Chronische keine Blutspender
Parodontitis Parodontitis Parodontitis
(N = 50) (N = 102) (N = 102) (N = 157)
Alter (Jahre) 355+ 6,7* 52,5+ 11,1* 61,0 = 15,1 292 +97
Frauen % 56 61,8 60,8 59,9
Raucher % 35,6 44 41,8 nicht best.
Raucher % J4/9 40/32 62,5/34,8 48,0/38,0 nicht best.

*p<0,05

Im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe hatten Patienten mit aggressiver und
chronischer Parodontitis einen signifikant verringerten Plaqueindex aber signifikant erhéhte
Werte fliir PD und CAL Die Mittelwerte fur API, PD und CAL unterschieden sich innerhalb der
Kohorten in Abhangigkeit vom Geschlecht nicht signifikant voneinander. Die Anzahl von
Zahnen mit Blutung auf Sondierung (BOP %) bzw. der SBI war dagegen bei Patientinnen und

weiblichen Kontrollprobanden signifikant erhdht (Tab. 7).
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Tab. 7 Approximaler

Plaque Index (API),

Sulkus-Blutungs-Index (SBI)

oder Zahne mit

Sondierblutung (BOP) sowie Sondiertiefen (PD) und klinischer Attachmentverlust (CAL) bei

Parodontitispatienten und Probanden ohne Parodontitis

Variable Aggressive Chronische Probanden ohne
Parodontitis Parodontitis Parodontitis

(N = 50) (N =102) (N =102)

API (%)

Total 42,7* 18,8* 56,9

Méanner/Frauen 36,4/47 4 17,6/19,4 55,5/57,8

SBI, BOP (%)

Total 55,36 19,1% 60,8

Méanner/Frauen 44,6/64,0* 14,7/21,3* 54,9/64,6*

PD (mm)

Total 5,7* 4,9 1,9

Manner/Frauen 5,6/5,8 5,0/4,9 1,9/2,0

CAL (mm)

Total 6,7* 5,7* 34

Manner/Frauen 6,7/6,7 5,8/5,6 3,2/3,5

*p < 0,05

4.2. Auffallige HLA-Klasse I- und lI-Merkmale bei AP

Im Vergleich zu den Probanden ohne Parodontitis zeigten die HLA-Marker A*11, A*29,
A*68/*69, A*33, B*44, B*18, DRB1*16, DRB1*13 und DRB1*07 bei Patienten mit AP eine
erhohte Phanotypfrequenz, wahrend die HLA-Marker A*31, A*30+*31, DRBblank* und
DQB1*05 nicht oder mit verminderter Phanotypfrequenz vorkamen. Die positiven
Assoziationen von HLA-A*29 und HLA-DRB1*13 sowie die negativen Assoziationen von HLA-
A*31, HLA-A*30+31, HLA-DRBDblank* erreichten nach Yateskorrektur bzw. Fisher's Exact-Test
statistische Signifikanz. Die Odds ratio (OR) fir HLA-A*29 positive Patienten betrug 6,55 und
fir HLA-DRB1*13 positive 2,17 (Tab. 8).
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Tab. 8 Auffallige HLA-Klasse |- und Il-Phanotypfrequenzen bei Patienten mit Aggressiver
Parodontitis (AP) im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile verdeutlichen die

Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe von der Normalverteilung (Blutspender)

HLA- AP (N =50) NP (N =102) Chi? Pe OR
n pf (%) n pf (%)
A*02 19 38,00 | 52 50,98 2,271 >0,05
A*11 6 12,00 1 6 5884 | 1,727 > 0,05
A*29 4 8,00 A 1 0,98 ¥ | 5,197 0,040 6,55
A*31 0 0,00 ¥ 9 8,82 M| 4,689 0,024 0,10
A*30+*31 0 0,00 WV 12 11,76 | 6,387 0,007 0,07
A*68/*69 11 22,00 T 10 9,80 4,191 > 0,05
A*33 1 2,001 0 0,00y | 2,054 > 0,05
B*51 3 6,00 12 11,76 1,254 > 0,05
B*44 15 30,00 T 18 17,65 3,012 > 0,05
B*18 7 14,00 1 7 6,86 2,044 > 0,05
DRB1*16 3 6,00 T 1 0,98 3,299 > 0,05
DRB1*13 18 36,00 A\ 21 2059 W% | 4,178 0,046 2,17
DRB1*07 18 36,00 T 24 23,53 1 2,609 > 0,05
DRBblank* 9 18,00 ¥ 35 34314 | 4,342 0,036 0,42
DQB1*0302 4 8,00 { 20 19,61 7 3,400 > 0,05
DQB1*04 2 4,00 4 9 8,82 1,163 > 0,05

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.

4.2.1 Geschlechtsunterschiede bei AP

Bei der fur AP-Manner und -Frauen separat durchgefihrten Auswertung der HLA-Typisierung
war von Interesse, ob die bisher in der Gesamtgruppe beschriebenen HLA—-Deviationen in
beiden Geschlechtern gleichermalRen auftraten oder nur bei Mannern bzw. Frauen. Weiterhin
bestand die Mdoglichkeit, bisher unauffallige, geschlechtsabhangige HLA-Assoziationen zu
finden.

HLA-A*68/*69 (A28) war nur unter AP-Patientinnen aber nicht in der Gesamtgruppe signifikant
haufiger, wahrend HLA-DQB1*05 nur bei Patientinnen eine veringerte Phanotypfrequenz

zeigte. Bei AP—-Mannern wurden keine signifikanten HLA-Assoziationen nachgewiesen. Die
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positive Assoziation von HLA-A*29 zur AP wurde vorwiegend durch eine nicht signifikant
erhéhte Phanotypfrequenz dieses Merkmals unter AP-Mannern hervorgerufen, wahrend die
Phanotypfrequenz von HLA-A*29 unter Patientinnen der Normalverteilung entsprach.
Dagegen wurde die positive Assoziation von HLA-DRB1*13 zur AP vorwiegend durch
Patientinnen hervorgerufen. Die negative Assoziation von HLA-DRBblank* war bei AP—
Mannern und -Frauen nachweisbar, erreichte jedoch nur in der Gesamtgruppe und bei

Patientinnen statistische Signifikanz (Tab. 9).

Tab. 9 Geschlechtsabhangige signifikant erhoht oder verminderte HLA-Phanotypfrequenzen (pf %)
bei Patienten mit Aggressiver Parodontitis (AP) im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne
Parodontitis (NP). Die Pfeile verdeutlichen die Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe

von der Normalverteilung (Blutspender)

total Frauen Manner
AP NP AP NP AP NP
N=50 | N=102 N=28 N=62 N=22 N=40
HLA- n/ n/ pc/ n/ n/ pd/ n/ n/ po/

pf% | pf% OR pf% | pf% OR pf% | pf% OR

A*68/*69 11/ 10/ 8/ 4/ 0.007/ 3/ 6/
n.s. n.s.
22.00T | 9.80 28.571 | 6.45¢ 5.39 13.64 | 15,00
A*29 4/ 1/ 0.040/ 1/ o/ 3/ 1/
n.s. n.s.
8.007 | 0.98) 6.55 3.57 0.004 13.6417 | 2.50
A*31 o/ 9/ 0.024/ o/ 6/ o/ 3/
n.s. n.s.
0.00 | 8.821 0.10 0.00 | 9.861 0.00 | 7.50T
A*30+*31 o/ 12/ 0.007/ o/ 7/ o/ 5/
n.s. n.s.
0.00y | 11.76T | 0.07 0.00y | 11.291 0.00y | 12.50T
DRBblank* 9/ 35/ 0.036/ 5/ 26/ 0.026/ 4/ 9/
n.s.
18.000 | 34.311T | 042 | 17.86) | 41947 | 0.30 | 18.18) | 22.50{
DQB1*05 11/ 35/ 5/ 27/ 0.019/ 6/ 8/
n.s. n.s.
22.004 | 34,317 17.864 | 43.55T | 0.28 27.27 | 20.004
DRB1*13 18 21 0.046/ 12/ 15/ 6/ 6/
n.s. n.s.
36.007 | 2059y | 2.17 | 42.867 | 24.19 27.27 | 15,004

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.

4.3. Auffallige HLA-Klasse I- und lI-Merkmale bei CP

Die HLA—Marker A*11, A*29, A*33, B*14, B*18 und Cw*08 waren positiv und die Merkmale
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A*03, A*31, A*30+*31, B*51 und DQB1*04 negativ mit CP assoziiert, wobei die Assoziationen
von HLA-A*03, -A*11, -A*29 und -Cw*08 zur CP nach Yates— bzw. Fisher-Korrektur
statistische Signifikanz erreichten. Bei den Merkmalen HLA-A*29, -A*31, -A*30+*31, —B*14
und —Cw*08 entsprach die Phanotypfrequenz der Normalverteilung und die evaluierten
Unterschiede beruhten auf einer verminderten (A*29, B*14, Cw*08) oder erhohten

Phanotypfrequenz (A*31, A*30+*31) innerhalb der parodontitisfreien Kontrollgruppe (Tab. 10).

Tab. 10 Auffallige HLA-Klasse |- und Il-Phanotypfrequenzen bei Patienten mit Chronischer
Parodontitis (CP) im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile verdeutlichen die

Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe von der Normalverteilung (Blutspender)

HLA- CP (N =102) NP (N =102) Chi® Pe OR
n pf (%) n pf (%)

A*03 20 19,61 W 33 32,354 | 4,308 0,039 | 0.51
A*11 15 14,71 A\ 6 5,88 ¥ 4,300 0,041 | 2.76
A*29 7 6,86 1 0,98 ¥ 4,684 0,032 | 5.00
A*31 4 3,92 9 8,821 2,054 >0,05
A*30+*31 6 5,88 12 11,76 T 2,194 >0,05

A*33 5 4,90 A 0 0,00 W 5,126 0,030 | 11,00
B*14 6 5,88 0 0,00 ¥ 6,182 0,014 | 138
B*51 8 7841 12 11,76 0,887 >0,05

B*18 12 11,76 T 7 6,86 1,451 >0,05

Cw*08 6 5,88 0 000¥ | 6,182 0,014 | 138
DQB1*04 4 3921 9 8,82 2,054 > 0,05

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.

4.3.1. Geschlechtsunterschiede bei CP

In der Gesamt-CP-Gruppe unauffallig waren HLA-DQB1*06,06 und HLA-DRB3*(DR52) bei
CP-Patientinnen signifikant erhéht. HLA-DQB1*0303, in der Gesamt-CP-Gruppe vermindert,
war bei Patientinnen nicht nachweisbar. Die bei CP—Patientinnen signifikant verminderte
Phanotypfrequenz von HLA-B*27 beruhte ausschliellich auf der auch gegenlber den
Blutspendern (Normalverteilung) erhéhten Phanotypfrequenz dieses Merkmals in der
weiblichen Kontrollgruppe. Die positiven bzw. negativen Assoziationen der HLA—Marker A*03,
A*33, B*14 und Cw*08 wurden durch ahnliche HLA-Deviationen in beiden Geschlechtern

verursacht. Die schon in der CP—Gesamtgruppe ermittelte positive Assoziation von HLA-A*11
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war auch bei CP-Frauen signifikant, wahrend dieses Merkmal bei CP-Mannern von der

Tendenz erhoht war. Bei mannlichen CP—Patienten existierten keine signifikanten HLA-
Deviationen (Tab. 11).

Tab. 11 Geschlechtsabhangige signifikant erhdht oder verminderte HLA-Phanotypfrequenzen (pf

%) bei Patienten mit Chronischer Parodontitis (CP) im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne

Parodontitis (NP). Die Pfeile zeigen die Abweichung von der Normalverteilung (Blutspender)

total Frauen Manner
CP NP CP NP CP NP
N=102 | N=102 N=63 | N=62 N=39 | N=40
HLA- n/ n/ pc/ n/ n/ po/ n/ n/ pc/
of % pf % OR pf % pf % OR pf % pf % OR
A*03 20/ 33/ 0.039/ 13/ 21/ 7/ 12/
n.s. n.s.
19.61 | 32.357 | 0.51 | 20.63{ | 33.871 17.95) | 30.00
A*11 15/ 6/ 0.041/ 10/ 3/ 0.040/ 5/ 3/
n.s.
14,711 | 5.88! 276 | 15.871 | 4.84l 3.34 | 12821 | 7,50
7/ 1/ 0,040/ 4/ o/ 3/
A*29 n.s. 2,50 n.s.
6,86 | 098! | 5.00 6,35 0,00 7,691
5/ o/ 0,030/ 3/ o/ 2/ o/
A*33 n.s. n.s.
49017 | 0,00 11,0 | 4,767 | 0,004 5,131 | 0,00
B*14 6/ o/ 0.014/ 4/ o/ 2/ o/
n.s. n.s.
5.88 | 0.00{ 13,8 6.35 | 0.00{ 513 | 0.00{
B*27 9/ 15/ 4/ 11/ 0.045/ 5/ 4/
n.s. n.s.
8,82 | 14.717 6.35 | 17.747 | 0,34 |12.82% | 10.00
Cw*08 6/ o/ 0.041/ 4 0 2/ o/
n.s. n.s.
5.88 0.00{ 13.8 6.35 0.004 513 | 0.00y
DQB1*0303 3/ 7/ o/ 5/ 0.028/ 3/ 2/
n.s. n.s.
2.944 6.86 0.00{ | 8.06 0.08 769 | 5.00
DQB1*06,06 | 10/ 5/ 7/ 1/ 0.032/ 3/ 4/
n.s. n.s.
9.807 4.90 11117 | 1.610 5.54 7.69 107
69/ 60/ 46/ 34/ 0.035/ 23/ 26/
DRB3* n.s. n.s.
67.65 | 58.82 73.02 | 54.88{ | 2,23 |58.97) | 65.00

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.
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4.4. Aufféllige HLA-Klasse I- und II-Merkmale in einer Gesamtparodontitisgruppe (AP +
CP)

Obwohl chronische und aggressive Parodontitisformen vom immunologischen Background her
Unterschiede zeigen, kdnnten fir Parodontitis generell bestimmte HLA-Merkmale &tiologisch
von Bedeutung sein.

Die schon in der AP— bzw. CP—Gruppe evaluierten positiven Assoziationen von HLA-A*29,
HLA-A*11 und HLA-A*33 sowie die negativen Assoziationen von HLA-A*31 und -A*30+*31
wurden bestéatigt. Eine erhohte Phanotypfrequenz von HLA-B*18 und verminderte
Phanotypfrequenzen von HLA-B*51 und HLA-DQB1*04 wurden sowohl in der AP-, CP- und in
der AP + CP-Parodontitisgruppe gefunden, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen.
(Tab. 12)

Tab. 12 Erhoéht oder verminderte HLA-Phanotypfrequenzen (pf %) in einer Gesamt-
Parodontitisgruppe (AP + CP) im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne Parodontitis (NP). Die
Pfeile verdeutlichen die Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe von der

Normalverteilung (Blutspender)

HLA- AP+CP (N =152) NP (N =102) Chi? Pe OR
n pf (%) n pf (%)

A*11 21 13,82 A 6 5,88 W 4,044 0,044 2,56
A*29 11 7,24 AN 1 0,98 ¥ 5,308 0,021 5,50
A*31 4 2,63 9 8,82 N 4,819 0,028 0,30
A*30+*31 6 3,95 12 11,76 A 5,665 0,017 0,31
A*33 6 3,95 0 0,00 ¥ 4,124 0,044 8,74
B*51 11 7241 12 11,76 1,520 >0,05

B*18 19 12,50 T 7 6,86 2,111 >0,05

Cw*8 7 4,61 0 0,00 ¥ 4,830 0,026 10,08
DQB1*04 6 3,951 9 8,82 2,621 >0,05

P., p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.

4.4.1. Geschlechtsabhdngige HLA-Phanotypfrequenzen in der Gesamtparodontitisgruppe

Wie in der Gruppe von Patienten mit CP kam eine Homozygotie fur HLA-DQB1*06 nur bei
Patientinnen signifikant haufiger vor. HLA-A*31 war in der Gesamtgruppe und bei Patientinnen

signifikant vermindert. Unter mannlichen Patienten war HLA-A*24 signifikant seltener,
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wahrend die Phanotypfrequenz dieses Merkmals in der Gesamtgruppe und bei Patientinnen
der Normalverteilung entsprach. Die signifikant positive Assoziation von HLA-B*60 wurde
durch ein Fehlen dieses Markers unter mannlichen Kontrollprobanden hervorgerufen, denn die
Phanotypfrequenz bei Patienten entsprach der Normalverteilung. HLA-A*11 und —A*33, positiv
assoziiert mit der AP + CP—Gesamtgruppe, zeigte ahnliche Abweichungen bei Patientinnen
und Patienten, aber ohne statistische Signifikanz. Vergleichbar mit der AP—Gruppe, beruhte
die signifikant positive Assoziation von HLA-A*29 auf einem Fehlen dieses Markers in der
weiblichen Kontrollgruppe und einer nicht signifikant erhéhten Phanotypfrequenz unter
mannlichen Patienten (Tab. 13).

Tab. 13 Geschlechtsabhéngige signifikant erhéht oder verminderte HLA-Phanotypfrequenzen (pf
%) in einer Gesamtgruppe (AP + CP) von Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu Kontroll-

probanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile zeigen die Abweichung von der Normalverteilung

(Blutspender)

total Frauen Manner

AP+CP NP AP+CP NP AP+CP NP

N=152 | N=102 N=91 | N=62 N=61 N=40
HLA- n/ n/ pd/ n/ n/ pc/ n/ n/ pd/
of % pf % OR pf % pf % OR pf % pf % OR

A*11 21/ 6/ 0.044/ 13/ 3/ 8/ 3/
n.s. n.s.

13.827 5.88 256 | 14.297 | 4.84] 13.111 7.50
A*24 24/ 18/ 12/ 6/ 10/ 0.049/

21,57 n.s. n.s.

15.79 19.78 | 19.35 9.84 | 25.00 0.33

A*29 11/ 1/ 0.017/ 5/ o/ 6/ 1/
n.s. n.s.

7.247 0.98! 5.50 5.49 0.00{ 9.841T | 2.50)

A*31 4/ 9/ 0.029/ 2/ 6/ 0.048/ 2/ 3/
n.s.

2.63J 8.821 0.30 2200 | 9,681 | 0.24 3.28 7.501

A*30+*31 6/ 12/ 0.022/ 3/ 7/ 3/ 5/
n.s. n.s.

3950 | 11.767 | 0.31 3.300 | 11.297 4920 | 12,501

6/ o/ 0,044/ 4/ o/ 2/ o/
A*33 n.s. n.s.

3,951 0,004 8,74 4,407 | 0,004 3,281 | 0,00
B*60 (B40) 23/ 11/ 16/ 11/ 7/ o/ 0.025/

n.s. n.s.

15.131 | 10.78 17.581 | 17.747 11.48 | 0.00{ | 11.15

DQB1*06,06 16 5/ 10/ 1/ 0.024/ 6/ 4/
n.s. n.s.

10.537 4.90 10.997 | 1610 | 5.28 9.84 10.00

P., p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio.
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pf (%)

40,

4.5. Zusammenfassung auffalliger HLA-Einzelmerkmale

Es existierten HLA-Merkmale, die nur bei AP oder CP signifikante Deviationen zeigten und
HLA-Assoziationen, die offenbar fir beide Parodontitisformen von Bedeutung waren. Nur bei
AP waren HLA-DRB1*13 sowie HLA-DRBblank* positiv bzw. negativ mit der Erkrankung
assoziiert (Abb. 2a). Ausschlielich bei CP—Patienten war im Vergleich zur parodontitisfreien
Kontrollgruppe (hier waren beide Merkmale nicht nachweisbar) das Vorkommen der HLA-
Merkmale B*14 und Cw*08 signifikant erhdht, wobei die Phanotiypfrequenz beider Merkmale
unter Patienten annahernd der Normalverteilung entsprach. Weiterhin war HLA-A*03 nur mit
CP signifikant negativ assoziiert (Abb. 2b). Positive bzw. negative Assoziationen der HLA-
Merkmale A*11, A*29, A*33, A*31 und A*30+*31 wurden dagegen, wenn auch nicht konsistent
signifikant, in allen Patientengruppen nachgewiesen (Abb. 2c). Keine der bisher unbekannten

HLA-Assoziationen blieb nach Bonferroni-Korrektur signifikant.

Abb. 2 a-c Signifikante Abweichungen in den HLA—Phanotypfrequenzen von 152 Patienten mit
Parodontitis verglichen mit 102 Kontrollprobanden ohne Parodontitis. a) Abweichungen nur
unter 50 AP — Patienten b) Abweichungen nur unter 102 CP Patienten c) Abweichungen unter
allen 152 Parodntitispatienten (AP + CP). Die Phanotypfrequenz der Merkmale unter den

Blutspendern (Normalverteilung) wird durch einen Querstrich , === dargestellt.

. T
S
G
DRB1*13 DRBblank* - . *
an A03 B4 Cw08 A1 A*29  A*31 A*30+*31 A*33
OAP B Kontrollen O CP mKontrollen O AP+CP B Kontrollen
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4.6. HLA-Homozygotien und -Kombinationen bei AP und CP

4.6.1. Aggressive Parodontitis

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Phanotypfrequenz homozygot auftretender
HLA-Merkmale gefunden. Dennoch ist unter Patienten eine tendenziell erhdhte
Phéanotypfrequenz fir die Merkmale HLA-B*44, HLA-B*62, HLA-Cw*03, HLA-DRB1*15, HLA-
DRBS5* und HLA-DQB1*06 auffallig, wahrend Homozygotien fir HLA-DRBblank* und HLA-

DQB1*03 im Vergleich zu den parodontal gesunden Kontrollen vermindert auftraten (Tab. 14).

Tab. 14 Homozygotiefrequenzen (pf%) von HLA-Merkmalen bei Patienten mit aggressiver
Parodontitis (AP) im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile

verdeutlichen die Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe von der Normalverteilung

(Blutspender)
homozygot AP (N =50) NP (N = 102) .

Chiz Pc
HLA- n pf (%) n pf (%)
B*44 2 4,007 0 0,004 4,134

n.s.

B*62 2 4,007 1 0,98 1,581 n.s.
Cw*03 3 6,00 T 2 1,96 1,721 n.s.
DRB1*15 2 4,007 1 0,981 1,581 n.s.
DRB5* 2 4,007 1 0,98 1,581 n.s.
DRBblank* 1 2,00 5 4,901 0,745 n.s.
DQB1*06 6 12,00 1 5 4,90 2,518 n.s.
DQB1*03 2 4,004 13 12,75 2,885 n.s.

pc, p korrigiert (Yates oder Fisher)

Die Kombination HLA-DQB1*06:DQB1*0303 war bei AP signifikant haufiger und HLA-
A*02:A*03 signifikant seltener. HLA-DQB1*02:DQB1*0301 war unter Probanden ohne
Parodontitis  signifikant vermindert wahrend die Phanotypfrequenz bei AP der
Normalverteilung (Blutspendergruppe) entsprach (Tab. 15a). Die zwei-Locuskombinationen
HLA-A*68/*69:B*18, -A*68/*69:Cw*07 und -DRB1*13:DQB1*06 waren signifikant positiv und
HLA-DRB1*04:DQB1*0302 signifikant negativ mit AP assoziiert (Tab. 15b).
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Tab. 15 Phéanotypfrequenzen (pf%) von ein-Locus- (A) und zwei-Locuskombinationen (B) bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis (AP) im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis (NP). Die

Pfeile zeigen die jeweilige Abweichung von der Blutspendergruppe an

(A)
AP (N =50) NP (N = 102)
HLA-
n pf (%) n pf (%) OR Pe
A*02:A*03 1 2,004 12 11,76 T 0,22 0,040
DQB1*02:DQB1*0301/4 6 12,00 2 1,96 5,87 0,016
DQB1*06:DQB1*0303 5 10,00 T 2 1,96 4,86 0,039
(B)
AP (N =50) NP (N = 102)
HLA-
n pf (%) A n pf (%) A OR Pe
A*28:B*18 3 6,001 | 0,018 0 0,004 |-0,004 15,11 0,034
A*28:Cw*07 7 14,00 T | 0,007 4 3921 |-0,025 3,77 0,031
DRB1*04:DQB1*0302 4 8,00{ | 0,038 20 19,61 T 0,000 0,39 0,050
DRB1*13:DQB1*06 17 34,001 | 0,124 19 18,631 | -0,003 2,25 0,041

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio; A, Kopplungsungleichgewicht berechnet nach
Mattiuz et al. (1970).

4.6.2. Chronische Parodontitis

Nur eine Homozygotie fur HLA-DRBblank* war in der CP-Gruppe nach Yates-Korrektur
signifikant seltener. Nach Fisher's Exakt-Test konnte kein signifikanter Unterschied mehr
ermittelt werden. Die HLA-Merkmale -Cw*07 und -DQB1*03 kamen homozygot bei Patienten
mit CP von der Tendenz seltener vor, wahrend eine Homozygotie fir die HLA-DRB1*15, -
DRB5* und DQB1*06, wie bei AP, von der Tendenz haufiger war (Tab. 16).
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Tab. 16 Homozygotiefrequenzen ausgewahlter HLA-Merkmale bei Patienten mit chronischer
Parodontitis (CP) im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile

verdeutlichen die Abweichung der Frequenzen innerhalb jeder Gruppe von der Normalverteilung

(Blutspender)
Chiz Pc
HLA- n pf (%) n pf (%)
Ccw*07 8 7,84 15 14,711 2,401 n.s.
DRB1*15 4 3927 1 0,98 4 1,845 n.s.
DRB5* 5 4907 1 0,984 2,747 n.s.
0,035
DRBblank* 0 0,004 5 4901 5,126
(Yates)
DQB1*06 10 9,80 T 5 4,90 1,799 n.s.
DQB1*03 4 3921 13 12,751 0,865 n.s.

pc, p korrigiert (Yates oder Fisher).

Bei Patienten mit CP war HLA-A*01:A*03 signifikant vermindert. Die zwei-Locus-
Kombinationen A*11:B*18 und B*44:DRB1*13 waren bei CP signifikant haufiger. HLA-
Cw*08:B*14 kam in der Kontrollgruppe nicht vor und war in der CP-Gruppe normal verteilt
(Tab. 17 A und B).

Tab. 17 Ein-Locus- (A) und zwei-Locuskombinationen (B) bei Patienten mit chronischer
Parodontitis (CP) im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis (NP). Die Pfeile zeigen die

jeweilige Abweichung von der Blutspendergruppe an

(A)
CP (N=102) NP (N = 102)
HLA-
n pf (%) n pf (%) OR Pc
A*01:A*03 1 0,98 1 7 6,86 T 0,19 0,032
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pf (%)

CP (N =102) NP (N = 102)
HLA-
n pf (%) A n pf (%) A OR Pc
A*11:B*18 5 49071 | 0,018 0 0,00 -0,002 11,56 0,030
Cw*08:B*14 6 5,88 0,029 0 0,004 | 0,000 13,81 0,014
Cw*08:DQB1*0302 4 3,927 | 0,015 0 0,00 0,000 > 0,05
B*14:DRB1*04 4 3,927 | 0,014 0 0,00 0,000 > 0,05
B*14:DQB1*0302 4 3,927 | 0,015 0 0,00 0,000 > 0,05
B*44:DRB1*13 9 8,821 | 0,023 2 1,96 -0,018 4,08 0,029

Pe, p korrigiert (Yates oder Fisher); OR, Odds ratio; A Kopplungsungleichgewicht zwischen zwei
HLA-Loci.

Durch das Kopplungsungleichgewicht der zwei-Locuskombinationen innerhalb der jeweiligen
Patientengruppe (A > 0) konnten bei AP zwei HLA-Kombinationen mit signifikant erhdhter und
eine Kombination mit signifikant verminderter Phanotypfrequenz definiert werden. In der CP-

Kohorte waren drei Kombinationen positiv mit der Erkrankung assoziiert (Abb. 3a und 3b).

Abb. 3. Verteilung von HLA-Kombinationen unter Patienten mit aggressiver (a) und chronischer (b)
Die Haufigkeit der

ist mit einem Querstrich

Parodontitis im Vergleich zu Kontrollprobanden ohne Parodontitis.
Kombinationen unter der Blutspendergruppe (Normalverteilung)
gekennzeichnet. Signifikante HLA-Einzelmerkmale wurden durch Fettdruck hervorgehoben. pc = p

korrigiert nach (Yates oder Fisher); p = unkorrigiert nach Chi2-Test.

a) DRB1*13: 124 b)
DRB3*/DR52: ow *07:
404 DQB1*06 B*44:
(p:=0,041) 10+ DRB1*13:
351 (p,=0,002)
DRB1*04: Cw*08:
%01 7 DRB4*/DR53: & B14:
: A*11: “0d-
(p=0,049) g 4| V07 DRB4*IDRS3:
204 = | B8 paB1+0302
(p=0,043) (p=0,043)
15] A68I69: 4
Cw*07:
B*18 -
101
(Pc=0,034) 2]
5-
0 0 T
OAP ENP OocP B NP
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4.7. Assoziationen von HLA zu parodontalen Leitkeimen

In diese Untersuchung gingen 35 Patienten mit generalisierter chronischer Parodontitis (CP)
und 33 Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis (AP) ein. Die Auswertung der
demografischen und klinischen Daten erfolgte fiir beide Parodontitisgruppen getrennt und
anschlieRend nach Zusammenlegung in einer Gesamtparodontitisgruppe (AP + CP).
Patienten mit AP waren im Vergleich zu Patienten der CP-Gruppe signifikant jinger und
hatten einen signifikant héheren Anteil von Rauchern. Der APl war in der AP-Gruppe im
Vergleich zur CP-Gruppe von der Tendenz niedriger. Die Mittelwerte fir BOP, CAL und
CALga waren dagegen bei AP-Patienten von der Tendenz hoher. In der AP-Gruppe wurde im
Vergleich zur CP-Gruppe Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) signifikant haufiger

und Treponema denticola (T.d.) signifikant seltener nachgewiesen. (Tab. 18).

Tab. 18 Vergleich der demografischen und klinischen Daten der Patienten mit chronischer und

aggressiver Parodontitis zur Untersuchung der Assoziation von HLA zu parodontalen Leitkeimen

Variable Chronische Aggressive AP vs. CP Gesamt-
Parodontitis Parodontitis p Parodontitisgruppe
(CP) (AP) N =68
N =35 N =33
Alter (Jahre) 47,0+ 10,5 370+79 0,0001 42,0 +£10,7
Frauen % 62,9 57,6 n.s. 60,0
Raucher % 14,3 48,5 0,002 30,9
APl % (SD) 62,1 (10,5) 53,5 (34,8) n.s. 58,0 (29,9)
BOP % (SD) 64,4 (28,7) 71,6 (28,7) n.s. 67,8 (28,7)
PD mm (SD) 54 (1,2) 5,8 (1,6) n.s. 5,6 (1,4)
CAL mm (SD) 6,1 (1,5) 6,5 (1,9) n.s. 6,3 (1,7)
CALg. (SD) 7,4 (1,8) 7,6 (2,0) n.s. 7,5(1,9)
A.actinomycetem- 9 (25,7) 16 (48,5) 0,052 25 (36,8)
comitans (%)
P. gingivalis (%) 33 (94,3) 26 (78,8) n.s. 59 (86,8)
P. intermedia (%) 22 (62,9) 21 (63,6) n.s. 43 (63,2)
T. forsythensis (%) 34 (97,1) 29 (87,9) n.s. 63 (92,6)
T. denticola (%) 35 (100) 29 (87,9) 0,050 64 (92,1)

Der Nachweis von A.a. korrelierte in der Gesamtparodontitisgruppe schwach negativ mit dem
Alter des Patienten und CAL. Das Vorkommen von P.g. war mittelstark positiv mit dem

Patientenalter sowie dem Nachweis von P.i. und T.f. assoziiert. Auch T.f. korrelierte schwach
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positiv mit dem Alter des Patienten. Der Nachweis der fiinf parodontalen Leitkeime differierte

nicht in Abhangigkeit vom Nikotinkonsum und Geschlecht (Tab. 19).

Tab. 19 Demografische (Alter, Geschlecht, Nikotinkonsum) und klinische (PD, CAL, CALga)
Einflussfaktoren auf den Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.),
Porphyromonas gingivalis (P.g.), Prevotella intermedia (P.i.), Treponema denticola (T.d.) und

Tannerella forsythensis (T.f.)

Korrelationen

Rau- CAL-

A.a. P.g. P.i. T.f. T.d. Alter SEX chen PD CAL Bakt.

Aa. r | 1,000 | -152 | ,012 | -136 | ,061 | -244*| -067 | ,084 | -217 | -260*| -,048
p .| 215 | 922 | 270 | 21| ,045| 588 | ,493| 078 | ,033| ,697

Pg. r | -152 | 1000 | ,242¢] 389 087 | 393 038 | -115 | ,102 | ,025 | ,067
p| 215 .| 047 | 001 | 482 | ,001| ,759 | 352 | 412 | 844 | 589

P r 012 | 2427| 1,000 | ,136 | ,328*] -088 | -182 | -018 | ,138 | ,090 [ ,209
p| 922| 047 .| 270 | 006 | 478 | 137 | 881 265 | 468 | 088

TT. r| -136 | 389 136 | 1,000 | 408~ 243 -229 | -056 | 041 017 | ,059
p| ,270| 001 | 270 , | 001 | 046 | 061 652 | 744 | 890 | 631

Td. r 061 087 | 328" 408 1,000 | ,013 | -075 | -103 | ,036 | -071 1096
p| 621 482 | 1,006 | ,001 .| 917 | 543 | 401 773 | 567 | 436

Ater r | -244*| 393 -088 | ,243*| ,013 | 1,000 | -075 | -182 | 196 | ,301*| ,152
p| 045 | 001 | ,478 | 046 | ,917 .| 545 | 138 | 12| 013 | 215

SEX r | -067 | ,038 | -182 | -229 | -075 | -075 | 1000 | ,087 | -082 | -156 | -3304
p| 58| ,759 | 1137 | 061 | ,543 | 545 .| 480 | 511 209 | ,006

Rau- r 084 | -115 | -018 | -056 | -103 | -182 | ,087 | 1,000 | ,251*| ,195 | -,001
chen  p | 493 | 352 | 881 | 652 | 401 | ,138 | ,480 | 041 A13 | 994
PD r| -217 | 102 | 138 | 041 | 036 | ,196 | -082 | ,251*| 1,000 | 914 631+
p| o78| 412 | 265 | 744 | 773 | 112 | 511 041 , | ,000 | 000

CAL r | -260*| ,025| ,09 | ,017 [ -071 | ,301*| -156 | ,195 | ,914*{ 1,000 | 645"
p| ,033| 844 | 468 | 890 | 567 | ,013| ,209| ,113 | ,000 , | 000

CAL- r | -048 | ,067 | 209 ,059 | ,096 | ,152 | -330* -001 631 6450 1,000
Bakt.  p 697 | 589 | 088 | 631 | 436 | ,215| ,006 | ,994 | 000 | ,000 ,

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.
**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

r = Korrelationskoeffizient nach Pearson (zweiseitig); PD, Sondiertiefe; CAL, Kklinischer
Attachmentverlust; CALg., Attachmentverlust an den Probeentnahmestellen fir den

mikrobiologischen Test.

52



4.7.1. Assoziationen zu Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.)

Bei HLA-Bwo6,

HLA-B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02

und HLA-DRB1*13:DRB3*:

DQB1*06 positiven Parodontitispatienten wurde A.a. signifikant haufiger bei schwach

positivem Zusammenhang nachgewiesen (Tab. 20, 21, 22).

Tab. 20 Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.)

parodontitisgruppe (N = 68) in Abhangigkeit von HLA-Bw6. r

in der

Gesamt-

Korrelationskoeffizient nach

Pearson
Leitkeim Bw6 Bw6 .
L. (N = 55) . (N = 13) Ch|2 PPearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Aa.+ 24 43,6 1 7,7 5,843 0,013 0,013 0,293
Aa.- 31 56,4 12 92,3

Tab. 21 Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) in Abhangigkeit von HLA-

B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02

koeffizient nach Pearson

in der Gesamtparodontitisgruppe.

= Korrelations-

) ) B*08: B*08:
Leitkeim CwT; CW*07;
DRB1*03: DRB1*03: .2
N = N = h P i
DRB3*: ( 8) DRB3*: ( 60) Chi Pearson Prisher r
DQB1*02 DQB1*02
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Aa. + 6 75,0 19 31,7 5,701 0,017 0,025 0,290
A.a. - 2 25,0 41 68,3
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Tab. 22 Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) in Abhangigkeit von HLA-
DRB1*13:DRB3*52:DQB1*06 in der Gesamtparodontitisgruppe. r = Korrelationskoeffizient nach

Pearson
Leitkeim DRB1*13: DRB1*13:
DRB3*: DRB3*: 2
DQB1*06 (N = 13) DQB1*06 (N = 55) Chl PPearson pFisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Aa. + 8 61,5 17 30,9 5,701 0,039 0,043 0,250
Aa.- 5 38,5 38 69,1

Bei homozygotem Nachweis von HLA-Bw4 (Tab. 23) und bei HLA-DRB1*04:DRB4*:DQB1*03
positiven Patienten wurde A.a. dagegen signifikant seltener nachgewiesen (Tab. 24). Dabei
war die Kombination HLA-DRB1*04:DRB4* jeweils bei funf Patienten mit HLA-DQB1*0301
(DQ7) bzw. HLA-DQB1*0302 (DQ8) kombiniert. Bei einem Patienten wurde sowohl HLA-
DQB1*0301 und HLA-DQB1*0302 nachgewiesen.

Gesamt-

Tab. 23 Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) in der

parodontitisgruppe in Abhangigkeit von HLA-Bw4,4. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeim Bw4,4 Bw4,4 .
I I W_ i (N = 13) W . (N = 55) Chlz Ppearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Aa. + 1 7,7 24 43,6 5,843 0,013 0,013 | -0,293
Aa.- 12 92,3 31 56,4

Tab. 24 Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.) in Abhangigkeit von HLA-
DRB1*04:DRB4*:DQB1*03 in der Gesamtparodontitisgruppe. r

Korrelationskoeffizient nach

Pearson
Leitkeim DRB1*04: DRB1*04:
DRBA™ (N = 11) DRBA™ (N = 57) Chiz pPearson pFisher r
DQB1*03 DQB1*03
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Aa. + 1 9,1 24 42,1 4,323 0,038 0,035 -0,252
Aa. - 10 90,9 33 57,9
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4.7.2. Assoziationen zu Porphyromonas gingivalis (P.g.)

Der Nachweis von P.g. war signifikant positiv mit dem HLA-Merkmal A*02 assoziiert bei

mittelstark positivem Zusammenhang (Tab. 25).

Tab. 25 Nachweis von Porphyromonas gingivalis (P.g.) in der Gesamtparodontitisgruppe in
Abhangigkeit von HLA-A*02. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkei A*02 A*02 .
erteim L. (N = 30) i (N = 38) Ch|2 pPearson pFisher r
pOSItIV negat|v
n pf (%) n pf (%)
Pg. + 30 100 29 76,3 8,189 0,004 0,003 0,347
P.g.- 0 0,00 9 23,7

4.7.3. Assoziationen zu Prevotella intermedia (P.i.)

Nur in der AP-Gruppe (N = 33) war P.i. mittelstark negativ zu HLA-DRB1*13, -
DRB1*13:DQB1*06 und —-DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 assoziiert (Tab. 26).

Tab. 26 Nachweis von Prevotella intermedia (P.i.) bei AP-Patienten (N = 33) in Abhangigkeit von
HLA-DRB1*13, -DRB1*13:DQB1*06 und -DRB1*13:DRB3*:DQB1*06. r = Korrelationskoeffizient
nach Pearson

DRB1*13: DRB1*13:
Leitkeim DZRBBli;ES (N = 6) DDQRBBlf’SG (N=27)| chi® | preacon | Pricner ‘
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
P+ 1 16,7 20 741 | 6,991 | 0,008 | 0,016 | -0,460
P.i.- 5 83,3 7 259
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In der Gesamtparodontitisgruppe waren Patienten mit HLA-B*44:DRB1*13 in keinem Fall P.i.

positiv (Tab. 27). HLA-B*5 (Ubermerkmal von B*51 und B*52) war negativ zum Nachweis von

P.i. assoziiert (Tab. 28), wobei siebenmal das Allel B*51 und einmal das Allel B*52 vorkam.

Eine P.i.-Infektion war auch bei homozygotem Vorkommen von HLA-DRB3* (DR52) signifikant

seltener (Tab. 29). Alle fUr P.i. beschriebenen Assoziationen waren von geringer Starke.

Tab. 27 Nachweis von Prevotella intermedia (P.i.) in Abhangigkeit von HLA-B*44:DRB1*13 in der

Gesamtparodontitisgruppe. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeim B*44: B*44:
DRB1*13 (N = 4) DRB1"13 (N = 64) Ch|2 Ppearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
P.. + 0 0,0 43 67,2 7,310 0,007 0,016 | -0,328
P.i. - 4 100,0 21 32,8
Tab. 28 Nachweis von Prevotella intermedia (P.i.) bei HLA-B*05 positiven bzw. negativen
Patienten in der Gesamtparodontitisgruppe. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson
Leitkeim B*5 B*5 H
s (N = 8) . (N = 60) Chi Ppearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
P.i. + 2 25,0 41 68,3 5,701 0,017 0,025 | -0,290
P.i. - 6 75,0 19 31,7

Tab. 29 Nachweis von Prevotella intermedia (P.i.) in Abhéangigkeit von HLA-DRB3*:DRB3* in der

Gesamtparodontitisgruppe. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeim DRB3*: DRB3*,
DRB3* (N = 8) DRB3* (N = 60) Chiz pPearson pFisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
P.i. + 2 25,0 41 68,3 5,701 0,017 0,025 -0,290
P.i. - 6 75,0 19 31,7
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4.7.4. Assoziationen zu Tannerella forsythensis (T.f.)

T.f. wurde signifikant seltener bei HLA-A*33 positiven Patienten nachgewiesen (Tab. 30).

Tab. 30 Nachweis von Tannerella forsythensis (T.f.) in der Gesamtparodontitisgruppe bei HLA-

A*33 positiven und negativen Patienten. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeim A*33 A*33 :
. (N = 6) . (N = 62) Chlz Ppearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Tf + 4 66,7 59 95,2 6,520 0,011 0,058 -0,310
Tf - 2 33,3 3 4,8

4.7.5. Assoziationen zum ,Roten Komplex*

Da das Vorkommen von P.g., T.f. und T.d. untereinander positiv assoziiiert war, konnten diese
Bakterien nach Socransky et al. (1998) zum ,Roten Komplex* zusammengefasst werden. Eine
signifikant positive Assoziation dieses Bakterienklusters wurde zu HLA-A*02 (Tab. 30) und
HLA-A*09 nachgewiesen (Tab. 31). Dabei waren alle 14 HLA-A*09 positiven Patienten (11mal
Splitmerkmal A*24, 3mal Splitmerkmal A*23) P.g., T.f. und T.d. positiv.

Tab. 30 Nachweis von Bakterien des ,Roten Komplexes® in der Gesamtparodontitisgruppe bei

HLA-A*02 positiven und negativen Patienten. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeime A*02 A*02 2
" (N = 30) . (N = 38) Chi Prearson Prisher r
positiv negativ
n pf (%) n pf (%)
Pg, T.f., T.d. + 28 93,3 27 71,7 5,328 0,020 0,019 0,218
P.g.,Tf,Td.- 2 6,7 11 28,9

Tab. 31 Nachweis von Bakterien des ,Roten Komplexes® in der Gesamtparodontitisgruppe bei

HLA-A*09 positiven und negativen Patienten. r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

Leitkeime AT09 (N = 14) AT09 (N = 54) Chiz Ppearson Prisher r
positiv neqativ
n pf (%) n pf (%)
Pg, T.f, T.d. + 14 100,0 41 75,9 4,167 0,041 0,035 0,035
Pg, T.f., T.d.- 0 0,0 13 24,1
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4.8. Zusammenfassung der Assoziationen von HLA zu parodontalen Leitkeimen

In der Gesamtparodontitisgruppe konnten signifikante Assoziationen von HLA-Einzel-
merkmalen und -Kombinationen zu parodontalen Leitkeimen nachgewiesen werden. Dabei
wurden auch HLA-Merkmale auffallig, bei denen bisher keine Assoziation zur Parodontitis aus
den Voruntersuchungen bekannt war. Mit logistischer Regression unter Einbeziehung der
Kofaktoren Alter, Geschlecht, Rauchen, Mittelwert des Attachmentverlustes an den vier
Entnahmestellen flr den mikrobiologischen Test (CALgak) und der evaluierten auffalligen HLA-
Merkmale wurde die adjustierte OR fir eine subgingivale Besiedelung mit parodontalen
Leitkeimen bestimmt. Die HLA-Kombinationen B*08:Cw*07:DRB1*03:DQB1*02 und
DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 erhdhten signifikant die individuelle OR fir eine Infektion mit A.a.
um das 6,2 bzw. 4,5fache. Obwohl HLA-A*02 bei AP von der Tendenz vermindert war, wurde
bei HLA-A*02 positiven Patienten immer P.g. und signifikant haufiger Bakterien des ,Roten
Komplexes® nachgewiesen. HLA-B*5 (B*51=87,5%, B*52=12,5%), eine Homozygotie von
HLA-DRB3*(DR52) und HLA-DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 (nur in der AP-Gruppe) verminderten
die OR fir eine P.i.-Infektion. HLA-A*33 war mit einer verminderten OR fir eine Infektion mit
T.f. verbunden. HLA-A*09 (Split A*23=21,4%, Split A*24=78,6%) positive Patienten waren

immer mit Bakterien des ,Roten Komplexes* infiziert (Tab 31).

Tab. 31 Signifikante Assoziationen von HLA-Merkmalen bzw. -Kombinationen zur Parodontitis und
Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), Porphyromonas gingivalis (P.g.), Prevotella
intermedia (P.i.), Tannerella forsythensis (T.f.) und Treponema denticola (T.d.). Wenn bei einem
bestimmten HLA-Merkmal ein Bakterium zu 100 % nachgewiesen wurde, wurde die Odds ratio
(OR) nicht berechnet. OR adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Rauchen und CALga

Assoziation o OR (CI)
Assoziation
HLA- zur o far Bakterien- p
zu Leitkeim
Parodontitis kolonisation
Bw6 nein Aa.T 8,2 (0,9-68) 0,052
B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02 nein Aa.® 6,2 (1,1-34,6) 0,039
DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 AP 1 Aa.® 45(1,2-17,1) |0,029
Bw4 homozygot nein Aa. 4 0,1 (0,01-1,0) 0,052
DRB1*04:DRB4*:DQB1*03 APl Aa.l 0,2 (0,02-1,2) 0,077
Pg. T 100% P.g. + n.m.
A*02:(A*03) APl
P.g.,Tf,Td.17|55(11-289) |0,04
B*5 (B*51, B*52) AP,CP | P.i.{ 0,2 (0.03-0,8) 0,030
DRB3* (DR52) homozygot nein Pi.d 0,1 (0,02-0,6) 0,013
DRB1*13:(DRB3*:DQB1*06)’ AP T Pil 0,07 (0,007-0,7) | 0,024
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Fortsetzung Tab. 31

AP T
A*33 Tf 0,03 (0,002-0,6) | 0,025
AP +CP 1T
A*09 AP+CP3{ |P.g.,T.f.,T.d. T |100% + n.m.

Cl, Confidence Intervall; CALga, Attachmentverlust an den Probeentnahmestellen, 'OR nur in der

AP-Gruppe signifikant; n.m., Berechnung nicht mdglich, da Keim zu 100% mit HLA-Merkmal

assoziiert vorkam.

5. Diskussion

5.1. Parodontitispatienten und Kontrollgruppen

Im Vergleich zu bisherigen Studien Uber HLA-Assoziationen zu Parodontitis wurden folgende

Punkte berticksichtigt:

Die HLA-Phanotypfrequenzen der Patienten mit AP und CP wurden mit denen aus
einer parodontitisfreien Kontrollgruppe erhobenen verglichen. Durch die Selektion von
Probanden ohne Parodontitis als eigentliche Referenzgruppe konnte im Vergleich zu
Studien, die nur Blutspender als Kontrollprobanden auswahlten (u.a. Reinholdt et al.
1977, Marggraf et al. 1983, Katz et al. 1987, Shapira et al. 1994, Firatli et al. 1996), ein
besserer Kontrast zwischen ,erkrankt® und ,nicht erkrankt® erzielt werden. Die
Kontrastierung wurde dahingehend verscharft, dass die Altersgrenze der

Kontrollprobanden im Vergleich zu bisherigen Studien deutlich angehoben wurde (=

38 Jahre). Im Mittelwert waren Kontrollprobanden signifikant alter als Patienten mit AP
oder CP. Weiterhin wurden speziell Kontrollprobanden mit einer schlechten
Mundhygiene (API > 30 %) ausgewahlt. Hinsichtlich der Geschlechterverteilung und
der Anzahl der Raucher unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant voneinander.
Das ist insofern von Bedeutung, da Rauchen ein starker Risikofaktor fur Parodontitis
ist und die Verteilung von HLA-Merkmalen in Gruppen, wie gezeigt, auch von der
Geschlechterverteilung abhangig ist. Die Kohorte der 157 parodontal nicht
untersuchten Blutspender reprasentierte hinsichtlich der HLA-Merkmale die
Normalverteilung und diente lediglich der Abschatzung, ob ein Merkmal eine
Abweichung innerhalb der Patientengruppe, der parodontitisfreien Kontrollgruppe oder
innerhalb beider Gruppen aufwies. Auf einen direkten Vergleich zwischen
Parodontitispatienten und der Normalpopulation wurde verzichtet, da in der
Blutspendergruppe mit hoher Wahrscheinlichkeit auch Probanden mit Parodontitis

vorkamen (Reich et al. 1996). Da HLA-Assoziationen ethnischen Unterschieden
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unterliegen wurden in die Studie nur deutsche Probanden kaukasischen Ursprungs
einbezogen.

2. Die Anzahl der Patienten und Kontrollprobanden war héher (= 50) als in den meisten
bisherigen Studien, so dass auch Deviationen selten vorkommender HLA-Allele bzw.
Homozygotien (z.B. HLA-A*30+*31, HLA-DQB1*06,06) aufgedeckt werden konnten.

3. Bei der Auswertung wurden erstmalig geschlechtsabhangige HLA-Assoziationen
bertcksichtigt, da geschlechtsabhangige Pravalenzunterschiede fiir die lokalisierte
(Cogen et al. 1992, Loe und Brown 1991, Melvin et al. 1991) und generalisierte
(Suzuki 1988) aggressive Parodontitis beschrieben wurden.

4. HLA-Klasse |-Merkmale wurden sowohl mit serologischer und molekularbiologischer
Typisierungstechnik bestimmt. Dadurch konnten serologische Ergebnisse abgesichert,
verfeinert oder erweitert werden. Bis auf die Studien von Ohyama et al. (1996),
Takashiba et al. (1999), Bonfil et al. (1999) und Takahashi et al. (2001) wurden in
bisherigen Untersuchungen nur serologische Typisierungstechniken angewandt mit
unsicherem Nachweis von HLA-Klasse II-Allelen. Klasse II-Merkmale wurden deshalb
in der vorliegenden Studie in der Regel nur molekularbiologisch typisiert.

5. Es wurden in dieser Studie sowohl HLA-Klasse |- und [I-Merkmale nachgewiesen. In
vielen bisherigen Studien wurden nur HLA-Klasse |- (u.a. Terasaki et al. 1975,
Reinholdt et al. 1977, Marggraf et al. 1983) oder nur HLA-Klasse II-Merkmale (u.a.
Katz et al. 1987, Bonfil et al. 1999, Takahashi et al. 2001) bestimmt. Da neben HLA-
Klasse Il abhangiger Prasentation bakterieller Peptide auch andere Mechanismen die
Assoziation von HLA-Merkmalen zu Parodontitis erklaren kénnten (z.B. Mimikry von
HLA-Molekulen zu parodontalen Bakterien, Assoziation von HLA-Merkmalen zu bisher
unbekannten Suszeptibilitdts- bzw. Resistenzfaktoren, haplotypische Kopplung von
HLA-Klasse I- und II-Merkmalen) war eine Uberprifung beider HLA-Klassen sinnvoll.

6. Erstmalig wurde die Assoziation von HLA-Merkmalen bzw. HLA-Kombinationen zum

Nachweis subgingivaler Bakterien untersucht.

5.2. Vergleich der Ergebnisse zu kaukasischen Studienkohorten

Die in dieser Studie auffalligen HLA-Einzelmerkmale oder HLA-Merkmale in Verbindung mit
rechnerisch ermittelten HLA-Kombinationen zeigten Gemeinsamkeiten zu bereits publizierten

Ergebnissen aus kaukasischen Populationen (Tab. 32).
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Tab. 32 In der vorliegenden Studie ermittelte HLA-Assoziationen zur aggressiven (AP) und
chronischen (CP) Parodontitis im Vergleich zu bisher verodffentlichten Studienergebnissen bei

kaukasischen Populationen

HLA-Assoziationen zur AP und CP In friheren Studien (Kaukasier) beschriebene
in der vorliegenden Studie HLA-Assoziationen zur Parodontitis
HLA- Parodontitis HLA- Parodontitis Autor
1 A*02,A*03 AP L A2 JP +AdP | Terasaki et al. 1975
T A* 68/69 (A28) AP @ .
T A28 JP Reinholdt et al. 1977
T A*68/*69:Cw*07:B*18 AP
CP
T A*33 T A33 JP Cogen et al. 1986
AP+CP

Alley et al. 1993

T Cw*08:B*14:DRB1*04:
CP T DR4 AdP Dyer et al. 1997

DRB4*:DQB1*0302

Reinholdt et al. 1977
T A9 Marggraf et al. 1983
1 A*24 (A9) AP+CP JP, AdP, RPP

T A23,24 Klouda et al. 1986

Amer et al. 1988

JP, juvenile Parodontitis; AdP, Erwachsenenparodontitis; RPP, rapid progressive Parodontitis

HLA-A*02 war unter einer kaukasischen (Amerikaner) JP und AdP Kohorte vermindert
(Terasaki et al. 1975). In der vorliegenden Studie war dieses Merkmal in Kombination mit
HLA-A*03 bei AP seltener, wahrend bei CP HLA-A*01:A*03 weniger haufig auftrat. Diese
Befunde kénnten darauf hindeuten, dass HLA-A*03 in Abhangigkeit von den HLA-Merkmalen
A*01 fir CP und A*02 fir AP den eigentlichen Resistenzindikator darstellt. Bucin et al. (1985)
wiesen fir HLA-A*03 einen mdglichen Resistenzmechanismus dadurch nach, dass
Lymphozyten von HLA-A*03 positiven Personen schneller durch Lektine (PHA) stimuliert
wurden, als bei A*03 negativen Probanden, also ber eine bessere Immunantwort verflgten.
Eine Beziehung zwischen dem intrazellularen Eisenpool und der Expression von Rezeptoren
durch PHA stimulierte T-Zellen, wie z.B. des IL-2 Rezeptors und des Transferrinrezeptors
kénnten damit im Zusammenhang stehen (Pelosi et al. 1986, Pelosi-Testa et al. 1988), denn
HLA-A3 wurde bei 60-80 % der Patienten mit hereditarer Hamochromatose gefunden (RR = 5-
12). Dabei wird eine Kopplung von HLA-A3 mit dem fiir diese Erkrankung primar
verantwortlichen HFE-Gen vermutet (Wassmuth 1995).

Wie in einer Danisch-Kaukasischen Population mit JP (Reinholdt et al. 1977) war in dieser
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Arbeit HLA-A*28 unter AP-Patientinnen und in Kombination mit HLA-Cw*07:B*18 in der
Gesamt-AP-Gruppe erhoht und stellt damit einen mdglichen Risikoindikator fiir aggressive
Parodontitisformen dar. Interessanterweise war dieses Merkmal oder das Splitantigen A*68
unter negroiden Patienten mit AdP oder JP vermindert (Goteiner und Goldman 1984, Moses
et al. 1994). Somit scheint das Vorkommen von HLA-A*28 nicht nur geschlechtsspezifischen
sondern auch ethnischen Einflissen zu unterliegen. Fir HLA-A28 wird eine positive
Assoziation zur ,Polyglandular autoimmune disease (PGAD)“ beschrieben, einer Erkrankung,
die mit dem fiinften Lebensjahr beginnt und u.a. Symptome wie Candidiasis,
Hypoparathyroididsmus, M. Addison und verschiedene immunologische Stérungen wie T-
Zelldefekte und IgA-Defizienz aufweist (Betterle und Volpato 1998). Weiterhin kann HLA-A*28
tumorassoziierte Peptide prasentieren (Chaux et al. 1999, Baurain et al. 2000).

Die signifikante Erhéhung von HLA-A*33 bei CP und in der AP + CP Gruppe wird durch
Ergebnisse aus einer kaukasisch-amerikanischen JP-Kohorte (Cogen et al. 1986) bestatigt.
HLA-A*33 trat unter der parodontitisfreien Kontrollgruppe nicht auf und kénnte deshalb ein
Ubergeordneter Risikoindikator flir Parodontitis sein. Die in 2 amerikanischen Studien mit
kaukasischen AdP-Patienten beschriebene Erhéhung von HLA-DR4, -DR53 und -DQ3 (Alley
et al. 1993, Dyer et al. 1997) wurde in der vorliegenden Arbeit insofern bestatigt, dass die
Kombination HLA-DRB1*04:DRB4*(DR53):DQB1*0302 bei CP signifikant haufiger war, wenn
gleichzeitig der ancestrale Haplotyp HLA-Cw*08:B*14 nachgewiesen wurde. Bei AP wurde
HLA-DRB1*04, wie in einer japanischen EOP-Gruppe (Ohyama et al. 1996), dagegen
signifikant seltener in Kombination mit HLA-DQB1*0302 nachgewiesen. Somit liegt die
Vermutung nahe, dass nicht HLA-DRB1*04 sondern eher HLA-Cw*08:B*14 fir die Entstehung
einer CP von Bedeutung ist. Da HLA-Cw*08:B*14 unter parodontal Gesunden nicht
nachgewiesen wurde, ist dieser Haplotyp mdglicherweise mit einer verringerten Resistenz fiir
CP assoziiert. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass HLA-Haplotypen mit B*14 wie
HLA-A1:B14, HLA-A28:B14 (Cobain et al. 1983) bzw. HLA-A33:B*14:DR1 und HLA-
A28:B*14:DR1 (Cuccia-Belvedere et al. 1989) auch bei selektiver IgA-Defizienz (IgA-D)
nachgewiesen wurden. In einer retrospekiven Analyse einer deutschen Gruppe IgA-defizienter
Probanden (N = 80) (Machulla et al. 2000, Schéonermarck 1999) war der ancestrale Haplotyp
HLA-Cw*08:B*14 zu 66,7 % mit HLA-DRB1*01 und zu 20 % mit HLA-DRB1*04 kombiniert.
Somit scheinen bei CP und IgA-Mangel Gemeinsamkeiten im HLA-Muster zu existieren, wobei
HLA-Cw*08:B*14 bei IgA-Mangel mehr mit HLA-DRB1 und bei CP mehr mit (67 vs. 33%)
HLA-DRB1*04 assoziiert vorkam. Auf bei IgA-D und Parodontitis gemeinsam vorkommende
HLA-Merkmale deutet auch der Befund hin, dass die Kombination HLA-
B*08:(Cw*07):DRB1*0301:(DRB3*):DQB1*0201 sowohl bei IgA-D (pf = 16,9 %) als auch bei
A.a. positiven Parodontitispatienten (pf = 24 %) vermehrt nachgewiesen wurde
(Normalverteilung pf = 8 %). Der Einfluss des HLA-Haplotyps B8:DR3 und des weiblichen

Geschlechts auf die IgA-Serumkonzenztration konnte in Beziehung zur hohen Inzidenz von
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Autoimmunerkrankungen bei Frauen mit diesem Haplotyp stehen (Modica et al. 1989). Ein
erhoéhtes Parodontitisrisiko flr Patienten mit IgA-Mangel wurde bisher nicht nachgewiesen
(Robertson et al. 1980, Storch et al. 1989, Dahlen et al. 1993). Hohe initiale Ausgangswerte
spezifischer serologischer IgG- und IgA-Antikdrper gegen P.g. filhrten bei Patienten mit
Erwachsenenparodontitis jedoch zu einem besseren Behandlungsergebnis (Mooney et al.
1995). Bei Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis wurde eine verminderte IgA-
Speichelsekretionsrate (insbesondere IgA 1) nachgewiesen bei Erhohung des Anteils
spezifischen Antikdrper gegen A.a. Y4, T.d. ATCC 35404 und Candida albicans DSM 3454
(Hagewald et al. 2002).

Die Verminderung von HLA-DRB1*04:DQB1*03 in der AP Gruppe wurde auch in einer
deutschen Gruppen mit Juveniler Idiopathischer Arthritis (JIA) nachgewiesen (Minden et al.
2001). Dieses Resultat war in sofern Uberraschend, da bei erwachsenen Populationen mit
Rheumatoidarthritis HLA-DR4 erhéht war (Heard 1994, Tiwari und Terasaki 1985), wobei
Patienten, die homozygot fir HLA-DR4 waren, schwerere aggressive Verldufe zeigten
(Helmke 1996). Patienten mit JIA wiesen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden mehr
Parodontien mit einem parodontalen Attachmentverlust > 3,5 mm auf auf (Reichert et al.
2006). Eine Verbindung zwischen Parodontitis und chronischen Arthritiden kénnte darin
bestehen, dass eine gemeinsame HLA abhangige genetische Disposition fir die Bindung
bestimmter parodontpathogener bzw. arthritogener Peptide besteht. So waren 9,4 % von 171
Parodontitispatienten IgM-Rheumafaktor (RF) positiv mit erhéhtem IgM- und IgG-
Antikorpertiter gegen Capnocytophaga species (C.sp.) und Fusobacterium nucleatum (F.n.)
(The 1991). Der IgM-RF reagierte unter In-vitro Bedingungen mit verstarkter Intensitat gegen
IgG, welches spezifisch fur Capnocytophaga gingivalis (C.g.), F.n. oder A.a. war. Weiterhin
konnte der IgM-RF an Oberflachenkomponenten von C.g. und F.n. binden (The und Ebersole
1996). Bei Patienten mit RA war der IgG-Titer gegen das Hitzeschockprotein DnaJ von A.a. im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden signifikant erhéht (Yoshida et al. 2001).

Im Kontrast zu den Resultaten von Reinholdt et al. (1977), Marggraf et al. (1983), Klouda et al.
(1986) und Amer et al. (1988) wurde in keiner Patientengruppe eine Erhéhung von HLA-A*9
bzw. der Splitmerkmale HLA-A23 und -A24 beobachtet, sondern eine signifikante
Verringerung von HLA-A*24 unter Mannern in der Gesamtparodontitisgruppe (AP + CP).
Weiterhin konnte in der vorliegenden Studie eine Verringerung von HLA-A10 (Amer et al.
1988) bzw. der Splitmerkmale HLA-A*25 und A*26 nicht bestatigt werden.

5.3. Vergleich der Ergebnisse zu nicht kaukasischen Studiengruppen
In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit AP und CP von der Tendenz (p > 0,05) eine

héhere Homozygotiefrequenz der HLA-Merkmale DRB1*15, DRB5* (DR51) und DQB1*06,

erklarbar durch das positive Kopplungsungleichgewicht zwischen diesen Markern (Gjertson et
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al. 1998). Eine Homozygotie fir HLA-DRB1*15, -DRB5* und -DQB1*06 konnte somit
pradisponierend fiir Parodontitis sein. Die Bedeutung der HLA-Marker DRB1*15 und DQB1*06
als Suszeptibilitatsindikatoren fiir aggressive Parodontitis wird durch die Ergebnisse
verschiedener Japanischer Studien erhartet. Der HLA-Haplotyp DRB1*1501-DQB1*0602 kam
bei japanischen G-EOP Patienten vermehrt vor (Ohyama et al. 1996). Im DQB-B Gen wurde
bei EOP-Patienten vermehrt eine atypische BamHi Restriktionsstelle gefunden. Weiterhin
wurden in der hypervariablen Region des HLA-DQB Molekils von EOP-Patienten an den
Positionen 57 bzw. 70 haufiger die Kombination von Asparaginsaure (D) und Glycin (G)
nachgewiesen. Dadurch kdnnte die Antigenerkennung und -Prasentation parodontpathogener
Peptide und somit die Suszeptibilitdt fir EOP beeinflusst sein. Der Peptidabschnitt
NKVPIIVKRAAIRASMTITQQ des aufleren Membranproteins von P. gingivalis (Ag 53)
induzierte unter In-vitro Bedingungen die Proliferatuion von polyklonalen T-Zelllinien, die von
Patienten mit aktiver G-EOP stammten. Diese Proliferation konnte durch monoklonale
Antikérper gegen HLA-DRB1 inhibiert werden. Es wurde geschlussfolgert, dass HLA-DRB1
Molekile fur die Bindung des Ag 53 verantwortlich sind (Ohyama et al. 1998). Das Ag 53
besitzt Ankeraminosauren, die an komplementare Bindungstaschen der hypervariablen
Region von HLA-DRB1*15 binden kdénnten. Dadurch wurde die (theoretische) Definition
zweier T-Zellepitope moglich (Abb. 4) (Takashiba et al. 1999).

Abb. 4 Moglichkeiten der Bindung des Ag 53 P. gingivalis durch HLA-DRB1*1501 an den
Positionen P1, P4 und P7 mit P1 in absoluter Position 3 (Epitop 1) bzw. 6 (Epitop 2). T-Zell-Epitop
1 bindet an den Positionen P1 und P4 und T-Zell-Epitop 2 an den Positionen P1 und P7.
m Peptidbindungsstelle, o keine Peptidbindungsstelle

Position:
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ankeraminosauren L F I
Vv Y

nm < < -

Ag53 p141-161 P. gingivalis

NKVPIITVKRAAIRASMTITQAQ
T-Zell-Epitop 1 ] ] o

T-Zell-Epitop 2 ] o [

Epitopevorhersagen sind auch durch online verfiigbare Datenbanken moglich. So wird z. B.
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mit dem Programm SYFPEITHY (http://syfpeithi.omi-heidelberg.com/) (Institut fir Zellbiologie,
Abteilung Immunologie, Universitat Tubingen) zur Epitopvorhersage das zu untersuchende
Peptid in der gesamten Frequenz abschnittsweise abgetastet und die Ankeraminosauren in
den Positionen P1 bis P9 auf Ahnlichkeiten zu schon bekannten Liganden des jeweiligen HLA-
Molekils untersucht (Rammensee et al. 1999). Im Ergebnisprotokoll werden dann die
postulierten MHC-Bindungspeptide entsprechend ihrer Ahnlichkeit zu bekannten MHC-
Liganden mit Score-Werten versehen (SYFPEITHY) und nach Wertigkeit geordnet. Dabei wird
das zentrale Neunerpeptid in der Bindungsgrube des HLA-Allels und zusatzlich an jeder Seite
noch drei Aminosauren als flankierende Sequenzen berechnet. Die postulieten MHC-
Liganden erscheinen somit als 15mere mit P1 in absoluter Position 4. Zur Epitopvoraussage
werden nicht nur bekannte Ankeraminosaurepositionen, sondern auch Erkenntnisse aus
bisher unveréffentlichen Studien genutzt. Im Programm SYFPEITHY wurden beispielsweise
fir das Allel HLA-DRB1*1501 nicht nur die bekannten Ankerbindungsstellen an den
Positionen P1, P4 und P7, sondern weitere bevorzugte Bindungsstellen an P6 und P9
(Stevanovic, persoénliche Mitteilung) bertcksichtigt. Wird das komplette Peptid Ag53 P.
gingivalis (TrEmbl, Accessions Nr. Q9RM67) mit dem Programm SYFPEITHY auf T-Zell-
epitope, die an HLA-DRB1*1501 binden kdnnten, Gberprift, so erhalt das von Takashiba et al.
1999 definierte T-Zellepitop 2 mit 24 Score-Punkten die 11.-beste Bewertung (Tab. 33).
Dieses Beispiel zeigt, wie schwierig die Epitopvorhersage fiir Peptide ist, die an HLA-Klasse
II-Molekiile binden konnten. Deshalb missen postulierte T-Zellepitope experimentell durch

Bindungstests bestatigt werden (Vogt et al. 1994).

Tab. 33 Epitopvorhersage fur die Bindung von Ag53 P. gingivalis an HLA-DRB1*1501 und mit dem
Programm SYFPEITHY. Es wurde das zentrale 9er-Peptid in der Bindungsgrube mit je drei
flankierenden Aminosduren an jeder Seite berechnet. P1 befindet sich deshalb in absoluter
Position 4 des T-Zellepitopes. Mégliche Bindungsstellen sind unterstrichen. Das von Takashiba et

al. 1999 definierte T-Zellepitop ist griin markiert

HLA-Allel Ankeraminosauren Position T-Zellepitope Scorewert
DRB1*1501 P1: LVI 56 YNPIGEYGGVDKIND 34
P4: FYI 424 NVNISKERNIGLSGN 34
P7: ILVMF 393 AAAVYYYAWLNPNTL 30
385 NPRVVTYKAAAVYYY 28
3 LNKMFLVGALLSLGF 24
36 DTHMSVSMSLPQHNR 24
68 INDLTVYVVGDGKID 24
113 EKTVYAIVNITPKVE 24
165 DQMIMSGKPVVQTIL 24
186 NASVQNKVPIIVKRA 24
193 VPIIVKRAAIRASMT 24
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Der Haplotyp HLA-DR15:DQ6 ist auch bei anderen Erkrankungen auffallig. Beim juvenilen
Diabetes unterschieden sich positiv assoziierte DQB1-Molekiile von negativ assoziierten
Molekilen durch die Aminosaure in Position 57 der ersten Doméne der B-Kette. Positiv
assoziierte HLA-Merkmale (DQB1*0201, DQB1*0302) wiesen eine neutrale Aminosaure
(Alanin, Valin oder Serin) an dieser Position auf, wahrend negativ assoziierte Merkmale
(DQB1*0602) Asparaginsaure an dieser Stelle trugen (Wassmuth 1995). Das bedeutet, dass
die Aminosaureposition 57 sowohl fir die Bindung diabetogener wie parodontpathogener
Peptide von Bedeutung sein kdnnte. Diese molekularen Hypothesen bediirfen aber vor allem
durch ethnische Einschrankungen der Modifikation. Unter Japanern sind die Allele HLA-
DQB1*0401 und -DQB1*0303 mit erhdhter Disposition fiir juvenilen Diabetes verbunden,
obwohl Asparaginsaure in Position 57 der DQBB-Kette der HLA-Molekiile lokalisiert ist. Dazu
vergleichbar konnte in einer kaukasischen EOP-Gruppe im Vergleich zu japanischen EOP-
Patienten keine Assoziation zu HLA-DQB1 Allelen bzw. der atypischen BamHI-
Restriktionsstelle nachgewiesen werden (Hodge et al. 1999).

Der Haplotyp DRB1*1501:DQA1*0102:DQB1*0602 wurde bei 98,5 % aller europaischen
Patienten mit Narkolepsie nachgewiesen (Normalverteilung HLA-DR15-DQ1 unter deutscher
Bevolkerung = 8,8 %) und ist damit die starkste bekannte HLA-Krankheitsassoziation. Bei
narkolepsiekranken Pinschern und Dobermann-Hunden zeigte sich, dass Mutationen im Gen
des Hypocretin-2-Rezeptors (Hcrtr2) die Ursache der Krankheit sind. Das Hcrtr-2-Gen ist beim
Hund auf Chromosom 12 lokalisiert. Diese Region ist homolog zum kurzen Arm des
menschlichen Chromosoms 6, so dass eine Kopplung zum HLA-Locus wahrscheinlich ist
(Mayer und Kotterba 2001).

5.4. Bisher nicht beschriebene HLA-Assoziationen zur Parodontitis

Sowohl die positive Assoziation der HLA-Merkmale A*29, DRB1*13 zur AP bzw. A*11 zur CP
sowie die negative Assoziation von HLA-A*31 und HLA-A*30+*31 zur AP wurden bisher noch
nicht beschrieben.

Auf eine Beteiligung von HLA-A29 an Autoimmunprozessen durch molekulare Mimikry deutet
die Affinitat des Merkmals zur ,Birdshot Chorioretinopathie® hin. In einer belgischen Studie
wurde bei 95,9 % der Patienten mit dieser seltenen Form der Uveitis posterior HLA-A29
nachgewiesen (RR = 224). Fir HLA-Klasse I-Molekiile ist es damit die starkste bekannte
Assoziation zu einer Erkrankung (Priem et al. 1988, Baarsma et al. 1990).

HLA-A*11 war bei CP als Einzelmerkmal und in Kombination mit HLA-Cw*07:B*18 signifikant
erhoht. Fur HLA-A*11 sind u.a. Liganden bzw. T-Zellepitope fir EBV (Steven et al. 1996) und
HCMV (Hebart et al. 2002) beschrieben worden. EBV und HCMV wurden in gingivalen
Biopsien von Parodontitispatienten nachgewiesen. Durch eine virale Infektion des Parodonts
konnte die lokale Immunantwort beeintrachtigt sein und eine subgingivale Kolonisation mit

parodontpathogenen Keimen beglinstigt werden (Contreras et al. 2000).
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HLA-A*31 und HLA-A*30+*31 wurde bei aggressiver Parodontitis nicht nachgewiesen. Bei CP
entsprach die Phanotypfrequenz beider Merkmale der Normalverteilung. In der gesunden
Kontrollgruppe waren HLA-A*31 und -—-A*30+*31 dagegen nicht nur gegeniber den
Patientengruppen sondern auch im Vergleich zur Blutspendergruppe signifikant vermehrt. Das
bedeutet, dass HLA-A*31 bzw. —A*30+*31 Indikatoren flr parodontale ,Resistenz® sein
kénnten und die Abwesenheit beider Marker das Risiko insbesondere fir eine aggressive
Parodontitis erh6ht. Méglicherweise ist HLA-A*31 auch ein prognostisch glinstiger Marker fur
Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie (CML), denn bei CML-Patienten und Nachweis
von HLA-A31 war eine Therapie mit Interferon-alpha erfolgreicher im Vergleich zu der bei
Patienten, die dieses Merkmal nicht aufwiesen (Cortes et al. 1998). Der gleichsinnige
protektive Effekt von HLA-A*03 und —-A*30 konnte dadurch erklart werden, dass beide
Merkmale einer kreuzreagierenden Gruppe angehoren.

HLA-DRB1*13 wurde bei AP als Einzelmerkmal und in Kombination mit HLA-DQB1*06
vermehrt nachgewiesen. Unter CP-Patienten als Einzelmerkmal unauffalig war die
rechnerisch ermittelte Kombination HLA-Cw*07:B*44:DRB1*13 signifikant erhoht. Offenbar ist
unter Kaukasiern fur die AP die Kombination von HLA-DQB1*06 zu HLA-DRB1*13 mehr von
Bedeutung, als die bei japanischen EOP-Patienten auffallige Kombination zu HLA-DRB1*15.
Das HLA-Molekil DRB1*1301 hat in der hypervariablen Bindungsgrube spezifische
Ankertaschen an den Positionen 1, 4, 6 und 9. Eine Epitopvorhersage fir das
immundominante Peptid Ag53 von P.g. unter Berlcksichtigung von HLA-DRB1*1301 war mit
der Datenbank RANKPEP (http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html, Harvard Medical
School, Boston, USA, Reche et al. 2002) moglich. Diese Datenbank tastet, wie bei
SYFPEITHY beschrieben, dass gesamte Peptid Ag53 ab und definiert T-Zellepitope in
Abhangigkeit ihrer Ahnlichkeit zu bereits bekannten HLA-Liganden. Zuséatzlich wird eine
Bindungsschwelle festgelegt. Das schon fir HLA-DRB1*1501 bekannte Bindungsmotif
VPIIVKRAAIRA erschien im Ergebnisprotokoll an vierter Position, wobei eine Bindung an drei
von vier mdglichen Ankerpositionen erfolgen kdnnte (Tab. 34). Bindungstests waren deshalb
sinnvoll, obwohl die vom Programm definierte Bindungsstarke mit 23,64 unterhalb des

Optimums von 29,91 lag.
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Tab. 34 Epitopvorhersage fir die Bindung des immundominanten Peptids Ag53 P. gingivalis an
HLA-DRB1*1301 und mit dem Programm RANKPEP. Mit dem Programm wurde das zentrale 9er-
Peptid in der Bindungsgrube mit je drei flankierenden Aminosauren an jeder Seite berechnet. P1
befindet sich deshalb in absoluter Position 4 des T-Zellepitopes. Mdgliche Bindungsstellen sind

unterstrichen. Das von Takashiba et al. 1999 definierte T-Zellepitop ist grin markiert

HLA-Allel Ankeraminosauren Position T-Zellepitope Scorewert

DRB1*1301 P1: ILV 318 PNVAYKYVSETTHAD 27,45
P4: LVMAWY 20 FASCSKEGNGPAPDS 23,88
P6: RK 397 GAGNPRVVTYKAAAV 23,81
P9: YFAST 199 QNKVPIIVKRAAIRA 23,64

5.5. Relation von HLA zu parodontalen Markerkeimen

In dieser Untersuchung sollte festgestellt werden, ob neben einer Assoziation von HLA-
Markern zur Parodontitis auch eine Assoziation zu parodontalen Leitkeimen besteht. Fir die
mikrobiologische Untersuchung wurde ein kommerzieller PCR-rSSO Test fur flnf
Markerkeime angewandt, die sehr stark (A.a., P.g., T.f, T.d.) oder stark (P.i.)
parodontpathogen wirken (Socransky und Haffajee 1994). Im Vergleich zu Anzuchtverfahren
erwies sich der micro-ldent® Test sensitiver fir den Nachweis von P. gingivalis und T.
forsythensis. Weiterhin ist nur durch PCR-Techniken eine Abgrenzung von P. intermedia vom
nur moderat pathogenen P. nigrescens moglich (Eick und Pfister 2002). Durch die
Probenentnahme vor dem subgingivalen Scaling wurde eine Zerstérung des subgingivalen
Biofilms und damit eine Reduktion der Markerkeime vor der mikrobiologischen Testung
vermieden. Die mikrobiologischen Proben wurden aus den tiefsten Taschen pro Quadrant
entnommen und gepoolt ausgewertet, da nicht die Anzahl der infizierten Parodontien sondern
die Keimdetektion pro Patient Grundlage fir die statistische Berechnung war. Semiquantitative
Unterschiede im Nachweis der einzelnen Markerkeime blieben bei der Auswertung
unbertcksichtigt, da die Detektion eines Keimes oberhalb der therapierelevanten cutt-off
Marke ausschlaggebend war. Der minimale Attachmentverlust an den Probenentnahmestellen
CALga wurde auf = 5 mm (Mittelwert 7,5 + 1,9 mm) festgelegt, denn der Nachweis von
Anaerobiern ist eng mit dem Attachmentverlust assoziiert (Petsios et al. 1995, Socransky et al.
1998, Jervoe-Storm et al. 2000, Eick und Pfister 2002). Die Werte fir PD, CAL und CALgakt
unterschieden sich bei AP und CP-Patienten nicht signifikant voneinander. Die Mittelwerte fiir
den CAL lagen sowohl fir CP als auch fir AP (ber 6 mm und weisen darauf hin, dass in
beiden Patientengruppen ein generalisierter schwerer Attachmentverlust vorlag.

Der Anteil der Raucher war bei aggressiver Parodontitis signifikant héher im Vergleich zur
Gruppe mit chronischer Parodontitis. In der Gesamtparodontitisgruppe gab es hinsichtlich der

Bakterienzusammensetzung zwischen Rauchern und Nichtrauchern keine signifikanten
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Unterschiede. Dieser Befund wird auch durch Ergebnisse von Preber et al. (1992),
Stoltenberg et al. (1993), Renvert et al. (1998) und Bostrom et al. (2001) gestitzt, die
ebenfalls keine Unterschiede im Nachweis bestimmter subgingivaler Bakterien in Abhangigkeit
vom Nikotinkonsum feststellten. Dagegen fanden Haffajee und Socransky (2001) bei
Rauchern eine erhodhte Pravalenz von Keimen des orangen und roten Komplexes. Dieser
Unterschied zu Nichtrauchern wurde auf die starkere Kolonisation dieser Bakterien in Taschen
mit PD < 4 mm zurlickgefihrt.

Wie in Tab. 19 ersichtlich, war eine Infektion mit A.a. negativ mit dem Mittelwert fir CAL
assoziiert war, wahrend P.g., P.i., T.f. und T.d. keine Assoziation zu PD, CAL oder zum
Attachmentverlust an der Probenentnahmestelle zeigten. Socransky et al. (1998) fanden eine
positive Assoziation von Bakterien des roten und orangen Komplexes sowohl zur Sondiertiefe
als auch zur Sondierblutung. Diese Assoziation wurde fir A.a. (griner Komplex) nicht
nachgewiesen.

Die in dieser Studie ermittelte signifikant positive Assoziation von P.g. zu T.f. und T.f. zu T.d.
wird durch Ergebnisse von Gmur et al. (1989) bestatigt, die eine strenge Relation zwischen
T.f. und P.g. in Taschen unterschiedlicher Tiefe fanden sowie Socransky et al. (1998), die
P.g., T.f. und T.d. nach Klusteranalyse zum ,roten Komplex“ zusammenfassten. Es wird
vermutet, dass eine Infektion von T.f. einer Besiedlung mit P.g. vorausgeht (Gmur et al. 1998).
Weiterhin wird die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Assoziation von P.g. zu P.i.
insofern bestatigt, dass Bakterien des orangen Komplexes, zu denen auch P.i. zahlt, nicht nur
untereinander, sondern auch in Beziehung zu denen des roten Komplexes standen
(Socransky et al. 1998).

A.a. wurde der vorliegenden Studie signifikant haufiger bei aggressiver Parodontitis
nachgewiesen und war deshalb auch negativ mit dem Patientenalter assoziiert. Die
Bedeutung von A.a. in der Atiologie der aggressiven Parodontitis wurde im Abschnitt 1.1.3.
beschrieben. Die Detektionsfrequenz von T.d. war dagegen bei CP hdher und P.g. und T.f.
waren positiv. mit dem Alter korreliert. P.g. wird als Hauptbakterium der schweren
Erwachsenenparodontitis angesehen (Slots 1986). T.f. wurde am haufigsten bei refraktarer
Parodontitis (Listgarten et al. 1993) nachgewiesen und als Risikofaktor fiir die Progression des
Attachmentverlustes beim Erwachsenen identifiziert (Hamlet et al. 2004). Unterschiede in der
Infektion mit T.d. zwischen chronischer und aggressiver Parodontitis wurden bisher nicht
beschrieben.

Unter Berlicksichtigung der Ergebnisse in Tabelle 19 konnte geschlussfolgert werden, dass
bei der Interpretation von HLA-Assoziationen zu parodontalen Markerkeimen das
Patientenalter, der Attachmentverlust und Korrelationen zwischen den Bakterien zu
bertcksichtigen waren, wahrend das Geschlecht und der Nikotinkonsum die Keimbesiedlung
nur unwesentlich beeinflussten.

In den Ergebnissen wurde auffallig, dass bestimmte in den Voruntersuchungen ermittelte
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HLA-Assoziationen zur Parodontitis gleichermalien auch zu parodontalen Leitkeimen
existierten. HLA-DRB1*13:DRB3*.DQB1*06 wurde im Vergleich zur parodontitisfreien
Kontrollgruppe signifikant haufiger bei AP nachgewiesen (pf 35 % vs. pf 20 %, siehe Abb. 3a)
und war innerhalb der Parodontitisgruppe mit Keimnachweis positiv mit A.a., aber negativ mit
P.i. assoziiert. Somit scheint diese HLA-Kombination die Empfindlichkeit fiir eine Infektion mit
A.a. und P.i. unterschiedlich zu beeinflussen. Die negative Assoziation von HLA-
DRB1*04:DRB4*(DR53):DQB1*06 zu A.a. wird durch Ergebnisse von Hart et al. (1995)
bestatigt, die bei HLA-DR53 positiven Probanden, unabhangig von der parodontalen
Diagnose, eine erhohten IgG,-Titer gegen A.a. fanden, der moglicherweise eine Infektion mit
A.a. eingrenzen kann. Ein Einfluss des HLA-Typs auf die Immunkonzentration von IgA, IgM
und IgE (Modica et al. 1989) und die Starke der Immunreaktivitdt gegen bestimmte bakterielle
Antigene wurde bereits nachgewiesen (Buckley et al. 1973, Greenberg et al. 1975, Gervais et
al. 1984). Dabei kdnnten Kreuzreaktivitaten zwischen mikrobiellen Erregern und HLA im Sinne
einer Mimikry eine Rolle spielen, wie sie beispielsweise flir HLA-B*27 und Klebsiellen
beschrieben wurden (Ebringer 1983, Ebringer et al. 1985, Ebringer and Ghuloom 1986,
Avakian et al. 1980, Benjamin and Parham 1990). Dabei waren Mechanismen der
Kreuztoleranz oder Autoreaktivitat denkbar.

Einige HLA-Marker (HLA-B*44:DRB1*13, HLA-A*33) waren postiv zur Parodontits aber
negativ zu einem der parodontalen Leitkeime assoziiert. Eine mogliche Erklarung dafiir ware,
dass die Infektion mit bestimmten Bakterien zwar begrenzt wird, aber eine hyperreaktive
Immunantwort mit Zerstérung parodontalen Gewebes resultiert. Eine hyperreaktive
Immunantwort wird auch als Ursache fiir die hoéhere Pravalenz schwerer chronischer
Parodontitiden unter Patienten mit positivem IL-1 Polymorphismus angenommen (Kornman et
al. 1997). Weiterhin waren bestimmte HLA-Merkmale negativ zur Parodontitis assoziiert (A*02,
A*09), aber positiv zum Nachweis parodontaler Leitkeime. HLA-A*02 positive Patienten waren
zu 100 % auch P.g. positiv, obwohl dieses HLA-Merkmal, wie schon erlautert, in Kombination
mit HLA-A*03 einen moglichen Resistenzindikator fiir AP darstellt. HLA-A*02 kann somit eine
subgingivale Kolonisation mit P.g. nicht verhindern, aber durch Vermittlung einer suffizienten
Abwehr die Entstehung einer AP. HLA-A*09 positive Patienten waren zu 100 % mit P.g., T.f.
und T.d. infiziert. Dabei hatte das Splitmerkmal HLA-A*24 eine dominante Bedeutung. Fur
HLA-A*24 sind u.a. T-Zellepitope fiir EBV bekannt. (Burrows et al. 1994, Pepperl et al. 1998).
Auf die Bedeutung von EBV-Infektionen in der Atiologie der Parodontitis wurde schon
hingewiesen. Bei den HLA-B Merkmalen existieren etwa zu je 50 % zwei Supermerkmale Bw4
und Bwe6. Diese beeinflussten die adjustierte OR fir eine A.a.-Infektion unterschiedlich, denn
bei HLA-Bw6 positiven Patienten war die OR fiir eine A.a.-Infektion um das achtfache erhoht,
wahrend HLA-Bw4 (homozygot) die OR signifikant verringerte. Interessanterweise
unterdriickte eine Homozygotie fir HLA-Bw4 bei HIV-1 infizierten Individuen die Entwicklung

des ,Acquired Immunodeficiency Syndrome*“ (AIDS) durch Suppression einer HIV-1 Viramie
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mit fehlender Reduktion von CD4 positiven T-Zellen. HLA-Bw4, aber nicht HLA-Bw6
Bindungsmotive, kdnnten als Ligand fir den NK-Zell-Inhibitor-Rezeptor (KIR) fungieren und
dadurch die Apoptose von CD4-Zellen verhindern (Flores-Villanueva et al. 2001). HLA-
B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02 erhohte das Risiko fir eine A.a.-Infektion um das
sechsfache. Die Assoziation von HLA-B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3*:DQB1*02 zum selektiven
IgA-Mangel wurde bereits diskutiert (s.0.).

6. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wiesen die positive bzw. negative Assoziation
bestimmter HLA-Merkmale zur AP und CP nach. Die H6he des Risikos (gemessen als OR),
an einer AP bzw. CP zu erkranken, lag flr positiv assoziierte Merkmale zwischen 2 (HLA-
DRB1*13 zur AP) und 13 (HLA-Cw*08:B*14 zur CP). Damit war es vergleichbar mit dem
Relativen Risiko (RR), das bei HLA-Assoziationen zu anderen Erkrankungen ermittelt wurde,
z.B. HLA-A3 - Idiopathische Hamochromatose RR = 5-12, Morbus Behcet - HLA-B5 RR = 6,
chronische Polyarthritis - HLA-DR4, DR1 RR = 2-4 (Ubersichten bei WaRmuth 1995, Baenkler
1996) oder hereditarer IgA-Defizienz HLA-Cw*08:B*14:DRB1*0102:DQB1*0501, RR = 12
(Machulla et al. 2000). Schon ein RR > 1 deutet eine Assoziation zwischen Erkrankung und
einem HLA-Allel an (Baenkler 1996). Somit kénnte das Merkmal HLA-DRB1*13 oder
Kombinationen mit HLA-DRB1*13 das Risiko fiir eine AP erhéhen, wahrend die Merkmale
HLA-A*30, -A*31 sowie -DRBblank* fiir Protektion stehen. Dagegen scheint insbesondere der
ancestrale Haplotyp HLA-Cw*08:B*14 das Risiko fiir CP zu erhéhen, wahrend HLA-A*03 mit
verminderter Suszeptibilitat einhergeht. Darliber hinaus existierten HLA-Marker (z.B. HLA-
A*33), die generell fir Parodontitis von Bedeutung waren. Unabhéngig vom statistisch
errechneten Risiko fur Parodontitis unterschieden sich die HLA-Marker hinsichtlich ihrer
diagnostischen Relevanz. So war HLA-DRB1*13 zwar gegenlber der gesunden
Kontrollgruppe bei AP-Patienten signifikant haufiger (36 % vs. 21 %), aber 21 von 102
gesunden Kontrollprobanden waren ebenfalls HLA-DRB1*13 positiv, wahrend bei 32 von 50
AP-Patienten HLA-DRB1*13 nicht nachgewiesen wurde. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass
eine sichere Aussage dariliber, ob ein Merkmalstrager erkrankt bzw. bei fehlendem Nachweis
dieses Merkmals dauerhaft vor Krankheit geschitzt bleibt, i. d. R. nicht méglich ist. Dagegen
waren HLA-A*30 und HLA-A*31 bei AP nicht nachweisbar, bei CP entsprach die
Phanotpyfrequenz beider Marker der Normalverteilung (5,88 %) und in der Kontrollgruppe
ohne Parodontitis war der Nachweis beider Marker deutlich erhéht (11,76 %). Somit ist die
Wahrscheinlichkeit fir Trager dieser HLA-Merkmale sehr gering (OR = 0,07), an einer
aggressiven Parodontitis zu erkranken, wobei die Entwicklung einer chronischen Parodontitis
nicht ausgeschlossen ist. Die CP hat in Deutschland unter Erwachsenen eine Pravalenz von

ca. 70% - 80 %, wobei davon ca. 20 % - 40 % schwerere Formen darstellen (vgl. Abb. 1 A und
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B). Die Phanotypfrequenz der zur CP positiv assoziierten HLA-Marker in der
Normalbevoélkerung (HLA-A*11 pf = 8,28 %, HLA-A*33 pf = 1,27 % und HLA-B*14:Cw*08 pf =
5,1 %) bleibt jedoch deutlich darunter, so dass diese HLA-Marker keinen determinierenden
Einfluss auf die Erkrankung haben drften.

In Anbetracht der fehlenden strengen Assoziation bestimmter HLA-Marker zur Parodontitis
(keine Signifikanz nach Bonferroni-Korrektur flir neu ermittelte HLA-Assoziationen) und der
bekannten multifaktoriellen Genese der AP und CP ist davon auszugehen, dass die Gene im
HLA-Komplex keinen Major-Effekt in der Pathogenese beider Erkrankungen ausiben. Es
existieren jedoch deutliche Hinweise darauf, dass sie die subgingivale Kolonisation von
parodontalen Markerbakterien bzw. die Immunantwort beeinflussen. Darauf deuten die in
dieser Studie ermittelten Assoziationen bestimmter Leitkeime zu HLA-Merkmalen hin und die
Identifizierung von T-Zellmotiven, die an HLA-DRB1*1501 und —DRB1*1301 binden kdnnten.
Fir den Nachweis einer HLA-abhangigen antibakteriellen Immunitat ware die Identifizierung
weiterer immundominanter Peptide und Bindungstests zur hypervariablen Region von HLA-
Molekilen notwendig. Aufgrund der Vielzahl méglicher Pathogene (Bakterien, Viren?) und ihr
vorwiegend kommensales Vorkommen ist eine Vorselektion mdglicher immundominanter
Peptidmotife durch Nutzung von Datenbanken zur Epitopvoraussage (SYFPEITHY,
RANKPEP) vor aufwendigen Bindungstests sinnvoll.

7. Zusammenfassung

Bisher gibt es keine sicheren diagnostischen Methoden, um das individuelle Parodontitisrisiko
zu bestimmen oder den Verlauf einer Erkrankung abschatzen zu kénnen. Dieses ware
notwendig, um bereits vor klinisch sichtbarem Attachmentverlust prophylaktische Malinahmen
ergreifen zu kdnnen oder fiir eine mehr individualisierte Therapie mit Vermeidung von Uber-
oder Unterbehandlung. Monogenetische Syndrome, die mit aggressiver Parodontitis bereits im
Milchgebiss einhergehen, ein im Vergleich zur Bevolkerung Uberproportionales Vorkommen
aggressiver Parodontitisformen in einer Familie sowie Zwillingsuntersuchungen an
erwachsenen Patienten mit CP deuten auf die Existenz von polymorphen genetischen
Suszeptibilitats- bzw. Resistenzfaktoren flr chronische und aggressive Parodontitisformen hin.
Durch molekularbiologische Methoden eréffnen sich Mdoglichkeiten, potentielle genetisch-
immunologische Faktoren zu identifizieren, die die individuelle Wirtsantwort auf
parodontpathogene Mikroorganismen beeinflussen koénnten. In diesem Zusammenhang ist
das HLA-System von Bedeutung. HLA-Antigene beschranken die T-lymphozytare
Antigenerkennung, denn die Antigenprédsentation gelingt nur, wenn das Antigenfragment in
Form eines Oligopeptids an ein HLA-Molekil einer antigenprasentierenden Zelle gebunden ist
(Sanderink und Bengel 1995). Bisherige Studien Uber HLA-Assoziationen zur Parodontitis
zeigten teilweise inkonsistente Ergebnisse, bedingt durch Unterschiede in der Definition der

Patientengruppen und vor allem Kontrollprobanden. Weiterhin wurden meistens serologische
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Typisierungstechniken mit Beschrankung auf HLA Klasse I-Merkmale angewandt.

Das Ziel der vorliegenden Studie war deshalb, die Verteilung von HLA-A, -B, -Cw, -DRB1, -
DRB3,4,5 und -DQB1 Merkmalen bei Patienten mit chronischer (N = 102) und generalisierter
aggressiver Parodontitis (N = 50) mit serologischer (MLCT) und molekularbiologischer Technik
(PCR-SSP) zu untersuchen und mit einer Gruppe von Probanden ohne Parodontitis (N = 102)
unter Bertcksichtigung der Normalverteilung der HLA-Merkmale (Blutspendergruppe N = 157)
innerhalb der Population zu vergleichen. Durch den Vergleich der Patientengruppen mit den
Kontrollprobanden sollte ein HLA-abhangiges Risiko fiir Entstehung oder Verhinderung einer
Parodontitis berechnet und diskutiert werden. In einer weiteren Parodontitisgruppe (AP + CP,
N = 68) wurde Uberprift, ob bestimmte HLA-Merkmale mit dem molekularbiologischem

Nachweis von flnf parodontalen Markerkeimen assoziiert waren.

Im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis waren bei AP die Merkmale HLA-A*29 (OR =
6,55) und HLA-DRB1*13 (OR = 2,17) signifikant vermehrt, wahrend HLA-DRBblank*
signifikant seltener vorkam (OR = 0,42) und HLA-A*31 (OR = 0,10) bzw. HLA-A*30 + *31 (OR
= 0,07) nicht nachgewiesen wurden. Nur bei Patientinnen war HLA-A*28 positiv (OR = 5,39)
und HLA-DQB1*05 negativ (OR = 0,28) mit AP assoziiert. Bei CP waren HLA-A*11 (OR =
2,76), HLA-A*33 (OR = 11) und HLA-Cw*08:B*14 (OR = 13,81) signifikant haufiger, wahrend
HLA-A*03 (OR = 0,51) signifikant seltener vorkam. Nur unter CP-Patientinnen war HLA-B*27
verringert (OR = 0,34) und HLA-DQB1*0303 (DQ9) nicht nachweisbar. Einige der angefuhrten
Unterschiede in der Phanotypfrequenz von HLA-Merkmalen konnte auf die Assoziation von
HLA-Kombinationen zur Parodontitis zurtickzufihren sein. HLA-A*28 war in Kombination mit
Cw*07:B*18 und HLA-DRB1*13 in Kombination mit HLA-DRB3*:DQB1*06 bei AP haufiger,
wahrend HLA-DQB1*0302 in Kombination mit HLA-DRB1*04:DRB4* seltener nachweisbar
war. Weiterhin waren die Merkmale HLA-A*11, -Cw*08:B*14 und -DRB1*13 Bestandteil von
drei zur CP positiv assoziierten HLA-Kombinationen. Die im Kopplungsungleichgewicht
stehenden Merkmale HLA-DRB1*15, -DRB5* und —-DQB1*06 kamen bei AP und CP als
Homozygotien von der Tendenz haufiger vor, wahrend eine Homozygotie von HLA-DRBblank*
bei CP signifikant und bei AP von der Tendenz seltener war. Bei HLA-Bw6, HLA-
B*08:Cw*07:DRB1*03:DRB3:DQB1*06 und HLA-DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 positiven
Patienten war die fur Alter, Geschlecht, Rauchen und CALg. adjustierte OR flir eine A.a.-
Infektion signifikant erhéht, wahrend eine Homozygotie des Supermerkmals HLA-Bw4 und die
Kombination HLA-DRB1*04:DRB4*:DQB1*03 diese verringerten. HLA-B*5, HLA-
DRB3*:DRB3* und HLA-Kombinationen mit HLA-DRB1*13 waren mit einem selteneren
Nachweis von P.i. assoziiert. Bei HLA-A*02 und —A*09 positiven Probanden wurde immer P.g.
nachgewiesen bzw. die Bakterien des roten Komplexes P.g., T.f., und T.d..

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine Beteiligung bestimmter einzelner
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HLA-Merkmale, HLA-Homozygotien oder HLA-Kombinationen in der Pathogenese der AP und
CP hin. Die Ergebnisse waren konsistent zu einigen kaukasischen und japanischen Studien.
Dartuber hinaus wurden bisher unbekannte Assoziationen von HLA-Merkmalen zur
Parodontitis beschrieben, die jedoch nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant waren. Der
Pathomechanismus der HLA-Parodontitisassoziation ist unbekannt. Die Relation von HLA-
Merkmalen zur Detektionsfrequenz bestimmter parodontaler Leitkeime und die mdgliche
Bindung eines Peptidfragmentes von Ag53 P.g. an HLA-DRB1*1501 und —-DRB1*1301 deuten
auf eine HLA-abhangige antibakterielle Immunitdt hin. Dabei kdénnte das homozygote
Vorkommen bestimmter auffalliger HLA-Marker mit einer verringerten Anzahl von HLA-Allelen
und damit reduzierter Variabilitat in der Peptidbindung einhergehen. Die Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass bestimmte HLA-Marker als Teil des genetischen Backgrounds die
individuelle Disposition flr eine AP oder CP beinflussen dirften. Aufgrund der ungentigenden
Strenge der Assoziation von HLA-Merkmalen zur Parodontitis ist eine HLA-Typisierung zur
Bestimmung des individuellen Parodontitisrisikos nach heutigem Kenntnisstand noch nicht
geeignet. Longitudinalstudien, Interventionsstudien sowie Studien zur Bindung von
immundominanten Peptiden an HLA-Molekilen waren zur weiteren Aufklarung der
Pathogenese parodontaler Erkrankungen und mdglicherweise Entwicklung neuer

Therapiestrategien erforderlich.
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9. Anlagen

Chemikalien

Ethidiumbromid / Acridinorange - Farbeldsung:

Stammldésung: 50 mg Ethidiumbromid (No. 11615, Fa. Merck, Darmstadt), 15 mg
Acridinorange (No. 15931, Fa. Merck, Darmstadt), 49 ml, 10% EDTA-L6sung (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) in isotonischem Puffer (PBS, Fa. Bica, Frankfurt/O.)

Gebrauchslésung: 1 ml Stammlésung + 9 ml PBS (kihl und dunkel gelagert)

Red Cell Lysis Buffer:

Stammldsung: 12,1 g TRIS (Sigma Chemical Co., St. Louis), 10,2 g MgCl, (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe), 5,8 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt), 5 ml konzentrierte Salzsaure auf 1 | Aqua dest.
beipH=7,6

Gebrauchslosung: (1 x RCLB): Stammldsung 1 : 10 mit Aqua dest. verdiinnen

Elektrophoreseldsung:

Stammlésung: 108 g (0,9 M) TRIS (Fluka AG, Buchs SG, Schweiz), 55 g (0,9 M) Borsaure
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), 40 ml (0,5 M) EDTA mit pH = 8,0 (20 mM EDTA,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe); TRIS-Basis und Borsaure in 700 ml Aqua dest. auflésen, EDTA
zugeben und mit Auqa dest. auf 1 | auffillen

Gebrauchslésung: (1 x TBE): 50 ml Stammldsung + 975 ml Aqua dest.

Blue-Ethidium-Marker:

Ethidiumbromid-Lésung: 1 g Ethidiumbromid (No. 11615, Fa. Merck, Darmstadt) in 100 ml
PBS (Fa. Bica, Frankfurt/O.)

Blue Marker: 2 mg Bromphenolblau (Fa. Merck, Darmstadt) in 10 ml Ficoll (Dichte = 1,076)
(Pharmacia, Uppsala, Schweden)

Blue Marker und Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) im Verhaltnis 10 : 1
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PCR-LOsung:

500 ul 10 x PCR-Puffer (Applied Biosystem, Weiterstadt): 500 mM KCI, 15 mM MgCl, (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe), 100 mM Tris-HCI (pH = 8,3), 0,01% w/v Gelatine)

250 ul Glycerol (99%, Endkonzentration 5%, Fa. Sigma Chemical Co., St. Louis)

350 ul autoklaviertes Aqua dest. (Pharmacia & Upjohn GmbH, Heidelberg)

je 100 pl dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 10 mM, Endkonzentration 200 uM, Applied

Biosystems, Weiterstadt)
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Informationsblatt zur Untersuchung ,,HLA und Parodontitis”

Sehr geehrte/r Frau/Herr

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Studie untersuchen wir, ob ein Zusammenhang
zwischen den Merkmalen des HLA-Systems des Menschen und der Neigung zu aggressiven
Entziindungen des Zahnfleisches besteht. Dazu bendtigen wir eine Blutprobe von Menschen,
die unter solchen Entziindungen leiden bzw. immer gesundes Zahnfleisch haben, sowie deren
Geschlecht und Alter. Der Name wird anonymisiert. Hierzu einige bewulst allgemein

verstandlich gehaltene Erlauterungen der Begriffe:

Das HLA-System umfalt mehrere Gruppen an Merkmalen, die blutgruppenartig Uber die
Einzigartigkeit eines jeden Menschen wachen, indem sie die Resistenz und Anfalligkeit
gegenulber Krankheiten und Krebs sowie die Abwehrstarken und -schwachen gegenlber

Krankheitserregern wesentlich mitbeeinflussen.

Zahnfleischentziindungen kénnen chronisch oder aggressiv verlaufen und letztlich zu
Zahnerkrankungen oder gar zum Zahnausfall fihren. Es sind daran neben einer ganzen Reihe
anderer Ursachen auch verschiedene Mikroorganismen beteiligt. Das HLA-System koénnte
einerseits die Anfalligkeit/Abwehrfahigkeit gegeniber pathogenen Mikroorganismen direkt
mitbestimmen oder/und andererseits indirekt Gber das Immunsystem wirkend Krankheiten

verhindern.
Diese Studie konnte mit zu einer besseren Kenntnis der Vorgange beitragen, die
Zahnfleischentziindungen aggressiv werden lassen. Solche Erkenntnisse fluhren friher oder

spater zu einer Verbesserung der Gesundheitsvorsorge bzw. Krankheitsbekampfung.

Durch lhren Beitrag in Form einer kleinen Blutprobe von 20 ml wirden Sie gemeinsam mit uns

dazu beitragen, neue Erkenntnisse zu erzielen.
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Einverstandnisbogen

Hiermit erklare ich mein Einverstandnis, mir zur Bestimmung meiner HLA-Merkmale eine
kleine Blutprobe von 20 ml abnehmen zu lassen.
Ich gestatte, meine HLA-Merkmale anonymisiert in einer wissenschaftlichen Studie auswerten

zu lassen. Uber den Sinn der Studie wurde ich informiert.

Unterschrift Datum
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10. Thesen

1. Parodontpathogene Bakterien, die die Zahnwurzeloberflachen in Form eines Biofilms
besiedeln, sind der priméare Faktor in der Atiologie entziindlicher Erkrankungen des
Zahnhalteapparates (Parodontitis). Trotz der Omniprasenz der mikrobiellen Plaque
existieren interindividuelle Unterschiede im Verlauf und in der Auspragung der
Parodontitis, die auf Unterschiede in der Wirtsreaktion auf die mikrobielle Plaque

hindeuten.

2. Monogenetische Erkrankungen, die mit schweren Parodontitiden bereits im
Kindesalter einhergehen, das Uberproportional haufige Vorkommen verschiedener
Formen von aggressiven Parodontitiden in einer Familie sowie Zwilings-
untersuchungen mit einer Konkordanzrate von ca. 50 % fir parodontalen
Attachmentverlust deuten auf die Existenz genetischer Risiko- bzw. Resistenzfaktoren

fir Parodontitis hin.

3. Bei der Evaluierung potentieller genetischer Risikofaktoren gewannen auch Studien
zum HLA-System zunehmend an Bedeutung. HLA-Molekile kénnen aufgrund ihrer
hochpolymorphen Peptidbindungsregion die Bindung prozessierter bakterieller Peptide
und damit die T-lymphozytare Antigenerkennung beschranken. Die Ergebnisse
bisheriger Studien zu dieser Thematik sind durch Populations- bzw. ethnische
Unterschiede in der Verteilung der HLA-Merkmale, die Verwendung unterschiedlicher
Kriterien fir die Definition der Patienten- und Kontrollgruppen, eine zu geringe Anzahl
von Erkrankten bzw. Kontrollprobanden mit schwierigem Nachweis seltener HLA-
Merkmale sowie die Uberwiegend nur serologische Bestimmung der HLA-Genprodukte
teilweise inkonsistent. Bis zum Beginn dieser Studie existierte nur eine deutsche Arbeit
einer Berliner Arbeitsgruppe mit Beschrankung auf den serologischen Nachweis von

HLA-Klasse I-Merkmalen bei Patienten mit schwerer Parodontitis.

4. Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mittels serologischer und molekularbiologischer
Methodik sowohl HLA-Klasse |- und —Klasse |I-Merkmale bei Patienten mit aggressiver
Parodontitis und chronischer Parodontitis im Vergleich zu einer parodontitisfreien
Kontrollgruppe zu untersuchen. Im Vergleich zu Studien, die parodontal nicht
untersuchte Blutspender als Kontrollgruppe auswahlten, konnte dadurch der Kontrast
zwischen ,erkrankt* und ,gesund“ wesentlich erhdht werden. Erstmalig wurde
untersucht, ob der Nachweis subgingivaler parodontpathogener Bakterien mit der

Expression bestimmter HLA-Moleklile assoziiert war.

5. Im Vergleich zu Probanden ohne Parodontitis waren die Merkmale HLA-A*29 (p =
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0.040, OR = 6,55) und HLA-DRB1*13 (p = 0.046, OR = 2,17) signifikant positiv mit
dem Auftreten der aggressiven Parodontitis assoziiert, wahrend HLA-DRBblank* (non
DRB3*/DRB4*/DRB5*) signifikant seltener vorkam (p = 0.036, OR = 0,42) und HLA-
A*30+*31 nicht nachgewiesen werden konnte (p = 0,007, OR = 0,07). HLA-A*11 (p =
0,041, OR = 2,76) und HLA-A*33 (p = 0,030, OR = 11,0) waren signifikant haufiger bei
chronischer Parodontitis exprimiert, wahrend HLA-A*03 signifikant (p = 0,039, OR =
0,51) seltener vorkam. Die HLA-Merkmale -A*11, -A*29, -A*30+*31 und —A*33 waren
auch in der Gesamtparodontitisgruppe (AP + CP) auffallig und stellen mdglicherweise

fur Parodontitis Gibergeordnete Risiko- bzw. Resistenzindikatoren da.

6. Nur bei AP-Patientinnen war HLA-A*68/*69(A28) signifikant haufiger wahrend HLA-
DQB1*05 signifikant seltener nachgewiesen wurde. Unter CP-Patientinnen wurde eine
héhere Phanotypfrequenz fir HLA-DQB1*06,06 und -DRB3* bestimmt wahrend HLA-
DQB1*0303 nicht nachgewiesen werden konnte. Offensichtlich existieren bei
Parodontitis geschlechtsabhangige HLA-Assoziationen, die in weiteren Studien zur

Assoziation von HLA zur Parodontitis beachtet werden missen.

7. Die positiv zur aggressiven Parodontitis assoziierte Kombination HLA-
DRB1*13:DRB3*:DQB1*06 war mit einem erhdhten Nachweis von Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A.a.) assoziiert. Der bei aggressiver Parodontitis signifikant
seltener vorkommende Haplotyp HLA-DRB1*04:DRB4*:DQB1*03 zeigte dagegen eine
negative Assoziation zum Nachweis von A.a.. Mdglicherweise konnen Merkmale des
HLA-Systems die subgingivale Kolonisation mit bestimmten parodontalen Leitkeimen

beeinflussen.

8. Der pathophysiologische Hintergrund der Assoziation von HLA-Markern zur
Parodontitis ist unbekannt. Die Relation einzelner HLA-Marker und HLA-
Kombinationen zu parodontalen Leitkeimen sowie die gezeigten Bindungs-
moglichkeiten des aufleren Membranproteins Ag53 von Porphyromonas gingivals an
HLA-DRB1*1501 und —DRB1*1301 deuten auf eine HLA-abhangige antibakterielle

Immunitat hin.

9. HLA-Merkmale kénnen als Teil des genetischen Backgounds die Pathogenese der
Parodontitis beeinflussen, aber nicht deteminieren. Aufgrund der fehlender Strenge
der Assoziation von HLA-Merkmalen zur Parodontitis ist eine HLA-Typisierung zur
Bestimmung des individuellen Parodontitisrisikos nach heutigem Kenntnisstand noch

nicht geeignet.

10. Zur weiteren Aufklarung der Atiologie parodontaler Erkrankungen und méglicherweise
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Entwicklung neuer Therapiestrategien ist die Identifizierung immundominanter und
protektiver Peptide und ihre Bindung an HLA-Molekile in weiteren Studien sinnvoll.
Weiterhin ist der diagnostische Wert der ermittelten HLA-Assoziationen in Longitudi-

nalstudien und Interventionsstudien zu Uberprifen.
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