Aus der Universitatspoliklinik fur Zahnerhaltungskunde und Parodontologie
der Medizinischen Fakultat
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

(Direktor: Prof. Dr. H.-G. Schaller)

Die Bedeutung von Genpolymorphismen des Tumornekrosefaktors alpha bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit als Risikoindikatoren fur

kardiovaskulére Erkrankungen und entziindliche Parodontitiden

Habilitation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium, rerum medicarum habilitatus

(Dr. rer. nat., rer. medic. habil.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle Wittenberg

von Dr. rer. nat. Susanne Schulz
geboren am 14.04.1971 in Halle (Saale)

1. Gutachter: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Sgren Jepsen (Bonn)
2. Gutachter: Prof. Dr. med. Ridiger Christian Braun-Dullaeus (Magdeburg)

Tag der Vorlesung: 09. April 2014 in Halle
Tag der Verteidigung:  13. Mai 2014 in Halle



Fir Helene und Liese



Referat
Zielsetzung In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der genetischen
Konstellation (c.-308G>A, c.-238G>A) des proinflammatorischen Zytokins, Tumor-
nekrosefaktor alpha (TNFa), als Risikoindikator fir schwere Parodontitiden bei Pa-
tienten mit kardiovaskularen Erkrankungen und als prognostischer Marker fur kar-
diovaskulare Sekundarereignisse untersucht werden. Methodik Es wurden in einer
klinischen Studie (Studie A) funktionelle Untersuchungen zur Rolle der TNFa-Poly-
morphismen (SNPs: c.-863C>A, ¢.-857C>T, ¢.-308G>A, c.-238G>A, P84L, IVS3
+51A>G, RFLP, SSCP) auf mRNA- (native Monozyten, kompetitive RT-PCR) und
Proteinebene (Plasma, hsELISA) durchgefiihrt. In einer Fall-Kontrollstudie an 176
Patienten mit schwerer Parodontitis und 91 parodontal Gesunden wurde die Be-
deutung der TNFa-SNP ¢.-308G>A und c.-238G>A als parodontale Risikoindi-
katoren untersucht (Studie B). In einer Longitudinalstudie wurden 1002 kardio-
vaskularen Patienten klinisch und genetisch (TNFoa-Gen c.-308G>A, c.-238G>A)
charakterisiert und nach einem Jahr mittels Fragebogen erneut evaluiert (Studie C).
Ergebnisse Der AG-Genotyp des c.-238G>A Polymorphismus wird mit erhdhten
MRNA-Expression in Monozyten assoziiert, wohingegen auf Proteinebene keine
Assoziation zu genetischen Varianten im TNFa-Gen besteht (Studie A). Risiko-
indikatoren fur eine schwere Parodontitis sind der GG-Genotyp und das G-Allel des
€.-238G>A- und das A-Allel des c¢.-308G>A-TNFa-Polymorphismus (Studie B). Bei
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen ist die genetische Konstellation des
TNFa-Gens (c.-308G>A, ¢.-238G>A) kein Risikoindikator fir das Auftreten einer
schweren Parodontalerkrankung (Studie C). Obwohl inflammatorische Prozesse
und das TNFa im Speziellen bei der koronaren Herzkrankheit eine wichtige Rolle
spielen, sind die TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A keine prognostischen
Marker fur das Auftreten eines kardiovaskularen Sekundarereignisses (Myokard-
infarkt, Schlaganfall, kardiovaskularer Tod). Schlussfolgerungen Obgleich in Vor-
untersuchungen gezeigt worden war, dass SNPs im TNFa-Gen (c.-308G>A, c.-
238G>A) mit dem Auftreten von schweren Parodontitiden assoziiert sind, wurde die
genetische Konstellation nicht als parodontaler Risikoindikator bei kardiovaskularen
Patienten bestatigt. Dartber hinaus besitzen diese TNFa-SNPs keine prog-

nostische Relevanz fir das Auftreten von kardiovaskularen Sekundarereignissen.
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Tumornekrosefaktors alpha bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit als
Risikoindikatoren  fur  kardiovaskulare  Erkrankungen und entzindliche
Parodontitiden. Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 132 Seiten, 2013
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1 Einleitung

1 Einleitung
11 Die biologische Funktion des humanen Tumornekrosefaktors alpha

Der Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine
zentrale Rolle bei verschiedenen biologischen Vorgangen, insbesondere bei der
Aufrechterhaltung der Homoostase des Immunsystems, als Regulator von
Zellaktivierung, Zelldifferenzierung und Zelltod spielt. TNFo ist ein wichtiger
Mediator der akuten und chronischen Entziindungsreaktion. Aus diesem Grund
wird dem TNFo eine grolRe Bedeutung bei der Manifestation, Prognose und

Therapie einer Vielzahl entzindlicher Erkrankungen beigemessen.

111 Die Expression des humanen TNFa

Das Gen fur das humane TNFa ist ein single copy Gen, das auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 6, Position 6p21.3, in unmittelbarer Nahe zum Haupthisto-
kompatibilitatskomplex, einer hochpolymorphen Region des humanen Genoms,
lokalisiert ist.

Eine Vielzahl polymorpher Varianten (,single nucleotide polymorphism* SNP)
wurden innerhalb und in der Néhe des TNFa-Genlokus, insbesondere in der

distalen Promotorregion identifiziert (Abbildung 1).

Humanes TNFa-Gen
12 3 4 5 6 7 8 9
Promotor E1l 11 E2I12E3 13 E4
1: €.-1030T>C 7 c.-308G>A
2: c.-1072C>T 8: C.-244G>A
3: c.-863C>A 9: C.-238G>A
4: c.-857C>T 10: IVS1+318insG
5: c.-572A>C 11: P84L
6: c.-376G>A 12: IVS3+51A>G

Abbildung 1. Schematische Darstellung des TNFa-Gens mit charakterisierten poly-
morphen Varianten [nach (1)]. (E: Exon, I: Intron).



1 Einleitung

Die kodierende Sequenz des TNFa-Gens umfasst etwa 3000 Basenpaare, vier
Exons und drei Introns (2, 3). Die mRNA des humanen TNFa ist 1,5kb lang (4).
TNFa wird als 233 Aminosauren langes und 26kDa schweres Typ-ll-Membran-
protein exprimiert, welches spontan, intrazellular, homotrimere Strukturen ausbildet
(5). Bereits die membranstandige Form des TNFa ist ein biologisch aktives Molekiil
(4, 6, 7). Dabei agiert TNFa sowohl als Ligand als auch als Rezeptor, welcher
seine Antworten im Zell-Zell-Kontakt vermittelt (8). Das membranstandige TNFa
wird durch die Matrix-Metalloproteinase ,TNFa-converting Enzyme® (TACE) zwi-
schen den Aminosauren Alanin (Pos. 76) und Valin (Pos. 77) in seine ldsliche Form
proteolytisch gespalten. Die intrazellulare Doméne wird weiter durch die ,Signal
peptide peptidase-like 2B* (SPPL2B) prozessiert und in den Zellkern transportiert,
wo es vermutlich die Ausschittung von Zytokinen vermittelt (9). Das prozessierte
157 Aminosauren lange und 17kDa schwere losliche TNFa Ubt seine pleiotrope
Wirkung als Homotrimer Uber die TNF-Rezeptoren 1 und 2 (TNF-R1 und TNF-R2)
aus. Die extrazellularen Anteile beider Rezeptoren liegen ebenso als l6sliche Mole-
kile im Serum vor und kénnen Uber TNFa-Bindung, die akute Aktivitat von TNFa
mindern (10). In Abbildung 2 ist die Prozessierung von TNFa schematisch dar-
gestellt. TNFa wird posttranslational modifiziert. Neben Kopplung von Myristinsaure
Uber eine Amidbindung an die Lysine K19 und K20 (11), sind Thioveresterungen an
Cystein C47 (12) beschrieben worden. Ebenso sind Konsensussequenzen fur die

Creatinkinase, Proteinkinase A und C sowie Tyrosinkinase identifiziert worden (13).
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Zellkern

2. Biologische Aktivitat\

1. Biologische Aktivitat

/_____,__-——V

________ ace  —HpSPPL2b
tmMTNFa ,
STNFa
- ><
TNF-R2 TNF-R1
| Todesdomane

3. Biologische Aktivitat

Abbildung 2: Prozessierung und biologische Aktivitat von TNFa. (nach (7)).

Das losliche TNFa (sTNFa) wird aus der membranstandigen Vorlauferform
(tmTNFa) durch das ,TNFa-converting Enzyme*“ (TACE) prozessiert. Mit Hilfe des
»oignal peptide peptidase-like 2B* (SPPL2B) wird die transmembranale Domane
weiter gespalten. Seine biologische Wirkung kann TNFa als homotrimeres,
membranstandiges Protein (1.), als prozessierte und zum Zellkern zuriick
transportierte Domane (2.) und als homotrimeres, l6sliches Protein (3.) austiben.

1.1.2 TNFa vermittelte biologische Prozesse

TNFa wird von einer Vielzahl von humanen Zelltypen als Reaktion auf verschiede
Stimuli exprimiert. Die Synthese von TNFo erfolgt nicht konstitutiv, sondern
unterliegt einer hoch sensiblen Regulation. Jedoch sind vornehmlich Zellen
hamatopoetischen Ursprungs, wie beispielsweise aktivierte Makrophagen und
Monozyten, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, natlrliche
Killerzellen und Mastzellen die Hauptproduzenten von TNFa. Die Aktivierung
erfolgt insbesondere nach Stimulation mit Lipopolysacchariden. Ebenso sind
Zytokine, wie Interferon-y, Interleukin 1 und 2 sowie TNFa selbst potente
Induktoren der TNFa-Synthese. Daruber hinaus wird TNFa u.a. von dentritischen
Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten, Keratinozyten und glatten
Muskelzellen gebildet (1).

TNFa Ubt seine biologische Aktivitat sowohl autokrin als auch parakrin Gber das
Binden an 2 strukturell divergente Membranrezeptoren, TNF-R1 und TNF-R2, aus

3



1 Einleitung

(14). Wahrend der humane TNF-R1 von nahezu allen Zelltypen Kkonstitutiv
exprimiert wird, ist die Expression des TNF-R2 auf CD4+ und CD8+ Lymphozyten,
Endothelzellen, Neuronensubtypen, Mikrogliazellen, Oligodendrozyten, kardiale
Myozyten, humane mesenchymale Stammzellen limitiert (15). An Abbildung 3 sind
die Signaltransduktionswege des TNFa vermittelt durch TNF-R1 und TNF-R2
schematisch dargestellt. Im Allgemeinen fuhrt die Bindung an TNF-R1 zu
apoptotischen Zellvorgangen, wahrend die Bindung an TNF-R2 hauptsachlich mit
Vorgangen der Proliferation und des Uberlebens assoziiert wird. Es wird auch von

einem Rezeptor-,Crosstalk und Uberlappenden Funktionen ausgegangen (16, 17).

TNF-R1 vermittelte Signaltransduktion

Die von TNF-R1 initiierte Signaltransduktionskaskade wird sowohl durch Binden
des membranstandigen als auch des loslichen TNFo ausgeldst (18). Der
intrazellulare Teil des TNF-R1 umfasst eine Protein-Protein-Interaktionsregion, die
so genannte Todesdoméane (19). Nach Ligandenbindung an TNF-R1 und
Abspaltung des an die Todesdomane gebundenen Silencers wird ein
Adapterprotein (,TNF-receptor-associated death domain“: TRADD) rekrutiert, das
an diese Doméane bindet. Im Folgenden werden zum einen Uber das Binden von
FADD (,Fas-associated death domain protein“) und die Aktivierung von Caspasen
Reaktionszyklen angeschaltet, die zur Apoptose fihren. Zum anderen wird
Ubiquitin-vermittelt durch Binden des RIP (,receptor interacting protein®) die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB und die damit verbundene Expression
weiterer Gene mdglich (15, 17, 20, 21). Die TNF-R1 gekoppelte Aktivierung von
NF«B findet innerhalb weniger Minuten statt und normalisiert sich im Verlauf einiger
Stunden (17).

TNF-R2 vermittelte Signaltransduktion

Der TNF-R2 wird hauptsachlich durch membranstandiges TNFa. aktiviert, wahrend
|6sliches TNFa. an den Rezeptor binden, jedoch die Signaltransduktionskaskade
nicht suffizient auslésen kann (18). Uber den kanonischen (klassischen) (22) und
den alternativen Signalweg (23) kann die Induktion von NFkB erfolgen. Im
Gegensatz zur TNF-R1 assoziierten NFxB —Aktivierung kann die durch TNF-R2
vermittelte NFxB —Induktion {ber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten
werden. Nach Bindung von TNFo an den TNF-R2 wird der ,TNF receptor
associated factor 2“ (TRAF2) intrazellular gekoppelt. Nachfolgend werden
Signalwege aktiviert, die zum Uberleben der Zelle fiihren (24) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der TNFa—assoziierten Signalwege:
Entsprechend des Bindens des TNFa an TNF-R1 oder TNF-R2 werden
Signalwege angeschaltet, die zur Apoptose bzw. zum Uberleben der Zelle fiihren
kénnen. (sTNFo: l6sliches TNFa, tmTNFa: membrangebundenes TNFa, TRADD:
»TNF-receptor-associated death domain®, FADD: ,Fas-associated death domain
protein®, RIP: ,receptor interacting protein“, IKK: Inhibitor der kB Kinase, NFkB:
.nuclear factor kB, TRAF2: ,TNF receptor associated factor 2“, TAK: TGFp-
aktivierte Kinase, MKK: Mitogenaktiverte Kinase Kinase, MAPK: Mitogenaktivierte
Proteinkinase, MEKK: Mitogenaktiverte Kinase Kinase Kinase, JNK: Jun-N-terminal
Kinase, AP1: Aktivatorprotein 1).
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Vermittelt durch die Signalwege distal der TNFa-Rezeptoren kann das TNFo an

unterschiedlichen Zielorten verschiedene biologische Wirkungen, wie z.B. die Aus-

schittung weiterer Zytokine, die Expression von Adhasionsmolekilen oder die

Freisetzung prokoagulatorischer Faktoren, austiben (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die biologische Wirkungen von TNFa. (25-27).

Wirkort Biologische Aktivitat

Monozyten Sekretion von TNFaq, Interleukin 1, Interleukin 6

B Zellen Antikérperproduktion

T Zellen Freisetzung von Interleukin 2 und 8, Interferon-y und anderen

Zytokinen

Endothelzellen

Expression von Zytokinen, Adh&asionsmoleklilen, Gerinnungs-
faktoren, Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

Osteoklasten

im Zusammenspiel mit Interleukin 1 — Knochenresorption

Osteoblasten

Inhibierung der Osteoblastendifferenzierung

Myozyten

Proteolyse

Fibroblasten

Aktivierung von Kollagenase, Interferon-y

Adipozyten Hemmung der Lipoproteinlipase
Leber Induktion von Akutphaseproteinen
Gehirn Fieber, Schlaf
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1.2 TNFa als Krankheitsmodulator

Als zentraler Mediator im Entziindungsgeschehen interagiert TNFo. gemeinsam mit
den Interleukinen 1o und 1B sowie Interferon-y mit einer Vielzahl von Zellen des
Immunsystems. TNFoa wird als ein Schliusselfaktor in der Pathogenese von
komplexen Erkrankungen, wie Tumorerkrankungen, neurologische Erkrankungen,
kardiovaskulare Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen sowie metabolischen
Erkrankungen betrachtet (Abbildung 4 (24, 25)).

Tumorerkrankungen

Autoimmunerkrankungen Neurologische Erkrankungen

.
5.
‘Z

Rheumatoide Arthritis

Alzheimer Erkrankung

Psoriasis Epilepsie
Atopische Dermatitis Parkinson Erkrankung
Sklerodermie Depression

Multiple Sklerose

Metabolische Erkrankungen

Chronisch entziindliche

Darmerkrankungen Diabetes mellitus, Typ 2
Sarkoidose Obesitas
Kardiovaskulare Erkrankungen Pulmonale Erkrankungen
Asthma
Atherosklerose Chronische obstruktive
Myokardinfarkt Lungenerkrankung
Osteoporose Parodontitis

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Auswahl durch TNFa beeinflussten
Erkrankungen.

nach: www.prof-sendler.com/tl_files/gallerie/Tumorzelle,
www.implantdentist.co.nz/assets//Recession
www.planet-wissen.de/alltag_gesundheit/krankheiten/diabetes
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1.3 TNFa und Parodontitis

13.1 Parodontitis als entziindliche Erkrankung

Parodontitis wird als chronische infektios entziindliche Erkrankung des Zahnhalte-
apparates beschrieben. Als Ausloser wird die mikrobielle Plaque betrachtet. Jedoch
fuhrt diese erst im Zusammenspiel mit der wirtsspezifischen lokalen Immunantwort
zur Manifestation der Erkrankung (28, 29). Die Progression der Parodontitis ist
durch eine Entgleisung der Gewebshomdostase gekennzeichnet, die zum Abbau
der Bindegewebsmatrix und zur Resorption des Alveolarknochens fihrt (Abbildung
5).

Bedingt durch bakterielle Peptide, wie Lipopolysaccharide (LPS) und N-Formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FLMP) und vermittelt durch das wirtseigene
Komplementsystem (vor allem C5a) werden polymorphkernige neutrophile Granu-
lozyten (PMNs) zum Ort des entzundlichen Geschehens gelockt. Diese setzen
Entzindungsmediatoren wie Leukotriene (Leukotrien B4: LTB4), Prostaglandine
(Prostaglandin E2: PGE;) und bioaktive Lipide (Plattchenaktivierender Faktor: PAF)
frei. Monozyten und aktiverte Makrophagen sezernieren ebenfalls Zytokine,
Chemokine und bioaktive Lipide, die die weiteren Abbauprozesse beférdern.

Von PMNs und gingivalen Fibroblasten sezernierte Proteasen, insbesondere
Matrixmetalloproteasen (MMPs), greifen die extrazellulare Matrix an und tragen
durch Kollagenabbau zum Remodelling des parodontalen Gewebes bei (30). Die
Wirkung der MMPs unterliegt einer hoch sensiblen Regulation durch spezifische
Gewebeinhibitoren der MMPs (TIMPs) (31). In der Pathogenese der Parodontitis
kann eine Imbalance zwischen MMP (hohe Expression) und TIMP (geringe
Expression) vorliegen (32, 33). Dadurch kommt es zum verstarkten Abbau der
extrazellularen Matrix und damit zur weiteren Destruktion des parodontalen
Bindegewebes.

Fur die Resorption des Alveolarknochens scheint dariiber hinaus das
Zusammenspiel von knochenabbauenden (vermittelt durch Osteoklasten) und -
aufbauenden (vermittelt durch Osteoblasten) Prozessen von Bedeutung zu sein
(29). Der Schlusselregulator der Osteoklastenaktivierung ist der Rezeptor-Aktivator
des nuklearen Faktors kB (RANK) und dessen Ligand (RANKL). RANK wird von
Praosteoklasten exprimiert, die durch Binden des Liganden RANKL zu aktivierten
Osteoklasten differenzieren (34). Als Regulator dieses Prozesses fungiert Osteo-
protegerin (OPG), das als loslicher Rezeptor ebenfalls RANKL binden und abbauen
kann. Fir die erhohte osteolytische Aktivitat beim Voranschreiten parodontaler
Verénderungen ist die Imbalance zwischen Expression von RANKL und OPG von

entscheidender Bedeutung (35, 36). Kajiya et al. belegten im Zellmodel, dass ein
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erhohter RANKL/OPG-Quotient zu einer verstarkten Osteoklastenaktivierung und
damit zu einer erhdhten Knochenresorption fihrt (37).

Mikrobielle £%

Zahn

Fibroblasten

LPS e tjo ine o
COVE ) o)
Qf,MMF’S

TIMP

RANKL
Kollagenabbau @

praOsteokIast %
Osteoblast

Osteoklast

Resorption des
Alveolarknochens

Abbildung 5: Schematische Darstellung der zellularen und molekularen Prozesse,
die unter Einbeziehung der wirtsspezifischen Immunantwort die Progression der
Parodontitis  beférdern.  (LPS:  bakterielle  Lipopolysaccharide, = PMNs:
polymorphkernige neutrophile Granulozyten, MMPs: Matrixmetalloproteasen,
TIMPs: Gewebeinhibitoren der MMPs, RANKL: Ligand des Rezeptor-Aktivators des
nuklearen Faktors kB, OPG: Osteoprotegerin),

adaptiert nach http://www.dimensionsofdentalhygiene.com/ddhright.aspx?id=4466

1.3.2 Die Bedeutung des TNFa in der Pathogenese der Parodontitis

Dem proinflammatorischen TNFa kommt im Rahmen des parodontalen
Entzindungsgeschehens eine wichtige Bedeutung bei. In Tierexperimenten an
Ratten und Primaten wurde klar belegt, dass TNFa eine zentrale Rolle sowohl beim
Verlust des parodontalen Bindegewebsattachments als auch bei der Resorption
des Alveolarknochens spielt (28, 38).

Eine erhthte Expression des TNFa wurde in der Sulkusflissigkeit und im parodon-
talen Gewebe von Parodontitispatienten nachgewiesen (39-42). Ebenso zeigten
Duarte et al. in einer klinischen Studie an Patienten mit Periimplantitis, dass der
TNFo-Spiegel von der Schwere der parodontalen Erkrankung abhangig ist (43).
TNFo wird im Parodont durch aktivierte Makrophagen, PMNs, und Fibroblasten

sezerniert. Der Tumornekrosefaktor induziert die Expression von endothelialen

9
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Adhasionsmolekiilen. Dies beférdert die lokale Aktivierung des GefaRendothels
und die Infiltration weiterer Immunzellen (44). Daruber hinaus werden, vermittelt
durch TNFo, Granulozyten aktiviert und dadurch ihre phagozytische und
sekretorische Funktion erhoht (44). TNFa stimuliert eine Vielzahl von Zellen zur
Expression weiterer proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1f und IL-6, die zur Auf-
rechterhaltung des entziindlichen parodontalen Geschehens beitragen (28, 29, 45).
Des Weiteren wurde TNFa als ein Aktivator von MMPs charakterisiert, die eine
wichtige Rolle beim Abbau des parodontalen Bindegewebes spielen (46). TNFa
befdrdert auch die Expression von RANK und RANKL, denen eine entscheidende
Bedeutung bei der Resorption des Alveolarknochens beigemessen wird. Im
Tierexperiment wurde gezeigt, dass das Knockout des TNF-R1 zu einer
signifikanten Verringerung sowohl von MMPs als auch von RANKL fiihrt. Damit ver-
bunden war ein geringerer Verlust des Alveolarknochens verglichen mit Tieren
(Ratten) ohne TNF-R1 Knockout (47). Darliber hinaus wirkt TNFa in Synergie mit
RANKL auch direkt auf die Préosteoklasten ein und fordert damit die

Osteoklastogenese (48, 49).

1.4 TNFa und koronare Herzerkrankung

1.4.1 Die Rolle inflammatorischer Prozesse bei koronaren Herzerkrankungen
Die vaskulare Entziindung steht im Mittelpunkt des heutigen Verstandnisses der
Pathogenese der koronaren Herzerkrankung (50-52). Inflammatorische Prozesse
tragen zur Entstehung, Progression und Instabilitit von atherosklerostischen
Plaques bei, die haufig Ausléser von koronaren Herzerkrankungen sind. Jedoch
sind die Schritte, die zur Ausbildung der ersten Anzeichen einer
atherosklerotischen Plaque, den sogenannten ,Fatty Streaks®, fiihren bisher nicht
vollstdndig verstanden. Seit langem wird bereits die verstarkte endotheliale
Expression von Zelladhasionsmolekilen (VCAM-1, ICAM) als frlhes Zeichen einer
veranderten immunologischen Situation in der GefaBwand angesehen (53, 54).
Das Zelladhasionsmolekil VCAM-1 wird verstarkt an Stellen exprimiert, die
rheologischen Besonderheiten, dem Einwandern von oxidiertem oder enzymatisch
verandertem Lipiden und/oder dem lokalen Einwirken von immunologischen
Faktoren unterliegen (55-57). Vermittelt durch Chemokine und Zytokine binden
Monozyten und T-Zellen an VCAM-1 und wandern in die Intima ein (58, 59). Die
Monozyten differenzieren zu Makrophagen, die eine Vielzahl von Rezeptoren,
einschliellich ,Scavenger® Rezeptoren exprimieren. Durch die Akkumulation
veranderter Lipide und deren Internalisierung Uber die ,Scavanger‘ Rezeptoren

bilden sich Schaumzellen aus (60). Wahrenddessen werden T-Zellen aktiviert, die

10



1 Einleitung

Interferon-y als zentralen inflammatorischen Mediator produzieren. Vermittelt durch
Interferon-y werden proinflammatorische Zytokine, wie TNFa, Interleukin 6 und
Interleukin 1a,B exprimiert, die das Fortschreiten des inflammatorischen Prozesses
beglnstigen. Interferon-y spielt dartber hinaus eine wichtige Rolle beim Re-
krutieren weiterer Makrophagen und T-Lymphozyten, unterstitzt die Lipidaufnahme
durch die Makrophagen und begunstigt somit die Bildung von Schaumzellen (61).
Weitere durch Interferon-y beférderte Prozesse greifen in die Kollagensynthese und
in die Proliferation bzw. Infiltration der glatten Muskelzellen in die Plaque ein und
unterstutzen den Fortgang der atherosklerostischen Veranderungen (62-64).

Von den T-Zellen und den aktivierten Makrophagen ausgeschiittete Faktoren
reduzieren die Stabilitat der atherosklerotischen Plaque und induzieren Proteasen,
die die extrazellulare Matrix degradieren. Darlber hinaus produzieren diese Zellen
prothrombotische und prokoagulante Faktoren, die direkt die Thrombusbildung
befordern kénnen (65, 66). In Abbildung 6 sind die Wege, die zur Entwicklung der
atherosklerotischen Plaque beitragen, schematisch dargestellit.

Aus den Erkenntnissen der klinischen Forschung lasst sich resimieren, dass
Entzindungsprozesse sowohl die Manifestation, die Progression und letztendlich

auch die Prognose der koronaren Herzerkrankung beeinflussen durften.

—— / T-zellad h'a'siorﬁ@ 0
<P?E?r}) \End -migration/ ]

Monozytenadhasion
und -migration

C_Intima )

Aufnahme tber
Scavanger Rezeptoren

Lipidtropfen

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Entwicklung einer atherosklerotischen
Plaque. adaptiert nach Szekanecz et al., 2009 (67).
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1.4.2 Die Wirkung des TNFa in der Pathogenese koronarer Herzerkrankungen
Proinflammatorische Zytokine, wie z.B. TNFa, spielen eine ursachliche Rolle bei
der Entstehung und dem Voranschreiten von koronaren Herzerkrankungen.

TNFa wird von Zellen exprimiert, denen eine wichtige Bedeutung bei der Initiation
der koronaren Entziindungsreaktion beigemessen wird. Dartiber hinaus wird TNFa
aber auch von den kardialen Myozyten selbst sezerniert (68). Die TNFa-Produktion
wird als Antwort auf verschiedene pathophysiologische Veranderungen am Herzen,
wie z.B. Myokardinfarkt (69), stabile und instabile Angina pectoris (70),
Herzinsuffizienz (71) oder durch myokardiale Reperfusionsschaden (68) bzw.
kardiopulmonale  Bypass-Operationen  (68) aktiviert. Im Verlauf einer
Herzinsuffizienz kdnnen verschiedene Prozesse die Bildung und die Sekretion von
TNFa fordern (72). Dazu zahlen u.a. eine Hypoxie (73), die Stimulation von B-
adrenergen Rezeptoren (74), eine Laktatazidose (75) oder die Komplement-
aktivierung (76). Diese Ergebnisse deuten auf eine krankheitsassoziierte Erhéhung
der TNFa-Expression hin. Im Einklang dazu wurde im Tierexperiment gezeigt, dass
TNFa-Knockout Mause vor Ischamie und Reperfusionsschaden geschitzt sind
(77). Demgegenuber wurde in anderen Studien an TNFa-Knockout Mausen kein
Zusammenhang zwischen InfarktgroRe und TNFa-Verfugbarkeit gezeigt (78-80).
Jedoch resultierte im Tierversuch die Gabe von TNFa-Antikérpern bei Ratten und
Kaninchen in der Reduktion der Infarktgré3e bzw. in einer Verbesserung nach
Ischamie (81, 82). Paradoxerweise fuhrten jedoch Versuche TNFa bei Patienten
mit  Herzinsuffizienz zu neutralisieren zu einer Verschlechterung des
Krankheitsbildes (83).

Diese recht widersprichlichen Ergebnisse konnten zum einen durch unter-
schiedliches Bindungsverhalten an die beiden Rezeptoren und die damit
verbundene Aktivierung differenter Sighalwege zu erklaren sein. In verschiedenen
Studien wurde fur den TNFoa-R1 eine kardiotoxische und fur den TNFa-R2 eine
kardioprotektive Wirkung postuliert (80, 84, 85). Eine in vitro Studie an Mausherzen
belegte, dass TNFa Uber TNFa-R1 die kontraktile Dysfunktion unterstitzt. Im
Einklang dazu wurde durch Knockout des TNFa-R1 eine kardioprotektive Wirkung
des TNFa nachgewiesen (86). Darlber hinaus wurde im Tierexperiment gezeigt,
dass die Aktivierung von TNFa-R2 den kardioprotektiven Effekt des TNFa verstarkt
(87). Uber den SAFE (,survivor activating factor enhancement®)-Signal-
transduktionsweg werden nach Binden von TNFo an TNFa-R2 die Januskinase
und der Transkriptionsfaktor STAT3 (,signal transducer and activator of

transcription 3“) aktiviert und die Transkription sowohl im Nukleus als auch im
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Mitochondrium angeschaltet. Uber einen negativen Feedbackmechanismus
vermittelt durch SOCS3 (,suppressor of cytokine signalling®) wird dieser Signalweg
kontrolliert (88-90) (Abbildung 7). In Knockout-Experimenten wurde gezeigt, dass
die moderate Aktivierung des SAFE-Signalweges fur die kardioprotektive Wirkung
von entscheidender Bedeutung ist (79, 91). Eine extensive Stimulierung des
Sighalweges jedoch (bt einen schadigenden Einfluss aus.

STAT3

Aktiverung der
Transkription

Abbildung 7: Schematische Darstellung des ,Survivor activating factor
enhancement® (SAFE) Signaltransduktionsweg im Herzen. (JAK: Januskinase,
STATS3: ,signal transducer and activator of transcription 3%, SOCS3: ,suppressor of
cytokine signalling®). adaptiert nach Lecour et al., 2009 (89).

Im Einklang dazu koénnte die TNFo-Konzentration ausschlaggebend fiur dessen
Wirkung sein (89). Es wird vermutet, dass in geringen Konzentrationen (0,5ng/ml,
in vitro) TNFa als Signalmolekul wirkt, wohingegen hohe Konzentrationen an TNFa.
zu irreversibler Zellschadigung (10-20ng/ml, in vitro) fuhren kénnen (84). Im
Tierexperiment wurde gezeigt, dass ausschlieBlich geringe TNFa-Mengen (Gabe
von 0,1ug TNFa je kg Korpergewicht der Ratte) die Infarktschwere verringern (92).
Hoch konzentrierte Anti-TNFa Gaben koénnten zur nahezu vollstdndigen
Suppression von zirkulierendem TNFa fuhren. Dadurch wirde mdéglicherweise die
kardioprotektive Wirkung von geringen TNFoa-Mengen unterbunden.

Diese Uberlegungen konnten zum Teil erklaren, warum die Anti-TNFa-Therapien
bei Herzinsuffizienz kontroverse Resultate zeigten. In einer kleinen randomisierten
klinischen Studie wurde bei einmaliger intravendser Gabe des TNFa-Inhibitors
Etanercept bei Patienten mit Herzinsuffizienzklasse NYHA Il (NYHA: ,New York

Heart Association) eine Verbesserung der Lebensqualitat verzeichnet (93). Jedoch
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sind die Ergebnisse dieser Studie als vorlaufig zu betrachten, da in jede der 3
Gruppen (Gabe von 1, 4, bzw. 10 mg/m? Etanercept) nur jeweils 6 Patienten einge-
schlossen wurden. Im Gegensatz zu dieser vorklinischen Studie wurde in grol3 an-
gelegten, randomisierten plazebokontrollierten Studien (RENEWEL,
RENAISSANCE, RECOVER) bei Gabe von Etanercept keine kardioprotektive
Wirkung bei Patienten mit NYHA 1I-IV gezeigt (94).

15 Wechselwirkungen zwischen parodontalen und kardiovaskuléaren
Erkrankungen — mdgliche Implikation des TNFa
151 Klinische Studien
Bereits seit dem Altertum werden Zusammenh&nge zwischen entzindlichen
Prozessen in der Mundhdhle und weiteren systemischen Erkrankungen vermutet.
Bis heute ist diese Fragestellung aktuell (95). In den spaten 80er Jahren des 20.
Jahrhunderts begann man Studien durchzufihren, in denen die moglichen
Auswirkungen oraler Infektionen auf kardiovaskulare Erkrankungen systematisch
untersucht wurden (96). Eine Vielzahl von klinischen Assoziationsstudien wurde
durchgefuhrt, deren Ziel es war, die Bedeutung von parodontalen Entziindungen
fur das Risiko und die Prognose von koronaren Herzerkrankungen aufzuklaren.
Diese Studien belegten ein statistisch signifikantes jedoch nur moderat erhéhtes re-
latives Risiko fir Parodontitispatienten auch kardiovaskular zu erkranken (97, 98).
Humphrey et al. zeigten in ihrer Metaanalyse, dass diese in einer GroRenordnung
von 124- (95% Konfidenzintervall: 1,01-1,51) bis 1,34fache (95%
Konfidenzintervall: 1,01-1,51) liegt (99). In einer weiteren Metaanalyse ermittelten
Janket et al. ebenfalls unter Patienten mit Parodontitis nur ein gering erhéhtes
Risiko (1,19; 95% Konfidenzintervall: 1,08-1,32) fur kardiovaskuléare Ereignisse.
(100).
In weiteren Studien wurde die Bedeutung der subgingivalen bakteriellen
Besiedlung fur Koronarereignisse untersucht. In diesen Studien wurden positive
Assoziationen zwischen dem Vorkommen an parodontopathogenen Bakterien und
kardiovaskularen Erkrankungen nachgewiesen (101-104).
Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen dieser Studien vermuten, dass
die Parodontitis einen moglichen Risikofaktor flir kardiovaskulare Erkrankungen

darstellt.
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1.5.2 Biologische Plausibilitat des postulierten Zusammenhangs zwischen Paro-
dontitiden und kardiovaskularen Erkrankungen

Als primarer &tiologischer Faktor fur Parodontitiden wird die bakterielle Infektion
Uber die mikrobielle Plaque angesehen. Das Einwandern der oralen Bakterien in
den Blutstrom wird als zentrales Ereignis zur Erklarung der Assoziation zwischen
Parodontitis und kardiovaskularen Erkrankungen betrachtet (105). In klinischen
Studien wurde bereits das Vorkommen von DNA, die von oralen Bakterien
stammite, in atherosklerotischen Plaques gezeigt (106-108). Dartiber hinaus wiesen
Padilla et al. bei Parodontitispatienten korrespondierende Befunde sowohl in
atherosklerotischen Plaques als auch im subgingivalen Biofilm nach anaerober
Kultivierung und anschlieBender PCR hinsichtlich A.actinomycetemcomitans nach
(109). Ebenso gelang es Kozarov et al. lebensfahige A.actinomycetemcomitans
und P.gingivalis Spezies in atheromatésen Plaques von Parodontitispatienten zu
isolieren (110). Es ist jedoch bisher ungeklart, ob das Vorhandensein der
parodontpathogenen Bakterien zur Progression der Atherosklerose beitragt, oder
ob es sich um einen Zufallsbefund handelt. Einige in vitro-Daten untermauern die
These der direkten Beteiligung von parodontalen Bakterien an der Progression von
kardiovaskularen Erkrankungen. Es wurde z.B. im Zellmodell gezeigt, dass
P.gingivalis Stamme in Anwesenheit von LDL deren Aufnahme durch Makrophagen
induzieren und somit die Schaumzellbildung triggern (111). P.gingivalis wurde als
Ausléser von proatherogenen und proinflammatorischen Prozesse beschrieben
(112, 113).

Es wird vermutet, dass eine transiente Bakteriamie hervorgerufen durch Mikrover-
letzungen, direkt zum Eindringen von parodontpathogen Bakterien in vaskulére
Endothelzellen fihren kann. In-vitro-Untersuchungen belegen, dass einige
P.gingivalis Stamme in der Lage sind ins Endothel der Aorta einzudringen und dort
Zu persistieren (114, 115). Dies konnte zur Entwicklung einer endothelialen
Dysfunktion, einem Schlisselereignis in der Manifestation und Progression von
kardiovaskularen Erkrankungen, beitragen. Die endotheliale Dysfunktion wird asso-
Ziiert mit erhohten prokoagulanten Eigenschaften, mit der Adhasion von mono-
nuklearen Zellen und mit verstarkter Expression von Adhasionsmolekiilen,
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen.

Darliber hinaus kénnten parodontopathogene Bakterien auch mit Thrombozyten
interagieren, die eine wichtige Rolle bei der Immunantwort spielen. Die Thrombo-
zyten konnten zum einen durch Auslésen der Immunantwort oder durch direktes
Binden der Bakterien aktiviert werden. Zum anderen kdnnten parodontopathogene

Bakterien Botenstoffe sezernieren, die zur Thrombozytenaktivierung fiilhren (116).
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In vitro wurde gezeigt, dass P.gingivalis Stamme die Thrombozytenaggregation
Uber TLR2-abh&nginge Signaltransduktionswege induzieren (98, 117). Die
Thrombozytenaktivierung kann zur Pathogenese von atherosklerotischen Gefal3-
wandveranderungen sowohl durch Thrombusbildung als auch durch verstéarkte
Expression von inflammatorischen Zytokinen beitragen (118).

153 Systemische Inflammation als Schnittstelle zwischen Parodontitis und
kardiovaskularen Erkrankungen - Bedeutung des TNFa

Sowohl bei parodontalen als auch bei kardiovaskuldren Erkrankungen spielt die
Entziindung eine wichtige Rolle bei der Manifestation und Progression der
Erkrankung. In diesem Sinne wird vermutet, dass inflammatorische Mediatoren, die
im Verlauf der Parodontitis produziert werden, sich systemisch auf das
Fortschreiten von weiteren entzundlichen Erkrankungen auswirken konnen. Eine
Vielzahl von Studien belegte, dass Patienten mit schwerer Parodontitis erhdhte
Spiegel systemischer Entziindungsmarker (z.B. IL-6, C-reaktives Protein (CRP),
TNFa) aufweisen (40, 119-121). In epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass
das kardiovaskulare Risiko mit erhéhten Spiegeln an Zytokinen, wie IL-1, IL-6,
TNFa, und Akutphaseproteinen, wie dem CRP, assoziiert ist (122, 123).

Auch kénnte die Freisetzung parodontaler Bakterien und/oder bakterielle LPS in die
Zirkulation die systemische Entzindungsantwort unterstitzen. Neben der
Aktivierung von Entzindungszellen koénnte LPS auch die Progression der
Atherosklerose durch Erhéhung des oxidativen Stresses und durch Beeinflussung
des Lipidmetabolismus vorantreiben (124).

Zur Abklarung der Bedeutung von Parodontitis auf die Expression von
systemischen Entzindungsmarkern und die Herzgesundheit wurden parodontale
Interventionsstudien durchgefiihrt. Als Kurzzeitwirkung der parodontalen Therapie
(bis zu einer Woche nach Therapie) wurde eine Erhéhung der systemischen
Immunantwort verbunden mit einer endothelialen Dysfunktion gezeigt (125-127). In
Langzeituntersuchungen wurde jedoch eine Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion nachgewiesen (127, 128). Die Langzeitdaten beziiglich der
systemischen Entziindungsmarker hingegen sind kontrovers. In klinischen Studien
an Patienten mit schwerer und/oder generalisierter Parodontitis wurde nach
Parodontaltherapie eine Verringerung der Expression der Entziindungsmarker
TNFa und IL-17 (129) bzw. CRP und IL-6 (130) nachgewiesen. Diese Ergebnisse
stehen in Einklang mit der These, dass eine Erhohung der Inflammationslast bei
kardiovaskularen Erkrankungen durch parodontale Entziindungen hervorgerufen

sein konnte. In anderen klinischen Studien wurde jedoch bei Patienten mit
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chronischer Parodontitis keine Reduktion von TNFa und IL-6 gezeigt (131). Als
eine mogliche Grundlage fir das unterschiedliche Ansprechen der Patienten auf
die Parodontaltherapie werden genetische Besonderheiten diskutiert. So wurde fur
SNPs im TNFa- als auch im IL-1- und IL-6-Gen gezeigt, dass die Mdglichkeit eines
Individuums einen Vorteil aus der Parodontaltherapie zu ziehen, u.a. abhangig von
der individuellen genetischen Ausstattung ist (132).

1.6 Genpolymorphismen in der Atiologie multifaktorieller Erkrankungen
Die Atiologie multifaktorieller Erkrankungen, zu denen entziindliche Parodontitiden
und auch kardiovaskuldre Erkrankungen zéhlen, ist durch das individuell unter-
schiedlich gewichtete, komplexe Zusammenwirken einer Vielzahl exogener und
endogener Faktoren gekennzeichnet. Die Manifestation, der Verlauf und die
Prognose multifaktorieller Erkrankungen werden durch den Lebensstil (z.B.
Rauchen, Stress, Erndhrung), Umweltfaktoren (z.B. Exposition zu Noxen) aber
auch durch genetische Faktoren beeinflusst. Im Gegensatz zu monogenen
Erkrankungen, bei denen ein abberantes Gen bereits zur Auspragung der
Erkrankung fuhrt (z.B. genetische Abweichungen im Phenylalanin-Hydroxylase-
Gen bei Phenylketonurie), sind multifaktorielle Erkrankungen gekennzeichnet durch
eine additive Wirkung genetischer Veranderungen in einer Vielzahl von Genen.
Genmutationen koénnen je nach Lage im Genom verschiedene funktionelle
Wirkungen ausliben und die Pathogenese von Erkrankungen beeinflussen (133).
Durch Genmutationen konnen Proteine in ihrer Funktion veréandert sein (z.B.
Ausfall oder Austausch von Aminosauren, Leserasterverschiebungen,
Splicingmutationen). Dartiber hinaus kénnen Mutationen in regulatorisch wichtigen
Genregionen, wie z.B. im Promotor, zur Erhéhung oder zur Verminderung der
Transkriptionsrate des Gens und damit zu einer veranderten Verfligbarkeit des
biologisch wirksamen Proteins filhren. Sind von diesen funktionell wichtigen Mu-
tationen Gene betroffen die Schllisselpositionen im Stoffwechselgeschehen
einnehmen, so koénnen die polymorphen Verdnderungen zum Entgleisen der

Homoostase und zur Manifestation von Erkrankungen beitragen.

1.6.1 Bedeutung von polymorphen Besonderheiten im TNFa-Gen:

Funktionelle Auswirkungen von SNPs im TNFa-Gen
Im TNFa-Gen sind eine Vielzahl von polymorphen Veranderungen bekannt (siehe
Abb. 1). Aufgrund der besonderen Funktion des TNFa bei inflammatorischen Pro-
zessen wurde die Bedeutung von TNFa-Polymorphismen in Assoziation zu ver-

schiedenen Erkrankungen mit inflammatorischer Pathogenese intensiv erforscht.
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Die beiden am haufigsten untersuchten genomischen Varianten sind die Promotor-
Polymorphismen ¢.-308G>A und c.-238G>A. Als Grundlage einer krankheits-
bezogenen Assoziation wurde deren mogliche funktionelle Auswirkung auf die
TNFa-Expression diskutiert. Fir beide SNPs wurden jedoch diesbeziglich

kontroverse Ergebnisse erzielt ((134, 135),Tabelle 2).

Tabelle 2: Funktionelle Untersuchungen zu c.-308G>A und c¢.-238G>A im TNFa-
Promotor (PMA: Phorbol 12-Myristat 13-Acetat, LPS: Lipopolysaccharid).
Ergebnis Zitation

c.-308G>A

in-vitro-Studien:  Transfektionsanalysen zur Bestimmung der TNFao-

Promotoraktivitat

keine allelspezifischen Unterschiede in | (136)
Chloramphenicol Acetyltransferase Expression

in Jurkat und Raji Zellen

A-Allelspezifische erhéhte Expression nach | (137)
PMA-Stimulation (Jurkat und U937 Zellen)

A-Allelspezifische  erhdhte  Chloramphenicol | (138)
Acetyltransferase Expression in humanen B-

Zellen

A-Allelspezifische erhéhte Expression nach | (139)
PMA-Stimulation (U937, Jurkat, Raji Zellen)
A-Allelspezifische erhdhte Expression in Jurkat | (140)

Zellen
ex-vivo-Studien
humane keine genotypspezifischen Unterschiede in | (141-
mononukledre | TNFa-mRNA Expression 144)
Zellen A-Allelspezifische erniedrigte  TNFa. mRNA- | (144)

Expression bei rheumatoider Arthritis
A-Allelspezifische  erhohte  TNFa  mRNA- | (145)

Expression bei ankylosierender Spondylitis

Stimulation mit Conca A: keine | (146)
genotypspezifischen Unterschiede bei
Gesunden, A-Allelspezifisch erhdhte TNFa
Protein-Expression bei Lebertransplantierten

A-Allelspezifische  erhohte  TNFa  Protein- | (147)

Expression bei Dermatomyositis
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humane keine genotypspezifische Assoziation zur TNFa | (148,

Blutkulturen Protein-Expression ~ nach  LPS-Stimulation | 149)
(Gesunden, Meningitis)
A-Allelspezifische  erhohte  TNFa  mRNA- | (150)
Expression bei Non-Hodgkin-Lymphom nach
LPS-Stimulation
A-Allelspezifische  erhohte TNFa  Protein- | (151,
Expression nach LPS-Stimulation 152)

Plasma keine genotypspezifische Assoziation zur TNFa- | (141,
Expression 153)
Assoziation der TNFa-Proteinexpression zum | (154)
Genotyp (chronisch entzundlicher
Darmerkrankung)

€.-238G>A

in-vitro-Studien:  Transfektionsanalysen zur Bestimmung der TNFao-

Promotoraktivitat
keine allelspezifischen Unterschiede in Jurkat | (155)
und Raji Zellen
erniedrigte TNFa Expression bei Vorliegen des | (156)
A-Allels (Raji und Jurkat Zellen)

ex-vivo-Studien

humane keine genotypspezifische Assoziation zur TNFa- | (135,

mononukleare | Proteinexpression nach LPS-Stimulation 157)

Zellen
GG-Genotypspezifische Erhthung der mRNA- | (144)
Expression bei rheumatoider Arthritis
erhdhte TNFoa-mRNA Expression bei AG- | (141)
Genotyp

humane keine genotypspezifische Assoziation zur TNFa- | (149,

Blutkulturen Proteinexpression nach LPS-Stimulation 158)
genotypspezifische  Assoziation zur TNFa- | (148)
Proteinexpression nach LPS-Stimulation

Plasma keine genotypspezifische Assoziation zur TNFa- | (159,
Proteinexpression (Septischer Schock) 160)
AG-Genotypspezifische Erhohung der TNFa- | (161)

Proteinexpression bei Sarkoidose
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1.6.2 Die TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A und parodontale Er-
krankungen
In klinischen Assoziationsstudien wurde die Bedeutung der TNFa-Polymorphismen
€.-308G>A und c.-238G>A bei chronischer bzw. aggressiver Parodontitis intensiv
untersucht (162, 163). Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tber durchgefiihrte Fall-
Kontrollstudien. Die meisten klinischen Studien belegten keine Assoziation der c.-
308G>A- oder c.-238G>A -SNP zu schweren Parodontitiden. Nur in 3 Studien
wurde ein Zusammenhang zwischen dem c¢.-308G>A Polymorphismus und
aggressiver Parodontitis (tlrkischen Patienten (164)), adulter (heute chronische
Parodontitis) (Kaukasier (165)) bzw. schwerer Parodontitis gezeigt (166). Allen
Studien gemeinsam ist jedoch die geringe Fallzahl von Patienten und Kontrollen.

Tabelle 3: Fall-Kontrollstudien zur Assoziation zwischen TNFa-SNPs c.-308G>A
bzw. c.-238G>A und aggressiver bzw. chronischer Parodontitis.

ethnische Patienten vs. Assoziation zu Zitation
Zugehdarigkeit Kontrollen Parodontitis
aggressive Parodontitis
c.-308G>A Kaukasier 69 vs. 52 - (167)
Kaukasier 51 vs. 100 - (168)
Asiaten 46 vs.104 - (169)
Tlrken 35vs.85 + (164)
C.-238G>A Kaukasier 69 vs. 52 - (167)
Asiaten 46 vs.104 - (169)
chronische Parodontitis
c.-308G>A Kaukasier 20 vs. 45 + (165)
Chinesen 65 vs. 96 + (166)
Kaukasier 132 vs. 114 - (170)
Kaukasier 81 vs. 80 - (a71)
Kaukasier 60 vs. 39 - a72)
Kaukasier 57 vs. 100 - (168)
Kaukasier 56 vs. 90 - a73)
Kaukasier 51 vs. 178 - (a74)
Kaukasier 54 vs. 52 - (167)
Brasilianer 74 vs. 51 - (a75)
Japaner 64 vs. 64 - (176)
Gemischt 90 vs. 264 - @77
C.-238G>A Kaukasier 32 vs. 32 - (178)
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Kaukasier 54 vs. 52 - (167)
Japaner 64 vs. 64 - (176)
Gemischt 90 vs. 264 - a77)

1.6.3 Die genetischen Varianten c.-308G>A und c.-238G>A im TNFa-Gen und
deren Rolle bei koronaren Herzerkrankungen

In klinischen Studien wurden mdogliche Assoziationen zwischen den Promotorpoly-
morphismen ¢.-308G>A und c.-238G>A und der Manifestation bzw. Progression
von koronaren Herzerkrankungen untersucht (179, 180). Seit Herrmann et al. in
einer klinischen Studie fur Trager des A-Allels des c.-308G>A Polymorphismus ein
1,43fach erhéhtes Myokardinfarkt-Risiko beschrieben hat (181), wurde eine Viel-
zahl von Studien durchgefihrt, die eine mogliche genetische Assoziation dieses
Polymorphismus zur koronaren Herzerkrankung belegen sollten. Allerdings waren
die Ergebnisse dieser Studien hoch kontrovers. In einer von Zhang et al. (180)
durchgefuhrten Metaanalyse wurden 9 Studien an kaukasischen Patienten mit My-
okardinfarkt (Patienten: n=4336 vs. Kontrollen: n=4073) (181-189) und 10 Studien
an kaukasischen Patienten mit Koronarstenose (Patienten: n=3380 vs. Kontrollen:
n=2310) (183-185, 190-196) ausgewertet. Im Ergebnis dieser Metaanalyse wurde
fur Patienten kaukasischen Ursprungs keine genotypabhangige Assoziation sowohl
zum Auftreten eines Myokardinfarktes (Odds Ratio: 1,00; 95% Konfidenzintervall:
0,86-1,17) als auch zur Koronarstenose (Odds Ratio: 1,05; 95% Konfidenzintervall:
0,87-1,26) gezeigt. Bertcksichtigt man jedoch die multifaktorielle Pathogenese der
Erkrankung durch Einbeziehung weiterer koronarer Risikofaktoren in die
statistischen Berechnungen, so wurden 5 Studien ausgewertet fiir die adjustierten
Odds Ratios vorlagen (Patienten: n=2125 vs. Kontrollen: n=1761) (181, 187, 188,
193, 196). Hierbei zeigte sich, dass A-Alleltrager kaukasischen Ursprungs ein
1,5fach erhdhtes koronares Risiko trugen (Odds Ratio: 1,50; 95%
Konfidenzintervall: 1,23-1,77). Die Studien wiesen untereinander keine signifikante
Heterogenitat auf (X,°=2,49, p=0,65).

Auch zur Klarung der Bedeutung des c.-238G>A Polymorphismus fiir koronare
Herzerkrankung wurden klinische Studien durchgeftihrt. Daten der ECTIM-Studie
(641 Myokardinfarkt-Patienten vs. 710 Kontrollen) belegen keinen Zusammenhang
dieses Polymorphismus und dem Auftreten eines Myokardinfarktes (181). Auch in
weiteren Studien wurde keine Assoziation zum Myokardinfarkt gezeigt (197, 198).
Zur Schwere der koronaren Erkrankung wurde fur den c.-238G>A Polymorphismus
kein Zusammenhang ermittelt (190). Ebenso wurde bei Patienten mit ischamischer

Herzkrankheit keine Assoziation zur genetischen Konstellation belegt (199).
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2 Zielstellung

Zielstellung

Bereits seit langerer Zeit werden Assoziationen zwischen parodontalen und kardio-

vaskularen Erkrankungen vermutet. Eine Vielzahl von klinischen Studien belegt die

Bedeutung von entzundlichen Prozessen bei der Manifestation und Progression

beider Erkrankungen. Dem proinflammatorischen Tumornekrosefaktor alpha wird

im entzindlichen Geschehen eine Schliisselposition beigemessen. Polymor-

phismen im Gen fir TNFa werden als Ursache fir funktionelle Expressions-

unterschiede diskutiert. Sie konnten eine mogliche Schnittstelle zwischen paro-

dontalen und kardiovaskularen Erkrankungen bilden.

1.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zunachst in funktionellen Vorunter-
suchungen die Bedeutung von polymorphen Veranderungen im TNFo-
Gen (c.-863C>A, <¢.-857C>T, «¢.-308G>A, c.-238G>A, P84L,
IVS3+51A>G) fur dessen transkriptorische und translatorische
Expression zu analysieren. Fir die Expressionsuntersuchungen standen
Monozyten (mMRNA-Expression) und Plasma (Protein-Expression) von
angiografisch charakterisierten Koronarpatienten des mitteldeutschen
Raums zur Verfugung (Studie A).

In weiteren Voruntersuchungen sollte die Bedeutung der TNFo-Poly-
morphismen c¢.-308G>A und c¢.-238G>A, einschlielich der Genotyp-,
Allel- und Haplotypfrequenzen, fir das Auftreten von schweren
Parodontitiden (aggressive und chronische) fir Kaukasier im
mitteldeutschen Raum bewertet werden (Studie B).

In einer Querschnittsstudie an einer weiteren Kohorte angiographisch
charakterisierter Koronarpatienten des mitteldeutschen Raums sollte die
Bedeutung der Polymorphismen ¢.-308G>A und c.-238G>A fir das
Auftreten von schweren Parodontitiden untersucht werden (Studie C).
An diesem Untersuchungskollektiv sollten mdogliche Assoziationen
zwischen  klinischen Markern der Parodontitis  (subgingivale
Keimbelastung, Plagueindex,  Sulkusblutung auf  Sondierung,
Sondierungstiefe und klinischer Attachmentverlust) und den TNFa-
Polymorphismen c.-308G>A und c.-238G>A untersucht werden.

In einer Longitudinaluntersuchung am selben Untersuchungskollektiv
sollte die prognostische Bedeutung der genetischen Marker ¢.-308G>A
und c.-238G>A fur das Auftreten eines weiteren kardiovaskularen
Ereignisses uberpriift werden. Hierfir wurde ein Follow-up nach Ablauf

eines Jahres durchgefihrt.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

Von allen in die vorliegenden Studien eingeschlossenen Patienten wurden Einver-
standniserklarungen zur Einbeziehung in die jeweilige Studie und zur Durchfiihrung
von Genanalysen eingeholt. Es lagen fir alle durchgefiihrten Untersuchungen
positive Voten der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
vor. Alle Personen waren vom gleichen ethnisch-europiden Ursprung und hatten
das 18. Lebensjahr vollendet.

3.1.1 Koronarpatienten fur funktionelle Voruntersuchungen zum TNFa auf
transkriptorischer und translatorischer Ebene — Studie A
Far funktionelle Untersuchungen zum TNFa wurden 194 Klinisch, biochemisch und
angiographisch gut charakterisierte Patienten der Klinik fir Innere Medizin III der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg (Prof. Dr. med. K. Werdan)
eingeschlossen. Als hamodynamisch signifikant wurden Stenosen der grof3en
epikardialen GefalRe von mehr als 70% und des linken Hauptstammes von mehr
als 50% angesehen. Neben der erweiterten biochemischen (Erfassung von
metabolischen und hamostaseologischen Parametern im Zentrallabor der
Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) und
klinischen Befundung der Patienten wurden die Patienten durch ein erweitertes
Diagnosespektrum charakterisiert. Dazu gehorten die detaillierte anamnestische
Erfassung von familiaren Risiken, Erkrankungen, externe Risikofaktoren wie z.B.
Rauchen und kdérperliche Aktivitdt sowie ein Interview nach halbstandardisierten
Fragebogen. In Tabelle 4 sind klinische und biochemische Besonderheiten der

Koronarpatienten zusammengefasst.

Tabelle 4: Klinische und biochemische Charakterisierung der Koronarpatienten. Die
Referenzwerte entsprechend den Bezugswerten des Zentrallabors der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg (MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung).

Koronarpatienten  Referenzwerte
(n=194)
Demographische Parameter
Alter* in Jahre (MW=SD) 51,5+9,1
Geschlecht (weibl. %) 28,4
Raucher (%) 74,4
Body Mass Index* in kg/m? (MW+SD) 27,11+£3,9 <249
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Vorerkrankungen
angiographisch gesicherte 49,5
Koronarstenose (%)
Diabetes mellitus (%) 15,1
Hypertonie (%) 47,1
Adipositas (%) 49
Rheumatoide Arthritis (%) 0

Biochemische Parameter

Inflammatorische Marker

C-reaktives Protein** in mg/I 14,31+28,8 <5

(MW+SD)

Harnsaure mannl.* in umol/l 361,6+83,1 200-420

(MW+SD)

Harnséure weibl.* in umol/l (MWSD) 290,4+87,9 140-340

Leukozyten** in Gpt/l (MWzSD) 7,1+2,1 3,8-9,8
Faktoren des Lipidstoffwechsels

Apo Al mannl.* in g/l (MWSD) 1,3740,2 0,8-1,75

Apo Al weibl.* in g/l (MW£SD) 1,47+0,2 0,9-1,9

Apo B*in g/l (MW=SD) 1,22+0,3 0,8-1,4

Total-Cholesterol* in mmol/I 57+1,2 <5,2

(MWzSD)

HDL-Cholesterol mannl.* in mmol/l 1,3+0,4 >0,9

(MW£SD)

HDL-Cholesterol weibl.* in mmol/l 1,5+0,4 >1,1

(MWSD)

LDL-Cholesterol* in mmol/l (MW+SD) 3,5+1,1 <3,9

Lipoprotein (a)** in g/l (MW£SD) 0,25+0,3 <0,2

Triglyzeride** in mmol/l (MW+SD) 2,01+1,7 <2,3
Faktoren der Koagulation und Fibrinolyse-Balance

Plasminogen* in % (MW+SD) 118,94+25,7 75-140

Plasminogen Aktivator Inhibitor** in 3,2+2.6 <3,5

U/ml (MW=SD)

Fibrinogen* in g/l (MW+SD) 3,4+0,9 1,54

Glukose** in mmol/l (MW=SD) 5,415 3,33-5,55

* Normalverteilung
** Kkeine Normalverteilung
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3.1.2 Parodontitispatienten und parodontitisfreie Kontrollprobanden fur die
Pilotstudie ,Assoziation von Besonderheiten im Gen fir TNFoa und
Parodontitiden® — Studie B

In diese Pilotstudie wurden 167 Parodontitispatienten (schwere chronische

Parodontitis: n=77, schwere aggressive Parodontitis: n=90) und 91 parodontitisfreie

Kontrollprobanden der Universitatspoliklinik fur Zahnerhaltungskunde und

Parodontologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg eingeschlossen.

Ausgeschlossen wurden schwangere Probanden, Probanden mit medikamentds

induzierter Gingivahyperplasie, Probanden die innerhalb der letzten 6 Monate eine

systematische Parodontaltherapie oder eine Antibiotikatherapie erhielten sowie

Probanden die unter chronischer Medikation mit antiinflammatorischen

Medikamenten standen. Weiterhin wurden Probanden ausgeschlossen, die unter

Erkrankungen litten, fur die eine Assoziation zur Parodontitis bekannt ist (z.B.

Diabetes mellitus, Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, HIV-Infektion,

Lupus Erythematosus, Behcet-Erkrankung, Morbus Crohn, akute Infektionen in der

Mundhohle). Wahrend der Anamnese wurden familidre Risiken sowie die

momentane Medikation und der Raucherstatus erfasst. Die klinische Untersuchung

umfasste die Bestimmung des approximalen Plagueindex (200), des prozentualen

Anteils von Zahnen mit Sulkusblutung nach Sondierung sowie die Bestimmung der

Mittelwerte fur Sondiertiefe und Kklinischen Attachmentverlust, wobei nur die

Maximalwerte pro Zahn nach 6-Punktmessung in die Berechnungen eingingen.

Schwere chronische Parodontitis wurde diagnostiziert, wenn bei Patienten bei

mindestens 30% der Zahne eine Sondiertiefe von 4mm gemessen wurde und der

klinische Attachmentverlust in Assoziation zu lokalen Faktoren (mikrobiologische

Zahnauflagerungen, mineralisierte supra- und subgingivale Plague). Patienten mit

schwerer aggressiver Parodontitis zeigten einen Erkrankungsbeginn vor dem 35.

Lebensjahr. In einigen Fallen wurden auch Probanden eingeschlossen, die zum

Untersuchungszeitpunkt alter als 35 Jahre waren, wenn aufgrund anamnestischer

Angaben oder aus Aalteren Rontgenbildern ein aggressiver Erkrankungsverlauf

wahrscheinlich war. Es wurde ein Missverhaltnis zwischen lokalen Faktoren und

dem Ausmald des klinischen Attachmentverlustes diagnostiziert. Als parodontal
gesund wurden Probanden eingruppiert, die ein Attachmentverlust von < 3,5mm
aufzeigten, mit Ausnahme von Pseudotaschen z.B. im oberen Molarenbereich,

Attachmentverlust durch Uberhangende Fillungsrander oder Rezessionen durch

Putztraumata. In diese Gruppe eingeschlossen wurden Probanden mit einem

Mindestalter von 30 Jahren. Die Klassifikation der Patienten erfolgte in
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Ubereinstimmung mit den Empfehlungen von Armitage et al., 1999 (201). In
Tabelle 5 sind die klinischen Besonderheiten der Patienten aufgelistet.

Tabelle 5: Klinische Charakterisierung der Studienpatienten in Abh&angigkeit von
der parodontalen Diagnose (CP: chronische Parodontitis, AP: aggressive
Parodontitis, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung).

Patienten Patienten  Parodontitisfreie
mit CP mit AP Kontrollen
(n=77) (n=90) (n=91)
Demographische Parameter
Alter in Jahre (MWSD) 49,03+9,2 40,59,7** 46,66+11,1
Geschlecht (weibl. %) 62,3 63,3 52,7
Raucher (%) 23,7 35,6+ 20,9
Familiare Haufung * (%) 42,0%** 56,8*** 8,8
Klinische parodontologische Parameter
Approximaler Plaqueindex 55,9+30,8**  49,6+31,3 47,21+21.2
(%)
Sondierungstiefe (mm) 5,1+1,3** 5,6+1,5** 2,62+0,7
Sulkusblutung auf 69,1+27,5** 76,5+26,7** 45,85+24,1
Sondierung (%)
Klinischer Attachmentverlust ~ 5,8+1,6** 6,5+1,5** 2,97+0,8
(mm)
Subgingivale Besiedlung mit Parodontpathogenen
A. actinomycetemcomitans 33,8%** 40,0%** 17,6
(%)
P. gingivalis (%) 83,1*** 75,6%** 22,0
P. intermedia (%) 61,0%** 58,9%** 30,8
T. forsythia (%) 96,1*** 85,6*** 67,0
T. denticola (%) 97,4%** 85,6*** 61,5

* familiare Haufigkeit der Parodontalerkrankung; nach anamnestischer Angabe,
wenn Familienmitglied 1.Grades frihzeitigen Zahnverlust durch Zahnlockerung
erlitt

** p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Normalverteilung: Statistische
Auswertung mittels parametrischer Tests, keine Normalverteilung: nicht
paramterische Tests)

**+ n<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Chi®>-Test mit Yates Korrektur oder
exakter Test nach Fisher bei erwarteten Werten <5)
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3.1.3 Koronarpatienten fir die Studie ,Parodontitis als Risikofaktor flr koronare
Sekundarereignisse” — Studie C

Das Einschlusskriterium fir diese Studie bildete eine angiographisch
nachgewiesene Koronarstenose von > 50% mindestens einer dominanten
Herzkranzarterie. Die Koronarpatienten (n=1002) wurden von Oktober 2009 bis
Februar 2011 an der Klinik flr Innere Medizin 1l der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg (Prof. Dr. med. K. Werdan) untersucht. Ausgeschlossen wurden
Patienten die nach Beurteilung des Priufarztes unter Krankheiten oder
Funktionsstorungen litten, die die Teilnahme an dieser klinischen Studie nicht er-
laubten. Des Weiteren wurden Patienten ausgeschlossen die innerhalb der letzten
30 Tage an einer klinischen Prifung teilgenommen hatten. Eine Antibiotika-
Therapie innerhalb der letzten 3 Monate, Schwangerschaft, die Einnahme von
Medikamenten, die zu Gingivahyperplasien fiihren (Hydantoin, Nifedipin, Cyclo-
sporin A u.a.), parodontale Therapien innerhalb der letzten 6 Monate
(subgingivales Scaling, Kirrettagen, Lappen-OPs), sowie Zahnlosigkeit flhrte
ebenfalls zum Ausschluss aus der Studie.

Die kardiologische Untersuchung der Patienten umfasste routinemafige Unter-
suchungen einschlie3lich Langzeit EKG, erweiterte biochemische Labordiagnostik
(durchgefiihrt im Zentrallabor der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) und Echokardiographie. Des Weiteren gehérte dazu
die detaillierte anamnestische Erfassung von familiaren Risiken, Erkrankungen und
externen Risikofaktoren (z.B. Rauchen) durch Interview nach halbstandardisiertem
Fragebogen. Dartber hinaus wurde der Zahn- und Parodontalstatus erhoben
(Tabelle 6). Die Exposition ,Parodontale Erkrankung®“ wurde definiert durch das
Auftreten von approximalen Attachmentverlust von = 3mm bei = 2 nicht
benachbarten Zahnen gemessen mit einer druckkalibrierten Sonde (DB764R
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) entsprechend den Empfehlungen
von Tonetti und Claffey (202).

Im Rahmen des Follow-ups wurden alle Patienten nach Ablauf eines Jahres erneut
befragt. Hierfir wurden alle Patienten mit der Bitte um Ausfillung und
Zurtcksenden eines ausfihrlichen Fragebogens postalisch kontaktiert. Bei
Patienten, bei denen keine postalische Riickantwort erfolgte, war es notwendig die
Informationen telefonisch zu erfragen. Bei Versterben eines Patienten wurden die
zuletzt behandelnden Hauséarzte oder Kliniken bzw. die Standesamter beziiglich

der Todesursache kontaktiert.
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Tabelle 6: Parodontale Untersuchungen.
Parodontale Anamnese

Haufigkeit des Zahneputzens/Tag
Haufigkeit des Zahnarztbesuches/Jahr
Raucherstatus

Familidare Haufigkeit von Parodontitiden

zahnarztlicher Befund
Kariesstatus
Anzahl karioser, gefillter und fehlender Zahne (DMF-Index)

Mundhygiene
Erfassung des Plaqueindexes nach Silness und Loe (203)

Sulkusblutung nach Sondierung entsprechend Ainamo und Bay (204)
4 Punktmessung, 30 sec. warten, dann messen: Anzahl der Zahnflachen
mit Sulkusblutung x 100/Anzahl Zahnflachen

Pravalenz und Ausdehnung der Parodontitis
Mittelwert Sondiertiefe (hdchster Wert/Zahn nach 6-Punktmessung)
Mittelwert Attachmentverlust (hdchster Wert/Zahn nach 6-Punktmessung)
Prozentuale Erfassung von Sites mit Attachmentverlust < 3mm
Prozentuale Erfassung von Sites mit Attachmentverlust 3-5mm
Prozentuale Erfassung von Sites mit Attachmentverlust >55mm
Prasenz von Attachmentverlust 23mm in = 2 nicht benachbarten Zahnen
(sensitive Parodontitisdiagnose)
Prasenz von Attachmentverlust 2 5mm in = 30% der Zahne (qualitative

Parodontitisdiagnostik

Ausschluss von anderen Ursachen flir Parodontitis
Attachmentverlust durch traumatisches Zahneputzen

Attachmentverlust durch tGiberhdngende Kronen und Fullungen

Mikrobiologischer Befund

Erfassung von Sondiertiefe und Attachmentverlust an 4 Proben-
entnahmestellen pro Patient (Plagueproben aus jeweils tiefster Zahn-
fleischtasche jedes Quadranten gepoolt in ein Eppendorfréhrchen)

Molekularbiologischer Nachweis von Markerkeimen fiir Parodontitis:
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevo-
tella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Peptostrepto-
coccus micros, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eu-

bacterium nodatum, Eikenella corrodens, Capnocytophaga ssp.
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3.2.1

Tabelle 7: Verwendete Geréte.

Gerate

3 Patienten, Material und Methoden

Firmen

Gerate

AGS (Heidelberg)

UV-Transilluminator

Amersham-Pharmacia (Freiburg)

Horizontalelektrophorese  Multiphor I,
PVDF-Membran,
Ultrospec lll, Rontgenfilm

UV-Spektrometer

Bender und Hobein AG (Bruchsal)

Vortex Genie2™

BD Bioscience (Heidelberg)

BD FACS-Vantage SE

Bioplex® Strehlau und Kruse

GmbH (Freiburg)

Elektrophoresekammer flr Agarosegele

Carl-Zeiss (Oberkochen)

Mikroskop Axioskop 20

Eppendorf (Hamburg)

Thermozykler Gradient (mit Heizdeckel)

Fein-Optik (Bad Blankenburg)

Neubauer-Zahlkammer

Heidolph Instruments (Schwabach)

Schittler Unimax 1010, Inkubator 1000

Heraeus (Hanau)

Begasungsbrutschrank, Zentrifuge

Biofuge 28 RS, Zentrifuge fresco

Molecular Dynamics GmbH | LASER-Densitometer
(Krefeld)
Serva (Heidelberg) ,Blue Power Quick” (Stromversorger),

~Multiple Gelcaster”,

SLT (Schweiz)

ELISA-,Reader’ EAR 400

3.2.2

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien.

Chemikalien und Enzyme

Firmen

Chemikalien

AGS (Heidelberg)

TriStar Reagent™

Aldrich (Steinheim)

Isopropanol, Magnesiumchlorid

Amersham-Pharmacia (Freiburg)

Bromphenolblau,
Ethidiumbromid,
(RNAguard)

Desoxyribonukleotide,
RNAse-Inhibitor

New England Biolabs (Schwalbach)

Restriktionsenzym Ddel

Biozym (Oldendorf)

Agarose

Eppendorf (Hamburg)

Tag-Polymerase (subgingivale Keimbe-

stimmung)

Fermentas (Leon-Rot)

Tag-Polymerase (Haplotypbestimmung)
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Gibco BRL (Eggenstein)

100-Basenpaar-Leiter,
NycoPrep™ 1.068

DNA-Masseleiter,

Invitek (Berlin)

Tag-Polymerase (Polymorphismus-

Untersuchung)

Laborchemie Apolda GmbH (Apolda)

Giemsa-Ldosung, Methanol, Salzséaure,

May-Griinwald-Lésung

LKB (Bromma, Schweden)

Repelsilan

Merck (Darmstadt)

Essigsaure, Dinatrium-Hydrogenphosphat,
Formaldehyd, Kaliumchlorid, Kalium-Di-
hydrogenphosphat, Kaliumtartrat, Kupfer-
Natriumazid,

sulfat, Natriumcarbonat,

Natrium-Dihydrogenphosphat, Natrium-
Hydrogenkarbonat, Natriumperchlorat,

Silbernitrat, Trichloressigsaure,

Oncor Appligene (Heidelberg)

Phenol

Perkin Elmer Cop. (Norwalk, USA)

Blue Dextran

Promega GmbH (Mannheim)

AMV-Reverse-Transkriptase, Tag-

Polymerase (kompetitive Untersuchungen)

Quiagen GmbH (Hilden)

QIAquick Gel Extraktion Kit, QlAamp DNA
Mini Kit, QIAamp blood DNA Mini Kit

Roth (Karlsruhe)

Acrylamidlésung, Bisacrylamidlésung, Bor-
saure, Chloroform, Dextran 500, Ethanol,
Glyzerin, Natrium-
chlorid,

methyl)-aminomethan

Natriumborhydrid,
Natriumhydroxid, Tris-(hydroxy-
(Tris), Guanidin-

hydrochlorid

R&D Systems (Berlin)

Quantikine™ HS-Kit fir human TNFa.

Seromed Biochrom KG (Berlin)

Natriumpyruvat,

Serva (Heidelberg)

Ammoniumpersulfat, Rinderserumalbumin,
(DAPI),
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
Glyzin, Sodiumdodecylsulfat (SDS)

4’,6’-Diamidino-2-phenylindol

Sigma (Deisenhofen)

Diazobicyclo-(2,2,2)-oktan (DABCO),
Formamid, Saccharose,
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED),

Xylenzyanol

Natriumazetat,
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3.2.3 Puffer
Tabelle 9: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung.
Puffer Zusammensetzung
1 x PBS 0,8M Na,HPO,, 20mM NaH,PO,, 100mM
NaCl
0,5x TBE 45mM Tris-HCI, 45mM Borsaure, 0,5mM

EDTA, pH 8,3

Puffer fur Dde |

MgCl;, 1mM Dithiothreitol, pH 7,9

100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM

Puffer fir Tag-Polymerase

Eppendorf (Hamburg)

pH 8.3, 15mM Mg(OAc),

1,5mM MgCl;, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI

Fermentas (Leon-Rot)

Tris-HCI pH 8,8, 0,01% Tween

2mM MgC|2, 20mM (NH4)2804, 75mM

Invitek (Berlin)

Tris-HCI pH 8,8, 0,1% Tween

1,5mM MgC|2, 16mM (NH4)2804, 50mM

Promega (Mannheim)

20mM Tris-HCI pH 8,4

1,5M MgCl,, 0,05% W-1, 50mM KCl,

Puffer fir Reverse Transkriptase

Spermidin

50mM Tris-HCI, pH 8,3 50mM KCI, 10mM
MgCl,, 10mM Dithiothreitol, 0,5mM

3.24 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Gibco BRL (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 10: Ubersicht tiber die verwendeten Oligonukleotide.

Primersequenz 5’ ... 3’

Genetische Untersuchungen zum TNFa

C.-863C>A forward: 5’ - AGC AAT GGG TAG GAG AAT GT -3
reverse: 5’ - CAG TGT GTG GCC ATATCT TC -3’
c.-857C>T forward: 5’ - AGC AAT GGG TAG GAG AAT GT -3
reverse: 5’ - CAG TGT GTG GCC ATATCT TC -3’
c.-308G>A forward: 5’ - TAT CTT TTT CCT GCATCC TG - 3’
reverse: 5’ - CTG ATT TGT GTG TAG GACCC -3
C.-238G>A forward: 5’ - TTG GAA AGT TGG GGA CACAC -3
reverse: 5’ - ATC AGT CAG TGG CCC AGA AG -3’
P84L forward: 5’ - GGT CTCAGC TTTTTC TTT TC - 3’
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reverse: 5 - CAAGTT CCA AGA CACATCCT -3
IVS3+51A>G forward: 5’ - GCT CTG AGG ATG TGT CTT GG -3’
reverse: 5- CTC AGC GAG TCCTTCTCACA-3

Kompetitive Untersuchungen zum TNFo-Gen
RT-Primer 5 -CAATGATCC CAAAGTAGACCTGCCC -3

Adapter-Primer 5 - AAG AAG ACAGTC CTGATC GTG GCAGGC G -3
Kompetitive PCR forward: 5’ - GGC GCT CCC CAA GAAGACAG -3’
reverse: 5 - GGC CGATTGATCTCAGCGCT -3

3.3 Methoden fur funktionelle Voruntersuchungen zum TNFa auf
transkriptorischer und translatorischer Ebene — Studie A
3.3.1 Genetische Untersuchungen zum TNFa
Isolation von genomischer DNA
9 ml ventsen Blutes wurden mit einer EDTA-Monovette enthommen und bis zur
DNA-Isolation kuihl gelagert. Die DNA-Isolation erfolgte mittels des QlAamp DNA
Blood Mini Kits. 200ul Blut wurden nach Zugabe von 20ul Proteinase K und 200l
Puffer AL 15min bei 56°C zur Lyse der Zell- und Kernmembran schiittelnd
inkubiert. Nach Hinzufligen von 200ul Ethanol wurde die DNA durch Zentrifugation
(1 min bei 8000rpm) an ein Saulchen gebunden. Danach wurde die gebundene
DNA 2-mal mit Puffer AW1 und AW2 gewaschen und trocken zentrifugiert. Die
DNA wurde mit 200ul Aqua dest. nach 5mintiger Inkubation durch Zentrifugation
(Imin, 13000rpm) von der Saule eluiert.
Gaben die Patienten kein Einverstandnis zur Blutenthnahme so wurde die DNA aus
Mundschleimhaut mittels Sample Collection Swab gewonnen. Nach Abbursten der
Wangeninnenseite wurde das Swab in ein Tube mit 400ul 1xPBS uberfihrt. Nach
Zugabe von 20ul Proteinase K und 400ul Puffer AL wurde der Ansatz bei 56°C
15min inkubiert. Die Isolation der DNA erfolgte im Weiteren wie oben angegeben.
Die so erhaltene DNA wurde mit 110ul Aqua dest. eluiert und die Konzentration im

Spektrophotometer entsprechend der Formel:

C=0Dyo*E*V C - Konzentration der DNA bzw. RNA (ng/ul)
ODyeo - Absorption bei 260nm
E - Extinktionskoeffizient (DNA: 50ng/ul, RNA: 40ng/ul)
\% - Verdinnung der Messldsung

bestimmt. Die DNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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Genotypisierung von polymorphen Varianten im TNFo-Gen

Grundlage fiur die genetischen Untersuchungen bildete die Sequenz des humanen
TNFa-Gen (Genbank: Z15026). Fur die Vorstudien der vorliegende Arbeit wurden
in TNFa-Gen folgende Polymorphismen bestimmt: ¢.-863C>A (rs181370386), c.-
857C>T (rs1799724), c¢.-308G>A (rs1800629), c.-238G>A (rs361525), P84L
(rs4645843), und IVS3+51A>G (bisher nicht in Genbank erfasst) (141).

Die PCR-Reaktionen erfolgten unter Standard-Bedingungen (5min bei 95°C, 28
Zyklen: Denaturierung 30sec bei 92°C, 30sec Annealing bei Temperaturen
zwischen 46°C und 51°C, Elongation 30sec bei 72°C, letzte Extension 5min bei
72°C) im Thermocycler Eppendorf Gradient mit Heizdeckel. Das Gesamtvolumen
eines PCR-Ansatzes betrug jeweils 25 pl (50ng genomische DNA, 12,5ul Master-
Mix, 0,2uM forward 0,2uM reverse Primer (Tab. 10), Formamid in variablen

Konzentrationen, siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: PCR-Bedingungen und verwendete Methode zur Genotypisierung
(SSCP: ,single strand conformation polymorphism®, RFLP: ,restriction lenght
polymorphism®).

Genomische Formamidgehalt | Annealing-T | Nachweismethode
Variante

c.-863C>A 5% 50°C SSCP
c.-857C>T 5% 50°C SSCP
c.-308G>A 3% 48°C SSCP
€.-238G>A 4% 50°C SSCP

P84L 1% 46°C RFLP (Ddel)
IVS3+51A>G 2% 51°C SSCP

Fur die Analysen mittels ,single strand conformation polymorphism* (SSCP)
wurden die PCR-Produkte mittels Ethanol ausgefallt (3 Volumen 100% Ethanol und
1/10 Volumen 3M Natriumazetat pH 4,6) und in 2ul Aqua dest. und 6ul SSCP-
Auftragspuffer (95% Formamid, 20mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau)
aufgenommen. Nach Probendenaturierung (5min, 95°C) wurden die Proben in
einem nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel (C=10,4%, T=3,7%, 5xTBE, 40mA,
15w, 15°C, 1,5h) aufgetrennt. Anschlielend wurden die Fragmente mittels
Silberfarbung visualisiert (10min Fixierldsung: 50% Methanol, 10% Essigsaure;
2x5min Waschldsung: 10% Ethanol, 0,5% Essigsaure; 10min Farbelésung: 0,1%
Silbernitrat; 5-20min Entwicklerlésung: 1,5%Natriumhydroxid, 0,01% Natriumbor-
hydrid, 0,15% Formaldehyd; 10min Stopplésung: 0,75% Dinatriumkarbonat; 20min

Gelkonservierungslésung: 10% Glyzerin). Im Falle eines abberanten Laufmusters
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im SSCP-Gel wurden 4 unabhéngige PCR-Proben nach Aufreinigung im 1% ,Low-
Melting-Point“-Agarosegel, Elution mittels QIAquick Gel Extraction Kits und
Konzentrationsabschatzung mit Hilfe der DNA-Masseleiter zur Sequenz-
identifikation eingeschickt (Sequence Laboratories Géttingen GmbH).

Der SNP P84L wurde mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Ddel
(Erkennungssequenz: 5’...C*TNAG...3’) untersucht. Hierfir wurden 25ul PCR-
Ansatz mit 5U Ddel und 2,5l des zum Enzym mitgelieferten 10x Puffers bei 37°C
Uber Nacht inkubiert und im 2% Agarosegel (500ng/ml Ethidiumbromid)
aufgetrennt. Die Genotypisierung wurde anhand der erhaltenen Fragmentmuster

vorgenommen.

3.3.2 Funktionelle Untersuchungen auf transkriptorischer Ebene

Préparation von nativen Monozyten aus humanem EDTA-Blut

Nach der Abnahme von 9ml vendsem EDTA-Blut wurden native Monozyten mit
Hilfe der NycoPrepTM1.068-Dichteldésung prapariert. Dazu wurde das Blut mit 1/10
Volumen 6% Dextran 500 in physiologischer Natriumchloridlésung (0,9%) gemischt
und 40min bei RT inkubiert. Nach Sedimentation der Erythrozyten wurde die
leukozytenreiche Plasmaschicht auf die Dichteldsung geschichtet. Nach
Zentrifugation (600xg, 20°C, 15min) wurden die Monozyten abgenommen und
zweimalig gewaschen (physiologischer Natriumchloridlésung, 0,13%EDTA-Nay,
0,5%BSA). Durch dreifaches Auszahlen in einer Neubauerzahlkammer wurde die
Zellzahl ermittelt. Die Reinheit der Monozyten wurde mittels FACS-Analyse unter
Verwendung des makrophagenspezifischen Antikdrpers fir den Mannose Rezeptor
getestet. Die Zellen wurden mit 1ml TriStar’™-Reagens versetzt und in RNase-

freien Tubes bei -80°C bis zur RNA-Praparation gelagert.

Isolation der RNA

Fir die RNA-Isolation wurden ausschlieBlich RNase-freie Materialien und
Reagenzien verwendet. Die in TriStar'"-Reagens lysierten Zellen wurden mit 200l
Chloroform versetzt, 1min stark gemischt und 10min bei RT inkubiert. Nach
Phasenseparation (12000xg, 4°C, 15min) wurde 550ul der RNA-haltigen wassrigen
Oberphase abgenommen und die RNA mit 500ul Isopropanol fir 15min bei 4°C
ausgefallt. Die RNA wurde pelletiert (12000xg, 4°C, 10min) und zweimal mit 1ml
75% Ethanol gewaschen. Nach Trocknung der RNA im Exsikkator wurde die RNA
in 100ul Aqua dest. gelost (10min, 60°C) und die Konzentration entsprechend der
im Kapitel 3.3.1.1.1 angegebenen Formel im Spektrophotometer bestimmt. Die
RNA wurde bei -80°C gelagert.
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RT-PCR zur semiquantitativen Bestimmung der TNFo-mRNA Konzentration

Mittels reverser Transkription wurde die TNFo-mRNA mit einem spezifischen
antisense-Primer (Tab. 10) umgeschrieben (0,2 pg Gesamt-RNA, 50mM Tris-HClI,
pH 8,3, 50mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM DTT, 0,5mM Spermidin, 2mM dNTPs,
0,5uM Primer, 6,25 pul AMV-Reverse-Transkriptase, 17 U RNase-Inhibitor
RNAguard in 20yl Aqua dest.). Die RT-Reaktion erfolgte nach 10minutiger
Inkubation bei 62°C fur 1 Stunde bei 42°C. Danach wurde die Reaktion durch
Erhitzen auf 90°C (5 min) abgestoppt, auf 4°C abgekihlt und die Proben bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Als Postitivkontrolle der RT-Reaktion
wurde ein laborinterner RNA-Standard (gepoolte, auf 0,2 ug aliquotierte RNA aus
Monozyten) fur jeden Ansatz mit transkribiert, der anschliel3end in der kompetitiven
PCR quantifiziert wurde.

Mittels kompetitiver PCR wurde durch Koamplifikation einer unbekannten Menge
spezifischer TNFa-cDNA und Standard-DNA bekannter Konzentration (8 Parallel-
bestimmungen, Titrationsreihe). Die Standardkonstruktion erfolgte entsprechend
der Methode von Celi et al. (205) und Forster et al. (206). Der PCR-Ansatz (0,2mM
dNTPs, 1,5M MgCl,, je 0,5uM forward und reverse Primer (Tab 10), 0,05% W-1,
50mM KCI, 20mM Tris-HCL pH 8,4, 1ul der transkribierten TNFa-cDNA, 1ul der
Standard-DNA) wurde mit einem ,Hotstart* im Thermozykler gestartet. Nach dem
ersten Denaturierungsschritt (95°C, 5 min) wurde jeweils 1U Taqg-Polymerase
(Promega) zupipettiert. Die PCR erfolgte in 27 Zyklen (Denaturierung 30 sec 92°C,
Annealing 15 sec, 64°C, Extension 45 sec, 72°C, letzte Extension 10 min 72°C).
Die Ergebnisse der PCR wurden nach elektrophoretischer Auftrennung im 2%
Agarosegel (500ng/ml Ethidiumbromid) auf dem UV-Transilluminator dokumentiert
und mit Hilfe des Laser Densitometers und Auswertesystems Image Quant™
(Molecular Dynamics GmbH) die TNFa-mRNA-Menge densitometrisch bestimmt.
Hierfir wurde eine Integration der Schwarzungskurve zur Berechnung der
Bandenbreite und -—intensitit sowohl vom Target als auch vom Standard
vorgenommen. Der TNFa-mRNA-Menge wurde in Abhéngigkeit der eingesetzten 8

Standardverdinnungen ermittelt.

3.3.3 Funktionelle Untersuchungen auf translatorischer Ebene

Fir die Bestimmung des freien TNFa-Proteinlevels im Plasma wurde zunéchst 4ml
EDTA-Blut (Blutabnahme 8Uhr, niichtern) innerhalb von 30min nach Blutabnahme
abzentrifugiert (1000rpm, 4°C, 10min) und das Plasma gewonnen. Im Plasma

wurde die Proteinmenge mittels Quantikine® HS Kit (R&D Systems) fur humanes
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TNFa am ELISA-Reader analysiert. Fir jede Bestimmung wurden 7
Standardverdinnungen eingesetzt (32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5pg/ml). Fir alle Proben
und Standards wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt. In jedes Well der
ELISA-Platte wurden jeweils 50ul Assay Diluent HD1-11 und 200pl der Proben
bzw. Standards gegeben. Nach VerschlieRen der Platte wurde diese auf dem
Schittler 3h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben 6x mit 400ul
Waschldsung gewaschen. 200ul Konjugat wurden dazugegeben und es erfolgte ein
weiterer Inkubationsschritt fir 2h bei RT auf dem Schittler. Nach erneutem
sechsmaligen Waschen wurde jeweils 50ul Substrat und nach einer weiteren
Stunde 50ul Amplifier in jedes Well pipettiert. Mit 50ul Stopplésung wurde die
Farbreaktion nach 3h abgestoppt. Die optische Dichte wurde bei 490nm (Korrektur
bei 650nm oder 690nm) am ELISA-Reader gemessen. Der Mittelwert der Doppel-
bestimmungen wurde gebildet und der Mittelwert der Leerwerte abgezogen.
Entsprechend der Standardkonzentrationen wurde der TNFa-Plasmalevel

kalkuliert.

3.4 Methoden fiir die Pilotstudie ,,Assoziation von Besonderheiten des
TNFa-Gens und Parodontitiden“ — Studie B

34.1 Nachweis parodontaler Leitkeime aus subgingivaler Plaque

Isolation der bakteriellen DNA

Aus den Zahnfleischtaschen mit der jeweils hochsten Sondiertiefe jedes

Quadranten wurden subgingivale Plaqueproben mittels steriler Papierspitzen

entnommen und gepoolt. Die bakterielle DNA wurde mittels QlAamp DNA Mini Kit

isoliert. Hierbei wurden die Papierspitzen mit 180ul ATL-Puffer und 20 ul

Proteinase K fur 10min bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200ul AL-Puffer

wurde der Ansatz 5min bei 95°C inkubiert. Die im Puffer geléste DNA wurde auf

eine Saule pipettiert und zweimal mit jeweils 500ul der Puffer AW1 und AW2

gewaschen. Abschliel3end wurde die bakterielle DNA in 400 pl Elutionspuffer geldst

und bei -20 °C gelagert.

PCR und Hybridisierung

Fur die Amplifikation der DNA der finf parodontopathogenen Markerkeime (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola)
wurde der micro-IDent® Test von HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland
verwendet. Der Cutt-off betrug fur A.a. 102 genome equivalents und fur P.g., P.i.,
T.f und T.d. 10* genome equivalents. In die PCR wurden 35ul Mastermix

(bestehend aus Puffer, biotinylierte Primer und DNA als Positivkontrolle), 2 U Taqg-
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Polymerase (Eppendorf) und 5pl der isolierten DNA-LOsung eingesetzt. Die PCR
erfolgte im Thermocycler Eppendorf Gradient mit Heizdeckel (5min bei 95°C; 10
Zyklen: Denaturierung 30sec bei 95°C, 2min Annealing und Elongation bei 58°C;
20 Zyklen: Denaturierung 25sec bei 95°C, 40sec Annealing bei 53°C, 40sec
Elongation bei 70 °C; Elongation 8min bei 70°C).

Fur die Hybridisierung wurden 20ul des PCR-Produkts fir 5min bei RT mit 20l der
Denaturierungslosung inkubiert. Nach Zugabe von 1ml Hybridisierungspuffer wurde
ein  mit bakterienspezifischen Gensonden beschichteter Membranstreifen
hinzugegeben und bei 45°C fir 30min im Schittelwasserbad inkubiert. Danach
wurde der Hybridisierungspuffer vollstandig entfernt und die Membran mit 1ml
Stringent Hybridisierungspuffer 15min bei 45°C im versetzt. Nach 2 Waschschritten
(jle 1ml Rinse-Losung) wurden die Membranstreifen fr 30min mit 1ml verdinntem
Konjugat inkubiert. Erneut wurde gewaschen (zweimal mit je 1ml Rinse-Ldsung,
einmal mit 1ml Aqua dest.) und zum Membranstreifen 1ml Substratlésung
hinzugegeben. Die Farbreaktion mittels alkalischer Phosphatase setzte nach ca. 3-
20min ein. Durch zweimaliges kurzes Waschen mit Aqua dest. wurde die Reaktion
gestoppt. Entsprechend des Auswertungsbogens erfolgte der Nachweis der
Bakterien visuell. Zwei Positivkontrollen fir die PCR (AC) und die Hybridisierung

(CC) waren in jeder Hybridisierung enthalten.

3.4.2 Genetische Untersuchungen zum TNFa

Wie im Kapitel 3.3.1.1.1 beschrieben, erfolgte zunachst die Isolation der humanen
genomischen DNA. Im Anschluss daran wurden die Haplotypen der SNPs c.-
308G>A und c.-238G>A mit Hilfe des Cytokine Genotyping array CTS-PCR-SSP
Tray Kit (Collaborative Transplant Study) bestimmt. Fir jeden PCR-Ansatz wurden
10ul Mastermix (100ng genomische DNA, 1U Tag-Polymerase Fermentas, 5%
Glyzerin, zum Kit mitgelieferter PCR-Puffer) zu vorpipettierten haplotypspezifischen
Primern gegeben. Als Positivkontrolle wurde ein 440bp langes DNA-Fragment des
humanen C-reaktiven Proteins koamplifiziert. Die PCR erfolgte im Thermocycler
Eppendorf Gradient mit Heizdeckel (2min bei 94°C, 10 Zyklen: Denaturierung
15sec bei 94°C, 1min Annealing bei 64°C, Elongation 30sec bei 72°C, 20 Zyklen:
Denaturierung 15sec bei 94°C, 50sec Annealing bei 61°C, Elongation 30sec bei
72°C). Nach dem Proben-Auftrag im 2% Agarosegel (500ng/ml Ethidiumbromid)

wurden die PCR-Ergebnisse visuell auf dem UV-Transilluminator ausgewertet.
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3.5 Methoden fir die Longitudinalstudie ,,Parodontitis als Risikofaktor
fir koronare Sekundarereignisse” — Studie C

351 Nachweis parodontaler Leitkeime aus subgingivaler Plaque

In der Longitudinalstudie wurde die DNA von 11 parodontopathogenen
Markerkeime (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia,
T. denticola, P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens, C.
sputigena, C. gingivalis, C. ochracea) nachgewiesen. Nach DNA-Isolation wurde fir
die DNA-Amplifikation der micro-IDent® Plus Test von HAIN Lifescience, Nehren,
Deutschland verwendet. Der Cutt-off betrug fir A.a. 103 genome equivalents und
fur alle anderen Bakterienspezies 10* genome equivalents. Der Nachweis der 11

Bakterien erfolgte im Labor von HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland).

3.5.2 Genetische Untersuchungen zum TNFa
Die Analyse der Allel-, Genotyp- und Haplotypen der TNFa-Polymorphismen c.-
308G>A und c.-238G>A wurde wie im Kapitel 3.3.2.2 beschrieben, durchgefihrt.

3.6 Statistische Methoden

3.6.1 Statistische Auswertung der klinischen Studien

Die statistischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des Programms SPSS fir
Windows Version 19.0 durchgefiihrt. Alle Werte p<0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet.

Metrische Daten wurden mittels Kolmogorow-Smirnov-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene-Test auf Varianzhomogenitat getestet. Fir die Untersuchung
unabhangiger Stichproben wurde bei Vorliegen der Normalverteilung der t-Test
nach Students und die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verwendet. Bei nicht
normalverteilten Werten wurde der U-Test nach Mann-Whitney-U- und der Kruskal-
Walllis-Test berechnet. Fir die Analyse von bivariaten Korrelationen zwischen
metrischen GroRen wurden die Punkt-Moment-Korrelation nach Pearson bei
Vorliegen einer Normalverteilung bzw. die Rangkorrelation nach Spearman bei
Nichtvorliegen einer Normalverteilung genutzt.

Kategoriale Variablen wurden in Kontingenztabellen mit Hilfe des Chi2-Tests nach
Pearson oder des exakten Tests nach Fisher (bei erwarteten Werten <5 in 2 x 2
Felder-Tafel) evaluiert. Eine Berichtigung der Werte nach Chi2-Tests wurde mit
Hilfe der Yates-Korrektur (Continuity Correction) durchgefiihrt.

Mittels Regressionsanalysen wurde der Einfluss mehrerer Faktoren (Confounders)
auf eine dichotome (bindre logistische Regression) oder auf eine metrische

Variable (lineare Regression) gepriift. Die Uberlebenszeitdaten wurden mit Hilfe
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des Kaplan-Meier-Verfahrens und des Log-rank-Tests ausgewertet. Der Einfluss
von mehreren Variablen auf die Uberlebenszeit wurde mittels Cox-Regression

analysiert.

3.6.2 Fallzahlplanung flr die Studie ,Parodontitis als Risikofaktor fur koronare
Sekundarereignisse” — Studie C
Die Planung der Fallzahl erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg (Prof. Dr. J. Haerting). Als Endpunkt der Studie wurden
nichttodlicher Myokardinfarkt, kardiovaskuldrer Tod und Schlaganfall definiert.
Grundlage fiur die Fallzahlplanung bildeten die Annahmen, dass der Endpunkt in
15% der Falle eintritt (207), bei 50% der Probanden eine schwere Parodontitis
vorliegt (103) und dass das Risiko fir das Eintreten eines kardiovaskularen
Sekundarereignis bei Probanden mit Parodontitis doppelt so hoch ist (Tabelle 12).
Bei Einschluss von 800 Probanden hatte das 95%-Konfidenzintervall des Odds
Ratio (erwarteter Wert: 2) eine untere Grenze von 1,4. Somit wurde eine
hinreichend genaue Schatzung des Effektes gewahrleistet. Aufgrund einer
erwarteten Drop-Out Rate von etwa 20% wurden 960 Probanden in die Studie

eingeschlossen.

Tabelle 12: Grundlagen der Fallzahlplanung: Vierfeldertafel mit relativen
Haufigkeiten.

Endpunkt eingetreten

Ja Nein
Parodontale Ja 10% 40% 20%
Erkrankung Nein 5% 45% 50%
15% 85% 100%
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4 Ergebnisse
Der Studie ,Parodontitis als Risikofaktor fir koronare Ereignisse® wurden

funktionelle Analysen vorangestellt. Hierbei wurde die Bedeutung von genomischen
Varianten im TNFa-Gen auf die mRNA- und Proteinexpression des TNFa in
nativen Monozyten bzw. im Plasma geprift. Weiterhin wurden mdgliche
Korrelationen zwischen der TNFo-Expression und demographischen, klinischen
und biochemischen Risikofaktoren untersucht (Studie A).

Des Weiteren wurde eine Pilotstudie konzipiert deren Ziel darin bestand die Rolle
von genetischen Veranderungen im TNFoa-Gen bei der Auspragung einer schweren
chronischen oder schweren aggressiven Parodontitis sowie weiteren parodontalen

Risikofaktoren zu analysieren (Studie B).

4.1 Funktionelle Voruntersuchungen zum TNFa auf transkriptorischer
und translatorischer Ebene — Studie A

Fur die funktionellen Voruntersuchungen standen 194 biochemisch und klinisch gut

charakterisierte Patienten mit angiographisch gesichertem Koronarstatus zu

Verfigung. Die demografischen, klinischen und biochemischen Parameter zeigten

keine signifikanten Abhangigkeiten zu den im Rahmen dieser Studie untersuchten

genomischen Varianten.

4.1.1 Expressionsanalysen auf mMRNA-Ebene

Im Rahmen der Voruntersuchungen wurde die mRNA-Expression des TNFo mit
genetischen Daten (c.-863C>A, c¢.-857C>T, ¢.-308G>A, c.-238G>A, P84L,
IVS3+51A>G) assoziiert. Dabei wurde nur zu einem der untersuchten
Polymorphismen, dem SNP ¢.-238G>A, ein signifikanter Zusammenhang
aufgezeigt (Abbildung 8). Heterozygote AG-Genotyptrager zeigten eine signifikant
hoéhere TNFao mRNA-Expression im Vergleich zu homozygoten GG-Genotyptragern
(AG-Genotyp: 8.9416.24 vs. GG-Genotyp: 6.50+6.30 ag/Zelle, p=0,033). Im
Patientenkollektiv wurden keine homozygoten AA-Genotyptrager flr diesen SNP

identifiziert.
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Abbildung 8: Abhéngigkeit der TNFao mMRNA-Expression von genetischen Varianten
im TNFoa-Gen.
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SNP Genotyp n TNFa mRNA in ag/Zelle
C.-863C>A AA 116 6,24+5,86
CA+CC 42 6,88+5,69
c.-857C>T CC 119 6,13+5,30
CT+TT 49 7,26+7,15
c.-308G>A GG 140 6,52+6,36
AG+AA 54 6,71+5,64
c.-238G>A GG 174 6,50+6,30
AG 20 8,94+6,24
P84L CcC 76 8,25+7,64
CT 2 6,43+2,15
IVS3+51A>G AA 157 6,14+5,54
AG 37 7,55+6,83

In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass der mRNA-Spiegel weder mit den
untersuchten klinischen noch mit biochemischen Faktoren im bivariaten Vergleich
korrelierte. Dartber hinaus wurden keine signifikanten Korrelationen zwischen der
TNFa mRNA-Expression und dem Alter der Patienten sowie den untersuchten bio-
chemischen Faktoren, einschliellich des zirkulierenden TNFa-Proteins,

nachgewiesen.

4.1.2 Expressionsanalysen auf Ebene des TNFa-Proteinlevels

Die Hohe des TNFa-Proteinspiegels im Plasma der Patienten wurde mit keiner der
untersuchten genetischen Varianten statistisch signifikant assoziiert. Die
Auswertung des Proteinspiegels in Abhangigkeit von klinischen Parametern ergab

signifikante Auffalligkeiten. Patienten mit Adipositas wiesen signifikant hdhere
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TNFao-Proteinwerte als normalgewichtige Patienten auf (p=0,037, Tabelle 13).
Daruber hinaus war das Alter der Patienten ein signifikanter Indikator fir einen
erhohten TNFa-Proteinspiegel (p=0,038). In weiteren bivariaten Analysen wurde
gezeigt, dass ein erhohter TNFa-Proteinspiegel mit erhéhten Harnsédurewerten
(p<0,001), und mit verringerten HDL-Cholesterolwerten (p=0,005) Kkorrelierte.
Ebenso wurde eine positive Korrelation zwischen TNFao-Proteinspiegel und dem
Body Mass Index (p=0,01) sowie zwei Markern der Koagulations-
Fibrinolysebalance, dem Plasminogen (p=0,013) und dem Fibrinogen (p=0,002)
ermittelt (Tabelle 14).

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen der TNFa-Proteinexpression und klinischen
Parametern (SD: Standardabweichung).

Parameter TNFa-Proteinexpression im Plasma in pg/ml
Mittelwerte £ SD p-Wert
(t-Test nach Students)

Geschlecht

mannlich (n=139) 2,48+0,65

weiblich (n=55) 2,44+0,92 0,740
Rauchen

Raucher (n=120) 2,43+0,66

Nichtraucher (n=41) 2,4610,72 0,819
Koronarstenose

ja (n=96) 2,43+0,61

nein (n=98) 2,52+0,84 0,385
Diabetes mellitus

ja (n=29) 2,70+0,59

nein (n=162) 2,44+0,75 0,079
Hypertonie

ja (n=73) 2,54+0,68

nein (n=82) 2,35+0,68 0,094
Adipositas

ja (n=95) 2,59+0,82

nein (n=99) 2,3610,62 0,037
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Tabelle 14: Signifikante bivariate Korrelationen zwischen TNFa-Proteinspiegel und
Alter, Body Mass Index und biochemischen Parametern (SF: Standardfehler).

Bivariater R? adjustiertes | SF | p-Wert
Korrelations- R?
koeffizient (R)
Alter 0,151 0,023 0,017 0,72 | 0,038*
Harnsaure 0,297 0,088 0,083 0,69 | <0,001*
Body Mass Index 0,189 0,036 0,030 0,73 | 0,010*
HDL-Cholesterol -0,201 0,041 0,035 0,72 | 0,005*
Plasminogen 0,197 0,039 0,030 0,71 | 0,013*
Fibrinogen 0,251 0,063 0,058 0,71 | 0,002*

* Fir normalverteilte Werte wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson und
** flr nicht normalverteilte Werte der Korrelationskoeffizient nach Spearman

bestimmt.

In multivariaten Analysen wurde der komplexe Einfluss von den TNFa-Protein-

spiegel signifikant beeinflussenden Kofaktoren bewertet. Aufgrund der starken

Korrelation zwischen Fibrinogen und Plasminogen (p<0,001) wurde nur ein Faktor,

in diesem Fall Plasminogen, in die multivariate Auswertung einbezogen. In der

schrittweisen linearen Regression wurden der Body Mass Index (p=0,009),

Harnsaure (p=0,026) und das Alter der Patienten (p=0,037) als unabhangige

Pradiktoren fir einen erhéhten TNFa-Plasmaspiegel ermittelt (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Schrittweise lineare Regressionsanalyse zur Beurteilung der den
TNFo-Proteinspiegel beeinflussenden Faktoren (SE: Standardfehler).

a) Zusammenfassung der drei in der schrittweisen Regressionsanalyse
ausgewerteten Modelle.

Model | eingeschlossene R? Adjustiertes SE p-Wert
Variablen R?
1 Body Mass Index 0,071 0,065 0,708 0,001
2 Body Mass Index 0,108 0,096 0,696 <0,001
Harnsaure
3 Body Mass Index 0,135 0,117 0,688 <0,001
Harnsaure
Alter
b) Detaillierte Statistik zu Modell 3:
Standardisierter p-Wert | t-Statistik
Korrelationskoeffizient
eingeschlossene Variablen
Body Mass Index 0,214 0,009 2,66
Harnsaure 0,182 0,026 2,25
Alter 0,166 0,037 2,1
ausgeschlossene Variablen
HDL-Cholesterol -0,146 0,092
Plasminogen 0,107 0,189
4.2 Pilotstudie ,,Assoziation von Besonderheiten im Gen fiur TNFa bei

Parodontitiden®“ — Studie B
In dieser Studie wurden mogliche Assoziationen zwischen Genotyp-, Allel- und
Haplotypfrequenzen der SNPs c.-308G>A und ¢.-238G>A und dem Auftreten von

Parodontitiden bzw. parodontalen Risikofaktoren untersucht.

4.2.1 Assoziationen zwischen genetischen Besonderheiten im TNFa-Gen und
dem Auftreten von schweren Parodontitiden
Zunachst wurde in bivariaten Analysen mdgliche Zusammenhange zwischen den
SNPs im Promotor des TNFo-Gens ¢.308G>A und c.-238G>A, einschlieB3lich derer
Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung und dem Auftreten von schwerer
chronischer und aggressiver Parodontitis ermittelt (Tabelle 16). Patienten mit
schwerer Parodontitis (AP + CP) waren im Vergleich zur parodontitisfreien
Kontrollgruppe signifikant haufiger GG-Genotyptrager des SNPs c¢.-238G>A
(Patienten: 92,2% vs. Kontrollen: 82,4%, p=0.033). Innerhalb der einzelnen

Patientengruppen war eine entsprechende Tendenz erkennbar, jedoch konnte

44



4 Ergebnisse

keine Signifikanz erreicht werden (Tabelle 16, a). Bei der Auswertung der
Allelverteilung beider SNPs zeigten sich in der Gesamtpatientengruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante Unterschiede. Parodontitispatienten
waren haufiger A-Alleltrdger des SNPs c¢.-308G>A (Patienten: 21,6% vs.
Kontrollen: 13,7%; p=0,040) bzw. G-Alleltrager des SNPs c.-238G>A (Patienten:
95,8% vs. Kontrollen: 90,7%; p=0,031) als parodontal Gesunde. Diese Tendenz
blieb auch nach Separation der Patienten in eine AP- und CP-Gruppe erhalten,
erreichte jedoch nur in der Gruppe der Patienten mit aggressiver Parodontitis fur
die Allelverteilung des ¢.-308G>A Polymorphismus statistische Signifikanz
(p=0,049) (Tabelle 16, b). Die statistische Auswertung der Haplotypverteilungen
ergab ebenfalls signifikante Aufféalligkeiten. In der Gesamtpatientengruppe waren
haufiger Trager der Haplotypkombination GG-AG und AG-AG im Vergleich zur
Kontrollgruppe anzutreffen. Dagegen wurden nur in der Kontrollgruppe die Kombi-
nationen AG-GA und AG-GG nachgewiesen (p=0,005). AG-Haplotyptrdger waren
signifikant haufiger in der Gesamtpatientengruppe (Patienten: 21,6% vs. Kontrollen:
15,9%) anzutreffen als Trager des Haplotyps GA (Patienten: 4,2% vs. Kontrollen:
9,3%, p=0,032). Nach Aufsplittung der Patientengruppe blieb dieser

Zusammenhang erhalten (n.s., Tabelle 16, c).
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Tabelle 16: Zusammenhang zwischen genetischen Varianten im TNFo-Gen und
dem Auftreten von schweren Parodontitiden. Alle angegebenen p-Werte beziehen
sich auf den Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe. (CP: chronische
Parodontitis, AP: aggressive Parodontitis).

a) Auswertung der Genotypfrequenz kodominant und unter Berlicksichtigung eines

G-dominanten Models

Patienten Patienten Patienten | Parodontitisfreie
mit CP+AP mit CP mit AP Kontrollen
Genotypen (n=167) (n=77) (n=90) (n=91)
c.-308G>A
GG (%) 61,7 61,0 62,2 73,6
AG (%) 33,5 36,4 31,1 25,3
AA (%) 4,8 2,6 6,7 1,1
p-Wert 0,093* 0,211* 0,078*
GG (%) 61,7 62,2 61,0 73,6
AG+AA (%) 38,3 37,8 39,0 26,4
p-Wert 0,072** 0,138** 0,115*
C.-238G>A
GG (%) 92,2 92,2 92,2 82,4
AG (%) 7,2 6,5 7,8 16,5
AA (%) 0,6 1,3 0 1,1
p-Wert 0,033* 0,075* 0,090*
GG (%) 92,2 92,2 92,2 82,4
AG+AA (%) 7,8 7,8 7,8 17,6
p-Wert 0,030** 0,100** 0,079**
b) Auswertung der Allelfrequenzen
Patienten Patienten Patienten | Parodontitisfreie
mit CP+AP mit CP mit AP Kontrollen
Allele (n=334) (n=154) (n=180) (n=182)
c.-308G>A
G (%) 78,4 79,2 77,8 86,3
A (%) 21,6 20,8 22,2 13,7
p-Wert 0,040** 0,117* 0,049**
€.-238G>A
G (%) 95,8 95,5 96,1 90,7
A (%) 4,2 4,5 3,9 9,3
p-Wert 0,031** 0,137* 0,061**
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c) Auswertung der Haplotypen
Patienten Patienten Patienten Parodontitisfreie

mit CP+AP mit CP mit AP Kontrollen
Haplotyp- (n=167) (n=77) (n=90) (n=91)
kombinationen
€.-308G>A/c.-238G>A

GG-GG (%) 53,9 53,2 54,4 57,1
GG-AG (%) 33,5 37,7 30,0 23,1
GG-GA (%) 7,2 5,2 8,9 11,0
AG-AG (%) 4,8 2,6 6,7 1,1
GA-GA (%) 0,6 1,3 0 1,1
AG-GA (%) 0 0 0 55
AG-GG (%) 0 0 0 1,1
p-Wert 0,005* 0,059* 0,046*
GG-GG (%) 53,9 53,2 54,4 57,1
Haplotypen, 46,1 46,8 45,6 42,9
die mind. ein
A-Allel tragen
(%)
p-Wert 0,616** 0,613* 0,715**
Haplotypen (n=334) (n=154) (n=180) (n=182)
c.-308G>A/c.-238G>A
GG (%) 74,3 74,7 73,9 74,7
AG (%) 21,6 21,4 21,7 15,9
GA (%) 4,2 3,9 4,4 9,3
p-Wert 0,032** 0,076** 0,090**

* exakter Test nach Fisher
** Yates Korrektur

Mittels schrittweise bindrer logistischer Regression wurde der Einfluss der
genetischen Varianten im TNFa-Gen unter Beriicksichtigung der Kofaktoren Alter,
Geschlecht, Raucherstatus und approximalem Plaqueindex untersucht. Dabei
wurde der GG-Genotyp des c.-238G>A Polymorphismus als unabhangiger
Risikofaktor fir das Auftreten einer schweren Parodontitis bestatigt (Tabelle 17).

Eine multivariate Analyse zur Bestimmung des Einflusses des A-Allels des c.-
308G>A Polymorphismus sowie des G-Allels des ¢.-238G>A Polymorphismus auf
die Prasenz einer schweren Parodontitis bestatigte unter Bertcksichtigung

parodontaler Kofaktoren ebenfalls deren Bedeutung als potentielle Risiko-
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indikatoren. (Tabelle 18). Die Verteilung der TNFa-Haplotypen wurde nicht als un-
abhéngiger Risikoindikator fiir das Auftreten einer schweren Parodontitis im
multivariaten Modell bestatigt.

Tabelle 17: Bindre logistische Regression (schrittweise vorwarts) fir das Risiko
einer schweren Parodontitis in Abhangigkeit der Kofaktoren Alter, Geschlecht,
Raucherstatus und approximalem Plagueindex (API) sowie des GG-Genotyps des
TNFa-SNPs c.-238G>A.

L . Konfidenz-

Signifikante Regressions- | Standard- p- Odds _
intervall
Variable koeffizient fehler Wert | Ratio
(95%)

eingeschlossene Variablen
GG-Genotyp 0,921 0,399 0,021 2,51 1,15-5,49
ausgeschlossene Variablen
Rauchen 0,037
Alter 0,093
Geschlecht (3) 0,113
API 0,168

Tabelle 18: Binare logistische Regression (schrittweise vorwarts) fur das Risiko
einer schweren Parodontitis unter Berlcksichtigung der Kofaktoren Alter,
Geschlecht, Raucherstatus und approximaler Plaqueindex (API) sowie des A-Allels
des TNFa-SNPs ¢.-308G>A (a) und des G-Allels des SNPs ¢.-238G>A (b).

Signifikante Regressions- | Standard- p- Odds K?nfldenz—

Variable koeffizient fehler Wert | Ratio ntervall
(95%)

a) ¢.-308G>A

eingeschlossene Variablen

Geschlecht (3) 0,502 0,193 0,009 1,65 1,13-2,41

API 0,009 0,003 0,014 | 1,008 | 1,002-1,01

A-Allel 0,548 0,260 0,035 1,73 1,04 - 2,86

Rauchen 0,446 0,225 0,047 1,56 |1,005-2,43

Alter 0,018 0,009 0,049 1,02 1,00 - 1,04

b) c.-238G>A

eingeschlossene Variablen

Geschlecht (&) 0,491 0,193 0,011 1,63 1,12 -2,39

API 0,009 0,003 0,013 | 1,009 | 1,002-1,02

G-Allel 0,920 0,386 0,017 | 2,51 1,17 -5,35

Alter 0,457 0,009 0,041 1,02 |1,001-1,04

Rauchen 0,018 0,226 0,043 1,58 1,01 -2,46
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4.2.2 Die Bedeutung der TNFo-SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A als
Risikoindikatoren fiir klinische Marker schwerer Parodontitiden
Mdogliche Assoziationen zwischen genetischen Besonderheiten im TNFoa-Gen und
demographischen und klinischen Risikofaktoren fir das Auftreten von Parodonti-
tiden wurden in bivariaten Analysen getestet. In diese Untersuchungen wurde das
Alter, das Geschlecht, der Raucherstatus, der approximale Plaqueindex, die Blu-
tung auf Sondierung, die Sondiertiefe, der klinische Attachmentverlust sowie die
subgingivale Besiedlung mit A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. inter-
media, T. forsythia, T. denticola, einbezogen. Es wurden signifikante Assoziationen
zwischen genetischen Varianten und dem Ausmaf der Blutung auf Sondierung
nachgewiesen. Trager des GG-Genotyp des c¢.-238G>A-SNPs zeigten eine erhdhte
Sulkusblutungsneigung im Vergleich zu Probanden mit AG- und AA-Genotyp
(Tabelle 19). Dieser Zusammenhang war jedoch ausschlie3lich in der Gesamt-

gruppe und in der Gruppe der parodontitisfreien Kontrollen statistisch signifikant.

Tabelle 19: Bedeutung des GG-Genotyps des ¢.-238G>A-SNP auf das Ausmaf
der Sulkusblutung auf Sondierung (SD: Standardabweichung, CP: chronische
Parodontitis, AP: aggressive Parodontitis).

Sulkusblutung auf p-Wert
Sondierung
Mittelwert (%) + SD

Gesamtstudiengruppe

GG (n=229) 65,41+27,91

AG+AA (n=29) 48,06+34,54 0,006*
Patienten mit CP+AP

GG (n=154) 73,731£26,20

AG+AA (n=13) 65,15+37,62 0,588*
Patienten mit CP

GG (n=71) 69,14+26,65

AG+AA (n=6) 68,48+39,28 0,731*
Patienten mit AP

GG (n=83) 77,66+25,31

AG+AA (n=7) 62,30+£39,05 0,269*
Parodontitisfreie Kontrollen

GG (n=75) 48,33+23,26

AG+AA (n=16) 34,17+25,21 0,017*

* Mann-Whitney-U-Test
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In multivariaten Analysen wurde der Einfluss des c.-238G>A-Genotyps auf das
Ausmald der Sulkusblutung auf Sondierung unter Berlicksichtigung der Kofaktoren
Alter, Geschlecht, Raucherstatus und approximaler Plaqueindex sowohl in der
Gesamtgruppe als auch in der Gruppe der parodontitisfreien Kontrollen bestétigt
(Tabelle 20).

Tabelle 20: Schrittweise lineare Regressionsanalyse zur Beurteilung der die
Sulkusblutungsneigung beeinflussenden Faktoren (Alter, Geschlecht,
Raucherstatus, approximaler Plaqueindex, GG-Genotyp des TNFa-SNPs c.-
238G>A) (SE: Standardfehler, API: approximaler Plaqueindex).

a) Gesamtgruppe

Standardisierter p- t-Statistik
Korrelationskoeffizient Wert

eingeschlossene Variablen

API 0,357 <0,001 6,16
GG-Genotyp 0,162 0,005 2,82
Geschlecht (&) 0,139 0,017 2,41
ausgeschlossene Variablen
Alter -0,009 0,875
Raucher 0,018 0,758
Modellzusammenfassung R? Adjustiertes p- SE
R? Wert
0,170 0,160 <0,001 26,54
b) Gruppe der parodontitisfreien Kontrollprobanden
Standardisierter p- t-Statistik

Korrelationskoeffizient Wert

eingeschlossene Variablen

API 0,358 <0,001 3,71
GG-Genotyp 0,231 0,019 2,39
ausgeschlossene Variablen
Alter 0,158 0,111
Geschlecht (&) 0,055 0,581
Raucher 0,028 0,775
Modellzusammenfassung R? Adjustiertes p- SE
R? Wert
0,179 0,160 0,019 22,08
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Eine Analyse der Abhangigkeit der Sulkusblutung auf Sondierung von der
Allelverteilung ergab eine Assoziation des G-Allels mit erhdhter Blutungsneigung
die jedoch nur in der Gruppe der Gesunden Signifikanz erreichte (G-Allel:
64,26%+28,57 vs. A-Allel: 50,87%+35,17, p=0,028, Mann-Whitney-U-Test). Im
multivariaten Ansatz unter Einbeziehung der Kofaktoren Alter, Geschlecht,
Raucherstatus und approximaler Plagueindex wurde das G-Allel jedoch nicht mit
einer erh6hten Sulkusblutung auf Sondierung assoziiert.

Auch fur den Haplotyp GG-GG wurde eine signifikante Erh6hung des Ausmalies
an Sulkusblutung auf Sondierung in der Gruppe der parodontal Gesunden gezeigt
(GG-GG: 50,95%+22,0 vs. Haplotypen, die mind. ein A-Allel tragen: 39,04%+25,32,
p=0,020, Mann-Whitney-U-Test). In der linearen Regression wurde dieser
Zusammenhang bei Hinzuziehen der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Raucherstatuts
und approximaler Plagueindex nicht bestatigt.

Eine weitere Analyse der Bedeutung von genetischen Besonderheiten im TNFa-
Gen auf parodontale Risikofaktoren ergab signifikante Assoziationen zur
subgingivalen Besiedlung mit P.gingivalis (Abbildung 9). Homozygote GG-
Genotyptrager des c.-238G>A SNPs waren in der Gruppe der AP-Patienten
haufiger P.gingivalis positiv im Vergleich zu AG- und AA-Genotyptragemn. Bei CP-
Patienten und parodontal Gesunden wurde dieser Zusammenhang nicht bestatigt.
Die Analyse der Allelverteilung ergab ein &hnliches Bild. In der Gesamtgruppe (G-
Allel: 60,2% P.g. positiv vs. A-Allel: 38,7% P.g. positiv, p=0,030, Yates Korrektur)
sowie in der AP-Patientengruppe (G-Allel: 77,5% P.g. positiv vs. A-Allel: 28,6% P.g.
positiv, p=0,010, exakter Test nach Fisher) wurde eine erhdhte subgingivale
Besiedlung mit P.gingivalis bei Vorliegen des G-Allels nachgewiesen. In der
Gruppe der CP+AP-Patienten (p=0,084, exakter Test nach Fisher), der CP-
Patienten (p=1,00, exakter Test nach Fisher) sowie in der parodontitisfreien
Kontrollgruppe (p=1,00, exakter Test nach Fisher) wurde keine Assoziation gezeigt.
Bezlglich aller weiteren in die Auswertung einbezogenen parodontalen
Risikofaktoren wurden keine Assoziationen zur Genotyp-, Allel- oder
Haplotypverteilung der untersuchten TNFa-SNPs c.-308G>A und c¢.-238G>A in den

Untersuchungsgruppen ermittelt.
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Genotyp  P.gingivalis n p-Wert
positivin % (positiv fur P.g.)
Gesamtgruppe ©E 61,6 141
AG+AA 37,9 11 0,025*
Patienten mit GG 81,2 125
CP+AP AG+AA 53,8 7 0,031**
Patienten mit CP GG 83,1 59
AG+AA 83,3 5 1,00**
. . GG 79,5 64
Patienten mit AP AG+AA 28,6 2 0,009%
Parodontitisfreie GG 21,3 16
Kontrollen AG+AA 25,0 4 0,746**

* YatesKorrektur
** exakter Test nach Fisher

Abbildung 9: Assoziation der individuellen Genotypkonstellation des c.-238G>A-
SNPs mit dem subgingivalen Vorkommen von P.gingivalis (P.g.).

4.3 Longitudinalstudie ,Parodontitis als Risikofaktor fiir koronare
Sekundarereignisse“ (ClinicalTrials.gov identifier: NCT01045070) —
Studie C: Erfassung der Basisdaten

Im Rahmen dieser longitudinalen Kohortenuntersuchung sollte in den

Basisuntersuchungen die Bedeutung der TNFoa-Polymorphismen c.-308G>A und

€.-238G>A fir das Auftreten von schweren Parodontitiden bei Patienten mit

kardiovaskularen Erkrankungen ermittelt werden.

In die Studie wurden im Zeitraum 10/2009 bis 02/2011 insgesamt 1002 Patienten

(Kaukasier, Mitteldeutschland) konsekutiv eingeschlossen.
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43.1 Klinische Charakterisierung der in die Studie eingeschlossenen Patienten
mit koronarer Herzerkrankung

Von den 1002 konsekutiv in die Studie eingeschlossenen Patienten mit
angiographisch gesichertem Koronarstatus konnten 942 Patienten in die
genetischen Untersuchungen einbezogen werden. Von diesen Personen wiesen
zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses 493 Patienten keine oder eine milde Form
einer parodontalen Erkrankung auf, wahrend 449 Koronarpatienten unter einer
schweren Parodontitis litten. Die demographischen und klinischen Daten sind in
Tabelle 21 zusammengefasst. In der Gruppe der Patienten ohne bzw. mit milder
Parodontitis waren signifikant haufiger Frauen und aktuelle Nichtraucher.
Patienten, die an einer schweren Parodontitis erkrankt waren, wiesen die h6heren
Serumspiegel an C-reaktivem Protein, Interleukin-6 und Kreatinin auf.

Hinsichtlich zahnarztlich klinischer Parameter wurden in der Gruppe mit schwerer
Parodontitis deutlich hohere Werte fur Plaque, Karies sowie fehlende Zahne
ermittelt (Tabelle 22). Bei Patienten mit schwerer Parodontitis wurden signifikant
haufiger Bakterien des roten Komplexes und des orangen Komplexes (mit
Ausnahme von F. nucleatum), aber nicht A. actinomycetemcomitans und Bakterien
des grinen Komplexes (Tabelle 22) nachgewiesen. Insgesamt war die Summe der
bakteriellen Keime bei Patienten mit schwerer Parodontitis signifikant gré3er im
Vergleich zu Probanden, die nicht unter einer schweren Parodontitis litten
(Abbildung 10).

Bakterien-
load
10+ ‘
8 -
p<0,001
6 .
4 -
2 -
Milde oder keine Schwere
Parodontitis Parodontitis
n=493 n=449
Median 8,0 9,0
Perzentile (25% - 75%) 6,0-9,0 7,0-10,0

Abbildung 10: Bakterielle Belastung in Abh&ngigkeit von der Schwere der
parodontalen Erkrankung.
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Tabelle 21. Demographische, anamnestische und biochemische Daten der
Koronarpatienten (MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Ref.: laborinterne
Referenzwerte, M: Manner, F: Frauen).

keine 0. milde schwere p-Wert
Parodontitis Parodontitis
(n=493) (n=449)

Demographische Parameter

Alter in Jahre (MW+SD) 66,3+11,2 67,4+10,8 0.377*

Geschlecht (weiblich, %) 30,2 21,4 0.003**
Anamnestische Daten

Raucher (%) 8,9 16,0 0.001**

BMI, kg/m? (MW +SD) 28,4+4,3 28,3+4,6 0.923*
Vorerkrankungen

Diabetes mellitus (%) 31,6 37,0 0,098**

Hypertonie (%) 88,2 86,9 0,589**

Hyperlipoproteindmie (%) 61,3 55,9 0,109**

Rheumatoide Arthritis (%) 4,5 5,6 0,530**

Gicht (%) 9,5 12,2 0,217**
Biochemische Parameter

C-reaktives Protein (mg/I=SD) 26,1+43,1 33,4454,2 0,007***

(Ref.: <bmgl/l)

Leukozyten (Gpt/I£SD) 8,2+2.6 8,313,1 0,528***

(Ref.: 3,8-9,8Gpt/l)

Interleukin 6 (pg/mI+SD) 12,6+21,1 17,7+29,9 0,003***

(Ref.: <11pg/ml)

Harnsaure (umol/IxSD) 6,5+3,7 7,0+4,7 0,433***

(Ref.: M5,3-8,9, F3,6-8umol/l)

Kreatinin (umol/I=SD) 100,3+82,2 106,8+73,7 0,033***

(Ref.: M<102, F<88umol/l)

Total-Cholesterol (mmol/ISD) 4,6+1,4 4 5+1,2 0,304***

(Ref.: <6,2mmol/l)

HDL-cholesterol (mmol/IzSD) 1,04+0,4 1,02+0,3 0,564***

(Ref.: >1,5mmol/l)

LDL-cholesterol (mmol/I+SD) 2,8+1,0 2,7+1,0 0,385***

(Ref.: <3,9mmol/l)

Triglyzeride (mmol/I+SD) 1,7+£3,1 1,7+1,8 0,173***

(Ref.: M<1,6, F<2,3mmol/l)

* t-Test nach Students, ** Yates Korrektur, *** Mann-Whitney-U-Test
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Tabelle 22: Zahnéarztlich klinische Daten der Koronarpatienten, einschlie3lich der
subgingivalen Besiedlung mit parodontpathogenen Bakterien (MW: Mittelwert, SD:
Standardabweichung, DMF: ,decayed, missing filled”).

keine 0. milde schwere p-Wert
Parodontitis Parodontitis
(n=493) (n=449)
Zahnérztlich klinische Parameter
Plaqueindex (MW+SD) 0,75+0,6 1,4+0,8 <0,001*
Blutungsindex (MW+SD) 7,2+12,4 12,4#15,0  <0,001*
Sondiertiefe in mm (MW+SD) 3,0+0,6 4,1+0,8 <0,001*
Klinischer Attachmentverlust in 3,3+0,7 5,5+1,3 <0,001*
mm (MW=SD)
Fehlende Zdhne (MWxSD) 9,046,8 14,5£7,2 <0,001*
Kariose Zdhne (MW=SD) 0,21+0,7 0,39+1,1 0,004~
Gefllllte Zahne (MWSD) 6,98+4,1 4,27+3,6 <0,001*
Friher Zahnverlust infolge 2,4 1,8 0,640**
Zahnlockerung bei
Verwandten 1. Grades (%)
DMF Index (MW+SD) 16,09+6,7 19,09+6,34 <0,001*
Positiver subgingivaler Bakteriennachweis
A. actinomycetemcomitans (%) 10,8 9,1 0,472**
Roter Komplex
P. gingivalis (%) 55,2 72,6 <0,001**
T. forsythia (%) 72,8 81,5 0,002**
T. denticola (%) 55,6 65,3 0,003**
Oranger Komplex
P. intermedia (%) 19,9 27,2 0,010**
P. micros (%) 75,3 82,0 0,015*
F. nucleatum (%) 97,2 98,4 0,267**
C. rectus (%) 57,4 66,8 0,004**
E. nodatum (%) 24,5 37,4 <0,001**
Griner Komplex
E. corrodens (%) 69,2 715 0,479**
C. sputigena, C. gingivalis, C. 70,0 68,2 0,592**
ochracea (%)

* Mann-Whitney-U-Test
** Yates Korrektur
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4.3.2 Einfluss der TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A auf den Schweregrad

einer Parodontitis bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
In Abhéngigkeit der Schwere der parodontalen Erkrankung wurde die Bedeutung
der Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung der TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c.-
238G>A in der Gruppe der Koronarpatienten untersucht. Es wurde gezeigt, dass
weder die Genotyp-, noch die Allelverteilung mit dem Schweregrad der Parodontitis
assoziiert war (Tabelle 23). Bei der Analyse der Haplotypverteilung wurde ein
tendenziell protektiver Einfluss des GG-GG-Haplotyps ermittelt (p=0,070, Yates
Korrektur).
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Tabelle 23: Bedeutung der Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung (c.-308G>A, c.-
238G>A) fur die Schwere der Parodontitis.

keine 0. milde schwere p-Wert
Parodontitis Parodontitis
Genotypen (n=493) (n=449)
c.-308G>A
GG (%) 71.0 67.9
AG (%) 26.8 28.8
AA (%) 2.2 3.3 0.430*
AG+AA (%) 29.0 32.1 0.342*
C.-238G>A
GG (%) 915 89.1
AG (%) 8.1 10.7
AA (%) 0.4 0.2 0.355*
AG+AA (%) 8.5 10.9 0.258*
Allele (n=986) (n=898)
c.-308G>A
G (%) 84.4 82.3
A (%) 15.6 17.7 0.220*
€.-238G>A
G (%) 95.5 94.4
A (%) 4.5 5.6 0.271*
Haplotypkombinationen (n=493) (n=449)
c.-308G>A/c.-238G>A
GG-GG (%) 63.9 58.1
GG-AG (%) 25.6 27.4
GG-GA (%) 6.7 9.4
AG-AG (%) 2.2 3.3
AG-GA (%) 1.2 1.6
GA-GA (%) 0.4 0.2 0.397*
Haplotypen, die mind. ein A- 36.1 41.9 0.070*
Allel tragen (%)
Haplotypen (n=986) (n=898)
GG (%) 80.0 76.6
AG (%) 15.6 17.8
GA (%) 4.4 5.6 0.179*

* Yates Korrektur

57



4 Ergebnisse

4.3.3 Die Bedeutung der individuellen genetischen Konstellation fir weitere
parodontale und koronare Risikofaktoren

In weitere Assoziationsuntersuchungen wurden alle in den Tabellen 21 und 22 auf-
gefuihrten parodontalen und koronaren Risikofaktoren einbezogen. Eine Analyse
der parodontologischen Risikofaktoren, Plaqueindex, klinischer Attachmentverlust,
Sulkusblutung nach Sondierung und Sondiertiefe ergab Assoziationen zwischen
dem c.-238G>A Polymorphismus und dem Level an klinischem Attachmentverlust
sowie zwischen dem c.-308G>A Polymorphismus und der Blutungsneigung in der
Gesamtstudiengruppe.

GG-Genotyptrager des c¢.-238G>A Polymorphismus wiesen einen geringeren
Attachmentverlust auf als Trager der Genotypen AG und AA (GG-Genotyptrager:
4,31+1,50mm vs. AG+AA-Genotyptrager: 4,50+1,70mm) (Abbildung 11). Jedoch

war diese Tendenz statistisch nicht signifikant (p=0,292).

Klinischer
Attachment-
verlust in mm
10,0 -
8 =0,292 °
8,0 E P °
(=}
6,0
4,0
2,0 1 e
0 —
GG- AG+AA-
Genotyptrager Genotyptrager
n=851 n=91
Median 4,0 43
Perzentile (25% - 75%) 3,3-5,1 3,3-5,2

Abbildung 11: Abhangigkeit des klinischen Attachmentverlusts von der Genotyp-
konstellation des ¢.238G>A Polymorphismus im TNFa-Gen in der Gesamtgruppe.

Bertcksichtigt man jedoch in einem komplexen Risikomodell weitere parodontale
Risikofaktoren, einschlieBlich Alter, Geschlecht, Raucherstatus, approximaler

Plaqueindex und Diabetes mellitus, so wurde der AG+AA-Genotyp des c.-238G>A
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Polymorphismus als unabhéangiger Risikofaktor fur einen erhéhten klinischen
Attachmentverlust bestéatigt (Tabelle 24).

Tabelle 24: Assoziation zwischen Genotypkonstellation des c¢.-238G>A
Polymorphismus und dem Level an klinischem Attachmentverlust in der
Gesamitstudiengruppe:

Lineare Regressionsanalyse unter Berlcksichtigung der Kofaktoren Alter,
Geschlecht, Raucherstatus, Plaqueindex (PI), Diabetes mellitus, AG+AA-Genotyp
des TNFo-SNPs c.-238G>A.

Standardisierter p- t-Statistik
Korrelationskoeffizient | Wert
eingeschlossene Variablen
Pl 0,580 <0,001 21,80
Diabetes mellitus 0,059 0,024 2,26
Geschlecht (&) 0,058 0,027 2,21
AG+AA-Genotyp 0,056 0,032 2,13
ausgeschlossene Variablen
Alter 0,039 0,144
Raucher 0,029 0,279
Modellzusammenfassung R? Adjustiertes p- SE
R? Wert
0,360 0,358 0,033 1,21

Patienten mit AG+AA-Genotyp des Polymorphismus c¢.-308G>A zeigten eine
signifikant erhoéhte Sulkusblutungsneigung nach Sondierung (GG-Genotyp:
9,2+13,5 vs. AG+AA-Genotyp: 10,8+14,8, p=0,023, Mann-Whitney-U-Test). Ebenso
zeigten Patienten, die Trager von Haplotypkombinationen waren, die mindestens
ein A-Allel enthielten, eine Erh6hung des Sulkusblutungsindexes auf (GG-GG-
Haplotypkombination: 9.4+14.2 vs. Haplotypkombinationen mit A-Allel: 10.0£13.6,
p=0,038, Mann-Whitney-U-Test). Eine Unterteilung der Patienten hinsichtlich der
Schwere der parodontalen Erkrankung ergab ausschlief3lich Signifikanzen in Bezug
auf den Genotyp in der Gruppe mit milder bzw. ohne Parodontitis (p=0,033, Mann-
Whitney-U-Test, Tabelle 25 a). Auch unter Bertcksichtigung weiterer potentieller
Kofaktoren blieb diese Signifikanz erhalten (Tabelle 25 b). Alle weiteren in der
Gesamtgruppe ermittelten Assoziationen erreichten keine statistische Signifikanz in
den Patientenuntergruppen (Milde oder keine Parodontitis: Haplotyp p=0,079;
Schwere Parodontitis: Genotyp p=0,495, Haplotyp p=0,676; Mann-Whitney-U-
Test).
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Tabelle 25. Assoziation zum Genotyp des c.-308G>A Polymorphismus und der
Sulkusblutung auf Sondierung in der Gruppe mit milder bzw. ohne Parodontitis
(MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, API: approximaler
Plagueindex).

a) Bivariate Korrelation.

Sulkusblutungsindex p-Wert
(MW+SD)
€.-308G>A, Genotypen
GG (n=655) 6,29+9,62
AG+AA (n=287) 9,61+17,35 0.033

Mann-Whitney-U-Test

b) Schrittweise lineare Regressionsanalyse unter Bertcksichtigung der Kofaktoren
Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Plaqueindex (PI), Diabetes mellitus, AG+AA-
Genotyp des TNFa-SNPs ¢.-308G>A.

Standardisierter p- t-Statistik
Korrelationskoeffizient | Wert
eingeschlossene Variablen
PI 0,363 <0,001 8,71
AG+AA-Genotyp 0,130 0,002 3,12
ausgeschlossene Variablen
Alter -0,015 0,722
Geschlecht (3) 0,071 0,093
Raucher 0,029 0,488
Diabetes mellitus 0,077 0,069
Modellzusammenfassung R? Adjustiertes p- SE
R? Wert
0,147 0,144 <0,001 11,52

Bei der Analyse der Entzindungsmediatoren wurde fur den Interleukin 6-
Serumspiegel eine Assoziation zur individuellen TNFa-Genkonstellation ermittelt. In
der Gesamtstudiengruppe wiesen Trager des GG-Genotyps (c.-238G>A, p=0,003,
Mann-Whitney-U-Test), des G-Allels (c.-238G>A, p=0,003, Mann-Whitney-U-Test)
und des GG-Haplotyps (c.-308G>A/c.-238G>A, p=0,014, Kruskal-Wallis-Test)
signifikant hohere Serumwerte fir Interleukin 6 auf. Diese Assoziation wurde
ebenfalls in der Patientengruppe ohne bzw. mit milder Parodontitis bestétigt
(Abbildung 12) wahrend in der Gruppe mit schwerer Parodontitis keine
Abhangigkeiten ermittelt wurden. In der multivariaten linearen Regressionsanalyse
bei Berucksichtigung der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus, C-

reaktives Protein und genetische Besonderheit (GG-Genotyp, G-Allel oder GG-
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Haplotyp) wurde der genetische Hintergrund nicht als unabhangiger Pradiktor fir
einen erhohten Interleukin 6-Spiegel bestatigt.

Weitere Zusammenhange zwischen demographischen bzw. anamnestisch
erfassten Daten, bestehenden Vorerkrankungen, sowie biochemischen Parametern

zum genetischen Hintergrund wurden nicht ermittelt.

Haplotypen
Genotypen (c.-238G>A) Allele (c.-238G>A) (c.-308G>A/c.-238G>A)
Interleukin 6
in pg/ml
50 i ¥
i i i
40 i i i :
30 i p=0,001 ] p=0,001 d p=0,003
20
GG AG+AA G A GG AG GA
Median 7,10 3,95 6,90 3,95 7,10 6,45 3,70
Perzentile  3,60-14,60 2,08-9,20 3,48-14,00 2,15-9,18 3,45-13,10 3,48-17,28 2,10-9,20
(25% - 75%)

Abbildung 12: Abhéangigkeit des Interleukin 6 Serumlevels von genetischen Be-

sonderheiten im TNFo-Gen in der Gruppe der Koronarpatienten mit milder bzw.
ohne Parodontitis.

434 Zusammenhang zwischen Besonderheiten im Gen fur TNFa und der
subgingivalen Keimbesiedlung

In weiteren bivariaten Vergleichen wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen
genetischem Hintergrund und der  subgingivalen Besiedlung mit
parodontpathogenen Bakterien analysiert. Fir alle Bakterien wurde kein
Zusammenhang zur Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung ermittelt. Einzige
Ausnahme bildete hierbei das subgingivale Vorkommen von P.intermedia. In der
Gesamtstudiengruppe zeigten Trager der AG+AA Genotypen und des A-Allels des
c.-308G>A SNPs eine signifikant hohere P.i.-Pravalenz (Tabelle 26). Nach
Unterteilung der Patienten hinsichtlich des Schweregrads der Parodontitis wurde
ein ahnlicher Trend, jedoch ohne statistische Signifikanz gezeigt (Milde oder keine
Parodontitis: Genotyp p=0,079, Allel p=0,051; Schwere Parodontitis: Genotyp
p=0,320 Allel p=0,404; alle p-Werte mit Yates Korrektur).
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Tabelle 26: Assoziation der individuellen Genotyp- und Allelfrequenz des c.-
308G>A SNPs mit dem subgingivalen Auftreten von P.intermedia
Gesamitstudiengruppe.

in der

P. intermedia positive
Patienten (%)

p-Wert
Odds Ratio

(95% Konfidenzintervall)

Genotypen
GG (n=655) 21,4
AG + AA (n=287) 27,9 0,037*
1,422 (1,034-1,955)
Allele
G-Allele (n=1570) 22,4 0,036*
A-allele (n=313) 28,1 1,353 (1,030-1,779)

* Yates Korrektur

Unter Berlcksichtigung weiterer moglicher Kofaktoren wurde im multivariaten

Modell getestet, ob die genetische Konstellation des c.-308G>A Polymorphismus

als unabhangiger Risikoindikator flr das Auftreten von P.intermedia bestatigt

werden konnte. Sowohl Trager des AG+AA-Genotyps als auch des A-Allels zeigten

im komplexen Modell ein signifikant erhéhtes relatives Risiko flr die subgingivale

Besiedlung mit P.intermedia (Tabelle 27).

Tabelle 27: Binare logistische Regression (schrittweise vorwarts) flr das Auftreten
von P.intermedia in Abhangigkeit der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Raucherstatus,
Diabetes mellitus und Plaqueindex (PI) und

a) des AG+AA-Genotyps des TNFa-SNPs ¢.-308G>A

b) des A-Allels des TNFo-SNPs ¢.-308G>A.

o . Konfidenz-
Signifikante Regressions- | Standard- Odds _
_ o _ intervall
Variable koeffizient fehler Wert | Ratio
(95%)
a) eingeschlossene Variablen
Rauchen 0,61 0,22 0,004 1,84 1,21-2,80
AG+AA-
0,37 0,16 0,024 1,45 1,05-2,00
Genotyp
b) eingeschlossene Variablen
PI 0,006 0,002 0,002 1,01 1,002-1,01
Alter 0,016 0,005 0,003 1,02 1,01-1,03
A-Allel 0,318 0,141 0,024 1,38 1,04-1,80
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4.4 Auswertung des einjahrigen Follow-ups — Studie C
441 Klinische  Charakterisierung der Patienten entsprechend eines
kardiovaskularen Sekundarereignisses

Im Zeitraum 11/2010 bis 04/2012 wurde das Follow-up durchgefiihrt. Von den 1002
in die Studie eingeschlossenen Patienten beendeten 1000 Patienten das Follow-
up. Damit betragt im gesamten Untersuchungskollektiv die Loss to Follow-up-Rate
0,2%. Von den 942 in die genetischen Subuntersuchungen einbezogenen
Patienten vollendeten 941 das Follow-up. In Abbildung 13 sind die im Zeitraum des
Follow-ups aufgetretenen Ereignisse aller in den genetischen Analysen
untersuchten Patienten zusammengefasst.

Als Endpunkt der vorliegenden Studie wurden kardiovaskulare Sekundarereignisse
(nichttodlicher Myokardinfarkt, kardiovaskularer Tod und Schlaganfall) definiert.
Entsprechend dieser Definition erlitten 7,2% der kardiovaskularen Patienten kardio-

vaskulares Sekundarereignis.

Tod (nicht kardio-
vaskularer Ursache)

66,3%

Herzinsuffizienz (0,2%)

7/

e CABG 0%
Stationarer Myokardinfarkt
Aufenthalt (Herz-

beschwerden) 1,7%

Schlaganfall
Endpunkt der Studie

3,5%

Tod nach
kardiovaskularem
Ereignis
Kein Sekundarereignis

Abbildung 13: Verteilung der erfassten Sekundarereignisse nach einjahrigem
Follow-up in der Gesamtstudiengruppe (n=941). Es erlitten 7,2% der kardio-
vaskularen Patienten einen nichttédlichen Myokardinfarkt, einen Schlaganfall oder
verstarben aufgrund eines kardiovaskularen Ereignisses. Diese Ereignisse wurden
als Endpunkt der Studie definiert. (CABG: ,coronary artery bypass graft,
Koronararterien Bypass, re PTCA: Perkutane transluminale Angioplastie (rechts)).

Patienten, die im Zeitraum des einjahrigen Follow-ups einen Myokardinfarkt oder
Schlaganfall erlitten bzw. aufgrund eines kardiovaskularen Ereignisses verstarben,
zeigten signifikant erhéhte CRP- und Interleukin 6-Werte als Patienten ohne

Ereignis (Tabelle 28). Bezuglich der weiteren in die Analyse einbezogenen
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biochemischen und anamnestischen Daten wurden keine signifikanten

Verteilungsunterschiede ermittelt.

Tabelle 28: Demographische, anamnestische und biochemische Daten der

Patienten (P: Patienten, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Ref.
laborinterne Referenzwerte, M: Ménner, F: Frauen).
P. ohne P., die p-Wert
Sekundar- Sekundéar-
ereignis ereignis erlitten
(n=873) (n=68)
Demographische Parameter
Alter in Jahre (MW £SD) 66,7£11,0 67,9£11,2 0.412*
Geschlecht (weiblich, %) 29,4 25,8 0.606**
Anamnestische Daten
Raucher (%) 12,3 11,8 1.000**
BMI, kg/m?, (MW %SD) 28,4+4.4 27,5451 0.097*
Vorerkrankungen
Diabetes mellitus (%) 33,3 45,6 0,055**
Hypertonie (%) 87,7 86,8 0,964**
Hyperlipoproteindmie (%) 59,1 54,4 0,529**
Rheumatoide Arthritis (%) 4,9 5,9 0,952**
Gicht (%) 10,5 14,7 0,389**
Biochemische Parameter
C-reaktives Protein (mg/IxSD)  29,4+49,4 33,31+40,6 0,002****
(Ref.: <6mgl/l)
Leukozyten (Gpt/I£SD) 8,3+2,9 8,2+2,5 0,983****
(Ref.: 3,8-9,8Gpt/l)
Interleukin 6 (pg/mI+SD) 14,8+26,1 17,9+20,9 0,015%****
(Ref.: <11pg/ml)
Harnsaure (umol/I+SD) 6,7+4,2 7,442 0,129%***
(Ref.: M5,3-8,9, F3,6-
8,0umol/l)
Kreatinin (umol/I+SD) 102,0+£74,4 122,7+116,0 0,146***
(Ref.: M<102, F<88umol/l)
Total-Cholesterol (mmol/I£SD) 4,6+1,3 4,3+1,2 0,085****
(Ref.: <6,2mmol/l)
HDL-cholesterol (mmol/I£SD) 1,04+0,4 0,98+0,4 0,21 7%**
(Ref.: >1,5mmol/l)
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LDL-cholesterol (mmol/I+SD) 2,810 2,7¥1,0 0,502****
(Ref.: <3,9mmol/l)

Triglyzeride (mmol/I+SD) 1,7+2,7 1,4+0,7 0,361 ****
(Ref.: M<1,6, F<2,3mmol/l)

* t-Test nach Students

** Yates Korrektur

*** Exakter Test nach Fisher
**6% Mann-Whitney-U-Test

Das Vorliegen einer schweren Parodontitis wurde nicht als signifikanter Pradiktor
fur das Auftreten eines kardiovaskularen Sekundarereignisses bestatigt (Tabelle
29). Jedoch wurde gezeigt, dass Patienten mit Sekundarereignis einen signifikant
erhdhten Plaqueindex aufwiesen (p<0,001). Im Gegensatz dazu waren Patienten
ohne Sekundéarereignis 3-mal haufiger Trager des parodontpathogenen Keimes
A.actinomycetemcomitans (p=0,075) und fast doppelt so haufig Trager des Keimes
E.corrodens (p<0,001).

Tabelle 29: Zahnarztlich klinische Daten der Koronarpatienten, einschlieZlich der
subgingivalen Besiedlung mit parodontpathogenen Bakterien (P: Patienten, MW:
Mittelwert, SD: Standardabweichung, DMF: ,decayed, missing filled”).

P. ohne P., die p-Wert
Sekundar- Sekundarer-
ereignis eignis erlitten
(n=873) (n=68)
Schwere Parodontitis (%) 47,0 57,4 0,127*
Zahnérztlich klinische Parameter
Plagueindex (MWSD) 1,04+0,8 1,29+0,7 0,001**
Sulkusblutungsindex 9,5+13,8 11,6+15,8 0,211**
(MW+SD)
Sondiertiefe in mm (MW+SD) 3,5+0,9 3,7+1,0 0,190**
Klinischer Attachmentverlust in 4,3+15 45+1.,4 0,092**
mm (MW=SD)
Fehlende Zéhne (aul3er 8.) 11,5+7.,6 13,3+7,1 0,056**
(MW+SD)
Karidse Zahne (MW+SD) 0,29+0,9 0,32+0,9 0,581**
Geflllte Zahne (MW+SD) 57+4,1 5,0+4,6 0,057**
DMF Index (MW+SD) 17,446,7 18,6+6,9 0,160**
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Friher Zahnverlust infolge 1,8 5,9 0,050*
Zahnlockerung bei
Verwandten 1. Grades (%)
Positiver subgingivaler Bakteriennachweis
A. actinomycetemcomitans (%) 10,4 2,9 0,075*
Roter Komplex
P. gingivalis (%) 63,0 69,1 0,380*
T. forsythia (%) 77,2 73,5 0,587*
T. denticola (%) 60,5 55,9 0,537*
Oranger Komplex
P. intermedia (%) 23,5 22,1 0,906*
P. micros (%) 78,4 79,4 0,959*
F. nucleatum (%) 97,9 95,6 0,402*
C. rectus (%) 62,1 58,8 0,686*
E. nodatum (%) 31,0 25,0 0,366*
Griner Komplex
E. corrodens (%) 71,9 48,5 <0,001*
C. sputigena, C. gingivalis, C. 69,8 60,3 0,136*
ochracea (%)

* Yates Korrektur
** Mann-Whitney-U-Test

4.4.2 Die Polymorphismen ¢.-308G>A und c¢.-238G>A im TNFa-Gen als

mdgliche Pradiktoren fur ein kardiovaskulares Sekundarereignis

Es wurde die Bedeutung der Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung der TNFa-

SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A als prognostische Faktoren flr

einen

Myokardinfarkt, Schlaganfall sowie einen kardialen Tod untersucht. Es wurde

gezeigt, dass weder die Genotyp-, noch die Allelverteilung als Pradiktoren fir das

Eintreten eines definierten Sekundarereignisses herangezogen werden kdnnen

(Tabelle 30).
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Tabelle 30: Bedeutung der Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung (c.-308G>A, c.-
238G>A) als mogliche Pradiktoren fur ein kardiovaskuldres Sekundarereignis.

Patienten ohne Patienten, die p-Wert
Sekundarereignis Sekundarereignis
erlitten
Genotypen (n=873) (n=68)
c.-308G>A
GG (%) 70,0 63,2
AG (%) 27,1 35,3
AA (%) 2,9 15 0,340*
AG+AA (%) 30,0 36,8 0.304**
C.-238G>A
GG (%) 90,1 92,6
AG (%) 9,5 7,4
AA (%) 0,4 0 0,736*
AG+AA (%) 9,9 7,4 0.647**
Allele (n=1746) (n=136)
c.-308G>A
G (%) 83,6 80,9
A (%) 16,4 19,1 0,491**
C.-238G>A
G (%) 94,9 96,3
A (%) 51 3,7 0,598**
Haplotypkombinationen (n=873) (n=68)
c.-308G>A/c.-238G>A
GG-GG (%) 61,5 55,9
GG-AG (%) 25,8 35,3
GG-GA (%) 8,0 7,4
AG-AG (%) 2,9 15
AG-GA (%) 15 0
GA-GA (%) 0,3 0 0,644~
Haplotypen, mit 38,5 441 0,431**
mind. 1 A-Allel (%)
Haplotypen (n=1746) (n=136)
GG (%) 78,5 77,2
AG (%) 16,5 19,1
GA (%) 50 3,7 0,593**

* Exakter Test nach Fisher, ** Yates Korrektur
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In weiteren Untersuchungen wurde der Zeitraum bis zur Manifestation des
Sekundarereignisses in der statistischen Evaluation bertcksichtigt. Sowohl die
Genotyp-, die Allel- und die Haplotypverteilung der Polymorphismen c.-308G>A
und c.-238G>A im TNFa-Gen wurden nicht als prognostische Faktoren fur einen
Myokardinfarkt, einen Schlaganfall oder kardiovaskularen Tod bestatigt (Abbildung
14).

Bei Berlcksichtigung weiterer, kardiovaskulare Sekundérereignisse mdglicher-
weise beeinflussender Faktoren, wie Alter, Geschlecht, Rauchen, Diabetes
mellitus oder schwere Parodontitis erwies sich die genetische Konstellation (c.-
308G>A und c.-238G>A-SNP im TNFa-Gen) ebenfalls nicht als Pradiktor fir
Sekundarereignisse (Tabelle 31). Bei Betrachtung der Genotyp-, der Allel- und der
Haplotypfrequenzen wurde nur das Vorliegen von Diabetes mellitus als
prognostischer Faktor bestatigt.

In Tabelle 32 sind die Ergebnisse der Cox-Regression dargestellt, unter
Berlcksichtigung des Plaqueindexes als weiteren, moglicherweise kardiovaskulare
Sekundarereignisse beeinflussenden, Marker. Auch hier wurde die genetische
Konstellation nicht als Pradiktor fir kardiovaskuldare Sekundarereignisse bestatigt.
Es wurde jedoch die prognostische Bedeutung des Plaqueindexes als signifikanter

prognostischer Marker fur kardiovaskulare Sekundérereignisse hervorgehoben.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier Plot fiir den Einfluss der Genotyp- und

Allelkonstellation des ¢.-308G>A Polymorphismus (a), ¢.-238G>A Polymorphismus
(b) und die Haplotypverteilung auf das Auftreten von kardiovaskularen
Sekundarereignissen (Myokardinfarkt, Schlaganfall und kardiovaskularer Tod). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Log-rank-Test.
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Tabelle 31: Cox-Regression (schrittweise vorwarts) fur das Eintreten eines
kardiovaskularen Sekundarereignis (Myokardinfarkt, Schlaganfall, kardiovaskularer
Tod) in Abhangigkeit der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Diabetes
mellitus, Parodiagnostik und

a) der Genotypverteilung des TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A

b) der Allelverteilung des TNFa-SNPs c¢.-308G>A und c.-238G>A sowie die
Haplotypverteilung c.-308G>A/c.-238G>A.

Fur alle Genotypen, Haplotypen und Allele wurden jeweils separate Cox-
Regressionen durchgefihrt.

S . Konfidenz-
Signifikante Regressions- | Standard- p- Hazard _
intervall
Variable koeffizient fehler Wert Ratio
(95%)
a) eingeschlossene Variablen
Diabetes mellitus 0,50 0,25 0,044 1,64 1,02-2,65
ausgeschlossene Variablen
Genotyp: ¢.-308G>A 0,247
Genotyp: ¢.-238G>A 0,490
b) eingeschlossene Variablen
Diabetes mellitus 0,48 0,17 0,006 1,62 1,15-2,26
schwere
N 0,36 0,17 0,040 1,43 1,02-2,01
Parodontitis
ausgeschlossene Variablen
Allel: c.-308G>A 0,459
Allel: c.-238G>A 0,425
Haplotyp: ¢.-308G>A/c.-238G>A 0,901
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Tabelle 32: Cox-Regression (schrittweise vorwarts) fir das Eintreten eines
kardiovaskularen Sekundarereignis (Myokardinfarkt, Schlaganfall, kardiovaskularer
Tod) in Abhangigkeit der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Diabetes
mellitus, Plagueindex und

a) der Genotypverteilung des TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A sowie die
Haplotypverteilung ¢.-308G>A/c.-238G>A

b) der Allelverteilung des TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A.

Fur alle Genotypen, Haplotypen und Allele wurden jeweils separate Cox-
Regressionen durchgefihrt.

S . Konfidenz-

Signifikante Regressions- | Standard- p- Hazard _
) o ) intervall
Variable koeffizient fehler Wert Ratio
(95%)

a) eingeschlossene Variablen
Plaqueindex 0,01 0,004 0,017 1,01 1,002-1,01

ausgeschlossene Variablen
Genotyp: ¢.-308G>A 0,217
Genotyp: ¢.-238G>A 0,517

b) eingeschlossene Variablen

Diabetes mellitus 0,431 | 0,17 0,013 | 1,54 1,19-2,16

Plaqueindex 0,010 0,01 0,003 1,01 1,003-1,01
ausgeschlossene Variablen

Allel: c.-308G>A 0,416

Allel: ¢.-238G>A 0,482

Haplotyp: ¢.-308G>A/c.-238G>A 0,989
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Komplexe entzindliche Erkrankungen und deren Wechselwirkungen stehen heute
immer mehr im Mittelpunkt vieler klinisch-genetischer Studien. Bereits seit
langerem wird ein Zusammenhang zwischen der Parodontitis und systemischen
Entziindungserkrankungen, wie atherosklerotischen Gefa3wandveranderungen
vermutet. Neben exogenen Faktoren (wie Rauchen oder Stress), die die
Entstehung entzundlicher Erkrankungen beférdern kdnnen, wird zunehmend auch
eine genetische Pradisposition in inflammatorischen Kandidatengenen als
Erkrankungsursache diskutiert. Veranderungen innerhalb der genomischen DNA-
Sequenz kdnnen funktionelle Stérungen auf RNA- oder Proteinebene verursachen.
Polymorphe Varianten kdnnen die Transkriptionsrate von Genen und damit die
Menge an verfugbarer mRNA beeinflussen (208-210). Dies kann zur verminderten
bzw. verstarkten Expression des entsprechenden Proteins fuhren. Bedingt durch
die verdnderte Verfligbarkeit des biologisch aktiven Enzyms oder Rezeptors
werden moglicherweise komplexe Stoffwechselwege beeintrachtigt und damit die
Manifestation von Erkrankungen beférdert. So erhdht z.B. eine genotypabhéngig
veranderte Expression von Interleukin 18 die Suszeptibilitat flr Atherosklerose
(211). Daruiber hinaus kénnen genetische Besonderheiten direkt zu Veranderungen
in der Aminosauresequenz von Proteinen fuhren, und so die Funktion des Proteins
beeinflussen. Durch eine Punktmutation wird z.B. im Gerinnungsfaktor V an
Position 506 des Proteins Arginin durch Glutamin ersetzt. Durch diese Substitution
wird der Abbau des Faktor V durch das aktivierte Protein C inhibiert (APC-
Resistenz). Patienten mit heterozygotem bzw. homozygotem Genotyp weisen eine
erhdhte Thromboseneigung verbunden mit einer gesteigerten Anfélligkeit fur
kardiovaskulare Erkrankungen auf (212).

Deshalb bildet die Untersuchung genomischer Varianten von Kandidatengenen und
deren funktionelle Konsequenzen eine wichtige Grundlage fir die weitere Pra-
vention, Diagnostik und Prognostik von inflammatorischen Erkrankungen.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte zum einen ein Beitrag zur detaillierteren Charak-
terisierung der individuellen genetischen Risikokonstellation bei schweren Paro-
dontitiden geleistet werden. Zum anderen sollte die Bedeutung einer genetischen
Pradisposition als prognostischer Marker fur kardiovaskulare Sekundarereignisse
(Mykoardinfarkt, Schlaganfall, kardiovaskularer Tod) analysiert werden. Hierflr
wurden genomische und funktionelle Untersuchungen zum Tumornekrosefaktor
alpha, einem Kandidatengen der Parodontitis- und Atheroskleroseentstehung, auf
DNA-, RNA- und Proteinebene durchgefihrt.
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51 Regulation des TNFa - Funktionelle Auswirkungen von polymorphen
Besonderheiten im TNFa-Gen — Studie A
Der humane Tumornekrosefaktor alpha ist an der Regulation einer Vielzahl von
immunologischen Prozessen beteiligt, welche eine wichtige Rolle sowohl bei der
wirtspezifischen Abwehr als auch bei der Pathogenese verschiedener komplexer
Erkrankungen spielen. Eine sensible Regulation der Expression dieses pro-
inflammatorischen Zytokins ist von grofl3er Bedeutung fir die Aufrechterhaltung der
Homobostase des Immunsystems. Der Spiegel an membrangebundenem und
zirkulierendem TNFa, dessen Akitvitat und Synthese- bzw. Turnover-Rate
unterliegen der strengen Kontrolle von exogenen und endogenen Faktoren.
Es wurde gezeigt, dass sowohl die Aktivitat der TNFa-prozessierenden Metallo-
proteinasen (213) als auch der Plasmaspiegel weiterer Zytokine (214) eine wichtige
Rolle bei der Regulation der biologischen Verfligbarkeit von TNFa spielen.
Weiterhin sind fur die Wirkung von TNFa die Aktivitat und der Spiegel von léslichen
(215) sowie membrangebundenen TNF-Rezeptoren von grof3er Bedeutung (216).
Die Vielfalt der Regulationsmechanismen auf verschiedenen Ebenen, wie z.B. auf
der Ebene der Transkription, der pra-mRNA Prozessierung, der mRNA Stabilitat
und der Translation spiegeln die Komplexitat der Kontrolle wider, der die TNFo-
Expression unterliegt (217-223).
Einen wichtigen Stellenwert bei der Steuerung der TNFa-Aktivitat auf der Ebene
der Transkription werden polymorphen Veranderungen des TNFa-Gens
beigemessen (224). Die am intensivsten funktionell untersuchten SNPs im TNFo-
Gen sind die Promotorpolymorphismen c.-308G>A und c.-238G>A. Beide SNPs
liegen in einem genomischen Bereich, der Sequenzhomologien zu einer Y-Box,
einem typischen Regulationsmotiv von Promotoren der Gene der MHC-Klasse II-
Molekule aufweisen (225). Veranderungen in diesem Bereich kénnten deshalb in
einer veranderten TNFoo mMRNA-Expression resultieren. In einem Mausmodel wurde
gezeigt, dass durch Sequenzveranderungen innerhalb dieser Y-Box, vermittelt
durch das veranderte Bindungsvermdgen von NFkB, die TNFa-Transkriptionsrate
beeinflusst werden kann (226). Jedoch sind die Ergebnisse der vorliegenden in
vitro und ex vivo Studien beziglich der funktionellen Auswirkungen dieser
Polymorphismen hoch kontrovers (135).
Deshalb wurden fiir unsere Studie eigene funktionelle Voruntersuchungen zur
Bedeutung von TNFa-Polymorphismen fir die Expression auf transkriptioneller
bzw. translationeller Ebene durchgefuhrt. Fir diese Voruntersuchungen wurden
Patienten mit koronarer Herzerkrankung ausgewahilt, da in der sich anschliel3enden

Studie die Bedeutung der genetischen Konstellation fur die Schwere einer
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parodontalen Erkrankung und fir die Prognose eines kardiovaskularen
Zweitereignisses ebenfalls an Koronarpatienten evaluiert werden sollte.

Es wurden SNPs im Promotor (c.-863C>A, c.-857C>T, ¢.-308G>A, c.-238G>A), im
Exon 2 (P84L) sowie im Intron 3 (IVS3+51A>G) des TNFa-Gens untersucht. Wir
zeigten in unserer Studie, dass ausschlie3lich der SNP c.-238G>A im TNFa-
Promotor mit einer verdnderten mRNA-Expression assoziiert war. Das A-Allel
korrelierte mit einer erhéhten TNFa mRNA-Expression (A-Allel: 8,4+6,1 ag/Zelle vs.
G-Allel: 6,5£6,1 ag/Zelle) in nativen Monozyten. Im Gegensatz dazu wurde in einer
weiteren ex vivo Studie an Patienten mit rheumatoider Arthritis eine Erhéhung der
TNFa mRNA-Expression bei GG-Genotyptragern gezeigt (144). Im Einklang dazu
war das A-Allel in einer in vitro Studie an B-Zell- (Raji-Zellen) und T-Zelllinien
(Jurkat Zellen) mit einer erniedrigten TNFa mRNA-Expression assoziiert (156).
Diese differenten Ergebnisse kénnten zum einen Indikator fir Unterschiede in der
Regulation des TNFa im Rahmen der angeborenen (Monozyten) bzw. adaptiven
Immunabwehr (Lymphozyten) sein. Zum anderen wird die Genexpression auch
durch die metabolische Komplexitat in vivo beeinflusst, bedingt u.a. durch
krankheitsbedingt veranderte Stoffwechselsituationen, und ist nicht mit den Daten
von in vitro Studien vergleichbar.

In unserer Studie wurde die mit dem A-Allel des SNP c.-238G>A assoziierte
MRNA-Erhéhung jedoch nicht mit einer Erhéhung der Plasmaproteinexpression
korreliert. Auch in anderen Patienten-assoziierten Studien wurde kein
Zusammenhang zwischen dem SNPs ¢.-238G>A und der TNFa-
Plasmaproteinexpression gezeigt werden (159, 160). Diese Ergebnisse lassen
einen weiteren wichtigen post-transkriptionellen Mechanismus vermuten, der eine
sensible Regulation der TNFa-Plasmaproteinverfligbarkeit erlaubt. Auch in
Untersuchungen an humanen Blutkulturen oder mononuklearen Zellen wurde nach
LPS-Stimulation keine genotypabhéngige Anderung der Proteinexpression gezeigt
(135, 149, 157, 158). Im Gegensatz dazu wurde der SNP c.-238G>A mit einer
veranderten TNFo-Proteinexpression bei Patienten mit Sarkoidose oder Multipler
Sklerose assoziiert (148, 161). Nicht auszuschlieBen ist jedoch, dass diese
Assoziation durch weitere, in diese komplexen Krankheitsgeschehen involvierte
Faktoren beeinflusst werden kdnnte.

Fur den SNP an Position c¢.-308G>A wurde in der vorliegenden Arbeit keine
Assoziation zur mRNA-Expression in Monozyten und zur Plasmaproteinexpression
nachgewiesen. Fir diesen Polymorphismus ist die Datenlage ebenfalls kontrovers.
Wahrend in ex vivo Studien keine Ubereinstimmenden Ergebnisse fiir die Bedeu-

tung der genetischen Konstellation auf TNFa-Expression (MRNA und/oder Protein)
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gezeigt wurden (142-154), wurde in in vitro-Studien (Transfektionsanalysen) das A-
Allel mit einer erhéhten TNFa-Expression assoziiert (137-140). Auch hier kdnnten
die unterschiedlichen Ergebnisse u.a. durch das komplexe Zusammenspiel
weiterer, die Regulation der TNFo-Expression beeinflussender, Mediatoren in vivo
zurickzufiihren sein. In unserer Studie wurde diesbeziglich gezeigt, dass die
TNFo Plasmaproteinexpression mit einem erhdhten Lebensalter, sowie einem
erhéhtem Body Mass Index und Harnsaurespiegel korreliert ist. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang zu Untersuchungen anderer, die ebenfalls eine Korrelation des
TNFa zum Alter (227, 228), zum Body Mass index (229, 230) und zum Harn-
saurespiegel (231, 232) nachwiesen.

Es ist bekannt, dass das Altern durch einen leichten Anstieg inflammatorischer
Aktivitat, verbunden u.a. mit einer Erhéhung des Zytokin-Serumspiegels,
gekennzeichnet ist (227). Ebenso wurde in anderen Studien eine Alters-
abhéangigkeit des Harnsaurespiegels (233) und des Body Mass Indexes (234)
beschrieben, welche in der vorliegenden Studie jedoch fir beide Parameter nicht
bestatigt wurde. Harnsaure und Body Mass Index waren, in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen anderer (235, 236) schwach positiv korreliert (Korrelations-
koeffizient nach Spearman, r=0,186, p<0,016). Beide Marker wurden mit einer
verstarkten Entzindungsaktivitat assoziiert und spielen damit ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Manifestation und Progression komplexer Erkrankungen
(237, 238). Daraus schlussfolgernd tragt eine Erhdéhung der inflammatorischen
Aktivitat als ein starker unabhangiger Risikofaktor zur allgemeinen Morbiditat und
Mortalitat bei kardiovaskularen Erkrankungen bei.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den in dieser Studie untersuchten
TNFa-Polymorphismen ausschlieBlich der SNP c¢.-238G>A bei Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen mit der mRNA-Expression des TNFa in Monozyten
korreliert war. Keiner der Polymorphismen zeigte Auswirkungen auf die TNFo-
Proteinexpression im Serum. Der TNFa-Serumspiegel wurde mit dem Alter der

Patienten, dem Body Mass Index und dem Harnsaurespiegel korreliert.

5.2 Die Bedeutung der SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A fiir das Auftreten
von schweren Parodontitiden — Studie B

Bereits 1997 wies Kornman darauf hin, dass neben der als Ausloser von

entziindlichen Parodontitiden charakterisierten mikrobiellen Plaque auch die

individuelle inflammatorische Wirtsreaktion eine wichtige Rolle in der Pathogenese

der Erkrankung spielt (239). Die individuelle Entziindungskompetenz in der

Atiologie von Parodontitiden wird u.a. durch genetische Varianten in den fur die
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Immunantwort relevanten Genen getriggert (240). Untersuchungen an mono- und
dizygoten Zwillingspérchen bestétigten, dass genetische Besonderheiten als
kausale Faktoren fur die unterschiedlichen Verlaufe der Parodontitis anzusehen
sind (241). Aufgrund der exponierten Stellung des Tumornekrosefaktors o im
entzindlichen Geschehen wurde bereits in verschiedenen klinischen Studien die
Bedeutung genetischer Besonderheiten in diesem Gen fiir die Atiologie von
entzindlichen Parodontitiden untersucht. In diesen Studien wurden bisher
Polymorphismen im Promotor des Gens (c.-1030T>C, c.-863C>A, ¢.-857C>T, c.-
308G>A und c.-238G>A) und deren mogliche Assoziation zu schweren
Parodontitiden untersucht. In wenigen Fall-Kontrollstudien mit geringer Fallzahl (46
bzw. 64 japanische Parodontitispatienten) wurde die Assoziation der
Polymorphismen an Position -1030, -863 und -857 auf das parodontale Geschehen
untersucht (169, 176). Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind jedoch wider-
spruchlich. Die groRte Beachtung wurde den funktionell bedeutsamen Poly-
morphismen an Position -308 und -238 beigemessen (siehe Tabelle 3).

Im Rahmen der vorliegenden retrospektiven Fall-Kontroll-Studie sollten mogliche
Assoziationen zwischen der genetischen Konstellation im TNFoa-Gen und
chronischer bzw. aggressiver Parodontitis getestet werden. Das Studiendesign
einer Fall-Kontroll-Studie wurde gewahlt, da im Vorfeld an koronar unauffalligen
Parodontitispatienten und parodontal Gesunden abgeklart werden sollte, ob die
SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A das Risiko an einer schweren Parodontitis zu
erkranken, beeinflussen konnten. Mit Hilfe dieses Studienansatzes konnen keine
absoluten Risiken bzw. kausale Zusammenhange aufgedeckt werden. Jedoch ist
die Fall-Kontroll-Studie eine sehr kostenglinstige Untersuchungsmethode, um
schnell valide Aussagen zu krankheitsassoziierten relativen Risiken eines oder
mehrerer Faktoren treffen zu kénnen (242).

Wir belegten in unserer Studie Assoziationen zwischen polymorphen Varianten im
TNFa-Gen und schweren Parodontitiden. Patienten mit schwerer Parodontitis
waren signifikant haufiger Trager des GG-Genotyps (p=0,030) bzw. G-Allels
(p=0,031) des c.-238G>A Polymorphismus als parodontitisfreie Kontrollprobanden.
Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Ergebnissen vorangegangener Fall-
Kontroll-Studien, in denen keine Assoziation zwischen dem Auftreten schwerer
Parodontitiden und diesem SNP gezeigt wurden (169, 176-178). Diese Diskrepanz
kénnte zum einen durch ethnisch bedingte Besonderheiten in der Genotyp-
Verteilung hervorgerufen worden sein. So zeigten Pooja et al., 2011, dass in
verschiedenen ethnischen Gruppen die Genotypverteilung des TNFa

Polymorphismus c.-238G>A different ist (243). Somit kdnnte in verschiedenen
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Bevolkerungsgruppen diese genetische Variante mdglicherweise andere krank-
heitsbezogene Assoziationen aufweisen. Daruber hinaus spielt es eine wesentliche
Rolle, ausreichend Patienten und Kontrollen zu integrieren, um statistische Fehler
zu minimieren und einen durch genetische Varianten bedingten Effekt zu erkennen.
Die kleinen Fallzahlen der vorliegenden Studien (zwischen 32 und 90 Parodontitis-
patienten) konnten, bedingt durch eine mdglicherweise zu geringe Power (1-B),
dazu fihren, dass ein tatsachlich vorhandener Zusammenhang nicht erkannt
werden kann. Auch in unserer Studie ist die Aussagekraft der Ergebnisse durch
eine niedrige Power beeintrachtigt (Power von 57% fur Genotypverteilung und 56%
fur Allelverteilung) und erfordert das Reproduzieren der Ergebnisse an groReren
Patientengruppen. Darlber hinaus ist Parodontitis eine multifaktorielle entziindliche
Erkrankung, deren Manifestation durch das Zusammenspiel einer Vielzahl
exogener und endogener Faktoren bestimmt wird. Klassische Risikofaktoren der
Parodontitis sind neben beeinflussbaren Risikofaktoren, wie z.B. Rauchen, auch
Faktoren wie mannliches Geschlecht und Alter (244-249). Deshalb wurde in
unserer Studie ein komplexes Risikomodell zur Beurteilung des genetischen
Einflusses auf das Auftreten von Parodontitiden herangezogen. Nach Einschluss
der Kofaktoren Alter, mannliches Geschlecht, Raucherstatus und approximaler
Plaqueindex in die logistische Regression wurden sowohl der GG-Genotyp als
auch das G-Allel als unabhangige Risikofaktoren flr schwere Parodontitiden
bestétigt.

Fur den c.-308G>A Polymorphismus im TNFa-Gen wurden im bivariaten Vergleich
ebenfalls Assoziationen zum Auftreten von Parodontitiden gezeigt. Das A-Allel
(p=0,040) und der AG+AA-Genotyp (n.s.) waren mit einem erhdhten Risiko fir
schwere parodontale Erkrankungen korreliert. Nach Einbeziehung weiterer
parodontaler Kofaktoren (Rauchen, mannliches Geschlecht, Alter, approximaler
Plaqueindex) wurde das A-Allel als unabhangiger Risikofaktor evaluiert. Unsere
Daten stehen in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Erciyas et al.,
2010, die ebenfalls ein erhdhtes parodontales Risiko fur AG-Genotyptrager des c.-
308G>A SNP nachwiesen (164). Andere zeigten demgegeniiber, dass Patienten
mit schwerer Parodontitis haufiger GG-Genotyptrager waren (165, 166). Weitere
Studien zeigten keine Assoziation zwischen ¢.-308G>A SNP und dem Auftreten
von parodontalen Erkrankungen (168-176). Auch fir die klinischen Assoziations-
studien zum SNP c¢.-308G>A treffen die im oberen Abschnitt bereits ausgefiihrten
Limitationen zu, die den direkten Vergleich zu unserer Studie erschweren.

Des Weiteren wurde in unserer Studie zum ersten Mal eine Assoziation des TNFa-

Haplotyps c¢.-308G>A/c.-238G>A zu parodontalen Erkrankungen gezeigt. Im
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komplexen Risikomodell wurde der TNFa-Haplotyp jedoch nicht als unabhangiger
Risikoindikator bestéatigt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A
im TNFa-Gen innerhalb der Grenzen unserer Studie, zum Auftreten von schweren

Parodontitiden (aggressive und chronische Parodontitis) assoziiert sind.

5.3 TNFa-SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A und parodontale Risiko-
faktoren

Fur den c.-238G>A Polymorphismus wurde in unserer Studie eine Assoziation des
GG-Genotyps zu einer erhohten Sulkusblutungsneigung nach Sondierung gezeigt.
Sowohl im bivariaten als auch im multivariaten Vergleich bei Berticksichtigung der
Kofaktoren Alter, Geschlecht, Raucherstatus und approximaler Plaqueindex wurde
in der Gesamtstudiengruppe die Bedeutung des GG-Genotyps fur die
Sulkusblutungsneigung bestatigt. Als eine mogliche Ursache dieser GG-Genotyp
assoziierten erhéhten Blutungsneigung koénnte eine hodhere bakterielle Belastung
dieser Genotyptrager diskutiert werden. Tatsachlich wurde gezeigt, dass in der
Gesamtstudiengruppe bei GG-Genotyptrager haufiger P.gingivalis in der
subgingivalen Plaque nachzuweisen war. In einer Studie belegten Andrukhov et al.,
dass das Vorkommen von P.gingivalis mit einem erhéhten Serumspiegel an TNFa
verbunden war (250). In ex vivo und in vitro Blutkulturen wurde ebenso gezeigt,
dass parodontpathogene Keime in der Lage sind die TNFa-Expression zu
induzieren (251, 252). Der TNFa-Serumspiegel unterliegt einer strengen Kontrolle.
Als mdgliche Regulatoren werden auch genetische Besonderheiten diskutiert (134,
135). Obwohl wir in eigenen Voruntersuchungen an Koronarpatienten keine
Assoziation des TNFa-Genotyps zur TNFa-Serumkonzentration zeigten (167),
wurde in anderen Studien eine genotypabhangige Verdnderung der TNFa-
Expression belegt (148, 161).
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5.4 Longitudinalstudie ,Parodontitis als Risikofaktor fiir koronare
Sekundarereignisse* — Studie C: Basisuntersuchungen

In den Basisuntersuchungen der Longitudinalstudie C sollte die Bedeutung dieser

SNPs als Risikoindikatoren fur eine schwere Parodontalerkrankung an einer

Kohorte mitteldeutscher Patienten mit kardiovaskuldaren Erkrankungen analysiert

werden.

54.1 Differenzierung des Patientenkollektivs

Fur die Querschnittsuntersuchungen wurden Patienten mit kardiovaskularen Er-
krankungen konsekutiv eingeschlossen und hinsichtlich ihres Parodontalstatus
differenziert. FUr die Beurteilung der Schwere der Parodontalerkrankung (schwere
Parodontitis: approximaler Attachmentverlust von 23mm in = 30% der Zahne)
wurde hierbei die Einteilung nach Tonetti et al., 2005 herangezogen (202). Unter
Berlcksichtigung der klassischen parodontalen Risikofaktoren, Rauchen und
mannliches Geschlecht (244-248), traten in der vorliegenden Studie in der Gruppe
mit schwerer Parodontitis signifikant haufiger Manner und Raucher auf.

In unserer Studie belegten wir, dass Patienten mit schwerer Parodontitis signifikant
hohere Serumwerte der Entziindungsmarker C-reaktives Protein (CRP) und Inter-
leukin 6 aufwiesen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderer Studien, in
denen ebenfalls erhdhte Interleukin 6- bzw. CRP-Serumspiegel mit dem Auftreten
von Parodontitiden assoziiert wurden (97, 253-256). Dariiber hinaus wiesen wir in
unserer Studie in Ubereinstimmung mit den Daten anderer (257) eine positive
Korrelation zwischen dem IL-6- und dem CRP-Spiegel nach (Korrelationskoeffizient
nach Spearman, r=0,551, p<0,001). Wie bereits beschrieben wurde, induziert IL-6
in der Leber die Produktion von Akutphaseproteinen, wie z.B. dem CRP (258).
Erhohte Werte sowohl an IL-6 als auch an CRP werden als Risikomarker fur
kardiovaskulare (259, 260) und parodontale Erkrankungen diskutiert (257). Deshalb
unterstitzen unsere Ergebnisse die These, dass parodontale Entziindungen -
vermittelt durch systemisch wirkende Faktoren wie IL-6 und CRP - vaskulare
inflammatorische Prozesse der Atheroskleroseentstehung befdrdern.

Darliber hinaus zeigten wir, dass bei Patienten mit schwerer Parodontitis der
Kreatininspiegel signifikant erhéht war. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass bei
Parodontitispatienten die Nierenfunktion und damit die Clearance von Kreatinin ein-
geschrankt sind. Im Einklang dazu zeigten andere Arbeitsgruppen, dass das
Vorliegen einer Parodontalerkrankung das Risiko fur Nierenfunktionsstérungen
erhéht (97, 261). Auch wiesen in unserer Studie Patienten mit akutem

Nierenversagen wahrend des Krankenhausaufenthaltes die signifikant héheren
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Kreatininwerte auf (Patienten ohne Ereignis: n=876, 101,1+72,0umol/l vs. Patienten
mit akutem Nierenversagen: n=9, 139,4+70,2umol/l, p=0,002). Ein wichtiger
Risikofaktor fur Nierenerkrankung ist ein erhohter Serumspiegel an CRP (262). Im
Rahmen unserer Studie wurde eine positive Korrelation zwischen CRP- und
Kreatininspiegel gezeigt (Korrelationskoeffizient nach Spearman, r=0,153,
p<0,001).

Alle weiteren demographischen, anamnestischen und biochemischen Parameter
waren nicht mit der Schwere der Parodontalerkrankung in der vorliegenden Studie
assoziiert.

Wie zu erwarten wiesen die Patienten mit einer ausgepragten Parodontal-
erkrankung hinsichtlich der dentalen Parameter, Plaqueindex, Sulkusblutungs-
index, Sondiertiefe, klinischer Attachmentverlust, fehlende, kariése bzw. gefillte
Zahne (DMF Index) die schwereren klinischen Symptome auf. Auch war die sub-
gingivale bakterielle Belastung zur Schwere der Parodontitis assoziiert. Patienten
mit schwerer Parodontalerkrankung wiesen eine signifikant hohere bakterielle Last
im Vergleich zu Patienten ohne oder mit milder Parodontitis (p<0,001) auf. Jedoch
war die Verteilung der einzelnen Bakterienspezies in den Patientensubgruppen
unterschiedlich. Die Bakterien des roten (P.gingivalis, T.forsythia, T.denticola) und
des orangen Komplexes (P.intermedia, P.micros, C.rectus, E.nodatum) waren in
der Gruppe der Patienten mit schwerer Parodontitis signifikant haufiger prasent.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bisherigen Daten, die bei Patienten mit
aggressiver und chronischer Parodontitis eine starkere subgingivale Besiedlung mit
Bakterien des roten und orangen Komplexes belegen (263). Den Bakterien des
roten Komplexes werden als sogenannte Spatbesiedler stark parodontpathogene
Eigenschaften zugeschrieben (264). Es wurde fiir diese Bakterien gezeigt, dass sie
in der Lage sind, ihre hohe parodontschadigende Wirkung Uber das Ausschutten
einer Vielzahl an Proteasen zu vermitteln (265-268). Im orangen Komplex sind die
sogenannten Brickenkeime zusammengefasst, die nach dem subgingivalen
Auftreten der frihen Plaquebesiedler die Grundlage fiir das Wachstum der spaten
und hoch pathogenen Keime bilden. Auch Bakterien dieses Komplexes wird eine
wichtige Bedeutung im parodontalen Geschehen zugeschrieben.

In Ubereinstimmung mit der Studie von Rescala et al., 2010, zeigten in unserer
Untersuchung Patienten mit schwerer Parodontitis kein signifikant haufigeres Vor-
kommen der Bakterien des grinen Komplexes (E.corrodens, C.sputingena,
C.gingivalis, C.ochracea) und A.actinomycetemcomitans (263). Bakterien des
grinen Komplexes und A.actinomycetemcomitans spielen eine wichtige Rolle in

der Atiologie von aggressiven Parodontitiden. In einer Studie von Heller et al. 2012
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wurde belegt, dass A.actinomycetemcomitans, C.sputigena und C.ochracea bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis deutlich h&aufiger auftreten als bei Patienten
mit chronischer Parodontitis (269). Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse lasst
sich vermuten, dass in unserer Studie die schwer parodontal erkrankten Patienten
hauptsachlich unter der chronischen Form litten und deshalb keine signifikanten
Verteilungsunterschiede beztiglich dieser Bakterien auftraten.

5.4.2 Die Rolle der Polymorphismen c.-308G>A und c.-238G>A als Risiko-
indikatoren fir die Schwere einer parodontalen Erkrankung bei Koronar-
patienten

In der vorliegenden Studie sollte die Bedeutung von genetischen Varianten im

TNFa-Gen (SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A) als mdgliche Risikoindikatoren fir

schwere Parodontitis Uberprdft werden.

Fur die in die Studie eingeschlossenen Koronarpatienten wurde keine Assoziation

des genetischen Hintergrundes im TNFa-Gen (einschlie3lich der Genotyp-, Allel-

und Haplotypfrequenzen) zum Auftreten schwerer Parodontitiden aufgezeigt. Im

Gegensatz dazu zeigten wir in eigenen Voruntersuchungen fir Kaukasier des

Mitteldeutschen Raumes, dass der GG-Genotyp und das G-Allel des c¢.-238G>A

Polymorphismus sowie das A-Allel des c¢.-308G>A Polymorphismus mit einer

schweren Parodontitis assoziiert war. In dieser Voruntersuchung wurden die

Patienten mit schweren Parodontitiden mit parodontitisfreien Kontrollen verglichen.

In der Longitudinalstudie waren jedoch in der Subgruppe ohne oder mit milder

Parodontitis (n=493) nur 22 parodontal gesunde Patienten. Verglich man die Geno-

typ- und Allelverteilungen des c.-238G>A Polymorphismus in den Patienten-

gruppen der Longitudinalstudie mit den hochselektierten parodontal Gesunden der

Pilotstudie (Studie B), so waren die parodontal erkrankten Koronarpatienten

haufiger GG-Genotyp- (parodontisfreie Kontrollen: 82,4% vs. keine bzw. milde

Parodontitis: 91,5%, pwrr.=0,014, schwere Parodontitis: 89,1%, pkor.=0,108) bzw.

G-Alleltrager (parodontisfreie Kontrollen: 90,7% vs. keine bzw. milde Parodontitis:

95,5%, pkorr=0,011, schwere Parodontitis: 94,4%, Pk =0,079). Fur den c.-308G>A

Polymorphismus wurde eine vergleichbare Tendenz nicht ermittelt. Aus anderen

klinischen Studien liegen bisher keine Ergebnisse beziiglich einer moglichen

Assoziation genetischer Besonderheiten im TNFa-Gen (siehe Tabelle 3) und dem

Auftreten von schweren Parodontitiden bei Koronarpatienten vor.

Da es sich in der Longitudinalstudie um eine Kohortenstudie an Patienten mit

kardiovaskularen Erkrankungen handelte, kdonnten weitere Einflussfaktoren den

maoglichen genetischen Effekt auf die Manifestation der Parodontitis maskieren.
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1002 Koronarpatienten der Klinik fir Innere Medizin Il der Martin-Luther-Uni-
versitdt, die die Einschlusskriterien erfillten, wurden konsekutiv im Zeitraum
10/2009 bis 02/2011, zun&chst ohne Berlcksichtigung ihres Parodontalstatus, in
die Studie eingeschlossen. Alle Patienten waren koronar vorbelastet und waren, da
eine bestehende kardiovaskulare Erkrankung mit dem Auftreten von Parodontitiden
assoziiert ist, nicht mit den hochselektierten Probanden der Pilotstudie (Studie B)
vergleichbar (99, 270). Auch wurden in der vorliegenden Longitudinalstudie Begleit-
erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus (270, 271), Rheumatoide Arthritis (272,
273) oder Hypertonie (274), die ebenfalls zur Parodontitis assoziiert sind, nicht aus-

geschlossen.

543 Besonderheiten im Gen fur TNFa und parodontale Risikofaktoren

In einer multivariaten Risikoanalyse wurde eine Assoziation des c.-238G>A TNFa-
Polymorphismus zum Level des klinischen Attachmentverlustes ermittelt. Bei Be-
ricksichtigung des Plaqueindexes, einer diabetischen Vorerkrankung, des
Geschlechts, des Alters und des Raucherstatus wurde der AG+AA-Genotyp als
unabhangiger Risikoindikator fur einen hoheren Attachmentverlust in der
Gesamtstudiengruppe beschrieben. Berlcksichtigt man, dass eine schwere
Parodontitis mit einem starkeren Attachmentverlust einhergeht, so wurde gezeigt,
dass in der Gruppe mit schwerer Parodontitis tendenziell haufiger AG+AA-
Genotyptrager anzutreffen waren als in der Gruppe der Patienten ohne oder mit
milder Parodontitis (Keine oder milde Parodontitis: 8,5% vs. schwere Parodontitis:
10,9%, pror.=0,258).

Diese Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit der Resultaten unserer Vorunter-
suchungen, die eine Assoziation zwischen dem GG-Genotyp dieses SNPs und
schwerer Parodontitis aufzeigten. Mogliche Ursache dieser Diskrepanz konnte
wiederum darin begriindet sein, dass bei den in die Longitudinalstudie
eingeschlossenen Patienten aufgrund ihrer koronaren Vorerkrankung weitere
Faktoren maRRgeblich zur Entstehung der Parodontitis beitragen kénnten (270).

In weiteren funktionellen Analysen wurde dariber hinaus ein Zusammenhang
zwischen der Genotypverteilung des c¢.-238G>A Polymorphismus und dem
Interleukin 6-Spiegel aufgezeigt. In der Gruppe ohne bzw. mit milder Parodontitis
waren die GG-Genotyp- und die G-Alleltrager mit einem erhéhten Serumspiegel an
IL-6 assoziiert. Jedoch wurde diese Assoziation in der multivariaten Analyse nicht
bestatigt. TNFa ist ein potenter Induktor der IL-6 Expression, das in der Leber die
Ausschittung von CRP anregt (258). Wie bereits beschrieben, wurde in unserer

Studie eine positive Korrelation zwischen dem 1I-6- und dem CRP-Spiegel
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nachgewiesen. In Ubereinstimmung dazu wurden bei GG-Genotyp- (GG:
15,6+£26,7mg/l vs. AG+AA: 10,3+14,7mg/l, p=0,104) und G-Alleltragern (G-Allel:
15,3+26,2mg/l vs. A-Allel: 10,1+14,5mg/l, p=0,139) ebenfalls erhéhte CRP-Spiegel
gemessen. In einer anderen klinischen Studie wurde jedoch keine Assoziation der
Genotypverteilung dieses Polymorphismus zum IL-6- bzw. CRP-Spiegel an &lteren
danischen Probanden nachgewiesen (275). Aufgrund der altersabhéngigen Er-
hoéhung der Serumspiegel sowohl des IL-6 als auch des CRPs (276, 277) lassen
sich die Ergebnisse unserer Studie nur eingeschrankt mit den Resultaten der
danischen Studie verlgeichen. IL-6 und CRP spielen im Einklang mit einer Vielzahl
weiterer Entziindungsmediatoren eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
Immunantwort. Demzufolge kdnnten sich in der vorliegenden Studie GG-Genotyp-
bzw. G-Alleltrager durch eine starkere Immunantwort auszeichnen und damit
besser in der Lage sein, auf parodontpathogene Keime zu reagieren.
Ubereinstimmend mit dieser Uberlegung wiesen in unserer Studie GG-Geno-
typtrager einen geringeren Attachmentverlust und seltener eine schwere
Parodontitis auf.

Der TNFo-Polymorphismus ¢.-308G>A wurde in der Patientengruppe ohne bzw.
mit milder Parodontitis zum Ausmal der Sulkusblutung nach Sondierung korreliert.
AG+AA-Genotyptrager wiesen eine starkere Sulkusblutungsneigung auf als GG-
Genotyptrager (p=0,033). Auch im komplexen Risikomodell unter Beriicksichtigung
der Kofaktoren Alter, méannliches Geschlecht, Raucherstatus, Plagueindex und
Diabetes mellitus wurde diese Assoziation bestatigt (p=0,002). Gleichzeitig zeigten
wir, dass die AG+AA-Genotyptrager eine signifikant héhere subgingivale Belastung
mit P.intermedia aufwiesen (bivariater Vergleich: pyr.=0,037, multivariater
Vergleich: p=0,024). Eine starkere bakterielle Besiedlung mit P.intermedia wurde
bereits mit einer erhdhten Sulkusblutungsneigung bzw. den schwereren
parodontalen Symptomen in klinischen Studien assoziiert (278, 279). Jedoch
zeigten andere einen ahnlichen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
P.intermedia Serotypen und dem Parodontalstatus nicht (280). Mdgliche Ursache
dieser unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte darin begriindet sein, dass die
Zusammensetzung der subgingivalen Plaque bei Parodontitispatienten starken
geografischen Schwankungen unterliegt (281). Bisher wurden keine Unter-
suchungen zur Bedeutung der genetischen Konstellation im TNFa-Gen fir die sub-
gingivale Besiedlung mit P.intermedia durchgeflihrt. In einer in vitro Studie an einer
humanen Monozytenzelllinie wurde gezeigt, dass P.intermedia die Expression von
TNFo unabhéangig von weiteren Faktoren induziert und damit die

Signaltranduktionskaskade der wirtsspezifischen Immunantwort anschalten kann
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(282). Genetische Besonderheiten im TNFa-Gen konnten einen Einfluss auf das
Vermdgen des Organismus besitzen, durch die Regulation der TNFa-Expression in

die individuelle Immunantwort einzugreifen (148, 161).

5.5 Longitudinalstudie ,Parodontitis als Risikofaktor fiir koronare
Sekundarereignisse‘ — Studie C: einjahriges Follow-up

Ziel des Follow-ups war die Beurteilung der genetischen Besonderheiten im TNFo-

Gen (c.-308G>A und c.-238G>A) als prognostische Marker fur ein koronares

Sekundarereignis (Myokardinfarkt, Schlaganfall, kardialer Tod).

551 Patientencharakterisierung entsprechend des kardiovaskularen Sekundéar-
ereignisses

Nach 52 bis 81 Wochen wurde ein Follow-up in Form eines standardisierten
Fragebogens durchgefiihrt. Die Drop-Out Rate lag mit 0,2% weit unter der
erwarteten Rate von ca. 10-20% (283). Mdgliche Ursache dieser geringen Drop-
Out Rate war die intensive und umfangreiche Befragung und die Recherche nach
dem Verbleib der Patienten. Alle Patienten wurden zunachst postalisch kontaktiert
und in einem ausfihrlichen Fragebogen u.a. nach kardiovaskularen Ereignissen
und stattgefundenen Parodontalbehandlungen befragt. Bei Patienten, bei denen
keine postalische Rickantwort erfolgte, wurden die Informationen telefonisch
erfragt. Bei Versterben des Patienten wurden die zuletzt behandelnden Hausérzte
oder Kliniken, bzw. die Standesamter bzgl. der Todesursachen kontaktiert.

Als Endpunkt der Studie wurde in Ubereinstimmung mit anderen klinischen Langs-
schnittuntersuchungen (284-286) ein kombinierter Endpunkt mit der Summe
folgender Ereignisse: nichttédlicher Myokardinfarkt, kardiovaskularer Tod und
Schlaganfall definiert. In der vorliegenden Studie erlitten mit 7,2% weniger
kardiovaskulare Patienten den Endpunkt als erwartet. Gullestad et al. zeigten
beispielsweise flr ihre Kohorte, dass bereits nach 3 Monaten 12,7% der Patienten
den Endpunkt erreichten (285). Ursachen dieses besseren Outcomes sind hoch
spekulativ. Mdglicherweise wurden die Patienten unserer Studie durch die
aufwendigen Befragungen und Parodontaluntersuchungen im starkeren Male
sensibilisiert, ihr Gesundheitsverhalten zu verbessern und damit das Risiko flr
Sekundarereignisse zu reduzieren. So erhielten beispielsweise 60 Personen (6,4%)
im Zeitraum des Follow-ups eine Parodontaltherapie und der Anteil der aktiven
Raucher verringerte sich von 12,3% zu Studienbeginn auf 8,3% im Follow-up. Nicht

auzuschlieBen sind jedoch auch rein zuféllige Besonderheiten im einge-
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schlossenen Patientenkollektiv, die mit einem verbesserten Outcome Kkorreliert
werden kbénnen.

In weiteren Analysen wurde die prognostische Bedeutung der demographischen,
anamnestischen und biochemischen Charakteristika der Patienten bewertet. Eine
Einteilung der Patienten hinsichtlich des Auftretens eines Sekundarereignisses
ergab signifikante Unterschiede bezlglich der Héhe des CRP- und des Interleukin-
6-Spiegels. Patienten, die ein kardiovaskulares Sekundarereignis erlitten, wiesen
hohere CRP- und IL-6-Serumwerte auf. Dieses Ergebnis steht im Einklang zu den
Untersuchungen anderer, die ebenfalls zeigten, dass ein erhdhter IL-6-Wert als
prognostischer Marker fir eine gesteigerte kardiovaskulare Mortalitat
herangezogen werden kann (277, 287). Weitere Studien bestétigen ebenso einen
erhohten CRP-Spiegel als Pradiktor fur zukinftige kardiovaskulare Ereignisse (288,
289).

5.5.2 Die Bedeutung einer schweren Parodontalerkrankung und parodontalen
Risikofaktoren als prognostischer Marker fur kardiovaskulare Sekundar-
ereignisse

Entsprechend der Ergebnisse verschiedener Querschnittsuntersuchungen kénnen

Parodontitiden als Risikoindikatoren fir kardiovaskulare Erkrankungen angesehen

werden (270). Darlber hinaus wurde ebenfalls belegt, dass parodontale

Erkrankungen mit einer schlechteren kardialen Prognose einhergehen (98). Aus

diesem Grund war in der vorliegenden Studie zu erwarten, dass Patienten mit einer

schweren parodontalen Erkrankung eine schlechtere Prognose bezlglich der
kombinierten Endpunkte aufzeigen sollten. Wir belegten, dass Patienten mit
schwerer Parodontitis haufiger ein kardiovaskulares Sekundarereignis erlitten als

Patienten mit milder oder ohne Parodontitis (Sekundarereignis: 8,7% der Patienten

mit schwerer Parodontitis vs. 5,9% der Patienten mit milder oder ohne

Parodontitis). Jedoch war dieser Zusammenhang statistisch nicht signifikant

(p=0,127). Da die Odds Ratio mit 1,52 hierfir in den durchgefihrten Unter-

suchungen unter dem fir die Fallzahlplanung angenommenen von 2,0 lag, wurden

mdglicherweise nicht ausreichend Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen in
die Studie aufgenommen. Andererseits kdnnten weitere starker atherogene

Faktoren, insbesondere Kkardiovaskulare Vorerkrankungen, das Outcome

beeinflussen und somit die mogliche Auswirkung schwerer Parodontal-

erkrankungen (berdecken. Unter Umstdnden kommt der Einfluss von

Parodontitiden auf koronare Sekundé&rereignisse auch erst im spateren Verlauf zum

Tragen. Aus diesem Grund werden weitere Follow-ups nach 2 und 5 Jahren folgen.
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Als klinische parodontaler Marker war der Plaqueindex mit dem Auftreten des
kombinierten Endpunktes assoziiert (p=0,001). Patienten mit einem hoheren
Plagueindex erlitten 1,2mal haufiger einen Myokardinfarkt, einen Schlaganfall oder
starben aus kardiovaskularen Grinden. Da ein erhdhter Plaqueindex einen starken
parodontalen Risikofaktor darstellt, steht dieses Ergebnis im Einklang zu dem
bereits beschriebenen Trend der Patienten mit schwerer Parodontitis, haufiger ein
koronares Sekundarereignis zu erleiden. Demzufolge musste anzunehmen sein,
dass Patienten mit Sekundéarereignis, die durch einen erhohten Plagueindex
auffallig waren, eine starkere subgingivale Belastung mit parodontpathogenen
Bakterien aufweisen wirden. Im starken Gegensatz dazu wurde interessanterweise
bei detaillierter Betrachtung gezeigt, dass Patienten, die ein kardiovaskulares
Sekundarereignis erlitten, subgingival seltener mit parodontpathogenen Bakterien
belastet waren. Alle in der vorliegenden Studie untersuchten Keime, aul3er
P.gingivalis und P.micros, waren Uberraschenderweise haufiger in der Gruppe der
Patienten ohne Koronarereignis nachzuweisen. So war z.B. das Vorkommen von
A.actinomycetemcomitans in der Gruppe ohne Sekundarereignis mehr als 3fach
erhoht (p=0,075). FUr E.corrodens ergab sich sogar ein signifikanter Zusammen-
hang (p<0,001).

Jedoch koénnten diese Ergebnisse einen Hinweis auf andere mdglicherweise
starker atherogen wirkende bakterielle Bestandteile der subgingivalen Plaque
liefern, die mit dem in der vorliegenden Studie verwendeten Test nicht erfasst
wurden. Da die subgingivale Plague sich aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Bakterien zusammensetzt (290), musste in weiterflhrenden Studien differenziert
geklart werden, welche oralen Bakterien in der Atiologie kardiovaskularer

Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen.

5.5.3 Polymorphe Besonderheiten im TNFa-Gen als Pradiktor flr
kardiovaskulare Sekundéarereignisse
In der vorliegenden klinischen Studie sollte die Bedeutung der TNFa-SNPs c.-
308G>A, ¢.-238G>A als prognostische Marker flir das Auftreten eines Myokardin-
farktes, Schlaganfalls und Tod nach kardiovaskularem Ereignis untersucht werden.
Im bivariaten Vergleich wurden keine Assoziationen zwischen genetischer Konstel-
lation (Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung) und dem Auftreten eines kardiovas-
kularen Sekundarereignisses ermittelt. Auch bei Berlcksichtigung der Dauer bis
zum Erreichen des Endpunktes und bei Einbeziehung weiterer klinischer Marker
wurden beide Polymorphismen nicht als Pradiktoren fir ein kardiovaskulares Se-

kundarereignis bestétigt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der einzigen
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bisher durchgefiihrten prospektiven Studie, der AtheroGene Studie, welche die mo-
gliche Bedeutung von Polymorphismen im TNFo-Gen als Pradiktoren fir kardio-
vaskulare Sekundarereignisse untersuchte (179). Im Rahmen dieser Studie wurde
ebenfalls fir die TNFoa-SNPs c.-308G>A und c.-238G>A sowie die SNPs c.-
863C>A und c.-857C>T keine Assoziation zur kardiovaskularen Mortalitdt nach
einer durchschnittlichen Follow-up-Zeit von 5,9 Jahren ermittelt. Die in diese Studie
eingeschlossenen Patienten waren ebenso deutsche Staatsburger européischen
Ursprungs. Die Ergebnisse der vorliegenden Studien belegen, dass die Poly-
morphismen ¢.-308G>A und c.-238G>A im TNFa-Gen im deutschen Raum keine
Vorhersagekraft fur zukinftige koronare Ereignisse tragen.

Jedoch wurden in klinischen Studien eine Erhdhung der TNFo-Serumwerte mit
einem kardiovaskularen Sekundarereignis korreliert (69, 277, 287). Bereits im Jahr
1996 belegten die Forscher der SOLVD-Studie, dass erhohte TNFo-Werte bei
Patienten mit eingeschrénkter linksventrikularer Funktion eine hohe Vorhersage-
kraft fUr die allgemeine Mortalitat besitzen (p<0,07, Cox-Regression, (291)). Deswal
et al. bestatigten, dass ein erhéhter TNFa-Spiegel die kardiovaskulare Mortalitat
bei Patienten der VEST-Studie signifikant erhéht (p<0,007, Log-rank-Test (277)). In
der Studie von Orus et al. wurden ebenfalls erhéhte TNFa-Werte als Pradiktor fur
kardiovaskularen Tod, akutes Herzversagen, und Hospitalisierung aufgrund
koronarer Beschwerden bestatigt (p=0,004, Log-rank-Test, (287)).

In unserer Studie wurden multivariate Auswertungen durchgefihrt, in denen neben
der genetischen Konstellation auch weitere, kardiovaskulare Ereignisse beeinflus-
sende Kofaktoren, wie Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Diabetes mellitus und
schwere Parodontitis einbezogen wurden. Hier wurde in der Cox-Regression nur
Diabetes mellitus als prognostischer Faktor ermittelt. Dem Diabetes mellitus wurde
bereits in anderen klinischen Studien eine grof3e Bedeutung als Pradiktor fir
kardiovaskulare Sekundarereignisse beigemessen (292). Wurde in unserer Studie
der Plagueindex in die multivariate Cox-Regression einbezogen so wurde dieser
bei Berlicksichtigung der Allel- bzw. Haplotypverteilung der Polymorphismen c.-
308G>A und c.-238G>A als Pradiktor fur das Auftreten von kardiovaskuléaren
Sekundarereignissen bestatigt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit voran-
gegangenen Studien, die ebenfalls den Plagueindex als prognostischen Faktor flr
Koronarereignisse identifizierten (99, 293).

Zusammenfassend lasst sich formulieren, dass die genetische Konstellation des
TNFo-Gens (SNPs ¢.-308G>A und c.-238G>A) in der vorliegenden Studie nicht als
Pradiktor fur kardiovaskulare Sekundarereignisse, wie Myokardinfarkt, Schlaganfall

oder kardiovaskularer Tod herangezogen werden kann.
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Die Verfugbarkeit von biologisch aktivem TNFa-Protein spielt eine wichtige Rolle
fur die Aufrechterhaltung des inflammatorischen Gleichgewichts und ist bedeutsam
in der Atiologie einer Vielzahl von entziindlichen Erkrankungen. In vitro und ex vivo
Studien lieferten Hinweise daflir, dass genetische Besonderheiten im TNFa-Gen
Auswirkungen auf die TNFo-Expression haben. In unseren Voruntersuchungen
(Studie A) wurden funktionelle Auswirkungen der TNFo-SNPs (c.-863C>A, c.-
857C>T, ¢.-308G>A, c.-238G>A, P84L, IVS3+51A>G) auf die mRNA-Expression in
humanen Monozyten und die Serumproteinkonzentration im komplexen
Stoffwechselgeschehen analysiert. Ausschlie3lich der SNP ¢.-238G>A im TNFa-
Gen zeigte eine Assoziation zur TNFa-Expression auf transkriptioneller Ebene. Die
Erhdhung der mRNA-Expression bei A-Alleltragern des c¢.-238G>A Poly-
morphismus war jedoch nicht mit einer veranderten Serumproteinkonzentration ver-
bunden. Alle anderen untersuchten Polymorphismen im TNFa-Gen waren weder
mit der mMRNA-Expression in nativen Monozyten noch der Serumprotein-
konzentration assoziiert. Dieses Ergebnis unterstitzt die These, dass das pro-
inflammatorische Zytokin TNFa einer hochsensiblen Regulation auf verschiedenen
Ebenen der Genexpression unterliegt. Die individuelle genetische Konstellation im
TNFa-Gen konnte in der vorliegenden Studie im komplexen Stoffwechsel-
geschehen als Risikomarker fir die mRNA-Expression in Monozyten (A-Allel des
€.-238G>A) jedoch nicht als Indikator fir eine veranderte TNFo-Proteinexpression

herangezogen werden.

Die Atiologie von schweren Parodontitiden ist gepragt durch das komplexe
Zusammenspiel einer Vielzahl exogener und endogener Risikofaktoren. Fir die
Diagnose, Prognose und Therapie sowie die Einschatzung einer moglichen
Erkrankungsmanifestation weiterer Familienmitglieder sind stabile individuelle
genetische Risikomarker von besonderem Wert. Aufgrund des entzindlichen
Charakters der Erkrankung steht dabei die Suche nach genetischen Varianten in
inflammatorischen Kandidatengenen, wie z.B. dem TNFo-Gen, im Vordergrund.
Belegt durch eigene funktionelle Voruntersuchungen (Studie A) und funktionelle
Studien anderer (siehe Tabelle 2) wurden in unserer Pilotstudie (Studie B)
mdgliche Assoziationen der TNFa-SNPs, ¢.-308G>A und c¢.-238G>A, zu schweren
Parodontitiden untersucht. In Studie B wurde das G-Allel des c.-238G>A-
Polymorphismus und das A-Allel des c.-308G>A-Polymorphismus als Risikomarker
fur das Auftreten von schweren Parodontitiden auch in komplexen statistischen

Auswertungen bestétigt. Daraus schlussfolgernd sollte Personen und deren
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Familienmitgliedern mit einer entsprechenden genetischen Pradisposition im TNFa-
Gen eine engmaschigere Parodontitisprophylaxe und eine individuelle Aufklarung
angeboten werden.

Aufgrund der bei multifaktoriellen Erkrankungen zu vermutenden Komplexitat des
genetischen Einflusses auf deren Atiologie, sollte die Suche nach weiteren
genetischen  parodontalen Risikofaktoren in anderen Kandidatengenen
weitergefuhrt werden. Moglicherweise spielen bisher nicht untersuchte genetische
Besonderheiten in weiteren Kandidatengenen eine ebenso bedeutende Rolle in der
Atiologie von schweren Parodontitiden. Deshalb sollte in genomweiten
Assoziationsstudien nach weiteren mdglichen Kandidatengenen gescreent werden
und deren Bedeutung in solide durchgefiihrten Fall-Kontrollstudien an hoch
selektierten Patienten und parodontisfreien Kontrollen geprift werden. In einer
ersten genomweiten Assoziationsstudie (294) wurde flr aggressive Parodontitis
eine Assoziation zu den Genen CDKN2A und CDKN2B auf Chromosom 9p21.3
beschrieben. In weiteren funktionellen Untersuchungen wurde ein genotyp-
spezifischer Einfluss auf die Genexpression gezeigt (295). Da diese Unter-
suchungen an einem kleinen Patientenkollektiv (n=159) durchgefuhrt wurden,

sollten diese Ergebnisse in groRBangelegten Multizenterstudien bestatigt werden.

Das Vorliegen einer Parodontalerkrankung wird bereits seit langem mit der
Manifestation anderer entzindlicher systemischer Erkrankungen, wie z.B.
kardiovaskularer Erkrankungen, in Zusammenhang gebracht (95). Als eine
mdgliche Schnittstelle zwischen parodontalen und kardiovaskularen Erkrankungen
wird das Wirken inflammatorischer Mediatoren angesehen. So wurde in der
Atiologie beider Erkrankungen ein verandertes Expressionsmuster verschiedener
Akutphaseproteine und Zytokine, wie z.B. des TNFa, beschrieben. Genetischen
Veranderungen in diesen Genen, insbesondere im TNFo-Gen, wird darlber hinaus
eine wichtige Rolle in der Pathogenese beider Erkrankungen beigemessen. Wie in
Studie B gezeigt, sind polymorphe Varianten (c.-308G>A, c¢.-238G>A) mit dem
Auftreten von schweren Parodontitiden assoziiert. In der vorliegenden Kohorten-
studie (Studie C) wurde diese Assoziation der TNFa-Polymorphismen c.-308G>A
und c¢.-238G>A zur Schwere der Parodontalerkrankung bei Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen nicht bestatigt. Moglicherweise stehen jedoch bei
Patienten, die an systemischen entzindlichen, wie z.B. kardiovaskularen
Erkrankungen leiden, andere Faktoren bei der Entstehung bzw. dem Fortschreiten

der Parodontitis im Vordergrund.
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Genetische Veranderungen in Genen der Immunantwort, wie z.B. dem TNFa-Gen,
konnten auch prognostische Relevanz fir kardiovaskulare Sekund&rereignisse
besitzen und wirden eine gezieltere individuelle Therapie nach Primarereignis, wie
z.B. engmaschigere Recalls, ermdglichen.

Jedoch wurden in der vorliegenden Studie die TNFa-Polymorphismen c.-308G>A
und c¢.-238G>A nicht als Pradiktoren fur zukiinftige kardiovaskulare Ereignisse, wie
Schlaganfalle, Myokardinfarkte oder kardiovaskularen Tod ermittelt. Als starkster
prognostischer Faktor im kardiovaskuldren Geschehen wurde das Vorliegen einer
diabetischen Vorerkrankung bzw. der Plagueindex beschrieben. Obwohl in der
vorliegenden Studie keine Assoziation zwischen den untersuchten TNFao-
Polymorphismen und kardiovaskularen Sekundarereignissen gezeigt wurde, wéare
in groReren Studien mit langerem Follow-up zu untersuchen, ob der genetische
Konstellation im TNFo-Gen unter Bericksichtigung weiterer Polymorphismen

maglicherweise eine prognostische Relevanz beigemessen werden kann.

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen (Studie A) lasst sich folgern, dass
genetische Besonderheiten im TNFo-Gen als Pradiktoren einer veranderten
MRNA-Expression in humanen Monozyten zu betrachten sind. Jedoch liefern sie
im komplexen Stoffwechselgeschehen keine Hinweise auf eine veranderte TNFo-
Serumproteinexpression.

Die  TNFa-Polymorphismen, ¢.-308G>A und ¢.-238G>A, wurden als
Risikoindikatoren fir schwere Parodontitiden ermittelt (Studie B). Sie stellen somit
stabile Marker zur differenzierten Beurteilung des individuellen Risikoprofils bei
Parodontalerkrankung dar und tragen zur effizienteren Pravention und Therapie
bei.

Als prognostische Marker fir den weiteren Klinischen Verlauf einer
kardiovaskularen Erkrankung besitzen die SNPs ¢.-308G>A und c¢.-238G>A keine
Relevanz (Studie C).
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Bereits seit langem wird ein Zusammenhang zwischen entziindlichen Erkran-
kungen des Zahnhalteapparates und anderen systemischen inflammatorischen Er-
krankungen vermutet. In einer Reihe von Untersuchungen wurde die biologische
Plausibilitat der Wechselwirkung zwischen entziindlichen Parodontitiden und kar-
diovaskularen Erkrankungen hervorgehoben. Eine wichtige Schnittmenge stellt da-
bei das ahnliche Expressionsmuster der an der Pathogenese beider Erkrankungen
beteiligten Entziindungsmediatoren dar. So wurde fir beide Erkrankungen entzin-
dlicher Genese ein erhohter Serumspiegel proinflammatorischer Zytokine, wie
TNFa, IL-1 und Akutphaseproteinen (z.B. CRP) gezeigt. Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit sollte der Tumornekrosefaktor alpha als mdgliche Schnittstelle zwischen
schwerer Parodontitis und kardiovaskularen Erkrankungen untersucht werden.

Genetischen Besonderheiten insbesondere in der Promotorregion der Gene wird
bei der individuellen Regulation der Genexpression vieler Proteine eine wichtige
Rolle beigemessen. Beziglich der Bedeutung von Polymorphismen auf die TNFa-
Expression lieferten verschiedene in vitro und ex vivo Studien kontroverse
Resultate. Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit funktionelle
Untersuchungen zur Auswirkung verschiedener TNFa-Polymorphismen (c.-
308G>A, c.-238G>A, c.-863C>A, ¢.-857C>T, ¢.-308G>A, P84L, IVS3+51A>G) auf
die TNFa-mRNA- und Proteinexpression durchgefihrt (Studie A). Jedoch wurde
nur fir den c.-238G>A Polymorphismus eine Korrelation zur mRNA-Expression
gezeigt. Alle anderen Polymorphismen waren weder zur mRNA- noch zur
Serumproteinkonzentration bei Patienten mit koronarer Vorerkrankung korreliert.
Als signifikante unabhéangige Pradiktoren eines erhdhten TNFa-Proteinspiegels
wurden der Body mass index, Harnsaure und das Alter der Patienten ermittelt.

Genetische Besonderheiten in Kandidatengenen kénnen wichtige Hilfsmittel zur in-
dividuellen Diagnose und Therapie von multifaktoriellen Erkrankungen darstellen.
In der vorliegenden Arbeit sollte weiterhin die Bedeutung genetischer Varianten im
TNFa-Gen als Risikomarker flr das Auftreten von schweren Parodontitiden gepriift
werden (Studie B). Hierfir wurde in einer Fall-Kontrollstudie an Patienten mit
schwerer Parodontitis und parodontitisfreien Kontrollprobanden die Auswirkung der
Genotyp-, Allel- und Haplotypverteilung der Promotorpolymorphismen c¢.-308G>A
und c.-238G>A untersucht. In komplexen Analysen unter Berlicksichtigung weiterer
parodontaler Risikofaktoren wurde gezeigt, dass Patienten die unter schweren
Parodontitiden leiden haufiger G-Alleltrager des SNP c.-238G>A bzw. A-Alleltrager
des SNP c.-308G>A waren. Auch weitere parodontale Marker, wie eine starkere

subgingivale Besiedlung mit P.gingivalis und eine erhdhte Blutungsneigung nach
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Sondierung wurden zum G-Allel des SNP c¢.-238G>A assoziiert. Die vorliegenden
Ergebnisse begriinden die Aufnahme der TNFa-SNPs c.-238G>A und c.-308G>A
in das parodontale Risikoprofil.

Unter Berlcksichtigung der Resultate der Pilotstudie (Studie B) sollte in der

Hauptstudie (Studie C; n=1002) die Rolle der individuellen genetischen

Konstellation im TNFoa-Gen als parodontaler Risikoindikator fir Patienten mit

kardiovaskularen Erkrankungen untersucht werden. Jedoch wurde weder die

Genotyp-, Allel- bzw. Haplotypkonstellation des c.-238G>A noch des c.-308G>A-

Polymorphismus in dieser Kohorte zum Auftreten von schweren Parodontitiden

signifikant assoziiert. Es wurde gezeigt, dass GG-Genotyp- bzw. G-Alleltrager des

€.-238G>A-Polymorphismus den geringeren Attachmentverlust aufwiesen. Diese
mit dem GG-Genotyp assoziierte Tendenz war mit einem hdheren Serumspiegel
der Entzindungsmarker IL-6 und CRP verbunden, was Hinweise auf eine
intensivere Immunantwort und damit moglicherweise einen besseren Schutz vor

Parodontpathogenen geben kdnnte. Der AG+AA-Genotyp- bzw. das A-Allel des c.-

308G>A-Polymorphismus stand bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen

im Zusammenhang mit einer erhdhten Sulkusblutungsneigung auf Sondierung und

einer erhdhten subgingivalen Besiedlung mit P.intermedia.

Des Weiteren sollte die prognostische Relevanz der TNFa-Polymorphismen c.-

308G>A und c.-238G>A fur die kardiovaskulare Sekundarereignisse, Myokard-

infarkt, Schlaganfall, kardialer Tod ermittelt werden. In komplexen Analysen wurden
jedoch durchgéngig das Vorliegen einer diabetischen Vorerkrankung und nicht die
individuelle genetische Konstellation als starker Pradiktor fur kardiovaskulére

Sekundarereignisse bestatigt.

Neben einer Vielzahl gemeinsamer Risikofaktoren wie Rauchen, Alter, Geschlecht

oder Stress wird auch genetischen Veradnderungen in inflammatorischen

Kandidatengenen eine wichtige Rolle in der Atiologie entziindlicher Parodontitiden

und kardiovaskularer Erkrankungen beigemessen.

Studie A: In funktionellen Studien zeigten wir, dass im komplexen Stoffwechsel-
geschehen der TNFoa-SNP ¢.-238G>A mit der transkriptionellen
Regulation des Gens assoziiert ist.

Studie B: Wir bestétigten in krankheitsbezogenen Voruntersuchungen, dass Poly-
morphismen im TNFa-Gen (c.-308G>A, c¢.-238G>A) als Risiko-
indikatoren fur schwere Parodontitiden heranzuziehen sind.

Studie C: In einer Longitudinalstudie belegten wir, dass genetischen Varianten im
TNFa-Gen keine Prognosemarker fir kardiovaskulare Sekundar-

ereignisse bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen darstellen.
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Patientenaufklarung zur Untersuchung ,,HLA und Parodontitis*“

Ziel der Untersuchung

Bestimmung des Zusammenhangs zwischen Merkmalen des HLA-System bzw.
bestimmter Zytokinpolymorphismen des Menschen und der Neigung, an bestimmten

schweren Entziindungen des Zahnhalteapparates (Parodontitis) zu erkranken.

Hintergrund der Studie

Parodontitis ist eine durch bestimmte Bakterien ausgeltste Infektionserkrankung. Die
individuelle Reaktion auf diese schadlichen Keime ist u.a. vom HLA-System und der

Freisetzung von Entziindungsstoffen (Zytokinen) abh&ngig.

Das HLA-System umfasst mehrere Gruppen an Merkmalen, die blutgruppenartig
Uber die Einzigartigkeit des Organismus eines jeden Menschen wachen, indem sie
u.a. die Resistenz und Anfalligkeit gegentiber Krankheiten sowie die Abwehrstéarken
u. —schwachen jedes Menschen vor Infektionserregern wesentlich mit beeinflussen.

Zytokine sind Stoffe, die Entziindungen auslésen oder unterdriicken kbnnen.

Der Nachweis bestimmter HLA-Marker bzw. Zytokinpolymorphismen bei Patienten
mit schwerer oder aggressiver Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden
kénnte mit dazu beitragen, einen Teil der Vorgange zu erkennen, die die individuelle
Anfalligkeit/Abwehrfahigkeit gegenliber diesen Mikroorganismen und damit der

Erkrankung bedingen.

Welche Risiken und Vorteile ergeben sich aus der Teilnahme an der Studie?

Fur die HLA-Untersuchung bendétigen wir eine kleine Blutprobe von 20 ml von lhnen,
die nach medizinisch anerkanntem Standardverfahren von uns unter Verwendung
sterilen Einwegmaterials entnommen wird. Somit kann ein Gesundheitsrisiko fur Sie
durch Infektion grundsatzlich ausgeschlossen werden. Die Blutproben werden
ausschlieB3lich durch uns ausgewertet. Eine kommerzielle Nutzung ist

ausgeschlossen. Durch Ihren Beitrag wirden Sie gemeinsam mit uns dazu beitragen,
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neue Erkenntnisse zu erzielen, die fir die Vorbeugung und Therapie von

Erkrankungen des Zahnhalteapparates in Zukunft von Nutzen wéaren.

Widerruf der Einverstandniserklarung

Zu jedem Zeitpunkt der Studie ist ohne Angaben von Griinden und personlichen
Nachteilen fur Sie ein Widerruf der Einverstandniserklarung fur die Studie maoglich.
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Einverstiandniserkldrung Studie ,,Assoziation von Besonderheiten im Gen fiir

TNFa bei Parodontitiden*

Hiermit erklare ich mein Einverstéandnis, mir zur Bestimmung meiner HLA-Merkmale
bzw. Zytokinpolymorphismen eine kleine Blutprobe von 20 ml abnehmen zu lassen. Ich
bin damit einverstanden, dass die gewonnenen Daten in anonymisierter Form
ausgewertet werden.

Mir ist bekannt, dass die Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist und jederzeit ohne

Nennung von Griinden oder persénlichen Nachteilen widerrufen werden kann.

NAME 1N DIUCKSCRIIT. ..o e

Unterschrift Datum

Fur die Terminvergabe bin ich unter folgender Telefonnummer erreichbar:
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Patientenaufkldrung fiir die Studie ,Parodontitis als Risikofaktor fiir koronare
Sekundarereignisse” (Clinical Trials.qov identifier: NCT01045070)

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei lhnen ist im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung eine Koronare
Herzerkrankung festgestellt worden (Verengung einer Herzkranzarterie um
mindestens 50%). Die Ursachen fir die Entstehung der Atherosklerose
(Verkalkung/Verengung von Arterien) sind zum Teil noch unbekannt. Bei vielen
Patienten findet man die so genannten klassischen Risikofaktoren Diabetes mellitus,
Rauchen, Bluthochdruck, erhohte  Blutfettwerte oder eine  bekannte
Familienanamnese fir diese Erkrankungen. Haufig ist jedoch kein Risikofaktor zu
finden. Heutzutage ist bekannt, dass die Entziindungen, die man im Laufe seines
Lebens erleidet, eine weitere potentielle Ursache fur die Atherosklerose sein kann.
Hierbei scheinen die Entziindungen der Mundschleimhaut durch bestimmte
Mikroorganismen eine nicht unerhebliche Rolle zu spielen. Man hat zeigen kdnnen,
dass Patienten mit einer so genannten Parodontitis (Entzindung des
Zahnhalteapparates) vermehrt atherosklerotische Erkrankungen erleiden. Die
vorliegende Studie soll erstmalig die Frage untersuchen, ob der Nachweis von
bestimmten Keimen der Mundschleimhaut einen Risikofaktor flr zukinftige

Ereignisse bei Patienten mit Koronarer Herzerkrankung darstellt.

Studienablauf

Wir planen bei lhnen, Ihr Einverstdndnis vorausgesetzt, eine Untersuchung des
Zahnhalteapparates durchzufihren, die die Bestimmung der Bakterien der
Mundschleimhaut mit beinhaltet. Weiterhin wollen wir bestimmte Marker im Blut
untersuchen (weilBe Blutkdrperchen, Zytokinpolymorphismen und andere), die
weitere Hinweise auf die Entziindung im Koérper oder andere Risikokonstellationen
aufzeigen koénnen. Hierfur wird Ihnen ca. 50ml Blut aus einer Vene entnommen.

Ihr Arzt wird die Studie nochmals detailliert mit lhnen besprechen. Nach Erhalt Ihres
Einverstandnisses werden Ihre Daten in einem Priifbogen festgehalten, der nicht mit
Ihrem Namen, sondern lediglich mit einer anonymen Kennziffer versehen ist. Dieses
Verfahren nennt man Pseudonymisierung. Diese Daten werden pseudonymisiert in
eine Datenbank eingegeben. Weiterhin wird lhr Priifarzt Sie nach 12 Monaten nach
Einschluss erneut (postalisch oder telefonisch) kontaktieren und Sie zu lhrem
Befinden, Ihren potentiellen weiteren Krankenhausaufenthalten und lhrer aktuellen

Medikation befragen.
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Risiken

Die Risiken fur die Probanden sind in dieser Studie als gering einzuschatzen.
Trotzdem bitten wir Sie, diesen Abschnitt sorgfaltig zu lesen. Es kann im Rahmen
von Blutentnahmen in seltensten Fallen zu Nervenverletzungen oder zur Entwicklung
von relevanten Blutergissen kommen. Eine Infektion ist bei sachgerechtem
Vorgehen nicht zu erwarten. Ein relevanter Abfall des Blutfarbstoffs (Hamoglobin) ist
nicht zu erwarten, jedoch potentiell méglich. Ein Risiko durch die zahnmedizinische
Untersuchung ist nicht zu erwarten.

Dennoch bitten wir Sie - auch nach Beendigung der Studie - bei Auftreten von

Beschwerden jederzeit den Priifarzt zu kontaktieren.

Rechte

Die bei dieser Studie erhobenen Daten werden in einem Prifbogen festgehalten, der
nicht mit Ihrem Namen, sondern lediglich mit einer anonymen Kennziffer versehen
ist. Der Prifarzt kontrolliert die Daten. Vertreter der zustandigen
Uberwachungsbehdérden erhalten auf Wunsch ebenfalls Einsicht in die Unterlagen.
Wir garantieren lhnen, dass lhr Name und lhre Teilnahme sowie alle anderen
Informationen streng vertraulich behandelt werden.

Diese Studie wurde einer Ethikkommission zur Kenntnisnahme vorgelegt. Die
international geltenden Richtlinien fur die Durchfihrung von Register-Studien werden
streng eingehalten werden.

Wenn Sie teilnehmen moéchten, geben Sie dazu bitte Ihr schriftliches Einverstandnis.
Dieses kdnnen Sie wahrend der Studie zu jedem Zeitpunkt zuriickziehen und Ihre
Studienteilnahme beenden. Wann immer Sie Fragen haben, wenden Sie sich bitte an

lhren Prifarzt.

Name der Prifarzte: Dr. med. dent. S. Reichert und Dr. med. A. Schlitt
Krankenhausadresse: Universitatspoliklinik ~ fur  Zahnerhaltungskunde und
Parodontologie und Klinik fir Innere Medizin Ill, Martin Luther-Universitat Halle-
Wittenberg

Telefon: 03455570

Wir waren lhnen dankbar, wenn Sie an dieser Studie teilnehmen. Sie wird einen
wesentlichen Anteil zur weiteren Erforschung der Ursachen und eventuell auch der

Therapie der Atherosklerose beitragen.
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Einverstdndniserklarung fiir die Studie ,Parodontitis als Risikofaktor flir koronare
Sekundarereignisse” (Clinical Trials.qov identifier: NCT01045070)

ICH, e (Name), wurde umfassend von Herrn/Frau
.................................................... Uber die Studie ,Parodontale Erkrankungen und
ihre mikrobiologischen Erreger als Risikofaktoren fur kardiovaskulare Ereignisse bei
Patienten mit Koronarer Herzerkrankung.“ informiert und alle meine Fragen zur
Studie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet. Die Formulare
.Probandeninformation“ und ,Einverstandniserklarung® habe ich erhalten.

Ich verstehe meine Rechte und Verantwortlichkeiten als Teilnehmer an dieser
Registerstudie und weil3, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden die
Teilnahme widerrufen kann, ohne dass mir daraus irgendwelche Nachteile
erwachsen. Weiterhin bin ich mit der Erhebung, Speicherung und Auswertung meiner

personenbezogenen, pseudonymisierten Daten einverstanden.

Ich erklare, aus eigenen und freien Willen teilzunehmen und gewissenhaft mit dem

Prufarzt/ der Prifarztin und seinen Mitarbeitern zusammenzuarbeiten.

Unterschrift der Probandin/ des Probanden .............veeeiiiiiiieeeeeee ettt eae s eeas

Unterschrift des Prufarztes/ der Priféarztin, der/die hiermit erklart, die Studie gemaf

dem vorgelegten Protokoll durchzufiihren.
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10 Thesen

1. Eine gegenseitige Beeinflussung entzindlicher Erkrankungen der Mundhdhle und
systemischen, wie z.B. kardiovaskularen, Erkrankungen, wird seit langem
vermutet. In vitro und in vivo Studien wurden durchgefiihrt, um die biologische

Plausibilitdt des postulierten Zusammenhangs zu untersuchen.

2. Beide Erkrankungen entzindlicher Genese sind mit einem &hnlichen
Expressionsmuster einer Vielzahl von Entzindungsmediatoren assoziiert. Eine
besondere Rolle spielt der an der Aufrechterhaltung der Homoostase des
Immunsystems beteiligte Tumornekrosefaktor alpha (TNFa). Die Bedeutung von
TNFa im entzindlichen Geschehen von parodontalen und kardiovaskularen

Erkrankungen wurde in verschiedenen klinischen Studien belegt.

Funktionelle Voruntersuchungen: Studie A

3. Genetischen Besonderheiten, insbesondere in der Promotorregion der Gene,
wird eine grol3e Bedeutung bei der Regulation der Genexpression beigemessen.
Im TNFa-Gen sind bereits verschiedene polymorphe Veranderungen
beschrieben worden. Die Ergebnisse der in vitro und ex vivo Studien zu

funktionellen Auswirkungen der TNFa-Polymorphismen sind hoch kontrovers.

4. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der TNFa-Polymorphismen c.-
308G>A, €.-238G>A, ¢.-863C>A, c.-857C>T, c.-308G>A, P84L, IVS3+51A>G auf
die mMRNA-Expression in Monozyten und die Serumproteinexpression untersucht.
Fur den c.-238G>A-Polymorphismus wurde eine Assoziation zur mMRNA-
Expression ermittelt. Auf Proteinebene war eine funktionelle Auswirkung nicht
detektierbar. Alle weiteren Polymorphismen zeigten keine Assoziation zur mRNA-
und Proteinexpression. Dieses Ergebnis unterstiitzt die These einer sehr
komplexen Regulation der TNFa-Expression auf verschiedenen Ebenen der

Genexpression.

Assoziationsstudie zur Bedeutung von TNFa-Polymorphismen bei schweren Paro-
dontitiden: Studie B

5. In Zwillingsstudien wurde belegt, dass in der Atiologie von entziindlichen Paro-

dontitiden neben klassischen Risikofaktoren wie mikrobielle Plaque, Rauchen,
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mannliches Geschlecht und Alter auch individuelle genetische Besonderheiten
eine wichtige Rolle spielen. Eine besondere Bedeutung wird dabei polymorphen
Varianten in inflammatorischen Kandidatengenen, wie z.B. im TNFa-Gen,

beigemessen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einer Fall-Kontrollstudie eine
maogliche Assoziation zwischen den TNFa-Polymorphismen ¢.-308G>A und c.-
238G>A und dem Auftreten von schweren Parodontitiden geprtft. Das A-Allel des
€.-308G>A-Polymorphismus bzw. der GG-Genotyp und das G-Allel des c.-
238G>A wurden als signifikante parodontale Risikoindikatoren identifiziert.

Daruber hinaus wurde in der Fall-Kontrollstudie das subgingivale Vorkommen von
P.gingivalis und eine erhdhte Sulkusblutungsneigung auf Sondierung mit dem G-

Allel des c¢.-238G>A Polymorphismus assoziiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Assoziationsstudie belegen, dass die
Polymorphismen c¢.-238G>A und ¢.-308G>A im TNFa-Gen zur Beurteilung des

individuellen Parodontitisrisikos heranzuziehen sind.

Longitudinalstudie zur Priufung der Bedeutung der TNFa-Polymorphismen c.-308G>A

und

c.-238G>A  als parodontale  Risikoindikatoren und  kardiovaskulére

Prognosemarker: Studie C

9.

10.

11.

In der vorliegenden Longitudinalstudie sollte zunachst anhand der Daten der
Baseline-Untersuchungen Uberprift werden, ob die TNFa-Polymorphismen c.-
308G>A und c.-238G>A ebenfalls bei kardiovaskular vorbelasteten Patienten als

parodontale Risikoindikatoren bestatigt werden kénnen.

Im Gegensatz zu den Resultaten der Assoziationsstudie waren weder die
Genotyp-, die Allel- noch die Haplotypkonstellation der TNFa-Polymorphismen c.-
308G>A und c.-238G>A zum Auftreten von schweren Parodontitiden signifikant

assoziiert.
Der GG-Genotyp des c¢.-238G>A Polymorphismus korrelierte jedoch mit einem

geringeren  Attachmentverlust und einem hdheren Serumspiegel der

Entzindungsmarker CRP und IL-6. Dies konnte darauf hindeuten, dass GG-
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12.

13.

14.

15.

10 Thesen

Genotyptrager moglicherweise bedingt durch eine starkere Immunantwort besser
in der Lage sind auf parodontpathogene Keime zu reagieren.

Trager des AG+AA-Genotyps und des A-Allels des ¢.-308G>A Polymorphismus
zeigten eine erhohte Sulkusblutungsneigung nach Sondierung, mdglicherweise
verursacht durch ein haufigeres Vorkommen des parodontpathogenen Keimes

P.intermedia.

Im einjahrigen Follow-Up sollte die Bedeutung der TNFa-Polymorphismen c.-
308G>A und c.-238G>A als prognostische Faktoren fur das Auftreten eines
kardiovaskularen Sekundarereignisses, wie Myokardinfarkt, Schlaganfall oder

kardiovaskularer Tod, untersucht werden.

Eine prognostische Relevanz fur kardiovaskulare Sekundarereignisse wurde fur
beide TNFa-Polymorphismen nicht belegt. Als signifikanter Pradiktor for
zukunftige kardiovaskulare Ereignisse wurde in der vorliegenden Studie das

Vorliegen des Diabetes mellitus und der Plagueindex ermittelt.

In genomweiten Assoziationsstudien sollte nach weiteren parodontalen und
kardiovaskularen Kandidatengenen geforscht werden, deren Bedeutung im
entziindlichen Geschehen in funktionellen Analysen bestatigt werden sollte. Zur
detaillierten Aufklarung des vermuteten Zusammenhangs zwischen parodontaler
Entzindung und kardiovaskularer Erkrankung sollten weitere Longitudinal- und

Interventionsstudien konzipiert werden.
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