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Referat:

Der Rezeptor fiir ,,Advanced Glycation Endproducts* (RAGE) bindet glykierte und oxidierte
Proteine, sogenannte AGEs, und aktiviert u.a. den Transkriptionsfaktor NF-kB. Dieser reguliert
die Expression von Genen der Immunantwort die bei der Entstehung von entziindlichen Paro-
dontitiden eine wesentliche Rolle spielen. Die Expression von RAGE wird u.a. von Polymor-
phismen im RAGE-Gen [c.-374T>A Polymorphismus (rs1800624), c.-429C>T Polymorphis-
mus (rs1800625), G82S Polymorphismus (rs2070600) und die 63bp Deletion (-407 bis -345bp)]
beeinflusst. Deshalb war das Hauptziel dieser Studie zu untersuchen, ob diese SNPs mit der
Pravalenz einer generalisierten aggressiven Parodontitis (GAgP) und generalisierten chroni-
schen Parodontitis (GChP) assoziiert sind. Es wurden 81 Patienten mit GAgP (40,4+9,8 Jahre;
63% Frauen), 68 Patienten mit GChP (48,9+9,6 Jahre; 63,2% Frauen) und 85 parodontal gesun-
de Kontrollprobanden (K) (46,7+10,8 Jahre; 54,1% Frauen) eingeschlossen. Die klinische Cha-
rakterisierung beinhaltete die Erfassung des approximalen Plaqueindexes (API), der Sondiertie-
fe (PD), der Blutung auf Sondierung (BOP), des klinischen Attachmentverlustes (CAL) sowie
des Raucherstatus. Die Prasenz von flinf parodontalen Leitkeimen (A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia und T. denticola) in subgingivalen Plaqueproben wurde
molekularbiologisch mit Hilfe des micro-ldent® Tests (HAIN-Diagnostik) untersucht. Die RA-
GE-Genotypisierung erfolgte mittels PCR-Analyse und Tsp509I1-Restriktionsspaltung.

Fur den c.-374 T>A Polymorphismus konnte gezeigt werden, dass das T-Allel (pxor=0,026;
OR=1,8; 95% Konfidenzintervall: 1,1-2,8) sowie die Genotypen AT oder TT (pknr=0,003,
OR=14,4; 95% Konfidenzintervall: 1,84-113,2) mit dem Auftreten einer GAgP assoziiert waren.
In der logistischen Regression konnte bei Berticksichtigung von Alter, Geschlecht, Rauchersta-
tus sowie API das T-Allel als unabhéngiger Risikofaktor fir GAgP bestétigt werden (pyor=0,026;
OR=1,8; 95% Konfidenzintervall: 1,07-2,97). Der c.-374T>A Polymorphismus war nicht zu
weiteren parodontalen Risikofaktoren und dem Vorkommen von parodontalen Bakterien assozi-
iert.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Trager des T-Allels ein zweifach erhéhtes Risiko fiir
GAQgP besitzen. Ursache dafiir kdnnte eine beeintréchtigte Immunantwort, moéglicherweise zu-
rickfuhrbar auf eine T-Allel-assoziierte verringerte Transkriptionsrate (MRNA) des RAGEs,
sein. Fur den ¢.-429 C>T- und G82S Polymorphismus konnte keine Assoziation zum Auftreten
von Parodontitis (GChP und GAgP) sowie zum Auftreten von parodontalen Leitkeimen ermit-
telt werden. Aufgrund der bekannten ethnischen Unterschiede in der Pravalenz von SNPs kon-

nen die Ergebnisse dieser Studie nicht auf andere Populationen Ubertragen werden.

Stosberg, Diana: Assoziationen funktionell bedeutsamer Polymorphismen im RAGE-Gen zur
chronischen und aggressiven Parodontitis Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.,73 Seiten, 2015
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1 Einleitung

1.1 EinfUhrung

Parodontitis (PA) wird als chronisch entzlindliche Erkrankung verstanden, welche in ihrer Ent-
stehung und Progression multifaktoriell bedingt und komplex reguliert ist. Der auslésende Reiz
ist primdr das Vorhandensein des subgingivalen Biofilms, wobei die individuelle Immunantwort
des Patienten auf die parodontalpathogenen Mikroorganismen im Biofilm fir den Verlauf der
Entzlindungsreaktion entscheidend ist. Neben den nicht genetischen, veranderbaren Risikofak-
toren fir die Entstehung einer PA, wie Rauchen, ungenigende Mundhygiene oder psychischer
Stress, spielen nicht verdnderbare Parameter wie das Alter, Geschlecht und genetische Faktoren
(Hart und Kornman, 1997) bzw. genetische Erkrankungen (z.B. das Papillon-Lefévre-Syndrom)
eine Rolle. Zudem beeinflussen Erkrankungen mit Beeintréchtigung der Immunabwehr, wie z.B.
Diabetes mellitus (DM), die Entstehung und Progression einer PA (Jepsen et al., 2011).

Vor allem bei Patienten mit glykdmisch ungeniigend eingestellten DM, werden Advanced Gly-
cation Endproducts (AGEs) im Parodont akkumuliert (Salvi et al., 2008) und vermehrt Abwehr-
zellen in den parodontalen Geweben mobilisiert, welche einen Rezeptor flr diese AGEs auf der
Zelloberflache tragen. Binden die AGEs an den Rezeptor (RAGE), kommt es im Zellinneren
unter anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors (NF-kB). Dadurch wird die Expressi-
on von proinflammatorischen Proteinen wie Interleukin-1(IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Tumor-
nekrosefaktor-a (TNFa), Adhédsionsmolekiilen oder GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) begunstigt (Kislinger et al., 2001), so dass der bakterieninduzierte parodonta-
le Abbau verstéarkt wird. Die durch RAGE vermittelte Signaltransduktionskaskade spielt somit
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Parodontitis. Aufgrund von Arbeiten der Gruppe um
Hudson (Hudson et al., 2001) ist bekannt, dass Polymorphismen im Bereich des Promotors im
RAGE-Gen zu einer unterschiedlichen Expression von RAGE unter NF-kB-Stimulation und
damit zu einer differentiellen Stimulierbarkeit des Signaltransduktionsweges fihren. Das ldsst
vermuten, dass Polymorphismen im RAGE-Gen auch mdgliche Indikatoren fur das Auftreten
von Parodontitis sind.

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte untersucht werden ob der Glycin82Serin-
Polymorphismus (G82S-SNPs/rs2070600), die c.-374T>A (rs1800624), c.-429C>T (rs1800625)
Genpolymorphismen sowie der 63bp-Deletionspolymorphismus (-407 bis -345bp Deletionspo-
lymorphismus) zur Prévalenz einer aggressiven und/oder chronischen Parodontitis assoziiert
sind.

Des Weiteren sollte in dieser Studie beurteilt werden, ob die verschiedenen Genotypen im RA-

GE-Gen zum Nachweis der fiinf parodontalen Markerbakterien Aggregatibacter actinomyce-



temcomitans (A. a.), Porphyromonas gingivalis (P. g.), Treponema denticola (T. d.), Tannerella

forsythia (T. f.) und Prevotella intermedia (P. i.) in Beziehung stehen.

1.2 Parodontitis

1.2.1 Mikrobiologie der Parodontitis

Orale Biofilme zeichnen sich durch eine groRe Heterogenitat und Artenvielfalt aus (Marsh
2005). Durch moderne molekularbiologische Techniken lassen sich aus der Mundhohle ge-
schétzte 19000 Phylotypen von Bakterien identifizieren (Keijser et al., 2008), von denen circa
415 Arten kultiviert werden konnen (Paster et al., 2001; ten Cate 2006). Bevor sich Bakterien
auf den Z&hnen anlagern bildet sich der initiale orale Biofilm, die Pellikel, aus. Hierbei handelt
es sich um einen weitgehend bakterienfreien Biofilm, welcher sich an desquamationsfreien
Oberflachen (Zahn- und Wurzeloberflachen, Fullungsmaterialien, Implantaten etc.) bilden kann.
Er setzt sich hauptsachlich aus Proteinen, Glycoproteinen, Lipiden und anderen organischen
Komponenten der Mundhohle (Speichel, Sulkusflissigkeit) zusammen und ist deutlich vom
mikrobiellen Biofilm (Plaque) zu unterscheiden (Marsh et.al, 2005, Reich et al., 2012). Einige,
meist grampositive, Bakterien sind in der Lage sich mit Hilfe spezieller Oberfachenmolekiile
(Adhasine) an Pellikelrezeptoren anzuheften. Zu ihnen zéhlen orale Streptokokken, gefolgt von
Aktinomyzeten und Veillonellen (violetter Komplex). Diese adharenten Pionierarten produzie-
ren extrazelluldre Polysacharide (Lektine), die der Vernetzung der Bakterien untereinander die-
nen, aber auch das Anheften weiterer Spezies fordern. Sie koaggregieren mit Briickenbildnern
wie z.B. Fusobacterium nucleatum (F.n.), einer Bakterienspezies des orangefarbenen Komple-
xes (Kolenbrander et al., 2000). Auch Spatbesiedler wie P.g. koaggregieren Uber Galaktose-
bindende Adhasine mit F.n. (Weiss et al., 2000). Koaggregation ist ein zentraler Mechanismus
der Biofilmbildung (Metzger et al., 2009) unter dem man die gegenseitige Erkennung genetisch
unterschiedlicher Bakterienarten und ihre Anheftung untereinander versteht (Marsh und Martin,
2003).

Mit zunehmender Reifung verandert sich die Zusammensetzung des Biofilms. Grampositive
Bakterien werden zunehmend durch gramnegative Mikroorganismen ersetzt. Dazu zahlen
gramnegative Kokken sowie grampositive und gramnegative Stabchen und Filamente (Listgar-
ten et al., 1975; Listgarten 1976). Bakterielle Mikrokolonien vereinigen sich zu einem komple-
xen Biofilm von z&her und Kklebriger Konsistenz, welcher sich nur mechanisch entfernen I&sst.
Er schiitzt die Bakterien vor Austrocknung und der Immunantwort des Wirts. Zusétzlich ist
auch die Penetration von Antibiotika erschwert (Caldwell et al., 1997; Marsh, 2004). Im letzten
Stadium der Vergesellschaftung siedeln sich Bakterien des ,,roten Komplexes* an. Zu ihnen

zahlen T. f., P. g. und Treponema denticola (T. d.) (Sokransky et al., 1998). Diese obligaten



Anaerobier sind mit der Entstehung einer PA assoziiert und werden deshalb als Leitkeime fir
die PA bezeichnet (Socransky und Haffajee, 1994; Genco et al., 1996).

A. a. ist ein gram-negatives, fakultativ anaerobes Stabchen, das optimal in Gegenwart von Sau-
erstoff wachst, aber auch in Abwesenheit von Sauerstoff leben kann. Es exprimiert eine Reihe
von Virulenzfaktoren, wie z.B. Leukotoxin, das bei Immunzellen (Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten) zur Zelllyse fuhren kann (Henderson et al., 2003). Wahrend der Serotyp a
mehrheitlich aus Stellen mit Gingivitis isoliert wird (Darveau et al., 1997), findet man vor allem
A. a. vom Serotyp b deutlich haufiger im Biofilm von Patienten mit aggressiver Parodontitis
(GAgP) (Yang et al., 2004). A. a. vom Serotyp b kann keinem der funf Hauptkomplexe zuge-
ordnet werden (Sokransky et al., 1998). Das gramnegative anaerobe Bakterium P. g. sondert an
der &uBeren Membran Vesikel (MVs) ab, die wichtige Virulenzfaktoren, darunter Proteasen,
sogenannte Gingipaine (Arg-Gingipain [Rgp] und Lys-Gingipain [Kgp]) enthalten (Furuta et al.,
2009). Gingipaine konnen u.a. proinflammatorische Zytokine spalten, wodurch die Immunreak-
tion des Wirts herunterreguliert und die Entziindungsantwort reduziert wird (Stathopoulou et al.,
2010). Eine weitere Eigenschaft von P. g. und A. a. besteht darin in menschliche gingivale Fib-
roblasten einzudringen und darin auch in Anwesenheit hoher Antibiotikakonzentrationen zu
tiberleben (Irshad et al., 2012). Socransky und Mitarbeiter (Socransky et al., 1998) fassten die
jeweils in einem engen Zusammenhang stehenden Bakterien zu Komplexen zusammen (Abb.1),

die entsprechend ihrer Pathogenitat farblich unterschiedlich gekennzeichnet wurden.

A.naeslundii | |
(A.viscosus) 1 V.parvula
I A.odontolyticus

]
u P. micros
S. mitis F. nucleatum
S. oralis F. periodonticum
S. sanguis 2 C. rectus 6
Streptococcus sp. C. showae
S. gordonii |:> S. costellatus
S.intermedius C. gracilis
E. nodatum
P. intermedia
C. corrodens P. nigrescens
C. gingivalis C.gracilis
C.sputigena | 3 C.rectus
C. ochracea

C. concisus

A. actino. a :>m
Abb.1: Schematische Darstellung der Entwicklung von Bakterienkomplexen in der Mundhdohle
(modifiziert nach Socransky et al., 1998 und Rateitschak, Farbatlas der Parodontologie, 2012)

Ein Weg 1 bis 7 fiihrt zum roten Komplex, ein anderer 1 bis 4 in Richtung A.a. Serotyp a und
A.a. Serotyp b
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Die Nummerierung von 1-7 stellt die Reihenfolge der bakteriellen Kolonisierung und Komplex-
bildung dar. Zu den Besiedlern der ersten Phase z&hlen Actinomyceten und Streptokokken. Der
blaue, violette, griine und gelbe Komplex treten oft miteinander vergesellschaftet auf und inter-
agieren untereinander. Der orange Komplex umfasst maRig bis stark pathogene Bakterien, die
zwischen den Erstbesiedlern und den stark pathogenen Keimen des roten Komplexes (charakte-

ristisch fir die spéte Kolonisierungsphase), vermitteln.

Um als Erreger einer Erkrankung anerkannt zu werden, mussten Bakterien urspriinglich die
sogenannten Henle-Koch-Postulate (Koch 1884) vollstandig erfullen (Infektidses Agens stets
nachweisbar, Kein Vorkommen beim Gesunden, evoziert Erkrankung im Tierversuch). Da pa-
rodontale Bakterien nicht alle Eigenschaften fur Erreger nach den Postulaten von Koch erfillen,
z.B. sind sie auch bei Individuen ohne Parodontitis nachweisbar, wurden von Sokransky und
Mitarbeitern modifizierte Eigenschaften fur parodontale Erreger definiert (Socransky et al.,
1994).

Postulate von Socransky et al. 1994:

1. Assoziation:
Der Erreger muss in héherer Quantitét an Stellen mit progressivem Attachmentverlust
vorliegen als an solchen, die keinen zunehmenden Verlust an Stlitzgewebe zeigen.
2. Elimination:
Die Elimination des Erregers beendet das Fortschreiten der Erkrankung.
3. Wirtsantwort:
Der Erreger ruft eine zellulare und humorale Reaktion des Immunsystems hervor.
4. Virulenzfaktoren:
Der Erreger sollte Virulenzfaktoren besitzen, die fir die Initiation und
Progressionen der Erkrankungen von Relevanz sind.
5. Tierversuch:
Die Pathogenitét des Erregers im Tierversuch muss darauf schlieen lassen, dass sie am

Menschen eine Parodontitis auslosen kénnen.

Als Virulenzfaktoren werden solche Strukturelemente und Stoffwechselprodukte von Bakterien
bezeichnet, die die krankheitserregenden Eigenschaften einer bestimmten Spezies bedingen
(Miksits et al. 1992).



1.2.2 Die Immunologie der Parodontitis

Auf den Angriff der parodontalpathogenen Mikroorganismen (pMQO) im Biofilm reagiert das
Immunsystem des Wirts mit verschiedenen Mechanismen.

In den ersten Tagen der parodontalen Infektion wird das angeborene Immunsystem aktiviert. Es
wird von lokalen Abwehrzellen wie Neutrophilen Granulozyten (PMN), Monozyten, Dendriti-
schen Zellen (DZ), natirlichen Killerzellen (NK), l6slichen Komplementfaktoren sowie Akut-
phase-Proteinen wie C-reaktives-Protein (CRP) reprasentiert. Die angeborene Abwehr erfolgt
schnell, da nur bestimmte pathogene Muster (PAMPs [pathogen-associated molecular patterns])
erkannt werden missen. Zundchst stimulieren bakterielle Metaboliten [Butter-, Propionsdure,
Peptide N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP), LPS] aus dem Biofilm gingivale
Epithelzellen zur Synthese und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren (IL-8, TNFa,
PGE, und MMP). Diese schadigen die Epithelzellen zum Teil direkt und erhdhen die Permeabi-
litat fiir Produkte der pMO in das subepitheliale Gewebe. Durch das Saumepithel diffundierende
Zellwandkomponenten parodontalpathogener Bakterien, vor allem Lipopolysaccharide (LPS)
gramnegativer Bakterien, aktivieren daraufhin lokal ansissige PMN. Diese binden mit Hilfe von
Adhasionsmolekiilen an Endothelzellen, lockern diese auf und verlassen die BlutgefaRe entspre-
chend eines chemotaktischen Gefélles in Richtung Sulkus. Um ein weiteres Vordringen der
pMO zu verhindern, etablieren sie zwischen Epithel und Biofilm einen ersten Abwehrwall. Der
antimikrobielle Effekt der eingewanderten PMNs besteht damit vor allem in der Phagozytose,
dem darauffolgenden intrazellularen Verdau der pMO, sowie der Freisetzung lysosomaler En-
zyme und Entziindungsmediatoren. Fir verschiedene Formen der GAgP konnte eine verringerte
Chemotaxis und Phagozytosefahigkeit der PMNs auf mikrobielle Stimulation nachgewiesen
werden (Clark et al., 1977; Van Dyke et al., 1987; Kimura et al., 1992). Mediatormolekiile wie
Bradykinine und proinflammatorische Zytokine verstarken die entstandene Entziindungsreakti-
on.

Dariiber hinaus kénnen mikrobielle Polysaccharide (LPS) die Kaskade des Komplementsystems
(C1-C9) direkt und antikdrperunabhéangig (Alternativer Weg) aktivieren (Hajishengallis, 2010).
Infolgedessen kommt es zur Anaphylatoxinbildung (C3a und C5a) und Freisetzung vasoaktiver
Amine (Histamin) aus perivaskuldren Mastzellen. Diese erhthen die GefaRpermeabilitat und
filhren zur Odembildung. So wurde ein hoher Anteil aktivierter Komplement-Fragmente in der
Sulkusflissigkeit (GCF) von Patienten mit Parodontitis nachgewiesen, wahrend sie bei gesun-
den Probanden abwesend oder nur in geringeren Konzentrationen vorhanden waren (Hajishen-
gallis, 2010).

Einen weiteren Mechanismus zur frihen und unmittelbaren Pathogenerkennung stellen keim-
bahnkodierte Rezeptoren, sogenannte Toll-Like-Rezeptoren (TLR), dar. TLR gehéren zu den

PRR, den pattern-recognition receptors, die PAMPs erkennen konnen und damit der Unter-



scheidung zwischen korperfremd und korpereigen dienen. TLRs werden primér auf der Oberfla-
che von Makrophagen, DZ, B-Zellen, nicht-myeloiden Zellen und auf Epithelzellen sowie Fib-
roblasten exprimiert, kommen aber auch in l6slicher Form im Plasma vor (Matsumoto et al.,
2003). Bisher wurden 10 humane TLRs identifiziert (TLR1-10) (Ford et al., 2010). Fir TLR-2
und TLR4 konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass sie auch in oralen
Epithel- und Gewebezellen vorkommen (Mori et al., 2003; Ren et al., 2005) und eine enge Be-
ziehung zur Pathogenese der Parodontitis aufweisen. Viele Studien zeigen, dass LPS von P.
gingivalis ausschlieBlich TLR2 stimulieren (Kikkert et al., 2007, Pulendran et al., 2001) und
allein A. actinomycetemcomitans sowie V. parvula in der Lage sind sowohl TLR2 als auch
TLR4 zu aktivieren. Beide Rezeptoren stimulieren, Uber eine Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF-kB, die Produktion entziindungsfordernder Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNFa (Ford
et.al, 2010).

Auch die Epithelzellen der Gingiva (HGECs) reagieren auf verschiedene Bakterien des Biofilms
mit der Produktion von entziindlichen Zytokinen (Stathopoulou et al., 2010). Zytokine bilden
eine Gruppe von Peptiden, die der Steuerung der Immunantwort dienen. Sie sind Teil der ange-
borenen und der adaptiven Immunabwehr und werden von Makrophagen, B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten, natlrlichen Killerzellen (NKs) sowie von Fibroblasten und Epithelzellen expri-
miert. Durch die Ausschiittung dieser Zytokine kommt es zur lokalen Aktivierung des Gefé-
Rendothels, was Adhésion, Diapedese und Infiltration weiterer Immunzellen ins gingivale Ge-
webe fordert. IL-1, TNFo und IL-6 beférdern ber die RANK (Rezeptor Aktivator von nuclear
factor-kappa B) -RANKL (RANK-Ligand) -OPG (Osteoprotegerin) -Achse eine gesteigerte
Osteoklastensynthese (Cochran et al., 2008). Zur Alveolarknochenresorption tragt zusétzlich
eine erhéhte 1L-6-Produktion bei. IL-6 triggert die Osteoklastendifferenzierung hemmt aber
gleichzeitig die Knochenbildung. Zusatzlich steigern diese Zytokine die Freisetzung der gewe-
beabbauenden Matrixmetalloproteinase 8 (aMMP-8) (Sorsa et al., 1994; Teronen et al., 1997,
Ford et al., 2000).

Der Gegenspieler von IL-1 ist der IL-1-Rezeptor Antagonist (IL-1RA). IL-10 bremst den alveo-
laren Knochenverlust (Zhang und Teng, 2006) und den durch aMMP8 verursachten Gewebeab-
bau. Die Entzlindungsreaktion ist in ihrem Verlauf und dem Schweregrad individuell verschie-
den und genetisch beeinflusst, hangt aber in hohem MaRe auch von Umweltfaktoren ab. Uber-
wiegt aufgrund eines bestimmten genetischen Backgrounds die Anzahl proinflammatorischer
Zytokine im Vergleich zu antiinflammatorischen Zytokinen, so folgt eine Stérung der Ge-
webshomoostase und der betroffene Patient neigt zu einer verstarkten Entziindungsreaktion und
Gewebeabbau auf bakterielle Reize (Schwartz et al., 1997). Dies konnte eine Erklarung dafir
sein, dass einige Patienten mit geringer Plaguebesiedlung starke Krankheitssymptome aufwei-
sen und wiederum andere Patienten mit starker Plaquebildung nur geringe klinische Entziin-

dungszeichen zeigen.



Unterstitzend zum angeborenen Immunsystem, greifen die Zellen der adaptiven Immunabwehr
ein. Die Reaktion der adaptiven Immunantwort benétigt Zeit, da nach klonaler Expansion hoch-
spezifische Effektorzellen gebildet werden. Sie bildet auch die Grundlage fir das immunologi-
sche Gedéachtnis.

Zu den Zellen der adaptiven Immunantwort zéhlen T-Lymphozyten und B-Lymphozyten. Die
Induktion der adaptiven Immunitét erfolgt dabei durch Makrophagen und DZ. Sie erkennen
lokal eindringende Pathogene und phagozytieren diese. Mit dem Lymphfluss wandern sie zum
nachstgelegenen Lymphknoten. Dort wirken sie als Antigen prasentierende Zellen (APC). Sie
prozessieren aufgenommene Antigene tber MHC-I -und MHC-I1 Molekile und interagieren mit
dem T-Zell-Rezeptor-Komplex (TCR) naiver T-Lymphozyten. Daraufhin differenziert sich ein
Teil der T-Zellen zu CD8+T-Zellen (Tc/zytotoxisch wirksam) welche infizierte Zellen eliminie-
ren. Weitere T-Lymphozyten differenzieren zu CD4+T-Zellen (ThO-Zellen). Diese kdnnen zu
zwei Subtypen von Effektorzellen ausreifen (Thl-und Th2-Helferzellen). Thl-Zellen sezernie-
ren vorwiegend proinflammatorische Zytokine wie IL-2, Interferon-y (IFN-y) und TNF-o. IFN-y
bremst die parodontale Infektion indem es die Makrophagen aktiviert, die B-Zellaktivierung
hemmt und eine Th2-Antwort verhindert. Diverse Studien konnten zeigen, dass in Lasionen der
frihen Chronischen Parodontitis (ChP) Infiltration von Thl-Zellen (Seymor et al., 1993) und
Makrophagen (Ford et al., 2010) im gingivalen Gewebe dominieren. Die Zytokine der Th2-
Zellen, 1L-4 und 5, aktivieren B-Zellen und Plasmazellen. IL10 blockiert die Makrophagenakti-
vierung, so dass sich das Th1/Th2-Gleichgwicht zugunsten der humoralen Wirtsantwort ver-
schiebt. Der Ubergang von einer frilhen, stabilen parodontalen Lasion hin zu einer progressiven
PA ist somit durch eine Zunahme von B-Zellen und Plasmazellen im entziindlichen Infiltrat
gekennzeichnet (Ford et al., 2010). Die pathogenen Mechanismen der PA sind jedoch komplex,
so dass das traditionelle Th1/Th2 Paradigma nicht mehr unumstritten ist (Arun et al., 2011).
B-Zellen differenzieren zu Antikorper sezernierenden Plasmazellen und bilden gegen Bakterien
der Plague gerichtete Immunglobuline (hauptsachlich 1gG) (Ebersole et al., 1993). Die Funktion
der Immunglobuline besteht dabei in der Opsonierung von pathogenen Mikroorganismen fir die
Aufnahme durch Phagozyten, der Aktivierung des Komplementsystems (klassischer Aktivie-
rungsweg) und der Inaktivierung bakterieller Virulenzfaktoren wie LPS, Leukotoxin, &ufiere
Membranproteine oder Fimbrien (Ebersole, 2003).

Eine weitere T-Zell-Untergruppe stellen Th17-Zellen und das von ihnen produzierte Zytokin IL-
17 dar. IL-17 unterdriickt eine effiziente Th1-Reaktion und chronifiziert Entziindungsprozesse.
Es triggert in Kombination mit dem Rezeptor-Aktivator von NF-kB (RANK) und RANKL die
Osteoklastenaktivierung und steigert so die parodontale Knochenresorption (Takahashi et al.,
2005).


http://www.helmholtz-hzi.de/de/infothek/glossar/entry/t_zellen/

1.2.3 Bewertung von Risikofaktoren fir PA unter besonderer Berticksichtigung von

Genpolymorphismen

Die Pathogenese der Parodontitis umfasst eine komplexe Immun-und Entziindungskaskade wel-
che durch die oralen Bakterien im Biofilm eingeleitet wird (Cekici et al., 2014). Bei ungestorter
Plaqueanlagerung kommt es zunachst innerhalb von wenigen Tagen zur Entstehung einer
Gingivitis (initial, friihe und etablierte L&sion) [Smith et al., 2010]. Erfolgt keine effektive
Plaguekontrolle bleibt die Gingivitis bestehen und etabliert sich. Theilade et al. konnten in Lon-
gitudinalstudien zeigen, dass die klinischen Zeichen der Gingivitis (Entziindung, Blutung, R6-
tung und Schwellung) durch eine entsprechend gute Mundhygiene vollstandig reversibel sind
(Lbe, Theilade & Jensen, 1965; Theilade et al., 1966).

Trotz vergleichbarer Mundhygiene kommt es jedoch bei anderen Patienten zur Entstehung einer
PA und zu einem erheblichen Verlust parodontalen Gewebes (Offenbacher et al. 1996, Page et
al. 1997). Dies zeigt, dass man die Entstehung der PA nicht allein auf das VVorhandensein von
parodontalpathogenen Bakterien im Biofilm zuriickfiinren kann. Viele Menschen kénnen tber
einen langen Zeitraum potentielle Parodontalpathogene im Biofilm beherbergen, ohne dass sich
eine PA entwickelt (Armitage, 2000). So gilt das Vorhandensein geringer Mengen parodontal-
pathogener Mikroorganismen im Biofilm als physiologisch und dient der Reifung und Entwick-
lung des Immunsystems sowie dessen Training. Uberschreiten jedoch die virulenten parodon-
talpathogenen Bakterien einen individuell kritischen Schwellenwert und treffen bei einem emp-
findlichen Wirt auf eine geschwachte Immunabwehr, kann sich aus einer etablierten Gingivitis
eine PA entwickeln (Rataitschak 2012). Manifest wird die PA durch das komplexe Zusammen-
wirken einer Vielzahl von individuellen Risikofaktoren (Genco J.R. und Borgnakke S.W., 2013).
Dazu zéhlen in erster Linie der Lebensstil z.B. Tabakkonsum (Tonetti et al., 1998), Stress (Gen-
co et al., 1999), Vorerkrankungen wie DM (Taylor et al., 1998), Metabolisches Syndrom (Shi-
mazaki et al., 2007), Osteoporose (Martinez-Maestre et al., 2010) sowie genetische Faktoren die
die Sensitivitat und Entztindungsbereitschaft des Wirts beeinflussen.

Michalowicz et al. haben in Zwillingsstudien erstmals gezeigt, dass die genetische Pradispositi-
on eines Menschen wesentlichen Einfluss auf die Schwere und Ausdehnung einer Parodontitis
hat (Michalowicz et al., 1991). Sie verglichen in ihrer Arbeit den alveoldren Knochenabbau, PD,
CAL und die Anzahl der betroffenen Zahnflachen von Zwillingspaaren mit GChP, wobei sich
monozygote Zwillinge (MZ) in den parodontalen Symptomen &hnlicher waren als dizygote
Zwillinge (DZ) (Michalowicz et al., 1991). So bewerteten Michalowicz et al. (2000) den geneti-
schen Impact fir das Risiko an einer GChP zu erkranken mit circa 50 Prozent. In einer Studie
von Torres et al. (2010) wird eine mogliche Rolle genetischer Faktoren bei GChP zwar bestatigt,
aber das Ausmalf3 der genetischen Wirkung auf die Schwere der PA relativiert. In dieser Arbeit

wurden MZ- und DZ-Paare mit moderater bis schwerer GChP hinsichtlich klinischer Parameter



wie CAL, Knochenabbau und bakterieller Keimbesiedlung aber auch Bildungsniveau, Body-
Mass-Index (BMI) und Rauchverhalten miteinander verglichen. Im Ergebnis dieser Studie zeig-
te sich, dass MZ-Paare gegeniiber klinischen und bakteriellen Befunden diskordant waren. Die
Diskordanz war jedoch fir DZ-Paare groRer als fur MZ-Paare.

Allein flr die aggressiven Formen der PA scheint der genetische Einfluss unumstritten (Rapp et
al., 2011). Marazita und Mitarbeiter postulieren in ihrer Studie an Afroamerikanern mit frih
beginnender PA (EOP) einen autosomal-dominanten Erbgang (Marazita et al., 1994).

Fir die Beurteilung aggressiver Parodontitisformen wurden bisher vor allem Familienaggregati-
onsstudien durchgefiihrt. Dies l&sst sich damit begriinden, dass die familidre Haufung der AgP
mit einem prozentualen Anteil von 40-50% der betroffenen Geschwister weit tber der der Nor-
malbevdlkerung liegt (Kaukasier 2-3%). Studien zur familidren Aggregation lassen Schlussfol-
gerungen Uber den Erbgang einer genetischen Eigenschaft zu, erlauben jedoch keine Aussage
Uber die daran beteiligten Gene.

In den letzten Jahre haben sich Studien intensiv mit Polymorphismen, vor allem Single Nukleo-
tid Polymorphismen (SNPs), beschéftigt, die sich in immunologisch relevanten Genen befinden
(Zytokine, Zelloberflachenrezeptoren, Chemokine). Dabei wurden unterschiedliche Assoziatio-
nen dieser SNPs zur Parodontitis nachgewiesen.

In genomweiten Assoziationsstudien wird dagegen zunachst das gesamte Genom hypothesenfrei
nach SNPs, die mit einer Erkrankung assoziiert sind, gescannt. In einer aktuellen genomweiten
Assoziationsstudie haben Schéfer et al. einen SNP (rs3217992) im Marker ANRIL ,,long-non-
coding RNA* als einen wichtigen genetischen Risikofaktor fiir das Auftreten von GAgP, identi-
fiziert (Schaefer et al., 2013). Es wird vermutet, dass ANRIL in die transkriptionelle Regulation
anderer Gene eingreift. Ergebnisse von Bochenek et al. lieferten die ersten Hinweise auf die
regulatorische Wirkung von ANRIL auf Gene des Glucosestoffwechsels ADIPOR1 und
VAMP3 sowie C110RF10 (Funktion bisher unbekannt) (Bochenek et al., 2013).

1.2.4 Klassifikation der Parodontitis

Klassifikationssysteme bieten den Rahmen, um Atiologie, Pathogenese und Behandlung von
Krankheiten wissenschaftlich zu erforschen und sie stellen fir Kliniker ein Ordnungssystem dar,
anhand dessen Erkrankungen diagnostiziert und kommuniziert werden kénnen (Armitage 1999,
DGP 2013). Die gegenwaértige Einteilung der parodontalen und gingivalen Erkrankungen basiert
auf den Vorgaben der American Academy of Periodontology (AAP) aus dem Jahre 1999. Sie
wurde von der Deutschen Gesellschaft fur Parodontologie (DGParo) als Klassifikation fir Paro-
dontalerkrankungen aufgenommen und im Jahre 2013 aktualisiert. Daneben tragt sie den wach-
senden Erkenntnissen in Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese der PA Rechnung und be-

rucksichtigt praxisnahe Bedurfnisse. Die Einteilung von Parodontalerkrankungen folgt dabei



klinischen Kriterien, wobei sich hinsichtlich des Erkrankungsverlaufs und der Geschwindigkeit
der Gewebezerstorung zwei Hauptformen der Parodontitis unterscheiden lassen. Auf diese soll
im Folgenden néher eingegangen werden, da sowohl Patienten mit generalisierter aggressiver
Parodontitis (GAgP, Abb.2) als auch generalisierter chronischer Parodontitis (GChP, Abb.3) in
dieser Studie untersucht wurden. Beide Parodontitisformen unterscheiden sich im Alter bei Er-
krankungsbeginn, der Progression des Attachmentverlusts, dem Knochenabbau und der
Plagueakkumulation voneinander (Armitage et al., 1999; Armitage et al., 2000), sie kdnnen
sowohl lokalisiert als auch generalisiert auftreten. Folgende Hauptmerkmale missen flr die
GAQgP erfullt sein (DGP Kilassifikation der PAR-Erkrankungen 2013):

Primare Kennzeichen (fir beide Formen der AgP):

- Patient ist, abgesehen von der Parodontitis, klinisch gesund
- Rasch fortschreitende Gewebsdestruktion

- Familidre Haufung

Sekundare Kennzeichen (sind haufig aber nicht obligat):

- Missverhaltnis zwischen mikrobieller Besiedlung und parodontaler Gewebezerstérung
- Erhohte Anteile von A. actinomycetemcomitans und (manchmal) P. gingivalis

- Abnorme Phagozytenfunktion

- Hyperreaktiver Phénotyp der Makrophagen mit erhdhten Spiegeln von PGE, und IL-1R

- Progression von Attachmentverlust und Knochenverlust kann selbstlimitierend sein

Spezifische Kennzeichen der lokalisierten AgP:

- Beginn wéhrend Pubertat

- Markante Serumantikorper gegen infizierende Bakterien

- Lokalisierter Befall der ersten Molaren/Inzisivi mit approximalen Attachmentverlust
(>4mm) an mindestens zwei bleibenden Zahnen, von denen einer ein erster Molar sein muss

und von bis zu zwei weiteren Zahnen, die keine ersten Molaren oder Inzisivi sind

Spezifische Kennzeichen der generalisierten AgP :

- Patienten meist junger als 30 Jahre

- Schwache Serumantiktrper gegen infizierende Bakterien

- Schubhafter Verlauf von Attachmentverlust und Knochenzerstérung

- Generalisierter approximaler Attachmentverlust (>4mm) an mindestens drei Z&hnen aulRer

den ersten Molaren und Inzisivi
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Abb.2: Klinisches Bild und Parodontalstatus eines Patienten mit GAgP. Mineralisierte Plaque
war nicht vorhanden und die Gingiva wies maRige Entziindungszeichen auf.

Abb.3: Klinisches Bild und Parodontalstatus eines Patienten mit GChP mit Akkumulation mine-
ralisierter Plaque, Knochenabbau und moderat entzlindeter Gingiva.

Folgende Hauptmerkmale mussen fir die ChP erfllt sein (DGP Klassifikation der PAR- Er-
krankungen 2013):

Klinische Kennzeichen:

- Uberwiegend bei Erwachsenen

- Destruktion steht mit lokalen Reizfaktoren in Zusammenhang

- Variable Muster parodontalpathogener Mikroorganismen

- Subgingivaler Zahnstein haufig

- Vorwiegend langsame Progression

- Aktivitatsschiibe kdnnen vorkommen

- Kann modifiziert sein durch und/oder assoziiert mit systemischen Krankheiten (DM, isché-
mische Herz-Kreislauf-Erkrankungen/Atherosklerose und HIV)

- Kann modifiziert werden durch Rauchen, sozio6konomische Faktoren, Stress hinsichtlich
Schwere und/oder Ausmal? der ChP kann eine lokalisierte (LChP) und eine generalisierte
(GChP) Form unterschieden werden

- Attachmentverluste > 5mm an weniger als 30% der Zahnflachen entsprechen einer schwe-
ren LChP
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- liegen gleichzeitige Attachmentverluste von > 3mm an mehr als 30% der Zahnflachen vor

so handelt es sich um eine moderate GChP in Kombination mit einer schweren LChP

Dennoch bleibt auch die aktuelle Klassifikation in ihrer Auslegung und Praxistauglichkeit um-
stritten. Vor allem im klinischen Bild der GAgP und GChP kommt es zu Uberschneidungen in
den Zuordnungskriterien, die eine eindeutige Abgrenzung der beiden Hauptformen voneinander
erschwert (Kebschul et al., 2013). Einen neuen Ansatz zur Klassifikation schwerer Parodonta-
lerkrankungen erstellten Kebschul und Mitarbeiter 2014 auf Basis von genomischen Profilen
(Kebschul et al., 2014). Die Resultate dieser Studie weisen darauf hin, dass verschiedene Gen-
expressionssignaturen aus Biopsien parodontal erkrankter Gingiva in phanotypische Unter-
schiede Ubersetzt werden koénnen. Dies kdnnte die Grundlage fir eine neue, auf genetische Risi-

kofaktoren der PA basierende, Klassifizierung sein.

1.3 Der Rezeptor fur Advanced Glycation Endproducts - RAGE

1.3.1 EinfUhrung

Der Rezeptor fir glykosierte Endprodukte (RAGE) ist ein 35 kDa schwerer Multiligandrezeptor
der Immunglobulin-Superfamilie (Schmidt et al., 1994). Er wird auf der Oberflache von En-
dothelzellen, Monozyten/Makrophagen, Neuronen und zahlreichen anderen Zellen exprimiert
von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle bei der Entstehung chronischer Erkrankungen wie
DM, Morbus Alzheimer (AD), Entziindungen oder Arteriosklerose spielen (Bierhaus et al.,
2001).

1992 erfolgte nach Studien an bovinen Lungengewebe die Erstbeschreibung des Rezeptors
durch Neeper et al. (Neeper et al., 1992). Das menschliche RAGE-Gen liegt innerhalb des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC)-Klasse-I11-Region auf dem Chromosom 6p21.3
und besteht aus 11 Exons, die durch 10 Introns verflochten sind. Die Gesamtlange der cDNA
betragt etwa 1,5 kb die teilweise mit dem PBX2 (Pre-B-cell leukemia transcription factor 2)
Gen Uberlappt (Sugaya et al. 1994; Neeper et al., 1992). Von den circa 30 bekannten Polymor-
phismen im RAGE-Gen sind die meisten Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) (Hudson et
al., 2002).

RAGE zéhlt zur Gruppe der PPRs, welche Uberwiegend durch neutrophile Granulozyten, Mo-
nozyten/Makrophagen und Zellen des angeborenen Immunsystems, exprimiert werden. Sie sind
in der Lage bestimmte Muster von Pathogenen als Pathogen Associate Molecular Patterns zu
erkennen. Dazu zadhlen verschiedene bakterielle Zellwandproteine wie Lipopolysaccharide

(LPS), Lipopeptide oder Peptidoglykane. RAGE regt nach Stimulation durch seine Liganden
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und darauffolgende NF-kB Aktivierung die Produktion von proinflammtorischen Zytokinen und
deren Rezeptoren an.

Eine Klasse von RAGE-Liganden umfasst sogenannte Advanced Glycation Endproducts
(AGEs). AGEs werden in Geweben von Patienten mit Diabetes mellitus, Nierenversagen, Amy-
loidosen und an Orten von oxidativem Stress akkumuliert (Schmidt et al., 1996). RAGE intera-
giert neben AGEs auch mit Amphoterin (HMGB1), S100-Proteinen oder Proteinen mit R-
Faltblattstrukturen (Schmidt et al., 1996). Es wird angenommen, dass die Wechselwirkung zwi-
schen RAGE-Liganden und ihrem Rezeptor zu einer proinflammtorischen Genaktivierung fihrt
(Bierhaus et al., 2001).

1.3.2 Struktureller Aufbau und Expression des Rezeptors

Grundsatzlich ist RAGE aus 3 Einheiten aufgebaut: einem extrazellularen Teil, einer Trans-
membranhelix (TM), welche den Rezeptor in der Zellmembran verankert, und einem 43 Ami-
nosauren langen zytosolischen Endstiick (CT). Die zytosolische Domane vermittelt die Initiati-
on der Signaltransduktionskaskade. Der extrazellulare Teil umfasst drei Immunglobulin (lg)-
artige Doménen. Zum einen handelt es sich dabei um eine terminal gelegene V-Doméne, dieser
variable Teil ist fiir die Bindung der Liganden zusténdig, und zwei konstanten C-Doménen (C1
und C2), welche den konstanten Domdnen der Igs dhneln und den Komplex stabilisieren
(Schmidt et al., 2005).

Die Erstbeschreibung von RAGE-SpleiB3-Varianten, und deren Fahigkeit, 16sliche Isoformen zu
bilden, erfolgte durch Malherbe et al. im Jahr 1999 (Malherbe et al., 1999). Spatere Studien
fuhrten zur Identifizierung von mehreren unterschiedlichen Spleil3-Varianten und Nomenklatu-
ren von RAGE. Hudson et al. erstellten 2007 eine volistandige Klassifizierung und Identifizie-
rung der Spleif3-Varianten inklusive ihrer biologischen Relevanz (Hudson et al., 2007). In dieser
Studie zeigte sich, dass die meisten der Spleil-Versionen von RAGE zur Entfernung der
Transmembran-Domane gefiihrt haben, um lIésliche Varianten (soluble RAGE/SRAGE) herzu-
stellen. Zu den haufigsten Isoformen zéhlen: 1. RAGE in voller Lange (full-length-
RAGE/fRAGE), 2. endogen l6sliches RAGE (esRAGE/RAGE_v1) und 3. N-terminal verkirz-
tes RAGE (RAGE_v2) (Srikrishna et al., 2010). fRAGE und RAGE_v2 liegen als membran-
standiger Rezeptor vor, eSRAGE in sezernierbarer Form ohne transmembrane Doméne (Abb.4).
Die Synthese der verschiedenen Isoformen (fFRAGE/RAGE_v2/esRAGE) erfolgt durch alterna-
tives mRNA-Spleifien oder enzymatische Spaltung (Han et al., 2011). N-terminal verkirztes
RAGE bildet keine V-Doméne aus und kann daher keine Liganden binden (Srikrishna et al.,
2010). Die Isoformen sRAGE/esRAGEs, sind Rezeptoren, denen der zytosolische Teil fehlt. Sie
binden zwar Liganden identisch zum fRAGE, induzieren aber keine Zellaktivierung (Hofmann

et al., 1999; Schmidt et al., 2000). Sie kdnnten hypothetisch eine medikamentdse Intervention
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bei RAGE-assoziierten Erkrankungen darstellen. Hierzu wurden AGE-RAGE-Blockierversuche
am Tiermodell durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden das exogen verabreichtes SRAGE
zirkulierende AGEs erfassen und eliminieren kann (YYamagishi et al., 2010) und dass RAGE-
Blockaden oder der Einsatz von l6slichen RAGEs im Tiermodell sich glinstig auf diabetische
Nephropathien, parodontale Erkrankungen, Allergien vom verzdgerten Typ sowie Atheroskle-
rose auswirken (Park et al., 1998; Lalla et al., 2000, Schmidt et al., 2000; Kislinger et al., 2001).

Bisher liegen keine Daten tber den Einsatz von SRAGE als humanes Therapeutikum vor.

Terminales
Endstiick
V-Doméne
C1-Doméne
es-RAGE/v_1RAGE
C2-Domane .
Extrazellular
TM™- Zellmembran
CT- Intrazellular

fRAGE RAGE_v2

Abb.4: Struktureller Aufbau von RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts) und
seine haufigsten Isoformen. Modifiziert nach Srikrishna et al., 2010; Kalea et al., 2011

1.3.3 RAGE und seine Liganden

An RAGE kénnen mehrere Liganden binden. Einer der haufigsten Liganden und Namensgeber
des Rezeptors sind die "Advanced Glycation Endproducts”. AGEs zéhlen zu einer heterogenen
Gruppe von Stoffen, die durch nichtenzymatische Glykierung im Rahmen der Maillard-
Reaktion (Braunungsreaktion in der Lebensmittelchemie) entstehen (Hibschmann et al., 2006).
Dabei reagieren reduzierende Kohlenhydrate mit Aminogruppen von Proteinen, Lipiden und
Nukleinsduren. Sie entstehen im Rahmen von Alterungsprozessen und durch langfristige Hy-
perglykamie. Glykation kann exogen oder endogen erfolgen. Exogene AGE-Bildung und Auf-
nahme erfolgt durch die Nahrung oder das Rauchen. In Extrakten von Tabak und Tabakrauch
finden sich ebenfalls reaktive Kohlenhydrate die sich mit Serum- und GefaBwandproteinen zu
AGEs verbinden konnen. In einer Studie konnte in Bezug auf diese Erkenntnis belegt werden,

dass der AGE-Serumspiegel bei Rauchern signifikant erhoht ist (Cerami et al., 1997).
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Endogene Glykation ist ein normaler Stoffwechselprozess der vor allem im Blutkreislauf statt-
findet. Die AGE-Bildung kann (ber ein normales Mal} erhoht sein. Problematisch ist hierbei
eine Anhdufung von AGEs mit dem Lebensalter. Insbesondere bei einem erhéhten Glucosespie-
gel im Blut kann es zu einer Schadigung von Zellen und Geweben kommen. RAGE zeigt aulier

der AGE-Bindung eine Affinitat zu zahlreichen anderen Liganden (Tab.1).

Tab.l: weitere RAGE-Liganden

RAGE Liganden Funktion

= HMGB1(Amphoterin) | High Mobility Group Protein B1 dient als korpereigener
Alarmstoff und wird bei Nekrose von kdrpereigenen Zellen
freigesetzt. Es ist an der Immunabwehr, Tumorentstehung
und zahlreichen rheumatischen Erkrankungen beteiligt
(Bianchi et al., 2005; Klune et al. 2008).

= S100 Proteine Mitglieder der S100-Familie von Proteinen und Kalzium-
bindende Proteine, welche im Zytoplasma und Zellkern vie-
ler Zellen lokalisiert sind. Sie spielen eine Rolle bei der Re-
gulation von Zellzyklus und -Differenzierung. S100 Gene
umfassen mindestens 20 Mitglieder, die sich als Cluster auf
Chromosom 1921 befinden (Entrez Gene).

- S100b Kommt nur im Hirngewebe vor, wird durch Astrozyten ex-
primiert und ist Glia spezifisch. Es ist im erwachsenen Orga-
nismus bei Schadigung des Nervensystems erhoht und wird
als Serummarker der zerebralen Schédigung bei Schédel-
Hirn-Verletzungen eingesetzt (Wang et al., 2008).

- S100A7/Psoriasin Mitglieder der S100-Familie von Proteinen.

- 100A15/ Koebnerisin Sind an der Regulation von zellularen Prozessen wie Zell-

- S100P zyklus und Differenzierung beteiligt.

=  Amyloid-p-Protein Beta-Amyloidpeptide wirken antimikrobiell und werden im
(Amyloid-beta 40 Organismus bei Stoffwechselvorgédngen kontinuierlich er-
(Ap40) und Amyloid- | zeugt (Soscia et al., 2010). AB40 und AP42 gelten als neuro-
beta 42 (AB42) ) toxisch, beide sind als Ablagerungen in Gehirn und Blutge-

falen von Patienten mit Morbus Alzheimer und Down-
Syndrom zu finden (Masters et al., 1985). Bei Personen mit
fruh einsetzender familiarer Alzheimer-Krankheit findet man
erhohte Plasma - (AR) 40 und -AR42 Level (AD) (Mayeux et
al., 2003).
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= Mac-1 (Integrin aMB2) | Ist ein Komplement-Rezeptor (CR3- bestehend aus CD11b
und CD18) und auf humanen Granulozyten (meist neutrophi-
len), NK-Zellen und Makrophagen lokalisiert. Die Bindung
fremder Zellen an den Rezeptor bewirkt deren Phagozytose
und Zerstérung. Eine Hochregulation von Mac-1 in Gegen-
wart von bestimmten Faktoren wie IL-2 kann zu einer Ver-
langerung der Lebensdauer der Immunzellen fihren, wéh-
rend die Anwesenheit von TNF-o die Apoptose und das se-
lektive Entfernen der Zelle induziert (Todd et al.,1996;
Schlesinger et al., 1990).

= Phosphatidylserin Zahlt zur Gruppe der Phospholipide und ist Bestandteil der

Zellmembran bei Bakterien und héheren Organismen.

1.3.4 RAGE und seine nachgeschaltete Signaltransduktion

Nach der Bindung von AGE an seinen Rezeptor kommt es im Zellinneren zur p38 MAP-
Kinase-abhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Bierhaus et al., 2005; Goldin
et al., 2006). Nach seiner Aktivierung bindet NF-kB an spezifische DNA-Sequenzen und be-
gunstigt somit die Transkription verschiedener Zielgene. Diese Gene kodieren fur Proteine,
welche bei Entziindungsvorgéangen, der Karzinogenese sowie der Apoptose, dem programmier-
ten Zelltod, eine Rolle spielen. Auffallig ist die gesteigerte Expression des Rezeptors selbst
(positive feedback-loop) als Antwort auf die Aktivierung von NF-kB. Dieser selbstverstarkende
Effekt ist Folge einer durch RAGE-Liganden induzierten nachhaltigen Aktivierung von NF-kB
aufgrund eines ansteigenden Levels von de novo synthetisierten NF-kBp65 (Bierhaus et al.,
2001). Die NF-kB-Bindung an den RAGE Promotor scheint dabei ursachlich an der Hochregu-
lation der RAGE-Expression beteiligt zu sein (Li et al., 1997). An Stellen akkumulierter AGEs
im Geféalisystem findet sich folglich eine erhéhte Expression des Rezeptors in den Endothel-
und glatten Muskelzellen der GefaRwénde.

Schmidt et al. vertreten dabei ein Zwei-Phasen-Modell der zelluldren Stérung [(Schmidt et al.,
2000), Abb.5]. Die Bindung von RAGE und seinen Liganden kann als ,,First Hit* bezeichnet
werden. Dabei wird die Prasenz der Liganden im Gewebe durch unzureichende endogene
Clearance-Mechanismen begunstigt. Der ,,Second Hit*“ wird schlieflich durch zusatzliche Ak-
kumulation von modifizierten Lipoproteinen, eindringenden bakteriellen Pathogenen, ischami-

schen Stress und andere Faktoren vermittelt (Schmidt et al., 2000).
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,,Second Hit* ,,First Hit*

NF-KB aktivierende Stimuli wie En-
dotoxine, Zytokine, Glucose

L |

Verschiedene Oxidativer
Signalkaskaden Stress

Inflammatorische Zellen

Initiation NF-KB induzierter-RAGE-
Expression

Abb.5: Funktionsschema RAGE maodifiziert nach Bierhaus et al., 2005 “Understanding RAGE,
the receptor for advanced glycation end products.*

RAGE wandelt die akute zellulare Aktivierung in eine nachhaltige zellulare Antwort um. Die
Aktivierung von NF-kB erfolgt durch eine Vielzahl von Reizen und hat eine erhthte Genex-
pression von NF-kB-regulierten Genen zur Folge. Der RAGE Promotor selbst wird durch NF-
kB gesteuert, und die Hochregulation des Rezeptors bewirkt eine steigende Anzahl von Bin-
dungsstellen fir RAGE-Liganden wie AGEs, HMGBL1 und S100-Proteine. Die Bindung dieser
Liganden fuhrt wiederum zu einer RAGE-abhédngigen, nachhaltigen NF-kB Aktivierung und

damit zu einer gesteigerten zellularen Entziindungsreaktion.

1.3.5 RAGE und Allgemeinerkrankungen

Die Kenntnis Uber die Genese chronisch entzlindlicher Erkrankungen und deren Komplikatio-
nen wachst stetig an. In diesen Zusammenhang wird dem Rezeptor RAGE eine Schlusselrolle
bei der Vermittlung von Gewebsschadigungen bei chronischen Entziindungen zugeschrieben
(Hofmann et al., 1999; Bierhaus et al., 2005). AGEs und deren Rezeptor (RAGE) spielen eine
zentrale Rolle in der Pathogenese von kardiovaskuldren Erkrankungen (CVD) und DM (Tagu-
chi et al., 2000). AGEs initiieren diabetische mikro-und makrovaskulare Komplikationen indem
sie Proteine der extrazellularen Matrix strukturell und funktionell (Kreuzvernetzung von Protei-
nen z.B. Kollagen) verdndern (Barlovic et al., 2011). Dariber hinaus wird die AGEs/(HMGB-
1)-RAGE-Interaktion mit dem Auftreten von Herzinsuffizienz, abdominalen Aortenaneurysmen
und Arteriosklerose in Verbindung gebracht (Taguchi et al., 2000). Eine erhéhte RAGE Expres-
sion (als Rezeptor fir Amyloid-B-Protein auf Neuronen, Mikroglia, Astrozyten und Endothel-
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zellen) wurde in Gehirnarealen bei Patienten mit Alzheimer-Krankheit (AD) beobachtet (Yan et
al., 2009). Weiterhin wird vermutet, dass RAGE eine wichtige Rolle in der Tumorbiologie spielt
(Logsdon et al., 2007).

1.3.6 Die Rolle von RAGE bei Parodontitis

Bei der Parodontitis handelt es sich um eine entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates
deren Pathogenese von vielen Faktoren beeinflusst wird. Am besten ist die Assoziation von
RAGE und Parodontitis bei Patienten mit Diabetes mellitus untersucht. Leitbild des metaboli-
schen Syndroms stellt die chronische Hyperglykamie dar, welche durch eine gestérte Insulin-
sekretion und/oder—wirkung verursacht wird. Dies fordert die Entstehung von AGEs und deren
Anhaufung im Zellplasma aber auch im Parodont von erkrankten Personen (Salvi et al., 2008).
AGEs kodnnen durch verringerte Loslichkeit, Elastizitat und enzymatische Affinitdten in langle-
bigen Proteinen, wie Kollagen (Dunn et al. 1989, McCance et al. 1993) in Zellen und Geweben
zu einer veranderten Wachstumsdynamik fuhren, sich in der extrazelluldren Matrix anh&ufen
und den Zelltod initiieren und dadurch moglicherweise die Entziindungsreaktion bei Parodonti-
tis fordern (Stitt, 2001; Wautier und Guillausseau 2001).

In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass AGEs zu irreversiblen VVernetzungen in langle-
bigen strukturellen Matrixproteinen wie Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronectin (Wautier,
J.L. und Guillausseau, P.J 2001) fuhren kdnnen. Fortgeschrittene Glykierungsendprodukte fiih-
ren auflerdem zu Verdickung und Verénderung der funktionellen Eigenschaften der Basal-
membran, die unter anderem aus Kollagen Typ 1V besteht, und kénnen dadurch den Austausch
von Zellen, Sauerstoff sowie Stoffwechselprodukten in den Geweben beeinflussen (Mott et al.,
1997; Shinoda et al.1992). Binden AGEs an ihren Rezeptor auf immuninflammatorischen Zel-
len (Monozyten/Makrophagen, T-Lymphozyten, CD4+, CD8+) werden weitere pathogenetische
Effekte ausgeldst. So kann die Freisetzung von Entziindungsmolekilen aus diesen Zellen und
damit das Fortschreiten der Parodontitis verstarkt werden (Hudson et al. 2003; Vlassara et al.
1988). Die AGE-RAGE Interaktion auf Endothelzellen (EZ) fuhrt zu oxidativem Stress und
verstéarkt die Ausschittung von Adhasionsmolekulen (vascular cell adhesion molecule VCAM-
1). Die VCAM-1-Expression und die erhéhte Expression von CD18 aus Monozyten (CD11b)
fordert die Anheftung von Entziindungszellen an die Gefainnenwénde und die Diapedese die-
ser Zellen ins parodontale Gewebe (Wautier et al. 2001, Schmidt et al. 2003).

Direkt gewebszerstorende Effekte rufen AGEs durch die Freisetzung von Enzymen wie Kol-
lagenasen hervor, die die extrazelluldre Matrix abbauen (Nah et al. 2007). So haben Lalla et al.
den Einfluss der AGE-Wirkung auf parodontale Erkrankungen an P. g. -infizierten Mausen im
Tiermodell aufzeigen kdnnen (Lalla et al.1998, 2000). Dabei flhrte die Neutralisation von AGE
mittels SRAGE zur gehemmten Synthese von Entziindungszellen (TNF-alpha und IL-6) und
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Matrixmetalloproteinasen, sowie zu einer Reduktion des Alveolarknochenverlusts (Lalla et al.
2000).

Diese Ergebnisse zeigen, welche zentrale Rolle die AGE-RAGE Interaktion bei einer gestorten
Wundheilung bei chronischen Erkrankungen wie DM spielt. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung,
dass die Rezeptor-Blockade eine gezielte Strategie zur wirksamen Wundheilung, moglicher-

weise auch bei Parodontitis, darstellen kénnte (Goova et al., 2001).
1.3.7 Polymorphismen im RAGE-Gen

Die Atiologie komplexer Erkrankungen ist gekennzeichnet durch eine additive Wirkung geneti-
scher Veranderungen in einer Vielzahl von Genen. Auch die PA wird als komplexe Erkrankung
betrachtet, deren Phanotyp sowohl durch die individuell genetische Ausstattung des Menschen
als auch durch Umwelteinfliisse (Gen-Umweltinteraktion) bestimmt wird (Yoshi et al., 2007).
Man vermutet, dass dhnlich zu anderen komplexen Erkrankungen wie DM oder AD, zwischen
10 und 50 Genen an der Entstehung der PA beteiligt sind (Laine et al., 2012).

Uber Generationen sind fiir viele Gene des Menschen Polymorphismen (Sequenzvariationen)
entstanden. Unter einem Polymorphismus wird das Auftreten einer Genvariation in einer Popu-
lation verstanden. Dabei muss die Allelfrequenz fur das variante Allel zu mindestens einem
Prozent in der Bevdlkerung vorkommen, andernfalls spricht man von einer Mutation (BGG,
2004).

Durch Genpolymorphismen kdnnen Proteine in ihrer Funktion verandert sein (z.B. Ausfall oder
Austausch von Aminoséuren, Leserasterverschiebungen, Splicingmutationen). Sequenzvarian-
ten bei denen es zu einem Austausch eines einzelnen Basenpaares (Nukleotids) im Gen kommt,
werden als Punktmutation oder Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) bezeichnet. Sie zahlen
zu den héufigsten Polymorphismen und werden mit einer Frequenz von 1 zu 1000 Basenpaaren
(bp) beobachtet. SNPs kénnen einen Menschen anfélliger fir bestimmte Krankheiten machen.
Treten SNPs in kodierenden oder regulatorisch wichtigen Genregionen (z.B. im Promotor) auf,
kann es zur Erhéhung oder Verminderung der Transkriptionsrate des Gens und damit zu einer
veranderten Verflgbarkeit des biologisch wirksamen Proteins kommen. So kann die Protein-
funktion einerseits vollig unbeeintréchtigt bleiben, andererseits kann es tber verschiedene Zwi-
schenstufen bis zur vollstandigen Funktionsverdnderung des Proteins kommen.

Auch Polymorphismen im RAGE-Gen, deren Erstbeschreibung durch Hudson 2001 erfolgte
(Hudson et al., 2001b), kdnnten daher potentielle Risikoindikatoren fir Parodontitis darstellen.
Es gibt tGber 50 SNPs im RAGE-Gen, zu ihnen zdhlen die Polymorphismen der Promotor-
Region (c.-374T>A/rs1800624 und c.-429C>T/rs1800625) und eine 63 Basenpaare umfassende
Deletion (-407 bis -345). Diesen ist gemeinsam, dass sie die Genexpression von RAGE beein-

flussen (Torres et al., 2011). Zusétzlich befindet sich im Exon 3 des RAGE-Gens eine Missense
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Variation (G82S/rs2070600) in einer mutmaRlichen Liganden-Bindungsstelle. Dieser SNP wur-
de mit der Dysregulationen in der Immunantwort (z.B. Hautverdnderungen bei DM), aber auch
der RAGE-Expression assoziiert (Kim et al., 2009; Torres et al., 2011).

Des Weiteren scheint der Polymorphismus rs2070600 das Risiko fir die Entstehung von Ma-
genkrebs und AD zu erhéhen (Gu et al., 2008; Li et al., 2010). RAGE spielt eine wichtige Rolle
in der Entwicklung und Progression von Geféal3- (Kalea et al., 2011) sowie von chronisch ent-
zundlichen Erkrankungen. RAGE und seine Liganden werden in Geweben von Immun- und
Entzlindungsherden reichlich akkumuliert und ihre Interaktion fordert die Hochregulation proin-

flammatorischer Zytokine, von Adhésionsmolekiilen und MMPs.
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2 Zielstellung

Primarer Faktor in der Atiologie der Parodontitis ist das Vorhandensein des Biofilms und der
darin kolonisierten parodontopathogenen Bakterien auf mineralisierten Zahnoberflachen. Zu-
dem konnen sekundére Faktoren wie Rauchen und Stress Ausdehnung und Schwere einer Paro-
dontitis verstarken. Neben den Verhaltensrisiken hat die individuelle genetische Konstitution
des Wirts einen zusétzlichen Einfluss auf den Verlauf der Parodontitis.

Zahlreiche Studien haben (ber einen engen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von PA
und der individuellen genetischen Konstellation berichtet, wobei Zwillingsstudien dabei die
aussagekraftigsten Modelle darstellen (Loos et al., 2003). So konnen Genpolymorphismen die
Suszeptibilitat des Wirts fir PA modulieren.

In einer Vielzahl von Studien wurde der Einfluss von SNPs auf das Auftreten von ChP und AgP
untersucht (Stabholz et al., 2000). In Bezug auf die Parodontitis sind vor allem genetische Po-
lymorphismen von Interesse, die sich auf Kandidatengene beziehen, die flir Mediatoren der
Immunantwort kodieren. Um Kandidatengene von komplexen, polygenen Erkrankungen zu
Uberprifen, sind besonders SNP-Analysen des vermutlich involvierten Gens geeignet.

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals Gberpriift werden, ob die genetischen Sequenzvariati-
onen ¢.-429C>T (rs1800625) und c.-374T>A (rs1800624) sowie die 63-bp-Deletion (-407
bis -345) und der G82S-Polymorphismus (G82S-SNPs/rs2070600) im RAGE-Gen eine Assozi-
ation zur Prasenz einer GAgP, GChP und/oder dem Vorkommen von parodontalen Leitkeimen
(A.a., P.g., T.d, T.f. und P.i.) aufweisen.

Da fiir die Polymorphismen eine veranderte RAGE-Expression bereits nachgewiesen wurde
vermuten wir, dass Patienten mit entziindlichen parodontalen Erkrankungen (GAgP, GChP)
eine verénderte Genotyp- bzw. Allelverteilung im Vergleich zu parodontal gesunden Probanden
aufzeigen. Sollte ein Polymorphismus im RAGE Gen als parodontaler Risikoindikator bestatigt
werden, konnten betroffene Patienten friihzeitig identifiziert werden und ihnen eine entspre-

chend individuelle Prophylaxe angeboten werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten der Studie, Ein- und Ausschlusskriterien

3.1.1 Auswahl der Patienten

Fur diese Studie wurden 234 Probanden untersucht, wobei die Test- und Kontrollprobanden
Kaukasier deutscher Herkunft waren und untereinander kein Verwandtschaftsverhaltnis beste-
hen durfte. Die Diagnosestellung erfolgte modifiziert nach dem neuen Klassifikationssystem der
Parodontalerkrankungen (Armitage, 1999). Jeder Studienpatient wurde vor der Untersuchung
und Probeentnahme schriftlich und mindlich tUber das Ziel dieser Studie informiert und hat eine
Einverstandniserklarung zur Verwendung seiner Daten in anonymisierter Form unterschrieben.
Die genetische Untersuchung der Parodontitispatienten und parodontitisfreien Kontrollen wur-
den von der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat genehmigt. Die Studie wurde nach
den Richtlinien der Deklaration von Helsinki (Oktober 2000) und Empfehlungen fiir good labo-
rartory practice (OEDC, 1999) bzw. good clinical practice (FDA, 2003) durchgefihrt.

Alle Patienten und Kontrollprobanden wurden persdnlich oder unter Aufsicht von apl. Prof. Dr.
S. Reichert von der Universitatspoliklinik fir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg untersucht.

3.1.2 Einschlusskriterien

Fur die Diagnostik von Patienten mit generalisierter chronischer Parodontitis galt:

= Attachmentverlust > 4mm von mindestens 30% der Zahne
= das AusmaR des Attachmentverlusts war konsistent zur diagnostizierten Menge an bak-
teriellen Auflagerungen

= im Rontgenbild wurde mehr horizontaler als vertikaler Knochenverlust diagnostiziert

Fur die Diagnostik von Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis galt:

= Erkrankungsbeginn vor dem 35igsten Lebensjahr (wenn zum Zeitpunkt der Untersu-
chung der Patient alter als 35 Jahre war, wurde die Diagnose aggressive Parodontitis
gestellt, wenn aus anamnestischen Angaben oder alten Rdéntgenbildern eindeutig her-
vorging, dass der Erkrankungsbeginn vor diesem Zeitpunkt lag)

= Attachmentverlust > 4mm von mindestens 30% der Zahne, mindestens 3 Zdhne waren
zusétzlich zu den ersten Molaren und Inzisivi betroffen

= das AusmaR des Attachmentverlusts war inkonsistent zu den diagnostizierten bakteriel-

len Auflagerungen und in vielen Fallen auch zum Lebensalter des Patienten
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= Im Rontgenbild wurden mehr vertikale als horizontale approximale Knochendefekte ge-

funden.

Fur die Diagnostik von parodontitisfreien Kontrollprobanden:

= mindestens 30 Jahre alt

= keinen Attachmentverlust >3,5mm infolge von Parodontitis.

= Attachmentverlust infolge traumatischen Zahneputzens, (iberkonturierter Fillungs- bzw.
Kronenrander oder primérer endodontischer Lasionen wurden nicht als Parodontitisfall
gewertet. Ebenso waren Pseudotaschen, z.B. an endstandigen Molaren, kein Aus-

schlusskriterium.

3.1.3 Ausschlusskriterien

Von unserer Studie wurden Probanden, welche nicht eindeutig zu einer der 3 oben genannten
Gruppen zugeordnet werden konnten, ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien waren die
Einnahme von Antibiotika weniger als 6 Monate vor der Untersuchung, die Einnahme von Me-
dikamenten, die die Immunabwehr und die Entziindungsneigung des Parodonts beeinflussen
kénnten bzw. zu Gingivahyperplasien fuhrten sowie das Vorliegen von Allgemeinerkrankungen,
flr die eine Assoziation zur Parodontitis oder den in dieser Studie untersuchten Genpolymor-
phismen bekannt ist. Des Weiteren wurden Schwangere und Probanden, bei denen sechs Mona-
te vor der Therapie ein subgingivales Scaling durchgefiihrt wurde, von der Studie ausgeschlos-

sen.

3.1.4 Erfassung der klinischen Daten

Im Befundblatt wurde zu den persénlichen Angaben wie Name und Alter, ein kurzer allgemei-
ner Gesundheitsstatus erhoben (Herz-Kreislauf-, Stoffwechsel-, und Infektionserkrankungen,
Allergien, Medikamenteneinnahme, Schwangerschaft). Die Probanden wurden nach einer even-
tuellen familidren Haufung der Parodontalerkrankung befragt, wobei ausschlaggebend war, ob
Familienangehdrige ersten Grades, also Eltern und Geschwister, frihzeitigen Zahnverlust durch
Parodontitis erlitten hatten. Ebenso wurde ein Raucherstatus erhoben, wobei die Studienteil-
nehmer in 2 Kategorien, Raucher und Nichtraucher, eingeordnet wurden. Raucher wurden nach
der Anzahl der téglich gerauchten Zigaretten befragt. Bei der Auswertung galten Probanden, die
aktuell mindestens eine Zigarette pro Tag rauchten oder weniger als 12 Monate vor der Unter-
suchung mit dem Rauchen aufgehdrt hatten, als Raucher. Wurde dagegen mit dem Rauchen
bereits mindestens 12 Monate vor Untersuchungsbeginn aufgehort, so wurden die Probanden

der Gruppe der Nichtraucher zugeordnet.
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Im klinischen Teil des Befundblattes wurde der Parodontalstatus des Studienteilnehmers erfasst.
Zunéchst wurden die fehlenden Zahne bestimmt (M= Anzahl fehlender Zahne ohne Weisheits-
zdhne). AnschlieRend wurden in Sechspunktmessung die Sondiertiefe (PD= Distanz Taschen-
fundus bis marginale Gingiva) sowie der klinische Attachmentverlust (CAL= Distanz Schmelz-
Zement-Grenze bis Taschenfundus) mit einem Parodontometer (PCPUNC 156, Hu-Friedy,
Chicago, USA) in Millimetereinteilung bestimmt. Etwa 30 Sekunden nach erfolgter Sondierung
wurde notiert, ob eine Sondierblutung vorliegt. In die Mittelwertberechnung gingen jeweils die
hochsten Werte fur PD und CAL pro Zahn ein. Zur Bestimmung der Ausdehnung der Parodon-
titis wurde der prozentuale Anteil von Zahnen mit PD bzw. CAL von <4mm, 4-6mm und >
6mm erfasst. AuBerdem wurde der prozentuale Anteil von Z&hnen mit Sondierblutung (BOP)
berechnet. Zur Beurteilung der Mundhygiene wurde der Approximale Plaque Index (API) (Lan-
ge et al. 1977) bestimmt. Dazu wurde mit einem Plaquerevelator (Mira-2-Ton, Hager & Werken,
Duisburg, Deutschland) die Plaque innerhalb der Approximalrdume des I. und I1l. Quadranten
von oral sowie des Il. und IV. Quadranten von vestibular angeférbt. Nach einmaligem Ausspu-
len wurde bewertet, ob an den untersuchten Stellen Plaque vorlag oder nicht. Das Ergebnis
wurde anschlieBend in Prozent angegeben (Anzahl positiver Messpunkte/Anzahl vorgenomme-

ner Messungen x 100).

3.2 Methode

3.2.1 Genomische Untersuchungen
3.2.2 Blutentnahme

Es wurden bei allen Studienprobanden ca. 9 ml Blut nach Venenpunktion entnommen und in
einer EDTA-Monovette (Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) fir die spatere DNA-Isolation
kihl gelagert.

3.2.3 Genotypisierung

DNA-Isolation

Die DNA Isolation aus dem EDTA-BIlut erfolgte mittels eines kommerziellen QlAamp DNA
Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland). Dabei wurden 200ul Blut in ein 1,5ml Tube pipettiert
und nach Zugabe von 20ul Proteinase K und 200ul Puffer AL 15 min bei 56°C schittelnd inku-
biert. Nach kurzem Zentrifugieren (Heraeus, Hanau, Deutschland) wurden 200ul Ethanol hin-
zugegeben und der Ansatz auf die Mitte eines Saulchens pipettiert, um das Tube dann noch
einmal fir 1 min bei 8000rpm zu zentrifugieren. Das Sdulchen wurde nun auf ein neues Sam-
meltube gesetzt und die DNA mit 500ul Puffer AW1, anschlieBend mit 500pl AW?2 gewaschen

und fur 3 min bei 13000rpm zentrifugiert. Nachdem das S&ulchen nun trocken war, wurde die
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DNA mit 200l sterilem Aqua dest. nach 5Smindtiger Inkubation durch Zentrifugation (1min,
13000rpm) von der Sdule eluiert. Die geléste DNA wurde bei -20°C gelagert.

Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion gestattet es, definierte DNA-Abschnitte exponentiell zu vermeh-
ren. Somit kdnnen auch geringe Mengen Ausgangs-DNA vervielféltigt werden. Die Proben
durchliefen mehrmals hintereinander die drei Reaktionsschritte der Denaturierung, des Annea-
lings und der Elongation. Fur die PCR wurden ein sogenannter Forward- und ein Reverse Pri-
mer (beides DNA-Oligonukleotide) verwendet, die mit den Randbereichen des zu amplifizie-
renden DNA-Fragments komplementar sind und so mit diesen hybridisieren konnten.

Fur den spezifischen Nachweis der Polymorphismen wurden die in Tab.2 aufgefiihrten Primer

eingesetzt.

Tab.2: Fir den PCR-Nachweis verwendete Primer

Polymorphismus Primer PCR-
Produkt
1. c.-374T>A-SNPs Forward-Primer/RAGE 5 345bp
(rs1800624) 3-TCAGAG CCCCCGATCCTATTT-5
2. C.-429C>T-SNPs
(rs1800625) Reverse-Primer/RAGE 6

5-GGG GGC AGT TCT CTC CTC-3’
3. 63bp-Deletion

(- 407 bis -345bp)

4. G82S-SNPs Forward-Primer/RAGE 1 397bp
(rs2070600) 3’-GGC CAA GGC TGG GGT TGA AGG-5

Reverse-Primer/RAGE 2
5’-GTA AGC GGG GCT CCT GTT GCA -3’

Pipettieren der PCR-Ansétze

Fur die PCR (Ansatz 25 ul) wurden 12,5 pul 2xMaster Mix (Promega, Mannheim, Deutschland),
0,5ul (10pmol/ul) Forward-Primer/RAGE, 0,5ul (10pmol/ul) Reverse-Primer/RAGE (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland), 10,5 pl H,O und 1 pl (50ng/ul) genomische DNA, entsprechend dem
Pipettierschema Tab.3, gemischt. Fir jede Praparationsreihe wurde eine Nullkontrolle ohne
DNA mitgefiihrt. Die PCR wurde im Thermocycler unter dem in Tab.4 zusammengefassten

Protokoll durchgefiihrt.
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Tab.3: Pipettierschema fir einen Ansatz

2xMastermix in pl 12,5
Forward-Primer (10 pmol/ul) in pl 0,5
Reverse-Primer (10 pmol/ul) in pl 0,5
H,0 in pl 10,5
Genomische DNA (50ng/ul) in pl 1

Tab.4: Thermocyclerparameter flir die Bestimmung der 4 untersuchten Genpolymorphismen

PCR-Programm Temperatur Zyklenzahl Zyklendauer
Denaturierung 94°C 2min
Denaturierung 92°C 40sec
Annealing 54°C 15 Zyklen 40sec
Elongation 72°C 1min
Delay 72°C
Denaturierung 92°C 40sec
Annealing 49°C 25 Zyklen 40sec
Elongation 72°C Imin
Delay 72°C 1sec
Abschliel3ende Elongation 72°C 5min

Genotypisierung der Polymorphismen mittels RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-Poly-

morphismus) und Langenpolymorphismus

Uber RFLP konnen spezifische genetische Veranderungen nachgewiesen werden, die krank-
heitsverursachend sein kénnen. Ein sehr wichtiges Hilfsmittel dabei sind die Restriktionsendo-
nukleasen, bakterielle Enzyme, die eine spezifische DNA-Sequenz erkennen und die DNA hier
schneiden.

Befindet sich ein Polymorphismus innerhalb dieser Erkennungssequenz, so wird nur eine der
beiden polymorphen Nukleotidpositionen geschnitten, die andere nicht. Dieser Vorgang wird
Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus-Analyse (RFLP) genannt. Mittels RFLP wurde
die Genotypisierung der SNPs ¢.-374T>A, ¢.-429C>T und G82S durchgefihrt.

Die 63bp-Deletion konnte tber den Nachweis unterschiedlich langer PCR-Fragmente detektiert
werden. Die Identifikation erfolgt als Langenpolymorphismus. Fir alle Polymorphismen wurde

die Trennung der DNA-Fragmente unter Anwendung der Agarosegelelektrophorese in der
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Elektrophoresekammer (Peglab, Erlangen, Deutschland) durchgefiinrt. Nach Einbringen des
DNA-Gemisches in die Slots eines 2%igen Trégergels [1g Sekam-Agarose (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutschland), 50ml 0.5xTBE, 50ul Ethidiumbromid] wandern die DNA-Fragmente
durch Anlegen eines elektrischen Feldes (80V, 20min). In diesem entwickelt jedes Molekul eine
spezifische Wanderungsgeschwindigkeit, abhdngig von seiner GréRe, Form und Nettoladung,
sowie der angelegten Spannung, wobei sich kiirzere Fragmente schneller als langere im Gel
bewegten. Da die Nukleotide der DNA negative Ladungen tragen, wandern sie in einem elektri-
schen Feld zur Anode (positive Elektrode). Das Ergebnis sind im Gel sichtbare Banden. Jeweils
in den ersten Slot des Gels wurden 0,3ug einer kommerziell erhaltlichen 100bp-DNA-Leiter
(Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, Deutschland) pipettiert, eine Mischung verschiedener DNA-
Strange bekannter Basenpaarldnge. So konnten die Langen der einzelnen Fragmente bestimmt
und der jeweils vorliegende Polymorphismus identifiziert werden.

Der fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid lagerte sich wahrend des Gellaufs in die DNA
ein und visualisierte die DNA-Banden nach beendeter Elektrophorese unter dem UV-
Transilluminator (AGS, Heidelberg, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 320 nm (Abb. 6-9).

Pipettieren der RFLP-Anséatze:

Dem Ansatz fir den Restriktionsverdau (25 pl) wurden, neben dem bereits darin enthaltenen
PCR-Produkt, zusétzlich 2,5ul 10 x Puffer (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) zu-
gegeben. Aullerdem erfolgten je nach Polymorphismus die Zugabe des Restriktionsenzyms 4U
Tsp5091 (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) und der Verdau im PCR-Gerat fir 8h
bei 65°C, bzw. Alul (0,4ul, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) fir 8h bei 37°C.

Fur die vorliegenden Polymorphismen wurden die in Tab.5 aufgefiihrten Restriktionsenzyme

verwendet.

Tab.5: Verwendetes Restriktionsenzym zum Nachweis des jeweiligen Polymorphismus

Polymorphismus Restriktionsenzym
€.-374T>A-SNPs Tsp5091
€.-429C>T-SNPs Alul
Gly82Ser-SNPs Alul

Nach Spaltung des PCR-Produkts mit den Restriktionsenzymen entstanden Produkte unter-
schiedlicher Langen (Tab.6). Je nach Allel wurde das Fragment geschnitten oder es blieb un-

gespalten.
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Tab.6: Genotypen und Fragmentlédngen der geschnittenen und un

eschnittenen PCR-Produkte

Polymorphismus | PCR Produkt Genotyp Fragmentlangen (verdaut)
(unverdaut)
c.-374T>A-SNPs 345hbp Homozygot (A/A) 237bp,79bp und 29bp
(rs1800624) Heterozygot (A/T) 237bp,127bp,110bp,79b und
29bp
Homozygot (T/T) 127bp,110bp,79bp und 29bp
€.-429C>T-SNPs 345bp Homozygot (T/T) 345bp
(rs1800625)
Heterozygot (C/T) 345bp, 215bp und 130bp
Homozygot (C/C) 215bp und 130bp
63bp-Deletion 345hbp Homozygot ohne Deletion | 345bp
(1)
(-407 bis -345bp)
Heterozygot (ID) 345bp und 282bp

Homozygot mit Deletion
(DD)

wurde bisher noch nicht
beschrieben und konnte in
dieser Studie ebenfalls nicht
identifiziert werden

G82S-SNPs

(rs2070600)

397bp

Homozygot (G/G) (Ami-
nosauren: G/G, Basen:
G/G)

248bp und 149bp

Heterozygot (G/S) (Ami-
nosaure: G/S, Basen:
AlG)

248bp, 181bp, 149bp und
67bp

Homozygot (S/S)
(Aminosaure:
SIS, Basen: A/A)

181bp, 149bp und 67bp

A: Adenin; C: Cytosin; D: Deletion; G: Glycin; I: Insertion; S: Serin; T: Thymin
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Abbildung 6 zeigt exemplarisch die Banden von 12 Patienten zum Nachweis des ¢.374T>A-

SNPs unter UV-Licht.

1 2 3 45

237bp
127bp
110bp
79 bp

6 7 8 9101112 13 14

Bahn 1:

Bahn 2, 3,6,7,9, 12:
Bahn 4,5, 8, 10, 11
Bahn 13:

Bahn 14:

100bp Leiter
homozygot T/T

heterozygot A/T
homozygot A/A
Nullkontrolle ohne DNA

Abb.6: Gelbild zum Nachweis des c.-374T>A-SNPs

Abbildung 7 zeigt exemplarisch die Banden von 6 Patienten zum Nachweis des ¢.429C>T-SNPs

unter UV-Licht.

345bp

215bp
130bp

1 2 3 4 5 6 7 8
Bahn 1: 100bp Leiter
Bahn 2,4: homozygot T/T
Bahn 3, 6, 7: heterozygot C/T
Bahn 5: homozygot C/C
Bahn 8: Nullkontrolle ohne DNA

Abb.7: Gelbild zum Nachweis des ¢.-429C>T-SNPs
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Abbildung 8 zeigt exemplarisch die Banden von 5 Patienten zum Nachweis des G82S-SNPs

Genotypisierung auf einem Agarosegel unter UV-Licht.

248bp
181bp
149bp
67bp

Bahn 1: 100bp Leiter

Bahn 2: homozygot S/S
Bahn 3, 4, 6: homozygot
Gly/Gly; G/IG

Bahn 5: heterozygot
Gly/Ser; G/IS

Bahn 7: Nullkontrolle ohne
DNA

Abb.8: Gelbild zum Nachweis des G82S-SNPs

Abbildung 9 zeigt exemplarisch die Banden von 5 Patienten zum Nachweis der 63bp-Deletion

unter UV-Licht.

345hp
282bp

Bahn1:  100bp Leiter
Bahn 2,4-6: homozygot
Bahn 3: heterozygot flr
63bp Deletion

Bahn 7:  Nullkontrolle
ohne DNA

+ Abb.9: Gelbild zum Nachweis der 63bp-Deletion

3.2.4 Subgingivale Bestimmung parodontopathogener Keime

Die Identifikation der 5 Markerkeime Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.), Porphy-

romonas gingivalis (P. g.), Prevotella intermedia (P. i.), Tannerella forsythia (T. f.) und Trepo-

nema denticola (T. d.) fiir die Parodontitis erfolgte mittels des kommerziell erhéltlichen moleku-

larbiologischen micro-1Dent® Tests (HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland).
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Probenentnahme fiir den molekularbiologischen Nachweis parodontaler Markerkeime

Zur Entnahme der subgingivalen Plaqueproben wurde bei jeder Testperson die jeweils tiefste
Tasche pro Quadrant identifiziert. Danach erfolgte an den Testzahnen eine supragingivale
Plaqueentfernung und relative Trockenlegung mit Watterollen. Die subgingivale Plagque wurde
mittels einer sterilen endodontischen Papierspitze enthommen, die dazu schnell bis auf den Ta-
schenfundus eingefiihrt wurde und dort fiir 20 sec. verblieb. AnschlieBend wurden die vier Pro-
ben eines Patienten in einem Eppendorfréhrchen gepoolt. Die Mittelwerte fiir Sondiertiefe
(PDpak) und Attachmentverlust (CALpq:) an den Probeentnahmestellen wurden registriert. Das
Eppendorfréhrchen wurde kihl gelagert und die Isolation der DNA erfolgte innerhalb von sie-

ben Tagen.

DNA-Isolation der mikrobiellen Plaque

Die bakterielle DNA wurde mittels QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) iso-
liert. Hierbei wurden die Papierspitzen mit 180 ul ATL-Puffer und 20 ul Proteinase K flr 10
min bei 70 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 200 pl AL-Puffer hinzugegeben, um noch ein-
mal 5 min bei 95 °C zu inkubieren. Die im Puffer geléste DNA wurde auf eine Sdule (QlAamp
spin column) pipettiert und zweimal mit jeweils 500 pl der Puffer AW1 und AW?2 gewaschen.
AbschlieRend wurde die bakterielle DNA in 400 pl AE-Puffer gelst und bei -20 °C gelagert.

PCR

Fur die Amplifikation der DNA der flinf parodontopathogenen Markerkeime wurde der micro-
IDent® Test verwendet (HAIN Lifescience, Nehren, Deutschland), wobei 35 pl Mastermix (be-
stehend aus Puffer, biotinylierter Primer und DNA als Positivkontrolle), 2 U Tag-Polymerase
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und 5 ul der isolierten DNA-L6sung gemixt wurden. Die
PCR erfolgte im Thermocycler nach folgendem Programmierungsprotokoll: 5 min bei 95 °C; 10
Zyklen: 30595 °C, 2 min 58 °C; 20 Zyklen: 25595 °C, 40 s 53 °C, 405 70 °C; 8 min 70 °C.

Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgte gemal den Herstellerangaben der Firma HAIN Lifescience. 20 pl
des PCR-Produkts und 20 pl der Denaturierungslésung wurden in eine Inkubationswanne pipet-
tiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 1 ml auf 45 °C vorgewarmter Hybridisie-
rungspuffer wurde hinzugegeben und ein mit spezifischen Gensonden beschichteter Membran-
streifen so in die Wanne gelegt, dass er vollstdndig von der Fliissigkeit bedeckt war. Nun wurde
die Wanne fiir 30 min bei 45 °C im Schuttelwasserbad (Eppendorf, Hamburg Deutschland)

inkubiert. Danach wurde der Hybridisierungspuffer vollstandig entfernt und die Membran mit
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1 ml Stringent Waschlésung 15 min bei 45 °C im Wasserbad unter leichtem Schitteln inkubiert.
Nachdem die Stringent-Waschldsung entfernt wurde, wurde der Membranstreifen fiir 1 min
unter standiger Bewegung mit 1 ml Rinse-Ldsung gewaschen, um dann fiir 30 min mit 1 ml
verdinntem Konjugat inkubiert zu werden. Die Ldsung wurde abgeschiittet und der Membran-
streifen zweimal je 1 min mit 1 ml Rinse-L6sung und einmal mit 1 ml Aqua dest. auf einem
Horizontalschuttler gewaschen und wieder abgeschittet. Nun wurde 1 ml verdinnte Substratl6-
sung zum Membranstreifen hinzu pipettiert und lichtgeschitzt ohne Schitteln 3-20 min inku-
biert. Die Substratreaktion wurde durch zweimaliges kurzes Waschen mit Aqua dest. gestoppt.
Auf saugfahigem Papier wurde der Streifen getrocknet, um dann mit Hilfe des dem Kit beilie-
genden Auswertungsbogens die Zuordnung der Banden treffen zu kénnen (Abb.10). Der Nach-
weis der Bakterien erfolgte visuell tber die Farbreaktion mittels alkalischer Phosphatase. Im
Test waren zusatzlich zwei Positivkontrollen fur die PCR (AC) und die Hybridisierung (CC)
enthalten.

<— Konjugationskontrolle ( CC)

—  Amplifikationskontrolle (AC)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.)
— Porphyromonas gingivalis (P. g.)

Prevotella intermedia (P. i.)

— Tannerella forsythia (T. f.)

—— Treponema denlicola (T. d.)

et —————  Farbmarkierung

Abb.10: Darstellung der Hybridisierungsreaktion im molekularbiologischen Nachweisverfahren
parodontaler Markerkeime am Beispiel einer Patientenprobe.

Es wurden P.g., T.f. und T.d. nachgewiesen. Die Nachweisgrenze fiir A.a. liegt bei 10% genome
equivalents (Genomaquivalenten) und fiir alle anderen Markerbakterien bei 10* genome equiva-
lents (Eick und Pfister 2002). Ein Studienproband wurde dann als Bakterien-positiv gezahlt,
wenn die Nachweisgrenze erreicht oder Uberschritten wurde (Ja/Nein-Entscheidung). Auf eine
mdgliche zusatzliche semiquantitative Auswertung wurde jedoch aufgrund der geringen Objek-
tivierbarkeit verzichtet.

3.25  Statistische Auswertung

Fur die Genotyp-Phénotyp-Assoziationsuntersuchungen wurde als Hypothese sowohl ein rezes-
sives, ein dominantes, als auch ein codominantes genetisches Modell geprift.

Fur den c.-429 C>T Polymorphismus wurde beispielsweise ein T-rezessives (TT vs. CT+TT),
ein T-dominantes (TT+CT vs. CC) und ein codominantes Modell (TT vs. CT vs. TT) ausgewer-

tet. Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms SPSS® fiir
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Windows Version 22 (IBM, New York, USA) durchgefihrt. Metrische Daten wurden mit Hilfe
des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung und mittels Levene-Test auf Varianzho-
mogenitét gepruft. Fur die Untersuchung von unabhangigen Stichproben wurde der t-Test nach
Student oder einfaktorielle Anova bei Vorliegen einer Normalverteilung sowie der U-Test nach
Mann-Whitney bzw. der Kruskal-Wallis-H-Test fir nicht normalverteilte Variablen genutzt.
Kategoriale Daten wurden in Kontingenztabellen mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson
mit Yates-Korrektur analysiert. Betrug die erwartete Haufigkeit in einer Gruppe < 5 wurde Fis-
her’s Exakt-Test angewandt. Die bindre logistische Regression (schrittweise vorwarts) wurde
verwendet, um den Einfluss des jeweiligen genetischen Polymorphismus auf die Entstehung
einer Parodontitis und die subgingivale Besiedlung mit parodontopathogenen Bakterien unter
Beriicksichtigung etablierter Kofaktoren fiir Parodontitis oder Keimbesiedlung zu untersuchen
(adjustierte Odds Ratio). Generell wurde p < 0,05 als statistisch signifikant festgelegt.

Die Berechnung der Hardy-Weinberg-Verteilung der untersuchten Genotypen erfolgte mit Hilfe

des Programms Excel von Microsoft®-Office.

3.3 Chemikalien und Gerate

genomische Untersuchung
a) DNA-Isolation

Chemikalien Firmen
QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden (Deutschland)
Ethanol Roth, Karlsruhe (Deutschland)

b) Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Chemikalien Firma
2x Master Mix Progema, Mannheim (Deutschland)

(50 U/ml Taq Polymerase in Reaktionspuffer
pH 8,5, 400 uM dATP, 400 pM dGTP, 400
uM dCTP, 400 uM, dTTP, 3 mM MgCl,)
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Primer fiir ¢.-374T>A (rs 1800624), c.-429C>T (rs1800625) und 63bp Deletion (-407 bis -345)

Chemikalien Firmen
Forward-Primer: Invitrogen, Darmstadt (Deutschland)

5-TCA GAG CCC CCGATCCTATTT-3

Reverse-Primer: Invitrogen, Darmstadt (Deutschland)
3’-GGG GGC AGT TCT CTC CTC-5°

Primer fiir G82S SNP (rs207600)

Chemikalien Firmen
Forward-Primer: Invitrogen, Darmstadt (Deutschland)

3’-GGC CAA GGC TGG GGT TGA AGG-5

Reverse-Primer: Invitrogen, Darmstadt (Deutschland)
5-GTA AGC GGG GCT CCT GTT GCA-3°

¢) Restriktionsspaltung

Chemikalien/Enzyme Firmen
Restriktionsendonuklease fur den c.-374T>A England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)
SNP (rs1800624)

- Tsp509I

Restriktionsendonuklease fur den G82S Poly-  England Biolabs, Frankfurt (Deutschland)
morphismus (rs207600) und den ¢.-429C>T
SNP (rs1800625)

- Alul

d) Gelelektrophorese

Chemikalien Firmen
1g Sekam-Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf (Deutschland)
100bp-Leiter Gibco BRL, Eggenstein (Deutschland)

0,5xTBE-Puffer (45 mM Tris-HClI,

45 mM, Boréure, 0,5mM EDTA, pH 8,3) Roth, Karlsruhe (Deutschland)
50ul Ethidiumbromid Amersham-Pharmacia, Freiburg (Deutsch-
land)
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subgingivale Bestimmung parodontopathogener Keime

a) DNA-Isolation

Chemikalien
QlAamp DNA Mini Kit

b) PCR

Chemikalien
micro-1Dent®

(Mastermix, Puffer, biotinylierte Primer)
Tag-Polymerase
MgC|2

Agqua dest.

¢) Hybridisierung

Chemikalien
micro-1Dent®

Denaturierungspuffer, Hybridisierungspuffer,

Membranstreifen, Stringent Waschlésung,

Rinse-Ldsung)

Agqua dest.

Firma
Qiagen, Hilden (Deutschland)

Firmen
HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Firma
HAIN Lifescience, Nehren (Deutschland)

Alle aufgefiihrten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Gerate
Zentrifuge Biofuge pico

Thermomixer 5436
Thermicycler Gradient (mit Heizdeckel)
Gelelektrophoresekammer

Horizontalelektrophorese Multiphor 11

Firmen
Heraeus, Hanau (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
EasyCast Peglab, Erlangen (Deutschland)

Amersham-Pharmacia, Freiburg (Deutsch-
land)
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UV-Transilluminator
Blue Power Quick (Stromversorger)

Vortex Genie2

Digitalkamera, Canon EOS 40D

AGS, Heidelberg (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)

Bender & Hobein GmbH, Bruchsal (Deutsch-
land)

Canon Deutschland GmbH, Krefeld (Deutsch-
land)
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4 Ergebnisse

4.1, Statistische Untersuchung der Studienprobanden

4.1.1 Betrachtung demografischer Parameter in Abhangigkeit von der parodontalen

Diagnose

Beim Vergleich der Patientengruppe mit der parodontitisfreien Kontrollgruppe konnten hin-
sichtlich der Geschlechterverteilung und des Raucherstatus keine statistisch signifikanten Unter-
schiede gefunden werden. Die Patientengruppe mit aggressiver Parodontitis war mit einem
durchschnittlichen Altersunterschied von 6 Jahren signifikant junger im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. In beiden Patientengruppen kam eine Parodontitis innerhalb der Familie signifikant
haufiger vor. Mehr Parodontitispatienten als Kontrollprobanden berichteten in der Anamnese
uber einen friihzeitigen Zahnverlust durch Zahnlockerung unter VVerwandten ersten Grades (Tab.
7).

Tab.7: Demografische Daten der Studienprobanden in Abh&ngigkeit von der parodontalen Di-
agnose

GAgP GChP GAgP+GChP K
n=81 n=68 n=149 n=85

Altersmittelwert (Jahre) +
40,4 +9,8* 48,9+ 9,6 44,3 + 10,6 46,7 +10,8
Standardabweichung

Frauen (%) 63,0 63,2 63,1 54,1
Raucher (%0) 34,6 25,0 30,2 21,2
familiare Haufung (%) ** 56,0%** 41,9%** 49,6*** 9,5

GAGgP: generalisierte aggressive Parodontitis, GChP: generalisierte chronische Parodontitis,

K: parodontitisfreie Kontrollgruppe

* p <0,05im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U-Test)
**familidre Haufigkeit der Parodontitis; nach anamnestischer Angabe, wenn Familienmitglied
ersten Grades frihzeitigen Zahnverlust durch Zahnlockerung erlitt

*** p < 0,05 im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe (exakter Test nach Fisher)

4.1.2  Vergleich klinisch-parodontologischer Daten unter Beriicksichtigung der

parodontalen Diagnose

Bei der Beurteilung der klinischen Parameter waren der Approximale Plague Index (API), mit
Ausnahme der bei den GAgP-Patienten erhobene, die Sondierblutung (BOP), Sondiertiefe (PD)
und der Klinische Attachmentverlust (CAL) bei Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe sig-
nifikant erhoht. Der prozentuale Anteil von Z&hnen mit Sondiertiefen bzw. einem Attachment-
verlust von 4-6mm und >6mm lag in beiden Patientengruppen bei ca. 90% und erwartungsge-

manR signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (Tab.8).
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Tab.8: Klinische Daten in Abh&ngigkeit von der parodontalen Diagnose

GAgP GChP GAgP+GChP K

n=81 n=68 n=149 n=85
API+SD (%) 52,2+28,9 61,8+25,5* 56,6+27,8* 473+21,4
BOP+SD (%) 78,9+22,6* 70,3+26,6* 74,9+23,9* 46+23,9
PD+SD (mm) 5,7+1,4% 5,2+1,2* 5,5+1,3* 2,6+0,7
CAL+SD (mm) 6,5+1,5% 6,0+1,5% 6,2+1,5% 3,0+0,8
PDpakt £SD (mm) 7,5+1,5* 6,9+1,6* 7,2+1,6* 3,1+0,4
CALpaxe+SD(mm) 8,4+1,8* 7,6+1,9% 8,1+1,9% 3,3+0,5
Anzahl fehlender 3,7+3,9* 4,1+3,3* 3,9+3,6* 2,6+2,8
Zahne+SD

API: approximaler Plaque Index, SD: Standardabweichung, BOP: Sondierblutung, PD: Sondier-
tiefe, CAL: Klinischer Attachmentverlust, .. bakterielle Entnahmestelle, GAgP: generalisierte
aggressive Parodontitis, GChP: generalisierte chronische Parodontitis, K: parodontitisfreie Kon-
trollgruppe

* p < 0,05; signifikant im Vergleich zur parodontitisfreien Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U-
Test)

4.1.3 Auftreten subgingivaler Parodontopathogene in den einzelnen parodontalen

Diagnosegruppen

In beiden Patientengruppen wurden bei mehr Probanden die parodontopathogenen Bakterien (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P .intermedia, T. forsythia, T. denticola) im Vergleich
zur parodontitisfreien Kontrollgruppe nachgewiesen (Tab.9). Nur die Anzahl A. actinomycetem-
comitans positiver CP-Patienten unterschied sich dabei nicht signifikant von der Anzahl A. acti-

nomycetemcomitans positiver Kontrollprobanden.

Tab.9: Prozentualer Anteil von Probanden mit positivem Bakteriennachweis in Abhéngigkeit
von der parodontalen Diagnose.

GAgP GChP GAgP+GChP K
n=81 n=68 n=149 n=85
A. actinomycetem- 40,7* 32,4 36,9* 18,8
comitans (%)
P. gingivalis (%0) 76,5* 86,8* 81,2* 235
P .intermedia (%0) 61,7* 61,8* 61,7* 32,9
T. forsythia (%) 86,4* 97,1* 91,3* 68,2
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T. denticola (%) 85,2* 98,5* 91,3* 64,7

roter Komplex 70,4* 82,4* 75,8* 235
P.g. + T.f. + T.d. (%)

GAQgP: generalisierte aggressive Parodontitis, GChP: generalisierte chronische Parodontitis,

K: parodontitisfreie Kontrollgruppe, *:signifikant im Vergleich zur parodontitisfreien Kontroll-
gruppe (Chi%-Test mit Yates Korrektur oder exakter Test nach Fisher bei erwarteten Fallzahlen
<b).

4.2 Parodontale Erkrankungen und Genetik

4.2.1 Der c.-374T>A Polymorphismus

4.2.2 Statistische Untersuchung zur Assoziation des c.-374T>A Polymorphismus im
RAGE-Gen

Unter allen Studienteilnehmern konnte der homozygote Genotyp TT, der homozygote Genotyp
AA, und der heterozygote Genotyp AT nachgewiesen werden. Fiir die Genotyp-Assoziations-
untersuchungen wurden ein T-rezessives (TT vs. AT+AA), ein T-dominantes (TT+AT vs. AA)
und ein codominantes (TT vs. AT vs. AA) genetisches Modell geprift. Bei der statistischen
Analyse ergaben sich ausschlieBlich fiir das T-dominante Modell signifikante Unterschiede.
Parodontitispatienten (GAgP und GAgP+GChP) waren signifikant haufiger Trager der Genoty-
pen TT und AT als parodontitisfreie Kontrollen (Abb.11). Dies konnte auf Ebene der Allelver-
teilung bestétigt werden (Abb.12).

Piorr=0,002

GF (%)

K GAgP GChpP GChP+GAgP
n=85 n=81 n=68 n=149

98,8% 94,1% 96,7%

1,2% 5,9% 3,3%

Parodontitisfreie Kontrollen vs. GAgP: OR=14.4, 95% K1:1.84-113.2

Abb.11: Genotypverteilung des c.-374T>A Polymorphismus in den einzel-
nen Studiengruppen
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Porr=0,052

80+

AF (%)

0- :
K GAgP GChP GAgP+GChP
n=170 n=162 n=136 n=298
T-Allele 64,1% 75,9% 69,9% 73,2%
A-Allele 35,9% 24,1% 30,1% 26,8%

Parodontitisfreie Kontrollen vs. GAgP: OR=1.8, 95% KI: 1.07-2.97

Abb.12: Allelverteilung des c.-374T>A Polymorphismus in den einzelnen

Studiengruppen

4.2.3 Bindre logistische Regression (schrittweise vorwarts): Assoziation des T-Allels

des c.-374T>A Polymorphismus auf die Pravalenz von aggressiver Parodontitis

In der logistischen Regression konnte unter Berticksichtigung von Alter, Geschlecht, Raucher-

status sowie API das T-Allel als unabhédngiger Risikofaktor fir das Auftreten einer GAgP besta-
tigt werden (Tab.10). Weder der AA- und AT Genotyp, noch der zusammengefasste AA+AT

Genotyp waren in der bindren logistischen Regression zum Auftreten von aggressiven und

chronischen Parodontalerkrankungen (GAgP, GChP, GAgP+GChP vs. parodontitisfreie Kon-

trollen) statistisch signifikant assoziiert.

Tab.10: Binare logistische Regression (schrittweise vorwarts) zur Uberprifung der Assoziation
des T-Allels des c.-374T>A Polymorphismus zur Pravalenz einer GAgP unter der Berticksichti-
gung der Kofaktoren Alter, Geschlecht, Rauchen, API

Signifikante Va- | Regressions- | Standard- Odds Konfidenz-
riable koeffizient | fehler p-Wert | patio intervall (95 %)
Variablen im Modell:

Alter 0,060 0,012 <0,001 | 1,06 1,04 -1,09
T-Allel 0,578 0,260 0,026 | 1,78 1,07 - 2,97
Variablen auBerhalb des Modells:

API 0,064

Raucher 0,097

Geschlecht () 0,208
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4.3 Weitere Polymorphismen im RAGE-Gen in Assoziation zur Parodontitis

Neben dem c.-374T>A Polymorphismus wurden die RAGE-Polymorphismen c.-429C>T und

G82S untersucht. Fir den G82S Polymorphismus konnte kein Tréger des Genotyps SS identifi-

ziert werden, jedoch wurden Tréger des GS-und GG-Genotyp ermittelt. Fir den c.-429C>T

Polymorphismus wurde ein T-rezessives (TT vs. CT+CC), ein T-dominantes (TT+CT vs. CC),

als auch ein codominantes (TT vs. CT vs. CC) genetisches Modell analysiert. Weder die unter-

suchten Genotypen der Polymorphismen ¢.-429C>T -und G82S noch deren Allele waren zum

Auftreten von aggressiven und chronischen Parodontalerkrankungen (GAgP, GChP,

GAgP+GChP vs. parodontitisfreie Kontrollen) statistisch signifikant assoziiert (Tab.11).

Tab.11: Haufigkeiten und Signifikanzen der Genotyp- und Allelfrequenzen des ¢.429C>T- und

G82S Polymorphismus unter Beriicksichtigung der parodontalen Diagnose

GAgP GChP Patientengruppe K
GAgP+GChP
Genotypverteilung
n=81 n=68 n=149 n=85
c.-429C>T
TT(%) 64,2 66,2 65,1 64,7
CT(%) 35,8 32,4 34,2 32,9
CC(%) 0 15 0,7 2,4
Signifikanz n.s. n.s. n.s.
CC/ICT vs.TT 35,8 vs.64,2 33,8vs.66,2 | 34,9 vs. 65,1 35,3 vs. 64,7
Signifikanz n.s. n.s. n.s.
G82S
GG(%) 95,1 95,6 95,3 94,1
GS(%) 4,9 4,4 4,7 5,9
Signifikanz n.s. n.s. n.s.
Allelverteilung
n=162 n=136 n=298 n=170
.-429C>T
C(%) 82,1 82,4 82,2 81,2
T(%) 17,9 17,6 17,8 18,8
Signifikanz n.s. n.s. n.s.
G82S
G(%) 97,5 97,8 97,7 56,5
S(%) 2,5 2,2 2,3 3,5
Signifikanz n.s. n.s. n.s.

GAQgP: generalisierte aggressive Parodontitis, GChP: generalisierte chronische Parodontitis, K:
parodontitisfreie Kontrollgruppe, n.s.: nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4.4 Demographie und Genetik

4.4.1 Vergleich der Genotypen und Allele des c.-374T>A, ¢.-429C>T und des G82S -
Polymorphismus hinsichtlich der demografischen Daten (Alter, Geschlecht, Raucherstatus

und familiare Haufung von frihzeitigem Zahnverlust)

Trager der einzelnen Genotypen der RAGE Polymorphismen ¢.-374T>A und c.-429C>T unter-
schieden sich nicht signifikant hinsichtlich des Alters, der Geschlechtszugehdrigkeit des Rau-
cherstatus und der familidren Haufigkeit von friihzeitigem Zahnverlust infolge Zahnlockerung.
In der Gruppe der Patienten mit GAgP, in der Gesamtpatientengruppe (GAgP+GChP) sowie in
der Gesamtstudiengruppe waren Tréger des S Allels (S vs. G [100% vs. G 32,9%; p=0,013])
bzw. des GS-Genotyps des G82S Polymorphismus (GS vs. GG [100% vs. 31,2%; p=0,012])

signifikant haufiger Raucher.

4.5 Klinik und Genetik

45.1 Vergleich klinisch-parodontologischer Daten unter Bericksichtigung der Genoty-

pen- und Allelverteilung des c.-374T>A Polymorphismus

Im Vergleich zu Individuen die Trager des c.-374 - AA-Genotyps waren, hatten in der Gesamt-
studiengruppe Probanden die die Genotypen AT oder TT exprimierten signifikant hthere Werte
fur Sondierblutung (BOP), Sondiertiefe (PD und PD bakt.) und klinischen Attachmentverlust
(CAL und CAL bakt.). Alle anderen klinischen Daten waren in Abhéngigkeit von der Geno-
typverteilung nicht signifikant unterschiedlich. Bei Gegenuberstellung der Allele wiesen Tréger
des T-Allels signifikant hthere BOP-Werte auf als A-Allel Trager.

4.5.2 Vergleich klinisch-parodontologischer Daten unter Berlcksichtigung der Genotyp-
und Allelverteilung des c.- 429C>T Polymorphismus

In der Gruppe der Patienten mit GChP hatten Tréger des CT- oder CC-Genotyps im Unterschied
zu den TT-Merkmalstragern signifikant hohere Werte fiir den klinischen Attachmentverlust (TT
5,6mm vs. CT+CC 6,6mm; p=0,015). Patienten mit GAgP die die Genotypen CT oder CC ex-
primierten hatten dagegen signifikant niedrigere Werte fiir PD als TT-Merkmalstrager (TT
7,8mm vs. CT+CC 6,9mm; p=0,016) und CAL (TT 8,7mm vs. CT+CC 7,9mm; p=0,033). Be-
zogen auf die Allelfrequenzen zeigten auch hier Trager des C-Allels mit GAgP signifikant nied-
rigere Werte an den bakteriellen Messstellen (PD) im Vergleich zu T-Allel Tragern (C-Allel
6,9mm vs. T-Allel 7,6mm; p=0,034).
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4.5.3 Vergleich Klinisch-parodontologischer Daten unter Bericksichtigung der Genoty-

pen- und Allelverteilung des G82S Polymorphismus

In allen Patientengruppen und unter den parodontitisfreien Kontrollprobanden konnten keine
Genotyp- bzw. Allel abhéngigen signifikanten Unterschiede hinsichtlich der klinischen Parame-
ter API, BOP, PD und CAL evaluiert werden.

4.6 Bakterien und Genetik

4.6.1 Auftreten subgingivaler Bakterien unter Bericksichtigung der Genotyp-und Allel-
verteilung des c.-374A>T- und c.-492C>T Polymorphismus, sowie des G82S Polymorphis-

mus

Die Anzahl von Individuen, bei denen die parodontopathogenen Bakterien A. a., P. g., P. i., T.
f., T. d. und Bakterien des roten Komplexes, d.h. gleichzeitiger Nachweis von P. g., T. f. und T.
d. nachgewiesen wurden, unterschied sich in allen Patientengruppen und in der Kontrollkohorte
nicht signifikant in Abhé&ngigkeit von der genetischen Konstellation aller untersuchten Poly-
morphismen (c.-374T>A, ¢.-429C>T, G82S).

4.7 Die 63 bp Deletion (delta 63)

Homozygote DD-Trager wurden bisher noch nicht beschrieben und konnten in dieser Studie
ebenfalls nicht identifiziert werden. Der heterozygote ID-Genotyp zur 63 bp Deletion wurde bei
einer parodontitisfreien Probandin (Alter: 42 Jahre) und bei einer Patientin mit GAgP (Alter: 26
Jahre) nachgewiesen. Alle anderen Probanden waren Trager des homozygoten II-Genotyps.
Aufgrund der Tatsache, dass kein DD-Trager und nur zwei ID-Genotypen ermittelt werden
konnten, wurde hier auf eine statistische Auswertung verzichtet. (ID=Insertion-Deletion;

I1=Insertion-Insertion; DD=Deletion-Deletion)

4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden der ¢.-374T>A-, ¢.-492C>T-SNP, der G82S Polymorphis-
mus und die 63bp Deletion hinsichtlich der Genotyp- und Allelverteilung untersucht und eine
mdgliche Assoziation zum Auftreten einer GChP und GAgP evaluiert.

Im T-dominanten Modell ergaben sich fiir den c.-374T>A-SNP signifikante Unterschiede zwi-
schen den Patientengruppen (GAgP und GAgP+GChP) und Kontrollprobanden. Patienten mit
Parodontitis waren signifikant haufiger Trager des T-Allels bzw. des TT- oder AT-Genotyps.
Diese Differenz war insbesondere auf die GAgP-Gruppe zuriickzufuhren, da bei alleiniger Be-

trachtung der GChP-Gruppe keine Signifikanz auftrat.

43



In der logistischen Regression konnte unter Berlcksichtigung von Alter, Geschlecht und Rau-
cherstatus sowie APl das T-Allel als unabhéngiger Risikoindikator fiir das Auftreten einer
GAGgP bestimmt werden.

In der Gesamtstudiengruppe hatten Trager der Genotypen AT oder TT hohere klinische Daten
fir BOP, PD, CAL und PD und CAL an den Entnahmestellen fir die mikrobiologischen Proben.
Dies ist auf die bereits erwdhnte Assoziation dieser Genotypen zur Parodontitis, insbesondere
der GAgP, zurickzuflhren.

Eine signifikante Assoziation des c.-374T>A Polymorphismus zum Nachweis parodontaler
Markerbakterien konnte nicht nachgewiesen werden.

Weder die untersuchten Genotypen der Polymorphismen c.-492C>T-SNP und G82S, noch de-
ren Allele waren statistisch signifikant zur Pravalenz schwerer generalisierter Parodontalerkran-
kungen (GAgP und GAgP+GChP) und dem Auftreten von parodontalen Leitkeimen assoziiert.
Fur die 63 bp-Deletion wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet, da nur ein ID-
Genotyp und kein DD-Tréger detektiert werden konnten.
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5 Diskussion

5.1 Einflussfaktoren in der Pathogenese der Parodontitis

Chronisch entziindliche Erkrankungen wie PA sind durch eine komplexe Atiologie und Patho-
genese gekennzeichnet. Als primérer Faktor fir Entstehung einer PA gilt die Présens und Akti-
vitat der subgingivalen Bakterien im Biofilm. Allerdings fuhrt allein die Anwesenheit parodon-
talpathogener Bakterien nicht zwangslaufig zu Entstehung einer PA. Neben exogenen Faktoren
(wie Rauchen oder Stress), die die Entstehung entzlindlicher Erkrankungen fordern, ist die indi-
viduelle Entzlindungsreaktion des Wirts auf den bakteriellen Reiz fur die Destruktion des paro-
dontalen Gewebes mitentscheidend.

Die familidre Haufung von schweren Parodontitiden, sowie der Vergleich der Konkordanz bei
ein- bzw. zweieiigen Zwillingen hinsichtlich alveolaren Knochenabbaus, PD, CAL und der An-
zahl der von CAL betroffenen Zahnflachen, deuten ebenfalls auf eine genetische Disposition in
der Atiologie schwerer Parodontitiden hin (Michalowicz et al., 1991; Michalowicz 2000; Hodge
und Michalowicz 2001).

In einer Gber 15 Jahre gefuhrten Langzeitstudie (,,Sri-Lanka-Studie*) zeigten Lée und Mitarbei-
ter auf, dass eine unzureichende Mundhygiene und die daraus resultierende Gingivitis nicht in
jedem Fall zu einer schweren PA flhrten (L6e et al., 1986).

Sie untersuchten 480 Arbeiter (Méanner im Alter von 14 bis 46 Jahren) von zwei Teeplantagen
in Sri Lanka. Diese Population flhrte keine konventionellen MundhygienemaBnahmen durch
und hatte keine Mdglichkeit zu regelméRigen zahnarztlichen Kontrollen. Alle Studienteilneh-
mern zeigten eine massive Plaqueakkumulation, starke Zahnstein- und Konkrementbildung
sowie entzundliche Veranderungen der Gingiva. Trotz der Omniprasenz der bakteriellen Plaque
bildete sich ein typisches Verteilungsmuster parodontaler Erkrankungen heraus. Mehr als 80%
der Probanden entwickelten eine moderate PA. Demgegeniiber standen zwei Pole, 8% der Ar-
beiter entwickelten eine schnell verlaufende aggressive PA und 11% der Probanden zeigten
keine PA-Symptome. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Entstehung und
der Verlauf einer PA von genetischen Faktoren beeinflusst werden kann, dass es Patienten mit
hoher Parodontitissuszeptibilitat gibt, aber auch Probanden die scheinbar resistent auf die mi-
krobielle Plaque reagieren.

Auf der Suche nach genetischen Risikoindikatoren flr Parodontitis scheinen Polymorphismen
in inflammatorischen Kandidatengenen, die eine Rolle in der Regulation der Immunantwort
spielen (z.B. Zytokinpolymorphismen oder Polymorphismen an Immunrezeptoren) (Laine et al.,
2009), eine Rolle zu spielen. Werden direkte Zusammenhdnge zwischen einem Polymorphis-
mus und dem Auftreten einer Erkrankung evaluiert, konnte dies zur Entwicklung von individua-
lisierten Prophylaxe- und Therapiestrategien beitragen und bei der Identifikation von Risikopa-

tienten hilfreich sein.
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Durch Genpolymorphismen verursachte Verdnderungen innerhalb der genomischen DNA-
Sequenz koénnen zu funktionellen Stérungen auf RNA- oder Proteinebene fiihren, beispielsweise
zu einer verminderten bzw. verstérkten Expression des entsprechenden Proteins. Bedingt durch
die veranderte Verfugbarkeit des biologisch aktiven Enzyms oder Rezeptors werden mdglich-
erweise komplexe Regulationsmechanismen in der Immunantwort beeintrachtigt und damit die

Manifestation von Erkrankungen befdrdert.

Auch der Rezeptor fir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte bt einen wesentlichen Einfluss
auf immunologische Abwehr-und Entziindungsprozesse aus (Krantz, 2010). Uber die Bindung
von Liganden wie AGEs oder S100/Calgranulinen kommt es zu einer RAGE-abhéangigen, nach-
haltigen NF-kB Aktivierung. Neben der Expression zahlreicher proinflammatorischer Zytokine
steuert NF-kB den RAGE-Promotor und fuhrt zu Hochregulation der RAGE-Expression. Dies
fuhrt zu einer steigenden Anzahl von Bindungsstellen fir RAGE- und damit zu einer gesteiger-
ten zellul&ren Entziindungsreaktion.

Fur Polymorphismen im RAGE-Gen wurde ebenfalls nachgewiesen, dass diese mit einer veran-
derten RAGE-Expression assoziiert sind. Es ist deshalb zu vermuten, dass SNPs im RAGE-Gen

ebenfalls eine Rolle in der Atiologie und Pathogenese der PA spielen konnten.

In der vorliegenden Studie sollte zum einen Uberprift werden, ob funktionell relevante Poly-
morphismen im RAGE-Gen zur Préasens einer GAgP bzw. GChP assoziiert sind. Zum anderen
sollte die Assoziation zu klinisch-parodontalen Parametern wie BOP, PD und CAL und der

subgingivalen bakteriellen Besiedlung innerhalb der Studiengruppen analysiert werden.

Bei der vorliegenden Arbeit handelte es sich um eine genetische Assoziationsstudie (Fall-
Kontroll-Studie). Mittels statistischer Analysen wurde untersucht, ob die Allel- oder Genotyp-
frequenz fur die untersuchten Polymorphismen in einer Patientenpopulation signifikant grofRer
oder Kleiner im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe ist.

5.2 Parodontaler Befund und Klassifizierung der Probanden inklusive demografischer

Parameter

Fur diese Studie wurden 81 Patienten mit GAgP und 68 Patienten mit GChP ausgewahlt. Die
Diagnosestellung erfolgte modifiziert nach dem neuen Klassifikationssystem der Parodontaler-
krankungen (Armitage, 1999; DGParo 2002). Die Klassifikationskriterien wurden modifiziert,
um anhand der verfugbaren klinischen Daten eine bessere Differenzierung zwischen GChP und
GAGgP treffen zu kénnen. Fir die GAgP waren ein friher Erkrankungsbeginn (vor dem 35. Le-

bensjahr) sowie ein Missverhéltnis der Akkumulation mineralisierter Plaque zu dem Ausmal}
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des Attachmentverlusts ausschlaggebend. Wéhrend bei der GChP definitiv bakterielle Auflage-
rungen vorlagen, die im Einklang mit dem klinischen Attachmentverlust lagen. Patienten mit
GAGgP berichteten h&ufig in der Anamnese Uber parodontale Abszess-Bildung, schnellen Ver-
lauf der Erkrankung und vielfach erfolglose Therapieversuche. Da sowohl Probanden mit GAgP
als auch Probanden mit GChP (ber eine familidre Haufung der PA berichteten, wurde dieses
Kriterium nicht zur Unterscheidung herangezogen. Es ist jedoch bekannt, dass sich beide Er-
krankungen (GAgP und GChP) nicht absolut sicher voneinander unterscheiden lassen. Auch der
mikrobiologische Befund ist dafiir (noch) nicht geeignet. Somit sind Fehldiagnosen auch nicht
sicher auszuschlielen. Deshalb wurde, neben den separaten Gruppen GAgP und GChP, auch
eine Gesamtparodontitisgruppe (GAgP+GChP) gebildet, welche in die statistische Auswertung
einging.

In die Untersuchung wurden keine Patienten mit lokalisierter AgP (LAgP) aufgenommen, da die
LAgP mdglicherweise genetisch different zur GAgP ist (Armitage und Cullinan 2010).

Das Alter der Kontrollprobanden wurde auf mindestens 30 Jahre festgelegt. Damit wurde das
Risiko vermindert, dass diese Probanden noch zu einem spéteren Zeitpunkt eine AgP entwi-
ckeln wirden. Trotzdem ist die Entstehung einer PA bei Probanden der Kontrollgruppe zu ei-
nem spateren Zeitpunkt méglich (Erkrankungspotenz). Langsschnittstudien kénnten dieses Ri-
siko ausschlielen, wurden aber im Rahmen dieser Studie nicht durchgefiihrt (Timmerman und

van der Weijden, 2006). Bei der Interpretation der Ergebnisse ist dies aber zu beriicksichtigen.

Sowohl die Patientengruppe mit GAgP als auch mit GChP berichteten signifikant haufiger (bis
zu 5fach), im Vergleich zu Probanden der Kontrollgruppe, tber frihzeitigen Zahnverlust infolge
Zahnlockerung bei Verwandten 1. Grades. Diese Beobachtung kénnte einerseits auf den Ein-
fluss genetischer Risikofaktoren innerhalb von Familien hinweisen, andererseits beeinflussen
auch die in der Familie geteilten Verhaltensweisen hinsichtlich Erndhrung, Mundhygiene und
Umweltfaktoren die Atiologie der Parodontitis (Shearer et al., 2011).

5.3 Klinische Daten der Probanden

Alle Klinischen Parameter fir Mundhygiene, Entziindung und Attachmentverlust (API, BOP,
PD und PDygs, CAL und CAL ) Waren in den Patientengruppen mit GAgP und GChP im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Allein der API von Patienten mit GAgP unter-
schied sich nicht signifikant von dem der Probanden in der Kontrollgruppe. Trotzdem zeigten
Patienten mit GAgP massiven CAL. Wenngleich der modifizierte API nach Anféarben allein die
supragingivale Plagueakkumulation anzeigt, bestatigt dieses Ergebnis die Beobachtung, dass bei
der GAgP ein Missverhaltnis zwischen dem Ausmal} der Gewebsdestruktion und der Menge der

bakterieller Auflagerung vorliegt (Armitage 1999b).
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5.4 Mikrobiologische Analyse der subgingivalen Plaque in den Studiengruppen

Als primérer Faktor in der Atiologie der Parodontitis gilt der orale Biofilm mit den darin enthal-
tenen parodontopathogenen Mikroorganismen. Zu den am haufigsten mit dem Auftreten von
Parodontitiden assoziierten Bakterienarten zahlen A. a., P. g., T. d., T. f. und P. i. (Sokransky
und Haffajee, 1994).

Die mikrobiologische Analyse aller Probanden der Patientengruppe mit GAgP und GChP zeigte
eine erwartungsgemald erhohte bakterielle Besiedlung mit den oben genannten Markerkeimen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine Ausnahme bildet das Bakterium A.a., denn es wurde nur
bei Patienten mit GAgP signifikant haufiger aus dem Sulcus gingivae isoliert, nicht aber bei
Patienten mit GChP im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies deutet auf eine wesentliche Beteili-
gung des Bakteriums in der Atiologie der GAgP hin (Schacher et al., 2007). Trotzdem ist an
dieser Stelle nochmals anzufiihren, dass mit den heute zur Verfligung stehenden mikrobiologi-
schen Testsystemen eine GAgP und GChP nicht sicher voneinander abzugrenzen sind (Mobelli
et al., 2002).

Alle in dieser Studie untersuchten parodontopathogenen Markerkeime traten, wenn auch signi-
fikant seltener, auch bei den Testpersonen der Kontrollgruppe auf. Entscheidend fir die Ent-
wicklung einer Parodontitis scheint daher vielmehr das hochspezifische Zusammenspiel zwi-
schen den Erregern und deren tatsachlich exprimierten Virulenzfaktoren zu sein. Bei A.a. z. B.
existieren verschiedenen Stdmme des Bakteriums A.a., welche unterschiedlich virulent sind. So
ist A. a. Serotyp b beispielsweise wesentlich virulenter als Serotyp a. Weiterhin ist die Freiset-
zung der Virulenzfaktoren von der Gesamtkomposition des Biofilms und dem lokalen Ta-
schenmilieu abhangig. Letztlich kann die individuelle lokale Entziindungs- und Immunantwort
des Wirts, welche zu einem nennenswerten Anteil von genetischen Faktoren beeinflusst ist
(Borrell und Papapanou 2005), differieren und damit Individuen fur die Entwicklung einer Pa-

rodontitis pradisponieren.

5.5 Biologische Plausibilitit fir die Untersuchung von SNPs im RAGE-Gen

Die in dieser Studie untersuchten RAGE-Genpolymorphismen koénnten von funktioneller Be-
deutung in der Pathogenese der PA sein. Vor allem SNPs in der Promotorregion (c.-374T>A
und c¢.-492C>T) flhren zu Differenzen in der RAGE-Genexpression (Krantz 2010b). Die még-
licherweise damit einhergehende verénderte Verfiigbarkeit von immunologisch relevanten Pro-
teinen konnte die Suszeptibilitat fur die Entwicklung einer PA beeinflussen.

Weiterhin ist anzufiihren, dass die untersuchten Polymorphismen zu anderen Infektionserkran-
kungen (Sepsis und Aspergillose) und Allgemeinerkrankungen, fur die eine Beziehung zur PA

bekannt ist, assoziiert sind.
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So wird fir die rheumatoide Arthritis (RA) und Parodontitis ein Zusammenhang in der Patho-
genese diskutiert. Als Bindeglied zwischen beiden Erkrankungen wird das parodontopathogene
Bakterium P. gingivalis angesehen, das in der subgingivalen Plaque vorkommt. P. g. verfiigt
tiber eine eigene Peptidylarginindeiminase und kann eigene, aber auch humane Peptide citrulli-
nieren und damit Autoimmunprozesse gegen diese Peptide generieren. Dies kénnte die Ent-
wicklung einer RA befordern (Scher und Abramson, 2013; Mikuls et al., 2014). Studien um
Hofmann und Mitarbeiter haben gezeigt, dass RAGE und seine proinflammatorischen
S100/Calgranulin Liganden in Gelenken von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA), welche
Trager des G82S Polymorphismus sind, verstarkt akkumuliert werden. Dadurch kann es zu ei-
ner gesteigerten Immun-und Entziindungsreaktion in den betroffenen Geweben kommen (Hof-
mann et al., 2002).

In beiden Fallen, PA und RA, handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, die sowohl
Autoimmun- als auch entziindliche Komponenten aufweisen, und komplexen genetischen, um-
weltbedingten und epigenetischen Einfllssen unterliegen. Somit ist anzunehmen, dass Polymor-
phismen, die mit entziindlichen Gelenkerkrankungen wie RA assoziiert sind, ebenfalls indikativ
fur Parodontitis sind.

Polymorphismen im RAGE-Gen spielen zudem eine zentrale Rolle in der Atiologie diabetesas-
soziierter Folgeerkrankungen wie Dermatosen, Retino-, Neuro- und Nephropathien. DM zahlt
aullerdem zu den bekannten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer PA. Beide Krankheiten
beeinflussen sich bidirektional, das heilit, bei einem gut eingestellten glykdmischen Index &hnelt
der Zustand des Parodonts dem von Nichtdiabetikern. Mit zunehmender Verschlechterung der
glykamischen Einstellung nehmen Pravalenz und Schweregrad der Parodontitis zu (Tervonen et
al., 1993; Lim et al, 2007). Bei vergleichbarer bakterieller Reizstarke entwickeln Individuen mit
DM eine schnellere und starkere Entziindungsreaktion als Personen ohne DM (Salvi et al.,
2005). Fur den unbehandelten DM Typ Il ist das Risiko als Folgeerkrankung eine Parodontitis
zu entwickeln, um das Dreifache erhoht (Emrich et al., 1991).

Lalla et al., (2006) haben in einer Kohortenstudie Patienten mit vergleichbaren Schweregrad der
PA mit bzw. ohne DM Typ | untersucht. Sie konnten zeigen, dass die Immunantwort des Wirts
fir den unterschiedlichen Entziindungsgrad der PA bei Diabetikern im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern verantwortlich ist (Lalla et al., 2006).

In einer bislang einzigen Studie von Holla und Mitarbeitern wurde der Zusammenhang von
Polymorphismen im RAGE-Gen [1704 G/T-SNP (rs184003) und G82S] zum Auftreten von PA
bei kaukasischen Patienten mit ChP untersucht (Holla et al., 2001). Dabei war der 1704 G/T-
SNP mit einer erhohten Empfindlichkeit fur die Entwicklung einer ChP, unabhéngig davon ob
ein DM vorlag oder nicht, assoziiert. Der 1704 G/T-SNP (rs184003) ist im Intron des RAGE-

Gens lokalisiert, seine funktionelle Bedeutung ist bisher unbekannt.

49



Weitere Assoziationen bestehen zwischen RAGE-Genpolymorphismen und der Entwicklung
von Karzinomen wie dem kolorektalen Karzinom (Quian et al., 2014) und dem Pankreaskarzi-
nom (Krechler et al., 2010).

In der vorliegenden Assoziationsstudie wurde nicht nur der parodontale Status, sondern auch die
mikrobiologische Analyse der subgingivalen Plaque beruicksichtigt. Dies ist ein Vorteil im Ver-
gleich zu anderen Assoziationsstudien, da auch die Kolonisation von parodontopathogenen Bak-
terien genetischen Einflussen unterliegen kann (Nibali et al., 2009).

In der statistischen Auswertung wurden neben bivariaten Vergleichen multivariate Analysen
durchgefuhrt. Durch die Beriicksichtigung etablierter, die PA beeinflussender Faktoren (Alter,
Geschlecht, Raucherstatus, subgingivale Keimbesiedlung) konnten adjustierte Odds Ratios ge-

neriert werden.

5.6 Auswertung des c.-374 T>A - und c.-429 C>T Polymorphismus

Eine mdgliche Assoziation der ¢.-374 T>A- und c.-429 C>T-SNPs im RAGE-Gen zur PA wur-
de in dieser Studie erstmalig untersucht. Im Ergebnis dieser Arbeit konnten Ubereinstimmungen
zu anderen Assoziationsstudien ermittelt werden (Tab.12), in denen sich das T-Allel des c.-
374T>A-SNP ebenfalls als Risikoindikator bewiesen hat. Fir den c.-374 T>A Polymorphismus
konnte in der vorliegenden Studie eine signifikante Assoziation des AT und TT-Genotyps bzw.
des T-Allels zum Auftreten von GAgP evaluiert werden. Bei Patienten mit GChP ergaben sich
tendenziell ahnliche Resultate, die jedoch nicht signifikant waren. Unter der Annahme, dass die
untersuchten Polymorphismen generell fir schwere Formen der Parodontitis von Bedeutung
sein konnten, wurden beide Patientengruppen (GAgP+GChP) zusammengeschlossen. In dieser
Gruppe wurden signifikant haufiger Trager des AT- bzw. TT-Genotyps identifiziert (pyo,»=0,002,
OR=5,2, K1=1,78-15,15). Dies ist wahrscheinlich im Wesentlichen auf den Einfluss der Geno-
typverteilung in der GAgP-Gruppe zurtickzufuhren. Auf Ebene der Allelverteilung konnten
diese Ergebnisse bestatigt werden, wobei das T-Allel als unabhangiger Risikofaktor fur die Ent-
stehung einer GAgP, nach Einbeziehung etablierter Kofaktoren fir PA, identifiziert werden
konnte.

Der ¢.-429C>T Polymorphismus im RAGE-Gen war hingegen nicht signifikant zum Auftreten
von GAgP und GChP assoziiert. Die Assoziation des SNP zu den klinischen Parametern (CAL,
PDpa, CALpake ) Weist auf die komplexe Atiologie der PA hin.

Beide SNPs (c.-374T>A -und ¢.-429C>T) sind von Hudson und Mitarbeitern erstmals im Jahre
2001 beschrieben worden. In dieser Studie wurde bei DM Typ Il-Patienten die gewebespezifi-
sche Transkriptionsaktivitdt der Promotorpolymorphismen mit Hilfe des Reporters Chlor-

amphenicol-Acetyltransferase (CAT) gemessen. Sowohl fir den c¢.-374T>A -und ¢.-429C>T-

50



SNP, als auch fur die 63bp-Deletion ergab sich eine erhthte CAT-Expression (Hudson et al.,
2001). Die Ergebnisse einer Studie von Petrovic und Mitarbeitern 2003 wiesen dagegen keine
Assoziation der Polymorphismen zum Auftreten von diabetischer- und proliferativer Retinopa-
thie bei Probanden mit DM Typ Il nach (Petrovic et al., 2003).

Als protektiver Faktor fir die Entwicklung von kardiovaskularen Erkrankungen bei Kaukasiern
(infolge eines DM Typ II), wurde vor allem der AA-Genotyp des c.-374T>A-SNP identifiziert
(Picheth et al., 2007). Bei Probanden mit normalen Glukosemetabolismus kann das A-Allel des
.-374T>A-SNP einen protektiven Einfluss auf den arteriellen Blutdruck und die Elastizitét der
arteriellen GefalRe austiben (Engelen et al., 2010).

Das c.-429 C-Allel beglinstigt bei Patienten mit Zystischer Fibrose das Auftreten einer reduzier-
ten Lungenfunktion (Beucher et al., 2012).

Die Deletion von 63 Basenpaaren (-407 bis -345) beugt marginal dem Auftreten kardiovaskulé-
rer Erkrankungen bei chinesischen DM Typ Il Patienten mit Nephropathie vor (Poon et al.,
2010).

Tab.12: Assoziation der ¢.-374T>A - und c.-429C>T - Polymorphismen und der 63 bp Deletion

im RAGE-Gen zu chronisch entziindlichen- und Infektionserkrankungen

Autor und Jahr Assoziation Anzahl der Studien- Population
teilnehmer
Hudson et al., 2001 | c.-374 T>A (A-Allel) + c.- | 106 mit DM Typ Il und | Englander
429 C>T (C-Allel) DRP
109 mit DM Typ Il ohne
Assoziation zu Retinopa- | DRP
thie (DRP) bei DM Typ Il | 113 Gesunde Kontrollen
Globocnik et al., C.-374 T>A +¢.-429 C>T | 116 mit DM Typ Il und | Kaukasier
2003 DRP gegen
Genotypen nicht zu DRP | 70 mit DM Typ Il ohne
und proliferativer RP DRP
(PRP) bei DM Typ Il
76 mit DM Typ Il und
PRA gegen
70 mit DM Typ Il ohne
PRP
Kirbis et al., 2004 €.-374 T>A +¢.-429 C>T | 168 CAD-Patienten mit | Kaukasier/
DM Typ Il Slowenier
Genotypen nicht zum
Auftreten von Koronaren | 241 CAD-Patienten
Herzerkrankungen (CAD) | ohne DM Typ Il
bei DM Typ Il assoziiert
Picheth et al., 2007 | c.-374 T>A ( AA- 98 CAD-Patienten mit Euro-
Genotyp) DM Typ Il Brasilianer
Positiv Protektiv fur kar- | 148 CAD-Patienten
diovaskulére Lasionen bei | ohne DM Typ Il
DM Typ Il
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Santos et al., 2010 €.-374 T>A +¢.-429 C>T | 600 ohne GD Euro-
Brasilianer
Allele nicht zum Auftre- 150 mit GD
ten einer Gestations-
diabetes (GD) assoziiert
Engelenetal., 2010 | c.-374 T>A (A-Allel) 1291 Patienten Hollander
Protektiv assoziiert mit 44% GM normal
Blutdruck und arterieller 23% GM beeintrachtigt
Steifheit bei normalen 33% DM Typ lI
Glucosemetabolismus
(GM)
Débritzetal., 2011 | c.-374 T>A (A-Allel) 421 CD Patienten gegen | Deutsche
549 Gesunde Kontrollen
Protektiv assoziiert bei
Entstehung von Morbus | 317 CD Patienten Amerikaner
Crohn (CD) 218 Gesunde Kontrollen
Wang et al., 2014 C.-374 T>A + ¢.-429 C>T | 312 CD Patienten Chinesen
479 Gesunde Kontrollen
A-Allel ist protektiv zu
Morbus Crohn (CD) asso-
ziiert
Beucher etal., 2012 | c.-429 C>T 967 ZF Patienten Kaukasier /
Franzosen
C-Allel mit reduzierter
Lungenfunktion bei Pati-
enten mit Zystischer Fib-
rose (ZF) assoziiert
Zeng et al., 2012 c.-429 C>T (TT Genotyp) | 728 Patienten mit Poly- | Asiaten/
trauma Chinesen
Positiv zu Sepsis und
Multiorganversagen bei
Polytrauma

DM: Diabetes mellitus DRP: diabetische Retinopathie PRP: proliferative Retinopathie
CAD: koronare Herzerkrankungen CD: Morbus Crohn ZF: Zystische Fibrose

5.7 Auswertung des G82S Polymorhismus

In der vorliegenden Studie wurde keine Assoziation des G82S Polymorhismus zum Auftreten
von GAgP und GChP gefunden. Diese Resultate stimmen mit Ergebnissen einer Studie an kau-
kasischen GChP-Patienten um Holla und Mitarbeiter (Holla et al., 2001) tiberein (Tab.13).

Im Gegensatz dazu zeigten andere Arbeitsgruppen einen Zusammenhang des G82S Polymor-
phismus zu weiteren chronisch entziindlichen Erkrankungen (Tab.13).

Die Forschergruppe um Hofmann berichtete 2002 (ber eine gesteigerte Entziindungs- und Im-
munantwort in Verbindung mit dem G82S Polymorhismus bei rheumatischer Arthritis im muri-
nen Modell (Hofmann et al., 2002). In einer darauffolgende Studie von Steenvoorden und Mit-

arbeitern konnte diese Assoziation nicht bestatigt werden (Steenvoorden et al., 2006). Aller-
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dings wiesen Caroll et al. ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskuldre Ereignisse unter kaukasische
Patienten mit RA nach (Caroll et al., 2007). Auch korrelierte der SS-Genotyp des G82S Poly-
morphismus mit der Entwicklung einer diabetischen Retinopathie und dem sRAGE-Level im
Serum von DM Typ I1- Patienten (Nakamura et al., 2007; Yang et al., 2013).

Tab.13: Assoziation des G82S Polymorhismus im RAGE-Gen zu chronisch entziindlichen Er-
krankungen

Autor und Jahr Assoziation Anzahl der Stu- Population
dienteilnehmer

Holla et al., 2001 Allele und Genotypen | 101 Patienten mit GChP | Kaukasier
sind nicht zum Auf- 162 Patienten ohne PA
treten von GChP as-

soziiert
Steenvoorden et al., | Allele sind nicht zum | 377 Patienten mit RA Hollander
2006 Auftreten RA assozi- | 535 Patienten ohne RA
iert
Caroll et al., 2007 S-Allel 232 Patienten mit RA Amerikaner (94%
Kaukasier)
Assoziiert mit einem
erhéhten Risiko flr
kardiovaskulare Er-
eignisse im Rahmen
einer RA
Yoshioka et al., 2005 | S-Allel 268 DM Typ Il Japaner
98 Kontrollen
nicht zum Auftreten
von DM Typ Il asso-
ziiert
Zhang et al., 2009 S-Allel 340 DM Typ Il ohne Chinesen
DRP
Assoziiert mit DRP 166 DM Typ Il mit DRP
bei DM Typ Il 182 normaler GM
Yang et al., 2013 SS-Genotyp 1040 DM Typ Il Chinesen
374 DM Typ Il mit DRP
mit DRP bei DM Typ | 668 DM Typ Il ohne
Il und einem erhéhten | DRP
SRAGE-Level assozi-
iert
Lietal., 2014 S-Allel 216 mit COPD Asiaten/Chinesen

239 Gesunde Kontrollen
Risikofaktor fiir das
Auftreten einer Chro-
nisch obstruktiven
Lungenerkrankung
(COPD)

RA: rheumatoide Arthritis DM: Diabetes mellitus DRP: diabetische Retinopathie GM: Gluko-
semetabolismus COPD: Chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
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5.8 Schlussfolgerung, Limitation und Ausblick

Im Ergebnis der vorliegenden Studie konnte in der gesamten Studiengruppe fiir die Mutations-
trager der 63bp Deletion (63 delta), des c.-429C>T Polymorphismus und des G82S Poly-
morhismus im RAGE-Gen keine Assoziation zur Parodontitis bzw. zur Prasens parodontalpa-
thogener Leitkeime nachgewiesen werden. Diese drei untersuchten Polymorphismen im RAGE-
Gen sind somit weder indikativ fiir Parodontitis noch fur eine Besiedlung mit parodontalen
Leitkeimen.

Fur den ¢.-374T>A Polymorphismus konnte dagegen gezeigt werden, dass Trager des T-Allels,
unter Bertcksichtigung weiterer parodontaler Risikofaktoren, ein erhdhtes Risiko (2fach) fir die
Auspragung einer generalisierten GAgP besitzen. Eine mdgliche Ursache dafur kdnnte eine be-
eintrachtigte Immunantwort, moglicherweise zuruickfihrbar auf eine T-Allel-assoziierte verrin-
gerte Promotoraktivitat und damit veranderte Verfugbarkeit immunologisch relevanter Proteine,
sein. Der c.-374T>A-SNP zeigte keine Assoziation zur subgingivaler Keimbesiedlung. Obwohl
in den einzelnen Diagnosegruppen fur den API keine signifikanten Werte ermittelt wurden,
hatten Tréger der AT/TT Genotypen erhéhte Werte fiir BOP, PD, PDpa, CAL und CALpak, Was
auf eine gesteigerte Entziindungsbereitschaft in der Gesamtstudienkohorte hinweist .

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das T-Allel im ¢.-374T>A SNP des RAGE-Gens einen
Einfluss auf die Auspréagung einer GAgP bei Kaukasiern hat. Diese Studie kann die Beteiligung
von genetischen Varianten in inflammatorischen Kandidatengenen an der Atiologie der GAgP

bestéatigen.

Die Aussagekraft genetischer Assoziationsstudien kann durch mehrere Faktoren beeintrachtigt
sein. Dies sind vor allem die GroRe der Test- und Kontrollgruppe, die Definition von ,er-
krankt“ und ,,nicht erkrankt“, die Erkrankungspotenz der als gesund eingestuften Probanden
sowie die ethnische Zugehdrigkeit der Kohorten. Beim Vergleich der bei Probanden aus Mittel-
deutschland gewonnenen Ergebnisse mit Resultaten aus anderen Studien ist zu beriicksichtigen,
dass die Pravalenz von SNPs genetischen Einfllissen unterliegt. Eine Extrapolation der Ergeb-
nisse auf andere Kohorten ist nur mit Einschrankungen maglich.

Bisher gibt es nur eine Assoziationsstudie von Holla und Mitarbeitern zum G82S Polymorphis-
mus im RAGE-Gen bei Patienten mit ChP (Holla et al., 2001), so dass sich die vorliegende Stu-
die nicht an bekannten Fallzahlgrof3en orientieren konnte. Deshalb ist nicht auszuschlief3en, dass
nicht signifikante Resultate in gréReren Studiengruppen Signifikanz erlangen kdnnten (Schéafer
et al., 2014). Es ist sinnvoll, die vorliegenden Ergebnisse durch weitere Studien mit einem gro-
Reren Probandengut zu bestétigen. Dies ist nur durch Multizenterstudien zu leisten. In genom-
weiten Assoziationsstudien sollte die Bedeutung von weiteren Genpolymorphismen in der Pa-
thogenese einer Parodontitis untersucht werden.

54



6 Zusammenfassung

Als primér atiologischer Faktor der PA gilt das VVorhandensein der mikrobiellen Plaque. Wie bei
den meisten multifaktoriellen Erkrankungen beeinflusst die individuelle Immunantwort die Pa-
thogenese der PA. Diese wird unter anderen durch die Beteiligung verschiedener Gene, Gen-
Gen-Interaktionen und dem Einfluss von Umweltfaktoren auf die Gene, moduliert.

Bei der individuellen Regulation der Genexpression vieler Proteine spielen SNPs in der Promo-
torregion der Gene eine wichtige Rolle. Fir das RAGE-Gen wurden mehrere funktionell wich-
tige SNPs beschrieben (unter anderem der ¢.-374T>A-SNP und c.-492C>T-SNP). Diese Poly-
morphismen beeinflussen die Transkriptionsrate oder dndern die Proteinsequenz und gehen mit
einer erh6hten RAGE-Genexpression einher.

RAGE-Liganden wie AGEs oder S100/Calgranuline stimulieren in verschiedenen Geweben die
RAGE-Expression Uber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und beglinstigen,
durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-6, eine gesteigerte und lang
andauernde Entzundungsreaktion.

Dieser Hintergrund lasst vermuten, dass genetische Polymorphismen im Promoter des RAGE-
Gens indikativ fir PA bzw. die Zusammensetzung des subgingivalen Biofilms sein kdnnten.

Ein Ziel dieser Studie bestand darin mégliche Assoziationen des c.-374T>A- (rs1800624) und
€.-492C>T-SNPs (rs1800625), des G82S-SNPs (rs2070600) und der 63bp-Deletion im RAGE-
Gen zur PA zu evaluieren. Des Weiteren sollten mégliche Assoziationen zum Nachweis paro-
dontalpathogener Leitbakterien gefunden werden.

Fur die vorliegende Studie wurden 234 untereinander nicht verwandte Kaukasier deutscher
Herkunft untersucht. Das Studienkollektiv setzte sich aus 149 Probanden, davon 81 an GAgP
und 68 an GChP erkrankten Patienten, zusammen. lhnen wurde eine parodontitisfreie Kontroll-
gruppe von 85 Studienteilnehmern gegenubergestellt. Die Diagnosestellung erfolgte modifiziert
nach dem aktuellen Klassifikationssystem fur Parodontalerkrankungen (DGParo 2002).

Die genomische Untersuchung erfolgte nach Entnahme venésen Blutes und DNA-Praparation.
Mittels RFLP wurde die Genotypisierung der SNPs ¢.-374T>A, ¢.-429C>T und G82S durchge-
fuhrt.

Die 63bp-Deletion konnte ohne Restriktionsspaltung Uber den Nachweis unterschiedlich langer
PCR-Fragmente detektiert werden.

Die Bestimmung der parodontalpathogenen Leitkeime A. a., P. g., T. d., T. f. und P. i. erfolgte
iiber einen kommerziell erhaltlichen mikrobiologischen Test (micro-1Dent® Test, HAIN Life-
science, Nehren, Deutschland).

Fur den c.-374T>A Polymorphismus im RAGE-Gen konnte unter Annahme eines T-
dominanten genetischen Modells bei bivariater Analyse eine signifikante Assoziation des AT-

und TT-Genotyps bzw. des T-Allels zur aggressiven Parodontitis evaluiert werden. In der mul-
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tivariaten Analyse wurde das T-Allel als unabhé&ngiger Risikofaktor bestatigt. Ursache flr diese
gezeigten Assoziationen konnte eine veranderte Immunabwehr, zurtickfihrbar auf eine T-Allel-
assoziierte verringerte Promotoraktivitat sein. Das Ergebnis l&sst vermuten, dass das T-Allel des
RAGE-Genpolymorphismus unter Kaukasiern deutschen Ursprungs einen Risikoindikator fiir
aggressive Parodontitis darstellt. In der Gesamtstudiengruppe des c.-374T>A-SNPs wurden
zudem fir Trager der AT/TT Genotypen erhéhte BOP-, PD-, PDpgq-, CAL- und CALpy -Werte
ermittelt. Dies kénnte auf eine generell erhéhte Entziindungsbereitschaft bei Tragern dieser
Genotypen hindeuten. Eine Assoziation zu parodontalen Leitkeimen konnte dagegen nicht ge-
zeigt werden.

Fur den c.-429C>T -und G82S Polymorphismus konnte keine Assoziation zum Auftreten von
GAgP und GChP sowie zum Auftreten von parodontalen Leitkeimen ermittelt werden.

Zur weiteren Aufklarung der Atiologie parodontaler Erkrankungen sollte in genomweiten Asso-
ziationsstudien nach weiteren parodontalen Kandidatengenen geforscht werden, deren Bedeu-

tung in funktionellen Analysen bestatigt werden sollte.
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8 Thesen

Parodontitis (PA) wird als chronisch entziindliche Erkrankung verstanden. Der auslo-
sende Reiz ist primér das Vorhandensein des subgingivalen Biofilms, wobei die indivi-
duelle Immunantwort des Patienten auf die parodontalpathogenen Mikroorganismen im

Biofilm fur den Verlauf der Entziindungsreaktion entscheidend ist.

Genpolymorphismen kdnnen die Empfanglichkeit des Wirts fur die Entstehung eine Pa-
rodontitis verdndern. RAGE aktiviert tiber verschiedene Signalkaskaden den Transkrip-
tionsfaktor NF-kB und vermittelt die Bildung von proinflammatorischen Proteinen, die
Entzlindungsprozesse und Abwehrreaktionen im Kdrper auslosen. Bestimmte Polymor-
phismen im RAGE-Gen [c.-374T>A (rs1800624), c.-429C>T (rs1800625), G82S
(rs2070600), sowie die 63bp-Deletion (-407 bis -345bp Deletionspolymorphismus)] be-
einflussen die RAGE Transkriptionsrate und damit die Proteinsynthese. Eine Assoziati-

on dieser SNPs zur PA ist daher moglich.

Ziel dieser Studie war es deshalb zu Uberprifen, ob eine Assoziation der Genpolymor-
phismen G82S (rs2070600), c.-374T>A (rs1800624) und ¢.-429C>T (rs1800625) sowie
der 63bp-Deletion (-407 bis -345bp Deletionspolymorphismus) zur Parodontitis
und/oder zu Klinisch-parodontologischen Parametern vorliegt und ob eine Beziehung

zum Nachweis parodontalpathogener Markerbakterien besteht.

Es wurden 81 Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis (GAgP) (40,4+9,8
Jahre; 63% Frauen) und 68 mit generalisierter chronischer Parodontitis (GChP)
(48,9+9,6 Jahre; 63,2% Frauen) in die Studie eingeschlossen. 85 Probanden (46,7+10,8
Jahre; 54,1% Frauen) bildeten die Gruppe der parodontitisfreien Kontrollen. Die drei
Genpolymorphismen sowie der Deletionspolymorphismus wurden mittels PCR und
Restriktions-Fragment-Langen-Analyse ermittelt. Der Nachweis parodontalpathogener
Bakterien erfolgte molekularbiologisch nach Amplifikation bakterienspezifischer DNA-
Abschnitte Giber DNA-Sonden.

Fur den c.-374T>A-SNP konnte unter allen Studienteilnehmern der homozygote Geno-
typ TT, der homozygote Genotyp AA, und der heterozygote Genotyp AT nachgewiesen
werden. Bei der statistischen Analyse ergaben sich ausschlief3lich fiir das T-dominante
Modell signifikante Unterschiede. Parodontitispatienten (GAgP und GAgP+GChP) wa-
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ren signifikant haufiger Tréger der Genotypen TT und AT als parodontitisfreie Kontrol-

len. Dies konnte auf Ebene der Allelverteilung bestatigt werden.

In der binéren logistischen Regression konnte unter Beriicksichtigung von Alter, Ge-
schlecht, Raucherstatus sowie API das T-Allel als unabhéngiger Risikofaktor fir das
Auftreten einer aggressiven Parodontitis (p-Wert: 0,026; OR: 1,78; 95% Konfidenzin-
tervall: 1,07-2,97) bestatigt werden. Ursache dafiir kénnte eine beeintrachtigte Immun-
antwort, moglicherweise zuriickfiihrbar auf eine T-Allel- assoziierte verringerte Promo-

toraktivitat sein.

Weder die untersuchten Genotypen der Polymorphismen c.-429C>T, G82S und des
63bp-Deletionspolymorhismus noch deren Allele waren zum Auftreten von aggressiven
und chronischen Parodontalerkrankungen (GAgP, GChP, GAgP+GChP vs. parodonti-
tisfreie Kontrollen) statistisch signifikant assoziiert.

Die Anzahl von Individuen, bei denen die parodontopathogenen Markerbakterien nach-
gewiesen wurden, unterschied sich in allen Patientengruppen und in der Kontrollkohor-
te nicht signifikant in Abhdngigkeit von der genetischen Konstellation aller untersuch-
ten Polymorphismen (c.374T>A, c.-429C>T, G82S).

Die Polymorphismen im RAGE-Gen stellen in der multifaktoriellen Atiologie der Paro-
dontitis keine Hauptfaktoren da. Aufgrund fehlender Strenge der Assoziation von SNPs
im RAGE-Gen zur Parodontitis ist eine Genotypisierung zur Bestimmung des individu-

ellen Parodontitisrisikos nach heutigem Kenntnisstand nicht geeignet.
Zur weiteren Aufklarung der Pathogenese parodontaler Erkrankungen sollte in genom-

weiten Assoziationsstudien nach weiteren parodontalen Kandidatengenen geforscht

werden, deren Bedeutung in funktionellen Analysen bestatigt werden sollten.
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