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1. Einleitung

Neben der Karies ist die Parodontitis die h&ufigste Infektionskrankheit des
Menschen. Nach neusten Erkenntnissen wird davon ausgegangen, dass 7 — 15 %
der Weltbevolkerung irgendwann in ihrem Leben mit einer destruktiven Form
der Parodontitis Erfahrung machen [Sivaneswaran et al., 1987]. Aus epidemio-
logischer Sicht ist es daher duf3erst bedeutsam, die Faktoren, deren Wirkungs-
weise und ihre gegenseitige Beeinflussung zu erkennen, die eine solch hohe
Prévalenz der Parodontitis bedingen. Dabei liegt die Ursache fir die Parodontitis
in einer Storung des Gleichgewichts zwischen den Abwehrmechanismen des
Wirts einerseits und der im Mundraum vorherrschenden bakteriellen Mikroflora
andererseits. In der Folge dieser Verschiebung des Gleichgewichts kommt es zu
einer chronischen Entzlindung des Parodonts, welche vom Abbau gingivalen
Gewebes und im Endzustand von Zahnverlust begleitet wird. Friiher wurde als
Ursache der Erkrankung ausschlieBlich die durch ungenigende Mundhygiene
vermehrt entstandene bakterielle Plague angesehen [Offenbacher et al., 1996].
Diese eingeschrankte Sichtweise ist heute nicht mehr haltbar. Die Parodontitis
stellt sich nach aktuellen Erkenntnissen eher als multifaktorielle Erkrankung
[Cohen et al., 1998] dar, die durch die bekannten modifizierenden Faktoren —
Defekte der Immunabwehr und Polymorphismen von Entziindungsmediatoren
[Dennison et al., 1997; Schenkein et al., 1998; Arend et al., 2002], das Rauchen
[Ainamo et al., 1971; Bergstrom et al., 1983; Bergstrom et al., 1991; Genco et al.,
1996], Diabetes mellitus [Grossi et al., 1998] und das Alter beeinflusst wird. Dies
bedeutet, dass das individuelle Erkrankungsrisiko von einer Vielzahl erworbener

und angeborener Faktoren bestimmt wird.

Durch den wissenschaftlichen Fortschritt im Bereich molekularbiologischer
Untersuchungsmethoden konnte man die Frage nach genetischen Risikofaktoren

mit der Suche nach entsprechenden Kandidatengenen beginnen. Dabei erschienen
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Gene, die an der Immunabwehr und/oder Entziindung beteiligt sind, wie z.B.
Interleukine, Fcy-Rezeptoren und die Myloperoxidase als besonders aussichts-
reich [Kornman et al., 1997; Kobayashi et al., 2000; Meisel et al., 2001; Meisel et
al., 2002; Meisel et al., 2003]. Sie werden polymorph exprimiert und ihre
varianten Allele weisen eine so groRe Héaufigkeit auf, dass sie epidemiologisch
relevant fur die Parodontitis sind. Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass es
einen, allerdings noch unklaren, Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der
Parodontitis und der Konzentration lokaler Entziindungsmediatoren wie
beispielsweise Interleukin-1 in der gingivalen Sulkusflissigkeit (GCF) gibt
[Petrow et al., 1991; Shirodaria et al., 2000]. Kornman et al. (1997) beschrieben
eine Assoziation eines erhohten Risikos fur das Auftreten von Parodontitis
marginalis an ein bestimmtes Genotypmuster des IL-1 Genclusters [Kornman et
al., 1997]. Laut diesem Genotypmuster ist an Position -889 des IL-1A Gens und
auch an Position +3953 des IL-1B Gens mindestens ein nicht Wildtyp-Allel (Allel
2) vorhanden. Auch fur das IL-1A Gen, den Interleukin-1 Rezeptorantagonisten
(IL-1RN) und das MPO Gen werden in der Literatur auf Zusammenhédnge
zwischen der Schwere bestimmter Erkrankungen mit den Polymorphismen in
diesen Genen verwiesen. Fur IL-1RN werden eine Vielzahl von Entziindungs-
und Autoimmunerkrankungen genannt, z.B. Psoriasis, Colitis ulcerosa [Mansfield
et al., 1994; Bioque et al., 1995], systemischer Lupus erythematodes [Blakemore
et al., 1994; Tarlow et al., 1994], wahrend flr IL-1A unter anderem die juvenile
rheumatoide Arthritis [McDowell et al., 1995] und Alzheimer [Hayes et al., 2004;
Infante et al., 2004] als Erkrankungen diskutiert werden. Fir die Myloperoxidase
wird ein noch nicht vollstdndig geklarter Zusammenhang mit der Sarcoidose
[Rothkrantz-Kos et al., 2003], durch ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies) bedingte Erkrankungen wie Wegener's granulomatosis und Churg-
Strauss Syndrom [Rutgers et al., 2003] und dem Lungenkrebs [Schabath et al.,
2002; Xu et al., 2002] diskutiert.
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Die Ergebnisse dieser Studien erwecken den Eindruck, man kdénne mit Hilfe der
genetischen Risikomarker ein individuelles Erkrankungsrisiko festlegen, welches
dann die Mdoglichkeiten zur besseren Vorsorge, Therapie bzw. engmaschigeren
Kontrolle bieten wirde. Als diagnostisches Hilfsmittel zur Feststellung des
genetischen Parodontitisrisikos befinden sich momentan auf dem Markt die Test-
Kits GenoType®PRT und PST® der Firma Hain Lifescience, die auf Grundlage
der Erkenntnisse von Kornman et al. entwickelt wurden [Kornman et al., 1997].
Diese Testsysteme ermitteln das Risiko anhand der Uberpriifung der Bestimmung
des IL-1A und IL-1B Genotyps. Jedoch lassen Studien mit geringer Fallzahl und
mit vorselektiertem Patientenklientel bisher an der Allgemeingultigkeit solcher
Tests zweifeln [Hodge et al., 2001; Greenstein et al., 2002]. Des Weiteren zeigen
sich andere Resultate in Studien mit einer groReren Probandenzahl [Kornman et
al., 1997 versus Meisel et al., 2003 und Kornman et al., 1997 versus Hodge et al.,
2001]. Mit der Arbeit von Shapira et al. (2005) gibt es zwar einen aktuellen
Literatur-Uberblick, der aber die Problematik genetischer Risikofaktoren auch
nicht umfassend behandelt, da er den Polymorphismus des Myeloperoxidase
unbericksichtigt lasst. So ist momentan noch weitere Forschungsarbeit not-
wendig, um alle Kofaktoren der Parodontitis zu identifizieren und ihre komplexen
Interaktionen zu verstehen.

Dazu kommt als Hauptproblem der meisten bekannten Studien die mehr oder
minder willkdrliche Aufteilung der Probanden in die Gruppen gesund versus
krank. Um dieses Problem zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit auf eine
subjektive Probandeneinteilung verzichtet und analog zu den Studien von Cohen
et al. [Cohen et al., 1998] und Meisel et al. [Meisel et al., 2002; Meisel et al.,
2003] eine rein objektive Einteilung anhand von Quartilen vorgenommen.
Weiterhin ist die Fragestellung einer moglichen wechselseitigen Interaktion
systemischer Entziindungen mit der Parodontitis bisher nicht geklart. Es gibt zwar
einzelne Arbeiten, die eine Assoziation der Parodontitis mit Herzerkrankungen
[Beck et al., 2001; Deliargyris et al., 2004], mit Schlaganfallen [Elter et al.,
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2003], mit Arteriosklerose [Slade et al., 2003; Amar et al., 2003], mit
systemischen Erkrankungen [Amar et al., 2003] etc. vermuten lassen, aber die

Form und genaue Funktionsweise dieser Interaktionen sind noch unerforscht.

Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es, die Relevanz der Risi-
komarker IL-1 Composite Genotyp und variantem MPO-Gen beziglich der
Parodontitis unter besonderer Beruicksichtigung systemischer Entziindungsmarker
wie Fibrinogenkonzentration, Konzentration des C-reaktiven Proteins (CRP) und
Anzahl der weiRen Blutkorperzellen zu untersuchen. Dies geschieht zum Einen
durch den Nachweis der epidemiologischen Relevanz im Rahmen einer bevol-
kerungs-repréasentativen Studie, um auch mégliche verfalschende Einflusse eines
vorselektierten Probandenguts auszuschliefen. Zum Anderen soll mit Hilfe der
Arbeit auch die Frage nach einer méglichen Interaktion zwischen Parodontitis,
systemischen Entziindungen und genetischen Risikomarkern untersucht werden.
Teilergebnisse der hier vorgelegten Arbeit wurden im Rahmen der
Bevolkerungsstudie ,,SHIP-0* veroffentlicht [Meisel et al., 2002; Meisel et al.,
2002; Meisel et al., 2003].
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2. Theoretischer Teil

2.1  Parodontitis marginalis

2.1.1 Pathogenese und Klassifizierung

Die Parodontitis marginalis ist eine chronische Entziindung des Zahnhalteappa-
rates mit einer grof3en Variationsbreite in ihrem klinischen Erscheinungsbild und
ihrer Entwicklung. Friher erfolgte die klinische Klassifizierung nach dem Alter
des Patienten, dem Verlauf oder dem Ansprechen auf eine Therapie in die
Gruppen juvenile Parodontitis, Erwachsensenparodontitis, refraktdre Parodontitis
und rasch voranschreitende Parodontitis. Heute ist man davon abgewichen, da
Vorkommen, AusmaR und Schwere der Erkrankung mit dem Alter steigen und es
keinen Zeitpunkt gibt, an dem die Krankheit am wahrscheinlichsten auftritt. Das
bedeutet, dass die Parodontitis als Erkrankung in jeder Altersgruppe auftreten
kann. Die vorher gebrduchliche Nomenklatur wurde 1999 auf Beschluss des
Workshops zur Klassifizierung der Parodontalerkrankungen in Oak Brook/Illinois
durch eine neue Einteilung auf Grundlage der Progredienz bzw. der Radikalitat
der Erkrankung in die Formen chronische Parodontitis und aggressive
Parodontitis ersetzt.

Weiterhin ergeben sich Probleme aus Angaben der alten Nomenklatur zum
Fortschreiten der Parodontitis, da sie die Festlegung eines Schwellenwertes
verlangen. Als Schwellenwert wird ein Attachmentverlust von 2 bis 3 mm
angesehen. Es gibt allerdings keinen Grenzwert, der es erlauben wirde, die
Patienten hinsichtlich des Fortschreitens der Entziindung zu unterteilen. Die Rate
der Progression variiert individuell sehr stark, und selbst innerhalb eines
Organismus finden sich unterschiedliche Progressionsraten. Die Haufigkeiten der
verschiedenen Progressionsraten sind in der allgemeinen Bevoélkerung normal

verteilt. Problematisch ist zusatzlich, dass zur Unterteilung der Patienten anhand
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des Fortschritts der Entziindung eine behandlungsfreie Zeit (= Zeit zwischen
fixterminierten Untersuchungspunkten zur Feststellung des Progress) ben6tigt
wird. Dies ist aus ethischen Gesichtspunkten nicht vertretbar, sodass die
Einteilung mit Hilfe des Progress in der Praxis hinfallig erscheint. Es bleibt noch
die Mdglichkeit, die Parodontitis unter Zuhilfenahme des AusmaR (= Anzahl der
entzundeten Stellen) und Schwere (= MaR des Attachmentverlust) der
Entzindung naher zu beschreiben [Flemmig, 1999]. Dabei wird die Parodontitis
nach dem AusmaR des Auftretens in die beiden Unterformen als lokalisiert oder
generalisiert untergliedert. In der Tabelle 2-1 sind die Kriterien fur beide Formen

in einer Ubersicht aufgelistet.

Tab. 2-1: Kriterien fur Unterformen lokalisiert und generalisiert (nach Burgemeister/Schlagenhauf)

Lokalisiert Generalisiert
- weniger als 30% der - Uber 30% der approximalen und
approximalen und vestibuccalo- vestibulooralen Wurzelober-
oralen Wurzeloberflachen flachen weisen Attachmentver-
weisen Attachmentverluste auf luste auf

Weiterhin kann die Parodontitis anhand der Schwere der Entziindung in leichte
Parodontitis, mittlere Parodontitis und schwere Parodontitis untergliedert werden.

In der Tabelle 2-2 sind die Charakteristika fur die Unterteilung aufgezahlt.

Tab. 2-2: Kriterien fur Unterteilung der Parodontitis anhand des Schweregrades (nach Burgemeister/
Schlagenhauf)

Attachmentverlust Schweregrad
- 1bis2mm - leichte Parodontitis (schwach)
- 3his4dmm - mittlere Parodontitis (maRig)
- 5mmund mehr - schwere Parodontitis (stark)

Die Parodontitis geht mit einer Taschenbildung einher, die unterschiedlich rasche
und tiefe Zahnbettzerstorung (Knochenabbau) hervorruft. Sie flihrt damit zu
einem irreversiblen Verankerungsverlust, der ohne therapeutische Malinahmen

Zahnausfall zu Folge haben kann [Schroeder, 1997]. Dies ist neben der Karies die
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Hauptursache fiir Zahnverlust beim Menschen. In der Abbildung 2-1 wird der

Aufbau des Parodonts dargestellt.

Schmelz

zahnadhérente Plaque

sekundére Plaque Zement

Knochenabbau

— Zahnfleisch (Gingiva)

Alveolarknochen

Abb. 2-1: Darstellung des Aufbaus der Parodonts (Zahnhalteapparates)

Die marginale Parodontitis entsteht auf dem Boden einer Gingivitis, wenn Uber
die lokale mikrobielle plaquebedingte Infektion hinaus weitere induzierende
Prozesse ablaufen. Diese Infektion breitet sich tber die Schmelz-Zement-Grenze
hinaus aus und erreicht unter Bildung einer parodontalen Tasche das Stadium der
marginalen Parodontitis. Dabei bilden sich harte, subgingivale Konkremente
(subgingivaler Zahnstein) aus bakteriellen Beldgen, aus Zelltrimmern, abgestor-
benen Leukozyten, Bestandteilen des entzundlichen Exsudats und Blutanteilen.
Das Saumepithel entwickelt sich mit Hilfe von Epithelzapfen in die Tiefe des
Bindegewebes hinein und bildet damit das typische Taschenepithel. Mit der
Taschenbildung erfolgt auch der Abbau von Matrix und Alveolarknochen in
Form von horizontalen oder vertikalen Einbriichen. Der verloren gegangene
Knochen wird durch vorwucherndes Epithel- und Granulationsgewebe ersetzt
[Morgenroth, 1996 (Abbildung 2-2)].
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Abb. 2-2: Schematische Darstellung pathologischer Charakteristika der fortgeschrittenen Gingivaentziindung

(nach Page und Schroeder [Morgenroth, 1996]):

S = Schmelz, G = neutrophile Granulozyten, OSE = orales Sulkusepithel, TE = Taschenepithel, OE = orales

Gingivaepithel, V = Gefale des subepithelialen Gingivaplexus, P = Plasmazellen, EZ = Epithelzellen, Fb =

Fibroblasten, SE = Saumepithel, L = Lymphknoten, DES = Desmodont, AK = Alveolarknochen, KOL = kolla-

gene Fasern, DAK = Destruktion des Alveolarfortsatzes, N = fibrgses narbendhnliches Kollagenmaterial
Der Verlauf der Parodontitis marginalis ist gekennzeichnet durch zyklische
Schiibe, welche sich aus akuten Phasen und symptomlosen Ruhephasen zusam-
mensetzen. Die akuten Phasen sind symptomatisch gekennzeichnet durch eine
hochgradige Entziindung der Gingiva und des Parodontiums mit zyanotischen
Verfarbungen der Gingiva, Abszessbildung und Eiteraustritt. Als Folgen kann
man beim Patienten Taschenbildung, Attachmentverlust, Destruktion des Alveo-
larfortsatzes, erhohte Zahnbeweglichkeit und schlieBlich Zahnverlust beobachten.
Die Parodontitis ist ein multifaktorielles Erkrankungsgeschehen, bei dem
verschiedene Faktoren in Kombination zur Ausbildung der Erkrankung selber
fihren und gleichzeitig auch das Ausmal und die Schwere bestimmen [Cohen et
al., 1998]. Dabei sind nicht alle Menschen gleich anféllig fir Parodontitis
stattdessen ist die Wirtsantwort auf das lokale Entziindungsgeschehen der
entscheidende Faktor fur das AusmaB der parodontalen Destruktion. Als
modifizierende Faktoren sind unter anderem Rauchen, méannliches Geschlecht,

Stress, Mundhygiene, Alter, Diabetes mellitus, Bildung, sowie genetische
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Préadispositionen bekannt [Genco et al., 1998]. In der Abbildung 2-3 wird ein

vereinfachtes Modell der Parodontitis als multifaktorielle Erkrankung dargestellt.

Genetische Risikofaktoren

! !

i Zytokine
Antlgene Al
(LPS) Prosta-
5 : glandine Knochen- u. s
Mikrobielle Immun- Gewebsmeta-| klinische
Einfliisse antworten | Matrix- 1 | Symptome
Antikérper = bolismus
m;}é metallopro-

teinasen

[ Umwelt und erworbene Risikofaktoren: }

Rauchen, Diabetes mellitus

- — P S | W 3 s Ee e g

J PMN's

Abb. 2-3: Modell der Parodontitis als multifaktorielle Erkrankung (angelehnt an Page & Korman, 1997)

Fur starke Raucher ist durch mehrere Studien das erhohte Erkrankungsrisiko fiir
Parodontitis im Vergleich zu Nichtrauchern belegt. Dieses erhéhte Risiko zeigt
sich auch bei Diabetikern im Vergleich zu stoffwechselgesunden Patienten.
Weiterhin gibt es eine klare Assoziation des mannlichen Geschlechtes mit dem
Schweregrad der Parodontitis, selbst unter Berticksichtigung der Einflisse des
Alters, des soziobkonomischen Status und der Mundhygiene. Auch der Zahnarzt
beeinflusst die Parodontitis und ihr momentanes klinisches Erscheinungsbild
durch gezielte Behandlung der betroffenen Parodontopathien. Zusétzlich
verandert der Zahnarzt das aktuelle Krankheitsbild der Parodontitis beim Patien-
ten durch Zahnextraktionen, wodurch es zu einer direkten Verringerung, der von
der Parodontitis betroffenen Flachen und Erregernischen kommt.

Primar ist die Entzindung der Gingiva und des Parodonts als Folge der Infektion
mit Gberwiegend gramnegativen Erregern wie z.B. Actinobacillus actiomycetem
comitans, Bacteriodes forsythus, Treponema species, Prevotella intermedia und

Porphyromonas gingivalis anzusehen. Es wurde eine signifikante Korrelation
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zwischen dem Verlust von Alveolarknochen und dem Vorhandensein von
Actinobacillus actinomycetem comitans, Porphyromonas gingivalis und
Campylobacter rectus [Albandar et al., 1990] nachgewiesen. Neueren Erkennt-
nissen nach ist diese pathogene Bakterienflora zwar notwendig fir eine
Erkrankung, jedoch nicht allein ausreichend fir eine Manifestation der
Parodontitis [Offenbacher et al., 1996]. Auch die unterschiedlichen Typen und die
Quantitat der Bakterien kdnnen allein nicht vollstandig die Unterschiede in der
Schwere des Erkrankungsgeschehen erklaren [Kornman et al., 1998]. Zwar fuhren
die von den Bakterien im Biofilm erzeugten pathogenen Stoffwechselprodukte
nach Passage des Saumepithels im angrenzenden Bindegewebe zu Abwehr-
reaktionen des Korpers [Plagmann, 1998], aber auch die reinen Stoff-
wechselprodukte der Bakterienzellen (z.B. Schwefelwasserstoffe, Indol, kurz-
kettige Fettsauren und Ammoniak) sind toxisch. Sowohl auf der Angreiferseite
(Bakterien), als auch auf der Seite der Verteidigung (korpereigene Abwehr)
werden Enzyme produziert, die dann in die Umgebung abgegeben werden und
sich in der Sulkusflissigkeit nachweisen lassen [Plagmann, 1998]. Dabei handelt
es sich z.B. um Hydrolasen und proteolytische Enzyme, die von Bakterien (z.B.
Actinobacillus actinomycetem comitans, Porphyromonas gingivalis und
Campylobacter rectus) und auch wirtseitig von Granulozyten, Makrophagen und
Gewebszellen (z.B. Fibroblasten, Epithelzellen) im Rahmen der Abwehr bzw.
Destruktion der Zellen produziert werden. Sie lockern die Gewebestrukturen auf
und leisten damit den pathogenen Einflissen auf ihrem Weg ins Innere Vorschub.
Das Immunsystem reagiert im Zuge der Abwehr auf die eindringenden Bakterien
bzw. deren Oberflachenantigene mit der vermehrten Infiltration von neutrophilen
Granulozyten in das Gewebe. Hier findet durch die amoboiden, primar auf
Chemotaxis ansprechenden, neutrophilen Granulozyten eine Zerstérung von
Bakterien und Fremdkorpern statt [Schroeder, 1997]. Diese Aufgaben erledigen
die neutrophilen Granulozyten mit Hilfe von Phagozytose, lysosomaler

Verdauung (z.B. saure Hydrolasen, Peroxidasen, Kollagenasen, Kathepsin G) und
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der Produktion und Sekretion von Enzymen, Sauerstoffradikalen und
chemotaktischen Stoffen (z.B. Myeloperoxidase, Interleukin). Beim Absterben
der nur 1-2 Tage lebenden Granulozyten kommt es zur massiven Freisetzung von
intrazelluldaren Enzymen und sonstigen Zellinhaltsstoffen. Zusétzlich wandern in
groRer Anzahl auch Makrophagen und Lymphozyten zum Entziindungsort. Dort
reagieren sie auf die entziindlichen Prozesse mit Phagozytose und der Produktion
und Sekretion wvon Zytokinen, Metalloproteinasen, Wachstumsfaktoren,
Interleukinen und Prostaglandinen, die dem Schutz des Wirtes dienen [Plagmann,
1998]. Sie konnen jedoch ein erhebliches Schéadigungspotential fur den
Wirtsorganismus aufweisen, wenn sie fehlgerichtet sind oder im UbermaR
produziert werden. Diese Abwehrreaktionen verhindern zwar erfolgreich ein
weiteres, tieferes Eindringen der Bakterien und toxischer Stoffwechselprodukte
der Bakterien, aber unter bestimmten Bedingungen flihren sie dabei zum Abbau
von Kollagenstrukturen, d.h. zur Destruktion des Gewebes, welche sich bis zum
Alveolarknochen fortsetzen kann [Narayanan et al., 1996]. Hierbei werden als
mdogliche Ursache aber auch Defekte der neutrophilen Granulozyten beziiglich
der Chemotaxis, Adhédrenz und Phagozytose diskutiert [Van Dyke et al., 1994;
Hart et al., 1994].

Entgegen friheren Vorstellungen wird mittlerweile davon ausgegangen, dass die
parodontale Zerstérung, wenn Uberhaupt, nur in sehr geringem Mal3e direkt durch
die Bakterien ausgeldst wird. Vielmehr geschieht die Destruktion als Folge der
Abwehrreaktionen im Wirtsgewebe auf die Entziindung. Die Reaktionen, die
durch die Plaque hervorgerufen werden, sind in der Abbildung 2-4 schematisch

dargestellt.
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Abb. 2-4: Schematische Darstellung der parodontalen Destruktion des Bindegewebes der Gingiva in Folge der
Abwehrreaktionen des Wirts bei entziindlichen Gingiva- und Parodontalerkrankungen (nach Page et al.
[Morgenroth., 1996]); MIF = ,macrophage migration inhibiting factor“; MAF = ,macrophage activating
factor”; OAF = ,,0steoclast activating factor

Hinsichtlich der Mechanismen der parodontalen Destruktion sind zusammenfas-

send drei Hauptmechanismen bekannt:

1. enzymatische Mechanismen
2. zytotoxische Mechanismen

3. Entziindungsmechanismen

Eine wichtige Stellung nimmt dabei das Interleukin-1 (IL-1) ein, welches von
verschiedenen Zellen (z.B. Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Keratino-
zyten) gebildet wird. Es aktiviert B- und T-Zellen. In der Abbildung 2-5 werden

die Interaktionen zwischen Interleukinen und Zellen des Wirts dargestellt.
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Abb. 2-5: Grafische Darstellung der aktuell bekannten Interaktionen von Interleukin und verschiedenen
Zelltypen [Plagmann, 1998]; anregender und hemmender Einfluss auf die verschiedenen Zellen sind dargestellt

Parallel dazu stimuliert das Interleukin-1 die Bildung weiterer Zytokine (z.B.
TNFa, IL-6), aber auch die Produktion von Kollagenasen (Matrix-Metallo-
proteinasen) und Prostaglandinen (PGE;). Durch diese Mechanismen ist es auf
mehreren Wegen an der Knochenresorption beteiligt [Matsuki et al., 1991].

Zytokine (besonders IL-1) sind urséchlich fur den Grundsubstanzabbau bis hin
zur Knochenresorption, aufgrund ihrer induzierenden Wirkung auf die Produktion
von Metalloproteinasen  durch Fibroblasten und Makrophagen.
Metalloproteinasen sind Enzyme, die bei physiologischen pH-Wert in der Lage
sind, alle Formen von Kollagen, Gelatine, Elastin, Fibronektin, Laminin und

andere Makromolekile der extrazelluléaren Matrix abzubauen.
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Metalloproteinasen,  die  einen  Grofdteil der im  Abbau  von
Bindegewebsbestandteilen  beteiligten Enzyme darstellen, werden durch
verschiedene Zellen der Korpergewebe und der Abwehr (z.B. Keratinozyten,
Endothelzellen,  Osteoblasten,  Fibroblasten, = Makrophagen, neutrophile
Granulozyten) produziert. Die Anwesenheit von Metallionen wie Calcium,
Magnesium oder Zink ist Voraussetzung fiir ihre Funktion. Prinzipiell werden die
Metalloproteinasen in einer inaktiven Form sezerniert. Der Spiegel der
Kollagenasen ist bei Parodontalerkrankungen deutlich erhoht [Plagmann, 1998].
Die drastischen Unterschiede in der Pathogenese der Parodontitis sind auch eine
Folge polymorph veranderter Interleukine. Fir die Parodontitis spielt der
Polymorphismus von Antikorpern, insbesondere der von Immunglobulin G2
(1gG2) [Ishikawa et al., 1997] und der von IL-1 [Kornman et al., 1997], aufgrund
der veranderten Abwehrreaktionen (host response) eine bedeutende Rolle im
Krankheitsgeschehen.

In den Kapiteln 2.2.1 und 2.2.2 wird noch detaillierter auf die bekannten
Polymorphismen der Interleukin-Familie sowie auf die Zusammenhédnge

zwischen der Parodontitis und dem Interleukin-1 eingegangen.

Die neutrophilen Granulozyten, die einen Anteil von 90% aller Zellen im
Entzindungsexsudat aufweisen, spielen in der Abwehr von bakteriellen Keimen
eine sehr wichtige Rolle [Plagmann, 1998]. Dabei werden sie von Antikdrpern
gegen bakterielle Erreger vom Typ 1IgG und anderen Gruppen der

Entzundungszellen (z.B. Makrophagen) unterstitzt.

In den polymorphkernigen Leukozyten (PMNL), deren Vertreter z.B. neutrophile
Granulozyten und eosinophile Granulozyten sind, befinden sich Vesikel, die ihren
Inhalt wéhrend einer Bewegungsphase oder als Antwort auf einen Reiz in die
Umgebung abgeben konnen. Fir die Abgabe des Vesikelinhalts in die

extrazellulare Umgebung sind mehrere Mechanismen verantwortlich. In den
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Vesikeln befinden sich zahlreiche lytische Enzyme wie Myeloperoxidase,
Lysozym, saure Hydrolasen, Elastase, Kathepsine, Kollagenase, alkalische Phos-
phatase, Beta-Glucuronidase und andere mehr [Genese, 1990]. Als Reaktion auf
einen bakteriellen Reiz laufen bei neutrophilen Granulozyten folgende Vorgénge
ab:

1. Zuerst erfolgt die Adhésion (Anheftung) der neutrophilen Granulozyten
an das GefaRendothel mittels spezifischer Oberflachenmolekile. Diese
stellen biochemisch gesehen Glycoproteine dar.

2. Es kommt dann zur Chemotaxis also der Wanderung der neutrophilen
Granulozyten zum Ort der Gewebsverletzung. Die Chemotaxis wird durch
bestimmte chemische Lockstoffe (Chemoattractantia) vermittelt und
verlauft entgegen dem Konzentrationsgefélle.

3. Die eingedrungenen Mikroorganismen werden erkannt, markiert und
dann phagozytiert. Der Prozess der Phagozytose wird durch Immunglobu-
line im Sinne in einer Opsonierung optimiert.

4. Die entstandenen Phagosomen verbinden sich mit neutrophilen Granu-
lozyten zu den Phagolysosomen und damit werden Bakterien verdaut. Der
Inhalt der Vesikel kann auch in die Umgebung der Phagosomen gelangen

und zerstort dort dann gleichermal3en das vorhandene gesunde Gewebe.

Die Myeloperoxidase (MPO), die aus Primarvesikeln freigesetzt wird, nutzt das
gebildete H,0,, um dann z.B. Chlorid-lonen zur hypochlorigen Saure (HOCI) zu
oxidieren. Hypochlorige Sdure ist ein sehr starkes Oxidations- und
Chlorierungsmittel, welches Bakterienzellen zur Lyse bringen kann [Klebanoff et
al., 1978]. Hypochlorige Saure (HOCI) ist in der Lage, in niedrigen bis mittleren
Dosen Apoptose oder einen ,growth arrest” in Endothelzellen zu bewirken
[Pullar et al., 2000], sodass sich die Wirkung der Myeloperoxidase nicht alleine

auf die Bakterien beschrénkt, sondern auch wirtseigene Zellen schéadigen kann.



2. Theoretischer Teil 19

Weitere Substrate fiir die Myeloperoxidase sind Thiocyanat-lonen (SCN’) und
lodid-lonen (I'). Die oxidierte Form HOSCN/OSCN" des Thiocyanats jedoch
weist lediglich eine bakteriostatische Wirkung auf. In der gingivalen Tasche
spielen andere Peroxidasen wie die Peroxidase des Speichels (salivary
peroxidase) nur eine untergeordnete Rolle [Ihalin et al., 1998].

Man findet in den aktivierten polymorphkernigen Leukozyten (PMNL) auf3erdem
noch weitere chemische Stoffe mit oxidierenden Eigenschaften, wie zum Beispiel

Stickstoffmonoxid, Cytochrom P450 Enzyme und Prostaglandin-Synthetase.

Die Myeloperoxidase wird im Zuge der Reifung der neutrophilen Granulozyten
im Stadium der Promyelozyten exprimiert und dann im Rahmen der Abwehr von
Bakterienzellen in die Umgebung abgegeben. Bei Parodontalerkrankungen ist der
Spiegel von neutrophilen Granulozyten und auch der MPO-Gehalt im gingivalen
Entzundungsexsudat (GCF) deutlicht erhoht [Over et al., 1993]. Dies wird durch
die unterschiedliche Aktivitdt von Myeloperoxidase und Elastase bei Gesunden
gegenuber an Parodontitis erkrankten Probanden untermauert [Yamalik et al.,
2000]. Auf die bekannten Polymorphismen der Myeloperoxidase sowie auf die
Zusammenhange zwischen der Parodontitis und der Myeloperoxidase wird in den
Kapiteln 2.3.1 und 2.3.2 detailliert eingegangen. Des Weiteren werden auch
Interaktionen der Peroxidase mit verschiedenen Medikamenten und der damit

verbundene mogliche Einfluss auf die Parodontitis im Kapitel 2.3.3 diskutiert.

2.1.2 Risikofaktoren der Parodontitis

2.1.2.1 Die Rolle spezifischer Bakterien

Wie auch die Karies, sind die Gingivitis und die Parodontitis primar eine Folge

einer bakteriellen Infektion. Trotz der Vielfalt von tGber 300 Bakterienspezies, die

zur Besiedlung der Mundhéhle in der Lage sind, werden letztlich nur 10 bis 30
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Spezies direkt mit der parodontalen Destruktion in Verbindung gebracht. Dazu
passt die Aussage von Page und Beck [Page & Beck, 1997], die den aktuellen
Wissensstand im Bezug auf die Rolle der gramnegativen anaeroben Keime wie

folgt zusammenfassen:

,,Das Fehlen dieser Bakterien dirfte ein besserer Indikator fir parodontale

Gesundheit sein, als ihre Prasenz ein Marker fiir kiinftige Erkrankungen.“

In der Tabelle 2-3 sind die wichtigsten Bakterien aufgelistet, die nach aktuellen
Erkenntnissen mit parodontalen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden
[nach Haffajee & Socransky, 1994].

Tab. 2-3: Liste an der Atiologie parodontaler Erkrankungen beteiligter Bakterien

Actinobacillus actinomycetem comitans
Porphyromonas gingivalis
Treponema species
Bacteroides forsythus
Prevotella intermedia
Campylobacter rectus
Fusobacterium nucleatum
Eubacterium species
Peptostreptococcus micros
Eikenella corrodens
Streptococcus intermedius

21.2.2 Rauchen

Bereits seit tiber 40 Jahren sind Zusammenhange zwischen dem Rauchen und der
Parodontitis bekannt [Arno et al., 1958]. Bis heute gibt es viele Studien, deren
Daten zeigen, dass das Rauchen von allen identifizierten Risikofaktoren den
groften Einfluss auf die Parodontitis und auf den Entziindungsgrad [Ainamo,
1971; Haber et al., 1993] hat.

Fur starke Raucher in der Altersgruppe 25 bis 74 Jahre, fanden Grossi et al. ein

zwei- bis funffach erhohtes parodontales Erkrankungsrisiko gegenuber Nicht-
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rauchern [Grossi et al., 1994; Grossi et al., 1995]. Bergstorm et al. stellten in einer
schwedischen Studie eine Assoziation zwischen Rauchen und dem Alveolar-
knochenabbau fest [Bergstrom et al., 1991]. Dabei zeigte sich der durchschnitt-
liche Knochenverlust in der Gruppe der Raucher gegenuber der Gruppe der
Nichtraucher signifikant erhoht. Gleichzeitig stieg der Knochenverlust mit der
Zigarettenmenge pro Tag an. So war bei Rauchern mit einem hoheren Zigaretten-
konsum (10 Zigaretten und mehr) der Knochenverlust deutlich erhdht gegeniber
den Rauchern mit einem geringeren téglichen Zigarettenkonsum.

Bei aktiven Rauchern ist auch die Zahl subgingivaler parodontopathogener Keime
signifikant erhoht im Gegensatz zu Nichtrauchern und ehemaligen Rauchern
[Zambon et al., 1996]. Hier zeigte sich bei einigen Keimen sogar eine direkte
Korrelation zwischen der Haufigkeit des Rauchens und der Keimzahl. Zusatzlich
vermindert Rauchen sowohl die humorale als auch die zellvermittelte Immun-
antwort und schrénkt die Phagozytosefahigkeit der neutrophilen Granulozyten
deutlich ein. AuBerdem lassen sich geringere 1gG2-Serumwerte feststellen
[Marazita et al., 1996]. 1gG2 vermittelt die Antikorperreaktion gegen die
Pathogene Actinobacillus actinomycetem comitans und Prophyromonans gingi-
valis [Tangada et al., 1997].

Generell muss beim Rauchen als Risikofaktor fir die Parodontitis beachtet
werden, dass es nicht nur ein Risikofaktor fir diese Erkrankung ist, sondern
gleichzeitig ein Risikofaktor fir eine Vielzahl von systemischen Erkrankungen.
So hat das Rauchen einen Einfluss auf Krankheitsbilder wie z.B. Lupus
erythematosus [Sanchez-Guerrero, 2005; Costenbader et al., 2004; Ghaussy et al.,
2003], geringeres respiratorisches Lungenvolumen (FEV) durch sich addierende
Effekte von Rauchen und systemischen Entziindungsmarkern [Gan et al., 2005],
Storung der Nierenfunktion [Orth, 2004], kardiovasculdre Erkrankungen und
Tumore [Mallampalli et al., 2004; Mcintyre-Seltman et al., 2005], vaskulére
Storungen bei Patienten mit systemischer Sklerose [Harrison et al., 2002] und

einen starken Anstieg des systolischen Blutdrucks mit gleichzeitig erhohter
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Herzfrequenz bei insulinabhéngigen Patienten [Hansen et al., 1996]. Dies sind nur
Einige der Krankheitsbilder, bei denen ein direkter Einfluss des Rauchens
bekannt ist. Bei anderen Erkrankungen wird der Einfluss des Rauchens noch
diskutiert, zum Beispiel bei bronchialen Tumoren [Wynder et al., 2005],
postoperativer Hernienbildung [Sorensen et al., 2005], erektiler Dysfunktion bei
Jugendlichen [Natali et al., 2005], multipler Sklerose [Biran et al., 2004],
Reduktion der GroéRe und Funktion von Organen Neugeborener bei
gleichzeitigem Herabsetzen des umbilikalen Blutdrucks und erhdhter Haufigkeit
von abnormalen Plazenten bei der rauchenden Schwangeren [Pringle et al., 2005].
Diese Zusammenhange werden in Zukunft bedeutsam werden, wenn vermehrt
nach Wechselwirkungen zwischen Parodontitis und systemischen Erkrankungen

gesucht wird.

2.1.2.3 Alter und Geschlecht

Friher wurde das Alter als ein Risikofaktor flir das Auftreten einer Parodontitis
betrachtet, woraus sich auch die friihere Nomenklatur der Parodontitis ableitete
(siehe Kapitel 2.1.1.). Dabei dient als Grundlage fur diese Einordnung die
bekannte Tatsache, dass die Parodontitis bei &lteren Menschen h&ufiger auftritt
als bei jungeren Menschen [Abdellatif et al., 1987; Grossi et al., 1994; Grossi et
al., 1995]. In einer Anzahl von Querschnittstudien wurde das zunehmende Alter
direkt mit der Pravalenz des Attachmentsverlustgrades und der Sondierungstiefe
in Verbindung gebracht. Laut der amerikanischen Studie ,,First National Health
and Nutrition Examination Survey* (NHANES I) wurde dann dem Alter, als ein
die Parodontitis bestimmender Faktor, ein weit geringerer Einfluss zu gestanden,
vor allem unter Beriicksichtigung des Einfluss des Mundhygienestatus [Abdellatif
et al., 1987]. Auch die Hypothese des Hauptauftrittsalters der Parodontitis in der
friher verbreiteten Form ist nicht mehr zeitgeméaR. Diese These hétte nach van

der Velden bedeutet, dass es ab dem Alter von 40 Jahren keinen weiteren Anstieg
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der prozentualen Parodontitis-Rate in der Bevolkerung geben wirde, und zwar
aufgrund des Fortschreitens der parodontalen Destruktion bei den schon
erkrankten Probanden [van der Velden, 1991]. Es musste aufgrund von
Zahnverlust sogar ein leichtes Absinken der Parodontitis-Rate geben, was aber
nicht erkennbar ist. Daraus folgt, dass selbst im hohen Alter noch eine
Parodontitis beginnen kann und es damit kein definitives Eintrittsalter gibt. In
einer longitudinalen Studie mit 456 Probanden konnte kein Effekt des Alters auf
den Progress der Parodontitis festgestellt werden [Faddy et al., 2000]. Jedoch
wurde mit zunehmendem Alter eine verminderte Regression der Parodontitis
(Sondierungstiefe als Kriterium) bemerkt, was sich aber unter anderem mit einer

verminderten Reparaturrate im Alter erklaren l&sst.

Eine grolRe Anzahl von Studien beschreiben den Einfluss des Geschlechts auf die
Haufigkeit des Auftretens und die Schwere der Parodontitis. Dabei tritt die
Parodontitis bei Ménnern héaufiger und in schwererer Form auf [Grossi et al.,
1994; Grossi et al., 1995]. Auch bei Bericksichtigung von Kofaktoren wie
Mundhygiene, Alter und sozio-6konomischem Status ist das mannliche
Geschlecht mit schwereren Formen der Parodontitis assoziiert. Fur diese
Aussagen wurden als abhangige Variablen Attachmentverlust und Knochenhohe
(-abbau) bestimmt [Grossi et al., 1994; Grossi et al., 1995]. Die Ursachen dieser
Geschlechtsspezifitat sind noch nicht vollstandig geklért, aber es wird ein
schutzender Einfluss von weiblichen Hormonen diskutiert, dessen Mechanismen
aber nur teilweise bekannt sind [Genco et al., 1996]. Im Gegensatz dazu wurde in
der australischen Longitudinal-Studie kein Hinweis auf einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern gefunden, weder im Bezug auf
die Progression und Regression der parodontalen Erkrankung [Faddy et al.,
2000].
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2.1.2.4 Diabetes mellitus

Zur Liste der Risikofaktoren z&hlt auch der Diabetes mellitus, sowohl der Typ I
Diabetes (insulinabhéangiger Diabetes mellitus, IDDM), als auch der Typ Il
Diabe-tes (nicht insulinabhdngiger Diabetes mellitus, NIDDM). Die signifikant
hohere Pravalenz einer Parodontitis bei Patienten mit Diabetes mellitus ist schon
seit 1954 bekannt [Sandler et al., 1954]. Bei longitudinalen Studien in der
geschlossenen Population der Pima Indianer (Gila River Indian Community,
Arizona/USA) — der Gruppe mit der weltweit hochsten bekannten Pravalenz fur
NIDDM - stellte man eine dreifach erhohte Inzidenz parodontaler Erkrankungen
gegenuber nicht-diabetischen Pima Indianern fest [Nelson et al., 1990; Shlossman
et al., 1990; Emrich et al., 1991]. Diabetiker zeigen gegeniber gleichaltrigen
Nicht-Diabetikern signifikant haufiger Attachmentverlust [Cohen et al., 1970].
Generell 1&sst sich feststellen, dass Patienten mit guter Stoffwechseleinstellung
eine geringere Pravalenz, einen geringeren Attachmentverlust und weniger
parodontale Taschen als Diabetiker mit schlechter metabolischer Einstellung und
Kontrolle haben [Tervonen et al., 1994; Oliver et al., 1994]. Hingegen wurden bei
der Untersuchung der Mikroflora von Nicht-Diabetikern, Typ | und Typ I
Diabetikern hinsichtlich quantitativer und qualitativer Aspekte keine
signifikanten Unterschiede festgestellt [Tervonen et al., 1994]. Momentan wird
uber die moéglichen Wege, auf denen der Diabetes mellitus zur parodontalen
Destruktion beitragt, noch diskutiert. So nennt Osterby als mogliche Ursache zum
einen die Verdickung der Basalmembran kleiner Gefdlle [Osterby et al., 1987;
Osterby et al., 2002]. Zum anderem kommt es unter den vorherrschenden
hyperglykamischen Bedingungen im Wirtsorganismus zu einer geringeren
Proliferation der Fibroblasten, verminderter Kollagen-Synthese und gesteigerter
Kollagenase-Aktivitat. Hier wird als kausaler Grund eine
Funktionsbeeintrachtigung glykosylierter Proteine vermutet. Weiterhin sind noch

Defekte der neutrophilen Granulozyten beztglich der Chemotaxis, Adhédrenz und
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Phagozytose bekannt, die als mdgliche Ursache der parodontalen Destruktion
diskutiert werden [Wilson et al., 1986; Wilson, 1986; Salvi et al., 1997; Krejci et
al., 2000].

Die Urspriinge fur die erwdhnten Defekte der neutrophilen Granulozyten sind
zurzeit noch unklar. Diskutiert werden sowohl zellulare Mechanismen als auch
nicht zellulare Mechanismen, welche zum Beispiel teilweise direkt von
Serumfaktoren wie Glukose und Insulin abha&ngen. Bisher werden zwei
unterschiedliche Mechanismen zur Assoziation zwischen Diabetes, anormaler
Granulozytenfunktion und der parodontalen Destruktion als mdgliche Szenarien
behandelt:

1. Die Beeintrachtigung der neutrophilen Granulozytenfunktion ist ein
Resultat der bakteriellen Infektion des Organismus und ist mit einer
gleichzeitig stattfindenden parodontalen Erkrankung verbunden.

2. Es liegt primér ein Defekt der Granulozyten vor, der die Patienten fir

die Parodontitis pradisponiert [Oliver et al., 1994].

Generell ist der Diabetes mellitus aber kein essentieller Faktor fiir das Entstehen
einer Parodontitis, sondern ein Kofaktor, der die Ausbildung, dass heil3t den Grad

der Haufigkeit und der Schwere der parodontalen Erkrankung, beeinflusst.

2.1.25 Genetische Faktoren

Momentan steckt die Forschung zur Rolle der Vererbung von Pradispositionen
fur die Parodontitis noch in den Anfangen, wobei es zwar schon einige Erfolge
gibt [Kornman et al., 1997; Lang et al., 2000], aber auch gegensatzliche
Ergebnisse, sodass man diese Erfolge kritisch hinterfragen muss [Ehmke et al.,
1999; Cutler et al., 2000; De Sanctis et al., 2000; Cullinan et al., 2001; Hodge et
al., 2001; Papapanou et al., 2001; Caffesse et al., 2002; Christgau et al., 2003;
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Jepsen et al., 2003; Feloutzis et al., 2003]. In einem aktuellen Literatur-Uberblick
von Shapira et al. (2005) wird das momentan noch uneinheitliche Bild dargestellt.
Prinzipiell geht es bei der Forschung um die Klarung der Frage, welche Rolle die
genetischen Faktoren fir die Wirtsempfindlichkeit, den Ausbruch und den
Verlauf der Parodontitis haben.

Die Annahme genetischer Komponenten als Risikofaktoren fiir die Parodontitis

ist nicht neu und beruht vorwiegend auf drei Ansatzen:

1. mogliche Assoziation der Parodontitis mit bestimmten genetisch
determinierten Merkmalen

2. Zwillingsstudien zur Erwachsenen-Parodontitis (Minnesota Twin
Study) [Michalowicz, 1994; Michalowicz et al., 2000]

3. genetische Studien der ,early on set” Parodontitis [Hart, 1994]

Generell liegt bei Patienten mit genetisch vererbten Erkrankungen scheinbar eine
erhdhte Empféanglichkeit fur die Parodontitis vor. Bei dem Papillon-Lefevre
Syndrom, einer seltenen, erblichen, autosomal-rezessiven Fehlbildung, ist
bekannt, dass es unter anderem mit aggressiver Gingivitis, Parodontitis marginalis
und starker Gingivahyperplasie vergesellschaftet ist. Die ursachlichen Mechanis-
men dieser Verbindungen zwischen erblichen Erkrankungen und der erhthten
Empfanglichkeit fur die Parodontitis sind noch nicht vollstandig geklart. Beim
Papillon-Lefevre Syndrom wird eine Mutation im Gen flr das lysosomale Enzym
Cathepsin als Ursache angenommen [Hart et al., 2000; Hart et al., 2000; Cury et
al., 2002; Noack et al., 2004]. In der Tabelle 2-4 werden einige genetisch determi-
nierte Krankheiten aufgelistet, bei denen gleichzeitig ein enger Zusammenhang
zur Parodontitis bekannt ist [Sofaer, 1990].
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Tab. 2-4: Liste einiger genetisch determinierter Erkrankungen, bei denen eine erhohte Empfanglichkeit fiir
Parodontitis bekannt ist [Sofaer, 1990]

Defekt Erkrankung

Leukozyten-Defekte Chediak-Higashi-Syndrom
Leukozyten Adhasionsdefekte I und Il
zyklische und chronische Neutropenie

Chromosomenerkrankungen Trisomie 21 (Down Syndrom)
Enzym- und Enzymhemmungs-Defekte Erythropoetische Poryphyrie
Papillon-Lefevre Syndrom

Hypophosphatasie

Bindegewebeerkrankungen Ehlers-Danlos-Syndrom 1V, VIII und
IX

Ahnlich wie bei Patienten mit dem Papillon-Lefévre Syndrom [Wara-aswapati et
al., 2001] wurden auch bei der Untersuchung der Serum-Spiegel von Patienten
mit chronischer Parodontitis signifikant erhohte 1gG2-Konzentrationen gefunden
[Wilton et al., 1992]. Dies ist ein wichtiges Indiz fur die genetische Pradis-
position, da die 1gG2-Antwort des Kdrpers eine wichtige Rolle bei der Parodon-
titis spielt [Ishikawa et al., 1997]. Bei den Immunglobulinen gibt es eine kom-
plexe Interaktion mit verschiedenen Zelltypen (z.B. Monozyten, eosinophile,
basophile und neutrophile Granulozyten, Endothelzellen, Thrombozyten), die sich
durch Fc-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache charakterisieren. Fir die Klasse der
IgG sind drei Rezeptortypen bekannt: FcyRI, FcyRIl und FcyRIII [Genco, 1992].
In einer japanischen Studie wurde zwischen dem FcyRIIIb-NA2 Allotyp und
Rezidiven der Parodontitis eine positive Korrelation gefunden [Kobayashi et al.,
1997]. Auch zeigten FcyRI1aR131 Patienten (Aminosdure Arginin an Position
131) eine dreifach erhohte Rezidivrate fur parodontale Erkrankungen gegeniber
FcyRIlaH131 Patienten (Aminosédure Histidin an Position 131). Gleichzeitig wur-
de fiir das Vorliegen des FcyRIIIb-NA2 Allotyp auch eine geringere Effizienz
der Phagozytose und der Einleitung des ,,oxidative burst”“ nach Kontakt mit IgG1

und IgG3-markierten Porphyromonas gingivalis [Kobayashi et al.,, 2000]
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festgestellt. Zwischen dem Genotyp des FcyRIlla Rezeptors, der sich in ,,linkage
disequilibrium® zu dem FcyRIlIb Rezeptor befindet, und dem Ausmal} der
Schwere des parodontalen Knochenverlustes wurde eine signifikante Verbindung

nachgewiesen [Meisel et al., 2001].

2.2  Die Interleukin Familie

Interleukine gehoren zur Gruppe der Zytokine und sind Proteine mit einem sehr
geringen Molekulargewicht von 8-10 kDa. Sie vermitteln als intra- und
extrazellulare Botenmolekiile unter anderem die Signale flir Entziindungs-
reaktionen, Immunitat, Differenzierungen von Zellen, Zellteilung, Repa-
raturmechanismen des Gewebes. Gemeinsam ist allen Zytokinen, dass sie nicht
kontinuierlich produziert werden, sondern als Antwort auf einen Reiz gebildet
werden. Zytokine sind sehr stark bioaktiv, dass bedeutet, es reichen schon sehr
geringe Konzentrationen von 10™° bis 10™ mol/L aus, um eine Wirkung zu
erzielen. Der Kklassische Begriff ,Zytokine* umfasst heute Interferone,
chemotaktische Zytokine (Chemokines), hamatogene Faktoren und viele
Wachstumsfaktoren. Generell sind viele Zellen (z.B. Makrophagen, Fibroblasten,
Chrondozyten, Epithelzellen, T-Zellen, B-Zellen, dentritische Zellen) in der Lage,
Zytokine herzustellen. Dabei haben die meisten Zellen ein bestimmtes Arsenal
von Zytokinen, welches sie produzieren kénnen. Einige Zellen wie Makrophagen,
T-Zellen und Mastzellen sind befahigt, ein weites Spektrum von Zytokinen zu
synthetisieren. Normalerweise werden die Zytokine zeitnah zu ihrer Abgabe in
die Umgebung hergestellt. Eine Ausnahme ist dabei das Interleukin-1, welches
intrazellular in Vesikeln gespeichert wird. Die Wirkungsweise von Zytokinen ist
komplex und unterscheidet sich je nach ihren Zielzellen. So agiert das IL-1 als
»,Lymphozyten aktivierender Faktor* auf T-Zellen und gleichzeitig als ein ,,den
Abbau einleitender Faktor* auf das Knochengewebe. Granulozyten produzieren

nur wéhrend ihrer Bildung Zytokine, die dann intrazellulér bis zur Freisetzung
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gespeichert werden. Aufgrund der fehlenden Fahigkeit der Granulozyten,
fortlaufend IL-1 zu bilden, wurde friher den Granulozyten nur eine unbedeutende
Rolle im Bezug auf Zytokin-Reaktionen zugestanden. Heute wird die Rolle der
Granulozyten als wesentlich wichtiger angesehen, da sie in der Lage sind,
Zytokine in grofRer Zahl freizusetzen. Die sezernierten Zytokine, vor allem
chemo-taktische Zytokine (Chemokines), sind wichtig fur das Zusammenspiel
von Makrophagen und T-Zellen.

Interleukin-1 ist der (bergeordnete Name flir zwei verschiedene Proteine, IL-1a
und IL-1B. Aufgrund ihrer aktivierenden Wirkung auf T- und B-Lymphozyten,
werden sie als regulatorische und inflammatorische Zytokine angesehen.
Gemeinsam mit dem IL-1 Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) sind IL-1a und IL-1
elementare Bestandteile der ,,up” und ,,down* Regulation der akuten Entzin-
dungsreaktionen des Organismus. Weiterhin werden noch Wirkungen von IL-1
auf Knochenbildung und -abbau, Insulinsekretion und Appetitregulation
diskutiert. Bekannt ist die induzierende Wirkung des IL-1 auf die Bildung wei-
terer Zytokine wie IL-2 aus T-Zellen, Tumornekrosefaktor (TNF) aus Makropha-
gen und Endothelzellen, I1L-8 aus Gingivafibroblasten und IL-6 aus Fibroblasten.
Zusatzlich stimuliert IL-1 die neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zur
Chemotaxis und zur weiteren Zytokinproduktion. In den Abbildungen 2-5 und 2-

6 werden die Wechselwirkungen in Ubersichtsform veranschaulicht.
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Abb. 2-6: Grafische Darstellung der Wirkungen des Interleukin-1im Organismus

Die drei Gene, welche die Proteine der Interleukin-1 (IL-1A, IL-1B und IL-1Ra)
Familie kodieren,, befinden sich auf dem langen Arm des Chromosoms 2. Die
Transkription von IL-1A und IL-1B wird von einer ganzen Reihe von Faktoren
bewirkt. Bekannt ist diese Wirkung fir folgende Faktoren: Entziindungen,
infektiose Prozesse, Verbrennungen, Gerinnungsfaktoren, Proteine des Komple-
mentsystems, bakterielle und virale Zellprodukte, PAF (Plattchen aktivierender
Faktor), den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktor und
Interferon y (INFy). Weiterhin ist die induzierende Wirkung zur IL-1a Bildung
vom Tumornekrosefaktor (TNFa) auf Endothelzellen, Monozyten und Fibro-
blasten bekannt. Suppressiv beeinflussen die Interleukin 4, 10, 13 und ein
endokriner ,,feedback“ Mechanismus die IL-1 Produktion. Dieser ,feedback®
Mechanismus funktioniert Gber Hypothalamus und Hypophyse durch Bildung von
Kortikosteroiden, die wiederum ihrerseits eine inhibierende Wirkung auf die IL-1
und TNFa Produktion zeigen [Besedovsky et al., 1986]. Das IL-1B-Gen weist als
strukturelle Besonderheit gegenlber dem IL-1A Gen eine so genannte TATA-
Box in der Promotorregion auf. Die TATA-Box, als Charakteristikum

induzierbarer Gene, bewirkt nach Stimulation durch Komponenten des
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Komplementsystems oder durch Hypoxie die Bildung von IL-1 mRNA in groler
Zahl. Aber erst durch bakterielle Endotoxine oder durch IL-1 selbst kommt es zu
einer Stabilisierung der AU-reichen 3 -untranslatierten Region der mRNA und
damit zu einer vermehrten Translation [Dinarello, 1996]. IL-1a und IL-1p werden
beide als Vorlauferpeptid synthetisiert und durch das Interleukin-1 converting
enzyme (ICE) in die aktive Form gespalten, welche anschliel3end von der Zelle in
die Umgebung sezerniert wird.

Das IL-1Ra Protein besitzt eine sehr starke Strukturhomologie zum IL-1a (18%)
und zum IL-1B (26%). Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit bindet es auch
an die IL-1 Rezeptoren, doch ohne dabei ein Signal zu (bertragen. Daher stammt
die Namensgebung ,,Rezeptorantagonist® fur das IL-1Ra Protein. Das zugrunde
liegende Gen IL-1RN wird polymorph exprimiert und kommt in mindestens funf
verschiedenen Allelformen vor [Tarlow et al., 1993]. Fir einige Erkrankungen,
wie z.B. Colitis ulcerosa [Mansfield et al., 1994], systemischer Lupus erythema-
todes [Blakemore et al., 1994], konnte ein signifikant erhdhtes Vorkommen des
Allels 2 nachgewiesen werden. Die verringerte IL-1Ra Produktion wird als
kausale Ursache fir die Pathogenese dieser Krankheiten diskutiert. Generell liegt
das IL-1Ra Protein in zwei moglichen Formen vor, einer extrazellularen Form
(sIL-1Ra) und einer intrazellularen Form (iclL-1Ra).

Alle drei Mitglieder der IL-1 Familie binden an die IL-1RI und IL-1RIl Rezepto-
ren, dabei weist der Rezeptorantagonist (IL-1Ra) eine ahnliche Affinitat zum IL-
1RI Rezeptor auf wie IL-1 Proteine selber. Die Signaltbertragung bei IL-1a und
IL-1B basiert auf der Bildung eines Heterodimers zwischen dem IL-1 accessory
protein (IL-1R-AcP), einem Bestandteil des IL-1RI Rezeptors, und dem IL-1la
bzw. IL-1B. Beim IL-1Ra wird dieses Heterodimer aufgrund einer fehlenden
Bindungsstelle des IL-1Ra nicht ausgebildet. Damit findet keine Signaltrans-
duktion statt [Evans et al., 1995].

Die beiden IL-1 Rezeptoren IL-1RI und IL-1RII sind Produkte unterschiedlicher

Gene, wobei aber beide Genorte auf dem langen Arm des Chromosoms 2 liegen.
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Sie liegen in zwei Formen vor, membrangebunden und als l6slicher Rezeptor. In
ihrem Aufbau und Funktionsweise unterscheiden sich die beiden IL-1 Rezeptoren
grundsatzlich.

Der IL-1-Rezeptor Typ | (IL-1RI) ist ein glykosyliertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 80 kDa. Der Rezeptor sitzt auf der Membranoberflache
und ist zur Signaltransmission ins Innere der Zelle befihigt. Uber die
Signalibermittlung beeinflusst er die biologische Aktivitat von IL-1. Die
Promotorregion des IL-1RI dhnelt mit dem Fehlen von TATA- und CAAT-Box
strukturell eher konstitutiven Genen als regulierten Genen. Das bedeutet, IL-1RI
wird als so genanntes ,housekeeping” Gen nahezu stdndig produziert.
Untersuchungen ergaben, dass auf der Oberflache zahlreicher Zellen permanent
kleine Mengen von IL-1RI exprimiert werden [Ye et al., 1993]. Die Expression
der IL-1RI wird komplex gesteuert Uber Substanzen wie Phorbolester,
Prostaglandin E, (PGE,), Dexamethason, IL-2 und uber IL-1 (in Abh&ngigkeit
von der PGE,-Syntheseaktivitét) selber. So kann IL-1 eine ,,down* Regulation der
Expression von IL-1RI in T-Zellen verursachen.

Der IL-1-Rezeptor Typ Il (IL-1RII) mit einem Gewicht von 68 kDa wird auch als
funktionell negativer Rezeptor (,,decoy-receptor”) bezeichnet. Im Gegensatz zum
Anstieg der biologischen Aktivitat von IL-1 durch die Erhéhung der Expression
vom IL-1RI, bewirkt eine gesteigerte IL-1RIl Expression eine verringerte
biologische Aktivitat von IL-1. Dabei kommt es zu einer Konkurrenz zwischen
dem Rezeptortyp | und 1l um die IL-1p Bindung, woraus dann eine Reduktion der
biologischen Aktivitdt von IL-1p resultiert. Die antiinflammatorischen
Substanzen Dexamethason, IL-4 und IL-13 steigern die Expression von IL-1RII
[Colotta et al., 1993; Re et al., 1994]. In der Tabelle 2-5 werden die beiden IL-1

Rezeptortypen kurz tabellarisch gegentbergestellt.
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Tab. 2-5: Charakterisierung der Interleukin-1 Rezeptortypen (IL-1RI und IL-1RII)

IL-1 Rezeptor Typ |

IL-1 Rezeptor Typ Il

Molekulargewicht

80 kDa

68 kDa

Struktur

glykosyliertes Protein

glykosyliertes Protein

Lokalisation des Genortes

Chromosom 2

Chromosom 2

Funktionsart

Signaltransmisson-
Rezeptor

funktionell negativer
Signaltransmission-

Rezeptor
(,decoy-receptor*)
Endothelzellen
glatten Muskelzellen
Fibroblasten
Keratinozyten

Endothelzellen
glatten Muskelzellen
Fibroblasten
Keratinozyten

exprimiert auf der Ober-
flache von:

Hepatozyten Hepatozyten
T-Lymphozyten T-Lymphozyten
Chrondozyten Chrondozyten
B-Zellen
Monozyten

neutroph. Granulozyten
Th2-Lymphozyten

Die Dissoziationskonstanten der drei Interleukine als MaR der Affinitat sind fur
beiden Rezeptoren, unabhangig von der Membranbindung oder der extrazellula-
ren Lage des Rezeptors, sehr unterschiedlich. Es zeigt sich dabei, dass der IL-1Ra
die groRte Affinitat zum Rezeptortyp | besitzt, wahrend sich IL-1B mit seiner
hohen Affinitat deutlich zum IL-1RII abhebt [Dinarello, 1996].

2.2.1 Polymorphismen der Interleukin-1 Familie

Von einem genetischen Polymorphismus wird gesprochen, wenn variierte Allele
mit einer Mindesthdufigkeit von einem Prozent in der Normalbevolkerung
auftreten und diese variierten Allele gleichzeitig einen veranderten Phanotyp
verursachen [Meyer, 1994]. Fur die Mitglieder der Interleukin-1 Familie sind
mehrere solcher Polymorphismen in Form von SNP’s (single nucleotide poly-
morphisms) bekannt (Abbildung 2-7). Sie werden mit verschiedenen Erkrankun-

gen in Verbindung gebracht.
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Abb. 2-7: Aufbau der Gene IL-1A, IL-1B und IL-1RN [nach Hodge et al., 2001] inklusive der zu
untersuchenden Polymorphismen

Der Polymorphismus an der Position -889 des IL-1A Gens wurde erstmalig im
Jahre 1993 beschrieben [Tarlow et al., 1993]. Bei der Untersuchung von Gesun-
den bemerkte man den Austausch der Base Cytosin (C) zu Thymin (T) an der
Position -889 des 5 -untranslatierten Bereichs des Gens. Fur die Frequenz des
Allels IL-1A Al (C) wurde eine H&aufigkeit im Bereich von 70 — 75 % gefunden,
wahrend die Rate fiir das Allel IL-1A A2 (T) in der europaischen bzw.
nordamerikanischen Bevolkerung bei ungeféhr 25 — 30 % liegt [McDowell et al.,
1995; Gore et al., 1998]. Aus Studien geht hervor, dass Nichtraucher und Tréger
des Allels IL-1A A2 eine vierfach erhohte IL-1o Proteinkonzentration in der GCF
(,,gingival crevicular fluid“) im Vergleich zu nicht rauchenden Trégern des Allels
IL-1A A1 aufweisen [Shirodaria et al., 2000].

Fur das IL-1B Gen sind zwei Polymorphismen an verschiedenen Stellen des Gens
bekannt. Ein Polymorphismus (C - T) befindet sich an Position -511 in der
Promotorregion [di Giovine et al., 1992] und der zweite Polymorphismus (C -
T) ist an der Position +3954 des Exons 5 [Pociot et al., 1992]. Fur Individuen mit
dem homozygoten Genotyp (Allel 2/Allel 2) an der Position +3954 (IL-1B+3954)
wurde eine hohere Produktionsrate von IL-1B gefunden als fir Tréger des
heterozygoten Genotyps. Die geringste Produktionsrate von IL-1f Protein wurde
bei Tragern der Kombination Allel 1/Allel 1 (IL-1B+3954) festgestellt [Pociot et
al., 1992]. Bei der prozentualen Verteilung der Allelfrequenzen wurden starke
Unterschiede zwischen diversen Volksgruppen festgestellt. So findet sich bei 23 -
26 % der Kaukasier das IL-1B+3954 Allel 2 [Pociot et al., 1992; Bioque et al.,
1995; Gore et al., 1998; Hacker et al., 1998]. Hingegen wurde in einer
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japanischen Population nur eine Frequenz von 9,3 % fur IL-1B+3954 Allel 2 [Tai
et al., 2002] und innerhalb einer chinesischen Studie eine Frequenz von 3,3 %
ermittelt [Armitage et al., 2000]. Fur IL-1B-511 wurde eine Verteilung der
Allelfrequenzen von 66 % fur das Allel 1 und von 34 % fir das Allel 2
beschrieben [Gore et al., 1998].

Die Bedeutung der einzelnen Polymorphismen im direkten Zusammenhang mit
der Produktionsrate des IL-1f Proteins wird noch kontrovers diskutiert. So haben
nach Santtilla et al. (1998) die Polymorphismen an den Positionen IL-1B-511
oder IL-1B+3954 eine sehr geringe regulatorische Bedeutung fiir die IL-1P
Proteinbildung, wéhrend die Variante Allel 2 des IL-1RN (IL-1RN*2) selber
bzw. in Kombination mit einem noch unbekannten Polymorphismus die
Hauptwirkung auf die Produktionsrate des IL-1p Proteins haben soll [Santtila et
al., 1998].

Das IL-1RN Gen enthalt eine ,,tandem repeat sequence* mit einer variablen Zahl
von 86 Basenpaaren (bp) langen Wiederholungssequenzen (variable number of
tandem repeats = vntr). Hieraus ergeben sich die bisher beschriebenen funf Allele
mit zwei bis sechs Wiederholungssequenzen. Bei verschiedenen Autoimmun-
erkrankungen sind erhohte Frequenzen des Allels 2 [Hurme et al., 1998] beschrie-
ben worden, beispielsweise bei Colitis ulcerosa [Mansfield et al., 1995], Alopecia
areata [Tarlow et al., 1994], diabetischer Nephropathie [Blakemore et al., 1994]
und Multipler Sklerose [Crusius et al., 1995]. Die genauen Mechanismen dieser
Assoziationen zwischen der variablen Zahl der Wiederholungssequenzen und
dem jeweiligen Krankheitshild sind noch vollstandig erforscht und verschiedene
Thesen werden kontrovers diskutiert. Einerseits wurde bei Anwesenheit von Allel
2 des Rezeptorantagonisten eine verstarkte in vitro und in vivo Produktion von
IL-1Ra beobachtet [Danis et al., 1995; Hurme et al., 1998], wéhrend andere
Forschungsgruppen bei Tragern des Allels 2 des IL-1RN eine verminderte
Produktion des IL-1Ra Proteins durch periphere Blutzellen (PBMC) sowohl fir

eine ethnisch gematchte Kontrollgruppe als auch fir Patienten mit Colitis
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ulcerosa feststellten [Tountas et al., 1999]. Aber auch fur die ,,host response* des
Wirts wurde ein Einfluss des Allels 2 des Rezeptorantagonisten beschrieben, zum
Beispiel bei der korpereigenen Abwehrantwort auf den Epstein-Barr-Virus
[Hurme et al., 1998].

Zwischen dem Allel 2 des IL-1RN und dem Allel 2 (Position -511) des IL-1B
Gens wird eine hohere Assoziation gefunden, als zwischen Allel 2 (Position
+3954) des IL-1B Gens und dem Allel 2 des IL-1RN [Santtila et al., 1998]. Die
Allelfrequenz fir den Polymorphismus des IL-1RN Gens wird mit 60 — 74 % fur
Allel 1 und 26 — 31 % fiir Allel 2 angegeben [Tarlow et al., 1993; Parkhill et al.,
2000]. Die Allele 3, 4 und 5 treten mit Allelfrequenzen auf, die kleiner als 1 %
sind. In der Tabelle 2-6 werden die Charakteristika der Gene fiir die Zytokine

nochmals kurz zusammengefasst.

Tab. 2-6: Charakterisierung der Gene fiir die Zytokine IL-1a, IL-1p und IL-1Ra

IL-1A Gen IL-1B Gen IL-1RN Gen
Grolie 11 kB 7.8 kB 6.4 kB
Zahl der Exons 7 7 4
Zahl der Introns 6 6 3
Masse des ca. 17 kDa ca. 17 kDa ca. 22 kDa
Proteins
Polymorphismus vorhanden vorhanden Vorhanden
Position des -889 1. +3954 vtnr von 86 bp
Polymorphismus 2.-511
Allelfrequenzen Allel1: 0.70-0.75 | 1. Allel1: 0.72-0.77 | Allell: 0.69-0.74
Allel2: 0.25-0.30 Allel2: 0.23-0.28 | Allel2: 0.24-0.31
2. Allel1: 0.66
Allel2: 0.34

2.2.2 Interleukin-1 Polymorphismen und Parodontitis marginalis

Die genaue Beteiligung des IL-1 an der parodontalen Destruktion ist noch nicht
geklart. Verschiedene Studien belegen aber, dass es einen Zusammenhang
zwischen dem Schweregrad der Parodontitis und der Konzentration lokaler
Entziindungsmediatoren wie IL-1 und TNFa im gingivalen Gewebe und in der

Sulkusflussigkeit gibt. Im entziindeten Gewebe wurde eine hohere IL-1 Aktivitat
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im GCF gegentber der in nicht entziindetem Gewebe festgestellt [Petrow et al.,
1991; Kabashima et al., 1991]. Dies gilt auch fir IL-1p [Rawlinson et al., 2000].
Bei IL-1Ra ergab sich in entziindetem Gewebe eine deutliche Abnahme der
Konzentration im Gegensatz zu nicht entziindetem Gewebe. In einer
amerikanischen Studie wurde gezeigt, dass es eine Verbindung zwischen
bestimmten Genotypmustern des IL-1 Genclusters und einem erhéhten Risiko fur
das Auftreten einer Parodontitis gibt [Kornman et al., 1997]. Das
Risikogenmuster ergibt sich aus der Kombination des Auftretens mindestens je
eines variierten Allels (Allel 2) an den Positionen -889 des Gens IL-1A (IL-1A-
889) und +3954 des Gens IL-1B (IL-1B+3954). Tritt dieses Risikogenmuster auf,
so spricht man vom ,,composite genotype” oder nach Kornman et al. von
»genotyp-positiv“. Das Allel 2 tritt bei Patienten mit fortgeschrittener Parodontitis
signifikant haufiger auf als bei Patienten mit moderater oder friher Parodontitis
[Gore et al., 1998]. Quappe et al. (2004) wies eine positive Assoziation zwischen
dem Allel 2 an der Position IL-1B+3954 und dem Auftreten aggressiver
Parodontitis nach [Quappe et al., 2004]. Mit dem Auftreten des Allels 2 wird
gleichzeitig auch eine verstarkte IL-1B Produktion durch die polymorphkernigen
Leukozyten beobachtet. Bei Individuen mit einem homozygoten Genotyp fir das
Allel 2 (IL-1B+3954) wurde eine vierfach erhéhte IL-1p Produktion im Vergleich
zum homozygoten Genotyp des Allels1 beobachtet [Pociot et al., 1992; Newman,
1997].

Auch fir den Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1RN) sowie fir das IL-1A
Gen wird in der Literatur auf Zusammenhange zwischen der Schwere bestimmter
Erkrankungen und den Polymorphismen dieser Gene verwiesen. Das Allel 2 (IL-
1RN) zeigt dabei einen eindeutigen Einfluss auf die IL-1Ra Konzentration.
Individuen mit einem solchen Allel zeigen hohere Werte des Antagonisten als
Nichttrager [Hurme & Santilla, 1998; Hideaki et al., 2000, Tai et al., 2002].

Eine Studie aus dem Jahr 2000 bestatigte, dass Patienten mit positivem Genotyp

im Vergleich zu Patienten mit negativem Genotyp ein erhohtes Risiko fur das
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Auftreten von moderater und schwerer Parodontitis zeigen [McDevitt et al.,
2000]. Eine andere Studie aus dem Jahr 1999 stellte die Assoziation zwischen
dem IL-1 Haplotyp und der Prognose zu parodontalen Erkrankung in Frage
[Ehmke et al., 1999]. Hier fand man keine signifikanten Unterschiede zwischen
dem Attachmentverlust und dem ,,Zahnlberleben* bei Patienten mit positivem
und negativem Genotyp.

Huang et al. (2004) fanden in einer chinesischen Studie einen Anstieg der
Frequenz der Allele: IL-1A-889 Allel 1, IL-1B+3953 Allel 2, IL-1B-511 Allel 2
und der Kombinationen: IL-1A-889 plus IL-1B-511 Allel 2 und I1L-1B+3953 plus
IL-1B-511 Allele 2 bei Patienten mit schwerer Parodontitis [Huang et al., 2004].
Dies untermauert die Bedeutung der Polymorphismen der Interleukin-1 Familie
fiir das Krankheitsbild der Parodontitis.

2.2.3 Interleukin-1 Polymorphismen und systemische Erkrankungen/

Entziindungen

In einer niederlandischen Studie wurde bei der Untersuchung einer Probanden-
gruppe von 100 nicht verwandten Ulcus-Colitis-Patienten, 79 Morbus Krohn Pa-
tienten und 71 gesunden Probanden keine Unterschiede in der IL-1B Genfrequenz
gefunden [Bioque et al., 1995]. Jedoch wurden bei der Untersuchung eines
maoglichen synergetischen Effekts der Polymorphismen der IL-1RN und der IL-
1B signifikant erhéhte Erkrankungsrisiken sowohl fir Colitis als auch fur den
Morbus Krohn gefunden. Bei Einteilung der Patienten in zwei Gruppen (Tréger
des Allels 2 und Nicht-Tréger des Allels 2), fanden sich Patienten ohne Allel 2
der IL-1B haufiger in der Gruppe der Tréager des Allels 2 fur den IL-1RN. Diese
Verteilung wurde in der Kontrollgruppe jedoch nicht beobachtet. Die Ergebnisse
lassen darauf schlielen, dass sich die Kombination der beiden Polymorphismen
maoglicherweise als Marker flr eine Pradisposition nutzen lassen. Durch Dennis et

al. (2004) wurde eine zweifach erhohte Induktion von Entziindungsmarkern nach
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akuter Belastungsiibung der Skelettmuskulatur bei Tragern der Kombination Allel
1/Allel 1 fiir die Position IL-1B+3954 oder Allel 2/Allel 2 fir die Position IL-1B-
3737 festgestellt [Dennis et al., 2004]. Der Autor belegte damit das Vorliegen
einer Korrelation zwischen dem IL-1B Genotyp und der Entziindung der

Skelettmuskulatur nach einer akuten Belastungstibung.

In einer britischen Untersuchung wurde eine positive Assoziation des Allels 2 des
IL-1RN mit systemischem Lupus Erythematosus [Blakemore et al., 1994] gefun-
den. Camargo et al. (2004) stellten in einer Studie von 355 Probanden mit
autoimmun-bedingter  rheumatischer ~ Entzindung (172 Patienten  mit
rheumatischer Arthritis, 114 Patienten mit systemischen Lupus Erythematosus
und 69 Patienten mit dem Sjogren Syndrome) eine protektive Wirkung der Base
Thymin an der Position 1L-1B+3954 und des Haplotyps IL-1B-511C und IL-
1B+3953T fur den systemischen Lupus Erythematosus fest [Camargo et al.,
2004]. Dabei bedingt der Haplotyp gleichzeitig noch eine verminderte LPS-
stimulierte IL-1 Sekretion durch periphere Monozyten im Blut. Craig et al.
(2004) fanden bei einer Untersuchung zur Assoziation des Polymorphismus an
der Position -511 des IL-1B und des Morbus Alzheimer eine signifikante
Korrelation zwischen der Base Cytosin und dem Auftreten psychotischer

Symptome wie Halluzinationen [Craig et al., 2004].

Borgmann et al. (2003) beobachteten eine Assoziation zwischen der Kombination
der Polymorphismen bei IL-1B und IL-1RN und dem erhohten Risiko einer
Nierenentziindung im Endstadium bei Patienten mit GefaRentziindungen aufgrund
von zytoplasmatischen Antikérpern gegen neutrophile Granulozyten. lhrer
Ansicht nach ergibt sich aus den Ergebnissen eine antiinflammatorische Therapie
als moglicher Therapieansatz fir Patienten mit Wagnerscher Granulomatosis, die

sich gleichzeitig renal manifestiert hat.
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In der Studie von Bi et al. zur Verbindung zwischen Polymorphismus des IL-1
Rezeptorantagonisten und dem Morbus Alzheimer wurde eine geringere Frequenz
des Allel 2 bei den Erkrankten gefunden [Bi et al., 2004]. Aber diese Kkleinere
Frequenz ist fir die Verknipfung Polymorphismus - Morbus Alzheimer nicht sig-
nifikant und erklart damit nicht die bekannte Verbindung zwischen dem
Polymorphismus und dem Morbus Alzheimer. Es wird vermutet, dass eine noch
unbekannte Genvariante, die den Morbus Alzheimer als Faktor beeinflusst und
gleichzeitig durch ein ,linkage disequilibrium“ mit dem Polymorphismus des

Interleukin-1 Rezeptorantagonisten verbunden ist [Bi et al., 2004].

In einer Studie von Latkovskis et al. (2004) wurde eine signifikante Korrelation
zwischen der Base Thymin an der Position IL-1B+3954 und erhthten Werten des
C-reaktiven Proteins (CRP) fir Patienten mit koronarer Herzerkrankungen
nachgewiesen [Latkovskis et al., 2004]. Das C-reaktive Protein ist ein Marker fur
systemische Entziindungen. Gleichzeitig wird durch die Autoren eine Verbindung
zwischen dem Allel 2 des IL-1 RA und geringeren CRP-Werten bei denselben

Patienten vermutet.

2.3 Myeloperoxidase

Die Myeloperoxidase, die erstmal 1941 von Agner et al. beschrieben wurde
[Klebanoff, 1999], gehért zur Klasse der humanen Peroxidasen, deren weitere
Vertreter Eosinophilperoxidase (EPO), Lactoperoxidase (LPO) und Thyroid-

peroxidase (TPO) sind. Diese Enzyme katalysieren die allgemeine Reaktion:

Donor + H,0, = oxidierter Donor + 2 H,O
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Die Myeloperoxidase ist ein glykosyliertes Hamoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 150 kDa und stellt strukturell ein Dimer dar. Es besteht aus
Monomeren mit jeweils einer leichten und schweren Kette. Zuerst vermutete man
bis zu 10 verschiedene Isoenzyme der MPO [Nauseef, 1988]. Es existieren zwar
Isoenzyme, deren Ursprung jedoch nicht vollig geklart ist.

Die MPO ist Bestandteil der polymorphkernigen Leukozyten, wobei ihre Existenz
in neutrophilen Granulozyten und Monozyten als gesichert gilt [Klebanoff et al.,
1984; Genese, 1990]. Die Myeloperoxidase ist vermutlich auch Bestandteil noch
weiterer Zellen, zum Beispiel Makrophagen, eosinophile Granulozyten. Mit einer
Konzentration von etwa 2 — 4 % des Trockengewichts der Zelle stellt die MPO
den Hauptinhaltstoff der Primar-Vesikel innerhalb der neutrophilen Granulozyten
dar. Die neutrophilen Granulozyten wiederum machen etwa 90 % der Zellen des
gingivalen Entziindungsexsudats bei der Parodontitis aus. Monozyten weisen im
Vergleich dazu noch ein Drittel des MPO-Gehaltes der neutrophilen
Granulozyten auf [Klebanoff, 1999; Nauseef et al., 1983]. Der Inhalt der Vesikel
wird als Antwort auf einen Reiz in die Umgebung abgegeben. Die
Myeloperoxidase spielt nach der Expression und Freisetzung im entziindeten
Gewebe eine entscheidende Rolle bei der korpereigenen Abwehr von Bakterien,
Viren und Pilzen. Dabei greift sie aber nicht nur korperfremde Zellen an, sondern
schadigt auch korpereigene Zellen [Klebanoff et al., 1978].

Wie schon im Kapitel 2.1.1 beschrieben, unterscheidet man nach Van Dyke
(1994) verschiedene Vorgange, die als Antwort der PMNL auf einen bakteriellen
Reiz ablaufen. Dabei ist hier nun der Weg der oxidativen Vernichtung der Bakte-
rien relevant. Hier beobachtet man das Phanomen des ,respiratory burst”, das
besagt, dass nach Stimulation der Zelle es zu einem starken Anstieg des intra-
zellularen Sauerstoffverbrauchs kommt. Dieser erhohte Sauerstoffverbrauch

erfolgt im Ablauf der folgenden Reaktionen:
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1. Die NADPH-Oxidase l6ést sich von der zytosolischen Seite der
Plasmamembran und katalysiert eine chemische Reaktion, bei der
dann NADP™ aus NADPH entsteht.

2. Auf der Aullenseite der Zytoplasmamembran und der Innenseite der
Phagosomen entstehen Superoxid-Anionen.

3. Diese Superoxid-Anionen werden durch die Superoxid-Dismutase

inWasserstoffperoxid umgewandelt.

Diese biochemischen Vorgange sehen vereinfacht wie folgt aus:

20,+NADPH = 2 0, + NADP + H"

202+2H+902+H202

Diese Bildung des Wasserstoffperoxids (H,O,) als Substrat ist die Grundlage fur
die weiteren chemischen Reaktionen der aus den Primarvesikeln freigesetzten
Myeloperoxidase. So werden dann beispielsweise Chlorid-lonen zur hypo-
chlorigen Saure (HOCI) oxidiert. Hypochlorige Séure ist ein starkes Oxidations-
und Chlorierungsmittel, welches in der Lage ist, Zellen zu lysieren [Klebanoff et
al., 1978]. Es gibt fur die Myeloperoxidase noch andere Substrate, beispielsweise
Thiocyanat-lonen (SCN), lodid-lonen (I), die aber in ihrer oxidierten Form nur
bakteriostatische Eigenschaften aufweisen. Ebenso haben andere Peroxidasen des
Speichels im Bereich der gingivalen Tasche nur eine untergeordnete Rolle [Ihalin
et al., 1998]. Parallel dazu findet man in den aktivierten polymorphkernigen
Leukozyten (PMNL) auch noch weitere Substanzen mit oxidierenden
Eigenschaften, zum Beispiel Stickstoffmonoxid, Cytochrom P450-Enzyme,
Prostaglandin-Synthetase (COX).
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Die Myeloperoxidase wird im Zuge der Entwicklung der neutrophilen
Granulozyten im Stadium der Promyelozyten exprimiert. Nach dem Processing
im endoplasmatischen Retikulum (ER) liegt sie als reifes Enzym vor. Das Enzym
zeigt dabei die Struktur eines Tetramer, bestehend aus identischen Dimeren, die
jeweils ein Ham als prosthetische Gruppe in kovalenter Bindung enthalten. Das
H&moprotein ist in der Granula der PMNL gespeichert. In den neutrophilen
Granulozyten wird die Myeloperoxidase in den Priméarvesikeln aufbewahrt.
Zusétzlich findet sich auch noch Myeloperoxidase in Monozyten und Makropha-
gen. Die MPO wird dann wéhrend des ,respiratory burst“ sezerniert und in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H.0,) laufen die in Abbildung 2-8

dargestellten Reaktionen ab:

HOCI Ck AH A'+H'
MP3* + H,O, Compound 1&4 Compound II
(MP**H,0,) (MP2* H,0,)
07 H'+A AH

Abb. 2-8: Oxidationswege der MPO; AH ist ein Elektronendonar; MP ist die Myeloperoxidase; Die

Ladung gibt die Oxidationsstufe des Eisens innerhalb des Hamproteins Myeloperoxidase an

(modifiziert nach Neve et al., 2001)
Die eisenhaltige Myeloperoxidase wird durch einen 2-Elektronen-Schritt zu einer
Verbindung namens Compound | oxidiert. Dieses Compound | ist ein starkes
Oxidationsmittel, dass in Gegenwart von Chlorid-lonen (CI") zu hypochloriger
Séure (HOCI) und dem Ausgangsenzym Myeloperoxidase reagiert. Bei Abwesen-
heit von Chlorid-lonen entsteht aus dem Compound I durch eine 1-Elektronen-
Reduktion das inaktive Compound II.
Die Reaktionen der MPO sind komplex und vielgestaltig. So sind Chlorid-lonen
und Wasserstoffperoxid zwar fir den Ablauf der Reaktion notwendig, aber sie

inhibieren gleichzeitig das Enzym, wenn sie in zu hohen Dosen vorliegen.
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Zusétzlich wirken auch noch Azide und verwandte Verbindungen als Inhibitoren
far die Aktivitdt der MPO. Durch die Aktivitat der Peroxidase und der hypo-
chlorigen Sdure (HOCI) werden aromatische Amine, Hydrazine und
schwefelhaltige Verbindungen oxidiert. Dabei sind das Glutathion (GSH) und
Proteine mit Thiol-Gruppen bevorzugte Ziele fir diese Oxidation. Besonders
empfindlich reagiert die, in Endothelzellen enthaltene, Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Sie wurde aufgrund dieser hochsensiblen
Reaktion als Marker fir oxidativen Stress vorgeschlagen. Parallel dazu werden
durch die hypochlorige Saure (HOCI) aromatische Amine zu langlebigen Mono-
und Di-Chloraminen chloriert. Mono- und Di-Chloramine sind ebenso wie die
hypochlorige Saure ein starkes Oxidationsmittel und wirken damit zytotoxisch.
Weiterhin kommt es zur Reaktion der hypochlorigen Sdure (HOCI) mit
Nukleotiden und DNA, was zu verdnderten Nukleotiden und Doppel-
strangbruchen fihrt. Die Proteine der Zellmembran werden durch die Reaktion
der HOCI mit Cystein-Resten, Methionin-Resten und N-terminalen Aminoséuren
irreversibel quervernetzt.

Die gesamten aufgefuhrten Reaktionen sind an den bakteriziden Effekten
beteiligt. Die Fahigkeit der HOCI schon in niedrigen bis mittleren Dosen Apop-
tose oder zumindest einen ,,growth arrest* in Endothelzellen zu bewirken, ist erst
seit kurzem bekannt [Pullar et al., 2000].

Durch das Wirken der vermehrt gebildeten Oxidantien auf einen a;-Protease-
Inhibitor werden auf indirektem Wege die Enzyme Elastase und Collagenase akti-
viert. Bestatigt wurde dieser Zusammenhang durch eine Studie von Yamalik et
al., die in einer Gruppe gesunder Probanden im Vergleich zu einer Gruppe von
Parodontitis-Patienten eine niedrigere totale Elastase- und MPO-Aktivitat
feststellte ['Yamalik et al., 2000].
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2.3.1 Polymorphismen der Myeloperoxidase

Das Gen fiir die humane Myeloperoxidase ist auf dem Chromosom 17 lokalisiert
[Chang et al., 1990]. Die komplette Gensequenz der Myeloperoxidase wurde
1989 durch eine amerikanische Forschungsgruppe verdffentlicht [Johnson et al.,
1989]. Die Positionsangaben in dieser Arbeit beziehen sich auf das, von dieser

Arbeitsgruppe verwendete, Nummerierungssystem.

Bei der Myeloperoxidase sind mehrere Polymorphismen bekannt. So existiert in
der proximalen Region des 5’-Endes ein Abschnitt, der sich tber die Basenpaare
-1088 bis +11 erstreckt [Austin et al., 1995]. Der Abschnitt enthédlt den minimalen
Promotor und weitere Elemente, die die Aktivitat des Promotors verstarken. Der
minimale Promotor ist in dem Bereich -128 bis +11 enthalten. Im Bereich der
Positionen nahe -90 und -40 binden gewebsspezifische Kernproteine. Die
Bindungsstelle fir die RNA-Polymerase befindet sich an der Position -25. Die
einzelnen Regionen, welche die Aktivitat des Promotors verstarken, liegen weiter
strangaufwarts. Anhand von Transfektionsexperimenten wurde eine, mit der
GroRe des Promotorsstiicks zunehmende, Gewebsspezifitat entdeckt.

1996 wurde von derselben Forschergruppe eine Haufung von sieben Bindungs-
stellen fur Kernproteine innerhalb eines 600 Basenpaaren (bp) groRen Abschnitts
der 5’-Region beobachtet [Zhao et al., 1996]. Eine der beschriebenen Bindungs-
stellen liegt zwischen den Basenpaaren -466 und -425. Hier wurde bei der
Mehrzahl der Patienten mit Akuter Myeloider Leukdamie (AML) ein Basenaus-
tausch der Base Adenin durch Guanin beobachtet. Dieser Polymorphismus (G =
A) an der Stelle -463 schien aber in dieser Studie keinerlei Einfluss auf die
Expression des MPO-Gens zu haben. Die Autoren kamen jedoch aufgrund von
Experimenten mit CAT-Reportergenen zu der Vermutung, dass der gesamten

Bindungsstelle eine inhibitorische Wirkung fiir die Genexpression zukommt.
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Aus der Arbeit einer anderen amerikanischen Forschergruppe stammen weitere
Erkenntnisse zu diesem Polymorphismus [Piedrafita, et al. 1996]. So liegt die
Stelle des Basenaustauschs innerhalb einer etwa 300 Basenpaare langen Alu-
Sequenz, die sich Uber die Positionen -205 bis -505 erstreckt. Diese Alu-
Sequenzen sind wahrscheinlich generell Orte der Genregulation. An den Positio-
nen -436 bis -467 innerhalb der Sequenz findet sich ein HRE (hormone response
element), das ,,direct repeat” (DR) enthélt. DR sind sich wiederholende Basenfol-
gen, hier in der Form von vier Hexameren. Dabei bilden jeweils das erste und das
zweite Hexamer sowie das dritte und das vierte Hexamer eine Bindungsstelle fur
Rezeptoren der Vitamin A-S&ure (RAR). Das zweite und dritte Hexamer ergeben
zusammen eine Bindungsstelle fiir Rezeptoren der Schilddriisenhormone (TR).
Hierbei kommt es zu einer Uberlagerung der beiden erstgenannten und der letzte-
ren Bindungsstelle an zwei Orten. Die polymorphe Stelle befindet sich an
Position 5 des ersten Hexamers, die der Position -463 in der Gensequenz von
Johnson et al. (1989) entspricht. Das bedeutet, dass die Position innerhalb der
Bindungsstelle des einen RAR liegt, sich gleichzeitig jedoch auRerhalb der
Bindungsstelle der TR befindet. Durch Experimente mit CAT-Reportergenen bei
Zugabe von RAR und Vitamin A-Sdure wurde bewiesen, dass ein Guanin in der
Position -463 die Transkription des Gens in starkerem Malle aktiviert als im
Vergleich zu einem Adenin an dieser Stelle. Da der Polymorphismus auch im
Bereich der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors Spl mit der
komplementaren Basensequenz GGCGGG liegt, flihrt das Vorhandensein eines
Guanins an der Position -463 zu einer optimaleren Bindung des
Transkriptionsfaktors. Daraus folgt die erhohte transkriptionale Aktivitat. Wie
schon in den Ergebnissen von Johnson et al. (1989) erwahnt, fand sich gerade bei
Patienten mit Akuter Myeloider Leuk&mie der Genotyp mit einem Guanin an der
Position -463.
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Fur die Verteilung des Genotyps beziliglich der Position -463 des MPO-Gens
wurde in der amerikanischen Bevolkerung eine Frequenz von 61 % Homozygote
des Typs G/G, 33 % Heterozygote und 6 % Homozygote der Kombination A/A
gefunden [Reynolds et al., 1997]. Diese Verteilung entspricht der Normalver-

teilung entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz.

2.3.2 Polymorphismen der Myeloperoxidase und Parodontitis

marginalis

Es ist bekannt, dass es aufgrund des G/G-Genotyps (Position -463) der
Myeloperoxidase zu einer erhdhten Expression des Enzyms kommt [Johnson et
al., 1989; Nagra et al., 1997]. Gleichzeitig zeigen Studien, dass sich schwere
Formen der Parodontitis durch einen erhohten Gehalt an Myeloperoxidase in der
GCF auszeichnen [Cao et al., 1989; Over et al., 1993; Yamalik et al., 2000].
Diese Ergebnisse aus unterschiedlichen Studien lassen darauf schliel3en, dass der
G/G-Genotyp an Position -463 des MPO-Gen auch einen Einfluss auf den
Progress und die Schwere der Parodontitis hat. Dieser Zusammenhang wurde
durch Ergebnisse aus der Bevdlkerungsquerschnittstudie ,,Study of Health in
Pommeria“ (SHIP) belegt. Hier fand man fiir den A/G-Genotyp und A/A-Genotyp
des MPO-Gens eine protektive Wirkung beziiglich der Schwere der Parodontitis
[Meisel et al., 2002]. Diese Assoziation ist allerdings nur fur nicht rauchende
Frauen signifikant. Bei weiblichen Raucherinnen kommt es jedoch zu einer
Reduktion des rauchbedingten Erkrankungsrisikos. Fur ménnliche Probanden
lieBen sich solche Assoziationen nicht finden, sodass ein Zusammenhang mit

weiblichen Sexualhormonen diskutiert wird [Meisel et al., 2002].
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2.3.3 Polymorphismen der Myeloperoxidase und systemische

Erkrankungen

Osterreicher et al. (2005) fanden in einer Studie unter Patienten mit erblicher
H&mochromatose eine positive Assoziation zwischen dem G/G-Genotyp an der
Position -463 der Myeloperoxidase und dem Auftreten von Leberzirrhose [Oster-
reicher et al., 2005]. Bei Patienten mit dem Krankheitsbild der Akuten Myeloiden
Leukamie war der G/G-Genotyp Uberreprasentiert, so wurde in zwei Subtypen der
AML bei 79 % bis 82 % der Patienten der G/G-Genotyp beobachtet [Reynolds et
al.,, 1997]. Weiterhin wurde eine geschlechtsspezifische Ungleichverteilung
bemerkt. Bei Frauen in den beiden Subtypen trat der G/G-Genotyp haufiger auf
als bei Mannern. Parallel dazu wurde eine Abstufung der mRNA-Mengen in
Abhéangigkeit vom Genotyp festgestellt. So wiesen Patienten mit dem G/G-
Genotyp die héchste Menge an mRNA und MPO Protein gegeniber den beiden
anderen Genotypen (G/A und A/A) auf. Die mRNA-Mengen des Genotyps G/G

waren im Vergleich zum A/A-Genotyp um den Faktor drei erhéht.

Bei Multipler Sklerose (MS) - einer entzlindlichen Erkrankung des Zentral-
nervensystems infolge des, durch Zytokin aktivierten und von Makrophagen und
Mikroglia gesteuerten Abbaus der Myelinschicht — wurde ein klarer genetischer
Einfluss gefunden. Man fand bei Frauen mit Multiples Sklerose mit einer
Frequenz von 74 % eine Haufung des G/G-Genotyps gegeniber der normal-
verteilten Frequenz von 61 % [Nagra et al., 1997]. Zusatzlich wurde bei Patienten
mit G/G-Genotyp des MPO-Gens an der Position -463 ein schnellerer Progress
der Krankheit bei gleichzeitig starkerer Schédigung beobachtet. Durch welche
Mechanismen und Regulationswege in den Makrophagen und Mikroglia die
Expression der MPO beeinflusst wird, ist noch unbekannt. Aufgrund der
Beobachtungen vermutet man in der Expression der MPO einen Risikofaktor flr

die Entstehung der Multiplen Sklerose bei Frauen. Fur Méanner konnte dieser
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Zusammenhang nicht nachgewiesen werden [Nagra et al., 1997]. Zakrzewska-
Pniewska et al. (2004) wiesen ebenfalls diese Assoziation bei Patienten mit
Multipler Sklerose zwischen dem MPO Polymorphismus und der Schadigung der
Nervenfasern [Zakrzewska-Pniewska et al., 2004] nach. Dabei scheint auch hier
der G/G-Genotyp der MPO (Position -463) ein stark modifizierender Faktor fur

den Progress der Krankheit zu sein.

Fir das Krankheitsbild des Morbus Alzheimer, das durch Plagueablagerungen aus
Amyloid Beta (Ap) im zerebralen Cortex gekennzeichnet ist, wurde eine Haufung
von aktivierten Makrophagen um die Plaqueablagerungen herum gefunden. Dabei
werden scheinbar die Ablagerungen von AP durch oxidierende Radikale, die auch
durch MPO gebildet werden, beginstigt. Der Einfluss der MPO auf die
Plaqueablagerung tiber MPO-positive Mikroglia in unmittelbarer Nahe der Plaque
wurde durch eine amerikanische Forschergruppe nachgewiesen [Reynolds et al.,
1999]. Dabei induziert AB wahrscheinlich auch die MPO Expression in den
Mikroglia. Es zeigte sich mit einer Frequenz von 73 % eine Haufung des G/G-
Genotyps bei Frauen mit Morbus Alzheimer. Da bei mannlichen Patienten mit
Morbus Alzheimer der G/G-Genotyp (48 %) unterrepréasentiert ist, kann man vom
G/G-Genotyp als einem geschlechtsspezifischen Risikomarker fur den Morbus
Alzheimer sprechen. In der Studie von Zappia et al. (2004) wurde ein verringertes
Erkrankungsrisiko am spontanen Typ des Morbus Alzheimer bei Patienten mit
dem G/G-Genotyp der Myeloperoxidase festgestellt [Zappia et al., 2004]. Bei
Kombination des Genotyp G/G der MPO (Position -463) und einer Valin/Valin
Sequenz innerhalb des Alpha2-Makroglobulin (A2M) kam es zu einem weiteren
Absinken des Risikos.

In verschiedenen Studien wurde eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus
der MPO und dem Krebsrisiko diskutiert. Dabei sind die Ergebnisse der Studien

sehr widersprichlich. In den Ergebnissen der Studie ,,Long Island Breast Cancer
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Study Project (1996-1997)“ bemerkte Ahn et al. (2004) einen signifikanten
Anstieg der Brustkrebs-Risikos bei Frauen vor der Menopause fur den G/G-
Genotyp gegenuber den Genotypen A/A und A/G [Ahn et al., 2004; Ambrosone
et al., 2005]. Olson et al. vermuteten im Polymorphismus der MPO einen
maoglichen genetischen Faktor fur die Entwicklung von Krebs der Ovarien, der
aber durch weitere Studien bestatigt werden sollte [Olson et al., 2004].

Liu et al. (2004) und Misra et al. (2001) fanden in ihren Arbeiten keine
Assoziation zwischen dem MPO Polymorphismus und Lungenkrebs [Liu et al.,
2004; Misra et al., 2001], wéhrend Van Schooten et al. (2004) ein geringeres
Erkrankungsrisiko fur die Genotypen A/A und A/G gegenuber dem G/G-Genotyp
der Myeloperoxidase feststellten [Van Schooten et al., 2004]. Misra et al. (2001)
stellten jedoch fiir den MPO-Genotyp mit mindestens einer Adenin-Base ein
erhdhtes Lungenkrebsrisiko in der Gruppe é&lterer, mannlicher Probanden fest
[Misra et al., 2001]. Dies l&sst die Autoren die Vermutung formulieren, dass sich
altersbedingt die Tumorabwehr verschlechtert und damit der Abwehr der Tumore
durch PMNL eine groflere Bedeutung zukommt. Individuen mit dem G/G-
Genotyp hatten in diesem speziellen Fall dann einen Uberlebensvorteil. In
mehreren anderen Studien wurde im Zusammenhang mit Lungenkrebs eine
protektive Wirkung des A/A-Genotyp des MPO-Gens an der Position -463 flr die
Entstehung von Lungenkrebs nachgewiesen [London et al., 1997; Le Marchand,
2000]. Dabei gibt es scheinbar eine Abstufung des Risikos innerhalb der drei
maoglichen Genotypen des MPO-Gens. So fand man bei Individuen mit dem G/A-
Genotyp ein geringeres Risiko im Vergleich zu Patienten mit dem G/G-Genotyp
[Cascorbi et al., 2000]. Diese protektive Wirkung aufgrund des Vorhandensein
mindestens eines Allels mit Adenin wurde in einer anderen Studien
geschlechtsspezifisch nur bei Mannern beobachtet [Schabath et al., 2002]. Als
Ursache fur diesen Effekt werden daraus folgende Unterschiede in
physiologischen Mechanismen, z.B. der Aktivierung von Carcinogenen,

diskutiert. Im einer Rezension verschiedener Veroffentlichungen Uber die Rolle
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des Polymorphismus der MPO im Zusammenhang mit dem Lungenkrebsrisiko
kritisiert Wu et al. (2003) die unterschiedlichen Ausgangskriterien und die
Verwendung von unvollstandigen Untersuchungsreihen und Null-Studien, da
diese zu den unterschiedlichen Ergebnissen fihren wiirden [Wu et al., 2003].
Daher empfiehlt er weitere Untersuchungen zur Klarung der Rolle des MPO

Polymorphismus.

In einer kanadischen Studie Uber Patienten mit koronarer Herzkrankheit waren
Patienten mit mindestens einem A-Allel auf dem MPO-Gen unterreprasentiert
[Nikpoor et al., 2001]. Dies legt den Verdacht nahe, dass der A/A- und der A/G-
Genotyp einen protektiven Faktor bei der Erkrankung darstellen. In einer Studie
von Makela et al. (2004) wurde eine Verbindung zwischen dem G/G-Genotyp
(Position -463) der Myeloperoxidase und einer geringeren koronaren Flussreserve
(CFR) beobachtet, die mitverantwortlich fir eine Minderversorgung des Herz-
muskels ist [Makela et al., 2004]. Der genaue Mechanismus der MPO, der zur
Senkung der CFR fihrt, ist noch unbekannt, aber es wird eine endotheliale
Dysfunktion auf Grundlage einer, durch den Genotyp der MPO modifizierten,
chronischen Entziindung vermutet. So stellten Fiebeler et al. (2004) fest, dass es
weder zwischen dem Polymorphismus der MPO und der MPO-ANCA (anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies) bedingten Vaskulitis noch zwischen dem
Poly-morphismus der MPO und der PR3-MPO (Protein3) bedingten Vaskulitis
eine urséchliche Verbindung gibt [Fiebeler et al., 2004].

Buraczynska et al. (2004) fanden bei einer Untersuchung von Dialyse-Patienten
mit diabetischer Niereninsuffizienz ein signifikantes Ungleichgewicht in der
Genotyp-Verteilung der MPO (Position -463), deren Bedeutung fir die
diabetische Niereninsuffizienz noch unbekannt ist und weiterer Untersuchungen
bedarf [Buraczynska et al., 2004].
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Nach Ergebnissen von Costa et al. (2005) stellt der Polymorphismus der MPO an
der Position -463 einen wichtigen, genetisch modulierenden Faktor fir das Risiko
einer Infektion bei Patienten mit Sichelzellandamie dar [Costa et al., 2005]. So sind
die Genotyp-Varianten A/A und A/G signifikant hdufiger mit schweren
Infektionen verbunden und gleichzeitig sinkt die Fahigkeit der neutrophilen

Granulozyten zur Abwehr von Erregern wie Candida Albicans.

Trotz der aufgefuhrten Studien sind die mdoglichen Zusammenhénge zwischen
dem Polymorphismus der MPO und systemischen Erkrankungen noch weitest-

gehend unerforscht.
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3. Material und Methoden

3.1  Studiendesign und Probandengruppen

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden am Probandengut der SHIP-0
Studie der Ernst-Moritz-Arndt Universitat Greifswald vorgenommen. Alle Pro-
banden der Altersgruppe 40 - 60 Jahre wurden hinsichtlich der Polymorphismen
des IL-1 Clusters und des MPO-Polymorphismus untersucht, wozu Proben geno-

mischer DNA von diesen Probanden gewonnen wurden.

Die ,,Study of Health in Pomerania“ (,,SHIP*) wurde in der Region Vorpommern
im Nordosten Deutschlands, mit einer Population von 210.000 Einwohnern
durchgefuhrt. Das Ziel dieser epidemiologischen Querschnittsstudie einer ganzen
Region war es, innerhalb von 3 Jahren bei den ausgewéhlten Teilnehmern die
H&ufigkeit und  Verteilung  einer  Vielzahl  von Erkrankungen
(Herzkreislauferkrankungen, neurologische Erkrankungen, Diabetes,
Erkrankungen des Zahn- und Kauapparates) sowie potentieller Risikofaktoren zu
untersuchen [John et al., 2001]. Diese Studie lieferte damit den Grundstock von
Daten  fir  weitere  wissenschaftliche  Projekte im  Rahmen  des
Forschungsverbundes ,,Community Medicine”. Die ausgewdéhlten Probanden
waren alle Kaukasier, zwischen 20 und 80 Jahre alt und stammten, entsprechend
einer reprasentativen Zufallsstichprobe, aus 3 Stadten und 29 Gemeinden der
Region Vorpommern. In insgesamt zwolf 5-Jahren-Altersgruppen wurden pro
Geschlecht 292 Teilnehmer nach dem Zufallsprinzip aus den Karteien der
Einwohnermeldedmter gezogen. Dies waren dann insgesamt 7008 Probanden.
Nach Abzug aller verstorbenen und weggezogenen Personen ergab sich eine Zahl
von 6267 geeigneten und tatséchlich verfugbaren Probanden. Endgultig wurden
dann in der SHIP-0 Studie 4290 Probanden untersucht, was einer Response-Rate

von 685 % aller ausgewahlten  Probanden  entspricht.  Die
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Untersuchungsmethoden schlossen EKG, Somatometrie, Echokardiographie,
Lebersonographie, Karotis- und Schilddriisensonographie, Blutdruckmessung,
Laboranalytik sowie ein computergestiitztes Interview und die Beantwortung
eines Fragebogens ein. Das Qualitdtsmanagement der Studie lehnte sich an
Zertifizierungsnormen wie die der ISO 9000 an. Ein Qualitatssicherungsteam
wurde eingesetzt. Eine externe Priifung geschah durch das ,,Data Safety and
Monitoring Committee* (DSMC), das dann die vorgelegten Daten fur andere
Forschungsprojekte freigeben konnte [Lidemann et al., 2000; John et al., 2001].
Des Weiteren erfolgte eine umfangreiche zahnmedizinische Untersuchung.
Zahnzahl, Sondierungstiefe, Attachmentverlust, Plague und Bluten galten hierbei
als Kriterien zur Beurteilung der Zahngesundheit der Probanden. Durch geschulte
und kalibrierte Zahnérzte wurde die parodontale Untersuchung vorgenommen
und die Daten wurden sofort elektronisch erfasst. Diese Untersuchung wurde
entweder in den rechten (I und 1V) oder linken Quadranten (II und III)
durchgefiihrt, wobei die Seite von Teilnehmer zu Teilnehmer gewechselt wurde.
Dabei wurden die dritten Molaren nicht beriicksichtigt. Die Daten fur
Taschentiefe und Attachmentverlust wurden mit einer parodontalen Sonde (PCP
11, HuFriedy) mesiobuccal, distobuccal, midbuccal und midlingual bei jedem
ausgewahlten Zahn erhoben. Die Messungen wurden auf ganze
Millimeterangaben gerundet.

Zum Zeitpunkt der Auswertung, Mitte 2004, waren die Daten von allen
untersuchten 4290 Probanden von der DSMC freigegeben. In dieser Population
standen Daten ber Alter, Bildung, Diabetes sowie auch Aussagen zum Rauchen
zur Verfiigung. Die Tabelle 3-1 gibt einen Uberblick iiber alle relevanten Daten,

soweit sie Parodontitis relevant sind.
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Tab. 3-1: Charakteristik der untersuchten Probanden; Haufigkeiten, Mittelwerte bzw. Mediane einer Auswahl der
Parameter, die von den Teilnehmern der ,,SHIP 0 Studie erhoben wurden

Manner Frauen p
Zahl der Probanden* 726 820 -
Alter, Median (range 40-60) 50.1 50.2 n.s.
Zahnzahl, Median** 22 21 0.024
% Attachmentverlust > 3mm, Median (IQR) 60.5+£52.8 | 46.8+49.6 <0.0001
% Attachmentverlust > 4mm, Median (IQR) 29.2+51.1 17.3+415 <0.0001
% Taschentiefe > 4mm, Median (IQR) 125+ 25.2 6.8 +16.8 <0.0001
Taschentiefe, Mittelwert + SD in mm 26+0091 24x0.74 <0.0001
Raucher (jemals/ nie) 489 /237 289 /531 <0.0001***
»packyears* (alle), Mittelwert + SD 15.8+18.0 51+95 <0.0001
Diabetiker 68 42 0.0012***
BMI, Median (IQR) 279+5.2 268+ 7.0 <0.0001
Abitur (%) 129/21,6% | 129/18,7% n.s.***

*von 1515 der 1546 Probanden stand DNA zur Verfiigung

** ausgeschlossen die dritten Molaren
*** y2.Test

3.2 Parameter der Parodontitis

Zur Einteilung der Probanden in ,,Gesunde* und ,,Kranke* lassen sich in der Lite-

ratur zahlreiche, unterschiedliche diagnostische Ansétze finden. Um eine will-

kirliche Untergliederung zu verhindern, wurde eine statistische Klassifikation

entwickelt, die ausschlieRlich auf Perzentilen beruht. Hierbei wurden der Median

bzw. die Quartile bestimmter Parameter (Zahnanzahl, Attachmentverlust, Son-

dierungstiefe) als TrennmaRe fiir die Parodontitis genutzt.

Als Referenzpunkte fir die Messung des Attachmentverlustes dienten die

Schmelz-Zement-Grenze und der sondierbare Taschenboden. Dagegen wurden

bei der Sondierungstiefe der Gingivarand und der sondierbare Taschenboden als

Referenzpunkte verwendet (Abbildung 3-1).
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CEJ: Zahnschmelz-Zementgrenze
GR: Gingivarand

AV: Attachmentverlust

ST:  Sondierungstiefe

AK:  Alveolarknochen

LA
W\

nar/"yy

Abb. 3-1: Definition von Attachmentverlust und Sondierungstiefe (nach Ketterl et. al, 1990)

Das Ausmal? der Parodontitis wurde als Prozentsatz der gemessenen Zahnflachen
einer Person definiert, der die Bedingung eines festgelegten Wertes tiberschreitet.
Die Grenzwerte fur Attachmentverlust und Sondierungstiefe wurden mit >4 mm
bzw. > 3 mm definiert. Als Schwere der Parodontitis wurde dagegen der Mittel-

wert von Attachmentverlust bzw. Sondierungstiefe angegeben.

3.3.  Genotypisierung von IL-1a, IL-1g, IL-1Ra und MPO

Fur die Genotypisierungen standen die DNA-Proben zur Verfligung, die aus dem

SHIP-0 Pool auf Antrag freigegeben wurden.

3.3.1 Standardprotokolle fur die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Untersuchung der Gene fir die IL-1a, IL-1B, IL-1Ra und MPO wurden
von jeder DNA-Probe fiinf PCR’s mit unterschiedlichen Ansétzen durchgefiihrt.
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PCR fiir IL-1a Position —889

PCR-Ansatz:

10 x Reaktionspuffer 2.50 pl
Magnesiumchlorid (25 mM) 2.50 ul
dNTP-Mix (BIOzym 2.5 mM je NTP) 2.50 pl
Primer IL-1a -889_for (25 uM) 0.50 pl
Primer IL-10. —889_rev (25 uM) 0.50 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0.10 ul
DNA 0.50 pl
Agua bidest. ad 25.00 pl

PCR fir IL-1p Position -511

PCR-Ansatz:

10 x Reaktionspuffer 2.50 pl
Magnesiumchlorid (50 mM) 0.75 ul
dNTP-Mix (BIOzym 2.5 mM je NTP) 1.00 pl
Primer IL-1p -511_for (25 pM) 0.50 pl
Primer IL-1B -511_rev (25 pM) 0.50 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0.10 ul
DNA 0.50 pl

Agua bidest. ad 25.00 pl

PCR-Programm:

85 °C vorheizen

93 °C, 3 min
93°C,30s 1
55°C,30s |35 2Zyklen
72°C,20s 4

72 °C, 5 min

4°Cw

PCR-Programm:

85 °C vorheizen

93 °C, 3 min
93°C,30s 1
58°C,30s  |352Zyklen
72°C,20s 4

72 °C, 5 min

4°Cw
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PCR fir IL-1p Position +3954

PCR-Ansatz:

10 x Reaktionspuffer 2.50 pl
Magnesiumchlorid (50 mM) 0.75 ul
dNTP-Mix (BIOzym 2.5 mM je NTP) 1.00 pl
Primer IL-1p +3954_for (25 uM) 0.50 pl
Primer IL-18 +3954_rev (25 uM) 0.50 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0.10 ul
DNA 0.50 pl
Agua bidest. ad 25.00 pl

PCR fir IL-1Ra

PCR-Ansatz:

10 x Reaktionspuffer mit 15 mM Mg?* 2.50 ul

Magnesiumchlorid (50 mM) 0.75 ul
dNTP-Mix (BIOzym 2.5 mM je NTP) 1.00 pl
Primer IL-1Ra_for (25 puM) 0.50 pl
Primer IL-1Ra_rev (25 uM) 0.50 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0.10 ul
DNA 0.50 pl

Agqua bidest. ad 25.00 pl

PCR-Programm:

85 °C vorheizen

93 °C, 3 min
93°C,30s 1
58°C,30s  |352Zyklen
72°C,20s 4

72 °C, 5 min

4°Cw

PCR-Programm:

85 °C vorheizen

93 °C, 3 min
93°C,30s 1
56 °C,30s  |352Zyklen
72°C,20s 4

72 °C, 5 min

4°Cw



3. Material und Methoden

59

PCR fiir MPO Position -463

PCR-Ansatz:

10 x Reaktionspuffer
Magnesiumchlorid (25 mM)

DMSO 99,9%

dNTP-Mix (BIOzym 2.5 mM je NTP)
Primer MPO -463_for (25 pM)
Primer MPO -463_rev (25 uM)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

DNA

Aqua bidest.

2.50 pl
1.60 pl
1.00 pl
1.00 pl
0.50 pl
0.50 pl
0.10 pl
0.50 pl

ad 25.00 pll

PCR-Programm:

85 °C vorheizen

94 °C, 3 min
94°C,30s 1
57.6°C,30s |35 2Zyklen
72°C,30s 4

72 °C, 7 min

72 °C, 5 min

4°C o

Die flr die PCR verwendeten Primerpaarungen sind in der Tabelle 3-2 zusam-

mengestellt. Alle verwendeten Primer wurden im Institut fir Biochemie der

Ernst-Moritz Arndt Universitat Greifswald synthetisiert.
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Tab. 3-2: Charakterisierung der verwendeten Primer
Primer * Sequenz nach Sequenz 5°> 3’ Position
IL-1a -889_for modifiziert nach -TGT TCT ACC ACC TGA ACT AGG C - -471
MCDOWELL etal.,

IL-10.—889_rev -TTACAT ATGAGCCTT CCATG - - 569
1995

IL-1B -511_for DI GIOVINE et al., -TGG CAT TGATCT GGT TCATC - -1231
1992

IL-18 -511_rev -GTT TAGGAATCTTCCCACTT - - 1536

IL-1p +3954_for DI GIOVINE et al., -CTC AGG TGT CTT CGA AGA AAT CAAA - + 5778
1996

IL-1p +3954_rev -GCTTTTTTGCTG TGA GTC CCG - +5971

IL-1Ra_for TARLOW et al.., -CTC AGC AAC ACT CCT AT - + 8868
1993

IL-1Ra_rev -TCC TGG TCT GCA GGT AA - + 9279

MPO -463_for modifiziert nach - CGG TAT AGG CAC ACAATG GTG AG - -763

REYNOLDS et al.,

MPO —463_rev -GCAATG GTT CAAGCGATTCTTC- -419

1997

Die PCR-Ansatze wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ausgewertet.
Dabei wurden folgende Gele verwendet:

— 4%, 3.5% oder 3%-iges Gel: 20.0 g, 17.5 g oder 15.0 g Agarose

in 500 ml 1 x TBE

Einstellung auf eine Ethidiumbromid-

konzentration von 0.01 %

Die Agarose wurde in 500 ml 1 x TBE gegeben und dann durch mehrfaches
Erhitzen in Losung gebracht, auf eine Ethidiumkonzentration von 0.01 % einge-
stellt und in den Geltrager mit den Kdmmen eingefullt. Vor dem Auftragen der zu
trennenden Proben wurden diese mit 1/10 Volumen Bromphenolblaulésung
(Tracker) versetzt.

Mit Hilfe eines UV-Fluoreszenz-Transilluminators erfolgte die Detektion der

Banden nach der Gelelektrophorese. Dabei regt das UV-Licht die mit
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Ethidiumbromid interkalierten DNA-Fragmente zur Fluoreszenz an und ermég-
licht somit die Erfassung und Darstellung der Banden durch eine digitale Kamera.

Mit Hilfe eines Photodruckers wurden die so erzeugten Bilder ausgegeben.

3.3.2 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse

Anhand der Empfehlungen des Herstellers New England Biolabs© wurden die in
Tabelle 3-3 aufgelisteten Ansétze flr die Restriktion der DNA-Fragmente opti-

miert.

Tab. 3-3: Restriktionsansatze fiir die verschiedenen PCR-Produkte

untersuchte Position IL-1a -889 | IL-1p -511 | IL-1p +3954  MPO -463
verwendetes Enzym Nco 1 10 U/ul | Ava l 10 U/ul | Taqg 120 U/ul Acil 10 U/ul
PCR-Produkt 125l 12.5 pl 125l 18.0 pl
10 x Puffer 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul
Enzym 0.5 pl 0.5 ul 0.5 ul 0.5 pl
Agua destilla ad 12.5 ul 125 ul 125 ul 4.0 ul
Temperatur der Inkubation 37°C 37°C 65 °C 37°C
Inkubationszeit Uber Nacht Uber Nacht Uber Nacht Uber Nacht

Die Muster der Banden der Restriktionsanalyse wurden ebenfalls nach einer
Gelelektrophorese mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht. Nach dem
charakteristischen Bandenmuster der Restriktion eines jeden PCR-Produkts
wurde der Genotyp bestimmt, je nachdem, ob der Wildtyp (*1/*1) oder eine der
Genvarianten heterozygot (*1/*2) bzw. homozygot (*2/*2) vorlag.

Die charakteristischen Bandenmuster flr die jeweils untersuchten Positionen sind

in den folgenden Abbildungen (Abbildungen 3-2 bis 3-5) dargestellt.
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*1/%1 *1/%2 22
Start —
1000 e
30 e— |
99 99
80 I N S
83 83
16 16

Abb. 3-2: Bandenmuster einer Restriktion mit Nco | fiir Position —889 des II-1a Gens

*1/*1 *1/*2 *2/*2
Start —
1000 —
500 — |
304 304
200 190 190
114 114
100 — — —

80 —

Abb. 3-3: Bandenmuster einer Restriktion mit Ava | fur Position —511 des 1l-1p Gens
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*1/*1 *1/*2 *2[*2
Start —
1000 —
300 —
200 182 182

100 — 97 97
80 —

85 85

12 12

Abb. 3-4: Bandenmuster einer Restriktion mit Taq | fur Position +3954 des II-13 Gens

*1/*1 *1/*2 *2/*2
Start —
1000 —
300 @ e—0 o | e 284
200 167 167
80 61 61 61

Abb. 3-5: Bandenmuster einer Restriktion mit Aci | fiir Position -463 des MPO Gens

Das IL-1Ra Gen wird polymorph exprimiert und existiert in mindestens flnf
verschiedenen Allelformen. Aufgrund der daraus folgenden unterschiedlichen
Lange der PCR Produkte reicht hier zum Nachweis der verschiedenen Allel-
formen eine Elektrophorese der PCR Produkte aus und es wird keine Restriktion

benétigt. Die Tabelle 3-4 zeigt die Grol3e der entstehenden Fragmente der PCR.
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Tab. 3-4: Charakterisierung der fiinf 1L-1Ra Allele, das ,,repeat” ist 86 bp lang

Allele Zahl der ,,repeats” GroRe der Fragmente in bp

Allel 1 4 412
Allel 2 2 240
Allel 3 5 498
Allel 4 3 326
Allel 5 6 584

In den folgenden Abbildungen 3-6 bis 3-10 werden Fotos der Gelelektrophoresen

nach Restriktionsverdau der DNA-Proben gezeigt.

Abb. 3-6: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktion mit Nco | zur Bestimmung des
Genotypes von IL-1a-889, M = 100bp DNA Ladder

M *1/*2 *1/*1 *1F20 <UL FLF2 *LFL *L*2 *2/*2

300
200

100
80

Abb. 3-7: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktion mit Taq | zur Bestimmung des
Genotypes von IL-1p +3954, M = 100bp DNA Ladder

*1F2 0 *UF1L *1/*20 *LFL *U*L *L*L KL UKL M
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e HEE

300
200

100
80

Abb. 3-8: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktion mit Ava | zur Bestimmung des
Genotypes von IL-1f-511, M = 100bp DNA Ladder

*20%2 FUF2 *2[*2 FLFL KU*L *2[*2 *1*2 *1U*2 M *1/*2

Abb. 3-9: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktion mit Aci | zur Bestimmung des
Genotypes von MPO —463, M = 100bp DNA Ladder

M *1/*1 *1/*2 *1/*2 *1r1 0 *1*1 M

Die Abbildung 3-10 zeigt eine Gelektrophorese einer PCR von DNA-Proben zur
Bestimmung des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten mit den entsprechenden
Genotypen. Da der IL-1Ra polymorph exprimiert wird erfolgte eine Kenn-
zeichnung des Genotyps in die Allelkombinationen *1/*1, *1/*2 und *2/*2
anhand der beiden Varianten Allel 2 (mit 2 ,repeats” und einer Fragmentgrofie
von 240bp) und Allel 4 (mit 4 ,repeats” und einer Fragmentgrélie von 412bp).
Allel 4 stellt den Wildtyp (*1) dar und Allel 2 die Variante (*2). Wurde eine
andere Allelform festgestellt, so erfolgte eine direkte Benennung durch den

Schlissel ,,Allel“ plus ,,Nummer*, zum Beispiel A1/A3.
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400

300
200

100

Abb. 3-10: Agarose-Gelelektrophorese nach PCR zur Bestimmung des
Genotypes von IL-1Ra, M = 100bp DNA Ladder

*1F1L *2%2 *1/*1 <11 <11 ALA3 *1/*L M

3.4  Statistische Verfahren

Bei den untersuchten Probanden wurden als klinisch messbare Parameter fiir den
Schweregrad der Parodontitis der Attachmentverlust (CAL), die Taschentiefe
(TT), das positive Sondierungsbluten und die Anzahl der vorhandenen Zahne
erfasst. Weder in der Literatur noch in der Zahnheilkunde finden sich definierte
Grenzwerte flr klinisch messbare Parameter, ab denen ein Patient im Bezug auf
die Parodontitis eindeutig als ,,krank* bzw. ,,gesund“ angesehen wird. Aufgrund
dieses Fehlens von klaren Grenzwerten wurden die Probanden zur Unterteilung in
die beiden Gruppen ,,gesund” bzw. ,.krank* anhand der klinisch erhobenen Para-
meter Attachmentverlust/Taschentiefe in vier Quartile untergliedert. Hierbei
befindet sich in jedem Quartil die gleiche Anzahl von Probanden. Per definitio-
nem gelten alle Probanden im 4. Quartil als , krank®“, hingegen werden die Pro-
banden im 1. und 2. Quartil als ,,gesund* klassifiziert. Die Probanden im 3.
Quartil wurden keiner der beiden Gruppen zugeteilt, um die Trennung zwischen
~krank* und ,,gesund“ schérfer zu ziehen und Uberschneidungen zu vermeiden.
Die Abbildung 3-11 zeigt beispielhaft die Einteilung in vier Quartile anhand des
Klinisch messbaren Parameters Taschentiefe > 4mm (TT4). Alternativ wurden
auch Trennungen am Median der Messwerte vorgenommen, um maglichst alle

Probanden zu erfassen.
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klinischer Parameter ,
Percentile

e 100%
25.0 + +~ 75%
9.0 + + 50%
2.2 + + 25%

Abb. 3-11: Einteilung in Quartile anhand eines Klinisch messbaren Parameters; Die beiden unteren grau
schraffierten Flachen (1. und 2. Quartil) stellen den hier so definierten Zustand ,,gesund“ dar. Die weile Flache
(3. Quartil) markiert den Grenzbereich und die obere grau schraffierte Flache (= 4. Quartil) zeigt den Zustand
»krank*.

3.4.1 Hardy-Weinberg-Gesetz

Die Haufigkeitsverteilung von Genotypen wird durch das Hardy-Weinberg-
Gesetz beschrieben. Es gilt fur einen begrenzten Querschnitt als auch fiir die
Dynamik in der Entwicklung Uber mehrere Generationen. Wenn bei einer
Zufallspaarung keine Selektion, Mutation oder Migration auftritt, dann sind Gen-
und Genotypfrequenzen innerhalb einer Population konstant. Das bedeutet nach
dem Hardy-Weinberg-Gesetz, dass eine Konstanz der Verhaltnisse wvon
Homozygoten und Heterozygoten fiir zwei Allele eines Genortes gegeben ist. Die
Formel lautet flr den Fall, dass die Frequenzen zweier Allele durch p und q

beschrieben werden:

p2+2pg+g2=1

Die Ubereinstimmung der tatsichlich beobachteten Genotypen mit dem
theoretisch zu erwartenden wird mittels des y2-Tests Uberprift. Der y2-Test ist
dabei ein Mal fir den Unterschied zwischen den beobachteten und den

erwarteten Ereignissen. Die Formel lautet dafir dann wie folgt:
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Z (observed — expected)?
= expected

Ergibt sich beim Vergleich der H&ufigkeiten von der theoretischen Zahl der
Genotypen und der tatsédchlichen Zahl kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
aller untersuchten Proben, so befindet sich die untersuchte Studiengruppe im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.  Die  Haufigkeiten wurden mit den

dazugehorigen Konfidenzintervallen angegeben (95 % C.1.).

3.4.2 Kontingenztafel — Berechnung der odds ratio

Die odds ratio wurde zur Beurteilung des Einflusses von bestehenden Risiko-
faktoren auf das Krankheitsgeschehen berechnet. Zur Erklarung der Begriffe odds
und odds ratio bedient man sich einer Vierfeldertafel (SELVIN, 1996), wie sie
Tabelle 3-5 zeigt.

Tab. 3-5: schematische Darstellung des Aufbaus einer Vierfeldertafel (SELVIN, 1996)

Kranke | Gesunde Summe

exponiert(exp) N; N> 2 Nexp

nicht exponiert exp) N3 N\ 2 Nnexp
Summe > Kranke | > Gesunde

Mit Hilfe dieser Tafel kann man dann das Risiko fir eine Erkrankung infolge der
Exposition durch einen Risikofaktor im Vergleich zu Nichtexponierten
berechnen. Dies bedeutet fir die odds:

_ N _Ns
Oddsexponiert = N, und oddshicht exponiert = N,
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Der Quotient aus 0ddSexponiert UNd 0ddSnicht exponiert €rgibt dann die odds ratio (OR),

wie es in der Abbildung 3-12 als Ubersicht dargestellt ist.

Krankeexp. N
Oddsexp. = Gesundeexp = N2
Krankey exp. N3
0ddsn exp. Gesundenexp. N
. OddSpr, Nl X N3
odds ratio: OR = 0dds, exp. T Nox Ny

Abb. 3-12: Formel zur Berechnung der odds ratio (OR)

Die OR ist ein vom Umfang der Stichprobe unabh&ngiger Parameter und wird
genutzt, um den Einfluss eines Risikofaktors auf die Inzidenz einer Krankheit
auszudriicken. Ist die OR = 1, dann besteht kein Zusammenhang zwischen dem
untersuchten Risikofaktor und einer Erkrankung. Dies bedeutet, dass der unter-
suchte Faktor tatsachlich kein Risiko fur das Auftreten der Erkrankung darstellt.
Ist das Ergebnis der Rechnung OR < 1, dann hat der untersuchte Faktor eine
protektive Wirkung fir die Krankheit. Analog gilt dann fur OR > 1, dass das

Erkrankungsrisiko steigt.

3.4.3 Logistische Regression

Sollen mehrere Einflussfaktoren als unabhdngige Variablen wie dichotome
(Faktor: vorhanden / nicht vorhanden) oder kontinuierliche Parameter verrechnet
werden, so nutzt man Modelle der multivariaten Analyse. Hier erhélt man dann

einen mathematischen Ausdruck fur die zusammengefasste Wirkung vieler
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Variablen, die dann als aufeinander adjustiert gelten. Die Grundstruktur eines

multivariaten Modells lautet:

Variable des Endzustandes = konstant + (B; x Variable;) + (B2 x Variabley) + ...

Dabei sind 1, B2, ... die Koeffizienten, die durch die Daten bestimmt werden und
Variable;, Variable,, ... sind préadikative Variablen, die mit dem Endzustand in
Beziehung stehen konnten. Allgemein gelten pradikative Variablen als Marker,
mit denen eine Krankheit noch vor ihrem Ausbruch festgestellt wird, oder
richtiger, vorhergesagt werden kann. Wird die odds ratio (OR) mittels logistischer
Regression berechnet, gilt dabei folgende Annahme:

p
odds ratio = (1-P)

Hierbei steht P fur die Wahrscheinlichkeit (probability). Daraus folgt die Glei-

chung fir die logistische Regressionsanalyse:

P
In { 1-p } = konstant + B1X1 + BzXz + BgX3+

Die Risiko-(Expositions-) Faktoren bzw. weitere unabhéngige Variablen werden
durch die x-Variablen dargestellt und B stellt den jeweiligen Koeffizienten dar.
SchlieRt das dazugehorige 95 %-Konfidenzintervall den Wert 1 nicht ein, so ist
der Einfluss signifikant. Der Wert 1 ist definiert als derjenige Wert, bei dem das
Risiko fir den Eintritt des Ereignisses flr Exponierte und nicht Exponierte genau
gleich grof ist.

Mit Hilfe von Trendanalysen — linearen Regressionsgleichungen — wurde getestet,
ob bei einer Zunahme der Exposition auch die odds ratio zwischen betroffenen
und nicht betroffenen Probanden gleichformig zunimmt. Lineare Regressions-

gleichungen sind definiert durch die Formel:
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y =a+bx

Hierbei wird der odds ratio natirlich ein gewisses Grundrisiko zugrunde gelegt.
Die verschiedenen moglichen Allelkombinationen wurden als Risikofaktoren fur

eine Prédisposition fur die Parodontitis definiert.

OR

1/1 172 272
Allel

Abb. 3-13: Schema einer linearen Regressionsgleichung (,, Trendanalyse*) der Form y = a + bx

Die Trendanalyse ergibt einen y>-Wert mit einem Freiheitsgrad, wobei auch hier
ab p < 0.05 Signifikanz angenommen wurde. Das heil3t, dass dann ein Hinweis
auf einen Trend bei steigenden, aufeinander folgenden Expositionsgraden
vorliegt. In dieser Arbeit wurde fiir den Vergleich dreier Genotypen der Kruskal-

Wallis Test angewandt.
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4, Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Genotypisierungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Genotypisierungen fur alle Probanden

der SHIP-Studie im Altersbereich 40 bis 60 Jahre zusammengefasst.

Tab. 4-1: Allelhdufigkeiten mit Konfidenzintervallen des IL-1 Clusters und der MPO in den Gruppen ,,gesamt*

und getrennt nach dem Geschlecht

_____________________ »oHIP-0“ Studie
Untersuchte Position Gesamt Manner Frauen
IL-1a.—889 N = 1515 N =723 N =792
Allel 1 0.70 0.71 0.69
(0.68-0.72) (0.69-0.73) (0.67-0.71)
Allel 2 0.30 0.29 0.31
(0.28-0.32) (0.27-0.31) (0.29-0.33)
IL-1p +3954 N = 1515 N =723 N =792
Allel 1 0.75 0.75 0.76
(0.74-0.77) (0.73-0.77) (0.73-0.78)
Allel 2 0.25 0.25 0.24
(0.23-0.26) (0.23-0.27) (0.22-0.27)
IL-1p 511 N = 1515 N =723 N =792
Allel 1 0.65 0.65 0.65
(0.63-0.67) (0.62-0.67) (0.62-0.67)
Allel 2 0.35 0.32 0.35
(0.33-0.37) (0.30-0.34) (0.33-0.38)
IL-1Ra N = 1437 N = 687 N = 750
Allel 1 0.73 0.75 0.71
(0.72-0.75) (0.73-0.77) (0.69-0.73)
Allel 2 0.24 0.23 0.26
(0.23-0.26) (0.20-0.25) (0.24-0.28)
Allel 3 0.008 0.009 0.009
(0.006 — 0.013) | (0.0053-0.0153) | (0.005 - 0.015)
Allel 4 0.015 0.0152 0.015
(0.011-0.020) | (0.0101-0.0229) | (0.01-0.022)
Allel 5 0.003 0.0007 0.004
(0.001-0.005) | (0.0001-0.004) | (0.002-0.009)
MPO +463 N = 1513 N =722 N =791
Allel 1 0.82 0.84 0.80
(0.81-0.83) (0.82-0.86) (0.78-0.82)
Allel 2 0.18 0.16 0.20
(0.17-0.19) (0.14-0.18) (0.18-0.22)
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In der Tabelle 4-1 sind die Allelh&ufigkeiten fir das IL-1 Cluster und die MPO

mit den entsprechenden Konfidenzintervallen dargestellt.

Weiterhin wurde auch der ,,Composite Genotyp*, welcher in den kommerziell
erhaltlichen Produkten GenoType®PRT und PST® zur Parodontitisrisiko-
bestimmung eingesetzt wird, bei den Probanden ermittelt. Hierbei wird ber eine
kombinierte Bestimmung der Polymorphismen IL-1a -889 und IL-1p +3953 des
Interleukin-Genclusters das individuelle Parodontitisrisiko festgestellt. Der Com-
posite Genotyp als Risikomarker fur die Parodontitis wurde so von Kornman et
al. definiert [Kornman et al., 1997]. In der Tabelle 4-2 wird der Composite
Genotyp fir die Probanden der SHIP-0 Studie aufgelistet. Diese Werte basieren
auf der Haplotypverteilung von IL-1a —889 und IL-1p +3954 (Tabelle 4-3).

Tab. 4-2: Composite Genotyp-Haufigkeiten mit Konfidenzintervallen und getrennt nach Geschlecht

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ’z,S,H,I,P,',O,‘,‘,,S,tu,d,i,e,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
Composite Gesamt Manner Frauen
Genotyp N=1515 N=723 N=792
Negativ 0.62 0.64 0.61
(0.60-0.65) (0.60-0.67) (0.59-0.65)
Positive 0.38 0.36 0.39
(0.35-0.40) (0.33-0.40) (0.35-042)

Tab. 4-3: Haplotypverteilung von IL-1a —889 und IL-1B +3954; farblich unterlegte Felder gehdren
zum Composite Genotyp

IL-10. —889 IL-1a -889 IL-1a -889
wit/wt Genotyp | wt/mut Genotyp | mut/mut Genotyp
IL-1p +3954 641 204 21
wtwtGenotyp | |
IL-1p +3954 75 i 428 | 48 |
wt/mut Genotyp
IL-1p +3954 5 : 45 : 48 ]
mut/mut Genotyp | : '
Summe 721 677 117
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Bei 569 Probanden ist der Composite Genotyp positiv, wo hingegen der
Composite Genotyp bei 946 Probanden negativ ist. Das bedeutet, dass 38 % der
Probanden einen positiven Composite Genotyp aufweisen.

Aus den zwei beobachteten Positionen des Gen-Marker resultieren vier mogliche
Haplotypen. Daher wurde mit Hilfe der Methode nach Terwilliger die Assoziation
der einzelnen Haplotypen mit den Gen-Marker-Positionen berechnet [Terwilliger
et al., 1994]. Das Ergebnis wird in der Tabelle 4-4 dargestellt.

Tab. 4-4: ,linkage desquilibrium* zwischen Haplotyp und Gen-Marker-Position nach Terwilliger et al.

Allele an Gen-Marker- | Allele an Gen-Marker- | Haplotyp Frequenz
Position 1 (IL-1a -889) Position 2 (IL-1b +3954)
mut/wt (1) mut/wt (1) 0.651
mut/wt (1) wt/mut (2) 0.102
wt/mut (2) mut/wt (1) 0.048
wt/mut (2) wt/mut (2) 0.198

Hier zeigt sich eine Ungleichverteilung der verschiedenen Haplotypen aufgrund
der engen raumlichen Lage der Gen-Marker-Positionen untereinander, dass heilit,
dass ein ,linkage disequilibrium* vorliegt. Scheinbar existieren Gen-Positionen,
die bevorzugt verandert werden, was die Ungleichverteilung der Haplotypen

erklaren wirde.

Tab. 4-5: Myloperoxidase (MPO) Genotyp—Haufigkeiten mit Konfidenzintervallen und getrennt
nach Geschlecht

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ,SHIP-0“ Studie |
MPO Gesamt Manner Frauen
N=1513 N=722 N=791
wit/wt 0.66 0.70 0.63
(0.64 - 0.69) (0.66 — 073.) (0.60-0.66)
wt/var-var/var 0.34 0.30 0.37
(0.31-0.36) (0.27-0.34) (0.34-0.40)

In der Tabelle 4-5 werden die Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen der MPO
dargestellt. Aufgrund friiherer Untersuchungen, wurden flr diese Auswertung die

heterozygoten und homozygoten varianten Genotypen zusammengefasst. Dabei
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liegt bei 34 % aller untersuchten Probanden eine Genvariante der MPO vor. Der
Anteil der weiblichen Probanden mit einer Genvariante ist mit 63 % geringer als

der Anteil bei den mannlichen Probanden (70 %).

4.2 Assoziationen zwischen Genotypen und Kklinischen Parametern

Ein Ziel der Arbeit ist die Suche nach Zusammenhdngen zwischen genetischen
Markern und parodontalen Messwerten. In der Tabelle 4-6 ist eine Ubersicht tiber
die Mittelwerte bzw. Mediane der einzelnen klinischen Parameter aufgeteilt nach

dem Composite Genotyp zu sehen.

Tab. 4-6: Ubersicht iiber Mittelwerte/Mediane (mit Standardabweichung bzw. IQR) der
einzelnen klinischen Parameter bezogen auf den jeweiligen Composite Genotyp

. ,SHIP-0"Studie
Klinischer Com. Genotyp | Com. Genotyp p
Parameter negativ positiv

CAL3 (IQR) 52.9 (53.6) 56.3 (55.8) 0.326
CAL4 (IQR) 21.2 (43.8) 25.0 (47.3) 0.160
CALmean (SD) 29+16 3017 0.182
TT4 (IQR) 8.3 (21.5) 9.7 22.7) 0.223
TTmean (SD) 2607 2.7+08 0.058
Zahne (IQR) 22.0 (9.0) 21.0(10.0) 0.043
Bluten (SD) 39.5+281 40.5 +28.1 0.475
Plaque (IQR) 54.2 (50.0) 54.2 (50.8) 0.781

Analog zur Tabelle 4-6 ist in der Tabelle 4-7 der Vergleich klinischer Parameter
zwischen den homozygoten Wildtyp-Allel-Tréagern der Myloperoxidase (= MPO
Genotyp negativ) und Probanden mit mindestens einer Variante an Position -463

im Allel fur die Myloperoxidase (= MPO Genotyp positiv) dargestellt.
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Tab. 4-7: Ubersicht iiber Mittelwerte/Mediane (mit Standardabweichung bzw. IQR) der
einzelnen klinischen Parameter bezogen auf den jeweiligen MPO Genotyp

,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ,SHIP-0“ Studie
Klinischer MPO Genotyp | MPO Genotyp p
Parameter (wt/wt) (wt/var-var/var)

CAL3 (IQR) 56.3 (56.3) 50.0 (51.0) 0.099
CAL4 (IQR) 25.0 (47.7) 21.2 (42.2) 0.138
CALmean (SD) 3017 28+16 0.047
TT4 (IQR) 9.1 (22.7) 9.0 (20.3) 0.192
TTmean (SD) 2.7+08 2608 0.185
Zahne (IQR) 21.0 (9.0 22.0 (10.0) 0.372
Bluten (SD) 40.6 + 285 38.6 +27.2 0.317
Plaque (IQR) 54.2 (50.8) 50.0 (50.0) 0.093

Als Kklinisch messbarer Parameter sind die Taschentiefe (TT) und  der
Attachmentverlust (CAL) direkt ermittelbar. Die deutliche Aussagekraft dieser
Unterteilung in die Gruppen ,krank® und ,gesund“ anhand des Parameters
Taschentiefe (TT) zeigt sich in den Abbildungen 4-1 und 4-2 an der hohen
Korrelation zwischen den beiden Gruppen und dem jeweiligen Auftreten von
klinisch messbarem Sondierungsbluten. Man erkennt in den Grafiken, dass die
Anzahl der Probanden mit positivem Sondierungsbluten an allen Messpunkten in
der Gruppe ,krank® groRer ist als in der Gruppe ,gesund“. Positives
Sondierungsbluten gilt nach Ketterl et al. (1997) als ein weiteres klinisches

Symptom fur das Vorliegen einer aktuellen Erwachsenenparodontitis.
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Abb. 4-1: Grafische Darstellung des ,,positiven Sondierungsbluten* (Angabe erfolgt in Prozent
der Flachen) bei der Gruppe ,,gesund* (Einteilung basiert auf Taschentiefe Mittelwert)

Histogram
Split By: TTmean gesund{¥)}-krank{1}
Cell: 1

80
70
B0 —
a0 —
40 —

30 4

20 4

Anzahl Probanden (krank)

120

Bluten

Abb. 4-2: Grafische Darstellung des ,,positiven Sondierungsbluten* (Angabe erfolgt in Prozent
der Flachen) bei der Gruppe ,,krank* (Einteilung basiert auf Taschentiefe Mittelwert)

Ein ahnlich eindeutiges Bild ergibt sich bei einer Einteilung der Probanden in die

beiden Gruppen ,,krank® und ,,gesund* anhand des Parameters Attachmentverlust.



4. Ergebnisse 78

In der Tabelle 4-8 ist die Aufteilung der Probanden in die Fallgruppen ,,krank*
und ,,gesund* anhand der definierten Quartilgliederung (siehe Kapitel 3.4.1) fir
die Parameter Attachmentverlust (CAL) und Taschentiefe (TT) aufgelistet.
Tab. 4-8: Verteilung der Probanden auf die beiden Gruppen ,,gesund* und ,,krank* anhand der klinischen
Parameter CALmean und TTmean in absoluten Zahlen und prozentual zur Gesamtprobandenzahl; n Unter-

gruppen gibt die Zahl der Probanden in beiden Gruppen an und n untersuchterParameter gibt die Gesamt-
zahl, der auf diesen Parameter untersuchten Probanden an.

Gesund (%) | krank (%) n Untergruppen/n untersuchter
Parameter
CALmean | 708 (50.0%) | 354 (25.0%) 1062/1415
TTmean | 738 (50.1%) | 357 (24.2%) 1095/1473

Die Tabelle 4-9 zeigt die Verteilung der Probanden mit positiven und negativen
Composite Genotyp nach verschiedenen parodontalen Kriterien in die Gruppen

»gesund“ und ,,krank*.

Tab. 4-9: Verteilung der Probanden in die Gruppen gesund und krank anhand der verschiedenen
klinischen Parameter unter Beachtung der Composite Genotyps

Klinischer |Zustand |Genotyp |Genotyp |OR p
Parameter negativ_ | positive
TTmean gesund 468 255

krank 212 141 1.22 0.1366
TT4 gesund 710 409

krank 10 8 1.39 0.4906
CALmean gesund 447 247

krank 211 137 1.18 0.2343
CAL3 gesund 450 244

krank 208 142 1.26 0.0872
CAL4 gesund 446 245

krank 201 145 131 0.0431

In der Tabelle 4-9 erkennt man, dass das Risiko zur Gruppe der erkrankten

Probanden zu gehoren, bei positivem IL-1-Genotyp 18 - 31 % groRer ist als bei
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genotyp-negativen Probanden (OR: 1.18 - 1.31). Dies ist jedoch mit Ausnahme
des Attachmentverlusts 4mm (CAL4) nicht signifikant.

Tab. 4-10: Verteilung der Probanden in die Gruppen gesund und krank anhand der verschiedenen klinischen
Parameter unter Beachtung der MPO Genotyps

Klinischer |Zustand | MPO MPO Genotyp |OR p
Parameter Genotyp | (wt/var-var/var) | (95% C.1.)
(wt/wt)

TTmean gesund 471 251

krank 242 110 0.85(0.64-1.13) | 0.253
TT4 gesund 481 248

krank 226 97 0.83 (0.62-1.12) | 0.204
CALmean gesund 442 252

krank 245 102 0.73 (0.55-0.97) | 0.026
CAL3 gesund 440 254

krank 241 108 0.78 (0.58-1.03) | 0.070
CAL4 gesund 450 241

krank 245 99 0.75 (0.56-1.01) | 0.057

In der Tabelle 4-10 wird die Aufteilung der Probanden in die beiden Gruppen
»gesund“ und ,krank® fur die jeweiligen klinischen Parameter unter Berlck-
sichtigung des MPO-Genotyps aufgelistet. Dabei ist das Risiko, an Parodontitis
zu erkranken um 15 - 27 % (OR: 0.73 - 0.85) geringer, wenn die Probanden
mindestens ein variantes MPO-Allel tragen. Diese protektive Wirkung der MPO-
Varianten hinsichtlich einer klinischen Parodontitis ist nur fir den Parameter

mittlerer Attachmentverlust (CALmean) signifikant.
4.3 Assoziationen der Entziindungen und klinischen Parameter
Die Einteilung der Probanden fir das C-reaktive Protein (CRP) erfolgte mit Hilfe

des Laborkatalogs der Ernst-Moritz-Arndt Universitat [EMAU Greifswald — Me-

dizinische Fakultat, 1997]. Hier wird eine Konzentration von 5.0 mg/l CRP im
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Serum als Grenzwert angegeben. Das Uberschreiten dieser Grenze gilt als
Vorliegen einer systemischen Entziindung. Unter Bertcksichtigung des CRP-
Grenzwertes (CRP<5mg/l ,,gesund”“ und CRP>5mg/Il ,krank*) ergab sich eine
Aufteilung des Gesamtprobandengutes in zwei Gruppen mit 1318 (85.8 %)
gesunden Probanden und 218 (14.2 %) erkrankten Probanden.

Die Tabelle 4-11 listet die Verteilung der Probanden in den Gruppen anhand des
Wertes fir die klinisch messbaren Parameter oberhalb bzw. unterhalb des
Median/Mittelwertes auf. Hierbei wurde zuséatzlich eine Unterteilung beziglich
des CRP-Grenzwertes - Vorliegen einer systemischen Entzindung -

vorgenommen.

Tab. 4-11: Verteilung der Probanden anhand des CRP-Grenzwertes fiir das Vorliegen einer syste-
mischen Entzlindung in die Gruppen ,,Wert oberhalb* bzw. ,,Wert unterhalb* des Median/Mittel-
wert des klinischen Parameters; Angaben erfolgten in absoluten Zahlen.

CRP>5 |[CRP<5| OR (95% C.I.) p

mg/l mg/l
CAL3 > median 117 586 1.70(1.23-2.35) | <0.001
CAL3 < median 74 631
CAL4 > median 115 592 |1.60(1.16-2.21)| 0.003
CAL4 <median 76 625
CALmean > mean 101 492 1.65(1.20-2.27)| 0.001
CALmean < mean 90 725
TT4 > median 115 608 1.39(1.02-189) | 0.031
TT4 < median 89 652
TTmean > mean 96 476 1.47(1.08-2.00)| 0.011
TTmean < mean 108 785

Dabei zeigt sich ein deutlich signifikanter Zusammenhang zwischen den
klinischen Parametern einer parodontalen Erkrankung und dem Vorliegen einer
systemischen Entziindung. Bei klinisch eindeutigen Zeichen einer Parodontitis, ist
die Chance zur Gruppe der Probanden mit pathologischen CRP-Werten zu
gehdren, um 40 — 70 % erhoht (OR: 1.39 - 1.70).
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Abb. 4-3: Grafische Darstellung des Einfluss des CRP-Wertes auf den klinischen Attachmentverlust
CAL4mm (Abb. 4-3-1) und die Zahnzahl (Abb. 4-3-2); Aufteilung erfolgte anhand des CRP-Laborgrenz-
wertes fir das Vorliegen systemischer Entziindungen.

In den Abbildungen 4-3-1 und 4-3-2 wird der Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen einer systemischen Entzindung — CRP-Konzentration ist groRer als
5mg/l — und den signifikant veranderten parodontalen MessgroRen Zahnzahl und
klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4) verdeutlicht. Dabei fihrt eine
systemische Entzindung signifikant zu einer kleineren durchschnittlichen Zahn-
anzahl (17.2 Zahne im Mittel) gegenuber gesunden Probanden (19.6 Z&hne im
Mittel) und gleichzeitig auch zu einem erhohten klinischen Attachmentverlust
(41.2 % der Messflachen weisen einen klinischen Attachmentverlust groRer 4mm
auf) im Gegensatz zu den gesunden Probanden (30.5 % der Messflachen CAL4).
Diese Differenzen zwischen den Erkrankten und Gesunden sind laut Fishers
PLSD — Test mit einem p<0.001 hochgradig signifikant.

In den Abbildungen 4-4-1 und 4-4-2 ist die Verteilung der Werte aus Tabelle 4-12
fur die exemplarisch ausgewdahlten Parameter CAL4 und TTmean als Box Plots

gezeigt.
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Abb. 4-4-1: Grafische Darstellung des klinischen Parameters ,,Attachmentverlust 4mm* beziglich
CRP-Gehalt uber/unterhalb der Grenze von 5mg/l und aufgegliedert nach dem Geschlecht
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Abb. 4-4-2: Grafische Darstellung des klinischen Parameters ,, Taschentiefe* beziiglich

CRP-Gehalt uber/unterhalb der Grenze von 5mg/l und aufgegliedert nach dem Geschlecht
Hierbei zeigt sich, zusatzlich zu den erhohten klinischen Werten fur Probanden
bei Vorliegen einer systemischen Entzlindung, auch ein deutlicher Einfluss des

Geschlechtes. Neben der bekannten Tatsache, dass Manner generell ein hoheres
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Parodontitisrisiko aufweisen, wird hier beobachtet, dass es bei Vorliegen einer
systemischen Entzindung bei Ménnern zu einem starkeren Anstieg des Ausmafes
der Parodontitis kommt als Frauen. Parallel dazu wird der geringere Schweregrad
der Parodontitis bei Frauen sowohl in der Gruppe mit systemischer Entziindung
(CRP<5mg/l) als auch in der Gruppe ohne systemischer Entziindung

(CRP>5mg/l) gegeniiber ménnlichen Probanden deutlich.

4.4 Interaktionen Genotyp, systemische Entziindungen und paro-

dontale Entztiindungszeichen

Zwischen dem IL-1 Genotyp, allgemeiner Entziindung und der Parodontitis
werden schon lange Wechselwirkungen vermutet. Solch einen Zusammenhang
zeigt die Abbildung 4-5. Die Taschentiefe ist sowohl vom pathologischen CRP-

Wert, vom IL-1 Genotyp als auch vom Rauchverhalten abhéngig.

Interaction Line Plot for TTmean
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Abb. 4-5: Grafische Darstellung der Effekte des Composite Genotyp, CRP>5mg/l und des Rauchens
auf die Taschentiefe als klinischen Parameter der Parodontitis
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Hier erkennt man den groflen Einfluss des IL-1 Genotyps wie auch den
pathologischer CRP-Werte auf die mittlere Taschentiefe der Probanden bei
Rauchern und Nichtrauchern. Der, bei Rauchern schon erhéhte, Schweregrad der
Parodontitis wird bei Nichtrauchern erst bei Vorliegen zusétzlicher
Risikofaktoren (hier CRP und IL-1 Genotyp) erreicht.

In der Abbildung 4-6 wird die Anderung der mittleren Taschentiefe (TTmean) in
Abhéangigkeit vom CRP-Wert, vom Vorliegen einer MPO-Genvariante und vom
Rauchverhalten gezeigt. Dabei sieht man die protektive Wirkung der MPO-
Genvariante bei Nichtrauchern und sowohl fur Probanden mit nicht patholo-
gischem, als auch fir Probanden mit pathologischem CRP-Wert. Bei den
Rauchern ist die protektive Wirkung der MPO-Genvariante nur bei erhOhtem
CRP-Wert erkennbar.

Interaction Line Plot for TTmean
Effect: CRP>=5 * MPOdi * Rauch2
Error Bars: 95% Confidence Interval
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Abb. 4-6: Grafische Darstellung der Effekte des MPO Genotyp, CRP>5mg/I und des Rauchens
auf die Taschentiefe (TTmean) als klinischen Parameter der Parodontitis
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Ganz analoge Einfliisse — wie oben (Abbildung 4-5 und 4-6) gezeigt — lassen sich
auch fir den Attachmentverlust finden. Diese Einflusse werden in den

Abbildungen 4-7 und 4-8 grafisch veranschaulicht.

Interaction Line Plot for CALmean
Effect: CRP>=5" IL-Geno " Rauch?2
Error Bars: 95% Confidence Interval
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CRP<5mg1 CRP>=5mg/

Abb. 4-7: Grafische Darstellung der Effekte des Composite Genotyp, CRP=5mg/l und des Rauchens

auf den klinischen Attachmentverlust (CALmean) als klinischen Parameter der Parodontitis
Hier zeigt sich auch der Einfluss des CRP-Levels und der Genotypen, sowohl in
der Gruppe der Raucher als auch in der Gruppe der Nichtraucher. Dabei fallt
besonders der protektive Einfluss des MPO-Genotyps in der Gruppe der
Probanden mit einer systemischen Entziindung auf. Die Abbildung 4-8 zeigt den
grolReren protektiver Einfluss des MPO-Genotyps zwischen den beiden MPO-
Genotypen in der Probandengruppe mit einer systemischen Entzindung im

Vergleich zu Probandengruppe ohne systemische Entziindung.
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Interaction Line Plot for CALmean
Effect: CRP>=5 ' MPOdi * Rauch2
Error Bars: $5% Confidence Interval
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Abb. 4-8: Grafische Darstellung der Effekte des MPO Genotyp, CRP>5mg/I und des Rauchens
auf den klinischen Attachmentverlust (CALmean) als klinischen Parameter der Parodontitis

In der Abbildung 4-9 sieht man die Abstufung der parodontalen Messgrofiie
mittlere Taschentiefe (TTmean) in Abh&ngigkeit vom IL-3954 Genotyp fur die
beiden Gruppen CRP<5mg/l und CRP>5mg/I.

Interaction Bar Plot for TTmean
e Effect: CRP>=5 * ILB-3954
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Abb. 4-9: Grafische Darstellung der Effekte des MPO Genotyp und der MessgroRe CRP>5mg/I
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Dabei fallt der Anstieg der mittleren Taschentiefe in Abhangigkeit vom IL-3954
Genotyp in der Gruppe der Probanden mit einer systemischen Entziindung auf.
Mit Hilfe des Kruskal-Wallis Testes lasst sich der signifikante Unterschied
(p=0.0267) dieses Anstiegs in der Gruppe CRP>5mg/I belegen.

Tab. 4-13: crude odds ratio: CRP>5mg/l und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die
beiden Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters TTmean

CRP>5mg/l | Genotyp | krank | gesund OR (95% C.1.) P
0 0 175 404 1 Referenz
0 1 114 230 1.14(0.85-1.54) 0.356
1 0 35 60 1.35(0.83-2.17) 0.197
1 1 27 25 249 (1.36-4.59) 0.001

CRP - Genotyp

1.1 o | p<0.001

1-0 : | | p=0.197

Risikofaktoren

0-1 % p =0.356

0 - O | reference

1 2 3 | 4
Odds Ratio

Abb. 4-10: Grafische Darstellung der Crude Odds Ratio fir CRP>5mg/I und Composite Genotyp beziiglich

der Taschentiefe Mittelwert (TTmean) als klinischen Parameter der Parodontitis
Aus der Tabelle 4-13 und der Abbildung 4-10 wird deutlich, dass das Risiko, an
Parodontitis zu erkranken bei Kombination der Risikomarker CRP>5mg/l und

dem positivem IL-1 Genotyp signifikant um 150 % (OR: 2.49) erhoht ist
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gegeniliber den Probanden ohne diese Marker. Auch beim Vorliegen nur eines
positiven Risikomarkers ist das Risiko 35 % (CRP>5mg/l) bzw. 14 % (positiver
Composite Genotyp) hoher, ohne dass sich dafur eine Signifikanz nachweisen
lieR.

Tab. 4-14: odds ratio: CRP>5mg/l und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameter TT4

CRP>5mg/l | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.I.) p
0 0 155 403 1 Referenz
0 1 107 237 1.17 (0.87 — 1.59) 0.285
1 0 36 62 1.51(0.94-2.42) 0.072
1 1 24 24 2.60(1.38-4.91) <0.001

Tab. 4-15: odds ratio: CRP>5mg/l und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)

CRP>5mg/l | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.1.) p
0 0 157 393 1 Referenz
0 1 115 221 1.30 (0.96 - 1.76) 0.075
1 0 41 49 2.09 (1.30- 3.38) 0.001
1 1 30 24 3.13(1.71-5.73) <0.0001

In den Tabellen 4-14 und 4-15 sind die erhohten Risiken bei Vorliegen der
Kombination der Marker CRP>5mg/l und positivem IL-1 Genotyp analog zur
Tabelle 4-13 nochmals fir die parodontalen MessgréfRen Taschentiefe 4mm
(TT4) und Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4) dargestellt.
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Tab. 4-16: crude odds ratio: gegenwartige Raucher und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten
in die beiden Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters TTmean

Aktuelle | Genotyp | krank | gesund OR (95% C.1.) p
Raucher
0 0 111 385 1 Referenz
0 1 76 219 1.20(0.85-1.71) 0.279
1 0 101 83 422(290-6.14) <0.0001
1 1 65 36 6.26 (3.86 -10.17) < 0.0001

Als Vergleich soll dazu die bekannte Risikokombination Composite Genotyp-

Rauchen in der Tabelle 4-16 dienen. Das Risiko an Parodontitis zu erkranken ist

fir Probanden, die momentan rauchen und deren IL-1 Genotyp negativ ist,
vierfach (OR: 4.22) erhoht gegenlber nicht rauchenden, genotypnegativen
Probanden. Bei der Kombination beider Faktoren ist das Risiko gar sechsfach
(OR: 6.26) erhoht. Die Abbildung 4-11 veranschaulicht den Sachverhalt grafisch.

Raucher - Composite Genotyp

Risikofaktoren

1-1
1-0]
0-1

0-0f

: | | | p<0.001
—}—— | p<o0.001
H- I p=0279
' reference
r T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14
Odds Ratio

Abb. 4-11: Grafische Darstellung der Crude Odds Ratio fir CRP>5mg/I und dem Composite
Genotyp bezlglich der Taschentiefe Mittelwert (TTmean) als klinischen Parameter der Parodontitis
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Tab. 4-17: crude odds ratio: CRP>5mg/lI und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters TTmean

CRP>5mg/l | MPO | krank | gesund OR (95% C.1.) p
Genotyp
0 0 195 412 1 Referenz
0 1 93 221 0.89 (0.65-1.21) 0.437
1 0 45 55 1.73(1.10-2.71) 0.012
1 1 17 30 1.20 (0.62-2.31) 0.568

Die Tabellen 4-17 und 4-18 zeigen das Risiko, an Parodontitis zu erkranken, in
Bezug auf die Risikofaktoren CRP>5mg/l und MPO-Genotyp. Fir Probanden mit
variantem  MPO-Genotyp bei gleichzeitig pathologischem CRP-Wert
(CRP>5mg/l) ist das Erkrankungsrisiko vermindert im Vergleich zu Probanden
mit pathologischem CRP-Wert und MPO-Wildtyp, auch wenn das Erkran-
kungsrisiko (OR: 1.20 - 1.43) gleichzeitig gegeniiber Probanden ohne diese
Marker (OR: Referenz) erhoht ist. Die geringere Odds Ratio (OR: 0.79 — 0.89)
fur Probanden ohne systemische Entzindung und Variante im MPO Gen ist
allerdings nicht signifikant (p = 0.568 und p = 0.270).

Tab. 4-18: odds ratio: CRP>5mg/l und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)

CRP>5mg/I MPO | krank | Gesund| OR (95% C.l.) p
Genotyp
0 0 189 398 1 Referenz
0 1 81 216 0.79 (0.57 - 1.09) 0.133
1 0 54 48 2.37(1.52-3.71) <0.0001
1 1 17 25 1.43 (0.72 - 2.83) 0.270

Eine Assoziation analog der bekannten Risikokombination IL-1 Genotyp-

Rauchen lie sich fiir die Kombination MPO Genotyp — Rauchen nicht finden. In
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der Abbildung 4-12 sieht man eine Grafik der Odds Ratio fir die genannten

Risikofaktoren.

Rauchen - MPO Genotyp

1-1 | ] /| p <0.0001
1-0 ' I || p < 0.0001

Risikofaktoren

0-11 +}1|p=0223

0 -0 ' reference

1 2 3 4 5 6 7 8 | 9
Odds Ratio

der Taschentefe Miteert (T Trean) als Kinischen Paameter der Parodonttss @+
In den Tabellen 4-19 und 4-20 ist das Risiko, an Parodontitis zu erkranken, in Ab-
hangigkeit vom IL-1 Genotyp und von weiteren Entziindungsmarkern dargestellt.
Dabei ergeben sich einander &hnliche Bilder erhdhten Risiken. Dies gilt bei
pathologischer Leukozytenanzahl (WBCpatho) und positivem Composite
Genotyp sowohl flr die parodontalen Parameter Taschentiefe 4mm (TT4) als
auch Attachmentverlust 4mm (CAL4). Das Risiko (Tabelle 4-19 und 4-20) liegt
bei Kombination IL-1 Genotyp mit pathologischem Fibrinogengehalt 127 % (OR:
2.27) und mit pathologischer Leukozytenzahl 310 % (OR: 4.10) signifikant
oberhalb des natirlichen Risikos. Bei alleinigem Vorliegen eines positiven
Composite Genotyps findet sich mit Werten von 1.23 — 1.30 — 1.34 - 1.36
(Tabelle 4-19, 4-20, 4-21 und 4-22) eine erhdhte Odds Ratio, die allerdings bei

der Kombination nicht pathologischer Fibrinogengehalt bzw. nicht pathologischer
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Leukozytenzahl mit positivem IL-1 Genotyp nur fur den parodontalen Parameter

Attachmentverlust 4mm (CALA4) signifikant war, wie in den Tabellen 4-21 und 4-

22 dargestellt wird.

Tab. 4-19: odds ratio: FIB_CLpatho und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters Taschentiefe 4mm (TT4)

FIB_ClLpatho | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.I.) p
0 0 142 413 1 Referenz
0 1 105 228 1.34 (0.98 - 1.83) 0.056
1 0 50 56 2.60 (1.66 - 4.07) <0.0001
1 1 25 32 2.27 (1.26 - 4.10) 0.003

Tab. 4-20: odds ratio: WBCpatho und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des Kklinischen Parameters Taschentiefe 4 mm (TT4)

WBCpatho | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.1.) p
0 0 177 457 1 Referenz
0 1 119 250 1.23(0.92 - 1.64) 0.147
1 0 14 12 3.01(1.28 - 7.10) 0.004
1 1 12 10 3.10 (1.22 - 7.89) 0.007

Tab. 4-21: odds ratio: FIB_CLpatho und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die
beiden Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)

FIB_ClLpatho | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.1.) p
0 0 144 394 1 Referenz
0 1 109 220 1.36 (0.99 - 1.85) 0.045
1 0 56 51 3.00(1.92-4.70) <0.0001
1 1 36 24 4.10(2.29-7.38) <0.0001
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Tab. 4-22: odds ratio: WBCpatho und Composite Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden
Gruppen krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)

WBCpatho | Genotyp | krank | gesund | OR (95% C.1.) p
0 0 188 433 1 Referenz
0 1 134 237 1.30 (0.98 - 1.73) 0.057
1 0 12 12 2.30 (0.95-5.59) 0.040
1 1 11 7 3.62(1.28-10.51)  0.005

In den Tabellen 4-23, 4-24, 4-25 und 4-26 wird das Risiko, an Parodontitis zu
erkranken, flir Probanden unter Beriicksichtigung des Vorliegens eines
pathologischen Fibrinogengehalt bzw. einer pathologischen Leukozytenzahl dar-
gestellt. Dabei wird die protektive Wirkung der Genvariante im MPO Gen durch
die Verringerung des Erkrankungsrisikos um 18 - 35 9% gegenuber dem
Referenzwert sichtbar. Dieser Einfluss auf das Erkrankungsrisiko ist aber bei der
Kombination nicht pathologischen Leukozytenzahl — MPO Genotyp (Tabelle 4-
24) fur den klinischen Parameter der Taschentiefe 4mm (TT4) nicht signifikant.
Bei Nutzung des klinischen Attachmentverlustes (CAL4) als parodontale Mess-
groRe ist die protektive Wirkung des MPO Genotyps hingegen hochgradig
signifikant (Tabelle 4-23, 4-25 und 4-26). Bei der Kombination des varianten
MPO Genotyps mit pathologischer Leukozytenzahl bzw. pathologischen Fibrino-
gengehalt kommt es lediglich in der Tabelle 4-26 (Kombination pathologische
Leukozytenzahl mit variantem MPO Genotyp fur Attachmentverlust 4mm) zu
einer Senkung des Erkrankungsrisikos (OR: 1.60) gegeniiber dem erhohten
Risiko (OR: 2.51) bei Vorliegen einer pathologischen Leukozytenzahl. Dieses
geringere Erkrankungsrisiko ist aber nicht signifikant. In den anderen Féllen
(Tabelle 4-23, 4-24 und 4-25) findet sich keine protektive Wirkung des variantem
MPO Genotyps im Bezug auf die Odds Ratio der Kombination positiver
Entzindungsparameter und des MPO Genotyps.
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Tab. 4-23: odds ratio: FIB_CLpatho und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen
krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters Taschentiefe 4mm (TT4)

FIB CLpatho | MPO | Krank | Gesund| OR (95% C.l.) p
Genotyp
0 0 179 422 1 Referenz
0 1 68 218 0.74 (0.53 - 1.03) 0.062
1 0 46 58 1.87 (1.20-2.92)  0.004
1 1 28 30 2.20 (1.23-3.92) 0.004
Tab. 4-24: odds ratio: WBCpatho und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen
krank(0) und gesund(1) anhand des klinischen Parameters Taschentiefe 4mm (TT4)
WBCpatho MPO | Krank | Gesund | OR (95% C.I.) p
Genotyp
0 0 208 465 1 Referenz
0 1 88 241  0.82(0.60-1.11) 0.176
1 0 16 15 2.38 (1.10 - 5.20) 0.016
1 1 9 7 2.87(0.97-8.68)  0.059
Tab. 4-25: odds ratio: FIB_CLpatho und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen
krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)
FIB CLpatho | MPO | Krank | Gesund| OR (95% C.I.) p
Genotyp
0 0 187 399 1 Referenz
0 1 65 215 0.65 (0.46 - 0.91) 0.008
1 0 57 49 2.48 (1.60-3.86) < 0.0001
1 1 34 26 2.79 (1.58 - 4.95) < 0.0001
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Tab. 4-26: odds ratio: WBCpatho und MPO Genotyp mit Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen
krank(0) und gesund(1) anhand des Parameters Klinischer Attachmentverlust 4mm (CAL4)

WBCpatho MPO | Krank | Gesund | OR (95% C.l.) p
Genotyp
0 0 227 435 1 Referenz
0 1 94 235 0.77 (0.57 - 1.03) 0.070
1 0 17 13 2.51(1.13-5.58)  0.012
1 1 5 6 1.60 (0.42 - 5.97 0.440

In der Abbildung 4-13 sind die Werte aus der Tabelle 4-26 grafisch dargestellt,
um den nicht signifikanten protektiven Effekt des varianten MPO Genotyps in
Kombination mit der pathologischen Leukozytenzahl zu verdeutlichen. Auch ein
direkter Vergleich der Odds Ratio pathologische Leukozytenzahl mit variantem
MPO Gen gegen Odds pathologische Leukozytenzahl ohne variantem MPO Gen

zeigte keinerlei Signifikanz der protektiven Wirkung.

WBCpatho - MPO Genotyp

1-1] 1 I | p =0.440

1-0 ) | | p=0.012

Risikofaktoren

0-1 +I p=0.070

0 - O | reference

1 2 3 4 5 6 7 8
Odds Ratio

Abb. 4-13: Grafische Darstellung der Crude Odds Ratio fur pathologische Leukozytenzahl und dem
MPO Genotyp beziiglich des Attachmentverlustes 4mm (CAL4mm) als parodontale MessgroRe
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4.5 Multivariate Regressionsanalysen

In der Tabelle 4-27 wird der Einfluss verschiedener unabhéngiger Variabeln wie
Alter, Geschlecht, IL-1 Composite Genotyp, MPO Genotyp usw. auf die durch-
schnittliche Taschentiefe (TTmean) untersucht. Dabei erkennt man, dass der
Einfluss des Composite Genotyps und des CRP-Gehaltes signifikant die
Taschentiefe beeinflussen. Dabei zeigt der CRP-Gehalt einen doppelt so hohen
Effekt auf die Taschentiefe wie der Composite Genotyp. Im Gegensatz dazu ist
ein protektiver Effekt des MPO-Genotyps nicht nachweisbar. Das liegt
offensichtlich daran, dass der MPO Effekt geschlechtsspezifisch ist, wie aus der
Abbildung 4-14 ersichtlich ist. Hier wird die Interaktion zwischen dem Rauchen
und dem MPO Genotyp fur die weiblichen Probanden im Bezug auf die Zahnzahl
dargestellt.

Tab. 4-27: Regressions-Koeffizienten der multiplen Regressionsanalysen: TTmean gegen unabhéangige
Variabeln: Alter, Geschlecht, Composite Genotyp, Rauchverhalten, Diabetes mellitus, CRP-Wert und Plaque

unabhangige Variabeln Regressions- p
Koeffizienten
Konstant 1.592 < 0.0001
Alter 0.009 0.0034
Geschlecht -0.107 0.0059
IL-1 Composite Genotyp 0.093 0.0140
MPOdi -0.023 0.5477
Rauchgrad 0.185 <0.0001
Diabetes 0.057 0.4435
CRP=5mg/I 0.189 0.0004
Plague 0.009 <0.0001

Dabei zeigen sich getrennt der Einfluss des MPO Genotyps (p = 0.0223) und der

Einfluss des Rauchens (p = 0.0013) fur weibliche Probanden als signifikant,
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wohingegen es keine Interaktion (p = 0.3225) beider Faktoren gibt (nicht
dargestellit).

Interaction Bar Plot for Zihne
Effect: Rauch2 * MPOddi

Split By: Sex

Cell: 1

Error Bars: 95% Confidence Interval
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Abb. 4-14: Grafische Darstellung der Interaktion zwischen dem Rauchen und dem Myloperoxidase Genotyp
bei weiblichen Probanden
Dies trifft lediglich fur weibliche Probanden zu, nicht jedoch fur mannliche

Probanden.

In der Tabelle 4-28 wird der Sachverhalt aus der Tabelle 4-27 fir den klinischen
Parameter Taschentiefe 4mm dargestellt. Hier ergibt sich ein anderes Bild. Der
Einfluss des CRP-Wertes hier weiterhin signifikant, jedoch die Einflisse des

Composite Genotyp und der MPO sind es hingegen nicht mehr.
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Tab. 4-28: Regressions-Koeffizienten der multiplen Regressionsanalysen: TT4 gegen unabhangige Variabeln:

Alter, Geschlecht, Composite Genotyp, Rauchverhalten, Diabetes mellitus, CRP-Wert und Plaque

unabhangige Variabeln Regressions- p
Koeffizienten
Konstant -9.957 0.0173
Alter 0.236 0.0029
Geschlecht -2.074 0.0288
IL-1 Composite Genotyp 1.691 0.0677
MPOdi -0.649 0.4940
Rauchgrad 4.937 < 0.0001
Diabetes 1.454 0.4287
CRP=5mg/I 4.658 0.0004
Plaque 0.193 < 0.0001

In den Tabellen 4-29, 4-30 und 4-31 wurde nach dem Einfluss der unabh&ngigen
Variabeln fur die klinischen MessgréRen CALmean (Tab. 4-29), CAL4 (Tab. 4-
30) und CAL3 (Tab. 4-31) gesucht. Dabei wird erneut ein signifikanter Einfluss

des CRP-Gehaltes beobachtet, jedoch zeigt sich der Composite Genotyp und der

MPO Genotyp bei keinem der drei klinischen Parameter als signifikanter

Kofaktor. Abschliefend muss noch angemerkt werden, dass die ausgewéhlten

unabhéngigen Variabeln, die als Parodontitis beeinflussende Faktoren bekannt
sind, lediglich in einer Spanne von 21.6 % (TTmean) - 20.3 % (TT4) - 31.2 %
(CALmean) - 32.0 % (CALA4) bis 32.4 % (CAL3) die Variationen innerhalb des

Probandengutes erklaren.
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Tab. 4-29: Regressions-Koeffizienten der multiplen Regressionsanalysen: CALmean gegen unabhéngige

Variabeln: Alter, Geschlecht, Composite Genotyp, Rauchverhalten, Diabetes mellitus, CRP-Wert und Plaque

unabhangige Variabeln Regressions- p
Koeffizienten
Konstant -1.461 < 0.0001
Alter 0.057 <0.0001
Geschlecht -0.105 0.1802
IL-1 Composite Genotyp 0.107 0.1608
MPOdi -0.115 0.1412
Rauchgrad 0.444 <0.0001
Diabetes 0.113 0.4574
CRP>5mgl/l 0.423 0.0001
Plaque 0.022 < 0.0001

Tab. 4-30: Regressions-Koeffizienten der multiplen Regressionsanalysen: CAL4 gegen unabhéngige

Variabeln: Alter, Geschlecht, Composite Genotyp, Rauchverhalten, Diabetes mellitus, CRP-Wert und Plaque

unabhéangige Variabeln Regressions- p
Koeffizienten
Konstant -49.784 < 0.0001
Alter 1.053 <0.0001
Geschlecht -1.257 0.3706
IL-1 Composite Genotyp 1.857 0.1751
MPOdi -1.674 0.2332
Rauchgrad 8.692 <0.0001
Diabetes 0.647 0.8131
CRP=5mg/I 6.844 0.0005
Plague 0.407 <0.0001
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Tab. 4-31: Regressions-Koeffizienten der multiplen Regressionsanalysen: CAL3 gegen unabhangige
Variabeln: Alter, Geschlecht, Composite Genotyp, Rauchverhalten, Diabetes mellitus, CRP-Wert und Plaque

unabhangige Variabeln Regressions- p
Koeffizienten
Konstant -34.729 <0.0001
Alter 1.181 <0.0001
Geschlecht -1.306 0.3664
IL-1 Composite Genotyp 1.428 0.3110
MPOdi -1.586 0.2727
Rauchgrad 8.647 <0.0001
Diabetes 0.900 0.7492
CRP=5mg/I 5.169 0.0103
Plaque 0.428 < 0.0001
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wird die eingangs geduRerte These einer starken Interaktion
zwischen den systemischen Entziindungsmarkern, der Parodontitis und den

genetischen Risikomarkern bestétigt.

Der prozentuale Anteil der Probanden mit positiven Composite Genotyp ent-
spricht mit 38 % den Ergebnissen von McGuire et al. (1999) und Papapanou et al.
(2001), unterscheidet sich aber zum Teil sehr stark von anderen Studien mit
Kaukasiern nordeuropéischer Abstammung. So findet sich in der Literatur eine
Bandbreite der Verteilungsfrequenz von 28.0 % [Gore et al., 1998], 29.1 %
[Kornman et al., 1998], 38 % [McGuire et al., 1999] bis zu 41.7 % [Papapanou et
al., 2001]. Diese Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen lassen sich bei der
Untersuchung innerhalb einer genetisch weitgehend homogenen Gruppe, den
nordeuropdischen Kaukasiern, nur mit der unterschiedlichen Vorauswahl und
Grolle des Probandengutes erkléren. Dieses Problem wurde sowohl von
Greenstein et al. (2002) in einer Rezension verschiedener Studien, als auch in der
Arbeit von Hodge et al. (2001) erlautert. Beide fuhrten in ihren Arbeiten aus, dass
bisherige Ergebnisse aufgrund ihrer geringen Probandengruppen nur einen
begrenzten Rickschluss auf die Frequenzverteilung innerhalb der Bevolkerung
zulassen. Mit dieser Arbeit auf der Grundlage der SHIP-0 Studie liegen erstmalig
bevolkerungsrepréasentative Werte fir die Verteilung des Composite Genotyps bei
Kaukasiern nordeuropaischer Abstammung vor.

Ein &hnliches Ergebnis ergibt sich fir die Allelfrequenzen der Myloperoxidase.
Hier fanden wir in der SHIP-0 Studie bei 82 % der Probanden den G/G Genotyp
und bei 18 % den G/A oder A/A Genotyp. Diese Werte stehen im Widerspruch zu
den Ergebnissen von Reynolds et al. (1997), der bei seinen Untersuchungen einer
Gruppe amerikanischer Leukamie-Patienten eine Frequenz von 66 % fiir den G/G

Genotyp feststellte. Diese Haufung des A/G und A/A Genotyps existiert aber



5. Diskussion 102

lediglich bei Leuk&mie-Patienten und entspricht nicht der normalen
Genotypverteilung innerhalb der Bevolkerung.

Da diese Daten zur Frequenzverteilung der Genotypen als Risikofaktoren unter
Umstanden die Grundlage fur spatere gesundheitspolitische Entscheidungen bil-
den konnen, ist es elementar, dass die Daten bevoélkerungsreprésentativ sind.
Zusétzlich fuhrt das Untersuchen sehr kleiner und vorselektierter Probanden-
gruppen zu anderen oder fehlenden Assoziationen zwischen den Markern und den
Krankheiten [Greenstein et al., 2002].

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen lie3en sich direkte Korrelationen
einerseits zwischen dem Interleukin-1 Composite Genotyp und der durchschnitt-
lichen Taschentiefe (TTmean) und andererseits zwischen dem Interleukin-1
Composite Genotyp und der Zahnzahl finden. Die Assoziation des IL-1
Composite Genotyps mit der Taschentiefe wurde auch in den Untersuchungen
von Socranky et al. (2000) gefunden. Caffesse et al. (2005) stellten bei einer
Untersuchung von funfzig mexikanischen Probanden keinerlei Verbindung
zwischen der Taschentiefe und dem Composite Genotyp fest. Diese Aussage steht
im Widerspruch zu unseren Ergebnissen, aber aufgrund der sehr geringen
Probandenzahl (ngesamt = 50) bei Caffesse et al. (2005) ist es sehr wahrscheinlich,
dass der Effekt durch die geringe Probandenanzahl maskiert und damit nicht
erkannt wurde. Eine Untersuchung der Verbindung Interleukin-1 Composite
Genotyp mit dem Knochenabbau wie bei McDevitt et al. (2000) wurde im
Rahmen unserer Untersuchungen nicht durchgefiihrt, da das daftir notwendige
Rontgen in der SHIP-0 Studie nicht vorgenommen wurde und frihere
Untersuchungen aus der Querschnittstudie ,,Parogen 97 keine entsprechenden
Korrelationen fanden [Meisel et al., 2002]. Die Ursache fir die von uns
festgestellte geringere Zahnzahl der Patienten mit positivem Composite Genotyp
ist nicht bekannt, aber es kann aufgrund der gleichzeitigen Erhéhung der

durchschnittlichen Taschentiefe (TTmean) auf einen kausalen Zusammenhang der
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Parodontitis mit der Zahnzahl geschlossen werden. Hierbei sind als Ursache fur
den Zahnverlust sowohl direkte Folgen der Parodontitis, zum Beispiel stark
erhdhte Mobilitdt des Zahnes mit Verlust, als auch indirekte Folgen der
Parodontitis, beispielsweise Extraktion stark beherdeter Z&hne durch den Zahn-
arzt, anzunehmen.

Bei der drauffolgenden Unterteilung des Probandengutes in die Gruppen
»gesund“ und ,krank” mit Hilfe einer Quartilgliederung, lieR sich zwar ein
erhdhtes Parodontitisrisiko fir Composite Genotyp-positive Probanden finden.
Aber entgegen friheren Untersuchungen [Kornman et al., 1997], ist das Risiko
lediglich fir einzelne Parameter (CAL3 und CALA4) signifikant. Kornman et al.
(1997) wies das erhohte Risiko bei Patienten nach, die nach einer Kombination
der Parameter Taschentiefe, klinischer Attachmentverlust, Sondierungsbluten und
Knochenabbau in die Gruppen parodontal ,,gesund“ und ,krank® unterteilt
wurden. Generell stellt sich ein Vergleich verschiedener Studien problematisch
dar, da die meisten Studien eine Einteilung der Probanden lediglich aufgrund des
positiven Sondierungsbluten (BOP = bleeding on probing) vornahmen [Kornman
et al., 1997; Ehmke et al., 1999; Lang et al., 2000; Cullinan et al., 2001; Cutler et
al., 2000; De Sanctis et al., 2000; Hodge et al., 2001; Papapanou et al., 2001;
Christgau et al., 2003; Jepsen et al., 2003; Feloutzis et al., 2003]. Bei der
Einteilung der Probanden in die beiden Gruppen ,,gesund“ und ,,krank* sowohl
nach Attachmentverlust als auch nach Taschentiefe (Tabelle 4-8) ergab sich eine
weitgehend identische Zuordnung. Bei der Einteilung anhand des positiven
Sondierungsblutens ergab sich ein analoges Bild. Bei nur wenigen Probanden trat
der Fall auf, dass sie bei der Einteilung nach einem Parameter ,,gesund“ und nach
dem zweiten Parameter ,krank* gewesen wéren. Dies zeigt, dass trotz der
Verwendung zweier unterschiedlicher Bewertungskriterien zwei annéhrend
identische Gruppen entstanden. Zusatzlich erlaubt uns diese modifizierte
Einteilung einen direkten Bezug der Genotypen mit weiteren klinischen

Parametern herzustellen, was in den vielen bisherigen Studien nicht mdglich war.
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Die Beschréankung auf das positive Sondierungsbluten als Messparameter ist auch
einer der Hauptkritikpunkte eines aktuellen Literatur-Uberblicks von Shapira et
al. (2005) zur Frage der Assoziation genetischer Risikofaktoren mit der
Parodontitis. So lassen sich, bedingt durch die Zusammenfassung der einzelnen
Messparameter auf die reine Einteilung ,gesund“ und ,krank“, aus den
Ergebnissen von Kornman et al. (1997) keinerlei Riickschlusse auf eine mdgliche
Interaktion der Composite Genotyps mit einzelnen Parametern ziehen. Weiterhin
muss der Aussagewert der Untersuchung von Kornman et al. (1997) als kritisch
betrachtet werden aufgrund der geringen Fallzahl (nicht rauchende Probanden in
der Altersgruppe 40-60 Jahre: n = 41) und dem Ausschluss von Probanden
infolge von Diabetes, antibiotischer Medikamentation, Schwangerschaft/Stillzeit,
regelmaRige Einnahme von antiinflammatorischen Medikamenten und Hepatitis-
oder HIV-Infektion. Kornmans Einschrdnkungen fiihren nédmlich dazu, dass
lediglich ein kleiner Ausschnitt der Bevdlkerungspopulation dargestellt wird und
damit die Aussage nicht direkt auf die Gesamtbevdlkerung ist Gbertragbar.

Prinzipiell ist das Ziel unserer Forschungsarbeit nicht, die Suche nach
genetischen  Parodontitisrisikofaktoren  aufzugeben, sondern  genauere
Erkenntnisse Uber das komplexe Zusammenspiel von Immunantwort und
Entziindungsmediatoren bei gleichzeitiger Identifikation aller mégliche Faktoren
und des Gewichts ihres Einfluss auf die Entstehung der Parodontitis zu erlangen.
Dies wird schon als Zielsetzung von Teng et al. (2002) in der Abhandlung tber
»parodontale Gesundheit und systemische Stérungen® definiert. Zu diesem Zweck
erschien es hilfreich, den reinen Composite Genotyp-Test mit einer Bestimmung
systemischer Entziindungsmarker zu kombinieren. So wird in der Abbildung 4-9
die Wirkung des CRP-Gehaltes fur die durchschnittliche Taschentiefe (TTmean)
bei den verschiedenen Interleukin-1 Position +3954 Genotypen sichtbar. Der
Ansatz, den reinen Interleukin-1 Composite Gentest zu modifizieren, wurde durch
die Untersuchungen von Genco et al. (1996, 1998) weiter forciert. Genco et al.

stellten eindeutig einen Zusammenhang zwischen systemischen Entziindungen
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und der Parodontitis her [Genco et al., 1998; Genco et al., 2002]. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen Glurich et al. (2002) und Joshipura et al. (2000) bei
der Untersuchung der Fragestellung, ob eine persistierende lokale Entziindung
einen Effekt auf systemische Erkrankungen hat. Dabei wurde die Fragestellung
aber nur in eine Richtung hin untersucht und eine mégliche wechselseitige
Beeinflussung der Parodontitis mit systemischen Entziindungen wurde aul3er
Acht gelassen. Doch gerade dieser Ansatz erschien nach dem Entdecken einer
solchen Verbindung zwischen der Parodontitis und dem Diabetes mellitus durch
Grossi et al. (1998) denkbar. Berger et al. (2002) fanden eine Verbindung
zwischen dem Polymorphismus des Interleukin-1 Gens an der Position IL-1B
+3954 und einem erhdhten CRP-Level. So wiesen Probanden mit der Genotyp-
Kombination Allel 2/Allel 2 an dieser Position einen zweifach erhthten CRP-
Spiegel auf. Diese Erkenntnisse wurden durch Eklund et al. (2003) bestatigt.
Parallel dazu zeigen unsere Ergebnisse, dass der Regressionskoeffizient des CRP-
Gehaltes 2.03 (TTmean) bis 3.69mal (CAL4) so grof3 ist wie der des IL-1
Composite Genotyps und gleichzeitig fur jede einzelne Messgrofie der CRP-
Regressionskoeffizient einen signifikanten unabhéngigen Kofaktor darstellt. Wie
die Tabelle 4-11 mit der dazugehorigen Abbildung 4-3 zeigt, gibt es einen
deutlichen Zusammenhang zwischen CRP-Level als systemischen Marker und der
Parodontitis. Damit ist ein Zusammenhang in zweierlei Form denkbar. Auf der
einen Seite wirkt die Parodontitis als chronische entziindliche Krankheit auf den
Gesamtorganismus und fiihrt damit zu einem Anstieg des CRP-Levels, auf der
anderen Seite ist auch eine Wechselwirkung eines erhohten CRP-Levels,
beispielsweise aufgrund einer systemischen Entzindung, mit der Parodontitis
maoglich. Hier zeigen unsere Ergebnisse eine signifikant erhdhte OR flr die
Wahrscheinlichkeit, zur Gruppe der Erkrankten zu zdhlen, wenn man sowohl
einen CRP-Wert > 5mg/l aufweist und gleichzeitig einen positiven IL-1
Composite Genotyp besitzt. Dies lasst auf die Aussage schlieBen, dass die

Parodontitis eine Erhéhung des CRP-Spiegels bewirken kann und damit Gber das
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C-reaktive Protein eine systemische Komponente besitzt. Diese Annahme ist auch
eine mogliche Erklarung der Ausfiihrungen von Genco et al. (1998) Uber die
Verbindung der Parodontitis mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Dieser, die
Parodontitis modifizierende, Einfluss des CRP-Gehalts wurde auch durch Noack
et al. (2001) vermutet. Die Verbindung zwischen dem CRP-Level und der
Parodontitis wird weiterhin durch den IL-1 Composite Genotyp beeinflusst. Dies
ist unter dem Blickwinkel der bekannten Wirkung der Parodontitis auf den
Gesamtorganismus bedeutend. So stellten Offenbacher et al. (1996) fest, dass eine
parodontale Infektion Schwangerer ein hoheres Risiko fur Untergewicht bei den
Neugeborenen birgt als Alkoholmissbrauch. Diese systemische Wirkung der
Parodontitis auf das Gewicht Neugeborener wurde in einer anderen Studie von
Yeo et al. (2005) bestétigt.

Auf die generelle Moglichkeit solcher Wechselwirkungen zwischen systemischen
Faktoren und der Parodontitis wurde schon im Rahmen der Erforschung der
Beziehung Diabetes mellitus und Parodontitis aufmerksam gemacht [Grossi et al.,
1998]. Unter diesem Blickwinkel birgt ein Test zu Parodontitis-Risiko-
Bewertung, der allein auf dem Interleukin-1 Composite Genotyp [Kornman et al.,
1998] beruht, die Gefahr einer Uberwertung eines Risikofaktors bei gleichzeitiger
Vernachlassigung anderer. Parallel zu dieser Problematik wird durch eine
Kombination der beiden MessgroRen die Aussagekraft des Testes steigen. Unter
Beachtung dieser Fakten erscheint ein kommerzieller Einsatz der Teste zur
Bestimmung des Parodontitis-Risikos anhand der IL-1 Composite Genotyps als

nicht angebracht.

Weiterhin problematisch ist die Beschrdnkung der Suche nach genetischen
Risikofaktoren auf einige wenige Faktoren. So findet sich im Literatur-Uberlick
von Shapira et al. (2005) keine Erwahnung der Myeloperoxidase als moglicher
genetischer Risikofaktor. Unsere Studie zeigt einen protektiven Effekt der

Myeloperoxidase, zumindest fur den mittleren klinischen Attachmentverlust
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(CALmean). Wir fanden einen geringeren Kklinischen Attachmentverlust bei
Probanden mit mindestens einer Variante an der Position -463 des MPO Gens.
Ahn et al. (2004) stellten bei der Untersuchung von Patienten der ,,Long Island
Breast Cancer Study* (1996-1997) eine protektive Wirkung von Varianten an der
Position +463 des MPO Gens fest. Aus zahnmedizinischer Sicht gibt es zur
Verbindung MPO Polymorphismus und Parodontitis bisher nur sehr wenige
gesicherte Erkenntnisse.

Ein dhnliches inhomogenes Bild ergibt sich bei der Frage nach der Rolle des
MPO-Polymorphismus und systemischer Entziindungen. Interessant ist dabei,
dass die MPO einen starken geschlechtsspezifischen Effekt aufweist. In der
Abbildung 4-14 wurde die Zahnzahl als MessgréfRe genutzt, um die protektive
Wirkung des MPO zu verdeutlichen. Dabei zeigt sich die signifikante protektive
Wirkung nur bei den Raucherinnen und Nichtraucherinnen. Bei méannlichen
Probanden fanden sich keinerlei protektive Effekte. Diese geschlechtsspezifische
Komponente muss noch naher untersucht werden, wird aber indirekt durch die
Arbeit von Ahn et al. (2004) untermauert, der einen protektiven Effekt der MPO
in einer Brustkrebsstudie mit traditionell rein weiblichen Probanden nachwies.
Nach der Einteilung der Probanden in Gruppen ,,gesund* und ,,krank* anhand des
klinischen Attachmentverlustes stellen wir flr die Varianten im MPO Gen eine
geringere Odds Ratio (OR: 0.73 — 0.78) fest, zur Gruppe der ,,Kranken“ zu
gehdren. Fir die Unterteilung anhand der Taschentiefe fanden wir ebenfalls

geringere Odds Ratios (OR: 0.83 — 0.85), die aber nicht signifikant waren.

Aus der Summe der Arbeit ist erkenntlich, dass der Interleukin-1 Composite
Genotyp bei einer normalverteilten Bevolkerung (mit Rauchern und Nichtraucher
und allen Stadien einer Parodontitis) eher ein Kofaktor ist, als ein eigenstandig
wirkender kausaler Faktor. Dies ist ein wichtiger Unterscheidungspunkt zu
friheren Arbeiten [Kornman et al., 1997; Lang et al., 2000]. Dieser

modifizierende Kofaktor beeinflusst auch die, bisher wenig beachtete,
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wechselseitige Assoziation zwischen systemischen Entziindungsmarkern und der
Parodontitis. Gerade diese Interaktion der Parodontitis mit systemischen
Entzindungen sollte weiter erforscht werden und als ein Bestandteil der, die
Parodontitis beeinflussenden, Kofaktoren erkannt werden. Ahnlich verhélt es sich
mit der Myeloperoxidase, deren Polymorphismen bisher im Bereich der
Parodontitis gar nicht beachtet wurden. Nun liegen mit den Ergebnissen der
SHIP-0 Studie starke Hinweise auf eine protektive Wirkung des MPO
Polymorphismus vor. De facto ist es mit den, aus der SHIP-O Studie
vorliegenden, Ergebnissen dringend geraten, den Einsatz eines ,,einfachen” Tests
(z.B. PRTO Test) zur Diagnostik des Parodontitisrisikos kritisch zu hinterfragen.
Zu diesem  Ergebnis, wenn auch nicht auf Grundlage einer
bevolkerungsreprasentativen Studie, kommt auch Hodge et al. (2001) bei der
Gegeniberstellung seiner Ergebnisse mit den Ergebnissen von Kornman et al.
(1997). Durch die Rezension verschiedener Studien von Shapira et al. (2005) wird
diese Einschdtzung zusétzlich untermauert. Des Weiteren sind nicht alle
maoglichen Faktoren fur die Entstehung einer Parodontitis bekannt, sodass auch
hier noch weiterer Forschungsbedarf besteht.

Bei der Suche nach mdglichen Risikofaktoren und —markern fiir die Parodontitis
darf nicht vergessen werden, dass die Parodontitis ein Krankheitsbild unterschied-
licher Menschen ist und man daher nicht restriktiv mit Rechenmodellen wie hier
in der Studie arbeiten kann. Das Augenmerk im Kampf gegen die Parodontitis
wird weiterhin gleichmaRig verteilt auf den drei Faktoren Mundhygiene,
Aufklarung und Risikoabklarung liegen. Aber bessere Erkenntnisse Uber alle
Kofaktoren und ber das komplexe Zusammenspiel derselben geben uns als
Zahndrzten eine grolReren Stellenwert im Hinblick auf die Gesamtgesundheit der
Patienten — vor allem aufgrund der gefundenen Interaktionen zwischen der
Parodontitis, systemischen Entziindungen und genetischen Risikomarkern. Damit

rickt die Parodontitis wieder mehr ins Blickfeld der Medizin und darf nicht mehr
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losgeldst als ,,lokales Entziindungsgeschehen* ohne Wirkung auf den restlichen

Organismus betrachtet werden.
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6. Zusammenfassung

Die Rolle der Kandidatengene Interleukin IL-1a und IL-1B, des Interleukin-1
Rezeptorantagonist 1L-1Ra und der Myeloperoxidase fur ein erhohtes
Parodontitisrisiko war hinsichtlich der modulierenden Wirkung auf die Schwere
und den Verlauf einer Parodontitis bisher noch nicht endgultig geklart. Vor allem
das Zusammenwirken mit systemischen Entzindungen war bis dato noch
unerforscht.

Ziel dieser Arbeit sollte es daher sein, unter Zuhilfenahme einer Bevdlkerungs-
studie die These einer wechselseitigen Assoziation zwischen der Parodontitis, den
genetischen Risikomarkern und systemischen Entziindungen zu verifizieren. Zu
diesem Zwecke erfolgte mit Hilfe der Standardmethoden PCR, RFLP und
Gelelektrophorese eine Genotypisierung aller Probanden in der Altersgruppe von
40 — 60 Jahre der SHIP-O Studie. Bei 1515 Probanden konnte der Genotyp
bestimmt werden. Es sind folgende Aussagen auf der Grundlage der Ergebnisse

formuliert worden:

1. Wir fanden eine direkte Korrelation zwischen dem Interleukin-1
Composite Genotyp und der durchschnittlichen Taschentiefe (TTmean)
auf der einen Seite und zwischen dem Interleukin-1 Composite Genotyp
und der Zahnzahl auf der anderen Seite. Probanden mit einem positiven
Composite Genotyp wiesen eine erhéhte mittlere Taschentiefe (2.7£0.8)
gegenliber Composite Genotyp negativen Probanden (2.6+0.7) auf. Ein
ahnliches Bild ergab sich bei der Zahnzahl von Composite Genotyp
positiven Probanden (21.0) gegeniiber Probanden mit einem negativen
Composite Genotyp (20.0). Fir den MPO Genotyp fanden sich keine
direkten Korrelationen mit klinischen Parodontitis-Parametern.

2. Fur das Vorliegen mindestens einer Mutation der Myeloperoxidase
stellten wir eine protektive Wirkung fir CAL4 (p = 0.05) und CALmean
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(p = 0.03) fest. Mit Odds ratios von CAL4 (OR: 0.75) und CALmean (OR:
0.73) stellt sich dieser Polymorphismus als ein protektiver Kofaktor der
Parodontitis dar.

3. Der Einfluss der CRP-Levels auf die Parodontitis zeigte sich bei allen
Parodontitis-MessgroRen als hochgradig signifikant. Die Odds ratio fir
Probanden mit erhdhtem CRP-Spiegel, die zur Gruppe der erkrankten
Probanden gehorten, war bei TT4 (OR: 1.39), TTmean (OR: 1.47), CAL3
(OR: 1.70), CAL4 (OR: 1.60) und CALmean (OR: 1.65) deutlich erhéht.
Auch die mittlere Zahnzahl (17.2) ist bei Probanden mit erhéhtem CRP-
Level geringer als bei gesunden Probanden (19.6).

4. Beim Einfluss der CRP-Spiegel offenbarte sich auch ein geschlechtspezi-
fischer Unterschied. So wiesen Manner mit erhéhtem CRP-Gehalt einen
erhohten TTmean-Wert (TTmean: 3.1+1.1) gegenlber Frauen mit
erhohtem CRP-Wert (TTmean: 2.7£0.9) auf und lagen gleichzeitig zu
einem hdheren Anteil oberhalb des Messbereiches CAL4 (IQR: 68.2) als
Frauen (IQR: 45.8).

5. Ein erhohter CRP-Wert der Probanden bei gleichzeitig vorliegenden
positiven Composite Genotyp flhrt zu einem erhéhten Krankheitsrisiko
gegenliber Probanden ohne erhohten CRP-Spiegel und negativen
Composite Genotyp. Dieser Effekt l&sst sich alleine mit dem positiven
Composite Genotyp nicht erkldren, sondern wird zum Grossteil dem
erhdhten CRP-Gehalt geschuldet. Dies zeigte sich bei der signifikant
erhohten Odds ratio fir die mittlere Taschentiefe (OR: 2.49) bei
Probanden mit erhohtem CRP-Spiegel und positivem Composite Genotyp
gegenliber dem Referenzwert (OR: 1.0) flur Probanden ohne
pathologischen CRP-Werten und negativen Composite Genotyp und
gegeniber Probanden mit nicht pathologischen CRP-Gehalt und positiven
Composite Genotyp (OR: 1.35).



6. Zusammenfassung 112

Ein Vergleich der hier betrachteten Risikofaktoren — des IL-1 Genotyps, des
MPO Genotyps und des CRP-Gehaltes — macht deutlich, dass der Einfluss
systemischer Entziindungen auf den Verlauf der Parodontitis eine grofiere
Auswirkung hat, als bisher angenommen. Dabei zeigt die Arbeit, dass man
den IL-1 Genotyp nicht als alleinigen genetischen Risikofaktor fir die
Parodontitis propagieren kann und dass gleichzeitig eine Kombination des IL-
1 Genotyp Tests mit einem CRP-Level-Test sinnvoll ware. Weiterhin gelang
mit der Arbeit der Nachweis einer wechselseitigen Beeinflussung von

systemischen Entziindungen und der lokalen Entziindung Parodontitis.
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8. Anhang

Fur die Durchfiihrung der Versuche sowie die Ermittlung und Auswertung der
Ergebnisse wurden die, unter Hinweis auf die Herstellerfirmen, nachstehend
aufgefiihrten Materialen und herkémmlichen Chemikalien verwandt. Alle
erwahnten Chemikalien sind mindestens in der Spezifikation ,,reinst” oder in der

hdchstmoglichen kommerziell erhéltlichen Reinheit verwendet worden.

Tab. A-1: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Agarose NEEO Ultra

Roth, Karlsruhe

Borsaure

Sigma, Deisenhofen

DNTP

BlOzym, Oldenburg

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Sigma, Deisenhofen

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Sigma, Deisenhofen

Magnesiumchlorid

Invitrogen, Karlsruhe

Tris-HCL

Roth, Karlsruhe

Tab. A-2: Ubersicht iber die verwendeten Enzyme, Kits und Langenstandards

Enzyme, Kits und Langenstandards

Hersteller

Gene Ruler™ 100 bp DNA-Ladder

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsenzym Ava |

BioLabs, Schwalbach/Taunus

Restriktionsenzym Aci |

BioLabs, Schwalbach/Taunus

Restriktionsenzym Nco |

BioLabs, Schwalbach/Taunus

Restriktionsenzym aTaq |

BiolLabs, Schwalbach/Taunus

Tag-DNA-Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe
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Tab. A-3: Ubersicht iber die verwendeten Lésungen und Puffer

Name der Ldsung enthaltene Reagenzien

TE-Puffer 100 mM Tris-HCL

10 mM EDTA, auf pH =8.0
ad 1000 ml Aqua dest.

1 x TBE Puffer 110 mM Tris-HCL

90 mM Borséaure

2 mM EDTA, auf pH =8.0
ad 1000 ml Aqua dest.
Laufpuffer 1x TBE

0.01 % Ethidiumbromid

Tab. A-4: Ubersicht iiber die verwendeten Geréte

Gerat Hersteller
Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg
Elektrophoresekammer Sub-Cell® M96 Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Geltrager Bio-Rad Laboratories, Miinchen
GenAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Weiterstadt
Image Station 440 Eastman Kodak Company, Rochester,

New York (USA)

Photodrucker Sony Corporation, Tokyo (Japan)
PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories, Miinchen
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