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Zusammenfassung
Untersuchungen zur Populationsstruktur und Virulenz von Porphyromonas gingivalis
anhand intraspezifischer Diversitdtsanalysen ausgewahlter Virulenzloci.
KarolaPrior

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden 108 P. gingivalis-l1solate von 104 Parodon-
titigpatienten analysiert. Bei zwei der 104 Patienten konnte eine Mischinfektion mit
verschiedenen Genotypen nachgewiesen werden. Die Nukleinsaurestruktur der Viru-
lenzfaktoren fimA, rgpA, rgpB, kgp, prtT und tpr wurden mit Hilfe von Sequenz- und
Restriktionsanalysen identifiziert. Basierend auf diesen Daten konnten die Isolate zum
Teil schon bekannten Subtypen, wie z.B. fimA | bisV, zugeteilt werden. Darliber hinaus
konnten aber auch neue Untergruppen identifiziert werden, insbesondere bei den
weniger untersuchten Proteasen PrtT und Tpr. Bei 108 analysierten I solaten konnten 82
verschiedene Kombinationen der identifizierten Allele nachgewiesen werden. Die Be-
rechnung der , Coverage" zeigte in Ubereinstimmung mit der Rarefaction-Analyse, dass
die Gesamtdiversitét der untersuchten Loci damit noch nicht einmal zur Hélfte erfasst
wurde. Um eine Einschétzung der Populationsstruktur von P. gingivalis vornehmen zu
konnen wurde der standardisierte Assoziationsindex berechnet. Dieser lag mit einem
Wert von 0,0079 nahe an Null, ein Hinweis darauf, dass die untersuchte Population
nahezu das , linkage equilibrium® (verbundene Gleichgewicht) erreicht. Ebenso wie die
grofRe Anzahl verschiedener Genotypen ist dies ein Indiz fur eine fehlende Kopplung
der untersuchten Genloci. Erreicht wird die Unabhangigkeit der einzelnen Gene durch
eine hohe Rekombinationsrate.

Die genetische Heterogenitdt von P. gingivalis wurde schon héufig untersucht,
jedoch basiert die Identifizierung der einzelnen Genotypen in dieser Studie erstmals auf
Allelen von Virulenzfaktoren, denen zum Teil schon eine unterschiedliche Funktiona-
litét in der Virulenz von P. gingivalis nachgewiesen werden konnte. Unabhangig davon
gehen die Ergebnisse konform mit denen friherer Studien, die keine distinkte Evolu-
tionslinie fUr die Virulenz von P. gingivalis identifizieren konnten.

Tag der mundlichen Prifung: 24. August 2006
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1 Einletung

1.1 Parodontitisund Porphyromonasgingivalis

Das Parodontium, auch Zahnhalteapparat genannt, ist eine komplexe Struktur
aufgebaut aus Gingiva (Zahnfleisch), Alveolarknochen, Desmodont (Wurzelhaut) und
Cementum (Wurzelzement). Gemeinsam sorgen diese Elemente fur die feste
Verankerung der Zdhne im Kiefer. Die Parodontitis ist eine chronische Entziindung
dieses Zahnhalteapparates, die den Abbau der bindegewebigen Verankerung und des
zahntragenden Knochens hervorruft. Sie wird unter anderem durch Komponenten eines
mikrobiellen Biofilms ausgelst, der sich an der Grenze zwischen harter Zahnoberfléche
und angrenzendem Weichgewebe bildet und aus einer Vielzahl verschiedener
Bakterienspezies aufgebaut ist. Obwohl inzwischen Uber 500 verschiedene
Bakterienarten identifiziert werden konnten (58), ist die Anzahl der am Entziindungs-
geschehen beteiligten Bakterien relativ gering (15, 18).

Ein wichtiger Vertreter unter den parodontalpathogenen Bakterien st
Porphyromonas gingivalis, ein anaerobes, gram-negatives unbewegliches Kurzstdbchen
aus der Gruppe der schwarz pigmentierten Bakterien. P. gingivalis gilt als einer der
Hauptverursacher der chronischen und aggressiven Parodontitis (18). Es verfugt tber
eine Vielzahl verschiedener Virulenzfaktoren, die es ihm erméglichen sich im
Wirtsorganismus zu etablieren und eine parodontale Erkrankung auszuldsen. P.
gingivalis adhériert an Epithelzellen, roten Blutkorperchen, Kollagenkomplexen sowie
anderen Bakterien und ist dartber hinaus auch in der Lage in die Epithelzellen
einzudringen (17).

1.2 Virulenzfaktoren

Mit Virulenz wird der Grad der Pathogenitét eines Organismus bezeichnet, sie wird
durch seine Invasivitét und Toxizitét bestimmt. Unterschiede in der Progression einer
Infektion kodnnen durch unterschiedlich virulente Stamme innerhalb einer Spezies
hervorgerufen werden. Die heterogenen Virulenzeigenschaften von P. gingivalis



wurden an vielen Tiermodellen untersucht. In diesen Versuchen wurden die Tiere
subkutan mit P. gingivalis infiziert und die Virulenz in Relation zur Grofe des
entstandenen Abszesses bzw. zur hervorgerufenen Hautlésion evaluiert. Anhand der
Ergebnisse dieser Studien wurden viele Stdmme als avirulent oder nichtinvasiv, wie
z.B. die Stamme ATCC 33277, oder 381, oder as virulent und invasiv (ATCC53977,
W83, W50) bewertet (5, 8, 35). Die Pathogenité von P. gingivalis liegt in einer
Vielzahl von Virulenzfaktoren begriindet, zu denen Lipopolysaccharide (LPS),
Fimbrien, Hamagglutinin, Hamolysin und verschiedene extrazellulare hydrolytische
Enzyme, vor allem Proteinasen, gezéhlt werden (21, 31, 39).

1.2.1 FimA

Die Fimbrien gelten als ein wichtiger Virulenzfaktor von P. gingivalis. Fimbrien sind
Haftstrukturen auf der Bakterienoberfléche, die eine wichtige Rolle bei der Initiierung
bzw. dem Voranschreiten der Parodontitis spielen. Sie vermitteln die Adhérenz der
Bakterien an und die anschlief3ende Invasion in die Epithelgewebe des Wirtsorganismus
(67). Die grofite Untereinheit der P. gingivalis-Fimbrien, das Fimbrillin (FimA), ist bei
einem Grofdteil der untersuchten P. gingivalis-Isolate nachweisbar (67, 41). Basierend
auf Variationen in der Nukleotidsequenz des codierenden Gens, fimA, waren zum
Zeitpunkt der Untersuchungen funf Untergruppen (Typ | bis V) identifiziert (3, 51). Die
Analyse der verschiedenen fimA Genotypen und ihrer klonalen Verteilung konnte
Einblicke in die Epidemiologie dieser Spezies ermoglichen und dartiber hinaus das
Wissen Uber die Gast-Wirt-Beziehungen erweitern.

1.2.2 Gingipaine

P. gingivalis produziert eine Vielzahl verschiedener Proteinasen, die ebenfalls als
wichtige Virulenzfaktoren angesehen werden (25, 44, 65). Innerhalb dieser
Enzymgruppe nehmen die Gingipaine, die basierend auf der Primérsequenz innerhalb
der Cysteinproteinasen in eine separate Familie (C25) eingruppiert wurden, eine
wichtige Rolle ein (61). Die Gingipaine werden durch drei Gene, rgpA, rgpB und kgp
kodiert.



1221 RgpA und RgpB

Die Produkte der rgp-Gene (RgpA, RgpB) spalten Polypeptidketten ausschlieflich
hinter einem Argininrest (16, 60). Das vom rgpA-Gen codierte Gingipain R tritt, durch
proteolytische Prozessierung der initial translatierten Polypeptidkette in multiplen
molekularen Formen auf. Hierzu gehdren sowohl ein membranassoziiertes Enzym (mt-
RgpA) als auch zwei 16sliche Formen. GelGst liegen zum einen die katalytische Doméne
alleine RgpA(ca), €in 50 kDa Protein, oder ein nichtkovalenter 95 kDa-Komplex aus
katalytischer Doméne und Hamagglutinin-/Adhasionsdomane (HrgpA) vor (16, 49, 60).
Innerhalb dieses Komplexes ist der katalytische Teil verantwortlich fur die
proteolytische Aktivitét, der letztere Tell fur die Adh&sion an extrazelluldre
Matrixproteine und rote Blutzellen. Im Gegensatz zum rgpA, fehlt beim rgpB-Gen
nahezu der gesamte codierende Bereich fur die Hamagglutinin-/Adhdsindoméane, so
dass als Produkt hauptsachlich das 16sliche 50 kDa Protein (RgpB) vorliegt (49). Ally et
a. (2) konnten anhand ihrer Untersuchungen eines P. gingivalis Laborstammes zeigen,
dass die katalytischen Doménen von RgpA und RgpB beziiglich der Priméarstruktur
nahezu identisch sind und sich lediglich durch den Austausch von vier Aminosauren
(D281® N, Y283® S, P286® S und N331® K) voneinander unterscheiden. Im 3D-
Modell sind diese vier Aminosauren um das katalytische Zentrum herum angeordnet
und kénnten damit verantwortlich fir die unterschiedliche Substratspezifitét der beiden
Gingipaine sein. Da noch keine Daten beziglich dieser Aminosdurenaustausche in
klinischen P. gingivalis-Isolaten vorliegen, wurde neben den Untersuchungen zur
genetischen Variabilitét des gesamten codierenden Bereichs, diesem Abschnitt der rgp-
Gene besondere Beachtung geschenkt.

1222 Kgp-Hamagglutinintell

Das kgp-Gen codiert fur eine Lysin-spezifische Protease, die aus funf Doménen
zusammengesetzt ist: ein Propeptid, eine katalytische Doméne und drei Adhésin-/Ham-
agglutinindoménen (59). Dieses Enzym ist spezifisch an der Aufhebung des
Gerinnungspotentials von Fibrinogen beteiligt und konnte daher far die
Blutungstendenz und anhaltende Entzindung der mit P. gingivalis infizierten
parodontalen Taschen verantwortlich sein (33). Dartiber hinaus ist Kgp in der Lage den

Leukozyten C5a-Rezeptor auszuschalten und kénnte so zum Schutz des Bakteriums vor



Phagozytose durch Cha stimulierte Leukozyten beitragen (34). Sequenzanalysen von
Propeptid und katalytischer Doméne lief3en, basierend auf den Sequenzunterschieden in
der katalytischen Domane, zwei verschiedene Subtypen des kgp-Gens erkennen: kgp-I
und kgp-1l (9). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Variabilitédt der Kgp-
Hamagglutinindoménen analysiert werden. Die Hamagglutindoméne besteht aus den
drei Untereinheiten: Kgp39, HA2 und Kgp44. Im Bereich der Kgp44-Domane zeigen
sich Variabilitdten zwischen verschiedenen P. gingivalis-Laborstdmmen. Drei
verschiedene Allele konnten in den Stdmmen HG66, 381 und W83 identifiziert werden
(59). Durch die Uberpriifung von Patientenisolaten konnte ein weiteres Allel, eine
Variante des W83-Genotyps (AY 559244), identifiziert werden (50). Die Untersuchung
der Patientenisolate im Rahmen dieser Studie soll Aufschluf Gber die Pravalenz der
verschiedenen Genotypen im Patientenpool und Uber eventuell vorhandene weitere
Subtypen geben.

1.2.3 PrtT

Das prtT-Gen codiert fir eine Cysteinproteinase mit signifikanter Homologie zum
Streptopain von Sreptococcus pyogenes, auch als SpeB (streptococcal pyrogenic
exotoxinB) bekannt. Daneben weist es groRe Ahnlichkeiten zu einer weiteren aus P.
gingivalis isolierten Cysteinproteinase, dem Periodontain, auf. Aufgrund ihrer
Homologie, speziell auch im Bereich des katalytischen Zentrums, sollten diese drei
Proteinasen zur Gruppe der C10 Familie der Cysteinproteinasen zugrechnet werden
(59). Alle bislang in P. gingivalis identifizierten Proteinasen sind entweder auf der
Bakterienoberflache lokalisiert oder werden an das umgebende Medium abgegeben, was
eine Beteiligung dieser Enzyme am Wachstum von P. gingivalis vermuten lasst. Da P.
gingivalis ein asaccharolytisches Bakterium ist, muss sowohl sein Kohlenstoff- als auch
Energiebedarf Giber die Aufnahme von Proteinbausteinen gedeckt werden. Allerdings ist
P. gingivalis nicht in der Lage freie Aminosauren Uber die Bakterienmembran
aufzunehmen, kann jedoch Di- oder Tripeptide sehr gut verwerten (19). Diese
Beobachtungen werden auch dadurch gestiitzt, dass obwohl eine Vielzahl von
Untersuchungen zu extrazelluléren Endopeptidasen von P. gingivalis durchgefihrt
werden, bislang keine Amino- oder Carboxypeptidasen beschrieben werden konnten.



Periodontain kann keine Proteine mit intakter Sekundér- oder Tertidrstruktur spalten,
weist jedoch hohe proteolytische Aktivitdét gegeniber denaturierten und leicht
verfugbaren Polypeptidketten auf. Aufgrund der signifikaten Homologien zwischen
PrtT und Periodontain, einschliefdlich hoch konservierter Aminosiurereste an
nachgewiesenen posttranslationalen Aktivierungsschnittstellen, wird fur die PrtT-
Cysteinproteinase ein ahnliches Aktivitétsspektrum angenommen (53). In einem
hypothetischen Szenario konnte die physiologische Rolle der Proteinasen
folgendermal3en aussehen: Komplexe Proteine werden zunéchst durch die Gingipaine in
kleinere Fragmente gespalten, die dann vom Periodontain bzw. der PrtT-Proteinase
weiter degradiert werden. Bislang ist lediglich eine Nuleinsduresequenz der PrtT-
Proteinase beschrieben worden, die auf der genetischen Austattung des Laborstammes
ATCC53977 basiert (S75942). Daten tiber eventuell vorhandene Allele in aus Patienten
isolierten Wildstdmmen fehlen noch und sollten im Rahmen dieser Studie gewonnen

werden.

124 Tpr

Die Charakterisierung der Tpr-Protease deutet darauf hin, dass es sich bei diesem
Enzym um eine thiolabhéngige Protease handelt, deren proteolytische Aktivitat durch
reduzierende Bedingungen aktiviert wird (12, 57). Die Aktivité der Protease wird bei
Anzucht unter limitierenden Bedingungen (Nahrstoffmangel) signifikant erhdht (56),
woraus sich Rickschlisse Uber eine vermutliche Beteiligung dieser Protease an der
Nahrstoffversorgung in vivo ergeben. Es konnte gezeigt werden, dass die tpr-
Genexpression durch einen erhéhten Peptidlevel negativ kontrolliert wird, durch freie
Aminosauren jedoch unbeeinflusst bleibt (43). Tpr scheint somit, wie auch die PrtT-
Protease, ein Glied in der Abbaukette komplexer Proteine zu sein, um die
Nahrstoffversorgung von P. gingivalis auch in Konkurrenz mit anderen parotontal-
pathogenen Erregern sicher zu stellen.

Bislang ist auch von der Tpr-Protease lediglich eine vom Stamm W83 untersuchte
Gensequenz bekannt. Hier konnte, wie auch fir die prtT-Gensequenz vermutet, die
Untersuchung von Patientenisolaten eventuell zur Identifizierung weiterer Allele fuhren.



1.3 Populationsstruktur von Porphyromonas gingivalis

Um evaluieren zu konnen, ob Unterschiede in den verschiedenen Virulenzfaktoren
von P. gingivalis die Existenz von pathogenen Evolutionslinien reflektieren, ist es
notwendig Informationen Uber die grundlegende Populationsstruktur dieser Spezies zu
erhalten. Bakterienarten mit einer klonalen Populationsstruktur sind durch ein starkes
»lingage disequilibrium® also ein gekoppeltes Ungleichgewicht gekennzeichnet, das
durch eine nichtzuféllige Assoziation von Allelen verschiedener Genloci charakterisiert
wird. Bel diesen Populationen ist die Mutationsrate hoch, verglichen mit der Anzahl der
Rekombinationen zwischen verschiedenen Stdmmen, das hei3t ein horizontaler
Gentransfer tritt bei diesen Populationen zu selten auf, um die klonale Assoziation der
untersuchten Loci aufzubrechen. Dies wirde sich in einem gehduften Auftreten
virulenzassoziierter Allele der untersuchten Gene zeigen. Bei Bakterienspezies mit einer
nichtklonalen Populationsstruktur werden die Evolutionslinien durch héufige
intraspezifische Rekombinationen aufgebrochen. Dies resultiert in einer nahezu
willkirlichen Verteilung der virulenzassoziierten Allele (45).

1.4 Ziel der Studie

Unterschiede in der Progressionsrate einer Infektion konnen auf einer
unterschiedlichen Virulenz der einzelnen Bakterienst@mme innerhalb einer Spezies
basieren. Eine Vielzahl von Untersuchungen am Tiermodell (8, 35) oder in vitro-
Analysen (29, 32) mit Laborstdmmen von P. gingivalis zeigen deutliche Unterschiede
im pathogenen Potential der untersuchten Stamme auf. Eine Vielzahl von
Typisierungsmethoden wurde entwickelt, um pathogene Klone besser identifizieren zu
koénnen. Hierzu zdhlen DNA-basierte Methoden, wie die Restriktionsenzymanalyse
(REA, redtriction enzyme analysis), Untersuchungen zum  Restriktions
fragmentlangenpolymorphismus (RFLP) und ,arbitrary primed* PCR-Analysen (AP-
PCR) mit willkdrlich ausgewahlten Primern (14, 42, 46, 47, 55). Es wurden aber auch
Multilokusenzymelektrophoresen (MLEE; 40) oder Ribotypisierungen (66)
durchgefuihrt, um genetisch unterschiedliche Isolate zu identifizieren. In alen Studien
konnte eine sehr grol3e genetische Heterogenitédt der untersuchten P. gingivalis-l1solate
nachgewiesen werden, nahezu jedes untersuchte Isolat wurde durch einen einzigartigen



genetischen Fingerabdruck charakterisiert. Dies fuhrte Menard und Mouton zu der
Hypothese, dass die von lhnen eingesetzte AP-PCR eventuell ein zu sensitives
Instrument ist, um ein realistisches Bild der Diversitét wiederzugeben, da Mutationen,
Deletionen und die Aufnahme neuen genetischen Materials von Generation zu
Generation die Bakterien insgesamt bis zu einem gewissen Grad ,genetisch unstabil*
machen (48).

Um die intraspezifische Diversitdt von P. gingivalis besser zu verstehen wurden im
Rahmen dieser Arbeit sechs Virulenzfaktoren (fimA, rgpA, rgpB, kgp, prtT und tpr) mit
Hilfe von Sequenz- und Restriktionsanalysen auf ihre Zugehérigkeit zu zum Teil schon
bekannten, zum Teil aber auch neu identifizierten Subtypen untersucht. Hierbei wurde
im Gegensatz zu friher durchgefiihrten Arbeiten bewusst auf die Beriicksichtigung
einzelner  Punktmutationen verzichtet und lediglich deutlich  voneinander
differenzierbare Subtypen der einzelnen Gene, wie zum Beispiel die verschiedenen
fimA-Typen, als Allele identifiziert. Geringfligige Variationen innerhalb des Subtyps
blieben unbertcksichtigt.

Obwohl sich viele Studien mit der Untersuchung einzelner Virulenzfaktoren und
ihrer putativen etiologischen Rolle im Entzindungsgeschehen beschéftigen (5, 9, 10,
50), sind hislang keine Untersuchungen durchgefihrt worden, die sich mit der
Kombination der verschiedenen bel vielen Virulenzfaktoren auch schon identifizierten
Allele befassen. Die Untersuchungen zur Pravalenz der einzelnen Subtypen und ihrer
unterschiedlichen Kombinationen sollte Aufschlul® Gber die Populationsstruktur des
untersuchten P. gingivalis-Kollektivs geben.



2 Material und Methoden

2.1 Probenentnahme

Die Gewinnung subgingivaler Plagueproben erfolgte mit Hilfe steriler Papierspitzen
(XXF, Roeko) aus der jeweils am stérksten betroffenen parodontalen Tasche pro
Sextant. Die Papierspitzen wurden bis zum Erreichen eines taktilen Widerstandes in die
Taschen eingefuhrt, dort fur 10 s belassen, in ein Gefal? mit 0,5 ml steriler gekuhlter
Ringer-Glyzerinlosung (10% Glyzerin in Ringerldsung, ¥ konz.) tberfihrt und sofort
im Labor weliter verarbeitet.

2.2 |Isolierung und Identifizierung von Porphyromonas
gingivalis aus klinischem Probenmaterial

Die Kultivierung der Bakterien aus der subgingivalen Plague erfolgt direkt im
Anschlu? an die Probenentnahme, um die Uberlebensrate der entnommenen Bakterien,
darunter P. gingivalis ein Vertreter der strikt anaeroben Bakterien, mdglichst hoch zu
halten.

2.2.1 Isolierung aus klinischem Probenmaterial

Zur Homogenisation wurden die subgingivalen Plagueproben 10 s im Ultraschallbad
(Bransonic 1510E; Branson, Dietzenbach) geschallt, in mehreren Verdinnungen (O,
1:20, 1:400 und 1:8000) auf Blutagarplatten (CDC-Agar) ausgestrichen und fir eine
Woche in Anaerobenttpfen (Anaerocult A, Merck, Darmstadt) bei 37 °C inkubiert. P.
gingivalis wurde anhand seiner typischen Kolonienmorphologie identifiziert und
Einzelkolonien auf Blutagarplatten subkultiviert, um Reinkulturen zu erhalten. Die so
erhaltenen Isolate wurden mit sterilen Wattetrdgern abgenommen, in 500 pl Ringer-

Glyzerin resuspendiert und in fllissigem Stickstoff konserviert.



2.2.2 ldentifizierung mittels Polymer asekettenr eaktion (PCR)

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurde Bakterienmaterial der
Reinkulturen mit einem sterilen Wattetrager von den Agarplatten abgenommen und die
Bakterien-DNA mit dem QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben isoliert. Die so erhaltene DNA wurde sowohl fir die Kontrolle der
morphologischen Identifizierung als auch fir die ldentifizierung verschiedener
Fimbrien- bzw. Protease-Genotypen durch direkte Sequenzierung des PCR-Produktes
eingesetzt. Die morphologische Identifizierung der P. gingivalis I solate wurde mit Hilfe
einer spezifischen PCR verifiziert. Hierbei wurde ein 548bp Fragment aus dem
zentralen Bereich des Collagenasegens prtC amplifiziert (11).

2.3 ldentifizierung ver schiedener Genotypen durch direkte
Sequenzierung des PCR-Produktes

Um neben den bekannten Sequenzen der verschiedenen Virulenzgene neue Subtypen
zu identifizieren, wurden die untersuchten Gene von einigen Isolaten komplett mittels
direkter Sequenzierung ausgewahlter PCR-Produkte analysiert.

2.3.1 Amplifikation des PCR-Produktes

Hierfr wurde zunéchst ein PCR-Produkt amplifiziert, das in der spéteren
Sequenzierungsreaktion als Matrize eingesetzt wurde. Bekannte Gensequenzen der
verschiedenen Virulenzgene (Genbank-Nummer in Tab. 1) wurden mit dem P.
gingivalisGenom verglichen (http://www.tigr.org/tigr-scripts/CMR2/GenomePage3.

spl?database=gpg). Beim Primerdesign wurde darauf geachtet, dass sich wiederholende

Nukleotidabfolgen (repeats) vermieden wurden, die Primer spezifisch den gewlinschten
Genabschnitt amplifizierten und in keinem anderen Lokus des P. gingivalis-Genoms
binden konnten. Bei den grof3eren Genen musste mit mehreren Produkten gearbeitet
werden. Die fir die Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgefihrt.
Fur die Amplifizierung wurden 5pl isolierte Bakterien-DNA, 5ul PCR-Puffer (10fach),
1,5mM Magnesiumchlorid, je 200uM der vier dNTPs, je 30pmol des Vorwarts- und
Rickwartsprimers, sowie 2U Tag-Polymerase auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefullt.


http://www.tigr.org/tigr-scripts/CMR2/GenomePage3

Tab. 1. Genbank-Nummern der bekannten Nukleinséuresequenzen ausgewahiter
Virulenzloci.

Gen Subtyp Genbank-Nummer
fimA fimA-Typ | D17794
fimA-Typ 11 D17797
fimA-Typ 111 D17800
fimA-Typ IV D17802
fimA-Typ V AB027294
rgpA U15282
rgpB AF007124
kap kgp-381 U68468
kgp-HG66 U54691
kgp-W83 AF017059
kgp-W83var AY 559244
prtT S75942
tpr M84471

Die Amplifizerung wurde in einem T personal Thermocycler der Firma Biometra
(Goéttingen, Deutschland) nach folgendem Standardprotokoll durchgefiihrt: Einem
initialen Denaturierungsschritt von 94°C for 3 min folgten 30 Zyklen mit einem
Denaturierungsschritt von 30 s bei 94°C, einem Annealingschritt von 30 s bei 55°C und
einem Elongationsschritt bei 72°C, dessen Dauer abhangig von der Produktgrofle
zwischen 60 s und 5 min gewdahit wurde. Ein abschliel3ender Elongationsschritt von
72°C fur 3 bis 10 min, je nach Produktgrofde, beendete die Laufe. Zur Kontrolle der
Produktgréf3e wurden 15 pl des amplifizierten Produktes mit 3 pl 6x Stopp-Puffer
(1,859 EDTA, 25g Saccharose, 50mg Bromphenol, Aqua bidest ad 50ml) gemischt und
auf ein 1,8% Agarosegel (Seakem-Agarose in TBE-Puffer) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer (21,69 Tris, 11,0g Borsdure, 18,6g EDTA, Aqua
bidest. ad 2I) bei 180 V fur 70 min (BioRad-Power Pac) in BioRad Elektrophorese-
kammern. Um die DNA sichtbar zu machen wurden die Agarosegele fur 30 min im
Ethidiumbromidbad geféarbt (1pug/ml Ethidiumbromid in TBE-Puffer), anschlief3end 15
min gewassert und auf dem UV-Tisch abgelichtet. PCR-Produkte der richtigen Grofe,
ohne Nebenbanden wurden fur die weiteren Schritte verwendet.

-10-



2.3.2 Enzymatische Reinigung des PCR-Produktes

Fur den Einsatz in der anschlief3enden Sequenzierungsreaktion wurden die PCR-
Produkte mit dem ,PCR-product-pre-sequencing Kit* (GE Healthcare Bio-Sciences,
Little Chalfont, United Kingdom,) enzymatisch gereinigt, das heif3t Primer und dNTP's
aus der vorherigen Amplifikationsrunde werden enzymatisch abgebaut. Hierfir wurden
zu 10 pl der PCR-Produkte jeweils 1ul Exonuclease | (1 U/ul) und 1 pl Alkalische
Phosphatase (1U/ul) pipettiert, fir 20 min bei 37 °C im Thermocycler inkubiert und die
zugegebenen Enzyme abschlief3end bei 80 °C in 10 min inaktiviert.

2.3.3 Sequenzierungsr eaktion

Vom gereinigten PCR-Produkt wurden 2ul als Template fir die Sequenzierung
eingesetzt. Fur jede Probe werden 1ul Primer (10pmol/ul), 1ul Big Dye Version 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, USA), 4ul Sequenzierungspuffer (400mM Tris-HCI
pH 9,0; 10mM MgCly) und 12ul Wasser (molecular biology grade, Eppendorf)
gemischt und zur Template-DNA zugegeben. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte in
Biometra T personal Thermocyclern mit einem initialen Denaturierungsschritt von 3min
bei 94°C, gefolgt von 25 Zyklen mit jeweils 30s Denaturierung bei 94°C, 20s Annealing
bei 50°C und 2min Elongation bei 60°C. Mit den in Tabelle 9 (Anhang) aufgefiihrten
Primern wurden so die gesamten Virulenzgene ausgewahlter 1solate (abhéngig vom Gen
zwischen 19 und 44 Isolate) mit Hilfe Uberlappender Sequenzierungsreaktionen
analysiert.

2311 Variationen im katalytischen Zentrum der rgp-Gene

Um eventuell vorhandene Variationen im katalytischen Zentrum der rgp-Gene zu
identifizieren, wurde neben der kompletten Sequenzierung ausgewdahlter Isolate eine
weitere Sequenzierung mit allen in dieser Studie involvierten Isolaten durchgefihrt. Mit
Hilfe des Primerpaares Seq 1 und Seq IV wurde hierfir ein ca. 2 kb grof3es Produkt
amplifiziert und anschliefend mit dem Primer Seq 5 sequenziert, um die
Nukleinsdurepolymorphismen an den Positionen nt 1527, 1534, 1542 und 1679,
(bezogen auf den codierenden Bereich der Referenzsequenz) zu identifizieren.
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2312 ldentifizierung der kgp-Hamagglutininvarianten

Die Analyse der verschiedenen kgp-Hamagglutininvarianten erfolgte analog der
unter 2.3.1.1. aufgefuhrten Analyse der katalytischen Zentren der rgp-Gene. Mit Hilfe
der Primer kgp-F4 und kgp-enl12 wurde ein Produkt amplifiziert, von dem dann mit
Hilfe der Primer kgp-F42 und kgp-R81 ein ca. 1000 bp grofRes Frament sequenziert
wurde. Die Zuordnung der einzelnen Isolate zu den verschiedenen
Hamagglutininvarianten erfolgte mit Hilfe der Blast-Homepage (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST) des National Centers for Biotechnology Information (NCBI) und der

bekannten Referenzsequenzen. Die Differenzierung der Subtypen AY559244 und
AF017059 erfolgte Uber eine zusitzliche Restriktionsanalyse.

2.3.4 Ethanolfallung

Fur die Ethanolfallung wurden zu jedem 20ul Sequenzierungsansatz 14,5ul Wasser
gegeben und dieser Ansatz dann in ein 1,5ml Eppendorfgefald umgefillt. In einem
Master-Mix wurden 62,5ul Ethanol absolut (Roth) und 3ul Natriumacetat (3 M, pH 5,8)
gemischt, davon 65,5ul zu jedem Ansatz pipettiert kurz auf dem Vortex-Mixer geruttelt
und 15min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, um die DNA zu fédlen.
Anschlief3end wurden die Proben 20min in der Zentrifuge (Biofuge 13, Heraeus, Hanau,
Deutschland) bei 13.000rpm zentrifugiert und der Uberstand sofort abgegossen. Die
Proben wurden mit 250ul Ethanol (70%) gewaschen und erneut 5 min bei 13.00 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgegossen und die GeféRe anschlief?end
kopfuber auf sauberen Zellstofftiicher vorsichtig ausgeklopft, um den verbliebenen
Restalkohol ablaufen zu lassen. Die offenen Gefél3e wurden bis zur vollsténdigen
Trocknung ins Dunkle gestellt, anschlief3end bis zum sequenzieren eingefroren oder
direkt fur die Sequenzierung in 50l Formamid geldst und mit dem ABI Prism 310
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) analysiert.

2.3.5 Auswertung der Sequenzdaten

Die aus den Sequenzierungslaufen resultierenden Chromatogramme wurden mit dem
frei verfigbaren Programm Chromas Version 1.43 (http://www.technelysium.com.au

[chromadlite.html) ausgewertet, Anfang und Ende der Chromatogramme getrimmt und
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so fur die Online-Analyse vorbereitet. Die Einzelsequenzen wurden mit Hilfe der
BLAST-Homepage (s 2.3.1.2) analysiert. Hierfur dienten die in Tabelle 1 aufgefuihrten
Literatursequenzen, die auch schon fur das Primerdesign verwendet wurden als
Referenzsequenzen. Abweichungen der Nukleotidabfolge im Vergleich zur Referenz
wurden notiert und so verschiedene Genotypen identifiziert.

2.4 |dentifizierung und Subtypisierung des Genotyps mittels
Restriktionsanalyse

Zur |dentifizierung einer grofReren Menge von | solaten wurden anhand der erhaltenen
Sequenzdaten Restriktionskarten erstellt, mit denen die Zugehdrigkeit der Isolate zu den
Subtypen der einzelnen Virulenzgene bestimmt wurde. Fir die Restriktionsanalyse
wurden Produkte ausgewdhlt, in denen sich Restriktionsschnittstellen befanden, die
durch die verschiedenen Genotypen moduliert wurden. So konnte ein bestimmter
Genotyp durch ein oder mehrere Restriktionsmuster eindeutig identifiziert werden. Die
Restriktionskarten wurden mit Hilfe des NebCutters V2.0, eines Online-Tools der Firma
New England Biolabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/ index.php) erstellt.

2.4.1 fimA-Subtypisierung

Zur |dentifizierung der fimA-Genotypen | bis V wurden zunéachst spezifische von
Amano et al. (4) und Nakagawa et al. (51) entwickelte Primer eingesetzt (Tab. 9). Die
weitere Subtypisierung der fimA-Typ | und ll-Isolate erfolgte Uber eine Hpa II-
Restriktion des mit den Primern fimA-F und fimA-R erhaltenen Produkts. Fir die
Subtypisierung der fimA-Isolate des Typs IV wurde das gleiche Produkt mit dem
Restriktionsenzym Hae 111 geschnitten.

2.4.2 kgp-Hamagglutinin W83 Feintypisier ung

Um die beiden kgp-Hamagglutinintypen W83 (AF017059) und W83-Variante
(W83var; AY559244) voneinander differenzieren zu kdnnen, wurde eine Restriktions-
enzymanalyse mit Hind 11 durchgefihrt. Wahrend das mit den Primern kgp-F6 und kgp-
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R9 erhaltene Amplifikat der W83-Variante keine Restriktionsschnittstelle besitzt, also
ungeschnitten bleibt, wird der W83-Typ bei Position nt 1308 des 1878bp grofien
Amplifikats geschnitten.

2.4.3 prtT-Subtypisierung

Die Identifizierung der verschiedenen prtT-Subtypen erfolgte mit Hilfe eines 1020
bp grofRen Produktes, das mit den Primern prtT-F11 und prtT-R2 erhalten wurde. Dieses
Produkt wurde anschliefend mit den Restriktionsenzymen Mse | und Hind I
geschnitten.

2.4.4 Differenzierung der tpr-Allele

Um eine eindeutige Identifizierung der verschiedenen tpr-Allele zu erreichen
mussten mehrere Restriktionsenzyme eingesetzt werden. Das mit dem Primerpaar tpr-
F2 und tpr-R2 erhaltene Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Hae I11, Nla IV
und Rsa | geschnitten.

Tab. 2: Verwendete Restriktionsenzyme und —temperaturen zur Differenzierung der mit
Hilfe der Sequenzierung ermittelten Subtypen im fimA-, prtT- und tpr-Gen.

Differenzierung der Subtypen Restriktionsenzym t[°C]
fimA Typ 1>, 1°°°C 11 und I1b Hpa || 37
fimATyp IVaund IVb Haelll 37
kgp-W83 und W83var Hind I 37
prtT Typ A und B Msel, Hind 11 65, 37
tpr (M, Pg7, 36, 44, 68, 77, 83) Haelll, Nla 1V und Rsal 37

Die PCR-Produkte wurden analog der Produkt-PCR fUr die Sequenzierung
amplifiziert (siehe 2.3.1.). 17pl des PCR-Produkt wurden mit jeweils 2ul des
entsprechenden Restriktionspuffers (10fach, Fermentas) und 1ul des in Tabelle 2
angegebenen Restriktionsenzyms (Fermentas) gemischt. Die Ansétze wurden fir 3h bei
der angegebenen Restriktionstemperatur im Thermocycler inkubiert anschlief3end fur
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10min auf 80°C erhitzt und so inaktiviert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte wie schon beschrieben mit Hilfe 1,8%iger Agarosegele bei 180 V.

2.5 Diverstatsanalysen

2.5.1 Coverage

Die Bestimmung der Coverage (engl. fir Abdeckung) ist eine einfache Methode zur
Bestimmung der genetischen Diversitét (24, 62). Mit dieser Methode kann berechnet
werden, wieviel Prozent der Gesamtdiversitdt mit der Anzahl der untersuchten |solate
erfasst wurden. Die Coverage (C) berechnet sich nach unten stehender Formel, wobei ny
fur die Anzahl der Isolate oder Muster steht, die nur ein einziges Mal auftreten und N
fur die Gesamtanzahl der untersuchten | solate.

c=&-M9 100
e Ng

Da diese Methode allein auf der Bestimmung des Verhaltnisses der Anzahl einzeln
auftretender Isolate zur Gesamtanzahl der untersuchten Isolate basiert, kann sie
lediglich als Abschétzung angesehen werden.

2.5.2 Rarefaction-Analyse

Der Rarefaction-Analyse liegt ein komplexer Algorithmus zur Erfassung der
Diversitdt zugrunde. Das Prinzip beruht darauf, dass eine Gesamtprobe von n
untersuchten Individuen auf eine Teilmenge von m Individuen ausgedinnt (engl. to
rarefy) wird und gegen die Anzahl an Spezies, oder allgemein Gruppen, die von den
Teilmengen reprasentiert werden, aufgetragen wird. Es werden also Stichproben ohne
Rickgabe gezogen und damit eine Interpolation in Richtung der Spezieszahl der
Gesamtprobe n durchgeftihrt.

Mit Hilfe der Rarefaction-Analyse kann, sofern mit der untersuchten Stichprobe eine
Séttigung erreicht wurde, die minimale StichprobengrofRe abgeschétzt werden, die
notwendig ist, um alle Spezies eines Habitats zu erfassen (30).
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Die Rarefaction-Analyse wurde eingesetzt, um zu Uberprifen, ob die Untersuchung
von 108 Isolaten ausreichend war, um die Gesamtdiversitét der verschiedenen
Kombinationen der Virulenzfaktoren in P. gingivalis zu erfassen. Alle hierflr
notwendigen Berechnungen wurden mit dem Programm aRarefactWin
(http://www.uga.edu/~drata/software/ AnRareReadme.html) durchgefiihrt.

2.5.3 ldentifizierung der Populationsstr uktur

Bakterienspezies mit einer klonalen Populationsstruktur sind durch ein starkes
»linkage disequilibrium* (gekoppeltes Ungleichgewicht) charakterisiert. Dies ist die
Folge einer klonal-strukturierten Population mit eingeschrankter Rekombination. Im
Gegensatz dazu ist das ,linkage equilibrium® definiert als statistische Unabhangigkeit
der Allele aller untersuchten Loci. Das heildt, zwei Genloci befinden sich in einem
Gleichgewicht, wenn die Genotypfrequenzen des ersten Genlocus unabhangig von den
Genotypfrequenzen des zweiten Locus sind. Ein Ungleichgewicht kann durch
verschiedene Faktoren hervorgerufen werden: physikalische Kopplung der Gene,
Gendrift und Selektionsdruck. Eine Population, die nicht durch Selektion oder
Migration gestort wird, sollte sich im linkage equilibrium oder Ubersetzt: ., verbundenen
Gleichgewicht befinden, das heil3t, alle mdglichen Kombinationen der verbunden Gene
sollten mit gleicher Frequenz nachweisbar sein. Rekombinationen verschieben eine
Population in Richtung des Gleichgewichts, Selektionsdruck dagegen verschiebt die
Zusammensetzung der Population in Richtung Ungleichgewicht.

Mit Hilfe des Programms LIAN 3.1 (http://adenine.biz.fh-weihenstephan.de /liarv)
wurde die Nullhypothese getestet, dass sich der fur P. gingivalis getestete Datensatz der

funf verschiedenen Loci im verbundenen Gleichgewicht befindet, das bedeutet, alle
Allele der untersuchten Loci statistisch unabhéangig voneinander verteilt sind. LIAN 3.1

berechnet einen standardisierten Assoziationsindex (13), der ein MaR dafur ist, wie
hoch der Grad der Kopplung in den erhobenen Multilocusdaten it. 1 ist eine Funktion

der Rekombinationsrate und gleich Null, wenn alle Allele sich im verbundenen
Gleichgewicht befinden (27, 28).
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3 Ergebnisse

3.1 UntersuchtesP. gingivalis-Kollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurden 108 aus subgingivalen Plagueproben isolierte P.
gingivalis Wildstamme untersucht. Die Plagueproben wurden von 104 parodontal
erkrankten Patienten vor Beginn einer konservativen Parodontitistherapie gewonnen.
Bel zwei Patienten konnte eine Mischinfektion mit drei verschiedenen Isolaten
nachgewiesen werden.

3.2 ldentifizierung der fimA-Genotypen

Die Sequenzanalyse von 44 Isolaten ergab folgende Verteilung: 15 Isolate konnten
asfimATypl, 15asfimA TypIl, 2 asfimA Typ I11, 8 alsfimA Typ IV und 4 als fimA
Typ V klassifiziert werden. Interessanterweise wiesen neun der flinfzehn Typl Isolate
im Bereich der Nukleotidpositionen 1077-1080 (Referenzsequenz GCAA) eine Sequenz
auf, die identisch mit der des Typs |1 ist (ATGG, vgl. Tab. 10 im Anhang). Amano et al.
(4) haben aber genau in diesem Bereich, in dem viele der untersuchten Typ | und Typ ||
Isolate identisch sind, einen Primer generiert, der zwischen Typ | und Typ Il
differenzieren soll (Abb. 1). Dartiber hinaus unterschieden sich funf der neun Typ II-
Isolate im Bereich zwischen Nukleotid 493 und 584 von der Typ |l-Referenzsequenz.
Stattdessen zeichnete sich dieser Bereich durch eine eindeutige Homologie zur Typ I-
Referenzsequenz aus (Tab. 11, Anhang). Dieser spezielle Genotyp wurde als fimA-Typ
[Ib benannt. Es zeigte sich weiterhin, dass der fimA Typ IV anhand der
Sequenzvariationen in zwei Untergruppen, fimA Typ IVa und Typ IVb, eingeteilt
werden konnte (Tab. 13, Anhang).

Die urspriinglich von Amano et a. (3, 4) beschriebene PCR ermdglicht aufgrund der
in den Patientenisolaten identifizierten Sequenzidentitdt im Bereich der
Primerbindestelle einiger fimA Typ | und Typ Il-Isolate keine ausreichende
Differenzierung zwischen diesen Gruppen. Zudem war keine Unterscheidung der beiden
fimA TyplV Untergruppen moglich. Die Primer der fimA Gruppen Typ I11 und Typ V
reichten im Gegensatz dazu zu einer spezifischen ldentifizierung dieses Subtyps aus.
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Aus diesem Grund wurde eine Restriktionsanalyse entwickelt, die eine exakte
Differenzierung der fimA-Isolate des Typs|, Il und IV ermdglichte.

kkhkkhkhkhkkkkkkkhkhkkkkkk* kkhkhkkhkkhkk k%

5° - CAACAACTATACTTATGACAGCAATTATACGCC -3 (A)
fimATyp | |:

I E Ik S S S Ik k k kK kK k k k%

5 - CAACAACTATACTTATGACAATGHTTATACGCC -3 (B)

Ik E R S S S Ik k k kK kK k k k%

fimA Typ Il 5 - CAACAACTATACTTATGACAATGHTTATACGCC -3° (C)

- f_i mA Typ Il —
Primersequenz

Abb. 1: Sequenz der fimA-Genotyp | und Il Primerbindestelle. (A) fimA-Genotyp |
Sequenz analog zur Literatursequenz D17794; (B) In klinischen Isolaten identifizierte
fimA-Genotyp | Sequenz; (C) fimA-Genotyp Il Sequenz analog zur Literatursequenz
D17797. Sternchen markieren Sequenzidentitéten.

Die Restriktionsanalyse des fimA-Genotyps | fihrte zu einer weiteren
Diskriminierung zweier Genotypen, die einerseits ein Restriktionsmuster mit drei
Banden der Grofen 591 bp, 569 bp und 162 bp erzeugten, dieser Typ wurde als fimA
Typ 1°>>* bezeichnet, und andererseits zwei Fragmente der GroRe 1160 bp und 162 bp
(fimA Typ 1°°°°) hervorriefen (Abb. 2a, 2b). Die Analyse der Sequenzdaten zeigte, dass
eine Transversion an Position nt 555 fir die verschiedenen Restriktionsmuster
verantwortlich ist (555A—C). Da aus diesem Polymorphismus jedoch lediglich eine
neutrale Substitution resultiert (Threonin—Asparagin) scheint eine Unterteilung des
fimA Typs | in weitere Subtypen nicht gerechtfertigt. Die Restriktion eines fimA Typ |1
Produkts fuhrt zur Entstehung von Fragmenten mit der Grof3e 528 bp, 422 bp, 159 bp
und 153 bp. Der fimA Typ I1b bringt aufgrund seiner Homologie zum fimA Typ | im
Bereich zwischen nt 493 und nt 584, wodurch die normalerweise im fimA Typ Il
vorhandene Hpa |1-Schnittstelle entféllt und daftir die im Typ | vorliegende eingefiigt
wird, Fragmente der Grof3en von 569 bp (analog zu Typ 1), 422 bp, 159 bp und 153 bp
hervor (Abb. 2a, 2b). Die Hae Il1-Restriktion der fimA Typ IV Produkte resultiert, wie
in Abb. 2 dargestellt, beim Typ IVa in funf Fragmenten (712 bp, 255 bp, 180 bp, 117bp
und 83 bp), beim Typ Vb in 3 Fragmenten (712 bp, 455 bp und 180 bp).
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fimA 1°°¢ | 1160 b " 162 bp |
fimA 1% | 569 bo | 591 bo [ 6200 |
493 584 Hpa ll
fimA Il | 569 bp i 422 bp [ 158 || 250 |
fimA I | 528 bp i 477 bp | 155 || 150 |
fimA IVa | 255 bp || 83 || 117 || 712 bo I 180 bp |
Hae lll
fimA IVb | 455 bp (i 712 bp [ 1000 |

Abb. 2a: Theoretisch ermittelte Restriktionsmuster zur Differenzierung der fimA-
Genotypen | und I, sowie der Subtypen I1b, IVaund IVb.

o Hpa if
~ A B )

o F’“\
1018 bp

W

506,517 bp . . e
“a

Abb. 2b: Detektion der fimA Genotypen durch
Hpall, bzw. Haelll-Restriktion des PCR-Produktes
fimA-F -fimA-R. A) fimA Typ I°°°, B) fimA Typ
1°°°% C) fimA Typ 11, D) fimA Typ IIb, E) fimA Typ
IVa, F) fimA Typ IVb. 1 kb, 100 bp: GroRen-
standards.
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Insgesamt konnten so von 108 untersuchten Isolaten 31 dem fimA Typ | (28,7%), 40
dem fimA Typ II, wovon wiederum 11 Isolate as Subtyp Ilb identifiziert wurden, 5
Isolate dem Typ I11, 13 dem Typ IVa, 6 dem Typ Vb und vier dem Typ V zugeordnet
werden. Bel sieben Isolaten konnte kein Produkt amplifiziert werden, zwei welitere
Isolate lieferten Produkte einer abweichenden Grofie, die keinem der bekannten fimA

Typen zugeordnet werden konnte (Tab. 3).

Tab. 3: Prévalenz der verschiedenen fimA-Genotypen und ihrer Untergruppen.

FimA-Typ n %
Typl 31 28,70
Typ-l 29 26,85
Typllb 11 10,19
Typ-1lI 5 4,63
Typ-IVa 13 12,04
Typ-1Vb 6 5,56
Typ-V 4 3,70
kein Produkt 7 6,48
n. t. 2 1,85

3.3 Sequenzvariationen in rgpA und rgpB

Die Sequenzanalyse der rgpA- und rgpB-Gene 23 bzw. 19 klinischer Isolate ergab
sehr heterogene Nukleotidsequenzen, die zahlreichen Substitutionen in der daraus
abgeleiteten Primérstruktur der Proteine zur Folge haben (44 Austausche bei RgpA und
34 Austausche bei RgpB). Verglichen mit der Referenzsequenz von rgpA (Genbank-
Nummer: U15282) wurden 26 konservative und 18 nichtkonservative Aminosauren-
austausche identifiziert. Beim rgpB-Gen (Genbank-Nummer der Referenzsequenz:
AF007124) wurden durch die Variationen in der Nukleotidsequenz 18 konservative und
16 nichtkonservative Aminosaurenaustausche definiert. Bei einem Vergleich der beiden
Gene fallt auf, dass 11 homologe Aminosaurenaustausche vorliegen.

Die vier Aminosdureaustausche im katalytischen Zentrum, die fir die
unterschiedliche Substratspezifitdt der beiden Gingipaine verantwortlich gemacht
werden, liegen an Position 281, 283, 286 und 331 bezogen auf die Aminosauresequenz
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und werden durch Nukleinsdurepolymorphismen an den Positionen 1527, 1534, 1542
und 1679, bezogen auf den codierenden Bereich, hervorgerufen (vgl. Abb. 3).

Wéhrend sich im rgpA-Gen fur die oben aufgefihrten Aminosduren keinerlei
Heterogenitdt feststellen lief3, das heifdt ale untersuchten Isolate an diesen vier
Positionen mit der Literatursequenz Ubereinstimmen (281N, 283S, 286S und 331K),
konnten beim rgpB-Gen funf verschiedene Genotypen identifiziert werden, die nach den
an den entsprechenden Positionen vorliegenden Aminosauren benannt wurden (NY PN,
NSSN, NSSK, NYPK und DYPN). Der Genotyp NYPN konnte in 38 Isolaten
identifiziert werden. Zusammen mit den Allelen NSSK, vertreten in 33 Isolaten, und
NSSN, in 28 Isolaten nachgewiesen, stellen diese drei Genotypen den Hauptanteil dar
(Tab. 4). Die anderen Genotypen, acht Isolate mit der Kombination NYPK und ein
Isolat mit der Aminosaurenkombination DY PN sind deutlich seltener vertreten.

1524 1547 1674 1682
atc|aac|cag|tct|tgg gct Jtct]cct............... gag |aag|atg

I Nl QS| W A]|S P E K M NSSK
atc|aac|cag|tct|tgg gct Jtct]cct............... gag |aat |at g

I Nl QS| W A]|S P E N M NSSN
atc|aac|cag|tat |tgg gcajcct|cct............... gag |aag|atg

I Nl QY| W AP P E K M NYPK
atc|aac|cag|tat |tgg gcajcctfcct............... gag |aat |atg

I Nl QY| W AP P E N M NYPN
atc|gac|cag|tat |tgg gcalcctfcct............... gag |aat |atg

I DI QY| W A|P P E N M DYPN

ropB [ A

1 687 1953 2210

r gpA |E§W ‘% l

| | | |
1 681 215 3408 381 4287 5114

Abb. 3: Nukleotidsequenz von rgpA (Reihe 1) und die verschiedenen rgpB-Genotypen
(Reihen | bis V) einschlie3lich der daraus resultierenden Aminosauresequenzen im
aktiven Zentrum.



Tab. 4: Verteilung und prozentualer Anteil der funf verschiedenen rgp B-Allele im
untersuchten P. gingivalis-Kollektiv.

Rgp B n %

NYPN 38 35,18
NSSK 33 30,55
NSSN 28 25,93
NYPK 8 7,41
DYPN 1 0,93

3.4 kgp-Hamagglutininvarianten

Der fur den kgp-Hamagglutinin codierende Genabschnitt von 22 |solaten wurde
komplett sequenziert. Innerhalb dieser Gruppe konnten die vier schon bekannten
Sequenzvarianten identifiziert werden. Darliber hinaus konnte kein neuer Subtyp
nachgewiesen werden.

(A)
AY559244 | 1823 bp |

AF017059 | 1308 bp 500 bp |

y

Hind Il

Abb. 4. REA-Differenzierung der kgp-Hamagglutinin-
genotypen W83var (AY559244) und W83 (AF017059). (A)
Anhand der Sequenzanalysen theoretisch ermittelte
Fragmentgrol3en; (B) ldentifizierung des Genotyps W83var
(Spur A) und W83 (Spur B), als Marker sind 1 kb und 100 bp
Grolenstandards aufgetragen.

Zur Differenzierung zwischen den Genotypen W83 und W83var wurde eine
Restriktionsenzymanalyse durchgeftihrt. Hierfir wird eine Hind I1-Schnittstelle des kgp-
Hamtyps W83 benutzt, die aufgrund von Mutationen in der W83-Variante nicht mehr
vorliegt (Abb. 4).
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Die Restriktionsenzymanalyse (REA) der restlichen Isolate zeigte, dass sich auch in
diesem Fall drei Viertel der untersuchten Isolate auf zwel der vier Subtypen aufteilen,
das sind der kgp-Hamagglutinintyp U68464 (381) mit knapp 40% und der Subtyp
AF017059 (W83) mit fast 35%. Die Variante des AF017059 (W83var, AY559244) ist
in etwa 10% der Isolate vertreten, der dritte eigenstandige Subtyp (U54691, HG66)

konnte in knapp 17% der | solate nachgewiesen werden (Tab. 5).

Tab. 5: Préavalenz der identifizierten kgp-Ha&magglutininvarianten in P. gingivalis
Wildstammen.

kgp-Ham-Typ n %
kgp-Ham U68464 381 43 39,81
kgp-Ham AF017059 W83 37 34,26
kgp-Ham AY 559244 W83 var 10 9,26
kgp-Ham U54691 HG66 18 16,67

3.5 prtT-Polymorphismen

Die Sequenzierung des prtT-Gens von 24 Isolaten zeigte, dass im katalytischen Tell
des Gens (237-597 bp) keine Zuordnung zu verschiedenen Subtypen mdglich ist.
Einzelne Nukleinsauresubstitutionen treten in diesem Sequenzabschnitt scheinbar
willkdrlich auf, lassen jedoch kein Muster erkennen (Tab. 18, Anhang). Anders im
Hamagglutininteil, dort sind anhand der Sequenzierungsergebnisse deutlich zwei
verschiedene Varianten zu erkennen. Wahrend die Variante A verglichen mit der
Literatursequenz (S 75942) im Bereich zwischen Nukleotid 1485 und 1587 hoch
konserviert ist, dort kommt es lediglich zu einem einzelnen Nukleinsdureaustausch bei
einem einzelnen Isolat, weicht die Variante B in diesem Bereich stark von der
Literaturvorgabe ab. Dort sind innerhalb dieses 102 bp langen Genabschnittes 32
Austausche zu verzeichnen (Tab. 18, Anhang). Die Abweichungen in diesem Bereich
fuhren im prtT Typ B zum Verlust einer Msel-Restriktionsschnittstelle beziehungsweise
lassen eine Hindll-Restriktionsschnittstelle entstehen, was fir die Typisierung der
weiteren | solate genutzt wurde (Abb. 5a, 5b).
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(A) Mse | 156 1004
pTA T[T A A
ptTB CTGA

prtT A 275 bp 242 bp 503 bp
prtT B 275 bp 745 bp
. 1530
(B) Hind II al 1

PtTA AT CAGT
piTB GTTIAGT

——

prtT A 1020 bp

prtT B 483 bp 537 bp

Abb. 5a: Restriktionsschnittstellen zur Differenzierung zwischen den beiden prtT-
Varianten A und B. Die abweichende Sequenz im Bereich zwischen nt 1485 und nt
1587 fuhrt zum Verlust einer Msel-Schnittstelle (A) bzw. zur Neuentstehung einer
HindlI-Schnittstelle (B) in der Variante B.

Abb. 5b: Msel- und Hind IlI-
Restriktionsmuster  zur  Differen-
zierung der prtT-Genotypen A und
B. 1 kb, 100 bp: Molekulargewichts-
standards.
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VVon den 108 untersuchten P. gingivalis-1solaten entsprechen tber 86 % (93 Isolate)
der Referenzsequenz, die restlichen 15 Isolate und somit knapp 14% konnten jedoch
eindeutig der neu identifizierten Variante B zugeordnet werden (Tab. 6).

Tab. 6: Pravalenz der verschiedenen tpr-Varianten im vor Therapie erhaltenen P.
gingivalis Kollektiv.

Tpr-Typ n %
Typ A 93 86,11
TypB 15 13,89

3.6 Mutationenim tpr-Gen

Die Sequenzierung 23 klinischer |solate resultierte in der Identifizierung von sieben
verschiedenen Subtypen. Die einzelnen Vertreter innerhalb der Gruppen unterscheiden
sich nur durch ganz vereinzelt auftretende Nukleinsdureaustausche (vgl. Tab. 19,
Anhang). Anhand der Sequenzierungsergebnisse wurden Restriktionskarten fur die
Untersuchung der weiteren Isolate erstellt. Um eine eindeutige Unterscheidung der
einzelnen Subtypen zu erreichen, waren dabei Restriktionen mit mehreren Enzymen
notwendig (Abb. 6a, 6b).

Hae Il
.RECDEFG

=
¥
by

r1 Hl |
1018 hn ---

517 bp, = _— L .---.i-— 600 bp

508 hp

H----

Abb. 6a: Differenzierung der tpr-Subtypen mittels Restriktionsanalyse; (A) Typ

M84471, (B) Typ Pg7, (C) Typ Pg36, (D) Typ Pg44, (E) Typ Pges, (F) Typ Pg77, (G)
Typ Pg83; 1kb, 100 bp: Molekulargewichtsstandards.
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Typ M | 1048 bp || 204bp |f &7 || 528 bp |

Typ Pga4 | 1048 bp || 204pp |f 87 || 528 bp |

Typ Pg83 | 1048 bp || 204bp |87 || 2050p |f 323bp |

Typ Pg36 | 1048 bp || 204 bp || 292 bp || 323 bp | Hae llI
Typ Pg68 | 1048 bp || 204pp |f 615 bp |

Typ Pg 7 | 1252 bp " 615 bp I

Typ Pg77 | 1252 bp " 615 bp |

Typ M | 1165 bp Il 338 bp Il 75 || 288 bp |

Typ Pg83 | 1165 bp Il 338 bp || 78 | 288 bp |

Typ Pgaa | 1165 bp llssff 28000 |f 364 bp |

Typ Pges | 647 bp If 1221 bp | | Nav
Typ Pg36 | 647 bp Il 577 bp || 356 bp || 2880 |

Typ Pg 7 | 647 bp || 348 bp || 22900 || 644 bp |

Typ Pg77 | 647 bp Il 348 bp || 22900 || 28000 || 364 bp |

Typ M | 1s7op || 152 || 585 bp |I| 233bp | 586 bp Il 216 |

Typ Pgsz | 187bp || 152 || 585 bp m' 233bp 702 bp |

Typ Pg44 | 287bp |[ 252 |f 585 bp |I| 2330p || 702 bp |

Typ Pg68 | as7bp [ 252 |f 585 bp ml 706 bp I 22000 | Rsa l
Typ Pg36 | 287bp [ 252 |f 585 bp m' 388 bp Il 431 bp Il 216 |

tyopg7 | 187bp [[ 252 |f 585 bp m' 12 || 2r6p || 318 bp Il 22900 |

Typ Pg77 | as7op [ 252 |f 585 bp |m 12 | 276p | 362 bp [feo]f 226 |

Abb. 6b: Anhand der Sequenzierung ermittelte Restriktionsschnittmuster der
verschiedenen tpr-Subtypen bei Einsatz der Restriktionsenzyme Haelll, NlaVl und
Rsal.

Die Untersuchungsergebnisse der 108 | solate zeigen auch hier, dass circadrei Viertel
der Isolate durch drei der sieben Genotypen abgedeckt werden: Typ M mit etwas Uber
35%, Typ P7 mit 25% und Typ P36 mit knapp 17%. Die weiteren Genotypen stellen nur
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einen geringeren Teil am Gesamtaufkommen, so konnte Typ P77 in 9 Isolaten (8,33%),
Typ P44 in 8 Isolaten (7,41%), Typ P68 in 5 Isolaten (4,63%) und Typ P83 in 2 Isolaten
(1,85%) nachgewiesen werden (Tab. 7). Eines der 108 Isolate konnte mit Hilfe der
Restriktionsanalyse keiner der anderen Gruppen zugeordnet werden.

Tab. 7. Absolute und prozentuale Verteilung der verschiedenen tpr-Genotypen.

Tpr-Typ n %
M 38 35,19
P7 27 25,00
P36 18 16,67
P77 9 8,33
P44 8 7,41
P68 5 4,63
P83 2 1,85
n t. 1 0,93

n. t. not typeable

3.7 Intraspezifische Diversitat

Im Rahmen dieser Studie wurden sechs verschiedene Virulenzgene untersucht. Funf
der sechs Gene konnten eindeutig in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Dabei
konnten abhéangig vom Gen zwischen 2 (prtT) und 7 (tpr, fimA) Allele pro Gen
nachgewiesen werden. Werden die Virulenzfaktoren eines einzelnen Isolats als
Kopplungsgruppe angesehen, kann eine Einteilung der untersuchten Isolate nach der
Zugehorigkeit zu einem spezifischen Genotyp durchgefihrt werden. Obwohl bei den
untersuchten Genen einzelne Allele deutlich haufiger vertreten waren, konnte
interessanterweise bel vielen Isolaten eine einzigartige Kombination der verschiedenen
Virulenzfaktoren nachgewiesen werden. So ergab die Untersuchung der 108
verschiedenen Patientenisolate 82 voneinander abweichende Kombinationen, von denen
63 lediglich in einem einzigen Isolat identifiziert, 14 in je 2 Isolaten nachgewiesen
wurden, 4 Kombinationen in drei verschiedenen Patientenisolaten und lediglich eine
Gruppierung in funf untersuchten Isolaten vertreten waren (Tab. 8).
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Tab. 8: Identifizierte Sequenztypen und Allelnummern der untersuchten P. gingivalis
Isolate. Darlber hinaus ist die Anzahl (n) der Isolate angegeben, bei denen ein
identischer Genotyp nachgewiesen wurde.

Geno- fimA tpr prtT kgp-H&m rgpB
wP sbyp A% subyp Al subyp AlleNr. subtyp  Alle-Nr. Subtyp  AllelNr.
1 4a 3 P7 3 A 2 U68B468 4 NSSK 4 5
2 1 10 M 8 A 2 U68468 4 NSSN 3 3
3 1 10 M 8 A 2 U54691 1 NYPN 1 3
4 1 10 P36 6 B 1 U54691 1 NSSK 4 3
5 2 9 M 8 A 2 U68B468 4 NYPN 1 3
6 1 10 M 8 A 2 AF017059 3 NSSN 3 2
7 1 10 M 8 A 2 AY 559244 2 NSSK 4 2
8 1 10 P 6 A 2 U68468 4 NYPN 1 2
9 1 10 P7 3 A 2 AF017059 3 NSSK 4 2
10 2 9 P36 6 A 2 U68B468 4 NYPN 1 2
11 2 9 P7 3 A 2 AF017059 3 NSSN 3 2
12 2 9 P7 3 A 2 AF017059 3 NYPN 1 2
13 2 9 P77 2 A 2 AF017059 3 NYPN 1 2
14 5 7 P44 5 A 2 U68468 4 NSSK 4 2
15 2.1 6 P36 6 A 2 U68B468 4 NYPN 1 2
16 4b 2 M 8 A 2 AF017059 3 NSSK 4 2
17 4b 2 P77 2 A 2 U68468 4 NSSK 4 2
18 kein Produkt 1 M 8 A 2 U54691 1 NYPN 1 2
19 kein Produkt 1 P7 3 A 2 AF017059 3 NYPN 1 2
20 1 10 M 8 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
21 1 10 M 8 A 2 AY 559244 2 NSSN 3 1
22 1 10 M 8 A 2 U54691 1 NSSK 4 1
23 1 10 P 6 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
24 1 10 P36 6 A 2 U68468 4 NYPK 2 1
25 1 10 P 6 A > AFO17059 3 NSSN 3 1
26 1 10 P36 6 A 2 AF017059 3 NYPN 1 1
27 1 10 P36 6 A 2 U54691 1 NYPN 1 1
28 1 10 P44 5 A 2 U54691 1 NYPK 2 1
29 1 10 P44 5 B 1 U68468 4 NYPN 1 1
30 1 10 = 3 A 2 U68B468 4 NSSK 4 1
3 1 10 p7 3 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
2 1 10 P7 3 B 1 U68468 4 NSSN 3 1
33 1 10 P83 1 A 2 AF017059 3 NYPN 1 1
34 2 9 M 8 A 2 U68468 4 NY PK 2 1
35 2 9 M 8 A 2 AFO17059 3 NSSK 4 1
36 2 9 M 8 A > AFO17059 3 NSSN 3 1
37 2 9 M 8 A 2 AF017059 3 NYPN 1 1
38 2 9 M 8 A 2 AY 559244 2 NSSN 3 1
39 2 9 M 8 A 2 AY 559244 2 NYPN 1 1
40 2 9 M 8 A 2 U54691 1 NSSN 3 1
41 2 9 M 8 A 2 U54691 1 NYPK 2 1
42 2 9 M 8 B 1 U68468 4 NSSK 4 1
43 2 9 M 8 B 1 AFO17059 3 NSSN 3 1
44 2 9 P44 5 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
45 2 9 P68 4 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
46 2 9 P68 4 B 1 U68468 4 NYPN 1 1
47 2 9 P7 3 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
48 2 9 P7 3 A 2 AF017059 3 NYPN 1 1
49 2 9 P7 3 A 2 AY 559244 2 NYPN 1 1
50 2 9 P7 3 B 1 U54691 1 NYPN 1 1
51 2 9 P7 3 B 1 U54691 1 NYPK 2 1
52 3 8 M+Insert 7 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
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fimA tpr prtT kgp-H&am rgpB

Geno-

P subyp  A® subyp A% subtyp Alle-Nr. Subtyp  Alle-Nr.  Subtyp  Alle-Nr.

53 3 8 pa 5 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
54 3 8 p7 3 A 2 U68468 4 DYPN 5 1
55 3 8 P7 3 A 2 AFO17059 3 NSSN 3 1
56 3 8 P 2 A 2 AFO17059 3 NSSK 4 1
57 5 7 M 8 A 2 AF017059 3 NSSN 3 1
58 5 7 M 8 B 1 AFO17059 3 NSSN 3 1
59 2.1 6 P 6 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
60 2.1 6 P 6 B 1 U54691 1 NSSN 3 1
61 2-1 6 PA4 5 B 1 AY 559244 2 NYPK 2 1
62 21 6 P68 4 A 2 AFO17059 3 NSSK 4 1
63 2-1 6 P7 3 B 1 AF017059 3 NSSN 3 1
64 2-1 6 P7 3 B 1 U54691 1 NSSN 3 1
65 2-1 6 P77 2 A 2 AF017059 3 NYPK 2 1
66 2-1 6 P77 2 A 2 AF017059 3 NYPN 1 1
67 2-1 6 P83 1 A 2 AY 559244 2 NYPK 2 1
68 2(abw. Subt.) 5 M 8 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
69 4 (groR. Prod.) 4 P77 2 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
70 4a 3 M 8 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
71 4a 3 M 8 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
72 4a 3 M 8 A 2 AY 559244 2 NSSN 3 1
73 4a 3 M 8 A 2 U54691 1 NYPN 1 1
74 4a 3 PA4 5 A 2 AY 559244 2 NSSN 3 1
75 4a 3 pes 4 A 2 U68468 4 NSSK 4 1
76 4a 3 P68 4 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
77 4a 3 P7 3 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
78 4b 2 P36 6 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
79 4b 2 P77 2 A 2 AF017059 3 NSSK 4 1
80 kein Produkt 1 M 8 A 2 U68468 4 NYPN 1 1
81 kenProdkt 1 P36 6 A 2 U68468 4 NSSN 3 1
82 kein Produkt 1 P7 3 A 2 U68468 4 NSSK 4 1

3.7.1 Coverage

Von den 108 untersuchten Isolaten konnten 63 Kombinationen in nur jeweils einem
Isolat nachgewiesen werden. Mit diesen Werten berechnet sich die ,Coverage® und
somit der erfasste Anteil der Gesamtdiversitdt zu 41,67%. Theoretisch mussten
demnach, um die gesamte intraspezifische Diversitét der im Rahmen dieser Studie
untersuchten Virulenzgene analysieren zu konnen, mindestens zweieinhalb mal so viele
Bakterienstdmme, also ca. 250 Patientenisolate, untersucht werden.
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3.7.2 Rarefaction-Diversitatsanalyse

Die Untersuchung von 108 Patientenisolaten lieferte 82 verschiedene Kombinationen
der identifizierten Genotypen, die in unterschiedlicher Haufigkeit vertreten waren. Die
auf dieser Basis berechnete Rarefaction-Kurve zeigt zwar eine Abflachung von einer
Vergleichsgeraden mit linearem Anstieg (Steigung der Geraden betragt 1), ist jedoch
noch weit davon entfernt eine Séttigung zu erreichen (Abb. 7). Dies ist ein Zeichen
dafur, dass die intraspezifische Diversitdt der untersuchten Virulenzgene in den P.
gingivalis-Patientenisolaten nur unvollkommen erfasst wurde und die Untersuchung
weiterer 1solate noch neue Kombinationen der verschiedenen Genotypen hervorbringen
wirde, was sich auch durch die Berechnung der ,, Coverage” abzeichnete.

120

100 -

80

60

40

20 A

Anzahl der verschiedenen Genotypen

0 20 40 60 80 100 120
Anzahl der untersuchten I solate

Abb. 7: Rarefaction-Diagramm der interpolierten Anzahl verschiedener P. gingivalis-
Genotypen gegen die Anzahl der insgesamt untersuchten Isolate (—). 95 %
Konfidenzintervalle sind eingezeichnet (-+). Zur Orientierung wurde eine Gerade mit
der Steigung m = 1 (---) hinzugefuigt.

3.7.3 Standardisierter Assoziationsindex (173)

Fur die Berechnung des standardisierten Assoziationsindexes wurde jedes neue Allel
mit einer fortlaufenden Nummer beziffert. Dabei wurden auch die Sequenzen mit
abweichenden Mustern, wie z. B. bei den fimA-Untersuchungen identifiziert, as
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selbsténdige Allele gewertet. Somit ergeben sich fur fimA 10 Allele, tpr 8 Allele, rgpB 5
Allele, kgp-Ham 4 Allele und prtT 2 Allele (Tab. 8).

Mit Hilfe des Programmes LIAN, wurde eine durchschnittliche genetische Diversitét
der untersuchten Gene von 0,666 * 0,101 ermittelt. Der standardisierte

Assoziationsindex berechnet sich mit diesen Daten zu | ;= 0,0079 und weicht damit nur

geringfuigig von Null ab. Die beobachtete Varianz unterscheidet sich nicht signifikant
von der erwarteten Varianz (p-Wert: 0,1565), es besteht also kein Widerspruch gegen
die urspriinglich angenommene Nullhypothese, die besagt, dass sich alle untersuchten
Gene im ,linkage equilibrium® befinden. Der standardisierte Assoziationsindex der
untersuchten Isolate liegt sehr nah an Null und ist damit ein Hinweis auf héufige
Rekombinationen innerhalb der untersuchten Population. Dies wiederum bedeutet, dass
die Verteilung der Allele eines untersuchten Gens nahezu unabhéngig von den anderen
Genen erfolgt.
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4 Diskussion

Die Progressionsrate einer parodontalen Erkrankung weist eine grof3e
intraindividuelle Variabilitdt auf. Der durchschnittliche jahrliche Attachmentverlust
kann mathematisch durch eine Gauss sche Normalverteilung beschrieben werden (6, 7).
Diese Verteilung ist verantwortlich fiur die Prévalenz der unterschiedlichen
Krankheitsbilder. Epidemiologische Daten zeigen, dass bel einem Groldteil der
Erwachsenen ein leichter bis mittlerer lokaler Attachmentverlust in der Mundhdhle
nachweisbar ist (13, 63). Daneben gibt es aber einen kleineren Teil der Bevolkerung,
von etwa 10 bis 15%, die unter einer schweren Verlaufsform der Parodontitis leiden (1).
Die deutlichen Unterschiede der Progression und des Schweregrades einer Parodontitis
konnten unter anderem auf Variabilitdten in der Virulenz der parodontalpathogenen

Erreger zurtickgefiihrt werden.

Im Rahmen dieser Studie wurde erstmals die Verteilung der fimA-Genotypen in der
europaischen Bevolkerung untersucht. Studien im asiatischen Kulturkreis deuten an,
dass spezifische klonale Variationen der P. gingivalis Fimbrien mit der Entstehung
einer Parodontitis assoziiert sind, wohingegen andere Subtypen weniger virulent
erscheinen (3). Die Ergebnisse dieser Studie untermauern die vorhandenen Ergebnisse,
die zeigen, dass fimA Typ Il und Typ IV mit hoher Pravalenz bei Parodontitispatienten
vertreten sind. Jedoch konnte der fimA Typ | mit einer hdheren Frequenz detektiert
werden als im asiatischen Kulturkreis. Dieses Ergebnis wurde zunachst darauf
zuriickgefihrt, dass die von Amano et a. beschriebene PCR nicht korrekt zwischen
fimA Typ | und fimA Typ Il differenzieren konnte, da einige fimA Typ I-Isolate eine
Sequenzabfolge aufwiesen, die identisch mit der Primerbindestelle des Typ Il ist und
somit falsch positive Ergebnisse mit der fimA Typ Il spezifischen PCR ergaben. Jedoch
ist auch der fimA Typ I-Anteil in einer spéteren Studie in welcher der fimA Typ | mit der
»falschen* Primerbindestelle als Typ Ib identifiziert und die falsch positiven Ergebnisse
Uber eine neue Nachweismethode ausgeschlossen wurde (52) immer noch deutlich
geringer als der in unserem Kollektiv ermittelte Anteil. Nakagawa et al., postulieren fur
den fimA Typ Ib eine Assoziation mit einer parodontalen Erkrankung, wohingegen der

Typ | as weniger virulent eingestuft wird. Anhand unserer Sequenzdaten erscheint
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diese Unterteilung fragwirdig, da sich die untersuchten Isolate vom Typ Ib lediglich im
Bereich der Primerbindestelle durchgangig von den anderen Isolaten abheben. Alle
anderen Nukleinsauresubstitutionen im Vergleich zur Literatursequenz sind sowohl bei
den Isolaten des Typs | als auch bei denen des Typs Ib gleichermal3en wieder zu finden.

Mit Hilfe rekombinanter FimA-Proteine konnte eindeutig gezeigt werden, dass sich
vor allem der Fimbrientyp 11 funktionell von den anderen abhebt. Fim A Typ Il zeigte
eine groflRere Bindungsaffinitét, ermdglicht die Invasion in Epithelzellen mit einer
deutlich hoheren Frequenz als andere Fimbrientypen und wird darum als virulenter
eingestuft, als andere fimA-Genotypen (5). Dies kénnte auch die hohe Prévalenz
erklaren, mit dem der fimA Typ |1 im Patientenkollektiv identifiziert werden konnte.

Die haufige Koexistenz verschiedener fimA-Subtypen innerhalb eines Individuums,
wie von Amano et a., beschrieben, konnte in unserem Kollektiv und mit der neuen
Nachweismethode nicht bestétigt werden. Lediglich bei zwei von insgesamt 104
untersuchten Patienten konnte eine Kolonisation mit P. gingivalis-lsolaten
verschiedener Fimbrientypen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt auch mit
vorherigen Untersuchungen Uberein, die zeigen konnten, dass die intraindividuelle
Heterogenitdt von P. gingivalis auf einen oder maximal zwei Klone beschrankt ist (41,
68).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die proteolytischen Enzyme
der Bakterien eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Parodontitis spielen (31, 38).
So weisen zum Beispiel Nullmutanten fur die rgp-Gene von P. gingivalis eine deutlich
verringerte Virulenz in in vivo-Modellen auf (22). Im Rahmen dieser Studie sollte
Uberprift werden, ob es unterschiedlich virulente Allele der Arg-Gingipaine in P.
gingivalis gibt. Ally et al., (2) konnten nachweisen, dass RgpB eine schlechtere
Affinitét fur die Substrate aufweist, als RgpA. Da die katalytischen Doménen von RgpB
und HRgpA (RgpAca) nahezu identisch beztglich ihrer Primérstruktur sind, wurden die
Unterschiede in der Substratspezifitdt zundchst der zusédtzlichen Hamagglutinin-
/Adhdsindoméane im RgpA zugeschrieben. Diese Hypothese konnte durch
Untersuchungen der Substratspezifitdt von RgpAcx:, der katalytischen Doméne von
RgpA wiederlegt werden. RgpAc: wies bei verschiedenen Substraten die gleiche
Spaltungskinetik auf wie HRgpA und unterschied sich deutlich von der Enzymkinetik
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des RgpB. Untersuchungen der Nukleinsdurestruktur fihrten dies auf vier abweichende
Aminoséuren im katalytischen Zentrum des RgpB zurtick. Diese Substitutionen kénnten
die Affinitdt zwischen Substrat und Bindestelle veréndern oder sogar Abweichungen in
der Konformation der Substratbindestelle hervorrufen. Besonders hervorzuheben ist
hierbei die Substitution P286S, die zur Aufhebung eines Prolinmotivs (P285, P286) am
Ende der Helix 9 im RgpB fiuhrt und damit die Erreichbarkeit der S; Tasche fur das
Substrat verandern wirde (2). Die Sequenzanalyse von 23 klinischen Isolaten lieferte
fur das rgpA-Gen lediglich einen Genotyp (D281, Y283, P286, N331), bei dem keine
der vier fraglichen Aminosauren im katalytischen Zentrum ausgetauscht ist. Auf3erdem
wiesen auch die flankierenden Bereiche eine homogenere Nukleotidsequenz auf als
beim rgpB-Gen, ein Hinweis darauf, dass rgpA stérker konserviert zu sein scheint als
rgpB. In Ubereingtimmung mit diesem Resultat lieferte die Untersuchung des rgpB-
Gens in klinischen Isolaten nicht nur die von Ally et al., identifizierten Substitutionen
(NSSK), sondern auch noch vier weitere Allele. Wie auch schon bei der Prévalenz der
anderen Virulenzgene gesehen, werden einige Genotypen in Parodontitispatienten
haufiger nachgewiesen als andere. In diesem Genlocus die rgpB-Allele NY PN, NSSK
und NSSN. Dies kénnte zundchst ein Hinweis auf eine bessere Adaptation dieser
Genotypen an die Umweltbedingungen sein. In etwa 45% der untersuchten Isolate
konnte der fUr die Struktur des katalytischen Zentrums wichtige Prolinrest identifiziert
werden, in 55% der Isolate war dieser durch einen Serinrest ersetzt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung konnten wichtig fur die Entwicklung
alternativer Therapiestrategien sein. Im Mausmodell konnte die Immunisierung gegen
RgpA vor Knochenabbau schitzen, Immunisierung gegen RgpB dagegen nicht (23).
Dies konnte durch eine Infektion mit einem P. gingivalis-Stamm hervorgerufen worden
sein, der ein strukturell anderes RgpB-Protein produziert, als das fur die Immunisierung
verwendete. Die Existenz der verschiedenen rgpB-Genotypen und die daraus
resultierenden  verschiedenen RgpB-Proteine konnten die Effektivitdt der
Immunisierung oder den Einsatz eines RgpB-Inhibitors drastisch verandern. Diese
Ergebnisse veranschaulichen, wie wichtig die Identifizierung der verschiedenen Allele
und der damit verbundenen mdglichen unterschiedlichen Funktionen fir das

Verstandnis der Pathogenese der P. gingivalis assoziierten Parodontitis ist.



Basierend auf der Heterogenitdt des kgp-Hamagglutiningens von P. gingivalis
konnten vier verschiedene Biotypen identifiziert werden. Lediglich bei einem von 104
untersuchten Patienten konnte eine Mischinfektion mit zwel verschiedenen kgp-
Hamaggluinintypen festgestellt werden. Die Pravalenzen mit denen die vier
unterschiedlichen Allele nachgewiesen werden konnten unterscheidet sich nicht
signifikant von der durch Nadkarni et a. (50) identifizierten Verteilung (p > 0,05). In
beiden Studien wurde der Typ 381 mit der groften Haufigkeit nachgewiesen, gefolgt
von W83 und HG66 mit leicht abweichender Verteilung. Die Variante des W83 ist in
beiden Studien mit dem geringsten Anteil nachgewiesen worden.

Die verschiedenen Allele des kgp-Gens konnten relevant fur die Virulenz der P.
gingivalis-Stdmme sein. So konnte die Bedeutung des Kgp fir die Ham-Aufnahme
durch Untersuchungen von kgp-Deletionsmutanten gezeigt werden, die im Vergleich
zum Wildtyp nur schwach pigmentiert sind (64). Dieses Phanomen konnte in
Zusammenhang mit der Abgabe eines 50 kDa Gingipain-Hamagglutininkomplexes in
das Umgebungsmedium durch den Stamm HG66 stehen, der bei Kultivierung auf
Blutagar ebenfalls eine schwache Pigmentierung aufweist, wohingegen der stark
pigmentierte Stamm 381 die Kgp-Komplexe primér an der Zelloberflache zurtickhélt
(61). Dartber hinaus besitzen alle Biotypen, einschliefdlich der W83-Variante, ein
putatives C-terminales Membranankerpeptid in der Kgp44-Domane (69). Im Anschluf3
an das Ankerpeptid konnte bei den Stdmmen HG66 und 381 eine Region von 30
weiteren Aminosaureresten in Richtung des N-Terminus identifiziert werden, die
identisch mit denen des RgpB ist. Rontgenstrukturanalysen lassen vermuten, dass in
diesem Bereich des Proteins eine posttranslationale Prozessierugsstelle vorliegt (20).
Die Stamme W83 und W83var besitzen in diesem Bereich eine abweichende
Aminosaurenabfolge, was die Vermutung nahe legt, dass diese beiden Enzymkomplexe
in einer anderen Form prozessiert werden. Ein weiterer Hinweis auf eine
unterschiedliche Virulenz der identifizierten Biotypen kénnte eine variable Region der
Stdmme W83 und W83var sein, die 65% |dentitét zu einem synthetischen Peptid aus 20
Aminosaureresten besitzt, das die Hamagglutinierung hemmen kann (36). In den
anderen Stammen konnte diese Sequenz nicht identifiziert werden. Darlber hinaus
konnten auch Abweichungen in der immunologischen Reaktivitét der einzelnen P.
gingivalis-Stdmme nachgewiesen werden. Das Kgp vom Stamm HG66 besitzt zwei
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Kopien eines Epitops, eine in der Kgp39-Adhésionsdoméne und eine in der variablen
Region der Kgp44-Doméne. Bei anderen P. gingivalis-Stdmmen konnte lediglich eine
Kopie in der Kgp39-Doméne identifiziert werden (54). Die Untersuchungen machen
deutlich, dass viele Anhaltspunkte fur eine unterschiedliche Virulenz der verschiedenen
kgp-Allele vorhanden sind, jedoch ist bislang nicht bekannt, ob die Eigenschaften der
untersuchten klinischen Isolate identisch mit denen der Ihnen zugeordneten
Referenzstdmme sind. Um dies zu kléaren sind weitere Studien nétig, die eine
Assoziation der verschiedenen kgp-Allele mit der Virulenz der klinischen Isolate

zulassen.

Die Proteasen PrtT und Tpr von P. gingivalis sind weniger gut untersucht, als die bis
hierher beschriebenen Virulenzfaktoren. Von beiden Enzymen war bislang lediglich ein
Genotyp bekannt. Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das prtT-Gen
in mindestens zwei Varianten und das tpr-Gen mit sieben verschiedenen Allelen
vertreten ist. Die auffallenden Unterschiede zwischen den einzelnen Allelen lasst
vermuten, dass auch in diesen Proteinen basierend auf der abweichenden
Nukleinsaurestruktur funktionell unterschiedliche Produkte gebildet werden konnten,
wie es fur das Fimbriengen oder RgpB schon beschrieben werden konnte. Um diese
Hypothese zu Uberprifen sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, die entweder
die Funktionalitdt der Enzyme anhand ihrer Substratspezifitét ermitteln oder die
Epidemiologie der verschiedenen Allele, das heifdt ihre Pravalenz in gesunden und

parodontal erkrankten Menschen analysieren.

Bei den Prokaryonten sind drei verschiedene Populationsstrukturen bekannt: Klonal-
strukturierte Populationen, panmiktische und epidemiologische Populationen. Diese
Typen werden durch Salmonella enterica, Neisseria gonorrhoeae und Neisseria
meningitidis dargestellt. In einer klonal strukturierten Population stellen Genotypen die
Verbreitung von Evolutionsveranderungen innerhalb dieser Population dar. Sie kdnnen
Uber viele Generationen hinweg persistieren und unterscheiden sich nur durch
Mutationen und genetische Veranderungen, die innerhalb einzelner Bakterienzellen
vorkommen. Jedoch sind nur wenige Bakterienpopulationen tatséchlich vollkommen
klonal strukturiert und sogar beim Modellorganismus S enterica konnte vereinzelt
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lateraler Gentransfer nachgewiesen werden (45). Panmiktische Populationen sind im
Gegensatz dazu so variabel, dass identische Stdmme nur bei Isolaten aus Quellen mit
direktem Kontakt zueinander gefunden werden. In panmiktischen Populationen sind alle
vorkommenden Gene hinsichtlich ihrer Kombinationsmoglichkeit vollig dem Zufall
unterworfen.

Die im Rahmen dieser Studie erhaltenen Ergebnisse unterstiitzen die Annahme einer
eher panmiktisch gepragten Struktur der untersuchten P. gingivalis-Population. Hierflr
spricht, dass die untersuchte P. gingivalis-Population durch eine hohe Diversitét
gekennzeichnet ist. Dies driickt sich zum einen durch die Identifizierung von 82
unterschiedlichen Genotypen bei lediglich 108 untersuchten Isolaten aus. Sowohl die
Berechnung der ,, Coverage” als auch die Rarefaction-Analyse zeigen deutlich, dass mit
den bislang identifizierten Genotypen die Diversitét der P. gingivalis-Population langst
nicht vollsténdig erfasst ist. Unterstiitzt wird diese Hypothese weiterhin durch den

gtandardisierten Assoziationsindex 3= 0,0079, der sich nicht signifikant von Null

unterscheidet. Damit kann davon ausgegangen werden, dass sich die untersuchte
Population nahe dem ,linkage equilibrium* befindet, das heil3t, die Allele aller
untersuchten Gene hinsichtlich ihrer Kombinationsmdglichkeiten hauptséchlich dem
Zufall unterworfen sind. Obwohl im Rahmen dieser Studie erstmals Allele von
Virulenzfaktoren untersucht wurde, denen eine funktionelle Variabilitdt nachgewiesen
wurde beziehungsweise zugeschrieben werden konnte (tpr, prtT), sind die Ergebnisse in
Ubereinstimmung mit denen fritherer Studien, in denen noch sensiblere Mel3methoden
eingesetzt wurden. Hierzu zahlen z. B. Restriktionsenzymanalysen oder Multilokus
Sequenctyping-Methoden, bei denen auch einzelne Basenaustausche (Punktmutationen)
in die Auswertung eingehen (37). Mit allen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die Populationsstruktur von P. gingivalis-Population durch haufige Rekombination
charakterisiert ist. Ein Vortell der ausgepragten Diversitét konnte die mdgliche
Umgehung der Wirtsabwehr sein, wie es fir das rgpB-Gen auch schon diskutiert wurde.
Dartiber hinaus sichert eine hohe Rekombinationsrate das Vorkommen von Stammen,
die optimal an veranderte Standortbedingungen angepasst sind.

Basierend auf diesen Ergebnise stellt sich die Frage, wo die Rekombination zwischen
verschiedenen P. gingivalis-Stdmmen stattfinden kann. Die parodontalen Taschen von
Parodontitispatienten kdnnten giinstige Bedingungen fir einen horizontalen Gentransfer
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und Rekombination zwischen verschiedenen P. gingivalis-Stdmmen bieten. Obwohl
gezeigt werden konnte, dass P. gingivalis befahigt ist in vitro fremde DNA durch
Transformation aufzunehmen (70), sind bislang wenige Studien durchgefiihrt worden,
die Hinweise auf einen horizontalen Gentransfer in vivo liefern konnten (26). Allerdings
ergab die Untersuchung von 104 Parodontitispatienten lediglich bel zwei Patienten eine
Mischinfektion mit mehreren Klonen. Diese Ergebnisse sind in Ubereingtimmung mit
friheren Studienergebnissen, bei denen ebenfalls eine sehr geringe intraindividuelle
Heterogenitét festgestellt werden konnte. Die intraindividuelle Rekombination erscheint
nach momentaner Datenlage nicht sehr wahrscheinlich.

Bislang konnte keine Korrellation zwischen dem parodontalen Status eines
Wirtsorganismus und einem speziellen P. gingivalis-Genotyp nachgewiesen werden.
Die Virulenz von P. gingivalis lasst sich nicht durch eine distinkte Evolutionslinie
definieren, vielmehr scheinen verschiedene Genotypen, unter Ihnen vielleicht sogar
einige mit erhdhtem pathogenen Potential erfolgreich in der menschlichen Bevélkerung
etabliert zu sein. Haufige Rekombinationen helfen bei der schnellen Verbreitung der fur
die Bakterienpopulation gunstigen Eigenschaften. Weitere Experimente zur
Untersuchung der Rekombination bei parodontalpathogenen Erregern in vivo kdnnten
das Versténdnis der Rekombinationsmechanismen erweitern und den Hintergrund der
genetischen Variationen in dieser wichtigen Bakteriengruppe aufkléren.
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Anhang

Tab. 9: Fir die P. gingivalis-ldentifizierung bzw. die Sequenz- und Restriktionsanalysen verwendete
Primer.

Primer Sequenz Referenz

prtC

Call-1 5 - ACA ATCCACGAGACCATC-3 Bodinka et ., 1994
Call-2 5 -GATTCCCTTGCCTACATA-3 Bodinka et ., 1994
fimA

fimA-1F 5-CTGTGT GTT TAT GGCAAACTTC-3 Amano et al., 1999
fimA-2F 5-ACAACTATACTTATGACAATGG-3 Amano et al., 1999
fimA-3F 5- ATT ACA CCT ACACAGGTGAGGC-3 Amano et al., 1999
fimA-4F 5-CTATTCAGGTGCTAT TACCCAA -3 Amano et al., 1999
fimA- 5- AACCCCGCT CCCTGT ATTCCGA-3 Amano et al., 1999
1R,2R,3R4R

fimA-5F 5- AACAACAGT CTCCTT GACAGT G-3 Nakagawa et a., 2000
fimA-5R 5-TAT TGG GGG TCGAACGTT ACTGTC- 3 Nakagawa et a., 2000
FimA-F 5 -CCGGAG CACAACATAATCTG-3 diese Studie
FimA-R 5 -GCT CCCTGT ATT CCGATATAG-3 diese Studie
FimA-seq0 5 - AAT CTGAACGAACTGCGACG-3 diese Studie
FimA-seql 5 -TTCATCCGA CAATCCTGT GTG-3 diese Studie
FimA-seq2 5 - GGT CTA CGT CCT ACTATT CTATGT -3 diese Studie
FimA-seq3 5 -GACCAGCAATTCGAATCGTG-3 diese Studie
FimA-seq4 5 -TGG CAA GACTCTTGCAGA G-3 diese Studie
FimA-seq5 5 - GAG GCT GCA GGG TTGATCATG-3 diese Studie
FimA-seq6 5 -GAA GCAATCTAATTTGTTCGG- 3 diese Studie
FimA-seq7 5 - GAC AGT GGA AGA GGCCGA CG- 3 diese Studie
FimA-seg8 5 -CGT CGGCCTCTTCCACTGTC-3 diese Studie

prtT

PriT-F1 5 -ATAGCCTTCTAA GCT ATCGG -3 diese Studie
PriT-F2 5 -GTATTATGCCGGTGCAGACG-3 diese Studie
PriT-F11 5 -GGATTTCTCCTCGTCGCA G-3 diese Studie
PrtT-F12 5 - GTCACT ACA AGT GGCCGGAG- 3 diese Studie
PrtT-F13 5 - TTG GGA AGA CAT TATCGGAG- 3 diese Studie
PriT-F14 5 -CCTTGG CAGACATTTAGTAG-3 diese Studie
PrtT-F15 5 - CGA AAT AGT GGC TAT AAAGG-3 diese Studie
PriT-F16 5 -CAATCCTGCTCACGACTATG-3 diese Studie
PriT-F21 5 -ATGCAT CGGATCCGATCTTG-3 diese Studie
PriT-F22 5 -ATT CAGGCA CATTCGGTGAG-3 diese Studie
PriT-F31 5 - GAT TCG TAA GGA ACT GGCAG- 3 diese Studie
PriT-F32 5 -ACCTGT GTATTATGCCGGTG-3 diese Studie
PriT-R1 5 - CAA TGA CAT AAAGCGGCATG-3 diese Studie
PrtT-R2 5 -CAGGTCAAGTGCTTCATCAG-3 diese Studie
PriT-R11 5 -AAGATCGGA TCCGATGCATG-3 diese Studie
PrtT-R12 5 -CCTTTATAGCCACTATITCG-3 diese Studie

tpr PG0938

Tpr-F1 5 -GTCGTGATAACGTTICGGCTG-3 diese Studie
Tpr-F2 5 -ATT CGGCTGTTCGGG TCT CG- 3 diese Studie
Tpr-F3 5 -CAGACA CACATTTTCAGGTG-3 diese Studie
Tpr-R1 5 - AGT GTA TGC TCC GAT ATGGAG- 3 diese Studie
Tpr-R2 5 -TTA GAGCCT GTTGCCTGACG-3 diese Studie
Tpr-S2 5 - GTA AGA GCCTAA AGT CACAG-3 diese Studie



Primer Sequenz Referenz
Tpr-S3 5 - AGG CGA CTCTGT ATT AAGAG-3 diese Studie
Tpr-S4 5 -TCGCTG GCGATT GTTACATG-3 diese Studie
Tpr-S5 5 - GAG CTG AGT GGA GAT AGC TG - 3 diese Studie
Tpr-S21 5 - AAC GGA GGA TAC TGG CCG GC - 3° diese Studie
Tpr-S22 5 - ATG CCA ATT GGA AATTCCC-3' diese Studie
Tpr-S23 5 - AGC ATA CCA TGCCTATACAG -3 diese Studie
Tpr-SR1 5 -TTC TCC GTT GAA CCAATAGC-3 diese Studie
Tpr-SR2 5 - TGT TGA GGA GTA AGA TGGGC- 3 diese Studie
rgpA (rgpl)

Rgpl-F1 5 - ATA CGG AGC GAG GAA GCA TACG-3 diese Studie
Rgpl-R2 5 - GCT GAT TGG CTT AGT AGGTGA G- 3 diese Studie
Rgpl-seql 5 - GGC GAC CGA TTCATACTCTG-3 diese Studie
Rgpl-seq2 5 - GAA ATC GTCATA ACGTGCAGGC- 3 diese Studie
Rgpl-seq3 5 - TACGCC GTCTTCTTC GAA GG - 3 diese Studie
Rgpl-seq4 5 - GCCATC GGC ATC GAT AGT AG- 3 diese Studie
Rgpl-seq5 5 - ATT CCG GGA GCA TTT CCA GG - 3 diese Studie
Rgpl-seq6 5 -TTG CTT GAG GAG CAGCAA TTG- 3 diese Studie
Rgpl-seq7 5 - CTGTCA GAT TGA TTGTAGCTG- 3 diese Studie
Rgpl-seq8 5 - CAT TCA CACAAG CTA CGT CG- 3 diese Studie
Rgpl-seq9 5 - AGC ATT AGC TGT AACGGG AG- 3 diese Studie
Rgpl-seql0 5 - CCT TGG AGG GTG CAA TCA GG - 3° diese Studie
Rgpl-seqll 5 - CTG TGT ACT TAACTT CCACG-3' diese Studie
Rgpl-seql2 5 - CACGTA CATCGT TTGCAGGTTC-3 diese Studie
Rgpl-seql3 5 - GTG GAA AGA CCGAATCTTGC- 3 diese Studie
Rgpl-seql4 5 - GCA TCG TTA CCG GTC GAA G- 3 diese Studie
Rgpl-seql5 5 - CGC AAT ACT CAT GAT TGC CTG- 3' diese Studie
Rgpl-seql6 5 - CGC TGC GAG CGG TAT TAG TG - 3 diese Studie
Rgpl-seql? 5 - GCT ATGATA GCA ACA GTACC- 3 diese Studie
Rgpl-seql8 5 - GAG CCA TTT GTC TTC CGT GG - 3 diese Studie
Rgpl-seql9 5 - GAT GCG CAA CGT CTTTGTC-3 diese Studie
Rgpl-seq21 5 - TAT ACC GGC CGG AACTTATG- 3’ diese Studie
Rgpl-seq22 5 - TGC CTC ATG GAA GAC GAT CG- 3 diese Studie
Rgpl-seq3l 5 - GAG ACT ATC GGCACCTACAG-3 diese Studie
Rgpl-seq32 5 - GAG GAA TGG CAT TTG CGCAG- 3 diese Studie
Rgpl-seq 5 - CGT GGA AGT TAA GTA CACAG- 3’ diese Studie
Rgpl-seql| 5 - GAA CCT GCA AAC GAT GTACGT G- 3’ diese Studie
Rgpl-seqlll 5 - GCA AGA TTC GGT CTT TCCAC- 3 diese Studie
Rgpl-seqlV 5 - CTT CGA CCG GTA ACGATGC-3 diese Studie
Rgpl-seqV 5 - CAG GCA ATCATG AGT ATT GCG - 3 diese Studie
Rgpl-seqV| 5 - CACTAA TAC CGC TCGCAGCG - 3 diese Studie
Rgpl-seqVII 5 - GGT ACT GTT GCT ATCATAGC-3' diese Studie
Rgpl-seqVI| 5 - CCA CGG AAG ACA AAT GGCTC- 3 diese Studie
Rgpl-seqiX 5 - GAC AAA GAC GTT GCGCATC- 3 diese Studie
rgpB (rgp2)

Rgp2-F2 5 -CGT TCGCAGTTCTTACCATG-3 diese Studie
Rgp2-R2 5 - ATC CACAGG TTG GAT CGA GC- 3 diese Studie
Rgp2-seql 5 - GAG CAG CTC TTCAAT GAG- 3 diese Studie
Rgp2-seq2 5 - CTA CGT GTA CGG ACA GAG- 3 diese Studie
Rgp2-seq3 5 - AAC CAA CGC GGT CTCCGTAC -3 diese Studie
Rgp2-seqd 5 - GGG GAT CAA ATCCACCAGG-3 diese Studie
Rgp2-seq5 5 - GTA CGT CTCACT TCG GCA CC- 3 diese Studie
Rgp2-seq6 5 - AAA GAT GGT AAA CCG ACA GG - 3 diese Studie
Rgp2-seq7 5 - TACGCT CTCTGA CGA TGG TG -3 diese Studie
Rgp2-seq| 5 - GTA GCC CTT GCG CAC CAT GG- 3 diese Studie



Primer Sequenz Referenz
Rgp2-seqll 5 - GGT GCC GAA GTGAGA CGTAC-3 diese Studie
Rgp2-seqll| 5 -CTCTGT CCGTACACGTAG-3 diese Studie
Rgp2-seqlV 5-ACCGTCTTT CACGAT AGCAG-3 diese Studie
Rgp2-seqV 5 -TGT ATACGTCTTGCCTTCAG- 3 diese Studie
kgp-Adhésine

Kgp-2R 5 - GCT CTT ATC CGG CAT GGT AG - 3 Bekler et al., 2003
Kgp-4F 5 -GAA CTGACGAACATCATTG-3 Bekler et a., 2003
Kgp-4R 5 -TTGACA CGA GTCATTACCTC- 3% Bekler et al., 2003
Kgp-5F 5 -CTGTGT TACAGCTCAATTC-3 Bekler et a., 2003
Kgp-5R 5 - GCT GGC ATT AGCAACACCTG-3 Bekler et al., 2003
Kgp-6F 5 -TCT GCC GGT TCT TACGTAG-3 Bekler et al., 2003
Kgp-6R 5 -CGA ATGTATTGT GATCGGC- 3 Bekler et al., 2003
Kgp-IgF 5 - CGA ACCTGC AAACGATGTACGTG-3 Bekler et a., 2003
Kgp-IgR 5 -CATCCAATGCTGTCCACCCTIGTG-3 Bekler et a., 2003
Kgp-7F 5 -AAGCCAAGGTTGTGCTCGCAGCA-3 Bekler et al., 2003
Kgp-7R 5 -GGCTGT GTACTTAACTTCCACGC-3 Bekler et al., 2003
Kgp-8F 5 -CCT ATACAGTCTATCGTGACGG-3 Bekler et al., 2003
Kgp-8R 5 - CGT GAA GTT GGA TGC ATCGTT ACC-3 Bekler et al., 2003
Kgp-9F 5 - TGA CAA CTATCT GAT AACACCGG-3 Bekler et al., 2003
Kgp-9R 5 -GAGATGAGATAGTTATCAGGATTC-3 Bekler et al., 2003
Kgp-10F 5 - AAT GGA CTA CTATCGATG CCGATGG-3 Beikler eta., 2003
Kgp-12F 5 -GCT TTCCGT CACTACAATTGCTCGG-3  Beikler eta., 2003
Kgp-13F 5 -TCA TGA GTATTG CGT GGA AG- 3 Bekler et al., 2003
Kgp-16F 5 - GAT CACGGT AACTTGCCAAG-3 diese Studie
Kgp-21F 5 -ACCAGCCTGTTTCCAACTTG-3 diese Studie
Kgp-22F 5 -AAGGTTGTGCTCGCAGCA G-3 diese Studie
Kgp-23F 5 - CCT GCA TCC GGA AAGATGTG-3 diese Studie
Kgp-24F 5 - GAA CCT GACCGGTAGTGCAG- 3 diese Studie
Kgp-25F 5 -TCGTAT ACAGGGTACTTGG-3 diese Studie
Kgp-26F 5 - AACGCC GGA GACTTCACGG-3J diese Studie
Kgp-enll 5 - ACA AAGTCT CCGAGT CCA AG-3 diese Studie
Kgp-en12 5 -GTGTCT GCA CAAAGT CTCCG-3 diese Studie
Kgp-enl3 5 -CTCTGA GACAATTACAGACC-3 diese Studie
Kgp-enl4 5 - CATACT CTGAGA CAATTACAG-3 diese Studie
Kgp-F42 5 - GAA GAC GGC GTA GCT ACGGGC -3 diese Studie
Kgp-R81 5- ACCATGACT GCATAGTAGCC-3 diese Studie

In den folgenden Tabellen sind die im Vergleich zur Referenzsequenz auftretenden Basenaustausche im
jeweiligen klinischen Isolat aufgefiihrt. Die Nummerierung der Basen entspricht der Nukleinséure-

nummerierung der aufgefiihrten Referenzsequenz.

Tab. 10: Nukleinsdurepolymorphismen der as fimA Typ | identifizierten P. gingivalis-Isolate im
Vergleich zur fimA Typ I-Literatursequenz D17794.

bp D17794 87 493 117 479 211 127 337 373 44 23 357

46 G A A
a7 G A A A A A
51-55ins - agatt agatt  agatt agatt agatt agatt  agatt
61 T C C C C C C C C C C C C C C C
94 C T T T
134 G A
136 T C C
196 C T T T T
211 A T T
227 T C C C C C C C C C C C
245 G A A A A A A A




bp D17794 87 493 117 479 211 127 337 373 44 23 278 59 10 26 357

246 A A A
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248
249
250
251
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465
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479
484
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555
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604
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640
652
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798
800
802
817
818
824
833
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856
902
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Tab. 11: Nukleinsurepolymorphismen innerhalb der asfimA Typ Il und I1b (Alignment mit fimA Typ |
im Bereich zwischen nt 493 und nt 584) identifizierten Genotypen im Vergleich zur Literatursequenz
D17797 (Lit).

bp Lit 41 85 91 297 486 307 338 275 1 21 36 72 281 83 423
fimATyp Il fimATyp |1b

46 G A

47 G A A A A A A A
55ins agatt  agatt  agatt  agatt agatt agatt agatt

89 C T T T

119 G A A A

131 T C C (03 (03

164 G

173 C T

191 T C C (03 C C

206 A T T T T T

222 C T
239ins aatgeg astgcg  aatgcy ottgge

240 G A A




bp Lit 41 85 91 297 486 307 338 275 1 21 36 72 281 83 423
241ins tgcggg  tgcogy  19ogag
242 A T
249 T G G G
252 A G
254 G A A A
263 G A A A A
264 T C C C
306 A G G G
313 C T T T
336 G A A
391 A C C C C C C C C C C
396 A G G G G G G G G G G
399 T C C C C C C C C C C
403 C T T T T T T T T T T
451 C
454 A
463 A G
468 G A A A A A A
473 G T T T T T T
485 G A A A A A A A A A A A A A A A
489 G T
493 - - - - - - -
oA c ¢ ¢ ¢ ¢ T %é% %é% %é% %é% %é%%é% %é%
569 A T 20g B3 Bog BER Beg Beg BeE
570 G A S5E9 S5Eg 5ig 5%3 5f2 S5Eg sig
< < < < < < <
584
590 A G G G G G G G
596 T A A A A A A A
602 T C
605 C T
608 G T
611 T G
620 A G
624 A G
630 C A
631 A C
632 G A A A A A
638 T C C C C C C C C C C
640 C A A A A A A A A A A
642 T A ©
649 T C nd C C C C
650 T G G G G G G nd G G G
691 T G
702 G A
735 A G G
736 G A
768 A G
769 A C
775 A G G G G
780 G A
786 T A A A A A
792 G A
835-845i 18 nt 18 nt 18 nt 18 nt 18 nt 18 nt
849 G A A A A A A
854 A G G G G G G
855 C A A A A A A
857 A G
860 T A A A A A A
869 T C C C C C C
898 G A A
929 C T T T T T T
951 A G G G G G G
953 T A A A
954 C G
957 T C C
963 T C C C C C
q77 A G G G G G G
986 C T
1011 A G
1014 A G G G G G G G
1031 C T T T T T T T
1128 T C C C C C
1136 T C C C C C
1197 C A A A A A
i Insertion eines oder mehrerer Nukleotide
nt Nukleotide

Tab.12: Sequenzabweichungen der alsfimA Typ |1 identifizierten
P. gingivalis-lsolateim Vergleich zur Literatursequenz D17800.

bp D17800 15 53

15 A

47 G A
56-60 del AGATT -

178 T

188 G




bp D17800 15 53

274
275
280
301
324
334
336
359
382
421
582
609
747
780
790
797
820
847-855 GCCTTCCAA
860
865
866
868
871

OZTOPOPOOPOOOZ>OHO
4> 0>

932
964
965
1126
1159
1225

O=4>04>—H44>0>0

Tab. 13: Nukleinsdurepol ymorphismen innerhalb der alsfimA Typ IVaund Vb identi-
fizierten Genotypen im Vergleich zur Literatursequenz D17797 (Lit).

bp D17802 16 5 30 45 68 46 67 7

fimA Typ IVa fimA Typ IVb

A
G G

®
®

AGATT

>>0
>>0
>>0

OOTO0H0O>EHOO—EA>>0O0>H

OO >0
4> 00>0-H400>H004>>00>H

4> 00>0-H400>H004>>00>4H

—

674

3
=
OOHOOOXT>POHA>HA>0O0>>000100>000> >2>0

1021

Tab. 14: Sequenzabweichungen der asfimA Typ V
identifizierten P. gingivalis-Isolateim Vergleich zur
Literatursequenz AB027294.

bp AB027294 133 358 187 242

45i - G G G G

VI



bp AB027294 133 358 187 242

62i - A A A A
836i - TAC TAC TAC
854 G A A A A
1018 G A A A
1158 G A A
1161 G A A

Tab. 15: Nukleinsdurepolymorphismen im rgpA-Gen der untersuchten P. gingivalis-Isolate aus
Patientenproben im Vergleich zur rgpA-Literatursequenz (Lit; U15282).

bp Lit 1 5 7 10 21 23 26 30 36 41 44 45 46 53 59 67 68 72 77 83 8 88

©
=

650 C T T T T T T T T T T T T T
657 C G G G G G G G G G G G G G
735 C T T T T T T T T T T T T T T T T
750 G T T T T T T T T T T T T T T
847 T C C C C C C C C C C C C C C C
857 T C

864 T C C C C C C C C C C C C C C C C
869 T C C C C C C C C C C C C C C C C
902 T C C C C C C C C
906 G A A A A A A A A A A A A A A A A
1050 C G G G G G G G G G G G G G G G G G
1137 G A

1143 C G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G
1145 G C C C C C C C C C C C C C C C C C C C C C
1182 C T T T T T T T
1189 G C

1230 T C

1265 C T

1305 C T

1401 C T T T
1470 G A A

1539 A G G G G G G G G G G G G G G G G G G G

1623 G A A A A A A A A A A A A A A A A A

1671 C G

1800 G A A A A
1818 C T T T T T T T T T T T T T

1834 G A

1855 G A A A A A
1914 A G G

1944 C T

2073 T C 2074 C C C C C C C C C

2097 C

2134 G A A A

2148 G A

2163 C T T T T T T
2224 T A

2241 G A A

2246 T C C C C C C C
2265 T A A A A A A A A A A A
2346 T C C C

2379 A T T G G G T

2381 T A A A

2384 G A A A

2386 A G G G

2388 G A

2391 T A A

2394 C T T T T T T T T

2406 C A A A A A A A

2407 C T T T T T

2433 G A A

2448 T C C C

2520 T C C C C C C C C C C

2562 T A

2595 G T T T T

2616 T C

2643 T A A A A
2668 C G

2686 A G C

2742 A T

2794 T C

2933 A G G

2946 C T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2961 A T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2968 A G

2976 T C C

2988 G A A A A A

3003 A C C C C C C C

3036 C A A

3064 T C C C
3070 C T T

3135 T C C C C C C C C C C C C C C C

3246 T C

3282 T G G G G G G G G G G G G G G G G G
3329 T C

3381 T C

3555 T A A A A A A A A A
3580 A C C C C C C C C C

VII
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Tab. 17: Mutationen im Hamagglutininanteils des kgp-Gens klinischer P. gingivalis-Isolateim Vergleich
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