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1. Einleitung

1.1 Das Parodont

Der Begriff Parodont ist eine Ableitung aus den griechischen Woértern trapa (para; ,bei,
neben, entlang®) und 6douo (odous; ,Zahn“) und beschreibt eine
entwicklungsgeschichtliche, biologische sowie funktionelle Einheit (Muller, 2012). Diese
schliel3t vier unterschiedliche Gewebearten, die Gingiva, das Wurzelzement, den
Alveolarknochen und das parodontale Ligament (PDL) ein (Cho und Garant, 2000; Muller,
2012).

Das Parodont ist eine dynamische Struktur, welche eine einzigartige Gefallanordnung, ein
Lymphsystem und ein hochspezialisiertes nervoses Netzwerk besitzt (Hassell, 1993). Beim
Menschen sind pathologische Veranderungen des Parodonts weit verbreitet. Entzindlich-
und nicht-entzindlich bedingte Erkrankungen des Zahnfleisches und des
Zahnhalteapparates werden unter dem Begriff Parodontopathien beschrieben (Hellwig,
2006). Eine wichtige Rolle spielt das Parodont auch bei kieferorthopadischen
Behandlungen, welche anhand von Zahnbewegungen bestehende Zahnfehlstellungen
therapieren und somit Funktion und Asthetik verbessern.

Um pathologische parodontale Veranderungen erkennen, verstehen und behandeln zu
konnen ist die Kenntnis Uber Anatomie und Funktion des gesunden Parodonts unerlasslich
(Hellwig, 2006).

1.1.1 Aufbau und Funktion des Parodonts
Die vier Gewebearten des Parodonts lassen sich in einen Weichgewebeanteil, die Gingiva
und das PDL, sowie in einen Hartgewebeanteil, den Alveolarknochen und das

Wurzelzement gliedern (Muller, 2012).
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Alveolarknochen

parodontales Ligament
Wurzelzement
Dentin

Abb. 1: Aufbau des Parodonts. Das Parodont wird auch als Zahnhalteapparat bezeichnet
und umfasst die den Zahn umgebenden Gewebe. Zu den vier verschiedenen Strukturen
zahlen Gingiva, Alveolarknochen, parodontales Ligament und Wurzelzement

Die Hauptaufgaben des Zahnhalteapparates bestehen in der Verankerung der Zahne in der
knochernen Alveole, der Dampfung von Kaukraften und der Abwehr von duf3eren Noxen
(Hellwig, 2006). Nach traumatischen Insulten kommt dem Parodont auch eine reparierende
Aufgabe zu (Muller, 2012). Zudem hat das Parodont in Form von Schmerz- und
Druckwahrnehmung, sowie von Tastempfinden sensorische Funktionen (Muller, 2012). Die

Eigenschaft des Parodonts durch Knochenremodelierung Zahnstellungsanderungen zu
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ermoglichen, wird zum Beispiel bei der kieferorthopadischen Behandlung genutzt
(Memmert et al., 2019). Um eine kieferorthopadische Therapie planen, durchfuhren und
Schadigungen des Parodonts vorbeugen zu kdnnen, ist auch in diesem Fachbereich der
Zahnmedizin die Kenntnis Uber die Anatomie und Funktion dieser Gewebe Voraussetzung.
Bei Inspektion der Mundhohle ist nur die Gingiva als Weichgewebeanteil des Parodonts
klinisch sichtbar (Hassell, 1993). Das klinisch gesunde Zahnfleisch ist blassrosa,
girlandenformig, weist keine Gefalizeichnung auf, ist straff, fest und flach auslaufend
(Plagmann, 1998).

Das PDL zahlt neben der Gingiva zu dem Weichgebeanteil des Parodonts und entwickelt
sich praeruptiv aus einem lockeren nicht strukturierten Bindegewebe, welches anfanglich
die sich bildende Wurzel umgibt (Plagmann, 1998). Das PDL ist ein gut vaskularisiertes,
zell- und faserreiches Bindegewebe, das sich im Parodontalspalt zwischen Wurzelzement
und Alveolarknochen erstreckt und so den Zahn federnd in der Alveole verankert (Muller,
2012). Seine Breite variiert zwischen 100 bis 400 ym und es gilt aufgrund seiner Zellvielfalt,
der umfassenden Blutversorgung und dem neuronalen Netzwerk als heterogenes Gewebe
(De Jong et al., 2017). Als Strukturmerkmal des PDLs ist der bindegewebige Anteil,
vorwiegend bestehend aus kollagenen Fasern, auch Sharpeyische Fasern genannt, und zu
einem kleineren Teil bestehend aus Oxytalanfasern, anzusehen (Plagmann, 1998). Schon
vor dem Zahndurchbruch beginnt bei den Milch- und Zuwachszahnen die Faserbildung im
koronalen Bereich, gefolgt von den nach apikal liegenden Bereichen, wobei es wahrend
des fortschreitenden Zahndurchbruchs zu Veranderungen in der Verlaufsrichtung der
Fasern kommt (Plagmann, 1998). Im Gegensatz dazu, bilden sich die apikalen Faserbundel
bei den Ersatzzahnen erst nach Erreichen der Okklusionsebene und unter funktioneller
Belastung (Plagmann, 1998). Die vorherrschende Zellpopulation im PDL sind die humanen
parodontalen Ligamentzellen (PDL-Zellen) (De Jong et al., 2017). Neben den
unterschiedlichen Zellen besteht das PDL auch aus einem extrazellularen Kompartiment
mit kollagenen und nicht kollagenen Matrixbestandteilen (Nanci und Bosshardt, 2006). Die
extrazellulare Matrix (extracellular matrix, ECM) besteht zum groRten Anteil, etwa 75 %,
aus Kollagen Typ |, zu 20 % aus Kollagen Typ Il und zu 5 % aus Kollagen Typ V (Butler et
al., 1975; Hudson et al., 2017). Die Umsatzrate und Umbaukapazitat des PDLs ist im



14

Vergleich zu der von Gingiva und Knochen um das Vielfache erhoht (Hirashima et al.,
2019).

Ein weiterer Bestandteil des Parodonts ist der Alveolarknochen, welcher sich vom
Zahnsackchen ableitet und somit ektomesenchymalen Ursprungs ist (Muller, 2012).

Der Alveolarknochen unterliegt aufgrund seiner hohen Sensibilitat gegenuber externen
mechanischen Reizen einem standigen Umbauprozess, wodurch dieser als labilste Struktur
des Parodonts angesehen wird (Monje et al., 2015). Die vorherrschenden Zellpopulationen
im Alveolarknochen sind Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten (Hellwig, 2006).

Die andere Hartgewebsstruktur des Parodonts ist das Wurzelzement. Es ist ein hartes,
avaskulares Bindegewebe, welches die Zahnwurzel bedeckt und dem Dentin aufliegt
(Nanci und Bosshardt, 2006). Es entstammt ebenfalls dem eigentlichen Zahnsackchen und

ist somit ektomesenchymalen Ursprungs (Muller, 2012).

1.1.2 Parodontale Ligamentzellen

Das PDL verbindet durch die Sharpeyischen Fasern, bestehend aus Kollagen Typ I, das
Wurzelzement mit dem Alveolarknochen (Jiang et al., 2016). Als Hauptaufgaben sind zum
einen die Ubertragung und Absorption von mechanischem Stress, die nutritive Versorgung
von Zement, Alveolarknochen und dem PDL selbst, sowie die sensorischen Funktionen, die
Homoostase-Eigenschaft und die Reparatur von geschadigtem Gewebe zu nennen (Jiang
et al., 2016; Hirashima et al., 2019). Da das PDL nicht mineralisiert ist, kann es sich bei
einer Kompression des Zahnhalteapparates verformen und so die mechanische Belastung
abfangen (Naveh et al., 2012). Das PDL gilt aufgrund der Anzahl verschiedener
Zellpopulationen als komplexes Gewebe und als Depot fur Zellen, welche an der Bildung
von Zement, PDL selbst und Alveolarknochen beteiligt sind. (Nanci und Bosshardt, 2006).
Zu den enthaltenen Zelltypen zahlen unter anderem fibroblastische Subpopulationen,
Osteoblasten, Osteoklasten, Zementoblasten, Endothelzellen, Malassez‘ Epithelzellreste,

Odontoklasten, undifferenzierte mesenchymale Zellen, perivaskulare Zellen und
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Epithelzellen (Nanci und Bosshardt, 2016). Ferner sind im PDL auch Abwehrzellen in Form

von Makrophagen und Mastzellen zu finden (Jiang et al., 2016).

Die im PDL mit 50 — 60 % vorherrschenden Zellen sind die PDL-Zellen, welche aufgrund
ihrer verschiedenen Subpopulationen als heterogene Klasse gelten (Jiang et al., 2016;
Ullrich et al., 2019). Ihren Ursprung haben die PDL-Zellen aus ektomesenchymalen Zellen
des Schadelneuralkamms (Barczyk et al., 2013). Zu ihren Funktionen zahlt die Regulation
der Gewebehomoostase und die Bildung kollagener Strukturproteine (Ullrich et al., 2019).
Zudem sind sie bei der Regulation der angeborenen Immunabwehr von Bedeutung und
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei kieferorthopadischen Zahnbewegungen
(orthodontic tooth movement, OTM) (Ullrich et al., 2019).

Studien zufolge werden kieferorthopadische Krafte, die wahrend einer Therapie auf die
Zahne wirken, auf das PDL und die PDL-Zellen weitergeleitet, wodurch mechanosensitive
Rezeptoren und Signalkaskaden aktiviert werden und dies wiederum zu entsprechenden
Gewebeantworten fuhrt (Memmert et al., 2019; Ullrich et al., 2019).

Far labortechnische Untersuchungen und die biologische Grundlagenforschung zur OTM
werden haufig diese mechanosensiblen PDL-Zellen herangezogen.

1.2  Die kieferorthopadische Zahnbewegung

Durch Ubermittlungen aus der griechischen und romischen Ara kann man heute sagen,
dass schon zu dieser Zeit ein schones Lacheln und eine regelmaflige Anordnung der
Zahne von Wichtigkeit war und somit schon damals der Wunsch nach Korrektur von
Zahnfehlstellungen bestand (Krishnan und Davidovich, 2015). In der Antike begann man
durch Fingerdruck eine Fehlstellung zu korrigieren, wobei sich die Frage auftat, warum sich
Zahne unter mechanischer Belastung bewegen lassen (Krishnan und Davidovich, 2015). Im
spaten 19. Jahrhundert (1888) stellte Farrar die These auf, dass sich der Alveolarknochen
durch die kieferorthopadisch wirkende Kraft verbiegt oder resorbiert und es dadurch zu

einer Zahnbewegung kommt (Krishnan und Davidovich, 2015). Die Knochenresorption als
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Erklarung fur Zahnbewegungen wurde 1901 und 1904 von Sandstedt in seiner Publikation
histologisch an Hundezahnen untersucht und bewiesen (Krishnan und Davidovich, 2015).
Heutzutage wird die OTM als Knochenumbau in Form einer Kopplung von
Knochenneubildung und Knochenresorption nach der Druck-Spannungs-Theorie
angesehen (Li et al., 2018). Wirkt zum Beispiel durch eine festsitzende kieferorthopadische
Apparatur eine mechanische Kraft auf einen Zahn, so andert dieser binnen weniger
Sekunden nach Kraftapplikation seine Position im Parodontalspalt und es kommt zu einer
Auslenkung des Zahnes, wodurch sich im Parodont Druck-Areale und Dehnungs-Areale
bilden (Li et al., 2018; Militi et al., 2019). Neben dem PDL, welches sich histologisch in den
Kompressionsbereich und den Spannungsbereich gliedern Iasst, werden weitere Regionen
wie Zahnwurzel, Alveolarknochen, ECM, Gingiva und die Zellen der Zahnpulpa von
orthodontischen Kraften beeinflusst (Krishnan und Davidovich, 2009; Zainal Ariffin et al.,
2011). Im Druckbereich werden die Blutgefalie komprimiert und passen sich der
applizierten Kraft an, sodass es zu einer Desorganisation des PDLs, einer verminderten
Zellreplikation und einer verminderten Faserproduktion kommt (Militi et al., 2019; Rygh,
1973). Infolge der Kraftapplikation auf der Kompressionsseite verandert sich der Blutfluss
und die Mikroumgebung des PDLs, was in einer akuten Entzindungsreaktion mit Sekretion
von unterschiedlichen Entzindungsmediatoren und anschlieendem Knochenumbau
resultiert (Nimeri et al., 2013). Wahrend sich der Blutfluss im Kompressionsbereich
verringert, wird der Blutfluss in den Zugarealen aufrechterhalten oder sogar erhoht. (Li et
al., 2018). Als Reaktion auf die Dehnung der PDL-Faserbundel erfolgt eine Stimulation mit
Zunahme der Zellreplikation, was wiederum zu Knochenneubildung in den
Spannungsarealen fuhrt (Krishnan und Davidovich, 2006).

Uber die GréRe und Dauer der applizierten Kraft kann die OTM reguliert werden (Nimeri et
al., 2013). Um eine moglichst effiziente Umpositionierung ohne Schadigung von Zahn oder
PDL erreichen zu kdnnen, ist eine optimale Kraftapplikation essenziell (Kirshnan und
Davidovich, 2006). Schon 1932 untersuchte Schwarz die Reaktionen des Gewebes auf
unterschiedliche Kraftgro3en an Hundezahnen und klassifizierte mit diesen Ergebnissen
kieferorthopadische Krafte in vier biologische Wirkungsgrade (Krishnan und Davidovich,
2015). Krafte, welche so minimal sind, dass sie zu keiner Zahnbewegung fuhren, zahlen
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zum 1. biologischen Wirkungsgrad. Der 2. biologische Wirkungsgrad umfasst Krafte, die
unterhalb des im PDL vorherrschenden Blutdrucks liegen und damit die Blutzirkulation im
PDL weiter gewahrleisten. Krafte des 3. und 4. biologischen Wirkungsgrades werden als
stark oder sehr stark eingestuft und sind hoher als der kapillare PDL-Blutdruck, wodurch es
aufgrund von Zirkulationsstorungen zu Nekrosen, Parodontalschaden und Resorptionen
der Zahnwurzel kommen kann (Wichelhaus, 2012). Schwarz erkannte, dass der im PDL
herrschende Blutdruck 15-20 mmHg betragt und schlussfolgerte ein optimales Kraftniveau
von 20-26 g zu 1 cm? Wurzeloberflache bei kieferorthopadischen Behandlungen (Krishnan
und Davidovich, 2015). Jungere Literatur (Gonzales et al., 2008) empfiehlt ebenfalls
leichtere Krafte von 10-50 Centinewton (cN), da diese im Vergleich zu hoheren Kraften
(100 cN) eine effektivere Zahnbewegung unter weniger Resorptionen der Zahnwurzel
versprechen (Wichelhaus, 2012).

Je nach Kraftangriffspunkt sind unterschiedliche Formen der Zahnbewegung wie zum

Beispiel Kippungen, Rotationen, Extrusionen und Intrusionen, sowie Translationen maoglich.

1.2.1 Phasen der Zahnbewegung

Die OTM kann unter Einbeziehung der verschiedenen aufeinanderfolgenden Reaktionen, in
drei Phasen gegliedert werden:

* Initiale Dampfung, Anfangsphase

* Hyalinisation, Verzogerungsphase

+ Resorptionsphase, Beschleunigungsphase

Die erste Phase der OTM dauert etwa 24-48 Stunden an und ist durch eine schnelle, in
wenigen Sekunden eintretende, Zahnauslenkung gekennzeichnet (Zainal Ariffin et al.,
2011). Dabei kann die Auslenkung des Zahnes zwischen 0,4 bis 0,9 mm betragen
(Wichelhaus, 2012).

Die zweite Phase der OTM ist die Verzogerungsphase, bei der keine oder nur eine geringe
Zahnverschiebung stattfindet (Krishnan und Davidovich, 2015). Diese Phase kann je nach
Quelle zwischen 20-30 Tage oder 2-10 Wochen andauern und ist durch PDL-Hyalinisierung
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und Nekrose, welche durch eine unterbrochene Blutzirkulation und eine darauffolgende
Hypoxie entstehen, charakterisiert (Feller et al., 2015; Wichelhaus, 2012). Im
Spannungsbereich des PDLs vergroRern sich ruhende Osteoblasten und beginne mit der
Produktion von Knochenmatrix (Andrade, 2013). Eine weitere Zahnbewegung erfolgt erst,
wenn es zu einer vollstandigen zellularen Entfernung des nekrotischen Gewebes
gekommen ist (Krishnan und Davidovich, 2015). Etwa 30 Tage nach der ersten
Kraftapplikation setzt die dritte Phase, die durch eine allmahlich oder plotzlich gesteigerte
Bewegungsrate gekennzeichnet ist und den grofdten Anteil der OTM ausmacht, ein (Zainal
Ariffin et al., 2011).

Neueren Studien zufolge setzt sich die beschleunigte Zahnbewegung der dritten Phase in
einer vierten Phase (Linearphase) fort, womit dritte und vierte Phase die reale
Zahnbewegung umfassen (Pilon et al., 1996; Von Bohl et al., 2004; Krishnan und
Davidovich, 2006).

Anfangsphase Verzogerungsphase Beschleunigungsphase

Linearphase

Zahnauslenkung in mm >

24 - 48 Std 20-30Tage

>

Zeit

Abb. 2: Phasen der Zahnbewegung. Nach Kraftapplikation kommt es in der Anfangsphase
zu einer schnell auftretenden Zahnauslenkung. In der darauffolgenden Verzogerungsphase
ist hochstens eine sehr geringe bis keine Zahnbewegung zu vermerken. Erst etwa einen
Monat nach der ersten Kraftanwendung erfolgt in der Beschleunigungsphase eine
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merkliche und gesteigerte Zahnauslenkung. Diese beschleunigte Zahnbewegung geht in
die Linearphase Uber (modifiziert nach Wichelhaus, 2012)

Zusammengefasst liegt der Bewegung des Zahnes ein Osteoklasten- und Osteoblasten-
vermittelter Knochenumbau zugrunde (Feller et al., 2015). Aus zellularer Sicht Ubernehmen
die PDL-Zellen eine bedeutende Rolle bei der OTM und werden in der kieferorthopadischen
Grundlagenforschung intensiv untersucht (Ullrich et al., 2019). Die molekularen
Mechanismen, mit welchen die PDL-Zellen unter mechanischer Belastung an der OTM
beteiligt sind, wurden bereits durch einige Studien dargelegt (He et al., 2004; Kanzaki et al.,
2002; Ullrich et al., 2019). So fuhrt eine Verformung der PDL-Zellen durch Druck- und
Zugkrafte zu einer Verarbeitung und Weiterleitung dieser mechanischen Signale. Dieser
Prozess wird Mechanotransduktion genannt und ist dafur zustandig, dass bei mechanisch
verformten PDL-Zellen mechanosensitive Rezeptoren in ihrer Zellmembran stimuliert
werden (Ullrich et al., 2019). Auf die Aktivierung der unterschiedlichen Rezeptoren folgen
dann verschiedene aktivierte Signalwege und molekulare Reaktionen, welche zu einer
Knochenremodellierung und somit zur OTM fuhren (Ullrich et al., 2019).

Die nacheinander ablaufenden Gewebeveranderungen wahrend der OTM kdnnen
histologisch durch spezifische Biomarker charakterisiert und den jeweiligen Phasen der
Zahnbewegung zugeordnet werden (Zainal Ariffin et al., 2011).

1.2.2 Biologie der kieferorthopadischen Zahnbewegung

Nach von Béhl et al. (2004 ) definiert sich die OTM als das Ergebnis einer biologischen
Reaktion auf eine Storung des physiologischen Gleichgewichts im dentofazialen
Komplexes durch eine von extern applizierte Kraft. Diese ausgeubte Kraft wirkt sowohl auf
mineralisierte (Alveolarknochen) als auch auf nicht mineralisierte (PDL/Gingiva) Gewebe
des Parodonts und ruft umfangreiche zellulare und molekulare Veranderungen hervor
(Andrade et al., 2014).

Die ersten Zell- und Gewebeveranderungen, wie Verschiebung von PDL-Flussigkeiten

sowie Zell- und Matrixverzerrungen, beginnen in der Anfangsphase unmittelbar nach
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Krafteinwirkung und fuhren zu Wechselwirkungen zwischen diesen Gewebeelementen
(Krishnan und Davidovich, 2006).

Durch die mechanisch hervorgerufene Zahnauslenkung entsteht im PDL ein
Kompressionsbereich, in dem die verringerte Mikrozirkulation des Gefalisystems zu einer
Ischamie und Hypoxie mit anschlieBender Hyalinisierung und Nekrose fuhrt (Feller et al.,
2015; Andrade et al., 2014). Histologisch ist die Hyalinisierung durch das Vorhandensein
von Zellen mit pyknotischen Kernen und zellfreien Bereichen zu erkennen, wobei das
Ausmal an Hyalinisation eine definierte Beziehung zur Kraftgrof3e aber nicht zur
Geschwindigkeit der OTM aufweist (Krishnan und Davidovich, 2006).

Die fur die OTM besonders bedeutsamen PDL-Zellen vermitteln Gber die Expression
verschiedener Signalmolekule zell-molekulare Reaktionen, welche durch
Gewebeveranderungen zu einer Bewegung der Zahne fihren. Im Kompressionsbereich
folgt auf die mechanische Verformung der PDL-Zellen eine Aktivierung von
mechanosensitiven Rezeptoren und lonenkanalen, die im Anschluss eine PDL-vermittelte

sterile inflammatorische Reaktion auslésen (Ullrich et al., 2019).

Aufgrund der entstandenen aseptischen Entzindungsreaktion, welche durch parodontale
Vasodilatation und Migration von Leukozyten aus den Kapillaren charakterisiert ist, werden
biologische Mediatoren, wie unter anderem Interleukine (IL), Tumornekrosefaktoren (TNF),
Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Wachstumsfaktoren (GF) von den Migrationszellen als
auch von den PDL-Zellen produziert (Feller et al., 2015; Krishnan und Davidovich, 2006;
Zainal Ariffin et al., 2011). Die PDL-Zellen weisen als Antwort auf die sterile Inflammation
eine erhohte Expression von IL-6, IL-8 und Cyclooxygenase-2 (COX) auf (Ullrich et al.,
2019). Die Freisetzung der verschiedenen biologischen Mediatoren fuhrt zu
Knochenumbauprozessen des Alveolarknochens in Form von Knochenresorption auf der
Kompressionsseite und Knochenapposition auf der Zugseite und damit zu einer
gesteuerten Zahnbewegung (Andrade et al., 2014). Weitere wichtige exprimierte
Mediatoren sind das Osteopontin (OPN), das Osteoprotegerin (OPG), der Receptor
Activator of nuclear factor-kB (RANK) und der Receptor Activator of nuclear factor-kB
Ligand (RANKL), welche unter anderem Uber das RANK-RANKL-OPG-System eine
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Feinregulierung der Knochenmodulation und das Ausmal} der Knochenresorption
regulieren (Feller et al., 2015; Hofbauer und Rachner, 2010; Murshid, 2017). Nach Jacobs
et al. (2010) wird angenommen, dass der Prozess des Knochenumbaus bei der OTM zu
einem Grol3teil von Osteozyten gesteuert wird. Dagegen postulieren die Studien von He et
al. (2004), Kanzaki et al. (2002) und Ullrich et al. (2019) eine bedeutende Rolle der PDL-
Zellen bei der OTM durch molekulare und zellulare PDL-vermittelte und gesteuerte

Prozesse.

1.2.3 Signaltransduktion von mechanischen Reizen in PDL-Zellen

Lebende Zellen sind permanent mechanischen Impulsen ausgesetzt und sind in der Lage
Veranderungen in ihrer Mikroumgebung zu erfassen, darauf zu reagieren und
weiterzuleiten (Geng und Wang, 2016).

Als zellulare Signaltransduktion werden Prozesse angesehen, bei denen extrazellulare und
mechanische Signale in intrazellulare molekulare Signale umgewandelt werden (Tietze et
al., 2020; Tschumperlin, 2011). Durch intrazellulare Signalkaskaden werden die
mechanischen Impulse verarbeitet und regulieren malfdgeblich Uberlebenswichtige
Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Migration, Autophagie und Apoptose
(Tietze et al., 2020).

Da es sich bei der OTM um einen mechanischen Stimulus handelt, wird die
Signalweiterleitung und -verarbeitung in den Zellen als Mechanotransduktion bezeichnet
(Wichelhaus, 2012). Nach Krishnan und Davidovich (2015) wird die Mechanotransduktion
durch ein komplexes Zusammenspiel von ECM, Transmembran-Integrin-Rezeptoren,
Zytoskelettstrukturen und Signalmolekulen vermittelt.

Jungstem Wissensstand zufolge lauft die zellulare Signalubertragung auf unterschiedlichen
Wegen, wie Uber den Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Kaskadeweg (MAPK), den Wnt/[3-
Catenin-Weg, uber Integrine und G-Proteine ab (Premaraj et al., 2011; Guo et al., 2020;
Wichelhaus, 2012).
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Des Weiteren kann eine Signaltransduktion auch uber mechanosensitive- oder Calcium-
spezifische lonenkanale, sowie Uber stressabhangige lonenkanale, wie den
Adenosintriphosphat (ATP)- abhangigen P2X7-Rezeptor, erfolgen (Ridone et al., 2019;
Wichelhaus, 2012). Als Second Messenger wird den Reaktiven Sauerstoffspezies
(Reactive oxygen species, ROS) eine wichtige regulatorische Aufgabe von intrazellularen
Signalwegen zugeschrieben (Brieger et al., 2012).

Weitere wichtige Komponenten der Mechanotransduktion sind sekundare Botenstoffe wie
Inositoltrisphosphat (IP3) und cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP), sowie
intrazellulare Signalmolekile wie Rho, Rat sarcoma (Ras), Extracellular-signal Regulated
Kinases (ERK) und SMADs. Neben Rho gilt sein Regulationsmolekul Rho-assoziierte
Proteinkinase (rho-associated protein kinase, ROCK) als ein weiterer bedeutender Baustein
in der Biologie der Signaltransduktion in PDL-Zellen.

1.2.4 Rho-Kinase

ROCK ist ein Enzym, welches zu den Serin-Threonin-Kinasen gehort, ein Effektor der
kleinen GTPase Rho ist und eine essenzielle Rolle bei der Zellteilung, Zellkontraktion,
Zellpolaritat und -motilitat, sowie bei der Genexpression und vor allem bei der
Signaltransduktion spielt (Amano et al., 2010; Feng et al., 2016). Das Molekulargewicht
betragt in etwa 160 Kilodalton (kDa) (Shimokawa et al., 2016). Mit ROCK1 (auch ROCK |,
ROKIR oder p160ROCK) und ROCK2 (auch ROCK Il, ROKa) existieren zwei bekannte
Isoformen der Proteinkinase, die eine Homologie von 64 % in ihrer primaren
Aminosauresequenz aufweisen und in verschiedenen Geweben exprimiert werden (Julian
und Olson, 2014; Liu et al., 2015, Wettschureck und Offermanns, 2002). Die Gene der
ROCK befinden sich beim Menschen auf dem Chromosom 18 fir ROCK1, sowie
Chromosom 2 fur ROCK2 (Julian und Olson, 2014; Shimokawa et al., 2016). Strukturell
konnen die ROCKs in eine N-terminale katalytische Kinasedomane, eine zentrale Coiled-
Coil-Domane und in eine C-terminale Pleckstrin Homology (PH)-Domane gegliedert werden
(Amano et al., 2010; Matsui et al., 1996). Die hdchste strukturelle Ubereinstimmung
zwischen den beiden Isoformen liegt in der Kinasedomane vor und betragt, je nach Autor,
zwischen 83 % (Amando et al., 2010) und 92 % (Julian und Olson, 2014). Die zentralen
Coiled-Coil-Domanen von ROCK1 und ROCK2, mit 55 % am geringsten homolog, weisen



23

die wichtige Bindungsstelle fur die GTPase Rho auf (Julian und Olson, 2014; Wettschureck
und Offermanns, 2002).

Eine Aktivierung der ROCKs erfolgt uber den Verlust ihrer Autoinhibition aufgrund der
Bindung von aktivierten Rho-Proteinen an die Bindungsstelle innerhalb der a-helikalen
Coiled-Coil-Domane (Liu et al., 2015).

ROCK 1 N - Kina"se- Coiled-Coil- Pleckstrin-Homology-| _ ¢
domane Doméne Domane
~83-92% ~55% ~68%

ROCK 2 N - Kinase- Coiled-Coil- Pleckstrin-Homology-|  _ ¢
domane Doméne Domane

Abb. 3: Struktureller Aufbau der Isoformen von ROCK1 und ROCK2 und ihre Homologien.
Die Struktur der ROCKs kann in die Hauptbestandteile N-terminale katalytische
Kinasedomane, zentrale Coiled-Coil-Doméane und C-terminale PH-Domane gegliedert
werden. Die Homologien der einzelnen Abschnitte unter ROCK1 und ROCK2 liegen
zwischen 55 % und 92 % (modifiziert nach Julian und Olson, 2014)

Rho-Proteine gehoren zur Unterfamilie der GTPasen, haben ein Molekulargewicht von 20-
30 kDa und konnen in 20 Mitglieder unterteilt werden, wobei Rho A, B und C auf
Aminosaureebene hoch homolog sind (Liu et al., 2015; Narumiya und Thumkeo, 2018).
GTPasen, auch kleine G-Proteine genannt, sind eine Protein-Superfamilie von
Guanosintriphosphatasen mit mehr als 100 Mitgliedern und einer molekularen Masse von
20-40 kDa, die als molekulare Schalter an nahezu allen Aspekten der Zellbiologie beteiligt
sind (Reiner und Lundquist, 2018; Takai et al., 2001). Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Sequenzen ist eine Einteilung in funf Subfamilien, Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf und Ran
moglich (Reiner und Lundquist, 2018).

Die kleinen G-Proteine haben zwei interkonvertierbare Formen, eine inaktive

Guanosindiphosphat (GDP)-gebundene und eine aktive Guanosintriphosphat (GTP)-
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gebundene Konformation, um in Signaltransduktionsketten als ,Ein-“ und ,Ausschalter”
fungieren zu kdnnen (Etienne-Manneville und Hall, 2002; Takai et al., 2001). Die
Aktivierung und Inaktivierung der kleinen G-Proteine kdnnen als ein Zyklus angesehen

werden.

Bedingt durch ein Signal wird Rho durch Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (guanine-
nucleotide exchange factor, GEF) veranlasst das gebundene GDP freizusetzen und GTP
zu binden (Liu et al., 2015; Takai et al., 2001). Die GEFs selbst werden wiederum durch
Rezeptortyrosinkinasen (receptor tyrosine kinases, RTK), G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(G protein coupled receptors, GPCRs), Zytokine und Integrine aktiviert (Hartmann et al.,
2015). Die Inaktivierung zu GDP erfolgt durch die Abspaltung eines Phosphat-Restes des
gebundenen GTPs durch das GTPase-aktivierende Protein (GTPase-activating protein,
GAP) (Takai et al., 2001).

Da es sowohl eine Rho-abhangige, als auch eine Rho-unabhangige Aktivierung gibt, kann
die ROCK auch durch Lipide wie die Arachidonsaure Uber ihre Bindung an die PH-Domane
aktiviert werden (Amando et al., 2010; Araki et al., 2001; Shimokawa et al, 2016). Eine
Rho-unabhangige Aktivierung ist auch uber die spezifische Spaltung und Entfernung der
autohemmenden Domane von ROCK1 durch Caspase-3 und von ROCK2 durch Granzym
B moglich (Julian und Olson, 2014; Shimokawa et al, 2016).

Beim Rho/ROCK-Signalweg fuhrt die aktivierte ROCK zu einer Phosphorylierung seiner
verschiedenen Substrate, zu denen unter anderem die Myosin-leichte-Kette (Myosin light
chain, MLC), die LIM-Kinasen, Ezrin/Radixin und Moesin, Adducin, die Phosphatase und
Tensin Homolg (PTEN) und Myosinphosphatase-Zieluntereinheit 1 (myosin phosphatase
unit target 1, MYPT1) zahlen (Amano et al., 2010; Hartmann et al., 2015). Durch die
Phosphorylierung des breiten Spektrums an Zielsubstraten konnen wichtige zellulare
Prozesse wie Muskelkontraktion, Stressfaseranordnung, die Formation von fokalen
Adhasionen, Zytokinese, sowie Zellproliferation, -migration und -polaritat reguliert werden
(Amano et al.,2010; Hartmann et al., 2015).
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In der Forschung ist die bedeutende Rolle des Rho/ROCK-Signalwegs in Hinblick auf die
Mechanotransduktion in Zellen bereits erkannt und studiert worden. Die Arbeiten von Holle
und Engler (2011) und Martino et al. (2018) legen dar, dass das Rho/ROCK-System eines
der Hauptakteure in der zellularen Mechanosensorik ist und Uber aktiviertes Rho die
mechanische Signalausbreitung und - Verarbeitung kontrolliert werden kann.

Die zentralen regulatorischen Funktionen der ROCKs und ihre Zusammenhange

werden in der Forschung durch das Einsetzen von Inhibitoren noch weiter im Detail
untersucht. Um die Beteiligung der ROCK an der Autophagie-Induktion zu untersuchen,
wurde in der vorliegenden Arbeit der Trans-4-[(1R) -Aminoethyl] -N-(4-Pyridinyl)
Cyclohexancarboxamiddihydrochlorid ROCK- Inhibitor (Y-27632) eingesetzt. Die
inhibierende Wirkung des zellpermeablen kleinen Molekuls Y-27632 beruht dabei auf einer
selektiven Hemmung von ROCK durch Bindung an die ATP-Bindungsstelle (Wang et al.,
2017).

1.3  Die Autophagie

Vor Uber 50 Jahren wurde der Begriff Autophagie, welcher aus dem Griechischen
abgeleitet wird und so viel wie ,Selbstessen” bedeutet, durch wissenschaftliche
Beobachtungen von lysosomalen Abbaus intrazellularer Strukturen in der Rattenleber von
Christian de Duve gepragt (Deter und De Duve, 1967; Glick et al., 2010). Seither werden
auslosende Faktoren, der Mechanismus und die Regulierung der Autophagie untersucht.
Nach Levine und Yuan (2005) kann Autophagie als ein zellularer Selbstverdauungsprozess
angesehen werden, der bei Veranderungen der Zellhomoostase und bei Unterversorgung
mit N&hrstoffen und Wachstumsfaktoren zum einen das Uberleben der Zelle ermdglicht,
zum anderen aber auch zum Zelltod fuhren kann. Zu den auslésenden Faktoren zahlen
unter anderem Hypoxie, Entzindungen, DNA-Schaden, metabolische Unterversorgungen
und mechanische Belastungen (Hernandez-Caceres et al., 2021). Die Autophagie gilt als
Schutz der Zelle vor stressinduzierten Schaden, indem nicht funktionelle und
unzweckmalige Zellstrukturen erkannt und einer Degradation zugefuhrt werden (King,
2012). Somit dient diese Reinigungsfunktion dem Erhalt der zellularen Homoostase, einer
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verstarkten Belastbarkeit der Zelle gegenuber Umweltfaktoren, sowie einer Forderung des
Zelluberlebens (Hernandez-Caceres et al., 2021). Der zellulare Abbau- und
Recyclingprozess, der in allen Eukaryoten hoch konserviert ist, kann in Saugetierzellen in
drei Haupttypen, in die Mikroautophagie, die Makroautophagie und in die Chaperon-
vermittelte Autophagie (chaperone-mediated autophagy; CMA) gegliedert werden (Parzych
und Klionsky, 2014). Obwohl bei den drei Autophagietypen der Mechanismus
unterschiedlich ist, gilt das Lysosom bei allen als letzte katabolische Abbauinstanz
(Kirchner et al., 2019).

Bei der Mikroautophagie ist das Hauptmerkmal die Aufnahme und Bindung der
autophagischen Ladung anhand einer Invagination der Membran, welche aufgrund ihrer
charakteristischen Architektur und Funktion als ,autophagische Rohre” bezeichnet wird (Li
et al., 2012; Schuck, 2020). Nach Internalisierung der Ladung in kleine Vesikel, I0sen sich
diese nach innen in das Lumen ab und werden lysosomal abgebaut (Kaushik und Cuervo,
2018).

Ein weiterer Recyclingprozess der Zelle kann Uber die CMA erfolgen. Dabei wird
autophagische Ladung durch einen Erkennungsmechanismus spezifisch registriert und ein
Chaperon-Substrat-Komplex wird gebildet (Kirchner et al., 2019; Kaushik und Cuervo,
2018; Yang et al., 2019). Dieser Komplex gelangt dann an die Lysosomenmembran, wo
eine Entfaltung und Translokation des Substrates ins Lumen folgt (Kaushik und Cuervo,
2018; Parzych und Klionsky, 2014; Yang et al., 2019). SchlieRlich wird das entfaltete
Substrat durch lysosomale Proteasen abgebaut (Pajares et al., 2018).

Der bekannteste und am meisten untersuchte Autophagietyp ist die Makroautophagie,
welche in einer Vielzahl an Studien und auch in dieser Arbeit im Folgenden als Autophagie
bezeichnet wird. Der Autophagie-Prozess kann allgemein in folgende sieben Phasen: die
Initiation, die Nukleation, die Elongation, die Autophagosomenverschmelzung, die
Maturation, die Fusion zum Autolysosom und in die Degradation unterteilt werden

(Hernandez-Caceres et al., 2021).
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Abb. 4: Prozessphasen der Autophagie. Die Autophagie kann nach Einsetzen eines
Stimulus bis hin zum lysosomalen Abbau in die folgenden sieben Phasen gegliedert
werden: Initiation, Nukleation, Elongation, Autophagosomenverschmelzung, Maturation,
Fusion und Degradation

Unterscheiden lasst sich die nicht-selektive Autophagie unter Hungerbedingungen, von der
selektiven Autophagie, welche speziell fur den Abbau von beschadigten oder Uberzahligen
Komponenten aktiviert wird (Feng et al., 2014; Kaushik und Cuervo, 2018). Nach
stressinduzierter Einleitung des autophagischen Abbauprozesses bildet sich eine
Phagophore, eine aus einer Lipiddoppelschicht bestehende Isolationsmembran, und dehnt
sich weiter aus um abzubauende zellulare Komponenten aufnehmen und umschliel3en zu
konnen (Glick et al., 2010). Ist die Ladung vollstandig umgeben, verschmilzt die
Phagophore zu einem kugelférmigen Doppelmembran-Autophagosom (Parzych und
Klionsky, 2014). Im nachsten Schritt der Autophagie verschmelzen Autophagosom und

Lysosom, indem die au3ere Membran des Autophagosoms mit der lysosomalen Membran
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zu einem Autolysosom fusioniert (Glick et al., 2010; Parzych und Klionsky, 2014). Nach
Fusionierung erfolgt der lysosomale Abbau der eingeschlossenen Ladung, sowie der
inneren autophagosomalen Membran durch das hydrolytische Milieu und die
darauffolgende Freisetzung einzelner Nebenprodukte ins Zytoplasma, um der Zelle diese
zur Wiederverwertung bereitstellen zu konnen (Dikic und Elazar, 2018). Da die Autophagie
Uberzahlige und defekte zellulare Komponenten abbaut, ist dieser Mechanismus von
grundlegender Bedeutung fur die Gesundheit von Zellen und Organismen (Schuck, 2020).
Uber die Funktion der Sicherung der Zellhoméostase hinaus ist die Autophagie ein Prozess
zur Adaptation der Zelle an Hungersituationen, ausgelost durch verminderte extrazellulare
Nahrstoffe oder verminderte intrazellulare Metabolitenkonzentrationen (Chiara Maiuri et al.,
2007). Kommt es zu einer fehlregulierten oder verminderten Autophagie, so kann dies zu
ernsthaften Zell- und Organismusschaden fuhren und das Auftreten verschiedener
Krankheiten wie Krebs, Neurodegenerationen, Myopathien und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen begunstigen (Kim et al., 2011; King, 2012; Levine und Kroemer, 2019;
Mizushima und Komatsu, 2011).

Neben der Autophagie gilt die Apoptose, die Form des programmierten Zelltodes, als ein
wichtiger Prozess der zellularen ,Selbstzerstorung®, wobei der Zusammenhang zwischen
beiden Formaten sehr komplex und essentiell fur die physiologische Regulation des
Zellumsatzes eines Organismus ist (Chiara Maiuri et al., 2007; Marifio et al., 2014).
Wahrend die Autophagie eine adaptive Reaktion auf unterschiedliche Stressoren ist und
durch den Recyclingprozess den Zelltod umgehen mdchte, fuhrt die Apoptose durch
ausbleibende Zellreifung und -teilung letztendlich zum Absterben der Zelle (Chiaria Maiuri
et al., 2007; D’Arcy, 2019).

Studien belegen, dass bestimmte stressassoziierte Signalwege sowohl Autophagie als
auch Apoptose regulieren, weshalb die Autophagie haufig der Apoptose vorausgeht und bei
einem, in Ausmaf und Dauer, kritischen Wert Ubersteigenden Stimulus die Zelle in die
Apoptose leitet (Chiaria Maiuri et al., 2007). Die Untersuchungen von Marifio et al. (2014)
und Young et al. (2012) belegen ein enges Wechselspiel zwischen beiden Mechanismen.
So kann eine induzierte Autophagie zur Hemmung der Apoptose, aber auch zu ihrer
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Induktion fuhren und eine induzierte Apoptose kann zu einer Inaktivierung der Autophagie

fuhren.

1.3.1 An der Autophagie-Regulation beteiligte Signalwege

Um ihren komplexen Selbstverdauungsprozess zu regulieren, bedient sich die Zelle
unterschiedlicher Signalwege, welche zum einen Teil miteinander konvergieren, sich zum
anderen Teil aber auch wechselseitig beeinflussen konnen. Eine zentrale Bedeutung bei
der Autophagie-Regulierung spielt dabei die hochkonservierte Kinase mechanistic target of
Rapamycin (friher: mammalian target of Rapamycin, mMTOR) (Memmert et al., 2019; Wang
und Zhang, 2019). Neben einer Vielzahl beteiligter Komponenten ist mTOR als
Schlusselelement fur die Balance zwischen Zellwachstum und Selbstverdauung bei
physiologischen Bedingungen und unter pathophysiologischem Zellstress anzusehen (Jung
et al., 2010).

Die Serin/Threonin-Protein Kinase mTOR fuhrt im aktiven Zustand zu einer Hemmung der
Autophagie (Jung et al., 2010). Die Kinase ist in zwei verschiedenen Proteinkomplexen,
MTORC1 und mTORC2, vorzufinden, wobei nur mTORC1 an der direkten Regulierung der
Autophagie beteiligt ist (Dikic und Elazar, 2018). Der mTORC1-Multiproteinkomplex wird
neben mTOR aus den Proteinen regulatory-associated protein of mMTOR (RAPTOR),
mammalian lethal with Sec13 Protein 8 (mLST8), proline-rich Akt substrate of 40 kDa
(PRAS40) und DEP domain containing mTOR interacting protein (DEPTOR) gebildet
(Wang und Zhang, 2019). Neben dem Schlusselregulator mTOR sind eine Reihe von
autophagiebezogenen Genen (autophagy-related genes, ATGs) an den Autophagie-
Signalwegen beteiligt, so sind die meisten ATGs unter anderem fur eine effiziente
Autophagosomen-Bildung erforderlich (Glick et al., 2010; Levine und Kroemer, 2019). Im
Jahr 2016 wurden insgesamt 40 ATGs in der Hefe identifiziert und scheinen mit nur einigen
Ausnahmen auch in Pflanzen und Saugetieren konserviert (Kim et al., 2019). Neben ihrer
Beteiligung bei der Bildung von Autophagosomen wird auch jeder andere Schritt des

Autophagieprozesses in hohem Male von einer Vielzahl der ATGs koordiniert, so
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konfigurieren sich diese ATGs zu Clustern und konnen je nach gebildetem ATG-Komplex
an den verschiedenen Stadien der Autophagie ihre Funktion ausuben (Kim et al., 2019).

Ist die Zelle mit ausreichend Nahrstoffen versorgt, so ist mTOR aktiv und reguliert Gber
Hemmung des Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1 (ULK1) -Komplexes die
Autophagie negativ (Kim und Guan, 2015). Der ULK1-Komplex, als direktes Ziel von
mTOR, besteht neben der ULK1-Kinase aus den regulatorischen Proteinen ATG13,
ATG101 und FIP200 (Jung et al., 2009; Wong et al., 2013). Die Hemmung der Komplex-
Aktivitat geschieht dabei Uber eine mTOR-vermittelte Phosphorylierung von ATG13 und
ULK1 (Jung et al., 2009; Jung et al., 2010).

Bei vorliegendem Nahrstoffmangel wird die mTOR-Aktivitat gehemmt und fuhrt zu einer
Dephosphorylierung von ULK1 und ATG13, was wiederum zur Aktivierung des ULK1-
Komplexes und zur Initiierung der Autophagie fuhrt (Jung et al., 2010; Reiling und Sabatini,
2006; Jung et al., 2010). Neben mTOR und ULK1 gilt die Adenosinmonophosphat (AMP)-
aktivierte Proteinkinase (AMP activated protein kinase, AMPK) als ein weiterer
Hauptregulator. AMPK dient dabei als ein wichtiger Energiesensor um die
Energiehomoostase im Einklang zuhalten (Kim et al., 2011). Ein erhdhter AMP- oder
verringerter intrazellularer ATP-Spiegel, sowie ein bestehender Glukosemangel fihren zu
einer Aktivierung der AMPK, worauf hin diese mTOR hemmt und dadurch ULK1 und
folglich die Autophagie initiiert wird (Kim et al., 2011; Wong et al., 2013). Nach Kim et al.
(2011) aktiviert AMPK bei Energiemangel ULK1 durch Phosphorylierung auch direkt.

Ist die Autophagie eingeleitet, folgt als nachste Phase die Entstehung der Phagophore und
die ATG-Protein-gesteuerte Bildung des Autophagosoms. Nach Nishimura und Tooze
(2020) sind neben den ATGs verschiedene Lipide als Hauptbestandteile der dynamischen
autophagischen Membranumgestaltung involviert. Entscheidend fur die
Autophagosomenbildung sind das Phosphatidylinositol-3-Phosphat (phosphatidylinositol 3-
phosphate, PI3P) und das Phosphatidylethanolamin (phosphatidylethanolamine, PE)
(Nishimura und Tooze, 2020). Die fur die Phagophoren-Expansion bedeutendsten ATGs
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sind die der ATG8-Familie, zu denen die Unterfamilien Mikrotubuli-assoziierte leichte Kette
3 (microtubule-associated protein light chain 3, LC3), y-Aminobuttersaure-Rezeptor-
assoziiertes Protein (y-aminobutyric acid receptor-associated protein, GABARAP) und
Golgi-assoziierter ATPase-Enhancer von 16 kDa (GATE-16) zahlen (Dikic und Elazar,
2018; Slobodkin und Elazar, 2013).

Auf molekularer Ebene ist das Protein Beclin-1 (BECN1) eine wichtige Komponente in der
Signalkaskade, da es die Phagophoren-Formation und die Rekrutierung von ATGs an die
Phagophore Assembly Site (PAS) steuert und damit die Elongation der Phagophore
einleitet (Lippai und Szatmari, 2017). BECN1 bildet mit Vacuolar protein sorting 34 (Vps34),
Vacuolar protein sorting 15 (Vps15) und ATG14 den Klasse-IlI-Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3KC3) -Komplex (Menon und Dhamija, 2018). Aufgrund der Phosphorylierung
von Bestandteilen dieses Komplexes beginnt die Keimbildung der Phagophore durch die
lokale PI3P-Produktion am Omegasom, einer charakteristischen Struktur aus der Membran
des endoplasmatischen Retikulums (ER) (Dikic und Elazar, 2018). Vps34, eine Klasse-lII-
Phosphoinositid-3-Kinase (class Ill phosphoinositide 3-kinase, PI3K) phosphoryliert sein
Substrat Phosphatidylinositol (P1) zu PI3P, welches fur die Elongation der Phagophore und
fur die Rekrutierung von ATGs von hoher Bedeutung ist (Glick et al., 2010; Levine und
Kroemer, 2019; Russell et al., 2013).

Neben der kontrollierten Keimbildung durch BECN1 und Vps34 am ER sind weitere
Komplexe und Prozessschritte an der Maturation zum Autophagosomen beteiligt (Glick et
al., 2010).

So ist der multimere ATG5-ATG12-ATG16L-Komplex, der nach seiner Entstehung mit der
Phagophore assoziiert, zu nennen. Dieser Komplexbildung gehen einige Schritte voraus,
wie die ATP-abhangige Aktivierung von ATG12 durch ATG7, die darauffolgende
Ubertragung von ATG12 auf ATG10, die kovalente Bindung von ATG12 an ATG5 und die
Vervollstandigung des Komplexes durch die Bindung des ATG16L-Dimers an ATG5/ATG12
(Glick et al., 2010).

Daneben hat das WD-Repeat-Domain-Phosphoinositid-interagierendes Protein 2
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(WIPI12) die Fahigkeit ATG16L direkt zu binden und somit den ATG5-ATG12-ATG16L-
Komplex zur PAS zu rekrutieren, wo sich mehrere Konjugate zu einem grof3en
Proteinkomplex zusammenfugen konnen (Dikic und Elazar, 2018).

Der zweite bedeutende Prozess ist die Umwandlung des freien zytosolischen LC3 in eine
membranverankerte LC3-1l-Form (Dikic und Elazar, 2018). LC3 wird dabei zuerst durch
ATG4 proteolytisch gespalten, sodass LC3-1 entsteht, welches wiederum von ATG7
aktiviert, auf ATG3 Ubertragen und mit PE zu LC3-Il konjugiert wird (Glick et al., 2010;
Tanida et al., 2004). Studien zufolge korreliert das Vorkommen von LC3-Il mit der Anzahl
reifer Autophagosomen (Albanese et al., 2019). Die Expansion der Phagophore beruht
dann auf einem Zusammenspiel zwischen den zwei Ubiquitin-ahnlichen
Proteinkonjugationssystemen ATG5-ATG12-ATG16L und der ATG8-Untereinheiten
LC3/GABARAP mit PE (Dikic und Elazar, 2018; Levine und Kroemer, 2019).

Wahrend sich die Phagophore verlangert, biegen sich die Enden leicht nach innen, um die
charakteristische kugelformige Struktur zu bilden und die abzubauende Ladung
umschlielRen zu kdnnen. Der genaue Mechanismus ist noch nicht bekannt.
Akkumulierenden Hinweisen zu folge ist die Auswahl der Ladung ein selektiver Prozess,
der durch die Interaktion von LC3-Il als Rezeptor an der expandierenden Membran und
dem Adaptermolekul Sequestosom 1 (SQSTM1) zustande kommt (Glick et al., 2010). Nach
Abschluss der Elongation und anschlieRender Versiegelung der Phagophorenmembran ist
das Autophagosom entstanden. Im nachsten Schritt erfolgt die Reifung und Vorbereitung
zur Fusion mit einem Lysosom zum Autolysosom. Dabei wird das Autophagosom an
Mikrotubuli gebunden und in die Region der Lysosomen transportiert (Yu et al., 2018).
Wahrend der Maturation des Autophagosoms werden die ATGs peu a peu von der aulderen
Membran entfernt und mussen am Ende fur eine erfolgreiche Fusion vollstandig abgeldst
sein (Dikic und Elazar, 2018; Lorincz und Juhasz, 2020). Nach der Dissoziation von PI3P,
ATG8/LC3 und anderen ATGs durch ATG4, werden diese recycelt und der Zelle fur die
weitere Phagophorenbildung und -expansion zur Verfugung gestellt (Reggiori und
Ungermann, 2017). Um die Fusion einleiten zu kbnnen werden die bendtigten
Komponenten und Motoren an die Membran rekrutiert. An der Verschmelzung sind diverse
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Elemente, wie die soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptors
(SNARESs), Syntaxin17 (STX17), das synaptosomal-assoziierte Protein 29 (SNAP29), sowie
das Vesikel-assoziierte Membranprotein 8 (VAMPS8), der homotypic fusion and protein
sorting (HOPS) -Komplex, kleine GTPasen und Motor- und Adapterproteine beteiligt
(L6rincz und Juhasz, 2020; Yu et al., 2018).

Nach erfolgter Fusion wird die zu autophagierende Ladung durch lysosomale saure
Hydrolasen abgebaut und die Nebenprodukte fur den Aufbau von Makromolekulen und zur
Energiegewinnung wiederverwertet (Glick et al., 2010). Der komplizierte Autophagie-
Mechanismus kann neben dem komplexen Zusammenspiel zwischen den
Hauptregulatoren AMPK, mTOR und ULK1 auch Uber weitere Signalwege und

Regulatorproteine koordiniert werden.

Nach Menon und Dhamija (2018) ist der PI3K-III-Komplex ein ebenso wichtiger Signalweg,
welcher den Autophagie-Fluss und die Homoostase zwischen Autophagie und Apoptose
reguliert.

Wahrend das Protein BECN1 essenziell fur eine erhohte autophagische Aktivitat ist, wirkt
sich B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2) negativ auf die Autophagie aus. Bcl-2 gilt als anti-
apoptotisches Protein und Ubt aufgrund seiner Wechselwirkung mit BECN1 auch eine anti-
autophagische Funktion aus (Xu und Qin, 2019).

Ist Bcl-2 an BECN1 gebunden und bildet den Bcl-2-BECN1-Komplex, wird dadurch die
BECN1-abhangige Autophagie gehemmt (Xu und Qin, 2019). Dieser Effekt kann infolge
einer Bcl-2-Phosphorylierung durch die c-Jun N-terminale Proteinkinase 1 (JNK1)
aufgehoben werden, sodass BECN1 aus dem Komplex dissoziiert und die Autophagie
induzieren kann (Xu und Qin, 2019).

Ein weiterer wichtiger Induktor der Autophagie ist das Makrolid-Immunsuppressivum
Rapamycin, welches durch die Hemmung von mTOR die Autophagie in Gang setzt (Arriola
Apelo und Lamming, 2016; Sotthibundhu et al., 2016).

Auch die Antimalariamedikamente Chloroquine (CQ) und Hydrochloroquine greifen, und
zwar negativ, in die Autophagie ein und werden in den letzten Jahren als vielversprechende
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Pharmazeutika in der Krebsbehandlung erforscht (Kimura et al., 2013). CQ wirkt erst zu
einem spateren Prozessschritt der Autophagie und tragt zu einer verminderten
Lysosomenfunktion bei, indem es nach Eintritt in das Lysosom protoniert wird und durch
einen Anstieg des pH-Wertes zu weniger sauren, degradierenden Bedingungen fuhrt
(Kimura et al., 2013). Zudem hemmt CQ die Fusion zu Autophagolysosomen, weshalb es
zu einer Ansammlung der Vorstufe, also dem Autophagosom, kommt (Blawat et al., 2020).
Diese Autophagosomen-Akkumulation macht man sich bei labortechnischen
Untersuchungen der Autophagie zu Nutze.

Eine Termination der Autophagie kann auch Uber verschiedene
Ruckkoppelungsmechanismen und durch die Einleitung der Apoptose erfolgen (Antonioli et
al., 2017).

1.3.2 ROS als ,Second Messenger*

ROS sind eine Gruppe von heterogenen Sauerstoffverbindungen, welche durch eine
partielle, unvollstandige Reduktion von elementarem Sauerstoff entstehen (Brenner, 2019).
Neben der mitochondrialen Atmung, bei der ROS als Nebenprodukte entstehen, werden sie
aulierhalb der Mitochondrien durch den membrangebundenen Enzymkomplex NADPH-
Oxidase (NOX) oder zusatzlich durch andere intrazellulare Enzyme, wie COX und
Lipoxygenasen, oder auch durch Umweltbelastungen gebildet (Finkel, 2011; Halasi et al.,
2013; Li et al., 2015). ROS sind kleine, kurzlebige Molekule mit einer hohen
Reaktionsfahigkeit, die ungepaarte Valenzelektronen oder instabile Bindungen aufweisen
und daher zum Teil auch als Sauerstoffradikale bezeichnet werden (Brieger et al., 2012; Li
et al., 2015; Li et al., 2016). Zu den bekanntesten ROS-Mitgliedern zahlen das Superoxid-
Anion (O27), Wasserstoffperoxid (H20:), das Hydroxyl-Radikal (OH'), das Hypochlorid -
Anion (OCI), sowie das Singulett-Sauerstoff-Molekul ('O2) (Brenner, 2019; Brieger et al.,
2012; Li et al., 2016).

In friheren Jahren wurde den ROS eine alleinige zellschadigende Funktion zugesprochen,
wobei man sie nun auch anhand der neusten Erkenntnisse als wichtige physiologische
Regulatoren von intrazellularen Signalwegen sieht (Brieger et al., 2012; Finkel, 2011). So
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werden essenzielle zellulare Parameter wie Entzindungsreaktionen,
Wachstumsfaktorregulation, Autophagie, Apoptose und auf Systemebene der Blutdruck,
kognitive Funktionen und die Immunfunktion durch ROS-Signale reguliert (Brieger et al.,
2012; Finkel, 2011). Durch ROS wird die Produktion und Freisetzung von Zytokinen erhoht,
weshalb sie in der Lage sind Entzindungsreaktionen aufrechtzuerhalten und den Korper
durch Immunantworten vor Krankheitserregern zu schitzen, wobei eine iUbermallige ROS-
Produktion mit dementsprechender hochregulierten Entzindungsreaktion jedoch zu
Gewebeschaden fuhren kann (Li et al., 2016).

So resultiert eine erhdhte ROS-Konzentration in der Zelle in oxidativem Stress und die ROS
konnen leichter mit Zellkomponenten wie Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und
Nukleinsauren reagieren und oxidieren, wodurch dysregulierte Signale zu irreversiblen
funktionellen Veranderungen und des Weiteren zu einer Vielzahl humaner Krankheiten, wie
unter anderem Krebs, neurologischen Stérungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
chronischen Entzindungen, fuhren kdnnen (Brieger et al., 2012; Finkel, 2011).

Um sich vor Zellschaden durch oxidativen Stress zu schitzen, bedient sich die menschliche
Zelle an Antioxidantien, welche entweder bereits gebildete ROS direkt abfangen, die ROS-
Bildung hemmen oder ROS-spezifische Storungen beseitigen konnen (Li et al., 2016).

Die oxidative Homoostase wird durch eine in der Waage gehaltene Wechselwirkung
zwischen ROS und Antioxidantien aufrechterhalten, wobei ein Anstieg an ROS, eine
Abnahme an Antioxidantien oder eine Kombination aus beidem zu einem unterschiedlich

stark ausgepragten Grad an oxidativem Stress fuhrt (Li et al., 2015; Li et al., 2016).

Bei einem kurzweiligen Anstieg des ROS-Spiegels geht man aufgrund der zelleigenen
antioxidantischen Abwehrmechanismen von keiner relevanten Zellschadigung aus, sondern
man nimmt an, dass ROS uber Redoxsignalisierung physiologische Reaktionen induzieren
(Li et al., 2016).

Kommt es zu einer vorubergehenden erhdhten ROS-Konzentration, findet die
Redoxsignalisierung statt, bei der ROS als Second Messenger wirken und Uber
Redoxreaktionen physiologische Zellantworten hervorrufen (Li et al., 2016).
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Second Messenger sind kleine Molekule, die in ihre vier Hauptgruppen, cyclische
Nukleotide, wie cAMP, Lipidbotenstoffe, lonen, wie Ca» und freie Radikale wie ROS
unterteilt werden (Newton et al., 2016). Diese Botenstoffe haben die Fahigkeit
extrazellulare Stimuli nach Rezeptoraktivierung durch wenige Prozessschritte in das
Zellinnere weiterzuleiten (Li et al., 2016). Zuerst erfolgt die extrazellulare Bindung des First
Messengers an einen in die Zielzell-Membran eingelassenen Rezeptor, wodurch es zu
einer Rezeptoraktivierung mit darauffolgender intrazellularer Aktivierung eines Second
Messengers, sowie zu einer anschlieRenden Aktivierung der Effektorproteine mit ihrer
codierten Zellantwort kommt (Li et al., 2016; Newton, 2016).

extrazellularer Stimulus

First Messenger l
& 5 Rezeptoraktivierung

Membran l
Aktivierung von ROS als
Second Messenger

J

Zellantwort

Second
Messenger

Abb. 5: ROS als Second Messenger. Durch die extrazellulare Bindung eines First
Messengers an einen Transmembranrezeptor erfolgt die Aktivierung dessen. Die
Rezeptoraktivierung fuhrt sodann zur Aktivierung eines intrazellularen Second Messengers,
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welcher wiederrum darauffolgende Effektorproteine aktiviert. Als Ergebnis dieser
Signalkaskade steht die entsprechende Zellantwort (modifiziert nach Li et al., 2016)

Jungste Studien haben die enge Beziehung zwischen ROS, Autophagie und Apoptose
untersucht. So besteht nach Li et al. (2015) eine enge Wechselwirkung zwischen ROS und
Autophagie durch ihre gegenseitige Beeinflussung, indem eine erh6hte ROS-Konzentration
zu oxidativem Stress mit folglich induzierter Autophagie und eine aktivierte Autophagie zur
Verringerung der ROS fuhrt.

Wissenschaftliche Untersuchungen legen ROS-induzierte Regulationsmechanismen der
Autophagie uber molekulare Signalwege, wie die ROS-FOXO3-LC3/BCL2 and adenovirus
E1B 19-kD-interacting protein 3 (BNIP3)-Autophagie, ROS-nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (NRF2)-p62-Autophagie, ROS-hypoxia-inducible factor (Hypoxie-induzierter
Faktor 1, HIF1)-BNIP3-Autophagie, NIX- Autophagie und die ROS-TP53-induzierter
Glykolyse- und Apoptose- Regulator (TIGAR)-Autophagie dar (Li et al., 2016).

Auch Liu et al. (2017) untersuchten die Wechselwirkungen zwischen Autophagie und ROS
und kamen zu dem Schluss, dass eine vermehrte ROS-Exposition in der Zelle sowohl zu
einer Regulation der Autophagie als auch zu einer erhohten Zelltodrate fuhren kann. Die
autophagische Koordinierung verlauft dabei tber unterschiedliche Signalwege. So sind
ROS in der Lage Bcl-2 durch JNK1 zu phosphorylieren und dadurch die Trennung des
BECN1-Bcl-2-Komplexes zu induzieren, wodurch das geloste BECN1 die Autophagie
aktivieren kann (Liu et al., 2017). Ferner kann eine erhohte ROS-Konzentration durch NF-
kB-Aktivierung zu einer direkten Hochregulierung von ATGs und BECN1 fuhren (Liu et al.,
2017). Daruber hinaus kann die Autophagosomenbildung uber ein direktes Einwirken von
ROS auf den ATG5-ATG12-ATG16L-Komplex positiv reguliert werden (Liu et al., 2017).
Zudem fuhrt eine ROS-induzierte Hemmung des PI3K-Proteinkinase B (AKT)-mTOR-
Signalwegs zur Autophagie-Induktion (Chang et al., 2022).

Ein weiterer ROS-abhangiger Mechanismus ist die Aktivierung der AMPK, da diese durch
Phosporylierung des tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) den TSC1-TSC2-Komplex
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aktiviert, was zur Inhibierung von mTORC1, zur Stimulierung von ULK1 und zur Induktion
der Autophagie fuhrt (Liu et al., 2017).

Mitochondrium

PI3K - Akt - Weg —— mTOR
NRF2 - p62
\ /;, AMPK
HIF1-BNIP3/NIX ¢
— ) ATG5-ATG12-ATG16L

\‘ FOXO3 - LC3/BNIP3

JNK Q p53 - TIGAR/DRAM
Cay ™

Abb. 6: ROS-induzierte Regulationsmechanismen der Autophagie. Durch die
unterschiedlichen ROS-induzierten Signalwege wird die enge Wechselwirkung zwischen
ROS und Autophagie deutlich. So konnen ROS zum Beispiel Uber JNK1, AMPK und den
ATG5-ATG12-ATG16L-Komplex aktivierend auf die Autophagie wirken. Auch die
Oxidierung von ATG4, sowie die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren p53, FOXO3, HIF1
und NRF2 fuhren zu einer Autophagie-Induktion. Durch die Blockade des PI3K-AKT-Weges
wird die Autophagie ebenfalls gesteigert. Eine Oxidierung von ATG3, ATG7 und ATG10
resultieren hingegen in einer reduzierten Autophagie. Die Inaktivierung von TFEB und
PTEN resultiert ebenfalls in der Autophagie-Hemmung

Umgekehrt ist eine negative Regulierung der Autophagie Uber die Aktivierung des PI3K-
AKT-Weges mit resultierender mTOR-Hemmung moglich (Liu et al., 2017).
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Auch die jungste Studie von Chang et al. (2022) postuliert, dass ROS eine duale Rolle bei
der Autophagieregulierung spielen und diese sowohl induzieren als auch hemmen kdnnen.
Dabei fuhrt die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie p53, HIF1, FOXO3 und NRF2,
eine Oxidierung von ATG4 und eine Inaktivierung des PI3K-AKT-Weges zu einer
Autophagie-Induktion (Chang et al., 2022). Demgegenuber resultiert eine Oxidierung von
ATG3, ATG7 und ATG10 in einer reduzierten Autophagie (Chang et al., 2022). Auch die
ROS-induzierte Hemmung des Transkriptionsfaktors EB (TFEB) fuhrt durch die reduzierte
Biogenese von Autophagosom und Lysosom zu einer verringerten Autophagie (Chang et
al., 2022). Nach Chang et al. (2022) wird die Autophagie zudem durch die Inaktivierung von
PTEN und der daraus resultierenden negativen Regulierung des PI3K-AKT-mTOR-Weges
inhibiert.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass durch eine adaquate ROS-
Konzentration das Uberleben der Zelle gesichert bleibt, wahrend eine bermaRige ROS-
Ansammlung zum Zelltod fuhren kann. Die gegenseitige Beeinflussung von ROS und
Autophagie fuhrt zum einen durch erhéhte ROS-Konzentrationen zur Autophagie-Induktion
und zum anderen zu einer Reduktion der ROS durch die aktivierte Autophagie (Li et al.,
2015).

Um die ROS-Signalwege weiter zu untersuchen und ihr Bedeutung zum Beispiel in der
Krebstherapie deuten zu kdnnen, werden in der Forschung verschiedene ROS-Induktoren,
als auch ROS-Inhibitoren verwendet. In klinischen Studien werden die ROS-Induktoren R3-
Phenylethylisothiocynat (PEITC), 2-Methoxyestradiol (2-ME), Imexon und ATN-224 schon
auf ihre Wirkung bei unterschiedlichen Krebstypen getestet (Halasi et al., 2013).

Ein bereits bekannter ROS-Inhibitor ist N-Acetyl-L-Cystein (NAC). Dieser Hemmstoff ist
eine synthetische Vorstufe von intrazellularem Cystein und Glutathion und wird oftmals zur
Bestatigung einer ROS-beteiligten arzneimittelinduzierten Apoptose herangezogen, da die
anti-apoptotische Wirkung von NAC bekannt ist (Halasi et al., 2013). Seine hemmende
Wirkung ist dabei auf eine sogenannte Radikalfangereigenschaft zurlickzufihren, welche
entweder direkt Uber das Redoxpotential von Thiolen oder sekundar tUber einen

gesteigerten Glutathionspiegel wirkt (Halasi et al., 2013).
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1.3.3  Autophagie und Biomechanik

Zellen haben die essenzielle Fahigkeit Veranderungen ihrer physischen Umgebung, zum
Beispiel durch biomechanischen Stress, wahrzunehmen, darauf zu reagieren und sich
anzupassen (King et al., 2011). Der Begriff der Biomechanik beschaftigt sich mit der
Beziehung zwischen mechanischer Belastung einer Zelle und ihrer korrelierenden Reaktion
darauf. Die Studien von King et al. (2011, 2012) ergaben, dass die Autophagie neben
biochemischen und metabolischen Reizen auch durch biomechanische Reize ausgelost
werden kann. Weiterhin wurde gezeigt, dass biomechanischer Stress, beispielsweise in
Form einer Zell-Kompression oder in Form von Scherkraften, die Autophagosomenbildung
entsprechend dem Grad der Verformung induziert (King et al., 2011). Die Autophagie kann
durch mechanische Prozesse auf eine direkte Weise, in Form zellularer
SignalUbertragungen und eine indirekt Weise, durch Auswirkungen auf das Zytoskelett,
aktiviert werden (Hernandez-Caceres et al., 2021).

Eine Adaption an mechanische Belastungen erfolgt, indem diese externen Reize von
Mechanosensoren erfasst, durch die Mechanotransduktion in das Zellinnere weitergeleitet
und in biochemische Signale umgewandelt werden (Hernandez-Caceres et al., 2021). Die
auf den mechanischen Reiz folgende zellulare Reaktion dauert dann so lange an, bis die
Zelle durch Anpassung in der Lage ist den Stress abzubauen (King et al., 2012). Wird die
Zelle allerdings durch den mechanischen Stimulus, hinsichtlich seiner KraftgroRer oder
seiner Wirkdauer, Uberbelastet, geht die Zelle in die Apoptose uber (Chen et al., 2015;
King, 2012; Ma et al., 2013).
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen zellularer Biomechanik und Autophagie. Durch
verschiedene auf die Zelle einwirkende biomechanische Reize werden zellulare
Mechanosensoren aktiviert. Die Mechanotransduktion sorgt dann fur die
Signalweiterverarbeitung - und Umwandlung im Zellinneren. Je nach Ausmalf’ und Dauer
der einwirkenden Kraft kann die Zelle durch Autophagie die Homoostase wiederherstellen
oder geht bei Uberlastung in die Apoptose (iber (modifiziert nach Hardt et al., 2024)

Die genaue Regulation und die beteiligten Signalwege der mechanisch-induzierten
Autophagie sind nur teilweise geklart und deshalb Bestandteil aktueller Studien.

Die Untersuchung von Blawat et al. (2020) an PDL-Zellen deutet darauf hin, dass die
mechanische Autophagie-Induktion durch den klassischen mTOR/AKT-Signalweg reguliert
wird. Des Weiteren ist bekannt, dass durch eine mechanische Belastung unterschiedliche
Signalwege wie der Inositol (1,4,5) -Triphosphat-Signalweg, Calcium-Signalwege, die
Fokale Adhasionskinase (FAK)-Signalwege sowie die MAPK-Signalwege aktiviert werden,
welche auch bei der Regulation der Autophagie beteiligt sind (King, 2012).
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In der Literatur ist beschrieben, dass mechanischer Stress durch eine Veranderung der
extrazellularen Matrix von der Zelle wahrgenommen und Uber Integrin-vermittelte Adhasion
weitergeleitet wird, wobei Matrixbestandteile die Autophagie positiv als auch negativ
regulieren konnen (Hernandez-Caceres et al., 2021). Als Aktivatoren gelten unter anderem
Decorin, Kollagen VI und Endostatin, wahrend Laminin A2 den autophagischen
Mechanismus inhibiert (Hernandez-Caceres et al., 2021). Weniger gut untersucht ist die
Wirkung von mechanischen Reizen auf Zell-Zell-Adhasionen und ihre Rolle bei der
Autophagie-Regulierung, wobei eine Stimulierung des autophagischen Prozesses durch
Kraftanwendung auf E-Cadherin bestatigt werden konnte (Hernandez-Caceres et al., 2021).
Ein Augenmerk liegt auch auf der autophagischen Funktion verschiedener lonenkanale, die
an der Initiierung der Phagophorenbildung bis hin zur Fusion zum Autophagolysosom
beteiligt sind und sowohl stimulierende als auch hemmende Wirkungen auf die Autophagie
ausuben (Kondratskyi et al., 2018). Die Forschungsgruppe von Kondratskyi et al. (2018)
beschaftigte sich mit der Wirkung von calciumpermeablen lonenkanalen auf
Zellproliferation, Apoptose und Autophagie und fand heraus, dass ein durch
mechanosensitive Kanale vermittelter Calciumeinstrom die Initiations- und
Elongationsstadien der Autophagie beeinflussen kann. Somit wird ein Anstieg von freiem
Caz im Zytosol als ein starker Autophagie-Induktor als wahrscheinlich angesehen und eine
Calcium-induzierte Autophagie uber den Ca>- Calcium/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase 2 (CAMKK2) -AMPK- Weg diskutiert (Kondratskyi et al., 2018). Neben den
calciumpermeablen Kanalen ist eine Regulierung durch weitere lonenkanale wie Natrium-,
Chlorid- und Kalium- Kanale noch weitestgehend ungeklart und ihre Auswirkungen auf die
Autophagie Gegenstand aktueller Forschungen (Kondratskyi et al., 2018).

Des Weiteren ist eine mogliche Beteiligung von ROS an der mechano-induzierten
Autophagie wahrscheinlich, da ein durch mechanosensitive lonenkanale ansteigender
zytosolischer Ca?-Spiegel eine erhohte Produktion an ROS veranlasst (Amma et al., 2005).
Die Untersuchungen von Amma et al. (2005) legen nah, dass die induzierte intrazellulare
ROS-Produktion eine Tyrosinkinasekaskade initiiert und dadurch zu einer Aktivierung von
IkB-Kinasen (IKKs) fuhrt. Infolgedessen wird IkB phosphoryliert, NF-kB zum Zellkern
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transloziert und der NF-kB-Signalweg gefordert, was wiederum zu einer Hochregulation von
ATGs und BECN1 und somit zu einer positiven Beeinflussung der Autophagie fuhren kann
(Amma et al., 2005; Liu et al., 2017).

1.4. Autophagie und Zahnbewegung

Bei der OTM wirken kontrollierte mechanische Krafte auf die Zahne ein und fuhren Uber
verschiedene biologische Prozesse zu einer geplanten und zielgerichteten Zahnbewegung.
Dabei ist eine optimale Kraftapplikation winschenswert, da zu geringe Krafte zu einer
verzogerten Zahnbewegung und folglich zu einer verlangerten Therapiedauer fihren und
zu hohe Kraftgrofden Ursache von Wurzelresorptionen und parodontalen Schaden sein
konnen. Nach Wang et al. (2018) betragt eine durchschnittliche kieferorthopadische
Therapie zwischen 20 bis 36 Monate. Da eine lange oder verlangerte Behandlungsdauer
mit einem erhdhten Risiko fur Demineralisationen, Zahnfleischentzindungen, Karies,
Parodontitis und Wurzelresorptionen einhergeht, ist die biologische Grundlagenforschung
fur die Klinik aul3erst bedeutsam und eine mogliche Beschleunigung der
Zahnbewegungsrate mit folglich verkurzter Behandlungsdauer wiunschenswert (Andrade et
al., 2014; Wang et al., 2018).

Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass bei der OTM durch eine einwirkende Kraft eine
lokale Hypoxie aufgrund von Gewebe- und Blutgefal3kompression entsteht und die
Faktoren Kraft und Hypoxie des Weiteren eine aseptische Entzindungsreaktion infolge
einer Migration von Immunzellen aus dem Endothel induzieren (Feller et al., 2015; Krishnan
und Davidivich, 2006; Zainal Ariffin et al., 2011).

Die jungste Studie von Li et al (2021) beschaftigt sich mit dem Einfluss der Autophagie auf
die OTM und ihre Rolle bei der Regulierung der begleitenden Entzundungsreaktion
wahrend dieser. Die Untersuchungen an erwachsenen mannlichen Mause-Molaren zeigten
bei einer Aktivierung der Autophagie durch Rapamycin eine verminderte
Osteoklastenrekrutierung, sowie eine verminderte Zahnbewegung, weshalb anhand der
Ergebnisse vermutet wird, dass die belastungs-induzierte Autophagie wahrend der OTM
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die Entzindungsreaktion und den Knochenumsatz negativ reguliert um die
Knochenhomoostase aufrecht zu erhalten (Li et al., 2021; Wang et al., 2021).

Die Forschungsgruppe von Wang et al. (2021) befasste sich ebenfalls mit der Auswirkung
der OTM auf Autophagie und Apoptose und stellte fest, dass ein kontinuierlicher
mechanischer Druck die Autophagie induziert. Untersucht wurde die Expression von
BECN1 und LC3-Il, deren Niveaus nach einstindiger mechanischer Belastung signifikant
erhoht und nach 7 Tagen deutlich gesunken waren, was darauf hinweist, dass die
Autophagie initial kurz nach Kraftapplikation stimuliert wird, die Induktion der Apoptose aber
im Vergleich relativ langsam verlauft (Wang et al., 2021).

1.5 Zielsetzung

Die Autophagie ist ein wichtiger Mechanismus bei der zellularen Stressadaptation und
spielt daher eine bedeutende Rolle sowohl bei Parodontopathien als auch bei der
kieferorthopadischen Zahnbewegung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine weiterreichende Untersuchung der autophagischen
Adaptationsprozesse auf biomechanische Stressoren und auf bestimmte Inhibitoren. Dabei
sollte die Auswirkung sowohl des ROCK-Inhibitors Y-27632, sowie des ROS-Inhibitors NAC
auf die mechanisch-induzierte Autophagie in humanen PDL-Zellen in vitro untersucht
werden. Dabei sollte speziell der bei mechanischer Belastung aktivierte ROCK-Signalweg
und die ROS als Second Messenger bei der Autophagieinduktion und -regulation durch
unterschiedlich starke mechanische Belastung in humanen PDL-Zellen untersucht werden.
Die Arbeit ging von der Hypothese aus, dass nachdem durch den Einsatz entsprechender
Inhibitoren die Induktion der Autophagie unter mechanischer Belastung herauf bzw.
herunter reguliert wurde, eine entsprechende Regulation des ROCK-Signalwegs und der
ROS als Second Messenger bei der mechanisch-induzierten Autophagie beobachtet

werden kann.
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2. Material und Methoden

21  Material

211 Zellen

Bei dem in den Versuchen verwendeten Zellentyp handelt es sich um humane parodontale
Ligamentfibroblasten (human periodontal ligament fibroblasts, HPALF) der Firma Lonza
(Basel, CHE), welche aus dem PDL von menschlichen Molaren isoliert wurden. Nach
Herstellerangaben sind alle Zellen negativ auf Mykoplasmen, Bakterien, Hefen und Pilzen.
Die HPdLF werden kryokonserviert geliefert und fur die Experimente durch Passagieren
subkultiviert.

2.1.2 Medien und Puffer

Wahrend des Zellkulturprozesses wurden die HPdLF in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Dulbecco’s minimal essential medium, DMEM, Gibco, Life Technologies Limited, Paisley,
UK) kultiviert. Dabei wurde das Medium durch 10 % fotales Rinderserum (fetal bovine
serum, FBS, Invitrogen, Massachusetts, USA), 1 % Penicillin und 1 % Streptomycin
(Invitrogen), sowie 0,2 % Plasmocin (Invitrogen) und 25 mg Vitamin C (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) erganzt. Durch die Zugabe der Antibiotika Penicillin und Streptomycin sollte
eine Kontamination der Zellkultur, ausgeldst durch grampositive und gramnegative
Bakterien, verhindert werden. Das Reagenz Plasmocin diente zusatzlich zur Vorbeugung
einer Mykoplasmenkontamination. Um die Zellkultur vor oxidativem Stress zu schitzen und
die Kollagenfaserbildung der Zellen zu unterstitzen, wurde Vitamin C dem Nahrmedium
hinzugefugt.

Neben dem DMEM mit 10 %er FBS-Konzentration wurde am Vortag der Zellstimulation ein
Medium mit 1 % FBS-Konzentration verwendet. Durch die Reduzierung der FBS-
Konzentration sollen die Zellen fur die Versuche sensibilisiert werden und eine

Beeinflussung durch Serumbestandteile reduziert werden.
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Um moglichst optimale Bedingungen bei der Arbeit mit den Zellen zu schaffen, wurde die
Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline,
DPBS, Gibco) verwendet. Der Puffer ist eine ausgeglichene salzhaltige Losung, die unter
anderem Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Dinatriumhydrogenphosphat und
Kaliumdihydrogenphosphat enthalt und fur einen konstanten pH-Wert wahrend der Arbeit
mit Zellkulturen sorgt. Da der DPBS-Puffer isotonisch und ungiftig fur Zellen ist, wurde er
zudem auch fur Zellkulturanwendungen wie dem Waschen von Zellen, dem Zell- und

Gewebetransport, dem Ansetzen von Reagenzien und dem Verdunnen von Zellen

eingesetzt.
Tab. 1: Medien
Substanz Zusammensetzung Bezugsquelle
DMEM 10 % 50 ml FBS (10 %) Gibco, Life Technologies
5 ml Penicillin (1 %) Limited, Paisley, UK
5 ml Streptomycin (1
%)
1 ml Plasmocin (0,2 %)
25 mg Vitamin C
DMEM 1 % 5 ml FBS (1 %) Gibco, Life Technologies
Limited, Paisley, UK
Einfriermedium 20 % Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich,
(DMSO) Taufkirchen, DEU
80 % FBS
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Tab. 2: Puffer

Substanz Zusammensetzung Bezugsquelle
DPBS 137 mM NacCl Gibco, Life Technologies
2,7 mM KCI Limited, Paisley, UK

1,42 g Na.HPO,
0,27 g KH.PO.,

pH-Wert 7-7,3

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Um die Auswirkungen auf die Autophagie genau untersuchen zu kénnen, wurde diese
pharmakologisch durch Rapamycin (50 nM, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)
induziert und durch CQ (20 uM, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) inhibiert.
Somit ergab sich fur die Versuchsreihe eine Positivkontrollgruppe mit Rapamycin-
Behandlung. Die Induktion der Autophagie durch Rapamycin kann durch eine
unterschiedliche Beeinflussung von mTORC1 und mTORC2 begrindet werden. Dabei fuhrt
eine kurzzeitige und gering konzentrierte Rapamycin-Behandlung zu einer Hemmung von
mTORC1. Da mTORC2 gegenuber Rapamycin unempfindlich ist, kommt es erst bei
hoheren Konzentrationen des Inhibitors zu einer Hemmung dieses Proteinkomplexes (Gao
et al., 2020).

Durch die Stimulation mit CQ wird der autophagische Flux unterbrochen. CQ hemmt die
Fusion von Autophagosomen und Lysosomen zu Autophagolysosomen als auch ihren
Abbau, wodurch es mit der Zeit zu einer Akkumulation von Autophagosomen kommt. Die in
den Zellen angesammelten Autophagosomen kdonnen dann Uber einen gewissen Zeitraum
quantifiziert werden.

AuRerdem wurden die Zellen mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 (10 pM, Tocris, Bristol, UK)
und dem ROS-Inhibitor NAC (5mM, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DEU) behandelt.
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Y-27632 hemmt spezifisch ROCK1 und ROCK2, indem der Inhibitor mit ATP um die
Bindung an die katalytische Stelle konkurriert.

Der ROS-Inhibitor NAC ist ein bekanntes Antioxidant in klinischen Studien und in der
experimentellen Zellbiologie. NAC ist ein synthetischer Vorlaufer von intrazellularem
Cystein und Glutathion. Er wirkt aufgrund seiner Radikalfangereigenschaft hemmend auf
die ROS-Aktivitat. Diese Eigenschaft ergibt sich entweder direkt Uber das Redoxpotential
von Thiolen oder sekundar tUber die Erh6hung des intrazellularen Glutathionspiegels.

Als Negativkontrolle dienten unbehandelte beziehungsweise unstimulierte und ungefarbte
Zellen.

Um den autophagischen Fluss zu ermitteln und auswerten zu kdnnen wurden die
stimulierten Zellen mittels des Cyto-ID® Autophagy Detection Kits (Enzo Life Sciences,
#ENZ-51031) behandelt.

Weitere bei den Versuchen verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind der

nachfolgenden Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tab. 3: Chemikalien und Reagenzien

Substanz Bezugsquelle

Attachment Faktor Biologics Attachment Factor 1X, Gibco,
Life Technologies Corporation, NY,
USA

cQ Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
USA

Cyto-ID® Autophagy Detection Kit Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach,

#ENZ-51031 DEU

Cyto-ID® Green Detection Reagent Enzo Life Sciences GmbH, Loérrach,
DEU

DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DEU

NAC Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DEU

Rapamycin Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
USA

Trypsin-EDTA Biochrom GmbH, Berlin, DEU

Y-27632 Tocris Bioscience, Bristol, UK

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

In der nachstehenden Tabelle 4 sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Einmalspritzen BD Discardit Il (5 ml)

Becton Dickinson GmbH, New Jersey,
USA

Glasstempel (2 g/cm?)

Glas Soller GmbH, Bonn, DEU

Handschuhe Peha-soft® nitrile

Paul Hartmann AG, Heidenheim, DEU

Parafiim”M”

Bemis ™, Wisconsin, USA

Pasteurpipetten (225 mm)

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
DEU

Pipettenspitzen TipOne (100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Starlab International GmbH, Hamburg,
DEU

pluriStrainer®-Mini 40 um (Zellsieb)

pluriSelect Life Science UG & Co. KG,
Leipzig, DEU

Polypropylen Réhrchen Cellstar®
Tubes (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster, AUT

Reagenzrohren Flow Cytometry (5 ml,
75x12 mm, PS)

Sarstedt, NiUmbrecht, DEU

Serologische Pipetten Cellstar® (5 ml,
10 ml)

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster, AUT

Spritzenvorsatzfilter Minisart® (0,2 pm)

Sartorius stedim biotech, Gottingen,
DEU

Zellkulturflaschen Cellstar® Cell
Culture Flask 75 cm?

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster, AUT

Zellkulturschale Lumox® dish (35 mm
Durchmesser)

Sarstedt, NiUmbrecht, DEU

2.1.5 Gerate

Die verwendeten Geréate sind in Tabelle 5 einzusehen.
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Brutschrank ICO150med (37 °C, 5 %
COy)

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, DEU

Brutschrank Function Line B12 (37 °C,

Heraeus, Hanau, DEU

5 % COo)
FACS FC 500 Beckman Coulter, Kalifornien, USA
FACSCalibur BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Feinwaage New Classic MF Jewelery
JP (Max:140 g; Min:700 Karat)

Mettler Toledo, Ohio, USA

Gefrierschrank — 20 °C

Liebherr, Bulle, CHE

Gefrierschrank — 80 °C TSX Series

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, USA

Kahlschrank Privileg (5 °C)

Whirlpool Corporation, Michigan, USA

Lichtmikroskop Axioscope

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DEU

Lichtmikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DEU

Neubauer Zdhlkammer BLAUBRAND®

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
DEU

Pipetten (100 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, DEU

Pipettierhilfe pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt, DEU

Sicherheitswerkbank HERAsafe®

Heraeus, Hanau, DEU

Vortexmischer

Starlab International GmbH, Hamburg,
DEU

Waage New Classic MF Pharmacy
PHS (Max:3200 g; Min:500 mg)

Mettler Toledo, Ohio, USA

Wasserbad WNB 7 (37 °C)

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, DEU

Zentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg, DEU

Zentrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg, DEU
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die im Rohrchen kryokonserviert gelieferten HPALF wurden in einem Wasserbad
(Memmert GmbH & Co. KG) bei 37 °C erwarmt, bis sich alle Eiskristalle aufgeldst hatten.
Danach erfolgte unter der Sicherheitswerkbank (Heraeus) die Uberfiihrung des Inhaltes in
mit Medium vorgefullte Zentrifugenrohrchen. Durch das Ausschleudern in der Zentrifuge
(Eppendorf) bildete sich am Réhrchenboden ein Zellpellet. Der Uberstand wurde verworfen
und das gewonnene Zellpellet in einem frischen Medium resuspendiert. Zur weiteren
Zellkultivierung wurden je 0,1 ml der Suspension mit je 10 ml DMEM (10 % FBS-
Konzentration) in 75 cm? Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One International GmbH) gefiillt
und im Brutschrank (Memmert GmbH & Co. KG und Heraeus) bei 37 °C und 5 % CO.
Atmosphare gelagert.

Wahrend der Phase der Zellkultivierung erfolgte zweimal wochentlich ein Medium-Wechsel
mit DMEM 10 %-FBS-Konzentration unter sterilen Bedingungen. Hierbei wurde das
verbrauchte Nahrmedium vorsichtig mit einer Pipettenspitze (Greiner Bio-One International
GmbH) der Absaugpumpe entfernt und verworfen, sowie 10 ml frisches Medium
hinzugefugt. Fur die Experimente wurden Zellen der 4. bis 6. Passage verwendet. Lag nach
etwa 2-3 Wochen eine Konfluenz von tber 90 % vor, welche unter dem Lichtmikroskop

(Zeiss) kontrolliert wurde, konnte die Zellernte fur die Versuche vorgenommen werden.

Zur Versuchsvorbereitung wurde das alte Nahrmedium erneut verworfen, die adharenten
Zellen mit DPBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA (Biochrom GmbH, Berlin, DEU) vom
Kulturflaschenboden abgeldst. Die Zellen (100.000 Zellen/Well) wurden nun auf den
sauerstoffdurchlassigen Zellkulturschalen Lumox® dish (Sarstedt, Nimbrecht, DEU)
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 80-90 % weiter im Inkubator kultiviert. Die
Besonderheit dieser Zellkulturschalen ist ihr gasdurchlassiger Folienboden, der einen
optimalen Gasaustausch und kurze Diffusionswege verspricht. Somit wird eine gute
Sauerstoffversorgung der HPdLFs und ein Abtransport von Stoffwechselprodukten wie CO.
gewahrleistet.
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Vor der Zellstimulation wurden die Zellen auf Lumox®-Kulturschalen gesat, wobei zur
verbesserten Zelladhasion und zur Wachstumsforderung ein Attachment Factor (Biologics
Attachment Factor 1X, Gibco, Life Technologies Corporation, NY, USA) verwendet wurde.
Dazu wurden die Zellen zunachst mit DPBS gewaschen. Mittels Trypsin-EDTA wurden die
adharenten Zellen im weiteren Schritt von der Oberflache der Zellkulturschalen abgelost.
Das Trypsin-EDTA wurde fur 5 Minuten auf den Zellen belassen und dann mittels 10 %
FBS DMEM neutralisiert. Die Zellen wurden in einer Zentrifuge gesammelt und der zellfreie
Uberstand wird abgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit DPBS resuspendiert
und auf die Lumox®-Kulturschalen aufgebracht. Die FBS-Konzentration wurde einen Tag

vor den Versuchen auf 1 % reduziert.

2.2.2 Stimulation der Zellen

Nach erfolgreicher Kultivierung wurde die Stimulation der HPdIFs nach dem in Tabelle 6
abgebildeten Versuchsprotokoll durchgeflhrt.

Vor Versuchsbeginn erfolgte die mikroskopische Kontrolle der Zellen, das Erneuern des
Mediums und die Beschriftung der einzelnen Wells nach Versuchsgruppe. Pro
Versuchsgruppe und Versuch wurden je 2 Lumox® Wells angefertigt.

Bis auf die Negativkontrollgruppe wurden die PDL-Zellen mit dem Autophagie-Inhibitor CQ
(20 uM) behandelt.

Neben der Kontrollgruppe mit CQ wurde eine Positivkontrolle mit CQ und dem Autophagie-
Induktor Rapamycin verwendet. Die Zellstimulation erfolgte dann durch ansteigende
Druckbelastung in Form von 2 g/cm?, 6 g/cm? und 8 g/cm?, indem an den Durchmesser der
Lumox® Zellkulturschalen angepasste Glasstempel (Glas Séller GmbH) verwendet wurden.
Neben der zunehmenden Druckstimulation wurden die unterschiedlichen Gruppen mit und
ohne ROCK-Inhibitor Y-27632 und ROS-Inhibitor NAC inkubiert. Unbehandelte und
ungefarbte Zellen dienten als Negtivkontrollgruppe. Wahrend der Stimulationszeit von 16 h
lagerten die Wells bei 37°C im Brutschrank.
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mechanische
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(Druck)
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Abb. 8: Schema des Versuchsaufbaus. Die PDL-Zellen wurden in den Lumox®
Zellkulturschalen uber einen Zeitraum von 16 Stunden mechanischen Belastungen von 2
g/cm?, 6 g/cm? und 8 g/cm? ausgesetzt. Je nach Versuchsgruppe wurden die PDL-Zellen
zusatzlich mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 oder dem ROS-Inhibitor NAC behandelt und
deren Auswirkungen auf die Autophagie untersucht
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Tab. 6: Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppen Stimulation Farbung | Zeit
Negativkontrolle
(NK) 1000 pl Medium (1% FBS) keine 16h
Positivkontrolle | 1000 yl Medium (1% FBS), 20 yM
(PK) CQ, 50 nM Rapamycin Cyto-ID® | 16h
Gruppen Stimulation Farbung | Zeit
1000 pl Medium (1% FBS), 20 uM
Kontrolle (K) cQ Cyto-ID® | 16h
1000 pl Medium (1% FBS), 20 yM
K +Y 27632 CQ+ 10 uM Y27632 Cyto-ID® | 16h
1000 pl Medium (1% FBS), 20 yM
K+ NAC CQ +5mM NAC Cyto-ID® | 16h
Gruppen Stimulation Farbung | Zeit
1000 pl Medium (1% FBS), 20 yM
29 CQ + Glasstempel 2 g/cm? Cyto-ID® | 16h
1000 pl Medium (1% FBS), 20 yM
CQ+ 10 uM Y27632 +
2g+Y 27632 Glasstempel 2 g/cm? Cyto-ID® | 16h
1000 pl Medium (1% FBS), 20uM
CQ + 5 mM NAC + Glasstempel 2
2g+NAC g/lcm? Cyto-ID® | 16h
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Gruppen Stimulation Farbung | Zeit
1000 ul Medium (1% FBS), 20 M
69 CQ + Glasstempel 6 g/cm? Cyto-ID® | 16h

1000 pl Medium (1% FBS), 20 uM
CQ+ 10 uM Y27632 +
6 g+Y 27632 Glasstempel 6 g/cm? Cyto-ID® | 16h

1000 pl Medium (1% FBS), 20 uM
CQ + 5 mM NAC + Glasstempel 6

6 g+ NAC g/cm? Cyto-ID® | 16h
Gruppen Stimulation Farbung | Zeit
1000 ul Medium (1% FBS), 20 M
8¢ CQ + Glasstempel 8 g/cm? Cyto-ID® | 16h

1000 pl Medium (1% FBS), 20 uM
CQ+ 10 uM Y27632 +
8 g +Y 27632 Glasstempel 8 g/cm? Cyto-ID® | 16h

1000 pl Medium (1% FBS), 20 uM
CQ + 5 mM NAC + Glasstempel 8
8 g+ NAC g/cm? Cyto-ID® | 16h

2.2.3 Farbung

Um die Autophagie in den unterschiedlich vorbehandelten und verschieden stark belasteten
Zellen zu messen, wurde eine Zellfarbung mit dem Cyto-ID® Autophagy Detection Kit (Enzo
Life Sciences, #ENZ-51031) durchgefuhrt. Nach der Stimulationsphase wurden die
Gewichte entfernt und die Zellen mit 500 pl/Well DPBS gewaschen. Es erfolgte das
Ablosen der Zellen mit 300 pl/Well Trypsin-EDTA, welches fur 5 Minuten einwirkte und mit
1,5 ml/Well 10%igem Medium abgestoppt wurde. Nach der Trypsinierung folgte die
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Uberfihrung des Zell-Suspensions-Gemisches in ReaktionsgefalRe (15 ml, Cellstar® Tubes,
Greiner Bio-One International GmbH) und das Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 1600 rpm.
Im nachsten Schritt wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet erneut mit DPBS
gewaschen, danach zentrifugiert und im Anschluss in 250 pl/Tube Assay Buffer
resuspendiert. Die eigentliche Farbung erfolgte dann durch 30-minutige Inkubation der
Zellen mit dem Cyto-ID® Green Detection Reagent (250 pl/Tube) in Dunkelheit und bei

Raumtemperatur.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte zuletzt die Vorbereitung auf die
durchflusszytometrische Analyse, indem die Zellen zentrifugiert, gewaschen, in
DPBS/EDTA resuspendiert und in Reagenzrohrchen (Flow Cytometry 5 ml, Sarstedt)
uberfuhrt wurden. Um Dubletten bei der Auswertung zu vermeiden, wurde die Suspension
durch ein pluriStrainer®-Mini Zellsieb (pluriSelect Life Science) pipettiert.

2.2.4 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie, auch FACS fur Fluorescence Activated Cell Sorting genannt, ist
eine leistungsfahige Methode, um eine grole Anzahl an freien Zellen in einer flissigen
Suspension zu erfassen. Mit Hilfe von Licht konnen die Zellen gezahlt und nach ihrer
Oberflachenbeschaffenheit charakterisiert werden. Hierbei werden die Proben
nacheinander in einen engen Kanal geleitet, wo Licht auf die Zellen trifft und Sensoren das
unterschiedlich gestreute oder gebrochene Licht detektieren. Je nach Art der Lichtstreuung
kann Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) von Seitwartsstreulicht (SSC, Side Scatter)
unterschieden werden. Wahrend man anhand des FSC Informationen uber die
PartikelgrofRe erhalt, gibt das SSC Auskunft Uber die Granularitat der Zelle, sowie Uber die
Struktur und Grol3e des Zellkerns und die Menge der Vesikel.

Des Weiteren kann im Vorfeld die Anwendung von unterschiedlichen Markern bzw.
Fluoreszenzfarbstoffen nutzlich sein, um spezifische Merkmale identifizieren und isoliert
analysieren zu konnen. Um nur bestimmte Zellen oder einen bestimmten Bereich im

gefertigten Histogramm untersuchen zu kdonnen, besteht die Moglichkeit des Gating. Bei
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diesem Verfahren wird ein Gate erstellt, indem eine ausgewahlte Region im Histogramm
markiert und nur diese weiter in die Auswertung einbezogen wird. Durch das Gating konnen
zum Beispiel degenerierte Zellen und weiterer ,Zellabfall“ ausgeschlossen werden.
Nachdem das Farbeverfahren in der vorliegenden Arbeit nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt wurde, erfolgte die weitere Auswertung mittels der Durchflusszytometrie-
Methode mit dem FITC-Filter (630/30 grun) des blauen Lasers eines BD FACSCalibur (BD
Biosiences, Franklin Lakes, USA). Die Analyse umfasste eine mit dem Autophagie-Induktor
Rapamycin behandelte Positivkontrolle, sowie eine Negativkontrolle mit ungefarbten Zellen.
Als Autophagie-Marker diente das Cyto-ID® Green Detection Reagent, da sich das
Reagenz in einer pH-abhangigen Weise in autophagischen Vakuolen anreichert. Durch
diese spezifische Anreicherung des Nachweisreagenz kann die Autophagie in HPdIFs

nachgewiesen und quantifiziert werden.

Die quantitative durchflusszytometrische Analyse wurde anhand der frei erhaltlichen
Flowing Software (http://flowingsoftware.btk.fi/) durchgefuhrt.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche wurde mit der Software Prism (Version 9,
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Alle Experimente wurden
zweifach durchgefuhrt und mindestens dreimal reproduziert. Zur Bestimmung signifikanter
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test, gefolgt vom
Dunnett-Test durchgefuhrt. Das Signifikatsniveau wurde auf 0,05 festgelegt und somit sind
Differenzen p < 0,05 zwischen den Gruppen als signifikant anzusehen.


http://flowingsoftware.btk.fi/
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3. Ergebnisse

Die Auswertung der Autophagosomenakkumulation nach 16-stiindiger mechanischer
Stimulation von HPdIFs mit einer physiologischen Belastung von 2 g/cm?, einer Belastung
von 6 g/cm? und einer Uberbelastung von 8 g/cm?, sowie einer Behandlung mit ROCK- und
ROS-Inhibitoren, wurde mittels FACS-Analyse durchgefuhrt.

Als Positivkontrollen wurden mit Rapamycin vorbehandelte Zellen und als Negativkontrollen
ungefarbte Zellen herangezogen. Um die zu untersuchende Zellpopulation einzugrenzen

und von degenerierten Zellen zu trennen, wurde ein Zell-Gating durchgefuhrt (Abb. 9).

Dot Plot (1)
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Abb. 9: Zell-Gating. Das gesetzte Gate (blaue Markierung) dient als eine definierte Region,
welche fur die weitere Analyse herangezogen wird. Das Gating dient somit als ein Filter,
indem Zelltrammer und Zellaggregate von der weiteren Auswertung ausgeschlossen
werden

Zu Beginn wurden die Fluoreszenzen der verschiedenen Druckgruppen (2 g/cm?, 6 g/cm?,

8 g/cm?) mit der Fluoreszenz der Kontrollgruppe, sowie der Positiv- und
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Negativkontrollgruppe verglichen. Hierbei wurde deutlich, dass in den reinen Druckgruppen
mit zunehmender mechanischer Belastung eine gesteigerte Autophagie zu registrieren war
(Abb. 10 und Abb. 11). Dabei fiel der Autophagie-Anstieg unterschiedlich stark aus. Die
Autophagie wurde in den Stimulationsgruppen mit Be- und Uberlastung (6 g/cm? und 8
g/cm?) signifikant gesteigert, wahrend bei physiologischer Belastung (2 g/cm?) keine
signifikante Veranderung zu vermerken war (Abb. 10). Ein Vergleich zwischen den
Belastungen mit 6 g/cm? und 8 g/cm?zeigte, dass die Autophagie bei 8 g/cm? etwa doppelt

so stark anstieg, als bei 6 g/cm?.

Autophagy Geomean Gate Druckgruppen

2.0 1

1.5 *

1.0 7

0.5

Fluoreszenz im Verhaltnis
zur Kontrollgruppe

0.0

+ WQ 6@ ‘b@

Abb. 10: Saulendiagramm der Fluoreszenzen der Druckgruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Mit zunehmender mechanischer Belastung ist eine Steigerung der
Autophagie zu erkennen. Bei physiologischer Belastung von 2 g/cm? zeigt sich keine
signifikante Veranderung. Eine Belastung mit 6 g/cm? und 8 g/cm?fiihrt hingegen zu einer
signifikant gesteigerten Autophagie (modifiziert nach Hardt et al., 2024)
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Abb. 11: Peakdiagramm als Ubersicht der Fluoreszenzen der Kontrolle, Negativ- und
Positivkontrolle, sowie der Druckgruppen. Die unterschiedlichen Druckgruppen von 2 g/cm?
bis 8 g/cm? legen dar, dass eine zunehmende mechanische Belastung mit einer Zunahme
des autophagischen Flusses einhergeht. Die x-Achse stellt dabei die Fluoreszenzintensitat
(FL1 Log) und die y-Achse die Fluoreszenzevents dar

Um die Auswirkungen von ROCK und ROS auf die Regulation der Autophagie untersuchen
zu konnen, wurden die jeweiligen Inhibitoren Y-27632 und NAC herangezogen. Durch die
Behandlung der Zellen mit den beiden Inhibitoren wurde die Autophagie deutlich
beeinflusst. Vergleicht man die Wirkung der jeweiligen Inhibitoren auf die Kontrollgruppe, so
wird ein kontrares Ergebnis ersichtlich (Abb. 12). Die Behandlung mit dem ROCK-Inhibitor
Y-27632 fuhrte zu einer signifikant reduzierten Autophagie, wahrend der Einsatz des ROS-
Inhibitors NAC zu einer signifikant gesteigerten Autophagie fuhrte. Der Vergleich des
Wirkungsgrades der beiden Inhibitoren auf die Kontrollgruppe zeigte, dass Y-27632 eine
ausgepragtere Wirkung hatte. Die Hemmung der Autophagie durch Y-27632 war etwa drei
Mal starker als die Induktion der Autophagie durch NAC.
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Abb. 12: Saulendiagramm zur Darstellung der Auswirkungen der Inhibitoren Y-27632 und
NAC auf die Autophagie der Kontrollgruppe. Es zeigt sich eine kontrare Wirkweise. Der
ROCK-Inhibitor fuhrt zu einer reduzierten Autophagie, wahrend der ROS-Inhibitor die
Autophgie erhoht. Beide Inhibitoren beeinflussen die Autophagie signifikant (modifiziert
nach Hardt et al., 2024)

In den weiteren Experimenten wurde nun die Wirkung der beiden Inhibitoren auf die
druckinduzierte Autophagie untersucht. Hierzu wurden die einzelnen Druckgruppen jeweils
mit den Inhibitoren Y-27632 und NAC behandelt. Die Hemmung von ROCK durch Y-27632
fuhrte in allen getesteten Belastungsgruppen (2 g/cm?, 6 g/cm?, 8 g/lcm?) zu einer signifikant
reduzierten Autophagie (Abb. 13-15). Die Behandlung mit dem Inhibitor NAC fuhrte
ebenfalls in allen drei Belastungsgruppen zu einer gehemmten Autophagie. Bei
physiologischem Druck (2 g/cm?) und einer Belastung mit (6 g/cm?) wurde die Autophagie
signifikant reduziert, wohingegen dieser Effekt bei Uberbelastung (8 g/cm?) nicht mehr
signifikant war (Abb. 13-15).
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Abb. 13: Saulendiagramm zur Darstellung der Auswirkungen der Inhibitoren Y-27632 und
NAC auf die druckinduzierte Autophagie bei physiologischer Belastung. Im Vergleich zur
Druckgruppe 2 g/cm? ohne Inhibitor zu den Druckgruppen 2 g/cm? mit Inhibitoren, ist
sowohl durch Y-27632 als auch durch NAC eine reduzierte Fluoreszenz und damit
einhergehend eine reduzierte Autophagie zu vermerken. Bei beiden Inhibitorgruppen waren
die beobachteten Effekte signifikant (modifiziert nach Hardt et al., 2024)
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Abb. 14: Saulendiagramm zur Darstellung der Auswirkungen der Inhibitoren Y-27632 und
NAC auf die druckinduzierte Autophagie bei Belastung. Die Grafik zeigt, dass die
Fluoreszenz durch die Behandlung mit den beiden Inhibitoren im Vergleich zur
Druckgruppe 6 g/cm? ohne Inhibitor in beiden Fallen reduziert ist. Die Autophagie wurde
durch Y-27632 und NAC signifikant gehemmt (modifiziert nach Hardt et al., 2024)
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Ab. 15: Saulendiagramm zur Darstellung der Auswirkungen der Inhibitoren Y-27632 und
NAC auf die Autophagie bei Uberbelastung. Beim Vergleich der Versuchsgruppe mit einer
Druckapplikation von 8 g/cm? ohne Inhibitor mit den Versuchsgruppen unter Inhibitoren-
Behandlung, ist die Fluoreszenz in beiden Inhibitorgruppen reduziert. Dieser Effekt war nur
fur Y-27632 signifikant reduziert (modifiziert nach Hardt et al., 2024)

Wird im Einzelnen der Effekt von Y-27632 auf die verschiedenen Druckgruppen betrachtet
und verglichen, so war eine unterschiedlich starke Wirkung auf die Fluoreszenz und somit
auf die Autophagie zu erkennen. Bei physiologischer Belastung von 2 g/cm? war die
Autophagie im Vergleich zur Druckgruppe ohne Inhibitor um etwa zwei Drittel reduziert
(Abb. 13). Betrachtet man die Gruppe mit und ohne Inhibitor bei 6 g/cm?, so war die
Autophagie um etwa /4 reduziert (Abb. 14). Im weiteren Vergleich mit der Testreihe 8 g/cm?
war die Autophagie hier um etwa die Halfte reduziert (Abb. 15). Stellt man die Wirkung von
Y-27632 unter mechanischer Belastung von 2 g/cm?, 6 g/cm? und 8 g/cm? gegenlber, so
war die starkste Hemmung der Autophagie bei Belastung von 6 g/cm? und die geringste

Hemmung der Autophagie bei Uberbelastung von 8 g/cm? zu erkennen. (Abb. 13-15).

Ein Vergleich der Wirkung von NAC unter den verschiedenen mechanischen Belastungen
zeigt, dass die Fluoreszenz bei allen drei Druckgruppen in einem ahnlichen Mal} reduziert
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wurde. Bei physiologischer Belastung, sowie bei einer Belastung mit 6 g/cm? war die
Autophagie um weniger als "5 reduziert. Im Vergleich dazu war die Autophagie bei
Uberbelastung sogar ohne Signifikanz um nur etwa /1o gehemmt. Eine Gegeniiberstellung
der Auswirkungen von Y-27632 und NAC auf die einzelnen Druckgruppe legt dar, dass
durch die Hemmung der ROCK durch Y-27632 in allen drei Druckgruppen ein starkerer
Effekt auf die Fluoreszenz zu vermerken war als durch die Hemmung von ROS durch den
Inhibitor NAC. Durch die Y-27632-Behandlung unter mechanischer Belastung kam es
sowohl bei 2 g/cm?, als auch bei 6 g/cm? und 8 g/cm? zu einer weitaus ausgepragteren
Reduktion der Autophagie als durch NAC.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen eine Dosisabhangigkeit der
Autophagieregulation in Abhangigkeit von der KraftgroRe nahe. Allgemein wurde die
Autophagie unter mechanischer Stressstimulation unterschiedlich stark induziert. Dabei
wurde die Autophagie unter Belastung mit 6 g/cm? und Uberbelastung (8 g/cm?) signifikant
hochreguliert, wahrend bei physiologischer Belastung von 2 g/cm? kein signifikanter Effekt
zu vermerken war. Sowohl die ROCK-, als auch die ROS-Inhibitorengruppe fuhrte unter
mechanischer Belastung zu einer reduzierten Autophagie. Die hemmende Wirkung von Y-
27632 auf die Autophagie war bei allen Druckgruppen signifikant. Dabei stellte sich diese
Auswirkung bei Belastungen von 2 g/cm? und 6 g/cm? im Vergleich zu 8 g/cm?
ausgepragter dar. Dem hingegen konnte der hemmende Effekt durch NAC nur bei
Belastungen von 2 g/cm? und 6 g/cm?, nicht jedoch bei 8 g/cm?, als signifikant beobachtet
werden. Der Vergleich zwischen den Gruppen 2 g/cm? + NAC und 6 g/cm? + NAC zeigte
eine annahernd gleiche Reduktion des autophagischen Flusses. In der druckunabhangigen
Kontrollgruppe wurde zwischen den Inhibitoren eine kontrare Auswirkung auf die
Autophagie sichtbar. Wahrend bei NAC die Autophagie signifikant hochreguliert wurde,
kam es durch Y-27632 zu einer signifikanten Reduktion dieser.

4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Druckstarken

In dem vorliegenden Versuchskonzept wurden die PDL-Fibroblasten zunehmender
Druckbelastung, sowie zwei verschiedenen Inhibitoren ausgesetzt. Dabei wurde eine
mechanische Belastung von 2 g/cm? als physiologisch angesehen. Diese GroRe wurde
auch in frdheren Studien fur PDL-Zellen als physiologischer Druck beschrieben und
deshalb hier ebenfalls als solcher angewendet (Blawat et al., 2021; Schroder et al., 2018).
In der Literatur wurde in den letzten Jahren auch die Regulation von Autophagie und
Apoptose auf eine mechanische Uberbelastung der Zellen, auch Overload genannt,
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erforscht. Die Studie von Kanzaki et al. (2002) postulierte die Uberbelastung bereits bei
einem Stimulus von 4 g/cm?, wahrend die Experimente von Blawat et al. (2021) einen
erhohten Zelltod und somit folglich einen Overload beziehungsweise einen kritischen
Schwellenwert bei 8 g/cm? ergaben. Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnen
hochstwahrscheinlich damit begrindet werden, dass Blawat et al. (2021) bei den
Versuchen Oz-durchlassige Zellkulturplatten verwendeten und Kanzaki et al. (2002)
normale Zellkulturplatten benutzen, sodass bei Blawat et al. (2021) eine Entkopplung von
mechanischem Reiz und Hypoxie erfolgte. Bei Kanzaki et al. (2002) muss man nicht nur
von einer Druckbelastung, sondern auch von einem zusatzlichen hypoxischen Reiz unter
den Druckstempeln ausgehen, was vermutlich zu einer Akkumulation der Stimuli und somit
zu einer schnelleren Uberbelastung der Zellen fiihrte.

Die vorliegende Arbeit orientierte sich bei der Druckstéarke der Uberbelastung mit 8 g/cm?
an der Studie von Blawat et al. (2021), da hier ebenfalls O2-durchlassige Kulturschalen
Verwendung fanden und in gleicher Weise von einer Entkopplung von Druckbelastung und
Hypoxie ausgegangen wurde.

Als ,regelrechte” Belastung wurde in der vorliegenden Arbeit ein Druck von 6 g/cm?
herangezogen. Diese Entscheidung stitzt sich auf die Versuchsergebnisse von Blawat et
al. (2021), da in dieser Studie nach 16-stlindiger Belastung erst bei 6 g/cm?eine im Verglich
mit 2 g/cm?eine gesteigerte Autophagosomen-Akkumulation gemessen wurde. Die
Autophagosomen-Akkumulation bei 4 g/cm?war im Vergleich zu 2 g/cm?unverandert und
scheint deshalb als Druckstarke nicht aussagekraftig.

4.2.2 Zeitpunkte

Wahrend bereits Studien die Zeitabhangigkeit der Autophagie an PDL- und MDA-MB-231-
Zellen unter Zug- und Druckbelastung untersucht haben (King et al., 2011; Memmert et al.,
2019), wurde in den vorliegenden Experimenten der Fokus auf die Regulierung der
Autophagie durch ROCK und ROS als Second Messenger gelegt und dabei der Zeitfaktor
durch eine gleichbleibende Belastungsdauer vernachlassigt. In der vorliegenden Arbeit
wurden die PDL-Zellen sowohl den oben genannten Druckstarken und Inhibitoren Gber eine
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konstante Belastungsdauer von 16 Stunden ausgesetzt. Bei Blawat et al. (2021) wurden die
PDL-Fibroblasten uber einen Zeitraum von 4h, 16h und 24h mechanisch stimuliert, wobei
man bei 16h die hochste Fluoreszenz messen und folglich die grote Akkumulation an
Autophagosomen verzeichnen konnte. Demgegenuber fuhrte eine Druckbelastung Uber 4h
und auch 24h zu deutlich geringeren Fluoreszenzintensitaten. Daraus kann gemutmal3t
werden, dass kurzzeitige mechanische Belastungen von 4h zu keiner signifikant erhohten
Autophagie fuhren und eine Langzeitbehandlung der PDL-Fibroblasten tUber 24h zu einer
niedrigeren Autophagie fuhrt, da der Zelltod aufgrund der Uberlastung zunimmt.
Zusammenfassend erschien eine Druckbelastung von 16h adaquat um die Beteiligung von
ROCK und ROS an der Autophagie-Induktion zu untersuchen.

4.2.3 In-vitro-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuche als in-vitro-Modell durchgefuhrt. Dabei ist
zu beachten, dass diese kunstlich hergestellten kontrollierten Versuchsbedingungen die
Komplexitat der in-vivo-Situation nie zu hundert Prozent abbilden kdnnen. Da die
Autophagie ein aulRerst komplexer Mechanismus ist, der durch unterschiedliche Stimuli
beeinflusst wird, bietet ein in-vitro-Modell jedoch den Vorteil, die Autophagieregulierung
unter definierten differenzierten Stimulationen zu betrachten. So fuhrt zum Beispiel die
Verwendung von O2-durchlassigen Kulturschalchen zu einer Entkopplung von
mechanischer Belastung und Hypoxie, wodurch beide Parameter getrennt voneinander
betrachtet werden konnen, was in-vivo nicht moglich ware. Daher sind, bezogen auf die
Autophagie, konzentrierte in-vitro-Studien auf3erordentlich wichtig, um die einzelnen Stimuli
und ihre Mechanismen fir ein besseres Verstandnis detailliert erforschen zu konnen.

Ziel zukunftiger Studien sollte sein, die bereits erworbenen Erkenntnisse in in-vivo-Modellen

zu prufen.
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4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 Autophagieregulation unter Druck

Die Autophagie, als komplexer zellerhaltender Mechanismus, wurde in den letzten
Jahrzehnten bereits in einer Vielzahl an Studien erforscht. Dabei wurde ein grol3es
Augenmerk auf die induzierenden und regulierenden Faktoren, wie mechanische Belastung
(Druck und Zug), Hypoxie, Nahrstoffmangel, mikrobielle Stimulation und Inflammation
gelegt (Blawat et al., 2020; Memmert et al., 2017 und 2018). Neben den regulierenden
Stimulationen wurde die Autophagie in verschiedenen Organen und Geweben wie unter
anderem Herz, Lunge, Niere und Leber untersucht (Chao et al., 2018; Ryter und Choi,
2010; Sciarretta et al., 2018; Tang et al., 2020). Um detaillierteren Aufschluss Uber den
Effekt der Autophagie auf den Mechanismus der OTM zu erlangen, wurden bereits in-vitro
Studien an humanen PDL-Fibroblasten und PDL-Stammzellen (PDLSCs) durchgefuhrt. Da
bei der OTM die PDL-Zellen auf der einen Seite des Zahnes durch Zug und auf der
anderen Seite des Zahnes durch Druck belastet werden, analysierte die Forschungsgruppe
von Memmert et al. (2019) die Autophagieregulierung unter Zugspannung und unter Druck
in PDL-Fibroblasten und kam zu dem Ergebnis, dass sowohl die Autophagie, als auch
ATGs im Hinblick auf Intensitat und Dauer des Stimulus dosisabhangig gesteuert werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen ebenfalls fur eine dosisabhangige
Induktion bei Druckbelastung und stimmen somit mit den frGheren Studien Uberein. Sowohl
King et al. (2011), als auch Memmert et al. (2019) kamen zu dem Resultat, dass dieser
wichtige zellulare Uberlebensmechanismus durch mechanische Belastung in
dosisabhangiger Weise aktiviert wird. Dabei ist zu erwahnen, dass niedrige mechanische
Belastungen keinen signifikanten Einfluss auf die Autophagie zu haben scheinen, wahrend
mechanische Reize hoherer Grofde, in Form von Zugspannung und Kompression, zu einem
signifikanten Anstieg des autophagischen Flusses und eine Uberbelastung zum Zelltod
fuhren (Blawat et al., 2020; Memmert et al., 2019).

Nach King et al. (2011) liegt der zur Autophagieinduktion erforderliche Druck bei MDA-MB-
231-Zellen in einem physiologischen Bereich von etwa 0,2 Kilopascal, wobei bei
zunehmendem Druck der Grad der Autophagie mit dem Grad der mechanischen

Deformation der Zellen zu korrelieren scheint.
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Ubereinstimmend zu King et al. (2011) konnten die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass
eine ansteigende Kompression der Zellen mit einem gesteigerten Autophagiefluss
einhergeht und bei Druckbelastungen von 6 g/cm? und 8 g/cm? signifikant erhoht war.

Das Ziel der Zelle, die Homdostase durch die Autophagie aufrecht zu erhalten oder
wiederherzustellen, kann bei zu hoher Krafteinwirkung oder zu hoher Zeitdauer nicht mehr
aufrechterhalten werden. In solch einer Situation der Uberbelastung geht die Zelle in den
Zelltod Uber. Eine Reihe von Studien befassten sich mit der engen Beziehung und den
Wechselwirkungen zwischen Autophagie und Apoptose. Die Versuche von Blawat et al.
(2020) zeigten bei einer geringen Druckbelastung eine zellschutzende Reduzierung der
Apoptose, wahrend eine Zelluberbelastung zu einem Anstieg an toten Zellen fihrte. Auch
King et al. (2011) begrindete, dass geringfugige Noxen, welche den physiologischen
Kraften entsprechen, durch Aktivierung der Autophagie den Zelltod unterdricken konnen.
Die Studien von Ma et al. (2013) und Marifio et al. (2014) kamen zu dem Schluss, dass
eine GbermaRige Autophagie, entstanden durch Uberlastung der Zelle durch GroRe oder
Dauer eines Stimulus, zum einen die Apoptose induzieren und zum anderen auch einen
autophagischen Zelltod einleiten kann.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstiutzen die gegenwartige Literatur, dass die Autophagie
allmahlich mit steigender mechanischer Krafteinwirkung hochreguliert wird, bei
physiologischen Belastungen zellschutzende Eigenschaften hat und erst bei hoheren
Belastungen signifikant gesteigert wird. Die Studie von Memmert et al. (2019) hat gezeigt,
dass der Zelltod sowohl durch Einleitung als auch Hemmung der Autophagie induziert
werden kann, da viele Stresswege Autophagie und Apoptose in einer Zelle nacheinander
initiieren konnen. Es ist denkbar, dass durch eine gehemmte Autophagie die Ansammlung
von funktionslosen Zellstrukturen zunimmt, die Homoostase dadurch aus dem
Gleichgewicht gerat und die Zelle daraufhin in die Apoptose Ubergeht. Memmert et al.
(2019) analysierten, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Signalwege, zu denen Zelltod-
und uberlebenswege zahlen, aktiviert wurden. Es ist anzunehmen, dass ab einem
gewissen Punkt der Belastung die induzierte Autophagie die Zellhomoostase nicht mehr
aufrechterhalten kann und die Zelle deshalb in den Zelltod Gbergeht.
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Demgegenuber deutet die Studie von Chen et al. (2015) drauf hin, dass eine Hemmung der
Autophagie zu einer reduzierten Apoptose fuhrt. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind

womaglich auf die Wechselwirkungen der verschiedenen Signalwege zuruckzufuhren.

4.3.2 ROCK-Inhibitor Auswirkungen auf die Autophagie

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel den Einfluss des Inhibitors Y-27632 auf die
Autophagieregulierung in PDL-Fibroblasten genauer zu untersuchen, um dadurch
Ruckschlusse auf die Beteiligung der ROCK an der Autophagie-Induktion unter
mechanischer Stimulation ziehen zu kdnnen und um die Signalwege der
Mechanotransduktion weiter zu beleuchten. Unter Anwendung des ROCK-Inhibitors konnte
in allen Versuchsgruppen, inklusive der Kontrollgruppe, eine signifikante Reduzierung der
Autophagie beobachtet werden. Die vorliegenden Resultate konnen mit bereits
existierenden Forschungsergebnissen aus der bestehenden Literatur verglichen werden.
So untersuchten Wang et al. (2017) die Auswirkungen von Y-27632 unter anderem auf die
Proliferation, Apoptose, Migration und Wundheilungsfahigkeit von multipotenten PDLSCs.
Die inhibierende Wirkung des zellpermeablen kleinen Molekuls beruht dabei auf einer
selektiven Hemmung von ROCK durch Bindung an die ATP-Bindungsstelle. Die
Versuchsergebnisse von Wang et al. (2017) haben gezeigt, dass die Anwendung von Y-
27632 zu einer gesteigerten Proliferation und Migration von PDLSCs fuhrte, ohne eine
signifikante Wirkung auf den Zelltod zu haben. Der Einsatz von 10 yM und 20 uM des
Inhibitors hatte eine gesteigerte Proliferation und Migration zu Folge, wahrend die Apoptose
nicht erhoht wurde. In den vorliegenden Versuchen wurde eine vergleichbare Konzentration
von 10 uM des Inhibitors Y-27632 verwendet. Andere Studien von Dakic et al. (2016), Diao
und Hong (2015), sowie Ichikawa et al. (2012) demonstrierten eine anti-apoptotische
Wirkung von Y-27632, welche bei humanen Keratinozyten, humanen
Hornhautendothelzellen und humanen embryonalen Stammzellen zu einer Hemmung der
Apoptose fuhrte. Diese abweichenden Untersuchungsergebnisse werden nach Wang et al.
(2017) den unterschiedlichen Wirkungsweisen von Y-27632 auf die Apoptose in den
verschiedenen Zelltypen zugeschreiben.
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Im Gegensatz zu den oben genannten Studien wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt
von Y-27632 auf die Autophagie, anstatt auf die Apoptose untersucht. Die
Versuchsergebnisse zeigten nach Y-27632-Behandlung sowohl in der Kontrollgruppe als

auch in allen Druckgruppen eine signifikante Hemmung der Autophagie.

Die Forschungsgruppe um Mleczak et al. (2013) untersuchte die Wirkung von ROCK auf
die Autophagie in humanen embryonalen Nieren-293-Zellen. Dabei kamen die ROCK-
Inhibitoren Y-27632 und H-1152 zur Anwendung. Die Ergebnisse von Mleczak et al. (2013)
untermauern die Annahme, dass die ROCK-Signalgebung die naherstoffabhangige
Autophagie moduliert und eine Rolle bei der Kontrolle der Grolze von neu gebildeten
Autophagosomen spielt.

Es wurde gezeigt, dass durch eine Verstarkung des ROCK-Signalweges die Autophagie
gehemmt wird. Umgekehrt fuhrte eine ROCK-Hemmung unter Aminosauremangel zu einer
schnelleren und starkeren Autophagiereaktion mit vergrof3erten frihen und spaten
Autophagosomen. Dies legt eine Mechanotransduktion unabhangige Komponente der
Beeinflussung von ROCK auf die Autophagie nahe und stellt ein Erklarungsmodell fur die
Beeinflussung der Autophagie durch Y-27632 in der Kontrollgruppe ohne eine
Druckbelastung dar.

Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse der Gruppen 2 g/cm?+ Y-27632, 6 g/cm?+ Y-
27632 und 8 g/cm?+ Y-27632, welche eine signifikant reduzierte Autophagie durch ROCK-
Hemmung ergaben, stimmen diese nicht mit den Versuchsergebnissen von Mleczak et al.
(2013) uberein. Mleczak et al. (2013) mutmalten, dass die Wirkweise von ROCK auf die
Autophagie in Saugetierzellen von der Hefe-selektiven Autophagie zu unterscheiden ist. Es
kann angenommen werden, dass diese unstimmigen Ergebnisse dadurch zustande
kommen, dass ROCK die Autophagie in humanen embryonalen Nieren-293-Zellen und
humanen PDL-Fibroblasten auf unterschiedliche Weise beeinflusst. Zudem muss im
Weiteren untersucht werden, ob ROCK die Autophagie bei verschiedenen Stimuli, zum
Beispiel Nahrstoffmangel und mechanische Belastung, abweichend moduliert.
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4.3.3 ROS-Inhibitor Auswirkungen auf die Autophagie

Die vorliegende Arbeit untersuchte neben der Beteiligung von ROCK auch die Beteiligung
von ROS an der druckinduzierten Autophagie in PDL-Fibroblasten. In der Literatur wird von
einer bedeutsamen Rolle der ROS bei der Autophagie-Induktion ausgegangen (Scherz-
Shouval und Elazar, 2007 und 2011). Aul3erdem legt eine Anzahl an Daten nahe, dass die
Autophagie als Reaktion auf diese hochreaktiven Molekule ein selektiver Prozess ist
(Scherz-Shouval und Elazar, 2007). Die detaillierten Aktivierungs- und Regulierungsmodi
der ROS an der druckinduzierten Autophagie sind weitestgehend noch ungeklart. Die in
dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente verfolgten das Ziel, die Beteiligung der ROS als
Second Messenger an der Autophagie-Induktion unter mechanischer Druckbelastung zu
untersuchen. Hierfur wurde der ROS-Inhibitor NAC eingesetzte. NAC wirkt dabei als
Antioxidant indem es eine Radikalfangereigenschaft besitzt. Nur wenige Studien haben
bisher die genauen Auswirkungen dieses Inhibitors auf die Autophagie untersucht.

Die jungste Studie von Fang et al. (2021) untersuchte die Wirkung von Arsentrioxid auf die
Autophagie von Makrophagen und verwendete dabei ROS als Induktoren der zellularen
Autophagie. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass NAC effektiv die durch Arsentrioxid
aktivierte Autophagie blockierte, und harmonieren demzufolge mit den Daten der
vorliegenden Arbeit.

Auch Halasi et al. (2013) untersuchten die Wirkweise von NAC und fanden heraus, dass
dieses direkt an Proteasomen-Inhibitoren bindet und implizierten, dass NAC eine zweifache
Aktivitat als Inhibitor sowohl von ROS als auch von Proteasomen-Inhibitoren hat. Zudem
stellten Halasi et al. (2013) fest, dass NAC den durch H20:-induzierten ROS-abhangigen
Zelltod vollstandig aufhob. In der vorliegenden Arbeit konnte die hemmende Wirkung von
NAC auf die mechanisch induzierte Autophagie gezeigt werden und kann somit in Einklang

mit der Studie von Halasi et al. (2013) gebracht werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung von druckbelasteten PDL-
Fibroblasten mit dem ROS-Inhibitor NAC in allen Gruppen zu einer reduzierten Autophagie
fuhrte. Die mit NAC behandelten Druckgruppen mit einer physiologischen Belastung von 2
g/cm? und einer Belastung von 6 g/cm? wiesen dabei eine signifikante Autophagie-
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Reduktion auf. Demgegenber fiihrte eine Uberbelastung von 8 g/lcm?zu keiner
signifikanten Autophagie-Reduktion. Dieses Ergebnis kann darauf hindeuten, dass der
hemmende Effekt von NAC bei hoher mechanischer Belastung eine geringere Auswirkung
auf die Autophagie hat. Es konnte auch dafursprechen, dass es einen Schwellenwert gibt,
ab dem das NAC nicht mehr geniigend ROS wegfangt. Denkbar ware auch ein
Schwellenwert, ab dem die Autophagie und der Zelltod ROS-unabhangig induziert werden.
Da mehrere bereits genannte Studien (Leask, 2013; Zhang et al., 2010) ROS als einen
Effektor der Autophagie ansehen, stimmen die Resultate der vorliegenden Arbeit gut mit
der Literatur uberein. Werden die Erkenntnisse der diskutierten Literatur zusammengefasst
betrachtet, so wurde eine ROS-abhangige Regulierung der Autophagie bei Noxen wie
oxidativem Stress, Hypoxie und Hungerzustanden aufgezeigt, welche sowohl zum
Zelluberleben als auch zum Zelltod fuhren kann (Li et al., 2015; Scherz-Shouval und
Elazar, 2007 und 2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten erganzend auf eine
Beteiligung von ROS bei mechanischer Druckbelastung in PDL-Fibroblasten hin. Die Studie
von Liu et al. (2017) arbeitete vier Wege heraus, auf denen ROS die Autophagie
beeinflusst. Zum einen kann dies Uber den BECN1-Bcl-2-Komplex, Uber die Aktivierung der
AMPK und uber die NF-kB-Aktivierung geschehen. Zudem konnen ROS direkt auf den
ATG5-ATG12-ATG16L-Komplex einwirken.

Forschungsergebnisse von Djavaheri-Mergny et al. (2006) postulieren einen ROS-

bedingten Prozess, welcher uber TNF-a den autophagischen Zelltod induziert.

Luo et al. (2019) analysierten die Effekte der ROS-induzierten Autophagie auf Apoptose,
Proliferation und Differenzierung bei porcinen Trophektodermzellen. Die Studie zeigte, dass
durch Anwendung von NAC die ROS-induzierte verringerte Zelllebensfahigkeit und der
Zellzyklusstopp gerettet wurden. Aullerdem konnten Luo et al. (2019) nachweisen, dass
NAC die H.O.-induzierte ROS-Produktion aufhob. Auch diese Ergebnisse kdnnen mit den
vorliegenden Daten in Einklang gebracht werden. Zudem unterdrickte NAC die H20o-
induzierte mRNA-Expression von IL-18, IL-6, IL-8, IL-18 und Caspase-1 (Luo et al., 2019).
Bezieht man dieses Resultat auf die Biologie der OTM, wo die PDL-Fibroblasten als

Antwort auf die sterile Pseudo-Inflammation mit einer erhdhten Expression von unter
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anderem IL-6 und IL-8 reagieren, konnte davon ausgegangen werden, dass ROS als
Second Messenger eine Schlusselrolle bei der OTM spielen und die mechanisch-induzierte
Autophagie ein wichtiger Prozess bei der OTM ist.

Die jungste Studie von Chang et al. (2022) postulierte, dass ROS die Autophagie nicht nur
induzieren kdnnen, sondern auch durch direktes Oxidieren von ATG3, ATG7 und ATG10,
sowie durch Inaktivierung der Modulatoren PTEN und TFEB zu einer Hemmung der
Autophagie fuhren. In der vorliegenden Arbeit wurde in der druckunabhangigen
Kontrollgruppe eine gesteigerte Autophagie unter NAC-Behandlung beobachtet. Dies
konnte darauf hindeuten, dass ROS in PDL-Zellen anfanglich erst ATG’s oxidieren und
autophagische Kernmodulatoren inaktivieren, bevor ROS Uber ATG4, PI3K und unter
anderem p53 zu einer Autophagie-Induktion fuhren. Um den Kenntnisstand zu vertiefen,
sollte in Zukunft weiter erforscht werden, ob und in welchem Mal} die ROS-abhangige

Autophagieregulierung von Zelltyp, Stresssensation, Schwellenwert und Zeitpunkt abhangt.

4.4  Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen eine Beteiligung von ROCK und ROS bei der
Autophagie-Induktion unter mechanischer Belastung in PDL-Zellen nah. Anhand der
Versuchsresultate ist ROCK in Autophagie-assoziierten Signalwegen nicht nur unter
Druckbelastung, sondern auch druckunabhangig beteiligt. Um den Kenntnisstand zu
erweitern, ist in Zukunft noch abzuklaren, ob ROCK ab einem gewissen Schwellenwert der
Belastung keinen Einfluss mehr auf die Autophagie hat.

Durch die spezifische ROS-Inhibition durch NAC, welche unter Druckstimulation eindeutig
zu einer Reduktion der Autophagie fuhrte, kann auf eine Autophagie-Induktion durch nicht
gehemmte ROS als Second Messenger geschlossen werden. Da der hemmende Effekt von
NAC bei hoher Belastung weniger Auswirkungen auf die Autophagie zu haben scheint, ist
in zukunftigen Versuchen zu klaren, ob es einen Schwellenwert gibt, ab dem NAC nicht

mehr in der Lage ist, genugend ROS abzufangen.
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Des Weiteren muss in weiteren Studien noch geklart werden, ob die Autophagie und der
Zelltod ab einem bestimmten Schwellenwert ROS-unabhangig induziert werden.

Die klinische Konsequenz, welche sich aus der hiesigen Arbeit ergibt, ist die Rolle der
Autophagie als wichtiger Mechanismus bei der OTM. Deshalb sollte wahrend einer
kieferorthopadischen Behandlung nicht unkritisch auf freiverkaufliche Supplemente mit
enthaltenen Antioxidantien geschaut werden, um eine unkontrollierte Beeinflussung der
Systeme zu verhindern.

Es soll beachtete werden, dass die vorliegenden Ergebnisse aus einem in-vitro-Modell
stammen und eine Ubertragbarkeit auf den Menschen limitiert ist. Zudem wurden die
Versuche rein an PDL-Zellen durchgefuhrt, weshalb keine Ubertragbaren Aussagen uber
die Beteiligung von ROCK und ROS bei der Autophagie-Regulation in den ubrigen im PDL

vorherrschenden Zelltypen gemacht werden kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Die Autophagie ist ein durch unterschiedliche Noxen und fehlregulierte Zellbestandteile
eingeleiteter zellularer Mechanismus, der durch verschiedene Faktoren wie Hypoxie,
Nahrstoffmangel, Entzindung und mechanische Belastung ausgelost wird, um die
Zellhomoostase wiederherzustellen. Dies kann zum Zelliberleben oder zum

autophagischen Zelltod fuhren, je nach Intensitat und Dauer des Stressors.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Autophagie unter mechanischer Belastung,
insbesondere im Hinblick auf Rho-Kinase (ROCK) und reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
untersucht. Die PDL-Zellen wurden Uber 16 Stunden bei Druckbelastungen von 2 g/cm?, 6
g/cm? und 8 g/cm? stimuliert. Um mechanischen Stress von Hypoxie zu trennen, wurden
sauerstoffdurchlassige Zellkulturschalen verwendet. Um die Beteiligung von ROCK und
ROS an der druckinduzierten Autophagie untersuchen zu kdnnen, erfolgte eine Behandlung
der PDL-Zellen mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632, sowie mit dem ROS-Inhibitor NAC. Zur
Auswertung wurden die Zellen einem Farbeverfahren mittels Cyto-ID® Autophagy Detection
Kit unterzogen und im Anschluss eine durchflusszytometrische Analyse des
autophagischen Flusses durchgefuhrt. Als Positivkontroligruppe dienten mit dem
Autophagie-Induktor Rapamycin behandelte Zellen, wahrend ungefarbte Zellen die
Negativkontrollgruppe darstellten. Die Ergebnisse deuten auf eine dosisabhangige
Regulierung der Autophagie hin, wobei niedriger Druck mit zellschiutzenden Eigenschaften
assoziiert war. Die Behandlung mit Y-27632 fuhrte zu einer signifikant reduzierten
Autophagie in allen Druckgruppen. Bei NAC-Behandlung wurde die Autophagie bei
niedrigem und mittlerem Druck signifikanten reduziert, wahrend bei hohem Druck kein
signifikanter Effekt mehr festgestellt wurde. Dies konnte auf einen Crosstalk zwischen
Autophagie und Apoptose hinweisen oder darauf deuten, dass NAC ab einem gewissen
Schwellenwert nicht ausreichend ROS neutralisieren kann. In nicht druckstimulierten
Kontrollgruppen zeigte sich eine gegenteilige Wirkung, wobei Y-27632 die Autophagie
signifikant reduzierte, wahrend NAC sie steigerte. Dies deutet darauf hin, dass ROCK
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sowohl druckunabhangig als auch unter verschiedenen Druckbelastungen ein wichtiger
Regulator der Autophagie ist.

Zukunftige Studien mussen klaren, ob a) Autophagie und Zelltod ab einem bestimmten
ROS-unabhangigen Schwellenwert induziert werden, b) wie ROS als Second Messenger
unter verschiedenen Stressfaktoren oder zu verschiedenen Zeitpunkten Effektoren
beeinflussen, die die Autophagie hemmen oder fordern, und c) ob es einen mechanischen
Schwellenwert gibt, ab dem ROCK keinen Einfluss mehr auf die Autophagieregulierung hat.
Diese Erkenntnisse konnten unser Verstandnis der Autophagie vertiefen und in zukunftigen
in-vivo-Studien angewendet werden. Diese in-vivo-Studie konnte anhand eines Tiermodells
entsprechend der ARRIVE-Richtlinien (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)
und nach Genehmigung eines Ethik-Komitees fur Tierversuche an Ratten oder Mausen
durchgefuhrt werden. Dabei ware vorstellbar die unterschiedlichen mechanischen
Belastungen durch verschiedene an den Ratten- oder Mausezahnen fixierte Apparaturen
herbeizufuhren und ROCK-hemmende, sowie ROS-hemmende Medikamente einzusetzen.
Das Versuchsmodell konnte sich an der Studie von Chen und Hua (2021) orientieren, bei
der Mause unter anderem in eine OTM-Gruppe, eine OTM + Autophagie-Inhibitor-Gruppe
und eine OTM + Rapamycin-Gruppe aufgeteilt wurden.
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