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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die kieferorthopadische Behandlung erfolgt mit herausnehmbaren oder festsitzenden
Apparaturen, die von den Kieferorthopaden eingesetzt und von den Patienten nach
Anweisung getragen werden. Insbesondere die herausnehmbaren Apparaturen bzw. die
herausnehmbaren Teile der festsitzenden Apparaturen sind vom Patienten nach
Anweisung des Behandlers selbstandig zu tragen. Bei herausnehmbaren Apparaturen
ergeben sich &asthetische und funktionelle Einschrankungen (z.B. beim Sprechen), so
dass sich die Tragezeit insbesondere auf die Nacht konzentriert. Jedoch erfolgt eine
differentielle Regulation von physiologische Ablaufen und Metabolismen in Abhangigkeit
von exogene Faktoren wie Licht und Dunkelheit oder Nahrungsaufnahme. Endogene
Zyklusablaufe in Saugetieren werden durch eine biologische zirkadiane Uhr gesteuert.
Die lateinische Phrase ,circa diem“ wird in dem deutschen Begriff ,zirkadian® aufgegriffen
und beschreibt Zyklusablaufe, die sich innerhalb von 24 h periodisch wiederholen. Die
zirkadiane Rhythmik dient als entscheidender Faktor bei wichtigen physiologischen
Prozessen im menschlichen Korper, wie zum Beispiel bei der Regulation des Glucose-
und Insulin- Metabolismus oder des Schlaf- und Wach-Rhythmus (van Cauter et al., 1997,
Sack et al., 2007). Kommt es zu Irritationen in dem System der zirkadianen Rhythmik,
kénnen pathophysiologische Ablaufe auftreten. Die bekannteste Beeintrachtigung sind
die zirkadiane Schlaf- Wach- Rhythmusstorungen, wie der Jetlag (Sack et al., 2007).
Weitere Erkrankungen des Kdrpers wie zum Beispiel Diabetes mellitus, kardiovaskulare
Stérungen und sogar auch Krebs kdnnen ebenfalls durch Stérungen dieses Systems
beglnstigt werden (Sinha et al., 1996; Scheer, Frank AJ L etal., 2009; Wang et al., 2016).
Stoffwechselaktivitditen und Umbauprozesse, wie sie fur eine Zahnbewegung notwendig
sind, werden also durch Umweltreize beeinflusst, die als sogenannte Zeitgeber dienen
(Fuund Yang, 2017).

Der zentrale Regulator unserer inneren Uhr ist der suprachiastmatische Nucleus (SCN),
der am vorderen Teil des Hypothalamus liegt und von Licht als Umweltreiz bzw. Zeitgeber
gesteuert wird (Reppert und Weaver, 2001). Er dient als Hauptschrittmacher fir die
zeitliche Koordination der zirkadianen Rhythmik und dirigiert die peripheren Uhren, wie

die der Organe und Gewebe, Uber neuronale oder hormonelle Signalwege und



synchronisiert diese (Albrecht, 2012; Buijs und Kalsbeek, 2001; Zhang et al., 2014;
Reppert und Weaver, 2002).

Die zirkadiane Rhythmik wird zudem auch durch periphere Schrittmacher in
verschiedenen Korperzellen gesteuert. Um das sogenannte Entrainment bzw. die
Synchronisation der Uhren im peripheren Gewebe aufrechtzuerhalten, bendétigt das
Organ/Gewebe periphere molekulare Oszillatoren, bekannt als Clock-Gene. Auf
molekularer Ebene werden durch verschiedene Clock-Gene interagierende
transkriptionale Ruckkopplungsschleifen  gebildet. Das  Basissystem  der
Ruckkopplungsschleife startet mit den Transkriptionsfaktoren
Arylkohlenwasserstoffrezeptor-Kerntranslokator-ahnliches  Protein/Basic  Helix-Loop-
Helix ARNT Like 1 (ARNTL/BMAL1) und Zircadian Locomotor Output Cycles Kaput
(CLOCK), welche als heterodimere an einen E-Box-Verstarker binden. Dadurch kommt
es zur Er6ffnung der negativen Rickkopplungsschleife durch die Transkription der Period-
(PER1/PER2/PER3) und Crypotochrom-Gene (CRY1/CRY2). Die gebildeten Proteine
mPer und mCry wandern zu dem Heterodimerkomplex CLOCK und/oder BMAL1 und
inhibieren diesen, sodass auch die Produktion der Transkriptionsfaktoren PER und CRY
herunterreguliert wird. Damit ist die negative Rickkopplungsschleife geschlossen (Kume
et al., 1999; Lowrey und Takahashi, 2011; Takahashi, 1993; Zheng et al., 2001; Reppert
und Weaver, 2002). Nach Takahschi et. al wird diese Ruckkopplungsschleife auch als
.Kern-Oszillatormechanismus® fur alle Saugetiere beschrieben (Abb 1; Lowrey und
Takahashi, 2011).

Der Einfluss der peripheren Schrittmacher auf die Zellhoméostase wurde auch bereits in
oralen Zellen, wie dentalen Pulpazellen, Ameloblasten, Odontoblasten, Fibroblasten der
Gingiva und parodontale Ligament (PDL) Zellen nachgewiesen (Janji¢ et al., 2017, 2018;
Janji¢ und Agis, 2019; Hilbert et al., 2019; Zhao et al., 2018; Zheng et al., 2014; Zheng et
al., 2013).
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Abb 1: Darstellung der transkriptionalen zellularen Ruckkopplungsschleife der peripheren
zirkadianen Uhr. Abbildung modifiziert nach Reppert und Waever, 2002.

Die PDL-Zellen nehmen eine entscheidende Rolle fiur die Organisation der
Umbauprozesse ein, die bei der kieferorthopadischen Zahnbewegung (OTM — orthodontic
tooth movement) in Form von Resorption und Apposition den die Zahne umgebenden
Kochen remodellieren (Roberts et al, 2004). Wahrend der OTM, werden
kieferorthopadische Krafte durch die Zahne auf das umliegende Gewebe Ubertragen und
es entstehen Kompressions- und Dehnungsareale. Dieser mechanische Stress |0st ein
biochemisches Signal im parodontalen Gewebe aus. Bei der Weiterleitung der
biomechanischen Signale und der daraus resultierenden Umbauprozesse spielen die
PDL-Zellen eine entscheidende Rolle (Roberts et al., 2004).

Die biomechanischen Signale fuihren im weiteren Verlauf zu einer Ausschitittung von u.a.
Interleukin-1 B (IL-1B). Dieses Zytokin gehoért zu den Entziindungsmediatoren und 16st im
mechanisch gestressten Gewebe eine sterile Entziindung aus (Davidovitch et al., 1988;
Iwasaki et al., 2001; Saito et al., 1991; Shimizu et al., 1992). In der Folge kommt es durch
IL-1B und weitere Botenstoffe zu einer Differenzierung und Aktivierung von Osteoblasten
und Osteoklasten, die fir den Knochenumbau unabdingbar sind (Asiry, 2018; He et al.,

2004). Andere bekannte Marker des kieferorthopadisch induzierten Knochenumbaus sind



der Runt-verwandte Transkriptionsfaktor 2 (RUNX2) und Kollagen-Typ 1a (COL1A).
Grundsatzlich ist RUNX2 entscheidend fir die Osteoblastendifferenzierung wahrend der
Knochenentwicklung und sorgt fur eine hohere Proliferation der Osteoblasten-
vorlauferzellen (Komori, 2019). Osteoblasten sind wichtig fir die Bildung von
extrazellularer Matrixproteinen die nach ihrer Mineralisation die Knochengrundsubstanz
bilden (Hadjidakis und Androulakis, 2006). COL1A wird vorwiegend von PDL-Zellen und
Osteoblasten synthetisiert und formt stabile Fasern zwischen Zement und
Alveolarknochen (Beertsen et al., 1997). Seine elastischen Eigenschaften schiitzen das
PDL vor den einwirkenden mastikatorischen Kraften (Bumann et al., 1997). Sowohl
RUNX2 als auch COL1A kodnnen durch unterschiedlich stark ausgepragte Krafte
differentiell reguliert werden (Sun et al., 2022).
Es konnte gezeigt werden, dass mechanische Stimulationen in-vivo und in-vitro die
Genexpression von RUNX2 in Osteoblasten und PDL-Zellen steigern, die Abwesenheit
von Kraften durch Immobilisierung oder Mikrogravitation fihrt hingegen zu einer
Reduktion der RUNX2-Expression (Baumert et al., 2004; Ziros et al., 2008). Wé&hrend der
Zahnbewegung wird Kollagen in den Kompressionsarealen vermindert gebildet, wahrend
in den Dehnungsarealen die Kollagenproduktion ansteigt (Jiang et al., 2016).
Eine Arbeitsgruppe um Hilbert konnte mit ihren Untersuchungen erste Hinweise auf
molekulare Mechanismen der zirkadianen Rhythmik in PDL-Zellen geben. So konnte
unter anderem die Expression der Clock-Gene nach Synchronisation der PDL-Zellen in
einem zirkadianen Muster nachgewiesen werden (Hilbert et al., 2019).
An diese Untersuchungen kntipft die vorliegende Studie an. Es sollte untersucht werden,
ob eine mechanische Belastung, wie sie auch bei kieferorthopadischen Zahnbewegungen
induziert wird, die Expression der Clock-Gene in PDL-Zellen beeinflusst. Zudem sollte
analysiert werden, ob mechanische Krafte in Abhangigkeit der zirkadianen Rhythmik
einen differentiellen Einfluss auf regulatorische Proteine der PDL-Zellhombostase haben.
Die folgenden 2 Nullhypothesen (Ho) sollten getestet werden:

1. Eine mechanische Kraft hat keinen Einfluss auf die peripheren Oszillatoren der

zirkadianen Rhythmik.
2. Durch das Einwirken einer mechanischen Kraft an unterschiedlichen Zeitpunkten
im zirkadianen Rhythmus wird die Expression der regulatorischen Proteine der

PDL-Zellhomoostase nicht differentiell beeinflusst.



1.2 Material und Methoden

Kultivierung und Vorbehandlung der PDL-Zellen

Von der Firma Lonza wurde eine Zelllinie der 2. Passage von humanen PDL-Zellen
(Lonza Ltd., Basel, Schweiz; # CC-7049) erworben und in den Laboren der Poliklinik fur
Kieferorthopadie kultiviert. Fur die durchgeflhrten Versuche wurden die Zellen in der
Passage 6 verwendet. Die Zellen wurden auf 6-Well Zellkulturplatten mit dehnbaren
Kollagenmembranen ausplattiert (Flexcell International, Hillborough, NC, USA). Ein
Mediumwechsel fand alle drei bis vier Tage statt. Die Basis des Kulturmediums bestand
aus Dulbeccos Minimal Essential Medium (DMEM, Karlsruhe). Zusatzlich wurden 10 %
fetales Rinder-Serum (FBS), 1 % Pepstrep (110ug/ml Antibiotika), Plasmocin und Vitamin
C dem Kulturmedium beigeflgt.

Nach Ausplattierung erfolgte die Kultivierung bei 37°C und 5 % CO2 Zufuhr in einem
Inkubator. 24 h vor den Versuchen wurde der FBS Gehalt im Medium von 10 % auf 1 %

reduziert.

Synchronisation und mechanische Dehnung der PDL-Zellen

Zu Beginn der 1. Versuchsreihe wurden in zwei Versuchsgruppen — eine Kontrollgruppe
und eine Dehnungsgruppe (STSH-Gruppe) - jeweils 6 Wells 30 min lang mit
Dexamethason (100 nM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland), geldst
im Medium, synchronisiert. Fur die Synchronisation haben wir uns bestehender Protokolle
aus vorherigen Studien bedient (Balsalobre et al., 2000a; Hilbert et al., 2019).
AnschlieBend wurde das Dexamethason-haltige Medium wieder durch Medium mit
reduzierter FBS-Konzentration ohne Dexamethason ersetzt. Die Wells der Zellen der
Dehnungsgruppen wurden in einer statischen Dehnungsapparatur (Abb 2) um 20 %
gedehnt und zuriick in den Inkubator gestellt (Memmert et al., 2019). Die verwendete
Apparatur wurde durch eine Kooperation innerhalb der Klinischen Forschergruppe 208
entwickelt wurde und ist mit verschiedenen Dehnungsprotokollen im Labor der Poliklinik
fur Kieferorthopédie etabliert. AnschlieRend wurden in 4 h Intervallen jeweils 6 Proben pro
Versuchsreihe in den beiden Versuchsgruppen Uber 24 h geerntet. Insgesamt wurden
hierdurch 7 Mess-Zeitpunkte (t0,t4,t18,t12,t 16, t 20, t 24) generiert.
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Abb 2: Dehnungsapparatur bestehend aus zwei Platten, sechs Dehnungsstempeln und
zwei Schrauben. Die sechs Stempel werden auf die Platte mit den sechs Vertiefungen
gesetzt. Darauf wird die 6 Well Zellkulturplatte mit der dehnbaren Membran platziert. Die
obere gefensterte Platte wird Uber zwei Schrauben mit der unteren Platte fixiert. Das
Ausmal der Zell-Dehnung wird tber die Dicke der Stempel definiert.

Fir die 2. Versuchsreihe wurden vier Versuchsgruppen (jeweils zwei Kontrollgruppen und
zwei Dehnungsgruppen) durch das beschriebene Verfahren mit Dexamethason
synchronisiert. Durch diese Versuchsreihe sollte die 2. Hypothese getestet werden. Die
mechanische Dehnung wurde hierfir zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Synchronisation initiiert und die Auswirkungen auf die regulatorischen Proteine IL-1j3,
RUNX2 und COL1A untersucht. Direkt nach Synchronisation zum Zeitpunkt tO wurde das
erste Dehnungsintervall von 4 h (Gruppe Sl1) gestartet. Zum Zeitpunkt t12 wurde das
Dehnungsintervall der zweiten Dehnungsgruppe (Gruppe SI2) initiiert. Beide
Dehnungsgruppen wurden jeweils einer 4-stiindigen Dehnung ausgesetzt in der die
Zellen alle 2 h geerntet wurde (jeweils 6 Proben pro Zeitpunkt und Versuchsreihe). So
ergaben sich die Mess-Zeitpunkte t0, t2, t4, t12, t14, t16.

RNA- Isolation der Clock-Gene

Die Zellen wurden mit RLT-Puffer und B-Mercaptoethanol geerntet und mit Hilfe des
RNeasy Kits (RNeasy Protect Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde die RNA der Zellen
isoliert. AnschlieRend wurde die RNA-Konzentration durch das Nanodrop 2000
Spektralphotometer (NanoDrop 2000 Spektralphotometer, Wilmington, Deutschland) bei
260 nm gemessen. Das Spektralphotometer wurde vorab mit 1 pl sterilem H,O kalibriert.
In einem zweiten Schritt erfolgte die Umwandlung der RNA in cDNA. Dazu wurde das
iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad Labor, Muinchen, Deutschland) nach

Herstellerangaben verwendet. Alle Proben wurden wahrend dieses Versuchsschritts auf
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Eis gelagert. Ein Thermal Cycler wurde verwendet, um die Umwandlung der RNA zu
cDNA abzuschlie3en (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, Bio-Rad, Labortories, Hercules,
CA, USA).

Nachweis der Genexpression der Clock-Gene

Fur den Gen-Nachweis der untersuchten Clock-Gene wurde eine quantitative Echtzeit
Polymerasekettenreaktion (QRT PCR) zu den Zeitpunkten O h, 4 h, 8 h,12 h, 16 h, 20 h,
24 h durchgefuhrt. Als Referenz-Gen fur die Quantifizierung wurde Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Dieses Housekeeping-Gen wurde u.a.
auch von Hilbert et al. genutzt (Barber et al., 2005; Hilbert et al., 2019). Die Proben wurden
jeweils in Triplikaten bestimmt. In jedem Well befand sich 2,5 pl QuantiTect Primer
(QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden Deutschland), 12,5 pl QuantiTect Syber Green
Master-Mix (QuantiTect SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Hilden Deutschland), 5 pl
Nuklease-freies Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland), und 5 ul der c-DNA Probe. Als
PCR-Gerat wurde der iCycler 1Q5 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA)
verwendet.

In den durchgefihrten Versuchen wurde das gRT PCR-Protokoll verwendet, dass bereits
in der Arbeit von Hilbert et al. zum Einsatz kam. Zusammengefasst wurden in der ersten
Phase die Proben auf 95°C erhitzt und die spezifischen Enzyme aktiviert. Dabei wird in
insgesamt 50 Zyklen bei 95°C eine Denaturierung initiert und somit die
Wasserstoffbriickenbindungen gelést. In einer zweiten Phase erfolgte die Hybridisierung
der Primer bei 60°C fur 30 sek. In der dritten Phase findet die Elongation, die
Verlangerung der einzelnen DNA-Strange, statt. Eine Schmelzkurven-Analyse wurde
nach jeder gRT PCR durchgefiihrt. Die Clock-Genexpression wurde wie bei Hilbert et al.
gemal der Methode nach Pfaffl mit der jeweiligen Kontrolle unter Verwendung der AACT
Methode berechnet ( Hilbert et al., 2019; Pfaffl, 2001).

Die Expressionsanalyse der regulatorischen Proteine IL1-f, COL1A und RUNX2 erfolgte
nach dem gleichen Verfahren, wie die der Clock-Gene.
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Nachweis der Protein-Expression der untersuchten regulatorischen Proteine

Von jedem Well wurde der Zelliberstand bei der Zellernte abgenommen und fir einen
Proteinnachweis durch Enzyme-Linked-Immunosorbent- Assays (Elisa) verwendet. Fur
die einzelnen regulatorischen Proteine wurden unterschiedliche Elisa-Kits verwendet.
IL1B — Human IL-1B Elisa Kit (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Wien, Osterreich) —,
COL1A — COL1A -Human Pro-Collagen I alpha DuoSet Elisa (R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) —, RUNX2 — RUNX2 Elisa Kit (Human) (Aviva Systems
Biology, San Diego, CA, USA). Es wurden zu jedem Protokoll die Herstellerangaben
beachtet. Jede Elisa-Platte wurde mit dem Elisa-Reader (Epoch, Bio Tek Instruments,
Winooski, VT, USA) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Die

Bezugswellenlange lag bei allen Messungen bei 620 nm.

Statistik

Bei jedem Versuch wurden die Proben in Triplikaten bestimmt und die Versuche
mindestens dreimal wiederholt. Das Programm Graphpad Prism wurde fir die
statistischen Analysen genutzt. Die Software diente ebenfalls fur die Erstellung der
Graphen (Version 7.00 fur Windows, GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA,
www.graphpad.com). Alle Daten wurden als Mittelwerte mit Standartfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt. Fir die Statistik wurden folgende Post-hoc-Tests
durchgefuhrt. Zu Einem der Dunnett-Test, der bei Mehrfachvergleichen eine Ermittlung
der Signifikanz von mehreren Gruppen zu einer Kontrollgruppe zuldsst. Zum anderen die
Sidak-Korrektur, die einen paarweisen multiplen Vergleich von Stichproben erméglicht.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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1.3 Ergebnisse

Expression der Clock-Gene

Um die zirkadiane Rhythmik zu synchronisieren wurden die PDL-Zellen mit einem
etablierten Verfahren behandelt (Balsalobre et al., 1998; Hilbert et al., 2019).

In der Kontrollgruppe konnte bei drei von vier Clock-Genen (ARNTL, PER1 und PER2)
eine Rhythmik durch signifikante Veranderungen (ohne Dehnung) im Verlaufe der 24 h
nach der Synchronisation nachgewiesen werden (Abb 3 a-d). Die CLOCK-Genexpression
zeigte dagegen keine signifikante Veranderung innerhalb der 24 h in der Kontrollgruppe.
Die mechanische Stimulation fiihrte bei allen getestete Clock-Genen zu signifikante

Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle (Peters et al., 2024).

ARNTL

Nach der Synchronisation konnte in der Kontrollgruppe nach dem Zeitpunkt t8 fur alle
weiteren untersuchten Zeitpunkten eine Steigerung der Genexpression von ARNTL
gezeigt werden. Nach 20 h wurde eine Expressionssteigerung um das 7,2-fache der
Kontrolle erreicht, der Maximalwert aller untersuchten Zeitpunkte. Durch den
mechanischen Stress war die Expression ab dem Zeitpunkt t8 signifikant geringer als in
der Kontrollgruppe und verblieb in etwa auf dem Niveau der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt
t0. Innerhalb der Dehnungsgruppe konnten somit keine signifikanten Veranderungen der
Expression uber die Zeit gemessen werden (Abb 3a) (Peters et al., 2024).

CLOCK

CLOCK zeigte keine signifikante Veranderung in der Kontrollgruppe tber die 24 h nach
Synchronisation. Die mechanische Stimulation rief eine signifikant erhthte Gen-
expression zum Zeitpunkt t4 hervor. Zum Zeitpunkt t12 war die Genexpression im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert (Abb 3b) (Peters et al., 2024).

PERL1:
Die Genexpression in der Kontrollgruppe verzeichnete ausgehend vom Zeitpunkt tO
signifikante Steigerungen zu den Zeitpunkten t12, t20 und t24 (Abb 3c). Die mechanische

Stimulation fihrt zu einer signifikant erhohten Genexpression zu dem Zeitpunkt t12.
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Innerhalb der Dehnungsgruppe kam es nach 12 h zu jedem gemessenen Zeitpunkt zu

einer gesteigerten Genexpression (Peters et al., 2024).

PER2:

Die Genexpression der Kontrollgruppe zeigt nach 4 h einen signifikanten Anstieg,
wahrend anschlielBend im Vergleich zum Zeitpunkt tO zu jedem weiteren gemessenen
Zeitpunkt eine signifikante Reduktion zu verzeichnen war (Abb 3d). Auch bei diesem
Clock-Gen induzierte die Dehnung eine gesteigerte Genexpression an t4, t12, t16 und t20
im Vergleich zu der Kontrollgruppe. In der Dehnungsgruppe konnte eine Zunahme der
Genexpression nach 4 h und eine Abnahme nach 24 h festgestellt werden. (Peters et al.,
2024).
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Abb 3: Darstellung der Clock-Genexpressionen (ARNTL (a), CLOCK (b), PER1(c), PER2
(d)) nach mechanischer Stimulation im Vergleich zur ungedehnten Kontrollgruppe Uber
einen Zeitverlauf von 24 h. # statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der gedehnten Gruppe (STSH) (p<0,05)
* statistisch signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen im Vergleich zu t0 (p <0,05).
Abbildung modifiziert nach Peters et al., 2024.
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Ergebnisse fur die regulatorischen Proteine

Basierend auf den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse der Clock-Gene wurden zwei
Zeitpunkte nach Synchronisation fir den Beginn der mechanischen Stimulation
festgelegt. Es wurden die Zeitpunkte tO und t12 nach Synchronisation gewahlt. Die
Messintervalle wurden auf 2 h verkirzt, die Gesamtzeit der jeweiligen Stimulation betrug
4 h. Die Dehnung erfolgte somit in zwei Zeitintervallen SI1 (t0-t4) und SI2 (t12-t16). Die
Stimulationsgruppen wurden jeweils mit der Genexpression am Beginn des Intervalls also
an t0 und t12 verglichen (Peters et al., 2024).

COL1A

Die Genexpression von COL1A zeigte zu den Zeitpunkten 2h und 4 h nach
Synchronisation keine signifikante Veranderung. Ein Trend zu einer Steigerung liel3 sich
jedoch erkennen (Abb 4a). Auf Proteinebene war die gesteigerte Expression sowohl nach
2 h als auch nach 4 h signifikant. Zu den Zeitpunkten t14 und t16 nach Synchronisation
war eine signifikante Reduktion der Genexpression erkennbar. Auf Proteinebene war 16 h
nach Synchronisation eine geringgradig vermehrte Proteinexpression nachweisbar (Abb
4b). Durch die mechanische Belastung konnte auf Genexpressionsebene zu den
Zeitpunkten t4 und t14 eine signifikante Verringerung der COL1A Genexpression
nachgewiesen werden (Abb 4a). Auf Proteinebene war durch die mechanische Dehnung
kein Unterschied zur Kontrollgruppe feststellbar (Abb 4b). Innerhalb der Dehnungsgruppe
war die Genexpression nach 14 h und 16 h reduziert (Abb 4a). Die Proteinexpression
anderte sich im Vergleich zu t0 an beiden gemessenen Zeitpunkten t2 und t4 im Sinne
einer Steigerung. Interessanterweise, verringerte sich die Genexpression im Intervall SI2
im Vergleich zu t12 am Zeitpunkt t16 signifikant (Abb 4b; Peters et al., 2024).

IL1-B:

Die Genexpression von IL-13 wurde 4 h nach Synchronisation signifikant hochreguliert.
Wahrend sie 14 h und 16 h nach Synchronisation im Vergleich zu t12 signifikant
herunterreguliert war. Eine Dehnung fuhrte in dem ersten Zeitintervall SI1 zu keiner
signifikanten Anderung der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle. Jedoch im zweiten
Zeitintervall war nach 2 h Dehnung, also zum Zeitpunkt t14 nach Synchronisation, eine

signifikante Steigerung der Genexpression erkennbar (Abb 4c). Auf Proteinebene waren
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die Schwankungen innerhalb der einzelnen Gruppen und Experimente jedoch sehr hoch,
sodass zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Verdnderung gemessen werden konnte
(Abb 4d). Die Dehnung rief sowohl im ersten Dehnungsintervall SI1 als auch im zweiten
Dehnungsintervall SI2 eine Steigerung der Genexpression hervor, jedoch zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (Abb 4c; Peters et al., 2024).

RUNX2

Zu dem Zeitpunkt t4 nach Synchronisation konnte eine gesteigerte Genexpression von
RUNX2 nachgewiesen werden, wahrend an t14 und t16 die Genexpression erniedrigt war
(Abb 4e). Auch durch den Elisa-Test wurde nach 2h und 4 h eine vermehrte
Proteinmenge von RUNX2 nachgewiesen. Zu den Zeitpunkten 14 h und 16 h war die
Proteinmenge im Vergleich zu dem 12 h Zeitpunkt jedoch nicht signifikant verandert (Abb
4f). Durch die Dehnung ergaben sich keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Jedoch wurde in der Dehnungsgruppe an t4 eine Zunahme der
Genexpression gemessen und an t14 eine Abnahme, jeweils im Vergleich zu dem
jeweiligen Startzeitpunkt (Abb 4e). Auf Proteinebene zeigten sich nur im ersten
Versuchsintervall S11 Signifikanzen. Hier war die Proteinmenge sowohl nach 2 h, als auch
nach 4 h gesteigert (Abb 4f; Peters et al., 2024).
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Abb 4: Darstellung der Genexpression und der Proteinmenge der regulatorischen
Proteine COL1A (a, b), IL-1p (c, d) und RUNX2 (e, f) im ersten und zweiten untersuchten
Zeitintervall SI1 (t0-t4) und SI2 (t12-t16). # statistisch signifikanter Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und der gedehnten Gruppe (STSH) (p <0,05) * statistisch signifikanter
Unterschied innerhalb der Gruppen im Vergleich zu t0 (p <0,05). Abbildung modifiziert
nach Peters et al., 2024.
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1.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine mechanische Belastung in
Form von statischer Dehnung einen Einfluss auf die zirkadiane Rhythmik, genauer gesagt
auf die Expression von Clock-Genen in PDL-Zellen hat. Damit wurde die erste Hypothese
abgelehnt. Auf der anderen Seite legen unsere Ergebnisse nahe, dass die zirkadiane
Rhythmik ihrerseits in PDL-Zellen die Reaktion auf mechanische Stimulation beeinflussen
kann. Eine mechanische Dehnung fuhrte zu einer Regulation von COL1A und IL-18 im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Interessanterweise kam es aber in Abhé&ngigkeit vom
Zeitpunkt der induzierten Dehnung innerhalb des zirkadianen Rhythmus zu einer
differentiellen Regulation der untersuchten regulatorischen Proteine. Somit wurde auch
die zweite Hypothese abgelehnt. (Peters et al., 2024).

Wie einleitend erwahnt, ist der zentrale Zeitgeber wichtig fur die Initiation der zirkadianen
Rhythmik. In in-vivo Untersuchungen konnten der Futterzyklus sowie Verédnderungen der
zugefuhrten Nahrstoffe den zirkadiane Rhythmus jeweils unterschiedlich stark
beeinflussen (Oosterman et al., 2015). Auch in Tiermodell-Studien wurde Dexamethason
eingesetzt, um die zirkadiane Rhythmik zu beeinflussen (Wu und Fu, 2017). In der
vorliegenden Studie ist kritisch zu betrachten, dass ein In-vitro-Modell nie den komplexen
Vorgangen eines In-vivo-Versuchsaufbaus gerecht wird. Jedoch bietet ein reines In-vitro-
Modell mehr Kontrolle in der Minimierung von verzerrenden Faktoren und die peripheren
Oszillatoren kdonnen gesondert betrachtet werden, ohne die Einflisse des zentralen
Zeitgebers. Um die Messungen moglichst vergleichbar zu weiteren Studien der
Arbeitsgruppe zu halten, wurde das von Hilbert et al. etablierte Laborprotokoll genutzt
(Hilbert et al., 2019). Als zentraler Zeitgeber der Zellkultur wurde daher der kunstliche
Schrittmacher Dexamethason verwendet (Hilbert et al. 2019, Peters et al., 2024). Die
Studien von Balsalobre et al. zeigten, dass Dexamethason als Serumkomponente mit
hoher Reliabilitat eine Synchronisation der peripheren Oszillatoren bewirkt (Balsalobre et
al., 1998; Balsalobre et al., 2000b). Jedoch kdnnen andere Serumkomponenten des flr
Zellversuche verwendeten fetalen Kaélberserums wie Ca2+, Proteinkinase C und
Glukokortikoidhormone ebenfalls flr eine Synchronisation von Zellen genutzt werden
(Balsalobre et al., 2000a; Balsalobre et al., 1998; Peters et al., 2024). Betrachtet man die
in dieser Studie verwendeten Zusatze, wie beispielsweise Pepstrep, Plasmocin und

Vitamin C fur das DMEM ist eine mdgliche zusatzliche Beeinflussung nicht
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auszuschlieBen. Insbesondere zu nennen ist hier das Vitamin C, ein Antioxidans, fir
welches eine Beeinflussung des zirkadianen Rhythmus bereits nachgewiesen wurde
(Wilking et al., 2013). Es gibt jedoch derzeit noch keine ausfuhrlichen Studien, die den
genauen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der zirkadianen Rhythmik in
Zellen analysiert haben.

Bei den Messungen haben wir uns auf einen Zeitraum von 24 h beschrankt, da Hilbert et
al. in ihren Ergebnissen verdeutlichten, dass die nachweisbare zirkadiane Rhythmik in der
Zellkultur im Verlauf von 48 h nachlasst (Peters et al., 2024; Hilbert et al., 2019).
AuRerdem wurde eine Dehnungsbelastung von 20% angewendet, die von den Autoren
Kanzaki et al. fur kieferorthopadische Zahnbewegungen als ,stark“ eingestuft wurde
(Kanzaki et al., 2002). Um ein groReres Verstandnis Uber die Komplexitat der Thematik
zu erhalten, wéaren Studien interessant, in denen geringere Krafte oder auch Belastungen
in Form von Druck oder dynamische Belastungen analysiert wirden.

Um weitere mdgliche Einflussfaktoren auf die zirkadiane Rhythmik in PDL-Zellen zu
minimieren ist auch die Auswahl der Zellpassage essenziell. Sind die Zellpassagen zu
weit fortgeschritten, so kann die Zellenseneszenz einen Einfluss auf die zirkadiane
Expression von Clock-Genen in-vitro nehmen (Kunieda et al., 2006). Kuneida et al. wiesen
eine erniedrigte zirkadiane Expression von Clock-Genen in hohen Passagen im Vergleich
zu frihen Zellpassagen in humanen vaskularen Muskelzellen der Aorta nach. In Bezug
auf PDL-Zellen untersuchte Shimizu et al. die Zellalterung in humanen PDL-Zellen auch
im Hinblick auf den Einfluss mechanischer Belastung (Shimizu et al., 1997). In dieser
Studie wurden die Passagen 5-6 als juvenile Passagen bezeichnet. Marker flir Seneszenz
wurden ab der 22. Passage registriert. Da es in unserer Studie primar um die Bedeutung
von Clock-Genen ging wurde, wie bereits in der Arbeit von Hilbert et al., eine juvenile
Passage der PDL-Zellen verwendet (Peters et al., 2024; Hilbert et al., 2019).

Das aus anderen Arbeiten bereits bekannte Muster der zirkadianen Rhythmik in PDL-
Zellen zeigte sich auch bei unseren Versuchen, insbesondere durch die zeitabhangige
Regulation der Clock-Gene ARNTL, PER1 und PER2. Die Steuerung der zyklischen
Regulation der Clock-Gene in PDL-Zellen als Oszillatoren fur deren peripheren
zirkadianen Rhythmus wurde bereits von Hilbert et al. nachgewiesen (Hilbert et al., 2019).
Dabei zeigten die Genexpressionen von ARNTL und Per2 einen entgegengesetzten

Verlauf, was ein bekanntes Merkmal der molekularen Uhr darstellt. ARNTL oder auch
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BMAL1 bildet einen aktivierenden Faktor der molekularen Ruckkopplungsschleife,
wahrend die Periodengene PER1-3 zu den deaktivierenden Faktoren der
Ruckkopplungsschleife zahlen (Takarada et al., 2017). Auch bei Hilbert et al. konnten
ahnliche Regulationen der Clock-Gene ARNTL und PER2 demonstriert werden. CLOCK
und PERL1 zeigten sowohl in unserer Studie als auch in der Studie von Hilbert et al. eine
geringere Schwankung. PER2 und ARNTL scheinen moglicherweise fiir die Regulation
der molekularen Uhr in PDL-Zellen von entscheidender Bedeutung sein. Jedoch sind
weitere Untersuchungen notwendig, um diese Vermutung zu stitzen. Denn sowohl bei
der vorliegenden Studie als auch bei Hilbert et al. wurden alle Experimente mit PDL-Zellen
der Firma Lonza und im selben Labor durchgefihrt.

Der aktivierende Faktor der Rickkopplungsschleif ANTL wurde durch die mechanische
Belastung im Sinne einer Reduktion verandert. Sein Bindungspartner CLOCK wurde
durch die mechanische Stimulation differenzierter beeinflusst. Zum Zeitpunkt t4 wurde ein
Anstieg gemessen, wahrend bei t12 eine Verringerung beobachtet wurde. Die
deaktivierenden Gene PER1 und PER2 der Rickkopplungsschleife wurden durch die
Zugbelastung im Sinne einer erhthten Genexpression reguliert. Unsere Ergebnisse
stimmen mit Ergebnissen einer In-vivo-Studie von Qin et. al Uberein. Dort wurden
PDL-Zellen in vitro und zusatzlich auch in einem in vivo-Modell an der Ratte nach
kieferorthopédischer Zahnbewegung untersucht. Auch Qin et al. konnten durch die
mechanische Stimulation, im Sinne einer Zahnbewegung, einen Anstieg der
Genexpression von PER1 induzieren (Qin et al., 2019).

Unsere zweite Hypothese beschéftigte sich mit der Hypothese, dass das Einwirken einer
mechanischen Kraft an unterschiedlichen Zeitpunkten im zirkadianen Rhythmus die
Expression der regulatorischen Proteine der PDL-Zellhomdostase nicht differentiell
beeinflusst. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im zirkadianen Rhythmus mit der mechanischen
Stimulation begonnen. Wir haben die daraus resultierenden Auswirkungen der
mechanischen Kraft auf wichtige regulatorische Proteine untersucht. Als Startpunkte der
vierstiindigen Dehnungsintervalle wurden die Zeitpunkte tO und t12 ausgewahlt. Ab dem
Zeitpunkt t8 wiesen ARNTL und PERZ2 in der nicht mechanisch stimulierten Kontrollgruppe
eine entgegengesetzte Regulation auf. Der Zeitpunkt t12 nach Synchronisation wurde

schon von Hilbert et al. ndher untersucht. Die Genexpressionen von regulatorischen
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Faktoren in PDL-Zellen wiesen in dieser Studie zu diesem Zeitpunkt signifikante
Veranderungen im Vergleich zu t0 auf (Hilbert et al., 2019).

Eines der untersuchten regulatorischen Proteine war COL1A. Dieses zeigte direkt nach
Synchronisation im ersten Zeitintervall (SI1) einen Anstieg der Proteinexpression nach 2 h
und 4 h im Vergleich zu t0, wahrend auf Genexpressionsebene keine signifikante
Veranderung in der Kontrollgruppe nachweisbar war. Ab dem Zeitpunkt t12 (SI2) kam es
in der Kontrollgruppe zu einer signifikant verringerten Genexpression an t14 und t16. Bei
der Proteinexpression war zum Zeitpunkt t16 im Vergleich zu t12 ein signifikanter Anstieg
zu verzeichnen. In der Studie von Hilbert et al. konnte ebenfalls eine verringerte
Genexpression von COL1A 12 h nach Synchronisation der PDL-Zellen nachgewiesen
werden (Hilbert et al., 2019). Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die
zirkadiane Rhythmik eine Rolle bei der COL1A-Synthese spielt. In der Studie von Qin et
al. wurde die Regulation der COL1A-Synthese im Zusammenhang mit der zirkadianen
Rhythmik in-vitro und in-vivo untersucht. Diese Arbeitsgruppe konnte eine Steigerung der
COL1A-Genexpression in-vitro an mehreren Zeitpunkten nach der Synchronisation
feststellen. Funktionell ist COL1A entscheidend fur die Zellhomoostase und den
Bindegewebsumsatz (Bumann et al., 1997; Howard et al., 1998).

IL-1p ist ein wichtiger Entziindungsmediator, der bei kieferorthopadischer Zahnbewegung
nachweisbar ist (Davidovitch et al., 1988). Wie in der Studie von Hilbert et al. wurde in der
Kontrollgruppe der aktuellen Studie eine Erh6hung der Genexpression von IL1- 2 h und
4 h nach Synchronisation beobachtet, wahrend in dem Intervall SI2 nach 2 h und 4 h eine
Reduzierung auftrat (Hilbert et al., 2019). Fruhere Studien konnten ebenfalls bereits eine
Verbindung zwischen der Regulation von IL1-f und dem zirkadianen Rhythmus,
insbesondere des Schlaf-Wach-Rhythmus, nachweisen. So kann eine Hemmung der
IL1-B-Expression den spontanen Schlaf stéren (Krueger et al., 1998). Auch im
Mundspeichel konnten Veranderungen von IL1-f wahrend des Verlaufes der zirkadianen
Rhythmik festgestellt werden (Reinhardt et al., 2012).

Fur die kieferorthopadische Zahnbewegung ist der Knochenumbau essenziell. RUNX2
dient als wichtiger Marker, da es eine entscheidende Rolle, wahrend der
Osteoblastendifferenzierung spielt (Ziros et al., 2008). Zudem ist RUNX2 ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor fir die Differenzierung von Ameloblasten. Studien zeigten, dass
RUNX2 in Abhangigkeit von dem Clock-Gen Nrldl1l hochreguliert wird (Athanassiou-
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Papaefthymiou et al., 2011; Ukai-Tadenuma et al., 2008). Auch in der vorliegenden Studie
fanden sich Hinweise darauf, dass RUNX2 durch die Transkriptionsfaktoren der
zirkadianen Rhythmik differenziell reguliert wird. Die Studie von Hilbert et al. zeigte
ahnliche Ergebnisse. 12 h nach Synchronisation wurde eine verringerte Genexpression
von RUNX2 im Vergleich zu tO gemessen (Hilbert et al., 2019).

Nach mechanischer Stimulation zeigte sich lediglich auf Genebene eine hemmende
Wirkung auf die Expression von COL1A. Auf Proteinebene wurde in keinem der
untersuchten Zeitintervalle eine signifikante Veradnderung durch die Dehnung
nachgewiesen (Peters et al., 2024). Die Ergebnisse anderer Studien deuten allerdings
darauf hin, dass eine mechanische Belastung in Form von Dehnung in PDL-Zellen die
Proteinbiosynthese von COL1A beeinflusst. Interessanterweise wurde hier insbesondere
eine Steigerung beschrieben (Mussig et al., 2005). Auch Qin et. al zeigten in ihrem in-vitro
Versuch einen Anstieg der COL1A Expression (Qin et al., 2019). Es kann diskutiert
werden, dass diese Differenz zu unseren Ergebnissen vor allem auf die variierenden
Bezugspunkte innerhalb der zirkadianen Rhythmik zurlckzufihren ist. Innerhalb der
Dehnungsgruppe war die Genexpression nur im Dehnungsintervall SI2 verandert,
Wahrend die Proteinexpression im ersten Dehnungsintervall SI1 eine Steigerung erfuhr,
zeigte sich im zweiten Dehnungsintervall SI2 eine Reduktion (Peters et al., 2024).
Dadurch werden differentielle Effekte in Abh&ngigkeit des zirkadianen Rhythmus deutlich.
Auch die Effekte der Dehnung auf IL1-B scheinen durch die zirkadiane Rhythmik
beeinflusst zu werden, denn die resultierenden Expressionsanderungen waren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Dehnungsbeginn zu verzeichnen. So wurde in der
Dehnungsgruppe an t4 eine Zunahme der Genexpression gemessen und an t14 eine
Abnahme, verglichen zu dem jeweiligen Startzeitpunkt. (Peters et al., 2024). Andere
Autoren konnten bereits nachweisen, das intermittierende Kréafte die IL-13 Produktion
steigern, was mit den vorliegenden Ergebnissen der aktuellen Studie in Einklang zu
bringen ist (Nakao et al., 2007; Nokhbehsaim et al., 2010). Die fehlenden Signifikanzen
auf Proteinebene kénnen mit dem kurzen Stimulationszeitraum und der hohen Variabilitat
der Ergebnisse erklart werden.

Durch die Dehnung ergaben sich in unserer Studie flir die RUNX2 Expression keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Literatur hingegen

wurde eine Hochregulation der Genexpression von RUNX2 durch Zugspannung sowohl
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in Stammzellen von Mausen als auch in menschlichen PDL-Zellen beschrieben (Aonuma
et al., 2020; Sun et al., 2022). Entscheidend fiir die Regulation von RUNX2 scheint aber
das Ausmal} der eingesetzten Belastung zu sein. So verursachte in der Studie von Sun
et al. eine hohe mechanische Belastung in Form von Dehnung sogar eine Verringerung
der Genexpression von RUNX2 (Sun et al., 2022). In unserer Studie wurde eine 20%ige
Dehnung eingesetzt, was einer grofien mechanischen Belastung entspricht (Kanzaki et
al., 2002). Um gezieltere Rickschlisse auf die Wechselbeziehung der mechanischen
Belastung und der zirkadianen Rhythmik betreffend die Expression von RUNX2 ziehen zu
kénnen, sollten unterschiedliche Dehnungsintensititen und Zeitintervalle in
weiterfiuhrenden Studien untersucht werden. Jedoch deuten unsere Ergebnisse auf
unterschiedliche Effekte der Dehnung an unterschiedlichen Zeitpunkten im zirkadianen
Rhythmus hin.

Derzeit gibt es noch nicht gentigend Informationen um prazise Aussagen zu einem
moglichen Einfluss des Zeitpunktes der eingesetzten Kraft wahrend einer
kieferorthopédischen Behandlung in Relation zu der zirkadianen Rhythmik treffen zu
konnen. Aber die existierende Literatur deutet auf einen solchen Einfluss hin. Eine Studie
von Miyoshi et al. wies in einem Rattenmodell nach, dass die kieferorthopadisch induzierte
Zahnbewegung variierte, wenn die Kraft zu unterschiedlichen Tageszeitpunkten appliziert
wurde. Bei einer Anwendung im Dunkeln war die Zahnbewegung geringer, als bei Tieren,
bei denen eine gleiche Kraft im Hellen appliziert wurde (Miyoshi et al., 2001). In einer
weiteren Studie von Xie et al. wurde in einem Tiermodell an Ratten eine Korrelation
zwischen einer kieferorthopadischen Krafteinwirkung und der Regulation von BMALL in
den PDL-Zellen ermittelt. Dabei wurde durch die mechanische Belastung die BMAL1-
Expression im parodontalen Gewebe hochreguliert. Diese Hochregulation war abhangig
von der extrazellularen Signal-regulierten Kinase (ERK) und dem Aktivatorprotein 1 (AP1).
Lokal wurde in dieser Studie durch einen BMAL1-Inhibitor diese Signalkaskade gehemmit.
Daraus resultierte eine verringerte osteoklastische Aktivitat in komprimierten Arealen im
parodontalen Gewebe (Xie et al., 2022).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch eine mechanische Belastung die
Expression der Clock-Gene in PDL-Zellen beeinflusst wurde. Auch zeigte sich ein
differentieller Einfluss der mechanischen Krafte in Abhangigkeit der zirkadianen Rhythmik

auf regulatorische Faktoren der PDL Zellhomdostase. Diese Ergebnisse weisen darauf
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hin, dass auch die kieferorthopadische Zahnbewegung von der zirkadianen Rhythmik
beeinflusst werden kénnte. Weitere Studien sind notwendig, um zu entschlisseln ob
kieferorthopadische Zahnbewegungen in Abhangigkeit von der Tageszeit effizienter
gestaltet werden konnten.
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1.5 Zusammenfassung

Die zirkadiane Rhythmik spielt im menschlichen Organismus wahrend physiologischen
und pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Eine periphere zirkadiane
Rhythmik konnte schon in einigen Zelltypen, wie auch in oralen Zellen, nachgewiesen
werden. So konnte auch in den parodontalen Ligamentzellen (PDL-Zellen), die
unabdingbar fur eine kieferorthopadische Zahnbewegung sind, eine periphere zirkadiane
Rhythmik nachgewiesen werden. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob eine
mechanische Belastung, wie sie auch wahrend einer kieferorthopéadisch induzierten
Zahnbewegung vorkommt, die zirkadiane Rhythmik auf Genebene in PDL-Zellen
beeinflussen kann. Zudem sollte untersucht werden, ob eine mechanische Stimulation in
Abhéangigkeit der zirkadianen Rhythmik auch unterschiedliche Effekte auf regulatorische
Proteine wie Interleukin-1beta (IL-1B), runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2 (RUNX2)
und Kollagen-lalpha (COL1A) hat.

In einer In-vitro-Versuchsreihe wurden daher humane PDL-Zellen auf Zellkulturplatten mit
dehnbarem Boden kultiviert. Diese wurden mit Dexamethason, einem Glukokortikoid,
synchronisiert. Zusatzlich zur Kontrollgruppe wurde eine mechanische Stimulation der
Zellen durch eine 20 %-ige statische Dehnung (STSH) durchgefiihrt. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden im 4 h Rhythmus die Zellen Gber 24 h geerntet. AnschlieRend erfolgte
mittels realtime Polymerasekettenreaktion die Analyse der Genexpression folgender
Clock-Gene: Arylkohlenwasserstoffrezeptor-Kerntranslokator-ahnliches Protein (ARNTL),
Zircadian Locomotor Output Cycles Kaput (CLOCK), Period 1 (PER1) und Period 2
(PER2). In einer 2. Versuchsreihe wurde eine mechanische Belastung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Synchronisation begonnen. Im erste Zeitintervall
(SI1) wurde die mechanische Stimulation zum Zeitpunkt tO gestartet, wahrend im zweiten
Zeitintervall (SI2) zum Zeitpunkt t12 begonnen wurde. Beide Belastungen wurden tber
einen Zeitraum von 4 h aufrechterhalten und anschliel3end in 2 h Intervallen geerntet. Flr
die Genanalyse wurden eine quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion und flr den
Proteinnachweis der regulatorischen Proteine IL-13, RUNX2 und COL1A Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assays durchgefiihrt. Fur die Statistik wurden die statistischen Analysen
Sidak- Test und Dunnett-Test genutzt.
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Bei fast allen getesteten Clock-Genen konnte in der Kontrollgruppe nach Synchronisation
das zirkadiane Muster tUber 24 h dargestellt werden. Die mechanische Belastung zeigte
eine Reduzierung der Genexpression von ARNTL, wahrend PER1 und PER2 zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eine Steigerung der Genexpression aufwiesen. Die
mechanische Dehnung fuhrte zu einer Regulation von COL1A und IL-1B im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Interessanterweise kam es aber zu einer differentiellen Regulation aller
untersuchten regulatorischen Faktoren in Abhangigkeit von der |Initierung der
mechanischen Dehnung innerhalb des zirkadianen Rhythmus.

Zusammenfassend wurde durch eine mechanische Belastung die Expression der Clock-
Gene in PDL-Zellen beeinflusst. Auch zeigte sich ein differentieller Einfluss der
mechanischen Kréafte in Abhéngigkeit der zirkadianen Rhythmik auf regulatorische
Proteine der PDL Zellhomdostase. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch die
kieferorthopadische Zahnbewegung von der zirkadianen Rhythmik beeinflusst werden
kénnte. Weitere Studien sind nétig, um die Komplexitat der zirkadianen Rhythmik der
PDL-Zellen wahrend orthodontischen Zahnbewegung besser verstehen zu kénnen und
maogliche Aspekte fur den klinischen Alltag zu gewinnen.
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