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1. Einleitung

1.1 Die orthodontische Zahnbewegung

Eine kieferorthopadische Therapie zielt darauf ab, Zahnfehlstellungen durch anhaltende
und gesteuerte Kraftapplikation im Rahmen eines beschleunigten Knochenumbaus zu
korrigieren (Nakai et al., 2023). Die orthodontische Zahnbewegung ist das Resultat eines
sterilen Entziindungsvorgangs im parodontalen Ligament (PDL), dessen biomechanische
Reaktionen auf einem engen Zusammenspiel zwischen parodontalen Ligament-
fibroblasten, Osteozyten, Osteoblasten, Osteoklasten sowie Immunzellen und dessen
gesteuerter Freisetzung von bioaktiven Molekilen basieren, die zusammen einen
koordinierten Gewebeumbau des Desmodonts und Alveolarknochens hervorrufen
(Li etal., 2021).

Ein vereinfachtes Modell der orthodontischen Zahnbewegung beschreibt eine Druck- und
Zug- bzw. Resorptions- und Appositionsseite des PDL. Die dabei stattfindende Kopplung
zwischen Knochenresorption und -apposition erfolgt durch interagierende Osteoblasten
und Osteoklasten (Henneman et al., 2008) (Abb. 1).

Initial bewirkt eine einwirkende Kraft Gber 0,2 N/cm? Wurzeloberflaiche eine geringe
Auslenkung (0,4 - 0,9 mm) des Zahnes innerhalb des Knochenfaches, welche die erste
Phase der orthodontischen Zahnbewegung darstellt (Rygh et al., 1982) (Abb. 1). Dabei
nahert sich die Zahnwurzel auf der Resorptionsseite dem Alveolarknochen an, wodurch
eine Stauchung der parodontalen Faserbindel und Verdrangung des parodontalen Fluids
resultiert. Des Weiteren kommt es zu einer Kompression der Kapillaren mit einer
Verringerung des Blutflusses, wodurch der Sauerstoffpartialdruck im Gewebe sinkt. Die
nachfolgenden Reaktionen werden mal3geblich von der Kraftintensitdt beeinflusst:
Wahrend geringe Krafte lokale Osteoklasten innerhalb des PDL direkt aktivieren, die eine
kontinuierliche, frontale Resorption des Alveolarknochens hervorrufen, bewirken hohe
Krafte eine Kompression der umliegenden Kapillaren des PDL und Alveolarknochens. Bei
vollstandigem Gefal3verschluss resultiert eine absolute Gewebshypoxie, wodurch lokale
Nekrosezonen entstehen, die auf Grund ihrer glasartigen Erscheinung auch als hyaline
Zonen bezeichnet werden (Friedrichsdorf et al., 2019; Rygh, 1977).
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Abb. 1. Vereinfachtes Schema der orthodontischen Zahnbewegung (modifiziert nach
Hennemann et al., 2008). a Die Zahnwurzel ist umgeben von parodontalen Faserbiindeln,
die eine Verankerung im Alveolarknochen gewahrleisten. b Die Einwirkung einer externen
Kraft bewirkt initial eine Auslenkung der Zahnwurzel innerhalb des Parodontalspalts.
Dadurch kommt es zu einer Stauchung der Faserbiindel auf der Resorptionsseite und
einer Dehnung der Faserbindel auf Appositionsseite. ¢ Nach persistierender
Krafteinwirkung wird die Knochenresorption durch Osteoklasten (gelb) auf der
Resorptionsseite und die Knochenapposition durch Osteoblasten (grin) auf der
Appositionsseite eingeleitet (Hennemann et al., 2008).

Da in diesen Nekrosezonen keine lokalen Osteoklasten aktiviert werden kénnen, kommt
es zunachst zu einem Stillstand der Zahnbewegung (Abb. 2). Diese Phase der Stagnation
kann in Abhangigkeit der Knochendichte und der einwirkenden Kraftintensitat bis zu 10
Wochen andauern, bis das nekrotische Material durch einwandernde Monozyten und
Makrophagen vollstandig eliminiert wurde (Brudvik und Rygh, 1994a; Reitan, 1989). Im
Rahmen der anschlielenden Resorptionsphase wird der Knochenumbau durch
einwandernde Osteoklasten initiiert, die den Knochen ausgehend von der Unterseite der
Lamina dura unterminierend resorbieren und somit die Zahnbewegung fortsetzen
(Proffit et al., 2019) (Abb. 2).

Fur eine effiziente Zahnbewegung wird angestrebt, das Maximum an Kraftintensitat
auszuschopfen und gleichzeitig das Risiko fur die Entstehung von hyalinen Zonen
maoglichst zu minimieren. Dabei sollte der Fokus auf eine kdrperliche anstatt kippende

Zahnbewegung gelegt werden, um grof3e Belastungsspitzen zu vermeiden. In der Praxis
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ist es jedoch nahezu unmdglich, die Entstehung von Nekrosezonen vollstandig zu
verhindern (Proffit et al., 2019).

hohe Kraftapplikation
(1)

Zahnbewegung (mm)
=
|
|

()

1‘ 7 14 Zeit (d)
Kraft

Abb. 2: Phasen der orthodontischen Zahnbewegung (modifiziert nach Proffit et al.,
2019). Im Rahmen einer geringen Kraftapplikation (blauer Graph) kommt es nach
initialer Auslenkung des Zahnes innerhalb des Parodontalspalts zu einer
kontinuierlichen Zahnbewegung im Sinne einer frontalen Knochenresorption durch
lokale Osteoklasten. Die Einwirkung hoher Kréfte (roter Graph) fuhrt nach initialer
Auslenkung des Zahnes im Parodontalspalt (Phase I: Dislokation) zu einer lokalen
GefalRkompression. In Folge der lokalen Hypoxie entstehen hyaline Zonen, bestehend
aus nekrotischem, zellfreiem Material (Phase Il: Hyalinisierung). Die Zahnbewegung
stagniert fur 2 bis 10 Wochen. Nach Beseitigung des nekrotischen Materials kommt es
zur Einwanderung von Osteoklasten aus umliegenden Knochenmarksabschnitten, die
die Knochenresorption in Form einer unterminierenden Resorption einleiten, wodurch
die Zahnbewegung fortgesetzt wird (Phase Ill: Resorption) (Proffit et al., 2019).
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1.1.1 Molekulare Mechanismen der orthodontischen Zahnbewegung

Im Rahmen der ausgelésten Hypoxie kommt es zu einer Freisetzung und Aktivierung
verschiedener Entzindungsmediatoren im PDL, wie Prostaglandine und Zytokine (zB.
IL-1B8). Zusatzlich fuahrt der Abfall der Sauerstoff- und die Steigerung der
Kohlenstoffdioxidkonzentration zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1
(Hypoxia inducible factor-1), wodurch weitere Mediatoren, wie VEGF und RANKL in PDL-
Fibroblasten und Osteoblasten aktiviert werden, die den Umbauprozess des parodontalen
Ligaments und Alveolarknochens initiieren. Zusatzlich bewirkt die einwirkende Kraft eine
mechanische Scherbelastung und Verformung der extrazellularen Knochenmatrix und
Osteozytenmembranen sowie kollagenen Fasern des PDL (Li et al., 2018). Parodontale
Ligamentfibroblasten und Osteozyten fungieren dabei als wichtige Mechanosensoren des
PDL bzw. Alveolarknochens, die die Geweberemodellation einleiten. Wichtige
Bestandteile  dieser mechanosensitiven  Zellen sind Integrine, die als
Transmembranproteine eine Kopplung zwischen extrazellularer Matrix und Zytoskelett
herstellen und intrazellulare Signalkaskaden aktivieren, wodurch verschiedene
Entzindungsmediatoren freigesetzt werden (Li et al., 2021). Zusatzlich kommt es zu einer
mechanischen Stimulation freier Nervenendigungen, die in direktem Kontakt mit
Kapillaren stehen und eine Freisetzung vasoaktiver Neurotransmitter, wie Substanz P und
CGRP (Calcitonin gene-related peptide) hervorrufen. Diese Mediatoren interagieren mit
Gefallendothelzellen und bewirken eine Vasodilatation und Erh6éhung der
GefalRpermeabilitat innerhalb des PDL. Die aktivierten Endothelzellen binden und
rekrutieren aus der Blutbahn stammende Entzindungszellen, darunter Leukozyten,
Monozyten und Makrophagen, die eine akute Entziindungsreaktion des PDL einleiten. In
der Folge kommt es zur Freisetzung diverser Entzindungsmediatoren und
Wachstumsfaktoren, wie IL-1B, IL-6, IL-10, Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandine,
TNF-a und TNF-B, Growth differentiation factor 15 (GDF15), Macrophage colony
stimulating factor (M-CSF), Osteoprotegerin (OPG) und Receptor activator of NF-k-Ligand
(RANKL). Zusatzlich bewirken Prostaglandine (PGE2) eine Stimulation der
Osteoblastendifferenzierung, die vermehrt RANKL und M-CSF und vermindert OPG
freisetzen, was insgesamt zu einer Stimulation der Osteoklastogenese und folglich der
Knochenresorption fiihrt (Li et al., 2018). Die freigesetzten Zytokine, unter anderem IL-1(3

und TNF-a, fihren zu einer Freisetzung weiterer Entziindungsmediatoren, wie MCP-1,
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RANTES und CXCL2, welche die Rekrutierung und Aktivierung von Vorlauferzellen der
Monozyten-Makrophagenlinie auf der Resorptionsseite und dessen Differenzierung zu
Osteoklasten fordern (Alhashimi et al., 1999). Im Rahmen der sterilen Entziindungs-
reaktion werden zusétzlich protektive Molekile, wie Insulin-like growth factor (IGF-1) und
Hitzeschockproteine (z.B. HSP70) exprimiert, die die Gewebehomoostase wahrend des
Entziindungsvorganges aufrechterhalten und einer tberméaRigen Gewebedestruktion des
PDL entgegenwirken (Han und Amar, 2003; Marciniak et al., 2019).

Auf der Zugseite dominieren vorrangig Mediatoren, die die Neubildung der Knochenmatrix
durch Osteonblasten initiieren. Unter anderem bewirken Zugspannungen eine Aktivierung
der endothelialen Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) in PDL-Fibroblastenzellen und eine
verstarkte Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO), wodurch die Knochenneubildung
durch aktive Osteoblasten induziert wird. Der Anstieg des Entziindungsmediators IL-10
fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung von OPG sowie einer verringerten Freisetzung von
RANKL in Osteoblasten, was zu einer verstarkten Osteoblastogenese und verminderten
Osteoklastogenese fuhrt. Erhdhte Konzentrationen von IL-10 stimulieren zudem die
Rekrutierung und Differenzierung von Osteoblasten-Vorlauferzellen (Li et al., 2018).
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1.2 Osteoklasten

Osteoklasten sind gewebespezifische Makrophagen und fur die Resorption von Knochen
verantwortlich (Kim et al., 2020). Hervorgehend aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen der Monozyten-Makrophagen-Linie entwickeln sie sich zu 30-100 pm
grol3en multinukledren Riesenzellen, die durch die Freisetzung von Salzsaure (HCI) und
proteolytischen Enzymen innerhalb einer geschlossenen Resorptionszone die Auflésung
von anorganischer und organischer Knochenmatrix hervorrufen (Baron et al., 1986;
Charles und Aliprantis, 2014; Kim et al., 2020; Lee et al., 2021).

Zusammen mit Osteoblasten bewirken Osteoklasten eine Regulation des
Knochenstoffwechsels. Die enge Kopplung der beiden Zelltypen durch direkte
Zell-zu-Zell-Kontakte und sekretorische Signalproteine ist essenziell, um eine konstante
Knochendichte und -qualitdt zu gewdahrleisten (Kim et al., 2020). Durch die standige
Remodellation der Knochenmatrix kdnnen die Uberlebenswichtigen Funktionen des
Knochens, wie die Bildung des Stiutz- und Bewegungsapparates, die Protektion innerer
Organe sowie die Speicherung von Mineralsalzen dauerhaft aufrecht erhalten werden
(Feng und McDonald, 2011). Ein Ungleichgewicht zwischen Knochenmodellation
und -resorption kann hingegen zu schwerwiegenden Erkrankungen, wie Osteoporose,
fuhren (Khosla et al., 2012). Auch wéahrend der orthodontischen Zahnbewegung ist eine
genau abgestimmte Aktivitat von Osteoklasten und Osteoblasten erforderlich, um
Schéaden des Parodonts zu vermeiden.

Physiologisch aktive Osteoklasten kennzeichnen sich durch die Ausbildung
charakteristischer Membrandomanen. Dazu zahlt die Ruffled border (deutsch
,,Faltensaum®), Sealing zone (deutsch ,,Versiegelungszone®) und Functional secretory
domain (deutsch ,,Ausscheidungsdomane®). Dieser Prozess wird als Polarisation
bezeichnet und bildet eine wichtige Voraussetzung fur die Knochenresorption (Stenbeck,
2002; Takito et al.,, 2018). Die Sealing zone ermdglicht eine dichte Adh&sion der
Osteoklastenzelle an der zu resorbierenden Knochenoberflache und grenzt die saure
Resorptionszone zum Extrazellularraum hin ab (Takito et al., 2018; Vaananen und Horton,
1995) (Abb. 3). Die Ruffled border entsteht durch Einfaltungen der knochenzugewandten
Osteoklastenmembran, durch die eine OberflachenvergréRerung erzielt wird, dessen

Ausdehung je nach Aktivitdtszustand der Osteoklastenzelle variieren kann. Wichtige
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Bestandteile der Ruffled border sind Membran-verankerte Protonenpumpen (V-ATPasen)
und Chloridkanale (CIC-7), Uber die Protonen (H*) und Chloridionen (CI) in die
Resorptionszone freigesetzt und durch die Bildung von Salzsdure (HCI) die
Demineralisation der anorganischen Knochenmatrix hervorrufen. Hierfir wird ein
Protonengradient durch die Carboanhydrase (CA) im Zytoplasma bereitgestellt, die
Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) zu Bikarbonat (HCO3’) und Protonen (H)
umwandelt. An der basolateralen Membran wird das Bicarbonat im Austausch gegen
Chloridionen (CI) aus der Zelle geschleust (Stenbeck, 2002) (Abb. 3).

Durch die Anreicherung von Protonen innerhalb der Resorptionszone werden
Calciumionen aus den Hydroxylapatitkristallen herausgel6st, wodurch die kollagenen und
nicht-kollagenen Knochenmatrixproteine freigelegt werden. Die Spaltung dieser Proteine
wird durch verschiedene Proteasen, wie Matrixmetalloproteinasen (MMPS), lysosomale
Cysteinprotease Cathepsin K (CTSK) und Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP),
auch bekannt als Acid Phosphatase 5 (ACP5), induziert, die aus Speichervesikeln an der
Ruffled border in die Resorptionszone freigesetzt werden (vesikulare Exozytose) (Rucci
und Teti, 2016). Die Gene CTSK und TRAP bzw. ACP5, die fur die proteolytischen
Enzyme codieren, sind als wichtige Osteoklastenmarker etabliert (Bernhardt et al., 2021).
Die im Rahmen der Resorption entstehenden Abbauprodukte werden an der Ruffled
border von der Osteoklastenzelle aufgenommen (Endozytose) und in Vesikeln durch die
Zelle geschleust (Transzytose). Die Freisetzung in den Extrazellularraum erfolgt tber die
Functional secretory domain (Itzstein et al., 2011; Stenbeck, 2002) (Abb. 3).

Im Zuge der Knochenresorption entstehen Resorptionslakunen (Howship-Lakunen), die
lichtmikroskopisch als unregelméRiige Vertiefungen in der Knochenoberflache dargestellt
werden kénnen (Jones und Boyde, 1993). Nach Abschluss der Resorption dringen
Knochensaumzellen in die Resorptionslakunen ein und befreien diese zunachst von
restlichem organischem Gewebe. Durch Absonderung einer dinnen Kollagenschicht
kann anschlieend die neue Knochenmatrix durch einwandernde Osteoblasten gebildet
werden (Everts et al., 2002).



20

N
FSD
|
© o
o
HCO,.
@ _
coz+ H,0 -HCO3_ _ .

Ruffeled Border
H* Cl;, HY Cl- H*Cl-

VIS

TRAP “
NG

Abb. 3: Schematischer Aufbau einer aktiven Osteoklastenzelle (modifiziert nach
Stenbeck, 2002). (1) Uber die Sealing zone (SZ) entsteht eine enge Verbindung zwischen
Osteoklastenzelle und Hartgewebe, die die Resorptionszone (RZ) zum Extrazellularraum
abdichtet; (2) Durch die Carboanhydrase (CA) werden intrazellulare Cl- und H20-lonen
zu Bikarbonat (HCOs’) und Protonen (H*) umgewandelt; (3) HCOs wird im Austausch mit
Cl- aus der Zelle ausgeschleust. (4) Es kommt zum Anstieg der intrazellularen Protonen-
und Chloridkonzentration, CI- und H*-lonen werden tber Chloridkanéle und Protonen-
pumpen (V-ATPasen) der Ruffled border in die Resorptionszone befoérdert. (5) Zusatzlich
kommt es zur Sekretion von Proteasen, wie TRAP und CTSK; (6) Die Bildung von
Salzsaure (HCI) bewirkt zusammen mit den aktiven Proteasen die Aufldsung der
anorganischen und organischen Knochenmatrix; (7) Die anfallenden Abbauprodukte
werden an der Ruffled border in die Osteoklastenzelle aufgenommen, eingeschlossen in
Vesikeln durch die Zelle transportiert und schlie3lich an der Functional secretory domain
(FSD) in den Extrazellularraum ausgeschleust (8) (Stenbeck, 2002).
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1.2.1 Osteoklastogenese

Trotz ihrer engen Interaktion unterscheiden sich Osteoblasten und Osteoklasten deutlich
in ihrem Ursprung. Wahrend Osteoblasten aus mesenchymalen Embryonalzellen des
neuralen Ektoderms hervorgehen, sind Osteoklasten Abkdmmlinge des mono-
nuklear-phagozytaren Systems (Yasuda et al., 1998).

Im Rahmen der Osteoklastogenese bewirken spezifische Mediatoren zunachst eine
Umwandlung von hamatopoetischen Stammzellen zu Makrophagen-Kolonie-bildenden
Einheiten (CFU-M), die gemeinsame Vorlauferzellen von Makrophagen und Osteoklasten
darstellen. Daraufhin differenzieren sich die CFU-M durch die Liganden-Rezeptor-
Interaktion zwischen RANKL und RANK (Receptor activator of NF-kB ligand bzw.
Receptor activator of NF-kB) weiter zu mononuklearen Osteoklasten, welche miteinander
zu einer multinuklearen Osteoklastenzelle fusionieren. Durch eine dichte Anlagerung an
die mineralisierte Knochenmatrix kommt es zur Polarisation der multinukledren

Osteoklastenzelle, die die Knochenresorption initiiert (Kim et al., 2020) (Abb. 4).

M-CSF  OPG

>Q RANKL =i
P _._RANK \ + %2
O ) @

(/( ) N\ —
\\ - /) —p —
HVZ C-FMU Mononukleérer Multinuklearer resorptionsaktiver
Osteoklast Osteoklast Osteoklast

Abb. 4: Phasen der Osteoklastogenese (modifiziert nach Kim et al., 2020). Osteoklasten
gehen aus einer hamatopoetischen Vorlauferzelle (HVZ) hervor, die durch Bindung von
M-CSF an den Rezeptor c-FMS zu Makrophagen-Kolonie-bildenden Einheiten (CFU-M)
umgewandelt werden, welche die gemeinsamen Vorlauferzellen von Makrophagen und
Osteoklasten darstellen. Durch die Bindung des RANK-Liganden (RANKL) an den RANK-
Rezeptor entstehen einkernige Osteoklastenzellen, die miteinander zu einer multi-
nuklearen Osteoklastenzelle fusionieren. Erst in direktem Kontakt zur Knochenoberflache
erfolgt die Aktivierung (Polarisation) der multinuklearen Osteoklasten, die die Knochen-
resorption initiieren (Kim et al., 2020).

Wichtige Schlisselmolekile wahrend der Osteoklastogenese stellen die Zytokine

Macrophage colony stimulating factor (M-CSF) und Receptor activator of NF-kB ligand
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(RANKL) dar (Kim et al., 2020). M-CSF wird primar von mesenchymalen Stromazellen,
Osteoblasten und Osteozyten exprimiert und bindet an seinen korrespondierenden
membrangebundenen Tyrosinkinaserezeptor c¢-FMS, welcher sich aus einer
extrazellularen, transmembrandren und zytoplasmatischen Tyrosinkinasedoméane
zusammensetzt (Hamilton, 2008). Die zytoplasmatische Domane beinhaltet verschiedene
Tyrosinreste, Uber die nachgeschaltete Signalwege aktiviert werden kénnen. Durch die
spezifische Ligand-Rezeptorbindung kommt es durch die Phosphorylierung des
Tyrosinrests Y559 und Y721 dber PI3K zur Aktivierung des Akt-Signalwegs. Die
Phosphorylierung von Y-697 und Y974 fuhrt zur Rekrutierung von Grb2, wodurch tber die
Signalkaskaden Ras/Raf/MEK der ERK-Signalweg aktiviert wird. Durch die Aktivierung
von ERK und Akt wird die Proliferation der Osteoklasten-Vorlauferzellen angeregt und die
Uberlebensrate der Zellen geférdert (Feng und Teitelbaum, 2013). Mutationen in dem fiir
M-CSF codierenden Gen Csfl fuhrten in Tierexperimenten zu einer unzureichenden
Osteoklasten-Differenzierung und damit einhergehenden Osteopetrose, was die
essenzielle Funktion des Zytokins im Rahmen des Knochenstoffwechsels verdeutlicht
(Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990). Darlber hinaus konnten wichtige Effekte von M-CSF
auf reife Osteoklastenzellen beschrieben werden, indem die Apoptose-Rate der Zellen

gesenkt und die Uberlebensrate gesteigert wird (Fuller et al., 1993) (Abb. 5a).

Der  Osteoklasten-Differenzierungsfaktor ~ RANKL  z&hlt zur  Familie  der
Tumornekrosefaktoren und spielt nicht nur im Rahmen des natirlichen
Knochenstoffwechsels, sondern auch wahrend der orthodontischen Zahnbewegung eine
Ubergeordnete Rolle. Hierbei konnte eine verstarkte Expression des Zytokins durch
Osteoblasten, Osteozyten, PDL-Fibroblasten sowie aktivierte T-Zellen auf der
Kompressionsseite des PDLs nachgewiesen werden (Nakai et al., 2003).

RANKL bindet an seinen korrespondierenden Transmembranrezeptor RANK, welcher
von Osteoklasten-Vorlauferzellen sowie von reifen Osteoklasten exprimiert wird. Die
Aktivierung des Rezeptors bewirkt eine Interaktion mit verschiedenen Adapterproteinen —
so genannten TRAFs (TNF-receptor associated factors) — (Uber funktionelle
TRAF-Bindungsstellen (Motif 1-3), wodurch wichtige Signalwege, wie NF-kB, p38, ERK,
JNK, Akt und NFATc1, in Osteoklasten-Vorlauferzellen initiiert werden. Primar vermittelt
durch Motif 1, welches mit TRAF6 einen Signalkomplex bildet, fuhrt die
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RANKL-RANK-Interaktion zu einer Aktivierung des Akt-, NF-kB-, JNK-, p38-, ERK- und
NFATc1-Signalweges. Weiterhin bewirkt die Bindung von TRAF3, TRAF2 bzw. TRAF5 an
Motif 2 und Motif 3 eine Aktivierung des NF-kB und p38-Signalwegs. Die Aktivierung der
verschiedenen Signalwege fordert die Reifung der Osteoklasten-Vorlauferzellen zu
TRAP-positiven mononukledren Osteoklasten, die anschlieend zu mehrkernigen
Riesenzellen fusionieren, die die reifen Osteoklasten darstellen (Boyle et al., 2003; Feng
und Teitelbaum, 2013; Kim et al., 2020; Kodama und Kaito, 2020). Weiterhin fordert die
Uber Motif 1 vermittelte Aktivierung des NF-kB, ERK und Akt-Signalweges die
Uberlebensrate von Osteoklasten (Abb. 5b).

Ein in diesem Kontext wichtiges Regulatormolekiil ist Osteoprotegerin (OPG), welches
einen loslichen RANKL-Rezeptor darstellt und die Funktion eines Decoy-Rezeptors
(,,Koder-Rezeptors®) erfullt. Durch die Bindung von RANKL an OPG stehen dem
funktionalen RANK-Rezeptor weniger Liganden zur Verfigung, wodurch die

Aktivierungsrate von Osteoklasten gesenkt wird. Im Rahmen dieser kompetitiven Inhibi-
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Abb. 5: Wichtige M-CSF (a) und RANKL-Signalwege (b) wahrend der Osteoklastogenese
(modifiziert nach Feng und Teitelbaum, 2013)
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tion kommt es zu einer negativen Regulation der Knochenresorption (Hofbauer und
Heufelder, 2001).

1.2.2 Osteoklasten-Matrix-Interaktion

Die extrazellulare Matrix (EZM) des Knochens wird durch Osteoblasten gebildet und setzt
sich aus einer anorganischen Komponente — hauptsachlich kristallinem Hydroxylapatit —
und einer organischen Komponente aus Kollagen und nicht-kollagenen Proteinen
zusammen (Boskey und Posner, 1984). Neben der Gewéhrleistung mechanischer,
physikalischer und chemischer Eigenschaften des Knochens zeigt die EZM eine wichtige
Interaktion mit Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten, wobei sie die Aktivitat dieser
Zellen und somit den Knochenstoffwechsel beeinflussen kann (Licini et al., 2019; Marie,
2009).

Die Zell-Matrix-Interaktion zwischen der Knochenmatrix und Osteoklasten wird primar
durch Integrin-Rezeptoren — insbesondere avps — gesteuert. Hierbei handelt es sich um
einen heterodimeren Transmembranrezeptor, bestehend aus einer a- und B-Untereinheit,
der Uber eine extrazellulare, transmembranare und zytoplasmatische Doméane verfugt
(Horton et al., 2003) (Abb. 6). Die spezifische Rezeptorbindung bewirkt die Aktivierung
eines kanonischen Signalwegs, der die Polarisation der Osteoklastenzelle bedingt. Die
Liganden des avBs-Rezeptors stellen die nicht-kollagenen SIBLING (Small
integrin-binding ligand N-linked glycoprotein)-Proteine der organischen Knochenmatrix
dar, die die gemeinsame Aminosauresequenz Arg-Gly-Asp (RGD-Sequenz) aufweisen.
Hierzu gehoren die nicht-kollagenen Matrixproteine Osteopontin, Dentin Sialoprotein und
Bone Sialoprotein. Das Schlisselmolekill des nachfolgenden Signalwegs ist die
Tyrosinkinase c-Src, die an die Bs-Untereinheit des Integrin-Rezeptors gekoppelt ist. Die
Bindung der RGD-Sequenz von SIBLING-Proteinen an die extrazellulare Doméane der s-
Untereinheit fihrt zu einer Aktivierung von c-Src, wodurch die Phosphorylierung von Syk
— einer weiteren Tyrosinkinase, die zum [(s/c-Src-Komplex rekrutiert wird — erfolgt.
Nachfolgend kommt es zur Rekrutierung des zytosolischen Adapterproteins Slp76,
welches einen aktiven Komplex mit dem Guaninnukleotidaustauschfaktor Vav3 bildet.
Vav3 vermittelt den Austausch von Guanindiphosphat (GDP) gegen Guanintriphosphat
(GTP), wodurch monomere Rho-GTPasen, wie Rac, aktiviert werden. Die ausgeltdste

Signalkaskade bewirkt eine Umstrukturierung des Zytoskeletts (Abb. 6). Dabei bildet das
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F-Aktin, welches ein essenzielles Strukturprotein des Zytoskeletts darstellt, ringférmige
Aktin-Strukturen, durch die eine feste Adhasion der Osteoklastenzelle an die
Hartgewebematrix und eine Abdichtung der Resorptionszone zum Extrazellularraum
gewabhrleistet wird (Sealing zone). Des Weiteren kommt es zu einer Aktivierung des
membranstandigen SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptors)-Komplexes, wodurch zytosolische Vesikel mit der
knochenzugewandten Membrandomé&ne fusionieren und somit die Entstehung der
Ruffled border hervorrufen (Feng und Teitelbaum, 2013; Zou und Teitelbaum, 2010).

Zytoskelett
Organisation

Knochen-
resorption

Abb. 6: Modell des Integrin avBs-vermittelten Signalwegs in Osteoklasten (modifiziert
nach Feng und Teitelbaum, 2013)

Die essenzielle Funktion des Integrin-Rezeptors avs, der die Wechselwirkung zwischen
der EZM und Osteoklasten vermittelt, konnte in Rahmen zahlreicher Studien beleuchtet
werden: Mc Hugh et al. zeigten, dass das Fehlen der B3-Untereinheit des Integrin-
Rezeptors zu einer fehlerhaften Ausbildung der Ruffled border flhrte und eine
Hypokalzdmie und Osteosklerose bei Versuchstieren ausloste, die auf eine mangelhafte
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Osteoklastenfunktion zuriickzuftihren waren (McHugh et al., 2000). Auch Teitelbaum et
al. konnten durch eine Blockade des Integrinrezeptors avs eine abgeschwachte
Osteoklastenfunktion zeigen und stellten dies als moglichen Wirkmechanismus im
Rahmen einer Osteoporose-Therapie dar (Teitelbaum, 2000).

Ein weiterer Integrin-Rezeptor, der durch Osteoklasten exprimiert wird und eine wichtige
Verknupfung zur extrazellularen Matrix darstellt, ist az1. Durch die spezifische Bindung
an Kollagen Typ | wird die Migration und Fusion von Osteoklasten-Vorlauferzellen zu
mehrkernigen Osteoklasten gefdrdert (Rucci und Teti, 2016). Auch der Osteoclast-
associated receptor (OSCAR) gewahrleistet eine Kopplung zwischen der EZM und
Osteoklasten. Dabei handelt es sich um einen Kollagen-Rezeptor, der in Osteoklasten
und speziell Osteoklasten-Vorlauferzellen wahrend spateren Phasen der Osteoklasto-
genese durch RANKL-Stimulation exprimiert wird. Durch Bindung an spezifische Motive
in fibrillaren Kollagenen der Knochenmatrix entfaltet OSCAR durch Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFATcl kostimulatorische Effekte auf die Osteoklastogenese
(Barrow et al., 2011).

1.3 Orthodontisch-induzierte externe apikale Wurzelresorptionen

Wahrend die Osteoklasten-vermittelte Resorption des Alveolarknochens eine wichtige
Voraussetzung der orthodontischen Zahnbewegung darstellt, gelten externe apikale
Wurzelresorptionen (EAWR) als schwerwiegende Komplikation einer kiefer-
orthopadischen Therapie, die mit einem irreversiblen Verlust der radikularen
Zahnhartgewebe Zement und Dentin einhergehen (Sameshima und lIglesias-Linares,
2021; Yassir et al., 2021). Aus histologischen Untersuchungen geht hervor, dass nahezu
80 bis 90 % aller kieferorthopadisch bewegten Zdhne EAWR aufweisen (Harry und Sims,
1982; Motokawa et al., 2012; Stenvik und Mjor, 1979). Dabei handelt es sich jedoch
hauptsachlich um minimale und Klinisch insignifikante Resorptionserscheinungen, welche
einem natlrlichen durch Zementoblasten gesteuerten Reparaturmechanismus
unterliegen (Feller et al., 2016). Schwerwiegende Substanzdefekte, die Uber ein Drittel
der ursprunglichen Wurzellange betreffen, konnen bei 1 bis 5 % aller orthodontisch
bewegten Zahne beobachtet werden (Weltman et al., 2010). Am haufigsten betroffen sind
maxillare Inzisiven und Z&hne mit graziler (z.B. pipettenformiger) Wurzelform

(Sameshima und Sinclair, 2001).
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Je nach Ausmald des Defektes kénnen EAWR in unterschiedliche Schweregrade

eingeteilt werden (Brezniak und Wasserstein, 2002):

1. Oberflachliche Zementresorption mit vollstandiger Reparatur durch
Zementoblasten. Dieser Prozess &hnelt der physiologischen Knochen-
remodellation und ist klinisch unbedeutend.

2. Tiefe Resorption mit zusatzlicher Dentinbeteiligung. In der Regel erfolgt eine
Reparatur des Defekts durch Zement. Die vollstdndige Wiederherstellung der
urspringlichen Wurzelform ist jedoch ausgeschlossen.

3. Zirkumferente apikale Wurzelresorption: Es kommt zur vollstandigen
Hartgeweberesorption mit rontgenologisch sichtbarerer Verkirzung der
Zahnwurzel. Eine Wiederherstellung der urspringlichen Wurzelform durch

Zementoblasten ist ausgeschlossen (Brezniak und Wasserstein, 2002).

Die Diagnostik von EAWR ist bislang auf die dentale Radiographie limitiert. Hierfiir haben
sich besonders Panoramarontgenaufnahmen in der Kieferorthopadie etabliert, die sich
durch eine schnelle und technisch leichte Durchfiihrbarkeit auszeichnen. Da es im
Rahmen dieser zweidimensionalen Bildgebung jedoch haufig zu geometrischen
Verzerrungen und Uberlagerungseffekten kommt und keine Informationen tber die
raumliche Tiefe gewonnen werden kdnnen, ist eine exakte Abbildung der Resorption nicht
garantiert. Zudem lassen sich ausschlie3lich manifeste Defekte und keine initialen
Lasionen der Wurzeloberflache darstellen. Auch kann kein Aufschluss dartber erfolgen,
ob es sich um einen ruhenden oder progredienten Prozess handelt. Eine weitere,
erhebliche Einschrénkung stellt die Strahlenbelastung der Réntgenaufnahmen dar, die
die Diagnostik in ihrer Anwendbarkeit limitiert (Mah und Prasad, 2004).

Auf Grund des allgemein asymptomatischen Verlaufs sind festgelegte radiologische
Kontrolluntersuchungen wahrend und nach Abschluss einer kieferorthopédischen
Therapie unerlasslich (Savoldi et al., 2015) (Abb. 7). Erst bei ausgepragten EAWR kénnen
sich klinische Symptome, wie Zahnschmerzen, Zahnverfarbungen sowie eine erhéhte
Zahnbeweglichkeit manifestieren (Heboyan et al., 2022). In solchen Fallen ist ein

langfristiger Zahnerhalt stark geféhrdet (Patel et al., 2010).
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Abb. 7: Kieferorthopadisch induzierte EAWR an einem Fallbeispiel. a Panorama-
réntgenaufnahme vor Beginn der kieferorthopadischen Therapie. Die Pramolaren und
Molaren des Unterkiefers zeigen eine physiologische Wurzellange (grine Kasten);
b Panoramaréntgenaufnahme des selben Patienten wéahrend festsitzender kieferortho-
padischer Therapie. Zu erkennen sind deutliche EAWR, besonders an den Zéahnen 33-37
und 43-47 (rote Kasten). (Eigene Grafik)

Die genaue Atiologie von EAWR ist bis heute nicht hinreichend geklart. Der
zugrundeliegende Mechanismus basiert auf einem komplexen multikausalen Geschehen
bestehend aus patientenspezifischen sowie iatrogenen Faktoren (Tab. 1) (Yassir et al.,
2021). Am haufigsten beschrieben werden durch den Behandler applizierte exzessive
Krafte, die auf den Zahn wirken und eine Uberkompression des parodontalen
Faserapparates hervorrufen (Gonzales et al., 2008). Neue Untersuchungen konnten
hingegen zeigen, dass EAWR auch im Rahmen von geringfiigigen orthodontischen
Kraften auftreten kdnnen und vielmehr durch patientenspezifische Faktoren beeinflusst
werden (Behnaz et al., 2020). Der heutige Forschungsschwerpunkt fokussiert sich
besonders auf die Erkennung maoglicher genetischer Faktoren, wie Polymorphismen, die
das individuelle Risiko beziiglich EAWR bestimmen (Pinheiro et al., 2024).



Tab. 1: Ubersicht Giber mogliche patienten- und therapiebezogene Risikofaktoren fir
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patientenbezogene Risikofaktoren

therapiebezogene Risikofaktoren

Ethnie
(v.a. lateinamerikanische Herkunft) **

Intensitat Kraft **

gen. Polymorphismen
(z.B. IL-1 B-, COX-2-Polymorphismus) *2

Kontinuitat der Krafteinwirkung
(v.a. kontinuierlich wirkende Kraft) *8

systemische Erkrankungen
(z.B. Asthma bronchiale) *3

Art der Zahnbewegung
(v.a. Intrusionsbewegungen) *°

traumatisch sowie bakteriell bedingte
parodontale Vorschaden **°

Strecke der Zahnbewegung (v.a. Licken-
schluss bei Extraktionstherapie) *1°

Morphologie der Zahnwurzel
(v.a. lange, pipettenférmige Wurzeln) *!

Gesamtdauer der kieferorthopadischen
Therapie *1!

Beschaffenheit des Alveolarknochens *®

*1(Sameshima und Sinclair, 2001), *?(Pinheiro et al., 2024), *3(McNab et al., 1999),
*4(Malmgren et al., 1982), *>(Wehrbein et al., 1990), *5(Iglesias-Linares et al., 2016),
*’(Gonzales et al., 2008), *8(Ozkalayci et al., 2018), *° (Han et al., 2005), *!°(Peker und
Merig, 2024), *1(Jiang et al., 2010)

1.3.1 Molekulare Mechanismen externer apikaler Wurzelresorptionen

Im Rahmen von histologischen Studien konnten initiale Resorptionslasionen der
Zahnwurzel in unmittelbarer Umgebung von hyalinen Zonen lokalisiert werden, die durch
mechanische Uberkompression des PDL entstanden sind (Abb. 8). Ursachlich sind
vermutlich Zellen, die in die hyalinen Zonen einwandern und fir die Elimination des
nekrotischen Materials zusténdig sind. Dabei kommt es zunéchst zur Migration von
Makrophagen, die neben dem Zelldetritus vermutlich auch Bereiche des Zementoids
resorbieren, welches eine aufRere organische Schutzmatrix der Zahnwurzel darstellt
(Abass und Hartsfield, 2007; Jager et al., 1993). Im weiteren Verlauf werden
einwandernde TRAP-positive Osteoklasten-dhnliche Zellen beschrieben, die an der
denudierten Zahnwurzel anhaften und die Resorption der mineralisierten Wurzelgewebe
einleiten. Eine protektive Rolle hierbei spielen Zementoblasten, welche die entstehenden
Oberflachendefekte durch Absonderung von Reparaturzement auffullen und somit einer
fortschreitenden Resorption in tiefere Wurzelschichten entgegenwirken. Sobald die
Reparaturkapazitat der Zementoblasten jedoch Uberschritten wird, kann der irreversible
Abbau der Wurzelhartgewebe nicht mehr aufgehalten werden (Inubushi et al., 2013; Jager
et al., 2008).
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Abb. 8: Histologische Darstellung von EAWR nach orthodontischer Krafteinwirkung
(modifiziert nach Brudvik und Rygh, 1994b; Maltha et al., 2015). a Zu erkennen ist die
glasartig erscheinende Hyaline Zone (HZ) angrenzend an den Alveolarknochen (AK) und
die Zementschicht (Z), die das Dentin (D) des Zahnes umgibt. Im Zuge des Remodelings
kénnen vereinzelt auftretende Resorptionslakunen (RL) in Assoziation mit Osteoklasten-
ahnlichen multinukle&ren Zellen entlang der Zahnwurzel identifiziert werden (roter Pfeil).
b VergroRerte Darstellung einer Resorptionslakune (RL) in der Wurzeloberflache. Nach
Entfernung des organischen Zementoids (z‘) und der mineralisierten Zementschicht (Z)
dringen die multinukledren Osteoklasten-ahnlichen Zellen (MZ) in tiefer gelegene
Dentinbereiche vor und hinterlassen charakteristische Resorptionslakunen, die
anschlieRend durch Reparaturzement aufgefillt werden kénnen (Brudvik und Rygh,
1994b; Maltha et al., 2015).
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Abb. 9: Vereinfachtes Modell der Osteoklasto- bzw. Odontoklastogenese wahrend
orthodontischer Kraftapplikation. Osteoklasten und Odontoklasten gehen vermutlich aus
gemeinsamen hamatopoetischen Vorlauferzellen hervor. Durch den Einfluss von
verschiedenen Stimulantien, wie RANKL und M-CSF, erfolgt die Maturation zu reifen
Osteoklasten- bzw. Odontoklastenzellen, die Knochen- bzw. Zahnhartgewebe
resorbieren. Bislang ist ungeklart, welche genauen Faktoren den spezifischen
Differenzierungsweg der Vorlauferzellen vorgeben. (Eigene Grafik)

Die Osteoklasten-ahnlichen Zellen, die die Hauptakteure bei EAWR darstellen, werden in
der Literatur auch als Odontoklasten bzw. Dentinoklasten und Zementoklasten bezeichnet
und zeigen charakteristische Osteoklasten-spezifische Merkmale: Es handelt sich
ebenfalls um mehrkernige, TRAP-positive Zellen, die im aktivierten Zustand
Osteoklasten-spezifische Membrandomanen, wie die Ruffled border und Sealing zone
ausbilden. Die Spaltung von organischer sowie anorganischer Zahnhartgewebematrix
wird gleichermaf3en durch die Freisetzung von Protonen und proteolytischen Enzymen,
wie TRAP und Cathepsin K (CTSK), innerhalb einer Resorptionslakune erzielt (Feller et
al., 2016; Oshiro et al., 2001). Auch der RANKL/RANK/OPG-Signalweg spielt eine
bedeutsame Rolle bei der Regulation der Aktivitat dieser Zellen (Aidos et al., 2018; Terpos
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et al., 2003). Auf Grund ihrer morphologischen sowie funktionellen Ahnlichkeiten mit
Osteoklasten geht man davon aus, dass diese vermutlich aus identischen
hamatopoetischen Vorlauferzellen hervorgehen und sich im Laufe ihrer Differenzierung
auf die Resorption eines konkreten Hartgewebes, wie Knochen, Zement oder Dentin,
spezialisieren (Abass und Hartsfield, 2007; Feller et al., 2016; Wang und McCauley,
2011). Die genauen Faktoren, die die Transformation der Vorlauferzellen zu den

differenzierten Klastenzellen vorgeben, sind bislang jedoch nicht bekannt (Abb. 9).

1.4 Zielsetzung

Mit der Kenntnis, dass die Knochenmatrix intensiv mit Osteoklasten interagiert und dabei
einen erheblichen Einfluss auf die Differenzierung und Aktivitat der Zellen darstellt
(Kleinhans et al., 2015; Purdue et al., 2014) lasst sich die Hypothese aufstellen, dass die
verschiedenen Hartgewebesubstrate Knochen, Zement und Dentin den Differenzierungs-
weg der spezifischen Osteoklasten-ahnlichen Zellen méglicherweise beeinflussen. Zur
Klarung dieser Fragestellung wurden in der vorliegenden Studie Vorlauferzellen einer
murinen Osteoklasten-ahnlichen Zelllinie auf den unterschiedlichen oralen Hartgeweben
Knochen, Dentin bzw. Zement stimuliert und dessen Differenzierung anhand individueller
Genexpressionsprofile verglichen. Hierbei konnte Ibrahim bereits einen Uberblick tiber die
genomweite Expression der verschiedenen Kulturen verschaffen (Ibrahim, 2020). Auf
Grundlage seiner erhobenen Sequenzierungsdaten wurden interessant regulierte
Molekile (HSPAlb, GDF15, CXCL2, IGF-1, ACP-5, CTSK, OSCAR) ausgewahlt, dessen
Expression auf Gen- und Proteinebene mittels RT-PCR und ELISA-Tests naher

untersucht werden sollten.

Die lIdentifizierung der vorliegenden Zielgene soll eine nutzliche Grundlage fur die
Aufklarung der molekularen Mechanismen von EAWR bieten und zukinftig zu einer
Etablierung neuer diagnostischer Verfahren zur frihzeitigen Erkennung von EAWR

beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Herstellung der Hartgewebepulver

Die Studie orientierte sich an den ethischen Richtlinien der revidierten Deklaration von
Helsinki des Weltarztebundes (1983) sowie den entsprechenden gesetzlichen
Grundlagen und wurde vorab durch die zustandige Ethikkommission geprift und
genehmigt (# 458/22). Nach mundlicher sowie schriftlicher Aufklarung und Einwilligung
der Patienten wurden humanes Knochen- und Zahnhartgewebe (Dentin und
Wurzelzement) gesammelt, die als Wachstumsmatrix fur die Mausmakrophagen-Kulturen
dienen sollten. Da aus ethischen Aspekten nicht gentigend Hartgewebematerial eines
einzigen Spenders zur Verfigung stand, wurden die Hartgewebesubstrate
unterschiedlicher Spender vermengt eingesetzt.

Als Knochenmaterial wurde humaner Beckenkammknochen (Spongiosa und Kortikalis)
ausgewabhlt, welcher in der Abteilung fir Mund-Kiefer- und Gesichtschirurgie im Rahmen
von Zysten-Augmentationen bzw. plastischen Kieferrekonstruktionen als autologes
Transplantationsgewebe eingesetzt wird. Hierbei kam ausschlief3lich Utberschussiger
Transplantatknochen zum Einsatz, welcher nach erfolgtem Eingriff in der Regel entsorgt
wird. Die Zahnhartgewebe Dentin und Wurzelzement wurden von Zaéhnen gewonnen, die
aus medizinischer Indikation extrahiert wurden. Auf Grund einer potenziellen bakteriellen
Kontamination der Wourzelhartgewebe wurden parodontal geschadigte Zahne
ausgeschlossen.

Die Proben wurden nach folgendem Protokoll behandelt:

1. grobe Entfernung des Weichgewebes von der Wurzel- und Kortikalisoberflache mit
Hilfe eines chirurgischen Skalpells

2. Lagerung des Knochens bzw. der Zahne fir mindestens 24 h in 0,5 %
Natriumhypochlorit (NaOCI) (Karl Roth, #0078.1, Karlsruhe, Deutschland) zur
Keimreduktion und Entfernung des restlichen Weichgewebes

3. Lagerung fur 1 min in 0,1 % Chlorhexidin (CHX) (Sigma Aldrich, #PHR1294, St.
Louis, USA) fir zusatzliche antiseptische Wirkung
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4. Waschung mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (Sigma Aldrich, # P3813,
St. Louis, USA)
5. Lufttrocknung fir 24 h

Die Beckenkammspongiosa wurde anschliel3end mit Hilfe eines chirurgischen Skalpells
und die Kortikalis mit Hilfe einer chirurgischen Hartmetallfrdse (Komet Dental, # H162ST,
Lemgo, Deutschland) in Pulverform zerkleinert. Zur Gewinnung von pulverisiertem
Zement wurde das apikale Drittel der Zahnwurzel mit einer identischen chirurgischen
Hartmetallfrase zirkumferent prapariert. Nach Entfernung der zervikalen Zementschicht
wurde mit einer chirurgischen Hartmetallfrase Dentinpulver erzeugt (Abb. 10). Um im
Rahmen des Frasvorgangs grol3e Hitzeeinwirkung und dadurch eine mdgliche Protein-
Denaturierung zu vermeiden, erfolgte die Hartgewebepraparation auf gekuihlten

Glasplatten.

Abb. 10: Hergestellte Hartgewebepulver. a Knochenpulver; b Dentinpulver;
¢ Zementpulver (Eigene Grafik)

2.2 Darstellung der Hartgewebepulver mittels Rasterelektronenmikroskopie

Nach Herstellung der Hartgewebepulver wurden diese elektronenmikroskopisch
untersucht, um die Partikelgré3e zu vergleichen. Hierflr wurden die Proben zun&chst auf
einem leitfAhigen Kohlepad angebracht und auf dem Probenteller positioniert
(Abb. 11 a, b). Im Rahmen eines Sputter-Coating-Verfahrens wurde anschliel3end eine
feine Gold-Palladium-Schicht auf die Proben abgeschieden, um eine elektrische

Leitfahigkeit des anorganischen Materials herzustellen. Nach kurzer Abkihlung wurde der
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Vorgang zwei Mal wiederholt. Die Probenkammer des Rasterelektronenmikroskops (REM
XL-30 Field Emission ESEM, FEI/Philips, Amsterdam, Niederlande) wurde bellftet, um
die Probentrager auf dem Probentisch zu montieren. AnschlieBend wurde in der
Probenkammer mit Hilfe einer Vakuumpumpe ein Vakuum von 10° mbar erzeugt
(Abb. 11 c¢). Das nachfolgende Erhitzen der Wolfram-Glihkathode flhrte zur Emission
von Elektronen, die in einem Elektronenstrahl gebindelt und durch Anlegen einer
Spannung mit hoher Geschwindigkeit auf die Proben auftrafen. Durch den Everhart-
Thornley-Detektor wurden die freigesetzten Sekundérelektronen registriert und in Form
von hochauflésenden dreidimensionalen Bildern dargestellt (Abb. 12).

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass die durchschnittliche
Partikelgrof3e des gewonnenen Zement- und Dentinpulvers 400 bis 800 um betrug. Die
durchschnittliche Gr6Re der Knochenpartikel reichte von 500 bis 1.100 pm. Die
Knochenpartikel kennzeichneten sich durch eine gré3ere Oberflachenrauhigkeit als die
Zement- und Dentinpartikel (Abb. 12).

Abb. 11. Rasterelektronenmikroskop. a verschiedene Hartgewebeproben auf
kohlebeschichteten Objekttragern; b Objekttrager auf Probentisch des REM montiert; ¢
Rasterelektronenmikroskop, bestehend aus Vakuumeinheit, Probenkammer und
Elektronenquelle (Eigene Grafik)
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2.3 Zellkultivierung und -stimulation
Die Zellkulturarbeiten erfolgten an einer sterilen Sicherheitswerkbank. Alle eingesetzten

Materialien und Gerate wurden zuvor desinfiziert, sterilisiert bzw. autoklaviert.

Abb. 12: Darstellung der Hartgewebepulver mittels Rasterelektronenmikroskopie
in 25-facher und 250-facher Vergro3erung. a Knochen; b Dentin; ¢ Zement
(modifiziert nach Both et al., 2025)
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Das vorliegende Experiment umfasste insgesamt funf Versuchsgruppen (Abb. 13). Fur
jede Versuchsgruppe wurde eine 6-Well-Zellkulturplatte (sechs biologische Replikate)
verwendet. In drei Versuchsgruppen wurden Vorlauferzellen der murinen
Makrophagen-Zelllinie auf den verschiedenen Hartgewebesubstraten Knochen, Dentin
bzw. Zement kultiviert und zur Differenzierung stimuliert. Hierftir wurden vorab 0,01 g des
zuvor hergestellten Zement-, Knochen- bzw. Dentinpulvers in jedes Well gegeben und die
Platten anschliel3end fur 1 h unter UV-Licht sterilisiert. Zwei weitere Versuchsgruppen
dienten als Stimulations- und Negativkontrolle. Hierbei wurden die Zellen lediglich auf

Kunststoff (Polystyrol) ohne Hartgewebesubstrat mit bzw. ohne Stimulation kultiviert.

Nach Vorbereitung der Zellkulturplatten erfolgte die Aussdung der Mausmakrophagen-
Zellen (American Type Culture Collection, #TIB-71, Manassas, USA) in einer
Konzentration von 3 x 10* Zellen/Well. Als Nahrmedium wurden 2 mL Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Thermo fisher scientific, #11965092, Waltham, USA) mit einem
Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum (FBS) (Sigma Aldrich, #F7524, St. Louis, USA),
1 % Penicillin/ Streptomycin, Plasmocin (Thermo fisher scientific, #15140122, Waltham,
USA) und Vitamin C (Karl Roth, #3525.1, Karlsruhe, Deutschland) pro Well verwendet.
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Abb. 13: Darstellung der Versuchsgruppen. Stimulation der Mausmakrophagen auf
Knochen- (K), Dentin- (D) bzw. Zementpulver (2); Stimulation der Mausmakrophagen
ohne Hartgewebesubstrat (SK); Kultivierung der Mausmakrophagen ohne Stimulation
und Hartgewebesubstrat (NK). Jeder Versuchsdurchgang umfasste sechs biologische
Replikate. (Eigene Grafik)

Die funf Proben wurden zunachst bei 37 °C, 5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 97 % inkubiert. Nach 2 d erfolgte die Stimulation der Hartgewebegruppen und
Stimulationskontrolle mit 30 ng/mL RANKL (Enzo, # ALX-522-131-C010, Farmingdale,
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NY, USA) und 20 ng/mL M-CSF (R&D Systems, # 416-ML, Minneapolis, MN, USA) pro
Well. Alle 72 h wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt und die Zellkulturen
lichtmikroskopisch untersucht (Abb. 14).

2.4 Zellernte

Die Zellernte erfolgte nach 12-tdgiger Stimulation. Zunachst wurden die Zelliiberstande
der einzelnen Wells abpipettiert und in 2 mL-Tubes bei -80 °C fur den spateren
Proteinnachweis aufbewahrt. Um restliche Medium-Uberstande zu entfernen, wurde
jedes Well mit 1 mL Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (Sigma Aldrich, # P3813, St.
Louis, USA) gespult. Anschliel3end erfolgte die Zelllyse durch die Zugabe von 350 pL
Buffer RLT (RNeasy lysis buffer, QIAGEN, Hilden, Germany) und B-ME (-
Mercaptoethanol) (Sigma Aldrich, #M6250, St. Louis, USA) pro Well. Um einen
vorzeitigen Abbau der RNA zu verhindern, wurde der Vorgang auf Eis durchgefihrt. Nach

zehnmaligem Schwenken der Platten wurde das Lysat abpipettiert und in 1,5 mL-Tubes

bei -80 °C gelagert.

Abb. 14: Makrophagenkulturen auf unterschiedlichen Substraten nach 12-tagiger
Stimulation. a Knochen; b Dentin; ¢ Zement; d Polystyrol (Stimulationskontrolle);
e Polystyrol (Negativkontrolle). Aufgenommen mit ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA). (Eigene Grafik)
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2.5 RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (QIAGEN, #74106,
Hilden, Deutschland).

Zuvor wurden 350 pL Zellsuspension der drei Hartgewebegruppen auf QIAShredder-
Saulen (QIAGEN, #79656, Hilden, Deutschland) pipettiert und bei 16.100 x g flr 2 min

zentrifugiert, um die Zellen von den Hartgeweben zu trennen.

Die RNA-Isolation erfolgte nach folgendem Protokoll (Quelle: RNeasy Mini Handbook
04/2023, QIAGEN, Hilden; Deutschland):

1. Zu 350 pL Zelllysat aller Versuchsgruppen 350 pL 70 %-iges Ethanol zugeben,
durch vorsichtiges Pipettieren homogenisieren und auf die RNeasy-Saulen
pipettieren. Die Saulen anschliel3end fiir 15 s bei 8.000 x g zentrifugieren. Den im
Auffangtube enthaltenen Durchfluss verwerfen.

2. 700 pL RW1-Buffer auf die Saulen pipettieren und fur 15 s bei 8.000 x g
zentrifugieren. Durchfluss verwerfen.

3. 500 pyL Buffer RPE auf die Saulen pipettieren und fur 15 s bei 8.000 x g
zentrifugieren. Durchfluss verwerfen.

4. Vorgang wiederholen und fir 2 min bei 8.000 x g zentrifugieren. Durchfluss
verwerfen.

5. Saulen in neues 1,5 mL-Auffangtube stecken

6. 30 pL RNAse-freies H20 auf die Saulen pipettieren und fir 1 min bei 8.000 x g
zentrifugieren fur RNA-Elution

7. Saulen verwerfen, Auffangtubes verschlie3en und bei -80 °C lagern

Die Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop™
2000 Spektralphotometers (Thermo fisher scientific, Waltham, USA) bei einer

Wellenlange von 260 nm durchgeflhrt.

2.6 Synthese von komplementéarer DNA (CDNA)
Im Folgenden wurde die einstrdngige mRNA in eine wesentlich stabilere, doppelstrangige
cDNA umgeschrieben, um anschlielende Genexpressionsanalysen durchzuflhren.
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Hierfir wurde das iSCRIPT Synthesis Kit (Bio Rad Laboratories, #4106228, Hercules,
USA) und der PTC-200 Peltier Thermal Cycler verwendet (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA). Die RNA wurde zunéchst in PCR-Zentrifugenréhrchen pipettiert. Das
jeweilige RNA-Volumen errechnete sich durch die Division von 1.000 ng durch die zuvor
gemessene RNA-Konzentration. Nachfolgend erfolgte die Verdinnung der RNA, indem
das Tube mit Nuklease-freiem H20 bis zu einem Gesamtvolumen von 13 pL aufgefullt
wurde. Anschlieend wurden 4 pL iScript, 2 pL Oligo-dT-Primer und 1 pL Reverse
Transkriptase hinzugegeben. Die insgesamt 30 Rohrchen wurden in den Aussparungen

des Heizblockes fixiert und die reverse Transkription nach folgendem Protokoll gestartet:

1. 42 °C, 1h 30 min: Reverse Transkription mit cDNA-Synthese
2. 85 °C, 5 min: Enzyminaktivierung

3. nach Reaktionsabschluss auf 4 °C halten

Die hergestellte cDNA wurde anschlieend mit Nuklease-freiem H20 auf ein

Gesamtvolumen von 60 pL aufgefillt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei 8 °C.

2.7 Quantitative Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR

Die Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ist eine Nukleinsaure-
Amplifikationstechnik, die eine quantitative Analyse von Ziel-DNA ermoglicht. Durch den
Einsatz eines Fluoreszenzmarkers kann die Amplifikation wéhrend des Laufs gemessen
und parallel am Computer dargestellt werden. Somit unterscheidet sich das Verfahren von
einer konventionellen PCR, bei der die quantitative Auswertung erst im Anschluss durch

Agarose-Gelelektrophorese erfolgen kann.

2.7.1 Fluoreszenzverfahren

Als Reaktionsansatz wurde iQ™ SYBR® Green supermix (Bio-Rad Laboratories,
#1708880, Hercules, USA) verwendet, welches sich aus dem Fluoreszenzfarbstoff
Fluoreszin, iTaq"” DNA-Polymerase, desoxyNukleosidTriPhosphate (dNTPs) sowie
Puffern zusammensetzt. Wahrend der Fluoreszenzfarbstoff im ungebundenen Zustand
nur schwach fluoresziert, kommt es im Zuge der Amplifikation zu einer Einlagerung des

Farbstoffes in kleine Furchen der doppelstrangigen DNA, wodurch das Fluoreszenzsignal
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proportional zur steigenden dsDNA-Konzentration zunimmt und ein Maximum von 520 nm
erreichen kann (Quelle: iQ SYBR Green Supermix, Instruction Manual). Das
Fluoreszenzsignal wird Uber den Verlauf der Zyklen gemessen und in Form einer
sigmoidalen Amplifikationskurve am Monitor abgebildet. Hierbei ergeben sich vier
charakteristische Phasen (Artika et al., 2022):

1. Basislinienphase: Diese bildet die beginnenden Amplifikationszyklen ab. Hierbei
liegt das gemessene Fluoreszenzsignal unterhalb der Detektionsgrenze.

2. Exponentielle Phase: Es kommt zu einer exponentiellen Amplifikation, wodurch
das Fluoreszenzsignal exponentiell ansteigt. Hierbei kdnnen die zuverlassigsten
Aussagen Uber die Menge der Ausgangs-DNA getroffen werden.

3. Lineare Phase: Da die Menge der Reagenzien (dNTPs, Primer) begrenzt ist,
verlangsamt sich die Amplifikation. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals ist nicht
mehr exponentiell.

4. Plateauphase: Die Amplifikation kommt zum Stillstand. Das Fluoreszenzsignal
erreicht ein Maximum und bleibt konstant (Artika et al., 2022).

Wichtige Parameter der Amplifikationskurve sind:
e Threshold: Stellt einen festgelegten Schwellenwert des Fluoreszenzsignals dar,
welcher Gber dem Hintergrundrauschen liegt und ab dem die Amplifikation der Ziel-
DNA messbar wird (Artika et al., 2022).
e Ct-Wert (Cycle Threshold): Gibt den Zyklus an, in dem die Fluoreszenz des
amplifizierten DNA-Produkts erstmals den vordefinierten Threshold-Wert
Uberschreitet. Ein niedriger Ct-Wert deutet auf eine hohe und ein hoher Ct-Wert

eine geringe Ausgangskonzentration der Ziel-DNA hin (Artika et al., 2022).

2.7.2 Relative Quantifizierung

Im vorliegenden Versuch erfolgte eine relative Quantifizierung mit Hilfe des
Housekeeping-Gens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Hierbei
wird die Expression des Zielgens durch Normalisierung auf das Referenzgen ermittelt.

Nach Amplifikation und Bestimmung des Ct-Wertes des Zielgens und Housekeeping-
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Gens wurde die relative Expression mit der AACt-Methode bestimmt (Livak und
Schmittgen, 2001):

1. Fir jede Probe wird der ACt-Wert berechnet, der die Differenz zwischen dem Ct-
Wert des Zielgens und dem Ct-Wert des Housekeeping-Gens darstellt:
ACt = Ctziergen — Ct Housekeeping—cGen
2. Die Differenz des ACt-Wertes zwischen Test- und Referenzprobe ergibt den AACt-
Wert:
AACt = ACtgontrotigruppe — ACt Referenzprobe
3. Die relative Genexpression des Zielgens wird als Fold Change (Faltungsanderung)
berechnet:

Relative Expression = 274ACt

2.7.3 Schmelzkurvenanalyse

Wahrend der PCR-Reaktion kommt es zuséatzlich zur Bildung von unspezifischen
Reaktionsprodukten und Primer-Dimeren, die das Fluoreszenzsignal verfalschen. Nach
Abschluss der Amplifikation wird daher eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt, die die
Differenzierung zwischen spezifischem Reaktionsprodukt und Nebenprodukten
ermoglicht. Dies ist besonders wichtig bei der Verwendung eines unspezifischen
Fluoreszenzfarbstoffes, wie SYBR Green, welcher an alle doppelstrdngigen DNA-
Molekile — einschlie3lich unspezifischer Amplifikate und Primer-Dimere — bindet.

Hierfir wird am Ende jedes PCR-Durchganges die Probenkammer kleinschrittig auf 95 °C
erwadrmt und das Fluoreszenzsignal gemessen. Die Temperaturerhohung bewirkt eine
Aufspaltung der doppelstrangigen DNA-Fragmente und Freisetzung des Fluoreszenz-
farbstoffes, was zu einem drastischen Abfall des Fluoreszenzsignals (Peak) fiihrt. Der
Punkt, an dem 50 % der DNA-Doppelstrdnge geschmolzen sind, wird als Tm (Melting
temparature) bezeichnet. Jedes DNA-Fragment besitzt einen spezifischen Tm, welcher
von Stranglange, Basenzusammensetzung (besonders GC-Gehalt) und Basensequenz
der doppelstrangigen Fragmente abhangt. Spezifische Amplifikate zeigen einen einzigen,
scharfen Peak bei einem spezifischen Tm. Unspezifische Amplifikate bzw. Primer-Dimere
sind meist kirzer und verfiigen somit Uber einen niedrigeren Tm, wodurch kleinere Peaks

bei niedrigeren Temperaturen resultieren (Ririe et al., 1997).
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2.7.4 Primer

Fur die quantitative Genexpressionsanalyse der ausgewahlten Zielgene wurden
kommerzielle Standardprimer (QuantiTect® Primer Assays) der Firma QIAGEN (Hilden,
Deutschland) verwendet (Tab. 2).

Tab. 2: Auflistung der fur die RT-PCR verwendeten QuantiTect® Primer-Assays

Primer | Offizielle GeneGlobe Bezeichnung Spezies | Annealing-
Bezeichnung | Id/ Kat.-Nr. Hersteller Temparatur
Acp5 acid QT00131012 | Mm_Acp5_1 SG Mus 55°C
phosphatase QuantiTect® Primer | musculus
5, tartrate Assay
resistant
Ctsk cathepsin K | QT00150703 | Mm_Ctsk 1 SG Mus 55°C
QuantiTect® Primer | musculus
Assay
Oscar | osteoclast QT01167257 | Mm_Oscar_1 SG Mus 55 °C
associated QuantiTect® Primer | musculus
receptor Assay
Cxcl2 chemokine QT00113253 | Mm_Cxcl2_1 SG Mus 55°C
(C-X-C QuantiTect® Primer | musculus
motif) ligand Assay
2
Igfl insulin-like QT02423379 | Mm_Igfl 2 SG Mus 55 °C
growth factor QuantiTect® Primer | musculus
1 Assay
Gdfl5 | growth QT00124481 | Mm_Gdfi5 1 SG | Mus 55 °C
differentiation QuantiTect® Primer | musculus
factor 15 Assay
Hspalb | heat shock QT00254436 | Mm_Hspalb 1 SG | Mus 55°C
protein 1B QuantiTect® Primer | musculus
Assay

2.7.5 Herstellung des Reaktionsansatzes

Fir die PCR-Reaktion wurde zunachst der Mastermix (iQ™ SYBR® Green Supermix, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA) wie folgt angesetzt (Tab. 3). Anschlie3end wurden 1 pL
cDNA und 40 pL Nuklease-freies H20 in jedes Well einer PCR-Platte pipettiert. Hinzu
kamen 24 uL / Well des Mastermixes. Zur Erhohung der Messgenauigkeit wurde jede

Probe in Triplikaten gemessen.
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Tab. 3: Reaktionsansatz Mastermix

Mastermix Mastermix gesamt
Volumen pro Probe (30 Proben x 3)
12,5 uL SYBR Green 1,125 mL SYBR Green
2,5 uL Primer 225 uL Primer
9 pL RNAse freies H20 810 pL RNAse-freies H20

2.7.6 RT-PCR-Reaktion

Nach Versiegelung der PCR-Platte erfolgte die RNA-Amplifikation durch den
Thermocycler iCycler MyiQ Single Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) mit der Software iQ5-Standardsoftware (Version 2.0, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA). Das Temperaturprogramm wurde entsprechend der

Herstellerangaben der verwendeten QuantiTect® Primer Assays programmiert (Tab. 4).

Tab. 4: RT-PCR-Protokoll fir QuantiTect® Primer Assays

PCR-Reaktionsschritt Temperatur | Inkubationszeit Ramp
Aktivierung HotStarTag DNA 95 °C 15 min 20 °Cls
Polymerase und Denaturierung
cDNA
PCR-Amplifizierung (35 - 40x)

Denaturierung 94 °C 15s 2 °Cls
Annealing (Primeranlagerung) 55°C 20s 2 °Cls
Elongation 72 °C 20s 2 °Cls
Schmelzkurvenanalyse 65—-95°C 60 s 0,5 °C/s

(Quelle: QuantiTect Primer Assay Handbook, QIAGEN, Hilden, Deutschland)

2.8 Quantitativer Proteinnachweis durch Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)
Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration von CXCL2, IGF-1, GDF15 und
HSPA1b im Zellkulturiberstand erfolgte mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISA). Dabei handelt es sich um ein biochemisches Nachweisverfahren, basierend auf
einer spezifischen Antikorper-Antigen-Bindung und damit verknipften enzymatischen
Farbreaktion. Bei dem Sandwich-ELISA wird das Zielantigen (Nachweisprotein) durch
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zwei unterschiedliche Antikérper erkannt, die an unterschiedliche Epitope binden. Hierbei
werden spezifische Mikrotiterplatten eingesetzt, die mit einem monoklonalen Antikérper
(Capture-Antikorper) beschichtet sind. Nach Zugabe der Probe kommt es zu einer
spezifischen Bindung des Coat-Antikdrpers an das in der Probe vorhandene
Nachweisantigen. Im Rahmen des darauffolgenden Waschschrittes werden nicht- bzw.
unspezifisch gebundene Antigene entfernt. Anschliel3end wird ein enzymgekoppelter
polyklonaler Antikdrper (Detektions-Antikdrper) hinzugegeben, welcher an das
gebundene Nachweisantigen bindet. In einem zweiten Waschschritt werden
ungebundene enzymgekoppelte Antikérper entfernt. Es folgt die Zugabe der Substrat-
Ldsung, wodurch eine katalytische Farbreaktion des gebundenen Enzyms ausgeldst wird.
Die Reaktion kennzeichnet sich durch Blaufarbung der Probe. Durch Zugabe der
Stop-L6sung wird die Farbreaktion angehalten, wodurch ein Farbumschlag von blau nach
gelb erkennbar ist. Die anschliel3ende photometrische Messung gibt Auskunft Gber die
Antigenkonzentration, die sich proportional zur Farbintensitat verhalt (Quelle: Mouse Heat
Shock 70 kDa Protein 1B, HSPA1B ELISA Kit-Handbook, BT LAB, Shanghai, China).

Folgende kommerziell erwerbliche ELISA-Kits wurden verwendet (Tab. 5):

Tab. 5: Auflistung der verwendeten ELISA-Kits

Protein Hersteller Katalog- | Nachweis-
nummer | verfahren
CXCL2/MIP-2 (Maus) | R&D Systems, MN, USA MM200 Sandwich-ELISA
IGF-1 (Maus) R&D Systems, MN, USA MG100 Sandwich-ELISA
GDF15 (Maus) R&D Systems, MN, USA DY6385 | Sandwich-ELISA
HSPA1B (Maus) BT LAB, Shanghai, China E2120Mo | Sandwich-ELISA
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2.8.1 Herstellung der Verdinnungsreihen
Fur die quantitative Auswertung wurden zunachst Verdinnungsreihen der Standards

nach Herstellerangaben hergestellt (Tab. 6-9).

Tab. 6: Verdunnungsreihe Mouse CXCL2/ MIP-2 Immunoassay (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

Tab. 7: Verdunnungsreihe Mouse/ Rat IGF-1 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis,

Standard Konzentration | Verdinnungsfaktor
Originalstandard 500 pg/mL 1

Standard Nr. 6 250 pg/mL 1:2

Standard Nr. 5 125 pg/mL 1:4

Standard Nr. 4 62,2 pg/mL 1:8

Standard Nr. 3 31,3 pg/mL 1:16

Standard Nr. 2 15,6 pg/mL 1:32

Standard Nr. 1 7,8 pg/mL 1:64

Nullstandard 0 pg/mL -

USA)
Standard Konzentration | Verdinnungsfaktor
Originalstandard 2000 pg/mL |1
Standard Nr. 6 1.000 pg/mL | 1:2
Standard Nr. 5 500 pg/mL 1:4
Standard Nr. 4 250 pg/mL 1.8
Standard Nr. 3 125 pg/mL 1:16
Standard Nr. 2 62,5 pg/mL 1:32
Standard Nr. 1 31,3 pg/mL 1.64
Nullstandard 0 pg/mL -
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Tab. 8: Verdunnungsreihe Mouse GDF-15 DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis,
USA)

Standard Konzentration | Verdiinnungsfaktor
Originalstandard 1.000 pg/mL |1

Standard Nr. 7 500 pg/mL 1:2

Standard Nr. 6 250 pg/mL 1:4

Standard Nr. 5 125 pg/mL 1:8

Standard Nr. 4 62,5 pg/mL 1:16

Standard Nr. 3 31,1 pg/mL 1:32

Standard Nr. 2 15,6 pg/mL 1:64

Standard Nr.1 7,81 pg/mL 1:128

Nullstandard 0 pg/mL -

Tab. 9: Verdiinnungsreihe HSPA1b ELISA Kit (BT LAB, Shanghai, China)

Standard Konzentration | Verdinnungsfaktor
Originalstandard 128 ng/mL 1

Standard Nr. 5 64 ng/mL 1:2

Standard Nr. 4 32 ng/mL 1:4

Standard Nr. 3 16 ng/mL 1:8

Standard Nr. 2 8 ng/mL 1:16

Standard Nr. 1 4 ng/mL 1:32

Nullstandard 0 pg/mL -

2.8.2 ELISA-Protokoll
Die Reagenzien und Proben wurden entsprechend der Herstellerangaben vorbereitet und
auf Raumtemperatur gebracht. Die Proteinnachweise erfolgten nach folgenden

Protokollen:
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CXCL2 und IGF-1 (Quelle: Quantikine ELISA Mouse CXCL2 bzw. IGF-1 Immunoassay-
Handbook, R&D Systems, Minneapolis, USA):

1.

© N o O

50 pL Calibrator Diluent RD5-38 (CXCL2) bzw. RD5Z (IGF-1) in jede Vertiefung
der 96-Well-Platte pipettieren.

50 pL Standard, Kontrolle bzw. Probe hinzugeben. Die Platte mit einer Klebefolie
versiegeln und bei Raumtemperatur fir 2 h inkubieren. Die IGF-1 Mikrotiterplatte
dabei auf einem Mikrotiterplatten-Schuttler bei 500 rpm durchmischen.

Platte ausschitten, in jede Vertiefung 400 pL Waschpuffer geben, Platte
ausschutten und auf Zellstoff ausklopfen, Waschschritt viermal wiederholen.

100 pL Mouse IGF-1- bzw. MIP-2-Konjugat in jedes Well pipettieren.
Mikrotiterplatte versiegeln, erneute Inkubation (siehe Schritt 2).

Schritt 3 und 4 wiederholen.

100 pL Substrate Solution in jedes Well pipettieren.

30 min Inkubation bei Raumtemperatur, dabei vor Lichtzufuhr schitzen.

100 pL Stop Solution in jede Vertiefung pipettieren. Platte vorsichtig durch leichtes
Klopfen durchmischen.

Die photometrische Messung bei 450 nm innerhalb der nachsten 30 min

durchfiihren.

GDF15 (Quelle: Duo Set ELISA Mouse GDF-15-Handbook, R&D Systems, Minneapolis,

USA):
1.

Den Capture-Antikérper in PBS ohne Tragerprotein auf die Arbeitskonzentration
verdinnen. 100 uL des verdunnten Capture-Antikorpers in jede Vertiefung der 96-
Well-Mikroplatte geben. Die Platte verschlieBen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubieren.

Uberstand entfernen, 400 yL Waschpuffer zugeben, Platte ausschiitten und auf

Zellstoff abklopfen. Waschvorgang zwei Mal wiederholen.

3. 300 pL Reagent Diluent in jede Vertiefung pipettieren

4. 100 pL Standard bzw. Probe hinzugeben. Die Platte mit einer Klebefolie versiegeln

und bei Raumtemperatur fir 2 h inkubieren.

Waschschritt aus Schritt 2 wiederholen
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100 uL der Working Dilution von Streptavidin-HRP B in jede Vertiefung geben.
Platte abdecken und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubieren. Dabei vor
Lichtzufuhr schutzen.

Waschschritt aus Schritt 2 wiederholen

200 pL der Substrate Solution in jede Vertiefung pipettieren. Inkubation der Platte
fur 20 min bei Raumtemperatur. Dabei vor Lichtzufuhr schitzen.

50 pL der Stop Solution in jede Vertiefung pipettieren, Platte durch leichtes Klopfen

vermischen.

10.Die photometrische Messung bei 540 nm oder 570 nm innerhalb der nachsten 30

min durchfihren.

HSPA1B (Quelle: Mouse Heat Shock 70 kDa Protein 1B, HSPA1B ELISA Kit-Handbook,
BT LAB, Shanghai, China):

1.

50 yL Standard bzw. 40 pL Probe in entsprechenden Vertiefungen pipettieren.

2. 10 pL Mouse HSPA1B Antibody in jede Vertiefung pipettieren.
3.
4

. Platte durch leichtes Klopfen vermischen, mit Folie versiegeln und fiir 60 min bei

50 uL Streptavidin-HRP in jede Vertiefung (aul3er Blanc control) pipettieren.

37 °C inkubieren.

5. Platte ausschitten.

6. 300 pL Waschpuffer hinzugeben, Platte ausschitten und auf Zellstoff ausklopfen,

Waschschritt viermal wiederholen.

7. 50 pL Substrate Solution A in jedes Well pipettieren

8. 50 pL Substrate Solution B in jedes Well pipettieren

9. Platte mit Folie versiegeln und fur 10 min bei 37 °C inkubieren, dabei vor

Lichtzufuhr schitzen.

10.50 pL Stop Solution in jedes Well pipettieren.

11.Die photometrische Messung bei 450 nm innerhalb der nachsten 10 min

durchfiihren.

2.8.3 Photometrische Auswertung

Die photometrischen Messungen der Mikrotiterplatten (Abb. 15) wurden mit dem

Mikroplattenleser PowerWave X (BioTek Instruments, Winooski, USA) bei einer
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Wellenlange von 450 nm durchgefuhrt. Anhand der gemessenen Extinktion der
hergestellten Verdinnungsreinen wurden Standardkurven erstellt, wodurch die
Konzentrationen der Nachweisantigene ermittelt werden konnten. Anschliel3end wurden

die Proteinkonzentrationen mit Hilfe der Ausgangs-DNA-Konzentrationen normiert.

2.9 Statistik

Die statistische Analyse aller erhobenen Daten erfolgte mittels ANOVA (Analysis of
Variance). Die Normalverteilung wurde vorab mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
Uberpruft. Weiterfiihrende Mehrfachvergleiche wurden mit dem Tukey-Post-hoc-Test
durchgefiihrt. Dabei wurde ein p-Wert von 0,05 als signifikant festgelegt. Fir die Analyse,
Visualisierung und Interpretation der erhobenen Daten diente die Statistiksoftware
GraphPad Prism (Version 10.4.0 fur Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
USA).
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Abb. 15: ELISA-Mikrotiterplatten nach Farbreaktion. Die Farbintensitat der einzelnen
Wells verhalt sich proportional zur Konzentration des Analyten CXCL2 (a), IGF-1 (b),
GDF15 (c) bzw. HSPAL1b (d). (Eigene Grafik)
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3. Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalyse durch RT-PCR

3.1.1 HSPA1b-Genexpression

Eine signifikante Expressionssteigerung von HSPAlb zeigte sich in den Kulturen auf
Zement (Z) im Vergleich zu den Kulturen auf Dentin (D) und Knochen (K) sowie zur
Stimulations (SK)- und Negativkontrolle (NK) (Abb. 16).
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Abb. 16: HSPAlb-Genexpression (modifiziert nach Both et al.,, 2025). Effekte der
Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate (NK:
Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die
MRNA-Expression von HSPAlb. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemaf Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert +
SEM angegeben und reprasentieren drei unabhéngige Experimente (n=3) mit jeweils
sechs biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**r*n<(0,0001.
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3.1.2 GDF15-Genexpression

Im Rahmen der Stimulation auf Polystyrol (SK) und insbesondere Dentin (D) liel3 sich eine
im Vergleich zur Negativkontrolle (NK) positive Regulation von GDF15 feststellen. Die
Makrophagenkulturen auf Zement (Z) kennzeichneten sich durch eine im Vergleich zur
Stimulationskontrolle (SK) negative GDF15-Expression (Abb. 17).
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Abb. 17: GDF-15-Genexpression (modifiziert nach Both et al., 2025). Effekte der
Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate (NK:
Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die
MRNA-Expression von GDF15. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemaf Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert £
SEM angegeben und reprasentieren drei unabhangige Experimente (n=3) mit jeweils
sechs biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**rxn<0,0001.
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3.1.3 CXCL2-Genexpression

Die Genexpression von CXCL2 wurde im Rahmen der Kultivierung auf Knochen (K),
Dentin (D) und Zement (Z) im Vergleich zur Stimulations- (SK) und Negativkontrolle (NK)
signifikant gesteigert. Hierbei Uberwiegte die CXCL2-Expression in den Kulturen auf
Knochen (K). Die Expressionsniveaus zwischen Stimulations- (SK) und Negativkontrolle
(NK) waren unverandert (Abb. 18).
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Abb. 18: CXCL2-Genexpression (modifiziert nach Both et al.,, 2025). Effekte der
Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate (NK:
Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die
MRNA-Expression von CXCL2. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und reprasentieren drei unabhangige Experimente (n=3) mit jeweils
sechs biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**r*n<(0,0001.
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3.1.4 IGF-1-Genexpression

Die Stimulation der Mausmakrophagen ergab eine im Vergleich zur Negativkontrolle (NK)
signifikant herunterregulierte IGF-1-Expression in allen Versuchsgruppen. Die IGF-1-
Expression der Makrophagenkulturen auf Dentin (D) war im Vergleich zur Stimulation auf
Polystyrol (SK), Zement (Z) und Knochen (K) signifikant gesteigert (Abb. 19).
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Abb. 19: IGF-1-Genexpression (modifiziert nach Both et al., 2025). Effekte der
Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate (NK:
Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die
MRNA-Expression von IGF-1. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und reprasentieren drei unabhangige Experimente (n=3) mit jeweils
sechs biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**rxn<0,0001.
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3.1.5 ACP5-Genexpression

Im Rahmen der Stimulation der Mausmakrophagen auf Zement (Z) zeigte sich eine im
Vergleich zu den Kulturen auf Polystyrol (NK und SK), Dentin (D) und Knochen (K)
signifikant gesteigerte ACP5-Expression (Abb. 20).
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Abb. 20: ACP5-Genexpression. Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter
Einfluss verschiedener Substrate (NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D:
Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die mRNA-Expression von ACPS5. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gemal
Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben und
reprasentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils sechs biologischen
Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001. (Eigene Grafik)
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3.1.6 CTSK-Genexpression

Die Kultivierung auf Zement (Z) und Knochen (K) ergab eine signifikante Steigerung der
CTSK-Expression im Vergleich zur Kultivierung auf Polystyrol (NK und SK) und Dentin (D)
(Abb. 21).
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Abb. 21: CTSK-Genexpression. Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter
Einfluss verschiedener Substrate (NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D:
Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die mRNA-Expression von CTSK. Statistisch
signifikante  Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gemall Tukey-
Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben und
reprasentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils sechs biologischen
Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. (Eigene Grafik)
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3.1.7 OSCAR-Genexpression

Die Mausmakrophagen, die auf Zement (Z) stimuliert wurden, zeigten eine gesteigerte
Expression von OSCAR im Vergleich zur Kultivierung auf Polystyrol (NK und SK), Dentin
(D) und Knochen (K) (Abb. 22).
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Abb. 22: OSCAR-Genexpression. Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter
Einfluss verschiedener Substrate (NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D:
Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf die mRNA-Expression von OSCAR. Statistisch
signifikante  Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gemalRl  Tukey-
Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben und
reprasentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils sechs biologischen
Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001. (Eigene Grafik)
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3.2 Proteinnachweis durch ELISA-Tests

3.2.1 HSPA1b-Proteinkonzentration

Die Konzentration von HSPA1b im Kulturiberstand war durch die Kultivierung auf
Zement (Z) gegeniber der Negativ- (NK) und Stimulationskontrolle (SK) und den Kulturen
auf Dentin (D) sowie Knochen (K) signifikant erhdht (Abb. 23).
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Abb. 23. HSPAlb-Konzentration im Zelliberstand (modifiziert nach Both et al., 2025).
Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate
(NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf
die Proteinsekretion von HSPALlb. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und reprasentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils
drei biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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3.2.2 GDF15-Proteinkonzentration

Im Vergleich zur Negativ- (NK) und Stimulationskontrolle (SK) zeigte sich eine signifikant
erhohte Proteinkonzentration von GDF15 in den Kulturen auf Dentin (D).
Mausmakrophagen, die auf Knochen (K) bzw. Zement (Z) stimuliert wurden,
kennzeichneten sich durch eine im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen (SK und NK)
signifikant verringerte GDF15-Sekretion (Abb. 24).
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Abb. 24: GDF15-Konzentration im Zelliberstand (modifiziert nach Both et al., 2025).
Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate
(NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf
die Proteinsekretion von GDF15. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und représentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils
drei biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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3.2.3 CXCL2-Proteinkonzentration

Im Rahmen der Stimulation auf Polystyrol (SK) liel3 sich eine im Vergleich zur
Negativkontrolle (NK) erhohte CXCL2-Proteinsekretion feststellen. Die CXCL2-Konzen-
tration im Kulturtiberstand auf Dentin (D) war gegenuber der Negativkontrolle (NK) und
allen weiteren stimulierten Versuchsgruppen (SK, Z, K) erhéht. Auch die Kultivierung auf
Knochen (K) fuhrte im Vergleich zur Negativkontrolle (NK) zu einer signifikant
gesteigerten und im Vergleich zur Stimulationskontrolle (SK) signifikant verringerten
CXCL2-Konzentration. Im Kulturiberstand der Zement-Kulturen (Z) zeigte sich eine
geringe CXCL2-Konzentration (Abb. 25).
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Abb. 25: CXCL2-Konzentration im Zelliberstand (modifiziert nach Both et al., 2025).
Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate
(NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf
die Proteinsekretion von CXCL2. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und représentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils
drei biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.



61

3.2.4 IGF-1-Proteinkonzentration

Die Stimulation auf Polystyrol (SK) fuhrte im Vergleich zur Negativkontrolle (NK) zu einer
verminderten Proteinkonzentration von IGF-1 im Kulturiberstand. Die Protein-
konzentration der Dentin- (D), Zement- (Z) und Knochengruppe (K) war im Vergleich zur
Negativkontrolle (NK) und Stimulationskontrolle (SK) reduziert. Die Stimulation auf Dentin

zeigte im Vergleich zu Zement und Knochen eine erhéhte IGF-1-Sekretion (Abb. 26).
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Abb. 26: IGF-1-Konzentration im Zelliberstand (modifiziert nach Both et al., 2025).
Effekte der Stimulation von Mausmakrophagen unter Einfluss verschiedener Substrate
(NK: Negativkontrolle, SK: Stimulationskontrolle, D: Dentin, Z: Zement, K: Knochen) auf
die Proteinsekretion von IGF-1. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gemald Tukey-Mehrfachvergleichstest. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben und représentieren zwei unabhangige Experimente (n=2) mit jeweils
drei biologischen Replikaten pro Bedingung. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,0001.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss verschiedener oraler Hartgewebesubstrate auf
die Differenzierung von Mausmakrophagen hinsichtlich ihrer Expression ausgewabhlter
Zielgene zu untersuchen. Hierfir wurden Vorlauferzellen einer murinen Zelllinie auf zuvor
hergestelltem Knochen-, Dentin- und Zementpulver fur 12 d kultiviert und mittels RANKL
und M-CSF zur Differenzierung stimuliert. Als Stimulations- bzw. Negativkontrolle dienten
Zellen, die lediglich auf Kunststoff (Polystyrol) stimuliert bzw. nicht stimuliert wurden. Nach
der Zellernte wurde die RNA der differenzierten Osteoklasten-&hnlichen Zellen extrahiert
und fur die weiterfolgenden Analysen in cDNA umgeschrieben. Auf Grundlage der von
Ibrahim erhobenen genomweiten Sequenzierung (Ibrahim, 2020) wurden auffallig
regulierte Zielgene (HSPAlb, GDF15, CXCL2, IGF-1, ACP5, CTSK und OSCAR)
ausgewahlt, dessen Expression auf Gen- und Proteinebene mittels RT-PCR und ELISA-
Tests weiter untersucht werden sollten. Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen, dass
verschiedene orale Hartgewebe einen signifikanten Einfluss auf die Differenzierung
essenzieller Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren  wahrend der
Differenzierung von Osteoklasten-ahnlichen Zellen haben. Besonders hervorzuheben ist
die erhdhte Expression von HSPA1b in den Kulturen auf Zement, die auf anti-resorptive
Effekte des Zements hindeuten und als moéglicher Abwehrmechanismus gegen EAWR

interpretiert werden konnte.

Anhand der erhobenen Sequenzierungsdaten wurden fir die vorliegenden
Untersuchungen folgende Zielgene herausgefiltert, die im Rahmen der Kultivierung auf
den verschiedenen Substraten besonders auffallig exprimiert wurden: Die genomweite
Sequenzierung ergab, dass CXCL2 durch das gewahlte Stimulationsprotokoll positiv
reguliert wurde. Die Kultivierung der Mausmakrophagen auf allen drei Hartgeweben fihrte
insbesondere zu einer positiven Regulation der Wachstumsfaktoren IGF-1 und GDF15,
wahrend ACP5 und CTSK in allen drei Hartgewebegruppen negativ reguliert wurden.
Osteoklasten-ahnliche Zellen, die speziell auf Zement kultiviert wurden, zeigten eine
negative Regulation von OSCAR, wohingegen die Expression von HSPA1b durch die

Kultivierung auf Zement auffallig gesteigert wurde (lbrahim, 2020).
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Das Hitzeschockprotein HSPA1b, auch bezeichnet als HSP70-2, gehort zur Familie der
HSP70-Proteine, die eine hoch konservierte Gengruppe aus 17 Subgruppen darstellt. Als
konstitutiv exprimierte molekulare Chaperone unterstitzen sie die Faltung und
Stabilisierung neu synthetisierter Proteine und erleichtern den Proteintransport durch die
Zellmembran. Unter pathologischen Bedingungen, wie der Einwirkung thermischer Hitze,
mechanischer Belastung und Hypoxie kommt es zusatzlich zu einer Stress-induzierten
Freisetzung der Hitzeschockproteine, besonders von HSPA1b, was die Zellhomdostase
fordern und somit das Uberleben der Zelle sicherstellen soll (Daugaard et al., 2007). In
diesem Zusammenhang konnten wichtige antiinflammatorische Effekte des
Hitzeschockproteins HSP70 beschrieben werden, die unter anderem auf eine negative
Regulation des MAPK- und NF-kB-Signalwegs zuriickfiihren ist (Luo et al., 2008). Im
Rahmen der kieferorthopadischen Zahnbewegung zeigte sich eine verstarkte Expression
von HSP70 als Reaktion auf mechanisch induzierten Stress in hPDL-Fibroblasten, wobei
die antiinflammatorische Wirkung von HSP70 einer ibermafiigen Gewebeschadigung des
Parodonts entgegenwirken soll (Marciniak et al., 2019; Thulasidharan et al., 2021).
Mitsuhashi et al. stellten hierbei inhibitorische Effekte des HSP70 auf die Expression von
TNF-a und RANKL im parodontalen Ligament dar und schlossen somit auf eine
dampfende Wirkung von HSP70 auf die Osteoklastenaktivierung (Mitsuhashi et al., 2011).
Diesen Ansatz konnten Marciniak et al. und Wolf et al. bestatigten, indem sie unter
Einwirkung des HSP70-Hemmstoffs VER15008 einen signifikanten Anstieg von aktiven
Osteoklasten zeigten (Marciniak et al., 2019; Wolf et al., 2019).

Im Rahmen der Kultivierung von Mausmakrophagen auf Zement konnte Ibrahim eine im
Vergleich zur Stimulationskontrolle 226,6-fache Hochregulation von HSPAlb in
ausdifferenzierten Osteoklasten-ahnlichen Zellen zeigen (Ibrahim, 2020). Diese aufféllige
Expression von HSPA1b in den Kulturen auf Zement konnte in der vorliegenden Studie
sowohl auf Genebene als auch auf Proteinebene bestatigt werden. Unter Annahme der
in der Literatur beschriebenen inhibitorischen Wirkung von HSP70-Proteinen auf die
Osteoklasten-Differenzierung konnte die durch Zement hervorgerufene signifikante
Expressionssteigerung von HSPAlb auf eine autologe Hemmung der Osteoklasten-
ahnlichen Zellen hindeuten, sobald diese in Kontakt mit der Zementoberflache treten.
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GDF15 (Growth differentiation factor 15), auch bekannt als MIC-I (Macrophage inhibitory
cytokine- 1) codiert fir das gleichnamige Protein GDF15, welches der Transforming
growth factor-p (TGF-B)-Superfamilie zugeordnet wird. Eine gesteigerte Expression von
GDF15 wird vorrangig mit Entziindungsprozessen in Verbindung gebracht (Bootcov et al.,
1997). Im Rahmen der orthodontischen Zahnbewegung konnten proinflammatorische
Effekte von GDF15 bei der Reaktion von hPDL-Fibroblasten unter mechanischer
Belastung beschrieben werden, indem die Expression und Sekretion von Zytokinen, wie
IL-6, IL-8 und COX-2, und die Aktivierung von Entziindungszellen stimuliert wird (Li et al.,
2020). Gleichzeitig fordert GDF15 die Differenzierung und Aktivitat von Osteoklasten, die
mit einer verstarkten Knochenresorption einhergehen (Westhrin et al.,, 2015). In dem
Zusammenhang stellten Symmank et al. GDF15 als essenziellen Mediator des
kieferorthopadisch induzierten Knochenumbaus dar (Symmank et al., 2019). Auch Li et
al. und Hinoi et al. konnten eine unter mechanischem Stress erhéhte GDF15-Expression
in hPDL-Fibroblasten und Osteozyten darstellen, die eine verstarkte RANKL-Expression
und Uber den NFkB- und ERK-Signalweg eine gesteigerte Osteklasten-Differenzierung im
parodontalen Ligament induziert (Hinoi et al., 2012; Li et al., 2020). Daruber hinaus
vermuteten Symmank et al., dass die Expression von GDF15 auch eine zentrale Rolle bei
der Entstehung von dentalen Wurzelresorptionen spielen konnte (Symmank et al., 2019).
Wahrend Ibrahim eine signifikante Expressionssteigerung von GDF15 in allen
Hartgewebe-Kulturen beschrieb (Ibrahim, 2020), konnten seine Ergebnisse in der
vorliegenden Untersuchung weiter spezifiziert und besonders im Rahmen der Kultivierung
auf Dentin eine deutliche Expressionssteigerung von GDF15 sowohl auf Gen- als auch
auf Proteinebene ermittelt werden. Demzufolge kénnte GDF15 einen interessanten
molekularen Marker von manifesten EAWR darstellen, welcher Aufschluss auf eine
Resorption von Dentin geben und diese von einer rein oberflachlichen Zementresorption

abgrenzen kann.

C-X-C motif chemokine 2 (CXCL2), auch bekannt als Macrophage inflammatory protein 2
(MIP2), codiert fur ein Protein aus der Gruppe der CXC-Chemokine. Der
Entzindungsmediator wird durch unterschiedliche Zelltypen, darunter Makrophagen,
Monozyten und Osteoklasten freigesetzt und gilt als molekularer Marker verschiedener
Entzindungsprozesse (Rath-Deschner et al., 2022; Wang et al., 2021). Studien zeigen,
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dass die Expression von CXCL2 durch RANKL Uber den JNK-und NFkB-Signalweg
induziert wird und dabei wichtige Schlisselfunktionen wahrend der Adhasion, Proliferation
und Differenzierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten Gbernimmt
(Ha et al., 2010; Wang et al., 2021). Demzufolge stellte Ibrahim eine signifikante
Expressionssteigerung des Entzindungsmediators CXCL2 im Rahmen der RANKL-
vermittelten Stimulation dar (Ibrahim, 2020). Im Kulturiberstand der Stimulations-
kontrollgruppe konnte im vorliegenden Experiment ebenfalls eine signifikant erh6hte
CXCL2-Proteinkonzentration nachgewiesen werden.

Wahrend der orthodontischen Zahnbewegung zeigten Alhashimi et al. bereits wenige
Tage nach Kraftapplikation einen deutlichen Expressionsanstieg von CXCL2 auf der
parodontalen Kompressionsseite. Die Freisetzung von Chemokinen, wie CXCL2, wird
demnach zur akuten Entziindungsreaktion des parodontalen Ligaments gezahlt, die die
Rekrutierung von Zellen der Monozyten-/Makrophagenlinie und dessen Differenzierung
zu mehrkernigen Osteoklastenzellen hervorrufen und dabei wichtige Umbauprozesse im
Bereich des Alveolarknochens induzieren (Alhashimi et al., 1999). In diesem
Zusammenhang konnte in den vorliegenden Kulturen auf Knochen sowohl auf Gen- als
auch auf Proteinebene eine statistisch relevante Expressionssteigerung von CXCL2 in
Osteoklasten-ahnlichen Zellen ermittelt werden. Zusatzlich zeigte sich ein erheblicher
Expressionsanstieg von CXCL2 in den Kulturen auf Dentin, was auf eine wichtige
Beteiligung des Entziindungsmediators bei dentalen Wurzelresorptionen schlie3en lasst
und CXCL2 als interessanten molekularen Marker bei der Resorption von Dentin
hervorhebt. Auch in den Kulturen auf Zement lie3 sich auf Genebene ein signifikanter
Anstieg der CXCL2-Expression nachweisen. Im Kulturiberstand der Zement-Kulturen
zeigte sich hingegen nur eine geringe CXCL2-Proteinkonzentration, die vermutlich
unterhalb der optimalen Assay Range lag und somit nicht zuverlassig quantifiziert werden
konnte. Der spezifische Einfluss von Zement auf die Expression des Entzindungs-

mediators CXCL2 sollte daher in weiteren Untersuchungen tberprift werden.

Der Wachstumsfaktor IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) gilt als essenzieller Mediator des
physiologischen Knochenstoffwechsels sowie skelettalen Entwicklungsprozessen. Neben
der induktiven Wirkung auf die Reifung und Aktivitat von Osteoblasten (Zhang et al., 2012)

konnten stimulatorische Effekte auf die Differenzierung von Osteoklasten beschrieben
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werden. Dabei konnten Wang et al. durch gezielten IGF-1-Knockout eine reduzierte
Anzahl und GroRR3e von Osteoklasten mit verringerter Resorptionsleistung nachweisen
(Wang et al., 2006). Die Freisetzung von IGF-1 wird zum einen durch Osteoblasten und
Stromazellen vermittelt, welches an korrespondierende IGF-1-Rezeptoren auf der
Oberflache von Osteoklasten-Vorlauferzellen bindet und die Proliferation und
Multinukleation der Zellen stimuliert (Fiorelli et al., 1996). Dariber hinaus wurde die
Expression von IGF-1 auch durch Osteoklasten-Vorlauferzellen selbst nachgewiesen,
was auf einen zusatzlichen autokrinen Wirkmechanismus der Zellen hindeutet (Hou et al.,
1997; Lazowski et al., 1994; Wang et al., 2006). Neben dem natirlichen
Knochenstoffwechsel konnten oralbiologische Forschungsarbeiten eine Beteiligung von
IGF-1 bei der Entstehung von dentalen Wurzelresorptionen verdeutlichen. Hierbei
konnten GOtz et al. im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen eine
verstarkte IGF-Konzentration in Resorptionslakunen der Zahnwurzel sowie in
resorptionsaktiven Osteoklasten-ahnlichen Zellen nachweisen (G6tz et al., 2006). In dem
Zusammenhang zeigte Ibrahim einen signifikanten Anstieg der IGF-1-Expression in den
Osteoklastenkulturen auf Dentin und Wurzelzement, was auf eine Beteiligung von IGF-1
bei der Resorption der Hartgewebe schlieRen lasst (Ibrahim, 2020). Auch in der
vorliegenden Versuchsreihe liel3 sich im Rahmen der Stimulation auf Dentin eine im
Vergleich zur Stimulationskontrolle deutliche Expressionssteigerung von IGF-1
nachweisen. Im Verhéltnis zur negativen Kontrollgruppe zeigte sich jedoch sowohl auf
MRNA- als auch auf Proteinebene eine negative IGF-1-Regulation in allen stimulierten
Versuchsgruppen. In  Ubereinstimmung hierzu konnten in  vorausgehenden
Forschungsarbeiten inhibitorische Effekte von RANKL auf die Regulation von IGF-1 in
RAW-Osteoklasten dargestellt werden (Ma et al., 2023). Hierbei beschrieben Xu et al.
einen spezifischen OPG/RANKL/RANK/IGF-1-Signalweg, der mit einer wechselseitigen
negativen Beeinflussung zwischen der Expression von RANKL und IGF-1 einhergeht (Xu
et al., 2020).

ACP5 (Acid photphatase 5), auch bekannt als TRAP (Tartrate-resistant acid
phosphatase), und CTSK (Cathepsin K) codieren fur zwei gleichnamige funktionelle
Enzyme, die synergistisch am Abbau der Knochenmatrix — speziell der Spaltung von

organischen Knochenmatrixproteinen, wie Osteopontin und Bone-Sialoprotein — beteiligt
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und zudem als wichtige Biomarker resorptionsaktiver Osteoklasten etabliert sind (Domon
etal., 1999; Janckila und Yam, 2009; Purdue et al., 2014). In-vivo Studien konnten zeigen,
dass die gezielte Inhibition der TRAP- und CTSK-Proteinaktivitat zu einem
osteopetrotischen Phanotyp von Versuchsmausen fuhrt, was auf eine gestorte
Resorptionsleistung von Osteoklasten zurlickzuftihren ist (Hayman et al., 1996; Ohba et
al., 2000). Neben dem Knochenstoffwechsel konnte auch im Rahmen von physiologisch
sowie pathologisch bedingten dentalen Wurzelresorptionen eine verstarkte Expression
von ACP5 und CTSK durch aktive Odontoklastenzellen nachgewiesen werden.
Entsprechend der durch Osteoklasten vermittelten Knochenresorption bewirken die
Enzyme eine Spaltung von extrazellularen Dentin-Matrixbestandteilen und induzieren
somit den Hartgewebeabbau der Zahnwurzel (Wen et al., 2016).

OSCAR (Osteoclast-associated receptor) stellt ein weiteres Osteoklasten-spezifisches
Markergen dar, welches durch Osteoklasten-Vorlauferzellen und reife Osteoklasten
exprimiert wird und fir das Transmembran-Rezeptorprotein OSCAR codiert. In der
Literatur wird eine spezifische Interaktion zwischen dem Transmembranrezeptor OSCAR
und extrazellularen Knochenmatrixproteinen beschrieben (Barrow et al., 2011; Haywood
et al., 2016). Im Fokus stehen vor allem organische Knochenmatrixproteine — besonders
Kollagen Typ |, Il und lll — die als Liganden Uber spezifische Sequenzmotive in ihrer
Primarstruktur an den Rezeptor OSCAR binden. In der Folge kommt es zur Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, wie NFATcl, wodurch erganzend zu dem RANKL-RANK-
Signalweg eine kostimulatorische Wirkung auf die Osteoklasten-Differenzierung erzielt
wird (Barrow et al.,, 2011). Gleichzeitig konnten Vitale et al. durch Interaktion mit
spezifischen Knochenmatrixproteinen eine gesteigerte Genexpression von OSCAR in
Osteoklasten-a&hnlichen Zellen darstellen (Vitale et al., 2023).

Wahrend vorausgehende Studien im Rahmen einer RANKL-vermittelten Stimulation von
Osteoklasten einen substrat-unabhangigen Anstieg der ACP5-, CTSK- und OSCAR-
Expression belegen konnten (Hu et al., 2007; Purdue et al., 2014; Vitale et al., 2023),
zeigte sich in den vorliegenden Untersuchungen lediglich in den stimulierten Kulturen auf
Zement ein verstarkter Expressionsanstieg von ACP5 und OSCAR. Zudem wurde die
Expression von CTSK im Rahmen der Stimulation auf Zement und Knochen, nicht aber
auf Dentin und Polystyrol signifikant gesteigert. Im Vergleich zu Ibrahims

Expressionsanalyse ergaben sich deutliche Abweichungen der Expressionsmuster von
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ACP5, CTSK und OSCAR (lbrahim, 2020). Ibrahim stellte eine deutlich herabregulierte
Expression von ACP5, CTSK und OSCAR im Rahmen der Kultivierung auf
Zementgewebe gegenuber der Stimulationskontrolle dar. Die Zellen, die auf Dentin und
Knochen stimuliert wurden, kennzeichneten sich durch eine negative Regulation der
Osteoklasten-spezifischen Markergene ACP5, CTSK und OSCAR (lbrahim, 2020).

Es ist darauf hinzuweisen, dass in den vorliegenden Untersuchungen Fold-Change-Werte
>1.000 in den Zement-Kulturen gemessen wurden, die einer kritischen Uberpriifung
bedurfen. Solch extreme Messwerte deuten auf mogliche technische Artefakte hin. Eine
Ursache konnte die geringe mRNA-Konzentration darstellen, die aus den vorliegenden
Zement-Kulturen extrahiert wurde. Hierbei besteht ein erhéhtes Risiko fur unspezifische
Amplifikationen, z.B. durch die Bildung von Primer-Dimeren. Zudem konnen sich bei
geringen RNA-Konzentrationen potenzielle Kontaminationen durch Fremd-RNA starker
auf das Amplifikationssignal auswirken, die zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren. Es
empfiehlt sich, die vorliegenden Expressionsanalysen der Gene ACP5, CTSK und

OSCAR in weiterfihrenden Untersuchungen zu tberprifen.

Fur den vorliegenden Versuch  wurden Vorlauferzellen einer murinen
Makrophagen-Zelllinie verwendet, die vielerlei Vorteile gegenuber der Kultivierung
primarer Osteoklastenkulturen bietet. Durch die Fahigkeit, auf bestimmte Stimuli, wie
RANKL, zu reagieren und sich zu mehrkernigen Zellen mit Osteoklasten-spezifischen
Eigenschaften zu differenzieren, wurde die Zelllinie als geeignetes Modell fiur die
Osteoklasten-Forschung etabliert (Kong et al., 2019). Im Vergleich zu primaren
Osteoklasten-Vorlauferzellen, die mit erheblichem technischem Aufwand aus dem
Knochenmark oder Blut eines tierischen bzw. menschlichen Spenders isoliert werden
mussen, kénnen die Mausmakrophagen Uber spezialisierte Zellbanken kommerziell
erworben und durch Kryokonservierung jahrzehntelang bewahrt werden, wodurch sie weit
verfigbar und schnell einsetzbar sind. Wahrend primére Osteoklasten durch genetisch-
sowie altersbedingte Spenderunterschiede in ihrer Differenzierung und Funktion variieren
kénnen, stellt eine Zelllinie eine homogene Zellgruppe dar, die vergleichbare und
reproduzierbare Analysen ermdglicht. Auch das beschleunigte Zellwachstum, die
unbegrenzte Zellteilung und die allgemeine Widerstandfahigkeit gegentber &auf3eren

Einflissen erleichtern die Handhabung und erméglichen eine zeit- sowie kosteneffektive
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Kultivierung unter standardisierten Bedingungen (Collin-Osdoby und Osdoby, 2012; Kong
et al., 2019).

Das initiale Ziel von Ibrahim war es, zun&chst einen geeigneten Versuchsaufbau fur die
Differenzierung der Mausmakrophagen zu funktionellen Osteoklasten-ahnlichen Zellen zu
erstellen. Nach 12-tdgiger Stimulation durch RANKL und M-CSF konnte er den
Differenzierungsprozess auf Dentinscheiben nachweisen, indem sich zahlreiche
multinukledre Zellen mit charakteristischen Podosomen-Auslaufern zeigten, die
Resorptionslakunen auf der Dentinoberflache ausbildeten. Auf Grundlage seines
gewahlten Stimulationsprotokolls fiihrte er anschlieend eine Kaultivierung auf den
unterschiedlichen Pulversubstraten aus Knochen, Dentin und Zement durch und stellte
im Zuge der Stimulation zahlreiche TRAP-positive Zellen dar, wodurch sich die
Resorptionsaktivitat  der  differenzierten  Zellen auf den  verschiedenen
Hartgewebesubstraten  bestéatigte. Durch  den  Vergleich  der individuellen
Genexpressionsprofile mittels RNA-Sequenzierung konnte er in einem letzten Schritt
deutliche  Hartgewebe-spezifische  Einflisse auf die  Genexpression  der
Osteoklasten-ahnlichen Zellen darstellen (lbrahim, 2020). Zur Validierung dieser
Ergebnisse wurde die RT-PCR-Methode fur die nachfolgenden Expressionsanalysen
ausgewahlt, welche im Vergleich zur RNA-Sequenzierung ein technisch weniger
aufwandiges, kostenginstiges, dennoch sehr prazises Verfahren zur RNA-Quanti-
fizierung darstellt und somit mehrere Messwiederholungen zur Erhéhung der
Reproduzierbarkeit ermoglicht. Da die alleinige Genexpressionsanalyse jedoch keinen
Aufschluss uber die tatséchliche biologische Aktivitat der differenzierten Zellen geben
kann, die zusatzlich durch posttranskriptionelle RNA-Modifikationen beeinflusst wird,
wurden anschlieBend quantitative Proteinnachweise in Form von ELISA-Tests
durchgeftihrt. Hierbei wurden die Proteinkonzentrationen in den Kulturiberstanden
bestimmt, da es sich bei GDF15, CXCL2 und IGF-1 in erster Linie um Proteine handelt,
die aktiv sezerniert werden. Auch Hitzeschockproteine, wie HSPA1b, die als Chaperone
zwar primér als intrazellulare Proteine bekannt sind, kdnnen Exosomen-vermittelt ins
extrazellulare Milieu freigesetzt werden, wodurch sich die hier gewahlte Methodik
begrinden lasst (Ogbodo et al., 2023; Lancaster und Febbraio, 2005).
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Die spezifische Genregulation innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen bestatigt
die vorliegende Hypothese, dass die Hartgewebe einen unmittelbaren Einfluss auf die
Differenzierung der Osteoklasten-ahnlichen Zellen haben und deutet auf eine spezifische
Zell-Matrix-Interaktion zwischen den Hartgeweben und Klastenzellen hin. Im Rahmen des
Knochenstoffwechsels konnten verschiedene Studien bereits ein wichtiges Zusammen-
spiel zwischen der Knochenmatrix und anhaftenden Osteoklasten beschreiben. Kleinhans
et al. stellten fest, dass Osteoklasten-Vorlauferzellen, die lediglich auf Kunststoff stimuliert
wurden, zwar eine Zunahme ihrer ZellgroRe sowie Multinukleation und Expression
spezifischer Osteoklastenmarker, wie TRAP, CTSK und OSCAR zeigten; die terminale
Differenzierung zu physiologisch aktiven Osteoklasten mit Ausbildung von Aktin-
Ringstrukturen liel3 sich jedoch lediglich im Rahmen der Stimulation auf Knochen
darstellen (Kleinhans et al., 2015). Dartber hinaus konnten Purdue et al. wichtige
Osteoklasten-spezifische Gen-Cluster identifizieren, die durch die direkte Interaktion mit
der Knochenmatrix in reifenden Osteoklasten exprimiert wurden. Zudem zeigten sie eine
koordinierte Unterdriickung von Genen, wie cdc7 und cyclin bl, die an der
Zellzyklusprogression und der Zellteilung beteiligt sind, und schlussfolgerten, dass die
direkte Interaktion mit Knochen wahrend der terminalen Osteoklasten-Differenzierung
eine Umschaltung von proliferierenden Vorlauferzellen zu aktivierten Osteoklasten
bewirkt (Purdue et al., 2014).

Wichtige Vermittler der Zell-Matrix-Interaktion zwischen Osteoklasten und Knochen sind
vor allem nicht-kollagene Matrixproteine, wie die SIBLING-Proteine Osteocalcin,
Osteopontin und Bone Sialoprotein. Diese Proteine binden mit ihrer RGD-Sequenz an
den Integrin-Rezeptor avBs, wodurch nachfolgende Signalkaskaden aktiviert werden, die
die Physiologie der Osteoklasten regulieren (Kleinhans et al., 2015). Auch im Hinblick auf
EAWR konnten extrazellulare Matrixproteine, wie Osteopontin, in dentalen
Wourzelgeweben als zentrale Mediatoren fr Odontoklasten identifiziert werden, indem sie
die Anhaftung an der Wurzeloberflache vermitteln und somit die Resorption einleiten
(Iglesias-Linares und Hartsfield, 2017). Auch Rumpler et al. stellten einen deutlichen
Substrat-spezifischen Einfluss auf die Resorptionsleistung und Genregulation von
Osteoklasten fest, die auf unterschiedlichen mineralisierten Geweben bzw. Kunststoff
kultiviert wurden und schlussfolgerten, dass spezifische Matrixproteine einen regulativen
Einfluss auf die Aktivitat von Osteoklasten haben kdnnten (Rumpler et al., 2012, 2013).
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Die in der vorliegenden Versuchsreihe untersuchten Hartgewebe Knochen, Dentin und
Zement weisen zwar eine grundlegende strukturelle Ahnlichkeit in ihrem Aufbau auf,
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich des Gesamtgehalts an nicht-kollagenen
Matrixproteinen (McKee et al., 1996). Dies konnte eine Erklarung fur die unterschiedliche
Genexpression in den verschiedenen Zellkulturen sein. Zement weist im Vergleich zu
Knochen und Dentin den hochsten Gehalt organischer Matrixproteine auf, wobei
Osteopontin den grof3ten Anteil ausmacht. Knochen hingegen kennzeichnet sich durch
einen hohen Gehalt an Osteocalcin, gefolgt von Osteopontin und Bone Sialoprotein. In
Dentin dominieren die nicht-kollagenen Matrixproteine Dentinsialoprotein und
Dentisialophosphoprotein, die weder in Knochen noch in Zement nachweisbar sind. Der
Gehalt an Osteopontin, Osteocalcin und Bone Sialoprotein ist im Vergleich zu Knochen
und Zement hingegen gering. Zement-spezifische Matrixproteine sind zudem Cementum
Attachment Protein und Cementum Protein 1, die in Knochen und Dentin nicht
nachgewiesen werden kénnen (McKee et al., 1996; Orsini et al., 2009; Swathi et al.,
2024).

Wahrend vorherige Studien primar den substrat-spezifischen Einfluss von Knochen und
Dentin auf Osteoklastenkulturen untersuchten, wurde in der vorliegenden Studie Zement
als weitere relevante Wachstumsmatrix eingeschlossen, dessen Resorption als
limitierender Faktor bei der Initiierung von EAWR qgilt (Feller et al., 2016).

Die in der Literatur beschriebene Funktion von Zement ist vielfaltig. Als Bestandteil des
Zahnhalteapparates vermittelt es zum einen die Verankerung des Zahnes in der
knochernen Alveole (Swathi et al., 2024). Daruiber hinaus werden wichtige protektive
Eigenschaften beschrieben, die die Zahnwurzel vor externen Resorptionen schitzen.
Durch die natirliche Schutzfunktion ist es mdglich, dass die Zahnwurzel wahrend des
physiologischen Umbaus des umgebenen Alveolarknochens in der Regel unversehrt
bleibt. Auch im Rahmen von periapikalen und parodontalen Infektionen, die mit einer
pathologischen Knochenresorption einhergehen, kann die Zahnwurzel véllig intakt
bleiben (Choi et al., 2023). Eine externe Resorptionsbarriere ist zudem die Voraussetzung
dafur, dass kieferorthopadische Zahnbewegungen ohne irreversible Formveranderungen
der Zahnwurzel durchgefuhrt werden kénnen (Wang et al., 2020). Eine Unterbrechung

der Schutzbarriere stellt hingegen eine direkte Eintrittspforte fur Osteoklasten-&hnliche
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Zellen dar, sich an der mineralisierten Wurzeloberflache anzuheften und eine Resorption
einzuleiten (Abass und Hartsfield, 2007).

Bislang sind verschiedene Faktoren bekannt, die die Widerstandsfahigkeit der
Wurzeloberflache gegenuber aktiven Osteoklasten bedingen. Zum einen wird die
Zahnwurzel von einer oberflachlichen nicht-mineralisierten Zementoidschicht umgeben,
die von Osteoklasten nicht resorbiert werden kann. Diese stellt demnach eine wichtige
Resorptionsbarriere dar, die erst durchdrungen werden muss, um zur mineralisierten
Zement- bzw. Dentinmatrix zu gelangen (Aidos et al., 2018). Zum anderen kdnnen initial
auftretende Lasionen unmittelbar durch aktive Zementoblasten repariert werden, indem
sie kleine Resorptionslakunen mit Reparaturzement auffillen und somit eine Ausbreitung
der Resorption in tiefere Wurzelschichten unterbinden (Bosshardt und Sculean, 2009;
Feller et al., 2016). Auch auf molekularer Ebene werden antiresorptive Effekte speziell
von Zement beschrieben, die in erster Linie durch Zementozyten vermittelt werden. Im
direkten Vergleich zu Osteozyten stellten Zhao et al. eine verstarkte Expression von
Tnfrsf11lb (OPG) und verringerte Expression von Tnfsfll (RANKL) durch Zementozyten
dar, die unter Einwirkung von mechanischem Stress zuséatzlich verstarkt wurde. Durch die
erhohte OPG/RANKL-Ratio beschrieben sie eine direkte Abschwéachung lokaler
Osteoklasten (Zhao et al., 2016). Zusatzlich zeigten Wang et al. eine verstarkte
Expression der zementogenen Faktoren ALP und Runx2, die auf einen anabolischen
Abwehrmechanismus von Zementozyten auf externe Reize hindeutet und die
antiresorptiven Effekte von Zement bestatigen (Wang et al., 2020). Wahrend
mechanischer Belastung konnten sie aul3erdem eine verstarkte Expression von COX-2
und b-Catenin durch die Unterdriickung der S1P-Signaltbertragung nachweisen, die eine
Forderung der Zementogenese und Inhibition der Zementoklastogenese bewirken (Wang
et al., 2020). Als weiterer antiresorptiver Faktor wurde Nppl beschrieben, welches durch
Zementoblasten exprimiert wird und die Zement-Homd@ostase férdern soll (Choi et al.,
2023; Choi et al., 2022). Die auffallige Expression von HSPA1b kdnnte auf einen weiteren
Abwehrmechanismus von Zement hindeuten, indem es eine autologe Inhibition von
anhaftenden Osteoklasten-Vorlauferzellen induziert und somit einer entstehenden

Resorption direkt entgegenwirkt.
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Im Vergleich zu Ibraims Expressionsanalyse konnten in der vorliegenden Studie
Ubereinstimmungen, jedoch auch Abweichungen in der Regulation der spezifischen
Zielgene ermittelt werden. Besonders bei den Genen ACP5, CTSK und OSCAR zeigten
sich deutliche Expressionsunterschiede. Obwohl die RNA-Sequenzierung zum
Goldstandard fir Transkriptom-Studien geworden ist, handelt es sich um ein
anspruchsvolles und kostenintensives Verfahren, wodurch sich lbrahim auf einen
Versuchsdurchlauf beschrankte. Hierbei kdnnten kleinste Fehlerquellen, die im Rahmen
der Probenvorbereitung, RNA-Amplifikation, Cluster-Generierung, Sequenzierung oder
Datenanalyse aufgetreten sind, die Sequenzierungsergebnisse beeinflusst haben (Shi et
al., 2021). Dies unterstreicht die Relevanz einer wiederholten Validierung der
Seq-basierten Expressionsprofile durch alternative Verfahren, wie die RT-PCR.
Zusatzlich ist zu bericksichtigen, dass die in der vorliegenden und in Ibrahims Studie
eingesetzten Hartgewebesubstrate nicht von identischen Spendern gewonnen wurden.
Somit konnte die Genregulation auch durch individuelle Unterschiede in der
Gewebezusammensetzung beeinflusst worden sein.

Auch im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen war es aus ethischen Aspekten nicht
maglich, fir alle drei Versuchsdurchgénge ausreichend Hartgewebe von einem einzigen
Spender zu beziehen. Demnach musste auf verschiedene Spenderquellen
zuriickgegriffen werden, was eine Limitation der Studie darstellt. Zudem sollte
bericksichtigt werden, dass die Mausmakrophagen hauptséchlich unter kunstlichen
Laborbedingungen kultiviert wurden, wodurch eine Ubertragung der Ergebnisse auf den
Organismus nicht sichergestellt ist. Demnach sollten die in-vitro gewonnenen Ergebnisse
langfristig im Rahmen von in-vivo Studien Uberprift werden, die die physiologischen
Bedingungen und biologischen Prozesse des lebenden Organismus bertcksichtigen.

Zusammengefasst konnten in der vorliegenden Arbeit deutliche Expressionsunterschiede
ausgewahlter Schlisselmolekile in Osteoklasten-&hnlichen Zellen nachgewiesen
werden, die in direktem Kontakt zu den unterschiedlichen Hartgeweben Knochen, Dentin
bzw. Zement stimuliert wurden. Die hier gewonnen Ergebnisse bestatigen die initiale
Hypothese, dass Osteoklasten-ahnliche Zellen offenbar die verschiedenen Hartgewebe
Knochen, Dentin und Zement registrieren und sich vermutlich in ihrer Differenzierung

anpassen konnen. In zukinftigen Studien sollte geklart werden, ob die differenzierten
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Zellen drei eigenstandige Zelltypen darstellen, die jeweils auf die Resorption eines
spezifischen Hartgewebes spezialisiert sind, oder ob es sich um einen einheitlichen
Zelltyp handelt, der sich in Form einer veranderten Genexpression an die spezifische

Umgebung anpasst.

Die Identifizierung von Schliisselmolekulen, die gezielt durch den Einfluss von Dentin und
Zement reguliert werden, bietet wertvolle Einblicke in die molekularen Mechanismen von
EAWR. Besonders die Molekiule CXCL2, GDF15 und HSPAlb erweisen sich als
vielversprechende Biomarker, die Aufschluss Uber das Vorliegen von EAWR geben
kénnten. Im klinischen Alltag kdénnte der Nachweis dieser Biomarker im Sulkusfluid von
Patienten eine innovative diagnostische Methode fir EAWR darstellen, die routinemaRig
in die kieferorthopadische Therapie integriert werden konnte. Im Vergleich zur
herkdbmmlichen Rontgendiagnostik wirde dies eine strahlungsfreie Diagnostik
gewahrleisten, durch die bereits initiale Stadien erkannt und eine friihzeitige Intervention
ermoglicht wurden. Zudem konnte eine differenzierte Diagnostik zwischen aktiven und

inaktiven Lasionen gewahrleistet werden.
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5. Zusammenfassung

Externe apikale Wurzelresorptionen (EAWR) gelten als schwerwiegende Komplikation
einer kieferorthopadischen Therapie. Der irreversible Hartgewebeverlust wird durch
Osteoklasten-ahnliche Zellen verursacht, die morphologische und funktionelle
Ahnlichkeiten mit Osteoklasten aufweisen und wahrscheinlich aus einer gemeinsamen
hamatopoetischen Vorlauferzelle hervorgehen. Die ursachlichen Faktoren, die den
Differenzierungsweg dieser Zellen bestimmen, sind bislang jedoch nicht bekannt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, inwiefern drei verschiedene
orale Hartgewebe den Differenzierungsprozess von Osteoklasten modulieren. Hierfur
wurden Vorlauferzellen einer murinen Makrophagen-Zelllinie auf hergestellten
Pulversubstraten aus Knochen, Dentin und Zement kultiviert und durch den Einfluss von
RANKL und M-CSF zur Differenzierung stimuliert. Als Stimulations- bzw. Negativkontrolle
wurden Zellen ohne Hartgewebeeinfluss mit bzw. ohne Stimulation kultiviert. Auf Basis
einer zuvor durchgefuhrten genomweiten Sequenzierung (lbrahim, 2020) wurden auffallig
regulierte Zielgene (HSPAlb, GDF15, CXCL2, IGF-1, ACP5, CTSK und OSCAR) fur
weitere Gen- und Proteinexpressionsanalysen mittels RT-PCR und ELISA-Tests
ausgewahlt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Einweg-ANOVA.
Mehrfachvergleiche wurden durch Anwendung des Tukey Post-hoc-Tests durchgefihrt
(p<0,05). Ein besonders interessantes Ergebnis lieferte die Expressionsanalyse des
Hitzeschockproteins HSPA1b, welches im Rahmen der Kultivierung auf Zement sowohl
auf Gen- als auch auf Proteinebene auffallig stark exprimiert wurde. DarUber hinaus zeigte
sich eine deutliche Expressionssteigerung von GDF15 in den Kulturen auf Dentin im
Vergleich zur negativen Kontrollgruppe. Die GDF15-Proteinkonzentration im
Zelluberstand der Dentin-Kulturen war zudem gegeniber der Stimulationskontrolle
signifikant erhdht. Auf mRNA- und Proteinebene konnte nachgewiesen werden, dass die
Expression des Entzindungsmediators CXCL2 besonders im Rahmen der
Zellkultivierung auf Dentin signifikant hochreguliert wurde. In allen stimulierten
Versuchsgruppen liel3 sich eine negative Regulation der IGF-1-Expression im Vergleich
zur nicht stimulierten Kontrollgruppe feststellen. Verglichen zur Stimulationskontrolle war
die Genexpression von IGF-1 lediglich in den Kulturen auf Dentin signifikant erhdht. Die
Osteoklasten-spezifischen Molekile ACP5, CTSK und OSCAR zeigten besonders auf
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Zement eine verstarkte Expression. Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen, dass
verschiedene orale Hartgewebe einen signifikanten Einfluss auf die Expression
essenzieller Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren wahrend der
Differenzierung von Osteoklasten-ahnlichen Zellen haben und offensichtlich eine wichtige
Rolle beim Differenzierungsprozess dieser Zellen spielen. Die verstarkte Expression des
Hitzeschockproteins HSPA1b kénnte auf autoregulative Mechanismen in Osteoklasten-
ahnlichen Zellen hindeuten, die in Kontakt mit der Zementoberflache treten. Dies kdnnte
eine wichtige Abwehrfunktion von Zement gegeniiber EAWR darstellen. Die Kenntnis
Uber beteiligte Zielgene soll helfen, die molekularen Mechanismen von EAWR besser zu
verstehen und durch die Etablierung neuer diagnostischer Verfahren initiale

Resorptionsprozesse frithzeitig zu erkennen.
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