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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die Basis einer kieferorthopadischen Behandlung zur Herstellung eines harmonischen
und funktionell intakten Kausystems wird durch die Kraftapplikation auf die Zahne und das
umliegende Parodontium bewirkt, das aus Zahnfleisch, Alveolarknochen, Wurzelzement
und periodontalem Ligament (PDL) besteht (Nakai et al., 2023). Entscheidend fur die
Zahnbewegung sind die PDL-Zellen, da diese die Verbindung zwischen Zahn und

Alveolarknochen herstellen (Gao et al., 2022).

Eine wichtige, ungeklarte Frage in der Kieferorthopadie ist die nach der idealen Kraft fur
eine Zahnbewegung, denn im PDL entstehen durch eine Kraftapplikation Druck- und
Zugbereiche. Widmet man sich auf molekularbiologischer Ebene der aufgeworfenen
Fragestellung, ist die Betrachtung der Druckbereiche von besonderem Interesse, denn
auf Ebene der Zellen kommt es durch den applizierten Druck zur Hypoxie und
Inflammation. PDL-Zellen reagieren auf mechanischen Stress, indem sie Umbauprozesse
initieren und chemische Mediatoren wie Zytokine und Prostaglandine freisetzen. Die
Zusammensetzung dieser Mediatoren variiert jedoch je nach Starke der aufgebrachten
Kraft. Wahrend physiologischer Stress fur die Gewebehomdostase notwendig ist, fuhrt
mechanische Uberbelastung zu Zelltod und Gewebeschaden (Gao et al., 2022; Li et al.,
2021; Nakai et al., 2023; Tang et al., 2006). Ein Adaptationsprozess, der auf zellularer
Ebene dafiir bekannt ist, dass er je nach Reizstarke das Uberleben von Zellen sichert
oder den Zelltod einleitet, ist die Autophagie (King, 2012; Marifio et al., 2014). Auch bei
der Anpassung an mechanischen, hypoxischen und inflammatorischen Stress spielt die
Autophagie eine zentrale Rolle. Konsequenterweise wurde bereits nachgewiesen, dass
dieser Prozess entscheidend ist fur die Anpassung von PDL-Fibroblasten an

mechanische Herausforderungen (Blawat et al., 2020; Memmert et al., 2020).

Ein wichtiges Protein in diesem Zusammenhang ist das ,damage-regulated autophagy
modulator 1 (DRAM1). DRAM1 ist ein lysosomales Membranprotein, das sowohl an der
Fusion von Autophagosomen und Lysosomen als auch an der p53-vermittelten Apoptose
beteiligt ist (Crighton et al., 2007; Hu et al., 2019; Wu et al., 2018; Zhang et al., 2013). Die



zentralen Funktionen in Signalwegen des Zelliberlebens und des Zelltods machen
DRAM1 zu einem interessanten Kandidaten fur eine Schlusselrolle bei der Bestimmung
des Zellschicksals nach Krafteinwirkung. Die Krafteinwirkung spielt dabei eine zentrale
Rolle, zumal ihre entscheidende Bedeutung im Parodont bereits bekannt ist —
insbesondere im Zusammenhang mit der Anpassung von PDL-Fibroblasten an
entzandliche Herausforderungen, die auch als sterile Inflammation mit einer

Zahnbewegung einhergehen (Memmert et al., 2018).

In-vivo-Studien haben bereits einen Einfluss der Autophagie auf die Zahnbewegung
gezeigt. Eine Hemmung der Autophagie unter mechanischer Belastung verandert die
Genexpression entzindlicher Marker und beeinflusst somit die Freisetzung chemischer
Mediatoren durch PDL-Fibroblasten (Chen und Hua, 2021; Mayr et al., 2021). Dies fuhrte
bei Mausen zu verringerter Knochendichte und unstrukturierter Anordnung des PDL,
jedoch auch zu beschleunigter Zahnbewegung. Umgekehrt fuhrte die Forderung der
Autophagie zu weniger Entziindungen, erhdhter Knochendichte und geordneterem PDL.
Dies zeigt, dass eine ausreichende Autophagie fur die parodontale Gesundheit nach einer

kieferorthopadischen Behandlung entscheidend ist (Chen und Hua, 2021).

Wir stellen daher in unserer Studie die Hypothese auf, dass die DRAM1-Expression in
PDL-Fibroblasten in Abhangigkeit von der Hohe der aufgebrachten Krafte zunimmt und
dass die Hemmung der Autophagie diesen Effekt moglicherweise abschwachen konnte.
Zusammengefasst ist es das Ziel dieser Studie, zu untersuchen, wie unterschiedliche
Krafteinwirkungen die DRAM1-Expression in parodontalen Zellen und Geweben

beeinflussen und welche Rolle die Autophagie dabei spielt.

1.2 Material und Methoden
In-vitro-Analyse der DRAM1-Expression

Die fur die In-vitro-Experimente dieser Studie verwendeten menschlichen PDL-
Fibroblasten wurden in der zweiten Passage von Lonza (Basel, Schweiz; #CC-7049)
bezogen. Die Zellen in den Passagen 3 bis 5 wurden in Dulbecco’s Minimal Essential
Medium (DMEM) mit 10 % fétalem Kalberserum (FBS), 100 Einheiten/ml Penicillin und

100 pg/ml Streptomycin (bezogen von Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) bei



37 °C und 5 % CO, in einer konstant feuchten Umgebung bis einen Tag vor der
Stimulation kultiviert. Um die Zellen optimal mit Nahrstoffen zu versorgen, wurde das
Medium alle 3 bis 4 Tage gewechselt. Fur die Experimente wurden die Zellen auf
Zellkulturschalen mit einem ultradinnen, gasdurchlassigen Boden (lumox® Schale 35,
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland) kultiviert. Um die Zelladhasion zu
unterstutzen, wurde ein Anheftungsfaktor (Biological Attachment Factor 1X, Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Zu Beginn wurden 100.000
Zellen ausgesat und bis zur Erreichung einer Konfluenz von 80 % angezuchtet. Einen Tag

vor Beginn des Experiments wurde die FBS-Konzentration im Medium auf 1 % reduziert.

Die Zellen wurden mechanisch stimuliert, indem Druckkrafte in zwei GroRenordnungen
angewendet wurden: eine physiologische Belastung von 2 g/cm? und eine pathologische
Belastung von 8 g/cm?. Die Intensitat dieser durch Glasgewichte erzeugten Krafte basierte
auf etablierten Protokollen zur kieferorthopadischen Krafteinwirkung in-vitro (Abb. 1a)
(Blawat et al., 2020; Mayr et al., 2021; Nikoletopoulou et al., 2013). Der gasdurchlassige
Boden der lumox®-Platten stellte eine kontinuierliche Sauerstoffversorgung sicher, auch
unter den aufliegenden Glasgewichten. Zusatzlich wurde die DRAM1-Expression sowohl
in Anwesenheit als auch in Abwesenheit des Autophagie-Inhibitors 3-Methyladenin (3-
MA, 5 mM, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland; Abb. 1b) untersucht. Dieser Inhibitor
blockiert die frihen Phasen der Autophagie, indem er die Bildung von Autophagosomen
durch Hemmung der Phosphatidylinositol-3-Kinasen Typ Il (PI-3K) verhindert. Mayr et al.
(2021) zeigten, dass die Autophagie in PDL-Fibroblasten unter Druckeinwirkung
zuverlassig durch 3-MA gehemmt werden kann.

Die Genexpression von DRAM1 wurde durch eine quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) analysiert. Dazu wurden PDL-Fibroblasten
entweder mechanischem Druck in Form einer physiologischen oder pathologischen
Belastung ausgesetzt oder unbehandelt gelassen. Nach der Zellernte wurde die RNA mit
dem RNeasy Protect Minikit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die RNA-
Konzentration wurde mit einem Nano-Drop® ND-1000-Spektrophotometer bei 260 nm
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) quantifiziert und anschlieRend mit dem
iScript™ Select cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

Deutschland) in cDNA umgeschrieben. Ein Mikroliter dieser cDNA wurde in die



Reaktionsmischung integriert, die den QuantiTect SYBR Green Master Mix (12,5 pl,
Qiagen), den QuantiTect Primer Assay (2,5 pl, Qiagen) und nukleasefreies Wasser
umfasste. Die RT-qPCR wurde im iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories GmbH) gemal} folgendem Protokoll durchgefiihrt: eine Heizphase bei
95 °C fur 5 Minuten zur Aktivierung des Enzyms, gefolgt von 40 Zyklen, die aus einem
Denaturierungsschritt bei 95 °C fur 10 Sekunden und einem kombinierten Annealing- und
Verlangerungsschritt bei 60 °C fur 30 Sekunden bestanden. Nach jedem Zyklus wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Fur die Normalisierung der Daten diente das
ribosomale Protein L22 (rpl22) als Housekeeping-Gen. Die Experimente mit dem
Autophagie-Inhibitor 3-MA wurden ebenfalls gemaf dieser Vorgehensweise durchgefuhrt,

wobei 3-MA eine Stunde vor der mechanischen Stimulation hinzugeflgt wurde.

8 g/lcm?

8 g/lcm?

+/-3MA +/-3MA +/-3MA

Abb.1: Versuchsaufbau fur die In-vitro-Experimente. (a) Zellen wurden auf
Zellkulturplatten mit gasdurchlassigem Boden ausgesat und mit Gewichten zweier
unterschiedlicher Grof3enordnungen (2 g/cm2 und 8 g/cm2) fur 24 h und 48 h stimuliert.
Die Analyse erfolgte mittels RT-gPCR wund ELISA. (b) Um die Bedeutung
autophagieassoziierter Signalwege bei der DRAM1-Expression zu bestimmen, wurden
die Zellen 24 Stunden lang mit und ohne Druck in Gegenwart und Abwesenheit des
Autophagie-Inhibitors  3-MA stimuliert und mittels RT-gPCR analysiert. Ohne
Druckanwendung behandelte Zellen dienten als Kontrollgruppe. Abbildung modifiziert
nach Mannes et al., 2025.
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Die DRAM1-Proteinkonzentration im zellfreien Uberstand von sowohl stimulierten als
auch unstimulierten Zellen wurde nach 1 und 2 Tagen mit einem kommerziell erhaltlichen
ELISA-Kit (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (LSBio, Seattle, WA, USA) gemal den
Herstelleranweisungen bestimmt. Die Absorption wurde bei 450 nm mit einem
Mikroplattenlesegerat (Epoch™ Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) gemessen. Zur Normalisierung der Daten wurden die Zellen nach

Entfernung des Uberstands gezahlt.

In-vivo-Untersuchung von DRAM1

Die Regulation der DRAM1-Genexpression wurde in parodontalen Biopsien wahrend der
frihen Phase der Zahnbewegung anhand eines Rattenmodells untersucht (Kanzaki et al.,
2002; Memmert et al., 2018). Die Studie erhielt die Zustimmung des Ethikkomitees fur
Tierversuche der Zahnmedizinischen Fakultat der Staatlichen Universitat Sdo Paulo
(UNESP) in Araraquara (Protokolinummer 23/2012). Das Experiment wurde gemal den
ARRIVE-Richtlinien durchgefuhrt. Die Tiere wurden in Plastikkafigen bei konstanten
Bedingungen gehalten: eine Temperatur von 22-25 °C, ein 12-stindiger Hell-Dunkel-
Zyklus, uneingeschrankter Zugang zu Wasser und eine Standard-Labordiat. Die
Stichprobengrofle wurde auf Grundlage der Ergebnisse einer vorherigen Studie mit einer
Teststarke von 80 % und einem Alpha von 0,05 berechnet (Memmert et al., 2020).
Basierend auf den Genexpressionsunterschieden zwischen den Gruppen in der Studie
von Memmert et al. (2020) wurde ein Mittelwert von 1,0 fur die Kontrollgruppen
(Scheinoperation) und ein Mittelwert von 3,0 fur die experimentellen
Zahnbewegungsgruppen angenommen, bei einer Standardabweichung von 1,0. Daraus
ergab sich eine notwendige StichprobengroRe von 4 Tieren pro Gruppe. Insgesamt
wurden 24 erwachsene, mannliche Holtzman-Ratten fur die In-vivo-Experimente
eingesetzt, verteilt auf 6 Gruppen mit jeweils 4 Tieren. Die Ratten, die im Durchschnitt
300 g wogen, wurden zufallig verschiedenen Gruppen zugeteilt: den experimentellen
Zahnbewegungsgruppen oder den Kontrollgruppen mit denselben Zeitraumen (1, 7 und
15 Tage). Fur die Platzierung der Feder erhielten die Tiere eine Vollnarkose, die aus 10 %
Ketaminhydrochlorid (0,08 ml/100 g Korpergewicht) und 2 % Xylazinhydrochlorid
(0,04 mi/100 g Korpergewicht) bestand. Die Zahnbewegung erfolgte mittels einer
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geschlossenen Nickel-Titan-Feder (Sentalloy®, Dentsply GAC, Miunchen, Deutschland),
die zwischen den ersten oberen Molaren und den mittleren oberen Schneidezahnen
angebracht wurde (Abb. 2). Dabei wurde eine Kraft von 25 g angewendet. Um ein
Verrutschen der Feder zu verhindern, wurden Rillen um die mittleren Schneidezahne
prapariert, ein 0,2 mm dicker Stahldraht eingefugt und mit Komposit fixiert. Die Feder
wurde auch auf der Okklusalflache der ersten Molaren mit Komposit gesichert, und die
unteren ersten Molaren wurden entfernt, um okklusale Stérungen zu vermeiden. Nach 1
Tag, 7 Tagen und 15 Tagen kieferorthopadischer Kraftanwendung oder einer
Scheinoperation wurden die Tiere durch eine Uberdosis Anasthetikum euthanasiert. Das
parodontale Gewebe um die ersten oberen Molaren wurde entnommen und die RNA

wurde, wie zuvor beschrieben, fir die RT-qPCR-Analyse extrahiert.

//J) 2 7 >2 1? ( .C“:‘_::“‘>_‘_‘.‘.:‘-;:~;\

K\%% N SSQ(\

Abb. 2: Versuchsaufbau in-vivo. Simulation einer kieferorthopadischen Zahnbewegung
an Holtzman-Ratten durch Befestigung einer geschlossenen Nickel-Titan-Feder (rot)
(Sentalloy®, Dentsply GAC, Minchen, Deutschland) an den ersten oberen Molaren und
den mittleren oberen Schneidezahnen mit einer Kraft von 25 g im Vergleich zu den
Kontrollgruppen. Abbildung modifiziert nach Mannes et al., 2025.
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FUr die immmunhistochemische Analyse wurden die Kiefer unbehandelter Ratten zunachst
2 Tage in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschliefiend uber 3 Monate in EDTA (10 %,
0,5 M) entkalkt. Danach erfolgte die Einbettung in Paraffin, um sagittale Serienschnitte
von 5 pm Dicke anzufertigen. Diese Schnitte wurden auf Objekttrager (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) aufgebracht und Uber Nacht bei 37 °C getrocknet. Im nachsten
Schritt wurde das Gewebe entparaffiniert und nach einer 10-minatigen Spulung mit TBS
(TRIS von MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich, und NaCl von Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) rehydriert. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurde eine
Behandlung mit 0,3 % Methanol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) und H202 (Merck
KGaA) fur 10 Minuten im Dunkeln durchgefuhrt. Der vorbereitete Schnitt wurde
anschliellend Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer mit einem polyklonalen
Kaninchen-Antikorper gegen DRAM1 (1:500; Bio-Techne GmbH, Wiesbaden
Nordenstadt, Deutschland) inkubiert. Als Sekundarantikorper diente Ziegen-Anti-
Kaninchen-IgG-HRP  (Dako, Hamburg, Deutschland), das 30 Minuten Dbei
Raumtemperatur aufgetragen wurde. Die Immunreaktivitat wurde schlief3lich durch eine
10-mindtige Inkubation mit DAB-Chromogen (Thermo Fisher Scientific) sichtbar gemacht.
Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayers Hamatoxylin (Merck KGaA). Standardisierte Bilder
wurden mithilfe eines Axioskop 2-Mikroskops (Carl Zeiss, Jena, Deutschland),
ausgestattet mit einer AxioCam MRc-Kamera und der Software AxioVision 4.7 (Carl

Zeiss), aufgenommen.

Statistische Analyse

Die In-vitro-Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und die resultierenden
Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Die
statistischen Analysen erfolgten mit Prism (Version 9.00 fur Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Die Normalverteilung wurde Uberpruft. Da die Daten nicht
normalverteilt waren, wurde zur Bestimmung der Signifikanz zwischen zwei Gruppen der
Mann-Whitney-Test verwendet. Fur Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen wurden
nichtparametrische Verfahren angewendet (Kruskal-Wallis-Test mit geeigneten Post-hoc-

Analysen).
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1.3 Ergebnisse

In-vitro-Ergebnisse

Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine mechanische Uberlastung von 8 g/cm? tiber
einen Zeitraum von einem Tag mit einer 6,6-fachen Erhdhung der DRAM1-Genexpression
in PDL-Fibroblasten verbunden ist. Im Gegensatz dazu flhrte eine physiologische
Belastung von 2 g/cm? im gleichen Zeitraum zu keiner signifikanten Veranderung der
DRAM1-Genexpression (Abb. 3a). Nach einer zweitdgigen Exposition durch beide
Druckniveaus, sowohl der physiologischen Belastung als auch der Uberlastung, stieg die
DRAM1-Genexpression jedoch um das 4,8-fache bzw. 8,6-fache an (Abb. 3b). Die
erhohten DRAM1-Transkriptionsniveaus in PDL-Fibroblasten korrelierten erst nach zwei
Tagen Belastung mit der Proteinsekretion. Bereits nach einem Tag zeigte sich lediglich
eine Tendenz zur Hochregulation (Abb. 3c). Nach zwei Tagen stiegen die DRAM1-
Proteinspiegel in den Uberstadnden der PDL-Fibroblasten bei sowohl physiologischer
Belastung als auch Uberlastung jedoch signifikant um das 3,9-fache bzw. 6,8-fache, wie
mittels ELISA-Analyse festgestellt wurde (Abb. 3d).

Um eine mogliche Abhangigkeit der Regulation von DRAM1 unter mechanischer
Stimulation von autophagieassoziierten Signalwegen festzustellen, haben wir die Zellen
wahrend der Druckanwendung mit und ohne den Autophagie-Inhibitor 3-MA inkubiert.
Ohne den Inhibitor zeigte sich nach einem Tag eine signifikante Hochregulierung der
DRAM1-Genexpression in PDL-Fibroblasten, die sowohl Belastung als auch Uberlastung
ausgesetzt waren (Abb. 4a). In den mit 3-MA behandelten Zellen hingegen war die
DRAM1-Genexpression in beiden mechanisch stimulierten Gruppen nicht signifikant
anders als in der Kontrollgruppe. Die Hemmung der autophagieassoziierten Signalwege
durch 3-MA fihrte somit zu einer signifikanten Reduktion der DRAM1-Genexpression in
beiden Druckgruppen im Vergleich zur DRAM1-Regulation in den entsprechenden

Gruppen ohne 3-MA.
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Abb. 3: (a) Die DRAM1-mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR analysiert. PDL-
Fibroblasten wurden 1 Tag lang unter Druckanwendung (2 g/cm? oder 8 g/cm?) kultiviert.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Mittelwert £ SEM (n = 9) * signifikant (p < 0,05);
(b) Die DRAM1-mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR analysiert. PDL-Fibroblasten
wurden 2 Tage lang unter Druckanwendung (2 g/cm? oder 8 g/cm?) Kkultiviert.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Mittelwert £ SEM (n = 9) * signifikant (p < 0,05);
(c) Die DRAM1-Proteinsekretion wurde mittels ELISA analysiert. PDL-Fibroblasten
wurden 1 Tag lang unter Druckanwendung (2 g/cm? oder 8 g/cm?) kultiviert. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle. Mittelwert + SEM (n = 9) * signifikant (p < 0,05); (d) Die
DRAM1-Proteinsekretion wurde durch ELISA analysiert. PDL-Fibroblasten wurden 2
Tage lang unter Druckanwendung (2 g/cm? oder 8 g/cm?) kultiviert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Mittelwert £ SEM (n = 9) * signifikant (p < 0,05); Abbildung modifiziert
nach Mannes et al., 2025.

In-vivo-Ergebnisse

Zunachst wollten wir die Lokalisation der DRAM1-Expression im Parodontium der Ratte
ermitteln. Dazu fUhrten wir eine immunhistochemische Farbung des Parodontiums von
unbehandelten Kontrolltieren mit einem polyklonalen Antikorper gegen DRAM1 und DAB-
Chromogen durch (Abb. 4b). Unsere Ergebnisse zeigten, dass DRAM1 vorwiegend im
parodontalen Ligament exprimiert wird, also in dem Gewebe, das den Zahn direkt umgibt.

Die Farbung war am starksten in den Zellen neben dem Zahn und nahm in Richtung des
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Alveolarknochens ab. Daruber hinaus konnten wir feststellen, dass DRAM1 auch im
Zahnfleischgewebe exprimiert wird (Abb. 4b).

Um die Regulation von DRAM1 durch mechanische Stimulation in-vivo zu untersuchen,
haben wir mannliche, erwachsene Holtzman-Ratten als Tiermodell herangezogen. Die
DRAM1-Genexpression im parodontalen Gewebe der ersten Molaren wurde nach 1, 7
und 15 Tagen analysiert. Nach einem Tag der Kraftanwendung zeigten die behandelten
Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikante Veranderung der DRAM1-
Genexpression im parodontalen Gewebe. Bei langerer Krafteinwirkung, insbesondere
nach 7 und 15 Tagen, konnte jedoch eine signifikante Erhohung der DRAM1-
Genexpression festgestellt werden, die um das 2,2-fache bzw. 1,2-fache hoher war als in

der scheinoperierten Kontrollgruppe (Abb. 4c).
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Abb. 4: (a) Die DRAM1-mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR analysiert. PDL-
Fibroblasten wurden 1 Tag lang unter Druckanwendung (2 g/cm? oder 8 g/cm?) mit oder
ohne Autophagie-Inhibitor 3-MA kultiviert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.
Mittelwert £ SEM (n = 9); n.s. — nicht signifikant; * signifikant (p < 0,05); (b) DRAM1-Protein
in unbehandelter mesialer Wurzel des ersten Oberkiefermolaren von Kontrolltieren,
gefarbt mit Anti-DRAM1 und DAB-Chromogen. Gegenfarbung mit Mayers Hamatoxylin.
Die Abklrzungen in den Bildern bezeichnen folgende Gewebe: G — Zahnfleischgewebe,
T — mesiale Wurzel des ersten Oberkiefermolaren, PDL — parodontales Ligament, AB —
Alveolarknochen (c) Auswirkungen der Kraftanwendung auf die DRAM1-Genexpression
im parodontalen Gewebe von Ratten im Vergleich zu Geweben der scheinoperierten
Kontrollgruppe nach 1 Tag, 7 Tagen und 15 Tagen. Der Vergleich wurde zwischen der
Versuchsgruppe und der jeweiligen Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt durchgefuhrt.
Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwerts (n = 4 pro Gruppe); * signifikanter (p < 0,05)
Unterschied zwischen den Gruppen. Abbildung modifiziert nach Mannes et al., 2025.
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1.4 Diskussion

Nach einem Tag mechanischer Uberlastung mit 8 g nahm die DRAM1-Genexpression in
PDL-Fibroblasten signifikant zu, wahrend eine physiologische Belastung von 2 g keine
Veranderung hervorrief. Allerdings zeigte sich nach 2 Tagen in beiden Gruppen, sowohl
bei Belastung als auch bei Uberlastung, ein signifikanter Anstieg der DRAM1-
Genexpression. Auf Proteinebene blieb DRAM1 nach einem Tag unter sowohl
physiologischer Belastung als auch Uberlastung unverandert, jedoch fiihrte eine langere
Krafteinwirkung zu einem Anstieg der Proteinspiegel bei beiden Druckstarken. Zudem
konnten wir einen Zusammenhang zwischen der DRAM1-Expression und der durch 3-MA
vermittelten Hemmung der Autophagie nachweisen. Im Tiermodell fanden wir eine
Korrelation zwischen der DRAM1-Genexpression und der Dauer der Krafteinwirkung.
Wahrend nach einem Tag keine signifikante Hochregulierung beobachtet wurde, zeigte
sich nach 7 und 15 Tagen eine signifikante Erhohung der DRAM1-Genexpression.
Zusammengenommen zeigt unsere Studie also eine Korrelation zwischen der Dauer und
Starke des auf parodontale Zellen und Gewebe ausgeubten Drucks und der Regulation
von DRAM1.

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss verschiedener Kraftstarken auf die DRAM1-
Expression in parodontalen Zellen und Geweben zu untersuchen. Um ein tieferes
Verstandnis fur dieses Schllsselprotein zu gewinnen, das sowohl bei der Autophagie als
auch bei der Apoptose eine Rolle spielt, nutzten wir sowohl In-vitro- als auch In-vivo-
Modelle.

In-vitro-Studien ermoglichen eine prazise Analyse der Auswirkungen mechanischer
Stressreize auf PDL-Fibroblasten. Der Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, dass so
verschiedene Stressreize isoliert untersucht werden kdnnen. Dies ist insbesondere fur die
Untersuchung der Autophagie von Bedeutung, da dieser Prozess durch viele
Stressfaktoren ausgelost werden kann, beispielsweise auch durch Hypoxie und
Entzindungen, die eng mit der mechanischen Stimulation des Parodonts verbunden sind
(King, 2012; Gao et al., 2022). Diese isolierte Stimulation durch mechanischen Stress
konnte durch die Anwendung von lumox®-gasdurchlassigen Zellkulturplatten erzielt

werden. Diese spezielle Anordnung stellt sicher, dass die PDL-Fibroblasten wahrend der
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mechanischen Druckanwendung ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden (Memmert
et al., 2019). Wir setzten mechanischen Stress in zwei Intensitaten ein: eine
physiologische Belastung von 2 g/cm? und eine pathologische Uberlastung von 8 g/cm?.
Dieses Druckmodell wurde in frheren Studien etabliert und basiert auf den Arbeiten von
Kanzaki und Kollegen (Blawat et al., 2020; Mayr et al., 2021; Nikoletopoulou et al., 2013).
Anders als Kanzaki und sein Team verwendet unsere Gruppe jedoch die lumox®-
gasdurchlassigen Zellkulturplatten, die eine getrennte Untersuchung von hypoxischer und
mechanischer Stimulation ermdglichen. Unsere Einstufung von 8 g/cm? als pathologische
Uberlastung basiert auf friiheren Studien, da nur dieser Druck zu allen untersuchten
Zeitpunkten Apoptose induzieren konnte (Blawat et al., 2020). Blawat et al. (2020) zeigten
zudem, dass eine eintagige Stimulation mit 2 g/cm? die Apoptoserate nicht signifikant
erhdhte und bei kurzfristiger Anwendung sogar zellschitzende Effekte hatte. Li et al.
(2025) bestatigen die zellschutzenden Effekte bei einer Kraftanwendung von 2 g/cm?. Dies
bestatigt, dass diese Druckstarke als physiologische Kraft angesehen werden kann
(Blawat et al., 2020). Autophagie ist ein Prozess, der eine schnelle Anpassung an
verschiedene Herausforderungen ermdglicht. Diese Flexibilitat wird durch
posttranslationale Modifikationen gewahrleistet, wahrend bei langer andauernden
Stressfaktoren spezifische Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die dann
Veranderungen in der Genexpression auslosen (lbrahim et al., 2017). In dieser Studie
wahlten wir die Zeitpunkte 1 Tag und 2 Tage, um die Veranderungen der Genexpression
zu untersuchen. Zusatzlich wurde so auch eine Vergleichbarkeit mit der Studie
gewahrleistet, welche die DRAM1 Regulation nach entzindlicher und mikrobieller

Stimulation untersuchte (Memmert et al., 2019).

Der In-vitro-Ansatz kann die Vielschichtigkeit einer In-vivo-Reaktion auf
kieferorthopadische Krafte nicht vollstandig nachahmen, da die Interaktionen zwischen
verschiedenen Zelltypen und die vielfaltigen Reize in einer In-vitro-Untersuchung nicht
vollstandig nachgestellt werden kdnnen. Daher haben wir uns eines Nagetiermodells
bedient, um DRAM1 auch bei experimenteller Zahnbewegung zu analysieren. Gleichzeitig
sollten die Ergebnisse aus dem Tiermodell mit einer gewissen Vorsicht interpretiert
werden, da die Ubertragbarkeit von Nagetiermodellen auf den Menschen begrenzt ist.
Aus der Literatur geht hervor, dass Nagetiermodelle besonders in der fruhen Phase der
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Zahnbewegung wertvolle Erkenntnisse liefern, mit fortschreitender Zahnbewegung die
Ubertragbarkeit allerdings abnimmt (Ren et al., 2004). Ublicherweise wird angenommen,
dass der Zahn in den ersten zwei Wochen eine Kippbewegung ausfihrt, was diese Phase
ideal fur die Untersuchung von Mechanotransduktionsprozessen macht. Es wurde zudem
beschrieben, dass bei Nagetieren nach etwa zwei Wochen eine Reduktion des
interradikularen Knochens auftritt, was beim Menschen nicht der Fall ist (Ren et al., 2004).
Aus diesem Grund haben wir die Dauer unserer In-vivo-Untersuchungen auf 15 Tage

festgelegt.

Unsere Ergebnisse, die die dosis- und dauerabhangige Expression von DRAM1 in Bezug
auf den angewandten mechanischen Stress widerspiegeln, reihen sich gut in das
bestehende Wissen Uber die DRAM1-Regulierung in PDL-Fibroblasten ein. Eine frihere
Studie stellte einen Anstieg der DRAM1-Expression nach Einwirkung von entzindlichem
oder mikrobiellem Stress fest (Memmert et al., 2018). Bei Kontakt mit Fusobakterium
nucleatum (F. nucleatum) war die DRAM1-Expression bei allen getesteten
Konzentrationen erhéht und zeigte somit keine Dosisabhangigkeit. Wie auch in dieser
Studie unter mechanischem Stress beobachtet wurde, spielte die Expositionsdauer des
mikrobiellen Stresses jedoch eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der
Proteinlevel. Die DRAM1-Proteinlevel waren erst nach zwei Tagen F. nucleatum-
Stimulation erhéht, nicht jedoch nach einem Tag (Memmert et al., 2018). Der Unterschied
in Bezug auf die Dosisabhangigkeit der Reize konnte auf die Art des Reizes und seine
Genotoxizitat zurtuckzufuhren sein. Die Exposition von Zellen mit F. nucleatum
beispielsweise besitzt eine starke genotoxische Kapazitat (Nogueira et al., 2017).
Zusatzlich konnte eine andere Studie zeigen, dass genotoxischer Stress parallel zur
.kanonischen® Autophagie einen alternativen Weg der Autophagie induziert, der von den
Autophagie-bezogenen Genen ATG5 und ATG7 abhangig ist (Nagata et al., 2018). In
diesem nicht-kanonischen Autophagieweg spielen p53 und DRAM1 eine entscheidende
Rolle, was ein Grund fur den Anstieg von DRAM1 nach selbst geringen Dosen von F.
nucleatum sein kdnnte. Mechanischer Stress kann auch zu DNA-Schaden fuhren, wie in
vaskularen glatten Muskelzellen nachgewiesen wurde (Geng et al., 2020). Die Literatur
legt jedoch nahe, dass die Anwendung physiologischer, geringer Druckstarken keine

signifikante Hochregulierung der Autophagie oder Apoptose in Abhangigkeit von der
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Druckdauer verursacht (Blawat et al., 2020). Dies deutet darauf hin, dass selbst geringe
Dosen von F. nucleatum fur PDL-Fibroblasten genotoxisch sind und eine nicht-
kanonische Autophagie auslésen, wohingegen geringe Druckwerte fur diese Zellen ein
physiologisches Phanomen sind und keine Hochregulierung zusatzlicher

Autophagiewege bewirken.

Es ist allgemein anerkannt, dass DRAM1 die Autophagieregulation Uber verschiedene
Mechanismen beeinflusst (Lorin et al., 2010; Lu et al., 2019; Mah et al., 2012; Mayr et al.,
2002; Nagata et al., 2018;). Auffallig ist, dass wir festgestellt haben, dass die DRAM1-
Genexpression durch die Hemmung der Autophagie mittels des Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K)-Inhibitors 3-MA umgekehrt beeinflusst wird. Unter Hemmung der
Autophagie durch 3-MA zeigte die Anwendung von mechanischem Druck keine erhdhte
DRAM1-Genexpression mehr in unseren PDL-Fibroblasten. Frihere Studien haben
gezeigt, dass die DRAM1-Expression durch das mammalian Target of Rapamycin
(mTOR) reguliert wird, da Rapamycin, ein bekannter mTOR-Inhibitor, in HeLa-Zellen eine
Hochregulierung von DRAM1 induziert (Memmert et al., 2020). Dies konnte auf einen
moglichen Off-Target-Effekt von 3-MA hindeuten, da PI3Ks zu den Signalfaktoren
gehoren, welche die mTOR-Aktivitat regulieren, insbesondere tber den PISK/AKT/mTOR-
Signalweg. Daher kénnte die reduzierte DRAM1-Expression eine Folge des sekundaren
Effekts von 3-MA auf die mTOR-Signalgebung sein (Guan et al., 2015). Unsere
Ergebnisse erganzen die bestehende Literatur, die mTOR als vorgeschalteten Regulator
der DRAM1-Expression identifiziert. Ob die Hemmung der Autophagie auch
Auswirkungen auf die DRAM1-Expression in nachgeschalteten Signalwegen hat, muss

jedoch noch weiter untersucht werden.

Unter Verwendung eines etablierten In-vivo-Modells konnten wir die zeitliche Dynamik der
DRAM1-Genexpression wahrend der kieferorthopadischen Zahnbewegung beobachten.
Dies ermoglichte es uns, die DRAM1-Expression in einem realistischeren Umfeld im
Vergleich zu In-vitro-Studien zu untersuchen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die
DRAM1-Genexpression nach einem Tag kieferorthopadischer Zahnbewegung nicht
signifikant erhéht war. Jedoch stellte sich nach sieben und fiinfzehn Tagen eine deutliche
Erhéhung der DRAM1-Expression ein, was sehr gut mit unseren /n-vitro-Ergebnissen

ubereinstimmt und auf eine zeitliche Abhangigkeit der DRAM1-Expression sowohl in-vitro
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als auch in-vivo hinweist. In der In-vitro-Untersuchung zeigte sich eine erhdhte DRAM1-
Genexpression nach einem Tag nur unter einer Uberlastung von 8 g, nicht jedoch unter
einer physiologischen Belastung von 2 g. Nach zwei Tagen war die DRAM1-Expression
jedoch unter beiden Belastungen hochreguliert. Ubertragen auf unser Rattenmodell
deutet dies darauf hin, dass die im Modell angewandte Kraft von 25 g im Vergleich zu den
8 g in der In-vitro-Untersuchung keine erhebliche Uberlastung verursachte, da wir nach
einem Tag Kraftanwendung keine signifikanten Veranderungen der DRAM1-
Genexpression im parodontalen Gewebe der Ratten feststellen konnten. Mit einem
PrimePCR-Assay konnten wir zeigen, dass DRAM1 nicht zu den Autophagie-assoziierten
Genen gehort, die in PDL-Fibroblasten unter Spannung reguliert werden, was darauf
hindeutet, dass die Regulation von DRAM1 moglicherweise empfindlicher auf Druck als
auf Spannung reagiert (Wu et al., 2010). Es ware daher interessant, in zuklnftigen
Studien eine ortsspezifische Bestimmung der DRAM1-Expression durchzufuhren.
Dennoch liefert uns die immunhistochemische Farbung von DRAM1 in den Kiefern der
Ratten Hinweise darauf, welche Zellen auch unter Druck an der DRAM1-Expression
beteiligt sein kdnnten. Da insbesondere das parodontale Ligament der Kontrollratten
gefarbt war, konnen wir annehmen, dass diese Zellen maf3geblich zu den beobachteten
Expressionsveranderungen beigetragen haben. Frihere Untersuchungen haben bereits
gezeigt, dass DRAM1 in entzindlich veranderter, menschlicher Gingiva nachweisbar ist,
insbesondere im Stratum basale des gingivalen Epithels und in Makrophagen des
entzundlichen Infiltrats (Memmert et al., 2018). Diese Zellen konnten zusatzlich zur
erhohten = DRAM1-Expression unter mechanischer Belastung in  unseren

Rattenexperimenten beigetragen haben.

Unsere Ergebnisse sollen zu einem tieferen Verstandnis der molekularbiologischen
Prozesse beitragen, die bei der kieferorthopadischen Zahnbewegung eine Rolle spielen,
und mogliche Biomarker-Kandidaten identifizieren. Diese Biomarker kdnnten zukunftig in
der gingivalen Sulkusflissigkeit wahrend der Zahnbewegung gemessen werden und
Kieferorthopaden dabei unterstutzen, festzustellen, ob die auf das Parodontium
ausgelibte Kraft bei einzelnen Patienten zu einer Belastung oder Uberlastung fiihrt. Das

Molekal DRAM1, das eine zentrale Rolle bei Autophagie und Apoptose spielt, kdnnte
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hierbei ein vielversprechender Kandidat sein. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe,
dass weitere Forschungen in dieser Richtung lohnenswert sind.

1.5 Zusammenfassung

Die Autophagie ist ein wichtiger Anpassungsmechanismus wahrend der orthodontischen
Zahnbewegung in Parodontalen Ligament (PDL)-Zellen. Die gezielte Beeinflussung der
Autophagie konnte innovative therapeutische Strategien ermoglichen — sowohl zur
Beschleunigung der Zahnbewegung als auch zur Vorbeugung von Wurzelresorptionen (Li
et al., 2025). Unsere Studie tragt zum weiteren Verstandnis dieses Prozesses bei. In
Abhangigkeit unterschiedlicher Druckstimuli kann dieser Mechanismus entweder ein
Zelluberleben oder den Zelltod einleiten. Damage-Regulated Autophagy Modulator 1
(DRAM1) nimmt hier eine entscheidende Schlusselfunktion ein. Ziel dieser Studie war es,
den Einfluss der biomechanischen Belastung auf die DRAM1-Genexpression in
parodontalen Zellen sowie Geweben zu untersuchen. Hierfir wurden humane PDL-Zellen
zum einen mit einer physiologischen Kraft und zum anderen mit einer Uberbelastung
stimuliert. Des Weiteren wurden die Versuche in An- und Abwesenheit des Autophagie
Inhibitors 3Methyladenin (3MA) durchgefuhrt und mit unbehandelten Kontrollzellen
verglichen. Gemessen wurden die DRAM1 Expression nach 24 h und nach 48 h mittels
real-Time-PCR und ELISA. Erganzend wurden in gingivalen Biopsien von Ratten nach
einem Tag, 7 und 15 Tagen kieferorthopadischer Zahnbewegung die DRAM1-
Genexpression betrachtet und mit der Expression in Kontrollbiopsien verglichen.
Statistisch ausgewertet wurden die Versuche mittels des Programms GraphPad Prism.
Zur Uberpriifung der Signifikanz zwischen zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-Test
sowie fur Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen nicht parametrische Verfahren
verwendet (Kruskal-Wallis-Test mit geeigneten Post-Hoc Tests). Es konnte gezeigt
werden, dass bei Uberbelastung ein signifikanter Anstieg der DRAM1 Genexpression
bereits nach einem Tag in PDL-Zellen nachgewiesen werden konnte, wahrend dies bei
einer physiologischen Belastung erst nach 48 h zu einem signifikanten Anstieg fuhrte.
Deckungsgleich zeigten sich nach 24 h keine erhohten Proteinlevel, allerdings nach 48 h.
Signifikant reduziert wurde die DRAM1-Genexpression durch die Anwendung des
Autophagieinhibitors 3MA, wahrend dies in der Kontrollgruppe ausblieb. In der in-vivo

Untersuchung konnte ab 7 d der orthodontischen Krafteinwirkung ein Anstieg der DRAM1-
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Genexpression gemessen werden. Zusammenfassend deutet die Studie darauf hin, dass
die DRAM1-Expression in Abhangigkeit von der Dosis und Dauer mechanischer Krafte
hochreguliert wird und mdglicherweise durch den PI3K-AKT-mTOR-Signalweg gesteuert
wird. Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnte DRAM1 ein vielversprechender Kandidat fur
die Entwicklung eines zukunftigen Biomarkers zur Erkennung kieferorthopadischer
Uberlastungen sein. Dennoch ist es notwendig, in weiteren Studien die spezifische Rolle
von DRAM1 bei der Bestimmung des Zellschicksals in Bezug auf die Starke und Dauer

der aufgebrachten Krafte genauer zu untersuchen.
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