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1. Beitrag zu den Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zu Paper | (Erstautorenschaft)

Der Eigenteil der Doktorandin zur ersten Publikation mit dem Titel ,Dental and
Orthopaedic Implant Loosening: Overlap in Gene Expression Regulation® (1) wird im
Folgenden im Detail dargestellt.

Initiale Aufgabe der Doktorandin war die Gewinnung von dentalen Periimplantat-
geweben. Die Periimplantatgewebe wurden von Patienten verwendet, die sich aufgrund
einer aseptischen Periimplantitis einer Zahnimplantat-Revision unterzogen. Daraus
mussten noch am selben Tag Uber einen mehrstufigen Prozess periprothetische
Fibroblatsen (PPFs) isoliert werden. Nach Erhalt der PPFs wurden diese Uber mehrere
Wochen bis zum Erreichen von Passage 2 kultiviert um eine ausreichende Zellzahl zu
erhalten. Die dentalen PPFs unterlagen einer sehr viel langsameren Zellteilung, die bei
Verwendung des flir orthopadische PPFs etablierten Mediums nicht zu einem
ausreichenden Zellwachstum fihrte. Nach Erganzung des Mediums zu Kulturbeginn um
10% FCS und 1% non-essential amino acid solution konnte auch bei den dentalen PPFs
eine entsprechende Zellteilung erreicht werden.

Die Periimplantatgewebe wurden zusatzlich separat aufbereitetet, histologisch (HE und
TRAP) und quantitativ mittels RT-PCR analysiert. Dieser gesamte Arbeitsschritt wurde
von der Doktorandin durchgefiihrt.

Die orthopadischen Periimplantatgewebe wurden von Dr. Eliza Hartmann und Dr. Miriam
Kohler im Rahmen ihrer Promotionen gesammelt, isoliert und kultiviert.

Das Herzstuck der Doktorarbeit sah eine Kokultivierung von dentalen PPFs und PBMCs
Uber einen Zeitraum von 28 Tagen vor, um die Osteoklastogenese im
Periimplantatgewebe zu untersuchen. Dafur war die Gewinnung von PBMCs aus Buffy
coats erforderlich. PBMCs wurden aus Buffy coats mittels Gradientenmediums-
Zentrifugation generiert. Es wurden jeweils zwei PBMC-Spender pro PPF-Ansatz
getestet, um eine moglichst durch PBMC-Spender unbeeinflusste Analyse zu erhalten.
Folgende Versuchsgruppen wurden untersucht: PBMCs in Monokultur unstimuliert,
PBMCs in Monokultur stimuliert (RANKL; MCSF), PPFs in Monokultur unstimuliert, PPFs
in  Monokultur stimuliert (RANKL; MCSF), Kokulturen PBMCs/PPFs unstimuliert,
Kokulturen PBMCs/PPFs stimuliert (RANKL; MCSF). Dermale Fibroblasten wurden als
Kontrolle zu PPFs ebenfalls in allen Gruppen analysiert. Es wurden jeweils Monolayer-
und 3D-Transwellkulturen angefertigt. Diese wurden mittels Histologie, TRAP-Farbung,
Dentin-Chips und RT-PCR an Tag 0,13,21 und 28 analysiert. Dieser Versuchsansatz
wurde mit allen Einzelschritten zur Bestatigung der Ergebnisse insgesamt drei Mal von

der Doktorandin fir die dentalen PPFs durchgefihrt.
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Frau Dr. Miriam Kohler fihrte mit anderem PBMCs-Spender und orthopadischen PPFs
initial den Versuch ein. Ein analoges Vorgehen war notwendig, um final die Ergebnisse
von dentalen und orthopadischen Gruppen vergleichen zu kénnen.

Aufgrund der groRen Anzahl an Proben und vielen unterschiedlichen Versuchsgruppen
waren insgesamt sehr viele RT-PCRs notwendig. Die Doktorandin fuhrte ca. 50% der
PCR-Untersuchung selbst durch, die verbleibenden 50% wurden von der MTA Natalia
Cabeza pipettiert.

Die in diesem GrofRversuch gewonnen Ergebnisse (histologisch, RT-PCR, Dentinchip-
Analysen) wurden alle von der Doktorandin ausgewertet und unter Supervision der
Doktormutter und Betreuerin Prof. Dr. Susanne Mayer interpretiert.

Als abschlieBende Untersuchung der Periimplantatgewebe war noch eine
Sequenzierung der dentalen und orthopadischen Proben vorgesehen. Hierfir wurde die
Qualitat der orthopadischen und dentalen Proben mittels Bioanalyzer von der
Doktorandin im Genzentrum der LMU bestimmt. Die weiteren Schritte der
Sequenzierung wurden durch das Genzentrum (Ansprechpartner Dr. Stefan Krebs, AG
Dr. Helmut Blum) durchgefuhrt.

Abschlielend erfolgte die Erstellung der Publikation ,Dental and Orthopaedic Implant
Loosening: Overlap in Gene Expression Regulation“. Bei der Auswertung und
Beschreibung der komplexen Sequencingergebnisse wurde die Doktorandin von Dr.
Maximilian Saller und Elif Akova unterstutzt.

Nach Erstellung der Publikation wurde das Feedback aller Koautoren eingearbeitet und
von der Doktorandin zur Publikation bei Frontiers in Immunology eingereicht.

Die Ruckfragen der Reviewer beantwortete die Doktorandin in enger Ricksprache mit

Prof. Susanne Mayer. Alle Koautoren stimmten der finalen Fassung zu.

1.2 Beitrag zu Paper Il (Geteilte Erstautorenschaft)

Der Eigenteil der Doktorandin zur zweiten Publikation mit dem Titel ,Fibroblast-like cells
change gene expression of bone remodelling markers in transwell cultures® (2) wird im

Folgenden dargestellt.

Die praktischen Umsetzungen der Versuche wurden im Wesentlichen von Dr. Eliza
Hartmann zur Erlangung ihrer Promotion durchgeflihrt. Bei der Durchflihrung der RT-
PCR Ubernahm die Doktorandin einen Teil der Analysen. Die Doktorandin war
unterstitzend an der Analyse und Interpretation der Daten beteiligt. Die Verfassung der
Publikation fand als gemeinschaftliches Projekt der beiden Erstautorinnen statt. Die
Kommentare aller Koautoren wurden von der Doktorandin eingearbeitet. Die Publikation

bei dem European Journal of Medical Research wurde durch die Doktorandin
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eingereicht. Der Review-Prozess wurde von der Doktorandin zusammen mit Prof

Susanne Mayer durchgefiihrt. Alle Koautoren stimmten der finalen Fassung zu.
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2. Einleitung

2.1 Dentale und orthopadische Implantatlockerung

In der zunehmend alternden Bevolkerung steigt die Versorgungserfodernis mit Zahnim-
plantaten und Endoprothesen (insbesondere Knie- und Huftgelenksendoprothesen
(KEP und HEP)) stetig an (3-5). Jahrlich werden in Deutschland 1,3 Millionen dentale
Implantate und Gber 400.000 KEP und HEP implantiert (6-8). Bis 2030 wird allein flr die
USA ein Anstieg der KEP und HEP auf 1,3 Millionen bzw. 640.000 p.a. prognostiziert
(9). Implantatlockerungen stellen sowohl im Bereich der orthopadischen als auch der
dentalen Chirurgie ein haufiges Problem der Endoprothesenversorgung dar (10, 11).
Eine aktuelle Meta-Analyse zeigt eine 10-Jahres-Uberlebensrate von circa 96,4% fir
dentale Implantate (12). In der Literatur finden sich vergleichbare Werte fir den
orthopadischen Bereich (KEP: 10-Jahres-Uberlebensrate von 96,1% und HEP:
10-Jahres-Uberlebensrate von 95,6%) (13). Dies macht deutlich, dass die
Implantatiockerung als  Spatkomplikation eine relevante Langzeitfolge der

Endoprothesenversorgung darstellt.

Die initialen Ausléser orthopadischer und dentaler Implantatiockerung unterscheiden
sich auf den ersten Blick. Bei orthopadischen Implantaten kommt es insbesondere durch
mechanische Beanspruchung zum Abrieb der Endoprothese mit Freisetzung von
Materialpartikeln (10, 14, 15). Dadurch bildet sich zwischen Endoprothese und Knochen
ein fibroses Periimplantatgewebe (10). Bei dentalen Implantaten steht dagegen die
Biofilmbildung im Vordergrund, durch die es zur Ausbildung einer Periimplantitis mit
ebenfalls fibrésem Periimplantatgewebe kommt. In beiden Fallen erfolgt eine Aktivierung
des Immunsystems. In den letzten Jahren wurde vermehrt postuliert, dass Autoimmun-
prozesse hauptverantwortlich fir die Lockerung von Implantaten sind und der infektiésen

Genese eine untergeordnete Bedeutung zukommt (16).

Autoimmunprozesse I6sen aseptische Entzindungsreaktionen im Periimplantatgewebe
aus. Dies flhrt zum Abbau von Knochen um das Implantat, der Osteolyse, die letztlich
als finaler Schritt zur Lockerung der Endoprothese fihrt. Die Osteolyse bei dentalen
Implantaten beginnt typischerweise im Weichteilgewebe und breitet sich kontinuierlich in
den apikalen Implantatbereich aus (16). Das Osteolysemuster bei Hiftimplantaten ist
vergleichbar. Der Knochenabbau beginnt im proximalen Bereich der Huftprothese und

breitet sich weiter nach distal aus (16).

Im Knochenstoffwechsel sind Osteoklasten und -blasten fir die Knochenresorption und-
bildung zustandig. Osteoblasten und -klasten kommunizieren Uber direkten Zell-Zell-

Kontakt, Zytokine und die Interaktion mit der extrazellularen Matrix miteinander (17, 18).



2 Einleitung 9

An der Osteolyse sind neben Osteoblasten und -klasten auch Makrophagen und
Fibroblasten beteiligt. CD68+ Monozyten und Makrophagen werden durch Abriebpartikel
aktiviert und sind verantwortlich fir die Phagozytose der partikelférmigen Ablagerung
(19, 20). Im Rahmen eines chronischen Entziindungsprozesses kdnnen Makrophagen
in Gegenwart von Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktoren (macrophage colony-
stimulating factor, MCSF) zu Osteoklasten differenzieren (21, 22). Zuséatzlich stimulieren
Wachstumsfaktoren und Zytokine Osteozyten, reife Osteoblasten der Knochenmatrix,
die mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells, MSCs) aus dem Knochen-
mark anlocken. MSCs differenzieren zu Pra-Osteoblasten, die MCSF und Receptor
Activator of NF-kB ligand (RANKL) exprimieren (23).

Die weitere Entwicklung zu den typischen multinuklearen Osteoklasten (Osteoklasto-
genese) ist ein mehrstufiger Prozess, der malgeblich durch periprothetische Fibro-
blasten (PPFs) beeinflusst wird (24). PPFs machen rund 70% des Periimplantatgewebes
aus (25). PPFs bilden sowohl in orthopadischen als auch in dentalen Periimplantat-
geweben Faktoren, die zur Bildung und Aktivierung von Osteoklasten beitragen. Obwohl
man annehmen kdénnte, dass bei orthopadischen und dentalen Implantaten grund-
satzlich unterschiedliche Lockerungsprozesse und Immunregulationen ablaufen, sind an
den Kaskaden beider Prozesse ahnliche Zytokine beteiligt, die zur Bildung und
Aktivierung von Osteoklasten flihren (16, 26, 27).

PPFs in orthopadischen Periimplantatgeweben exprimieren Tumornekrosefaktor-alpha
(TNFa), ein wichtiges Zytokin im Rahmen von Ilokalen und systemischen
Entzindungsreaktionen (28). Wird MCSF in vitro hinzugegeben, triggern TNFa-
exprimierende PPFs eine verstarkte Osteoklastenbildung und férdern damit die
Implantatlockerung (28, 29). TNFa wird auch im Periimplantatgewebe von gelockerten
Zahnimplantaten stark exprimiert (30). In gingivalen Fibroblasten fiihrt TNFa zur
Freisetzung von Prostaglandin E2 (PGE2) (31). PGE2, ein Signalprotein der Osteolyse,
wurde in orthopadischen und dentalen Periimplantatgeweben nachgewiesen (32, 33).
Die PGE2 synthetisierende Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird in PPFs exprimiert und
durch Titanpartikel, die zu oxidativem Stress fihren, stimuliert (34). PGE2 induziert eine
erhdhte Expression von RANKL in PPFs (25). RANKL hat einen starken Einfluss auf die
Regulierung der Knochenbildung und -resorption. RANKL aktiviert Osteoklasten, indem
es an den RANK-Rezeptor von Osteoklasten-Vorlauferzellen bindet und dadurch deren
Differenzierung zu Osteoklasten initiiert. Die RANKL-Expression von PPFs induziert

somit direkt die Osteoklastenbildung in orthopadischen und dentalen Geweben (35, 36).

Der Gegenspieler von RANKL ist Osteoprotegerin (OPG). OPG fungiert als Decoy-

Rezeptor fir RANKL und hemmt die Osteoklastendifferenzierung, da ein Decoy-
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Rezeptor zwar an gleicher Stelle bindet, aber keine Zellsignale weiterleitet. Bei Parodon-
titis ist ein erhdhtes RANKL/OPG-Verhaltnis (Hochregulierung von RANKL und
Herunterregulierung von OPG) beschrieben (37, 38). In orthopadischen Periimplantat-
geweben wurde ebenfalls eine verminderte Expression von OPG gefunden (39).
Zusammenfassend ist die RANKL/OPG-ratio von zentraler Bedeutung fir die
Regulierung der Differenzierung, Aktivierung und das Uberleben von Osteoklasten.
Somit ist der RANKL/RANK/OPG-Pathway von zentraler Bedeutung flir das

Gleichgewicht zwischen Knochenbildung und -resorption (17).

PPFs exprimieren auch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die in erhéhten Konzentra-
tionen in orthopadischen und dentalen Periimplantatgeweben zu finden sind (40). MMPs
sind eine grofte Familie von Enzymen, die hauptsachlich am Abbau von extrazellularer
Matrix- und Basalmembranproteinen beteiligt sind und fihren u.a. zum Kollagenabbau
im Periimplantatgewebe. In dentalen Studien steigt die MMP8-Konzentration im
gingivalen Sulkusfluid im Rahmen von periimplantaren Erkrankungen an und wird als
Biomarker diskutiert (41). MMP13 baut aufgrund der Substratspezifitat fur Kollagen Typ
1 auch Knochen ab (42). Dariber hinaus werden MMPs in periosteoklastischen Zellen
(40) und in subosteoklastischen Resorptionslakunen von Osteoklasten gefunden und
kénnen so zusatzlich den Knochenverlust férdern (43). Betrachtet man die
Expressionsmuster von PPFs im periimplantaren Gewebe, &ahneln diese stark
sogenannten "aggressiven" Fibroblasten, wie sie auch fir die rheumatoide Arthritis
beschrieben sind (44).

Osteocalcin (OCN), ein extrazellulares Matrixprotein, wird von reifen Osteoblasten
synthetisiert und kann Knochenmineralisierung und -umbau beeinflussen (45, 46).
Cathepsin K (CTSK), eine Cysteinprotease, wird hauptsachlich von Osteoklasten
exprimiert und ist an der Spaltung von Kollagen in der extrazellularen Matrix beteiligt
(47). Erhéhte OCN- und CTSK-Konzentrationen wurden im gingivalen Sulkusfluid bei
Periimplantitis nachgewiesen und koénnten auf einen erhéhten Knochenumsatz
hinweisen (48). Mandelin et al. zeigten, dass auch PPFs des Periimplantatgewebes in

der Lage sind, CTSK zu sezernieren (35).

Tartrat-resistente-Saure-Phosphatase (TRAP) ist ein osteoklastenspezifischer Marker,
der eng mit der Knochenresorption verbunden ist. In frihen Phasen der orthopadischen
Implantatlockerung werden erhéhte TRAP-Spiegel beschrieben, wahrend spate Phasen
mit verminderten TRAP-Mengen korrelieren (49). Es existieren zwei Isoformen (TRAP5a
und TRAP5D), die Isoform TRAP5Db ist ein biochemischer Marker fir die Anzahl und
Aktivitat von Osteoklasten. Serum-TRAPSb wird als nitzlicher Marker fur die Knochen-

resorption diskutiert (50).
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Zusammenfassend deuten diese Beispiele darauf hin, dass in orthopadischen und
dentalen Periimplantatgeweben ahnliche Zytokine, Prostaglandine und MMPs beteiligt
sind, die zur Bildung und Aktivierung von Osteoklasten beitragen. Somit sind in dentalen
und orthopadischen periprothetischen Geweben ahnliche Lockerungsprozesse

involviert.

2.2 Untersuchung des Periimplantatgewebes

Um den Lockerungsprozess besser zu verstehen und nachahmen zu kénnen, ist es
erforderlich das Periimplantatgewebe in vitro abzubilden. In periprothetischen Geweben
bilden PPFs ein komplexes faseriges, dreidimensionales (3D) Netz, in dem die Zellen in
der Regel von extrazellularer Matrix, Knochen und endoprothetischen Komponenten
umgeben sind. Zur Untersuchung des Periimplantatgewebes ist die Zellkultur essentiell.
Immer noch werden heutzutage die meisten Zellkulturversuche in zweidimensionalen
(2D) Ansatzen durchgefiihrt, obwohl die 3D Kultivierung die in vivo Situation deutlich
besser widerspiegelt. Durch den 3D Ansatz werden Zell-Zell-Kontakte geférdert, die
Zellen werden besser vom Medium umspllt und haben weniger Kontakt zum Kunststoff
des Kultivierungswells (51). Dies wirkt sich auf die Zellproliferation, Differenzierung und

Genexpression aus (51).

Als 3D-Struktur werden gerustbasierte Techniken wie Trager auf Hydrogelbasis oder
harter Polymermaterialien, hydrophile Glasfasern und Organoide eingesetzt, die jeweils
ihre individuellen Vorteile und Anwendungen bieten. Daneben gibt es auch gerustfreie
Techniken, wie z. B. Zellkulturen mit Magnetschwebeverfahren (51). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde das Transwell-System verwendet. Transwell-Kulturen sind fur die
Untersuchung =zellularer Interaktionen bekannt und wurden flr Fibroblasten-
Mehrschichtkulturen etabliert (52). Das Transwell-System entspricht einer
Standardkulturplatte mit mehreren Wells. In diese Platte werden Wells mit einem Boden
aus einer Polycarbonatmembran eingehangt. Dadurch werden die Zellen, die sich auf
der Membran ansiedeln, von oben und unten mit Medium versorgt. Somit wird ein 3D-
Wachstum in der Membran ermdglicht. Die Kultivierung von Fibroblasten im Transwell-
System kann zu einer héheren Zellmasse und einer grolieren Zellzahl fihren (53). Die
in Transwell-Kulturen gebildeten Konglomerate sind teilweise dreidimensional und
mehrschichtig, wodurch die interzellularen Zellkontakte erhdht werden (53). In dieser
Arbeit wurden parallel Monolayer-(2D) und Transwell-(3D) Kulturen untersucht, um
mogliche Unterschiede aufzuzeigen. Die 3D-Kultur hat die Mdoglichkeit, die

Forschungsliicke zwischen klassischer 2D-Kultur und Tierversuch zu schlief3en.
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Neben dem Kultursystem spielen auch die verwendeten Zellpopulationen eine
entscheidende Rolle. Um die Ubergeordneten Immuneffekte im Hinblick auf die
Osteoklastenbildung in dentalen und orthopadischen periprothetischen Geweben zu
untersuchen, wurde ein gemeinsames Modell von Kokulturen verwendet, das periphere
mononukleare Blutzellen (PBMCs) und PPFs enthalt (54). In vivo entstehen reife,
mehrkernige Osteoklasten durch die Fusion von CD-14 positiven Monozyten (23). Auch
in vitro kann eine Osteoklastogenese aus PBMCs durch Zugabe von RANKL und MCSF
generiert werden, wobei eine vorherige Selektion der CD-14 positiven Monozyten hierbei
keine Vorteile bringt (23). Die Verifizierung, ob reife Osteoklasten entstanden sind, kann
Uber einen Dentinresorptionsassay erfolgen. Im Falle von reifen Osteoklasten kommt es
zu Osteolyse mit Resorptionslakunen auf Dentinchips. Die aktuelle Studienlage
bezlglich der Induktion einer vollstdndigen Osteoklastogenese ohne Stimulation und
allein durch die Kokultivierung mit PPFs ist noch inhomogen. De Vries et al. konnten in
Kokulturen von parodontalen Ligamentfibroblasten und PBMCs zeigen, dass es durch
Kokultivierung zur Bildung von Osteoklasten kommt. Allerdings flihrte diese
Osteoklastogenese zur keiner Knochenresorption. Dies fuhrt zu der Annahme, dass
Fibroblasten Hemmstoffe exprimieren und so die terminale Osteolyse verhindern (55).
Bloemen et al untersuchten vergleichbare Kokulturen und bestéatigten, dass PPFs die
Osteoklastogenese begulnstigten. Eine Knochenresorption konnte fir PBMC-
Monokulturen und Kokulturen unter zusatzlicher Stimulation mit M-CSF und RANKL
beobachtet werden (56).

Insgesamt ergibt sich ein Bild, nach dem Fibroblasten einerseits das Expressionsmuster
in Richtung Osteoklastogenese verandern und die Entwicklung von Osteoklasten
begtnstigen, andererseits aber ggf. die terminale Osteolyse verhindern kénnen. Kurz
zusammengefasst spielen PPFs eine entscheidende Rolle und sollten vermehrt zum
besseren Verstandnis der Implantatlockerung in den Fokus der Forschung gerlickt

werden.

2.3 Projektziele

Primares Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, die Osteoklastogenese in
Kokulturen aus PBMCs und PPFs (orthopadischen und dentalen Ursprungs) zu
vergleichen und so Rickschlisse auf die dentale und orthopadische Implantatlockerung
zu ziehen. Zusatzlich sollte die Hypothese, ob PPFs in Kokulturen mit PBMCs in der

Lage sind, eine terminale Osteoklastognese zu triggern, Uberprift werden (1).

Als Nebenfragestellung sollte der Einfluss eines vermutlich mehr den in vivo

Bedingungen entsprechendes 3D- Transwell-Systems evaluiert werden. Hierflr wurde,
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das Transwellsystem in verschiedenen Fibroblastenkulturen in Mono- und Kokulturen
untersucht (1, 2).

Die vorliegende Doktorarbeit beinhaltet einen Teil der wissenschaftlichen Arbeit, die im
Rahmen des DFG-Projekts ,,Analyse periprothetischer Fibroblasten und deren Funktion
im Bereich orthopadischer und dentaler Implantatiockerungen® (Deutsche Forschungs-
gemeinschaft, Prof. Dr. med. Susanne Mayer, Projektnummer 192241435) durchgefuhrt
wurde. Im Abschnitt 1 sind die Beitrage der Doktorandin zu den beiden

Veroffentlichungen aufgelistet.
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3. Zusammenfassung

Hintergrund:

Implantatlockerungen stellen ein relevantes Problem in der zahnarztlichen und ortho-
padischen Chirurgie dar (10, 11). Multifaktorielle Prozesse flihren zur periprothetischen
Osteolyse und somit zum Implantatverlust (15, 16). Orthopadische und dentale
Implantatlockerungen unterscheiden sich in ihren urspriinglichen Auslésern. Auffallig ist
jedoch, dass Periimplantatgewebe von gelockerten Endoprothesen in beiden Fallen zu
einem grofRen Teil aus PPFs besteht (25). PPFs sind in der Lage, Partikel zu
phagozytieren und Zytokine freizusetzen, die an der Pathogenese von
Implantatlockerungen beteiligt sind. Dartiber hinaus beeinflussen PPFs die Bildung und
Aktivierung von Osteoklasten und spielen so eine Schlisselrolle (35, 36).

Die in vivo Verhaltnisse mit den zahlreichen Zellinteraktionen in einem dreidimensiona-
len Periimplantatgewebe in Zellversuchen nachzustellen stellt eine erhebliche
Herausforderung dar. Ein Transwell-System bestehend aus einer netzartigen 3D-
Struktur aus Polycarbonat ermdglicht, im Vergleich zu herkdmmlichen
Monolayerkulturen, das 3D-Wachstum in Zellkulturversuchen. Somit hat das 3D-
Transwellmodell die Chance, den Verhaltnissen in vivo naher zu kommen und einen

realistischeren Ansatz zu bieten (51).

Ziele:

Ziel dieser Arbeit war es, dentale Periimplantatgewebe durch phéanotypische
Expressionsmuster zu charakterisieren und zu untersuchen, ob die Osteoklastogenese
durch dentale PPFs induziert werden kann. Die Ergebnisse sollten dann mit den
Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe zu orthopadischen Kokulturen in Vergleich gesetzt
werden. Zur Bestatigung dieser Ergebnisse war es unser Ziel, die orthopadischen und
dentalen Kokulturen zusatzlich zu sequenzieren.

Um die Versuchsdurchfihrung zu optimieren, war es unsere Absicht, in Vorarbeiten ein
neues 3D-Modell, das Transwellsystem, in verschiedenen Fibroblastenkulturen (dentale
PPFs, orthopadische PPFs, Synovialfibroblasten bei Osteoarthritis und dermalen

Fibroblasten) zu erproben.

Methoden:

Die PPFs wurden aus Periimplantatgeweben von Patienten isoliert, bei denen aufgrund
einer aseptischen Periimplantitis eine Zahnimplantat-Revision indiziert war. Diese PPFs
wurden mit peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) in Transwell- (n=16) und

Monolayersystemen (n=16) kultiviert, um den Einfluss auf die osteogene Differenzierung
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zu untersuchen (1, 57). Unstimulierte und stimulierte (x MCSF und RANK-L)
Monokulturen von PBMCs wurden als positive Kontrolle der Osteoklastenbildung
verwendet. Monokulturen von PPFs dienten als Negativkontrolle fiir Fibroblasten. Die
Kulturen wurden durch Farbung (HE, TRAP-Farbung und Hoechst) und quantitative real-
time-PCR (RT-PCR) (osteoklastenspezifische Proteine und Zytokine: RANKL, OPG,
RANK, MCSF, OCN, CTSK, TRAP, TNFa) an Tag 0, 13 und Tag 20 charakterisiert. Zum
Nachweis einer terminalen Osteoklastogenese in vitro wurden die Zellen zusatzlich auf
Dentinchips fir 28 Tage kultiviert und die Resorptionslakunen mittels Toluidinblaulésung
dargestellt. Die Sequenzierung wurde durchgeflihrt, um dentale und orthopadische
Kokulturen in Monolayern zu vergleichen. Hierfir wurde RNA von PPFs, PBMCs und
Kokulturen an Tag 20 sequenziert (1, 57).

Um eine Basisreferenz zu erhalten, wurde zusatzlich Originalgewebe von gelockerten
Zahnimplantaten (n=8), ohne vorherige Zellisolierung, an Tag 0 in toto analysiert (1).
Fir die Vorarbeiten im Transwellsystem wurden PPFs aus orthopadischen
Periimplantatgeweben (n = 12), osteoarthritische synovialfibroblastenahnliche Zellen (n
= 6) und dermale Fibroblasten (n=3) in Monolayer- oder Transwellkulturen fir 10 oder
21 Tage kultiviert. Die Kulturen wurden mittels Histologie, TRAP-Farbung,
Immunhistochemie (Anti-S100a4) und RT-PCR untersucht (2).

Ergebnisse:

Dentale Transwell-Kokulturen erhéhten die Expression von RANKL, RANK, MCSF, OCN
und TNFa (Tag 13) und verringerten die Expression von OPG, TRAP (Tag 20) und CTSK
(Tag 13) im Vergleich zu Monolayer-Kokulturen (1).

Die TRAP-Farbung ermoglicht den Nachweis von mehrkernigen osteoklastenahnlichen
Zellen, ist aber kein spezifischer Marker flr die Osteoklastogenese im Gegensatz zur
Knochenresorption (57). In PBMCs-Monokulturen und allen Kokulturen waren TRAP
positive, multinukledre Zellen sichtbar. In PPF-Monokulturen waren diese nicht
nachweisbar (1, 57).

In orthopadischen und dentalen Monolayer-Kokulturen zeigten sich hohe Mengen an
OPG. Eine hohe OPG-Expression flihrt zu einer niedrigeren RANKL/OPG-ratio. Dies
wiederum flhrte zu einer Hemmung der Osteolyse und passend dazu zeigten sich keine
Resorptionslakunen auf den Dentinchips. Die Stimulation von PBMC-Monokulturen in
Monolayern und Transwells mit RANK-L und M-CSF flihrte zu Resorptionsliicken auf
Dentinchips, wahrend selbst stimulierte Kokulturen mit dentalen und orthopadischen

PPFs keine Anzeichen einer terminalen Osteoklastogenese zeigten. Dies spricht fur eine
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osteoprotektive und immunregulatorische Wirkung der PPFs im Monolayer. Diese osteo-
protektive Funktion wurde fur dentale und orthopadische Monolayerkulturen gezeigt (1,
57).

Im Gegensatz dazu wurde OPG in den Transwell-Kokulturen signifikant herunter-
reguliert. In den dentalen Kokulturen kam es zu einem 20-fachen und in den ortho-
padischen Kokulturen sogar zu einem 100-fachen Rickgang von OPG (1, 57). In
Transwell-Kulturen waren die RANKL/OPG-Ratios &hnlich hoch wie in den
urspringlichen Geweben, die als Basisreferenz dienten (1). Insgesamt entsprachen die
Transwellergebnisse damit mehr den in vivo Bedingungen.

Die Sequencinganalysen zeigten eine starke Ubereinstimmung der Expressionsmuster

von dentalen und orthopadischen Kulturen (1).

In unseren Vorarbeiten zum Transwellsystem konnten wir zeigen, dass die 3D-Kulti-
vierung alleine und ohne weiteren Stimulus in den Fibroblastenmonokulturen (PPFs,
osteoarthritische Synovialfibroblasten und dermale Fibroblasten) zu einer signifikanten
Anderung des Expressionsmusters fiihrte. Das Transwellsystem ermdglicht mehr Zell-

Zell-Kontakte und verandert dadurch das Expressionsprofil (2).

Schlussfolgerung:

PPFs kénnen osteoklastische Mechanismen erheblich immunmodulieren und spielen
eine wichtige Rolle bei der Lockerung von dentalen und orthopadischen Implantaten.
Eine terminale Osteoklastogenese durch PPF-Kokultivierung konnte weder im Mono-
layer noch im Transwell gezeigt werden. PPFs im Transwell induzierten in den Ko-
kulturen ein eher Osteoklastogenese forderndes Expressionsmuster. Das Transwell-
modell entsprach besser den in vivo Verhaltnissen (1, 2, 57).

Zusammenfassend gibt diese Arbeit einen ersten Hinweis darauf, dass beim dentalen
und orthopadischen Implantatversagen ahnliche Entziindungs- und Lockerungspro-

zesse auf molekulargenetischer Ebene ablaufen (1).
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4. Abstract (English)

Background:

Implant loosening is a relevant issue in dental and orthopaedic surgery (10, 11).
Multifactorial processes lead to periprosthetic osteolysis and thus to implant loss (15,
16). Orthopaedic and dental implant loosening differ in their original triggers. However, it
is striking that Periimplant tissues from loosened endoprostheses in both cases consist
largely of peri-implant fibroblasts (25). PPFs are able to phagocytose particles and
release cytokines that affect implant loosening. In addition, PPFs influence the formation
and activation of osteoclasts and play an important part in osteolysis (35, 36).
Reproducing the in vivo conditions with numerous cell interactions in a three-dimensional
tissue in cell experiments is challenging. A transwell system consisting of a net-like 3D
structure made of polycarbonate enables 3D growth in cell culture experiments, unlike
conventional monolayer cultures. Thus, the 3D transwell model is able to get closer to in

vivo conditions and to provide a more realistic approach (51).

Objectives:

The aim of this work was is to characterize dental periimplant tissues by phenotypic
expression patterns and to investigate whether osteoclastogenesis can be induced by
dental PPFs. The results should then be compared with the preliminary experiments of
our working group on orthopaedic cocultures. To confirm these results, we aimed to
additionally perform sequence analysis for orthopaedic and dental cocultures.

In order to optimize the experiments, it was our intention to assess a new 3D model, the
transwell system, in different fibroblast cultures (dental PPFs, orthopaedic PPFs,

synovial fibroblasts in osteoarthritis and dermal fibroblasts).

Methods:

PPFs were isolated from periimplant tissues of patients with dental implant revision due
to aseptic peri-implantitis. These PPFs were cultured with peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) in transwell (n=16) and monolayer (n=16) systems to investigate the
influence on osteogenic differentiation (1, 57). Unstimulated and stimulated (+ MCSF
and RANK-L) monocultures of PBMCs were used as positive controls of osteoclast
formation. Monocultures of PPFs served as a negative control for fibroblasts. Cultures
were analyzed by staining (HE, TRAP stain and Hoechst) and quantitative real-time PCR
(RT-PCR) (osteoclast-specific proteins and cytokines: RANKL, OPG, RANK, MCSF,
OCN, CTSK, TRAP, TNFa) at day 0, 13 and day 20 (1, 57). To detect terminal
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osteoclastogenesis in vitro, the cells were additionally seeded on dentin chips for 28 days
and the resorption lacunae were visualized using toluidine blue solution. Sequencing
was performed to compare dental and orthopaedic cocultures in monolayers. For this
purpose, RNA was sequenced from PPFs, PBMCs and cocultures on day 20.

In order to obtain a baseline reference, original tissues from loosened dental implants

(n=8), without prior cell isolation, were additionally analyzed in total on day 0 (1).

For our preliminary work in transwell systems, PPFs from orthopaedic periimplant tissues
(n = 12), osteoarthritic synovial fibroblast-like cells (n = 6) and dermal fibroblasts (n = 3)
were cultured in monolayer or transwell cultures for 10 or 21 days. Cultures were
examined by histology, TRAP staining, immunohistochemistry (anti-S100a4) and RT-
PCR (2).

Results:

Dental transwell cocultures increased the expression of RANKL, RANK, MCSF, OCN
and TNFa (day 13) and decreased the expression of OPG, TRAP (day 20) and CTSK
(day 13) compared to monolayer cocultures (1).

TRAP staining allows detection of multinucleated osteoclast-like cells but is not a specific
marker for osteoclastogenesis as opposed to bone resorption (57). In PBMCs
monocultures and all cocultures, TRAP positive multinucleated cells were visible. They
were not detectable in PPF monocultures (1, 57).

Orthopaedic and dental monolayer cocultures displayed high levels of OPG. High OPG
expression leads to a decreased RANKL/OPG ratio. This resulted in inhibition of osteo-
lysis and, appropriately, no resorptive lacunae were detected on the dentin chips.
Stimulation of PBMC monocultures in monolayers and transwells with RANK-L and M-
CSF resulted in resorption lacunae on dentin chips, while even stimulated co-cultures
with dental and orthopaedic PPFs showed no signs of terminal osteoclastogenesis. This
suggests an osteoprotective and immunoregulatory effect of PPFs in monolayers. This
osteoprotective behaviour was demonstrated for dental and orthopaedic monolayer
cultures (1, 57).

In contrast, OPG was significantly downregulated in transwell cocultures. In dental
cocultures, there was a 20-fold and in orthopaedic cocultures even a 100-fold decrease
of OPG (1, 57). In transwell cultures, the RANKL/OPG ratios were comparable to those
in the original tissues, which served as a baseline reference (1). Overall, the transwell
results were more consistent with the in vivo conditions.

Sequencing analyses indicated a strong match between the expression patterns of

dental and orthopaedic cultures (1).
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In our preliminary work on the transwell system, we were able to show that 3D cultivation
alone without further stimulus in the fibroblast monocultures (PPFs, osteoarthritic
synovial fibroblasts and dermal fibroblasts) led to a significant change in gene
expression. The transwell system allows more cell-cell contacts, thereby altering the

expression profile (2).

Conclusion:

PPFs are able to significantly immunomodulate osteoclastogenesis and play an
important part in implant failure of dental and orthopaedic implants. Terminal
osteoclastogenesis by PPF co-cultivation could not be demonstrated in either monolayer
or transwell. PPFs in the transwell induced a more osteoclastogenesis-promoting
expression pattern in cocultures. The transwell model corresponded better to in vivo
conditions (1, 2, 57).

In summary, this work provides a first indication that similar inflammatory and loosening

processes occur at the molecular genetic level in dental and orthopaedic implant failure

(1).
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