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Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand
In dem Projekt 2 ,,Mesenchymal mechanisms and dietary targeting of inflammatory bone loss caused by

bacterial colonization and infection® analysierten wir Mechanismen des Knochenverlustes bei Infektionen
und in Projekt 3 ,,Preclinical characterization and micro-RNA-based targeting of fibroblasts to treat
inflammation and destruction* analysierten wir Pathomechanismen der rheumatoiden Arthritis. In beiden
Projekten sollte dabei insbesondere das Mesenchym in seiner Schliisselrolle im Mittelpunkt der
Untersuchungen stehen: Projekt 2: Mikroorganismen kénnen mit dem lokalen Mesenchym interagieren und
eine gewebespezifische Reaktion auslosen, die das Knochengewebe schidigt, indem sie in die
Knochenhomdostase eingreifen. Wichtige bakterielle Erreger von Knocheninfektionen sind
Staphylococcus aureus, der hdufigste Erreger von Knocheninfektionen im gesamten Korper, und
Porphyromonas gingivalis, Bestandteil unserer Mundflora und Haupterreger parodontaler Infektionen.
Beide Infektionen sowie autoinflammatorische Entziindungsreaktionen sind mit starkem Knochenverlust
und Knochendestruktion assoziiert. Ziel von Projekt 2 war, die zugrundeliegenden Pathomechanismen
aufzuklaren. Projekt 3: Bei der rheumatoiden Arthritis weisen Synovialfibroblasten insbesondere in der
Auskleidungsschicht chronisch entziindeter Gelenke, einen stabilen, aggressiven Phinotyp aus, der sich
von dem in akut entziindeten Gelenken und auch von dem in tieferen Teilen der Synovialis unterscheidet.
Epigenetische Verdnderungen in den FLS (wie z.B. durch microRNAs) beeinflussen diesen Phinotyp.
Projekt 3 sollte untersuchen, wie durch Manipulation der Expression relevanter microRNAs dieser
Phinotyp veridndert werden kann.

Ablauf des Vorhabens

Initial analysierten wir in Zellkulturen von mesenchymalen Zellen und assozierten Knochenzellen
(Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) Infektionen mit S. aureus und P. gingivalis. Dabei
untersuchten wir die Interaktion von Wirtszellen und Bakterien, um bakteriellen Abbau, bakterielle
Persistenz in den Wirtszellen, Zellinteraktionen und die begleitenden inflammatorischen Reaktionen zu

definieren.

Weiterhin fiihrten wir in-vivo-Versuche mittels eines hidmatogenen S. aureus Osteomyelitismodells und
einem P. gingivalis-Parodontitismodells durch. Die bakterielle Persistenz, die systemische und lokale
Immunantwort sowie der lokale und systemische Knochenverlust wurden mittels verschiedener Methoden
analysiert.

Schlussendlich wurde der Einflufl von lipidmetabolischen Nahrungsfaktoren auf die Wirts-Mikroben-
Interaktion untersucht, um mesenchymale Immunmodulation als préklinischen Ansatz zu definieren.
Murine Synovialfibroblasten wurden aus Tieren mit akuter oder chronischer Glucose-6-Phosphat-
Isomerase-induzierter Arthritis generiert. Diese Zellen wurden mittels RNA Sequenzierung auf ihre
Expression von microRNAs analysiert. Fiir unterschiedlich exprimierte und relevante microRNAs wurden
Mimics bzw. Antagomirs (Antagonisten von microRNAs) eingesetzt, um den FEinfluss der verdnderten
Expression dieser microRNAs auf die pathogenen Eigenschaften der Synovialfibroblasten zu untersuchen.
RNA-Sequenzierungen nach Manipulation der Expression von microRNAs ergaben zahlreiche Target
Gene, die anschlieBend auf ihren Einfluss auf den pathogenen Phéanotyp der FLS hin analysiert worden
sind. Durch Manipulation dieser Targets konnte der Einfluss auf den pathogenen Phidnotyp weiter
untersucht werden.

Wesentlichen Ergebnisse und die Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Projekt 2: In den Zellkulturexperimenten konnten wir mehrere wichtige Ergebnisse erzielen. Wir konnten

zeigen, dass Osteoblasten nach Infektion mit S. aureus eine starke antimikrobielle Antwort aufwiesen und
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dabei die Bakterien effektiv eliminierten. Ebenso rufen S. aureus infizierte Osteozyten ein starkes
Entziindungssignal hervor, dass zur Einwanderung von Immunzellen beitrdgt und den Knochenverlust
wihrend der Infektion triggert. Jedoch konnen Osteozyten die aufgenommenen S. aureus Bakterien kaum
abbauen, so dass Osteozyten ein potentielles Reservoir fiir S. aureus Langzeitpersistenz darstellten.

Fiir die Analysen zum P. gingivalis-induzierten Knochenverlust wurden hauptséchlich primére

murine Fibroblasten, Osteoblasten und Osteozyten genutzt. Dabei konnten wir eine starke Regulierung des
zelluldren Knochenremodellings und der Wundheilung durch immunmetabolische Aktivierung bei
bakterieller Priasenz feststellen.
Projekt 2: In unseren in-vivo-Mausmodellen konnten wir wichtige Ergebnisse erarbeiten. Mittels
verschiedener Bildgebungsmethoden konnten wir die S. aureus Bakterien in den Knochen auch wéhrend
der Langzeitpersistenz (6 Wochen nach Infektion) in der Trabekelstruktur und sogar intrazellulér darstellen.
In sehr aufwendigen Mausexperimenten nutzen wir TLR2-knock-out Tiere und infizierten sie im Rahmen
unseres himatogenen S. aureus Osteomyelitismodells.

Es wurden in vivo Experimente zur Schliisselrolle des Mesenchyms bei der bakteriell-induzierten
Parodontitis durchgefiihrt, um die lokale inflammatorische Knochenschiddigung zu definieren.
Interessanterweise zeigten sich die Verdnderungen in zelluldrer Prasenz und Inflammation nicht nur lokal,
am Ort der Infektion, sondern auch im femoralen Knochengewebe und dem Darmmikrobiom.

Projekt 3: RNA-Sequenzierungen ergaben signifikant differentiell exprimierte microRNAs in
Synovialfibroblasten aus Mausen mit akuter, selbstlimitierender Arthritis und chronisch-destruktiver
Arthritis. Mimics dieser microRNAs bzw. Antagomirs (Antagonisten von microRNAs) wurden genutzt, um
den Einfluss der verdanderten Expression dieser microRNAs auf die destruktiven Eigenschaften der FLS zu
untersuchen. Dabei hat die Uberexpression von ausgewihlten microRNAs (vermittelt iiber die
Transfektion mit Mimics) in FLS von Méusen mit chronisch-destruktiver Arthritis den aggressiven
Phénotyp umgekehrt, was in vitro-Experimente gezeigt werden konnte. Invasivitit/Migrationsverhalten,
Stoffwechselaktivitdt, Freisetzung von Chemokinen, Osteoklastendifferenzierung sowie Seneszenz waren
bei 2 genauer untersuchten microRNAs stark beeinflusst. Diese microRNAs wurden im Zusammenhang
mit rheumatoider Arthritis bisher nicht beschrieben.

AuBerdem wurden durch RNA-Sequenzierungen nach Manipulation der Expression dieser microRNAs
zahlreiche Target Gene gefunden. Der Einfluss dieser microRNA Targets auf den pathogenen Phénotyp
konnte letztlich auch in vitro untersucht werden, wobei siRNA-Interferenz eingesetzt wurde.

Projekt 2: Den Einfluss von lipidmetabolischen Nahrungsfaktoren auf mesenchymale Zellen und
assoziierte Knochenzellen bei bakterieller Infektion haben wir in der Zellkultur und im murinen Modell
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere die einfach gesittigte —inflammatorische
Palmitinsdure und assoziierte Metabolite sich negativ auf Signalkaskaden im Mesenchym auswirken und
damit den bakteriell-induzierten Knochenverlust vorantreiben. Unter anderem zeigen erste Ergebnisse, dass
im S. aureus induzierten hdmatogenen Osteomyelitismodell PA-gefiitterte Tiere vermehrt Bakterien in den
Knochen aufwiesen und dies wahrscheinlich mit einer gesteigerten Osteoklastenaktivitit zusammenhéangt,
die den Knochen anfalliger fiir Infektionen macht. Im P. gingivalis- induzierten Parodontitismodell wirkte
sich eine Substitution der Palmitinsiure durch die ungesittigte Olsdure protektiv aus, indem sie die
Homdostase in der Mikroumgebung des Mesenchyms wiederherstellte, was sich positiv auf die Stadien der
Inflammation, Entziindungsauflosung und den lokalen sowie die systemische Gewebedestruktion
auswirkte. Untersuchungen wurden in Kollaboration mit Projekt 3 und 5 durchgefiihrt und in
Veroffentlichungen und Fortbildungs-Artikel zusammengestellt. Zusétzliche Manuskripte befinden sich im
Publikationsprozess.

Jena, 18.12.24

Ort/Datum Unterschrift der Antragstellerinnen



Ay,

S ™
Sachbericht zum Verwendungsnachweis Mesinflame
Teil Il - eingehende Darstellung

Forderkennzeichen: 01EC1901B

Kontakt fur Rickfragen bettina.loeffler@med.uni-jena.de, Ulrike.Schulze-Spaete@med.uni-

jena.de, thomas.kamradt@med.uni-jena.de, sylvia.mueller@med.uni-jena.de

(1) Arbeiten und Ergebnisse aus den Zellkulturexperimenten
In einem Teil unseres Projektes analysierten wir in Zellkulturen von mesenchymalen Zellen,
Knochenzellen (Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) und Immunzellen Infektionen mit S.

aureus und P. gingivalis. Dabei untersuchten wir die Interaktion mit Wirtszellen und Bakterien,
um bakteriellen Abbau, bakterielle Persistenz in den Wirtszellen, Zellinteraktionen und die
begleitenden inflammatorischen Reaktionen zu definieren.

Aus unseren Vorarbeiten wissen wir, dass S. aureus in Osteoblasten sehr lange (iiber Wochen)
persistieren kann und dabei seinen Phinotyp in sogenannte ,,small-colony-variants® (SCVs)
verandert. In nachfolgenden Arbeiten konnten wir zeigen, dass bakterielle Persistenz sogar in
Makrophagen moglich ist, wobei auch dort die Persistenz durch die Bildung von SCVs gesteigert
wird (Siwczak, et al., 2022). Da Monozyten/Makrophagen mobile Zellen darstellen, konnte deren
Infektion und bakterielle Persistenz zur Dissemination der Bakterien im Korper beitragen.

Weiterhin konzentrierten wir uns auf die Fragestellung, ob und wie S. aureus Bakterien in
unterschiedlichen Knochenzellen persistieren konnen. Dabei analysieren wir Osteoblasten und
Osteozyten. Wir fanden, dass S. aureus Bakterien besser und in hoherer Keimzahl in Osteozyten
verglichen zu Osteoblasten persistieren konnen (Fig. 1). Obwohl beide Zelltypen den wichtigen
Rezeptor TLR-2 zur Erkennung von S. aureus exprimieren, habe wir nur Aktivierung des TLR-2
Rezeptors nach Infektion in Osteoblasten messen konnen. Im Gegensatz dazu sezernieren
Osteozyten hohe Mengen an Lipidmediatoren und Zytokine nach einer Infektion. Dadurch kénnen
diese Zellen zu der Inflammation bei Infektion beitragen. Dazu zeigten Proteomanalysen, dass das
bessere Uberleben von S. aureus in Osteozyten mit einer niedrigen Expression von
antimikrobiellen Peptiden in diesen Zellen einhergeht. Diese Ergebnisse zeigen, dass S. aureus
hauptsédchlich in Osteozyten persistieren, die wiederum die Bakterien kaum eliminieren kdnnen,
jedoch inflammatorisch stark aktiviert werden und somit zum Entziindungsgeschehen beitragen.
Diese Ergebnisse wurden publiziert (Garcia-Moreno, et al., 2022) und sind sehr wichtig, um
Therapiestrategien bei chronischen und rezidivierenden Knocheninfektionen zu entwickeln.
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Durch eine Sammlung von klinischen S. aureus Isolaten von chronischen Infektionen wollten wir
bakterielle Faktoren identifizieren, die einen chronischen Infektionsverlauf stark begiinstigen.
Hierzu konnten wir bestimmte Stoffwechselwege, wie Carbohydrate Transportmechanismen,
ATP-Synthase ect. in chronischen-infizierenden Stimmen hochreguliert messen, wobei wir
Stoffwechselwege des Lipidmetablismus eher herunterreguliert fanden (Tuchscherr, et al., 2024).
Diese Ergebnisse zeigen, dass S. aureus Stimme sich unter einer chronischen Infektion verédndern
und dem Wirt anpassen kdnnen.

In weiteren Zellkulturexperimenten analysierten wir die Rolle von TLR bei der Infektion mit S.
aureus. Dazu inkubierten wir Osteoblasten und Osteozyten mit dem TLR-2-Agonisten (MMG-11)
und fiithrten anschlieBend die Infektion durch. Wir analysierten verschiedene Parameter, wie
bakterielle Invasion, Persistenz und bakteriellen Abbau, doch wir konnten fiir keinen Parameter
einen signifikanten Unterschied feststellen. Hingegen fanden wir signifikante Unterschiede in der
inflammatorischen Antwort der Wirtszellen. Wir konnten zeigen, dass TLR-2 inhibierte Zellen
wesentlich weniger IL-6 bei der Infektion freisetzten, als nicht inhibierte Zellen. Somit spielt die
Erkennung von S. aureus durch TLR-2 eine wichtige Rolle bei der proinflammatorischen
Zellantwort.

Weiterhin untersuchten wir in unserem Projekt die Rolle von bakteriellen Faktoren bei Infektionen,
wie agr, einem globalen S. aureus Regulator und Quorum Sensing System, das die Expression von
vielen Toxinen steuert. In unseren Langzeitinfektionsexperimenten fanden wir eine hohere
Persistenz von agr-Mutanten verglichen mit Wild-Typ Stimmen. Diese Ergebnisse zeigen, dass
eine Herunterregulation der Toxine durch agr eine Persistenz begiinstigen, was wir ebenso
erfolgreich publiziert haben (Siegmund, et al., 2021).

Parallel zu den oben beschriebenen Untersuchungen zu S. aureus Infektionen und den daraus
resultierenden Verdnderungen im Mesenchym, analysierten wir spezifisch durch ein parodontales
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Pathogen P. gingivalis hervorgerufene Verdnderungen in der Interaktion mit mesenchymalen
Wirtszellen.

Fir die in den WP 1-3 genutzten Analysen wurden Untersuchungen in primdren murinen
Fibroblasten, Osteoblasten und einer Osteozyten-Zellinie durchgefiihrt (Beispiel Ergebnisse Fig.
2). Dabei wurden metabolische Signalkaskaden, die die lokale Gewebereaktion auf den externen
Stimulus koordinieren, in Abhéngigkeit von einer oralen P. gingivalis Infektion definiert. Wir
konnten unterschiedliche immunmodulatorische Signalkaskaden beschreiben, die sich in den
Stadien der Inflammation, Entziindungsauflésung und der lokalen Gewebedestruktion darstellen
lassen. Dabei wurden klar definierte morphologische Auswirkungen unter Beriicksichtigung der
lokalen Mikroumgebung in Zusammenhang mit zelluldren Untersuchungen gebracht. Partiell
wurden diese Untersuchungen in Kollaboration mit Projektpartnern aus Projekt 3 durchgefiihrt.
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Fig. 2 Resolvin D4 and 4-HDHA regulate bone and mesenchymal cell interaction in vitro. (a) Direct influence of
different SPM concentrations (low and high) on mCSF- and RANKL-mediated osteoclastogenesis (RvD4: low:
30 pg/100 pl; high: 100 pg/100 pl; 4-HDHA: low: 200 pg/100 pl; high: 1500 pg/100 pl; ethanol served as vehicle
control). (b) Differential fibroblastic gene expression after 24-h TNF-a treatment under modulation of RvD4
(resolvin D4) and 4-HDHA (4-hydroxydocosahexaenoic acid). Expression levels are shown as relative normalized
expression (RNE) to untreated control cells. (c) RNE (normalized to TNF-a-treated control cells) in osteoblasts
after 2 weeks differentiation under TNF-a and RvD4 or 4-HDHA treatment. (d) Osteoblast mineralization activity
was determined in cultures exposed to ctrl/TNF-a and RvD4- or 4-HDHA medium; ethanol served as vehicle
control. Cells were analysed after 14-day incubation period. Results were normalized to ethanol-treated/ TNF-a-
unstimulated control cells and depicted as fold change (ctr/, placebo infection; ND, normal standard
diet; P.g., Porphyromonas gingivalis infection; PA: PA-ED, OA: OA-ED, PA/OA group received PA-ED for the
first 8 weeks and was placed on OA-ED afterwards). Statistical analysis: ANOVA with post hoc test (Tukey) within
treatment groups, and two-tailed Student's ¢-test for pairwise comparisons. *p <.05; **p<.01; ***p<.001;
**EEp <0001
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(ii) Arbeiten und Ergebnisse aus den in-vivo Mausexperimenten

Parallel zu den Zellkulturexperimenten fithren wir in-vivo Versuche an unserem hiimatogenen S.
aureus Osteomyelitismodell durch. Hierbei benutzen wir Wild-Typ und TLR-2 knock-out Tiere
und analysierten die bakterielle Persistenz und die inflammatorische Antwort der Tiere.

Dazu untersuchten wir eine Mauskohorte im akuten Stadium der Infektion (4 Tagen nach
Infektion) und eine weitere Gruppe im chronischen Stadium (6 Wochen nach Infektion). Mittels
verschiedener Bildgebungsmethoden konnten wir die S. aureus Bakterien in den Knochen sogar
noch wihrend der Langzeitpersistenz (6 Wochen nach Infektion) in der Trabekelstruktur und auch
intrazelluldr darstellen. Die Analyse der infizierenden Bakterien mittels Bildgebungsmethoden
zeigte sogar eine niedrige metabolische Aktivitit, die zu dem persistierenden Phinotyp der ,,small-
colony-variants* (SCVs) passt (Mandal, et al, 2023). Demzufolge werden unsere
Zellkulturergebnisse der Langzeitpersistenz sehr gut in der in-vivo Situation widergespiegelt.

Zu unserem Erstaunen fanden wir bei den in-vivo Versuchen mit TLR-2 knock-out Tieren
signifikant weniger Bakterien in den Knochen der TLR-2 knock-out Tiere im chronischen Stadium
als bei Wild-Typ Tieren (Fig. 3). Dieses Ergebnis war sehr eindeutig, da wir es mit 3 verschiedenen
S. aureus Stimme und zudem mit einem agr-negativen S. aureus Stamm reproduzieren konnten.
Aktuell analysieren wir den Grund fiir den effektiveren bakteriellen Abbau in den TLR-2 knock-
out Tieren. Moglicherweise spielt hierbei eine gesteigerte Osteoklastenaktivitdt eine Rolle. Dieses
Phinomen werten wir als sehr wichtig und planen es, in komplexen Zellkulturmodellen
aufzuklaren.

USA300 WT Fig. 3: Wild-Typ (WT) und TLR-2 knock-out (KO)
Tiere wurden himatogen mit S. aureus (hier;
*kk P ;
| | USA300) infiziert. Im akutem Stadium (nach 4
8- Tagen) und im chronischen Stadium (nach 6

Wochen) wurden Knochen homogenisiert und

ausplattiert, um die bakterielle Last zu bestimmen.
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acute chronic

Weitere in vivo Experimente zur Schliisselrolle des Mesenchyms bei der bakteriell-induzierten
Parodontitis wurden in jungen und 2 Jahre-alten Maédusen durchgefiihrt, um die lokale
inflammatorische Knochenschiadigung sowie die altersabhingigen Besonderheiten zu definieren.
Damit soll die demografische Entwicklung mit steigendem Prozentsatz der dlteren Bevolkerung

4
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adressiert werden. Im Alter zeigen sich Verdnderungen im Immunsystem, einschlieBlich
verminderter Reaktivitdt und erhdhter Entziindungsneigung. Damit einhergehend steigt die
Parodontitis-Prdvalenz mit fortschreitendem Alter. Interessanterweise zeigten sich die
Veranderungen in zelluldrer Priasenz und Inflammation nicht nur lokal, am Ort der Infektion,
sondern auch im femoralen Knochengewebe und dem Darmmikrobiom (Fig 4). Dabei wurden
morphologische Auswirkungen unter Berlicksichtigung der lokalen Mikroumgebung in
Zusammenhang mit zelluldren Untersuchungen definiert und die Akkumulation von assoziierten

Metaboliten als treibende Faktoren beschrieben.

A Taxonomic Distribution

Fig 4 — Metabolic modulation of
the microbiome makes it more
susceptible to P gingivalis- induced
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(iii) Arbeiten und Ergebnisse zu dem Einfluss von lipidmetabolischen
Nahrungsfaktoren  (Fettsduren) auf Knocheninfektionen und _ die
mesenchymale Reaktion

In einem weiteren Arbeitspaket unseres Projektes konzentrierten wir uns auf die Fragestellung,
inwieweit eine Diit, die mit Palmitin- (PA) oder Olsdure (OA) angereichert ist, im Mausmodell
und im Zellkulturmodell eine himatogene Knocheninfektion begiinstigen kann.

Initial fiihrten wir unser himatogenes Osteomyelitismodell mit einer niedrigen Infektionsdosis an
Mausen durch, die fiir 12 Wochen mit normaler, OA- oder PA-angereicherter Diit gefiittert worden
waren. Wir analysierten die Méuse in einer akuten Gruppe (4 Tage nach Infektion) und in einer
chronischen Gruppe (6 Wochen nach Infektion). Nach Beendigung der Experimente analysierten

5



\\\“Ih,”
01EC1901B s
Sachbericht zum Verwendungsnachweis Mesinflame

wir die Méuse durch Ausplattierung der Knochen (Tibia) und der Nieren und durch Messung der
Zytokinexpression. Wir detektierten vor allem in der Gruppe der akut infizierten Tiere in allen
Tieren eine hohe Bakterienlast in den Nieren, wobei sich bei der Bakterienlast in den Knochen
Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten: Bei den Tieren, die mit der PA-angereicherten Diét
gefiittert worden waren, wurden signifikant hdufiger Bakterien in den Knochen gefunden als bei
den OA-gefiitterten Méusen und bei den Kontrollmédusen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass in dem in-vivo Modell PA-angereicherte Didt eine hidmatogene S. aureus Infektion
begiinstigen. Aktuell analysieren wir die Knochenstruktur, die durch eine PA-reiche Diit
moglicherweise verdndert bzw. geschddigt wird mittels Histologie und CT-Analysen. Eine
geschidigte Knochenstruktur konnte die verstirkte Anfélligkeit fiir Infektionen erkléren.

Um diesen Effekt ndher zu untersuchen, nutzten wir unsere Zellkulturmodelle von Osteoblasten
und Osteozyten und inkubierten die Zellen mit PA und/oder OA im Medium. In diesen Systemen
fiihrten wir Messung des Zelltodes, der bakteriellen Invasion und der bakteriellen Persistenz durch.
In allen Zellkulturansitzen konnten wir jedoch keinen Unterschied zwischen den unterschiedlich
inkubierten Zellen feststellen. Demnach kdnnen wir folgern, dass PA oder OA-Fettsduren keinen
direkten Effekt auf Osteoblasten und Osteozyten auslosen.

Weiterhin filhren wir aktuell in Zusammenarbeit mit der Gruppe von PD Dr. Schulze-Spite
Zellkulturexperimente mit Osteoklasten durch, da es bereits aus der AG Schulze-Spite publizierte
Hinweise gibt, dass diese durch PA-Fettsduren aktiviert werden. Durch diese verstirkte
Osteoklastenaktivierung konnte die Mikroarchitektur des Knochens gestort werden, was
wiederum die Adhédrenz und Infektion von S. aureus begiinstigen konnte. Diese Hypothese soll
abschlieBend in einem 3D- Zellkulturmodell bestehend aus Osteoblasten, Osteozyten und
Osteoklasten iiberpriift werden und die Ergebnisse dazu werden wir publizieren.

Parallel dazu wurde der Einfluss von lipidmetabolischen Nahrungsfaktoren auf die Wirts-
Mikroben-Interaktion bei  parodontaler Infektionen untersucht, um mesenchymale
Immunmodulation als praklinischen Ansatz zu definieren. Hier nutzten wir Zellkulturansétze und
das etablierte P. gingivalis Parodontitismodell, um den Einsatz von den am haufigsten in der
humanen Ernihrung vorkommenden Fetten, Palmitin- und Olsiure, bei bakteriellen
Knochenverlust zu definieren.

Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere die einfach gesittigte, inflammatorische
Palmitinsdure und assoziierte Metabolite sich negativ auf Signalkaskaden im Mesenchym
auswirken und damit den bakteriell-induzierten Knochenverlust vorantreiben. Unter anderem
konnten wir zeigen, dass sich im P. gingivalis-Parodontitismodells eine Substitution der
Palmitinsiure durch die ungesittigte Olsiure protektiv auswirkt, indem sie die Homdostase in der
Mikroumgebung des Mesenchyms wiederherstellte, was sich positiv auf die Stadien der
Inflammation, Entziindungsauflosung und der lokalen sowie der systemischen Gewebedestruktion
auswirkte. Es konnte dabei verschiedene Mediatoren der Immunantwort auf eine
Knocheninfektion definiert werden, die schlussendlich unter Einbeziehung der lokalen
mesenchymalen Strukturen zur Verbesserung der oralen trabekulidren Knochenmikroarchitektur
fiihren. Unter anderem wurden dabei zirkulierende Pro-Resolving-Mediatoren Resolvin D4
(RvD4) und 4-Hydroxydocosahexaensédure (4-HDHA) identifiziert, die in in-vitro-Experimenten
eine signifikant verbesserte Differenzierung primirer Osteoblasten und eine verringerte
Expression von osteoklastogenen Faktoren in gingivalen Fibroblasten induzieren. Resultierende
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Ergebnisse wurden in einem Manuskript zusammengefasst (JClinPerio DOI: 10.1111/jepe.13751),
zusammen mit der Definition eines neuartigen Lipokines in Zusammenhang mit
Knocheninfektionen unter lipotoxischen Stress (Nature Commun doi: 10.1038/s41467-022-
30374-9) und weiteren lipid-assoziierten Signalkaskaden (Cells doi: 10.3390/cells11060955) (Fig
5). Untersuchungen wurden in Kollaboration mit Projekt 3 und 5 durchgefiihrt. Dazu wurden
weitere Veroffentlichungen und Fortbildungs-Artikel zusammengestellt. Weitere Manuskripte
befinden sich im Publikationsprozess.

Fig. 5 OA-ED feeding enhances alveolar trabecular
bone following bacterial exposure in normal-weight
animals. (c—e) Histomorphometric analyses were
performed on TRAP-stained slides of the mandible. (c)
Representative images of the second molar (d) Number

of TRAP osteoclasts (OC) per millimetre (mm). (e)
Linear resorption of alveolar bone adjacent to PdL
(values shown in (b) and (c) are normalized to
uninfected [ctrl] groups that received normal diet [ND]).
(f, g) pCT analysis of trabecular bone. (f)
5 « Representative images of BV/TV in the infected PA and
OA-ED groups, with bone tissue surrounding M1
- displayed in two colours: non-calcified tissue in blue
zF and calcified tissue in transparent beige for better
R visibility. (g) Bone volume/total volume surrounding
affected teeth. Values of P. gingivalis-infection groups
were normalized to the respective nutritional controls
5 (Tukey box plot with median). Scale bar in (a): 20 voxel
e £ (1 voxel 2 15.6 um); (c): 200 um (ND normal standard
el | = o diet, PA: PA-ED, OA: OA-ED, PA/OA group received
PA-ED for the first 8 weeks and was placed on OA-ED
afterwards; ctrl, placebo-
infection; P.g., Porphyromonas gingivalis infection).

>
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g
s
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(iv) Arbeiten und Ergebnisse zur préklinischen Charakterisierung und mikro-RNA-
basiertem Targeting von Fibroblasten (Projekt 3)

In diesem Projekt untersuchten wir die Instruktion des pathogenen Phinotyps von
Synovialfibroblasten (FLS) durch Zellen des adaptiven Immunsystems. Fiir dieses Arbeitspaket
wurden wie vorgesehen tierexperimentelle Arbeiten am Go6PI-induzierten Arthritismodell
durchgefiihrt. Wir haben die antigenspezifischen T-Zellen aus Tieren, bei denen die
regulatorischen T-Zellen (Treg) durch Behandlung mit anti-CD25 Antikdrper entfernt wurden, im
Vergleich zu Tieren, bei denen eine solche Treg-Depletion nicht durchgefiihrt wurde, untersucht.
Am Tag 6 nach der Immunisierung wurden die Lymphknoten entnommen und mit dem Antigen
G6PI ex vivo restimuliert. Mittels sequentiellen Zellsorts wurden die antigenspezifischen T-Zellen
isoliert, die RNA aus den Zellen aufgereinigt und anschlieBend erfolgte die Sequenzierung in
Kooperation mit dem Leibniz-Institut fiir Alternsforschung - Fritz-Lipmann- Institut e.V. (FLI)
Jena. Ein damit gewonnener Datensatz differentiell exprimierter Gene von antigenspezifischen T-
Zellen wurde ausgewertet. Dabei hat sich gezeigt, dass eine angepasste Wiederholung des
Experiments fiir eine bessere statistische Absicherung der Daten noétig ist. Ein fiir die
Probenvorbereitung essentieller Kit zur Anreicherung der antigenspezifischen Zellen war
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allerdings im Laufzeitraum monatelang nicht verfiigbar. Nachdem dieser wieder verfiigbar war,
konnten weitere Proben fiir die Wiederholung der Sequenzierung generiert werden. Diese konnten
allerdings wihrend der Laufzeit des Projektes nicht mehr sequenziert werden. Das zweite
Arbeitspaket diente der Identifizierung von Targets von ausgewdhlten microRNAs, die in
synovialen Fibroblasten von Tieren mit akuter und chronischer Verlaufsform der G6PI-induzierten
Arthritis differentiell exprimiert sind. Die Sequenzierung von murinen FLS nach Transfektion mit
ausgewahlten microRNAs (mimic) wurde in Kooperation mit dem FLI Jena durchgefiihrt (fiir zwei
ausgewdhlte microRNAs). Die gewonnenen Datensétze der differentiell exprimierten Gene aus
den Sequenzierungen wurden anschlieBend mithilfe komplementirer Methoden fiir die
Anreicherungsanalyse, darunter die Uberreprisentationsanalyse (ORA), die Gensatz-
Anreicherungsanalyse (GSEA) und die netzwerktopologiebasierte Analyse (NTA) weiter
analysiert. Dabei wurden verschiedene Datenbanken-basierte Programme genutzt (DAVID,
WebGestalt, String), um die gewonnenen Ergebnisse zu interpretieren bzw. um Erkenntnisse liber
(verdnderte) biologische Mechanismen zu gewinnen. Es konnten fiir beide microRNAs zahlreiche
differentiell exprimierte Gene (potentielle Target-Gene) identifiziert werden, die bei
Uberexpression der microRNA hoch signifikant stirker exprimiert werden und auch solche, die
hoch signifikant geringer exprimiert werden. Das dritte Arbeitspaket adressierte die therapeutische
Modulation des pathogenen FLS Phénotyps. Umfangreiche in vitro-Experimente zur
Untersuchung der Modulation des pathogenen Phénotyps wurden fiir mehrere ausgesuchte
microRNAs durchgefiihrt: Messung der Zytokin-und Chemokin-Freisetzung, Produktion von
Matrixmetallo-proteinasen, Induktion der Osteoklasten-Differenzierung, Invasionsverhalten,
Metabolismus, Proliferation, Apoptose sowie Seneszenz. Dabei konnte eine Reduktion der
pathogenen Eigenschaften der FLS durch in vitro Manipulation der Expression bestimmter
microRNAs gefunden werden. Es hat sich in Laufe der Untersuchungen gezeigt, dass die
Uberexpression von microRNAs die meisten Eigenschaften der FLS stirker verdndert als eine
Transfektion mit Antagomir (bzw. miR-Inhibitor).

Die im Arbeitspaket 3 vorgesehenen in vivo-Experimente wurden nicht bearbeitet. Die Antagomir-
Behandlung von FLS zeigte sich in den in vitro-Experimenten als nicht sehr erfolgsversprechend.
Aus diesem Grund wurden auch keine Tierexperimente dazu durchgefiihrt. Stattdessen wurde
intensiv an der in-vitro-Manipulation der Expression einiger ausgewéhlter Targets gearbeitet, die
durch Sequenzierung im Arbeitspaket 2 identifiziert wurden. Die Reduktion der Expression wurde
durch Transfektion mit siRNA (spezifisch fiir die entsprechenden Targets) erreicht. Die
anschlieBende Untersuchung der Auswirkungen auf das Verhalten des FLS nach verdnderter
Expression zeigte, dass die Verdnderung der Expression dieser Targets zu einer Verringerung
einiger spezifischer pathogener Eigenschaften des FLS in vitro fiihrte. Ob es sich bei den
ausgewdhlten Targets um direkte oder indirekte Ziele der microRNAs handelt, konnte bisher nicht
experimentell nachgewiesen werden. Es ist geplant, noch ausstehende Experimente zu diesem
Teilprojekt zeitnah durchzufiihren. Die Verdffentlichung der Ergebnisse ist geplant. Es wird derzeit
das Manuskript erstellt. Wir haben mit Projekt 2 zusammengearbeitet und verdffentlicht (DOI:
10.1111/jcpe.13751). Weitere gemeinsame Publikationen sind angestrebt.
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Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die durchgefiihrten Projektarbeiten zur Untersuchung von mesenchymal-assoziierten
Knocheninfektionen bei Osteomyelitis und Parodontitis konnen insgesamt als angemessen auch
unter Bertlicksichtigung der 3R-Grundsdtze zum ethischen Handeln bei der Generierung von
Forschungsergebnissen mit Tieren betrachtet werden. Im geforderten Projektes untersuchten wir
den immunmetabolischen Einfluss lipidmetabolischen Nahrungsfaktoren auf
Knocheninfektionen. Hier nutzten wir Zellkulturansitze und unsere etablierten Modelle fiir
Osteomyelitis und Parodontitis, um den Einsatz von den am héufigsten in der humanen Ernédhrung
vorkommenden Fetten-Palmitin- und Olséure, bei bakteriellen Knochenverlust zu definieren. Die
Beeinflussung der Erndhrung stellt einen weiteren wichtigen mdglichen Baustein bei der Therapie
von Knocheninfektionen dar. Insgesamt konnten wir mit der gezielten Intervention in den
Pathomechanismen und iiber die Beeinflussung der Erndhrung wichtige Ansatzpunkte definieren,
um die Therapie bei Knocheninfektionen zu verbessern. Die dabei umgesetzten Projektansitze
gaben die Mdglichkeit, gezielt die Fragestellungen zu bearbeiten.

Die Untersuchung von Mikro-RNAs (miRNAs) in der rheumatoiden Arthritis (RA) ist von
groBBer Bedeutung, da miRNAs eine zentrale Rolle bei der Regulation entziindlicher Prozesse und
der Immunantwort spielen. Sie sind entscheidend an der Aktivierung von Synovialfibroblasten und
damit der Entwicklung der Erkrankung beteiligt. Dariiber hinaus bieten miRNAs Potenzial als
Biomarker fiir die Diagnose, den Krankheitsverlauf und die Therapie der rheumatoiden Arthritis.
Wihrend der derzeitige Standard der Versorgung auf klassischen Medikamenten wie
krankheitsmodifizierenden Antirheumatika (DMARDs) und Biologika basiert, stellt der
therapeutische Einsatz von miRNA-basierten Ansdtzen ein vielversprechendes, aber noch
experimentelles Forschungsfeld dar. Die durchgefiihrten Projektarbeiten zur Untersuchung von
miRNAs sind daher sowohl notwendig als auch angemessen, um die biologischen Mechanismen
der Erkrankung besser zu verstehen und potenzielle neue therapeutische Zielstrukturen zu
identifizieren. Eine Uberpriifung in vivo im Mausmodell sowie die Ubertragung der Resultate aus
diesem Projekt auf den Menschen wire notwendig. Mdgliche Anwendungen von miRNAs als
diagnostische oder therapeutische Biomarker fiir die Behandlung von RA werden derzeit erforscht,
sind aber noch nicht im FEinsatz. Denkbar wére ein Einsatz von miRNA-Mimetika bzw.
kompetitive endogene Antagonisten (Antagomirs) in der Zukunft. In FLS von RA-Patienten
héngen die pathogenen Verdnderungen nicht nur von Entziindungsfaktoren, sondern auch von der
ECM ab. Mechanismen, die speziell auf die verstirkte Aktivitdt von RA-FLS an den Stellen der
Gelenkerosion abzielen, ohne zu einer verminderten Fibroblastenfunktion zu fithren, wiren ein
guter Ansatz zur Ergdnzung entziindungshemmender Therapien bei RA.

Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch
konkrete Planungen fiir die ndhere Zukunft - forteeschriebenen Verwertungsplan

Mit unserem Projekt untersuchten wir die Wirt-Pathogen-Beziehung bei Knocheninfektionen und
dem resultierenden Knochenverlust. Wenn die zugrundeliegenden Pathomechanismen genauer
verstanden werden, konnen neue Ansitze flir therapeutische und priaventive Strategien entwickelt
werden. Beispielsweise konnte die Behandlung von Knocheninfektionen neben einer
generalisierten  antibiotischen Therapie auch eine spezifischere Behandlung gegen
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Knochenverlust beinhalten. Dazu konnen die im Projekt definierten neue Erkenntnisse zu S.
aureus und P. gingivalis-induzierten Knocheninfektionen, zur bakteriellen Persistenz und zu
Mechanismen des Knochenverlustes beitragen. Damit wurde die demographische Entwicklung
und der damit verbundene parodontale und osteomyelitische Behandlungsbedarf beriicksichtigt.
Die hier definierten Mechanismen sollen studienunterstiitzt in die klinische Anwendung iiberfiihrt
werden, gegebenenfalls mit Beitrdgen pharmazeutischer Firmen. Da Knocheninfektionen eine
starke Assoziation mit Allgemeinerkrankungen aufweisen, konnten definierte Anwendungen auch
in assoziierten Erkrankungen, insbesondere Erkrankungen unter Beteiligung des Mesenchyms,
untersucht werden. Gleichzeitig werden bestehende Verbindungen zur Deutschen Gesellschaft fiir
Alterszahnmedizin und der Deutschen Gesellschaft fiir Parodontologie, und Deutschen
Gesellschaft fiir Zahnerhaltung und zur Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM) genutzt, um gewonnene Ergebnisse praxisrelevant bekannt zu machen und damit den
aufgrund der demografischen Entwicklung stindigen steigenden Anspriichen in der
Patientenversorgung gerecht zu werden.

Der voraussichtliche Nutzen der durchgefiihrten Projektarbeiten zur rheumatoiden Arthritis liegt
in der vertieften wissenschaftlichen Erkenntnis iiber die Rolle von Mikro-RNAs in
Synovialfibroblasten, insbesondere in Bezug auf deren Beitrag zur Regulation entziindlicher
Prozesse. Es ist davon auszugehen, dass die gewonnenen Ergebnisse nach Verdffentlichung
potenziell als Grundlage fiir die Entwicklung neuer diagnostischer oder therapeutischer Ansitze
dienen konnen. Obwohl zum jetzigen Zeitpunkt kein direktes Anschlussprojekt festgelegt ist,
konnten die Ergebnisse des aktuellen Projekts als Grundlage fiir zukiinftige Forschungsinitiativen
oder Anschlussprojekte dienen.

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Entsprechende Arbeiten sind uns aus der Literatur-Recherche oder durch die Teilnahme an
wissenschaftlichen Kongressen nicht bekannt. Wir befinden uns dazu auch mit Arbeitsgruppen aus
dhnlichen Interessengebieten im stdndigen Austausch.

/)
Mrze: A ol

Jena 18.12.2024

Ort/Datum Unterschrift des Antragstellers
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