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1  Einleitung

Wurzelkanalbehandlungen sind aus dem zahnérztlichen Alltag nicht mehr wegzudenken.
Wird eine irreversible Infektion oder Pulpanekrose diagnostiziert, die meist durch eine
tiefe Karies oder durch ein Trauma verursacht wurde, stellt eine Wurzelkanalbehandlung
einen Versuch dar den Zahn zu erhalten. Dabei wird infiziertes Pulpagewebe entfernt und
das komplexe Wurzelkanalsystem mechanisch bearbeitet und mittels desinfizierender
Spullésungen und Medikamenten behandelt. Obwonhl konventionelle
Wourzelkanalbehandlungen im Allgemeinen eine sehr hohe Erfolgswahrscheinlichkeit
haben, gibt es dennoch Félle, bei denen sie an ihre Grenzen stolRen. Die
Wurzelkanalbehandlung von Zahnen jugendlicher Patienten gestaltet sich aufgrund des
nicht abgeschlossenen Wurzelwachstums mit weit offenem Apex und dunnen
Dentinwénden schwierig. Daher wird bei diesen Zahnen eine modifizierte
Wourzelkanalbehandlung durchgefihrt: die Apexifikation. Durch diese Behandlung wird
die Ausbildung einer Hartsubstanzbarriere im apikalen Bereich induziert, es kommt
jedoch in der Regel nicht zum weiteren Wurzelwachstum und zur Stabilisierung des
Zahnes. Um Komplikationen bei einem jungen Patienten zu vermeiden, wurde nach

optimierten Behandlungsmadglichkeiten gesucht.

Alternativ zur Apexifikation kann mittlerweile die Revitalisierung durchgeftihrt werden,
die auf einem regenerativen Ansatz beruht. Zahlreiche publizierte Félle und Daten aus in
vitro- sowie in vivo-Studien liegen dazu vor (1, 2). Internationale Fachgesellschaften
haben daher bereits Behandlungsempfehlungen zur Revitalisierung verfasst. Mit dieser
Behandlungsmethode kann neben einer Symptom- und Entzlindungsfreiheit auch die
Bildung eines pulpa&hnlichen Gewebes induziert werden, wodurch es zum Abschluss des
Wurzelwachstums und somit zur Stabilisierung des betroffenen Zahnes kommen kann
(3). Die TherapiemalRnahme, die im Zuge der Revitalisierung durchgefiihrt werden,
basieren auf dem Wissen (ber die biologischen Prozesse bei der Zahnentstehung und der

Geweberegeneration.

Zellulare Reaktionen werden maRgeblich von Wachstumsfaktoren beeinflusst und daher
sind diese auch im Rahmen von regenerativen endodontischen TherapiemalRnahmen
essenziell. Wéhrend der Zahnentwicklung werden Wachstumsfaktoren in das Dentin
sezerniert und dort an verschiedene Dentinbestandteile gebunden (4). Diese kénnen durch

Demineralisation wieder freigesetzt sowie reaktiviert werden.
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Das Ziel dieser Studie war es ein Protokoll fur eine optimale Wachstumsfaktorfreisetzung
aus dem Dentin zu etablieren, sowie den Einfluss von desinfizierenden Spulldsungen und
Medikamenten auf dentingebundene Wachstumsfaktoren zu untersuchen. Mit einer
gezielten Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin kdnnten die Erfolgsaussichten fur

regenerative endodontische Therapiema3nahmen optimiert werden.
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2  Literaturtbersicht

2.1 Pulpa-Dentin-Komplex

2.1.1 Dentin und seine Bestandteile

Z&hne bestehen aus Schmelz, Zement und Dentin, wobei Dentin den groRten Anteil
bildet. Als vitales Hartgewebe umgibt es die Pulpa und dient als Schutz vor externen
pathologischen Reizen. Dentin wird von Odontoblasten gebildet, die ein organisches
Grundgerust in Form einer extrazellularen Matrix (Prédentin) sezernieren, welches
anschlieBend durch einen Mineralisationsprozess (anorganische Komponente) zu reifem
Dentin kalzifiziert (5, 6). Das Pulpacavum ist stets von einer Schicht Pradentin von etwa
10 bis 40 um umgeben (5). Die organische Komponente des Dentins besteht zu etwa 90%
aus Kollagen (7). Die restlichen 10% werden von nicht-kollagenen Proteinen (NCPs)
gebildet (8). Mit NCPs ist eine groRe Vielzahl unterschiedlichster Proteine gemeint, unter
anderem Proteoglykane, Phospholipide, Glykosaminoglykane sowie phosphorylierte
Proteine. Phosphorylierte Proteine wie Bone Sialoprotein (BSP), Dentin Matrix Protein-
1 (DMP-1) oder Dentin Sialophosphoprotein (DSPP) spielen eine wichtige Rolle bei der
Steuerung des Mineralisationsprozesses von Dentin (9-12). Im Dentin wurden ebenso
zahlreiche Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth Factor beta (TGF-), Insulin-
like Growth Factor (IGF), Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Placenta Growth Factor (PIGF), Fibroblast Growth Factor (FGF)
und Epidermal Growth Factor (EGF) (13-16) nachgewiesen. AuRerdem befinden sich
auch Matrix-Metalloproteinasen (MMP) im Dentin, die den Gewebeabbau sowohl
physiologisch im Rahmen der Embryogenese, als auch bei pathologischen Prozessen wie
Entzindungsreaktionen der Pulpa beeinflussen (17-21). Bioaktive Molekile, wie
Wachstumsfaktoren, besitzen in aktiver Form eine sehr geringe Stabilitdt und
Halbwertszeit. Durch eine Bindung an Bestandteile der extrazelluldren Matrix kénnen sie
vor Zerfall und proteolytischem Abbau geschiitzt werden. Im Dentin werden bioaktive
Faktoren vorwiegend uber eine glykosidische Bindung an Glykosaminoglykane oder an
Proteoglykane gebunden (9, 10, 22). Weitere Moglichkeiten zur Anbindung sind durch
spezifische Bindungsproteine (23), Glykoproteine wie Fibronektin (22) oder auch durch
verschiedene Kollagentypen gegeben (24, 25).
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2.1.2 Dentinbildung wéhrend der Zahnentwicklung

Die wechselseitige Beeinflussung durch eine molekulare Signalkaskade von epithelialen
Zellen ektodermalen Ursprungs und mesenchymalen Zellen fuhrt zur Entwicklung des
Zahnes (26). Die Signalkaskade wird durch bioaktive Faktoren wie Wachstumsfaktoren
gesteuert. An der spateren Schmelz-Dentin-Grenze bildet sich eine Basalmembran aus.
Epitheliale Zellen, die mit dieser Basalmembran in Kontakt kommen, werden als
Prédodontoblasten bezeichnet und entwickeln sich zu reifen Odontoblasten weiter (27).
Die tbrigen epithelialen Zellen bleiben subodontoblastisch erhalten und kénnen zu einem
spateren Zeitpunkt zu Odontoblasten nachdifferenzieren (5). Verschiedene Studien zur
Zahnentwicklung der Maus haben gezeigt, dass Wachstumsfaktoren wie Bone
Morphogenic Protein (BMP-2, -4, -5, -7), FGF (FGF -3, -4, -8, -9) und TGF-B (TGF-8 1,
2, 3) mafRgeblich an der Entstehung der Zahne beteiligt sind und in bestimmten

Entwicklungsstadien von Odontoblasten exprimiert werden (4, 28, 29).

Sobald Odontoblasten eine Schicht Prédentin sezerniert haben, beginnt der
Mineralisationsprozess. Dabei geben die Odontoblasten membrangebundene Granula
(Matrixvesikel) ab, in denen sich neben hohen Konzentrationen von Kalzium und
Phosphat auch verschiedenen Enzyme zur Initilerung und Regulierung des
Mineralisationsprozesses wie  MMPs  befinden (7, 30). Waéhrend des
Mineralisationsvorganges werden die Fortsdtze der Odontoblasten (Tomes-Fasern)
eingeschlossen, wodurch Dentintubuli entstehen (31). Diese ziehen durch die gesamte
Dentinmatrix und bilden ein komplexes Hohlraumsystem, (ber welches eine
Kommunikationsmdglichkeit zu Tomes-Fasern benachbarter Odontoblasten besteht (29,
32). Odontoblasten sind post-mitotische Zellen, die ihre Teilungsfahigkeit verloren
haben. Wahrend die schmelzbildenden Zellen (Ameloblasten) nach Durchbruch des
Zahnes in die Mundhohle verloren gehen, kénnen Odontoblasten zeitlebens Dentin bilden
(33).

2.1.3 Die Pulpa und ihr Regenerationspotenzial

Die Pulpa besteht aus lockerem, spezialisiertem Bindewebe mit einer Vielfalt an Zellen.
Fibroblasten bilden die grolite Zellpopulation, geben die Grundstruktur der Pulpa vor und
modulieren die extrazelluldare Matrix (34). Durch Blutgefalie und ein Lymphsystem wird
die Erndhrung des Zahnes gesichert. Nervenfasern leiten Schmerzempfindungen und

sensorische Stimuli des Pulpa-Dentin-Komplexes an das zentrale Nervensystem
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weiter (35). Pathologischen Prozessen kann die Pulpa mit Abwehrmechanismen
entgegenwirken. Bei einer tiefreichenden Karies dringen bakterielle Produkte wie
Enzyme, Endotoxine oder Polysaccharide ein und verursachen eine initiale Entziindung
in der Pulpa mit vaskuldren und zelluléaren Reaktionen (32). Eine Hyperamie und eine
gesteigerte Permeabilitat der BlutgefaRe fiihren zu einem erhéhten Gewebedruck, der in
der Pulpa aufgrund der Kompensation durch das Lymphabflusssystems und angrenzende
BlutgefaRe anfangs lokal bleiben kann (32). Als zelluldre Reaktion werden initial
neutrophile Granulozyten chemotaktisch angelockt und zu einem spéteren Zeitpunkt auch
weitere Immunzellen wie Lymphozyten, dendritische Zellen und Makrophagen (36).
Durch deren zytotoxische Aktivitét, Bildung von Zytokinen und auch die Freisetzung von
toxischen und proteolytischen Enzymen bei deren Absterben kann die Immunantwort
selbst Gewebeabbau begunstigen (29). Eine initiale Entziindung ist nach Beseitigung des
Reizes vollstandig reversibel. Halt der Reiz jedoch an und wird intensiver, konnen auch
eingedrungene Bakterien durch Autolyse von Gewebe das Entziindungsgeschehen
vorantreiben. Als weitere lokale Abwehrreaktion, kann die Pulpa durch die Bildung von
Tertidrdentin eine groRere Barriere zu eindringenden Pathogenen schaffen (37-39). Dabei
wird zwischen Reiz- und Reparationsdentin unterschieden (40). Ein pathologischer Reiz
fuhrt auf molekularer Ebene durch Wachstumsfaktoren wie TGF-f und BMP zur
Hochregulierung der sekretorischen Aktivitdt von Odontoblasten (41) und es entsteht
schlieBlich Reizdentin. Uberwiegt ein pathologischer Reiz, gehen lokal Odontoblasten
unter. Durch deren Absterben wird eine Kaskade von zelluldren VVorgangen ausgelost,
wie Chemotaxis, Zellmigration, -proliferation, -adhdsion und es erfolgt eine
Differenzierung von pulpalen Stammzellen zu sekundéaren Odontoblasten, die dann das
sogenannte Reparationsdentin sezernieren konnen (29). Uberwiegt jedoch die
Entzindungsreaktion kommt es schlieflich zur Gewebsnekrose, die auf die gesamte
Pulpa Ubergehen und selbst Gewebeverlust tiber den Apex hinaus bedeuten kann. Eine
Nekrose der Pulpa kann aber auch durch Trauma oder starke mechanische und chemische

Reize verursacht werden.

Die Bildung von Reparationsdentin zeigt, dass die Pulpa aufgrund lokaler Stammzellen
uber ein Regenerationspotenzial verfligt. Stammzellen besitzen die Fahigkeit zu
proliferieren und sich in verschiedene Zelltypen zu differenzieren. Klinisch relevant sind
nur adulte Stammzellen, die sich postnatal in verschiedenen Geweben des Korpers
befinden und gegentiber embryonalen Stammzellen eine begrenztere Proliferations- und

Differenzierungsféhigkeit besitzen (42). Sie dienen einerseits als Ersatz beim
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gewohnlichen Zellumsatz, kdnnen aber im Falle einer Gewebeschadigung Regeneration
induzieren. Sie sind nicht in der Lage Keimblatt-ubergreifend zu differenzieren. Adulte
Stammzellen koénnen aus verschiedenen Geweben im Korper gewonnen werden.
Ausschlaggebend fur die Art der Differenzierung sind die Herkunft, das
Entwicklungsstadium, das umgebende Milieu und die Beeinflussung durch bioaktive
Faktoren (43-47).

Im Jahre 2000 konnten erstmals adulte Stammzellen in der Pulpa isoliert werden, die
dentalen Pulpa-Stammzellen (DPSC) (48). Nachfolgend wurden noch weitere
Stammzellen entdeckt: Stammzellen aus humanen Milchzéhnen (SHED) (49),
Stammzellen der apikalen Papille (SCAP) (50), Stammzellen des parodontalen Ligaments
(PDLSC) (51) und Stammzellen des Zahnfollikels (DFSC) (52). Sie sind meist im
perivaskularem Gewebe anzutreffen und konnen allesamt in die verschiedenen Zelltypen
der Pulpa differenzieren. Studien konnten zeigen, dass Stammzellen einer entzlindeten
Pulpa ihre Regenerationsfahigkeit vermutlich auch Uber einen langeren Zeitraum
beibehalten kdnnen (53).

2.1.4 Demineralisation des Dentins

Verschiedene chemische Substanzen kénnen zu einer Demineralisation und somit zum
Verlust von Zahnhartsubstanz fiihren. Bei einer Demineralisation werden anorganische
Bestandteile sukzessive herausgeldst und zuriickbleibt das organische Grundgerist. Sie
kann durch einen verénderten pH-Wert wéhrend pathologischer Prozesse entstehen, wie
durch die Bildung von S&duren bei einer Karies (54). Aber auch bei zahnarztlichen
TherapiemalRnahmen werden alkalische und saure Substanzen sowie Komplexbildner zur
Demineralisation genutzt. Schmelz wird allgemein bei einem pH-Wert von 5,2 bis 5,7
und Dentin bereits bei einem pH-Wert von 6,2 bis 6,7 angegriffen (55). Alkalische
Substanzen wie Kalziumhydroxid [Ca(OH).] und Mineraltrioxidaggregat (MTA) werden
bei einer direkten oder indirekten Uberkappung der Pulpa zur Anregung von
Tertidrdentinbildung verwendet und fiihren zu einer lokalen Demineralisation, die jedoch
begrenzt ist (56, 57). Zur Vorbereitung der Zahnhartsubstanz fir die Aufnahme von
zahnérztlichem Komposit kommen Sduren zum Einsatz. Diese entfernen die
Schmierschicht, welche durch Praparation des Dentins entstanden ist, und kdnnen somit

einen guten adhé&siven Haftverbund zu Kompositen erzielen (58).
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Auch im Bereich der Endodontie entsteht durch die mechanische Aufbereitung der
Wurzelkanéle eine Schmierschicht. Sie weist eine Dicke von 1 bis 2 um auf den
Kanalwénden auf, kann aber bis zu 40 um in die Dentintubuli hineingepresst sein und
diese verblocken (59). Folglich kénnen desinfizierende Spullésungen nicht in tiefere
Bereiche eindringen (60). Die Schmierschicht enthalt Instrumentenabrieb, anorganische
wie organische Dentinbestandteile, Pulpabestandteile sowie Mikroorganismen bei
vorliegender Infektion (61, 62). Da sie auch als Nahrungsquelle fir Mikroorganismen

dienen kann, ist ihre Entfernung sinnvoll (63).

Bei einer Demineralisation von Zahnhartsubstanz wird auch eine Vielzahl an bioaktiven
Faktoren wie Wachstumsfaktoren oder MMPs von deren Bindungsstellen im Dentin
freigesetzt und reaktiviert (14, 15). Wahrend MMPs von nachteiliger Wirkung sind,
konnten Wachstumsfaktoren im Rahmen von regenerativen und reparativen MaRnahmen

durch Modifikation zellulérer Reaktionen unterstitzend wirken (54).

2.2  Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind bioaktive Polypeptide, die ubiquitdr im Korper auftreten. Sie
spielen vor allem wahrend der Embryonalentwicklung, aber auch postnatal eine
essenzielle Rolle bei der Regulierung von Zellfunktionen. Sie beeinflussen bereits in sehr
geringen Konzentrationen effektiv Zellwachstum, -proliferation und -differenzierung,
entscheiden aber auch tGber Apoptose oder Uberleben von Zellen (64-67). Nach Bindung
an membranstdndige Rezeptoren einer Zielzelle lésen sie eine intrazellulére
Signalkaskade aus und greifen schlieBlich im Zellkern in die Aktivierung oder
Deaktivierung von Genen ein (68). Je nach Art der Zielzellen, des umgebenden Milieus
und der Konzentration konnen Wachstumsfaktoren verschiedene Wirkungen
hervorrufen. Es kann zwischen autogenen, xenogenen und rekombinanten
Wachstumsfaktoren unterschieden werden. Autogene Wachstumsfaktoren stammen
korpereigen vom jeweiligen Individuum ab. Xenogene Wachstumsfaktoren werden aus
tierischem Gewebe gewonnen, wobei hier die Ubertragungsgefahr von Krankheiten den
klinischen Einsatz kritisch erscheinen l&sst. Rekombinante Wachstumsfaktoren werden
synthetisch mithilfe von Bakterien, hauptséchlich Escherichia coli, hergestellt (69).
Durch chemische Verfahren werden die gewonnenen Wachstumsfaktoren fir den

klinischen Einsatz optimiert (68).



2 Literaturtibersicht 10

2.2.1 Relevante Wachstumsfaktoren flr die Pulparegeneration

Es wurden bereits zahlreiche in vitro und in vivo Studien in Tiermodellen mit dentalen
Stammzellen durchgefiihrt, in welchen die Wirkungen von rekombinanten
Wachstumsfaktoren mit verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen getestet
wurden. Dentale Pulpastammzellen werden durch Wachstumsfaktoren zu Chemotaxis
(70, 71) und Proliferation angeregt (72-74), aber auch Angiogenese (66, 75) und
Mineralisationsprozesse werden gefordert (76, 77). Vor allem TGF-B1 spielt eine
essenzielle Rolle bei der Produktion und Bildung von extrazellulédrer Matrix (78-80),
Zellproliferation (74, 80, 81) und Differenzierung von Pulpastammzellen zu
Odontoblasten (78, 81-83). Im Rahmen einer Pulpatberkappung fordert es Zellmigration
und -differenzierung sowie die Bildung von Tertidrdentin (74, 76). Als
antiinflammatorischer Faktor induziert TGF-B1 Kollagensynthese im Rahmen der
Wundheilung (64, 69). FGF-2 und VEGF sind essenziell fur die Angiogenese (84-87),
begiinstigen das Uberleben von humanen Endothelzellen (88, 89) und erhéhen die
Zellproliferation. Aber auch andere Wachstumsfaktoren wie BMP-2, BMP-7, IGF-1 oder

PDGF fordern die relevanten Zellreaktionen fir eine Pulparegeneration (90, 91).

2.2.2 Anwendung von Wachstumsfaktoren und ihre Problematik

Im klinischen Alltag kommen Wachstumsfaktoren bisher nur begrenzt zum Einsatz.
Autogene Wachstumsfaktoren werden bei der Verwendung von Eigenblut durch
thrombozytenreiches Plasma (platelet-rich plasma - PRP) mitgenutzt. In der
Zahnheilkunde kann PRP beim Setzen von Implantaten und bei parondontalchirurgischen
Eingriffen zum Einsatz kommen (69). Ein Anwendungsbeispiel eines rekombinanten
Wachstumsfaktors ist PDGF, der in Form eines Gels zur therapeutischen Anwendung bei
diabetischen Ulzera zugelassen ist (Regranex-Gel, Fa. Janssen-Cilag). Eine weitere
mdogliche Anwendung von autogenen oder rekombinanten Wachstumsfaktoren kann im
Rahmen des Tissue Engineering erfolgen. Das Ziel des Tissue Engineerings ist die
Reparatur, der Ersatz oder die Regeneration von Gewebe. Grundsétzlich beruht die
Strategie auf dem Einsatz von Stammzellen, Wachstumsfaktoren und einem

Trégermaterial (Scaffolds), das als Grundgerist dient (92).

Fur eine bedenkenlose Anwendung von rekombinanten Wachstumsfaktoren missen noch
einige Fragen geklart werden, wie die Wahl der Kombination und Konzentration der

Wachstumsfaktoren. Es darf zu keinen unerwiinschten Wirkungen wie einer veranderten
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Wechselwirkung mit humanen Zellen oder einer fragwirdigen Immunogenitdt kommen
(93). Das Risiko maligner Gewebetransformationen muss ebenfalls ausgeschlossen
werden, da Wachstumsfaktoren auch im Rahmen einer Tumorentstehung eine essenzielle
Rolle bei Proliferation, Malignitat und Metastasierung von Tumorzellen spielen (94, 95).
Die klinische Anwendung von rekombinanten Wachstumsfaktoren ist aulerdem durch
eine geringe Stabilitat sowie kurze Halbwertszeit der Molekule und durch hohe Kosten
des Produktionsaufwandes erschwert (96, 97). Aus diesen Griinden wére die Verwendung

von autogenen Wachstumsfaktoren zu bevorzugen.

2.3 Regenerative endodontische TherapiemalRnahmen

Konventionelle Wurzelkanalbehandlungen haben eine hohe Erfolgsrate von etwa 78 bis
98% (98-101). Verbleiben Bakterien im Wourzelkanalsystem oder erfolgt eine
Reinfektion durch eine undichte Wurzelfullung bzw. koronalen Verschluss wird die
Erfolgsrate negativ beeinflusst (102). Auch ein apikales Entziindungsgeschehen
vermindert die Erfolgswahrscheinlichkeit (103). Treten erneut Entziindungszeichen auf,
so kann eine Revision der Wurzelftllung mit erneuter Wurzelkanalbehandlung erfolgen
oder es kommt sogar zur Extraktion des Zahnes. Wurzelkanalbehandlungen zeigen auch
nachteilige Folgen wie eine Schwdachung des Zahnes und eine Erhohung des
Frakturrisikos. Aufgrund der fehlenden Abwehr der Pulpa kénnen wurzelkanalbehandelte
Zahne auch ungestért durch Karies angegriffen werden (104). Zudem ist die
Durchfuhrung einer Wurzelkanalbehandlung techniksensitiv, da unter anderem eine
Blockade der Kanale, Instrumentenfraktur oder Perforation der Wurzeln zu einem

Misserfolg und somit zum Verlust des Zahnes flihren kann.

Ist bei jugendlichen Z&hnen mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum eine
Wourzelkanalbehandlung aufgrund eines Traumas oder einer infizierten Pulpanekrose
indiziert (105), gestaltet sich eine konventionelle Behandlung sehr schwierig, da durch
die dinnen Wurzelwande ein hohes Frakturrisiko besteht und der weit gedffnete Apex
keinen apikalen Stopp fir eine Obturation zuldsst (106). Um eine konventionelle
Behandlung bei diesen Z&hnen durchfiihren zu kdnnen, wird mit einer Apexifikation ein
apikaler Stopp geschaffen. Heute wird dazu MTA in Kontakt mit dem umgebenden
Gewebe gesetzt (107-109). Anschlielend kann der Wurzelkanal konventionell abgefllt
und koronal verschlossen werden. Charakteristisch flir MTA sind die Biokompatibilitét

und die Induktion zur Hartgewebsbildung. Dennoch kann es bei einer Apexifikation zu
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keiner Zunahme der Wurzelwénde in L&nge und Dicke kommen, wodurch das
Frakturrisiko der diinnen Dentinwénde bestehen bleibt (110, 111). Alternativ gibt es die
Madglichkeit der Extraktion des betroffenen Zahnes und der anschlieBenden Versorgung
durch ein Implantat. Fir einen jungen Patienten flihrt dies jedoch lokalisiert zu einer
Verénderung des Kieferwachstums und kann somit ein unguinstiges &sthetisches Ergebnis
bedeuten (112).

Da fur den Abschluss des Wurzelwachstums die Vitalitat des Pulpa-Dentin-Komplexes
beim jugendlichen Patienten unabdingbar ist (113), existiert auch bereits eine alternative
Behandlungsmethode: die Revitalisierung. Die Revitalisierung ist als ein regenerativer
Ansatz biologisch basiert und soll neben einer Schmerz- und Entziindungsfreiheit zum
Abschluss des Wurzelwachstums sowie zur Regeneration der Pulpa mit all ihren
Funktionen fiihren (114-117). Wahrend im europdischen Sprachraum bei dieser
Behandlung von der Revitalisierung gesprochen wird, gilt im Englischen der Begriff der
regenerativen endodontischen Therapie (Regenerativ Endodontic Procedures - REP) als

Synonym.

Bereits 1961 wurde der Grundstein fir diese Therapie mittels Tierversuche gelegt. Dabei
wurde eine Einblutung in den Wurzelkanal aus dem apikalen Gewebe provoziert, was
jedoch meist zur Bildung von fibrésem sowie granulierendem Gewebe oder zu
Resorptionsvorgangen gefihrt hatte (118, 119). Die Grundidee, mittels einer Einblutung
Stammzellen aus dem apikalen Gewebe in den Wurzelkanal einzuschwemmen (43, 120)
und dadurch eine Revitalisierung zu bewirken, wurde weiter optimiert und heute finden
sich zahlreiche erfolgreiche Fallbeispiele von revitalisierten jugendlichen Z&hnen. Da
jedoch weitgehend standardisierte Behandlungsvorgehensweisen gefehlt haben, hat die
American Association of Endodontists (AAE) im Jahr 2013 auf Basis von publizierten
Fallen ein Behandlungsprotokoll etabliert, welches 2016 nochmals aktualisiert wurde.
2016 hat auch die European Society of Endodontology (ESE) zur Revitalisierung eine
Stellungnahme publiziert. Als geeignet fur eine Revitalisierung erscheinen Zahne mit
nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum nach Trauma, pulpalen Infektionen im Rahmen
von Entwicklungsabweichungen oder Pulpanekrosen und periradikuldre Ld&sionen
bedingt durch Karies. Je weiter offen der Apex des Zahnes ist, desto wahrscheinlicher
kommt es zu einem Einwachsen von neuen BlutgeféRen und zu einer Gewebeneubildung
(121).
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2.3.1 Erfolgskriterien

In einer Studie von Diogenes et al. werden die Erfolgskriterien einer Revitalisierung
anhand verschiedener Ansichtspunkte aufgegliedert (122). Fur den Patienten stehen die
Schmerzfreiheit, das Fehlen von Entziindungszeichen sowie der Erhalt des Zahnes im
Vordergrund. Ein weiterer Aspekt des Patienten betrifft die Asthetik. In manchen Fallen
einer Revitalisierung ist es zu unerwinschten Verfarbungen des Zahnes gekommen.
Grund hierfur war die Verwendung des Antibiotikums Minozyklin, welches in der Triple-
Antibiotika-Paste enthalten war, eine Ablagerung von Blutbestandteilen in den
Dentintubuli oder die Verwendung von MTA (123, 124).

Aus Sicht des Behandlers ist, neben einer klinischen Symptomfreiheit, der Erfolg einer
Revitalisierung rontgenlogisch zu messen. Dabei steht die rontgenologische Ausheilung
einer apikalen Osteolyse im Vordergrund. Zudem kann eine Zunahme des
Wurzelwachstums in Lange und Dicke kontrolliert werden. In mehr als 90% der
publizierten Falle einer Revitalisierung ist es zu einer Ausheilung der periapikalen L&sion
gekommen (125). Die Vorhersehbarkeit des Wurzelwachstums ist jedoch weitaus
schwieriger prognostizierbar. Zur Beurteilung einer Revitalisierung ist auch die Testung
der Pulpa-Sensibilitat relevant. Ein positives Resultat durch Ké&lte oder einen elektrischen
Reiz kommt in ungefahr 60% der publizierten Falle vor (126) und kénnte die Entstehung
eines pulpadhnlichen, vaskularisierten und innervierten Gewebes bedeuten (127).
Fraglich ist weiterhin ob Faktoren wie Zahntyp, Atiologie, Geschlecht oder Alter des
Patienten die Erfolgsaussichten beeinflussen (125, 128).

Aus Sicht der Wissenschaft ist die Art des neu gebildeten Gewebes interessant. Dazu
wurden Zahne nach erfolgter Revitalisierung, die aufgrund eines Traumas oder einer
Fraktur extrahiert werden mussten, histologisch untersucht. Das neu gebildete Gewebe
zeigte Unterschiede zur physiologischen Pulpa beziglich der Odontoblasten (129).
Folglich wird eher eine Reparatur als eine echte Regeneration der Pulpa vermutet (130).
Dennoch soll das Ziel einer Revitalisierung ein Gewebe sein, das moglichst alle

Funktionen einer physiologischen Pulpa tibernimmt.

Als Misserfolg einer Revitalisierung wird eine Reinfektion des Wurzelkanals (131), das
Ausbleiben des Wurzelwachstums oder eine partielle Obliteration des Wurzelkanals
durch eine UberschieBende Mineralisation gewertet (1, 115, 128). Wurzelresorption,
Ankylose oder Verfarbung des Zahnes sind ebenfalls unerwiinscht. Zur Uberpriifung des

Behandlungserfolges sollen ausreichend klinische und rontgenologische Kontrollen
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durchgefuhrt werden, wobei dazu noch konkrete standardisierte Empfehlungen fehlen
(128). Die Anzahl und Absténde der Nachkontrollen sollten individuell festgelegt werden
und bei komplexen Fallen mit ausgepragten Entziindungen engmaschig sein. Zu beachten
ist, dass selbst nach einem Misserfolg Behandlungsalternativen wie Apexifikation,

konventionelle Wurzelkanalbehandlung und Extraktion des Zahnes bestehen bleiben.

2.3.2 Behandlungsablauf

Die AAE empfiehlt nach einer ausfuhrlichen Anamnese, Befunderhebung und klinischer
sowie rontgenologischer Diagnostik die Aufklarung des jungen Patienten und dessen
Eltern (132). Nach Einwilligung erfolgt in der ersten Sitzung nach Anésthesie und
Isolierung des Arbeitsfeldes mit Kofferdam die Trepanation des betroffenen Zahnes. Der
Wurzelkanal soll mit 20 mL 1,5%igem Natriumhypochlorit (NaOCI) fur 5 Minuten und
anschlieBend mit 20 mL Kochsalzlésung (NaCl) oder Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
pro Kanal fir 5 Minuten gespult werden. Nach einer Trocknung erfolgt eine
medikamentése Einlage mit Kalziumhydroxid. Bei Féllen mit ausgepragten
Entziindungen kann die Anwendung einer Triple-Antibiotika-Paste erwogen werden.
Nach einem provisorischen Verschluss des Zahnes soll der Patient nach ein bis vier
Wochen zur Weiterbehandlung einbestellt werden. Besteht zum Zeitpunkt der zweiten
Sitzung keine Symptomatik mehr, kann nach einer Ané&sthesie (ohne Zusatz eines
Vasokonstriktors) und Isolierung des Arbeitsfeldes die Retrepanation des Zahnes
erfolgen. Der Wurzelkanal soll mit 20 mL EDTA 17% fur 5 Minuten gespult und
anschlieBend getrocknet werden. Mit einer umgebogenen Spitze einer gebrauchlichen
endodontischen Feile soll durch Uberinstrumentierung eine Einblutung in den
Wurzelkanal provoziert werden, bis der Wurzelkanal mit Blut aus der periapikalen
Region gefillt ist. Dabei soll ausreichend Platz von 3 bis 4 mm fir einen koronalen
Verschluss des Zahnes mit Komposit bestehen bleiben. Auf das gebildete Blutkoagel soll
eine Kollagenmatrix und anschlieBend MTA aufgebracht werden (128). MTA kann zu
einer Verfarbung des Zahnes fiihren und daher sollte im asthetischen Bereich besser ein
alternatives Material wie Biodentine® (Septodont) verwendet werden (133).

Die ESE weist in ihren publizierten Richtlinien ein ahnliches Behandlungsvorgehen auf
(134). In der ersten Sitzung wird jedoch nach einer Desinfektion mit NaOCI (1,5 bis 3%)
ein Spulen mit NaCl (5 mL) empfohlen, um zytotoxische Effekte des NaOCI zu

neutralisieren. Anschliefend soll das Dentin mit 17% EDTA konditioniert werden. Als
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medikamentose Einlage wird ebenfalls Kalziumhydroxid empfohlen. In der zweiten
Sitzung soll der Wurzelkanal nach einer Konditionierung mit EDTA mit NaCl gespdlt

werden.

Eine mechanische Bearbeitung der dinnen Dentinwande wird grundsatzlich nicht
empfohlen, da sie geschwacht und auch vitales Restgewebe entfernt werden kodnnten
(106, 117).

2.3.3 Problematik

Die Reuvitalisierung wird als Alternative zur Apexifikation in der Literatur kontrovers
diskutiert, jedoch fehlen Langzeitdaten fir eine konkrete Aussage der
Uberlebensfahigkeit dieser Zahne (125, 128). Ein weiteres Problem stellt die Fallauswahl
dar, da meist noch die konventionelle Behandlung bevorzugt wird und nur sehr komplexe
Falle regenerativ behandelt werden, was die Erfolgsaussichten beeintrachtigen konnte.
Fraglich ist weiterhin ob es nur zu einer Reparatur mit ektopischem Gewebe kommt oder
ob tatsdchlich ein pulpadhnliches Gewebe gebildet wird. Fiir den Patienten sind jedoch in
erster Linie eine Symptom- und Entzindungsfreiheit sowie eine Weiterbildung der
Wourzel relevant. Ist nach einer Revitalisierung eine kieferorthopédische Behandlung
indiziert, so muss beachtet werden, dass revitalisierte Z&hne fur Entziindungsreaktionen
und Wurzelresorptionen anfalliger sein konnen (135). Revitalisierte Zéhen sollten daher

nicht oder nur unter engmaschigen Kontrollen reguliert werden.

2.3.4 Weitere Ansatze

Fur eine hohere Erfolgswahrscheinlichkeit von regenerativen endodontischen
TherapiemalRnahmen konnte die Anwendung des Tissue Engineering von Vorteil sein.
Auch im Bereich der Zahnheilkunde gibt es bereits zahlreiche in vitro und in vivo
Versuche zur Geweberegeneration auf Basis des Tissue Engineering. Es konnte gezeigt
werden, dass dentale Stammzellen, die gemeinsam mit einem Trégermaterial und
Wachstumsfaktoren in einen Dentinzylinder in immunsupprimierte Mause implantiert
wurden (43, 136), einen Pulpa-Dentin-Komplex ausbilden (48, 137, 138) und
differenzierte sekundéare Odontoblasten eine dentindhnliche Struktur sezernieren kénnen
(48, 139, 140). Obwohl Studien vielversprechende Ergebnisse geliefert haben, gestaltet
sich die klinische Anwendung durch die Beschaffung von Stammzellen schwierig (43).
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Eine Entnahme von dentalen Stammzellen kénnte im Rahmen der Exfoliation oder der
Weisheitszahnentfernung erfolgen. Die Aufbereitung, Kultivierung und Lagerung der
Zellen stellt jedoch eine aufwendige und kostenintensive Arbeit dar, die in zahnarztlichen
Praxen nicht durchfuhrbar ware (43, 92).

Zur Vermeidung einer Stammzellenentnahme kodnnte eine alternative primar zellfreie
Pulparegeneration durch die Migration von Stammzellen aus der periapikalen Region
nach dem Prinzip des ,,Cell-Homing™ erfolgen. Dabei ware die Inkorporation eines
geeigneten Tragermaterials mit Wachstumsfaktoren in den Wurzelkanal denkbar,
wodurch lokale Stammzellen zur Proliferation und Differenzierung sowie zur Bildung
eines dreidimensionalen, pulpaéhnlichen Gewebes angeregt werden konnten (141). Das
Trégermaterial muss dabei leicht zu applizieren sein, eine lockere Struktur flr eine
Vaskularisation und Innervation aufweisen, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
binden und freisetzen koénnen sowie Bildung und Mineralisation von Hartgewebe
zulassen. Bedenkt man nun, dass im Dentin verschiedene autogene Wachstumsfaktoren
eingeschlossen sind, kdnnte auch auf den Einsatz von rekombinanten Wachstumsfaktoren
verzichtet werden. (142). Vorstellbar wére beispielweise, dass durch eine geeignete
Vorbehandlung des Dentins Wachstumsfaktoren in Ldsung Ubergehen, welche
zusammen mit einem Tragermaterial zurtick in den Wurzelkanal gesetzt werden kdnnte
(141).

2.4  Materialien in der Endodontie

Der Schlusselfaktor fiir eine erfolgreiche endodontische Behandlung eines Zahnes ist die
Desinfektion des komplexen Wurzelkanalsystems. Dazu erfolgt bei der konventionellen
Therapie eine chemo-mechanische Aufbereitung der Wurzelkandle. Mit endodontischen
Feilen wird der Wurzelkanal erweitert, um Gewebe zu entfernen, eine Anwendung von
desinfizierenden und gewebsauflésenden Spullésungen zu ermdglichen und den
Wurzelkanal fur eine anschlieBende Obturation vorzubereiten (29). Um weitgehende
Keimfreiheit zu erzielen und folglich einen symptomlosen Zahn zu erhalten, sind oft
mehrere Sitzungen erforderlich. Zwischen den Sitzungen werden daher medikamenttse
Einlagen in den Wurzelkanal eingebracht (143). Die Ziele der chemischen
Waurzelkanalbehandlung sind die Eliminierung von Mikroorganismen und die
Denaturierung von restlichem Pulpagewebe, auch in mechanisch nicht erreichbaren

Arealen des Wurzelkanalsystems. Zudem sollen bakterielle Bestandteile, wie
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Lipopolysaccharide (LPS) und Toxine, inaktiviert werden, da sie als proinflammatorische
Mediatoren Entziindungsreaktionen, Gewebszerstorung und periapikale Osteolyse
bewirken konnen (144-146). Die desinfizierende Wirkung von Spullésungen und
Medikamenten beruht auf Proteinschadigung, Permeabilitatsstérung der Zellmembran
oder einer Blockade von Enzymsystemen (147). Eine Herausforderung besteht in der
Schonung von unmittelbar benachbartem, vitalem Gewebe (148). Folglich sollen
Spullésungen eine geringe Toxizitat aufweisen, biologisch gut vertraglich sein und die

instrumentelle Aufbereitung erleichtern (149).

Die Problematik der Keimreduktion im Wurzelkanalsystem besteht in der Ausbildung
eines bakteriellen Biofilms, wodurch die Bakterien schwieriger anzugreifen sind. Die
Wirkung von desinfizierenden Losungen und Medikamenten wird zudem durch
Gewebereste, Blutbestandteile, Pus und durch Dentin selbst inhibiert (149-151). Zur
Optimierung der Spulwirkung ist haufiges Spilen mit geniligend langer Einwirkzeit
erforderlich. Zudem muss berucksichtigt werden, dass sich verschiedene Spiillésungen

gegenseitig neutralisieren oder unerwiinschte Reaktionen hervorrufen konnen (152).

2.4.1 Spullésungen

Folgende gebrauchliche Spullésungen wurden in dieser Arbeit getestet und werden daher
genauer erldutert: Natriumhypochlorit, Chlorhexidin, Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

und Zitronensaure.

2.4.1.1 Natriumhypochlorit

Die klinische Anwendung von Natriumhypochlorit (NaOCI) erfolgt heute in
Konzentrationen von 0,5 bis 5,25% (29). Neben einer sehr guten antimikrobiellen
Eigenschaft werden auch bakterielle Bestandteile und Toxine zerstort (153). Die
antimikrobielle Wirkung ist unabhéngig von der verwendeten Konzentration, wobei
héhere Konzentrationen eine Dekontamination schneller erreichen (154) und einen
bakteriellen Biofilm besser zerschlagen konnen (155). NaOCI kann als einzige
gebréuchliche Spullésung vitales und nekrotisches Gewebe auflésen und somit auch
organische Anteile der Dentinstruktur denaturieren (156). Hohere Konzentrationen von
NaOCIl bewirken eine schnellere Gewebeauflésung (157-159), jedoch nimmt mit
steigender Konzentration die Zytotoxizitat zu (160). Durch die Anwendung von NaOCI
werden die Harte, die Biegefestigkeit und das E-Modul von Dentin verringert und es
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koénnen Erosionen sowie erhohte Permeabilitat auftreten (161-163). Wird NaOCI uber
den Apex hinaus gepresst, kann es Nekrosen und Emphyseme im Gewebe mit starken
Schmerzen und Pardasthesien verursachen (164). Eine Konzentration von 1,5 bis 3%
erscheint als gute Losung bei Abwaégung der Vor- und Nachteile der Anwendung von
NaOCI (134, 165, 166).

2.4.1.2 Chlorhexidin

Chlorhexidin (CHX) wird in der Zahnmedizin meist als Chlorhexidindigluconat in einer
Konzentration von 0,2 bis 2% verwendet. In wéssriger Losung ist CHX positiv geladen
und kann sich somit an negativ geladenen Zellwandstrukturen von Bakterien binden und
sie durchldssig machen. CHX wirkt in geringen Konzentrationen bakteriostatisch und in
hohen Konzentrationen durch eine Prézipitation oder Koagulation des Zytoplasmas von
Bakterienzellen bakterizid (167). CHX deckt ein breites antimikrobielles Spektrum ab,
jedoch wirkt es bei grampositiven Bakterien besser als bei gramnegativen (149, 168). Es
zeigt auch gute Wirkung gegen das grampositive Bakterium Enterococcus faecalis sowie
gegen Fungi wie Candida albicans, welche beide eine Herausforderung bei
Revisionsféllen darstellen (152, 169, 170). Aufgrund der anionischen Phosphatgruppen
des Hydroxylapatits kann CHX auch an Dentin binden und selbst nach Trocknung Uber
einen langeren Zeitraum desinfizierend wirken (171-173), wobei die Dauer der Wirkung
konzentrationsabhangig ist (173). Diese Eigenschaft wird als Substantivitét bezeichnet.
Dadurch eignet sich CHX auch als temporére intrakanalare Einlage oder zur finalen
Spulung bei Revisionsfallen (166, 174). Im Vergleich zu NaOCI zeigt CHX eine bessere
Biovertraglichkeit (175, 176), eine geringere Toxizitdt und kaum Beeinflussung der
Dentinstruktur (177, 178). CHX fehlt jedoch die Fahigkeit, Gewebe aufzultsen,
bakterielle Bestandteile und Toxine zu neutralisieren, die Schmierschicht zu entfernen

sowie einen polymikrobiellen Biofilm zu zerstdren (155).

2.4.1.3 Ethylendiamintetraacetat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist ein negativ geladenes Molekil, das als
Komplexbildner die Fahigkeit besitzt, durch sechs Bindungsstellen ein positiv geladenes
lon zu binden. Dadurch konnen Kalziumionen aus den Hydroxylapatitkristallen
herausgelost und das Dentin demineralisiert werden. EDTA wird in der Endodontie
eingesetzt um die Schmierschicht zu entfernen, Dentintubuli freizulegen und einen
bakteriellen Biofilm abzultsen (166). EDTA flhrt jedoch konzentrationsabhdngig zu

einer Verminderung der Dentinharte und zu einer erhohten
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Dentinpermeabilitat (179-181). Es greift die oberflachlichen 20 bis 30 um des Dentins
an (182), wobei die Eindringtiefe auch bei einer Einwirkzeit von mehr als 24 Stunden auf
50 um begrenzt ist (183). EDTA besitzt nur eine sehr geringe antimikrobielle Eigenschaft
(179). Wird es ins periapikale Gewebe (berpresst, zeigt es zytotoxische Wirkungen,
bewirkt Gewebeirritationen (184, 185) und flhrt zu einer Beeinflussung der Funktion von
Makrophagen, wodurch eine verdnderte Entziindungsreaktion entstehen kann (186, 187).
EDTA kann auRerdem MMPs inaktivieren, da es Kalzium und Zink bindet, die fir eine
optimale Funktion von MMPs notwendig sind (183, 188, 189). Bei der Anwendung von
EDTA ist ferner zu beachten, dass es die Wirkung von NaOCI aufhebt (190), wohingegen
EDTA nicht eingeschrankt wird, zumindest nicht in der klinisch relevanten Zeit (191).

2.4.1.4 Zitronensaure

Zitronensaure wird alternativ zur Entfernung der Schmierschicht in Konzentrationen von
10 bis 15% verwendet und wirkt sowohl durch den niedrigen pH-Wert als auch durch
eine komplexierende Eigenschaft demineralisierend (192). Verglichen mit 17%igem
EDTA fuhrt Zitronensédure zu einer starkeren Demineralisation und ist sogar mit
Konzentrationen bis zu 25% weniger zytotoxisch (193, 194). Zudem besitzt sie eine
geringe antimikrobielle Wirkung. Bei der Anwendung ist zu beachten, dass Zitronensaure

die Wirkung von NaOCI durch eine Reduktion von Chlor herabsetzen kann.

2.4.2 Medikamente

Folgende gebrauchliche intrakanalédre Medikamente wurden in dieser Arbeit getestet und
werden daher genauer erlautert: Kalziumhydroxid, Ledermix-Paste, Triple-Antibiotika-
Paste und Chlorhexidin-Gel.

2.4.2.1 Kalziumhydroxid

Kalziumhydroxid [Ca(OH):] ist bei endodontischen Behandlungen das Mittel der Wahl.
Es zeichnet sich durch eine gute antimikrobielle Wirkung aus, welche aus dem hohen pH-
Wert von 12,5 und einer standigen Abgabe von Hydroxylionen resultiert (195).
Kalziumhydroxid fuhrt zu einer Zerstérung der zytoplasmatischen Membran von
Mikroorganismen (29), Denaturierung von proinflammatorischen Zytokinen und
Neuropeptiden (196) sowie zu einer Inaktivierung von LPS (197, 198). Es zeigt sich
gegenuiber anaeroben Bakterien wirksam (199) und l6st auch nekrotisches Gewebe auf

(200). Die Problemkeime Enterococcus faecalis und Candida albicans gelten jedoch als
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resistent (152, 201). Kalziumhydroxid hemmt zudem die Funktion von Makrophagen,
wodurch die Entzliindung im periapikalen Gewebe eingeddmmt werden kann (202). Es
wird zur direkten und indirekten Pulpatberkappung, zur Pulpotomie bei Milchz&hnen und
friher auch zur Apexifikation eingesetzt (203, 204). Kalziumhydroxid wird als
medikamentdse Einlage in der regenerativen Endodontie empfohlen, da es nicht
zytotoxisch auf Stammzellen der apikalen Papille wirkt (205). Der alkalische Charakter
wirkt sich jedoch nachteilig aus, da Karboxylat- und Phosphatgruppen des
Hydroxylapatits gespalten sowie Proteine neutralisiert und denaturiert werden koénnen.
Folglich wird das Dentin geschwécht und die Frakturanfalligkeit erhoht (106), was sich
gerade bei einer langeren Einwirkzeit deutlich zeigt (206). Kalziumhydroxid kann in
Form von waéssrigen Ldsungen oder Pasten verwendet werden. In Pulverform wird es mit

Wasser, CHX oder in einer 6lhaltigen Suspension angerihrt.

2.4.2.2 Ledermix-Paste

Ledermix ist eine gelbliche Paste, die ein Glukokortikoid (Triamcinolon) und als
Antibiotikum ein Tetrazyklinderivat (Demeclocyclin) enth&lt. Demeclocyclin wirkt
effektiv gegen grampositive und gramnegative Bakterien. Ledermix zeichnet sich durch
einen initial schnellen Wirkungseintritt sowie durch eine langsame und besténdige
Freisetzung der aktiven Komponenten aus (207, 208). Es besitzt die Fahigkeit durch
Dentintubuli zu diffundieren, was zu einer besseren Wirkung des Medikaments fuhrt
(207). Ledermix wird als Notfallmedikament bei einer akuten Pulpitis oder einer
infizierten Nekrose eingesetzt. Zusatzlich kann es als Pulpitisprophylaxe nach Kavitéaten-
und Stumpfpréparationen dienen (209). Studien haben gezeigt, dass Ledermix die
postendodontische Schmerzempfindung nach Behandlung einer akuten, irreversiblen
Pulpitis oder einer apikalen Parodontitis reduziert (210, 211). Bei der Anwendung besteht
allerdings das Risiko einer allergischen Reaktion durch das enthaltene Demeclocyclin
und Natriumsulfit sowie einer Antibiotikaresistenz (212). Zudem kann Ledermix zu

Zahnverféarbungen fihren.

2.4.2.3 Triple-Antibiotika-Paste

Triple-Antibiotika-Paste (TAP) besteht aus einer Kombination dreier verschiedener
Antibiotika. Es enthélt Ciprofloxacin, Metronidazol und Minozyklin. Die Anmischung
von antibiotischem Pulver erfolgt bevorzugt mit Propylenglykol, wodurch eine tiefere
Penetration in das Dentin erreicht wird (213). TAP ist wirkungsvoll gegentiber den

Bakterien, die im infizierten Wurzelkanal gefunden werden und wurde anfangs bei
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Milchzéhnen verwendet. Heute kommt TAP auch h&ufig bei einer Revitalisierung zum
Einsatz (126, 214, 215) und kann auch bei groRen periapikalen Lasionen wirkungsvoll
sein (216). Aufgrund moglicher allergischer Reaktionen und Zahnverfarbungen durch
Minozyklin wurde dieses durch Cefuroxim ersetzt (217—219) oder es wird nur als Double-
Antibiotika-Paste (DAP) verwendet. TAP findet meist in einer sehr hohen Dosierung
Verwendung und wirkt dadurch stark zytotoxisch (205). Ist die Anwendung von TAP
indiziert, wird heute eine 100-fach geringere Konzentration (0,1 bis 1 mg/mL) als in der
Originalanwendung empfohlen (205). Das Risiko einer Antibiotikaresistenz bzw.
Sensibilisierung des jugendlichen Patienten ist zu bedenken und darf nicht vernachlassigt
werden. TAP flhrt auBerdem zu einer verringerten Mikrohérte von Dentin und kann das
Risiko einer Wurzelfraktur erhéhen (220).

2.4.2.4 Chlorhexidin-Gel

Der Wirkstoff Chlorhexidin wurde bereits in 2.4.1.2 erldutert. Chlorhexidin-Gel (CHX-
Gel) wird zur besseren Heilung bei Gingivitis, Entziindungen der Mundschleimhaut, nach
parodontalchirurgischen Eingriffen und bei eingeschréankter Mundhygienefahigkeit
eingesetzt (221). Auch gelférmig zeigt es bei intrakanalarer Anwendung eine gute
antimikrobielle Wirkung (222).
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3  Fragestellung

Im Bereich der regenerativen Endodontie kdnnte Dentin mit seinen Bestandteilen als ein
Reservoir an korpereigenen, bioaktiven Faktoren dienen. Durch Demineralisation des
Dentins kdnnen diese Wachstumsfaktoren herausgelost, reaktiviert und moglicherweise
unterstlitzend bei einer Revitalisierung der Pulpa wirken. Voraussetzung fir eine
erfolgreiche Regeneration ist eine weitgehende Keimfreiheit des Wurzelkanalsystems.
Die dabei verwendeten desinfizierenden Materialien kdnnten sich jedoch auch auf die

Wachstumsfaktorfreisetzung auswirken.
Aufgrund dieser Uberlegungen wurden fiir diese Arbeit folgende Ziele gesetzt:

1. Etablierung eines optimierten Protokolls zur Demineralisation des Dentins

2. Quantifizierung des freigesetzten Wachstumsfaktors TGF-p1

3. Untersuchung des Einflusses von endodontischen Spillosungen auf die
Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin

4. Untersuchung des Einflusses von Medikamenten zur Einlage im Wurzelkanal auf

die Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin
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4  Material und Methode

4.1  Versuchsvorbereitungen

Vor jedem Versuchsbeginn wurden alle benétigten Materialien und Losungen hergestellt
und vorbereitet. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte stets unter hygienischen

Bedingungen.

4.1.1 Herstellung von Dentinscheiben

Fur die Versuche wurde die erforderliche Anzahl an Dentinscheiben mit einer Dicke von
200 pum und einem Durchmesser von 8 mm aus menschlichen Molaren hergestellt.
Besonderes Augenmerk galt dabei der Kariesfreiheit der Zahne und einer moglichst
grolRen Zahnkrone. Die technische Herstellung der Dentinscheiben wird im Folgenden

beschrieben.

Die Molaren wurden direkt nach der Extraktion in 0,5%iger Chloramin T-Ldsung im
Kihlschrank bei 6° C gelagert. Zur Bearbeitung wurde anhaftendes Weich- und
Hartgewebe des Parodonts vorsichtig mit einem Skalpell entfernt. AnschlieBend wurden
die Zahne mit dem Autopolymerisat PalaDur mdglichst senkrecht auf Objekttragern
fixiert. Die Molaren wurden bei konstanter Wasserkiihlung mit einem
Innenlochsagemikrotom (600 min™, 300 um Sageblattdicke) in 200 um dicke Scheiben
geschnitten. Die gewonnenen Zahnscheiben sollten eine moglichst grofle Flache an
Dentin aufweisen, ohne Einbriiche zur Pulpa oder Schmelzbeteiligung. Dabei konnten
aus jedem Zahn meist bis zu drei brauchbare Zahnscheiben geschnitten werden. Diese
wurden anschliefend gestanzt, um Dentinscheiben mit einem standardisierten
Durchmesser von 8 mm zu erhalten. Die Lagerung erfolgte bis zum Versuchsbeginn in
48-Multiwell-Platten in 500 pl Chloramin T im Kuhlschrank bei 6° C.

24 Stunden vor Gebrauch wurden alle benétigten Dentinscheiben in neue Wells einer 48-
Multiwell-Platte mit jeweils 500 pl bidestilliertem H2O tberfuhrt und im Kihlschrank
gelagert. Uberschiissige Flissigkeit wurde zuvor mit Zellstoff entfernt.

Fur jeden WVersuchsdurchgang wurden neun Dentinscheiben pro Versuchsgruppe
benotigt. Dadurch ergaben sich Triplikate der drei verschiedenen Einwirkzeiten von 5, 10
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und 20 Minuten. Alle Versuche wurden in unabhdngigen Experimenten zweimal

wiederholt.

4.1.2 Spullésungen

Folgende Spullésungen wurden fir die Versuche verwendet:
e Chlorhexidin (Gum Paroex, Chlorhexidingluconat 0,12%, Fa. Sunstar, CH-Etoy)
e EDTA (Ethylendiamintetraacetat, 1104, Fa. AppliChem, D-Darmstadt)

o Herstellung einer Losung mit 0,268 mol/L (10%), Einstellung auf pH 6 oder
pH 7 mit Natriumhydroxid (NaOH)

o Herstellung einer Ldsung mit 0,456 mol/L (17%), Einstellung auf pH 7 mit
NaOH

e Natriumhypochlorit (Hypochlorit Dentallésung 5,25%, 1047, Fa. Speiko GmbH,
D-Miunster)

e Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS 1x) (Dulbecco-PBS ohne Ca?" und Mg?*,
182-05, Fa. Biochrome, D-Berlin)

e Zitronenséaure (Citronensaure-Monohydrat 0,476 mol/L = 10% bei pH 2, 1.00244,
Fa. Merck KGaA, D-Darmstadt)

o Zitratpuffer (Citronensaure-Monohydrat und tri-Natriumcitrat-Dihydrat 1,55 mol/L
bei pH 5, 1.06448, Fa. Merck KGaA, D-Darmstadt)

e Zitronensaurephosphatpuffer (Citronensaure-Monohydrat, tri-Natriumcitrat-
Dihydrat und tri-Natriumphosphat-Dodecahydrat 1,09 mol/L bei pH 7, 1.06578,
Fa. Merck KGaA, D-Darmstadt)

4.1.3 Medikamente
Folgende Medikamente wurden fir die Versuche verwendet:

e Chlorhexidin-Gel (Chlorhexamed® 1% Gel, Fa. GlaxoSmithKline, GB-Brentford)
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Kalziumhydroxidpréaparate:

o Olbasiert (Produktprobe, Fa. DMG Dental Milestones Guaranteed,
D-Hamburg)

o Wasserbasiert (Calxyl®, 0482, Fa. OCO Préaparate GmbH, D-Dirmstein)

Ledermix® (104840, Fa. Riemser Pharma GmbH, D-Greifswald)

Triple-Antibiotika-Paste (Tre-Vita-Mix, Apotheke Dr. Hormann, CH-Weinfelden)
Inhaltsstoffe:

o 20 mg Ciprofloxacin, 20 mg Cefuroxim, 40 mg Metronidazol

o Macrogoli unget. & Propylenglycolum

4.1.4 Labormaterialien und Geréate

Folgende Labormaterialien und Gerate kamen zum Einsatz:

Chloramin T (Chloramin T Trihydrat, 0,5%ige Ldsung, 102426, Fa. Merck KGaA,
D-Darmstadt)

ELISA (Human TGF-f1 Quantikine® ELISA Kit, DB100B, Fa. R&D Systems,
D-Wiesbaden)

Eppendorfcups (1,5 mL, Fa. Eppendorf AG, D-Hamburg)

Gefrierschrank (Forma scientific 923 -86 Freezer, Fa. Thermo Electron Corp.,
USA-Waltham)

Inkubator (C150, Fa. Binder, D-Tuttlingen)

Innenlochsagemikrotom (Leitz SP1600, Fa. Leica Biosystems GmbH, D-Wetzlar)
Kihlschrank (CT-2831, Fa. Liebherr, CH-Bulle)

Magnetrihrer (RET, Fa. IKA®-Werke GmbH & Co. KG, D-Staufen)

Multiwell-Platten (24- und 48-Multiwell-Platten, 662 160, 677 180, Fa. greiner bio-one
GmbH, D-Frickenhausen)

NaOH (Natriumhydroxid, 1.06498, Fa. Merck KGaA, D-Darmstadt)
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PalaDur (Pulver: 64707963, Fl.: 64707938, Fa. Heraeus Kulzer GmbH, D-Hanau)
pH-Messgerét (InoLab pH 7110, Fa. WTW GmbH, D-Weilheim)

Photometer (Infinite F200, Fa. Tecan Group AG, CH-Mannedorf)

Pipetten (research plus, Fa. Eppendorf AG, D-Hamburg)

Pipettenspitzen (30 ul, 200 pl, 1000 pl, Fa. Sarstedt AG & Co, D-NiUmbrecht)
Schiittler (KM2, Fa. Edmund Bihler GmbH, D-Hechingen)

Software ELISA: Magellan 7.1 (Fa. Tecan Group AG, CH-Mannedorf)

Software grafische Darstellung Statistik: SigmaPlot (Fa. Systat Software Inc.,
USA-Chicago)

Software Statistik: SPSS Statistics 22 fur Windows (Fa. IBM Corp., USA-Armonk)

Waage (BP 3100 S, Fa. Sartorius AG, D-Gottingen)

4.2 Versuch 1: Demineralisation des Dentins zur
Wachstumsfaktorfreisetzung

Die benétigten Dentinscheiben wurden in neue 48-Multiwell-Platten platziert. Zur
Konditionierung des Dentins wurden je 100 pl der zu testenden Ldsung auf die
Dentinscheiben pipettiert. Nach einer Einwirkzeit von 5, 10 oder 20 Minuten wurde die
Losung von den Dentinscheiben abgenommen, in je ein Eppendorfcup pipettiert und
sofort in flissigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bis zur Auswertung im
Gefrierschrank bei -80° C. Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber die

Versuchsgruppen und die verwendeten Losungen.
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Konditionierung der Dentinscheiben:

Versuchsgruppe: -
Verwendete Ldsung Zeitangabe

5 min
A EDTA pH 6; 0,268 mol/L (10%) 10 min

20 min

5 min
B EDTA pH 7; 0,268 mol/L (10%) 10 min

20 min

5 min
C EDTA pH 7; 0,456 mol/L (17%) 10 min

20 min

5 min
D Zitronensaure pH 2; 0,476 mol/L (10%) | 10 min

20 min

5 min
E Zitratpuffer pH 5 10 min

20 min

5 min

F Zitronensaurephosphatpuffer pH 7 10 min

20 min

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Versuchsgruppen und die verwendeten Lésungen zur Konditionierung des
Dentins

Um das Potential der getesteten Losungen zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus
dem Dentin zu bestimmen, erfolgte eine Quantifizierung von Wachstumsfaktoren aus den
gewonnenen Proben. Dazu wurde TGF-B1 als représentativer Wachstumsfaktor bestimmt

und durch einen Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gemessen.

In einem Vorversuch wurde die Kompatibilitdt der Testsubstanzen mit den TGF-B1-
Antikorpern des verwendeten ELISA-Kits untersucht. Hierfur erfolgte die
Quantifizierung einer bekannten Konzentration des rekombinanten TGF-B1 (enthalten im
ELISA-Kit), welche in den Testsubstanzen geldst wurde. Es kam zu keiner Stérung der
Antigen-Antikorper-Bindung, da die Auswertung des ELISA die gleiche Konzentration
an TGF-B1 ergab, welche zuvor gelést worden war. NaOCI wies in dem Vorversuch

aufgrund des alkalischen pH-Werts von 12 keine Kompatibilitat mit dem ELISA-Kit auf
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und konnte daher in diesem Versuch nicht getestet werden.

4.3  Versuch 2: Kombination von Spiillésungen

Fur den Versuch wurden erneut Dentinscheiben in 48-Multiwell-Platten platziert. Auf
jede Dentinscheibe wurde 500 pul CHX oder NaOCI pipettiert und die Multiwell-Platte
auf einen Schattler (150 min™) gelegt. Die Einwirkzeit hierbei betrug 5 oder 10 Minuten.
AnschlieBend wurde ein Waschschritt durchgefiihrt, indem die Dentinscheiben in Wells
mit je 500 pl PBS 1x gesetzt und erneut fiir 5 Minuten auf den Schittler gestellt wurden.
Danach erfolgte die Konditionierung der Dentinscheiben in neuen Wells. Aufgrund der
Ergebnisse des ersten Versuchs zur Demineralisation des Dentins, wurden fir die
Konditionierung der Dentinscheiben in diesem Versuch ausschlieBlich EDTA 0,268
mol/L (10%) bei pH 7 verwendet. Nach einer Einwirkzeit von 5, 10 oder 20 Minuten
wurden die 100 pl EDTA wieder von den Dentinscheiben abgenommen und in
Eppendorfcups pipettiert. Nach sofortigem Gefrieren in flussigem Stickstoff erfolgte die
Lagerung im Gefrierschrank bei -80° C. Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber

den Versuchsablauf, die Versuchsgruppen und die verwendeten Spullésungen.
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Behandlung der Dentinscheiben:

Versuchsgruppe: Konditionierung

mit EDTA
5 min
A CHX fiir 5 min PBS fir 5 min 10 min

Spullésung Zwischenspulung

20 min

5 min
B CHX fiir 10 min PBS fir 5 min 10 min
20 min

5 min
C NaOCI fir 5 min PBS fir 5 min 10 min

20 min

5 min
D NaOCI fir 10 min PBS fir 5 min 10 min

20 min

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen und die verwendeten Spiillésungen mit anschlieRender
Konditionierung des Dentins
Die Auswertung der gewonnen Proben erfolgte analog zum Versuch 1 anhand der

Quantifizierung des Wachstumsfaktors TGF-p1 mithilfe eines ELISA-Testsystems.

4.4  Versuch 3: Anwendung von Medikamenten

Die bendtigten Dentinscheiben wurden in 24-Multiwell-Platten platziert. Die zu testenden
Medikamente wurden nun gleichmalig mit einem Spatel auf eine Seite der
Dentinscheiben aufgetragen. Damit sollte eine medikamenttdse Einlage, wie sie in der
Endodontie im Wourzelkanal gebrauchlich ist, imitiert werden. Die Dentinscheiben
wurden erneut in Multiwell-Platten gesetzt. Die anschlieBende Lagerung erfolgte in
einem Inkubator unter feuchten Bedingungen bei 37° C und einem CO,-Gehalt von 5%.
Um die behandelte Seite der Dentinscheibe wiederzuerkennen, wurde die jeweils andere
Seite zuvor mit Bleistift markiert. Nach einer 24-stlindigen Einwirkzeit wurden die
Dentinscheiben dreimal mit jeweils 500 ul PBS mit der Pipette abgespiilt, bis alle
sichtbaren Medikamentenriickstande beseitigt waren. Bei dem dlbasierten
Kalziumhydroxidpraparat musste zusatzlich ein Wattestdbchen zur Reinigung verwendet

werden, da sich der 6lige Film durch alleiniges Abspilen nicht entfernen liel}. Nach
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durchgefuhrter Reinigung kamen die Dentinscheiben mit der behandelten Seite nach oben

in neue Wells einer 48-Multiwell-Platte. Aufgrund der Ergebnisse des ersten Versuchs

erfolgte auch hier die Konditionierung des Dentins ausschlieBlich mit EDTA 0,268 mol/L
(10%) bei pH 7. Nach 5, 10 oder 20 Minuten wurden die 100 ul EDTA von den
Dentinscheiben abgenommen, in flissigem Stickstoff gefroren und im Gefrierschrank bei

-80° C gelagert. Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber den Versuchsablauf, die

Versuchsgruppen und die verwendeten Materialien.

Behandlung der Dentinscheiben:
Versuchsgruppe: . . . . Konditionierung
Medikament fur 24 h | Zwischenspulung mit EDTA
5 min
A Ledermix PBS 10 min
20 min
5 min
Kalziumhydroxid .
B wasserbasiert (Calxyl) PBS 10 min
20 min
5 min
c !I<aIZ|_umhydrOX|d PBS 10 min
Olbasiert
20 min
5 min
D Triple-Antibiotika- PBS 10 min
Paste
20 min
5 min
E CHX-Gel PBS 10 min
20 min

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen und die verwendeten Medikamente mit anschlieBender
Konditionierung des Dentins

Die Auswertung der gewonnen Proben erfolgte analog zum Versuch 1 anhand der

Quantifizierung des Wachstumsfaktors TGF-B1 mithilfe eines ELISA-Testsystems.
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45 ELISA

Bei einem ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) handelt es sich um eine
immunologische Methode zur Detektion von bestimmten Antigenen oder Antikdrpern.
Die in diesen Versuchsreihen verwendeten ELISA-Kits enthielten eine 96-Multiwell-
Platte, die bereits mit immobilisierten monoklonalen Antikdérpern beschickt worden
waren. Diese Antikorper dienten dazu, den gesuchten Wachstumsfaktor TGF-B1 aus den
zu untersuchenden Proben zu binden. Dazu wurde im ersten Schritt jedes Well mit je 50
pl einer zuvor gewonnen Probe befillt. Hinzu kamen 50 pl des Assay Diluent RD1-21,
einer proteinhaltigen Ldsung zur Stabilisierung der Wachstumsfaktoren. Als
Referenzwert wurde bei jedem ELISA eine Verdunnungsreihe einer bekannten
Konzentration an rekombinanten TGF-p1 gemessen. Die Konzentrationen der
Verdlnnungsreihe reichten von 2000 pg/mL bis 31,2 pg/mL, Zusétzlich wurde mit einer
Messung der Losung, die zur Verdinnung des Standards verwendet wurde und im
ELISA-Kit enthalten war, auch ein Leerwert ermittelt. Nach zwei Stunden
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Platte dreimal mit einem Tensid-haltigen
Waschpuffer ausgewaschen. Nach dem Trocknen der Platte auf Tlchern erfolgte die
Zugabe von je 100 pul TGF-B1 Conjugate, welches polyklonale Antikorper gekoppelt an
Meerrettichperoxidase (HRP) enthielt, die an dem vorhandenen, bereits gebundenem
TGF-B1 binden sollten. Nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit erfolgten erneut drei
Waschvorgange. Nach Zugabe von 100 pl Color Reagent A+B wurde das darin enthaltene
Chromogen Tetramethylbenzidin durch die HRP aktiviert und es kam zu einem
Farbumschlag ins Blaue. Diese Farbreaktion war proportional zur Menge an vorhandener
Antikdrperkonzentration. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im Dunkeln wurde
die Farbreaktion fur die Messung der Antikorperkonzentration mit 100 pl
Chlorwasserstoffsaure gestoppt. Dabei fand ein Farbumschlag ins Gelbe statt. Die
Messung erfolgte im Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Referenzmessung bei 540 nm. Die Berechnung der Daten und Darstellung der
Normgeraden erfolgte mithilfe der Software Magellan 7.1 (Fa. Tecan Group AG,
Mannedorf-Schweiz). Die Nachweisgrenze (NG) fur TGF-B1 lag in diesen ELISA-Kits
bei 15,4 pg/mL (223).
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4.6 Datenauswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der Software SPSS
Statistics 22 (Fa. IBM Corp., Armonk-USA) fur Windows. Die grafische Darstellung der
Menge an freigesetztem TGF-B1 wurde mit SigmaPlot (Fa. Systat Software Inc.,
Chicago-USA) durchgefiihrt. Berechnet und grafisch dargestellt wurden der Median
sowie die 25%- und 75%-Perzentilen. Die statistische Analyse erfolgte mittels
nichtparametrischer Mann-Whitney-Tests mit einer Anpassung des Signifikanzniveaus
(0=0,05) zur Fehlerkorrektur (224). Die statistische Auswertung sowie die grafische
Darstellung erfolgte mit Hilfe von Herrn Dr. K.-A. Hiller (Poliklinik fir Zahnerhaltung

und Parodontologie, Universitatsklinikum Regensburg).
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5 Ergebnisse

5.1 Versuch 1: Demineralisation des Dentins zur
Wachstumsfaktorfreisetzung

In der Abbildung 1 sind die Ergebnisse des ersten Versuchs graphisch dargestellt.
Verschiedene demineralisierende Lésungen wirkten fiir 5, 10 oder 20 Minuten auf die
Oberflache von Dentinscheiben ein. Die Quantifizierung des dadurch freigesetzten
Wachstumsfaktors TGF-B1 erfolgte mithilfe von ELISA. Die Nachweisgrenze des
ELISA wurde in den Abbildungen mit NG gekennzeichnet.
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Abbildung 1: Freisetzungsprofil von TGF-f1 durch Demineralisation des Dentins mit verschiedenen
Losungen flr eine Dauer von 5, 10 oder 20 Minuten. Abgebildet wurden Mediane sowie 25%- und 75%-
Perzentilen.

Es konnte gezeigt werden, dass mit einer langeren Einwirkzeit von demineralisierenden
Losungen auch eine groRere Menge an TGF-1 aus dem Dentin freigesetzt wird. Beim
Vergleich der drei verschiedenen Einwirkzeiten einer Losung zueinander konnten dabei

signifikante Unterschiede festgestellt werden.
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Des Weiteren wurde ersichtlich, dass samtliche EDTA-LGAsungen eine deutlich messbare
Wachstumsfaktorfreisetzung erzielten. Im Vergleich der gleichkonzentrierten EDTA-
Losungen (10%; 0,268 mol/L) mit unterschiedlichen pH-Werten konnte mit EDTA bei
pH 7 die groRere Menge an TGF-B1 freigesetzt werden. Bei einer Einwirkzeit von 20
Minuten bestand dabei ein statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der EDTA-
Losung bei pH 6. Im Vergleich der verschieden konzentrierten EDTA-LGsungen bei
gleichem, neutralen pH-Wert konnte bei der héherkonzentrierten Losung (17%; 0,456
mol/L) keine erhohte Wachstumsfaktorfreisetzung festgestellt werden. Bei einer
Einwirkzeit von 5 Minuten erzielte das niedrig konzentrierte EDTA sogar eine signifikant
grolRere Menge an TGF-f1. Demzufolge wurde EDTA 10% bei pH 7 auch mit den
anderen getesteten Losungen verglichen. In der Abbildung wurden signifikante
Unterschiede zwischen allen Testlosungen und EDTA 10% bei pH 7 mit ,a“

gekennzeichnet.

Nach Behandlung der Dentinscheiben mit Zitratpuffer oder Zitronensaurephosphatpuffer
konnten selbst nach einer 20-mindtigen Einwirkzeit nur geringe Mengen an TGF-p1
gemessen werden, diese lagen bei allen drei Einwirkzeiten im Bereich der
Nachweisgrenze des Tests. Im Vergleich zu EDTA 10% bei pH 7 bestand daher stets ein
deutlich signifikanter Unterschied. Zitronensdure konnte ein sichtbares, zeitabhéngiges
Freisetzungsprofil erzielen, jedoch mit deutlich geringeren Mengen an TGF-p1
verglichen zu EDTA.

Aufgrund der hier beschriebenen Ergebnisse der hohen Freisetzung von TGF-£1 durch
EDTA 10% bei pH 7 wurde dieses fur die Folgeversuche zur Demineralisation von Dentin

verwendet.

5.2 Versuch 2: Kombination von Spullésungen

In der folgenden Versuchsreihe wurde erneut die freigesetzte Menge an TGF-B1 durch
EDTA 10% bei pH 7 nach verschiedenen Einwirkzeiten gemessen. Zuvor erfolgte jedoch
eine Vorbehandlung der Dentinscheiben mit CHX oder NaOCI. Um die Auswirkung einer
Vorbehandlung des Dentins vor Konditionierung zu erfassen, wurde als Referenzwert die
alleinige Konditionierung des Dentins mit EDTA 10% bei pH 7 herangezogen. Zur

besseren Ubersicht erfolgte die Darstellung des Referenzwerts in der Abbildung 2 durch
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die schmaéleren Balken. Signifikante Unterschiede zum Referenzwert wurden mit ,,a“

gekennzeichnet.
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Abbildung 2: Freisetzungsprofil von TGF-f1 durch Demineralisation von Dentin mit EDTA 10% bei pH 7
fur eine Dauer von 5, 10 oder 20 Minuten. Zuvor erfolgte eine Vorbehandlung des Dentins mit CHX oder
NaOCI jeweils fiir 5 oder 10 Minuten. Abgebildet wurden Mediane sowie 25%- und 75%-Perzentilen. Als
Referenzwerte wurden die Daten fir die alleinige Konditionierung des Dentins mit EDTA aus dem Versuch
1 ubernommen und hier als schmélere Balken dargestellt.

In  diesem Versuch war eine zeitabhdngige = Komponente bei  der
Wachstumsfaktorfreisetzung von TGF-B1 durch EDTA bei allen getesteten Spillésungs-

Kombinationen zu erkennen.

Eine Vorbehandlung des Dentins mit CHX fir 5 Minuten bewirkte eine hdhere
Freisetzung von TGF-B1. Nach einer Einwirkzeit von 20 Minuten mit EDTA bestand ein
statistisch signifikanter Unterschied gegeniber dem Referenzwert. Eine 10-minditige
Vorbehandlung mit CHX fiihrte zu einer &hnlich grofen Menge an freigesetztem TGF-
B1 wie bei einer alleinigen Konditionierung mit EDTA. Beim Vergleich der beiden
unterschiedlich  langen CHX-Vorbehandlungen gegeneinander konnten Kkeine

signifikanten Unterschiede gemessen werden.

Eine Vorbehandlung des Dentins mit NaOCI fiir 5 Minuten reduzierte die Menge an
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TGF-B1. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach einer Einwirkzeit des EDTA
von 5 Minuten. Eine Vorbehandlung mit NaOCI fir 10 Minuten flhrte bei allen
Demineralisierungszeiten gegenuber dem Referenzwert zu einer signifikant geringeren
Menge an freigesetztem TGF-B1. Beim Vergleich der unterschiedlich langen NaOCI-
Vorbehandlungen gegeneinander konnte nur bei der nachfolgenden, flinfminttigen
Konditionierung des Dentins ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Bei Gegentiberstellung der zwei verschiedenen Spullésungen zueinander wurden sowohl
nach einer 5- also auch nach einer 10-mindtigen Vorbehandlung stets Unterschiede
deutlich. Dabei flihrte eine NaOCI-Vorbehandlung zu einer signifikant geringeren

Wachstumsfaktorfreisetzung als eine CHX-Vorbehandlung.

5.3 Versuch 3: Anwendung von Medikamenten

In dieser Versuchsreihe wurden Dentinscheiben fiir 24 Stunden mit Medikamenten
behandelt. AnschlieRend wurden die Dentinscheiben fir 5, 10 oder 20 Minuten mit EDTA
10% bei pH 7 konditioniert. Die Quantifizierung des freigesetzten Wachstumsfaktors
TGF-B1 erfolgte mithilfe eines ELISA. Die erzielten Ergebnisse wurden in Abbildung 3
dargestellt. Zur besseren Ubersicht erfolgte in der Abbildung auch die Darstellung eines
Referenzwerts durch schmaélere Balken. Als Referenzwert dienten die Ergebnisse aus
dem Versuch 1 zur alleinigen Dentinkonditionierung mit EDTA 10% bei pH 7.

Signifikante Unterschiede zum Referenzwert wurden mit ,,a* gekennzeichnet.
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Abbildung 3: Freisetzungsprofil von TGF-f1 nach einer Vorbehandlung des Dentins fiir 24 Stunden mit
Medikamenten und anschlieBender Demineralisation mit EDTA 10% bei pH 7 fur 5, 10 oder 20 Minuten.
Dargestellt wurden Mediane sowie 25%- und 75%-Perzentilen. Als Referenzwerte wurden die Daten flr
die alleinige Konditionierung des Dentins mit EDTA aus dem Versuch 1 Gbernommen und hier als
schmalere Balken dargestellt.

Wie in den Versuchen zuvor zeigte sich mit einer langeren Demineralisierungszeit auch
eine erhohte Freisetzung von TGF-B1. Allgemein wurde nach Behandlung mit den
Medikamenten eine &hnliche Menge an TGF-B1 wie beim Referenzwert freigesetzt. Ein
signifikant geringerer Unterschied bestand lediglich nach Vorbehandlung mit dem
Olbasiertem Kalziumhydroxid-Praparat und anschlieRender 5-min0tiger
Dentinkonditionierung. Eine langere EDTA-Konditionierung des Dentins nach erfolgter
Vorbehandlung mit 6lbasiertem Kalziumhydroxidpréaparats erzielte wieder ahnliche

Werte verglichen zum Referenzwert.

Wasserbasiertes Kalziumhydroxid (Calxyl) zeigte bei allen Einwirkzeiten etwas hohere
Mengen an freigesetztem TGF-B1, auch gegeniiber dem Referenzwert. Hierbei konnte
aber kein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Beobachtung wurde Calxyl auch im Vergleich zu den anderen Medikamenten getestet.

Dabei konnten zum Teil mehrfach signifikante Unterschiede festgestellt werden, welche



5 Ergebnisse 38

in der Abbildung 3 mit ,,b* gekennzeichnet wurden.

Nach einer funfmindtigen Dentinkonditionierung konnte nach Calxyl-Vorbehandlung
signifikant mehr TGF-p1  freigesetzt werden als nach allen anderen
Medikamentenbehandlungen. Im Vergleich zum 0Olbasierten Kalziumhydroxid-Préparat,
bestand auch nach 20 Minuten ein signifikanter Unterschied. Das gleiche galt fir die
Vorbehandlung mit CHX-Gel. Eine signifikant geringere Menge war aullerdem bei einer
Vorbehandlung mit Triple-Antibiotika-Paste und 10-min(tiger Dentinkonditionierung

messbar.
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6  Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener, in der Endodontie gebrauchlicher
Spullésungen und Medikamente auf die Wachstumsfaktorfreisetzung aus Dentin
untersucht. Dabei wurde TGF-B1 als reprasentativer Wachstumsfaktor gewahlt, da er eine
Schlisselrolle in der regenerativen Endodontie spielt (225). Zudem wurde in einer
weiteren Studie das Freisetzungsprofil von FGF-2 und VEGF ermittelt, die verglichen zu
TGF-B1 nur in geringeren Mengen im Dentin gefunden wurden (226). Daher kann die
Auswirkung verschiedener Substanzen auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren mit

TGF-B1 deutlicher gezeigt werden.

In dieser Studie wurden Dentinscheiben mit einer definierten GréRe hergestellt, um
mdoglichst standardisierte Bedingungen zu erhalten. Bei der Wachstumsfaktorfreisetzung
war dennoch stets eine Schwankungsbreite messbar. Dies kdnnte in Zusammenhang mit
einer zunehmenden Verkalkung des Dentins bei hoherem Alter des Patienten stehen oder
aber einfach vom jeweiligen Individuum abh&ngig sein (227). Eine weitere mogliche
Erklarung dafiir konnte die unterschiedlich groRe Anzahl an Dentintubuli sein, die je nach
naherer Lagebeziehung zum Schmelz oder zur Pulpa variiert (5). In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von verschiedenen Dentinscheiben sind diese
Unterschiede auch deutlich erkennbar (142).

6.1 Demineralisation des Dentins zur Wachstumsfaktorfreisetzung

6.1.1 Ergebnisse

Zitronensaure und die getesteten zitronensaurehaltigen Losungen fuhren auf
unterschiedliche Weise zu einer Demineralisation von Dentin. Wéhrend Zitronensdure
bei pH 2 und Zitratpuffer bei pH 5 vorwiegend als Sdure demineralisieren, fungiert
Zitronensaurephosphatpuffer bei pH 7 als Komplexbildner. Verglichen mit dem potenten
Komplexbildner EDTA zeigte Zitronenséurephosphatpuffer mit nur drei Bindungsstellen
weitaus schlechtere Ergebnisse. Die freigesetzte Wachstumsfaktormenge nach
Konditionierung mit Zitratpuffer und Zitronensaurephosphatpuffer befand sich bereits an
der Nachweisgrenze des ELISA. Ein pH-Wert von 5 oder 7 scheint bei den

Zitronensdurederivaten zu einer zu geringen Demineralisation des Dentins zu fuhren.
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Zitronensdure konnte zwar etwas mehr Wachstumsfaktoren freisetzen, jedoch scheint ein
pH-Wert von 2 die Stabilitat der Wachstumsfaktoren negativ zu beeinflussen. Obwonhl
Zitronensaure zu einer guten Demineralisation von Dentin flhrt (192), ist sie zur
Wachstumsfaktorfreisetzung aufgrund des pH-Werts augenscheinlich nicht geeignet. Der
Einfluss des pH-Werts wird auch bei der Verwendung von EDTA deutlich. Bereits ein
pH-Wert von 6 fihrt zu einer signifikant geringeren Menge an freigesetzten TGF-p1
verglichen mit der Wachstumsfaktorfreisetzung durch EDTA im neutralen pH-Bereich.
EDTA bei pH 7 und 10% erwies sich in dieser Studie als effektives Agens zur
Wachstumsfaktorfreisetzung. Auch eine héhere Konzentration von 17% konnte keine
grolRere Menge an TGF-f1 freisetzen.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass die freigesetzte Menge an
Wachstumsfaktoren sowohl von der Demineralisationsqualitét als auch von der Stabilitat
der Proteine in L6sung abhéngt. Neutrales EDTA scheint hier am besten geeignet. In den
Empfehlungen der AAE und der ESE zur Revitalisierung soll zur Konditionierung des
Dentins 17%iges EDTA verwendet werden (132, 134). Diese Studie konnte jedoch
zeigen, dass 10%iges EDTA die besten Ergebnisse bezlglich einer
Wachstumsfaktorfreisetzung erzielt. Daher konnte zur Konditionierung des Dentins im
Rahmen von regenerativen endodontischen Mallnahmen auch geringer konzentriertes

EDTA verwendet werden, um somit auch die zytotoxischen Effekte zu verringern.

An diesen Versuchen koénnten die langen Einwirkzeiten der Ldsungen und die geringe
Menge an freigesetzten Wachstumsfaktoren als kritisch angesehen werden. Bezogen auf
die Menge an Wachstumsfaktoren, werden bei in vitro Studien mit rekombinanten
Wachstumsfaktoren weitaus hohere Konzentrationen von 1 bis 50 ng/mL verwendet (73,
75). Da jedoch auch bereits geringste Mengen an Wachstumsfaktoren zellulére
Reaktionen bewirken, kdnnte auch die geringere Menge an Wachstumsfaktoren aus dem
Dentin dafur ausreichend sein (141). AuRerdem ist nicht abschlieBend geklart, ob eine zu
hohe Menge an Wachstumsfaktoren negative Auswirkungen wie eine veranderte
Immunogenitat oder Tumorentstehung verursachen kdnnte. Bezogen auf die verwendeten
Einwirkzeiten in dieser Studie wéren in klinischen Situationen Einwirkzeiten von 10 oder
sogar 20 Minuten wenig praktikabel. Jedoch konnten in diesen Versuchen bereits nach 5-
minutiger Einwirkzeit Wachstumsfaktoren im Nanogrammbereich freigesetzt werden.
Zur Verkirzung der Einwirkzeit und zur Erh6hung der Menge an freigesetzten

Wachstumsfaktoren scheint die Aktivierung der Spillésung mittels Ultraschall ein
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probates Mittel zu sein (142).

6.1.2 Freilegung von Wachstumsfaktoren an der Dentinoberfléache

Durch eine Demineralisation von Dentin gehen Wachstumsfaktoren nicht nur in Lésung
uber, sondern werden auch an der Dentinoberflache freigelegt. In einer Studie dazu
wurden nach unterschiedlichen Dentinkonditionierungen freigelegte Wachstumsfaktoren
durch Goldlabeling visualisiert (226). Dabei konnte nach einer EDTA-Vorbehandlung
die groRte Menge TGF-pl1 an der Oberfliche detektiert werden. Exponierte
Wachstumsfaktoren auf der Dentinoberflache férdern Chemotaxis von Stammzellen aus
dem apikalen Gewebe (120, 228) und auch eine Differenzierung zu sekundéren
Odontoblasten (71, 90, 141, 229). Die organische Matrix mit ihren Kollagenfibrillen, die
nach Konditionierung mit EDTA freigelegt wird, begunstigt eine Zelladhdsion an Dentin
durch Integrin-Rezeptoren (230, 231) und fordert eine hohere Uberlebensrate durch die

Schaffung einer physiologischen Umgebung fir Zellen (232, 233).

Aus diesen Griinden sollte eine EDTA-Konditionierung im Rahmen einer regenerativen
endodontischen Therapie durchgefuhrt werden, wie es bereits von der AAE und ESE bei
der Revitalisierung empfohlen wird. Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen demnach die
Empfehlung zur Verwendung von EDTA zur Schaffung einer geeigneten

Dentinoberflache sowie Wachstumsfaktorfreisetzung bekraftigen.

6.1.3 Bedeutung fur regenerative endodontische TherapiemaRnahmen

In Hinblick auf eine Verwendung von herausgeldsten Wachstumsfaktoren im Rahmen
einer regenerativen endodontischen Therapie wirde man diese gemeinsam mit der
EDTA-L6sung verwerfen. Die Weiterverwendung ist aufgrund der Zytotoxizitat von
EDTA und einer mdglichen Gewebeschadigung nicht gegeben (193, 234, 235). Fir eine
Nutzung von dentineigenen Wachstumsfaktoren missten sich diese in einer
physiologischen Ldsung befinden. Eine Studie dazu konnte zeigen, dass bei einem
Nachspilen mit physiologischem PBS nach erfolgter Dentinkonditionierung auch
Wachstumsfaktoren in diese Losung tbergehen kdnnen (142). Dieser Effekt kann auch
durch die Ultraschallaktivierung der Losung und eine damit verbundene bessere
Penetration in das Dentin erhoht werden. Zudem konnte auch alleine das Nachspiilen mit

einer physiologischen Lésung eine Neutralisation der zytotoxischen Effekte von EDTA
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und somit auch eine bessere Umgebung fir Zellen bewirken. Im Rahmen von
regenerativen endodontischen TherapiemaBnahmen konnte die Verwendung von
autologen Wachstumsfaktoren eine Optimierung des klinischen Ergebnisses bedeuten,
wenn sie beispielsweise gemeinsam mit einem Tragermaterial zuriick in den Kanal
eingebracht werden (126, 236).

In einer Studie wurde ein klinischer Einsatz der Wachstumsfaktorfreisetzung noch weiter
untersucht und dazu die Wachstumsfaktorfreisetzung aus aufbereiteten Wurzelkanélen
gemessen (142). Dabei konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass auch die viel kleinere
Oberflache von Wurzelkanélen im Vergleich zu Dentinscheiben eine verhaltnismagig
grolRe Menge an Wachstumsfaktoren mit Ultraschallaktivierung freisetzen kann (237—
239). Nachteilig an der Ultraschallaktivierung ist die oberflachliche Entstehung von
Erosionen an der Dentinstruktur (142). Diese Studie konnte zeigen, dass eine
Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin auch in Hinblick auf klinische Bedingungen
gut durchfiihrbar ist und die Verwendung von autogenen Wachstumsfaktoren eine
Optimierung der Erfolgsaussichten sowie eine Ausweitung der Indikation einer
regenerativen endodontischen Therapie bedeuten kdnnte. Mdglicherweise befindet sich
dafiir im Dentin sogar genau die richtige Kombination und Konzentration von bioaktiven

Faktoren.

6.2 Kombination von Spullésungen

6.2.1 Ergebnisse

In der Endodontie ist es gebréuchlich, verschiedene desinfizierende Spillésungen zu
kombinieren. Wéahrend der Aufbereitung von Wurzelkanalen wird NaOCI verwendet,
danach erfolgt eine Abschlussspllung, bei welcher die entstandene Schmierschicht
entfernt werden soll. Bei der Abschlussspiilung kann auch eine weitere Spulung mit einer
desinfizierenden Losung erfolgen, um auch die freigelegten Dentintubuli zu erreichen.
Mit diesem Versuch soll daher durch die Kombination von verschiedenen Spillésungen

das klinische VVorgehen einer endodontischen Behandlung imitiert werden.

Die Ergebnisse dieser Studie konnten zeigen, dass eine VVorbehandlung des Dentins mit
NaOCl die Menge an anschlieBend freigesetzten Wachstumsfaktoren mit EDTA
reduziert. Dieser Effekt kann durch die Proteindenaturierung durch NaOCI erkl&rt werden
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und betrifft nicht nur freie, sondern auch im Dentin gebundene Wachstumsfaktoren (43,
240). Da eine langere Einwirkzeit von EDTA auch eine fortschreitende Demineralisation
des Dentins bedeutet, wurde die Auswirkung von NaOCI auf die Wachstumsfaktoren
kompensiert. Mit den langeren Einwirkzeiten von EDTA konnte die Menge an

freigesetztem TGF-B1 wieder erhoht werden.

In dieser Versuchsreihe konnte nach einer kurzen Vorbehandlung des Dentins fir 5
Minuten mit CHX anschlieBend eine erhthte Menge an freigesetztem TGF-B1 gemessen
werden. Dieser Effekt kann durch den sauren pH-Wert von 5 von CHX erkl&rt werden,
wodurch es zu einer zusatzlichen Demineralisation des Dentins kommt. Eine langere
Einwirkzeit von CHX von 10 Minuten wirkt sich hingegen negativ auf die
Wachstumsfaktorfreisetzung aus. Der lédngere Kontakt von CHX mit der
Dentinoberflache konnte die Proteinstabilitat der Wachstumsfaktoren aufgrund des pH-
Werts negativ beeinflussen. Mdglicherweise erschwert auch die Substantivitat von CHX
eine nachfolgende Wachstumsfaktorfreisetzung. Der kurze Gebrauch von CHX erscheint
in Bezug auf die Wachstumsfaktorfreisetzung jedoch unproblematisch verglichen zu
NaOCI.

6.2.2 Natriumhypochlorit

In nahezu allen publizierten Fallen einer Revitalisierung wurde NaOCI verwendet (115,
241). Dabei wurde in etwa 63% aller Falle mit 3%igem NaOCI und in 36% der Félle mit
5 bis 6%igem NaOCI gespult, jedoch kam 1%iges NaOCI nur in etwa 1% der Falle zum
Einsatz (126). Bei einer Verwendung von NaOCI bis 3% wird das Uberleben von
Stammzellen der apikalen Papille auf 60% reduziert, héhere Konzentrationen vermindern
die Uberlebenswahrscheinlichkeit auf bis zu 20% (242). Um die toxischen Effekte
abzuschwachen sollte im Rahmen einer regenerativen endodontischen Therapie ein
Nachspiilen mit NaCl oder EDTA erfolgen. EDTA kann die zytotoxischen Effekte auf
dentale Stammzellen nach einer Vorbehandlung mit niedrigkonzentriertem NaOCI
komplett und bei hohen Konzentrationen zum Teil aufheben (243, 244). Zudem wird das
Zelliberleben auch durch eine optimale Oberflachenbeschaffenheit  sowie
Wachstumsfaktorfreisetzung deutlich verbessert (90, 141, 243). Der toxische Effekt von
NaOCl, insbesondere auf die Stammzellen der apikalen Papille, darf gerade bei einer
regenerativen endodontischen Therapie nicht vernachldssigt werden und daher ist die

Konzentration sorgféltig zu wéhlen. Als akzeptabel erscheint eine Anwendung von bis zu
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3%, wenn es in angemessener Menge und Dauer angewendet wird (134). NaOCI sollte
hingegen nach einer EDTA-Konditionierung nicht verwendet werden, da es eine
Denaturierung von Wachstumsfaktoren und eine Zerstérung des Kollagengerusts bewirkt
(226, 240, 245). Mikroskopische Untersuchungen zeigen dabei ein aufgeldstes Dentin
sowie eine irreguldre und raue Dentinoberflache (246, 247). Hohe Konzentrationen von
NaOCI verhindern zudem eine Differenzierung von dentalen Stammzellen in sekundare
Odontoblasten in vitro und in vivo (43, 90, 248) und kdnnen zu Resorptionsvorgéngen
flhren (43, 249).

Aus diesen Grinden empfiehlt die ESE bei einer Revitalisierung die Anwendung von
NaOCl auf die erste Sitzung zu beschranken und ein Nachspilen mit EDTA
durchzufiihren. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe gehen mit diesen Empfehlungen
einher, da EDTA die negativen Auswirkungen von NaOCI kompensieren und auch die

Stabilitat der Wachstumsfaktoren im Dentin verbessern kann.

6.2.3 Chlorhexidin

In manchen Fallberichten zur Revitalisierung von jugendlichen Zahnen wurde CHX in
einer Konzentration von 0,2 bis 2% verwendet und fuhrte auch zu erfolgreichen
Ergebnissen (114, 115, 250). Die Verwendung von CHX nach einer EDTA-
Konditionierung zeigt jedoch zytotoxische Effekte auf dentale Stammzellen (248) und
beeinflusst auflerdem durch die Substantivitdt die Adhdsion von Zellen an der
Dentinoberflache (251). Dadurch kann es auch zu einem indirekten Verlust von Zellen
fuhren, was durch ein Nachspulen mit NaCl abgeschwacht werden kénnte (251). Da CHX
zytotoxisch wirkt und eine Zelladhasion verschlechtert, ist es kein optimales Mittel zur
Desinfektion im Rahmen von regenerativen endodontischen Therapiemanahmen (115).
Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie erscheint die Anwendung von CHX beziglich
einer nachfolgenden Wachstumsfaktorfreisetzung als unproblematisch. Da sich CHX
jedoch negativ auf die Zelladhéasion auswirkt, sollte bei einer Anwendung unbedingt eine

anschlielende EDTA-Konditionierung erfolgen.
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6.3 Anwendung von Medikamenten

6.3.1 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Studie konnten zeigen, dass intrakanaldre Medikamente
Auswirkungen auf die Wachstumsfaktorfreisetzung haben, aber im Vergleich zum
Referenzwert kaum signifikante Unterschiede auftraten. Eine groRere Menge an
freigesetztem TGF-B1 nach Vorbehandlung mit Kalziumhydroxid konnte auf eine
zusatzliche Demineralisation durch den alkalischen pH-Wert zurtickzufiihren sein. Eine
ldngere EDTA-Konditionierung scheint diesen Effekt mit fortschreitender Dentinerosion
jedoch wieder auszugleichen. Olbasiertes Kalziumhydroxid, TAP und CHX-Gel zeigten
verglichen zum Referenzwert etwas schlechtere Ergebnisse, jedoch ohne signifikante
Unterschiede. Diese Ergebnisse stimmen mit dem hartndckigen Verbleiben von
Medikamenten an der Dentinoberflache trotz verschiedener Entfernungsversuche iberein
und konnten daher eine geringere Menge an freigesetzten Wachstumsfaktoren erklaren
(252). In dieser Versuchsreihe gestaltete sich vor allem das Entfernen des 6lbasierten
Kalziumhydroxids als schwierig, da bereits bei visueller Kontrolle ein 6liger Riickstand
erkennbar war. Bei CHX-Gel und auch bei der TAP konnten hingegen kaum Rickstande
aufgrund der Transparenz der Substanzen gesehen werden. Ledermix hinterliel eine
etwas verféarbte Dentinoberflache.

In keinem Fallbeispiel zur Revitalisierung wurde bisher Ledermix oder CHX-Gel
verwendet. Die Ergebnisse in dieser Studie zu diesen Medikamenten zeigen auch keinen

Vorteil gegeniiber dem gebrauchlichem Kalziumhydroxid oder TAP.

In dieser Studie konnte die Einwirkzeit der Medikamente als kritisch angesehen werden,
da im klinischen Behandlungsablauf einer Revitalisierung intrakanalédre Medikamente fur
eine bis vier Wochen im Wurzelkanal belassen werden. Die Wirkung der Medikamente
lasst zwar Uber die Zeit nach, dennoch wird die Dentinstruktur durch eine langere

Einwirkzeit negativ beeinflusst (206).

6.3.2 Kalziumhydroxid

Durch eine Anwendung von Kalziumhydroxid werden die Dentineigenschaften negativ
beeinflusst und fuhren bei einer Langzeitbehandlung zu signifikanten Unterschieden

gegenuber unbehandeltem Dentin (106, 206). Die Entfernung von Kalziumhydroxid vom
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Dentin der Wurzelkanalwand ist jedoch einfach und nahezu vollstandig moglich (252).
Kalziumhydroxid wird bereits von der AAE und ESE als medikamentdse Einlage bei der
Revitalisierung wegen der geringen zytotoxischen Wirkung auf Stammzellen der
apikalen Papille empfohlen. Es scheint sogar im Gegenteil das Uberleben und die
Proliferation von Stammzellen zu fordern (205). Kalziumhydroxid wurde bereits in
mehreren Fallbeispielen mit Erfolg angewandt (253-255). Eine mit Kalziumhydroxid
vorbehandelte Dentinoberflache zeigte direkte positive Effekte auf Zellen (245, 256).
Kalziumhydroxid konnte auch indirekt das Uberleben von Zellen durch Freisetzung von
Wachstumsfaktoren aus dem Dentin unterstiitzen (56). Diese Studie geht auch mit den
Empfehlungen der AAE und ESE zur Verwendung von Kalziumhydroxid bei der
Revitalisierung einher, da es bei nachfolgender Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem

Dentin bevorzugt verwendet werden sollte (226, 243, 256).

6.3.3 Triple-Antibiotika-Paste

TAP fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Mikroharte von Dentin um etwa 75%
verglichen zu unbehandeltem Dentin und erhéht somit die Frakturgefahr (220). Das
konnte durch den sauren Charakter (pH 2,9) und einer daraus resultierenden
Demineralisation erklart werden, sowie durch den Komplexbildner Minozyklin, welches
in TAP enthalten ist (257-259). TAP wirkt sich negativ auf Dentineigenschaften wie
Mikrohérte und Frakturresistenz aus (220, 258) und hat einen negativen Einfluss auf die
chemische Struktur des Dentins (258, 260, 261) TAP koénnte auBerdem langfristige
Veranderungen im Dentin bewirken, die zu einer Alterung der physikalischen Struktur
oder auch zur Inaktivierung von eingeschlossenen Wachstumsfaktoren fiihren kdnnten
(256). In direktem Kontakt bewirkt die Paste den Zelltod dentaler Stammzellen und
konnte bei Applikation im Kanal durch Diffusion auch lokale Stammzellen der apikalen
Papille beeinflussen. Trotz intensiver Versuche der Entfernung von TAP verbleibt diese
hartnackig am Dentin und kann selbst nach einer Entfernung von 99% noch toxische
Auswirkungen auf Zellen zeigen (205). Mdglicherweise konnte Dentin sogar als
Reservoir fir die TAP dienen und somit ber einen langeren Zeitraum schadliche
Auswirkungen haben. Obwohl es bereits zahlreiche erfolgreiche Fallbeispiele einer
Revitalisierung mit TAP gibt, konnte die Toxizitat von TAP das weitere Wurzelwachstum
und die Regeneration des Zahnes negativ beeinflussen (126). Der zytotoxische Effekt auf

Stammzellen der apikalen Papille kann durch Verwendung von Kalziumhydroxid
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verhindert oder durch niedrigere Konzentrationen von TAP abgeschwécht werden (205,
256), da sich diese ohnehin bereits in geringeren Konzentrationen wirksam gegentiber
endodontischen, pathogenen Keimen zeigt (262). Nicht zuletzt ist die Anwendung der
enthaltenen Antibiotika insbesondere bei Kindern als sehr kritisch zu sehen. Da eine
Revitalisierung jedoch bei jugendliche Z&hne mit nicht abgeschlossenem
Wurzelwachstums durchgefuhrt wird, sollte die Indikation zur Anwendung sehr eng
gestellt werden und TAP nur in Ausnahmefallen, wie zum Beispiel bei bestehenden
Beschwerden nach Kalziumhydroxid-Einlage, zum Einsatz kommen. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass eine TAP-Vorbehandlung kaum negative Auswirkungen auf
die Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin hat.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener, in der Endodontie
gebréauchlicher Spullésungen und Medikamente auf die Wachstumsfaktorfreisetzung aus
Dentin untersucht. Dabei wurden mehrere Agenzien auf Dentinscheiben getestet und
anschlieBend die Menge an freigesetztem Wachstumsfaktor TGF-f1 mittels ELISA
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die gréfite Menge an Wachstumsfaktoren mit
EDTA aus dem Dentin freigesetzt wird. 10%iges EDTA bei pH 7 konnte dabei quantitativ
die besten Ergebnisse erzielen. Ein neutraler pH-Wert wirkte sich positiv auf die Stabilitat
der Wachstumsfaktoren aus. Hingegen scheinen Zitronensdaure und deren Derivate fur

eine Wachstumsfaktorfreisetzung nicht geeignet zu sein.

Desinfizierende Spulldsungen wie NaOCIl und CHX zeigten deutliche Auswirkungen auf
eine nachfolgende Wachstumsfaktorfreisetzung aus dem Dentin. NaOCI kann durch den
hohen pH-Wert Wachstumsfaktoren deproteinieren und reduzierte folglich die Menge an
freigesetzten Wachstumsfaktoren. CHX hingegen erschien bei einer kiirzeren Einwirkzeit
unproblematischer bezlglich der Freisetzung von Wachstumsfaktoren. Eine
anschlieBende Konditionierung des Dentins mit EDTA konnte abhdngig von deren

Einwirkzeit die negativen Effekte einer Vorbehandlung wieder ausgleichen.

Diese Studie konnte zeigen, dass Medikamente, die im Rahmen von endodontischen
Behandlungen eingesetzt werden, eine anschlieBende Wachstumsfaktorfreisetzung
beeinflussen. Wahrend Kalziumhydroxid eine Erhéhung von freigesetzten
Wachstumsfaktoren gegenuber unbehandeltem Dentin bewirkte, fiihrten andere
gebréuchliche Medikamente zu einer geringfligigen Reduktion der freigesetzten Menge
an Wachstumsfaktoren. Die zum Teil problematische Entfernung von Medikamenten von

der Dentinoberflache konnte dieses Ergebnis erklaren.

Diese Studie weist darauf hin, dass gerade im Rahmen einer regenerativen
endodontischen Therapie die Anwendung von desinfizierenden Spullésungen und
Medikamenten genau bedacht werden sollte. Dennoch ist es nach verschiedenen
Vorbehandlungen méglich, Wachstumsfaktoren mit einer EDTA-Konditionierung aus
dem Dentin herauszulésen. Da Wachstumsfaktoren eine essenzielle Rolle bei zellularen
Reaktionen spielen, konnten dentineigene Wachstumsfaktoren die Erfolgsaussichten

einer Revitalisierung der Pulpa durch bessere Steuerung von zelluldren Reaktionen
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optimieren. Moglicherweise befindet sich dazu im Dentin genau die richtige Kombination
und Konzentration an bioaktiven Proteinen. Eine gezielte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und eine Optimierung der Dentinoberflache fir Zelladhésion und -
differenzierung konnten eine bessere Vorhersehbarkeit des Therapieerfolges sowie
mdoglicherweise auch eine  Ausweitung von regenerativen endodontischen
Therapiemdglichkeiten auf Z&hne mit abgeschlossenem Wurzelwachstum bedeuten.
Durch eine einfache Dentinkonditionierung und standardisierte
Behandlungsempfehlungen koénnten zudem die regenerative endodontische Therapie
auch vermehrt im klinischen Alltag einer Zahnarztpraxis Einzug finden. Eine weitere
Verbesserung konnte durch eine genauere Dokumentation und vermehrte Publikation von

Fallbeispielen und auch durch das Ermitteln von Langzeitdaten herbeigefuhrt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie mit den
Empfehlungen der AAE und ESE zur Revitalisierung einhergehen und die dort
empfohlenen Spillésungen und Medikamente auch fir eine Wachstumsfaktorfreisetzung

aus dem Dentin geeignet sind.
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Signifikanztabellen

Die folgenden Signifikanztabellen stellen die Ergebnisse der statistischen Auswertung
nichtparametrischer  Mann-Whitney-Tests
(0=0,05) zur
Signifikanzwerte (p-Werte) an (p<0,05), ,,n.s.” bedeutet nicht signifikant (p>0,05). In den

mittels mit einer Anpassung des

Signifikanzniveaus Fehlerkorrektur dar. Die Zahlen geben die

Versuchen 2 und 3 wurde eine Konditionierung des Dentins mit EDTA pH 7 und 0,268
mol/L (10%) aus Versuch 1 als Referenzwert angenommen.

Versuch 1
05:10 05:20 10:20
EDTA pH 6; 0,268 mol/L (10%) n.s. n.s. n.s.
EDTA pH 7; 0,268 mol/L (10%) n.s. 0,010 n.s.
EDTA pH 7; 0,456 mol/L (17%) 0,008 0,000 n.s.
Zitronensaure pH 2; 0,476 mol/L (10%) | n.s. n.s. n.s.
Zitratpuffer pH 5 n.s. n.s. n.s.
Zitronensdurephosphatpuffer pH 7 n.s. n.s. n.s.

Tabelle 4: Signifikanzauswertung fiir verschiedene Einwirkzeiten von demineralisierenden Spullésungen
von 5, 10 und 20 Minuten gegeneinander

EDTApHG6 | EDTApH7 | Zitronensdure | Zitratpuffer | Zitronensdure-
0,268 mol/L | 0,456 mol/L | pH 2 (10%) pH 5 phosphatpuffer
0,476 mol/L pH 7
EDTApPH7 | ns. 0,016 0,000 0,000 0,000
0,268 mol/L

Tabelle 5: Signifikanzauswertung fir EDTA pH 7 und 0,268 mol/L (10%) gegenuber anderen
demineralisierenden Ldsungen bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten

EDTApHG6 | EDTApH7 | Zitronensdure | Zitratpuffer | Zitronensdure-
0,268 mol/L | 0,456 mol/L | pH 2 (10%) pH5 phosphatpuffer
0,476 mol/L pH 7
EDTApPH7 | ns. n.s. 0,000 0,000 0,000
0,268 mol/L

Tabelle 6: Signifikanzauswertung fir EDTA pH 7 und 0,268 mol/L (10%) gegenuber anderen

demineralisierenden Lésungen bei einer Einwirkzeit von 10 Minuten
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EDTApH6 | EDTApH7 | Zitronensdure | Zitratpuffer Zitronenséure-
0,268 mol/L | 0,456 mol/L | pH 2 (10%) pH 5 phosphatpuffer
0,476 mol/L pH 7
EDTApH7 | 0,021 n.s. 0,000 0,000 0,000
0,268 mol/L

Tabelle 7: Signifikanzauswertung fir EDTA pH 7 und 0,268 mol/L (10%) gegeniiber anderen
demineralisierenden Lésungen bei einer Einwirkzeit von 20 Minuten

Die Signifikanzauswertung von EDTA pH 6 0,268 mol/L (10%) gegeniiber EDTA pH 7
0,456 mol/L (17%) zeigte bei einer Einwirkzeit von 20 Minuten einen signifikanten
Unterschied. Gegenuber Zitronenséure und deren Derivate konnten stets signifikante

Unterschiede festgestellt werden.

Versuch 2
5 min 10 min |20 min
CHX 5 min n.s. n.s. 0,027
CHX 10 min n.s. n.s. n.s.
NaOCI 5 min 0,001 n.s. n.s.
NaOCI 10 min 0,000 (0,033 0,033

Tabelle 8: Signifikanzauswertung fir eine Dentinvorbehandlung mit desinfizierenden Spullésungen
gegenliber dem Referenzwert (keine Vorbehandlung) bei gleicher Einwirkzeit

05:10 | 05:20 | 10:20
CHX 5 min 0,002 | 0,012 | 0,024
CHX 10 min 0,040 0,002 n.s.
NaOCI 5 min 0,028 | 0,000 | 0,009
NaOCI 10 min 0,000 | 0,000 n.s.

Tabelle 9: Signifikanzauswertung fiir verschiedene Einwirkzeiten einer Dentinvorbehandlung mit einer
desinfizierenden Spullésung von 5, 10 und 20 Minuten gegeneinander

CHX 5 min CHX 10 min NaOCI 5 min
CHX 10 min n.s.
NaOCI 5 min 0,016 0,000
NaOCI 10 min | 0,000 0,000 0,038

Tabelle 10: Signifikanzauswertung fiir eine Dentinvorbehandlung mit verschiedenen desinfizierenden
Spullésungen bei gleicher Einwirkzeit von 5 Minuten gegeneinander

CHX 5 min CHX 10 min NaOCI 5 min
CHX 10 min n.s.
NaOCI 5 min 0,002 0,001
NaOCI 10 min | 0,000 0,000 n.s.

Tabelle 11: Signifikanzauswertung fiir eine Dentinvorbehandlung mit verschiedenen desinfizierenden
Spulldsungen bei gleicher Einwirkzeit von 10 Minuten gegeneinander
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CHX 5 min CHX 10 min NaOCI 5 min
CHX 10 min n.s.
NaOCI 5 min 0,012 0,012
NaOCI 10 min | 0,003 0,009 n.s.

Tabelle 12: Signifikanzauswertung flir eine Dentinvorbehandlung mit verschiedenen desinfizierenden
Spillésungen bei gleicher Einwirkzeit von 20 Minuten gegeneinander

Versuch 3
5min |10 min |20 min
Ledermix n.s. n.s. n.s.
Kalziumhydroxid, wasserbasiert | n.s. n.s. n.s.
Kalziumhydroxid, élbasiert 0,029 |n.s. n.s.
Triple-Antibiotika-Paste n.s. n.s. n.s.
CHX-Gel n.s. n.s. n.s.

Tabelle 13: Signifikanzauswertung fur eine Dentinvorbehandlung mit Medikamenten gegenuber dem
Referenzwert (keine Vorbehandlung) bei gleicher Einwirkzeit

05:10 | 05:20 | 10:20
Ledermix n.s. n.s. n.s.
Kalziumhydroxid, wasserbasiert | n.s. 0,015 | ns.
Kalziumhydroxid, 6lbasiert 0,009 | 0,004 | ns.
Triple-Antibiotika-Paste n.s. n.s. n.s.
CHX-Gel 0,002 | ns. n.s.

Tabelle 14: Signifikanzauswertung fur verschiedene Einwirkzeiten einer Dentinvorbehandlung mit einem
Medikament von 5, 10 und 20 Minuten gegeneinander

Ledermix Kalziumhydroxid | Triple- CHX-Gel
Olbasiert Antibiotika-Paste
Kalziumhydroxid | 0,026 0,004 0,015 0,002
wasserbasiert

Tabelle 15: Signifikanzauswertung fiir Kalziumhydroxid wasserbasiert gegeniiber anderen Medikamenten
bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten

Ledermix Kalziumhydroxid | Triple- CHX-Gel
Olbasiert Antibiotika-Paste
Kalziumhydroxid | n.s. n.s. 0,026 n.s.
wasserbasiert

Tabelle 16: Signifikanzauswertung fir Kalziumhydroxid wasserbasiert gegeniiber anderen Medikamenten
bei einer Einwirkzeit von 10 Minuten

Ledermix Kalziumhydroxid | Triple- CHX-Gel
Olbasiert Antibiotika-Paste
Kalziumhydroxid | n.s. 0,009 n.s. 0,045
wasserbasiert

Tabelle 17: Signifikanzauswertung fur Kalziumhydroxid wasserbasiert gegentiber anderen Medikamenten
bei einer Einwirkzeit von 20 Minuten

Es wurden auch die Ubrigen Medikamente bei gleicher Einwirkzeit gegeneinander

getestet, jedoch konnten dabei keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

pm Mikrometer

AAE American Association of Endodontists
BMP Bone Morphogenic Protein
BSP Bone Sialoprotein

Ca(OH); Kalziumhydroxid

CHX Chlorhexidin

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAP Double-Antibiotika-Paste
DFSC Dentale Follikelstammzellen
DMP Dentin Matrix Protein
DPSC Dentale Pulpa-Stammzellen
DSPP Dentin Sialophosphoprotein
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermal Growth Factor
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ESE European Society of Endodontology
Fa. Firma

FGF Fibroblast Growth Factor

h Stunde

HRP Meerrettichperoxidase

IGF Insulin-like Growth Factor
L Liter

LPS Lipopolysaccharide

min Minute

min? Umdrehungen pro Minute
mL Milliliter

mm Millimeter

MMP Matrix-Metalloproteinase
mol Stoffmengeneinheit

MTA Mineraltrioxidaggregat
NaCl Natriumchlorid

NaOCI Natriumhypochlorit
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NaOH Natriumhydroxid

NCP Nicht-kollagene Proteine

ng Nanogramm

nm Nanometer

PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung

PDGF Platelet-derived Growth Factor

PDLSC Stammzellen des parodontalen Ligaments
pg Pikogramm

PIGF Placenta Growth Factor

PRP Thrombozytenreiches Plasma

REP Regenerativ Endodontic Procedures
SCAP Stammzellen der dentalen apikalen Papille
SHED Stammzellen aus humanen Milchz&hnen
TAP Triple-Antibiotika-Paste

TGF-p Transforming Growth Factor beta

VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor
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