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1. Einleitung
1.1 Zahnbewegung in der Kieferorthopadie

Durch Kraftapplikation auf einen Zahn kommt es zu einer initialen Auslenkung des
Zahnes innerhalb seiner Alveole. Dies fuhrt dazu, dass einige Teile der Wurzeln sich
zum Alveolarknochen bewegen und der Desmodontalspalt sich verschmalert
(,Druckzone®). Die gegenuber liegenden Teile wiederum entfernen sich von der
Alveolenwand und der Desmodontalspalt verbreitert sich (,Zugzone*) (Thilander et
al., 2000; Weiland, 2001).

Wahrend dieser kieferorthopéadisch induzierten Bewegung durchlauft ein Zahn drei
Phasen: Die erste Phase beginnt mit der Kraftapplikation und endet, wenn in den
Druckzonen eine maximal moégliche Kompression entsteht. In der zweiten Phase
kommt die Zahnbewegung zum Stillstand und kann diese beim Menschen bis zu
zwei Wochen anhalten. Aufgrund seines lichtmikroskopisch glasigen Aussehens wird
diese Druckzone als hyaline Zone bezeichnet (Gdz, 2000; Thilander et al., 2000).

Fur die weitere Zahnbewegung ist nun eine Knochenresorption auf der Druckseite
Voraussetzung. Um diese unterminierende Resorption zu aktivieren, missen erst
knochenabbauende Zellen (Osteoklasten) aus den benachbarten Markraumen
migrieren und eine weitere Zahnbewegung ermdglichen (Thilander et al., 2000;
Weiland, 2001). In der dritten, posthyalinen Phase wird das hyaline Gewebe von

klastischen Zellen resorbiert und die Zahnbewegung setzt erneut ein.

Parallel zur Knochenresorption treten bei kieferorthopadischen Behandlungen auch
Zahn- und Wurzelresorptionen auf, welche von zahnhartsubstanzabbauenden Zellen
(Odontoklasten) erzeugt werden. Odontoklasten sind sehr eng mit
knochenresorbierenden  Osteoklasten  verwandt und differenzieren  sich
moglicherweise auf einer spateren Entwicklungsstufe aus diesen (Go6tz, 2003b). Sie
besiedeln  Wurzeloberflachen, deren Schutzmechanismus (Desmodont,
Parodontalligament (PDL), Zement) durch zahnarztliche MalRnahmen wie z.B.
kieferorthopadische Behandlung zusammengebrochen ist. Folglich fuhren die
Odontoklasten zu entzundlichen Wurzelresorptionen (Brezniak und Wasserstein,
2002a) und gelten inzwischen als haufigste Ursache fur Resorptionen in den
Industrielandern (Weiland, 2001).



1.1.1 Atiologie und Pathogenese der Wurzelresorptio  n

Die Einteilung der Wurzelresorption erfolgt entsprechend der Lokalisation, der

Atiologie sowie der Pathogenese (Benenati, 1997).

Es gibt eine interne (Graunloma internum) und eine externe Resorption. Externe
Resorptionen lassen sich wiederum in drei Kategorien Kklassifizieren: externe
Oberflachenresorption, extern entzindliche Wurzelresorption und Ersatzresorption.
Nach einer extern entzindlichen Wurzelresorption kann eine Ankylose auftreten (Ne
et al., 1999).

Aufgrund ihrer Atiologie werden Wurzelresorptionen in solche pathologischen oder
physiologischen Ursprungs unterteilt. Die physiologische Wurzelresorption tritt an
den Milchzdhnen im Rahmen des Zahnwechsels vor der Exfoliation (Hoffmann-
Axthelm, 2000), die Pathologische wiederum in Folge entzindlicher parodontaler
Prozesse, nach Trauma, Reimplantation von Zahnen, durch Druck impaktierter
Zahne bzw. Tumoren oder als unerwinschte Nebenwirkung kieferorthopadischer
Behandlungsmalinahmen auf. Aul3erdem ist die pathologische Wurzelresorption von
der Knochendichte, chronologischem Alter, immunologischen und hormonellen

Faktoren abhangig (Krishnan und Davidovitch, 2006).

Studien an Ratten und Mausen haben bestétigt, dass die orthodontisch eingeleitete
entziindliche Wurzelresorption Teil des Eliminierungsprozesses der hyalinen Zone
ist (Brudvik und Rygh, 1993a, b). Als erstes besiedeln einkernige Makrophagen und
fibroblastenahnliche Zellen das nekrotische Gewebe und beginnen mit der initialen
Wurzelresorption mit Zellaktivierung in der Peripherie von hyalinen Zonen. Die
abbauenden Zellen entfernen u.a. das Prazement von der Wurzeloberflache, so
dass das mineralisierte Zement freiliegt, und locken somit klastische Zellen oder
deren Vorlaufer an. Die Wurzeloberflache direkt unter der zentralen hyalinen Zone
wird spater resorbiert. Zu diesem Zeitpunkt findet in der Peripherie der
Reparaturvorgang bereits statt (Brudvik und Rygh, 1995a, b).

Odontoklasten hinterlassen durch den Resorptionsprozess charakteristische Spuren
an der Zahnwurzel in Form unterschiedlich groRer Resorptionslakunen (Gotz,
2003a).
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1.1.2 Physiologischer Reparaturvorgang von Wurzelre  sorptionen

Der Resorptionsprozess halt so lange an, bis das hyaline Gewebe vollstandig
abgebaut wird und/oder die Kraftapplikation abnimmt. Die Resorptionslakunen
dehnen sich entlang der Wurzeloberflachen aus und schwachen indirekt den Druck,
der durch die Kraftanwendung entsteht. Folglich erlaubt die Dekompression die
Umkehr des Resorptionsprozesses und die Einleitung der Reparatur des Zementes
(Brudvik und Rygh, 1995a, b).

Es wird vermutet, dass in der Aktivitat der Odontoklasten eine Ruhephase eintritt
(Vaananen und Zhao, 2002), welche sogar der Beginn eines Zelluntergangs mit
Ablésung (detachment) von resorbierten Oberflachen sein kann (Sahara et al.,
1996). Nach Ausubung ihrer Funktion unterliegen viele Zellen dem programmierten
Zelltod, wobei die Apoptose, die durch externe Stimuli wie z.B. Zytokineinfluss,
intrazellulare Kalziumkonzentrationen, Hormonanderungen hervorgerufen werden
kann oder der genetischen Kontrolle unterliegt (Formigli et al.,, 2004), den

Hauptmechanismus der Zellentfernung darstellt.

Nachdem sich die Odontoklasten von der Wurzeloberflache gelést haben, besiedeln
zementoblastenartige und osteoblastenartige Zellen die Howship‘schen Lakunen
und binden die initiale Reparaturmatrix an eine dinne dekalzifizierte Schicht, die aus
zurickgelassenen und freigelegten kollagenen Fibrillen besteht (Bosshardt und
Selvig, 1997). Zementoblasten synthetisieren die Matrix des Zementes, wahrend
Osteoblasten fur die Knochenneubildung verantwortlich sind (Schroeder, 2000). Die
Herkunft der Zementoblasten im adulten Organismus ist bis heute noch nicht
bekannt. Es wird diskutiert, dass sie sich aus Fibroblasten des PDL oder aus
Osteoblasten differenzieren kénnen (Saygin et al., 2000) und dass das
Reparaturzement demnach aus zwei unterschiedlichen Zellen entstehen kann
(Blomlof und Lindskog, 1994). Zementoblastenartige oder osteoblastenartige Zellen
beginnen nach Beendigung der Kraftapplikation mit dem Anbau von Ersatz- oder
Reparaturzement, bei dem es sich beim Menschen zun&chst um azellulares Zement
handelt. Spater kann es mit zellularem Zement tGberdeckt werden, in welche sich
neue desmodontale Fasern verankern kénnen (Bosshardt und Schroeder, 1994;
Sismanidou et al., 1996).
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Eine Beteiligung der zementoblastenartigen Reparaturzellen wird hauptséchlich in
Féallen von Wurzelresorptionen, diejenige der osteoblastenartigen Zellen nach
mechanischer Bearbeitung der Wurzeloberflache z.B. nach Kirettage oder Scaling
und Root Planing beobachtet (Weiland, 2001).

Parallel zu diesem Prozess erfolgt ein Wiederaufbau des PDL durch Bildung neuer
kollagener-, desmodontaler- und Sharpey‘scher Fasern, wobei der Umfang und die
Geschwindigkeit der Reparatur vielen klinischen und biologischen Faktoren
unterliegt (Weiland, 2001).

Reparaturerscheinungen sind aber nicht nur an der Zahnwurzel, sondern auch in
anliegenden Geweben, wie z.B. dem PDL und Alveolarknochen zu beobachten. Im
Knochen sind Resorption und Apposition gekoppelt. Es ist bekannt, dass ohne die
Anwesenheit von Osteoblasten oder Bindegewebszellen des Knochenmarks keine
Osteoklastenentwicklung moglich ist (Katagiri und Takahashi, 2002). Durch den
Differenzierungsfaktor Receptor Activator of Nuclear Factor KappaB Ligand
(RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) wird die Funktion von Osteoklasten reguliert
(siehe 1.4). Beide Faktoren werden von Osteoblasten (Katagiri und Takahashi,
2002) und nach neueren Untersuchungen auch von PDL-Zellen exprimiert (Sakata
et al., 1999; Quinn et al., 2000).

1.2 Mogliche Beteiligung von PDL-Zellen an Reparatu  rvorgdngen

Das PDL besteht aus PDL-Zellen, Kollagen- und elastischen Fasern und verbindet
die Zahnoberflache mit dem Alveolarknochen. PDL-Zellen zeigen in in vitro
Versuchen einen osteoblastaren Charakter (Chou et al.,, 2002; Lossdorfer et al.,
2005, 2006) und konnten sich mdglicherweise auch zu Osteoblasten differenzieren
(Basdra und Komposch, 1997).

In wie weit die PDL-Zellen in vivo an dentalen und alveolaren Remodeling- und
Reparaturprozessen nach biomechanischer Belastung beteiligt sind, ist noch nicht
geklart und sollte in der vorliegenden Arbeit ndher beleuchtet werden.
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1.2.1 Hormonelle Stimulierung der Parodontalligamen  t-Zellen (PDL)

PDL-Zellen verhalten sich bei hormoneller Stimulation analog den Osteoblasten
(Zhang et al., 2004; Lossdorfer et al., 2005, 2006) und kénnen die OPG/RANKL-
Ratio in Osteoblasten verandern (Kanzaki et al., 2002).

Parathormon ist hierbei von besonderem Interesse, da es bei intermittierender
Applikation potentiell anabole Effekte, die mit Hartgewebsformation einhergehen,
induzieren kann und sowohl PDL-Zellen als auch Osteoblasten auf eine solche PTH-
Stimulation reagieren (Nohutcu et al., 1995; Quyang et al., 2000).

In friheren Untersuchungen wurde bei intermittierender PTH-Stimulation gezeigt,
dass sowohl die Apoptose in Osteoblasten, als auch die Produktion von RANKL
gehemmt, wohingegen die OPG-Produktion gesteigert wird (Jilka et al., 1999;
Stanislaus, 2000).

In einigen in vitro Studien zeigte eine intermittierende PTH-Exposition in weniger
differenzierten PDL-Zellen eine Reduktion der Zellzahl und eine vermehrte
Expression von OPG. In reifen PDL-Zellen jedoch kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Zellzahlen und einer Reduktion der Produktion von OPG. RANKL war
auf Proteinebene kaum nachweisbar und erfuhr durch die PTH-Stimulation keine
Anderung (Locklin et al., 2003; Lossdorfer et al., 2005).

Diese in vitro Untersuchungen gaben Hinweise, das die PDL-Zellen auf
intermittierende PTH-Stimulation analog den Osteoblasten mit Anderungen der
Proliferation, Differenzierung und OPG-Produktion reagieren (Lossdorfer et al.,
2006).

Somit stellt sich die Frage, ob diese in vitro Ergebnisse sich auch auf in vivo
Untersuchungen Ubertragen lassen und ob PDL-Zellen unter Einfluss einer
intermittierenden PTH-Stimulation bei parodontalen Regenerationsvorgéngen, wie
z.B. kieferorthop&adisch-induzierte Wurzelresorptionen, regulatorisch beteiligt sein
konnten (Jager et al., 2008).
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1.3 Biologische Wirkung von Parathormon (PTH)

Parathormon ist ein  Peptidhormon, das in den Nebenschilddrisen
(Epithelkérperchen) gebildet wird und aus 84 Aminosauren besteht. Es wird sowohl
in den Epithelkorperchen selbst, als auch in der Leber und in der Niere proteolytisch
abgebaut (Genuth, 1998).

PTH reguliert die Kalzium- und Phosphathomdostase, in dem es den Kalziumgehalt
des Blutes erh6ht und den Phosphatgehalt vermindert (Strewler et al., 1987). Die
PTH-Sekretionsrate wird wiederum in Abhangigkeit von der Plasma-Kalzium-
Konzentration reziprok reguliert (Brent et al., 1988). Das heil3t, ein Anstieg Uber den
Normalwert hemmt die PTH-Sekretion (negative Riickkopplung).

Die Einflisse von PTH und Parathyroid Hormone related Protein (PTHrP) fihren
direkt zur Differenzierung der Osteoprogenitorzelle zum Pra-Osteoblasten, die
wiederum die direkte Vorstufe des Osteoblasten sind. Indirekt stimulieren sie
Osteoklasten und den Knochenabbau (Teitelbaum, 2000), wodurch Kalzium aus
dem Knochen mobilisiert wird und die Kalzium-lonen-Konzentration im Blut wieder

ansteigt.

Fir die Kommunikation von Osteoblasten und Osteoklasten ist zum einen das
RANK/RANKL-System zum anderen das Enzym Kollagenase 3, das nach PTH
Stimulation von Osteoblasten synthetisiert und sezerniert wird, von Noten (Patridge
et al., 1996).

In verschiedenen Tiermodellen bei Mausen und Ratten, aber auch bei an
Osteoporose erkrankten Menschen (Morley et al., 2001; Rosen and Bilezikian,
2001), wurden in Abhangigkeit der kontinuierlichen PTH-Applikation katabole
Wirkungen beobachtet (Ishizuya et al., 1997). Die katabole Wirkung zeigt sich im
Sinne einer Knochenresorption (Lee and Lorenzo, 1999; Fu et al., 2002),
wohingegen nach intermittierender PTH-Verabreichung eine anabole Wirkung im
Sinne einer Erh6hung der Knochenmasse gezeigt wurde (Yang et al., 1997; Schiller
et al., 1999; lida-Klein et al., 2002).



14

Eine Studie von Kawane et al. (2002) zeigte, dass die intermittierende Gabe von
PTH bei ovariektomierten Ratten nach Extraktion von Molaren zu einer
Knochenregeneration am Alveolarfortsatz fuhrt.

1.3.1 Mediatoren des PTH-Effektes

Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, die fur die Auslosung der PTH-
Wirkungen verantwortlich sind, bisher nicht abschlie3end aufgeklart sind, wurden fur
die beschriebenen =zellularen Effekte u.a. eine gesteigerte Proliferation von
Vorlauferzellen der Osteoblasten und eine veranderte Funktion reifer Osteoblasten
verantwortlich gemacht (Canalis et al., 1989). Des Weiteren wurde eine Aktivierung
verschiedener anaboler Wachstumsfaktoren, wie z.B. Komponenten des Insulin-like
Growth Factor Systems (IGF-I, IGF-II sowie IGF-Bindungsproteine und Rezeptoren)
(Rosen and Bilezikian, 2001) und ebenso Anderungen in der Expression und dem
Auftreten lokaler Faktoren, die als zentrale regulatorische Molekile des
Remodellings des Knochens identifiziert wurden, wie z.B. Osteoprotegerin (OPG)
und Receptor activator of nuclear factor kappaB ligand (RANKL), beschrieben (Ma et
al.,, 2001; Fu et al.,, 2002; Huang et al., 2004). Schlie3lich scheint auch eine
Hemmung der Apoptose von Osteoblasten als Folge einer intermittierenden PTH-
Stimulation regulatorisch beteiligt zu sein (Jilka et al., 1999; Stanislaus et al., 2000).
Des Weiteren sind an der intrazellularen Signaltransduktion sowohl des anabolen als
auch des katabolen PTH-Effektes Kinasen und Lipasen beteiligt, wobei in der Folge
u.a. die zytokindhnlichen Proteine OPG und RANKL ausgeschiittet werden (siehe
1.4) (Civitelli et al., 1988; Babich et al., 1991).

1.3.2 Intrazellulare Signaltransduktion

Nach einer Liganden-induzierten Aktivierung der PTH/PTHrP-Rezeptoren auf den
Osteoblasten schliel3en sich zwei mogliche intrazellulare Signalwege an. Die erste
Kopplung fihrt zu einer Aktivierung der membranstandigen Adenylatzyklase mit
folgender Akkumulation des intrazellularen zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP), wodurch es im Weiteren zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) kommt
(Juppner, 1994). cAMP fiihrt zur Phosphorylierung von Ca2*-Kanalen, was wiederum
die Offnung derselben bewirkt.
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Uber den zweiten Signalweg wird durch die Ankopplung Phospholipase C aktiviert.
Als Produkte entstehen Diaglycerol und 1,4,5-Inositol-triphosphat, welche im
weiteren Schritt die Proteinkinase C aktivieren (Civitelli et al., 1988) und es zur
Freisetzung von intrazellularem Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum
kommt (Reid et al., 1987).

Der PKA-Signalweg, welcher durch PTH und PTHrP angesprochen wird, wird zum
grofdten Teil fur die Regulation des Serumkalziumspiegels und dessen Wirkung am
Knochen verantwortlich gemacht (Goltzman, 1999).

Zuséatzlich kann PTH den extrazellularen Kalziumzufluss sowohl durch cAMP-
abhangige oder -unabhangige Regulation (Yamaguchi et al., 1987b) als auch durch
PKC-abhangige Regulation an den Kalziumkanélen stimulieren (Yamaguchi et al.,
1987a).

1.3.3 PTH und PDL

Ahnlich wie die Osteoblasten reagieren auch die Fibroblasten des parodontalen
Ligamentes (PDL) auf Stimulation durch PTH, so z.B. mit einer Erhéhung oder
Reduktion des cAMP (Nohutcu et al., 1995). Des Weiteren wurde berichtet, dass
PDL-Zellen auf hormonale Stimulation (Zhang et al., 2004) und auch auf
mechanische Beanspruchung mit Veranderungen der OPG/RANKL-Relation in
Druck- und Zugzonen reagieren (Kanzaki et al., 2002; Garlet et al., 2008). Zahlreiche
Hinweise deuten also darauf hin, dass PTH neben Knochen auch die Aktivitat
parodontaler Gewebe beeinflussen kann. So wurde beobachtet, dass PTH den
Zahndurchbruch und die kieferorthopadische Zahnbewegung foérdern kann
(Davidovitch et al., 1972). In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden,
dass Gewebe innerhalb des sich entwickelnden PDL PTH-Rezeptoren exprimieren
(Tenorio and Hughes, 1996). Schlief3lich wurde beobachtet, dass Mause, die das
PTH-related Protein nicht aufweisen, auch ein Ausbleiben des Zahndurchbruches
sowie eine Ankylose des Wurzelzementes mit dem umgebenden Alveolarknochen
zeigen (Philbrick et al., 1998).
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1.4 Das RANK/RANKL/OPG-System

Receptor Activator of Nuclear Factor-kapppaB (RANK), Receptor Activator of
Nuclear Faktor-kappaB Ligand (RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) sind die drei
entdeckten Mitglieder der Tumor Necrosis Factor (TNF) Superfamilie. Mit diesem
System konnte ein essentielles Zytokinnetzwerk charakterisiert werden, dass die
Fahigkeit besitzt, alle Aspekte der Osteoklastenfunktion, einschlief3lich Proliferation,
Differenzierung, Fusion, Aktivierung und Apoptose zu regulieren (Yasuda et al.,
1998a, b). Somit hat dieses System eine zentrale Rolle bei der Regulation der

Osteoklastogenese (Fuller et al., 1998; Lacey et al., 1998).

1.4.1. RANK stellt den physiologischen Rezeptor von RANKL dar und befindet sich
sowohl auf der Oberflache von hamatopoetischen Osteoklastenvorlauferzellen als
auch auf dendritischen Zellen. Makropahage-Colony Stimulating Factor (M-CSF)
bindet sich an spezifische Rezeptoren der hamatopoetischen
Osteoklastenvorlauferzellen und induziert die Bildung von RANK (Arai et al., 1999)
(Abb.1).

1.4.2. RANKL, das auf der Zellmembran von Osteoblasten, Osteoblastenvorlaufer-
zellen und Stromazellen lokalisiert ist (Kartsogiannis et al., 1999), interagiert mit
seinem physiologischen Rezeptor RANK, der als transmembraner Rezeptor vom
Typ | auf Osteoklasten und deren hamatopoetischen Vorlauferzellen der Monozyten-
/Makrophagenlinie exprimiert wird.

Eine Bindung von RANKL an seinen Rezeptor fihrt zu einer gesteigerten
Differenzierung von Vorlauferzellen sowie zu einer Aktivierung reifer Osteoklasten
(Fuller et al., 1998; Lacey et al., 1998) (Abb.1).

1.4.3. OPG ist ein von den Osteoblasten sezernierter Decoy-Rezeptor und fungiert
als ein ,knochenschitzendes” Molekil in diesem System. Es bindet an RANKL,
neutralisiert so seine biologische Aktivitdt (Takahashi et al., 2002), hemmt die
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklastenvorlauferzellen in Osteoklasten
(Simonet et al., 1997; Yasuda et al., 1998a) und fuhrt zur Steigerung der Apoptose
reifer Osteoklasten (Abb.1).
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Abb. 1: Regulation der Knochenresorption (modifiziert nach Aubin et al., 2000)
RANK: Receptor Activator of Nuclear Factor-KapppaB; RANKKL: Receptor Activator of Nuclear
Faktor-KappaB Ligand; OPG: Osteoprotegerin; M-CSF: Makropahage-Colony Stimulating Factor

Zahlreiche Tiermodelle bestatigen, dass OPG-Knock-out-Mause durch verstarkte
Osteoklastogenese eine frihe Osteoporose (Bucay et al., 1998) und durch eine
Uberexpression von OPG sprode Knochen (Osteopetrose) entwickeln (Simonet et
al.,, 1997). Auch das Fehlen von RANKL oder RANK bei Mausen fuhrt zu einer
schweren Osteopetrose (Kong et al., 1999).

In vivo ist das Verhaltnis von OPG zu RANKL ausschlaggebend daftir, ob eher die
Hartgewebsformation oder -resorption beglnstigt wird (Aubin, 2000). Durch die
Steuerung der Osteoklastendifferenzierung und -aktivitat durch einen Faktor, der von
Osteoblasten exprimiert wird, werden somit die Knochenresorption und
Knochenneubildung miteinander verknipft, und es wird ein lokaler regulatorischer

Mechanismus fur das Remodelling des Knochens ausgebildet.
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1.5 Das RANK/RANKL/OPG im Immunsystem

RANK/RANKL/OPG-System kommt auch im menschlichem Immunsystem vor
(Anderson et al., 1997; Wong et al., 1997a, b). Osteoklasten und dendritische Zellen
sind untereinander eng verwandt und entstehen aus denselben Vorlauferzellen
(Monozyten). Im Immunsystem befindet sich RANK auf dendritischen Zellen, RANKL
nach T-Zell-Rezeptor-Aktivierung auf T-Zellen. Untersuchungen von Kong et al.
(1999) zeigen, dass RANKL auch an der Lymphozytenreifung und der

Organogenese von Lymphknoten beteiligt ist.

1.6 RANK/RANKL/OPG-System im dentalen Bereich

RANKL wurde in Fibroblasten des PDL, Odontoblasten, Pulpazellen, Odontoklasten
und RANK auf alveolaren Osteoklasten, Odontoklasten und auf Dentinoberflache in
Resorptionslakunen lokalisiert. Auch der hemmende Faktor OPG wurde
nachgewiesen (Lossdorfer et al., 2002).

Im Rahmen einer kieferorthopadischen Zahnbewegung wird eine biomechanisch
induzierte Hochregulation des RANK/RANKL-Systems ebenfalls angenommen
(Gotz, 2003b), da gedehnte Zellen des PDL mehr RANKL exprimieren (Kanzaki et
al., 2002).

1.7 Klinische Relevanz der durchgefiihrten Untersuch ung

Die bisher verflugbaren in vitro Arbeiten legen einen Grundstein fiir ein besseres
Verstandnis der Mechanismen, die den Wurzelresorptionen und deren
physiologischer Reparatur zugrunde liegen und er6ffnen Perspektiven, zukinftig
moglicherweise diese Reparaturvorgdnge pharmakologisch beeinflussen zu kdénnen.
Dies konnte bedeuten, dass regenerative Therapien mit PTH moglicherweise zur
Behandlungen von Wurzelresorptionen in Frage kamen.

Dartber hinaus lieBen sich eventuell auch die Osteointegration von Implantaten
unterstitzen und die Reparaturvorgange nach entzindlichen

Parodontalerkrankungen positiv beeinflussen.
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1.8 Zielsetzungen und Hypothesen der vorliegenden S tudie

Einige Untersuchungsergebnisse (Lossdorfer et al., 2002, 2005, 2006) gaben
Hinweise auf eine wichtige Rolle in Bezug auf das die Osteoklasten regulierende
RANK/RANKL/OPG-System, sowohl bei den Reparaturvorgdngen im PDL als auch
bei orthodontisch induzierten Zahnbewegungen (Low et al., 2005; Kawasaki et al.,
2006). Das Verhéltnis zwischen Osteoklasten stimulierenden RANKL und dem
Osteoklasten hemmenden OPG (Hofbauer et al., 1999) in der Umgebung der
Reparaturvorgange koénnte eine Bedeutung fur die Einleitung und Kontrolle von

Reparaturvorgangen haben.

In der vorliegenden Untersuchung sollte dberprift werden, ob sich die in vitro

beobachteten PTH-induzierten Verdnderungen der OPG- und RANKL-Expression

durch PDL-Zellen auch in einem in vivo-Modell zeigen wirden und dort eine

physiologische Relevanz im Sinne einer Beeinflussung der physiologischen

Reparaturvorgdnge nach kieferorthopadisch - induzierten Wurzelresorptionen haben

konnten (Jager et al., 2008). Im Einzelnen bestanden die Arbeitsziele in der

Beantwortung der Fragen,

- ob und in wie weit die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen tber die Rolle der
PDL-Zellen bei dentalen und alveoldren Reparatur- und Remodellingprozessen

nach biomechanischer Belastung auf eine in vivo Situation Ubertragen lassen

- ob OPG und RANKL an der Regulation der Reparaturvorgédnge beteiligt sind

- ob es ein differenziertes Expressionsmuster von OPG und RANKL in ehemaligen
Druck- vs. Zugzonen nach Absetzen der Kraft in der Frih- bzw. Spatphase der
Reparatur gibt und

- ob sich die parodontalen Reparaturvorgédnge durch eine intermittierende PTH-

Stimulation positiv beeinflussen lassen.

Es wurde vermutet, dass eine intermittierende PTH-Applikation in der Frihphase der
Reparatur zu einer Reduktion des OPG/RANKL-Ratio durch die PDL-Zellen und in
der Spatphase zu einer Zunahme fihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere

70 mannliche Wistar-Ratten im Alter von ca. 3 Monaten mit einem Gewicht von 300
g wurden nach Erhalt einer Tierversuchsgenehmigung (Az.50.203.2-BN35,4/04)
unter Standardbedingungen und mit Kontrolle der Gewichtsentwicklung in den
tierexperimentellen Einrichtungen des Universitatsklinikums Bonn-Venusberg
gehalten. Als Nahrung wurden Wasser und Trockenfutter ad libitum zur Verfigung

gestellt.

2.2 Methoden

70 mannliche Wistar-Ratten wurden nach der Methode von Waldo and Rothblatt
(1954) mit einem Separierring zwischen dem ersten und zweiten Molaren in beiden
Quadranten versehen. Mittels diesen Rings erfolgte eine Bewegung des ersten
Oberkiefermolaren nach mesial. Die initial zu erwartende Kraft des Ringes auf den
Molaren betrug ca. 0,05 N. 70 Ratten wurden in sieben Gruppen zu jeweils 10 Tieren
eingeteilt. Bei allen Versuchstieren erfolgte zunachst eine Zahnbewegung des ersten
Oberkiefermolaren fur 5 Tage, ehe dann die aktive Kraft abgesetzt und die folgenden
Remodeling- und Reparaturprozesse fur 8, 10, 14, 17, 21, 56 und 70 Tage
beobachtet wurden. Mit der Beobachtungsdauer bis zum Tag 17 wird die Frihphase
der Reparatur abgebildet. Die Intervalle vom Tag 21 bis 70 spiegeln die Spéatphase
der Reparatur wieder. Wahrend dieser Zeit erhielt jeweils die Halfte der Tiere einer
jeden Gruppe eine intermittierende PTH-Applikation, welche durch subkutane
Injektion von 5 pg/kg KG im Abstand von zwei Tagen bis zum jeweiligen Ende des
Versuchszeitraumes realisiert wurde (Sato et al., 2002). Bei der anderen Halfte der
Tiere jeder Gruppe erfolgte eine Sham-Injektion von einer aquivalenten Dosis Puffer.
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Ratten
(jeweils 10 Tiere/Gruppe)

N

5 Tiere 5 Tiere
v v
5 Tage Zahnbewegung
| }
PTH Puffer
far fur
8,10, 14, 17,21,56, 70 T: 8,10, 14, 17, 21, 56, 70 T:

Abb.2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Einteilung der 70 Ratten in sieben Gruppen zu jeweils 10 Tieren, von denen 5 mit intermittierender
PTH(1-34)-Applikation und die anderen 5 mit einer Sham-Injektion behandelt wurden. Nach einer
Zahnbewegung des ersten Oberkiefermolaren fur 5 Tage wurde die aktive Kraft abgesetzt und die
folgenden Remodeling- und Reparaturprozesse fur 8, 10, 14, 17, 21, 56 und 70 Tage beobachtet.

Am Ende des Versuchszeitraumes erfolgte die Totung der Ratten durch eine
Uberdosierung mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran. AnschlieRend dienten 400
ml PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlésung, und 4% Paraformaldehyd in PBS Uber
die Arteria carotica bei geotffneter Vena jugularis appliziert) als Perfusionsfixierung.
Danach wurde der gesamte Oberkiefer prapariert und in zwei Halften geteilt (Jager
et al. (2005), Gotz et al. (2006)).

2.2.1 Fixierung

Die Fixierung der Kieferhalften erfolgte bei Raumtemperatur fiir einen Zeitraum
zwischen 7 bis 10 Tagen in 4% gepufferter Formalinldsung.

2.2.2 Entkalkung

Mittels 10% -iger Athylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA-LOsung), wurde uiber einen
Zeitraum von ca. 6 Wochen entkalkt, wobei die Ldsung einmal pro Woche

gewechselt wurde. Mit Hilfe eines mechanischen Tests (durch vorsichtiges
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Einschneiden oder Einstechen) wurde das Ende der Entkalkung bestimmt. Danach

folgte eine Wéasserung der Préparate fur ca. 6 - 8 Stunden.

2.2.3 Einbettung

Im Gewebeentwasserungs- und Einbettautomaten erfolgte nach der Wasserung eine
Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe mit 70, 80, 96, 100%-igem Alkohol
und Xylol.

Die Einbettung der Praparate in mit Paraffin gefillten kleinen Kunststoffklivetten
erfolgte in einer Paraffinausgief3station. Die Kieferhélften wurden dabei so

ausgerichtet, dass sich spater Schnitte in sagittaler Richtung anfertigen lie3en.

2.2.4 Schnittanfertigung

Die Anfertigung von Schnittserien in einer Dicke von 5 um erfolgte mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms. Die Schnitte wurden ca. 10 Sekunden in einem 42 T heil3em
Streckbad gelagert, dann auf Superfrostobjekttrager aufgezogen und anschlief3end
auf einer Heizplatte bei 40C gestreckt. Die so beh andelten Objekttrager wurden

zuletzt fur ca. 12 Stunden in einen Warmeofen bei 37<C zum Trocknen gestellt.

2.2.5 Entparaffinierung

Die Entparaffinierung der Paraffinschnitte  war  fur die  weiteren
immunhistochemischen Untersuchungen notwendig und erfolgte manuell in einer

absteigenden Alkoholreihe bis Aqua dest.

2.2.6 Histologische Farbungen
2.2.6.1 Hamatoxylin-Eosin - (HE) Farbung

Ausgewahlte Schnitte wurden zur mikroskopischen Kontrolle der Morphologie und
zur Ubersicht mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Nachdem die Schnitte entparaffiniert
(siehe 2.2.5) wurden, fand zunachst die Mayers Hamalaun-Farbung mit
anschlieBendem Abspulen unter Leitungswasser und erneutem Farben mit Eosin
statt. Nach dem erneuten Ausspulen mit Aqua dest., erfolgte die Dehydrierung nach

aufsteigender Alkoholreihe bis Xylol und das Eindeckeln mit DePex.
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2.2.6.2 Enzymhistochemischer Nachweis der Tartrat-r  esistenten sauren
Phosphatase (TRAP)

Zur Darstellung Kklastischer, d.h. abbauender Zellen wie z.B. Osteoklasten,
Odontoklasten und deren Vorlaufern wurde der enzymhistochemische Nachweis der
Tartrat-resistenten sauren Phosphatase nach Barka und Anderson (1962)
durchgefuhrt. Die Farbung wurde an selektiven Schnitten nach folgendem Verfahren
angefertigt, wodurch die erfassten Zellen mit einer roten Farbung imponierten:

im ersten Schritt erfolgte auch hier die Entparaffinierung der Schnitte mit
anschlie3ender Aktivierung der TRAP in Tris-HCI-Puffer bei 37<C fir eine Stunde. Im
nachsten Schritt wurde das Verfahren nach Barka und Anderson fir eine weitere
Stunde angewandt. Am Ende fand zunachst das Abspiilen unter flieRendem Wasser,
Gegenfarben mit Mayers saurem Hamalaun, ein nochmaliges Spilen und

Eindeckeln mit Aquatex statt.

2.2.7 Immunhistochemische Nachweise

Pro Versuchstier wurden jeweils 3 Schnitte zum Nachweis von OPG und jeweils 3
zur Darstellung der RANKL- Proteinexpression verwendet. Die Visualisierung der

Antigene erfolgte jeweils nach der indirekten Immunperoxidase-Methode.

2.2.7.1 Immunhistochemischer Nachweis von OPG

Nach der Entparaffinierung (siehe 2.2.5) erfolgte zunachst die Blockierung der
endogenen Peroxidase in Methanol und Wasserstoffperoxid im Dunkeln fir 45
Minuten mit anschlieRender 10 mindtiger Spulung in TBS-Puffer und Verblockung flr
20 Minuten mit 4%-igem TBS/BSA. Danach wurden die Objekttrager zuerst mit dem
Primarantikorper OPG (Spezies: polyklonal, Ziege, Herkunft Santa Cruz /
Biotechnology USA) 1:200 bei 4 fur 20 Stunden, dann mit Horse Reddish
Peroxidase  (HRP)-konjugiertem  Sekundarantikbrper  (Kaninchen-Anti-Ziege,
Herkunft: DAKO, Hamburg / Deutschland) 1:50 in 1%-igem TBS/BSA verdinnt und
bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Spulen, Farben mit
3,3’ -Diaminobenzidin (DAB) und Gegenfarben mit Mayers saurem Hamalaun,
wurden die Objekttrager unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Mit Hilfe der

DAB-Farbung erfolgte die Visualisierung der immunhistochemischen Reaktion
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zwischen dem Enzym (HRP) und DAB durch einen braunen Farbstoff. Die
Hamalaunfarbung dagegen wurde fur die kontrastreiche Darstellung der Zellkerne in
blauem oder violettem Farbton dieser positiv reagierenden Zellen durchgefihrt.

Im letzten Schritt erfolgte die Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe und

das Eindeckeln mit DePex.

2.2.7.2 Immunhistochemischer Nachweis von RANKL

Zum Nachweis von RANKL (Spezies: polyklonal, Ziege, Herkunft: Santa Cruz / Biot.
USA) wurde ein &hnliches Protokoll wie zur Detektion von OPG verwendet, das sich
nur in der Verdinnung des Primarantikdrpers unterschied. Die Verdinnung betrug
hierbei 1:25 in 1%-igem TBS/BSA.

2.2.8 Spezifitaitsnachweise
2.2.8.1 Antikorper

Die Spezifitat der verwendeten Antikdrper war durch Literatur und Angaben der

Handelsfirmen anhand ihrer Beipackzettel zu entnehmen.

2.2.8.2 Positivkontrollen

Um nachzuweisen, dass es sich bei den erzielten Reaktionen um spezifische
Farbungen handelt, wurden Gewebe verwendet, die bekannterweise das Antigen
von Interesse exprimieren. Bei diesen Geweben handelte es sich um

Paraffinschnitte der Skelettmuskulatur und von Fotusknochen der Ratte.

2.2.8.3 Negativkontrollen

Um unspezifische Immunreaktionen auszuschlieen, wurden Negativkontrollen
mitgefuhrt, bei denen entweder der Primarantikrper oder sowohl Primarantikdrper
als auch Sekundarantikorper weggelassen wurden und stattdessen TBS/BSA

verwendet wurde.
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2.2.8.4 Pra-Adsorptionskontrolle

Mit dieser Kontrollmdglichkeit wurde die Bindung des Antikdrpers an unspezifische
Antigene ausgeschlossen. Diese Methode diente somit als zusatzliche
Negativkontrolle.

Zunachst erfolgte eine Sattigung der Bindungsstellen des Antikorpers, indem diesem
das Antigen im Uberschuss im Verhéltnis von 2:1 zugegeben wurde. AnschlieBend
wurde der prainkubierte Antikdrper entsprechend dem immunhistochemischen
Protokoll fir OPG und fur RANKL verdinnt und anschlieRend fur 20 Stunden bei 4C
auf dem Préaparat inkubiert. Nach Inkubation mit dem Sekundarantikdrper und
Zugabe des Substrats DAB sollte hier keine Farbreaktion auf dem Préaparat

nachweisbar sein.

2.2.9 Photographische Dokumentation und Auswertung der Befunde

Die Schnitte wurden mit dem Lichtmikroskop an der Bifurkation des ersten
Oberkiefermolaren unter 40-facher VergroRerung in Druck- und Zugzonen mit
jeweils 24,6 cm Breite und 45,6 cm Lange eingescannt. Somit ergaben sich pro
Schnitt zwei Bilder, und zwar eins aus dem Bereich der Druckzone und eins aus
dem Bereich der Zugzone.

Jede Zone wurde in drei Langsabschnitte (Zahn-, PDL- und Knochendrittel) eingeteilt
um Erkenntnisse dariber zu gewinnen, woher sich die immunreaktiven Zellen
rekrutieren (siehe Abb. 3). Die immunreaktiven Zellen wurden im Verhéltnis zur
Gesamtzellzahl in jeweiligem Drittel ausgezahlt. Extrazellulare Immunreaktionen

blieben aufgrund der Schwierigkeiten der Quantifizierung unbertcksichtigt.



distal mesial

Abb. 3: Ubersichtsbild des ersten maxillaren Molaren der Ratte an der Bifurkationsstelle
DZ: Druckzone; D: Dentin; Z: Zement, ZZ: Zugzone; PDL: Parodontalligament; IK: interradikularer
Knochen; HE; VergréRerung: x10.

2.2.10 Statistische Analyse

Die Reproduzierbarkeit der histomorphometrischen Auswertung wurde durch
dreifache Auszahlung von 30 ausgewahlten Praparaten sichergestellt. Dabei ergab
sich ein Untersucher-bezogener Fehler von weniger als 4%.

Fur jedes Experiment reprasentiert ein jeder Datenpunkt den Mittelwert + SEM fir 5
Tiere pro Gruppe und dabei jeweils 5 ausgewerteten Praparate pro Tier, was einer
Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe entspricht. Die Varianz und
statistische Signifikanz der erhobenen Daten wurde mittels Bonferronis Modifikation

des Student-t-Test ermittelt. P-Werte <0.05 wurden als signifikant erachtet.

2.2.11 Liste der verwendeten Reagenzien

10%-iges  Athylendiamintetraacetat (EDTA), 3,3"-Diaminobenzidin  (DAB),
gepuffertes Formalin (4%), Mayers saures Hamalaun, PBS-Puffer, Tris-hydroxy
methyl aminomethane Buffered Saline solution (TBS)-Puffer, Tris-hydroxy methyl
aminomethane Buffered Saline solution/ Bovine Serum Albumine (TBS/BSA)-Puffer,

Tris-HCI-Puffer, Veronalacetat-Puffer.
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2.2.12 Liste der verwendeten Chemikalien

Alkohole (70-100%-ige), DePex, 3,3 -Diaminobenzidin (DAB), Dimethylformamid,
Dinatriumhydrogenohosphat, EDTA, Formol 40%-ig, Formaldehyd, Kalium-
dihydrogen-phosphat, Methanol, Naphtol-AS-Bl-Phosphat, Natriumdihydrogen-
phosphat, Natriumnitrit, Natronlauge, Pararosanilin, Serumalbumin vom Rind, Stabile
Peroxid-Substrat-Buffer, Tris, Wasserstoffperoxid 30%-ig, Xylol (echt), Xylolersatz.

2.2.13 Liste der verwendeten Gerate und Materialien

Analysenwaage, Brutschrank, Deckglaser, Digital-pH-Meter 197, Einbettautomat
V.I1.P.2000/3000, Eppendorfpipetten, Lichtmikroskop Axioskop 2, Paraffinausgiel3-
station Tissue-Tek, Petrischalen, Pipettenspitzen, Rotationsmikrotom HM 3558S,

Superfrost Plus Objekttrager, Warmeplatte.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologie

Am Tag der Kraftabsetzung (Tag 0) wurden Resorptionsstellen auf der mesialen
Oberflache des Alveolarknochens beobachtet. Durch den Druck im Desmodont kam
es zur Entwicklung einer akuten Entzindungsreaktion mit massiven
Zellschadigungen und nachfolgender umschriebener aseptischer Nekrose unter
Ausbildung der hyalinen Zone (Abb. 4A). TRAP-positive klastische Zellen
besiedelten diese hyaline Zone, die Wurzeloberflache und flllten die
Resorptionslakunen aus (Abb.4B). Auch Fibroblasten und Entziindungszellen waren
in diesen Resorptionslakunen vorzufinden. Zementoblastenahnliche, jedoch kleinere
und runde-kubische Zellen, wurden ebenfalls auf dem Boden der Lakunen
beobachtet (Abb. 4D). Im Laufe der Zeit bildeten sich die hyaline Zone und die
GroRRe der Resorptionslakunen zuriick. Wahrend der Frihphase der Reparatur kam
es nicht zu einer Bildung von Reparaturzement, jedoch nahm die Zahl der
resorbierenden Zellen ab, wohingegen die Anzahl der reparativen Zellen deutlich
zunahm.

In der Spatphase der Reparatur wurde eine vermehrte parallele Anordnung der PDL-
Zellen zwischen den Lakunen der Wurzeloberflache sowohl mit dem
Alveolarknochen als auch mit den perivaskularen Bereichen deutlich (Abb. 4C, H).
In den Lakunen kam es zu Wiedervereinigung der PDL-Faserbindeln mit den PDL-
Zellen (Abb. 4E, G).

Das azellulare Reparaturzement kam zum ersten Mal am Tag 14 zum Vorschein
(Abb. 4F) und besiedelte bis zum 21. Tag gleichmaRig den Boden der Lakune (Abb.
41). Von diesem Zeitpunkt aus befanden sich keine TRAP-positiven Odontoklasten
auf der Wurzeloberflache (Abb. 4J). Zum Ende des Beobachtungszeitraums (Tag
70) sah man eine deutliche Ablagerung des Reparaturzementes (Abb. 4K).
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Abb. 4: Histologische Veranderungen nach Absetzen der kieferorthopadischen Kraft im
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Verlauf der Zeit

Tag 0; Hyaline Zone (Sternchen), Resorptionslakune (Pfeil); HE- Farbung; 200-fache
Vergrolierung

Tag 0; Odontoklasten in den Resorptionslakunen (Pfeile); TRAP-Farbung; 400-fache
Vergrolierung

Tag 8; einstrdmende Zellen (Pfeile); HE-Farbung; 200-fache Vergrol3erung

Tag 10; Zementoblasten-ahnliche Reparaturzellen auf dem Boden der Lakune (dicke Pfeile), nur
einige TRAP-positive Zellen (Pfeile); TRAP-Farbung; 400-fache Vergrolierung

Tag 14; Wiedervereinigung der PDL-Fasern in der Lakune (Pfeile); HE-Férbung; 200-fache
VergréRerung

Tag 14; Reparaturzellen auf dem Boden der Resorptionslakune mit erster Ablagerung von
Reparaturzement (Sternchen); HE-Farbung; 200-fache VergréRerung

Tag 17; Einstrom von Zellen in die Lakune (Pfeile); HE-Farbung; 400-fache Vergrofl3erung

Tag 17; Wiedervereinigung der PDL-Faserbundeln mit den PDL-Zellen (Pfeile); HE-Farbung;
200-fache VergroRerung

Tag 21;eine dinne Schicht des Reparaturzementes auf dem Boden der Lakune (Pfeile); HE-
Farbung; 400-fache VergréRerung

Tag 21;vollstandige Abwesenheit der TRAP-positiven Zellen in der Resorptionslakune; 200-
fache VergroRerung

Tag 70; Ablagerung des Reparaturzementes (Pfeile); HE-Farbung; 400-fache VergréRerung

PDL: Parodontalligament; D: Dentin; Z: Zement
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3.2 Histomorphometrie

Der prozentuale Anteil der immunreaktiven Zellen an der Gesamtzellzahl innerhalb eines
jeden Drittels wurde fur jeden der definierten Abschnitte separat fir die Druck- und die
Zugzone ermittelt und analysiert. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den jeweiligen Dritteln innerhalb der Druck- bzw. Zugzone, sodass sich die
folgende Prasentation der Ergebnisse auf die Darstellung der Befunde im Zahndrittel
beschranken wird, da hier besonders haufig reparative Veranderungen beschrieben sind
(Bosshardt und Selvig, 1997). Tag ,0“ kennzeichnet das Ende der Kraftapplikation.
Ausgewahlte immunreaktive Zellen fur OPG und RANKL zu unterschiedlichen Zeiten

und an verschiedenen Lokalisationsstellen wurden in Abbildung 11 dargestellit.
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3.2.1 OPG
3.2.1.1 Ehemalige Druckzone (Zahndrittel)

In der Frihphase der Reparatur (Tag 0-17) nach Absetzen der Kraft waren sowohl
ohne als auch nach intermittierender PTH(1-34)-Applikation keine signifikanten
Veranderungen der OPG-Expression zu verzeichnen. Mit Beginn der Spatphase am
21. Tag zeigte sich ein signifikanter Anstieg der OPG-Expression, der durch PTH
(1-34)-Applikation noch deutlich verstarkt wurde.

Dieser  stimulatorische = PTH(1-34)-Effekt blieb  bis zum Ende des

Beobachtungszeitraumes am Tag 70 erhalten (Abb. 5).

Osteoprotegerin Proteinexpression

- frhere Druckzone -
60
- - Sham-Injektionen #

S0 T intermittendes PTH(1-34)

immunreaktive Zellen/Gesamtzellzahl (%)

O 8 10 14 17 21 5 70
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Abb. 5: OPG Proteinexpression in der ehemaligen Druckzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der OPG Proteinexpression in der friheren Druckzone nach Absetzen der
kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert £+ SEM fir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fir 5 ausgewertete
Préaparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe entspricht. *P<0.05,
experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe vs. Shame-injizierte
Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.
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3.2.1.2 Ehemalige Zugzone (Zahndrittel)

In der Frihphase der Reparatur war bis zum Tag 10 zunachst eine verminderte
OPG-Proteinexpression nachzuweisen, die durch PTH(1-34)-Administration wieder
auf Kontrollniveau angehoben wurde. In der Spatphase der Reparatur &hnelten die
Befunde den in der ehemaligen Druckzone erhobenen Daten. Auch hier kam es zu
einem signifikanten Anstieg der OPG-Expression, der durch PTH(1-34) weiter
verstarkt wurde (Abb. 6).
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Abb. 6: OPG Proteinexpression in der ehemaligen Zugzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der OPG Proteinexpression in der friheren Zugzone nach Absetzen der
kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert £+ SEM fir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fir 5 ausgewertete
Praparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe entspricht. *P<0.05,
experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe vs. Sham-injizierte
Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.
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3.2.2 RANKL
3.2.2.1 Ehemalige Druckzone (Zahndrittel)

Im Gegensatz zu den Befunden fir OPG kam es bereits zu Beginn der Frihphase
der Reparatur zu einem kontinuierlichen Anstieg der RANKL-Expression, die am 10.
Tag nach Absetzen der Kraft ihr Maximum erreichte. In diesem Zeitraum stimulierte
PTH(1-34) den RANKL-Anstieg signifikant. In der sich anschlielenden Spéatphase
war ein leichter Ruckgang der RANKL Expression zu beobachten, die jedoch
signifikant oberhalb des Levels von Tag 0 blieb. Nach einem experimentellen
Zeitraum von 21 und 56 Tagen resultierte eine intermittierende PTH(1-34) in einem
signifikanten Abfall der RANKL-Expression gegenuber der unbehandelten
Kontrollgruppe (Abb. 7).
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Abb. 7: RANKL Proteinexpression in der ehemalige Druckzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der RANKL Proteinexpression in der friheren Druckzone nach Absetzen der
kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert £ SEM fir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fir 5 ausgewertete
Préaparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe entspricht. *P<0.05,
experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe vs. Shame-injizierte
Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.
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3.2.2.2 Ehemalige Zugzone / Zahndrittel

In der ehemaligen Zugzone wurde schon am Tag der Kraftabsetzung eine hohe
RANKL-Expression ohne intermittierende PTH-Applikation beobachtet. Bis zum
Ende der Frihphase der Reparatur (Tag 17) kam es zu einem signifikanten
Ruckgang der RANKL-Immunreaktivitdt, welche durch PTH(1-34) zusatzlich
reduziert wurde. Anschlie3end wurde ein tendenzieller Wiederanstieg der RANKL-
Expression bis zum Ende der Spatphase der Reparatur ohne zusatzliche

Beeinflussung durch PTH verzeichnet (Abb. 8).
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Abb. 8: RANKL Proteinexpression in der ehemaligen Zugzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der RANKL Proteinexpression in der frilheren Zugzone nach Absetzen der
kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert £+ SEM fir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fir 5 ausgewertete
Praparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe entspricht. *P<0.05,
experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe vs. Sham-injizierte
Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.
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3.2.3 OPG/RANKL-Verhéltnis
3.2.3.1 Ehemalige Druckzone (Zahndrittel)

Das OPG/RANKL-Verhéltnis in der ehemaligen Druckzone fiel zunachst tendenziell
bis zum Ende der Frihphase der Reparatur ab. Dieser Ruckgang wurde durch PTH
(1-34) weiter verstarkt. Mit Beginn der Spatphase am 21. Tag stieg dieses Verhaltnis
in der unbehandelten Kontrollgruppe zunéchst geringfligig wieder an, ehe dann eine
kontinuierliche Reduktion dieser Ratio bis zum Ende der Spatphase zu verzeichnen
war. Durch intermittierende PTH(1-34)-Applikation stieg das OPG/RANKL-Verhaltnis
in der Spatphase signifikant an (Abb. 9).
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Abb. 9: OPG/RANKL-Verhaltnis in der ehemaligen Druckzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der Entwicklung des Verhaltnisses OPG/RANKL in der ehemaligen Druckzone nach
Absetzen der kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert £+ SEM fiir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fiir 5
ausgewertete Praparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe
entspricht. *P<0.05, experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe
vs. Sham-injizierte Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.
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3.2.3.2 Ehemalige Zugzone (Zahndrittel)

In der ehemaligen Zugzone war ein Anstieg des OPG/RANKL-Verhaltnisses zu
verzeichnen, der am Tag 21 der Reparaturphase sein Maximum erreichte und
danach bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes unter die Kontrollwerte am Tag
0 abfiel. In der Spatphase der Reparatur induzierte PTH(1-34)-Applikation einen
signifikanten Anstieg des OPG/RANKL-Ratio (Abb. 10).
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Abb. 10: OPG/RANKL-Verhaltnis in der ehemaligen Zugzone (Zahndrittel)

Zeitlicher Verlauf der Entwicklung des Verhaltnisses OPG/RANKL in der ehemaligen Zugzone nach
Absetzen der kieferorthopadischen Kraft und Einfluss von PTH auf diesen Parameter. Ein jeder
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert £+ SEM fiir 5 Tiere pro Gruppe und dabei jeweils fiir 5
ausgewertete Praparate pro Tier, was einer Gesamtsumme von 15 Einzelwerten pro Gruppe
entspricht. *P<0.05, experimentelle Gruppe vs. Kontrolle (Tag 0); #P<0.05, PTH-stimulierte Gruppe
vs. Sham-injizierte Gruppe nach demselben Beobachtungszeitraum.

Die Pra-Adsorptions- und Negativkontrollen zeigten keine Immunreaktivitat fir OPG
und RANKL.

Auch die Positivkontrollen reagierten wie erwartet.



37




38

Abb. 11: Ausgewahlte immunreaktive Zellen fir OPG und RANKL zu unterschiedlichen Zeiten
und an verschiedenen Lokalisationsstellen

A:  Wourzeloberflache der Ratte mit ehemaliger Druck -und Zugzone bei einer orthodontisch indu-

zierten Zahnbewegung; HE-Farbung; 100-fache VergréfRerung

Negativkontrolle mit Weglassen des Primarantikdrpers und der Verwendung von TBS/ BSA;

200-fache VergréRRerung

Tag 14; OPG-Immunfarbung nach Absetzen der Kraftapplikation; DAB-Farbung; 400-fache

VergréRerung

Tag 14; Immunhistochemische Farbung fir RANKL in der ehemaligen Druckzone; DAB-

Farbung; 200-fache VergréRerung

Tag 10; immun-reaktive Zellen fir OPG in der ehemaligen Zugzone; DAB- Farbung;

200-fache VergréRerung

F: Tag 10; Entdeckung von RANKL in der ehemaligen Zugzone; DAB- Farbung; 200-fache

w

o 9

m

VergréRRerung

G: Tag 70; immunhistochemische Farbung fir OPG (innen: PTH-behandelte Probe) und
far

H: RANKL in der Spatphase der Reparatur der ehemaligen Druckzone; DAB-Farbung; 200-fache
VergréRRerung

I:  Tag 21; OPG-Féarbung in der ehemaligen Zugzone (innen: PTH-behandelte Probe);
DAB-Farbung; 200-fache VergroRerung

J:  Tag 21; positive immunreaktive Zellen fir RANKL in der ehemaligen Zugzone; DAB- Farbung;
200-fache VergroRRerung

D: Dentin; DZ: Druckzone; ZZ: Zugzone; PDL: Parodontalligament; IK: interradikuldrer Knochen
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4. Diskussion

4.1 Allgemein

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle der Parodontalligament (PDL)-Zellen bei
dentalen und alveoldren Remodeling- und Reparaturprozessen nach
biomechanischer Belastung im Rattenmodell untersucht. Zusatzlich sollte Uberprift
werden, in wieweit OPG und RANKL an der Regulation der Reparaturvorgénge
beteiligt sind und ob sich die parodontalen Reparaturvorgdnge durch eine
intermittierende PTH-Stimulation positiv beeinflussen lassen.

4.2 Uberlegungen zur Methodik

In dieser Studie wurden die histologischen Veranderungen wahrend der Frih- und
Spéatphase der parodontalen Reparatur nach orthodontisch induzierter
Wurzelresorption in  einem Rattenmodell untersucht. Diese histologischen
Charakteristika korrelierten mit der zeitabhangigen Verteilung der OPG- und RANKL-
Expression durch die PDL-Zellen Uberein. Das Verhaltnis dieser beiden Proteine
wahrend des Remodelings des Knochens verschiebt sich durch eine intermittierende

PTH(1-34)-Applikation zu Gunsten der Hartgewebsformation.

Der Grund fur die Verwendung von Ratten als Versuchstiere ist, dass sie sich in
Gefangenschaft gut vermehren und einfach zu halten sind. Zudem &hneln die
parodontalen Umbauvorgange der Ratte denen des Menschen, und so werden diese
Tiere oft fur die Untersuchung zahnmedizinischer Fragestellungen eingesetzt (Hoyer
et al., 1989; Stosser et al., 1990).

Der immunhistochemische Nachweis von OPG und RANKL mittels der indirekten
Immunperoxidase-Methode diente der besseren Darstellung der Proteine und ihrer
Lokalisation im Gewebe. Diesem Vorteil steht jedoch eine schlechtere
Quantifizierbarkeit gegentber. Andere Verfahren geben zwar Information tber die

Menge der Proteine, jedoch nicht Gber ihre Lokalisation.
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Die DAB-Farbung, welche fir die Visualisierung des Antigens und die
Hamalaunfarbung, die als Gegenfarbung diente, zeichnen sich insbesondere durch
ihre Einfachheit und gute Standardisierbarkeit aus und bieten dariber hinaus gute

Differenzierungsmaoglichkeiten durch braunliche- und blauliche Farbeprodukte.

Mit Hilfe der Positivkontrollen konnte die Spezifitdt der Immunreaktionen dargestellt
und mit den Negativkontrollen wiederum unspezifische Immunreaktionen

ausgeschlossen werden.

Extrazellulare Reaktionen wurden bei der Auswertung nicht bertcksichtigt, da sich
zum einen zellulare Reaktionen durch die immunhistochemischen Nachweise besser
darstellen lassen und zum anderen die extrazellulare Reaktion schwieriger zu

guantifizieren ist.

Zum Einscannen der Praparate war das Lichtmikroskop mit dem Silverfast-
Programm sehr gut geeignet, da die Bearbeitung der eingescannten Bilder
unkompliziert und schnell durchzufihren war. Die Quantifizierung der
immunreaktiven Zellen erfolgte nach Einteilung in Zahn-, PDL- und Knochendrittel
manuell, da bei computergestitztem Verfahren auch extrazellulare Reaktionen im
Knochen und Zement als positiv identifiziert wurden, die wiederum manuell

ausgeschlossen werden mussten.

4.3 Ergebnisdiskussion

Vor der Diskussion der Ergebnisse soll zunachst eine technische Uberlegung
angesprochen werden. Das Beenden der Kraftapplikation am 5.Tag kdnnte zu einer
Umkehr der Kraft gefuhrt haben. Dadurch wirden Zellen, die anfanglich einer
Druckkraft ausgesetzt waren, nun leichten Zugkréaften exponiert und umgekehrt.
Nach 5 Tagen kontinuierlicher Kraftapplikation hat sich jedoch in der Druckzone eine
hyaline Zone ausgebildet. Diese ist durch eine Nekrose und das Fehlen von Zellen,
die auf eine solche Umkehrung der Kraftrichtung reagieren kdnnten, charakterisiert.
Deshalb sollte diese Uberlegung der oben genannten Kraftumkehr eigentlich nur fur
die ehemalige Zugzone von Bedeutung sein. In diesem Fall kénnte sich die Umkehr
der Kraftrichtung tatsachlich stérend auf die Reparaturprozesse in der Frihphase
auswirken. Dennoch ist diese Stérung nur ausschlaggebend fur die ersten Tage
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nach Beenden der Kraftapplikation und nicht fir langfristige Remodeling -und

Reparaturprozesse, welche im Fokus dieser Studie lagen.

4.3.1 Morphologie

Nach Absetzen der Kraft (Tag 0) nahm die Anzahl der Odontoklasten kontinuierlich
ab und es wurden am Tag 14 nur noch vereinzelte resorptive Zellen in den
Resorptionslakunen beobachtet. Auch die Tartrat-resistenten saure Phosphatase-

positiven (TRAP) Zellen wurden in den Lakunen nur bis zum 21. Tag beobachtet.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt (siehe 1.1.2), tritt bei den Odontoklasten nach
der Aktivitatsphase eine Ruhephase ein (Vdadnanen und Zhao, 2002), die durch
einen Beginn des Zellunterganges und Ablésung (Detachment) von resorbierten
Oberflachen (Sahara et al., 1996) charakterisiert ist. Nach Ausibung ihrer Funktion
unterliegen die Osteoklasten nach Noxon et al. (2001) der Apoptose. Dieselbe
Beobachtung haben wir in dieser Studie auch gemacht. Parallel zu der Resorption
wurden am 10. Tag runde-kubische Zementoblasten-ahnliche Reparaturzellen auf
dem Boden der Resorptionslakunen detektiert, die sich im Laufe des
Reparaturprozesses vermehrten. Diese Beobachtungen deuten, wie auch nach
Sismanidou et al. (1996), auf eine aktive Resorption und Regeneration in den
Lakunen zur gleichen Zeit mit flieRendem Ubergang von der Wurzelresorption zur
frihen Zementreparatur. Eine Dekompression des PDL fiuhrt demnach zum Beginn
der Reparatur des Zementes. 17 Tage nach der Kraftabsetzung kam es zu einer
vermehrten parallelen Anordnung der PDL-Zellen zwischen den Lakunen der
Wourzeloberflache sowohl mit dem Alveolarknochen als auch mit den perivaskularen
Bereichen. Dies konnte wiederum bedeuten, dass dieser Zufluss an Zellen in
Richtung der Lakunen eine Einwanderung der PDL- oder deren Vorlauferzellen
darstellt und diese sich spater auf dem Boden der Resorptionslakunen zu
Zementoblasten differenzieren (Bosshardt, 2005; Foster et al., 2007). Anhand einer
S100-positiven Immunreaktion (Jager et al., 2008) konnten diese einstrémenden
Zellpopulationen als reparative Zellen und als Vorlauferzellen mit fibroblastischen

Eigenschaften klassifiziert werden (Ryan et al., 2003).

In dieser Studie wurde anhand des Rattenmodells kein Zusammenhang der
mitogenen Aktivitatszunahme in den Resorptionslakunen mit den beobachteten
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Reparaturprozessen festgestellt, wie in eigenen Versuchen durch die
immunhistochemische Farbung fir den Proliferationsmarker “Proliferating Cell
Nuclear Antibody” (PCNA) nachgewiesen wurde (nicht gezeigte Daten). Der PCNA-
Antikdrper zeigte in erster Linie Immunreaktivitat in den PDL-Zellen der ehemaligen
Zugzone. Im Vergleich dazu war die Immunreaktivitat fur PCNA in der ehemaligen
Druckzone lediglich vereinzelt in den PDL-Zellen, in einigen Mallassez schen
Epithelresten sowie in perivaskularen Zellen im PDL gegeben. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von Usuda et al. (2004) Gberein, die
ebenfalls Uber eine geringe proliferative Aktivitat in PDL-Zellen der Ratte nach
kieferorthopadisch induzierten Wurzelresorptionen berichteten.

Unsere histologischen Befunde zeigen den Zufluss von Zellen aus einer bestimmten
Entfernung in die Resorptionslakunen. Diese Beobachtung unterstitzt die
Schlussfolgerung, dass die Zellen, die auf eine PTH-Stimulierung im PDL proliferativ

reagieren, sich spater wahrend der Migration in den Lakunen weiter differenzieren.

Mit Beginn der Spéatphase der Reparatur am 21. Tag wurde eine diinne Schicht
azellularen Reparaturzements auf dem Boden der Lakunen nachweisbar, welche
auch in anderen Rattenmodellen zu beobachten war (Sismanidou und Lindskog,
1995; Sismanidou et al., 1996). Von diesem Zeitpunkt an waren keine TRAP-
positiven Zellen mehr vorhanden, was charakteristisch fur die Spatphase der
Reparatur ist.

Die immunhistochemische Farbung visualisierte die Lokalisation der PTH-
Rezeptoren auf den Osteoblasten und PDL-Zellen und nicht an Zementoblasten
oder anderen Reparaturzellen (Jager et al., 2008). Aus diesem Grund konnte
geschlussfolgert werden, dass PTH die Differenzierung der PDL-Zellen zu
Osteoblasten fordert, aber keinen Einfluss auf deren sekretorische Aktivitat wahrend
der Zement- bzw. Reparaturzementbildung hat. Da die Rate der
Reparaturzementbildung geringer als die der Knochenbildung war, kénnte der PTH-
Effekt auf die Zementbildung innerhalb einer verniinftigen Zeitspanne schwierig zu
prufen sein. Unsere erhobenen Daten verstarken die Hypothese, dass PTH durch

anabole Effekte den Remodelingprozess des Zahnhartgewebes unterstuitzt.
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4.3.2 Histomorphometrie

Die tendenzielle Abnahme der OPG/RANKL-Ratio in der ehemaligen Druckzone
(Zahndrittel) wahrend der Frihphase der Reparatur ist auf einen Anstieg der
RANKL- bei konstanter OPG-Expression zurtckzufihren. Dieser Anstieg der
RANKL-Expression wird fur die Resorption der hyalinen Zonen verantwortlich
gemacht. Kanzaki et al. (2002) und Garlet et al. (2008) berichteten ebenfalls in ihren
in vitro Studien Uber den Anstieg der RANKL-Expression bei unveranderter OPG-
Expression nach einer Druckbelastung.

Eine intermittierende PTH(1-34)-Administration stimulierte die Abnahme des
OPG/RANKL-Verhéltnisses in dieser Frihphase signifikant. Auch Buxton et al.
(2004) erzielten ahnliche Ergebnisse und stellten die Hypothese auf, dass eine
intermittierende PTH(1-34)-Behandlung die Reifung und Aktivitat in Osteoblasten
direkt und die Osteoklastenaktivitat indirekt stimuliert, wodurch wiederum die
Balance der Knochenresorption bzw. -formation reguliert wird.

Die Spatphase der ehemaligen Druckzone war durch die kontinuierliche aber nicht

signifikante Abnahme des OPG/RANKL-Verhéltnisses gekennzeichnet.

Im Gegensatz zur ehemaligen Druckzone kam es in der Zugzone bis zum 21. Tag zu
einem kontinuierlichen Anstieg der OPG-Expression, wohingegen die RANKL-
Expression abnahm und somit das OPG/RANKL-Ratio wieder anstieg. Der Grund fur
die unterschiedliche Expression an RANKL und OPG ist das Vorhandensein von
unterschiedlichen Mediatoren in den jeweiligen Druck- bzw. Zugzonen des PDL

wahrend der Zahnbewegung (Yoshimatsu et al., 2006; Dudic et al., 2006).

Um ein Gewebsremodeling einzuleiten sind pro- und antiinflammatorische Zytokine
erforderlich (Kobayashi et al., 2000; Conti et al., 2003). Zu den proinflammatorischen
Zytokinen gehort u.a. TNF-a, welches gehéauft in der gingivalen crevikularen
Flussigkeit wahrend orthodontischer Zahnbewegung (Lowney et al., 1995) und bei
der Maus auf der Druckseite (Yoshimatsu et al., 2006) vorkommt. Nach Garlet et al.
(2007) waren TNF-a vermehrt auf der Druckseite und OPG, IL-10 und Osteocalcin
auf der Zugseite des menschlichen PDL nach orthodontischer Zahnbewegung

lokalisiert. Vermehrtes Vorhandensein von TNF-a auf der Druckseite fuhrte zur
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erhohten katabolen Aktivitat durch Hochregulation von RANKL und Matrix-
Metalloproteinase (MMP) mit anschliel3ender Knochenresorption.

Interleukin-10 (IL-10) und Transforming Growth Factor-b (TGF- 3) gehéren zu der
Gruppe der anti-inflammatorischen Zytokine. I1L-10 hemmt die Knochenresorption
durch Hochregulation der OPG- und Hemmung der RANKL-Expression (Liu et al.,
2006; Zhang und Teng, 2006). TGF- (3 wurde vor der mechanischen Belastung
sowohl auf der Druck- als auch auf der Zugseite lokalisiert, die auf mechanische
Belastung mit anabolen Effekten im Sinne von Erhéhung der Knochenformation und
extrazellularen Matrix (ECM) reagierte. Andere Untersuchungen bestatigten ebenso
das Vorhandensein von TGF-f3 in den Druck- und Zugzonen vor der mechanischen
Belastung. Nach der Belastung nahm TGF-f3 in den Osteoblasten der Zugzone und

in den Osteoklasten der Druckzone zu (Kobayashi et al., 2000b; Jager et al., 2005).

Die PTH(1-34)-Administration Ubte in der Zugzone wéahrend der Frihphase der
Reparatur keine signifikante Wirkung auf das OPG/RANKL-Verhaltnis aus. Die
anabolen Effekte des PTH wurden in mehreren Tierversuchen und in Zellkulturen mit
Differentiation und Apoptose der Osteoblasten nachgewiesen (Bilezikian et al., 2005;
Masi und Brandi, 2005). Auch andere &hnliche zellulare Antworten in den PDL-
Zellen sind aus der Literatur bekannt (Lossdorfer et al., 2005, 2006).

Bis zum Ende der Spatphase der Reparatur blieb die OPG/RANKL-Ratio erhoht.
Maogliche Diskrepanzen zwischen in vivo und in vitro Studien konnten in der
Zeitdauer der PTH(1-34)-Applikation und einer teilweise nicht getroffenen
Unterscheidung zwischen einer Frih- und Spatphase der Reparatur begrindet
liegen. Sato et al. (2004) hatten z.B. starkere Effekte des PTH erst nach drei
Monaten festgestellt.

Eine intermittierende PTH(1-34)-Administration tUbte wahrend der Frihphase der
Reparatur in den beiden Zonen keine nennenswerten Effekte aus. Umso mehr
erhohte es das OPG/RANKL-Verhaltnis in der Spatphase, als eine Reparatur im
Bereich der Resorptionslakunen zu beobachten war. Der PTH(1-34)-Effekt war in
der ehemaligen Druckzone ausgepragter als in der ehemaligen Zugzone. In einigen
Studien wurde ebenso Uber die Effekte einer intermittierenden PTH-Applikation von
drei bis sechs Monaten bei an Osteoporose erkrankten Frauen und bei der
Frakturheilung berichtet (Reeve et al., 1976; Sone et al., 1995; Barnes et al., 2008).
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Ivanovski et al. (2007) berichtete ebenfalls in seiner Studie Uber die Stimulation der

OPG-Expression nach einer gesteuerten Gewebsregeneration beim Menschen.

In der vorliegenden Studie wurde der anabole Effekt des PTH auf die OPG-
Expression in der Spatphase der Reparatur sowohl in der Druck- als auch in der
Zugzone beobachtet. Dies wiederum fiuhrte durch die vermehrte Produktion von
OPG gegenuber RANKL zu einer Veranderung des OPG/RANKL-Verhaltnisses.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass eine intermittierende PTH-
Applikation in der Spéatphase zu einer Unterstitzung dentaler und alveolarer
Reparaturprozesse filhren kénnte. Die Zunahme der OPG-Expression kénnte die
anabolen Reparaturvorgange durch Hemmung der Osteoklasten und Odontoklasten
unterstitzen (Lossdorfer et al., 2002; Fukushima et al., 2003) und damit die Balance
zwischen Gewebsresorption und -formation zu Gunsten der Hartgewebsformation
verlagern.

Die vorliegenden Daten liefern weitere Unterstitzung fur die potenzielle Rolle der
PDL-Zellen bei der Regulation von Zahnwurzelresorptionen und -reparatur Uber
PTH(1-34)-induzierte Veranderungen der PDL-Zellproliferation und ihres Uberlebens
sowie ihrer Differenzierung zu Zementoblasten oder Osteoblasten (Lossdorfer et al.,
2005, 2006). Es ist offensichtlich, dass Veranderungen im Mikromilieu bezuglich der
Produktion von OPG und RANKL durch PDL-Zellen nicht nur Einfluss auf die Zellen
nehmen wuirde, die zur Reparatur der Zahnwurzel beféhigt sind, sondern gleichzeitig

auch Zellen in unmittelbarer Nahe des Alveolarknochens beeinflussen kénnen.

Ebenso bildeten sich nach einer orthodontisch ausgetibten Kraft Resorptionslakunen
nicht nur an den Wurzel-, sondern auch an den Knochenoberflachen. Folglich wird
die Regulierung der Umbauprozesse im Alveolar- bzw. interradikularen Knochen
durch die PTH(1-34)-induzierten Veranderungen des OPG/RANKL-Verhaltnisses
ebenfalls begunstigt. Eine Beteiligung von OPG und RANKL an der Regulation von
Parodontitis-assoziiertem Alveolarknochenverlust wurde bereits demonstriert
(Cochran, 2008).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden in einem Rattenmodell die histologischen
Veranderungen und die moéglichen Effekte einer intermittierenden Parathormon(1-
34)-Stimulation (PTH) wahrend der Frih- und Spatphase der parodontalen
Reparatur nach orthodontisch induzierter Wurzelresorption untersucht.

Dazu wurden bei insgesamt 70 mannlichen Tieren, die nach Absetzen einer
kieferorthopadischen Kraft entweder eine intermittierende PTH(1-34)-Stimulation
oder Sham-Injektionen erhielten, die histologischen Verdnderungen mit
zeitabhéngigen distinkten Expressionsmustern von Osteoprotegerin (OPG) und
Receptor Activator of Nuclear Faktor-kappaB Ligand (RANKL) durch
Parodontalligament-Zellen (PDL) in den ehemaligen Druck- und Zugzonen der
Zahnbewegung korreliert. Dabei kamen histologische, immunhistochemische und
histomorphometrische Analysen zum Einsatz.

Es konnte gezeigt werden, dass die Balance zwischen den als zentral-regulatorisch
identifizierten Molekilen des Hartgewebsremodelings OPG und RANKL durch eine
intermittierende  PTH(1-34)-Administration, die sich bereits in zahlreichen
Zellkulturexperimenten als auch in Tierversuchen und Studien am Menschen als
potenziell anabol erwiesen hat, in der Spatphase der Reparatur zugunsten einer

Unterstitzung der Reparatur von Hartgewebe modifiziert werden kann.

Die erhobenen Daten deuten auf eine regulatorische Rolle von PDL-Zellen bei
parodontalen Reparaturprozessen hin, indem sie das lokale Mikromilieu
modifizieren. Des Weiteren unterstiitzen die Ergebnisse die Hinweise bezuglich des
anabolen Potenzials einer intermittierenden PTH-Administration, um diese

Reparaturprozesse zu unterstiitzen.
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