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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfithrung

Kronen- und Briickenprovisorien sind grundlegende Bestandteile in der prothetischen Zahnheil-
kunde. Sie libernehmen die Schutzfunktion gegeniiber chemischen, thermischen, physikalischen
und bakteriellen Noxen. Ebenso sind sie fiir den Erhalt von Funktion und Asthetik verantwortlich
(Burke et al., 2005; Burns et al., 2003; Wirz et al., 1992 a). Fiir den Erfolg und die Langlebigkeit
der definitiven Restauration ist ein gesundes Parodont unumgénglich (Tjan und Grant, 1987). Um
dieses zu gewihrleisten, sind ein parodontal-hygienisch gestaltetes Provisorium mit einer mini-
malen Oberflichenrauigkeit sowie die Biokompatibilitit des verwendeten Materials entschei-
dend. Die exakte Randgestaltung und eine moglichst glatte Oberflachenbeschaffenheit verringert
die Anlagerung von Bakterien (Borchers et al., 1999; Helfgen et al., 1995), welche wéhrend der
Tragezeit zu einer Entziindungsreaktion und Gingivitis fithren kann (Burke et al., 2005; Wassell
et al., 2002).

Mehrere Studien belegen, dass Kunststoffbestandteile nach der Polymerisation freigesetzt werden
und mit den umliegenden Geweben in Reaktion treten (Al-Hiyasat et al., 2005; Fujisawa et al.,
2000; Geurtsen et al., 1998a; Issa et al., 2004). MalBligebend fiir die Zytotoxizitdt der Monomere
ist ihr Grad an Lipophilie (Yoshii, 1997).

Zur Herstellung von Provisorien stehen Materialien auf MMA- oder Bis-GMA-Basis zur Verfii-
gung. Die Bis-Acryl Kunststoffe zeigen bessere mechanische Werte und eine gute Farbstabilitét
(Haselton et al., 2002; Wirz et al.,, 1992 b). Im Gegensatz dazu erhdlt man bei den MMA-
Kunststoffen eine deutlich bessere und weniger raue Oberflichenbeschaffenheit (Haselton et al.,
2004).

Die Bearbeitung der Oberfldche kann mit der multiphasen Technik erfolgen. Dabei werden in
abnehmender Koérnung Bimsstein, Schleifpapier und Silikonpolierer verwendet (Borchers et al.,
1999; Helfgen et al., 1995). Eine andere Mdglichkeit besteht in der Verwendung von oberfla-
chenvergiitenden Lacken (Basting, 1985; Mues et al., 2008).

Die Frage nach der Biokompatibilitit dieser Lacke ist in der Literatur noch nicht eingehend eror-
tert worden. Die folgende Arbeit untersucht den Einfluss des oberflichenversiegelten Lacks Lu-

xatemp” Glaze & Bond auf parodontale Ligamentzellen.
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1.2 Temporire Kronen- und Briickenversorgung

Die temporidre Versorgung von priparierten Zéhnen ist ein wesentlicher Bestandteil bei der The-
rapie von festsitzendem Zahnersatz. Die Aufgaben und Anforderungen der provisorischen Res-
tauration sind nicht nur vielfaltig, sondern kommen denen der definitiven Restauration sehr nahe
(Burke et al., 2005; Welker et al., 1999; Wirz et al., 1992 a). Hergestellt werden die Provisorien
hauptséchlich aus Kunststoffen der Methacrylatgruppen (Welker, 1998). In den folgenden Kapi-

teln wird auf die Aufgaben, Anforderungen und Materialeigenschaften eingegangen.

1.2.1 Aufgaben und Funktionen temporérer Versorgungen

Provisorien haben therapeutische, funktionelle und diagnostische Funktionen. Neben den Aufga-
ben, den Zahn und die umliegenden Gewebe vor bakteriellen, chemischen, thermischen und phy-
sikalischen Noxen bzw. Einfliissen zu schiitzen, ist auch die funktionelle Wiederherstellung des
okklusalen Gleichgewichts unerldsslich. So stabilisiert das Provisorium zum Beispiel die Zahn-
position, verhindert die Kippung von Nachbarzihnen und/oder die Elongation der Antagonisten.
Zusatzlich kann das Provisorium fiir diagnostische Fragen eine Rolle spielen. Insbesondere bei
asthetischen, phonetischen und kaufunktionellen Problemen, wie im Falle einer Bisslageninde-
rung, ist die temporére Versorgung sowohl fiir den Zahnarzt wie auch fiir den Patienten ein gutes
Hilfsmittel (Burke et al., 2005; Burns et al., 2003; Davis und O’Connell, 2004; Geurtsen, 1994;
Wirz et al., 1992 a).

Nicht in den Hintergrund treten diirfen die psychischen Effekte fiir den Patienten. Vor allem bei
einer linger andauernden Behandlung bewirkt die Wiederherstellung der Asthetik und der Kau-
funktion ein zunehmendes Vertrauen in die Therapie und zu dem behandelnden Arzt (Burns et
al., 2003; Wirz et al., 1992 a).

Einen Uberblick iiber die zu erfiillenden Aufgaben der temporiren Versorgung gibt Tabelle 1
(Burns et al., 2003; Davis und O’Connell, 2004; Erpenstein, 1994; Gegauff und Howay, 2006;
Geurtsen, 1994; Weber, 1999; Welker et al., 1999; Wirz et al., 1992 a).
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Tab. 1 Wichtige Aufgaben und Funktionen der tempordren Versorgung:

Aufgabe

Schutzfunktion Schutz der Dentinwunde und der Pulpa vor thermi-
schen, bakteriellen, chemischen und toxischen Ein-
fliissen
Schutz vor Zahnfraktur

Ersatzfunktion Ersatz von fehlendem Gewebe

Stabilitdt der Zahnposition

Vermeidung von Elongation, Kippung und Rotation
Stabilisierung und Schienung

Funktionelle Aufgaben

Okklusoartikuldres Gleichgewicht
Kaufunktion
Herstellung einer stabilen Bisslage

Diagnostische Funktion

Optimale Asthetik (Farbe & Form der definitiven
Arbeit)

Bisslagednderung

Phonetische Funktionsprobe

Schutz des Parodonts

Erhaltung vorhandener Hart- und Weichgewebe
Verhinderung von Plaqueakkumulation
Abheilung von Entziindungen

Erscheinungsbild

Wiederherstellung der Asthetik
Psychische Sicherheit des Patienten




12

1.2.2 Klinische Anforderungen an temporire Versorgungen

Aus den oben genannten Aufgaben an die Provisorien ergeben sich klinische Anforderungen, die

erfullt werden miussen.

Parodontal-hygienische Gestaltung

Ein wichtiges Augenmerk bei der Herstellung eines Provisoriums sollte auf der parodontal-
hygienischen Gestaltung liegen. Die parodontale Gesundheit ist fiir den Erfolg des festsitzenden
Zahnersatzes von entscheidender Bedeutung (Tjan und Grant, 1987; Wirz et al., 1992 a). Retenti-
onsstellen fiir Plaque oder mechanische und chemische Reize miissen vermieden werden. Des-
halb sind eine optimale marginale Randgestaltung, eine glatte Oberflache, freigestaltete Appro-
ximalrdume sowie eine physiologische Form die Basis fiir den Erhalt eines gesunden Parodonts
(Burke et al., 2005; Windmiiller, 1999; Wirz et al., 1992 a). Uberextendierte Rinder fiihren zu
mechanischer Irritation und fordern die Plaqueretention. Die daraus resultierenden Gingivitiden
erschweren nicht nur die Abformung (Vahidi, 1987), sondern verhindern auch das Einsetzen der
definitiven Arbeit (Gough, 1994). Ein schlecht hergestelltes Provisorium kann zu gingivaler Re-
zession und Entziindungsreaktion fiihren, ein Gutes zu gingivaler Anlagerung und Abheilung von
Entziindungsgeschehen (Burns et al., 2003; Tjan und Grant, 1987; Wassell et al., 2002). Die Mit-
arbeit des Patienten an einer guten Mundhygiene ist flir ein langfristig gesundes Parodont uner-

lasslich.

Kariesprophylaxe
Damit es zu keiner bakteriellen Invasion und Reinfektion kommt, ist ein exakter Randschluss
anzustreben. Auflerdem kann die temporire Versorgung auch als Medikamententriger funktionie-

ren um die Vitalitit der Pulpa zu sichern (Wirz et al., 1992 a).

Stabile statische und dynamische Okklusion

Das Einschleifen einer storungsfreien Okklusion in Statik und Dynamik dient zum einem der
Sicherstellung, bzw. der Wiederherstellung der Kaufunktion sowie der Bisslage (Burns et al.,
2003; Erpenstein, 1994; Wirz et al., 1992 a). Zum anderen verhindert es die okklusale Uberbelas-

tung, Elongation, Kippung und Rotation der Zihne und ist somit ausschlaggebend fiir ein unge-
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stortes okklusalartikuldres Gleichgewicht (Gegauff und Howay, 2006; Weber, 1999; Welker et
al., 1999; Wirz et al., 1992 a).

Anatomische Form

Nicht nur aus dsthetischen Griinden sollte bei der Herstellung eines Provisoriums auf eine physio-
logische Form geachtet werden. Stabile Approximalkontakte fixieren die Position des praparier-
ten Zahnes in der Zahnreihe und schiitzen die Interdentalpapillen (Bral, 1989; Padbury et al.,
2003).

1.3 Provisorische Kronen- und Briickenkunststoffe

Kunststoffe sind hochmolekulare Verbindungen, sogenannte Polymere. Sie entstehen wéhrend
einer chemischen Reaktion aus kleinsten sich wiederholenden Bausteinen, den Monomeren. Die
meisten Kunststoffe besitzen ein Kohlenstoffgeriist mit den Molekiilen Wasserstoff und Sauer-
stoff in der Hauptkette; sie sind also organischen Ursprungs (Janda, 2005). Die Eigenschaften der
Kunststoffe werden in erster Linie durch ihren strukturellen Aufbau, den Vernetzungsgrad der
Molekiile und durch ihre chemische Zusammensetzung bestimmt (Gladwin und Bagby, 2009;
Hohmann und Hieschler, 2005; Janda, 2005).

Zusatzlich konnen organische oder anorganische Fiillstoffe, die in das Grundgeriist eingebaut
werden, den Kunststoff charakterisieren. Mit Fiillstoffen versetzte Materialien werden als Ver-
bundkunststoffe oder Komposite bezeichnet. Sie setzen sich aus verschiedenen Werkstoffen zu-
sammen: Monomere, Initiatoren, Katalysatoren, Fiillstoffe, Pigmente und Additive (Stabilisatoren
und Weichmacher). Fiillstoffe beeinflussen Merkmale des Kunststoffes, wie Bruch- und Abbrieb-
festigkeit, Elastizitdt und Alterungsbestindigkeit (Hohmann und Hieschler, 2005). Eine Einord-
nung der Kronen- und Briickenkunststoffe kann nach der chemischen Zusammensetzung oder der
Verarbeitungsmdglichkeit erfolgen.

Chemisch lassen sich drei Kunststoffgruppen unterscheiden (Welker, 1998):

o MMA/PMMA-Systeme: Sie bestehen aus Pulver- und Fliissigkeitskomponenten. Das
Pulver (feine PMMA-Kiigelchen, ca. 20um grofl) wird mit monomerer Fliissigkeit an-

geteigt und durch die Polymerisation von MMA verkittet.
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o Hohere Acrylate: Selbsthirtende Pulver-Fliissigkeit-Materialien, wie zum Beispiel Mi-
schungen aus Polyethylmethacrylat (PEMA) und i-Butylmethacrylat. Die Monomere ha-
ben ein hoheres Molekulargewicht.

o Diacrylate: (Pasten) organische Basis sind Monomere wie Bisphenol-A-Glyzidyl-
Methacrylat (Bis-GMA), Urethandimethacrylat (UDMA), Triethylenglycoldimethacrylat
(TEGDMA). Hinzugefiigt werden organische oder anorganische Fiillstoffe.

Die Polymerisationsarten unterscheiden sich auf Grund ihrer Initiatoren:
o Kalthiartung/Autopolymerisation: bei Raumtemperatur nach dem Vermischen der Kom-
ponenten
o Lichthédrtung/Photopolymerisation: durch Licht bestimmter Wellenldnge
o Dualhértung (Auto- und Photopolymerisation)

Die Autopolymerisate sind Pulver-Fliissigkeitskomponenten oder Pasten. Hier werden Redoxini-
tiatorensysteme eingesetzt, wie zum Beispiel: N, N-Dimethyl-p-toluidin und Dibenzoylperoxid.
Bei der Photopolymerisation zerfdllt der Initiator durch Bestrahlung in Radikale und 16st so die

Reaktion aus. Der meist gebrauchte Photoinitiator ist das Campherchinon (Janda, 2005).

1.3.1 Anforderungen an temporire Kronen- und Briickenmaterialien

Bei der Auswahl des passenden Materials spielen mehrere Aspekte eine Rolle (siche Tab. 2). Be-
deutend fiir den Erfolg oder Misserfolg der Therapie sind zum Beispiel: keine irritierenden Reak-
tionen auf Pulpa und Gingiva, leichte Sduberung, gute marginale Adaptation, Reparatur- und
Verdnderungsfahigkeit sowie Polierbarkeit (Vahidi, 1987).

Wichtige Grundlage zur Verwendung von dentalen Materialien ist ihre biologische Vertriglich-
keit. Sie diirfen keine kanzerogene, toxische, sensibilisierende und mutagene Wirkungen zeigen
(Welker, 1998).

Temporire Kronen- und Briickenkunststoffe diirfen wéhrend der Applikation und der Gebrauchs-
periode keine Schiadigungen an Pulpa und Parodont hervorrufen (Lenz und Lang, 1990). Da bei
der direkten Verarbeitung sich in Reaktion befindliche Kunststoffe in den Mund eingebracht
werden, sind vor allem thermische Einfliisse und lokale Toxizitdt bestimmend (Lenz und Lang,

1990; Welker et al., 1999). Bei der exothermen Reaktion kommt es zu einem Temperaturanstieg,
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der von Reaktionsgeschwindigkeit, Kunststoffmasse und Umgebungstemperatur abhingig ist.
Das Pulpasystem kann Temperaturanstiege bis zu 42,5°C durch GefaBreaktionen kompensieren,
sonst kommt es zur irreversiblen Schidigung (Burns et al., 2003; Lenz und Lang, 1990; Ryzanny
et al., 1996; Welker et al., 1999). Eine niedrige Polymerisationswidrme ist wiinschenswert. Diese
wird auch maBgeblich iiber die verwendeten Materialien der Negativform gesteuert. Folgende
Materialien beeinflussen den Temperaturanstieg in abnehmender Reihenfolge: Tiefziehfolien>
Siloxan Abformmaterialien> irreversible Hydrokolloid Abformmaterialien> vorgefertigte Kunst-
stoffhiillen. Hinzu kommt die Kunststoffmenge; groBe temporédre Restaurationen produzieren
einen hoheren Temperaturanstieg als kleine Provisorien (Moulding und Teplitsky, 1990; Pfeiffer
und Schwickerath, 1988).

Kunststoffbestandteile konnen toxisch auf die Zellen der Pulpa, des Parodontes und auf die um-
liegenden Gewebe wirken. Eine Vielzahl von Studien beschéftigt sich mit den Auswirkungen der
freiwerdenden Monomeren auf die orale Umgebung. Dabei spielt nicht nur die Toxizitdt der Stof-
fe eine Rolle, sondern auch ihr Potenzial Allergien auszuldsen. Diese Aspekte werden ausfiihrlich
in Kapitel 1.4 besprochen.

Die duflere Oberflichenqualitit der Provisorien ist mitverantwortlich fiir die Steuerung der
Plaqueakkumulation. Eine ausreichend gleichméfige Politur der Oberflache ist obligatorisch. Die
Oberflachenqualitit ist vom formgebenden Werkstoff abhdngig. Mit Tiefziehfolien hergestellte
Provisorien besitzen primir eine geringe Oberflichenrauigkeit. Bei Alginat- und Silikonschliissel
weisen Diacrylate eine Inhibitionsschicht auf, die durch Politur oder Athylalkohol beseitigt wer-
den kann. Zusitzlich spielt die Struktur der Kunststoffe eine Rolle; diese ist von der Verarbeitung
der Materialien abhingig. Pasten der Automix-Varianten kdnnen porenfrei von den Produzenten
hergestellt werden. Von Hand gemischte Pasten-Systeme weisen vereinzelte Porosititen auf, wo-
bei die Pulver-Fliissigkeits-Priparate eine erhebliche Porositdt zeigen (Ryzanny et al., 1996;
Welker et al., 1999).

Die Passgenauigkeit der tempordren Restauration wird durch die Polymerisationskontraktion be-
einflusst. Wie oben besprochen, muss das Provisorium einen passgenauen Randschluss aufwei-
sen, es darf aber auch wihrend der tempordren Versorgung zu keinen Stellungsidnderungen der
Zihne kommen. Kunststoffe hiarten mit der Zeit nach, dadurch entstehen Dimensionsédnderungen.
So konnen bei direkt hergestellten Provisorien unerwiinschte orthodontische Bewegungen resul-
tieren. Ein spannungsfreier Sitz ist daher beim direkten Eingliedern anzustreben (Ryzanny et al.,

1996).
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Wie Pfeiffer und Schwickerath (1988) herausfanden, ist die Herstellungsmethodik fiir die Pass-
genauigkeit von groferer Wichtigkeit als die chemische Zusammensetzung. Die wiederholte
Reposition auf den Stumpf bis zur Aushirtung zeigte die geringste Randspaltbildung. Im Ver-
gleich dazu zeigte die Aushdrtung in der Abformung auflerhalb des Mundes nur gering schlechte-
re Ergebnisse. Die stiarksten Abweichungen bei der Passgenauigkeit stellten sich bei einmaliger
Reposition des Provisoriums und anschlieBender Aushirtung im Wasserbad ein (Pfeiffer und
Schwickerath, 1988).

Thermozyklus und okklusale Druckbelastung beeintridchtigen die marginale Adaptation, sie fiih-
ren zu einer Randspaltbildung des Provisoriums. Auch langzeitige Feuchtigkeitsexposition flihrt
zu einer Zunahme der marginalen Liicke (Ehrenberg und Weiner, 2000; Ehrenberg et al., 2006;
Hung et al., 1993). Fiir den Schutz des Parodonts, dies gilt ebenso fiir die Pulpa, vor chemischen,
thermischen und bakteriellen Einfliissen ist ein addquater Randschluss der temporiren Versor-
gung wichtig (Gegauff, 2006; Kaiser, 1978).

Eine ausreichende mechanische Festigkeit gegeniiber Kau- und Zugbelastung muss gegeben sein,
insbesondere eine erhohte Biegefestigkeit und Abrasionsstabilitét. Vor allem weitspannige Re-
staurationen miissen belastbar und widerstandsféhig gegeniiber Durchbiegung sein. Die mechani-
schen Eigenschaften werden erheblich beeinflusst von Alter und Autbewahrungsmilieu des Mate-
rials (Welker et al., 1999).

Fir den Behandler spielen neben den patientenbezogenen Anforderungen auch verarbeitungs-
technische Anforderungen eine Rolle. Die verwendeten Materialen sollten eine simple Handha-
bung in der Anwendung haben: leichte Applikation, ausreichende Verarbeitungszeit, schnelle
Aushartungszeit, gute Polierbarkeit, zligige und aufwandlose Reparatur.

Das fertige Provisorium sollte ausreichend widerstandsféhig und korrigierbar, gut zu entfernen
und zu befestigen sein. Die Oberflichenpolitur muss mit praxisiiblichen Materialien schnell und
einfach durchzufiihren sein. Die Moglichkeit der Reparatur oder Erweiterung von Provisorien ist
unbedingt notwendig, einmal aus Zeitersparnisgriinden und zum anderen aus finanziellen Griin-
den fiir Patient und Behandler. Die Wirtschaftlichkeit der Werkstoffe darf nicht vernachldssigt
werden; dies betrifft Materialkosten ebenso wie die Lagerstabilitit und Lagerungsmoglichkeiten
(Davis und O’Connell, 2004; Kéyser et al., 1997; Ryzanny et al., 1996; Welker, 1998; Wirz et al.,
1992 a).
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Tab. 2 Anforderungen an provisorische Materialien:

Biologische Vertriaglichkeit

Nicht toxisch
Nicht allergisierend
Keine Irritation der Gewebe

Gute hygienische Eigenschaften

Glatte Oberflichengestaltung
Gute Reinigungsmoglichkeiten
Plaqueabweisend

Mundbestandigkeit

Keine Werkstoffalterung

Unloslich gegen Nahrung, Medikamen-
te & Zahnpflegemittel

Nicht abbaubar durch das Mundmilieu

Farbstabilitit

Keine endogene und exogene Verfir-
bung
Natiirliche Farbgebung

Mechanische Festigkeit

Abrasionsfest

Biegestabil

Widerstandsfihig ~ gegeniiber  den
Kaukriften

Physikalische Eigenschaften

Geringe Polymerisationstemperatur
Dimensionsstabilitét

Verarbeitbarkeit

Gute Mischbarkeit
Schnelle Abbindereaktion
Dosierungsunempfindlich

Polierbarkeit

Porenfreie Oberflachenstruktur
Besténdiger Oberflachenglanz

Wirtschaftlichkeit

Niedrige Kosten
Gute Lagerfahigkeit
Langlebigkeit

Reparationsfahigkeit

Leichtes Antragen von Kunststoff an
Fehlstellen
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1.3.2 Vergleich unterschiedlicher temporédren Kronen- und Briickenwerkstoftfe

Entscheidend fiir die Charakteristik der Kunststoffe sind Struktur und Eigenschaft der Monomere.
Die oben genannten Kunststofftypen lassen sich alle einer Monomerklasse zuordnen, der Methac-
rylate. Zu unterscheiden sind mono-, bi-, tri- oder héherfunktionelle Methacrylate (Abb. 1). Mo-
nofunktionelle Methacrylate konnen nur Fadenmolekiile bilden. Das Kettenwachstum findet an
einer Stelle statt. Bei hoherfunktionellen Methacrylaten kann das Wachstum gleichzeitig an meh-
reren Stellen beginnen. Dies filihrt zu einer chemischen Vernetzung der getrennt wachsenden Ket-

ten, es entstehen dreidimensionale Molekiile (Janda, 2005).

CH, o CH. 0
] P [ & CH
H:._C"C-“Cx HEG-C“C\ ik
0-CH, O-CHzCH - CH,
Methyl-Methacrylat iso-Butyl-Methacrylat
H?{:Q\C_Crﬁg p— iz G‘*}C . C-'ﬁ"c Hz
i %, 2 B LY | 7 - : " & "y
HyC D-C.-1_-~C||--u|!_—f3—ik_}, =C~ Q\} 0-CH>-CH-CH=0 CH,
L i . SR S L £
OH CH OH
Bis-GMA

Abb. 1 Strukturformeln unterschiedlicher Methylacrylatgruppen (Balkenhol et al., 2011)

Polymerisationsschrumpfung

Eine erhohte Molmasse fiihrt zu einer deutlich geringeren Polymerisationsschrumpfung. Durch
eine organische Matrix mit Monomeren héheren Molekulargewichtes oder durch Zugabe von
Fiillstoffen kann die Kontraktion heruntergesetzt werden. Tabelle 3 zeigt, dass die Polymerisati-
onskontraktion von MMA/PMMA {iber die hoheren Acrylate bis hin zu den Diacrylaten abnimmt
(Burns et al., 2003; Janda, 2005; Ryzanny et al., 1996; Welker et al., 1999; Wirz et al., 1992 b).
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Tab. 3 Vergleich der Polymerisationskontraktion von verschiedener Methacrylatgruppen (Janda,

2005)
Monomer Volumenkontraktion (%)
Methylmethacrylat 21
Ethylenglycodimethacrylat 16
Bisphenol-A-Glyzidyl-Methacrylat 5
(Bis-GMA)

Polymerisationstemperatur

Wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, ist die Reaktionstemperatur von mehreren Faktoren abhin-
gig. Es ist zu erkennen, dass die lichthdrtenden Kunststoffe (z.B.: Triad, Dentsply York, USA)
innerhalb von wenigen Sekunden einen sehr dramatischen Temperaturanstieg vollziehen. Im Ge-
gensatz dazu stehen die chemisch aktivierten Kunststoffe (Wang et al., 1989). Die geringste
Temperaturerhohung ist bei den Bis-Acryl-Kompositen feststellbar. Es folgen in aufsteigender
Reihenfolge die hoheren Acrylate (PEMA) und PMMA (Anders und Welker, 1990; Burns et al.,
2003; Moulding und Teplitsky, 1990; Pfeiffer und Schwickerath, 1988; Ryzanny et al., 1996;
Wang et al., 1989; Welker et al., 1999).

Wasseraufnahme

Die Wasserloslichkeit und -aufnahme wird durch die Carboxylgruppe (COOH-Gruppe) festge-
legt. Das PMMA weist wenige Carboxyl- und Hydroxylgruppen auf. Es ist also weniger wasser-
16slich und nimmt weniger Wasser auf als andere Polymere.

Die Wasseraufnahme macht das Material elastisch und weich. Monomere, die Wasserstoffbrii-
cken ausbilden konnen, sind auch als Polymer eher anfillig fiir die Aufnahme von Wasser (Janda,
2005; Welker et al., 1999). Fiir die Wasseraufnahme sind Porositit, Homogenitit und Vernet-
zungsgrad der Kunststoffe entscheidend. Durch ihre hohere Vernetzbarkeit sind Diacrylate, wie
auch hohere Acrylate, gegeniiber den MMA/PMMA-Systemen im Vorteil (Anders und Welker,
1990; Ryzanny et al., 1996). Die Wasseraufnahme ist aus mechanischen, biologischen und hygie-

nischen Griinden nicht wiinschenswert.
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Zytotoxizitdt

Anders und Welker (1990) untersuchten die Zytotoxizitdt von verschiedenen provisorischen
Kunststoffen an Hand eines Hamolysetests. Die Auswertung des Himolysegrads ergab, dass die
Auswirkung der Bis-Acryl-Komposite am geringsten und die des hdheren Acrylatsystems am
hochsten war. Der PMMA-Kunststoff nimmt eine Zwischenstellung ein.

Die durchschnittliche Monomerabgabe wihrend der Polymerisation ist bei den hoheren Acrylaten
im Vergleich zu PMMA erhoht, in wéssriger Losung aber erniedrigt, auch die Gesamtmonomer-
masse liegt unter der von PMMA (Pfeiffer und Schwickerath, 1988).

Issa und Mitarbeiter (2004) fanden heraus, dass die Lipophilie der Monomere ihre Zytotoxizitét
beeinflussen. Auch Atsumi und Mitarbeiter (2006) unterstiitzen diesen Gedanken. Bei ihren Ver-
suchen zeigten sie, dass ein hydrophiler Charakter der Kunststoffe auch eine geringere toxische
Auswirkung auf Zellen ausiibt. Aullerdem erkannten sie eine dosis- und hydrophobabhéngige

Toxizitat.

Oberflichenstruktur

Anzustreben ist eine porenfreie Oberflachenstruktur. Dies ist zu einem abhéngig von dem ver-
wendeten Material und zum anderen vom formgebenden Werkstoff (Basting, 1985; Ryzanny et
al., 1996). In Tiefziehfolien hergestellte Versorgungen besitzen eine geringere Rauigkeit als die
in Silikon oder Alginat angefertigten (Ryzanny et al., 1996). Bei geeigneter Bearbeitung werden
Mittelrauigkeitswerte von 0,5 pm erreicht. Die Innenflachenstruktur ist abhéngig von der Verar-
beitung und vom Mischverhéltnis. Vor allem Pulver-Fliissigkeits-Systeme zeigen Porositéten;
diese entstehen durch die Diffusion der monomeren Fliissigkeit durch die Polymerkiigelchen
(Ryzanny et al., 1996). Haselton und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass Kunststoffe auf Basis von
Methacrylaten nach der Politur eine glattere Oberfliche haben. AuBerdem bewirkt eine feuchte

Umgebung eine Erh6hung der Oberflachenrauigkeit.

Farbstabilitdt

Mehrere Autoren haben die Kunststoffe auf ihre Farbstabilitit iiberpriift. Bis-GMA-Komposit
wurde eine gute Farbstabilitit bescheinigt (Wang et al., 1989; Wirz et al., 1992 b). PMMA-
Kunststoffe sind farbstabiler als PEMA-Kunststoffe (Wirz et al., 1992 b; Yannikakis et al., 1998).
Guler und Mitarbeiter (2005) fanden heraus, dass nach der Politur mit Bimsstein und einer Dia-

mant-Polierpaste die Farbstabilitit erhoht wurde.
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Mechanische Festigkeit

Der Vernetzungsgrad und der anorganische Fiillstoffgehalt sind fiir die Hérte und die Festigkeit
entscheidend. Die Biege- und Abrasionsfestigkeit wird durch das Zusammenspiel von Matrix-
kunststoffen und Fiillstoffen bestimmt (Janda, 2005). Die Autopolymerisationskunststoffe errei-
chen ihre Endhérte zwischen 24 h und sieben Tagen (Ryzanny et al., 1996). Die Durchschnitts-
hiarten von Diacrylaten und PMMA-Kunststoffen sind erheblich héher als die von PEMA-
Kunststoffen. Dual- und lichthdrtende Systeme hingegen erreichen eine héhere Anfangshirte, der
weitere Hérteanstieg ist geringer. Thr Vorteil ist die hohe Ausgangshirte und Belastbarkeit (Pfeif-
fer und Schwickerath, 1988; Ryzanny et al., 1996; Wang et al., 1989).

Ryzanny et al. (1996) untersuchten das Elastizititsmodul, die Biegefestigkeit und Vickers-Harte
von Kunststoffen unter zwei Bedingungen: 1. 24 h trocken, 23° C und 2. wassergesittigt, 37° C.
Ergebnis war, dass Wasseraufnahme gleich Abfall der mechanischen Festigkeit bedeutet. Auch
hier lagen die dual- und lichthirtenden Diacrylate vor den Autopolymerisaten (Ryzanny et al.,
1996). Im Vergleich der Biegefestigkeiten von Diacrylaten auf Bis-GMA Basis und MMA
Kunststoffen zeigten einige Bis-Acryl Kunststoffe signifikant hohere Werte als die Methacrylat
Kunststoffe (Haselton et al., 2002).

Die Abrasionsfestigkeit von Provisorienkunststoffen ist von Wang et al. (1989) erforscht worden.
PMMA-Kunststoffe zeigten hier den hochsten Abrieb, PEMA-Kunststoffe und Diacrylate zeigten
gleich gute Ergebnisse wie das UDEMA-Komposit Triad.

1.4 Biokompatibilitit von Kunststoffen und ihren Bestandteilen

Unreagierte Kunststoffbestandteile und frisch zubereiteter Kunststoff wirken toxisch auf die Zel-
len der Pulpa (Anders und Welker, 1990; Browne et al., 1984; Lehmann et al., 1993). Monomere
konnen durch die offen liegenden Dentinkandlchen penetrieren und so auf die Pulpazellen Ein-
fluss nehmen. Es ist aber nachgewiesen worden, dass die Penetration der Stoffe in die Dentintu-
buli geringfiigig ist (Langeland, 1966). Ferracane und Condon (1990) untersuchten Komposite
und Kunststoffe auf die Hypothese, dass die Mehrzahl der ungehérteten Monomere innerhalb
weniger Stunden nach Hértung in Losung gehen. Es stellte sich heraus, dass innerhalb von 24
Stunden alle 16slichen Komponenten eluiert waren. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Komposite

langfristig keine Quelle von Monomeren sind, sondern nur kurzzeitig. Die zellschddigende Wir-
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kung der Kunststoffe auf die Pulpazellen ldsst sich eher auf die exotherme Abbindereaktion zu-
riickfiihren als auf zytotoxische Monomere (KlIdtzer und Langeland, 1986; Klotzer, 1989). Die
Pulpairritationen resultieren initial iiber die entstehende Polymerisationswérme und spéter durch
unbestindigen Schutz gegeniiber mikrobieller Besiedlung (Ryzanny et al., 1996; Welker et al.,
1999).

Kunststoffe polymerisieren wihrend ihrer Zubereitung nicht vollstindig aus; es verbleibt ein
Restmonomergehalt in den Polymeren. Die Diffusion von Monomeren in die umliegenden Ge-
webe ist der ausschlaggebende Faktor fiir die Entstehung von Irritationen und allergisierenden
Wirkungen. Der zytotoxische Effekt von Monomeren auf verschiedene Zellarten ist in der Litera-
tur ausreichend beschrieben worden (Alanko et al., 1996; Al-Hiyasat et al., 2005; Dillingham et
al., 1983; Fujisawa et al., 2000; Issa et al., 2004; Lindstrom et al., 2002; Taira et al., 2000). Yoshii
(1997) fand heraus, dass die Lipophilie die Zytotoxizitdt der Methacrylate und Acrylate erhdhen.
Es besteht eine Korrelation zwischen Zytotoxizitdt und Lipophilie der Monomere. Aullerdem
wies er nach, dass die Linge der Oxylethylen-Ketten von Dimethacrylaten verantwortlich fiir die
Membrandurchléssigkeit ist und somit auch fiir ihre Zytotoxizitidt. Lange Ketten kdnnen die
Membran wegen ihrer Grofe nicht passieren und haben somit auch weniger Einfluss auf die Zelle
(Yoshii, 1997).

Im Vergleich weisen die Monoacrylate eine hohere Toxizitdt auf als die Monomethacrylate
(Fujisawa et al., 2000; Yoshii, 1997). Acrylate erhéhen durch ihre lipophile Eigenschaft auffillig
die Mobilitdt und den fliissigen Zustand der Dipalmitoylphosphatidylcholin Doppelschicht, ein
Modell fiir Biomembranen (Fujisawa et al., 2000).

Auch die Diacrylatmonomere wie zum Beispiel Bis-GMA, TEGDMA und HEMA weisen toxi-
sche Eigenschaften gegeniiber verschiedenen Zellentypen auf (Geurtsen et al., 1998b; Issa et al.,
2004). Issa et al. (2004) analysierten unterschiedliche Komposit-Diacrylatmonomere auf ihren
Einfluss auf humane Gingivafibroblasten. Sie verwendeten hierfiir zwei verschiedene Methoden.
Der MTT-Test zeigt Veranderungen der mitochondrialen Dehydrogenase Aktivitit. Das MTT
wird von lebendigen Zellen zu farbigen Formazan-Verbindungen reduziert. Mit einer farbmetri-
schen Messung kann man die Aktivitdt der Zellen bestimmen. Substanzen, die die Dehydrogena-
se Aktivitdt storen, wirken sich auf die messbare Farbintensitidt aus (Mossmann, 1983). In der
zweiten Testung wurde die Abgabe der Laktatdehydrogenase (LDH), ein zytosolisch vorkom-
mendes Enzym, gemessen. Eine Erhohung der LDH-Konzentration weist auf eine Schiadigung

der Zellmembran hin (Thomas et al., 1993). Alle Monomere inhibierten die mitochondriale Akti-
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vitdt und erhdhten die Laktatdehydrogenase-Konzentration. Bis-GMA beeinflusste die Homoo-
stase der Zellen am meisten, es hatte 18-mal hohere Werte als HEMA. Dieses Phidnomen konnte
mit der groferen Lipidfreundlichkeit von Bis-GMA gegeniiber HEMA erklért werden (Issa et al.,
2004).

Bei Kompositmaterialien ist die Zytototoxizitdt nicht nur abhéngig von den Monomeren und ihrer
Struktur, sondern auch von der Menge der Fiillstoffe (Al-Hiyasat et al., 2005; Wataha et al.,
2003) und anderen Bestandteilen (Lehmann et al., 1993). Neben den toxischen Auswirkungen der
Kunststoffe auf diverse Zelltypen ist eine Ostrogene Aktivitit ebenso nachgewiesen worden
(Wada et al., 2004 a) wie die Freisetzung von Zytokinen (Schmalz et al., 2000). Zudem gilt die
Annahme, dass Kunststoffe ein mutagenes Potenzial aufweisen konnen (Schweikl et al., 2005).
Allergische Reaktionen und Atemwegserkrankungen werden immer ofter bei Patienten und ins-
besondere beim zahnérztlichen Personal beobachtet. Die allergische Kontaktdermatitis, ausgeldst
durch Methacrylate, ist bekannt bei zahnirztlichen Mitarbeitern. Lindstrom et al. (2002) fundier-
ten die Annahme, dass Methacrylate neben der allergischen Kontaktdermatitis auch Asthma und
Rhinoconjunctivitis auslésen konnen. Personen mit einer respiratorischen Hypersensivitit sollten
das Arbeiten mit diesen Materialien vermeiden. Menschen mit einer allergischen Kontaktdermati-
tis diirfen nicht direkt in Kontakt mit methacrylathaltigen Substanzen kommen (Lindstrom et al.,
2002). Die allergischen Reaktionen konnen als Ginigivitis, periorale Ekzeme, Lichen planus und
Ulzerationen auftreten (Alanko et al., 1996; Goon et al., 2006; Karneva, 2001). Grund fiir dieses
vermehrte Auftreten von Nebenwirkungen ist der erhohte Einsatz von Kompositen in der Zahn-
heilkunde. Verantwortlich gemacht werden vor allem die Methacrylate HEMA und TEGDMA
(Reichl, 2011).

1.5  Moglichkeiten der Oberflichenpolitur

Die abschlieBende Politur der tempordren Versorgung ist der Schritt, der zu einer glatte Oberfla-
chenbeschaffenheit fiihrt. Es werden die aus der Herstellung resultierten Unebenheiten geglittet
und die Form ausgearbeitet. Diese ist neben der Biokompatibilitdt und einem optimalen Rand-
schluss Voraussetzung fiir das Einhalten der Anforderungen an temporiaren Versorgungen (Geg-
auff, 2006). In mehreren Studien ist nachgewiesen worden, dass raue Oberflichen die Plaqueak-

kumulation fordern (Borchers et al., 1999; Bral, 1989; Helfgen et al., 1995).



24

Um die Oberflachenrauigkeit zu minimieren, werden in der Literatur mehrere Moglichkeiten dis-
kutiert. Gute Ergebnisse lassen sich mit der reguldren multiphasen Politur erreichen (Helfgen et
al., 1995; Paravina et al., 2004; Wang et al., 1989); hierzu verwendet man Materialien mit ab-
nehmender Kérnung. Zur Verfiigung stehen Bimsstein, Sandpapierstreifen, Silikonpolierer und
Polierpasten mit Wollrddchen (Basting, 1985; Borchers et al., 1999; Gegauft, 2006).

In der Regel werden die ,,chairside* (direkt) gefertigten Provisorien mit einer Frase in Form ge-
bracht, die Okklusion eingeschliffen, der Interdentalbereich mit Sandpapierscheiben ausgearbeitet
und anschliefend mit Silikonpolieren unterschiedlicher Kornung bearbeitet.

Labortechniken beginnen die Politur mit einem Bims-Wasser-Gemisch und einem Filzkegel oder
Ziegenhaarbiirstchen; fiir die Hochglanzpolitur wird eine Polierpaste mit Wollrddchen benutzt
(Basting, 1985; Weber, 1999).

Kuthar und Funduk (2005) verglichen vier ,,chairside” Poliersets und zwei Labortechniken mitei-
nander. Sie fanden heraus, dass das Polieren an einem Poliermotor, wie es im Labor geschieht,
und das Benutzen von Polierpasten die geringsten Oberfldchenrauigkeiten hervorrufen. Autopo-
lymerisate hatten nach der Politur eine signifikant hohere Oberfldchenrauigkeit als Heipolymeri-
sate, die gleich bearbeitet wurden (Kuthar und Funduk, 2005).

Eine weitere Moglichkeit, glatte Oberfldchen zu erreichen, ist die Verwendung von Lacken. Dies
sind bekannte Bonding-Materialien oder extra hergestellte ,,liquid polisher*. Sie werden nach der
Bearbeitung mit der Frise auf die Oberfldche appliziert und lichtpolymerisiert.
Bondingsubstanzen sind Mischungen aus ungefiillten hochmolekularen Dimethacrylaten. Sie
haben eine zihfliissige Konsistenz (Janda, 2005). Liquid polisher, wie zum Beispiel Luxatemp®
Glaze & Bond (DMG, Hamburg, D) sind lichthértende, gefiillte Oberflichenversiegler auf Basis
mehrfunktioneller Methacrylate.

Davidi und Mitarbeiter (2007) und Mues und Mitarbeiter (2008) zeigten, dass die Behandlung
mit Lacken eine geringere Plaqueanlagerung hervorruft als die von polierten Kunststoffprovisori-
en. In einer in vivo Studie von Davidi et al. (2007) wurden an polierten PMMA-Provisorien eine
Biofilmdicke von bis zu 0,2 mm gemessen. Bei der Verwendung des ,,liquid polishers* ist die
Plaqueakkumulation nicht messbar. Die Anzahl der Bakterien nach 12 h in der Mundhohle betrug
durchschnittlich 60 Millionen auf der polierten Probe, auf der mit einem Bondingmaterial bear-
beiteten Probe fanden sich ca. 45 Millionen, der ,,liquid polisher wies um die 35 Millionen Bak-
terien auf. In einer nachfolgenden in vitro Studie stellte sich heraus, dass die ,,liquid polisher die

Proteinabsorbtion verhindern.



25

Mues et al. (2008) analysierten die Oberflichenrauigkeit und die damit korrelierende bakterielle
Besiedlung von konventionell polierten Provisorien und mit einem Lack versiegelten Provisorien.
Die Rauigkeitswerte an lackierten Provisorien betrugen durchschnittlich 0,63 um, die Werte po-
lierten Proben lagen bei durchschnittlich 1,23 um. Die angefertigte REM-Analyse zeigte bei allen
Provisorien eine deutlich geringere Plaqueakkumulation der lackierten Versorgung.

Vorteile der lackierten Provisorien sind die geringe Oberflichenrauigkeit, die verminderte
Plaqueakkumulation und der geringe Zeitaufwand (Basting, 1985; Mues et al., 2008). Die Ver-
wendung von Bondingmaterialien hingegen wird nicht befiirwortet (Borchers et al., 1999).

Eine glatte Oberfliche von Kunststoffrestorationen ist nicht nur abhangig von der Art und Weise
des Politurvorganges, wie oben beschrieben, sondern wird ebenso beeinflusst von der Gréfe der
Fullstoffe im Kunststoff. Je GroBer die Partikel der Fiiller sind, desto rauer ist die Oberfldche
nach der Politur (Endo et al., 2010).

Der Zusammenhang zwischen einer erhohten Oberflaichenrauigkeit und der Freisetzung von Be-
standteilen aus dentalen Restaurationen ist am Beispiel von Amalgam bewiesen (Werner und
Weiland, 1990). Aussagen, inwiefern sich Kunststoffrestaurationen bei der Freisetzung von Mo-
nomeren in Abhéngigkeit von ihrer Oberflachenbeschaffenheit verhalten, sind in der gegenwirti-
gen Literatur noch nicht vollstindig geklért. Einen Hinweis {iber die Freisetzung von Monomeren
durch die Politur von Kompositen gibt die Arbeit von Manojlovic et al. (2011). Sie berichten von
einem geringeren Level an freigesetzten Monomeren nach 1 h, im Vergleich zu der Freisetzung
nach 6 h und 24 h. Thre Vermutung ist, dass dies an der nach der Politur der Kompositproben
nicht mehr vorhandenen Oxidationsschicht liegt. So wird der anfangliche Auswascheffekt der
Monomere verhindert. Vergleichend mit anderen Studien, bei denen die getesteten Kunststoffe
nicht poliert wurden, ist die Masse der eluierten Monomere innerhalb der ersten Periode hoher als

die der polierten Proben (Polydorou et al., 2007; Polydorou et al., 2009).

1.6  Zielsetzung

Es gibt eine groBe Auswahl an unterschiedlichen Systemen fiir das Herstellen von Kunststoffpro-
visorien. Viele der Dentalfirmen bieten zu ihren langbewéhrten Provisorienkunststoffen einen
sogenannten Versieglerlack an. Dieser soll dem Provisorium eine glatte und gldnzende Oberfla-

che geben, so dass ein zusdtzliches Polieren nicht mehr notwendig ist.
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In einer vorhergehenden Studie unserer Arbeitsgruppe Bonn wurden unterschiedliche Provisori-
en-Kunststoffe und die dazugehorigen ,,liquid polisher* werkstoffkundlich untersucht. Dabei er-
rang das Luxatemp-System die besten Werte in Oberfldchenrauigkeit und -beschaffenheit (Weil3,
2008).

Im Jahr 2008 veroffentlichte Mues et al. eine in vivo Studie iiber die Testung mikrobieller Besied-
lung von provisorischen Kronen und Briicken. Es wurden Provisorien aus dem Bis-Acryl-
Kunststoff Luxatemp® hergestellt, herkommlich mit Gummipolieren und Polierpasten finiert oder
mit dem oberfldchenvergiitenden Lack, Luxatemp® Glaze & Bond, versiegelt. Die Tragedauer
betrug 10 Tage, danach wurde mit Hilfe eines Rasterelektromikroskops quantitativ die Plaqueak-
kumulation ausgewertet. Ergebnis dieser Studie war, dass lackierte Provisorien, im Vergleich zu
den herkdmmlich polierten Provisorien, eine verminderte Plaquebesiedlung aufweisen (Mues et
al., 2008). Im Hinblick der oben genannten Ergebnisse bedarf es einer weitergehenden Untersu-
chung des Lacks auf zelluldrer Ebene. Diese Arbeit untersucht, in vitro, den Einfluss des Lacks
auf humane parodontale Ligamentzellen. Als Vergleichsproben wurden zusitzlich ein Bis-Acryl-
Kunststoff und ein Kunststoff auf Methylmethacrylat-Basis getestet.

Ziel dieser Studie soll es sein, konkrete Aussagen iiber die Zytotoxizitét der Materialien, insbe-
sondere des Lacks, und ihren Einfluss auf die Homoostase der parodontalen Ligamentzellen zu
treffen. Untersucht wird die Ausschiittung inflammatorisch wirkender Zytokine und einer Kol-
lagenase aus der Familie der Matrix Metalloproteinasen. Zytokine wie auch Matrix Metallopro-

teinasen spielen im Rahmen parodontaler Destruktion eine entscheidende Rolle.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Qerite

Gefrierschrianke

iCycler Thermal Cycler
Kiihlschrank

Pinzette

Pipetten
Spektrophotometer

Zentrifugen

Brutschrank
Ultraviolette Lampe

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einfrierrohrchen

Handschuhe
Kulturflaschen

Kulturschalen

Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefille
Pipettenspitzen
Reaktionsgefdlle

Skalpelle
Sterilfilter
Well-Platten

Zellschaber

(-20°C; Fa. Liebherr Premium GmbH, Ochsenhausen,
D)

(-80°C; Fa. Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, D)
(Fa. BioRad, Miinchen, D)

(4°C; Fa. Liebherr Premium GmbH. Ochsenhausen, D)
(Fa. Hammacher, Solingen, D)

(Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

(Nanodrop ND-1000; Fa. Peqlab Biotechologie GmbH,
Erlangen, D)

(Fa. Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
Bonn, D)

(Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

(Fa. Qualitron Systems, Michigan, USA)

(Fa. Thermo, Dreieich, D)

(Translux CL"; Fa. Heraeus Kulzer, Hanau, D)

(Cryogenic Vials; Fa. Nalgene Nunc International, Here-
ford, UK)

(Fa. Ansell GmbH, Miinchen, D)

(250 ml, 75 cm? Wachstumsfliache; Fa. Greiner Bio-One
GmbH Solingen, D)

(60 x 15 mm; 20,4 cm’ Wachstumsfldche; Fa. Greiner
Bio-One GmbH Solingen, D)

(230 mm lang; Fa. Brand, Wertheim, D)

(0,2 ml, domed lid; Fa. BioRad, Miinchen, D)

(Fa. Starlab GmbH, Ahrensburg, D)

(Falcon 50 ml; Fa. Greiner, Niitringen, D)

(1,5 ml; Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

(Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, D)

(PorengrdBe 0,2 ul; Fa. Santorius Stedim, Aubagne, F)
(6-Well-Platten, 96-Well-Platten; Fa. Greiner Bio-One
GmbH, Solingen, D)

(Fa. Labomedic GmbH, Bonn, D)
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Medien

Antibiotika/ Antimykotikaldsung

Aqua dest.
cDNA-Synthese Kit

CO,
Fetales Kélberserum

Kunststoffe

Lack

Nihrmedium
PCR-Kit

Primer

RNA Extraktionskit
Trypsin
Trypsininhibitor

Zelltoxikologisches Kit

ELISA-Kit

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung der Zellproben

Die parodontal Ligamentzellen wurden von Prdmolaren sechs gesunder Spender zwischen 12 und
14 Jahren entnommen. Es lagen keine klinischen Zeichen von parodontalen Schéden vor. Die
Zihne wurden aus kieferorthopéddischen Griinden extrahiert. Mit dem Einverstindnis der Eltern

und unter Anleitung eines anerkannten Protokolls der Ethikkommission der Universitdt Bonn

(Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)

(Fa. Braun, Melsungen AG, D)

(iScript™ ¢cDNA Synthesis Kit; Fa. BioRad, Miinchen,
D)

(Fa. Linde; Hollriegelskreuth, D)

(engl. Fetal calf serum, FCS; Fa. PAA Labotories
GmbH, Colbe, D)

(Trim™; Fa. Harry J. Bosworth® Company, Skokie, IL,
USA)

(Luxatemp®; Fa. Dental Milestones Guaranteed, DMG,
Hamburg, D)

(Luxatemp” Glaze & Bond; Fa. Dental Milestones
Guaranteed, DMG, Hamburg, D)

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM; Fa. PAA
Laboratories GmbH, Colbe, D)

(IQTM SYBR® Green Supermix; Fa. Biorad, Miinchen,
D)

(Selbst erzeugt bei Fa. Metabion; siche Tbl.4)

(Rneasy® Mini Kit; Fa. Qiagen, Hilden, D)

(Rneasy® Mini Kit; Fa.Qiagen, Hilden, D)

(Fa. Roche Diagnostics GmbH; Mannheim, D)
(PromoKine Colorimetric Cell Viability Kit III; Fa.
Promo Cell; Heidelberg, D)

(ELISA-Kits fiir humane IL-1B, IL-8 und MMP-1von
RayBiotech; Fa. Hoelzel Diagnostika GmbH; Koln, D)

(Referenznummer 091/13) sind die Zellen entnommen worden.
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Um ein Kontamination des parodontalen Gewebes mit epithelialen Fibroblasten und Pulpazellen
zu vermeiden, sind die Zellen aus dem mittleren Drittel der Zahnwurzel mit einem Skalpell ent-

fernt worden (Abb. 2).

Abb. 2 Zellgewinnung der parodontalen Ligamentzellen mit einem
Skalpell aus dem mittleren Drittel der Zahnwurzel.

2.2.2 Kultivierung der parodontal Ligamentzellen

Das Explantat wurde in eine Zellkulturschale gegeben und mit DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), 10 % fetalen Kélberserum (FCS) und 1 % Antibiotika-Losung bei 37° C, in einer
Atmosphire von 100 % Feuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert.

Nach ca. drei Wochen waren die Zellen (Abb. 3) aus dem Explantat ausgewachsen. Nachdem sie
eine Konfluenz von 90 % gezeigt hatten, wurden die Zellen passagiert. Das Medium ist jeden

zweiten Tag gewechselt worden.
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Abb. 3 Durchlichtmikroskopbild der gewonnen Zellen. Sie zeigen eine lidngliche,
spindelférmige Zellmorphologie.

2.2.3  Produktion der Kunststoffproben

Als Material sind die Kronen- und Briickenprovisorien-Kunststoffe Luxatemp® (Bis-Acryl Basis)
und Trim® (Methylmethacrylat Basis) verwendet worden. Die Kunststoffproben wurden nach den
Herstellerangaben angefertigt.

Zum Erreichen einer gleichen OberflichengroBe und Oberflichenstruktur der Proben wurden
Formvorlagen genutzt. Durch diese Herstellungstechnik entstand eine klinisch akzeptable Ober-
flichenbeschaffenheit der Provisorienkunststoffe. Eine glittende und polierende Bearbeitung
wurde nicht angeschlossen, um die Resultate durch Reste von Polierpasten und Gummipolierern
nicht zu beeinflussen (Abb. 4).

Fiir das Bis-Acryl-Material, Luxatemp” stellt der Hersteller einen kompatiblen Lack, Luxatemp™
Glaze & Bond, fiir eine anschlieBende Oberflichenversieglung zur Verfiigung. Dieser wurde in

einer zusétzlichen Gruppe getestet. Der Lack wurde, der Herstellerangabe folgend, nach Applika-
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tion auf den Luxatempprobe mit einer ultravioletten Lampe, der Wellenldinge 450 nm und einer

Lichtintensitdt > 1000 mW/cm2, fiir 20 Sekunden pro cm? ausgehirtet.

Abb. 4 Verwendete Kunststoffproben. Von rechts nach links: Trim® (T), Luxatemp® (L),
Luxatemp”™ mit Luxatemp® Glaze & Bond (LG).

2.2.4 Konditionierung der Medien

Fiir die Produktion des konditionierten Test-Mediums wurden je 6 Probenkorper pro Gruppe, auf
eine 6-Well-Platte gesetzt. Jede Platte wurde mit 3 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium) mit 1 % antibiotischer/antimykotischer Losung, jedoch ohne fetalem Kilberserum gefiillt,
so dass die Kunststoffproben von Medium bedeckt waren. Als Kontrollmedium wurde eine 6
Loch-Platte mit Medium, ohne Probe bestiickt. Als zusédtzliche Kontrolle fiir den Lack wurde
dieser ungehirtet in einer Konzentration von 1 pl pro ml Zellkulturmedium auf seinen Effekt ge-
testet.

Somit resultierten flinf zu untersuchende Gruppen: C — Kontrolle; T — Trim®; L — Luxaternp®;
LG — Luxatemp” mit gehirtetem Luxatemp® Glaze & Bond; UG — ungehirtet Luxatemp® Glaze
& Bond. Die Zellkulturplatten mit den so vorbereiteten Proben bzw. der Kontrolle wurden unter
standardisierten Bedingungen im Inkubator bei 37° C und 100 % Luftfeuchtigkeit fiir sieben Tage
gehalten. Ein zweimal tigliches Hin- und Herbewegen der Kulturschalen gewihrleistete eine

gleichméfige Durchmischung der Proben.
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Nach sieben Tagen wurden die Medien einer Gruppe zusammengefiigt und direkt zur Stimulation
genutzt. Die Zeitspanne von sieben Tagen wurde gewéhlt, da sie etwa der Tragedauer eines Pro-

visoriums bei den Patienten entspricht.

2.2.5 Stimulation mit konditioniertem Medium

PDL-Zellen der vierten Passage wurden fiir die Stimulation genutzt. Fiir die Genexpression- und
Proteinanalyse sind die Zellen in einer Konzentration von 100.000 Zellen/Well in einer 6-Well-
Platte ausgesédt worden. Nach Erreichen von ca. 90 % Konfluenz sind die Zellen 16 h vor der
Stimulation unter serumfreie Bedingungen gesetzt worden. Stimuliert wurden die Zellen fiir 4 h

und 24 h mit den konditionierten Testmedien.

2.2.6 RNA Extraktion

Fiir die quantitative Genexpressionsanalyse der stimulierten parodontalen Ligamentzellen wurde
die Isolierung der Gesamt-RNA mit dem Rneasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, D) durchgefiihrt.
Die Extraktion folgte nach dem Herstellerprotokoll fiir humane Zellkulturen.Nach der Stimulati-
on wurde das Medium komplett abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschlie-
fend wurden 350 pl des RLT-Puffers, bestehend aus 1% B-Mercaptoethanol und Guanidin-
Isothiocyanat, zu den Zellen gegeben. Dieser Lysispuffer fiihrt auf Grund seines hohen Salzgeh-
altes zu einer Ruptur der Zellmembran. Durch das enthaltene Guanidin-Isothiocyanat konnen die
bei der Zelllyse freigesetzten RNAsen inhibiert werden, um eine Zerstorung der RNA zu verhin-
dern. Danach wurde das Zell-Lysis-Puffergemisch mit einem sterilen Zellschaber weiter homo-
genisiert, in ein nukleasefreies Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

Zur Weiterverarbeitung wurde das Zelllysat auf Eis aufgetaut und mit 350 pl 70 % Ethanol ver-
setzt. Nach Auf- und Abpipettieren, zum Vermischen der Losung, wurden die Proben auf jeweils
eine RNeasy mini spin Sédule gegeben und 15 sec bei 8000 g zentrifugiert. Das Ethanol vermag,
dass die RNA an der Kieselerde-Membran in der Sdule bindet. Das aufgefangene, nicht gebunde-
ne Material am Boden des GefiaBBes wurde verworfen. Um eine Verunreinigung der an der Memb-
ran gebundenen RNA zu vermeiden, folgten drei Waschginge, einmal mit 700 ul RW1-Puffer
und Zentrifugation 15 sec bei 8000 g und zweimal hintereinander mit 500 ul RPE-Puffer , das
erste Mal 15 sec bei 8000 g, das zweite Mal 2 min bei 8000 g. Nach dem dritten Waschgang



33

wurde das Filtrat mitsamt dem Auffanggefall verworfen und die Sdule mit der gebundenen RNA
in ein neues, steriles und RNAse-freies Reaktionsgefdll (1,5 ml) liberfiihrt. Im letzten Schritt ist
die an der Sédule gebundene RNA mit insgesamt 60 ul RNAse-freiem Wasser eluiert worden.
Hierbei erfolgte die Eluation in zwei Schritten mit je 30 pl Wasser fiir 1 min bei 8000 g in der
Zentrifuge. Die Konzentration der so gewonnenen RNA ist photospektrometisch mit dem Nano
Drop® ND-1000 bei einer Wellenlinge von 260 nm bestimmt worden. AnschlieSend erfolgte die
Aufbewahrung der RNA bei -80°C.

2.2.7 cDNA Synthese
Die Erststrangsynthese wurde mit Hilfe des “iScript™ cDNA Synthesis Kit” (Bio-Rad, Miinchen,

D) durchgefiihrt. Fiir die Umschreibung in cDNA konnte insgesamt je Ansatz 1 ug RNA verwen-

det werden. Fiir den Reaktionsansatz ergab sich (20 pl):

4 ul 5x iScript Selection Mix

1 pl iScript Reverse Transcriptase

X ul RNA Template (1 pg)

Y ul Nuklease-freies Wasser
=20 pl Gesamtvolumen

Im MyCycler Thermal Cycler erfolgte die Reverse Transkription; folgender Ablauf wurde einge-

halten:
e 5 min25°C
¢ 30 min42°C
e 5 min 85°C

e 4°C bis zur weiteren Verarbeitung

Anschlielend wurde die cDNA-Probe bei -20°C aufbewahrt.

2.2.8 Quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Amplifizierung der cDNA fiir IL-1, IL-8, IL-10 und MMP-1 erfolgte mit Hilfe
der Real-Time PCR. Auf Grund der Anzahl der Proben fiir den PCR-Lauf (+ zuséatzlicher Puffe-

rung) wurde ein Mastermix aus Nuklease-freiem Wasser, den Forward- und Reverse-Primern und
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dem iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen, D) nach Herstellerangaben eingesetzt.
Fiir jede einzelne Reaktion, wurde 1 pl der jeweiligen cDNA und 24 pl des Mastermix ange-
setzt.Der Biorad Supermix enthilt den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green. Die-
ser bindet an der doppelstringigen DNA und emittiert Licht bei einer Wellenldnge von 490 nm
und detektiert somit die entstandenen PCR-Produkte. Eine dauerhafte Fluoreszenzmessung der
PCR-Produkte erfolgt liber die gesamte Zyklusperiode. AuBBerdem enthilt der Mix die Taq DNA
Polymerase, dNTPs und einen fiir optimale Reaktionsbedingungen schaffenden Puffer.
Folgende Zusammensetzung pro Reaktionsansatz ergab sich:

o 12,5uliQ™ SYBR" Green Supermix

e 0,125 pl Primer-Mischung (Forward + Reverse. 250 nM pro Primer)

e 1 ulcDNA

e 11,375 pl Nuklease-freies H,O

Die fiir die PCR bendétigten Primer wurden in der Arbeitsgruppe PD Dr. Winter und Dr. Kraus
designt und die optimalen Laufbedingungen mittels Temperaturgradienten, die Spezifitit durch
BLAST—Analyse und die GroBenbestimmung der PCR-Produkte durch Aggarose-
Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Féarbung verifiziert. Zusétzlich erfolgte die Bestimmung
der Effizienz der verwendeten Primer durch die Erstellung von Steigungsgraden mit Hilfe von
Verdiinnungsreihen klonierter PCR-Produkte. Die Effizienz kann iiber die Steigung errechnet
werden (E= 10¢!/Steigung der Standardkurve)y 1 q0a]erweise liegt diese bei 100 % (E=2), dann wird das
PCR-Produkt in jedem Zyklus verdoppelt. Die Primersequenzen, optimale Annealingtemperatur
und Effizienz sind in Tabelle 4 angegeben. Die cDNA-Amplifikation erfolgte im iCycler iQ de-
tection system (Bio-Rad, Miinchen, D). Als Negativkontrolle ist anstelle von cDNA Wasser zum
Mastermix zugefiigt worden. Folgendes PCR-Protokoll wurde verwendet:

¢ 5 min Denaturierung bei 95°C

e 50 Zyklen: 15 sec bei 95°C Denaturierung

30 sec bei der Primer spezifischen Annealingtemperatur

30 sec bei 72°C Elongation

Nach Beendigung der Real-Time PCR wurde ein Dissoziationsprogramm gestartet, welches

durch Erhitzung der PCR-Produkte deren Schmelzpunkt ermittelte. Jedes Produkt besitzt einen
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spezifischen Schmelzpunkt, abhingig von Linge und Sequenz. Uber dieses lésst sich leicht eine

Verunreinigung der Proben beweisen.

Tab. 4 Primersequenz, Effizienz und Annealingtemperatur der Gene, Interleukin-1beta ( IL-1p),
Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-10 (IL-10) und Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1)

Gen Primersequenz Effizienz | Annealingtempera-
tur
IL-1B
Vorwirts 5-ATGGCAGAAGTACCTGAGCTCGC-3" 1.83 68°C

Riickwirts | S-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTG-3’

IL-8
Vorwirts | 5'-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3’ 2.02 68°C
Riickwiirts | 5'-TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3’

IL-10
Vorwirts | 5-TTAAGGGTTACCTGGGTTGC-3’ 1.94 65°C
Riickwirts | 5'-GCCTTGCTCTTGTTTTCACA-3’

MMP-1

Vorwirts 5-ATGCACAGCTTTCCTCCACTGC-3’ 2.05 69°C
Riickwirts | 5-CACTGGGCCACTATTTCTCCGC-3’

2.2.9 Auswertung der PCR

Die Proben sind alle mit Hilfe der unstimulierten Kontrolle und des Referenzgens B-Aktin aus-
gewertet worden. B-Aktin ist eine mRNA, die in allen Zellen in einem fast gleichen Verhiltnis
konstant gebildet wird. Um eine einheitliche Aussage zur Genexpression treffen zu kénnen, wur-
de die Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR unter Zuhilfenahme der Genexpression von
B-Aktin normalisiert (Bustin, 2002 und 2000; Ke et al., 2000; Thellin et al., 1999; Vandesompele
et al., 2002).

Die Berechnung der relativen Genexpression von IL-1f, IL-8, IL-10 und MMP-1 erfolgte nach
der Methode von Pfaffel (2001). Zuerst wurde der Unterschied der Cq-Werte vom Referenzgen
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und dem jeweiligen Gen von Interesse bestimmt (ACq= Cqreferenzgen — CQzu untersuchendes Gen)- Der
Cq- Wert steht fiir den PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz des PCR-Produktes die Hinter-
grundfluoreszenz (Threshold) iiberschreitet. Die relative mRNA-Expression im Vergleich zur

unstimulierten Kontrolle errechnet sich nach folgender Formel:

2_(AcqKontrolle_AcqStimulation) = Z—AACq.
2.2.10 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist ein System, das die notwendige Spezifitit und Empfindlichkeit aufweist, um eine
Konzentrationsbestimmung fiir Proteine, Hormone, Antikdrper, Viren in Korperfliissigkeiten
oder Zellkulturen durchzufiihren. Grundlage dieser Methode ist die Kombination von einer Anti-
gen-Antikorper-Reaktion mit einer spezifischen Enzymreaktion.

In der Praxis wird an dem Boden einer 96-Well Mikrotiter-Platte ein Antikorper gebunden, der
gegen das Epitop des zu untersuchenden Proteins gerichtet ist. AnschlieBend erfolgt die Zugabe
der Probe. Wenn sich das gesuchte Protein in der Probe befindet, kann sich ein Antigen-
Antikorper-Komplex bilden. Nach anschlieBendem Waschen der Platten, um nicht gebundene
Bestandteile zu entfernen, wird ein zweiter Antikorper, ebenfalls gegen das Protein gerichtet,
hinzugefiigt. An diesem zweiten, sogenannten Detektionsantikorper, ist zusétzlich ein Enzym (in
den meisten Fillen Meerrettichperoxidase (HRP)) gekoppelt. Nach Zufiigen einer Substratlosung
kann iiber die Bildung eines Farbstoffes und anschlieBender Absorptionsmessung im Mikrotiter-
Platten-Lesegerdt eine Quantifizierung des gesuchten Proteins durchgefiihrt werden. Hierfiir ist
zusitzlich die Erstellung einer Standardkurve von Néten. Dieses wird durch Ansetzen einer Stan-
dardreihe moglich, bei der verschiedene bekannte Konzentrationen des zu untersuchenden Pro-
teins eingesetzt und im weiteren Verlauf genauso wie die Untersuchungsproben behandelt wer-
den. Um die Sekretionsrate von IL-1B, IL-8 und MMP-1 zu bestimmen, wurden ELISAKits fiir
die Detektion humaner Proteine von RayBiotech, Inc. (Hoelzel Diagnostika GmbH, Kdéln, D)
genutzt und nach den Vorgaben des Herstellers verwendet.

Fiir den ELISA-Test wurden die Zellkultur-Uberstéinde nach 24 h nach Stimulation mit den kon-
ditionierten Medien herangezogen. Nach Messung der optischen Dichte bei 450 nm Wellenlédnge
sowie einer Korrektur bei 570 nm konnten die im Uberstand enthaltenen Proteinkonzentrationen,

unter Berticksichtigung von Standardkurven, errechnet werden.
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2.2.11 Zytotoxikologische Priifung — in vitro

Die zytotoxikologische Priifung wurde mit dem “Colorimetric Cell Viability Kit III” (Promo
Cell, Heidelberg, D) durchgefiihrt. Es gibt mehrere Wege, die Lebensfihigkeit und Proliferations-
fahigkeit von Zellen zu priifen. Hier wurde das Tetrazolium Salz XTT eingesetzt. Dieses farbmet-
rische Verfahren basiert darauf, dass lebendige Zellen Tetrazolium-Salze zu orangefarbigen For-
mazan-Verbindungen reduzieren konnen. Dieser Mechanismus beruht auf der Aktivitit von Mi-
tochondrienenzyme. 1950 wurde diese Methode zum ersten Mal mit MTT beschrieben, Scudiero
optimierte 1988 die Methode, welche jetzt als XTT-Test bekannt ist (Scudiero, 1988). Der Vorteil
des XTT-Tests besteht darin, dass der gebildete Farbstoff sofort 16slich ist und seine Intensitét
direkt mit einem Photospektrometer gelesen werden kann. Die Intensitdt der Farbe ist proportio-
nal zu der Zahl der metabolisch aktiven Zellen. Je hoher die Zahl an aktiven Zellen ist, desto gro-
Ber ist die mitochondriale Enzymaktivitidt und umso hoher ist die Konzentration des Farbstoffs.
PDL-Zellen (10.000 pro Well) sind in 96-Well-Platten (Greiner Bio-One, Solingen, D) ausgesit
worden. Am néchsten Tag erfolgte die Stimulation mit 100 pul Testmedium pro Well (je Gruppe
N=12) fiir 4 h, 24 h, 3 d und 7 d. Zur Vermeidung von Verdunstungseffekten wurden nur die in-
neren Wells der Zellkultur-Platten verwendet, hingegen die dulleren Wells mit sterilem PBS ge-
fiillt. Nach den angegebenen Zeitintervallen wurde 50 pl des angesetzten XTT-Reagenz pro Well
fiir 3 h zu den Testmedien gegeben. Es erfolgte eine Absorptionsmessung im Microplate Reader
bei einer Wellenlédnge von 450 nm und einer Korrekturwellenldnge von 650 nm. Die Zellvitalitét

wurde kalkuliert, indem die optische Dichte der Kontrollgruppe auf 100 % gesetzt wurde.

2.2.12 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erzielten Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Alle Balkendiagramme stellen den mittleren Stan-
dardfehler (= SEM) dar. Die Bestimmung eines signifikanten Unterschieds der Gruppen zur Kon-
trolle (* p< 0,05) und der Gruppen untereinander (# p< 0,05) wurde mittels einfaktorieller Vari-
anz Analyse (One-Way ANOVA) und dem Tukey Post Test durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Real-Time-Polymerasekettenreaktion

Bei der Real-Time-Polymerasekettenreaktion wurden die mit den Kunststoffen stimulierten paro-
dontalen Ligamentzellen auf ihre mRNA Expression von IL-1f, IL-8, IL-10 und MMP-1 nach 4-
und 24stiindiger Stimulation untersucht.

Die Real-Time-Polymerasekettenreaktion liefert eine quantitative Aussage.

3.1.1 IL-1

Die IL-1B Expression ist zu beiden Messzeitpunkten bei allen vier getesteten Kunststoffproduk-
ten, zwischen dem 3- bis 500-fachen, signifikant zur Kontrolle erhoht.

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Stimulationsgruppen fillt auf, dass die Expressionsrate der
Gruppe UG wihrend beider Testpunkte die hochsten Werte einnimmt und signifikant gegeniiber
den Gruppen T, L und LG ist. Hierbei zeigt UG zur Kontrolle zum Teil eine 500-fache hohere
Expressionsrate von IL-1f.

Des Weiteren kommt es bei der Gruppe T an beiden Zeitpunkten zu einer leichten, allerdings
nicht signifikanten Erh6hung gegeniiber der L-Gruppe.

Fiir den Vergleich von L und LG ergibt sich nach 4 h kein Unterschied in der IL-1B-Expression.
Hingegen erfolgt nach 24 h bei der Gruppe LG eine deutliche Zunahme um das 3-fache der
mRNA-Expression gegeniiber L. Jedoch ergab sich auch hier keine Signifikanz in der verwende-

ten ANOVA-Testung (siche Abbildung 5).
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Abb. 5 Relative Genexpression der messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
von Interleukin-1beta (IL-1P) nach 4 und 24 Stunden
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.1.2 1IL-8

Bei allen Kunststoffen kommt es zu einer signifikanten Erhohung der Genexpression von IL-8
gegeniiber der Kontrolle (Abb. 6). Wie auch bei der Expressionsauswertung von IL-1 weist die
Gruppe UG zu allen Messpunkten ein signifikant hoheres Expressionsniveau gegeniiber den an-
deren drei Testgruppen auf. Innerhalb von 20 h kommt es zu einer 5-fachen Steigerung des Aus-
gangswerts.

Das mRNA-Level der Gruppe LG verdndert sich im Vergleich der vier Kunststoffproben inner-
halb der ersten 24 h am radikalsten. Es kommt wéhrend der Stimulationszeit von 24 h zu einer
18-fachen Steigerung des anfanglichen Werts. Vergleichend mit den Gruppen T und L nach 24 h,
ist das Expressionsmal} von LG signifikant hoher. Das Expressionsniveau von T und L weist,
nach anfédnglicher signifikanter Erhéhung von L gegen T, am zweiten Messpunkt fast den glei-

chen Wert auf. Die T-Gruppe legt um das 2-fache zu, L verringert sich.
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Abb. 6 Relative Genexpression der messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
von Interleukin-8 (IL-8) nach 4 und 24 Stunden
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.1.3 IL-10

Alle Testproben zeigen gegeniiber der Kontrolle eine signifikante erhéhte Bildung von IL-10.

Im Vergleich mit den anderen beiden untersuchten Interleukinen IL-1B und IL-8, zeigt IL-10 in
die geringsten Verdnderungen der Expressionsraten (Abb. 7).

Auch die Werte der Kunststoffgruppen untereinander liegen relativ dicht beieinander. Wobei UG,
wie auch in den schon vorgestellten Ergebnissen von IL-1B und IL-8 die hochste mRNA-
Expression aufweist und signifikant gegeniiber den anderen drei Kunststoffproben ist.

Unter T, L und LG besteht zu keinem Zeitpunkt eine Signifikanz. Trim® erreicht nach 24 h das
geringste gemessene Expressionsniveau (1,2-fache zur Kontrolle).

Die Gruppe LG erhoht ihre Expressionsstirke innerhalb von 20 h, dieses Verhalten ldsst sich

auch bei ihren Expressionsraten von IL-10 und IL-8 beobachten.
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Abb. 7 Relative Genexpression der messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
von Interleukin-10 (IL-10) nach 4 und 24 Stunden
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.1.4 MMP-1

Vergleichend mit den PCR-Ergebnissen der Interleukine ist das Expressionverdnderungen von
MMP-1 deutlich geringer. Keine Kunststoffprobe erreicht eine Expressionsrate, die iiber das 10-
fache der Kontrolle geht.

Die Gruppe UG erreicht zu beiden Zeitpunkten eine signifikant erhohte MMP-1 Expression ge-
geniiber der Kontrolle und den Gruppen L und T.

Abbildung 8 stellt dar, dass die Gruppe LG erst nach 24 h ihre Expression hochreguliert und sich
somit signifikant zur Kontrolle unterscheidet. Nach einem anfianglichen Wert von 0,8 kommt es
zu einer Steigerung auf das 6-fache. Gegeniiber UG besteht keine Signifikanz mehr, dafiir ist die
mRNA-Expression gegeniiber L und T signifikant hoher.

Die Gruppen T und L hingegen zeigen keine Verdnderungen gegeniiber der Kontrolle.
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Abb. 8 Relative Genexpression der messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
von der Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) nach 4 und 24 Stunden
----- =1, Kontrolllinie,
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.2 ELISA-Test

Der ELISA-Test lédsst eine quantitative Aussage iiber die Ausschiittung bzw. die Produktion der
Zytokine IL-1P und IL-8 sowie der Matrix Metalloproteinase MMP-1 nach 24 h zu.

3.2.1 ELISA-Test fiir IL-1p nach 24 h

Die Sekretion von IL-1B der unstimulierten parodontalen Ligamentzellen liegt bei ca. 10 pg/ml.
Im Vergleich zur Kontrolle zeigen die mit den Kunststoffen stimulierten PDL-Zellen eine signifi-
kant erhohte Produktion von IL-1 (Abb. 9).

Die Ergebnisse der IL-1B Produktion unter Stimulation von Luxatemp® Glaze & Bond

(UG =201 pg/ml) zeigen gegeniiber der Kontrolle eine 20-fache Erhéhung. Die Gruppe UG
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weist auch im Vergleich mit den anderen Gruppen eine deutliche signifikante Erhéhung der IL-
1B Produktion auf.

Die mit Trim® stimulierten Zellen erreichen eine signifikante hohere IL-13 Produktion gegeniiber
der Gruppe L und LG. Auch die IL-1 Abgabe von LG ist signifikant zu L erhdht. Dabei liegen
die Signifikanzen zwischen L, T und LG bei einem 1,2 bis 1,6-fachen Wert.

Protein IL-1(3

IL-1f Protein in pg/ml

Kontrolle L T LG UG

Abb. 9 Quantitative Interleukin-1p (IL-1B) Proteinproduktion nach
24 Stunden der Kontrollgruppe und der Kunststoffgruppen
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.2.2 ELISA-Test fur IL-8 nach 24 h

Die Ausschiittung von IL-8 der Kontrollgruppe liegt bei 8,6 pg/ml. Die Expression von IL-8 der
mit Kunststoff stimulierten Zellen ist signifikant erhoht.

Im Vergleich mit den Gruppen L und T ist der Auswurf von IL-8 bei der Gruppe LG signifikant
erhoht. Bei der Gruppe UG kommt es auch bei der Betrachtung von IL-8 zu der hochsten Produk-
tion. UG ist gegeniiber der Kontrolle sowie auch gegeniiber den anderen getesteten Kunststoffen

signifikant erhdht, wobei Werte um 170 pg/ml festgestellt werden konnten (Abb. 10).
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Abb. 10 Quantitative Interleukin-8 (IL-8) Proteinproduktion nach
24 Stunden der Kontrollgruppe und der Kunststoffgruppen
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.2.3 ELISA-Test fur MMP-1 nach 24 h

Die Kontrolle erreichte eine Proteinproduktion von 1,6 ng/ml nach 24 h. Wie auch schon in den
anderen ELISA-Testungen liegt der Proteinauswurf der mit Kunststoff stimulierten Zellen signi-
fikant {iber dem der Kontrollgruppe.

Bei Betrachtung der Gruppen L, T und LG in Abbildung 11 zeigt sich eine signifikante Erh6hung
der MMP-1 Sekretion bei T gegeniiber L und LG. Wiederum zeigt UG die hochste Produktion
von MMP-1 mit gemessenen Werten von ca. 19 pg/ml mit einer Signifikanz gegeniiber der ver-

gleichenden Gruppen T, L und LG.
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Abb. 11 Quantitative Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) Proteinproduktion nach
24 Stunden der Kontrollgruppe und der Kunststoffgruppen
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

33 Zytotoxikologische Priifung

Die zytotoxikologische Priifung fanden nach einer Inkubation von 4 h, 24 h, 3 d und 7 d mit Hilfe

eines XTT-Tests statt.

3.3.1 Zellvitalitit nach 4 h

Die Zellen zeigen nach einer Stimulation von 4 h zum Teil deutliche Verdnderungen in ihrer
Zellvitalitit (Abb. 12).

Die PDL-Zellen der Gruppe UG zeigen nach 4 h eine Zellvitalitdt von ca. 10 %. Es kommt zu
einer signifikanten Verminderung gegeniiber der Kontrolle (Kontrolle = 100 %). Auch die Zellen
der LG-Testgruppe zeigen eine signifikante Verminderung in ihrer Vitalitit, es sind nur noch
70 % der Zellen vital. Im Gegensatz dazu stehen die Gruppen T und L. Beide Gruppen erreichen
eine iiber die Kontrolle gehende Proliferationsrate von 115 % fiir T sowie 125 % fiir L, wobei die

Werte von L signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht sind.
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Im Vergleich der Proben miteinander zeigen beide Lackproben eine signifikant reduzierte

Proliferationsrate gegeniiber den anderen Proben.

Proliferation nach 4 h
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Abb. 12 Prozentuale Proliferation nach 4 Stunden Stimulation der
parodontalen Ligamentzellen, bezogen auf die Kontrolle
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.3.2 Zellvitalitat nach 24 h

Nach einer Inkubationszeit von 24 h fillt auf, dass bei den Gruppen T, LG und UG die Zellvitali-
tat der PDL-Zellen stark negativ beeinflusst wird und gegeniiber der Kontrolle signifikant ernied-
rigt ist. Die L-Gruppe hingegen zeigt, wie auch schon nach 4 h, eine erhohte Proliferationsrate
der Zellen, die jedoch nicht signifikant ist.

Wie in Abbildung 13 zu sehen, weist die Gruppe T die deutlichste Verdnderung der Zellvitalitit
auf. Sie ist, verglichen mit dem Zellwachstum nach 4 h, um 80 % reduziert und mit 32 % Zellvi-
talitdt signifikant zur Kontrolle erniedrigt. Eine signifikante Erniedrigung besteht ebenfalls ge-
geniiber den Proben L und LG, wihrend UG wie auch schon nach 4 h die signifikant geringste
Zellvitalitat aufweist (7 %).

LG zeigt eine Reduzierung der Zellvitalitdt um 50 % gegeniiber der Kontrolle und folgt somit der

Tendenz aus der ersten Stimulationsphase. Verdndert hat sich in Hinsicht auf die erste Messung
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nach 4 h das Verhéltnis zwischen LG und T. T weist ein 1,7-fach geringere Vitalitdt nach 24 h als
LG auf, zum Messpunkt nach 4 h lag diese um das 11,5-fache hoher.

Proliferation nach 24 h

125- # @ # '

100+

~
A
[]

Proliferationin %
n
=)
[

N
3,
[]

(=]
L

Abb. 13 Prozentuale Proliferation nach 24 Stunden Stimulation der
parodontalen Ligamentzellen, bezogen auf die Kontrolle
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

3.3.3 Zellvitalitit nach3 dund 7 d

Die Ergebnisse nach Tag drei (Abb. 14) und Tag sieben (Abb. 15) differieren nicht wesentlich
voneinander. Hinsichtlich der Werte nach 24 Stunden zeigen die Zellvitalititsraten der Kunst-
stoffproben nur geringe Veridnderungen.

Die Gruppe L zeigt nunmehr keine Verdnderung der Wachstumsrate gegeniiber der Kontrolle,
jedoch eine signifikante Erhohung gegeniiber allen anderen Kunststoffen. Bei der Gruppe UG
lasst sich zu beiden Zeitpunkten fast keine Zellvitalitit mehr nachweisen. Die Zellen der Gruppen
T und LG zeigen eine signifikante Erniedrigung der Proliferationsraten gegeniiber der Kontrolle
sowie L und erreichen Werte von ca. 40 % Zellvitalitit. Hierbei zeigen die Zellen der Gruppe LG

etwas erhohte, allerdings nicht signifikante Werte im Vergleich zu T.
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Abb. 14 Prozentuale Proliferation nach 3 Tagen Stimulation der
parodontalen Ligamentzellen, bezogen auf die Kontrolle
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle

Proliferation nach 7d
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Abb. 15 Prozentuale Proliferation nach 7 Tagen Stimulation der
parodontalen Ligamentzellen, bezogen auf die Kontrolle
# = Signifikanz der Testgruppen untereinander
* = Signifikanz der Testgruppen zur Kontrolle
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4. Diskussion

4.1 Fragestellung

Fiir die Herstellung eines qualitativ guten Zahnersatzes sind bestimmte Parameter fiir den Zahn-
arzt unerlésslich. Neben kariesfreien Zéhnen, steht auch die parodontale Gesundheit des Gebisses
im Vordergrund. Das Provisorium trdgt in diesem Zusammenhang eine nicht unwichtige Rolle; es
hat therapeutische, diagnostische und funktionelle Aufgaben zu erfiillen (Burke et al., 2005;
Burns et al., 2003; Davis und O’Connell, 2004; Geurtsen, 1994; Wirz et al., 1992 a). Fiir die Er-
haltung eines gesunden Parodonts sind zum einen eine perfekte Randgestaltung und zum anderen
eine geringe Oberflachenrauigkeit immens wichtig. Beides reduziert die Tendenz einer mikro-
biellen Belagerung der Provisorien. Zusétzlich muss die Biokompatibilitdt der verwendeten Ma-
terialien auf die oralen Gewebe unauftillig sein.

Als Vorlagen fiir diese Arbeit dienen zwei, ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe der Universitét
Bonn veroffentlichte Studien. Ute Weifs (2008) befasste sich im Rahmen ihrer Dissertation mit
Oberflachenrauigkeiten von gingigen Kronen- und Briickenprovisorienkunststoffen. Sie stellt die
herkdémmliche mechanische Politur oberflichenvergiitenden Lacken, basierend auf Monomeren,
entgegen. Die verwendeten Lacke in Kombination mit den dazugehorigen Bis-Acryl Kunststoffen
zeigen gegeniiber herkommlich polierten Methacrylatkunststoffen eine signifikant verbesserte
Oberflichenbeschaffenheit. Trim® hat in dieser die Studie die schlechteste, Luxatemp® und Luxa-
temp” in Verbindung mit dem Lack Luxatemp” Glaze & Bond die besten Oberflichenwerte
(WeiB, 2008).

Die zweite Arbeit untersuchte die Plaqueakkumulation in vivo an Provisorien nach vorherigem
Auftragen von Luxatemp® Glaze & Bond. Die lackierten Provisorien weisen im Vergleich zu den
herkémmlich polierten Provisorien eine verminderte Plaquebesiedlung und eine deutlich geringe-
re Oberfldchenrauigkeit auf. (Mues et al., 2008).

Diese Arbeit soll die Frage kldren, ob in der Zahnmedizin verwendete provisorische Kunststoffe
das Wachstumsverhalten der parodontalen Ligamentzellen beeinflussen und zu dem eine Entziin-
dungsreaktion auslosen konnen. Zum einen wurde die zytotoxische Auswirkung von zwei ver-
schiedenen Provisorienkunststoffen sowie eines Versieglerlackes getestet. Zum anderen ist unter-

sucht worden, welchen Effekt sie auf die Ausschiittung von bestimmten Zytokinen und MMPs
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haben. Besonders interessierte das Verhalten von Luxatemp” Glaze & Bond. Ein Lack, der nach
Herstellerangaben (DMG, Hamburg, D) das Polieren von Kunststoffprovisorien eriibrigt, indem
man ihn nach dem groben Bearbeiten des Provisoriums diinn auftrigt und aushértet. Es wurden
die Kunststoffe Trim®, ein PEMA-Kunststoff, und Luxatemp®, ein Bis-Acryl, fiir die Versuche
verwendet. AuBerdem ist der Lack Luxatemp® Glaze & Bond in ungehirteter Form und in Kom-
bination mit Luxatemp® getestet worden. Die Untersuchung soll Aufschluss geben, ob im Hin-
blick auf die Biokompatibilitit der angewandte Lack in Kombination mit seinem Bis-Acryl

Kunststoff eine Alternative zu den bisher verwendeten Kunststoffen sein kann.

4.2. Kritik der Methodik

Es gibt eine Vielzahl von Moglichkeiten die Biokompatibilitdt von dentalen Kunststoffen gegen-
iiber Gewebe, bzw. Zelltypen zu testen. Neben der Frage, ob Substanzen toxisch auf Zellen wir-
ken, ist in den letzten Jahrzehnten die Kldrung von initialen Entziindungsreaktionen und Immun-
reaktionen dentaler Gewebe in den Vordergrund geriickt. In dieser Studie untersuchten wir die
Testsubstanzen einerseits auf ihre Fahigkeit, das Proliferationsverhalten von parodontalen Zellen
zu beeinflussen. Andererseits wird ihr Einfluss zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren be-
urteilt.
Nach Fujisawa et al. (2000) werden die freiwerdenden Monomere fiir Irritationen der umliegen-
den Gewebe und allergisierende Wirkungen verantwortlich gemacht. Ferracane (1994) hebt her-
aus, dass verschiedene Faktoren bei dem Austritt von Kunststoffmonomeren eine Rolle spielen:
1. die Umwandlungsreaktion determiniert die Menge der in Losung gehenden Monome-
re;
2. die chemische Zusammensetzung der Losung iibt einen erheblichen Einfluss auf die
Aufgabe aus

3. QGrofBe und chemische Charakteristik der Monomere sind entscheidend.

In dieser Studie wurden die vorbereiteten Kunststoffproben sieben Tage in physiologischen Me-
dium (DMEM) gehalten. Nach den sieben Tagen wurde das gesamte Eluat zur Stimulation der
Zellproben verwendet. So wurden die Zellen unter physiologischen Bedingungen mit der Ge-
samtmenge von frei werdenden Substanzen stimuliert. Mit diesem Verfahren wird das Gesamt-

polymer auf seine toxische Féahigkeit und initiierende Wirkung von Entziindungs- und Immunre-
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aktionen getestet. Um eine genauere Aussage iiber die beteiligten frei werdenden Monomere zu
taitigen, wurden die stimulierten Medieniiberstinde mit einem Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographen (HPLC) zur Detektion von Monomeren untersucht. Die HPLC-
Analysen wurden durch Diplom-Chemiker Markus Reinartz in der Arbeitsgruppe von Frau Dr.
Engeser am Kekulé-Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitit Bonn durch-
gefiihrt. Es konnten in den einzelnen Gruppen unterschiedliche Metaboliten nachgewiesen wer-
den. Doch eine Aussage iiber Quantitdt, Qualitdt und Art der eluierten Monomere konnte bisher
noch nicht getroffen werden (Abb. 16). Hier liegen die Probleme in erster Linie in der Verwen-

dung des Eluats (Zellkulturmediums), so dass es zu einer Uberlagerung kommt.
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Abb. 16 HPLC-Chromatogram (UV Messung von 205 nm). Darstellung der gemessenen In-
tensitét {iber eine Dauer von 45 min von dem unkonditioniertem Medium DMEM
rot), Trim® (blau), Luxatemp® (hellblau), Luxatemp® mit Luxatemp® Glaze &
Bond (schwarz) und Luxatemp® Glaze & Bond ungehértet (tiirkis) und gehartet

(griin).
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In Ethanol oder Methanol hingegen werden die Monomere in messbaren, hohen Mengen abgege-
ben (Ferracane & Condon, 1990; Lee et al., 1995; Michelsen et al., 2003; Polydorou et al., 2009;
Spahl et al., 1998). Eine 75 % Ethanol-Wasser Losung gilt als Speisen stimulierende Fliissigkeit
(Geurtsen, 1998 b) und wird in zahlreichen Studien zur Detektion von Kunststoffmonomeren
herangezogen (Ferracane & Condon, 1990; Manojolovic et al., 2011; Polydorou et al., 2009). Die
Vermutung, dass organische Losungsmittel, wie Ethanol, Komponenten aus dem Kunststoffpo-
lymer herausldsen konnen, wird durch die oben genannten Studien unterstiitzt. Grund fiir dieses
Verhalten konnte die Fihigkeit des Ethanols sein, in die Matrix des Polymers zu penetrieren und
die Zwischenrdume der Polymerketten zu expandieren. So kénnen l6sliche Molekiile und nicht
gebundene Monomere heraus diffundieren (Geurtsen, 1998 b). Nachteil dieses Verfahrens ist,
dass Ethanol kein physiologisches Medium darstellt. Die Zellen iiberleben in diesem Medium
nicht, sodass keine Stimulation der Zellen erfolgen kann. Dies muss in einem gesonderten Schritt
mit den einzelnen herausgefilterten Monomeren geschehen. Der Gesamteinfluss der Kunststoffe
kann so nicht in Génze untersucht werden, sondern nur der einzelnen Monomere oder ihren
Kombinationen.

Ein weiterer Ansatz besteht darin, anstatt eines Ethanol-Wasser Gemisches kiinstlichen Speichel
als Medium zu verwenden. Im Vergleich zu den Versuchen mit einer 75 % Ethanol-Wasser Lo-
sung, werden bei gleicher Testzeit und Vorgehen weniger bis keine Monomere in kiinstlichem
Speichel abgegeben (Ferracane & Condon, 1990; Lee et al., 1995; Spahl et al., 1998; Tanaka et
al., 1991). Ursache hierfiir konnte eine deutlich geringere Penetration von Speichel in die Poly-
mermatrix sein (Geurtsen, 1998 b).

Die fiir diese Arbeit genutzten Zellen sind Priméarzellen, die aus dem parodontalen Ligament der
Zihne entstammen. Der Einsatz der Primérkultur wurde ausgewaihlt, um die physiologischen Be-
dingungen des Organismus nachzuahmen. Primérzellen behalten in vitro zum einen die Mehrzahl
von Charakteristika bei, die sie in vivo kennzeichnen. Zum anderen unterscheidet sich ihr Genex-
pressionsprofil gegeniiber Zelllinien, weshalb sie fiir die Analyse der Genexpression bevorzugt
verwendet werden. Nachteil einer Primérzellkultur ist, dass sie nicht unbegrenzt kultivierbar ist.
Innerhalb des Kulturverlaufs kann sich das Differenzierungsmuster und die Zellteilungsrate je
nach Zelltyp stark verindern (Schmitz, 2011). Deshalb wurden die parodontalen Ligamentzellen
nach der vierten Zellkulturpassage fiir die Versuche verwendet.

Die Eluationsphase der Materialien betrug sieben Tage. Diese Zeitspanne wurde ausgewahlt, da

die durchschnittliche Tragedauer eines Kronen- bzw. Briickenprovisoriums in der Praxis sieben
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Tage betrdgt. Somit wurden die Zellen mit einer akkumulierten Menge von eluierten Kunst-
stoffsubstanzen stimuliert. Bei der alltdglichen Verwendung von Kunststoffprovisorien kommt es
im Mund des Patienten durch den Speichelfluss zu keiner so hohen Wirkung der Substanzen. In
den meisten anderen Studien werden die Kunststoffe oder die Monomere direkt zur Stimulation
der Zellen verwendet. Fujisawa et al. (2000) machen die freiwerdenden Monomere fiir Irritatio-
nen der umliegenden Gewebe und allergisierende Wirkungen verantwortlich.

Ferracane und Condon (1990) zeigten, dass innerhalb der ersten drei Stunden 50-75 % der 16sli-
chen Kunststoffmolekiile in Losung gegangen sind. Nach 24 Stunden waren alle 16slichen Kunst-
stoffkomponenten eluiert. Ein dhnliches Verhalten beobachten auch Polydorou et al. (2007) fiir
das Monomer TEGDMA. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich liber 28 Tage, wobei 50 %
der gesamten, freigewordenen Menge an TEGDMA innerhalb der ersten 24 Stunden detektiert
wurde. Dennoch zeigt sich iiber den gesamten Zeitraum von 28 Tagen eine Abgabe der Monome-
re. Das Monomer Bis-GMA stieg nach Beendigung sogar noch einmal an (Polydorou et al.,
2007). Eine kontinuierliche Freigabe von bestimmten Kunststoffimolekiilen (UDMA, Bis-GMA,
TEGDMA und HEMA) iiber 28 Tage stellten auch Manojlovic und Mitarbeiter (2011) fest. Sie
sehen dentale Kunststoffe als ,,chronische Quelle von Monomeren® (Manojlovic et al., 2011).
Ahnliche Beobachtungen beschreiben auch Sideridou und Achilias (2005); sie wiesen nach, dass
zum Beispiel die Bis-GMA Abgabe innerhalb von drei Tagen kontinuierlich stieg, die Menge des
Monomers sich nach 30 Tagen nicht signifikant von der nach drei Tagen unterschied. Auflerdem
beobachteten sie, dass die Menge der freigesetzten Monomere mit einer hoheren Aushértezeit

sank (Sideridou und Achilias, 2005).

4.3 Humane parodontale Ligamentzellen

Die in dieser Studie untersuchten Zellen, stammen von der Wurzeloberfldche jugendlicher Zédhne,
die aus kieferorthopadischen Griinden entfernt werden mussten. Die Zellen wurden aus dem mitt-
leren Drittel der Zahnwurzel mit einem Skalpell abgeschabt. So wurde sichergestellt, dass eine
Verunreinigung der Gewebeproben durch Fibroblasten der Gingiva und Pulpa auf ein Minimum
reduziert wird. Die humanen parodontalen Zellen sind aus einem entziindungsfreien und nicht
beschadigten Gewebe entnommen worden, um eine moglichst physiologische Reaktion der Zel-

len zu erhalten. Es wurden parodontale Ligamentzellen flir diese Versuchsreihe verwendet, da sie
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fiir den parodontalen Halteapparat eine wichtige Rolle spielen und so fiir die Integritéit des Paro-
donts verantwortlich sind. Eine Zerstérung dieser Zellen fiihrt somit zur parodontaler Destruktion
und langfristig zum Zahnverlust. Das Parodont ist eine Einheit aus vier Hart- und Weichgeweben:
das Wurzelzement, der Alveolarknochen, das Desmodont und die Gingiva (Schroeder, 2000).
Diese vier Bauelemente verankern die Zdhne in ihrer Alveole und bilden aus den Zihnen der Kie-
fer eine Zahnreihe. Die Gewebe bilden eine funktionelle Einheit wihrend physiologischer Bean-
spruchung, der Eruption und Knochenumbauvorgédngen; sie konnen traumatische Schadigungen
reparieren sowie Zahnstellungsédnderungen zulassen. Sie besitzen eine schiitzende Funktion, in-
dem sie Knochen und Bindegewebe gegeniiber der Mundhdhle abschirmen und die epitheliale
Kontinuitét aufrechterhalten. Die Gingiva ist in der Lage, Abwehrmechanismen gegeniiber Infek-
tionen bereitzustellen (Basdra und Komposch, 1997; Lekic und McCulloch, 1996; Schroeder,
2000). Das Wurzelzement und der Alveolarknochen sind fiir die Verankerung der desmodontalen
Fasern verantwortlich. Das parodontale Ligament (Desmodont) ist ein hoch spezialisiertes, gut
vaskularisiertes, zellreiches Gewebe, welches zwischen dem Alveolarknochen und der Wurzel-
oberfliche der Zidhne liegt. Zusammen mit den Hartgeweben stellt es eine gelenkartige Verbin-
dung zwischen Zahn und Alveolarknochen dar (Schroeder, 2000).

Das gesunde Parodont enthélt eine Vielzahl von unterschiedlichen Zellarten: Fibroblasten, En-
dothelzellen, Malassezsche Epithelreste, sensorischer Zellen, Knochenassoziierte Zellen und Ze-
mentoblasten (Beertsen et al, 1997). Dominierender Zelltyp ist, wie in der Gingiva, der Fibroblast
(Beertsen et al., 1997; Lekic und McCulloch, 1996). Fibroblasten sind fiir die Zusammensetzung
der extrazelluldren Matrix (EZM) verantwortlich. Thre Aufgabe besteht darin, Kollagen und ande-
re Komponenten zu synthetisieren und zu phagozytieren (Kiihnel, 2002).

Die Gingiva- und Parodontfibroblasten zeigen ein dhnliches morphologisches Erscheinungsbild:
eine spindelartige, verldngerte, abgeflachte Form (Kuru et al., 1998). Die in dieser Studie genutz-
ten Zellen weisen die gleichen morphologischen Kennzeichen auf (Abb. 3). Dieses histologische
Bild ist typisch fiir die Zellart der Fibroblasten (Kiihnel, 2002). Im direkten Vergleich von
Gingivafibroblasten und Parodontalfibroblasten erscheinen die Fibroblasten der Gingiva kleiner
und weniger granuliert als die des Parodonts (Kuru et al., 1998). Geurtsen und Mitarbeiter (1998)
testeten den zytotoxischen Effekt von Kunststoffmonomerem auf drei primér humane Fibroblas-
tenarten (PDL-Zellen, Pulpafibroblasten und Gingivafibroblasten) und permanente 3T3 Zellen.

Die parodontalen Ligamentzellen und humane Pulpafibroblasten reagierten sensitiver auf die
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Monomere als die Gingivafibroblasten und die permanente Zelllinie. Das ist ein Hinweis auf
funktionelle Unterschiede der beiden Fibroblastentypen.

Das parodontale Ligament besitzt eine heterogene Zellpopulation, die aus Zellen mit Fibroblas-
ten- und Osteoblasteneigenschaften gebildet wird (Basdra und Komposch, 1997; Isaka et al.,
2001; Jonsson et al., 2011; Lekic et al., 2001). Nagatomo und Mitarbeiter (2006) erforschten die
parodontalen Ligamentzellen auf Stammzelleigenschaften. Die Zellen zeigten Potenzial zur
Selbsterneuerung und produzierten Einzelzellkolonien, sie exprimierten Stammzellmarker und
differenzierten sich zu Adipodizyten wie auch zu Osteoblasten weiter. Zudem besitzen PDL-
Zellen entscheidende Stammzelleigenschaften wie Selbsterneuerung und Pluripotenz (Nagatomo
et al., 20006).

Aus der Untersuchung von PDL-Zellen in vitro und in vivo auf Markerproteine, die fibroblasto-
genetische oder osteogenetische Charaktere von Zellen beschreiben, geht deutlich hervor, dass es
kaum Unterschiede der Expressionsraten der Marker gibt. Weiterhin scheinen die Marker in allen
Bereichen des parodontalen Ligaments prozentual gleich hoch exprimiert zu werden. Dies lésst
den Riickschluss zu, dass die phinotypische Konstanz der Zellpopulationen zur Stabilitdt des
Parodonts beitrdgt. Gepriift wurden die Zellen auf die Marker a-SMA, als Hinweis auf Fibroblas-
ten-phanotypische Eigenschaften, sowie auf AP, OPN und BSP, als Hinweis auf den Osteoblas-
tenphénotyp (Lekic et al., 2001). Ein erhohter BSP-Wert im Parodont kann als Indiz dienen, dass
sich die PDL-Zellen zu Osteoblasten bzw. Zementoblasten differenziert haben konnten (Lekic et
al., 1996; Lekic et al., 2001). Die Stimulation von PDL-Zellen mit dem Wachstumsfaktor TGF-
B1 flihrten zu einer Proliferationssteigerung, nicht aber zur erhdhten Expression von a-SMA,
Kollagentyp 1 oder Fibrillin-1 (Fujii et al., 2010). Alle drei Proteine sind Marker fiir ein gesundes
parodontales Ligament (Arora und McCulloch, 1994; Beertsen et al., 1997; Narayanan und Page,
1983).

Entgegengesetzt reagieren parodontale Stammzellen. Bei ihnen flihrt die TGF-1 Stimulation zu
keiner Proliferationssteigerung, aber zu einer Erhohung der a-SMA-, Kollagentyp 1- und Fibril-
lin-1-Expression. TGF-1p scheint eine wichtiger Faktor flir die Differenzierung von parodontalen
Vorléduferzellen zu Fibroblasten zu sein (Fujii et al., 2010). Weitere Hinweise auf einen fib-
roblastiren Charakter der PDL-Zellen geben Kuru et al. (1998). Sie wiesen nach, dass die Haupt-
proteine der Extrazelluliren Matrix, Fibronectin und Kollagen Typ 1, von den Parodontal-
fibroblasten in einem hoheren Ausmal} produziert wurden als bei den Gingivafibroblasten. Des

Weiteren zeigten Teile der parodontalen Zellen eine Produktion der Proteine auf zwei verschie-
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den hohen Levels an. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Zellen im parodontalen Ligament
eine funktionelle Heterogenitit aufweisen (Kuru et al., 1998). Die Morphologie und Kollagen-
produktion dhnelt, wie oben beschrieben, den Eigenschaften eines Fibroblasten (Jonsson et al.,
2005; Kuru et al., 1998; Somerman et al., 1988).

Eigenschaften, die auf einen osteoblastischen Phianotyp der parodontalen Ligamentzellen hinwei-
sen, ist die Expression von osteogenetischen Markern wie Alkalische Phospatase und Osteocal-
cin. Die Bildung dieser Marker deutet darauthin, dass die PDL-Zellen Einfluss auf die Regulation
der Gewebsregeneration des Parodonts nehmen (Basdra und Komposch, 1997; Isaka et al., 2001;
Groenveld et al., 1995, Somerman et al., 1988). Uchiyama et al. (2009) beschreiben, dass mit
parodontalen Zellen inkubierte Osteoklasten-Vorlduferzellen spontan zu Osteoklasten differen-
zieren. PDL-Zellen sind in der Lage, in Differenzierung und Regulation von Osteoklasten einzu-
greifen (Uchiyama et al., 2009). AuBlerdem wurde den PDL-Zellen die Expression von osteotro-
pen Zytokinen, wie z.B. OPG und RANKL, nachgewiesen (Kraus et al., 2012; Lossdorfer et al.,
2011; Pinkerton et al.,, 2008). Dieser Nachweis ist insofern von Bedeutung, da das
RANK/RANKL/OPG-System eine entscheidende Rolle fiir den alveoldren Knochenverlust wéh-
rend parodontalen Destruktionen spielt. Die Osteoklasten, welche fiir die Knochenresorption ver-
antwortlich sind (Kiihnel, 2002), exprimieren den Rezeptor RANK (Nakagawa et al., 1998).
Durch die Interaktion von RANK und seinem Liganden RANKL wird die Aktivitdt der Osteo-
klasten stimuliert. RANKL wird von den Osteoblasten freigesetzt (Jimi et al., 1999; Lacey et al.,
1998). OPG, ebenfalls von Osteoblasten gebildet, agiert als sogenannter Kdderrezeptor zur Bin-
dung von RANKL. So wird die biologische Aktivitdt des Liganden eingeschrinkt und fiihrt zur
Inhibition der Knochenresorption. Die Osteoklastenaktivitdt wird nachweislich durch OPG und
RANKL beeinflusst (Lossdorfer et al., 2011; Simonet et al., 1997).

Pinkerton et al. (2008) untersuchten parodontale Ligamentzellen auf ihre Fahigkeit, Zytokine und
Wachstumsfaktoren zu bilden. Zytokine, wie IL-1, IL-6 und IL-8, sowie der Wachstumsfaktor
OPG konnten detektiert werden. Immunregulierende Lymphokine, anti-inflammatorische Zytoki-
ne (z.B. IL-10) oder Wachstumsfaktoren wie TNF oder RANKL, sind nicht exprimiert worden.
Osteotrope Zytokine und Wachstumsfaktoren werden reguliar von PDL-Zellen ausgeworfen (Pin-
kerton et al., 2008). Im unstimulierten Zustand liegt die Expressionsrate von Entziindungsmar-
kern auf einem niedrigen bis kaum zu detektierenden Level. Nach Stimulation von Entziindungs-
promotern, wie zum Beispiel bakterielle LPS (Lipopolysaccharide), steigt die Expression um ein

Vielfaches an (Jonsson et al., 2011). Etliche Studien beweisen, dass eine bakteriell pro-



57

inflammatorische Stimulation von parodontalen Ligamentzellen zum Auswurf von Zytokinen und
Chemokinen fiihrt. Vor allem pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1p, IL-6, IL-8 und TNFa
werden auf Stimulation gebildet (Agarwal et al., 1998; Jonsson et al., 2008; Okada et al., 1997;
Wada et al., 2004 b).

Die oben genannten Merkmale der parodontalen Ligament Zellen bescheinigen ihnen eine einzig-
artige Funktion. Obwohl man davon ausgeht, dass die in vitro untersuchten Zellen einen homo-
genen Zellursprung haben, sollte nicht auer Acht gelassen werden, dass die Moglichkeit von

multiplen Zellarten in Kultur besteht.

4.4 Diskussion der Versuche

4.4.1 Diskussion PCR und ELISA

Zytokine

Zytokine sind hormonéhnliche Signalstoffe und werden von fast allen Zellen des Korpers, insbe-
sondere von aktivierten T-Zellen, zur Steuerung der humoralen und zelluldren Immunantwort
produziert (Pichler und Peter, 2006). Im Gegenzug reagieren Zellen auf Zytokine (Dinarello,
2000). Sie werden auf Reiz de novo gebildet, sezerniert und entfalten ihre Wirkung autokrin oder
parakrin. (Loffler und Scholmerich, 2008). Als auslosender Reize sind bakterielle Lipopolysac-
charide und andere Bakterienprodukte nachgewiesen worden (Darveau et al., 1997; Yamazaki et
al., 1997). Uber die Zytokine antwortet der menschliche Kérper auf Infektionen, Entziindungen,
Traumatas und Immunantworten (Dinarello, 2000). Zytokine spielen eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von parodontalen Destruktionen. Es besteht eine Koinzidenz zwischen Attach-
mentverlust, Knochenresorption und der Tétigkeit von Zytokinen wéhrend der Parodontitiser-
krankung(Graves und Cochran, 2003).

Auf Grund ihrer vielféltigen biologischen Funktionen lassen sie sich in vier Kategorien einteilen:
Wachstumsfaktoren, Interferone, Interleukine und Chemokine. Eine andere Systematik nimmt
Bezug auf ihr Verhalten wihrend einer Entziindung, es werden pro-inflammatorische und anti-
inflammatorische Zytokine unterschieden (Loffler und Scholmerich, 2008).

Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehoren auch die in dieser Studie nachgewiesenen In-

terleukine IL-1p und IL-8. Interleukin-1f ist das pro-inflammatorische, multifunktionelle Zytokin
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im humanen Organismus. Es stimuliert im Gegensatz zu anderen Zytokinen fast jeden Zelltypus
und wird von fast jedem Zelltypus freigesetzt, hauptsdchlich aber von Monozyten (Ibelgaufts,
2002). Stimuliert wird die Synthese von IL-1f {iber bakterielle Endotoxine, Viren oder iiber die
Zytokine TNFa oder IL-1a (Dinarello, 1990; Ibelgaufts, 2002). IL-1B wirkt systemisch iiber eine
Signalkaskade, die die Immunabwehr des Organismus unterstiitzt, aber auch zu Gewebezersto-
rungen flihrt (O’Neill und Dinarello, 2000). Durch die Induktion von IL-1B kommt es zu Fieber,
Entziindungen, Gewebedestruktion und Verlust von Funktion, z.B. bei Parodontalerkrankungen,
bei rheumatologischen Geschehen und anderen entziindlichen Krankheitsbildern. Auflerdem wer-
den eine Anzahl von Genen, z.B. fiir Zytokine, Wachstumsfaktoren, Akute-Phase-Protein und
zahlreiche inflammatorische Proteine (Matrix Metalloproteinasen) aktiviert (Dinarello, 2005;
Graves und Cochran, 2003; Loos et al., 2005; O’Neill, 2001).

IL-8 wird von Phagozyten und Mesenchymzellen auf entziindliche Stimuli gebildet (Baggiolini et
al., 1989; Baggiolini und Clark-Lewis, 1992). IL-1 und TNF stellen den wichtigsten Reiz zur
Expression und Sekretion von IL-8 dar. Somit spielt es eine essentielle Rolle wéihrend einer Ent-
zliindung und der Immunantwort des Organismus. Neben den Aufgaben, Entziindungsreaktionen
des Wirtes zu unterhalten, zeigt IL-8 auch anti-inflammatorische Eigenschaften (Ibelgaufts,
2002).

IL-10 gehort zu der Gruppe der anti-inflammatorischen Zytokinen. Es wird vor allem von Mo-
nozyten und T-Zellen produziert und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von pro-
inflammatorischen Zytokinen (Griitz, 2005; Loos et al., 2005). Es reguliert die entziindliche Im-
munantwort der Monozyten herunter und stimuliert die Expression von Antikorpern (Loos et al.,
2005). IL-10 inhibiert die Synthese von IL-1, IL-6, IL-8 und TNFa (Wang et al., 1995) und ver-
hindert die Gewebedestruktion {iber die Hemmung von MMPs und RANKL (Garlet et al., 2006).
Einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen im IL-10 Gen und parodontaler Destruktion
wird in der Literatur diskutiert, ist aber noch nicht endgiiltig gesichert (Loos et al., 2005). Mo-
randini et al. (2011) konnten PDL-Zellen und Gingivafibroblasten zu keiner IL-10 Ausschiittung
nach Stimulation mit Porphyromonas gingivalis animieren.Hingegen zeigen Parodontitispatien-

ten einen erhohten IL-10 Wert in der gingivalen Sulkusfliissigkeit.

Matrix Metalloproteinasen
Matrix Metalloproteinasen (MMP) sind eine multigene Familie zinkabhidngiger Endopeptidasen

(Sorsa et al., 2006). Sie werden von Entziindungszellen, Fibroblasten, Endothelzellen und ande-
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ren Zellen gebildet (Birkedal-Hansen, 1993; Hannas et al., 2007). Entsprechend ihrer Spezifitit
sind sie in sechs Kategorien eingeteilt: Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Martilysine,
Membran-MMPs und andere (Hannas et al., 2007; Sorsa et al., 2006). Die Transkription der
MMP-Gene wird tiber pro-inflammatorische Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren stimu-
liert (Sorsa et al., 2006). Die physiologischen Funktionen der MMPs sind unter anderem: Wund-
heilung; Gewebeumbau wihrend der Organogenese und des Wachstums; Angiogenese; Antigen
Entwicklung und Présentation (Birkedal-Hansen, 1993; Hannas et al., 2007; Nagase und Woess-
ner, 1999; Visse und Nagase, 2003).Bei vielen Erkrankungen, die mit der Fehlregulation von
MMPs in Verbindung gebracht werden, ist ein exzessiver Gewebeabbau erkennbar (Chakraborti
et al., 2003). Auch in den oralen Geweben spielen die MMPs eine entscheidende Rolle. So grei-
fen sie in die Entwicklung des Schmelzes, der Schmelzfluorose und des Dentins ein (Bartlett et
al., 2004; Den Besten et al., 2002; Sulkala et al., 2002) und beteiligen sich an Pulpitiden und pe-
riapikalen Entziindungen (Gusman et al., 2002; Wahlgren et al., 2002). Eine Schliisselrolle spie-
len die MMPs bei der Erkrankung des parodontalen Halteapparates, der Parodontitis und der Peri-
implantitis (Hannas et al., 2007; Sorsa et al., 2006).

MMP-1 wird zu den Kollagenasen gezdhlt und ist auch unter dem Namen Kollagenase-1 bekannt
(Ibelgaufts, 2002). Es ist als einzige Kollagenase in der Lage, den Zusammenbruch des interstiti-
ellen Kollagens zu initiieren (Saffarian et al., 2004). MMP-1 wird von zahlreichen Zellen expri-
miert: z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten, Monozyten, Odontoblasten und Osteo-
blasten. Das Enzym spielt eine wichtige Rolle in physiologischen Prozessen der Wundheilung,
Gewebemorphologie und Entwicklung. Neben physiologischen Aufgaben ist MMP-1 auch in
pathologische Vorginge wie Arthritis, Krebs, Arteriosklerose und parodontalen Destruktionen
involviert (Ibelgaufts, 2002; McCulloch et al., 1994; Nikkari et al., 1995). Die Ausschiittung von
MMP-1 aus den Zellen wird in der Parodontitis initial durch bakterielle Produkte und in beste-
henden Lisionen durch Zytokine hervorgerufen (Reynolds und Meikle, 1997; Uitto et al., 2003).
Pro-inflammatorische Eigenschaften von dentalen Restaurationsmaterialien sind in vorhergehen-
den Studien gezeigt worden (Hansasuta et al., 1993). Fiir die Bewertung der Biokompatibilitit
von dentalen Materialien kann eine Verdnderung bei der Regulation und Induktion von Entziin-
dungsmediatoren einen entscheidenden Hinweis auf toxische Vorginge geben. Auf Grund dieser
Zusammenhdnge wurde auch in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob provisorische Kunst-

stoffe die Sekretion von bestimmten Entziindungsmediatoren beeinflussen konnen.
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Die unstimulierten parodontalen Ligamentzellen zeigten im ELISA-Test dieser Studie eine basale
Proteinexpression von IL-1B, IL-8 und MMP-1. Die Beobachtung, dass unstimulierte Zellen in
vitro eine Expression von Zytokinen und Matrix Metalloproteinasen aufweisen, ist in der Litera-
tur belegt (Eckhart et al., 2009; Xiang et al., 2009). Unter Stimulation aller Kunststoffproben
kommt es zu einer signifikant erhohten Produktion der Proteine. Der Auswurf bei der Probe UG
ist bei allen drei Proteinen am stdrksten und ist gegeniiber den anderen Kunststoffproben signifi-
kant. Die Gruppe L zeigt einheitlich den geringsten Einfluss auf die Produktion von IL-18, IL-8
und MMP-1. Diese Untersuchung zeigt, dass humane parodontale Ligamentzellen in der Lage
sind, in vitro, auf den Stimulus von Kunststoffen pro-inflammatorische Zytokine und Matrix Me-
talloproteasen zu bilden, ohne dass bakterielle Nebenprodukte als Co-Stimulans verwendet wur-
den. Gestiitzt wird die Aussage ebenfalls durch den Ausfall der PCR Ergebnisse. Auch hier
kommt es zur einer erhdhten relativen mRNA-Expression von IL-1f, IL-8 und MMP-1 nach Sti-
mulation mit den Kunststoffproben. Der Stimulus durch UG ist auch hier bei allen Versuchen am
Starksten. Die mRNA Expression von MMP-1 ist im Vergleich zu den beiden Zytokinen nicht so
stark. Eine Signifikanz zur Kontrolle erreichen die Proben UG und LG. Zusammengefasst kommt
es bei der Polymerasekettenreaktion zu einer deutlichen Expression von inflammatorischen Zyto-
kinen, insbesondere IL-B. Alle verwendeten Provisorienkunststoffe sind in der Lage, humane
parodontale Ligamentzellen zu einer Entziindungsreaktion zu animieren. Wobei im besonderen
MafBe die PDL-Zellen auf den ungehérteten Lack reagierten und hier die hochste Entziindungsre-
aktion provoziert wurde.

Ob dentale Restaurationsmaterialien, wie Metalle, Metalllegierungen, Keramiken und insbeson-
dere Kunststoffe, die Expression von Zytokinen beeinflussen bzw. induzieren konnen, wird in der
Literatur diskutiert. Ozen et al. (2005) zeigte in seiner Untersuchung, das einzig Kupfer humane
Gingivafibroblasten zum Auswurf von IL-1B animierte. Schmalz und Mitarbeiter (2000) vergli-
chen Nickelchlorid (NiCl,), Kobaltchlorid (CoCl,), Palladiumchlorid (PdCl,;) und TEGDMA mit-
einander, indem sie die PGE,, IL-6- und IL-8 -Expression von Plattenepithelkarzinomzellen der
bukkalen Mukosa beobachteten. TEGDMA verursachte keine Produktion von PGE,, IL-6 und IL-
8 hingegen wurden, bei subtoxischen TEGDMA-Dosen, von den Zellen exprimiert. Zu dhnlichen
Ergebnissen kamen Lui und Mitarbeiter (1999), die Stimulation von humanen Blutzellen mit
MMA erzielte die Produktion von IL-6, Interferon-y und TNFa. Diese Beobachtungen stimmen

mit denen aus dieser Studie tber ein.
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Der Versuch, Gingivafibroblasten nach einer dreitdgigen Stimulation mit vier unterschiedlichen
Kunststofftypen zur Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren anzuregen, ergab signifi-
kante, jedoch variierende Ergebnisse (Labban et al., 2008). Hingegen erreichten Moharamzadeh
et al. (2007) keine IL-1B Expression bei einer 24 stiindigen Stimulierung von humanen
Gingivafibroblasten und immortalisierten humanen Keratinozyten mit den Kunststoffmonomeren
Bis-GMA, TEGDMA und UDMA. Dass es zu so kontroversen Ergebnissen, auch im Vergleich
zu dieser Arbeit kommt, kann im Zusammenhang mit den verschiedenen Versuchsaufbauten,
getesteten Materialien und Zellen stehen. In dieser Arbeit wurden nicht Ginigivafibroblasten,
sondern parodontale Ligamentzellen zur Stimulation gebracht. Wie in Kapitel 4.3 beschrieben,
zeigen PDL-Zellen deutliche Unterschiede in Funktion und Charakter gegeniiber
Gingivafibroblasten.

Auch der Stimulationsprozess ist ein anderer, Moharamzadeh et al. (2007) verwendeten zur di-
rekten Stimulation einzelne Monomere. In dieser Studie, wie auch bei Labban et al. (2008) wur-
den die Kunststoffproben vor der Stimulation sieben Tage in physiologischem Medium inkubiert.
Das Gesamteluat wurde zur Stimulation der Zellen verwendet, so dass durch eine Akkumulation
der Substanzen eine erhdhte Reaktion der Zellen hervorgerufen werden konnte.

Dass es bei Moharamzadeh et al. (2007) zu keiner Expression von IL-1 gekommen ist, kann
daran liegen, dass nur einzelne Monomere getestet worden sind und nicht ein Gesamtpolymer,
bei dem die Kombination von mehreren herausgeldsten Bestandteilen Einfluss auf die untersuch-
ten Zellen nehmen konnen.

Neben IL-1pB, IL-8 und MMP-1, die fiir eine inflammatorische, destruktive Gewebereaktion ste-
hen, ist auch das anti-inflammatorische Interleukin-10 detektiert worden. IL-10 ist verantwortlich
fiir die Hemmung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und IL-8 (Wang et al., 1995).
Aber auch bei der Verhinderung von Gewebedestruktion spielt es iliber die Hemmung von
MMP’s eine regulatorische Rolle (Garlet et al., 2006). Die Ergebnisse der Polymerasekettenreak-
tion zeigen eine signifikante Erh6hung der mRNA von IL-10 gegeniiber der Kontrolle bei allen
Versuchsgruppen. Es scheint, dass die parodontalen Ligamentzellen neben einer entziindlichen
Reaktion auf den Stimulus auch mit einer gegenregulatorischen Maflnahme reagieren.

Interessant ist vor allem der Vergleich der pro-inflammatorischen Zytokine mit ihrem Gegenre-
gulator IL-10. Insgesamt liegt die relative Genexpression von IL-10 deutlich unter der von IL-1.
Es zeigen sich in dieser in vitro Studie keine ganz eindeutigen Parallelen zwischen den beiden

Genexpressionen. Doch eine Tendenz ist sichtbar. Bei den Gruppen T, LG und UG gibt es eine
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Gemeinsamkeit in der Entwicklung iiber den Testzeitraum. Das Expressionsniveau von T und
UG reduziert sich innerhalb der 24 h bei beiden Zytokinen. Demgegeniiber steigert sich das Ex-
pressionsverhalten bei LG. IL-1B weist eine verhéltnismiBig hohere Verdnderung in seiner

mRNA Produktion auf. IL-10 hingegen divergiert nur geringfligig.

4.4.2 Diskussion zytotoxikologischer Test

Es gibt mehrere Moglichkeiten, die Lebensfahigkeit und Proliferationsfidhigkeit von Zellen zu
priifen. In dieser Studie wurde das Tetrazolium Salz XTT eingesetzt. Lebendige Zellen kdnnen
Tetrazolium-Salze zu orangefarbigen Formazan-Verbindungen reduzieren. Dieser Mechanismus
beruht auf der Aktivitdt von Mitochondrienenzymen. 1950 wurde diese Methode zum ersten Mal
mit MTT beschrieben, Scudiero optimierte 1988 die Methode, welcher jetzt als XTT-Test be-
kannt ist (Scudiero, 1988). Der Vorteil dieses farbmetrischen Verfahrens ist, dass der gebildete
Farbstoff sofort 16slich ist und seine Intensitit direkt mit einem Photospektrometer gelesen wer-
den kann. Die Intensitit der Farbe ist proportional zu der Zahl der metabolisch aktiven Zellen.
Die Anzahl der lebensfdhigen Zellen kann somit sofort, ohne Umwege und weitere Verfahren
ermittelt werden. Der XTT-Test wurde in dieser Studie fiir die zytotoxische Testung der Provi-
sorienkunststoffe Trim® und Luxatemp®, so wie Luxatemp® Glaze & Bond, auf ihre Wirkung auf
parodontalen Ligamentzellen verwendet.

Die Auswertung der zytotoxischen Untersuchung zeigt, dass alle Testgruppen, bis auf die der
Luxatempprobe, erheblichen Einfluss auf die Uberlebensrate der PDL-Zellen nehmen. Sie zeigen
eine signifikante Toxizitit gegeniiber den Zellen. Etliche Studien befassen sich mit dem Thema
der Zytotoxizitit von dentalen Kunststoffen. Vor allem die Monomere Bis-GMA, UDMA, TEG-
DMA werden auf ihren Einfluss auf die unterschiedlichsten Zelltypen untersucht. Reichl et al.
(2006) verglichen Bis-GMA, UDMA, TEGDMA und HEMA mit dem Amalgambestandteil
HgCl,. Die Kunststoffbestandteile haben eine deutlich geringere Toxizitdt auf humane
Gingivafibroblasten als HgCl,. Es ist aber dennoch nachgewiesen, dass auch die Kunststoftbe-
standteile toxisch auf die humanen Gingivafibrolasten (HGF) wirken (Reichl et al., 2006). Be-
kréftigt wird diese These durch Moharamzadeh und Mitarbeiter (2007). Sie wendeten zur Zyto-
toxizitdtsbestimmung den Almar Blue assay an, um die Zellvitalitdt von Gingivafibroblasten und
Keratinozyten nach Stimulation mit Monomeren beurteilen zu konnen. Wie auch bei Reichl et al.

(2006), Lai et al. (2004) oder Geurtsen et al. (1998 a) zeigten die Monomere einen zytotoxischen



63

Einfluss auf beide Zelltypen. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die von verschiedenen Spen-
dern abstammenden Fibroblasten unterschiedlich sensibel auf die Monomere reagierten. Das ist
eine wichtige Erkenntnis, um variierende Ergebnisse von verschiedenen Studien erkldren zu kon-
nen (Moharamzadeh et al., 2007).

Kontrovers hingegen sind die Beobachtungen bei dem Vergleich von chemisch aktivierten Bis-
GMA-, PEMA-, PMMA- und Hitze-aktivierten PMMA-Kunststoffe auf deren toxische Wirkung
unter Verwendung von humanen Gingivafibroblasten. Innerhalb der 72 stiindigen Stimulations-
zeit wurde keine signifikante Zelltoxizitét erreicht (Labban et al., 2008). Ihre Ergebnisse korrelie-
ren mit der Auswertung der Luxatempproben in unserer Studie. Die Proben erreichten keine toxi-
sche Wirkung auf die PDL Zellen. Einen Zusammenhang oder direkten Vergleich der beiden
Studien ist aber schwierig, da erstens nicht die gleichen Zelltypen stimuliert (HGF- vs. PDL- Zel-
len) und zweitens unterschiedliche zytotoxische Versuchsverfahren angewendet wurden.

Die Gruppe der mit reinem Luxatempmaterial (L) stimulierten Zellen lassen iiber die gesamte
Zeit keinen Einfluss auf die Zellaktivitit erkennen. Die Proliferationsrate liegt sogar {iber der
100 %-Marke der Kontrolle. Eine mogliche Ursache fiir dieses Ergebnis konnte eine nicht ausrei-
chend toxische Menge an in Losung gegangenen Monomeren sein. Studien beschreiben eine do-
sisabhédngige Toxizitdt von Kunststoffen; dies beobachteten zum Beispiel Lai et al. (2004). Sie
untersuchten an Hand von Kunststofffliissigkeiten verschiedene Monomere. MMA zeigte im
Vergleich zu IBMA und 1,6- HDMA toxische Werte bei einer hoheren Konzentration. Auch Tsu-
chiya et al. (1994) entdeckten eine konzentrationsabhingige Zytotoxizitit von MMA. Bei der
zelltoxischen Untersuchung von Moharamzadeh und Mitarbeitern (2007) wurden so hohe Kon-
zentrationen der reinen Kunststoffmonomere Bis-GMA, TEGDMA und UDMA erreicht, die nach
Spahl et al. (1998) und Ortengren et al. (2001) aus den Kunststoffen nicht herausgelost werden.
Ein Beleg dieser Hypothese muss noch in weiterfilhrenden Studien gefunden werden. Innerhalb
der ersten 24 h zeigen die Gruppen LG, T und UG den gréfiten toxischen Einfluss. Die Probe LG
erfahrt eine Minderung um 50 %, bei der Gruppe T kommt es zu einem Verlust von 70 % und bei
UG zu 90 % weniger Proliferation.

In dieser Arbeit wurden nicht die einzelnen Monomere untersucht, sondern die Kunststoffe als
Einheit. Vergleichend mit den Ergebnissen nach vier und 24 Stunden, ist die Einflussnahme der
Gruppen LG, T und UG nach drei und sieben Tagen nicht so stark. Dennoch erreichen die Kunst-
stoffe auch bei einer Stimulationszeit von drei Tagen eine weitere Verminderung der Proliferati-

on. Zwischen den beiden letzten Messpunkten erfahren die Werte nur geringfiigige Anderungen.



64

Der ungehirtete Lack, Luxatemp” Glaze & Bond, zeigt im Vergleich zu allen anderen getesteten
Proben das zytotoxischste Potenzial. Der Grund fiir dieses Verhalten liegt in der Tatsache, dass
Luxatemp”™ Glaze & Bond in ungehirteter Form ein reines Monomergemisch ist. Somit kénnen
die fiir die Toxizitdt verantwortlichen Monomere ungehindert auf die PDL-Zellen wirken. Wes-
halb Monomere Einfluss auf menschliche Zellen nehmen kénnen, liegt an ihrer Lipidfreundlich-
keit. Durch ihre Lipohilie konnen sie die Zellmembran passieren und beschadigen. Der Grad der
Lipohilie bestimmt die zelltoxische Wirkung der Monomere (Issa et al., 2004). Aber nicht nur die
Monomere allein werden fiir die zytotoxische Wirkung verantwortlich gemacht, immer mehr
werden auch ihre Degradationsprodukte in Bezug auf ihr toxisches Potential untersucht (Emmler
et al., 2008).

Nachgewiesen ist, dass Kunststoffmonomere eine Vielzahl von mutagenen Effekten auf humane
Zellen ausiiben kénnen. Sie induzieren Doppelstrangbriiche, konnen intrazellulires Ca®" mobili-
sieren, fithren iiber die Inhibition von bestimmten Enzymen zur Apoptose von Zellen und errei-
chen chromosomale Abnormalititen durch eine Erhhung der Mikrokernbildung (Atsumi et al.,
2006; Schweikl et al., 2005; Spagnuolo et al., 2004; Urcan et al., 2010).

Die Gruppe LG (Kombination von Luxatemp® und Luxatemp® Glaze & Bond, gehirtet) weist
gegeniiber UG einen moderaten Einfluss auf die parodontalen Ligamentzellen auf. Im Gegensatz
zur Probe L kommt es gleich zu Beginn der Inkubationszeit zu einer signifikanten Verminderung
der Proliferation, was vergleichend zu UG jedoch nicht so rasant verlduft. Dennoch ist der nega-
tive Einfluss des Lacks auch in gehirteter Form auf die Biokompatibilitit des Provisorienkunst-
stoffs nicht zu iibersehen. Nach einer Stimulationszeit von sieben Tagen kommt es bei den LG-
Proben zu einer 40 %-igen Uberlebensrate der Zellen. Bei der reinen Luxatemp®-Probe liegt eine
100 %-ige Uberlebensrate der Zellen vor. In diesem direkten Vergleich der in vitro Untersuchung
scheint die Verwendung des Lacks kontraindiziert.

Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Trim® und Luxatemp® mit Luxatemp”™ Glaze & Bond,
relativiert jedoch die oben genannte Aussage. Trim” ist ein seit Jahrzehnten géngiger Provisori-
enkunststoff. Im Vergleich der beiden Kunststoffe kommt es zu einem fast gleichen Ergebnis der
Proliferationsraten nach sieben Tage. Die Zellvitalitdt nach Stimulation mit konditioniertem
Trim®-Medium ist nach 24 Stunden sogar signifikant zur Gruppe LG vermindert. Nach drei so-
wie sieben Tagen Inkubation liegen allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen LG und

T vor.
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4.5 Schlussfolgerung

Die in vitro Studie zeigt, dass alle getesteten Kunststoffe Einfluss auf die parodontalen Zellen
nehmen. Der ungehértete Lack zeigte die groBte zytotoxische Wirkung auf die PDL-Zellen. Die
Vitalitdt nahm schon innerhalb der ersten 4 h um 90 % ab. Keine der Proben beeinflusste das
Uberleben der Zellen so stark. Luxatemp” ohne Versieglung fiihrte zu keiner Verdnderung der
Zellvitalitit, wobei die Kombination von Luxatemp™ mit dem oberflichenvergiitenden Lack so-
wie der gingige Provisorienkunststoff Trim® einen zytotoxischen Effekt von ca. 50-70 % wih-
rend des Beobachtungszeitraums zeigten.

Alle konditionierten Medien waren in der Lage die PDL-Zellen zu einer verstiarkten Expression
und Sekretion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen sowie MMP-1 anzuregen. Der
ungehirtete Lack zeigte auch hier den hochsten Einfluss auf die Zellen, den geringsten hatten die
Kunststoffe ohne Versieglung. Die verstirkte Bildung und die Ausschiittung des anti-
inflammatorische Zytokins IL-10 kénnen hierbei als Gegenregulation der Zellen zur Verminde-
rung der Entziindungsreaktion gedeutet werden.

Im Hinblick auf die oben genannten Ergebnisse und unter der Beriicksichtigung der Beobachtun-
gen von Mues et al. (2008), die den mit Luxatemp” Glaze & Bond bearbeiteten Provisorien in
vivo eine geringe Oberflichenrauigkeit und Plaqueanlagerung bescheinigen, stellt aus unserer
Sicht die Verwendung des Lacks eine sinnvolle Alternative fiir die Oberflachenvergiitung von
Provisorien dar. Vor allem im Vergleich des auch heute noch oft in der Praxis verwendeten pro-
visorischen Kronen- und Briickenmaterials Trim® mit dem Luxatemp” Glaze & Bond bearbeite-
ten Provisorien sind bei der Betrachtung der Biovertraglichkeit in unserer Studie kaum Unter-
schiede nennbar. Hier muss vielmehr der Aspekt der deutlich geringeren Oberflachenrauigkeit
nach Lackversiegelung gegeniiber Trim® und der damit verbundenen geringeren Biofilmbildung
gewertet werden. Jedoch sollte beachtet werden, dass mit der Anwendung des Lacks gegeniiber
dem reinen Luxatemp”-Kunststoff eine erhebliche Verschlechterung der Biokompatibilitit in
Kauf genommen werden muss. Kompensiert werden kann dies jedoch durch die deutlich geringe-
re Plaqueakkumulation in vivo und die daraus resultierende geringere bakterielle Besiedlung. Zu-
dem sollte bei der tiglichen Anwendung in der Praxis die bendtigte Zeit zur Oberflachenvergii-
tung der Provisorien beriicksichtigt werden. Auch unter diesem Gesichtspunkt scheint die An-
wendung solcher Versiegler gegeniiber der herkdmmlichen Politur iiberlegen und somit empfeh-

lenswert zu sein. Da aber der ungehirtete Lack die mit Abstand geringste Biokompatibilitdt in
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unserer Studie aufweist, ist es allerdings unerldsslich, bei der Verwendung des Lacks darauf zu
achten, dass dieser nur auerhalb des Mundes benutzt und vollstindig nach Herstellerangaben

auspolymerisiert wird.
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S. Zusammenfassung

Der provisorischen Versorgung kommt in der Zahnmedizin eine grof3e therapeutische Aufgabe
zu. Deshalb ist darauf zu achten, dass das Provisorium Schutz gegeniiber thermischen, chemi-
schen und physikalischen Einfliissen bietet und die physiologische Situation erhdlt. Die Biokom-
patibilitit der verwendeten Materialien sollte giinstig gegeniiber den oralen Geweben sein. Eine
geringe Oberflidchenrauigkeit ist anzustreben, um eine vermehrte Plaqueakkumulation wéhrend
der Tragezeit zu vermeiden.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von zwei verschiedenen Provisorienkunststoffen und von
einem Versieglerlack auf die Homoostase von parodontalen Ligamentzellen zu untersuchen.
Hierbei wurde evaluiert, ob die Kunststoffe die Expression und Ausschiittung von Zytokinen und
MMPs induzieren koénnen und inwieweit die Provisorienmaterialien bzw. der Lack zytotoxisch
wirken.

Die auspolymerisierten Kunststoffproben sowie der ungehirtete Lack wurden fiir sieben Tage in
physiologischem Medium bei 37° C inkubiert. Danach wurden die parodontalen Ligamentzellen
mit dem Gesamteluat von Trim® (T), Luxatemp”™ (L). Luxatemp® Glaze & Bond (ungehirtet, UG)
und Luxatemp® Glaze & Bond (gehirtet) in Verbindung mit Luxatemp® (LG) einzelnd stimuliert.
Fiir die zytotoxische Testung wurde der XTT-Test nach einer Stimulationsphase von 4 h, 24 h,
3d und 7d durchgefiihrt. Die Real-Time-Polymerasekettenreaktion quantifizierte die mRNA-
Expression der Interleukine IL-1, IL-8 und IL-10 sowie der Matrix Metalloproteinase MMP-1
nach 4 h und 24 h. Durch Verwendung von ELISA-Analysen konnte die sekretierte Proteinmenge
von IL-1f, IL-8 und MMP-1 im Zellkulturiiberstand nach 24 h Inkubation mit den konditionier-
ten Medien quantifiziert werden.

Die Ergebnisse der PCR und der ELISA-Tests zeigen, dass alle durch Kunststoff- bzw. Lackpro-
ben konditionierten Medien zu einer signifikant gesteigerten Expression und Sekretion der unter-
suchten Zytokine und von MMP-1 in PDL-Zellen fiihren. Die hochste Produktion von pro- und
anti-inflammatorischen Mediatoren und MMP-1 zeigten die Zellen, die mit dem ungehirteten
Lack stimuliert wurden. Die beiden nicht versiegelten Kunststoffproben hingegen zeigten den
geringsten Einfluss auf Sekretion und Expression der Entziindungsmediatoren. Bei der Auswer-
tung des zytotoxikologischen Tests kam es unter Stimulation der PDL-Zellen der reinen Luxa-
tempprobe zu keinen Verinderungen der Uberlebensrate. Alle anderen Proben fithrten zu einem

Verlust der Zellvitalitdt. Hierbei erreichten T und LG einen Verlust von ca. 60 % nach 7 d, UG
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von ca. 99 %. Im Vergleich der beiden Luxatemp” -Gruppen zeigte sich durch die Behandlung
des Provisorienkunststoffes mit dem Versieglerlack eine signifikant verringerte Biokompatibili-
tat, welche sich in der deutlich erniedrigten Zellvitalitit widerspiegelte. Diese erniedrigte Zellver-
traglichkeit konnte jedoch im gleichen MaBe bei der Gruppe Trim® festgestellt werden. Aufgrund
der in Vorstudien evaluierten geringeren Oberfldchenrauigkeit und Plaqueakkumulation, sowie
der im Vergleich zur herkommlichen Politur reduzierten Bearbeitungszeit, kann somit die Ver-
wendung von Luxatemp” Glaze & Bond zur Oberflichenversiegelung und —vergiitung empfohlen
werden. Jedoch ist bei Verwendung des Lackes darauf zu achten, dass dieser nach Herstelleran-
gaben auflerhalb des Mundes benutzt wird, um eine vollstindige Polymerisation der in dieser

Studie festgestellten zytotoxischen Monomere zu gewéhrleisten.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten wurden im Rahmen der 60. Jahrestagung der DGPro im

Mai 2011 in Hamburg als Poster priasentiert.
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