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1   Einleitung 

1.1   Ansätze zur Gewebsregeneration in der Zahnmedizin 

In den letzten Jahren ist in der Zahnmedizin ein Trend zu regenerativen 

Therapieverfahren zu beobachten. Insbesondere im Bereich der Endodontie sind 

viele Techniken und Materialien eingeführt worden, die zu einer deutlichen 

Verbesserung der klinischen Behandlungserfolge im Sinne einer 

Gewebsregeneration geführt haben (Bansal et al., 2014; Murray et al., 2007). Dazu 

zählen beispielsweise die Regeneration von Hydroxylapatit, die Induktion einer 

Hartsubstanzbarrierebildung im Bereich von Pulpa und Parodont durch 

Calciumhydroxidpräparate oder sogar die vollständige Regeneration der pulpalen 

Gewebe bei Zähnen von Heranwachsenden durch den Einsatz einer Tri-Antibiotika-

Paste (Steffen et al., 2011). Durch einen immer höheren Anspruch des Patienten an 

einen langfristigen Zahnerhalt sind diese neuen Methoden auch für schwierige 

Ausgangssituationen im Bereich der Endodontie von immer größerer Wichtigkeit. 

Eine herausragende Rolle auf diesem Gebiet spielen neue, besonders biokompatible 

Materialien, die an der empfindlichen Schnittstelle zwischen Wurzelkanalsystem und 

Parodontium zum Einsatz kommen (Torabinejad et al., 2010). Diese Materialien 

sollten nicht nur biokompatibel sein, sondern darüber hinaus auch den 

Heilungsprozess fördern und unterstützen. In den vergangenen Jahren kamen einige 

solcher meist auf Tricalciumsilikat-Zementen basierender Materialien auf den Markt, 

welche zur großen Gruppe der hydraulischen Silikatzemente zählen (Darvell et al., 

2011). Um die Wirkung dieser Materialien auf zellulärer Ebene besser zu verstehen, 

gilt es diese auf deren Eigenschaften im Bezug auf Biokompatibilität, Beeinflussung 

der Entzündungsantwort und regeneratives Potential zunächst in vitro zu 

untersuchen. 

1.2   Klinische Indikationen und deren zugrundeliegende Ätiologie 

Die klinischen Indikationen für den Einsatz dieser Materialien sind im Bereich der 

Kronenpulpa die indirekte Überkappung („Caries profunda Behandlung“) (Petrou et 

al., 2014;) und die direkte Überkappung (Bidar et al., 2014). Auch die Vitalamputation 

an Milchzähnen (Menezes et al., 2004; Oliveira et al., 2013) und die partielle 

Pulpotomie an Zähnen der zweiten Dentition gehören zu den Indikationsgebieten 

(Chailertvanitkul et al., 2014). Im apikalen Bereich des Zahnes sind die Apexifikation 
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bei noch nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum (Torabinejad et al., 1999; Bonte 

et al., 2014), die Deckung von iatrogenen Perforationen (De-Deus et al., 2006) und 

die retrograde Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion zu nennen (Bernabè 

et al., 2005).  

Grundlage für die genannten Indikationen ist zumeist eine Karieserkrankung und ein 

daraus resultierender Zahnhartsubstanzverlust. Karies ist ein multifaktorieller 

Prozess der Demineralisation von Zahnhartsubstanzen, der progredient 

fortschreitend zu irreversiblem Zahnhartsubstanzverlust führt (Arends, 1969; König, 

1971). Die Zerstörung und Demineralisation der Zahnhartsubstanz kommt durch 

länger anhaltende Säureangriffe zustande (König, 1987). Keyes stellte fest, dass 

Karies auf drei grundlegenden Faktoren beruht, nämlich dem Zusammenspiel aus 

Zahnhartsubstanz, Mikroorganismen und dem Substrat für Mikroorganismen (Keyes, 

1960; Keyes, 1968). König ergänzte diese Theorie 1987 um den Faktor Zeit (König, 

1987). 

Ein strukturierter Biofilm bestehend aus säureproduzierenden Mikroorganismen, der 

in diesem Fall als Plaque bezeichnet wird, ist die Grundlage der Kariesentstehung 

(Axelsson und Lindhe, 2004). Die genaue Zusammensetzung der Plaque spielt dabei 

eine entscheidende Rolle: Zu den Karies-auslösenden Spezies gehören vor allem 

Laktobazillen, Aktinomyzeten und Streptokokken (v.a. Streptococcus mutans und 

Streptococcus sobrinus) (Bowden, 1990; Loesche, 1986).  

Diese zahlreichen pathogenen Faktoren tragen im Gesamten dazu bei, dass 

Zahnhartsubstanz irreversibel demineralisiert und somit verloren geht.  

Jedoch nicht nur Karies, sondern auch ein Trauma kann einigen der oben genannten 

Indikationen vorausgehen. Im Verlauf eines Traumas kann es zur bakteriellen 

Invasion der ungeschützten Pulpa oder des Wurzelkanalsystems kommen 

(Zaleckiene et al., 2014). Nun soll im Folgenden auf die genannten Indikationen 

genauer eingegangen werden. 

1.2.1   Indirekte und direkte Überkappung und Pulpotomie 

Eine indirekte Überkappung im Bereich des Dentins wird notwendig wenn die 

Restdentinstärke zur Pulpa nur noch sehr gering ist, beispielsweise nach Entfernung 

einer tiefen Karies („Caries profunda“) (Opal et al., 2014). Die direkte Überkappung 

hingegen wird notwendig, wenn ein Teil der Pulpa eröffnet ist (Attin et al., 1993). 
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Ziele der indirekten und direkten Überkappung sind der Schutz der vitalen Pulpa vor 

exogenen Noxen, das Abtöten von verbliebenen Mikroorganismen, Härtung und 

Austrocknung von erweichtem Dentin und die Regeneration und Bildung von 

Tertiärdentin (Eskandarizadeh et al., 2011). Durch Applikation eines geeigneten 

Materials als Wundverband soll die Pulpa demnach vital erhalten werden. Ein 

Material, welches bisher als Mittel der Wahl galt ist Calciumhydroxid [Ca(OH)2] 

(Auschill et al., 2003). Jedoch weist dieses deutliche Nachteile auf, bezogen auf die 

Dauer der Induktion der Hartgewebsbildung und die Qualität dieser (Bakland et al., 

2012). 

Im Zuge der genannten Indikationen indirekte und direkte Überkappung ist noch eine 

weitere zu nennen: die Vitalamputation. Diese ist bei Pulpafreilegung an 

symptomlosen, kariösen Zähnen der ersten Dentition indiziert (Fuks et al., 2002, 

Parisay et al., 2015). Aufgrund der morphologischen Eigenschaften des Milchzahnes 

gestaltet sich eine konventionelle Wurzelkanalbehandlung hier schwierig. Aber auch 

nach traumatischer Freilegung der Pulpa an jugendlichen Zähnen der zweiten 

Dentition mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum ist die sogenannte partielle 

Pulpotomie möglich, allerdings nur wenn seit dem Trauma nicht mehr als 12 h 

vergangen sind. Die partielle Pulpotomie wird durchgeführt um die Vitalität des 

Zahnes zu gewährleisten und somit auch das weitere Wurzelwachstum zu sichern 

(Ghoddusi et al., 2014). Das bisher für die partielle Pulpotomie hauptsächlich 

verwendete Material ist Calciumhydroxid (Chailertvanitkul et al., 2014; Huth et al., 

2005). Calciumhydroxid zieht allerdings in einigen Fällen interne Wurzelresorptionen 

nach sich, was ein Risko bei der Anwendung birgt (Liu et al., 2011).  

1.2.2  Apexifikation 

Die Apexifikation ist indiziert bei devitalen jugendlichen Zähnen, welche kein 

abgeschlossenes Wurzelwachstum aufweisen (Bishop et al., 2002). Der Apex dieser 

Zähne ist weit offen und es findet sich keine apikale Konstriktion. Ziel der 

Apexifikation war es bisher, eine apikale Hartgewebsbildung zu induzieren, um einen 

apikalen Stopp zu generieren. Dieser Stopp ist notwendig, um die spätere 

Wurzelkanalfüllung des devitalen Zahns zu ermöglichen (Ghaziani et al., 2007; 

Steiner et al., 1968). Auch soll das Wurzelkanalsystem vor dem Eindringen von 

Mikroorganismen geschützt werden. Das bisher für die Apexifikation verwendete 

Material ist ebenfalls Calciumhydroxid, welches duch eine oberflächliche 
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Kolliquationsnekrose die Bildung einer körpereigenen Hartsubstanzbarriere induziert 

(Mohammadi et al., 2011; Corbella et al., 2014). Nachteile von Calciumhydroxid sind 

allerdings der lange Behandlungszeitraum von mehreren Monaten, die erhöhte 

Frakturgefahr der behandelten Zähne während dieser Zeit und auch die teils 

undichte gebildete Hartsubstanzbarriere (Kumar et al., 2014; Flanagan 2014). Nun 

wurden als Alternativen neue Materialien gesucht, mit denen es möglich ist direkt 

eine künstliche apikale Barriere zu formen. Gegen diese Barriere an der 

Wurzelspitze kann der Behandler dann die Wurzelfüllung kondensieren (Silva et al., 

2015). Hierfür haben sich bereits Materialien aus der Gruppe der hydraulischen 

Silikatzemente etabliert (Hong et al., 2008). 

1.2.3   Perforationsdeckung 

Eine Perforation des Wurzelkanalsystems zum Parodont im Rahmen einer 

Wurzelkanalbehandlung ist eine Behandlungskomplikation, welche sowohl iatrogen 

als auch pathologisch verursacht werden kann. Die Gründe der iatrogenen 

Perforation sind beispielsweise stark gekrümmte Kanäle, falsche 

Aufbereitungstechniken oder die inkorrekte Handhabung von Instrumenten. 

Pathologische Prozesse wie Karies können ebenfalls eine Perforation verursachen 

(Alhadainy et al., 1994). Eine Perforation kann entweder die Wurzeln betreffen oder 

aber auch bereits den Boden des Pulpenkavums im Bereich der Furkation. Durch 

eine Abdeckung der Perforationsstelle mit einem geeigneten Material wird ein 

bakteriendichter Verschluss gewährleistet (Martin et al., 1982). Perforationen wurden 

bislang mit Amalgam, Glasionomerzement, Guttapercha, Intermediate Restorative 

Material IRM oder Calciumhydroxid gedeckt (Tasatsas et al., 2005; Souza et al., 

2006; Bellam et al., 2009). Calciumhydroxid bewirkt, wie bei der Apexifikation schon 

beschrieben, die Induktion einer Barrierebildung der beteiligten Hart- und 

Weichgewebe. So wird die Stabilität der Wurzeln oder des Pulpakammerbodens 

wieder hergestellt (Büttel et al., 2013). Calciumhydroxid erweist sich jedoch nicht als 

vollständig zufriedenstellend (Bryan et al., 1999). Sowohl Amalgam als auch IRM 

weisen eine gewisse Toxizität und mangelhafte Biokompatibilität auf (Wang et al., 

2009; Al-Sabek et al., 2005). Glasionomerzemente sind hinsichtlich der 

Biokompatibilität ebenfalls verbesserungswürdig (Tai et al., 2000). Auch im Bereich 

dieser Indikation werden also Materialien gesucht, welche diese genannten Mängel 

nicht aufweisen. Bis dato haben sich für diese Indikation ebenfalls die hydraulischen 
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Silikatzemente im klinischen Einsatz bewährt (Mente et al., 2014). Nun sollen neu auf 

den Markt gekommene Materialien für diese Indikationsgebiete genauer untersucht 

werden. 

1.2.4    Retrograde Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion 

Als invasivste Methode bei der der Einsatz von regenerativen Materialien 

gerechtfertigt erscheint, kann die Wurzelspitzenresektion gelten, welche eine Technik 

aus dem Bereich der endodontischen Chirurgie ist. Grundsätzlich notwendig wird 

eine Wurzelspitzenresektion bei Versagen oder Unmöglichkeit einer orthograden 

endodontischen Behandlung und dem Misserfolg einer Wurzelkanalrevision (gemäß 

der Leitlinie zur Wurzelspitzenresektion der DGZMK 2009). Auch das Vorliegen einer 

Fraktur im unteren Wurzeldrittel oder Abbruch einer Instrumentenspitze im apikalen 

Wurzelbereich sind mögliche Indikationen für einen solchen Eingriff (Kunkel et al., 

2007). Im Anschluss an eine Wurzelspitzenresektion muss eine retrograde 

Wurzelkanalfüllung erfolgen, um das Wurzelkanalsystem nach apikal dicht zu 

verschließen (Friedman, 1991). Dieser Verschluss gelingt durch ein geeignetes 

Füllungsmaterial.  

Verschiedene Studien haben sich in der Vergangenheit mit den Materialien und 

deren Erfolgsrate bei retrograd gefüllten Zähnen nach Wurzelspitzenresektion 

beschäftigt. Zu nennen sind unter anderem Amalgam, IRM (Zinkoxid-Eugenol-

Zement; Dentsply, Ballaigues, Schweiz), Glasionomerzemente (GIZ), Guttapercha 

und Komposite (Finne et al. 1977; Dorn et al. 1990; Rud et al., 1991; Jesslén et al., 

1995; Trope et al., 1996). Dabei hat sich keines dieser Materalien durchsetzen 

können, da entweder eine hohe Zytotoxizität, wie bei Amalgam und IRM (Zhu et al., 

1999), oder eine schwierige Verarbeitung und daraus resultierende unsichere 

werkstoffkundliche Eigenschaften (bei GIZ und Komposit) (De Bruyne et al., 2004) 

vorliegen. 

1.3   Materialien aus der Gruppe der hydraulischen Silikatzemente  

Die bereits genannten klinischen Indikationen im Bereich der Endodontie wurden in 

der Vergangenheit mit den beschriebenen unterschiedlichen Materialien versorgt. 

Aufgrund der bereits genannten Nachteile der Materialien wurde jedoch nach 

neueren, universell einsetzbaren gesucht. Hier ist besonders die Gruppe der 

hydraulischen Silikatzemente von Interesse. 
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In den 1990er Jahren wurde Mineral Trioxide Aggregate (MTA; z.B. ProRootMTA®; 

Dentsply, York, PA, USA) entwickelt (Torabinejad et al., 1994; Torabinejad et al., 

1995). MTA vereint einige chemische und physikalische Anforderungen an einen in 

der Endodontie einsetzbaren Zement, beispielsweise Biokompatibilität und geringe 

Zytotoxizität (Ceci et al., 2015). Die schwierige Handhabung und die lange 

Abbindezeit von MTA waren jedoch Gründe für die Suche nach weiteren 

verbesserten Materialien (Torabinejad et al., 1995; Elnaghy et al., 2013; Parirokh et 

al., 2010). Aus diesem Grund gelangten in den vergangenen Jahren weitere 

Untergruppen der hydraulischen Silikatzemente auf den Markt. Ein Beispiel für so 

eine Untergruppe ist reiner Portland-Zement. Das Produkt Medcem MTA gehört zu 

dieser Gruppe und stellt eine interessante Neuentwicklung auf diesem Gebiet dar: es 

besteht aus der Mischung eines Portland-Zements und dem Röntgenkontrastmittel 

Zirconiumdioxid (Medcem MTA®; Medcem GmbH, Weinfelden, Schweiz; Attik et al., 

2014). Ein andere Untergruppe der hydraulischen Silikatzemente sind die MTA 

Derivate. Dazu gehört Biodentine. Es wird auch zu den bioaktiven Gläsern auf 

Calciumsilikatbasis gezählt (Biodentine®; Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, 

Frankreich). Durch Zusatz des Abbindebeschleunigers Calciumchlorid wird die 

Abbindezeit von bioaktiven Gläsern deutlich verkürzt, vor allem im Vergleich zu den 

Portland-Zement-Derivaten. Daher ist es nun von besonderem Interesse, auch die 

Eigenschaften der neueren Materialien Medcem MTA und Biodentine genauer zu 

untersuchen, um deren Einsetzbarkeit unter anderem im Bereich der Endodontie zu 

bestätigen. 

1.3.1  ProRootMTA 

ProRootMTA ist ein Derivat des Portland-Zements (Mitchell et al., 1999; Torabinejad 

et al., 1995). Er besteht aus verschiedenen Oxidverbindungen wie Tricalciumsilikat, 

Dicalciumsilikat, Tricalziumaluminat, Tetracalciuminiumferrit, Calciumsulfatdihydrat 

und zusätzlich Bismutoxid zur Verbesserung der Röntgenopazität. ProRootMTA wird 

nach Hellwig und Mitarbeitern in einem Verhältnis von 3:1 (1g MTA:0,35 g H2O; 

Hellwig et al., 2013) mit destilliertem Wasser angemischt. Der Hersteller Dentsply 

gibt keine genauen Angaben zum Mischungsverhältnis an. Je nach gewünschter 

Viskosität soll der Behandler selbst die Wassermenge bestimmen. Beim Abbinden 

bildet ProRootMTA ein kolloidales Gel. Die Abbindezeit beträgt durchschnittlich 165 
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min (Torabinejad et al. 1995). Nach dem Anmischen weist MTA einen pH-Wert von 

10 auf, welcher innerhalb von 3 h auf 12,5 steigt. 

Verschiedene Studien beschäftigten sich in den vergangenen Jahren mit den 

Eigenschaften von ProRootMTA im Hinblick auf die oben genannten 

Indikationsbereiche, wie die indirekte und direkte Überkappung oder die retrograde 

Füllung von Zähnen nach Wurzelspitzenresektion und Apexifikationen. In einer 

Studie lag die Heilungsrate der 64 untersuchten Zähne mit iatrogener 

Wurzelperforation, die alle mit ProRootMTA behandelt worden waren, bei 86% 

(Mente et al., 2014). In einer weiteren Studie wurde die Adaptation von 

verschiedenen Materialien an den Wänden von Wurzelkanälen untersucht. 

ProRootMTA wurde mit AH Plus Sealer (Dentsply) und Portlandzement mit 20% 

Zirconiumdioxid Beimischung verglichen. Die Adaptation von ProRootMTA in 1 mm 

Entfernung vom Apex der retrograd gefüllten Zähne unterschied sich statistisch nicht 

von der Adaptation der anderen Materialien (Amoroso-Silva et al., 2014). Auf Basis 

der Ergebnisse ist MTA in werkstoffkundlicher Hinsicht ein guter Ersatz für die bis 

dato existierenden Materialien in der Endodontie, es bedarf jedoch weitere Studien in 

dieser Richtung. 

1.3.2   Medcem MTA 

Medcem MTA gehört, ebenso wie ProRootMTA, zu den hydraulischen 

Silikatzementen und unterscheidet sich von ProRootMTA nach Angaben des 

Herstellers durch die Beimischung von Zirconiumdioxid anstelle von Bismutoxid als 

Röntgenkontrastmittel. Das Pulver wird, wie ProRootMTA, mit Wasser angemischt. 

Das genaue Verhältnis Wasser zu Pulver wird vom Hersteller nicht angegeben. Der 

Behandler entscheidet je nach gewünschter Viskosität die Menge an Wasser die 

hinzugegeben wird. Zu der großen Gruppe der hydraulischen Silikatzemente gibt es 

zu diesem Zeitpunkt einige Studien, die sich jedoch nicht speziell auf das Produkt 

Medcem MTA beziehen sondern auf die Portlandzemente im Allgemeinen. Dies stellt 

ein Problem der Forschung dar, da der Begriff „Portlandzement“ eine Vielzahl an 

unterschiedlich zusammengesetzten Materialien bezeichnet. Die genauen 

Bestandteile der Portlandzemente werden nicht einheitlich kontrolliert oder garantiert. 

Die Indikationen für die Anwendung von Medcem MTA decken sich naturgemäß mit 

den Indikationen für ProRootMTA. Eine Studie verglich in vitro das 

Abdichtungsvermögen von Portlandzement und ProRootMTA an insgesamt 24 
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retrograd gefüllten Zähnen. Zwischen beiden Materialien wurde kein signifikanter 

Unterschied festgestellt (Islam et al., 2005). Eine weitere Studie stellte in Bezug auf 

Apexifikationen fest, dass das Abdichtungsvermögen der beiden Materialien 

Portlandzement und ProRootMTA ebenfalls vergleichbar war. Dazu war ein in vitro 

Apexifikationsmodell verwendet worden (Hong et al., 2008).  

Bis jetzt scheinen die reinen Portlandzemente, also auch Medcem MTA, im Vergleich 

zu den derzeit auf dem Markt erhältlichen Produkten wie ProRootMTA einen 

entscheidenden Vorteil zu haben, nämlich den geringen Kostenfaktor. Die hohe 

Verfügbarkeit und die niedrigen Kosten machen die Portlandzemente deshalb zu 

einer interessanten Alternative (Tenório de Franca et al., 2010). Auf die weiteren 

Eigenschaften des Materials wird im Folgenden näher eingegangen. Jedoch lässt die 

Studienlage bezüglich der biologischen Eigenschaften speziell für das Medcem MTA 

Produkt trotz einiger vorliegender Untersuchungen zu wünschen übrig. Es bedarf 

somit umfassender Versuche um Medcem MTA als gleichwertigen Ersatz von 

ProRootMTA anzuerkennen. 

1.3.3  Biodentine 

Biodentine gehört ebenfalls zu den hydraulischen Silikatzementen, genauer zu der 

Gruppe der MTA Derivate. Es ist ein Material auf Calciumsilikatbasis welches seit 

2009 auf dem Markt erhältlich ist (Malkondu et al., 2014). Es beinhaltet vor allem 

Tricalciumsilikat (Camilleri et al., 2013). Zusätzlich ist Calciumkarbonat beigefügt 

(Grech et al., 2013) und als Röntgenkontrastmittel Zirconiumdioxid (Setbon et al., 

2014). Das Material liegt als Pulver in Kapselform vor und wird mit einer wässrigen 

Lösung aus Calciumchlorid in einem Triturator angemischt. Das Calciumchlorid trägt 

zu einer relativ schnellen Abbindezeit von 12 min bei (Septodont, Produktinformation 

Herstellerangaben). Grech und Mitarbeiter bestätigten eine schnelle Abbindezeit im 

Verhältnis zu anderen untersuchten Materialien wie beispielsweise IRM (Grech et al., 

2013). 

Biodentine kann genauso wie ProRootMTA und Medcem MTA in verschiedensten 

Bereichen der Endodontie eingesetzt werden. Eine Studie untersuchte 

beispielsweise in vitro die Eigenschaften von Biodentine als Material für die 

Apexifikation. Es bestand ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Härte der 

Materialien Biodentine und ProRootMTA im Vergleich (Caronna et al., 2014). Weiters 

wurde die Adaptation von Biodentine und MTA in vitro an 30 retrograd gefüllten 
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Zähnen überprüft und kein statistischer Unterschied zwischen den Materialien 

festgestellt (Soundappan et al., 2014). 

1.4   Wirkung der Zementeluate auf orale Zellen in-vitro 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Wirkung von Medcem MTA, ProRootMTA und 

Biodentine auf orale Zellen in vitro. Neben den bereits beschriebenen physikalisch-

chemischen Eigenschaften müssen bei den neuen Materialien zunächst vor allem 

deren Eigenschaften hinsichtlich der Biokompatibilität untersucht werden. Erstens 

soll eine möglichen Zytotoxizität oder Genotoxizität ausgeschlossen und die 

Biokompatibilität überprüft werden. Diese Eigenschaften sind relevant, da die 

Materialien mit Zahn oder Parodont und damit vitalem Geweben dauerhaft in Kontakt 

treten.  

Zweitens soll der Einfluss auf die inflammatorische Signaltransduktions-Kaskade 

überprüft werden. Als klassische Signaltransduktionswege zur Testung der Wirkung 

auf das Entzündungsgeschehen können das „nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer' of activated B-cells“ (NF-κB)-System und das Cyclooxygenase-System 

(COX) gelten. Die Wirkung von neuen Materialien auf diese Systeme in vitro ist somit 

ein wichtiger Ansatzpunkt zum Verständnis ihrer entzündungsmodulierenden 

Wirkung.  

Weiters wird das regenerative und das osteoinduktive Potential der Zemente 

untersucht. Die osteogene Differenzierung von parodontalen und mesenchymalen 

Stammzellen unter Einfluss dieser Materialien wird über die Expression des 

Transkriptionsfaktors RUNX2 und den Nachweis eines osteogenen Markers 

(Osteocalcin) untersucht.  

Im Folgenden wird der bisherige Stand der Forschung zu diesen Themengebieten 

dargestellt. Dabei ist zu bemerken, dass in Bezug auf Medcem MTA bis jetzt nur 

wenige bis gar keine Forschungsergebnisse vorliegen. Dabei wären diese 

Forschungsergebnisse von Interesse, da Medcem MTA als Röntgenkontrastmittel 

Zirconiumdioxid anstelle von Bismutoxid zugesetzt ist, welches die Eigenschaften 

des Materials im Vergleich zu ProRoot MTA verändern könnte. 

1.4.1   Biokompatibilität 

Eine genaue Definition der Biokompatibilität wurde 2003 von Williams gegeben. 

Biokompatibilität ist die Fähigkeit eines Medizinproduktes dessen vorgesehene 
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Funktion zu erfüllen, sich aber gleichzeitig ohne unerwünschte lokale oder 

systemische Effekte in den Organismus zu integrieren (Williams, 2003). Ein 

biokompatibles Material sollte also weder zytotoxisch noch genotoxisch sein. Diese 

möglichen negativen Effekte der drei endodontischen Materialien auf humane Zellen 

müssen also für eine bedenkenlose Anwendung ausgeschlossen werden. 

1.4.1.1  Zytotoxizität 

Als Zytotoxizität wird die schädigende Wirkung einer Substanz auf vitale Zellen und 

Gewebe beschrieben. Zur Beurteilung der Zytotoxizität von Materialien und 

Substanzen und zum Nachweis des möglichen Zelltods können verschiedene in-

vitro-Testverfahren eingesetzt werden. Dadurch wird die Wirkung der zu testenden 

Substanz auf die Zellviabilität überprüft, zumeist im Vergleich mit einer 

Negativkontrolle und einer Positivkontrolle. Die Zellviabilität bezeichnet den Anteil an 

vitalen Zellen innerhalb einer Zellpopulation. Eines dieser Testverfahren ist der WST-

8-Proliferationstest (Water soluble Tetrazolium salts; PromoKine Gmbh, Heidelberg, 

Deutschland). Mit diesem Verfahren werden die vitalen, metabolisch aktiven Zellen 

innerhalb einer Zellpopulation bestimmt. Der Test überprüft dies durch Nachweis der 

zeitgleichen Anwesenheit zellulärer Dehydrogenasen und geeigneter 

Reduktionsäquivalente beispielsweise NAD(P)H. Weitere mögliche Verfahren sind 

der Trypanblau-Ausschlusstest und beispielsweise der MTT-Test (Mosmann's 

tetrazolium toxicity; 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zoliumbromid)).  

Im Folgenden werden einige Studien beschrieben, welche die Biokompatibilität der 

Materialien größtenteils bestätigen. In einer in-vitro-Studie wurde an humanen 

dentalen Pulpa-Stammzellen die mögliche Zytotoxizität von ProRootMTA mittels 

eines MTT-Tests überprüft. Die Zellen zeigten keinerlei Anzeichen einer 

Beeinträchtigung der Lebensfähigkeit und eine Steigerung der Proliferation konnte 

nachgewiesen werden (Jaberiansari et al., 2014). Durch einen MTT-Test mit 

humanen Monozyten wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Biodentine und 

ProRootMTA bezogen auf die Biokompatibilität festgestellt (Khedmat et al., 2014). 

Biodentine wies in einem Zytotoxizitäts-Versuch mit humanen Fibroblasten des 

parodontalen Ligaments (hPDLF) nach Färbung mittels Trypanblau und Bestimmung 

der Zellzahl ein etwas höheres zytotoxisches Potential auf als MTA (Samyukhta et al. 

2014). Die Portlandzemente schnitten in einem in vitro MTT-Test mit humanen 
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Fibroblasten des parodontalen Ligaments etwas besser ab als MTA (MTA Angelus; 

Londrina, PR, Brasilien) (Yoshino et al., 2013).  

Der MTT-Test bestimmt das Reduktionsvermögen mitochondrialer Dehydrogenasen 

von lebenden Zellen. Ein Vorteil des WST-8-Tests im Hinblick auf den MTT-Test ist 

die Verwendung von wasserlöslichem statt wasserunlöslichem Formazan (Tantular 

et al., 2003). So entfällt der Lösungsschritt mit zytotoxischem DMSO 

(Dimethylsulfoxid), welcher beim MTT-Test notwendig ist (Sexton, 1979). 

Trotz dieser Ergebnisse fehlt es an Studien, welche die Eigenschaften aller drei 

Materialien im Hinblick auf ihre Biokompatibilität vergleichen. Dies wäre ein wichtiger 

Faktor für den Einsatz von Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine in der 

Endodontie.  

1.4.1.2  Genotoxizität 

Für die Überprüfung der Genotoxizität und das Aufdecken von DNA- und 

Chromosomenschäden kann der Mikrokerntest herangezogen werden (Heddle et al., 

1991; Countryman et al, 1976; Ostling et al., 1984). Mikrokerne bestehen aus 

Chromatin und befinden sich getrennt vom Zellkern im Zytoplasma, sie enthalten 

also geschädigte DNA. Sie erscheinen jedoch viel kleiner als dieser (Schiffman et al., 

1991). Die Größe sollte nicht mehr als ein Drittel des Hauptkerndurchmessers 

betragen, sie sollten in dessen Nähe und in derselben Fokussierungsebene liegen. 

Weiters sollten sie keine Verbindung zum Hauptkern haben und einen glatten Umriss 

(Countryman et al., 1976). Sie können durch exogen einwirkende Substanzen oder 

Noxen entstehen. Mikrokerne sind somit ein Maß für die chromosomale Schädigung 

(Evans et al., 1959). Sie enthalten Chromosomen oder deren Bruchstücke und 

werden wie der Zellkern von einer Kernmembran mit Poren umgeben (Schiffmann et 

al., 1991). Mikrokerne bestehen also aus DNA, die bei der Zellteilung nicht in einen 

der Tochterkerne integriert wurde (Schultz und Onfelt, 1994). Zur Detektion von 

Mikrokernen wird eine Methode nach Fenech und Mitarbeitern eingesetzt. Die Zellen 

werden mit der potentiellen Noxe in Kontakt gebracht. Die Teilung der Zellen wird 

abgewartet und die Zellen werden entsprechend angefärbt. Cytochalasin B wird noch 

vor der Noxe hinzugegeben. Dies ist sinnvoll, um unterscheiden zu können ob die 

Zellen bereits die Mitose durchlaufen haben oder nicht. Cytochalasin B hemmt 

nämlich die Zellteilung, nicht aber die Kernteilung. Wenn die Zellen nun eine Mitose 

durchlaufen, entstehen doppelkernige Zellen. Eine diploide Zelle mit einem Mikrokern 
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kann somit als genotoxisch geschädigte Zelle klassifiziert werden (Fenech et al., 

1985). 

In Bezug auf das Mikrokern-Verfahren existieren für ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine bis dato wenige Studien. Eine in vitro Studie konnte nach Inkubation von 

V79 Zellen mit MTA Extrakten keine erhöhte Anzahl von Mikrokernen nachweisen 

(Camargo et al., 2009). Eine weitere Studie überprüfte die Auswirkungen von 

hydraulischen Silikatzementen an humanen Lymphozyten mittels Mikrokern-Test. 

Das Auftreten von Mikrokernen war im Verhältnis ähnlich zu dem der Kontrollgruppe, 

also lag hier eine geringe Genotoxizität vor (Laurent et al., 2008). Auch in Bezug auf 

die Genotoxizität sind weitere Studien im Hinblick auf die vorliegende Studienlage 

nötig. 

1.4.3   Wirkung auf Wege der inflammatorischen Signaltransduktion 

Die mögliche Wirkung der drei Materialien ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine auf die zelluläre inflammatorische Signaltransduktion wurde bereits in 

einigen Studien untersucht. Dabei kamen in vitro Zellkulturmodelle sowohl mit 

unstimulierten Zellen als auch mit artifiziell entzündlich stimulierten Zellen zum 

Einsatz. Zum einen erfolgte die Untersuchung in Bezug auf das NF-κB-System, zum 

anderen auf das COX-System. Dabei ist bei Ersterem die Expression des Zytokins 

Interleukin 6 (IL-6) besonders von Interesse und bei Zweiterem die Expression des 

Arachidonsäurederivats Prostaglandin E2 (PGE2), da dieses die eigentliche 

Gewebsschädigung bedingt. 

1.4.3.1  NF-κB-System 

NF-κB ist ein essentieller Transkriptionsfaktor (Sen et al., 1986). Dieser besteht aus 

einem Komplex aus mehreren Proteinen (p50, p105, p52, p100, p65, RelB, c-Rel) 

und befindet sich im Zytoplasma der Zellen des menschlichen Organismus. Dort wird 

NF-κB durch Bindung an IκBα Proteine (Inhibitors of κB) im inaktiven Zustand 

gehalten (Baeuerle, 1988). Eine vereinfachte Übersicht über den NF-κB-Signalweg 

zeigt Abbildung 1. 
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Abbildung 1: Wege der NF-κB Signalkaskade auf Zellebene (Gilmore, 2006; Brasier, 
2006; Perkins, 2006) 

NF-κB spielt unter anderem eine große Rolle bei der Regulation der 

inflammatorischen Entzündungskaskade. Die Aktivierung der NF-κB Signalkaskade 

wird beispielsweise durch die Zytokine Tumor Nekrose Faktor α (TNF- α) und IL-1β 

und durch bakterielle Produkte wie Lipopolysaccharide ausgelöst (Baeuerle et al., 

1997). TNF-α gehört zu den wichtigsten Entzündungsmediatoren des menschlichen 

Immunsystems. Es wird hauptsächlich von Makrophagen gebildet. Diese Bildung 

wird über „Toll-like Rezeptoren“ (TLR) und NF-κB angeregt. Das lösliche sTNF wirkt 

auf die zellulären Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2. Über verschiedene 

Zwischenschritte wird so der nukleäre Transkriptionsfaktor NF-κB aktiviert: NF-κB ist 

normalerweise an die IκBα Proteine gebunden. Die Stimulation mit TNF-α bewirkt 

den Abbau der IB Proteine durch Phosphorylierung (Miyamoto et al., 1994). Das 

freie ungebundene NF-κB transloziert in den Zellkern. Dort kann es durch Bindung 

an regulatorische DNA Abschnitte als Transkriptionsfaktor wirken. Auf diesem Weg 

stimulierte Zellen produzieren vermehrt Zytokine beispielsweise IL-6 oder IL-8 

(Bonizzi et al., 2004). Zudem bewirken sie eine Expressionssteigerung von 

Schlüsselenzymen der peripheren Entzündungsreaktion, wie der Leukotrienoxidase 

(LOX, Produktion von Leukotrienen) (Vervordeldonk et al., 1996) und der COX-2, die 

die Bildung von Prostaglandinen katalysiert (Yamamoto et al., 1995). Die gebildeten 
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Mediatoren verstärken somit die Entzündungsreaktion, wie die Entwicklung von 

Fieber oder lokale Entzündungserscheinungen wie Schwellung, Schmerz und 

Rötung. 

Viele Untersuchungen beschäftigen sich mit dem Einfluss von endodontischen 

Materialien auf diese Systeme. Mittels Western Blot und ELISA wurden die Effekte 

von MTA auf dentale pulpale Zellen geklonter Ratten (RPC-C2A) untersucht. 

ProRootMTA bewirkte eine erhöhte Phosphorylierung von IκBα Proteinen und die 

Translokation von NF-κB Untereinheiten in den Zellkern. Die Schlussfolgerung ergab, 

dass MTA via NF-κB Signalweg einen Entzündungsvorgang induzierte (Minamikawa 

et al., 2009). Eine weitere Studie überprüfte die mögliche Aktivierung des NF-κB 

Signalweges durch MTA in Stammzellen der apikale Papille (SCAPs). Auch hier kam 

es zu einem erhöhten Nachweis von zytoplasmatischem phosphorylierten IκBα. Auch 

ein erhöhtes Vorkommen von p65, sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern, sowie 

die gesteigerte nukleäre Translokation von p65 wurden festgestellt. MTA aktivierte 

also auch hier den NF-κB Signalweg (Yan et al., 2014). Eine weitere Studie 

beschäftigte sich ebenfalls mittels Western Blot-Analyse mit der Wirkung von MTA 

auf inflammatorisch stimulierte dentale pulpale Stammzellen (iDPSCs). MTA bewirkte 

eine Aktivierung des NF-κB Signalweges (Wang et al., 2014). ProRootMTA bewirkte 

ebenfalls die Expression von IL-6 in Osteoblasten (MG-63) (Ciasca et al., 2012). 

Auch in humanen Osteosarkomzellen (MG63) nach Inkubation mit MTA wurde die 

Expression von IL-6 festgestellt (Mitchell et al., 1999). Mittels ELISAs mit 

Osteoblasten (MG63) wurde ebenfalls eine Erhöhung der Expression von IL-6 bei 

Zellen, die mit MTA in Kontakt gebracht worden waren, gefunden (Koh et al., 1998). 

Die Studienlage im Hinblick auf die Expression von Zytokinen und auf den Einfluss 

auf die inflammatorische Signaltransduktion lässt im Hinblick auf Medcem MTA, 

ProRootMTA und Biodentine zu wünschen übrig. Um genauere Aussagen über die 

Eigenschaften dieser Materialien treffen zu können sind somit umfangreiche 

Untersuchungen nötig, die einen möglichen Einfluss auf den NF-κB-Signalweg als 

auch die IL-6 Expression klären. 

1.4.3.2  Cyclooxygenase-System 

Die Cyclooxygenasen bewirken im menschlichen Organismus die Synthese von 

Prostaglandinen aus Arachidonsäure (Smith et al., 1992). Man unterscheidet dabei 

zwei Unterformen, nämlich die COX-1 und die COX-2. In dieser Arbeit beziehen wir 
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uns auf das Enzym COX-2, da dieses vor allem eine Rolle bei inflammatorischen 

Prozessen spielt. Es kommt durch Zytokin-vermittelte Aktivierung verschiedener 

Trankriptionsfaktoren zu einer vermehrten Aktivität der COX-2 (induzierbare COX). 

Zu nennen sind hier vor allem die Zytokine IL-1β und „tumor necrosis factor “ α (TNF-

α; Yucel et al., 1999; Jobin et al., 1998). Durch die vermehrte Expression von COX-2 

kommt es zu einer erhöhten Produktion von inflammatorischen Prostaglandinen, 

insbesondere PGE2. PGE2 ist ein wichtiges, lokal wirkendes Molekül bei 

inflammatorischen Prozessen (Coon et al., 2007). Es wird direkt nach seiner 

Synthese aus der Zelle freigesetzt (Schuster et al., 2002). Wirkungen von PGE2 sind 

im Rahmen der Entzündungsreaktion die Erhöhung der Gefäßpermeabilität, die 

Verstärkung von Schmerz und die Induktion von Fieber. 

In Bezug auf die hydraulischen Silikatzemente und das Cyclooxygenase-System 

beschäftigte sich eine Studie beispielsweise mit dem Effekt von Biodentine auf 

humane dentale Pulpazellen. Biodentine bewirkte eine mäßige Hochregulation von 

COX-2 und PGE2, verglichen mit dem Kontrollmaterial IRM (Chang et al., 2014). Eine 

weitere in vitro Studie kam zu dem Schluss, dass MTA und Calciumsilikate eine 

entzündliche Reaktion und gesteigerte COX-2 Expression in primären humanen 

dentalen Pulpa-Stammzellen herbeiführten (Chen et al, 2010). Die Hochregulation 

von COX-2 und von PGE2 in dentalen Pulpazellen geklonter Ratten, welche mit MTA 

stimuliert worden waren, wurde ebenfalls in der Vergangenheit beforscht 

(Minamikawa et al., 2009).  

Nun ist auch hier die Studienlage zum Thema hydraulische Silikatzemente und ihrem 

Einfluss auf das Cyclooxygenase-System nicht aussagekräftig genug. Es bedarf also 

weiterer Studien welche sich genauer damit befassen. 

1.4.4   Wirkung auf Differenzierung von Stammzellen 

Das mögliche regenerative Potential von endodontischen Materialien wie 

ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine wurde in der letzten Zeit bereits in 

einigen Studien untersucht. Ein wichtiger Hinweis auf die regenerative Wirkung ist 

die osteogene Differenzierung von Stammzellen. Das Differenzierungsverhalten von 

zum einen mesenchymalen humanen Stammzellen (hMSC) und zum anderen von 

einer immortalisierten, humanen parodontalen Progenitorzelllinie (hPDSC_hTERT) 

unter Einfluss der regenerativen Materialien Medcem MTA, ProRootMTA und 

Biodentine kann als Modell zur Untersuchung dienen. 
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Das parodontale Ligament des Zahnes besteht aus verschiedenen heterogenen 

Zellpopulationen wie den Osteoblasten, Fibroblasten und Zementoblasten (Bartold et 

al., 2000). Sowohl die mesenchymalen Stammzellen als auch die parodontalen 

Progenitorzellen sind in der Lage, unter entsprechenden Bedingungen zu den 

genannten Zellen zu differenzieren. Wichtig für die osteogene Differenzierung sind 

dabei unter anderem die richtigen Kulturbedingungen (Jaiswal et al., 1997). Eine 

Folge der Differenzierung zu Osteoblasten ist die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors RUNX2 und die vermehrte Expression verschiedener Proteine 

(osteogene Marker) wie beispielsweise Osteocalcin (OCN), Osteopontin, Bone 

Sialoprotein (BSP) und Alkalische Phosphatase (ALP).  

Parodontale Progenitorzellen sind Abkömmlinge von adulten multipotenten 

mesenchymalen Stammzellen. Sie sind ebenfalls multipotent und besitzen die 

Fähigkeit, sich sowohl in die Osteoblasten-Linie als auch in die Zementoblasten- 

oder Fibroblasten-Linie zu differenzieren (Seo et al., 2004; Gay et al., 2007, Bartold 

et al. 2006). Mögliche Differenzierungswege einer parodontalen Progenitorzelle sind 

in Abbildung 2 dargestellt. 

 

Abbildung 2: Wege der Differenzierung der parodontalen Prognitorzelle unter 
Einfluss von verschiedenen Wachstumsfaktoren (Ivanovski et al., 2006) 
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Von besonderem Interesse ist der Transkriptionsfaktor RUNX2. Dieser wurde 1997 

von Komori und Mitarbeitern im Zusammenhang mit osteoblastärer Differenzierung 

beschrieben (Komori et al., 1997). RUNX2 gilt als regulatorisches Protein der 

Knochenneubildung (Bruderer et al., 2014). Er gehört zu den "Runt box" (RUNX) 

Transkriptionsfaktoren (Coffman und Mitarbeiter, 2003), welche auch “core binding 

factor-α” (CbFα) genannt werden. Beim Mensch sind drei RUNX Faktoren bekannt 

(RUNX-1, RUNX-2, RUNX-3). Die RUNX-Gene regulieren die Expression von 

Zielgenen durch Bindung and deren Promotorregion. Zielgene von RUNX2 sind vor 

allem osteoblastentypische Gene wie Kollagen-I, Osteopontin, Osteonectin, BSP und 

OCN (Komori et al., 2002; Aubin et al., 1995). RUNX2 legt die Differenzierung von 

Osteoblasten aus pluripotenten mesenchymalen Stammzellen fest, induziert diese 

Differenzierung im frühen Stadium und terminiert diese im späten Stadium (Komori 

und Mitarbeiter 1997; Komori 2002, Liu 2001). Abbildung 3 gibt einen Überblick über 

die möglichen Differenzierungswege einer mesenchymalen Stammzelle. 

 
Abbildung 3: Differenzierung einer pluripotenten mesenchymalen Stammzelle zum 
Osteozyten unter Einfluss von RUNX2 (Zhang et al., 2012) 

Ein weiterer Hinweis für die osteogene Differenzierung ist also die Expression dieser 

genannten Zielgene des RUNX2 Transkriptionsfaktors. Im Rahmen der 
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Knochenneubildung können dabei verschiedene Phasen der Expression 

unterschieden werden (Abe et al., 1993). Je nach Phase werden einzelne osteogene 

Marker besonders ausgeprägt exprimiert. Abbildung 4 zeigt den zeitlichen Verlauf 

und den Grad der Expression der unterschiedlichen osteogenen Marker in 

Reihenfolge (Owen et al., 1990). Daraus geht hervor, dass zunächst Kollagen Typ I, 

ALP, dann Osteopontin und schließlich OCN exprimiert werden. Insbesondere OCN 

ist ein wichtiger osteogener Marker, da er das Stadium der reifen Osteoblasten 

repräsentiert (Owen et al., 1990). 

 

Abbildung 4: Phasen der Expression unterschiedlicher osteogener Marker während 
der osteogenen Differenzierung (Owen et al., 1990) 

Im Rahmen dieser Studie wird die Wirkung von verschiedenen hydraulischen 

Silikatzementen wie ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine auf die 

Differenzierung von Stammzellen an zwei unterschiedlichen Stellen getestet: 

Zunächst einmal am Anfang der Differenzierung in Form der RUNX2 Expression der 

Zellen und schließlich zum Ende des Differenzierungsweges in Form der OCN 

Expression der Zellen. 

1.4.4.1  Differenzierung von hMSC und hPDSC_hTERT 

Das regenerative Potential von ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine wurde in 

in Bezug auf mesenchymale Stammzellen und parodontale Progenitorzellen 

überprüft. Dafür wurden unterschiedliche Parameter betrachtet. Zu diesen zählen vor 

allem das ALP-Level, der Kalknachweis mittels Alizarin-Rot-Färbung, die RUNX2 

Expression oder die OCN Expression. 
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Einige Studien beschäftigten sich in der Vergangenheit mit der Wirkung von 

unterschiedlichen hydraulischen Silikatzementen auf die Differenzierung von 

Stammzellen. Beispielsweise lag der ALP-Level von mesenchymalen Stammzellen 

nach Stimulation mit ProRootMTA und Biodentine im Vergleich zum Level der 

Kontrollgruppe bei beiden Zementen höher. Ebenfalls wurde ein signifikanter Anstieg 

des mRNA Levels von OCN festgestellt. (Lee et al., 2014). Eine weitere Studie mit 

humanen orofazialen mesenchymalen Stammzellen stellte eine potentielle Förderung 

der Gewebsregeneration in periapikalen Knochendefekten unterstützt von 

Calciumsilikatzementen fest (Gandolfi et al., 2014). Die verstärkte Mineralisation und 

die osteogen-ähnliche Differenzierung von humanen dentalen Pulpastammzellen 

nach Inkubation mit MTA wurde ebenso nachgewiesen (Asgary et al., 2014). Auch im 

Hinblick auf parodontale Progenitorzellen bewirkte MTA eine Induktion der Aktivität 

der ALP und damit der osteoblastären Differenzierung (Bonson et al., 2004). MTA 

bewirkte auch eine Steigerung der Expression des Transkriptionsfaktors RUNX2 in 

hPDLs (Hakki et al., 2012) und genauso auch in humanen alveolären Knochenzellen 

(Perinpanayagam et al., 2009). Eine Studie bestätigte ebenfalls, dass MTA den 

Differenzierungsweg pluripotenter mesenchymaler Stammzellen (C2C12) in die 

Osteoblasten-Linie zu lenken vermochte. Dies gelang durch Nachweis der 

signifikanten Hochregulation des zellulären Phänotyp-spezifischen Markers RUNX2 

(Matsumoto et al., 2013). 

Im Hinblick auf die Wirkung von hydraulischen Silikatzementen auf OCN untersuchte 

eine Studie die Effekte von ProRootMTA auf humane dentale Pulpazellen. 

ProRootMTA steigerte das mRNA Expressionslevel von OCN der Zellen deutlich im 

Vergleich mit IRM (Chang et al., 2014). Genauso induzierte ProRootMTA die 

Hochregulation der Genexpressionslevel von OCN in humanen dentalen Pulpazellen 

(Paranjpe et al., 2011). Eine weitere Studie bestätigte dies: In Stammzellen der 

apikalen Papille (SCAPs) wurde nach Kontakt mit MTA vermehrt OCN nachgewiesen 

(Yan et al., 2014). Auch in humanen dentalen Pulpastammzellen steigerte MTA die 

OCN Expression (Zhao et al., 2012). Eine weitere Studie untersuchte die Effekte von 

MTA und Calciumsilikat-basierten Zementen auf Knochenzellen (MG63). Die 

Resultate zeigten, dass beide Zemente gesteigerte OCN-Level bewirkten (Chen et 

al., 2009). Die Inkubation mit MTA zog auch in Osteoblasten (MC3T3-E1) nach 24 h 

eine Hochregulation von OCN nach sich (Tan-Ishii et al., 2007). In Bezug auf 

Biodentine fand eine Studie heraus, dass das Material ebenfalls zu einer Steigerung 
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der OCN Expression in humanen dentalen Pulpastammzellen (hDPSCs) führte (Luo 

et al., 2014). Die Analyse der Wirkung von Tricalciumsilikat-Zementen auf humane 

dentale Pulpazellen (hDPCs) in-vitro zeigte, dass diese eine Expression des 

osteogenen Markers OCN förderten (Peng et al., 2011). 
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2   Fragestellung und Studienziele 

Aufgrund gewisser Nachteile und aufgrund des bereits erwähnten 

Optimierungsbedarfs der aktuell in der Endodontie verwendeten Materialien wurden 

neue Materialien gesucht, die eine ähnliche Wirkung und Effektivität wie 

ProRootMTA besitzen sollten, jedoch preisgünstiger und in ihren Eigenschaften und 

in der Handhabung verbessert waren. Natürlich sollten diese Materialien ähnliche 

Eigenschaften hinsichtlich ihrer Biokompatibilität und der regenerativen Wirkung in 

Bezug auf den menschlichen Organismus aufweisen. Dies wurde in der vorliegenden 

Arbeit untersucht.  

Dafür wurden drei Materialien, welche zu den hydraulischen Silikatzementen gezählt 

werden, Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine, bezüglich ihrer Eigenschaften 

und Wirkungen miteinander verglichen. Die Zemente wurden für die Versuchsreihen 

in den Zellkulturmedien der unterschiedlichen verwendeten Zellarten eluiert. 

Verwendete Zellarten waren hierbei hPDLF, hOB, hGF-1, hMSC und 

hPDSC_hTERT.  

Zunächst wurden Versuche zur Biokompatibilität der Materialien durchgeführt. Dabei 

wurde zum Ausschluss einer möglichen Zytotoxizität ein WST-8 Test durchgeführt. 

Eine mögliche erbgutschädigende Wirkung wurde in einem Mikrokerntest untersucht. 

Zudem wurden die Materialien auf ihr mögliches inflammatorisches Potential 

untersucht. Dafür wurden Western Blots und ELISA Tests sowohl auf entsprechende 

Zielproteine des NF-B-System (IL-6, IκBα, NF-κB) als auch des Cyclooxygenase-

System (PGE2, COX-2) durchgeführt. 

Schließlich wurden Versuche durchgeführt, welche ein mögliches regeneratives 

Potential der Materialien untersuchen sollten. Unter anderem wurden die RUNX2 

Expression von unterschiedlichen Zellarten und ebenso die veränderte Expression 

von Osteocalcin überprüft. 

Ausgehend von der derzeitigen Studienlage in Bezug auf das neue Material Medcem 

MTA ist die zentrale Fragestellung dieser Studie, ob es mit dem etablierten 

ProRootMTA vergleichbar ist und dieses ersetzen kann und darüber hinaus, ob es 

tatsächlich sogar in mancherlei Hinsicht ProRootMTA überlegen ist. Ebenso sollen 

die Eigenschaften von Biodentine im Vergleich zu den beiden anderen Materialien 

eingeordnet werden. Es wäre möglich, dass Medcem MTA sich sowohl als 
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biokompatibles Material erweist, als auch eine positive Wirkung auf die 

inflammatorischen Prozesse innerhalb von oralen Zellen und auf die Differenzierung 

von Stammzellen hat. Dies gilt es nun im Rahmen dieser Studie zu untersuchen.  
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3  Material und Methoden 

3.1  Herstellung der Zementextrakte 

Für die Experimente in der Zellkultur wurden flüssige Eluate der drei endodontischen 

Zemente ProRootMTA (Dentsply), Biodentine (Septodont) und Medcem MTA 

(Medcem) in Zellkulturmedium hergestellt. ProRootMTA und Medcem MTA wurden 

mit destilliertem Wasser (B. Braun, Melsungen, Deutschland) und einem Spatel 

gemäß Herstellerangaben auf einer Glasplatte angemischt, bis die gewünschte 

stopfbare Konsistenz erzielt wurde. Biodentine wurde ebenfalls gemäß 

Herstellerangaben in einer Kapsel mit 5 Tropfen Calciumchloridlösung für 30 s in 

einem Kapselanmischgerät (Ivoclar Vivadent, Ellwangen, Deutschland) angemischt. 

Die Zemente wurden in Edelstahlringe (16x10x2 mm; Lederer, Ennepetal, 

Deutschland) hineingegeben, die Oberfläche geglättet und für 4 h in einem Inkubator 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37° C und 100% relativer 

Luftfeuchtigkeit ausgehärtet (Camargo et al., 2009). Es folgte eine Überführung der 

ausgehärteten Proben in eine 6-Well-Platte (greiner bio-one, Kremsmünster, 

Österreich). Auf die Zementproben wurden je 3 ml Minimal Essential Medium-α (α-

MEM; Medium gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA; mit 10% Fetalem 

Kälberserum (FBS), gibco/Life Technologies; 100 U/ml Penicillin G, 100 µg/ml 

Streptomycin, beide Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gegeben. Nun folgte eine 

weitere Inkubationszeit bei 37° C für 24 h, um den Elutionsprozess abzuwarten. Das 

Eluat wurde mit einer 2-ml-Einwegspritze (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA) durch doppelte Filtration (Filter: Porengröße 0,45 µm; Merck Millipore, 

Darmstadt, Deutschland) in ein 1,5-ml-Eppendorfreaktionsgefäß (Sarstedt, 

Nümbrecht, Deutschland) überführt. Die Eluate wurden bei -20° C eingefroren, um 

eine spätere Verwendung zu ermöglichen. 

3.2   Zellkultur 

Für die in vitro Versuche in der Zellkultur wurden unter anderem humane gingivale 

Fibroblasten (hGF-1; LGC Standards, Wesel, Deutschland) verwendet. Diese 

Zelllinie stammte ursprünglich aus einer Gingivabiopsie eines gesunden, männlichen, 

28-jährigen Kaukasiers. Die Zellen befanden sich laut Lieferant in einem 

unbekannten Passage-Level, allerdings war eine Passagierung bis zu 22 Mal 

erfolgreich beschrieben worden (McAllister et al., 1993). Weiterhin wurden humane 
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Osteoblasten verwendet (primäre Kultur, hOB; PromoCell Gmbh, Heidelberg, 

Deutschland). Diese stammten aus dem Sternum eines 51-jährigen, männlichen, 

Kaukasiers und wurden in Passage 2 geliefert. Die humanen Fibroblasten des 

parodontalen Ligament (primäre Kultur, hPDLF; Lonza, Basel, Schweiz) stammten 

ursprünglich aus dem mittleren Wurzeldrittel der Oberfläche eines aus 

kieferorthopädischen Gründen extrahierten Prämolaren eines gesunden, männlichen, 

20-jährigen Individuums unbekannter Herkunft und befanden sich laut Lieferant in 

Passage-Level 2. Zudem wurden humane mesenchymale Stammzellen (hMSC; 

Lonza) ebenfalls in Passage-Level 2 verwendet. Die Zellen wurden aus dem 

Knochenmark des hinteren Beckenkamms eines erwachsenen, gesunden 

kaukasischen Spenders isoliert. Alle primären Zellen waren negativ auf 

Mykoplasmen und negativ auf das Humane Immundefizienz-Virus-1, das Hepatitis-B-

Virus und das Hepatitis-C-Virus getestet worden. Der Lieferant garantierte zudem 

das Einverständnis des jeweiligen Spenders. 

Zusätzlich wurden immortalisierte humane adulte Stammzellen des parodontalen 

Ligaments (hPDSC_hTERT; humane Telomerase reverse Transkriptase) nach einem 

Protokoll von Docheva und Mitarbeitern verwendet (Docheva et al., 2010). Diese 

wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Frau Priv.-Doz. Dr. D. Docheva 

vom ExperiMed-Institut für experimentelle Chirurgie und regenerative Medizin der 

Ludwigs-Maximilians-Universität zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden aus dem 

Gewebe eines gesunden Individuums unter 25 Jahren entnommen, im Zuge der 

orthodontischen Extraktion der oberen Prämolaren. Die PDLs wurden in Passage 1 

mit dem zuvor nach einer Methode nach Böcker und Mitarbeitern produzierten 

Lentivirus infiziert (Böcker et al., 2008). Das Virus bewirkte eine Expression von 

hTERT innerhalb der PDLs, wodurch diese immortalisiert wurden. So wiesen die 

PDL_hTERT eine längere Lebensdauer und ähnliche phänotypische Eigenschaften 

zu den PDL Progenitorzellen auf. 

3.2.1   Kulturbedingungen 

Alle Arbeiten mit Zellen wurden in einer biologischen Sicherheitswerkbank 

durchgeführt (Holten Laminair, Thermo Fisher Scientific). Die Zellen wurden stets bei 

37° C, 5% CO2-Atmosphäre und 100% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die 

Kultivierung der Zellen erfolgte in unterschiedlichen Medien in Zellkulturflaschen 

(T75; Sarstedt). Die hGF-1-Zellen und die hPDLF-Zellen wurden in α-MEM Medium 
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(mit Glutamax, mit 10% FBS; gibco/Life Technologies) und die hOB in Osteoblast 

growth Medium (PromoCell Gmbh) kultiviert. Die hMSC wurden wiederum in α-MEM 

Medium und die hPDSC_hTERT in DMEM Medium (4,5 g Glucose/L) kultiviert. Allen 

Zellkulturmedien wurde eine Mischung von Penicillin G und Streptomycin zugegeben 

(100 U/ml Penicillin G, 100 µg/ml Streptomycin). 

3.2.2   Passagieren und Konservierung 

Die verschiedenen Zelltypen wurden tiefgefroren auf Trockeneis geliefert und für die 

Versuche zunächst auf Raumtemperatur erwärmt, zentrifugiert, der Überstand des 

Konservierungs-Mediums verworfen und das Zellpellet in dem entsprechendem 

Medium resuspendiert. Danach folgte die Aussaat in Zellkulturflaschen mit 20 ml 

entsprechendem Medium. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt. Das 

Passagieren bzw. Aussäen der Zellen für die Experimente erfolgte nach Erreichen 

von 80%iger Konfluenz der Zellen. Dies wurde durch tägliche Kontrollen der Zellen 

unter einem Durchlichtmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) überprüft. 

Dazu wurden zunächst die Zellen nach Absaugen des Mediums mit 5 ml Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline (PBS; ohne Ca2+ und Mg2+, Sigma-Aldrich) gewaschen 

um Reste des Zellkulturmediums zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen 

enzymatisch mittels Trypsin-EDTA-Lösung (0,05% Trypsin, 

0,02% Ethylendiamintetraessigsäure in PBS; Sigma-Aldrich) vom Boden der Flasche 

gelöst. Nach 3 bis 5 min Einwirkzeit erfolgte eine optische Kontrolle unterhalb des 

Mikroskops. Das Trypsin wurde dann mittels serumhaltigen Zellkulturmedium 

inaktiviert und die Lösung zentrifugiert (300 g; 5 min bei Raumtemperatur; Beckman 

Coulter Inc., Brea, CA, USA). Das entstandene Zellpellet wurde in einer 

entsprechenden Menge Medium resuspendiert, je nach Art der weiteren 

Verwendung. Das Splitten erfolgte stets in einem Verhältnis von 1:4. Die konfluenten 

Zellen einer Flasche wurden entsprechend der weiteren Verwendung für Versuche 

verteilt.  

Das Einfrieren diente der Stammhaltung und der Konservierung der Zellen. Dies 

erfolgt naturgemäß in einem möglichst niedrigen Passagelevel der Zellen um ein 

ausreichendes Wachstum nach erneutem Auftauen zu gewährleisten. Zunächst 

wurden die konfluenten Zellen wie oben beschrieben trypsiniert. Nach Zentrifugieren 

wurde das Zellpellet in 1 ml entsprechendem Medium gelöst. Daraufhin wurde die 

Zellzahl darin mithilfe eines softwarebasierten Zellanalysesystem (Cedex XS; Roche 
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Diagnostics, Mannheim, Deutschland) bestimmt. Dafür wurden 10 µl der Zellen auf 

die Messvorrichtung pipettiert, mit 10 µl Trypanblau (PAA Laboratories, Pasching, 

Österreich) gefärbt und in das Messgerät eingespeist. Trypanblau wurde von 

lebenden Zellen nicht aufgenommen. Abgestorbene Zellen dagegen nahmen den 

Farbstoff auf, so ergab sich durch Verwendung der Trypanblau-Exklusions-Methode 

eine Messung der Anzahl der lebenden Zellen anhand der ungefärbten und 

gefärbten Zellen. Die Zellen wurden nun auf Kryoröhrchen (greiner bio-one) verteilt, 

sodass jedes Röhrchen eine Anzahl von 3,0 x 105 - 5,0 x 105 Zellen enthielt. Dem 

Medium wurde 10% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich) zugesetzt, was eine 

intrazelluläre Eiskristallbildung verhindern sollte. Zum schrittweisen Einfrieren wurden 

die Kryoröhrchen für 24 h in einer mit 2-Propanol gefüllten Einfrierhilfe auf -80° C 

abgekühlt. Anschließend wurden die Zellen in der Gasphase von Stickstoff bei -196° 

C (Thermo Fisher Scientific) eingefroren. 

3.3   Toxizitätsassays 

3.3.1  WST-8-Test 

Grundlage des Tests war die Reduktion von farblosen Tetrazoliumsalzen (2-(2-

methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H Tetrazolium) zu 

farbigen, wasserlöslichen Formazanprodukten (3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-

diphenyl-2H-tetrazolium-Bromid). Die Umwandlung von WST-8 erfolgte durch 

zelluläre Reduktionsäquivalente wie Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydrid (NADH) 

oder Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH). NADH bzw. NADPH 

wurden nur in stoffwechselaktiven Zellen von zellulären Dehydrogenasen innerhalb 

der Atmungskette generiert. Die Absorption des Formazan Farbstoffes wurde 

photometrisch gemessen. Sie war proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven 

Zellen (Tsukataniet et al., 2009). Eine schematische Darstellung der Farbreaktion ist 

in Abbildung 5 gezeigt. 
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Abbildung 5: Reduktion von farblosem Tetrazoliumsalz zu farbigem 
Formazanprodukt als Grundlage des WST-8-Test (Abbildung Hersteller Promokine) 

Für den Versuch wurden folgende Zellarten verwendet: hGF-1, hPDLF und hOB. 

Diese wurden trypsiniert und in 1 ml entsprechendem Medium resuspendiert. Mit 

dem softwarebasierten Zellzahl-Analysesytem wurde die Zellzahl in 1 ml Medium 

bestimmt. Durch hinzufügen einer entsprechenden Menge Medium wurde eine 

Zellsuspension von 50000 Zellen/ml hergestellt und eine 96-Well-Platte (greiner bio-

one) mit 5000 Zellen in 100 µl pro Well befüllt. Nach 24 h Inkubationszeit wurde das 

Medium abgenommen und die Platte mit Verdünnungen der Eluate der drei 

endodontischen Materialien (unverdünnt, 1:2, 1:5, 1:10) und Negativ- und 

Positivkontrolle befüllt. Als Negativkontrolle wurde entsprechendes Medium, als 

Positivkontrolle 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) verwendet. Die Wells wurden nach 

24 h Inkubationszeit und Abhnahme der Testsubstanzen mit 100 µl neuem Medium 

befüllt, welchem 1% Colorimetric Cell Viability Kit-1-Reagens (CCVK-1; PromoCell 

Gmbh) zugesetzt worden war. Um eine eventuelle Interaktion des WST-8-Reagens 

mit dem Zellkulturmedium festzustellen wurde als Kontrolle zusätzlich auch die 

Medium-Reagens Lösung ohne metabolisch aktive Zellen getestet. Die 

photometrische Auswertung erfolgte nach 2 h Inkubationszeit bei einer Wellenlänge 

von λ = 450 nm in einem softwarebasierten Mikroplattenphotometer (Thermo Fisher 

Scientific). Abbildung 6 zeigt eine 96-Well-Platte mit der abgelaufenen Farbreaktion. 
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Abbildung 6: Abgelaufene Farbreaktion in einer 96-Well-Platte 

Von den gemessenen Werten der Proben wurde der Leerwert (Medium ohne Zellen 

mit WST-8 Reagens) subtrahiert, um Einflüsse der Interaktion des Mediums mit 

CCVK-1 Reagens auszuschließen. Dann wurden die Extinktionen der Wells mit der 

Negativkontrolle als 100% angesetzt und alle anderen Werte der mit den Zementen 

inkubierten Zellen im Verhältnis dazu prozentual angegeben. 

3.3.2   Mikrokerntest 

Der Mikrokerntest zur Detektion von Chromosomenschäden erfasste sowohl defekte 

DNA-Fragmente als auch Chromosomen welche im Zytosol Mikronuklei bilden. 

Durch Anfärben von DNA-haltigen Strukturen wurden etwaige Defekte visualisiert. 

Der Test beruhte auf der Feulgenreaktion (Kit von Merck Millipore): Einer Reaktion 

von Schiffs-Reagens (Fuchsinschwefelige Säure) mit der 2-Desoxyribose in 

Nukleinsäuren. Die DNA wurde durch Salzsäure hydrolysiert, unter Abspaltung von 

Purin- und Pyrimidinbasen. Es entstanden freie Aldehydgruppen die mit der Schiffs-

Reagenz eine rotviolette Färbung ergaben. Für den Versuch wurden hPDLFs 

verwendet. 
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Zunächst wurde eine Zellsuspension mit 3,0 x 105 Zellen pro 4 ml Medium 

hergestellt, auf einen Glasobjektträger (Menzel, Braunschweig, Deutschland) 

pipettiert und für 24 h bei 37° C, 5% CO2 und 100% relativer Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. Pro Glasobjektträger wurden 2 ml Medium oder ProRootMTA, Biodentine 

oder Medcem MTA Eluat hinzugegeben und zusätzlich Cytochalasin B (3 µg/ml) pro 

Glasobjektträger hinzugefügt. Als Positivkontrolle mit eine bekannt hohen Induktion 

von Micronuclei wurde Ethylmethansulfonat (300 µg/ml) verwendet (Stopper und 

Lutz, 2002). Es folgte eine Inkubationzeit von 24 h. Alle weiteren Schritte wurden in 

Färbeküvetten aus Glas (Assistent, Sondheim von der Rhön, Deutschland) 

durchgeführt. Die Zellen wurden 1 h luftgetrocknet, dann auf den Glasobjektträgern 

für 1 h durch Zugabe von 4%-iger Formaldehydlösung (gepuffert pH 6,9) fixiert und 

für 10 min unter fließendem Leitungswasser gewaschen. Die Glasobjektträger 

wurden dann für 50 min bei 22° C in 5 mol/l Salzsäure (HCl) eingetaucht. Nach 

zweimaligem Waschen für 2 min mit A. dest. wurden die Objektträger für 60 min bei 

Raumtemperatur ohne Lichteinfluss mit Schiffs-Reagens behandelt. Die 

Glasobjektträger wurden dann zweimal für 3 min mit Natriumdisulfit-Spüllösung (540 

ml H2O dest., 30 ml 1 M HCl, 30 ml 10% Kaliumdisulfit-Lösung) behandelt. 

Die Zellpräparate mussten nun dehydriert werden, um sie für eine bessere 

Haltbarkeit einbetten zu können. Dies erfolgte mittels einer aufsteigenden 2-

Propanolreihe (50-99%) je Probe unter dem Abzug. Im nächsten Schritt erfolgte eine 

fünfminütige Behandlung mit Xylol, die wiederholt wurde. Die xylolfeuchten Präparate 

auf den Glasobjektträgern wurden mit Entellan (Merck Millipore) eingedeckt und 

mindestens 24 h im Dunkeln gelagert. Identifiziert wurden die Mikronuklei als eine 

DNA beinhaltende Struktur im Zytoplasma, getrennt vom Hauptzellkern und von der 

Größe kleiner als 1/3 des Hauptzellkerns (Countryman et al., 1976). Abbildung 7 

zeigt einen exemplarischen Mikrokern in einer Zelle. Das Auswerten erfolgte durch 

Zählen von 1000 Zellen pro Objektträger, pro Versuchsgruppe wurden je 3 

Objektträger verwendet (Schweikl et al., 2001). 

 

Abbildung 7: Mikrokern in einer Zelle 
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3.4   Einfluss auf die inflammatorische Signaltransduktion 

Die Wirkung der flüssigen Eluate der endodontischen Materialien ProRootMTA, 

Medcem MTA und Biodentine auf die inflammatorische Signaltransduktion wurde 

anhand von zwei exemplarischen Systemen untersucht, dem NF-B-System und 

dem Cyclooxygenase-System. Für jedes System wurde eine Analyse der 

Produktionssteigerung der beteiligten Proteine und Enzyme durchgeführt. Für den 

Nachweis von spezifischen Produkten des Signalwegs des jeweiligen Systems 

wurden Endpunktassays durchgeführt. 

3.4.1   NF-κB-System 

NF-κB bewirkt als Transkriptionsfaktor innerhalb von hPDLF die gesteigerte 

Produktion von Entzündungsmediatoren wie IL-6 und verstärkt so die 

Entzündungsreaktion. Die entzündliche Stimulation des NF-κB-System erfolgte 

mittels TNF-. Die Expression von NF-κB und die Ausschüttung von IL-6 wurden im 

Rahmen der Versuche überprüft. Dabei wurden sowohl Western Blot-Verfahren als 

auch ELISAs durchgeführt. Als unspezifischer Hemmstoff des NF-κB-Systems wurde 

Dexamethason verwendet. 

3.4.1.1  Stimulationsparameter für den Nachweis von p65 und IκBα 

Für das Western Blot Verfahren wurden die hPDLF in den Zellkulturflaschen 

trypsiniert. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden 2 ml in Medium resuspendierte Zellen 

ausgesät. Nach 24 h Inkubationszeit im Brutschrank wurde das Medium 

abgenommen. Nun wurden entweder unstimulierte Zellen oder artifiziell entzündlich 

stimulierte Zellen für die Versuche benötigt. Sowohl für die unstimulierten als auch 

für die entzündlich stimulierten Zellen wurde pro Well 1 ml flüssiges Eluat der drei 

endodontischen Materialien pipettiert oder Medium mit 10 µl Dexamethason (0,5 µM; 

Sigma-Aldrich) hinzugegeben. Um unstimulierte Zellen zu erhalten, wurde nach 1 h 

Inkubation im Brutschrank das Medium oder Eluat verworfen, die Zellen mit PBS 

gewaschen und mittels eines Zellschabers in 700 µl PBS geerntet. Für die artifiziell 

entzündlich stimulierten Zellen erfolgte nach 1 h Präinkubation mit den Test-Eluaten 

die Stimulation mit TNF-α (50 U/ml für hPDLF; Sigma-Aldrich). Die nun folgende 

Inkubationszeit im Brutschrank betrug 15 min. Die Negativkontrolle war 1 ml reines 

Medium. Nach Ablauf der Zeit wurde wiederum das Medium oder Eluat verworfen, 

die Zellen mit PBS gewaschen und mittels eines Zellschabers in 700 µl PBS 
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geerntet. Die resupendierten Zellen wurden in ein 1,5-ml-Eppendorfreaktionsgefäß 

überführt und in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert (Beckman Coulter Inc.; 300 g; 5 

min, 0°C). 

3.4.1.2  Extraktion der Proteine 

Um die nukleären und zytosolischen Proteine der Zellen zu extrahieren wurde ein 

Extraktions Kit für nukleäre und zytoplasmatische Proteine (NE-PER; Thermo Fisher 

Scientific) eingesetzt. Alle Schritte wurden zur Verhinderung von 

Denaturierungsvorgängen der Proteine auf Eis durchgeführt. Sowohl der CER-1 

Reagens als auch der NER Reagens wurde unmittelbar vor Gebrauch ein Protease-

Inhibitor-Cocktail (1:100; Thermo Fisher Scientific) zugesetzt, um die Funktion und 

Stabilität der zu extrahierenden Proteine zu gewährleisten. 

Zu Beginn wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mittels eines Zellschabers in 

700 µl PBS geerntet. Die resupendierten Zellen wurden in ein 1,5-ml-

Eppendorfreaktionsgefäß überführt und in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert 

(Beckman Coulter Inc.; 300 g/ 5 min, 0° C). 

Der Überstand wurde abgenommen und verworfen und das entstandene Zellpellet in 

100 µl eiskaltem Lysepuffer (CER-1, zytoplasmatisches Extraktionsreagenz) 

resuspendiert und anschließend 15 s gevortext (IKA, Staufen, Deutschland). CER-1 

bewirkte ein Anschwellen der Zellen und ein Anlösen der Zellmembran. 

Anschließend wurde das Reaktionsgefäß mit dem Lysepuffer 10 min auf Eis inkubiert 

und nach Ablauf der Zeit 5,5 µl eiskaltes CER-2-Reagens hinzu pipettiert. CER-2 

bewirkte eine Lyse der Zellmembran, ließ aber die Zellkerne intakt. Nach 5 s 

vortexen und einer erneuten Inkubation von 1 min wurden die Reaktionsgefäße bei 

16000 g für 5 min zentrifugiert und der klare Überstand, welcher nun die 

zytosolischen Proteine enthielt, in ein 1,5-ml-Eppendorfreaktionsgefäß überführt. 

Das neu entstandene Pellet enthielt die Zellkerne und wurde in 50 µl eiskaltem NER 

(nukleäre Extraktionsreagenz) gelöst. NER setzte die im Zellkern enthaltenen 

Proteine frei. Das Eppendorfreaktionsgefäß wurde daraufhin für insgesamt 40 min 

auf Eis inkubiert und alle 10 min je 15 s auf dem Vortex-Mixer geschüttelt. Dies 

unterstützte die Lyse der Zellkerne. Es folgte ein erneuter Zentrifugierschritt bei 

16000 g für 10 min. Der Überstand enthielt nun die nukleären Proteine und wurde in 

ein neues 1,5-ml-Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Sowohl die nukleären als auch 

die zytosolischen Proteinextrakte wurden für weitere Versuche bei -20°C eingefroren. 
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3.4.1.3  Messung der Proteinkonzentration 

Um eine gleichmäßige Beladung der Geltaschen für die anschließenden 

Gelelektrophoresen zu ermöglichen, wurde zunächst der Proteingehalt der Extrakte 

bestimmt. Dazu diente der Bradford Test (Bradford Assay; Bio-Rad Laboratories; 

Hercules, CA USA), eine photometrischen Methode zur quantitativen Bestimmung 

des Proteingehalts (Compton et al., 1985; Bradford et al., 1976). 

Der Test basierte auf dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 

(CBBG), welcher mit Seitenketten von Proteinen in saurer Lösung Komplexe bildet. 

Die rote, ungebundene, kationische Form des Farbstoffes wurde nach Bindung an 

die Proteine in ihrer blauen, gebundenen, anionischen Form stabilisiert. Dabei ist die 

Blaufärbung proportional zum Proteingehalt in der Lösung. Ebenfalls verschiebt sich 

durch die Bindung das Absorptionsmaximum von λ = 470 nm auf λ = 595 nm. 

Um die Konzentration eines Proteingemischs zu bestimmen wurden 

Standardproteine zur Kalibrierung verwendet. Zunächst wurden je 5 µl von 7 

verschiedenen Konzentrationen Rinderalbumin (BGG; 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 

0,125 mg/ml; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) in je 245 µl Färbereagenz 

(Thermo Fisher Scientific) gelöst. 

Aus den Proteinextrakten wurden ebenfalls je 5 µl entnommen und in 245 µl 

Färbereagenz hinzugegeben. Die Standardproteine und die Protein Extrakte wurden 

jeweils in einer Menge von 100 µl in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Als 

Negativkontrolle diente die Färbereagenz. Um die Richtigkeit der Methode zu 

gewährleisten wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. Je zwei Wells wurden 

mit derselben Substanz befüllt. Es folgte eine Reaktionszeit von 5 min bei 

Raumtemperatur. Die photometrische Messung der gefärbten Standards und Protein 

Extrakte erfolgte bei einer Wellenlänge von λ = 595 nm in einem 

Mikroplattenphotometer. 

3.4.1.4  Elektrophorese/Western Blot zum Nachweis von NF-κB p65 und IκBα 

Die Analyse der extrahierten Proteine erfolgte mittels Sodiumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). 

Dieses Verfahren ermöglicht es Proteine nach ihren Molekülmassen in einem 

elektrischen Feld zu trennen. Dabei diente ein kontinuierliches 12%iges 

Polyacrylamid-Tris-Glycin-Gel (Bio-Rad Laboratories) als Trennmedium. Das Gel 
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befand sich in Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS) zwischen zwei 

Elektroden (Kathode und Anode) welche an eine Gleichspannungsquelle (U = 160 V) 

angeschlossen waren. Um eine identische Proteinkonzentration in jeder Probe zu 

erhalten, wurde die Probe entsprechend mit destilliertem Wasser und unter Zugabe 

eines 4X Laemmli Puffer (277,8 mM Tris-HCL, pH 6.8, 44,5% Glyzerol, 4,4% SDS, 

0,02% Bromphenolblau, 10% ß-Mercaptoethanol) verdünnt. Die Bestandteile des 

Laemmli-Puffers dienten der Denaturierung der unterschiedlichen Proteine. SDS war 

ein anionisches Tensid das die Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine zerstörte 

und deren nichtkovalente Bindungen aufbrach. Es band effizient an die Proteine und 

sättigte so deren Peptidketten. Durch seine negative Ladung bewirkte SDS, dass die 

Eigenladung der Proteine vernachlässigt werden konnte. So wurde das Verhältnis 

Größe zu Ladung der Proteine in etwa gleich. Ebenfalls im Laemmli-Puffer enthalten 

war ß-Mercaptoethanol um Disulfidbrücken zu spalten. Glyzerin bewirkte durch seine 

hohe Dichte das Absinken der Proteine in die Geltasche. Bromphenolblau diente als 

Farbstoffmarker. Zur weiteren Denaturierung wurden die Proben in einem 

Thermomixer (Eppendorf) auf 95° C erhitzt. Die Geltaschen wurden nach diesen 

Denaturierungsschritten mit je 12 μl Probe beladen. Als Kontrolle wurde in eine 

Tasche pro Gel 5 μl Proteinstandard (Kaleidoscope, Bio-Rad Laboratories) 

aufgetragen. Dieser diente zur Abschätzung des Molekulargewichts der 

entsprechenden Banden und bestand aus Proteinen bekannter Größe. Das SDS-

PAGE-System wurde nun in einem Kühlraum bei 4° C für 40 min bei einer 

konstanten Spannung von 160 V an ein Netzgerät (Bio-Rad Laboratories) 

angeschlossen. Die Proteine wanderten entlang des elektrischen Feldes innerhalb 

des Gels. Je kleiner die Molekülmasse des Proteins desto länger war der 

zurückgelegte Weg. Im Anschluss erfolgte ein Western Blot. 

Der Western Blot diente dem Transfer der Proteine von dem Polyacrylamid-Tris-

Glycin-Gel auf eine Trägermembran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF, Porengröße der 

Membran: 0,45 µm; Millipore) mittels Elektrophorese. Dazu wurde eine Spannung 

senkrecht zum Polyacrylamidgel angelegt. Das Blotting Verfahren wurde mittels 

eines Tank-Blot-Systems, bestehend aus Schwämmen, Blotting Papieren, PDVF-

Membran und Polyacrylamidgel, durchgeführt. Der Tank war gefüllt mit 

Transferpuffer (Puffer nach Towbin et al. 1979, 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% v/v 

Methanol, pH ~ 8,3). Die PVDF-Membran wurde mit Methanol (Carl Roth; Karlsruhe, 

Deutschland) getränkt. Das Polyacrylamidgel wurde 15 min vorher in Transferpuffer 
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äquilibriert um Reste des Elektrophoresepuffers zu entfernen. Der Aufbau bestand 

aus einer Blotkassette mit zwei Kunststoffgittern. Dazwischen wurden die 

Schwämme, das Blotting Papier, die PVDF-Membran und das Polyacrylamidgel 

komprimiert. Die Blotkassette wurde vertikal zwischen zwei Platindrahtelektroden in 

den Tank platziert. Die Drahtelektroden waren an das Netzgerät (200 mA; Bio-Rad 

Laboratories) angeschlossen. Dadurch wanderten durch die angelegte elektrische 

Spannung die negativ geladenen Proteine in Richtung der Anode auf die zwischen 

Gel und Anode gelegte PVDF-Membran. Das Blotten erfolgte für 40 min bei 4° C. 

Dadurch wurde ein zu hoher Anstieg der Leitfähigkeit durch Hitzeentwicklung 

während des Transfers vermieden. 

Schließlich wurden die freien unspezifischen Proteinbindungsstellen der Proteine auf 

der Membran mit Rinderalbumin (3% in TBS-T: 20 mM Tris pH7.5, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween 20; Bio-Rad Laboratories) blockiert. Zur Identifizierung der Proteine auf 

der PDVF-Membran wurden diese für 24 h in einer Färbeküvette bei 4° C im 

Kühlraum auf einem Plattformschüttler (Heidolph; Schwabach, Deutschland) mit 

spezifischen, monoklonalen Primär-Antikörpern behandelt. Während der 

Inkubationszeit sollten die Antikörper spezifisch an das jeweilige Antigen binden 

welches auf der Membran fixiert war. Tabelle 1 zeigt die verwendeten Antikörper. 

Primär-Antikörper Sekundär-Antikörper 

Kaninchen anti-IκBα monoklonaler IgG-

Antikörper (Cell Signaling #4812) Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper 

(HRP konjugiert; Cell Signaling #7074) Kaninchen anti-p65 monokolonaler IgG-

Antikörper (Cell Signaling #4764) 

Tabelle 1: Primär- und Sekundärantikörper für Untersuchungen des NF-κB-Systems 
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA) 

Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Geltaschen mit Proteinen wurden 

zusätzlich noch β-Aktin Antikörper (Cell Signaling #4967) und Cyclin-B1 Antikörper 

(Cell Signaling #4138) verwendet. Die Antikörper-Lösung wurde abgenommen und 

die PVDF-Membranen in den Glaswannen auf dem Plattformschüttler 3 Mal für je 5 

min mit TBS-T gewaschen. Der Waschvorgang diente dazu unspezifisch gebundene 

Antikörper von der Membran zu entfernen. Nun folgte eine Inkubation mit einem 

Sekundär-Antikörper. Dieser war spezifisch gegen die Wirtsspezies des Primär-

Antikörpers gerichtet und mit Meerrettichperoxidase (HRP; Santa Cruz) konjugiert. 
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Der Sekundär-Antikörper (Verdünnung 1:1000 in 5% Milchpulver in TBS-T) wurde für 

1 h den gewaschenen Transfermembranen zugegeben. Daraufhin erfolgte ein 

weiterer wie oben beschriebener Waschschritt. Nun folgte die Zugabe der Enzym-

Substrat-Lösung (Luminol Enhancer Lösung und stabiler Peroxid Puffer, Verhältnis 

1:1; Thermo Fisher Scientific) für die HRP. Nach 5-minütiger Inkubation katalysierte 

die HRP die Oxidation von Luminol. Die Oxidation war proportional zur Menge des 

gebundenen Antikörpers. Die Auswertung erfogte durch das Chemilumineszenz-

Verfahren in einem Gel-Dokumentationsgerät (Peqlab Biotechnologie GmbH; 

Erlangen, Deutschland). Die Membranen wurden dabei durch UV-Licht der 

Wellenlänge λ = 280 nm angeregt. Hierbei fand eine Emission von Licht statt.  

3.4.1.5  Probenherstellung für IL-6 ELISA 

Für das ELISA (Quantikine Human IL-6; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) zum 

Nachweis der IL-6 Konzentration wurden zunächst in 1 ml Medium resuspendierte 

hPDLF pro Well einer 12-Well-Platte ausgesät. Es folgte eine Inkubation von 24 h im 

Brutschrank. Dazu wurde zunächst das Medium in allen Wells abgenommen. Je 1 ml 

flüssiges Eluat der drei endodontischen Zemente, reines Medium oder Medium mit 

10 µl Dexamethason (0,5 µM, Sigma-Aldrich) wurde pro Well hinzugegeben. Nach 1 

h Präinkubation im Brutschrank folgte die Stimulation mit TNF-α (50 U/ml für hPDLF; 

Sigma-Aldrich). Die nun folgende Inkubationszeit betrug 15 min. Danach wurde in 

allen Wells das Medium oder Eluat abgenommen und 1 ml neues Medium pro Well 

pipettiert. Nach 24 h Inkubationszeit im Brutschrank wurden die Überstände 

abgenommen und in 1,5-ml-Eppendorfreaktionsgefäße für die nachfolgenden 

Versuche überführt. 

3.4.1.6  ELISA zum Nachweis der IL-6 Konzentration 

Zum Nachweis der möglichen Hemmung der Produktion von IL-6 in hPDLF wurden 

Sandwich ELISAs durchgeführt. Das ELISA ist ein immunologisches Verfahren und 

beruht auf dem Nachweis von spezifischen Antigenen. Dabei wurden 

Mikrotiterplatten verwendet die mit einem Primär-Antikörper beschichtet waren. Der 

Primär-Antikörper richtete sich gegen das zu bestimmende Antigen. Im weiteren 

Verlauf wurde ein Sekundär-Antikörper hinzugefügt. Dieser war ebenfalls gegen das 

Antigen gerichtet und zudem an das Enzym HRP gekoppelt. So entstand ein 

Antikörper-Antigen-Antikörper Komplex, ein sogenanntes „Sandwich“. Ein zum 

Enzym HRP passendes chromogenes Substrat wurde daraufhin zugegeben. Durch 
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Enzymaktivität entstand ein Reaktionsprodukt. Der Nachweis des 

Reaktionsproduktes wurde durch Farbumschlag nachgewiesen. Die Enzymaktivität 

wurde während der Auswertung photometrisch erfasst und zwar proportional zur 

Menge an gebundenem Antigen. Abbildung 8 zeigt schematisch den Ablauf der 

Reaktion des Kits. 

 

Abbildung 8: Grundlage des ELISA-Verfahrens mit Primär-Antikörper-Antigen-
Sekundär-Antikörper Sandwich HRP gekoppelt (Abbildung Hersteller R&D Systems) 

Im ersten Schritt des ELISAs wurden zunächst Verdünnungen eines im Kit 

enthaltenen IL-6 Standards mit ebenfalls beigefügtem Probenverdünnungsmedium 

hergestellt. Die Zellkulturüberstände wurden ebenfalls in einem Verhältnis von 1:20 

mit dem Probenverdünnungsmedium verdünnt. Dies war nötig um Werte innerhalb 

des möglichen Messbereiches zu erhalten und mit der Standardkurve zu vergleichen. 

Zunächst wurden alle Wells der Mikrotiterplatte mit 100 µl 

Probenverdünnungsmedium befüllt. Dann wurden pro Well je 100 µl der Standard 

Verdünnungsreihe oder der verdünnten Proteinextrakte pipettiert. Um später die 

Präzision des Versuches zu gewährleisten, wurden je zwei Wells mit derselben 

Substanz befüllt. Als Kontrolle des Tests diente das Probenverdünnungsmedium. 

Schließlich erfolgte die Versiegelung der Platte mit einer Klebefolie. Es folgte eine 
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Inkubationszeit für 2 h bei Raumtemperatur. In diesem Zeitraum wurden die Antigene 

aus den Proben an die spezifischen Antikörper auf der Platte gebunden, 

entsprechend der jeweils vorhandenen Menge an Antigen. 

Nach Entfernung der Klebefolie wurden die Wells entleert und ein viermaliger 

Waschvorgang mit Waschpuffer vorgenommen. Der Waschschritt war notwendig um 

Antikörper die nicht oder nur unspezifisch an die Mikrotiterplatte gebunden hatten zu 

entfernen. Daraufhin wurden in jedes Well 200 µl Antikörper-Enzym-Lösung 

pipettiert, die Platte wiederum versiegelt und noch mal für 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Lösung enthielt einen weiteren gegen das Antigen gerichteten 

Antikörper. An diesen Antikörper war das Enzym (HRP, Meerrettichperoxidase) 

gekoppelt. Dieser Antikörper wurde nun an die nach dem Waschen vorhandene 

Menge an Antigenen gebunden. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Waschvorgang wie oben beschrieben 

wiederholt und dann 200 µl Substratlösung pro Well hinzugefügt. Die Substratlösung 

setzte sich aus gleichen Teilen Farbreagenz A und Farbreagenz B zusammen 

(3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin). Die Mikrotiterplatte wurde nun für 30 min 

lichtgeschützt aufbewahrt. In dieser Zeit katalysierte HRP die Aktivierung des 

Chromogens 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin zu 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidindiimin. 

Dies bewirkte eine Blaufärbung der Lösung entsprechend der Menge an 

gebundenem Enzym. Die Aktivierung machte es möglich die Enzymaktivität 

photometrisch zu erfassen. Diese war proportional zur Menge an gebundenem 

Antigen. Schließlich wurden 50 µl Stopp-Lösung (Schwefelsäure) in jedes Well 

hinzugefügt. Dabei erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die Messung der 

Extinktion der Proben erfolgte mithilfe eines ELISA- Readers bei λ = 450 nm. Zur 

Auswertung der Messungen wurden zunächst anhand der Doppelbestimmungen die 

Mittelwerte berechnet. Die gemessenen Absorptionen des Standards (y-Achse) 

wurden gegen die bekannten Standartkonzentrationen aufgetragen (x-Achse). 

Anhand der Punkte wurde eine Gerade erstellt, welche alle Standardmesswerte am 

besten berücksichtigte. Mittels einer Tabellenkalkulationssoftware (Microsoft Excel, 

Redmont, VG, USA) wurde die Gleichung der entstandenen Gerade nach dem 

Schema y = ax + b bestimmt. Schließlich wurden Messwerte der Proben mit denen 

der Standardkurve vergleichen und über oben bestimmte Gleichung der Gehalt an 

IL-6 berechnet. 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=3,3%27,5,5%27-Tetramethylbenzidindiimin&action=edit&redlink=1


 43 

3.4.2   COX-System 

COX-2 ist ein Enzym welches in entzündlich stimulierten hPDLF und hOB aktiv ist 

und dort die PGE2 Produktion katalysiert. Die entzündliche Stimulation der Zellen 

erfolgte mittels IL-1β. Im Rahmen der Versuche wurde das intrazelluläre 

Vorhandensein von COX-2 mittels Western Blot Verfahren und die Konzentration von 

PGE2 mittels ELISA untersucht. Ein unspezifischer Hemmstoff für Cyclooxygenasen 

ist Indomethacin. 

3.4.2.1  Stimulationsparameter für den Nachweis von COX-2 

Für das Western Blot Verfahren wurden unstimulierte und artifiziell entzündlich 

stimulierte hPDLF und hOB getestet. Für die unstimulierten Zellen wurde pro Well 

einer 6-Well-Platte je 1 ml Eluat der drei endodontischen Zemente oder 1 ml reines 

Medium pipettiert. Indomethacin (300 mM; Sigma-Aldrich) diente als Hemmstoff der 

COX-2 (Riendeau et al., 1997) und wurde für 24 h im Brutschrank Co-Inkubiert. 

Analog zum Vorgehen in 3.4.1.5. wurden die Zellen geerntet. Um artifiziell 

entzündlich stimulierte Zellen zu erhalten, wurde derselbe Vorgang wiederholt, nur 

wurde IL-1β (2 μg/ml; Sigma-Aldrich) zeitgleich mit den Eluaten der endodontischen 

Materialien für 24 im Brutschrank koinkubiert. 

3.4.2.2  Elektrophorese und Western Blot Verfahren zum Nachweis von COX-2 

Die Arbeitsschritte für den Nachweis der COX-2 in hPDLF erfolgten in analoger 

Reihenfolge wie in 2.4.1.2. beschrieben. In Tabelle 2 finden sich die verwendeten 

Antikörper. 

Primär-Antikörper Sekundär-Antikörper 

Kaninchen anti-COX-2 monoklonaler 

IgG-Antikörper (Cell Signaling #12282) 

Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper 

(HRP konjugiert; Cell Signaling #4764) 

Tabelle 2: Primär- und Sekundärantikörper zum Nachweis von COX-2 (Cell 
Signaling) 

Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Geltaschen mit Proteinen wurden 

zusätzlich noch β-Aktin Antikörper für zytoplasmatische Proteine (Cell Signaling 

#4967) verwendet. 
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3.4.2.3  Probenherstellung für PGE2 EIA 

Für die Durchführung des kompetitiven Enzym-Immunoassays (kompetetives EIA, 

PGE2 high sensitivity EIA; Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY USA) zum Nachweis 

der PGE2-Konzentration in hPDLF und hOB wurden zunächst in 1 ml Medium 

resuspendierte Zellen pro Well einer 12-Well-Platte ausgesät. Es folgte eine 

Inkubation von 24 h im Brutschrank. 1 ml Eluat der drei endodontischen Materialien 

oder 1 ml reines Medium pipettiert. Indomethacin (300 mM; Sigma-Aldrich) diente 

wiederum als Hemmstoff und wurde für 24 h im Brutschrank Co-Inkubiert. Die 

artifizielle entzündliche Stimulation erfolgte analog zum Vorgehen in 3.4.1.5. Wie 

bereits in 3.4.1.2 beschrieben wurden nach Ablauf der Inkubationszeit die 

Zellkulturüberstände für die Durchführung des EIA gewonnen. 

3.4.2.4  EIA zum Nachweis der PGE2 Konzentration 

Das EIA Kit bestand aus einer Mikrotiterplatte, die mit einem monoklonalen 

Antikörper (Anti-Maus IgG1-Antikörper) beschichtet war. An den Antikörper banden 

kompetitiv entweder das in den Zellkulturüberständen enthaltene PGE2 oder das 

PGE2 bekannter Konzentration aus der PGE2-Konjugat-Lösung des Kits. Das PGE2 

der Lösung war kovalent an das Enzym ALP gebunden. Je nach Konzentration band 

mehr PGE2 aus den Zellkulturüberständen oder aus dem Konjugat an den Antikörper 

der Mikrotiterplatte. 

Zunächst wurde wiederum eine Standardreihe hergestellt, die PGE2 Standard 

Lösung wurde mit Zellkulturmedium verdünnt und in die Mikrotiterplatte pipettiert. Die 

Zellkulturüberstände wurden ebenfalls in die Platte pipettiert. Als Blindwert diente das 

Zellkulturmedium. Schließlich wurden der Standardreihe und den 

Zellkulturüberständen sowohl PGE2-Konjugat-Lösung (ALP konjugiert mit PGE2) als 

auch Antikörper (monoklonaler Antikörper gegen PGE2) hinzugefügt. Die 

Mikrotiterplatte wurde versiegelt und für 24 h bei 4°C auf einem Schüttelinkubator 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Wells (TBS-T, 1X) wurde gepufferte p-

Nitrophenylphosphat-Lösung (Substrat für ALP) in die Wells pipettiert. Die Inkubation 

erfolgte für 1 h bei 37°C. Danach wurde eine Stopp-Lösung (verdünnte 

Phosphorsäure) pipettiert und es erfolgte die Messung der optischen Dichte der 

Proben bei λ = 405 nm mittels eines ELISA-Readers. Abbildung 9 zeigt eine 

exemplarische Well-Platte nach Abschluss der Farbreaktion. 
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Abbildung 9: EIA-Platte nach Abschluss des Assays mit beendeter Farbreaktion 

3.5   Regeneratives Potential der Zemente 

Zur Überprüfung des möglichen regenerativen Potentials von ProRootMTA, Medcem 

MTA und Biodentine wurden analog zum oben beschriebenen Punkt sowohl eine 

Analyse der Produktionssteigerung der beteiligten Proteine und Enzyme als auch 

Enzym-Immunoassays durchgeführt. Die verwendet Zellen waren dabei hMSC und 

hPDSC_hTERT Zellen. Diese wurden für die Versuchsreihen nicht entzündlich 

stimuliert, sondern für 72 h mit 1 ml der Eluate der endodontischen Zemente 

inkubiert. Besonders die Expression des osteogenen Markers RUNX2 als auch der 

Nachweis von OCN im Überstand des Kulturmediums wurden untersucht. 

3.5.1   Nachweis von RUNX2 mittels Western Blot 

Der Nachweis des Transkriptionsfaktors RUNX2 erfolgte mittels Western Blot-

Verfahren. Die hMSC und hPDS Zellen wurden dafür in entsprechendem Medium 

resuspendiert und 2 ml pro Well einer 6-Well-Platte ausgesät. Nach 72 h 

Inkubationszeit im Brutschrank und visueller Kontrolle der Zellen unterhalb des 

Durchlichtmikroskopes wurde das Medium abgenommen und pro Well 1 ml flüssiges 

Eluat der drei endodontischen Materialien hinzugegeben. Als Negativkontrolle diente 
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1 ml des entsprechenden Mediums. Nach 3 Tagen Inkubation wurden die Zellen 

geerntet. Ein Western Blot-Verfahren zum Nachweis von RUNX2 wurde 

durchgeführt. Tabelle 3 zeigt die verwendeten Anikörper.  

Primär-Antikörper Sekundär-Antikörper 

Kaninchen anti-RUNX2 monoklonaler 

IgG-Antikörper (#8486) 

Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper 

(HRP konjugiert; #7074) 

Tabelle 3: Primär- und Sekundärantikörper für den Nachweis von RUNX2 (Cell 
Signaling) 

Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Geltaschen mit Proteinen wurden 

dieselben Antikörper verwendet wie bereits beschrieben. 

3.5.2   Nachweis von Osteocalcin mittels ELISA 

Für den Nachweis von OCN im Überstand des Kulturmediums der hPDSC_hTERT 

und der hMSC Zellen wurden diese zunächst in entsprechendem Medium 

resuspendiert und in 12-Wells ausgesät. Je 1 ml pro Well wurde pipettiert. Es folgte 

eine Inkubation für 24 h im Brutschrank. Danach wurde das Medium abgenommen 

und pro Well 1 ml flüssiges Eluat der drei endodontischen Materialien hinzugegeben. 

Als Negativkontrolle diente 1 ml des entsprechenden Mediums. Als Positivkontrolle 

diente modifiziertes Osteocalcin Medium (100 nM Dexamethason, 10 mM β-

Gylcerophosphat, 0,05 mM L-Ascorbinsäure-2-Phosphat) nach Jaiswal und 

Mitarbeitern (Jaiswal et al., 1997). Nach 3 Tagen Inkubation wurde in allen Wells das 

Medium oder Eluat abgenommen und die Konzentration von OCN bestimmt. 

Für das nun folgende ELISA (Quantikine ELISA human OCN; R&D Systems) wurden 

zunächst Verdünnungen eines im Kit enthaltenen humanen OCN Standards mit 

ebenfalls beigefügtem Probenverdünnungsmedium hergestellt. Die weitere 

Durchführung des Versuchs und die Auswertung erfolgten analog zu 2.4.2.2 

Schließlich wurden Messwerte der Proben mit denen der Standardkurve vergleichen 

und über oben bestimmte Gleichung der Gehalt an humanem OCN berechnet. 
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4   Ergebnisse 

4.1   Toxizitätsassays 

4.1.1   WST-8-Test 

Drei verschiedene Zellarten (hGF-1, hPDLF, hOB) wurden im Rahmen des WST-8-

Tests mit Zementeluaten von ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine inkubiert. 

Als Negativkontrolle diente reines Zellkulturmedium und als Positivkontrolle 1%-iges 

Triton X-100. Die Zellviabilität der Negativkontrolle war der Richtwert zur Festlegung 

der 100% Marke. Die Positivkontrolle wies bei allen drei Zellarten Werte zwischen 

0% und 1% Zellviabilität im Vergleich zur Negativkontrolle auf. 

Abbildung 10 zeigt zusammenfassend die Werte der Zellviabilitäten von hGF-1, 

hPDLF und hOB im Rahmen des durchgeführten WST-8-Tests der jeweils 

unverdünnten Eluate. Bei ProRootMTA ließen sich im Vergleich zu Medcem MTA 

etwas höhere Werte der Zellviabilität bei allen drei Zellarten feststellen (hGF-1 = 

90,61 ± 4,43%; hPDLF = 97,14 ± 4,53%; hOB = 94,16 ± 6,00%). Medcem MTA wies 

insgesamt die niedrigsten Werte der Zellviabilität auf. Diese lagen bei hGF-1 bei 76 ± 

8,23%, bei hPDLF bei 89,68 ± 7,79% und bei hOB bei 83,51 ± 9,29%. Auffallend bei 

hPDLF nach Inkubation mit Biodentine war die Zellviabilität von 109,79 ± 2,07%. 

Diese lag demnach höher als der 100% Wert der Negativkontrolle. 

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede der 

Zellviabilität im Vergleich zur Negativkontrolle sowohl für die hPDLF als auch für die 

hOB, die mit Zementeluaten von ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine 

inkubiert worden waren. Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten 

Einfluss der Materialien auf die Zellviabilität (p = 0,03) Der Tukey-HSD-Post-Hoc-

Test zeigte signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur Negativkontrolle für die 

Zellen, die mit Zementeluaten von Medcem MTA und Biodentine inkubiert worden 

waren (Medcem MTA p = 0,003, Biodentine p = 0,007).  
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Abbildung 10: Ergebnisse des WST-8-Test – Durchschnittliche Zellviabilität von  
hGF-1, hPDLF und hOB nach Inkubation mit den Zementeluaten als % der 
Negativkontrolle; ap = 0,003, bp = 0,007 

4.1.2   Mikrokerntest 

Der Mittelwert der Anzahl der Zellen mit Mikronuklei nach Inkubation mit Eluaten von 

ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine ist in Tabelle 4 dargestellt. Es besteht 

kein Anhalt auf eine mögliche Genotoxizität der drei Materialien. 

Testsubstanz Anzahl der Mikronuklei 

Mittelwert ± SD (n = 3) 

Negativkontrolle (Medium) 2,7 ± 1,2 

Positivkontrolle (EMS, 300 µg/ml 42,3 ± 9,7 

ProRootMTA 3,3 ± 0,5 

Medcem MTA 2,7 ± 1,7 

Biodentine 4,7 ± 1,2 

Tabelle 4: Mittelwert der Anzahl der Mikronuklei mit Standardabweichung 

4.2   NF-κB-System 

Die Wirkung der Materialien ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine auf die 

inflammatorische Signaltransduktion in Bezug auf das NF-κB-System wurde mittels 

Western Blot (IκBα, NF-κB p65) und ELISA (IL-6) untersucht. 
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4.2.1   IκBα und NF-κB p65 Nachweis mittels Western Blot  

Abbildung 11 zeigt eine exemplarische Auswertung eines Western Blots auf IκBα. 

Dabei fällt deutlich der Abfall der Konzentration von IκBα in der zweiten Bande des 

Blots auf, welcher die alleinig mit TNF-α stimulierte Gruppe darstellt. Die Hemmung 

mit Dexamethason zeigte, dass trotz Stimulation kein Abfall der IκBα-Konzentration 

zu beobachten war. Bei den Testgruppen mit den Zementeluaten zeigt sich keine 

eindeutige Veränderung der Menge von IκBα im Vergleich zur Stimulationskontrolle. 

Der untere Blot (Abbildung 12) zeigt die Expression von Actin als Kontrolle einer 

gleichmäßigen Proteinladung während der Gelelektrophorese.  

 

 

Abbildung 11: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf IκBα nach Inkubation mit 
Zementeluaten 

 

Abbildung 12: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf Actin zur Ladungskontrolle 

Um die Vorgänge im Zellkern darzustellen wurden als Pendant mit den nucleären 

Extrakten Western Blots durchgeführt. Abbildung 13 zeigt somit naturgemäß ein 

entgegengesetztes Verhalten von NF-κB p65 für die Kontrollgruppen. Ebenso zeigt 

sich lediglich bei ProRoot MTA eine geringfügig niedrigere NF-κB p65-Konzentration 

im Vergleich zur Positivkontrolle, was auf eine geringe Aktivierung von NF-κB durch 

ProRootMTA hindeutet. Abbildung 14 zeigt die gleichmäßige Proteinladung der Gele 

bei einem Western Blot mit Cyclin B als Primärantikörper. 

 

Abbildung 13: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf NF-κB p65 nach Inkubation 
mit Zementeluaten 
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Abbildung 14: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf Cyclin B zur 
Ladungskontrolle 

4.2.2   IL-6 Nachweis mittels ELISA 

Abbildung 15 zeigt die Konzentration von IL-6 im Zellkulturmedium von hPDLF nach 

Inkubation mit den Zementeluaten der drei getesteten Materialien. Die Proben mit 

den entzündlich stimulierten Zellen wiesen im Vergleich höhere IL-6 Konzentrationen 

auf als die Proben mit den unstimulierten Zellen. Ein deutliches Gefälle zeigten die 

verschiedenen Proben nach Inkubation mit Medcem MTA. Hier unterschied sich die 

IL-6 Konzentration der stimulierten hPDLF mit 113,75 ± 58,86 pg/ml deutlich von der 

Konzentration der unstimulierten hPDLF mit 30,95 ± 9,14 pg/ml. Medcem MTA wies 

auch im Gesamtvergleich bei den entzündlich stimulierten Zellen die höchste IL-6 

Konzentration auf (ProRootMTA = 107,68 ± 54,71 pg/ml , Biodentine = 94,75 ± 84,11 

pg/ml). Bei den unstimulierten hPDLF bewirkte ProRootMTA eine IL-6 Konzentration 

von 61,58 ± 17,06 pg/ml, Medcem MTA und Biodentine bewirkten eine IL-6 

Konzentration von 30,95 ± 9,14 pg/ml und 54,70 ± 29,49 pg/ml. Die höchste IL-6 

Konzentration wies die Positivkontrolle mit 195,40 ± 9,37 pg/ml auf. Der Wert der 

Negativkontrolle betrug 23,73 ± 8,77 pg/ml IL-6 und der Wert der Hemmkontrolle 

8,30 ± 2,59 pg/ml. Dies ist in Abbildung 15 dargestellt. 

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen (p = 0,001). Der LSD-Post-Hoc-Test zeigte signifikant niedrigere 

Werte im Vergleich zur Positivkontrolle für stimulierte Zellen, die mit Zementeluaten 

von ProRootMTA und Biodentine inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,045, 

Biodentine p = 0,024). Die einfaktorielle Varianzanalyse für hPDLF ergab keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 
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Abbildung 15: IL-6 Konzentrationen nach Inkubation von unstimulierten und 
entzündlich stimulierten hPDLF mit Zementeluaten; ap = 0,045, bp = 0,024 

4.3   Cyclooxygenase System 

Die Auswirkungen der Materialien ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine auf 

das Cyclooxygenase-System werden nachfolgend in den Ergebnissen der COX-2 

Western Blots und PGE2-EIAs dargestellt.  

4.3.1   COX-2 Nachweis mittels Western Blot  

In Abbildung 16 ist ein exemplarisches Western-Blot-Ergebnis für die Expression der 

Cyclooxygenase 2 dargestellt. Dabei stechen die deutliche Expressionssteigerung 

bei Stimulation mit IL-1β sowie eine fast vollständige Expressionshemmung bei 

Inkubation mit Indomethacin ins Auge. ProRootMTA und Medcem MTA bewirkten 

lediglich eine geringfügig höhere Expression von COX-2 im Vergleich mit der 

Negativkontrolle, Biodentine hingegen zeigte eine deutliche Expressionsteigerung 

des Enzyms. Die gleichmäßige Ladung der Gele wird in Abbildung 17 als Western 

Blot auf Actin dargestellt.  
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Abbildung 16: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf COX-2 nach Inkubation mit 
Zementeluaten 

 
Abbildung 17: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf Actin zur Ladungskontrolle 

4.3.2   PGE2 Nachweis mittels EIA 

In Abbildung 18 wird die PGE2 Konzentration im Zellkulturüberstand 

unterschiedlicher hPDLF Proben dargestellt. Bei der Negativkontrolle mit reinem 

Zellkulturmedium lagen die Werte der PGE2 Konzentration bei 498,76 ± 213,54 pg/ml 

und bei der Hemmkontrolle mit beigefügtem Hemmstoff Indomethacin lag die PGE2 

Konzentration bei 306,54 ± 199,44 pg/ml. Bei der Positivkontrolle bewirkte die 

entzündliche Stimulation mit IL-1β einen Anstieg der PGE2 Konzentration auf 

5077,24 ± 1182,25 pg/ml. Die mit den drei unterschiedlichen Materialien inkubierten 

hPDLF, welche zusätzlich entzündlich stimuliert worden waren, zeigen insgesamt 

höhere PGE2 Konzentrationen als die Proben der unstimulierten hPDLF. Biodentine 

bewirkte bei den stimulierten hPDLF den höchsten Anstieg der PGE2 Konzentration 

auf 14255,60 ± 2464,09 pg/ml, gefolgt von Medcem MTA mit 6108,11 ± 3231,17 

pg/ml und ProRootMTA mit 3527,39 ± 1831,97 pg/ml. Auch bei den Proben 

unstimulierter hPDLF wies der Zellkulturüberstand nach Inkubation mit dem Material 

Biodentine die höchste PGE2 Konzentration von 7461,94 ± 5690,87 pg/ml auf. 

Sowohl Medcem MTA als auch ProRoot MTA bewirkten beide einen Anstieg der 

PGE2 Konzentration auf Werte um circa 1000 pg/ml. Die einfaktorielle 

Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p < 

0,0001). LSD-Post-Hoc-Tests zeigten im Vergleich zur Positivkontrolle keine 

signifikanten Unterschiede für die stimulierten Zellen, die mit ProRootMTA und 

Medcem MTA inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,537, Medcem MTA p = 

0,680), allerdings signifikant höhere Werte im Vergleich zur Positivkontrolle für die 

stimulierten Zellen, die mit Biodentine inkubiert worden waren (Biodentine p = 0,002). 
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Die Inkubation der Zellen mit Biodentine führte auch ohne Stimulation zu einer 

signifikanten Steigerung der PGE2-Konzentration (p = 0,011) 

 

Abbildung 18: Ergebnisse des PGE2-EIA mit hPDLF nach Inkubation mit 
Zementeluaten; ap = 0,002, bp = 0,011 

In Abbildung 19 wird die PGE2 Konzentration im Zellkulturüberstand von hOB 

dargestellt. Die Negativkontrolle wies einen Wert von 582,08 ± 267,18 pg/ml auf und 

der Wert der Hemmkontrolle mit Indomethacin lag etwas höher bei 1294,558 ± 

632,82 pg/ml. Die entzündlich stimulierten hOB, welche mit ProRootMTA, Medcem 

MTA und Biodentine inkubiert worden waren, wiesen in absteigender Reihenfolge 

folgende PGE2 Konzentrationen auf, Biodentine 28157,80 ± 1197,84 pg/ml, Medcem 

MTA 7291,78 ± 6093,90 pg/ml und ProRootMTA 4935,74 ± 647,67 pg/ml. Die 

Proben von unstimulierten hOB, inkubiert mit ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine, wiesen alle Werte bis zu maximal 1200 pg/ml auf. 

Die einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test zeigte einen signifikanten 

Einfluss der Materialien auf die PGE2-Konzentration (p = 0,03). Der LSD-Post-Hoc-

Test zeigte niedrigere Werte im Vergleich mit der Positivkontrolle für die stimulierten 

hOB, die mit Zementeluaten von ProRootMTA und Medcem MTA inkubiert worden 

waren (ProRootMTA p = 0,003, Medcem MTA p = 0,012), jedoch signifikant höhere 

Werte im Vergleich zur Positivkontrolle für die stimulierten hOB, welche mit 

Biodentine inkubiert worden waren (Biodentine p = 0,002).  
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Abbildung 19: Ergebnisse des PGE2-EIA mit hOB nach Inkubation mit 
Zementeluaten; ap = 0,003, bp = 0,012, cp = 0,002 

4.4   Regeneratives Potential 

Das regenerative Potential der Materialien ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine wurde auf verschiedenen Ebenen mittels unterschiedlicher Methoden 

überprüft. Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung wurden die Menge eines 

sekretorischen osteogenen Markerproteins (Osteocalcin, ELISA) und die 

Expressionsrate eines hierfür typischen Transkriptionsfaktors (RUNX2, Western Blot) 

untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuche dargestellt.  

4.4.1   RUNX2 Nachweis mittels Western Blot  

Abbildung 20 zeigt die Auswertung der Expressionsrate von RUNX2 nach Inkubation 

der Zellen mit den Zementeluaten. Dazu wurden Western Blots der hPDSC_hTERT-

Proteine mit einem gegen RUNX2 gerichteten Antikörper durchgeführt. Es zeigten 

sich deutliche Intensitätsunterschiede. Die höchste Intensität der Banden wiesen in 

diesem Fall Medcem MTA und Biodentine auf, gefolgt von der Positivkontrolle. 

ProRootMTA wies die geringste Grauintensität beim Vergleich der drei Materialien 

auf. 
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Abbildung 20: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf RUNX2 nach Inkubation 
mit Zementeluaten 

Abbildung 21 zeigt die Kontrolle der Auswertung der Expressionsrate von RUNX2 

der hPDSC_hTERT nach Inkubation mit Anti-Cyclin B-Antikörper. Bei der 

Detektierung mittels Western Blot zeigten sich lediglich sehr geringfügige 

Intensitätsunterschiede. Somit kann von einer einheitlichen Proteinladung der 

einzelnen Geltaschen ausgegangen werden. 

 

Abbildung 21: exemplarisches Western-Blot-Ergebnis auf Actin zur Ladungskontrolle 

4.4.2   Osteocalcin-ELISA 

In Abbildung 22 wird die OCN Konzentration durch Nachweis mittels Osteocalcin-

ELISA im Zelkulturüberstand sowohl von hPDSC_hTERT als auch von hMSC 

dargestellt. Dafür wurden die Zementeluate der Materialien ProRootMTA, Medcem 

MTA und Biodentine mit den Zellarten inkubiert. Als Negativkontrolle diente das 

jeweilige Zellkulturmedium. Als Positivkontrolle diente optimiertes Osteocalcin 

Medium (100 nM Dexamethason, 10 mM β-Gylcerophosphat, 0,05 mM L-

Ascorbinsäure-2-Phosphat) nach Jaiswal und Mitarbeitern (Jaiswal et al., 1997). 

Beim Vergleich der Wirkung der drei Zementeluate auf die hPDSC_hTERT zeigte 

ProRootMTA die höchsten Werte der OCN Konzentration von 6,84 ± 3,25 pg/ml 

gefolgt von Medcem MTA und Biodentine mit jeweils 5,91 ± 1,21 pg/ml und 5,83 ± 

2,53 pg/ml. Niedrigere Werte wies die Positivkontrolle mit 5,30 ± 0,65 pg/ml auf. Die 

geringste OCN Konzentration hatte die Negativkontrolle mit 3,94 ± 0,73 pg/ml. 

Insgesamt betrachtet zeigten sich bei hPDSC_hTERT höhere OCN Konzentrationen 

als bei dem hMSC. Hier wies die Positivkontrolle mit 5,38 ± 0,60 pg/ml den höchsten 

Wert der OCN Konzentration auf. ProRootMTA lag mit 4,35 ± 0,36 pg/ml etwas 

darunter. Medcem MTA wies eine OCN Konzentration von 2,81 ± 0,51 pg/ml auf, 

ähnliche Werte hatte auch die Negativkontrolle. Die geringste OCN Konzentration in 
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Verbindung mit hMSC wiesen die Proben auf, welche mit Biodentine inkubiert 

worden waren, nämlich 1,18 ± 0,04 pg/ml. 

Die einfaktorielle Varianzanalyse (p = 0,038) mit LSD-Post-Hoc-Test zeigte 

signifikant höhere Werte im Vergleich zur Negativkontrolle für die hMSC, die mit 

Zementeluaten von ProRootMTA inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,002). 

Sie zeigte ebenfalls signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur Negativkontrolle für 

die hMSC, die mit Zementeluaten von Biodentine inkubiert worden waren (Biodentine 

p = 0,005). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur 

Negativkontrolle für die hPDSC_hTERT, die mit ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,172, Medcem MTA p = 0,341, 

Biodentine p = 0,360). 

 
Abbildung 22: Ergebnisse des Osteocalcin-ELISA mit hPDSC_hTERT und hMSC 
nach Inkubation mit Zementeluaten, * signifikant, p < 0,05 
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5  Diskussion 

In der vorliegenden Studie werden die drei endodontisch eingesetzten Materialien 

Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine im Hinblick auf deren biologische 

Eigenschaften untersucht. Dazu zählen insbesondere die Biokompatibilität, die 

Wirkung auf Wege der inflammatorischen Signaltransduktion und das regenerative 

Potential. Zu diesem Zweck wurde Medcem MTA mit zwei weiteren in der 

Endodontie häufig eingesetzten Materialien, nämlich dem längjährig etablierten 

ProRootMTA und dem neueren Biodentine, verglichen. Bei dieser Arbeit handelt es 

sich demnach um eine experimentelle Studie, die sich den biologischen 

Eigenschaften in bereits erwähnter Form widmet. 

Im Hinblick auf die Biokompatibilität, genauer die Zytotoxizität, wurde gezeigt, dass 

sowohl ProRootMTA als auch Medcem MTA und Biodentine ein gewisses 

zytotoxisches Potential aufweisen, jedoch alle drei Zemente auf Basis der 

vorliegenden Ergebnisse trotzdem biokompatible Materialien sind. Diese 

Schlussfolgerung ist vor allem in Bezug auf ProRootMTA und Biodentine in der 

Vergangenheit durch zahlreiche Studien ähnlich bestätigt worden (Khedmat et al., 

2014; Samyukhta et al. 2014; Yoshino et al., 2013). Zytotoxizität wurde im Rahmen 

unserer Studie durch den Nachweis von vitalen, metabolisch aktiven Zellen innerhalb 

einer Zellpopulation bestimmt, also der prozentual angegebenen Zellviabilität. Im 

Umkehrschluss ergab sich je nach Material eine prozentuale Reduktion der 

Zellviabilität durch mögliche zytotoxische Wirkung. Dabei stellte sich im WST-8 Test 

heraus, dass je nach Material und Verdünnung des Materials auch das Gegenteil 

eintreten konnte. Die wichtigste Erkenntnis bei Betrachtung der Ergebnisse war, dass 

die einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-HSD-Test keine signifikanten 

Unterschiede im Vergleich zur Negativkontrolle zeigte, sowohl für die hPDLF als 

auch für die hOB, die mit reinen Zementeluaten von ProRootMTA, Medcem MTA und 

Biodentine inkubiert worden waren (hPDLF: ProRootMTA p = 0,954, Medcem MTA p 

= 0,170, Biodentine p = 0,204; hOB: ProRootMTA p = 0,868, Medcem MTA p = 

0,124, Biodentine p = 0,903). Lediglich für die hGF-1 zeigte die einfaktorielle 

Varianzanalyse mit Tukey-HSD-Test signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur 

Negativkontrolle für die Proben, die mit Zementeluaten von Medcem MTA und 

Biodentine inkubiert worden waren (Medcem MTA p = 0,003, Biodentine p = 0,007). 



 58 

Man kann also feststellen, dass das bisher nur wenig untersuchte Material Medcem 

MTA in Bezug auf die Zytotoxizität definitiv ähnliche Eigenschaften aufweist, wie das 

auf dem Markt etablierte ProRootMTA und auch Biodentine. Da vor allem 

ProRootMTA in vielen klinischen Bereichen der Zahnmedizin erfolgreich eingesetzt 

wird, ist die vernachlässigbare Zytotoxizität von Medcem MTA also ein wichtiger 

Punkt für die Anwendung in den Bereichen retrograde Wurzelkanalfüllung nach 

Wurzelspitzenresektion und Apexifikation. Bei beiden Gebieten kommt das 

eingebrachte Material mit vitalem Gewebe in Kontakt. Bei der Apexifikation ist eine 

geringe Zytotoxizität besonders von Bedeutung, da diese bei jüngeren Patinten und 

dementsprechend an devitalen, jugendlichen Zähnen, welche kein abgeschlossenes 

Wurzelwachstum aufweisen, durchgeführt wird (Bishop et al., 2002). Bei der 

retrograden Wurzelkanalfüllung ist es Ziel das Wurzelkanalsystem nach apikal dicht 

zu verschließen, hier wäre ein hoher Grad an Zytotoxizität nachteilig, da das 

umliegende vitale Gewebe eventuell Schaden nehmen könnte. 

Im Rahmen der Biokompatibilität wurde zudem noch ein Mikrokerntest durchgeführt 

um mögliche DNA- und Chromosomenschäden aufzudecken. Zu diesem speziellen 

Versuchsaufbau liegen in der Forschung relativ gesehen weniger Studien vor, als 

beispielsweise für die mögliche Zytotoxizität der drei Materialien. Deshalb bedurfte es 

hier Versuchen, die sowohl Medcem MTA als auch ProRootMTA und Biodentine in 

Bezug auf eine mögliche vorliegende Genotoxizität untersuchten. Nach 

Durchführung des Mikrokerntests mit allen drei Materialien ließ keines davon darauf 

schließen, dass eine Einschränkung der Biokompatibilität vorliegen könnte. Es 

wurden keine DNA- oder Chromosomenschäden aufgedeckt. Zu einem ähnlichen 

Ergebnis kamen auch Gorduysus und Mitarbeiter, sie stellten gute Biokompatibilität 

von ProRootMTA mittels Annexin V-Assay an PDL-Fibroblasten fest (Gorduysus et 

al., 2007). Im Mikrokerntest konnten Camargo und Mitarbeiter im Zusammenhang mit 

MTA ebenso keine erhöhte Anzahl von Mikrokernen nachweisen und 

dementsprechend auch keine mögliche Genotoxizität (Camargo et al., 2009).  

Somit war die Biokompatibilität von Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine auf 

Basis der vorliegenden Ergebnisse der durchgeführten Versuche als ausreichend 

einzustufen. Medcem MTA wies in dieser Untersuchung absolut gleichwertige 

Eigenschaften auf wie das Material ProRootMTA. Damit kann, aus Sicht der 

Biokompatibilität, Medcem MTA im gleichen Indikationsspektrum eingesetzt werden 

wie die beiden anderen etablierten Materialien. Da die Biokompatibilität als primärer 
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und wichtigster Faktor untersucht wurde, folgte nun die Untersuchung weiterer 

interessanter möglicher Eigenschaften, die das neue Material Medcem MTA für die 

Endodontie einsetzbar machen könnten. 

In Bezug auf den Einfluss von Medcem MTA auf die inflammatorische 

Signaltransduktion wurden sowohl das NF-κB-System als auch das Cyclooxygenase-

System untersucht. Die Ergebnisse der Versuche nach Inkubation von hPDLF mit 

den Zementeluaten zeigten einige Unterschiede zwischen den Materialien Medcem 

MTA, ProRootMTA und Biodentine. Wie Yan und Mitarbeiter als auch Minamikawa 

und Mitarbeiter in der Vergangenheit feststellten, war MTA in der Lage durch 

Beeinflussung des NF-κB Signalwegs einen Entzündungsvorgang zu induzieren 

(Minamikawa et al., 2009, Yan et al., 2014). Verschiedene Studien bestätigten in der 

Vergangenheit ebenfalls die Steigerung der IL-6 Konzentration durch MTA (Ciasca et 

al., 2012). Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten Versuche zeigte sich 

jedoch, dass sowohl ProRootMTA als auch Biodentine anscheinend den NF-κB 

Signalweg bei entzündlich stimulierten Zellen eher hemmen. Indirekt wurde dies 

durch eine signifikant geringere IL-6 Konzentration in den Proben von ProRootMTA 

und Biodentine im Vergleich mit der Positivkontrolle mittels ELISA-Verfahren und 

anschließendem LSD-Post-Hoc-Test nachgewiesen. Die direkte Untersuchung der 

IκBα-Expression zeigte hingegen keinen deutlichen Unterschied zwischen den mit 

den Zementen behandelten Zellen und der entzündlich stimulierten Positivkontrolle. 

Medcem MTA hingegen wies die höchsten Werte der IL-6 Konzentrationen bei 

hPDLF auf, welche vorher inflammatorisch stimuliert worden waren. Das könnte 

darauf hindeuten, dass Medcem MTA im Vergleich zu ProRootMTA und Biodentine 

am wenigsten die IL-6 Produktion reprimiert. Somit würde Medcem MTA die 

Reaktion des Immunsystems und der Abwehr eher unterstützen als andere 

Materialien und möglicherweise eine ungestörte und effektivere Heilung ermöglichen. 

Dies könnte als vorteilhaft betrachten werden, da ja die klinische Anwendung, vor 

allem im Bereich der retrograden Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion, 

zumeist mit geschädigtem Gewebe mit Heilungsbedarf einhergeht. Für die 

entsprechende Heilung muss aber auch eine Entzündung gegeben sein, mit 

vorhandenen Entzündungsmediatoren wie zum Beispiel IL-6. Interessant an den 

Versuchsergebnissen war ebenfalls, dass Medcem MTA bei den unstimulierten 

hPDLF die geringste Konzentration an IL-6 im Vergleich aufwies. Der 

Werteunterschied der IL-6 Konzentrationen bei Medcem MTA zur Negativkontrolle 
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war zwar nicht signifikant, konnte aber doch nicht gänzlich außer Acht gelassen 

werden. Daher unterstützt diese Beobachtung die These, dass Medcem MTA einen 

geringeren Einfluss auf den natürlichen Metabolismus der Zellen hatte. Bei Medcem 

MTA existierte dementsprechend das größte Gefälle der IL-6 Konzentrationen 

zwischen den unstimulierten und den entzündlich stimulierten hPDLF Zellen.  

Somit ergibt die erste Versuchsgruppe, dass keines der drei Materialien die 

unstimulierten und somit gesunden Zellen in signifikantem Maß beeinflusst und die 

IL-6 Konzentrationen gravierend steigern könnte. Die zweite Gruppe bestätigt 

umgekehrt dasselbe, nämlich dass keines der drei Materialien in der Lage ist die IL-6 

Konzentration auf Werte zu erhöhen, die der Positivkontrolle annäherungsweise 

ähnlich sind. Folglich bedeuten diese Ergebnisse, dass wahrscheinlich kein Einfluss 

auf gesundes Gewebe von Seiten der Materialien besteht und man diese guten 

Gewissens in den unterschiedlichen Bereichen der Endodontie einsetzen kann. 

In den letzten Jahren wurden einige Studien veröffentlicht, in denen Zellen nach 

Kontakt mit MTA eine gesteigerte Expression der Cyclooxygenase und PGE2 

Konzentration aufwiesen (Minamikawa et al., 2009). Bei Betrachtung der in dieser 

Studie gemessenen PGE2 Konzentration wiesen die Zellkulturüberstände der hPDLF 

nach Inkubation mit Medcem MTA tendenziell höhere Werte an PGE2 auf, als nach 

Inkubation mit ProRootMTA, vor allem bei den vorher entzündlich stimulierten Zellen. 

Medcem MTA rief also in dieser Versuchsreihe eine Modulation und gesteigerte 

Expression von Enzymen und Entzündungsmediatoren hervor, welche bekanntlich 

teil von Entzündungsreaktionen und somit auch von Heilungsprozessen sind. Dazu 

zählt in diesem Fall als Enzym die Cyclooxygenase 2 und als Entzündungsmediator 

PGE2. Aufgrund der ähnlichen Werte von ProRootMTA und Medcem MTA läge es 

nun nahe, dass Medcem MTA eventuell genauso effektiv verwendbar wäre, wie das 

langjährig eingesetzte ProRootMTA. Dies beträfe dann insbesondere den Einsatz in 

entzündetem Gewebe, wie man es beispielsweise bei entzündeten Apices der Zähne 

findet. Somit wäre eine Anwendung des Materials bei der retrograden 

Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion eines beherdeten Zahnes 

gerechtfertigt. 

Die einfaktorielle Varianzanalyse mit LSD-Post-Hoc-Test zeigte im Vergleich zur 

Positivkontrolle keine signifikanten Unterschiede für stimulierte hPDLF, die mit 

ProRootMTA und Medcem MTA inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,537, 
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Medcem MTA p = 0,680). Also griff hier Medcem MTA eventuell genauso geringfügig 

in die PGE2 Produktion von hPDLF ein, wie bei den vorher bereits beschriebenen 

Vorgängen der IL-6 Produktion von hPDLF. Dies könnte den bereits erwähnten 

Vorteil bezüglich der Anwendung von Medcem MTA in körpereigenem Gewebe 

bedeuten, welches beispielsweise nach Apexifikation oder retrograder 

Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion einer Heilung bedarf. Medcem MTA 

könnte hier durch seine Anwendung in unmittelbarer Umgebung von bereits 

entzündetem Gewebe die gesteigerte PGE2 Konzentration belassen und ermöglichen 

und somit auch die notwendigen entzündlichen Prozesse beschleunigen. Biodentine 

stach im Rahmen des Versuches heraus, es wies signifikant höhere Werte im LSD-

Post-Hoc-Test im Vergleich der Proben der entzündlich stimulierten hPDLF und der 

Positivkontrolle auf (Biodentine p = 0,002), ebenso zeigte sich in der Western-Blot-

Analyse eine starke Expressionssteigerung der COX-2 nach Inkubation mit 

Zementeluaten von Biodentine. Man kann also schließen, dass Biodentine eine sehr 

starke Entzündungsreaktion hervorruft; klinisch müsste nun abgeklärt werden, ob 

dieses Ausmaß an Entzündung auch gewünscht ist. Der genaue Einfluss des 

Materials auf die klinische Anwendung ist ebenfalls nicht abschließend geklärt und 

fortführende Studien zu diesem Thema werden benötigt. 

Bezogen auf die hOB wiesen die Ergebnisse der durchgeführten ELISAs einige 

Ähnlichkeiten zu den Ergebnissen mit den hPDLF auf. Die einfaktorielle 

Varianzanalyse zeigte im Vergleich zur Positivkontrolle ebenfalls signifikant höhere 

Werte der PGE2 Konzentration für stimulierten hOB, die mit Biodentine inkubiert 

worden waren (Biodentine p = 0,002). Andererseits zeigte die einfaktorielle 

Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test im Vergleich zu Positivkontrolle signifikant 

niedrigere Werte für stimulierte hOB, die mit Zementeluaten von ProRootMTA und 

Medcem MTA inkubiert worden waren (ProRootMTA p = 0,003, Medcem MTA p = 

0,012). Diese Ergebnisse lassen eventuell darauf schließen, dass hOB generell eine 

stärkere Reaktion auf äußere Einflüsse und entsprechend auf die endodontisch 

angewandten Materialien zeigen. Hier waren ja die bereits stimulierten Zellen mit den 

Zementen behandelt worden und zeigten einen starken und signifikanten Rückgang 

der PGE2 Konzentration. Das könnte bedeuten, dass im Knochengewebe 

ProRootMTA und Medcem MTA eine stärkere reprimierende Wirkung auf die PGE2 

Konzentration hätten. 
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Medcem MTA könnte schlussfolgernd sowohl im Weichgewebe als auch im Knochen 

eine ähnliche Wirkung auf die Zellen und die Entzündungsreaktion der Zellen haben, 

wenngleich die PGE2 Konzentration in entzündetem Weichgewebe auf Basis der 

Ergebnisse der durchgeführten ELISAs auch etwas höher ausfallen könnte. Klinisch 

ist diese Beobachtung von Bedeutung, da die Zähne sowohl innerhalb der 

knöchernen Alveole als auch durch den parodontalen Halteapparat verankert sind. 

Ein Material, welches bei beiden dieser Formen des Bindegewebes mit seiner 

Wirkung ansetzt, ist in der Endodontie von Vorteil. 

Neben der Wirkung auf das Entzündungsgeschehen war aber ebenso die Wirkung 

von Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine auf mesenchymale Stammzellen 

und parodontale Progenitorzellen von Interesse. Die Expressionsrate eines hierfür 

typischen Transkriptionsfaktors (RUNX2, Western Blot) wurde unter anderem 

untersucht. Die Ergebnisse zeigen nach Interpretation der Intensitäten der Banden 

der gegen RUNX2 gerichteten Antikörper mit den hPDSC_hTERT Zellen, dass 

sowohl Medcem MTA als auch Biodentine eine sehr starke Wirkung auf die RUNX2 

Expression in parodontalen Progenitorzellen hervorrufen. ProRootMTA lag unterhalb 

der Intensität der Positivkontrolle, jedoch über der Intensität der Negativkontrolle, 

zeigte also auch eine gewisse Wirkung. Klinisch sind diese Ergebnisse von 

Interesse, da alle drei Materialien ja in parodontalem Gewebe verwendet werden. 

Wird nun die RUNX2 Expressionsrate durch Einsatz der Zemente gesteigert, so 

könnte dies die gesteigerte Differenzierung der Progenitorzellen in Knochengewebe, 

also Osteozyten bedeuten. Das wäre wiederum förderlich für die Anwendung bei der 

Indikation retrograde Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion. Dort besteht 

apikal ja zumeist eine Entzündung des Knochengewebes und der Wurzelspitze. 

Wenn nun ProRootMTA, Medcem MTA und Biodentine eher Differenzierung zu 

Knochen als zu Weichgewebe fördern, könnte man eine bessere Regeneration hin 

zu Hartsubstanzen und damit einer ossären Regeneration fördern. 

Das regenerative Potential der Materialien wurde unter anderem durch ein Endpunkt-

Assay, durch welches die OCN Konzentration gemessen wurde, überprüft. OCN als 

wichtiger osteogener Marker war ein Hinweis für die osteogene Differenzierung und 

repräsentierte das Stadium der reifen Osteoblasten (Owen et al., 1990). Die bereits 

vorliegenden Studienergebnisse zeigten, dass beispielsweise sowohl in dentalen 

Pulpazellen als auch in Stammzellen der apikalen Papille oder in bereits 

differenzierten Osteoblasten das Material MTA eine Steigerung der OCN Expression 
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bewirken konnte (Paranjpe et al., 2011; Zhao et al., 2012; Yan et al., 2014; Tan-Ishii 

et al., 2007). Die hMSC, also die mesenchymalen Stammzellen, sprachen im 

Vergleich zur Negativkontrolle sehr gut auf ProRootMTA an. Die einfaktorielle 

Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test zeigte signifikant höhere Werte im Vergleich zur 

Negativkontrolle für die hMSC, die mit Zementeluaten von ProRootMTA inkubiert 

worden waren (ProRootMTA p = 0,002). Biodentine hingegen lag mit den OCN 

Werten sogar signifikant unter der Negativkontrolle (Biodentine p = 0,005). Medcem 

MTA bewirkte zwar keine signifikant höheren Werte bei hMSC als die 

Negativkontrolle mit 2,65 ± 0,30 pg/ml, die OCN Konzentration befand sich aber 

dennoch darüber mit Werten bei 2,81 ± 0,51 pg/ml. In unserer Studie stellte sich 

auch heraus, dass hPDSC_hTERT zwar gut auf die drei Materialien ansprachen und 

dementsprechend mehr OCN Konzentration in der jeweiligen Probe nachgewiesen 

werden konnte, die Unterschiede aber nicht signifikant waren. Medcem MTA und 

ProRootMTA wiesen in etwa dieselbe Menge an OCN auf. ProRootMTA hatte einen 

leicht höheren Wert an OCN Konzentration. Der Fakt, dass alle gemessenen OCN 

Konzentrationen der drei Zementproben höher lagen als die Negativkontrolle der 

hPDSC_hTERT, ließ tendenziell auf ein regeneratives Potential der drei Materialien 

schließen. Schließlich galt hier: je mehr OCN innerhalb der Probe, desto mehr reife 

Osteoblasten waren vorhanden und desto mehr parodontale Progenitorzellen waren 

osteogen differenziert.  

Somit kann darauf geschlossen werden, dass Medcem MTA und ProRootMTA sich 

wahrscheinlich positiv auf die osteogene Differenzierung von mesenchymalen 

Stammzellen auswirken, Biodentine aber eher keinen oder nur wenig Effekt in diese 

Richtung aufweist. Klinisch gesehen ist eine regenerative Komponente natürlich von 

Vorteil, da diese ja neben der Heilung auch die Neubildung von Gewebe und 

Knochenmaterial ermöglichen würde. Was die Apexifikation bei avitalen jugendlichen 

Zähnen mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum angeht, würde dies das 

Generieren eines natürlichen apikalen Stopps erleichtern.  

Betrachtet man nun noch die wirtschaftliche Komponente von Medcem MTA, also 

den Kostenfaktor, sind die Vorteile dieses neuen Materials zahlreich. Die hohe 

Verfügbarkeit und die niedrigen Kosten machen die Portlandzemente im Allgemeinen 

deshalb zu einer interessanten Alternative zu den bisherigen auf dem Markt 

verfügbaren Produkten (Tenório de Franca et al., 2010).  
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6   Zusammenfassung 

Diese Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Biokompatibilität, der 

inflammatorischen Wirkung und der Wirkung auf Stammzelldifferenzierung der drei 

hydraulischen Silikatzemente Medcem MTA, ProRootMTA und Biodentine. Alle drei 

Zementarten sind für ähnliche Indikationen vorgesehen, wie zum Beispiel für die 

indirekte und direkte Überkappung und Pulpotomie, für die Apexifikation, für die 

Perforationsdeckung und für die retrograde Wurzelkanalfüllung nach 

Wurzelspitzenresektion. ProRootMTA wurde bislang von Seiten der Forschung am 

eingehendsten untersucht, da es von allen drei endodontischen Materialien am 

längsten auf dem Markt existiert. Biodentine und Medcem MTA sind neuere 

Materialien und müssen demnach noch in ähnlichem Umfang untersucht werden.  

Für die Versuche an Kulturen oraler Zellen (Fibroblasten der Gingiva und des 

Parodonts, Osteoblasten sowie deren Vorläuferzellen) wurden Eluate der drei 

endodontischen Zemente in Zellkulturmedium hergestellt.  

Zunächst wurde die Biokompatibilität der Materialien untersucht, wobei jeweils eine 

Versuchsreihe zum Ausschluss einer generellen Zytotoxizität (WST-8-Assay) und 

einer möglichen genotoxischen Wirkung (Micronucleus-Assay) durchgeführt wurde.  

Weiterhin wurde die Wirkung der Zementeluate auf verschiedene zelluläre 

Entzündungskaskaden (NF-κB-System, Cyclooxygenase-System) untersucht. Dazu 

wurden die Zellen mit Zementeluaten inkubiert und teilweise zusätzlich artifiziell 

entzündlich stimuliert. Der Nachweis von für das jeweilige getestete System 

relevanten Zielproteinen und –substanzen erfolgte mittels Western Blot (IκBα, NF-κB 

p65, COX-2) und ELISA (IL-6, PGE2). 

Als weitere Komponente wurden Versuche durchgeführt, welche den Nachweis eines 

möglichen regenerativen Potentials der Materialien zum Ziel hatten. Hierfür wurden 

Progenitorzellen (hPDSC_hTERT, hMSC) mit den Zementeluaten inkubiert und 

sowohl die Menge eines sekretorischen osteogenen Markerproteins (Osteocalcin, 

ELISA) als auch die Expressionsrate eines hierfür typischen Transkriptionsfaktors 

(RUNX2, Western Blot) untersucht.  

Die Ergebnisse der Versuche ergaben für die Beurteilung der Biokompatibilität der 

Materialien folgende Erkenntnisse: Im WST-8 Test zeigte sich für alle drei Zemente 

eine gute Biokompatibilität, lediglich die Ergebnisse der HGF-1 wiesen eine gewisse 
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Zytotoxizität auf. Der Mikrokerntest ließ nicht auf ein genotoxisches Potential von 

Medcem MTA, ProRootMTA oder Biodentine schließen.  

Die Beeinflussung des NF-κB-Systems und des Cyclooxygenase-Systems von 

Seiten der Zemente wurde teilweise bestätigt. Medcem MTA bewirkte im ELISA 

Versuch die höchsten Werte der IL-6 Konzentration bei hPDLF, welche vorher 

entzündlich stimuliert worden waren. Das könnte darauf hindeuten, dass Medcem 

MTA im Vergleich zu ProRootMTA und Biodentine am geringsten die IL-6 Produktion 

reprimiert und damit am wenigsten in die Funktion des Immunsystems eingreift. 

Dasselbe Ergebnis zeigte sich bei der Untersuchung des Einflusses der drei 

Materialien auf das Cyclooxgenase-System. Was Medcem MTA anging, waren hier 

besonders in Bezug auf stimulierte hPDLF keine signifikanten Unterschiede der 

PGE2 Konzentration zur Positivkontrolle festzustellen. Biodentine wies dagegen 

signifikant höhere Werte auf, ProRoot MTA schnitt ungefähr genauso ab wie 

Medcem MTA. In Bezug der Wirkung von Medcem MTA auf das Cyclooxygnenase-

System zeigt sich also wiederum ein relativ geringfügiger Einfluss dieses Materials 

auf die intrazelluläre Entzündungskaskade der Zellen.  

Was das regenerative Potential der Materialien anging, so zeigten im Western Blot 

Versuch sowohl Medcem MTA als auch Biodentine eine sehr starke Wirkung auf die 

RUNX2 Expression in parodontalen Progenitorzellen. Beide Materialien könnten also 

die gewünschte Wirkung auf die osteogene Differenzierung dieser Zellen aufweisen. 

ProRootMTA bewirkte im ELISA Versuch bei hMSC signifikant höhere OCN 

Konzentrationen im Vergleich mit der Negativkontrolle. Auch nach Inkubation mit 

Medcem MTA lag die OCN Konzentration in den Proben von hMSC höher. Also 

schufen beide Materialien wahrscheinlich gute Bedingungen für die osteogene 

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen. Biodentine lag mit den OCN 

Werte hingegen unter der Negativkontrolle. Sowohl ProRootMTA als auch Medcem 

MTA wiesen also ein gewisses regeneratives Potential auf, was für die klinischen 

Anwendungen wie retrograde Wurzelkanalfüllung nach Wurzelspitzenresektion und 

Apexifikation als möglicher Vorteil angesehen werden darf. 
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9   Abkürzungsverzeichnis 

%    Prozent 

°C    Grad Celsius 

A. dest.   Aqua destillata-destilliertes Wasser 

AK   Antikörper 

ANSI/ADA  American National Standards Institute/American Dental 

Association 

ALP    alkalische Phosphatase 

BGG    Gamma-globulin 

BMP    bone morphogenetic proteins 

BSP    Bone Sialoprotein 

Ca2+    Calcium 

CBBG   Coomassie-Brilliant-Blau G-250 

CCVK   Colorimetric Cell Viability Kit 

CER    zytoplasmatisches Extraktionsreagenz 

CO2    Kohlenstoffdioxid 

COX-1/2   Cyclooxygenase-1/2 

d    Tage 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EIA    Enzym-Immunoassay 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

et al.    et alii (und andere) 

FBS    Fetales Kälberserum 

g    Erdbeschleunigung 

GIZ    Glasionomerzemente 

h    Stunden 

H2O    Wasser 

HCl    Salzsäure 

hGF-1   humane gingivale Fibroblasten 

hMSC   humane mesenchymale Stammzellen 

hOB    humane Osteoblasten 

hPDLF   humane Fibroblasten des parodontalen Ligaments 
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hPDSC_hTERT humane adulte Stammzellen des parodontalen Ligaments - 

humane Telomerase reverse Transkriptase 

HRP    Meerrettichperoxidase 

IgG    ImmunglobulinG 

IL-6/8/1β   Interleukin-6/8/1β 

IRM    Intermediate Restorative Material 

ISO    Internationale Organisation für Normung 

IκBα  nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells inhibitor alpha 

LPS    Lipopolysaccharid 

mA    Miliampere 

mg    Milligramm 

Mg2+    Magnesium 

min    Minuten 

ml    Milliliter 

mm    Millimeter 

mM    Millimolar 

mol    Mol 

MPa    Megapascal 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure 

MTA    Mineral Trioxide Aggregate 

MTT    Mosmann's tetrazolium toxicity 

NADH   Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydrid  

NADPH   Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat  

NER    nukleäre Extraktionsreagenz 

NF-κB   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

nm    Nanometer 

OCN    Osteocalcin 

PBS    Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  

PGE2    Prostaglandin E2 

pH    potentia hydrogenii 

PS    Phosphytidylserin 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

rt-PCR   reversere Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
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RUNX2   Runt-related transcription factor 2 

s    Sekunden 

SDS-PAGE   Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

spp.    Spezies (Plural) 

sTNF    löslicher Tumor Nekrose Faktor-α 

TBS-T   Tris Buffered Saline with Tween 

TGF-ß   Transforming growth factor beta 

TNF-α   Tumor Nekrose Faktor-α 

TNF-R 1/2   Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor 1/2 

TLR    „Toll-like“ Rezeptoren 

U    Spannung 

U    Units 

UV-Licht   Ultraviolettes Licht 

V    Volt 

WST-8   Water soluble Tetrazolium salts-8 

X    -fach 

α-MEM Medium  Minimal Essential Medium α 

µg    Mikrogramm 

µm    Mikrometer 
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10   Reagenzien und Chemikalien 

10.1   Chemikalien 

2-Propanol (Sigma) 

Aqua Destillata (B. Braun) 

Colorimetric Cell Viability Kit-1-Reagens (PromoCell) 

Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (Bio-Rad Laboratories) 

Dexamethason (Sigma Aldrich) 

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich) 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (ohne Ca2+ und Mg2+; Sigma) 

Entellan (Merck Millipore)  

Färbereagenz (Thermo Fisher Scientific 

Fetales Kälberserum (gibco/Life Technologies) 

Formaldehyd (Sigma) 

IL-1β (Sigma) 

Indomethacin (Sigma) 

Methanol (Carl Roth) 

Minimal Essential Medium α (gibco/Life Technologies) 

Osteoblast growth Medium (PromoCell) 

Penicillin G (Sigma) 

Polyacrylamid-Tris-Glycin-Gel (12%; Bio-Rad Laboratories) 

Protease-Inhibitor-Cocktail (1:100; Thermo Fisher Scientific) 

Proteinstandard (Bio-Rad Laboratories) 

Rinderalbumin (Thermo Fisher Scientific)  

Salzsäure (Sigma) 

Schiffs Reagens (Roche) 

Stickstoff (Thermo Fisher Scientific) 

Streptomycin (Sigma) 

TNF-α (Sigma) 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

Trypanblau (PAA Laboratories) 

Xylol (Sigma) 
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10.2   Rezepte 

Trypsin-EDTA-Lösung (Sigma-Aldrich) 

0,05% Trypsin, 0,02% Ethylendiamintetraessigsäure in Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline 

Laufpuffer 

192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS 

TBS-T  

20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20 (Bio-Rad Laboratories) 

Meerrettichperoxidase (HRP; Santa Cruz) 

4X Laemmli Puffer 

277,8 mM Tris-HCL, pH 6.8, 44,5% Glyzerol, 4,4% SDS, 0,02% Bromphenolblau, 

10% ß-Mercaptoethanol 

Enzym-Substrat-Lösung 

Luminol Enhancer Lösung, stabiler Peroxid Puffer (1:1; Thermo Fisher Scientific) 

Transferpuffer 

 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol (pH ~ 8,3) 

Natriumdisulfit-Spüllösung 

540 ml A. dest., 30 ml 1 N HCL, 30 ml 10% Kaliumdisulfit-Lösung 

10.3   Verwendete Kits 

Annexin V-Assay (Annexin V-PE Detection Kit; PromoCell) 

Bradford Test (Bradford Assay; Bio-Rad Laboratories) 

Extraktions Kit für nukleäre und zytoplasmatische Proteine (NE-PER; Thermo Fisher 

Scientific) 

IL-6 ELISA (Quantikine Human IL-6; R&D Systems) 

Mikrokerntest (Merck Millipore) 

Osteocalcin ELISA (Quantikine ELISA human OCN; R&D Systems) 

PGE2 EIA (PGE2 high sensitivity EIA; Enzo Life Sciences) 
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