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1 Einleitung 
 
1.1 Grundlagen der Endodontie 

 
Während früher die Behandlungsschwerpunkte der Zahnmedizin vor allem im 

Ersatz fehlender Zähne durch herausnehmbaren oder festsitzenden Zahnersatz 

lagen, wird heute immer mehr dem Prinzip der minimalinvasiven Zahnmedizin und 

dem Wunsch des Patienten nach Erhalt seiner natürlichen Zähne gefolgt. Dadurch 

haben in den letzten Jahrzehnten zahnerhaltende und damit besonders 

endodontische Maßnahmen zunehmend an Bedeutung gewonnen (Micheelis und 

Schiffner, DMS IV, 2005). 

 
1.1.1 Anatomie des Zahnes 

 
Der menschliche Zahn besteht aus Schmelz, Zement, Dentin und einem 

Weichgewebskern, der Pulpa. Histologisch findet sich in der Pulpa ein lockeres 

Bindegewebe mit gelartiger Konsistenz. Dieses enthält  kollagene  und 

präkollagene Fibrillen und Fasern, Lymph- und Blutgefäße sowie Nerven und 

Zellen (Magloire et al., 1983). Fibroblasten, Odontoblasten und Abwehrzellen 

stellen die grundsätzlich vorkommenden Zellarten dar (Bergenholtz et al., 1985). 

Die Pulpa steht über das Formen apicale, laterale und interradikuläre Kanäle mit 

dem Parodontium in Verbindung. Zudem bildet es mit dem Dentin eine Einheit, 

denn das Dentin besitzt Dentinkanälchen, die von der Pulpa Richtung Schmelz 

verlaufen und im Inneren die Fortsätze der Odontoblasten mit sich führen 

(Goldberg und Lasfarques, 1995). 

 
1.1.2 Ätiologie pulpaler Erkrankungen 

 
Aufgrund ihrer exponierten Stellung sind die Zähne und damit auch ihr Endodont 

ständig verschiedenen Gefährdungen ausgesetzt, in deren Folge es zu pulpalen 

Erkrankungen kommen kann. Grundsätzlich kann eine Pulpaschädigung durch 

chemische, mechanische, bakterielle, osmotische und thermische Reize auftreten. 

Die Hauptursache für eine Pulpaerkrankung ist mit 95% aber eine 

Bakterieninvasion aufgrund einer vorliegenden Karies profunda (Schäfer, 2001). 

Neben der infektiös bedingten Pulpaerkrankung können jedoch auch iatrogene 

Ursachen vorliegen. Denn bei zahnärztlichen Maßnahmen kann es zu chemischen 
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und physikalischen Reizungen der Pulpa kommen. Im Zuge einer Füllungstherapie 

besteht beispielsweise die Gefahr, dass die Bestandteile des Füllungsmaterials  

die Pulpa reizen (Schmalz, 1998). Aber auch bei ausgedehnten 

Kavitätenpräparationen können durch den entstehenden Druck, die Erhöhung der 

Temperatur und durch das Austrocknen des Dentins Pulpaschädigungen 

entstehen (Kwon et al., 2013). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass auch durch 

insuffiziente Restaurationen Bakterien eindringen und die Pulpa reizen können 

(Kerschbaum und Voß, 1981). Darüber hinaus können Traumata der Auslöser für 

Erkrankungen der Pulpa sein. Zum einen kann es bei großflächigen Eröffnungen 

der Pulpa im Rahmen einer komplizierten Kronenfraktur mit Invasion pathogener 

Keime zu einer Pulpitis kommen, zum anderen können auch Zahnluxationen mit 

einer Abtrennung des Gefäßnervenstrangs zu einer Pulpaschädigung führen und 

eine Wurzelkanalbehandlung erforderlich machen (Rocha et al., 2015). 

 
1.1.3 Arten der Pulpaerkrankungen 

 
Die entzündlichen Reaktionen der Pulpa auf einen Reiz können in  

unterschiedliche Stadien eingeteilt werden. Da die einzelnen Stadien teilweise nur 

kurzzeitig existieren oder nebeneinander auftreten, ist die Diagnostik häufig sehr 

schwierig. 

 
1.1.3.1 Pulpitis 

 
Die Pulpitis bezeichnet eine Entzündung der Pulpa, die durch ausreichend lang 

anhaltende oder starke Reize auftreten kann. Die Pulpitis kann sowohl ätiologisch 

in eine infektiöse, traumatische und iatrogene Pulpitis unterteilt werden, als auch 

pathogenetisch in die Hyperämie, die Pulpitis serosa und die Pulpitis purulenta 

(Tinkl et al., 1977). Die Unterscheidung der verschiedenen pathogenetisch 

vorhandenen Formen ist jedoch häufig problematisch und klinisch weitgehend 

bedeutungslos. Entscheidend für das Entstehen einer Pulpitis ist das 

Vorhandensein von Bakterien und deren Metaboliten. Dies wurde von Kakehashi 

1965 in seinen Tierversuchen mit Ratten gezeigt (Kakehashi et al., 1965). Die 

Eintrittspforten hierfür sind die freiliegende Pulpa, Dentin- oder Seitenkanälchen 

(Bergenholtz und Warfvinge, 1982). Pathogenetisch entwickelt sich eine Pulpitis 

grundsätzlich wie jede andere Entzündung. Aufgrund der Ummantelung der Pulpa 
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mit Hartgewebe ergeben sich jedoch spezifische Verlaufsformen. In der initialen 

zellulären Phase kommt es vor allem zum Einstrom von neutrophilen  

Granulozyten in die Odontoblastenschicht. Mit zunehmender Infektion finden sich 

Zellen der spezifischen Abwehr, wie Plasmazellen und Lymphozyten (Stashenko 

et al., 1998). Es folgt die vaskuläre Phase, die durch einen Anstieg des  

Blutflusses, einer erhöhten Permeabilität und einer Flüssigkeitsansammlung im 

Gewebe gekennzeichnet ist (Torneck, 1981). Wenn der ursächliche Reiz zu 

diesem Zeitpunkt entfernt wird, ist eine Ausheilung in der Regel möglich. Hält der 

Reiz dagegen an, kommt es in der Folge zum Zelltod von Granulozyten mit der 

gleichzeitigen Freisetzung von proteolytischen Enzymen und toxischen zellulären 

Komponenten (Langeland, 1981). Zumeist beschränkt sich dieser Zustand auf das 

Areal, in dem der Reiz aufgetreten ist, und betrifft nicht die vollständige Pulpa. Der 

Reiz auf das Endodont bewirkt neben dem entzündlichen Prozess auch eine 

Sklerosierung der Dentintubuli (Frank und Voegel, 1980), die mit einer Verengung 

der Kanälchen einhergeht, und eine Bildung von Tertiärdentin an der Pulpa- 

Dentin-Grenze. Folgt nun keine Behandlung kommt es zum Voranschreiten der 

Entzündung, die sich vor allem in apikaler Richtung ausdehnt und letztlich zu einer 

Nekrose der Pulpa führt (Lin und Langeland, 1981). 

 
1.1.3.2 Nekrose des Pulpagewebes 

 
Bei der Pulpanekrose handelt es sich um einen irreversiblen Zustand, der durch 

einen Gewebezerfall charakterisiert ist. Die Nekrose kann lokal auftreten, aber 

auch die gesamte Kronen- und Wurzelpulpa ausfüllen (Schroeder, 1991). Die 

Hauptursache für eine Pulpanekrose ist eine bakterielle Infektion, in deren  

Rahmen es zu hohen Endotoxinkonzentrationen innerhalb der Pulpa kommt, die 

wiederum toxisch sind und dadurch die Gewebenekrose herbeiführen (Pinero et 

al., 1983). Ein wichtiger Aspekt ist, dass sobald die Pulpa durch die Karies 

freigelegt wird, immer eine Nekrotisierung des Kronenpulpagewebes eintritt (Lin 

und Langeland, 1981). 
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1.1.3.3 Parodontitis apicalis 
 
Neben der Pulpitis und der Pulpanekrose ist die Parodontis apicalis eine weitere 

Form der Pulpaerkrankungen, welche sich aus den beiden Erstgenannten 

entwickeln kann. 

 
1.1.3.3.1 Ätiologie und Pathogenese 

 
In den meisten Fällen ist die Parodontitis apicalis die Folge einer unbehandelten 

Pulpitits, aber auch Traumata, Parodontopathien und endodontische 

Behandlungsmaßnahmen und -fehler können der Auslöser dafür sein (Nair, 2006). 

Eine periapikale Läsion entsteht letztendlich aber genauso wie auch die Pulpitis 

nur durch die Anwesenheit von Bakterien im Wurzelkanalsystem (Kakehashi et al., 

1965). Die hier vorkommende Flora ist zwar polymikrobiell, stellt aber nur ein 

eingeschränktes Spektrum der in der Mundhöhle vorkommenden Vielfalt mit vor 

allem gramnegativen und anaeroben Stäbchen und Peptostreptokokken dar (van 

Winckelhoff, 1985). Die Pathogenese der Parodontitis apicalis ähnelt der der 

Pulpitis. Zusätzlich invadieren die Mikroorganismen, die im Wurzelkanal etabliert 

sind, jetzt auch das apikale Parodont, führen zu einer Knochendestruktion und 

lösen dort eine Immunreaktion aus, welche einen Verteidigungsmechanismus des 

Körpers, mit dem Ziel die Infektion auf den Wurzelkanal zu begrenzen, darstellt 

(Stashenko et al., 1998). 

 
1.1.3.3.2 Entzündungsreaktion 

 
Die Entzündungsreaktion ist sehr komplex und besteht aus verschiedensten 

Elementen. Die akute Phase ist vor allem durch eine unspezifische Immunantwort 

gekennzeichnet, in der es zur Migration und Aktivierung von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten kommt (Nair und Schroeder, 1985). Die Entzündung 

bringt auch Veränderungen auf molekularer Ebene mit sich. Bakterien und 

Zytokine, die als Stimuli wirken, führen über Signalkaskaden zu einer Produktion 

von Entzündungsmediatoren (Levy, 1997; Smith et al., 2000). Als Beispiel ist das 

Prostaglandin E2 (PGE2) zu nennen, das im Rahmen von Entzündungsreaktionen 

eine besondere Bedeutung hat (Stanczyk et al., 2001). Gebildet wird es durch die 

Cyclooxygenase-2 (COX-2), welche durch Bakterienbestandteile, wie 

Lipopolysaccaride (LPS), und das Interleukin-1β (IL-1β) aktiviert wird. Durch die 
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gesteigerte Produktion von PGE2 kommen dessen Wirkungen zum Tragen. Es 

erhöht sich unter anderem die Gefäßpermeabilität und die Schmerzempfindung 

wird über eine Sensibilisierung der nozizeptiven Nervenendigungen verstärkt 

(Noguchi und Ishikawa, 2007). Dies ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt. 

 
 

 
Abbildung 1: Darstellung der Prostaglandin E2-Synthese und dessen Wirkungen (modifiziert nach 
Hein und O’Banion, 2009) 

Das hauptsächlich von den Monozyten produzierte und entzündungsfördernde IL- 

1β ist ein hochwirksames Zytokin und bewirkt neben der Steigerung der COX-2- 

Aktivität einen Anstieg neutrophiler Granulozyten, Thrombozyten und Akute- 

Phase-Proteinen (Rivest et al., 2000). Zudem triggert es die Freisetzung von 

Interleukin-6 (IL-6), welches ebenfalls wesentlich an der Regulation der 

Entzündungsreaktion beteiligt ist. Es induziert die Differenzierung von Monozyten 

zu Makrophagen und wirkt auf T-Lymphozyten antiapoptotisch (Dosseva et al., 

2014). Zudem spielt es eine wichtige Rolle, wenn die neutrophilen Granulozyten, 

die zu Beginn der Entzündung dominieren, in der chronischen Phase durch 

spezifische Entzündungszellen wie Lymphozyten und mononukleäre Zellen ersetzt 

werden (Jones, 2005). Die chronische Phase zeichnet sich zusätzlich durch eine 
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spezifische T- und B-Zell induzierte Antwort aus, wobei die T-Suppressorzellen die 

Läsion im Sinne einer Chronifizierung stabilisieren (Stashenko et al., 1998). Ein 

weiterer wichtiger Signalstoff des Immunsystems ist der Tumornekrosefaktor-α 

(TNF-α). Dieser wird überwiegend von Makrophagen ausgeschüttet und ist an der 

Regulierung der Aktivität von Immunzellen beteiligt (Fenner, 1998). Er wirkt auf 

Makrophagen phagozytose-stimulierend und steigert die Aktivität der COX-2 

(Artese et al., 1991). Zusammen mit dem IL-1β erhöht er in der akuten Phase der 

Entzündung die Knochenresorption im periapikalen Bereich, die auch auf die 

Wurzelspitze des entzündeten Zahnes übergreifen kann (Maleug et al., 1996, 

Stashenko, 1992). In der chronischen Phase der Entzündung entsteht im Bereich 

des abgebauten Knochens ein apikales Granulom aus Granulations- und fibrösem 

Narbengewebe und durch die verstärkte Bildung von Interferon γ und Interleukin-4 

kommt es zu einer Regression der Knochenresorption (McKinney, 1981). 

Der spezifische Transkriptionsfaktor nukleärer Faktor kappa B (NF-κB), der 

ebenfalls im Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen zu nennen  ist, 

kann die Transkription von bestimmten Genen beeinflussen und so die 

Immunantwort, die Zellproliferation und den Zelltod regulieren (Karin und Ben- 

Neriah, 2000). Im Rahmen der Parodontitis apicalis spielt er eine zentrale Rolle 

(Nichols et al., 2001). Proinflammatorische Zytokine wie der TNF-α und das IL-1β, 

sowie Bakterien und bakterielle Produkte aktivieren diesen Faktor, aber auch 

physikalische und chemische Einflüsse können das NF-κB-System anregen (Sen 

und Baltimore, 1986). Das inhibitorische Protein IκBα bildet mit NF-κB einen 

Komplex, wodurch dieser im Zytoplasma gehalten wird (Karin und Ben-Neriah, 

2000). Eine Aktivierung des IκBα-Kinase-Komplexes durch beispielsweise TNF-α 

führt zur Phosphorylierung der IκBα-Proteine, die von einer Ubiquitinylierung und 

dem Abbau dieser Proteine im Proteasom gefolgt ist (Nelson et al., 2004).  

Dadurch wird NF-κB freigesetzt und kann in den Zellkern übertreten. Dort induziert 

es die Expression zahlreicher Gene unter anderem für Zytokine, Chemokine, 

Zelladhäsionsmoleküle und Wachstumsfaktoren. In der folgenden Abbildung  2 

wird der Aktivierungsweg von NF-κB dargestellt. 



12  

 
Abbildung 2: Aktivierungsweg von NFκB (Brasier, 2006) 

 
 
1.1.3.3.3 Klinisches und röntgenologisches Erscheinungsbild 

 
Die Parodontits apikalis acuta und chronica unterscheiden sich auch im klinischen 

Erscheinungsbild. Die akute Form ist durch starke Schmerzen, Schwellung, 

erhöhte Klopf- und Druckschmerzhaftigkeit sowie ein Gefühl der Zahnelongation 

gekennzeichnet, während die chronische Form asymptomatisch über viele Jahre 

bestehen kann (Lin et al., 1984). Das röntgenologische Erscheinungsbild der 

Parodontitis apicalis acuta ist meist unauffällig und nur selten liegt im apikalen 

Bereich ein erweiterter Desmodontalspalt vor. Im Gegensatz dazu ist dieser in der 

chronischen Form in der Regel erweitert und eine apikale Aufhellung im Sinne 

einer Knochenläsion ist sichtbar (Seltzer et al., 1963). 

 
1.1.3.3.4 Heilungsprozess 

 
Nach erfolgter endodontischer Behandlung wird eine Heilung der periapikalen 

Knochenläsion durch Knochenregeneration angestrebt. Dazu ist eine 

Differenzierung von multipotenten, mesenchymalen Stammzellen zu reifen 

Osteoblasten  notwendig,  welche  von  verschiedenen  Transkriptionsfaktoren und 



13  

Matrixproteinen abhängig ist (Francheschi et al., 2007). Ein essentieller 

Transkirptionsfaktor für die Osteoblastendifferenzierung ist beispielsweise der 

runt-related transcription factor 2 (RUNX2) (Komori und Kishimoto, 1998). RUNX2 

wird erstmals in den Zellen der mesenchymalen Reihe exprimiert, sobald 

determiniert ist, dass sich diese zu Osteoblasten differenzieren (Ducy, 2000). 

Neben der Bedeutung für die Osteoblastendifferenzierung spielt RUNX2  

außerdem bei der Knochenmatrixablagerung von differenzierten Osteoblasten 

eine wichtige Rolle. Eine wesentliche Funktion im Rahmen der 

Osteblastendifferenzierung haben auch die Proteine Osteonectin, Osteocalcin und 

OPN (Osteopontin) (Ram et al., 2015). Osteonectin wird während der 

Differenzierung von Osteoprogentiorzellen zu reifen Osteoblasten exprimiert und  

ist entscheidend für die Knochenumwandlung und den Erhalt der Knochenmasse 

(Baldini et al., 2008). Beim Osteocalcin handelt es sich um ein nicht-kollagenes 

Knochenmatrixprotein, das als knochenspezifischer Marker die 

Osteoblastenaktivierung in Bezug auf die Osteoidbildung und die 

Knochenumwandlung widerspiegelt (Zaitseva et al., 2015). Osteopontin ist ein 

Glykoprotein, das während Heilungsprozessen und Entzündungsreaktionen 

verstärkt gebildet wird und das eine Vielzahl von Funktionen besitzt. Es wirkt 

immunmodulierend, bewirkt die Chemotaxis von Entzündungszellen, hat 

antiapoptotische Eigenschaften und ist für die Nukleation von Hydroxylapatit und 

damit für die Mineralisation verantwortlich (Standal et al., 2004). Als letztes ist 

noch das Glykoprotein Fibronectin zu erwähnen, das an der Wundheilung beteiligt 

ist und über die Bindung von mesenchymalen Stammzellen an Integrine zum 

Prozess der Osteoblastendifferenzierung beiträgt (Ohgushi und Caplan, 1999). Da 

die Regeneration des Knochens entscheidend für die Heilung und den Erfolg einer 

endodontischen Therapie ist, werden heute Materialien für die Füllung der 

Wurzelkanäle entwickelt, welche die osteogene Differenzierung von Stammzellen 

und somit die Knochenneubildung fördern sollen. 

 
1.1.4 Behandlungstechniken in der Endodontie 

 
Die Endodontie befasst sich zum einen mit der Vitalerhaltung der Pulpa und zum 

anderen mit der Behandlung von Pulpaerkrankungen. Dabei setzt sie sich den 

langfristigen Erhalt eines funktionsfähigen Zahnes als primäres Ziel. Die Therapie 
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einer Pulpaerkrankung geschieht in der Regel durch eine Wurzelkanalbehandlung. 

In diesem Rahmen ist es notwendig das infizierte und infizierbare Gewebe 

vollständig zu Entfernen oder zumindest das Wachstum der Bakterien soweit 

einzudämmen, dass es vom Immunsystem beherrscht werden kann. Dies findet 

einerseits auf mechanischem Weg statt, indem mit speziellen Instrumenten 

Pulpagewebereste und im Zuge der Kanalausformung bakteriell infizierte 

Zahnhartsubstanz entfernt wird, andererseits kommen Spüllösungen, wie 

beispielswiese NaOCl (Natriumhypochlorit) und EDTA (Ethylendiamintetraacetat), 

zum Einsatz, welche eine Keimreduktion und eine Entfernung und Auflösung des 

Debris bewirken. Die Behandlung sollte letztendlich durch einen hermetischen, 

dreidimensionalen und dauerhaften Verschluss des Kanalsystems abgeschlossen 

werden (DGZMK, 1999). Dazu eignen sich im Wesentlichen drei verschiedene 

Fülltechniken. 

Die laterale Kompaktion stellt noch immer den Goldstandard aller Fülltechniken  

dar und wird in der täglichen Praxis am häufigsten eingesetzt (Slaus und 

Bottenberg, 2002). Nach der Aufbereitung des Wurzelkanalsystems wird ein 

Masterpoint, der bis zum Endpunkt der Aufbereitung reicht und eine geringe 

Friktion aufweisen soll, angepasst und in den Wurzelkanal eingeführt, nachdem er 

im apikalen Bereich mit Sealer beschickt wurde (Wesselink und Kersten 1989; 

Wilson und Baumgartner, 2003). Im Folgenden kommt ein Spreader zum Einsatz, 

mit dem der Masterpoint kräftig gegen eine Kanalwand gepresst und somit Platz 

für akzessorische Stifte geschaffen wird. Diese Stifte sollten bezüglich der 

Konizität und ISO-Größe (International Organisation for Standartization) identisch 

mit den Spreadern sein (Wesselink, 1995). Desweiteren sollten nur die Spitzen der 

ersten akzessorischen Stifte mit Sealer bestrichen werden, um den Sealeranteil 

möglichst gering zu halten. Letztendlich werden so viele zusätzliche Stifte in den 

Wurzelkanal eingebracht bis der Spreader nur noch 3-4 mm in den Wurzelkanal 

eingeführt werden kann. Am Ende werden die Stifte mit einem erhitzen Instrument 

abgetrennt und dann mit einem ebenfalls erwärmten Stopfer vertikal kondensiert. 

Ein wesentlicher Nachteil der lateralen Kompaktion besteht in der Gefahr von 

Wurzellängsfrakturen mit einer Inzidenz von 3,7 % (Pitts et al., 1983). 
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Mit der im Jahr 1967 erschienenen Veröffentlichung Filling Root Canals in Three 

Dimensions hat Herbert Schilder den Grundstein für ein neues endodontisches 

Behandlungskonzept gelegt. Nach ihm ist die Schilder-Technik, die auch als 

vertikale Kondensationstechnik mit warmer Guttapercha bekannt ist, benannt. In 

dieser Technik wird nach erfolgter Aufbereitung der Wurzelkanäle der Mastercone 

so ausgewählt, dass der Durchmesser apikal geringfügig größer ist als der des 

letzten Aufbereitungsinstrumentes, ein Tug back im apikalen Bereich vorliegt und 

genügend Masse zum Stopfen vorhanden ist (Schilder, 1967). Bevor der 

Masterpoint in den Wurzelkanal eingebracht wird, muss dieser im apikalen Drittel 

mit Sealer bestrichen werden. Zusätzlich werden die oberen beiden Drittel des 

Wurzelkanals mit einem Handlentulo mit Sealer beschickt. Auch in dieser Technik 

wird eine minimale Schichtstärke des Sealers angestrebt, um das 

Leckageverhalten günstig zu beeinflussen (Casanova, 1975).  Der  Masterpoint 

wird nach dem Einbringen in den Wurzelkanal erhitzt und mit kalten Pluggern nach 

apikal kondensiert. Dabei dürfen die Plugger den Wurzelkanal nicht berühren, 

sollen aber gleichzeitig eine möglichst große Fläche der Guttapercha erfassen 

(Schilder, 1967). Zunächst wird das apikale Drittel kondensiert (down packing) und 

im Anschluss das mittlere und koronale Drittel abgefüllt (back packing). Das back 

packing kann mit kleinen Guttaperchastücken erfolgen, die ebenfalls erwärmt und 

kondensiert werden. Mit der Schilder Technik können sehr gut adaptierte 

Wurzelkanalfüllungen mit ausgezeichneter apikaler Kontrolle erzielt werden (Wu et 

al., 2001), mögliche Schrumpfungen des Guttapercha können durch den Druck  

der Plugger kompensiert werden (Schilder et al., 1985) und die Keilwirkung auf die 

Wurzel ist geringer als bei der Technik der lateralen Kompaktion (Blum et al., 

1998). Auch die neben den Austrittspforten des Wurzelkanalsystems teilweise 

auftretenden Schilder-Puffs haben keine negativen Folgen auf den Heilungserfolg 

(Forgione, 1986). 

Eine weitere Möglichkeit zur Füllung der Wurzelkanäle stellt das Thermafil-System 

dar. Dabei handelt es sich um eine Methode, bei der das Guttapercha heiß und  

mit Hilfe eines Trägers in den Wurzelkanal eingebracht wird (Baumann, 2005). 

Zunächst wird die Weite der Wurzelkanalaufbereitung mit einem Verifier ermittelt. 

Der Durchmesser des Thermafil-Stiftes sollte dem der Masterfeile im apikalen 

Bereich  entsprechen und  0,5-1 mm  kürzer als die  Arbeitslänge  sein (Cantatore, 
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2006). Eine Sealerverwendung ist auch in dieser Technik obligat. Mit Hilfe eines 

Ofens wird der Thermafil-Stift schnell und kontrolliert erhitzt. Daraufhin muss 

dieser innerhalb von 10 Sekunden in den Wurzelkanal eingebracht werden 

(Levitan et al., 2003). Anschließend kürzt man den Stift mit einem Therma Cut. Die 

Thermafil-Methode ist eine schnelle, zuverlässige und gute Füllmethode sofern  

der Behandler geübt ist (Baumann, 2005). Zudem belegen verschiedene Studien 

eine im Vergleich zur lateralen Kompaktion gleichwertige bis sogar überlegene 

Dichtigkeit der Wurzelkanalfüllung (Guigand et al., 2005; Pommel und Camps, 

2001). 

 
1.1.5 Ursachen für Misserfolge 

 
Mit verschiedenen Ursachen, die zum Erfolg oder Misserfolg einer endodontischen 

Therapie führen, befasste sich unter anderem die im Jahr 1994 veröffentlichte 

Washington-Studie, an der 3678 Patienten teilnahmen (Ingle et al., 1994). Die 

Erfolgsrate der endodontischen Behandlungen wurde hier mit 95% angegeben  

und betrug nach fünf Jahren noch rund 93%. Eine weitere Studie ermittelte die 

Ergebnisse der endodontischen Behandlung von 1.462.936 Zähnen und gab an, 

dass 8 Jahre nach einer nicht-chirurgischen endodontischen Behandlung 97% der 

Zähne in situ waren (Salehrabi und Rotstein, 2004). 

Die Gründe für den Misserfolg einer endodontischen Behandlung sind vielfältig. 

Der Füllungsgrad eines Wurzelkanals spielt dabei eine wesentliche Rolle. Wird der 

Wurzelkanal mit einem Abstand von 0-2 mm vor dem röntgenologischen Apex 

gefüllt, liegt die Erfolgsrate bei 94%, ist der Abstand dagegen größer als 2  mm 

oder wird der Wurzelkanal überfüllt sind nur Erfolgsraten von 68% 

beziehungsweise 76% erzielt worden (Sjogren et al., 1990). In der Washington- 

Studie wird des Weiteren angegeben, dass 14% der Misserfolge durch 

Behandlungsfehler, wie Instrumentenabbruch, Wurzelperforationen oder einer Via 

falsa, und 58% der nicht erfolgreichen Behandlungen durch unvollständige 

Wurzelkanalfüllungen bedingt sind (Ingle et al., 1994). Eine wesentliche Rolle  

spielt auch die Versorgung des Zahnes nach einer Wurzelkanalbehandlung mit 

einer vollständigen und dichten koronalen Restauration (Salehrabi und Rotstein, 

2004).  Eine  sehr  wichtige  Ursache  für  den  Misserfolg  einer  endodontischen 
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Therapie ist aber die Persistenz pathogener Keime im Wurzelkanalsystem oder 

der apikalen Region und das Auftreten resistenter Spezies (Lin et al., 1992). 

 
1.2 Sealer 

 
Ein wichtiges Ziel von Wurzelkanalbehandlungen ist es, eine randständige und 

dichte Füllung der Wurzelkanäle zu erreichen (Gatewood, 2007). Dazu wird in den 

verschiedenen Techniken der Wurzelkanalfüllung zusätzlich zum Kernmaterial, bei 

dem es sich meist um Guttapercha handelt, ein Sealer verwendet. Die 

Hauptfunktion eines Sealers besteht darin, die Lücken und Unregelmäßigkeiten 

zwischen den Guttaperchastiften und den Dentinwänden, bezogen auf die Technik 

der lateralen Kompaktion aber auch zwischen den einzelnen Guttaperchastiften 

selbst, zu füllen. 

 
1.2.1 Grundsätzliche Anforderungen an Sealer 

 
Ein wichtiges Kriterium ist das Erreichen eines dichten Verschlusses des 

Wurzelkanals. Inadäquate Wurzelfüllungen führen zu einem Eindringen von 

Bakterien oder Gewebeflüssigkeiten und können als Folge eine periapikale 

inflammatorische Reaktion induzieren (Ruddle, 2003). Deshalb muss der Sealer 

nach dem Ende der Aushärtezeit unlöslich sein und gleichzeitig einen starken 

Verbund zum Kernmaterial als auch zu den Dentinwänden herstellen. 

Ein radioopakes Verhalten ist eine weitere Anforderung, die für den klinischen 

Alltag eine entscheidende Rolle spielt, um im Kontrollröntgenbild die Homogenität 

und Randständigkeit der Wurzelkanalfüllung beurteilen zu können. Die 

Radioopazität eines Sealers kann grundsätzlich durch den Zusatz von 

Metallsalzen wie beispielsweise Bariumsulfat erreicht werden (Gatewood, 2007). 

Des Weiteren sollte ein Sealer während der Aushärtung keine Schrumpfung 

aufweisen, sondern idealerweise leicht expandieren, um die Entstehung von 

Lücken an der Grenzfläche von Guttaperchastiften zur Dentinoberfläche zu 

verhindern, wodurch kein dauerhafter und bakteriendichter Verschluss des 

Wurzelkanalsystems gewährleistet wäre. Die Expansion darf jedoch nur 

geringfügig sein, damit es nicht zu postoperativen Schmerzen oder vertikalen 

Wurzelfrakturen kommt (Veeramachaneni et al., 2011). 
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Damit ein Sealer das apikale Foramen, Unregelmäßigkeiten in den 

Wurzelkanalwänden und akzessorische Dentinkanälchen erreichen und versiegeln 

kann, muss dieser eine ausreichende Fließfähigkeit besitzen. Diese darf aber 

wiederum auch nicht zu groß sein, um das Fließen des Materials über den Apex 

hinaus zu vermeiden. Die Fließfähigkeit hängt von verschiedensten Faktoren wie 

der Partikelgröße des Seales, der auftretenden Schubspannung, der Temperatur 

und der Dauer seit dem Anmischbeginn ab (Shalin Desai et al., 2009). 

Verfärbungen des Zahns nach endodontischen Behandlungen bedingt durch den 

Einsatz der Sealer sind vor allem im Frontzahnbereich ein alltägliches  

ästhetisches Problem. Eine wichtige Anforderung, die demnach  heutzutage  an 

den Sealer gestellt wird, ist keine Verfärbungen des Zahnes auszulösen. Jedoch 

zeigt eine Studie, dass alle der untersuchten Sealer Dentinverfärbungen auslösen 

können (Partovi et al., 2006). 

Darüber hinaus wird von Sealern erwartet, einen bakteriostatischen Effekt 

aufzuweisen oder zumindest das bakterielle Wachstum nicht zu fördern. Dazu 

werden den Sealern antimikrobielle Komponenten hinzugefügt, die vor allem das 

Wachstum residualer Bakterien und die bakterielle Invasion verhindern sollen. Hier 

ist sowohl Calciumhydroxid als auch Eugenol zu nennen (Weckwerth et al., 2015; 

Wang et al., 2014). 

Die negative Folge einer zunehmenden antibakteriellen Wirkung zeigt sich jedoch 

in der Zunahme der Toxizität des Sealers gegenüber dem umliegenden Gewebe 

(Shalin Desai et al., 2009). 

Vor allem für den klinischen alltäglichen Gebrauch spielt eine einfache 

Handhabung und eine ausreichende Verarbeitungszeit des Sealers eine 

wesentliche Rolle. Ein-Komponenten-Materialien oder Sealer, die mit Hilfe eines 

Automix-Systems angemischt werden können, sind solchen vorzuziehen, die 

manuell angemischt werden müssen, denn hier resultieren gewöhnlich 

Ungenauigkeiten im Mischungsverhältnis. Die Verarbeitungszeit des Sealers sollte 

ausreichend lang sein, damit bei der Durchführung der Wurzelkanalfüllung in der 

Standardtechnik, der lateralen Kompaktion, die Möglichkeit besteht mit Hilfe eines 

Spreaders mehrmals zusätzlichen Platz für weitere akzessorische 

Guttaperchastifte    zu   schaffen    und    somit   eine    randständige    und  dichte 
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Wurzelkanalfüllung zu erzielen (Gatewood, 2007). Ein langsamer Abbindevorgang 

soll zudem gewährleisten, dass der Sealer genug Zeit hat, in die Seitenkanäle zu 

fließen und Inkongruenzen auszufüllen (Desai et al., 2009). 

Eine unzureichenden Präparation und Füllung der Wurzelkanäle kann in einer 

periapikalen Entzündung oder einer persistierenden Infektion resultieren. Für die 

Durchführung einer erfolgreichen Revisionsbehandlung, in der das noch 

vorhandene nekrotische Gewebe und residuale Bakterien beseitigt werden sollen, 

ist die Entfernbarkeit der Füllungsmaterialien aus dem Wurzelkanalsystem eine 

wichtige Voraussetzung. Demnach ist die vollständige mechanische oder 

chemischen Entfernbarkeit eines Sealers aus dem Wurzelkanalsystem eine 

weitere entscheidende Anforderung an diesen (Eldeniz et al., 2007). 

Einen weiteren wesentlichen Gesichtspunkt stellt die notwendige 

Gewebeverträglichkeit der Sealer dar. Denn da sich dieser in großer Nähe zum 

umgebenden vitalen Gewebe befindet, besteht die Gefahr, dass bereits während 

der Wurzelkanalbehandlung ein Teil des Sealers über das Foramen apikale in das 

periapikale Gewebe gelangt oder über längere Zeit hinweg auswaschbare Anteile 

und Abbauprodukte des Sealers über beispielsweise akzessorische Kanäle oder 

Dentintubuli aus dem Wurzelkanalsystem austreten können (Kim und Shin, 2014). 

Ist dies der Fall, kann es bei unzureichender Biokompatibilität zu lokalen 

Nebenwirkungen, wie beispielsweise einer verzögerten Wundheilung und einer 

Degeneration des umliegenden Gewebes, oder sogar zu systemischen 

Nebenwirkungen kommen (Eldeniz et al., 2007). Aus diesen Gründen hängt der 

klinische Erfolg einer Wurzelkanalbehandlung in entscheidendem Maße von der 

Biokompatibilität des verwendeten Sealers ab, die jedoch momentan unter den 

sich auf dem Markt befindlichen Produkten erheblich variiert. Denn eine Mehrzahl 

der Sealer übt im frischen Zustand eine gewisse Zytotoxizität aus, die in der Regel 

ab dem Zeitpunkt der Sealerapplikation durch die sinkende Konzentration an 

herauslösbaren Komponenten abnimmt (Eldeniz et al., 2007). 

Wünschenswert ist es darüber hinaus, dass ein Sealer antiinflammatorische 

Eigenschaften ausweist, sodass die Entzündung im Wurzelkanalsystem und im 

apikalen Parodontium gemildert werden kann. Dazu muss der Sealer Wirkstoffe 

enthalten  die  auf  molekularer  Ebene  in  den  Entzündungsprozess  eingreifen 
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können. Diese Fähigkeit wird beispielsweise dem Eugenol zugeschrieben 

(Markowitz et al., 1992). Jedoch wurde einer Vielzahl von Sealer in mehreren 

Studien das genaue Gegenteil zugeschrieben. Laut diesen Studien lösen Sealer 

häufig eine leichte bis starke entzündliche Reaktion des umliegenden Gewebes 

aus (Huang et al., 2005). Unter anderem spielen der inflammatorische Mediator 

PGE2, die Cyclooxygenase-2, genauso wie verschiedene Interleukine eine 

entscheidende Rolle für die Entwicklung und Progression der Entzündung (Coon 

et al., 2007). 

Für die optimale Heilung des periapikalen Gewebes und damit den Erfolg einer 

Wurzelkanalbehandlung ist es entscheidend, dass es zu einer Regeneration des 

umliegenden Knochens kommt. Idealerweise besitzt ein Sealer die Eigenschaft 

diese Regeneration durch die Anregung der Stammzellen zur Differenzierung zu 

Osteoblasten zu fördern (Huang et al., 2002). 

 
1.2.2 Klassifizierung von Sealern 

 
Grundsätzlich lassen sich Sealer nach ihrer Zusammensetzung in verschiedene 

Gruppen einteilen. Dabei unterscheidet man zinkoxideugenolfreie von 

zinkoxidbasierenden Sealern. 

 
1.2.2.1 Sealer auf Zinkoxid-Eugenol-Basis 

 
Die bedeutendsten Vertreter der Sealer auf Zinkoxid-Eugenol-Basis sind Pulp 

Canal Sealer und Tubliseal (Kerr, Bioggio, Schweiz). Diese Sealer waren eine 

lange Zeit Standard in der Endodontie. Angeboten werden diese Sealer als Zwei- 

Komponenten-Materialien in Form von Pulver-Flüssigkeit- oder Paste-Paste- 

Systemen mit einer ausreichend langen Verarbeitungszeit. Selbst nach 

sachgerechtem Anmischen der Komponenten bildet sich ein wenig 

widerstandsfähiges, poröses Zinkeugenolat, das in Gewebeflüssigkeiten löslich ist 

und deshalb nur in Kombination mit einem geeigneten Kernmaterial verwendet 

werden darf (Wilson et al., 1973). Bei korrekter Anwendung zeigen diese Sealer 

jedoch gute klinische Ergebnisse im Sinne eines dauerhaft randständig 

verschlossenen Kanals, die auf die starke Adhäsion an das Dentin mit einer guten 

Abdichtung, einer geringen Schrumpfung und die antibakteriellen Eigenschaften 

zurückzuführen sind  (Gatewood, 2007). Problematisch sind  jedoch die durch das 
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Eugenol bedingten zytotoxischen und allergisierenden  Eigenschaften  dieser 

Sealer (Huang et al., 2002; da Silva et al., 2008). Gelangen Wurzelfüllpasten auf 

Zinkoxid-Eugenol-Basis in das periradikuläre Gewebe kommt es durch die 

temporäre toxische Wirkung des Eugenols zu einer negativen Beeinflussung des 

Heilungsverlaufs, sowie zur Ausbildung von Nekrosen des Knochens und des 

Desmodonts (Leonardo et al., 1999). Zudem kann es durch die Verwendung von 

zinkoxid-eugenol-basierenden Sealern zur Entstehung einer Aspergillose im Sinus 

maxillaris kommen, wenn das Wurzelfüllmaterial über den Apex verpresst wird 

(Giardino et al., 2006). 

 
1.2.2.2 Sealer auf Epoxidharzbasis 

 
Epoxidharzsealer sind seit über 50 Jahren in Form von AH 26 und dessen 

Folgeprodukt AH plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Deutschland) in der 

Endodontie etabliert. Bereits im Jahr 1957 stellte Prof. A. Schröder in den 

Vereinigten Staaten den epoxidharzbasierenden Sealer AH 26 vor (Cohen et al., 

2000). 

AH plus und AH 26 werden als Zwei-Komponenten-Systeme vertrieben. AH 26 

besteht aus einem Pulver-Flüssigkeitssystem, das manuell angemischt werden 

muss, während AH plus in einem Automix-System angeboten wird, wodurch ein 

kontrolliertes Anmischen und ein stets gleiches und homogenes Mischverhältnis 

erreicht wird. AH 26 weist bereits sehr gute physikalische und materialtechnische 

Eigenschaften auf, die bei seinem Folgeprodukt AH plus in vielen Aspekten 

nochmals verbessert werden konnten. Nach dem Anmischen von AH plus tritt eine 

geringere Schrumpfung auf als bei AH 26, da AH plus durch eine Epoxid-Amin- 

Additionspolymerisation härtet und nicht - wie AH 26 - kondensationsvernetzt ist 

(Rödig et al., 2005). 

Zudem wird von AH plus und AH 26 eine sehr gute Adhäsion an der 

Wurzelkanalwand erreicht, die einer bakteriellen Penetration  entgegenwirkt 

(Cohen et al., 2000). Im Vergleich mit anderen konventionellen Sealern konnten 

AH plus und AH 26 dabei die höchsten Haftwerte erreichen (Lee et al., 2002; 

Eldeniz et al., 2005). Des Weiteren ist AH plus bei der Beurteilung des 

Abdichtungsverhaltens  anderen  Sealern  überlegen  (De  Moor  und  De  Bruyne, 

2004), weist eine geringe Löslichkeit und eine ausgezeichnete Fließfähigkeit auf 
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(Miletic et al., 2005). Ferner besitzen AH 26 und AH plus durch den Zusatz von 

Calciumwolframat und Zirkoniumoxid auch in geringen Schichtstärken eine 

ausreichende Radioopazität (Gatewood, 2007; Gorduysus und Avcu, 2009). 

Vorteilhaft ist außerdem, dass sich AH plus aufgrund der ausreichend langen 

Verarbeitungszeit und der hohen thermischen Stabilität von bis zu 250 °C für alle 

Obturationstechniken eignet (Roggendorf, 2006). 

Problematisch bezüglich der Verwendung von AH 26 ist die in vielen in-vitro und 

in-vivo Studien belegte Zytotoxizität und Genotoxizität. So wurde beispielsweise in 

einer 2002 veröffentlichten Studie ein konzentrationsabhängiger Anstieg der 

zytotoxischen Effekte auf Astrozyten und die Schädigung deren DNA 

(Desoxyribonukleinsäure) durch AH 26 nachgewiesen (Huang et al., 2002). Diese 

negative Eigenschaft wird vor allem der Freisetzung von Formaldehyd 

zugeschrieben (Spangberg et al., 1993; Koulaouzidou et al., 1998). Denn durch 

das Anmischen kommt es während der Abbindereaktion im sauren Milieu zum 

Zerfall von im Pulver enthaltenen Hexamethylentetramin in Ammoniak und 

Formaldehyd (Athanassiadis et al., 2014). Jedoch ist nicht bestätigt, dass nur 

dieser einzelne Bestandteil und nicht auch weitere Komponenten für die 

Zytotoxizität von AH 26 verantwortlich ist. So machen Schweikl und Mitarbeiter 

nicht die Formaldehydfreisetzung, sondern den in der flüssigen Komponente 

enthaltenen Bisphenol-A-diglycidylether für die starke Zytotoxizität verantwortlich 

(Schweikl et al., 1995). Als Konsequenz dieser Zytotoxizität von AH 26, wurde AH 

plus entwickelt, das heute einer der meist untersuchtesten Sealer ist. AH plus 

besteht zum einen aus dem Hauptbestandteil Epoxidharz Araldit, zum anderen 

aus dem Aminobaustein Amino-Adamantan und einem sekundären Diamin. Es 

enthält kein Hexamethylentetramin und setzt laut dem Hersteller kein  

Formaldehyd frei. Jedoch belegen auch hier verschiedene in vitro- Studien und 

klinische Studienergebnisse eine hohe initiale und konzentrationsabhängige 

Zytotoxizität von AH plus mit einer starken Abnahme mit zunehmender Zeit 

(Camargo et al., 2014; Pinna et al., 2008), welche aber ein geringeres Ausmaß als 

die von AH 26 aufweist und somit AH plus als mehr biokompatibel aufzeigt. 

Camargo und Mitarbeiter untersuchten die Zytotoxizität von AH plus mit Hilfe eines 

MTT-Assays (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) an 

chinesischen  Hamster  Fibroblasten  (V79),  während  Pinna  und  Mitarbeiter  die 
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Untersuchungen an Osteosarkom Zellen der Ratten durchführten. Diese 

Zytotoxizität kann einerseits auf ein Minimum an Formaldehydfreisetzung aus 

Aminen, die die Polymerisation beschleunigen, zurückgeführt werden. Denn in 

einer Studie konnte die Formaldehydfreisetzung von AH plus und AH 26 

nachgewiesen werden. Dabei lag die freigesetzte Menge bei AH plus bei 3,9 ppm, 

während bei AH 26 1347 ppm gemessen wurden (Cohen et al., 1998). 

Andererseits kann auch hier wiederum der Bestandteil Bisphenol-A-diglycidylether 

die Zytotoxizität bedingen. Zu erwähnen ist außerdem, dass wenige Studien nicht 

mit den genannten Ergebnissen übereinstimmen und AH plus keine bis nur eine 

sehr geringe initiale Zytotoxizität bescheinigen (Karapinar-Kazandag et al., 2011). 

Die Untersuchungen wurden an L929 Maus Fibroblasten und primären 

menschlichen Pulpazellen mit einem MTS-Assay durchgeführt. Zusammenfassend 

kann nach der wissenschaftlichen Stellungnahme der DGZMK angeführt werden, 

dass AH plus momentan als Goldstandard unter den auf dem Markt verfügbaren 

Sealern gilt (DGZMK, 2000). 

 
1.2.2.3 Sealer auf Salicylat-Basis mit Kalziumhydroxid 

 
Apexit (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) und Sealapex (Kerr, Karlsruhe 

Deutschland) sind zwei bekannte Vertreter der Sealer auf Salicylat-Basis mit 

Kalziumhydroxid. Kalziumhydroxid wird seit langem in der Zahnheilkunde 

eingesetzt. Indikationen sind unter anderem die direkte Überkappung, die 

Apexifikation aber auch der Einsatz als medikamentöse Einlage. Zur Verwendung 

kommt es vor allem aufgrund seiner antimikrobiellen Eigenschaft und der Potenz 

die Hartgewebsneubildung zu fördern. Voraussetzung ist dabei die Dissoziation 

des Kalziumhydroxids zu Kalzium und Hydroxylionen, denn nur dann können die 

Hydroxylionen den pH-Wert erhöhen und somit antibakteriell wirken und das 

Kalzium die Mineralisation fördern (Hosoya et al., 2001). Aufgrund dieser 

Fähigkeiten wurde Kalziumhydroxid auch als Inhaltsstoff von Sealern etabliert. Bis 

heute liegen jedoch keine Studien vor, die belegen können, dass diese positiven 

Effekte von kalziumhydroxylhaltigen Präparaten zur direkten Überkappung auch 

von kalziumhydroxylhaltigen Sealern erfüllt werden (Gatewood, 2007) und diese 

nur geringe oder keine antibakterielle Aktivität zeigen. Die Ursache dafür liegt 

möglicherweise   in   der   insuffizienten   pH-Wert   Erhöhung,   der   begrenzten 
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Löslichkeit und der limitierten Diffusion des Kalziumhydroxids in die Dentintubuli 

(Desai et al., 2009). 

Bezüglich der physikalischen Eigenschaften unterscheiden sich Sealapex und 

Apexit in bestimmten Aspekten. Sealapex hat eine Abbindezeit von zwei bis drei 

Wochen und härtet in einem trockenen Umfeld nicht (Allan et al., 2001), während 

Apexit in weniger als zwei Stunden aushärtet (McMichen et al., 2003). Bezüglich 

der Dimensionsstabilität wurde für Sealapex eine Expansion belegt, wohingegen 

Apexit sehr geringe Dimensionsänderungen (0,4%) aufweist (Salz et al., 2009). 

Des Weiteren weist Sealapex eine hohe Löslichkeit im Speichel und in 

Gewebeflüssigkeiten auf, die zu Randundichtigkeiten führen können (Wu et al., 

1995). Im Gegensatz dazu wird Apexit nicht durch Flüssigkeiten gelöst und 

garantiert somit eine langfristige Abdichtung. Ob es durch Sealapex und Apexit zu 

Verfärbungen kommen kann, ist durch Studien nicht ausreichend belegt. Die 

Radioopazität dieser Sealer ist im Vergleich zu AH plus sehr gering und damit im 

klinischen Alltag nachteilig. In einer vergleichenden Studie entspricht die 

Radioopazität von AH plus einem 16 mm dicken, während die von Sealapex nur 

einem 2 mm dicken Aluminium Block entspricht und damit unter der nach ISO 

6876/2001 geforderten Grenze von 3 mm liegt (Desai et al., 2009). 

Die Zytotoxizität dieser Sealer wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht, die 

sich hinsichtlich ihrer Ergebnisse teilweise widersprechen (Gomes-Filho et al., 

2009; Scelza et al., 2012). Grundsätzlich zeigten Sealapex und Apexit im  

Vergleich mit zinkoxideugenol-basierenden und epoxidharzbasierenden Sealern in 

Zellkulturversuchen mit hPDL- oder Mauszellen jedoch eine geringere Zytotoxizität 

(Desai et al., 2009). 

Zusammenfassend betrachtet erfüllen die Sealer auf Salicylatbasis mit 

Kalziumhydroxid nicht alle genannten Anforderungen. Jedoch zeichnen sie sich 

durch ihre sehr gute Biokompatibilität aus. Da bestimmte Sealer dieser Gruppe 

eine hohe Löslichkeit aufweisen, können diese momentan nur mit Zurückhaltung 

empfohlen werden (DGZMK, 2000). 
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1.3 Reparatur-Materialien 
 
5,5% aller durchgeführten endodontischen Behandlungen umfassen retrograde 

Wurzelkanalfüllungen und Reparaturen von Wurzelkanalperforationen (Testori et 

al., 1999). Für diesen Zweck wurden in der Vergangenheit verschiedenste 

Materialien, wie beispielsweise Amalgam, Zinkoxid-Eugenol-Zemente oder 

Glasionomerzemente vorgeschlagen. Jedoch hat sich keines der genannten 

Materialien klinisch bewährt (Bodrumlu, 2008). Denn ein ideales Reparatur- 

material erfüllt alle Anforderungen, die auch an Sealer gestellt werden, wie etwa 

Dichtigkeit, Biokompatibilität, sowie eine einfache Handhabung. Darüber hinaus 

wird von diesen gefordert, dass sie von Blut und Kontamination nicht beeinflusst 

werden, eine Aushärtung im feuchten Milieu stattfindet und ein bioaktives Potential 

gegeben ist (Bonson et al., 2004). Verschiedene Vertreter aus der Gruppe der 

hydraulischen Silikatzemente weisen bereits viele der geforderten Eigenschaften 

auf und konnten sich deshalb in den letzten Jahren weitgehend durchsetzen. 

 
1.3.1 Hydraulische Silikatzemente 

 
In der Endodontie werden heute verschiedene hydraulische Silikatzemente wie 

beispielsweise ProRootMTA oder Medcem MTA verwendet. 

 
1.3.1.1 ProRootMTA 

 
Mineral Trioxid Aggregat (MTA) ist ein Derivat aus der Gruppe der hydraulischen 

Silikatzemente, das an der Universität Loma Linda in Kalifornien von Mahmoud 

Torabinejad und Pitt Ford als Verschlussmaterial für retrograde Wurzelfüllungen 

und Perforationen entwickelt wurde. Im Jahr 1993 wurde die erste 

wissenschaftliche Studie über ProRootMTA (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, 

Deutschland) veröffentlicht (Lee et al., 1993). Nachdem sich in den letzten Jahren 

der Anwendungsbereich des MTAs in der Zahnmedizin vergrößert hat, kann 

ProRootMTA heute für verschiedenste Indikationen verwendet werden. Es dient 

zum Verschluss von Perforationen, die iatrogen oder infolge einer internen 

Resorption auftreten können und als retrogrades Wurzelfüllmaterial. Des Weiteren 

kann es für die Überkappung der Pulpa und zur Apexifikation genutzt werden 

(Camilleri und Pitt Ford, 2006; Roberts et al., 2008). Ursprünglich war 

ProRootMTA in der grauen Farbe erhältlich. Aufgrund der Verfärbungstendenz der 
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Zahnkronen, wurde 2002 die weiße Variante eingeführt. Der Hauptunterschied ist, 

dass im grauen MTA farbgebende Eisenverbindungen enthalten sind, welche beim 

weißen MTA fehlen (Asgary et al., 2005). Weißes ProRootMTA besteht zu 75% 

aus Portland Zement und weist einen hohen Bismuth-Oxid-Anteil (20%) auf. 

Weitere Inhaltsstoffe sind Tricalcium-Silikat, Dicalcium-Silikat, Tricalcium Aluminat 

und Calciumsulfatdehydrogenat. Bismuthoxid dient der Steigerung der 

Radioopazität (Laghios et al., 2000). ProRootMTA ist ein Pulver, das mit 

destilliertem Wasser im Verhältnis 3:1 angemischt wird. Das Pulver besteht aus 

feinen hydrophilen Partikeln, die sich durch Wasseraufnahme innerhalb von 2,5-3 

Stunden zu einem kolloidartigen Gel verfestigen (Lee et al., 1993). Dieses Gel 

bildet laut Hersteller eine feste und undurchlässige Barriere. Nach Anmischen des 

MTAs kann ein Anstieg des pH-Wertes beobachtet werden, welcher in der  

Literatur mit Werten zwischen 9,22 (Duarte et al., 2003) und 12,5 (Torabinejad et 

al., 1995) angegeben wird. Dieser Anstieg ist auf die Umwandlung des 

Kalziumoxids unter dem Einfluss von Gewebeflüssigkeiten in Kalziumhydroxid 

zurückzuführen, welches wiederum in Kalzium- und Hydroxylionen zerfällt (Takita 

et al., 2006). Als Folge des pH-Wert Anstiegs und der Freisetzung der genannten 

Ionen zeigt MTA eine gute antimikrobielle Wirkung. 

Weitere Faktoren, die in verschiedenen Studien insgesamt eine gute 

Biokompatibilität von MTA ergaben, sind eine nicht vorhandene Genotoxizität und 

eine ebenso geringe bis nicht nachweisbare Zytotoxizität (Ribeiro et al., 2006; 

Osorio et al., 1998). Darüber hinaus stimuliert MTA die Bildung von  

mineralisiertem Gewebe (Yaltirik et al., 2004) und unterstützt die Regeneration  

des parodontalen Ligaments (Schwartz et al., 1999). In Studien über die 

Verwendung von MTA als retrogrades Wurzelfüllmaterial konnte zudem eine 

Zementneubildung nachgewiesen werden (Torabinejad et al., 2009).  Eine 

während der Aushärtung auftretende Expansion, die zu einer verstärkten 

Adaptation an das Dentin führt und somit die Dichtigkeit erhöht, ist eine weitere 

wichtige Eigenschaft von ProRootMTA (Srinivasan et al., 2009). 

Den genannten positiven Eigenschaften sind einige Nachteile gegenüberzustellen. 

Zum einen sind die Kosten im Vergleich zu anderen Materialien mit etwa 140 € für 

1 g sehr hoch, zum anderen ist die Lagerung problematisch. ProRootMTA muss 
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luftdicht und wassergeschützt gelagert werden und eine Packung, die eigentlich  

für mehrere Anwendungen ausreicht, hat nur eine kurze Haltbarkeit (Srinivasan et 

al., 2009). Ein weiterer Nachteil ist die lange Aushärtedauer von MTA, welche für 

das weiße ProRootMTA bei circa 250 Minuten liegt (Gandolfi et al., 2015). 

Dadurch ist das Risiko, dass das MTA ausgewaschen wird, vor allem bei 

retrograden Wurzelkanalfüllungen sehr hoch (Prati und Gandolfi, 2015). Zudem 

muss ProRootMTA von Hand angemischt werden, sodass das Erreichen der 

richtigen Konsistenz schwierig ist. Dieser Aspekt stellt einen wesentlichen Nachteil 

in der Handhabung dar (Ber et al., 2007). 

 
1.3.1.2 MedCem MTA 

 
Im Jahr 2012 wurde das MedCem MTA (MedCem GmbH, Weinfelden, Schweiz) 

als Folgeprodukt des medizinischen Portland Zements in den Markt eingeführt.  

Die beiden Materialien sind in ihrer Zusammensetzung bis auf das Zirkoniumdioxid 

identisch, das bei MedCem MTA eine höhere Röntgenopazität gewährleistet. 

MedCem MTA stellt eine Alternative zu ProRootMTA dar. Die chemische 

Zusammensetzung der beiden Materialien ist vergleichbar, jedoch enthält 

ProRootMTA zur Erhöhung der Radioopazität 2% Bismuthoxid, welches im 

MedCem MTA fehlt (Camilleri et al., 2005; Funteas et al., 2003). Laut 

Herstellerangaben eignet sich das MedCem MTA vor allem als 

Überkappungsmaterial für bleibende Zähne und Milchzähne. Außerdem soll  er 

sich durch die Farbstabilität und die positiven bioinduktiven und mechanischen 

Eigenschaften auszeichnen. Ein besonders wichtiger Aspekt sind darüber hinaus 

die weit geringeren Kosten von MedCem MTA gegenüber ProRootMTA (Petrou et 

al., 2014), wodurch dieser für die Zahnarztpraxen besonders attraktiv wird. 

 
1.3.2 Bioaktive Kalzium-Silikat-Zemente 

 
In neuerer Zeit sind auch einige Derivate von Portland-Zementen auf den Markt 

gekommen, darunter die sogenannten bioaktiven Kalzium-Silikat-Zemente. 

Wichtigster Vertreter dieser Gruppe, die die Bildung von Tertiärdentin fördern, ist 

das 2011 in den Markt eingeführte Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, 

Frankreich), das heute eine Alternative zum ProRootMTA darstellt (Kenchappa et 

al.,  2015).  Biodentine  eignet  sich  für  ein  großes  Spektrum  an  klinischen 
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Indikationen. Die Behandlung von Perforationen im Wurzelkanalsystem und im 

Pulpakammerboden, ist ebenso wie die Behandlung interner und externer 

Resorptionen möglich. Darüber hinaus dient es als retrogrades Wurzelfüllmaterial, 

zur Pulpa-Überkappung und Pulpotomie sowie zur Apexifikation. Auch für den 

temporären Verschluss von Kavitäten zervikaler Füllungen kann es genutzt 

werden (Kaup et al., 2015). 

Biodentine zeichnet sich durch seine mit ProRootMTA vergleichbare 

Biokompatibilität aus. Es weist keine Mutagenität auf, beeinflusst die spezifische 

Funktion der Zielzellen nicht (Mori et al., 2014), und fördert außerdem die 

Regression von Entzündungsreaktionen (da Fonseca et al., 2015). Die hohe 

Dichtigkeit des Materials wird durch die alkalische Ätzung des Dentins, das 10-20 

µm tiefe Eindringen in die Dentintubuli und die adhäsiven Eigenschaften des 

Biodentins erreicht (Jeevani et al., 2014). Des Weiteren zeichnet sich Biodentine 

gegenüber ProRootMTA in der vergleichsweise einfacheren Handhabung und 

einer kürzeren initialen Abbindezeit von 6,5 Minuten aus (Butt et al., 2014). Als 

bedeutendste positive Eigenschaft von Biodentine ist jedoch das bioaktive 

Potential zu nennen. In einer 2015 veröffentlichten Studie wurde die Bildung von 

Tertiärdentin unter dem Einfluss von Biodentine an bleibenden Schweinezähnen 

nachgewiesen (Tziafa et al., 2015). In einer weiteren Studie wurden die Effekte 

von Biodentine auf die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu 

Osteoblasten untersucht. Hier wurde eine erhöhte Expression von Osteocalcin, 

alkalische Phosphatase und Knochen-Sialoprotein in den durch Biodentine 

beeinflussten Zellen gegenüber der Kontrollgruppe nachgewiesen (Lee et al., 

2014). Ein wesentlicher Nachteil des Biodentins ist die nicht ausreichende 

Röntgensichtbarkeit, die mit der des Dentins vergleichbar ist und somit eine 

Unterscheidung von Zahnhartsubstanz und Wurzelfüllung unmöglich macht. (Kaup 

et al., 2015). 

 
1.4 Total Fill BC Sealer (Total Fill BCS) 

 
Im Jahr 2009 wurde in den USA ein neues Material mit dem  Namen 

Endosequence BC Sealer (Brasseler, Savannah, GA, USA) eingeführt. Dieser 

Sealer wird in Kanada und der Schweiz als iRoot SP (BioCreamix Inc, Vancouver, 

Kanada) vertrieben und ist seit Ende 2013 auf dem deutschen Markt unter dem 



29  

Namen TotalFill BC Sealer (FGK, American Dental Systems) erhältlich. Es handelt 

sich dabei laut Hersteller um eine biokeramische Zementpaste, die folgende 

Inhaltsstoffe besitzt: Zirkoniumoxid, Trikalziumsilikat, Dikalziumsilikat, 

monobasisches Kalziumphosphat und Kalziumhydroxid sowie Füll- und 

Verdickungsstoffe. Damit ist es in seiner Zusammensetzung mit ProRootMTA und 

Biodentine vergleichbar und ebenfalls der Übergruppe der hydraulischen 

Silikatzemente zuzurechnen. Der permanente Verschluss des Wurzelkanals 

sowohl im Anschluss an eine Vitalexstirpation, als auch nach Entfernung der 

infizierten oder nekrotischen Pulpa mit Einlegen einer medikamentösen Einlage, 

werden von Brasseler als Anwendungsbereiche des TotalFill BC Sealers 

angegeben. 

Eine vorhandene Restfeuchtigkeit in den Dentintubuli löst die Abbindereaktion des 

BCS aus und unterhält diese (Loushine et al., 2011). Die Abbindezeit wird vom 

Hersteller mit 4 Stunden beziehungsweise in sehr trockenen Kanälen mit bis zu 10 

Stunden angegeben. Diese Angaben bestätigte eine 2013 veröffentlichte Studie 

(Zhou et al., 2013). In einer weiteren Studie wurden jedoch eine Dauer von 168 

Stunden bis zur endgültigen Härtung gemessen (Loushine et al., 2011). Da sich 

der Sealer vorgemischt in einer Spritze befindet, ist er leicht zu handhaben und es 

besteht keine Gefahr von Mischungsinhomogenitäten. Sowohl in seinen 

physikalisch-chemischen, als auch den biologischen Eigenschaften weist der BCS 

Sealer vor allem Vorzüge auf, jedoch gibt es bis heute nur wenige unabhängige 

Studien dazu. Die Radioopazität des BC Sealers ist zwar mit 3,84 mm Al deutlich 

geringer als die von AH plus (6,90 mm Al), entspricht aber genauso wie die 

Fließfähigkeit den Empfehlungen der ISO 6876/2001 (Candeiro et al., 2012; 

International Organisation of Standardization ISO 6876). Zähne, deren 

Wurzelkanäle mit BC Sealer gefüllt wurden, weisen im Vergleich mit AH plus 

bezüglich der Bruchfestigkeit höhere Werte auf (Hegde und Arora,  2015). 

Faktoren dafür sind einerseits die chemische Bindung von BC Sealer  an  die 

Dentin Wände (Skidmore et al., 2006), andererseits möglicherweise die im Sealer 

enthaltenen Nanopartikel, welche tief in die Dentintubuli und Unregelmäßigkeiten 

der Kanalwände eindringen können (Ghoneim et al., 2011). Während der 

Aushärtung kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes, der zu allen gemessenen 

Zeiten deutlich im alkalischen Bereich liegt (Zhou et al., 2013). Jedoch stimmen 
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die Maximalwerte mit 11,21 nach 168 Stunden nicht mit den Angaben des 

Herstellers von 12,8 überein (Candeiro et al., 2012). Des Weiteren setzt der BC 

Sealer während der Abbindereaktion Kalziumionen frei, bildet kalzium- und 

phosphatreiche Oberflächenpräzipitate und bewirkt die Aufnahme von Kalzium  

und Silikat in menschliche Dentintubuli. Besondere biologische Bedeutung hat die 

Einlagerung von Silikat, da dieses mit einer Steigerung der Rate der 

Knochenneubildung assoziiert ist (Patel et al., 2003) und die Remineralisation von 

demineralisiertem Dentin induziert (Saito et al., 2003). Zu beachten ist aber, dass 

die genannten Eigenschaften des BC Sealers von ProRootMTA und Biodentine 

übertroffen werden, denn diese setzen höher Mengen Kalzium frei und auch die 

Tiefe der Einlagerungen von Kalzium und Silikat ins Dentin sind tiefer (Han und 

Okiji, 2013). Die antibakteriellen Effekte des BC Sealers wurden bis zuletzt 

kontrovers dargestellt. 2011 wurde eine Studie veröffentlicht, welche das 

Vorhandensein antibakterieller Effekte des BC Sealers gegenüber Enterococcus 

faecalis bestreitet (Willershausen et al., 2011). Widersprüchlich dazu ist eine drei 

Jahre später erschienene Studie, welche genau diese Eigenschaft des BC Sealers 

bestätigt (Zhejun et al., 2014). Bezüglich der Zytotoxizität des BC Sealer liegen bis 

heute kaum Studien mit übereinstimmenden Ergebnissen vor. Eine 2011 

veröffentlichte Studie kam zu dem Ergebnis, dass der BC Sealer initial eine starke 

Zytotoxizität aufweist die bis zur 5. Woche nach dem Abbinden moderat ist, 

während AH plus bereits nach drei Wochen keine Zytotoxizität mehr aufweist 

(Loushine et al., 2011). Die Ergebnisse aus einem MTT-Assay an Osteoblasten- 

ähnlichen Zellen mit Ursprung aus der Schädelkalotte der Maus (MC3T3-E1). 

Demgegenüber steht eine Studie, die dem BC Sealer eine geringere Zytotoxizität 

als AH plus bescheinigt und eine Zellüberlebensrate der Maus Fibroblasten von 

>90-100% in allen Eluatkonzentrationen feststellte (Zoufan et al., 2011). Inwiefern 

der BC Sealer eine im Wurzelkanal vorhandene Entzündung positiv beeinflussen 

kann, wurde bis jetzt kaum untersucht. 

 
1.5 Total Fill Root Repair Material (Total Fill RRM) 

 
Zusätzlich zum Total Fill BC Sealer führte Brasseler (Savannah, GA, USA) 

ebenfalls im Jahr 2013 das Total Fill Root Repair Material in den deutschen Markt 

ein.  Dieses  Material  ist  in  einer  Spritze  oder  als  Putty  erhältlich.  Laut  dem 
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Hersteller soll es eine Alternative zu ProRootMTA darstellen. Im Vergleich zu 

ProRootMTA soll eine längere Verarbeitungszeit von bis zu 30 Minuten, eine 

kürzere Abbindezeit von mindestens zwei Stunden bei normalen Bedingungen und 

eine bessere Handhabung gewährleistet sein. Außerdem soll es laut Hersteller 

durch die hohe Biokompatibilität und die antibakterielle und osteoinduktive  

Wirkung zu einer hervorragenden Heilung kommen. Das Indikationsspektrum 

reicht von der Reparatur einer Wurzelperforation und einer Wurzelresorption über 

die Füllung einer Wurzelspitze bis hin zur Apexifikation und Pulpaüberkappung. 

Die Zusammensetzung ähnelt dem Total Fill BC Sealer. Jedoch enthält das Total 

Fill RRM kein Kalziumhydroxid, sondern stattdessen Tantalpentoxid. Die vom 

Hersteller angegebenen Eigenschaften des Materials wurden bis heute nur in 

wenigen veröffentlichten Studien überprüft. Eine im Jahr 2013 veröffentlichte 

Studie verglich die Aushärtedauer vom RRM mit der von MTA bei Anwesenheit 

von Blut und Medium. Das Ergebnis dieser Studie stellt einen Widerspruch zu der 

vom Hersteller angegebenen Abbindezeit dar. Denn selbst nach 48 Stunden 

konnte keine vollständige Aushärtung des RRM festgestellt werden (Charland et 

al., 2013). Bezüglich des Abdichtungsvermögens des Total Fill RRM liegen zwei 

sich widersprechende Veröffentlichungen vor, die jeweils einen Vergleich mit 

ProRootMTA anstellen. Einerseits wurden gleich gute Abdichtungsfähigkeiten von 

RRM wie vom ProRootMTA festgestellt (Nair et al., 2011), andererseits wurde die 

des ProRootMTA als überlegen angegeben (Hirschberg et al., 2013). Die 

Biokompatibilität von Total Fill RRM wurde bereits in mehreren Studien durch 

Zytotoxizitätstests überprüft. Im Vergleich mit MTA zeigt das RRM in den meisten 

Untersuchungen ähnliche Zellviabilität, und somit eine hohe Biokompatibilität (Ma 

et al., 2011; Damas et al., 2011; Alanezi et al., 2010). Im Widerspruch dazu stehen 

die Ergebnisse einer Publikation, die eine signifikante Abnahme der Zellviabilität 

nach Exposition der untersuchten Zellen gegenüber Total Fill RRM zu allen 

Messzeitpunkten und jeder Konzentration der Eluate feststellte (Modareszadeh et 

al., 2012). Diese Ergebnisse basieren auf Untersuchungen an humanen 

Osteosarkom Zellen (Saos-2), deren Reaktion auf das RRM sowohl im MTT- als 

auch im Alkalische Phosphatase-Assay ermittelt wurde. Eine weitere besonders 

wichtige Anforderung an ein derartiges Material ist die Bioaktivität, welche bis jetzt 

nur in einer Veröffentlichung untersucht wurde. Es konnte eine Präzipitation von 
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kristallinen Apatitstrukturen sowohl an der Zementoberfläche, als auch an den 

Grenzflächen zwischen Zement und Dentin nachgewiesen werden, die mit der Zeit 

stark zunahm (Shokouhinejad et al., 2012). 
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2 Ziel der Untersuchung 
 
Die aktuelle Studienlage zeigt, dass es nicht selten zu Misserfolgen und 

unzureichenden Ergebnisse im Rahmen der endodontischen Behandlung kommt, 

welche teilweise auch auf die unzureichenden Eigenschaften der Sealer und 

Reparatur-Materialien zurückzuführen sind. Mit dem Ziel diese zu verbessern, 

kamen in den letzten Jahren zahlreiche Neuentwicklungen auf den Markt. Zwei 

Beispiele dafür aus der Gruppe der hydraulischen Silikatzemente sind der Total  

Fill BC Sealer und das Total Fill RRM. Da beide Materialien bis zuletzt nur in 

wenigen Studien untersucht wurden und die Ergebnisse teilweise kontrovers sind, 

ist es das Ziel dieser Arbeit, die beiden Materialien bezüglich dreier 

Gesichtspunkte genauer zu untersuchen und dabei mit dem klinisch bewährten 

epoxidharzbasierten Sealer AH plus zu vergleichen. 

Zur Beurteilung des zytotoxischen und genotoxischen Potentials sollen WST-8- 

Tests, Caspase- und Mikronukleus-Assays durchgeführt werden. Des Weiteren  

soll der Einfluss der Sealer auf mögliche Entzündungsreaktionen im periapikalen 

Gewebe untersucht werden. Zu diesem Zweck werden einerseits ELISAs  auf 

PGE2 und IL-6, andererseits Western Blot Analysen der zytosolischen Proteine auf 

iκBα angewendet. Anhand von ELISAs auf Osteocalcin, Western Blot-Analysen 

der Zellkern-Proteine auf RUNX2 und immunzytochemischen Untersuchungen soll 

zudem eine mögliche Einflussnahme der zu untersuchenden Materialien auf das 

Regenerationsvermögen des umgebenden Gewebes untersucht werden. 
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3 Material und Methode 
 
3.1 Zellarten und Zellkulturbedingungen 

 
In dieser Arbeit wurden humane Fibroblasten des parodontalen Ligaments  

(hPDLF) der Firma Lonza (Basel, Schweiz) verwendet. Dabei handelt es sich um 

primäre Zellen, die aus dem parodontalen Ligament von Molaren isoliert wurde. 

Die Zellen wurden negativ auf Bakterien, Viren, Pilze und Mykoplasmen getestet. 

Ebenfalls wurden von der Firma Lonza humane mesenchymale Stammzellen 

(hMSC) bezogen. Diese Zellen wurden aus dem Knochenmark durch 

Beckenkammpunktion gewonnen und besitzen laut Hersteller die Fähigkeit 

chondrogen, osteogen und adipogen zu differenzieren. Zudem wurden humane 

Gingivafibroblasten (HGF-1) der Firma LGC-Promochem (Teddington, UK) 

benutzt, die aus der Gingiva isoliert wurden, und humane Osteoblasten (hOB), die 

von der PromoCell GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen wurden. Diese 

Zellen wurden aus der trabekulären Knochenstruktur des Femurs oder der 

Hüftgelenksregion gewonnen. Außerdem wurden Versuche mit PDSC-hTERT- 

Zellen durchgeführt (Docheva et al., 2010). Diese wurden freundlicherweise von 

Frau Prof. Dr. D. Docheva, Leiterin des Labors für experimentelle Unfallchirurgie 

am Universitätsklinikum Regensburg zur Verfügung gestellt. Es handelt sich 

hierbei um eine immortalisierte Zelllinie von Progenitorzellen des parodontalen 

Ligaments. Diese Zellen produzieren in Folge einer osteogenen Stimulation 

Strukturen, die sowohl dem Knochen, als auch dem parodontalen Ligament  

ähnlich sind. Deshalb eignen sie sich für Versuche, die das osteogene Potential 

bestimmter, zur Anwendung im Bereich des parodontalen Ligaments bestimmter 

Substanzen untersuchen. 

Die HGF-1-, die hPDLF-, und die hMSC-Zellen wurden in α-MEM-Medium  

(minimal essentielles Medium, gibco, life technologies, Carlsbad, CH, USA) 

kultiviert, während die PDSC-hTERT-Zellen in DMEM (Dulbecco’s  Modified 

Eagle’s Medium, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland) high glucose (4,5 

g/L) kultiviert wurden. Beiden Medien wurde jeweils 10% fetales Kälberserum 

(FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 U/ml Penicillin G und 100 µg/ml 

Streptomycin (Sigma-Aldrich) zugesetzt. Die hOB-Zellen wurden dagegen in hOB- 
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Medium (Osteoblast Growth Medium, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland) 

kultiviert. 

Die Bedingungen im Inkubator (HERAcell 150, Thermo Scientific, MA, USA) 

wurden konstant bei einer Temperatur von 37°C, 5% CO2 und bei 100% 

Luftfeuchtigkeit gehalten. 

 
3.2 Routinemethoden in der Zellkultur 

 
3.2.1 Zellen auftauen 

 
Die Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Stickstofflagerbehälter im 

Wasserbad auf 37°C erwärmt und zentrifugiert (2 min, 300 g, Mikrofuge 18, 

Beckman Coulter, Brea, CA, USA), um das für die Zellen toxische DMSO 

(Dimethylsulfoxid, Sigma) zu entfernen. Dieses wurde zugegeben, um während 

des Einfrierens eine intrazelluläre Eiskristallbildung zu verhindern. Im Folgenden 

wurde der Überstand abpipettiert, das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert und 

die Zellen in eine mit 19 ml vorgewärmten Medium vorbereitete Zellkulturflasche  

(T 75, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmünster, Österreich) ausgesät. 

 
3.2.2 Mediumwechsel 

 
Alle zwei bis drei Tage wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Dazu wurde das 

Medium mit einer Glaspipette abgesaugt und 20 ml frisches Medium 

hinzugegeben. 

 
3.2.3 Subkultivierung der Zellen 

 
Adhärente Zellen sind durch Verankerungsmechanismen, die den physiologischen 

Zell-Matrix-Verbindungen sehr ähnlich sind, fest am Boden der Zellkulturflasche 

angeheftet. Deshalb müssen sie mit Hilfe einer Trypsin-EDTA-Lösung (0,25% 

Trypsin, 0,02% EDTA, Sigma Aldrich) enzymatisch von der Unterlage gelöst 

werden. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS 

(Phosphat  gepufferte  Salzlösung,  ohne  Ca2+/Mg2+,  pH  =  7,4,  Sigma  Aldrich) 

gewaschen, da ein in der Flasche verbliebener FBS-Rest die Trypsinaktivität 

erheblich herabsetzen würde. Im Anschluss daran wurde 2 ml der Trypsinlösung 

hinzugegeben,  die  vorher  auf  37°C  erwärmt  wurde.  Da  Trypsin  bei  37°C das 

Wirkungsmaximum  erreicht,  wurde  die  Zellkulturflasche für kurze  Zeit  inkubiert 
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und das Ablösen der Zellen unter optischer Kontrolle beobachtet (Mikroskop, 

Axiovert 40C, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Um die Trypsinaktivität zu 

stoppen, wurde die gesamte Zellsuspension mit einer Pipette aufgenommen,  

durch mehrmaliges Spülen die noch anhaftenden Zellen abgelöst und in ein 

Zentrifugenröhrchen mit 2 ml Medium pipettiert. Nach dem Zentrifugieren (5 

Minuten, 22°C, 300 g, Allegra X-15R, Beckman Coulter) wurde der Überstand 

abpipettiert und das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert. Im Folgenden  

wurden die Zellen entweder nach Zellzählung auf Mikrotiterplatten mit 

unterschiedlicher, je nach geplantem Versuch gewünschter Wellzahl, ausgesät 

oder auf neue Kulturflaschen aufgeteilt. Dazu wurde der Zellsuspension so viel 

Medium hinzugefügt, dass in jede Kulturflasche, die bereits 19 ml Medium enthielt, 

1 ml davon hinzupipettiert werden konnte. 

 
3.2.4 Bestimmung der Zellzahl 

 
Die Zellzählung wurde in einem optischen Verfahren durchgeführt (Cedex XS, 

Roche Applied Sciene, Mannheim, Deutschland), das auf der Trypanblau- 

Ausschlussmethode beruht. Das Trypanblau (Trypan Blue Stain 0,4%, Gibco, life 

technologies) wird nur von Zellen mit geschädigter Membran aufgenommen und 

macht somit eine Unterscheidung von vitalen und avitalen Zellen möglich. Nach 

Resuspendierung des Zellpellets in 1 ml Medium wurden 10 µl dieser 

Zellsuspension und 10 µl Trypanblau in eine Durchflusszelle (Roche Applied 

Sciene, Mannheim, Deutschland) aus Glas injiziert. Dann wurde der Objektträger 

ausgelesen (Cedex-2-Software) und die Zellsuspension entsprechend der 

gewünschten Zellkonzentration mit Medium verdünnt. 

 
3.3 Herstellung der Sealereluate 

 
Zunächst wurden Proben der drei zu untersuchenden Sealer in Ringen aus 

Edelstahl (16x10x2 mm; Lederer, Ennepetal, Deutschland) ausgehärtet (24 h, 

37°C, 100% Luftfeuchtigkeit). Der Total Fill BC Sealer und das Total RRM wurden 

dazu mit einer einfachen Spritze aufgetragen, während der AH plus-Sealer mit 

Hilfe eines Automix-Systems in einem 1:1 Verhältnis angemischt wurde. Nach der 

24-stündigen Härtung wurden zur Herstellung der Sealereluate die einzelnen 

Probenkörper in 6-Well-Platten gesetzt, mit 4  ml  α-MEM-Medium  bedeckt und in 
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einer 5% CO2 Atmosphäre bei einer Temperatur von 37°C gelagert. Nach 24 

Stunden wurden die Probenkörper entfernt, das Medium mit einer Spritze (BD, 

Franklin Lakes, NJ, USA) aufgenommen und nach zweimaligem Filtrieren mit 

einem Spritzenfilter (0,45 µm Porengröße, VWR, Radnor, PA, USA) in Eppendorf- 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) überführt. Die 

Sealereluate wurden dann bei -20°C eingefroren. 

 
3.4 Spezielle Methoden und Anwendungen 

 
3.4.1 Herstellung von zytosolischen und nukleären Proteinextrakten 

 
Für die Proteinextraktion bei den Western Blot Analysen wurde das NE-PER 

Nuclear and cytoplasmatic Extraction Kit (Thermo Scientific) verwendet. Dieses 

enthält das CER I, das CER II (Cytoplasmatic Extraction Reagent) und das NER 

(Nuclear Extraction Reagent). 

Unmittelbar vor Gebrauch von CER I und NER wurde diesen ein Protease Inhibitor 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) hinzugefügt, damit während des Versuchs 

die Funktion und Integrität der Proteine aufrechterhalten wurde. Um Proteine aus 

den verwendeten Zellen zu isolieren, wurde das Medium entfernt und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Nach dem Absaugen von PBS wurde erneut 700 µl PBS 

hinzugegeben und die Zellen mit einem sterilen Zellschaber (Sarstedt) vom Boden 

abgelöst. Mit einer Pipette wurden noch anhaftende Zellen abgespült und die 

Zellsuspension dann in beschriftete Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Nach 

Zentrifugation (4 min, 300 g, Mikrofuge 18 Centrifuge, Beckman Coulter) wurde  

der Überstand abpipettiert. Mit Hilfe des NE-PER Nuclear and Cytoplasmatic 

Extraction Reagent erfolgte in den nächsten Schritten die Extraktion der 

zytosolischen und nukleären Proteine. Dazu wurde das Zellpellt mit 100 µl CER I 

resuspendiert, für 15 s auf einem Vortexer (IKA MS1Minishaker, Sigma Aldrich) 

vermischt und auf Eis gekühlt. Nach 10 Minuten Wartezeit wurden 5,5 µl CER II 

hinzugegeben, für 5 Sekunden auf einem Vortexmixer vermischt und für 1 min auf 

Eis gekühlt. Nachdem das Eppendorf-Reaktionsgefäß 5 min bei einer Drehzahl 

von 16000 g zentrifugiert wurde, erhält man im Überstand die zytosolischen 

Proteine, die für die weitere Versuche eingefroren werden können. Um nun auch 

die nukleären Proteine zu erhalten, wurde das aus Zellkernen bestehende Pellet 
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mit 50 µl eisgekühltem NER resuspendiert und für 15 Sekunden auf dem Vortexer 

gemischt. In den folgenden 40 min wurde die Lösung auf Eis gekühlt und alle 10 

Minuten auf dem Vortexer für 15 Sekunden geschüttelt. Nach Zentrifugation 

(16000g, 10 Minuten) konnten schließlich im Überstand die nukleären Proteine 

extrahiert werden. 

 
3.4.2 Bestimmung des Proteingehalts mittels Bradford Assay 

 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Quick Start Bradford 

Protein Assay (Bio- Rad, Hercules, CA, USA). Dieses Assay beruht auf dem 

Prinzip der quantitativen Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976), bei 

dem verschiedene Proteinkonzentrationen durch Bindung von Proteinen an den 

Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250 zu proportionalen Farbveränderungen 

führen. In seiner an Proteine gebundenen Form hat der Farbstoff ein 

Absorptionsmaximum bei 595 nm. Als Proteinstandard zur Bestimmung der 

Konzentration über eine Standardgerade diente BSA (Bovines Serum Albumin, 

Bio-Rad). 

Aus jeder Probe und dem Standardprotein in den Konzentrationen 0,125 mg/ml, 

0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, und 1,5 mg/ml wurden jeweils 5 µl 

mit 245 µl Färbemittel (Bradford-Protein-Assay Dye) vermischt. Dann wurden 

sowohl vom Färbemittel, von den Standardprotein-, als auch von den 

Probenlösungen jeweils zweifach 100 µl in 96-Well-Mikrotiterplatten aufgetragen. 

Nach 15-minütiger Inkubation wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer 

(ELISA-Reader, Varioskan, Thermo Elektron Corporation) gemessen und die 

Messwerte in Excel (Microsoft, Redmond, USA) ausgewertet. Dabei wurde mit 

Hilfe des Blank-Wertes und der Standardproteinwerte eine Ausgleichsgerade mit 

Geradengleichung erstellt. Durch Auflösung der Geradengleichung nach dem x- 

Wert wurden dann die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben berechnet. 

 
3.4.3 Zytotoxizitätsuntersuchung mittels WST-8 

 
Die Zytotoxizität der Sealereluate wurde mit Hilfe des WST-8-Tests (Colorimetric 

Cell Viability Kit I, PromoKine, Heidelberg, Deutschland) untersucht. Das Prinzip 

des WST-8-Tests beruht darauf, dass Zellen mit intakter Atmungskette das 

schwach   gelbe   WST-8   (water   soluble   tetrazolium    salt-8,   2-(2-methoxy-4- 
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nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium Salz) durch 

mitochondriale Dehydrogenasen in Anwesenheit eines Elektronentransporters (1- 

Methoxy-5-methylphenazinium-methyl-sulfat) in das wasserlösliche und orange 

Formazan reduzieren. Die mit der Reduktion entstandene Menge an Formazan- 

Farbstoff kann photometrisch gemessen werden und ist ein direktes Maß für die 

Anzahl vitaler Zellen. Abbildung 3 zeigt schematisch den Reaktionsablauf. 

Abbildung 3: Mechanismus der WST-8 Umsetzung durch Dehydrogenasen in lebenden Zellen 
(PromoKine, Heidelberg, Deutschland) 

 

Der WST-8-Test wurde in 96-Well-Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One) in 3-facher 

Bestimmung durchgeführt, wobei für jede Zelllinie drei unabhängige 

Versuchsreihen stattfanden. Dazu wurde nach einer Zellzählung die Anzahl der 

Zellen auf 50.000/ml mit Medium verdünnt und davon jeweils 100 µl auf jedes Well 

verteilt. Nach Inkubation der Zellen für 24 Stunden wurde  das Medium  entfernt 

und die Sealereluate jeweils verdünnt mit Medium in absteigenden 

Konzentrationen (pur, 1:2, 1:5, 1:10) zugegeben. Zusätzlich wurde eine 

Negativkontrolle mit Medium und eine Positivkontrolle mit Triton X-100 1% (4- 

(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylenglykol, Sigma Aldrich) durchgeführt. 

Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Sealereluate entfernt und nach 

Verdünnung des WST-8-Reagens (CCVK-1-Lösung) in einem Verhältnis von 1:10 

mit Medium jedem Well 100 µl davon hinzugefügt. Es folgte eine Inkubation von 
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120 min, bevor die Absorption bei einer Wellenlänge von 450 nm im Photometer 

gemessen wurde. 

 
3.4.4 Untersuchung der Apoptoseinduktion mittels Caspase-Assay 

 
Die Apoptose spielt neben der Differenzierung, Entwicklung und Homöostase in 

Geweben eine wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr des Immunsystems. Sie 

kann auch durch exogene Einflüsse wie zum Beispiel DNA-schädigende Agenzien 

hervorgerufen werden. Die Caspasen, die im Rahmen der Apoptose sehr 

bedeutend sind, liegen normalerweise als funktionell inaktive Zymogene in der 

Zelle vor. Ihre Aktivität entfalten sie durch sequentielle Spaltung (Cohen, 1997). 

Diese Beobachtung führte zum Konzept der kaskadenartigen Aktivierung der 

Caspasen, die mit der autokatalytischen Proteolyse der Initiatorcaspasen beginnt, 

die im Anschluss die sogenannten Effektorcaspasen prozessieren und ebenfalls 

aktivieren (Stennicke und Salvesen, 2000). Hier ist vor allem die Caspase-3 

entscheidend, denn diese gehört zusammen mit der Caspase-6 und -7 zur Gruppe 

der Effektorcaspasen. Das Ziel der Caspasen ist schließlich die kontrollierte 

Zerstörung der Zellen von innen durch Spaltung verschiedener Zielmoleküle.  

Dabei kommt es zur Aktivierung von proapoptotischen und zur Inaktivierung 

antiapoptotischer Proteine (Zimmermann und Green, 2001). Abbildung 4 zeigt 

vereinfacht diese Kaskade. 

Abbildung 4: Aktivierungswege der Caspasen (nach Logue und Martin, 2008) 
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Als Maß für die Apoptoserate wurde die Aktivität der Caspase-3 mit dem Caspase- 

3 Colorimetric Assay Kit (PromoKine) bestimmt. Diese Untersuchung basiert 

darauf, dass das Peptid-Substrat DEVD-pNA (Asp-Glu-Val-Asp-p-Nitroanilid)  

durch die aktive Caspase-3 zu pNA (p-Nitroanilid) hydrolysiert wird und somit die 

Caspase-3-Aktivität direkt proportional zur freigesetzten Menge pNA ist. Das pNA 

absorbiert bei einer Wellenlänge von 400 nm und kann im Photometer gemessen 

werden. 

Nachdem die Zellen für eine bestimmte Zeit (24 h, 48 h) mit den Sealereluaten 

inkubiert wurden und mit PBS gewaschen wurden, erfolgte die Ablösung  der 

Zellen mechanisch mittels Abschaben. Die Positivkontrolle wurde mit dem 

Apoptose induzierenden Transkriptionsinhibitor Actinomycin D durchgeführt, 

während zur Negativkontrolle Medium (α-MEM, 10% FBS) verwendet wurde. 

Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert (4 min, 300 g, Mikrofuge 18, 

Beckman Coulter), der Überstand abpipettiert und jeder Probe 50 µl Cell Lysis 

Buffer hinzugegeben, wodurch es zu einer Zerstörung der  Zellmembran  kam. 

Nach zehnminütiger Lagerung der Proben auf Eis wurden diese erneut 

zentrifugiert (1 min, 10000 g, Mikrofuge 18), sodass man im Überstand die 

zytosolischen Proteine erhielt. Diese wurden in neue Eppendorf-Reaktionsgefäße 

überführt und auf Eis gelagert. Für die weiteren Schritte mussten die 

Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben mit Hilfe des Bradford Assay (siehe 

Abschnitt 2.5.2) bestimmt werden und auf identische Konzentrationen (40 mg 

Protein, 50 µl Cell Lysis Buffer) verdünnt werden. Nachdem im Anschluss 300 µl 

des 2X Reaction Buffer mit 3 µl DTT (Dithiothreitol, 1,0 M) vermischt wurden, 

konnte jeder Proben 50 µl davon und 5 µl des DEVD-pNA (4 mM) zugegeben 

werden. Schließlich wurde auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte jeweils 100 µl der 

einzelnen Proben aufgetragen und nach Inkubation (37°C) für 1-3 h die Extinktion 

bei 400 nm gemessen. 

 
3.4.5 Genotoxizitätsnachweis mittels Mikronukleus-Test 

 
Um das genotoxische beziehungsweise mutagene Potential der Sealereluate zu 

bestimmen, wurde ein Mikronukleus-Test durchgeführt. Das Grundprinzip dieses 

Versuchs beruht darauf, dass  unter dem Einfluss von genotoxischen  Substanzen 
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in den Zellen Chromosomenaberrationen und Schäden am Spindelapparat 

verursacht werden. Unter anderem treten nicht reparierte Doppelstrangbrüche auf. 

Während der Mitose können diese chromosomalen Fragmente nicht in die 

entsprechenden Kerne der Tochterzellen inkorporiert werden. Anstelle dessen 

kondensieren diese Chromosomenbruchstücke, bilden eine Kernmembran und 

formen sich so zu einem Mikronukleus. Die folgende Abbildung 5 veranschaulicht 

die Entstehung von Mikronuklei. 

Abbildung 5: Schematische Darstellung zur Entstehung von Mikronuklei (modifiziert nach Al-Sabti 
und Metcalfe, 1995) 

 

Um das Auftreten von Mikronuklei im Zytoplasma nachzuweisen, wurde die 

quantitative Färbung der Zellkern-DNA nach Feulgen und Rossenbeck (1924) 

durchgeführt. Die Reaktion basiert zunächst auf der Abspaltung der Purin- und 

Pyrimidinbasen der DNA durch Salzsäure, wodurch eine maximale Zahl an 

Aldehydgruppen freigesetzt wird. Die Grundlage der Färbung bildet dann die 

Verbindungsreaktion von fuchsinschwefeliger Säure (Schiff‘sches Reagenz) mit 

der 2-Desoxyribose zu rotviolettem Farbstoff. Mit RNA (Ribonukleinsäure) fällt die 

Reaktion negativ aus, sodass spezifisch immer nur DNA markiert wird. 
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Nachdem die Zellen entsprechend Absatz 2.2.3 trypsiniert und zentrifugiert  

worden waren, wurden sie auf eine Konzentration von 20.000/ml Medium 

verdünnt. Im Anschluss wurden die Zellen auf Objektträger, die mit Hilfe von 

Flexiperms in 8 Kompartimente getrennt worden waren, ausgesät. Pro 

Kompartiment wurden 250 µl der Zellsuspension verwendet. Die Zellen  

adhärierten über Nacht an den Objektträger, am nächsten Tag wurde das Medium 

entfernt und die Zellen mit den Sealereluaten bedeckt. Als Positivkontrolle diente 

die genotoxische Substanz Ethylmethansulfonat (EMS, 300 µg/ml, Stopper und 

Lutz, 2002), als Negativkontrolle Zellkulturmedium (α-MEM, 10% FBS). Nachdem 

die Zellen für 48 Stunden mit den Sealereluaten inkubiert worden waren, wurden 

diese abgesaugt, die Präparate mit PBS gewaschen und für eine Stunde 

luftgetrocknet. Anschließend wurden diese eine Stunde lang in  

Formaldehydlösung (4%, pH = 6,9) fixiert und 10 Minuten unter fließendem 

Leitungswasser gespült. Das im weiteren Verlauf verwendete DNA-Färbekit nach 

Feulgen (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) enthielt drei Reagenzien. Das 

Reagenz 1 enthielt 5 M Salzsäure. Im zweiten Reagenz befand sich das Schiffs 

Reagenz und im dritten ein Natriumdisulfit-Konzentrat. 

Zusätzlich wurde eine Natriumdisulfit-Spüllösung frisch hergestellt, die aus 95% 

destilliertem Wasser, 5% Natriumdisulfit-Konzentrat (100 g/l Na2S2O5, Reagenz 3) 

und 1% Salzsäure (Reagenz 1) bestand. 
 
Das folgende Schema (Tabelle 1) zeigt den weiteren Ablauf der Färbung, die in 

Färbeküvetten durchgeführt wurde: 
 

Substanz Zeit 

Salzsäure (5 mol/l, 22°C) 50 min 

Aqua dest. 2 min 

Aqua dest. 2 min 

Schiffs-Reagenz (lichtempfindlich, Färbung im 

Dunkeln) 

60 min 

frisch hergestellte Natriumdisulfit-Spüllösung 3 min 
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Aqua dest. 2 min 

Aqua dest. 2 min 

Isopropanol 70% 4 min 

Isopropanol 80% 4 min 

Isopropanol 90% 4 min 

Isopropanol 99% 4 min 

Xylol 4 min 

Xylol 4 min 

 
 
Tabelle 1: Ablauf der Färbung nach Feulgen 

Im Anschluss an die Färbevorgänge wurden die Xylol-feuchten Präparate mit 

Entellan (Merck) und einem Deckglas eingedeckt und über Nacht getrocknet. Der 

Anteil der Mikronuklei wurde mikroskopisch bestimmt, indem pro Zellkammer 500 

Zellen gezählt wurden. 

 
3.4.6 Einfluss der Sealereluate auf die zelluläre Entzündungskaskase 

 
3.4.6.1 EIA zur Bestimmung der PGE2-Konzentration 

Prostaglandin E2 stellt einen Endpunkt des Cyclooxygenase-Wegs bei 

Entzündungen dar. Durch entzündliche Stimulation von Zellen kommt es zu einer 

vermehrten Expression von COX-2, dies führt wiederum zu einer Erhöhung des 

lokal wirkenden Mediators PGE2, der für eine Vielzahl von klinischen 

Entzündungszeichen eine wichtige Rolle spielt. 

In dieser in-vitro Versuchsreihe wurden dazu hPDLF zum einen Teil mit den 

Sealereluaten alleine, zum anderen Teil mit den Sealereluaten und zusätzlich IL- 

1β (2 ng/ml) für 24 Stunden inkubiert. Interleukin 1β  ist ein bekannter Stimulator  

für die vermehrte Expression von COX-2 und damit PGE2. Die Sealereluate von 

AH plus wurden zuvor im Verhältnis 1:1 mit Medium verdünnt, um die 

zytotoxischen Effekte dieses Sealers zu reduzieren. Als Hemmkontrolle wurde 

Indomethacin, ein unselektiver COX-1 und COX-2-Inhibitor in einer Konzentration 
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von 300 nM eingesetzt (Nalamachu und Wortmann, 2014). Es wurden drei 

unabhängige Versuche durchgeführt. 

Zur Bestimmung der PGE2-Konzentration wurde das PGE2 high sensitivity EIA kit 

(ENZO Life Siences, Lörrach, Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um 

ein kompetitives Immunassay. Das bedeutet, dass die mit einem Enzym 

(Alkalische Phosphatase) markierten PGE2 des Kits mit den unmarkierten PGE2- 

Molekülen der Probe um eine begrenzte Zahl an PGE2-spezifischen 

Bindungsstellen der Antikörper-Lösung konkurrieren. Die entstandenen Komplexe 

binden an einen auf den Mikrotiterplatten fixierten Ziegen-Anti-Maus-IgG- 

Antikörper. Durch das nachfolgende Waschen werden somit nur überschüssige 

Reagenzien entfernt und die Komplexe aus Antikörper und PGE2 oder alkalische- 

Phosphatase-gekoppeltem-PGE2 bleiben gebunden. Durch die Zugabe der 

Substratlösung kommt es zu einer gelblichen Farbentwicklung, da die an das 

PGE2 gekoppelte alkalische Phosphatase das Para-Nitrophenylphosphat in das 

gelbe Nitrophenol umsetzt. Die Intensität der Farbe ist demnach proportional zur 

PGE2  -Konzentration in der Probe. 

Zur Kalibrierung wurde zunächst eine PGE2-Standard-Verdünnungsreihe 

hergestellt. Dazu wurden sieben Eppendorf-Reaktionsgefäße beschriftet und in 

Nummer 1 950 µl Zellkulturmedium gegeben, während in die übrigen 500 µl davon 

gegeben wurden. Danach wurden 50 µl der 50.000 pg/ml PGE2- Standardlösung  

in das erste Gefäß gegeben und mit dem Vortexer vermischt. Das folgende 

Pipettierschema zeigt das Vorgehen und die Konzentrationen der 

Verdünnungsreihe (Abbildung 6): 

 
Abbildung 6: Standard-Verdünnungsreihe des PGE2 EIAs (ENZO Life Siences) 
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150 µl Assay Buffer wurden in die NSB (Non-Specific-Binding)- Wells gegeben  

und 100 µl Assay Buffer in die B0 (Maximum Binding)- Wells. Danach wurden 

jeweils 100 µl des Zellkulturüberstandes beziehungsweise 100 µl der Standards in 

die entsprechenden Wells gegeben. Die Wells für die Blanks wurden freigelassen. 

Im nächsten Schritt wurden allen Wells jeweils 50 µl Konjugat (mit Ausnahme der 

Blanks) und 50 µl Antikörperlösung (mit Ausnahme der Blanks und der NSB Wells) 

hinzugefügt. Nach Inkubation der luftdicht verschlossenen 96-Well-Platte unter 

kontinuierlichem Schütteln über Nacht bei 4°C wurden die Reagenzien durch 

dreimaliges Waschen der Wells mit jeweils 400 µl Waschlösung entfernt und die 

Platte durch Ausklopfen auf Zellstoff getrocknet. Nachdem 200 µl des pNpp (para- 

Nitrophenyl-phosphat) - Substrates zu jedem Well hinzugegeben worden waren, 

erfolgte eine einstündige Inkubation der luftdicht verschlossenen 96-Well-Platte 

ohne Schütteln bei 37°C. Dann wurde sofort nach Zugabe von 50 µl der Stop- 

Lösung die Extinktion der entstandenen Färbung bei 405 nm in einem ELISA- 

Reader (Varioskan) ausgelesen. Anschließend wurden die Mittelwerte der Proben 

und Standards ermittelt und davon jeweils der Wert der nicht-spezifischen Bindung 

(NSB) subtrahiert. Nach Berechnung der prozentualen Anteile der Standard- und 

Probenwerte vom Wert der maximalen Bindung (B0) konnte eine Eichkurve erstellt 

werden, mit deren Hilfe die PGE2-Konzentrationen der Proben mittels Interpolation 

ermittelt werden konnten. Die Abbildung 7 zeigt eine typische Standardkurve. 
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Abbildung 7: Standardkurve zur Ermittlung der PGE2-Konzentration (ENZO Life Sciences) 
 
3.4.6.2 ELISA zur Bestimmung der IL-6-Konzentration 

 
Das IL-6 ist ein pleiotrop wirksames Zytokin, das wesentlich an der Regulation der 

Entzündungsreaktion beteiligt ist. Als Stimuli für die Freisetzung von IL-6 gelten IL- 

1β, TNF-α und bakterielle Endotoxine wie zum Beispiel Lipopolysaccaride (Akira  

et al., 1992). Der IL-6-Rezeptor wird von verschiedenen Zellen exprimiert.  

Darunter befinden sich unter anderem aktivierte B-Zellen, periphere Lymphozyten, 

Fibroblasten, Endothelzellen und Mastzellen (Ansel et al., 1990). 

Die hPDLF-Zellen wurden dazu in 6-Well-Platten ausgesät und über Nacht 

inkubiert. Das Medium wurde anschließend entfernt und die Sealereluate in je ein 

Well gegeben und eine Stunde präinkubiert. Es erfolgte zur Induktion einer 

entzündlichen Reaktion die Zugabe von TNF-α (25 U/ml) für 15 min. Als 

Hemmkontrolle wurde Dexamethason eingesetzt (25 mM). Dabei handelt es sich 

um ein künstliches Glukokortikoid, das antiphlogistische, antiallergische und 

immunsuppressive Wirkungen aufweist. Somit unterdrückt es unspezifisch die 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. Nach der Inkubation wurde das 

Medium entfernt und die Zellen erneut mit den Sealereluaten bedeckt und  weitere 
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24 Stunden inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen und bei -20°C bis zur 

Analyse gelagert. 

Um die IL-6-Konzentration in den Überständen zu bestimmen, wurde ein ELISA 

Assay (Human IL-6 Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

verwendet. Dabei handelt es sich um ein nicht-kompetitives Immunoassay, das 

auch als Sandwich-ELISA bezeichnet wird. Hier wird das IL-6 von  zwei 

Antikörpern gebunden, die beide spezifisch mit dem Antigen reagieren und sich 

gleichzeitig nicht blockieren. Der monoklonale Primär-Antikörper ist auf den 

Mikrotiterplatten fixiert und bildet nach Zugabe der Proben mit den darin 

enthaltenen IL-6-Molekülen Komplexe. Nach der Entfernung der Proben wird der 

enzymgekoppelte polyklonale Sekundär-Antikörper appliziert, der ebenfalls an das 

IL-6 bindet. Schließlich kann nach Beseitigung des ungebundenen Antikörper- 

Enzym-Reagens durch Zugabe einer Substratlösung, dessen Substrat vom Enzym 

des Sekundär-Antikörpers umgesetzt wird, eine Farbentwicklung beobachtet 

werden, die proportional zur IL-6-Menge in der Probe ist. 

Zunächst wurde eine IL-6-Standard-Verdünnungsreihe hergestellt. Sechs 

Eppendorf-Reaktionsgefäße wurden beschriftet und nach dem folgenden 

Pipettierschema verdünnt (Abbildung 8): 

Abbildung 8: Standard-Verdünnungsreihe des IL-6 ELISAs (R&D Systems) 
 

In jedes Well wurden 100 µl der Assay-Lösung RD1W pipettiert. Im nächsten 

Schritt erfolgte die Zugabe von 100 µl der Proben beziehungsweise der Standards 

in die jeweiligen Wells, woraufhin eine zweistündige Inkubation der luftdicht 

verschlossenen Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur folgte. Im Anschluss wurde 

der Inhalt der Mikrotiterplatte entfernt und die Wells durch viermaliges Waschen 



49  

mit jeweils 400 µl Waschpuffer von ungebundenen Substanzen befreit, bevor in 

jedes Well 200 µl des Konjugats, das den Sekundärantikörper enthält, hinzugefügt 

wurden. Nach einer weiteren Inkubation für zwei Stunden bei Raumtemperatur  

und erneutem viermaligem Waschen mit jeweils 400 µl Waschpuffer, wurde jedem 

Well 200 µl Tetramethylbenzidin-Lösung hinzugefügt und die Mikrotiterplatte für 20 

Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Durch die Zugabe von 50 µl 

der Stop-Lösung veränderte sich die Farbe in jedem Well von blau zu gelb und die 

Extinktion konnte photometrisch bei 450 nm im ELISA-Reader (Varioskan) 

gemessen werden. Nach Berechnung der Mittelwerte der Extinktion für die 

Standards, Kontrollen und Proben und jeweiligen Subtraktion des Blindwerts 

konnte eine Standardkurve erstellt werden. Aus dieser konnten die IL-6- 

Konzentrationen der Proben mittels Interpolation abgelesen werden. 

 
3.4.6.3 Immunochemischer Nachweis des Transkripionsfaktors NFκB 

 
Als erster Schritt einer zellulären Reaktion steht die Steigerung und Senkung der 

Expression von Transkriptionsfaktoren. Daher soll ein für die Entzündungsreaktion 

essentieller Weg, die NFκB-Kaskade an der Stelle der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors untersucht werden. Dazu wurden die zytosolischen und 

nucleären Proteine aus den Zellen extrahiert und mittels Gelelektrophorese und 

Western Blot genauer analysiert. Ein Western Blot dient dem immunochemischen 

Nachweis von Proteinen auf einer Träger- Membran (Thermo Fisher). Zunächst 

wird ein Proteingemisch mittels der SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennt. Dabei wird die Fähigkeit der 

Proteine genutzt mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) 

negativ geladene Komplexe zu bilden. Die von einem Protein gebundene SDS- 

Menge und damit die Ladung des Protein-SDS-Komplexes ist etwa proportional 

zur Größe des Proteins, sodass die Proteine elektrophoretisch nach ihrer Größe 

aufgetrennt werden können. Der als Blotting bezeichnete Transfer der 

aufgetrennten Proteine vom Polyacrylamidgel (Biorad) auf eine PVDF-Membran 

(Polyvinylidenfluorid-Membran) erfolgt unter Nutzung eines elektrischen Feldes. 

Der immunochemische Nachweis der auf die Membran übertragenen Proteine 

läuft indirekt ab: Zunächst wird ein primärer Antikörper an die nachzuweisenden 

Proteine   gebunden,   der   dann   durch   einen   für   den   primären   Antikörper 
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spezifischen Sekundärantikörper gebunden wird. Da dieser Sekundärantikörper 

mit dem Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, wird die im nächsten Schritt 

hinzugegebene Substratlösung von diesem umgesetzt. Dadurch können 

schließlich die Komplexe aus Antigen, Primär- und Sekundärantikörper mittels 

Chemilumineszenz nachgewiesen werden. 

Nachdem die Proteine wie oben bereits beschrieben extrahiert, die 

Proteinkonzentration mit Hilfe des Bradford Assays bestimmt und die Proteine mit 

H2O so verdünnt wurden, dass in allen Proben die gleiche Proteinmenge enthalten 

war, konnte die SDS-PAGE durchgeführt werden. Dazu wurden jedem Eppendorf- 

Reaktionsgefäß ein vierfach konzentrierter Laemmli Ladepuffer mit β- 

Mercaptoethanol in einem Volumen, das 25% des Probenvolumens entspricht, 

hinzugefügt. Dieser denaturiert die Proteine während Inkubation (5 min, 95°C) in 

einem Eppendorf Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort, Hamburg, 

Deutschland) und verleiht ihnen eine negative Gesamtladung. Für die 

Gelelektrophorese wurde ein 12%-iges Polyacrylamid-Gel als Trägermaterial 

verwendet, wobei 5 µl des Größenstandards (Bio-Rad, Kaleidoskop Standards) 

und 12 µl der Proteinlösungen in die Geltaschen aufgetragen wurden. 

Anschließend wurden die Proteine in 1X SDS Laufpuffer bei konstanter Spannung 

von 180 V für 40 Minuten aufgetrennt. Dabei wurde eine vertikale 

Elektrophoresekammer (BioRad) verwendet. Im Anschluss folgte der Transfer der 

im Gel aufgetrennten Proteine durch Wet-Blotting. Die Blotkassette bestand aus 

einem Schwamm, zwei Blotting-Papieren, einer Membran aus PVDF 

(Polyvinylidenfluorid), die in Methanol (100%) aktiviert wurde, und dem Gel. Die 

Blotkammer wurde schließlich mit Transferpuffer (20% v/v Methanol) aufgefüllt  

und der Blot bei konstanter Stromstärke (200 mA) für 45 min im Kühlraum 

durchgeführt. Um nach dem Transfer spezifische Proteine nachzuweisen, mussten 

unspezifische Antikörperbindungen verhindert werden, indem  freie 

Bindungsstellen auf der Blotmembran mit 3% BSA in TBS-T (Tris gepufferte 

Salzlösung mit Tween) für 60 min blockiert wurden. Im Anschluss daran wurden 

die Membranen über Nacht im Kühlraum mit den 1:000 in 3% BSA verdünnten 

Primärantikörpern (rabbit anti- iκBα , #4812, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) 

inkubiert und nach dreimaligem Waschen für jeweils fünf Minuten mit TBS-T für 60 

min  bei  Raumtemperatur  mit  dem  1:1000 in  5%  Magermilchpulver verdünnten 



51  

Sekundärantikörper (anti-rabbit IgG, HRP-konjugiert, #7074, Cell Signaling) 

inkubiert, die mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt waren. Nach weiteren 

Waschschritten (4 x 5 min, TBS-T) wurden die Membranen für 5 min mit der 

Luminol-basierten Substratlösung (Super-Signal Pico, Thermo Scientific, MA, 

USA) inkubiert, welche zuvor im Verhältnis 1:1 entsprechend der 

Herstellerangaben gemischt wurde. Die durch die Meerrettichperoxidase 

katalysierte Oxidation des Luminols findet unter Emission von Licht in Form von 

Chemolumineszenz statt. Diese wurden mit Hilfe eines Gel-Dokmentationsgeräts 

(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 

280 nm ermittelt. 

 
3.4.7 Untersuchung einer möglichen osteogenen Differenzierung 

 
3.4.7.1 ELISA auf Osteocalcin 

 
Osteocalcin, das auch unter dem Namen Bone-Gla-Protein (BGP) bekannt ist, 

stellt ein 5,9 kDa großes, nur aus 49 Aminosäuren bestehendes Eiweißmolekül 

dar. Es spielt sowohl in der Knochenphysiologie, als auch im Stoffwechsel des 

gesamten Körpers eine bedeutende Rolle (Zoch et al., 2015). Osteocalcin wird 

ausschließlich von Osteoblasten und Odontoblasten produziert und dient somit als 

Marker für die osteogene Differenzierung von Stammzellen. 

Für den Versuch wurden jeweils hMSC als auch hPDSC-hTERT für 72 Stunden 

mit den Sealereluaten inkubiert. Die Überstände wurden nach dieser Zeit 

abgenommen und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Als Positivkontrolle wurde 

ein Medium mit osteogenen Zusätzen verwendet (100 nM Dexamethason, 0,05 

mM L-Ascorbinsäure-2-Phosphat, 10 mM β-Glycerophosphat, Jaiswal et al.,  

1997). Die Versuche wurden für beide Zellarten jeweils dreifach durchgeführt. 

Die Bestimmung der Konzentration von Osteocalcin im  Zellkulturüberstand 

erfolgte mit dem Human Osteocalcin Quantikine ELISA Kit (R&D Systems). Dieses 

Kit stellt ein quantitatives Sandwich-Enzymimmunoassay im 

Mikrotiterplattenformat dar. Wie auch beim IL-6-ELISA wird hier das Osteocalcin 

von zwei Antikörpern gebunden. Einerseits befindet sich am Boden der Wells der 

Mikrotiterplatte ein monoklonaler Antikörper, der spezifisch für humanes 

Osteocalcin ist, andererseits kann nach Zugabe und darauffolgender Entfernung 
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der Proben und Standards ein enzymgekoppelter monoklonaler Antikörper, der 

ebenfalls spezifisch für humanes Osteocalcin ist, an dieses binden. Durch die 

darauffolgende Zugabe der Substratlösung kommt es zu einer Farbentwicklung, 

die die Menge an Osteocalcin in den einzelnen Proben angibt. 

Nach Zugabe von 300 µl des Standard-Verdünnungsmediums in jedes Eppendorf- 

Reaktionsgefäß wurde nach folgendem Pipettierschema mit Hilfe der 

Stammlösung (128 ng/ml Osteocalcin) auch bei diesem ELISA eine 

Standardverdünnungsreihe hergestellt (Abbildung 9): 

Abbildung 9: Standardverdünnungsreihe des Osteocalcin ELISAs (R&D Systems) 

Zunächst wurde in jedes Well der Miktotiterplatte 100 µl der Assay-Lösung RD1- 

117 pipettiert. Danach wurden 50 µl jeder Probe, jedes Standards und jeder 

Kontrolle in die Kavitäten der Mikrotiterplatte hinzugefügt. Nachdem die Platten 

luftdicht abgedeckt für 2 h bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schütteln 

inkubiert worden waren, konnten alle Substanzen durch viermaliges Waschen mit 

jeweils 400 µl Waschpuffer entfernt werden und zum Trocknen auf Zellstoff 

ausgeklopft werden. Daraufhin wurde in jede Kavität 200 µl des humanen 

Osteocalcin Konjugates pipettiert. Dieses enthält den mit Meerrettichperoxidase 

konjugierten monoklonalen für Osteocalcin spezifischen Antikörper. Es folgte eine 

zweistündige Inkubation, die wiederum bei Raumtemperatur und unter 

kontinuierlichem Schütteln stattfand. Nachdem ein weiterer Waschschritt 

durchgeführt worden war, wurden jedem Well 200 µl der Substrat-Lösung 

hinzugefügt, mit der die einzelnen Wells 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln 

inkubiert wurden. Schließlich wurden jedem Well 50 µl der Stop-Lösung 

hinzugefügt, wodurch es zu einem Farbumschlag von blau zu gelb kam. Nach 
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diesem Schritt wurde sofort die Extinktion  in einem ELISA-Reader (Varioskan) bei 

540 nm gemessen. Anschließend wurden die Mittelwerte für die Proben,  

Kontrollen und Standards bestimmt. Mit den Mittelwerten der Standards wurde 

eine Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe die Osteocalcin-Konzentrationen in den 

vorhandenen Proben und Kontrollen ermittelt werden konnte. 

 
3.4.7.2 Immunochemischer Nachweis von RUNX2 

 
RUNX2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor für die Differenzierung von Zellen. 

Die Aktivierung dieses Transkrptionsfaktors führt bei Stammzellen mesenchymaler 

Herkunft zu einer Steigerung der Expression von Proteinen, die mit einer 

osteogenen Differenzierung in Verbindung gebracht werden (Komori, 2006; 

Vimalraj et al., 2015). Hier sind insbesondere Osteocalcin, Osteopontin sowie die 

alkalische Phosphatase zu nennen. 

In dieser Studie wurden zum Nachweis von RUNX2 sowohl hMSC, als auch 

hPDSC_hTERT für 72 Stunden mit Eluaten der potentiell osteogenen Sealer 

inkubiert. Als Positivkontrolle wurde wiederum ein Medium mit den beschriebenen 

osteogenen Zusätzen verwendet. Anschließend wurden in gleicher Weise wie 

beschrieben, die nukleären Proteine aus den Zellen extrahiert, die Konzentration 

bestimmt und eine SDS-PAGE durchgeführt. Nach dem gleichen Prinzip wie bei 

dem Nachweis von iκBα wurde ein Western Blot mit anschließender optischer 

Auswertung mit einem gegen RUNX2 gerichteten Antikörper  durchgeführt 

(#12556, rabbit anti-RUNX2, Cell Signaling). Die Ladungskontrolle erfolgte bei den 

Kern-Proteinen mit Cyclin B1 (# 4138, rabbit anti-Cyclin B1, Cell Signaling). 

 
3.4.7.3 Immunzytochemischer Nachweis von Markerproteinen 

 
Um die osteogene Differenzierung der Stammzellen nachzuweisen 

beziehungsweise zu widerlegen, wurde das Prinzip der Immunzytochemie 

angewandt. 

Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden die Zellen von den Kulturflaschen auf 

Objektträger transferiert. Dazu wurden die Zellen entsprechend Absatz 2.3.3 

trypsiniert, zentrifugiert und das Zellpellet so resuspeniert, dass eine  

Konzentration von 40.000/ml Medium vorhanden war.  Auf  sterile, unbeschichtete 

Glasobjektträger wurden dann Flexiperms mit 8-Kammern aufgebracht und 250  µl 
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der Zellsuspension in jede Kammer pipettiert. Über Nacht adhärierten die Zellen 

und am folgenden Tag wurde das Medium vorsichtig entfernt. Im Anschluss 

wurden die Zellen für 48 Stunden mit den Sealereluaten inkubiert, wobei wiederum 

pro Kammer ein Volumen von 250 µl verwendet wurde und nach den ersten 24 

Stunden die Sealereluate erneuert wurden. Nach 48 Stunden wurden die 

Sealereluate vorsichtig entfernt und die Objektträger mit PBS gewaschen. 

Anschließend erfolgte die Fixierung der Zellen durch Eintauchen der Objektträger 

in -10°C kaltem Methanol für 5 Minuten und anschließendem 5-minütigem 

Lufttrocknen. Im nächsten Schritt wurden die Objektträger zur Permeabilisierung 

der Zellen für 5 Minuten in 0,2%-igem Triton X-100 in PBS auf Eis gelagert. Mit 

einem Fettstift (Dako Pen, Dako GmbH, Hamburg, Deutschland), der Barrieren für 

Flüssigkeiten schafft, wurden die acht Felder auf den Objektträgern nun so 

umrandet, dass in den folgenden Schritten auf einem Objektträger  

unterschiedliche Antikörper-Konzentrationen sowie Positiv- und Negativkontrollen 

aufgetragen werden konnten. Jetzt wurden die Zellen zum Absättigen 

unspezifischer Bindungen der Sekundärantikörper für 60 Minuten mit Serum 

blockiert. Das Serum wurde dazu in einem Verhältnis von 1:20 mit PBS verdünnt. 

Außerdem wurde das Serum so gewählt, dass dieses und der Sekundärantikörper 

aus der gleichen Spezies stammten. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 

die Zellen mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert (siehe Tabelle  

2). Für die Inkubation mir den Primärantikörpern wurden alle verwendeten 

Antikörper in ihrer entsprechenden Verdünnung mit PBS gemischt, das 3% Serum 

enthielt, und auf die einzelnen Felder aufgetragen (siehe Tabelle 3). Am nächsten 

Tag wurden nach dreimaligem Waschen mit PBS die Zellen mit dem 

Sekundärantikörper für 60 min bei Raumtemperatur im Dunklen  inkubiert, 

nachdem diese genauso wie die Primärantikörper in PBS (mit 3% Serum) 

entsprechend verdünnt worden waren. Die Sekundärantikörper waren gegen die 

Tierart gerichtet, in der der jeweilige Primärantikörper hergestellt worden war. So 

wurde zum Beispiel für den Aktin-Primärantikörper, der in der Ziege erzeugt 

worden war, ein Sekundärantikörper verwendet, der gegen Ziegenproteine 

gerichtet war. Am Ende wurden die Objektträger in PBS getaucht, um den 

Sekundärantikörper vollständig zu entfernen und mit dem ProLong® Gold Antifade 

Reagent (Cell  Signaling)  eingedeckt.   Für   die   Überprüfung  der  Spezifität  der 
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Antikörper wurden sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen durchgeführt. Für  

die Negativkontrolle wurden auf einem Feld statt dem Primärantikörper PBS und 

anschließend der Sekundärantikörper aufgetragen. So konnte sichergestellt 

werden, dass der Sekundärantikörper keine Hintergrundfärbung besaß. 
 

 Primärantikörper Sekundärantikörper 

Actin Actin Maus mAb #3700 (1:600, 

Cell Signaling) 

Esel  Anti-Maus  IgG  Alexa   Fluor 

488 (1:200, Jackson Immuno 

Research) 

Lamin 

B2 

Lamin   B2   mAb   #12255 (1:600, 

Cell Signaling) 

Anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 

(1:600, Cell Signaling) 

Osteo- 

nectin 

Maus SPARC IgG1 (1:25, 

LifeSpan BioSciences, Seattle, 

WA, USA) 

Esel  Anti-Maus  IgG  Alexa   Fluor 

488 (1:200, Jackson Immuno 

Research) 

Fibro- 

nectin 

Maus Fibronectin-Antikörper (Fn- 

4:sc-53286, 1:25, Santa Cruz 

Biotechnologies) 

Esel  Anti-Maus  IgG  Alexa   Fluor 

488 (1:200, Jackson Immuno 

Research) 

Tabelle 2: Primär- und Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenzversuche 
 

Die Betrachtung der Präparate erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (LSM 

510, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Durch Belichtung mit Licht aus einer 

Halogenlampe werden die fluoreszenzmarkierten Antikörper angeregt und 

emittieren Licht einer für den Antikörper typischen Wellenlänge (z.B. 488 nm bei 

Alexa Fluor 488 markierten Antikörpern). Eine entsprechende Auswahl an Filtern 

im Analyse-Strahlengang des Mikroskops kann selektiv dieses Fluoreszenzlicht 

dargestellt werden. 

 
3.5 Statistische Auswertung 

 
Die Präsentation der Ergebnisse erfolgt je nach Versuch deskriptiv und graphisch. 

Für die statistische Auswertung wurde bei den WST-8-Untersuchungen und den 

ELISA/EIAs eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit anschließendem LSD 

oder Tukey-HSD Post-Hoc-Test (α-Level 0,05). Dabei kam die Software SPSS 

(v23, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) zum Einsatz. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Zytotoxizitäts- und Genotoxizitätsuntersuchungen 

 
4.1.1 WST-8 

 
Abbildung 10 präsentiert die Zellviabilität der HGF-1, hPDLF und hOB nach 24- 

stündiger Exposition mit den Eluaten des AH plus- und Total Fill BC Sealer sowie 

des Total Fill RRM. Die im Diagramm aufgetragenen Werte stellen die 

Überlebensrate in % zur Negativkontrolle (α-MEM, 10% FBS) dar und sind jeweils 

die Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchsreihen. 

Abbildung 10: Ergebnisse des WST-8-Testes zur Untersuchung der Zytotoxizität der Sealereluate 

Die Zellviabilitäten von AH plus wiesen in allen Konzentrationen und in jeder 

untersuchten Zellart Werte zwischen 63,01% bis maximal 90,57% auf. Dagegen 

erreichten das Total Fill RRM und der Total Fill BCS Maximalwerte von bis zu 

102,22% beziehungsweise sogar 110,40%, was auf eine Proliferation der Zellen 

hinweisen könnte. Auch die Minimalwerte der Zellviabilität von Total Fill BCS und - 

RRM übertrafen die des AH plus bis auf eine Ausnahme (Total Fill BCS pur, HGF- 

1: 57,79) und lagen für die hPDLF bei 79,49% und für die hOB bei 76,51%. Im 

Vergleich  mit  Total  Fill  BCS  und  -RRM  wies  AH  plus  demnach  die   höchste 
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Zytotoxizität auf, während zwischen Total Fill BCS und -RRM keine wesentlichen 

Unterschiede zu erkennen waren. Auffällig war zudem, dass die hPDLF verglichen 

mit den beiden anderen Zellarten für Total Fill BCS und -RRM stets die höchsten 

Viabilitätswerte lieferten, während unter AH plus Exposition die hOB die höchsten 

Werte aufwiesen. Die HGF-1 zeigten bis auf einzelne Ausnahmen (Total Fill BCS 

1:2, 1:5 und Total Fill RRM 1:5, 1:10) die niedrigsten Zellviabilitäten im Vergleich 

zu den hPDLF und hOB. In einer durchgeführten Varianzanalyse mit Tukey-HSD 

Post-Hoc-Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten 

der Negativkontrolle und den unverdünnten Sealereluaten. 

 
4.1.2 Caspase-3 Assay 

 
Eine weitere Möglichkeit die Biokompatibilität der Sealer zu untersuchen, besteht 

darin festzustellen ob und in welchem Maße in den ihnen exponierten Zellen eine 

Apoptose ausgelöst wird. 

Nachdem die hPDLF für 24 Stunden mit den Sealereluate bedeckt worden waren, 

wurde die Aktivität der Capase-3 gemessen. Der Anstieg der Caspase-3-Aktivität 

ist in folgender Abbildung 11 in relativen Fluoreszenzeinheiten angegeben und 

stellt die Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchsreihen dar. 
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Abbildung 11: Ergebnisse des Caspase-3-Assays zur Bestimmung der Apoptoseinduktion durch 
Sealereluate 
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Die Ergebnisse zeigen einen Anstieg der Caspase-3-Aktivität der hPDLF durch 

den Kontakt mit jedem der drei verschiedenen Sealereluaten im Vergleich mit der 

natürlich vorhandenen Caspase-3-Aktivität in der Negativkontrolle. Die Caspase-3- 

Aktivität nimmt in der folgenden Reihenfolge ab: AH plus (1,27), Total Fill RRM 

(1,13), Total Fill BCS (0,96). Jedoch konnten zwischen den einzelnen Sealern nur 

geringe Unterschiede festgestellt werden. Das Actinomycin D verursachte einen 

starken Anstieg der Caspase-3-Aktivität, der im Vergleich mit den Sealereluaten 

mehr als das Doppelte betrug. 

 
4.1.3 Mikronukleus Assay 

 
Um neben einer möglichen Zytotoxizität auch das genotoxische Potential der 

untersuchten Sealer festzustellen, wurde der Mikronukleus Assay durchgeführt. 

Nachdem die hPDLF für 48 Stunden mit den Sealereluaten inkubiert worden 

waren, wurden mittels des DNA-Färbekits nach Feulgen der Zellkern und eventuell 

entstandene Mikronuklei sichtbar gemacht. In der folgenden Abbildung ist für jede 

Substanz die jeweilige Anzahl der unter dem Lichtmikroskop gezählten  

Mikronuklei mit den Mittelwerten aus allen drei Versuchsreihen und der jeweiligen 

Standardabweichung dargestellt. Pro Zellkammer wurden 1000 Zellen gezählt. 
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Abbildung 12: Ergebnisse des Mikronukleus-Assays zur Untersuchung der Genotoxizität der Sealer 

 

Die Positivkontrolle mit EMS zeigte in allen drei Versuchsreihen gegenüber der 

Negativkontrolle deutlich erhöhte Mikronukleus-Raten. Der Mittelwert der 
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Positivkontrolle erhöhte sich mit 58,7 gezählten Mikronuklei pro 1000 Zellen um 

mehr als das sechsfache gegenüber der Negativkontrolle mit 9,3 Mikronuklei pro 

1000 Zellen. Während die Anzahl der Mikronuklei durch die Inkubation der hPDLF 

mit dem Sealer AH plus gegenüber der Negativkontrolle im Mittel einen leichten 

Zuwachs verzeichnete (15,7 Mikronuklei/1000 Zellen), konnten für die  beiden 

Total Fill Substanzen keine erhöhten Mikronukleus-Raten festgestellt werden 

(Total Fill BCS 7,3 Mikronuklei/1000 Zellen, Total Fill RRM 8,0 Mikronuklei/1000 

Zellen). 

 
4.2 Beeinflussung des Entzündungsgeschehens 

 
Nachfolgend werden die Ergebnisse der Untersuchung der Auswirkungen der 

Sealereluate auf zelluläre Entzündungskaskaden dargestellt. 

 
4.2.1 EIA auf PGE2 

Diese Versuchsreihe zielte darauf ab, den Einfluss der Sealereluate auf die 

Aktivität der Cyclooxygenase-2 festzustellen, indem die Konzentrationen von  

PGE2 in Zellkulturüberständen mittels EIA bestimmt wurde. In einem Vorversuch 

musste zunächst festgestellt werden, welche Konzentration an IL-1β notwendig ist, 

um eine ausreichende Aktivität der COX-2, und damit Bildung von PGE2 zu 

erreichen. Hierbei zeigte sich, dass bereits bei einer IL-1β-Konzentration von 2 

ng/ml eine deutliche Expressionssteigerung der COX-2 auftritt, sodass diese als 

konstanter Versuchsparameter festgelegt werden konnte. Die Abbildung 13 zeigt 

die Ergebnisse dieser Versuchsreihe. 
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Abbildung 13: Ergebnisse des PGE2-ELISAs, a p < 0,0001 (Tukey-HSD Post-Hoc-Test) 
 

Bereits ohne Stimulation mit IL-1β und ohne Inkubation mit den Sealereluaten war 

eine geringe Konzentration von PGE2 vorhanden, die durch Inkubation der hPDLF 

mit IL-1β deutlich zunahm, während die Wirkung von Indomethacin die PGE2- 

Konzentration senkte (Balken 1-3). Grundsätzlich ist festzuhalten, dass die PGE2- 

Konzentration der Zellkulturüberstände bei zusätzlicher Stimulation mit IL-1β für 

alle drei untersuchten Sealer deutlich höhere Werte aufwies, als bei alleiniger 

Inkubation mit den Sealereluaten. Zwischen den Zellkulturüberstände,  deren 

Zellen zuvor mit IL-1β und den Sealereluaten inkubiert worden waren, zeigten sich 

für die drei untersuchten Sealer deutliche Unterschiede. Durch Inkubation mit den 

Sealereluaten von AH plus ergaben sich niedrige PGE2-Konzentrationen, die mit 

denen der Negativkontrolle vergleichbar sind (AH plus: 538,8 pg/ml; 

Negativkontrolle: 346,7 pg/ml), während die Sealereluaten der Total Fill  

Materialien deutlich höhere Werte ergaben, die sich untereinander kaum 

unterscheiden (Total Fill BCS: 2891,5 pg/ml; Total Fill RRM: 2869,1 pg/ml). Die 

Konzentrationen an PGE2, die nach Stimulation mit den Sealereluaten alleine 

resultierten, wiesen durchweg geringere Werte auf als bei zusätzlicher Stimulation 

mit  IL-1β.  Für  AH  plus  ergaben  sich  nur  geringfügig  höhere Werte  der PGE2- 
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Konzentration als für Indomethacin, für die Total Fill Materialien dagegen 

überstiegen die Werte die der Negativkontrolle und waren wiederum im Vergleich 

miteinander fast identisch (Total Fill BCS: 700,7 pg/ml; Total Fill RRM: 713,6 

pg/ml). Dies bestätigte auch die univariate Varianzanalyse mit folgendem Tukey- 

HSD Post-Hoc-Test: Die Konzentration zwischen der Positivkontrolle und der 

stimulierten AH plus Probe unterschieden sich signifikant (p < 0,0001). 

 
4.2.2 ELISA auf IL-6 

 
In einem Vorversuch wurde zunächst getestet mit welcher TNF-α-Konzentration 

die hPDLF stimuliert werden müssen, um einen ausreichenden Anstieg der IL-6- 

Konzentration herbeizuführen. Dabei ergab sich eine Konzentration von 25 U/ml. 

Abbildung 14 präsentiert die Ergebnisse als Mittelwerte aus drei unabhängigen 

Versuchen. 

Abbildung 14: Ergebnisse des IL-6 ELISAs, a  p = 0,034; b p = 0,046 (LSD Post-Hoc-Test) 

Es ist ersichtlich, dass bereits ohne Stimulation mit TNF-α eine geringe IL-6 

Grundaktivität vorhanden war. Diese wurde durch die alleinige Stimulation mit 

TNF-α deutlich gesteigert. Folgte auf diese Stimulation jedoch eine 24-stündige 

Inkubation mit Dexamethason nahm die IL-6-Konzentration auf einen Wert, der 

kleiner als die Grundaktivität ist, ab (Balken 1-3). Sealereluate von Total Fill BCS 
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und Total Fill RRM zeigten signifikant (siehe Abbildung XXX) erhöhte IL-6- 

Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle, was auf eine Aktivierung von 

Entzündungsmechanismen durch in diesen Sealern enthaltene Substanzen 

hindeuten könnte. Die Werte für die drei Sealer unterschieden sich allerdings nicht 

signifikant voneinander. 

 
4.2.3 Western Blot auf iκBα 

 

Ergänzend zu den Ergebnissen der Endproduktassays wurden zur Beurteilung  

des Einflusses der Sealer auf das Entzündungsgeschehen Western Blot-Analysen 

auf iκBα durchgeführt. Einen für die drei Versuchsreihen repräsentativen Western 

Blot zeigt Abbildung 15. Bei gleichmäßiger Proteinladung ist zu erkennen, dass in 

der nicht stimulierten Probe eine große Menge iκBα vorliegt, welches in der 

stimulierten Probe durch proteasomalen Abbau schnell verschwindet. Keines der 

drei Materialien zeigte eine erkennbare Hemmung der Aktivierung der NFkB- 

Kaskade. 

Abbildung 15: repräsentative Western Blot-Analyse auf Actin (oben) und iκBα (unten) 

 

4.3 Einfluss auf die osteogene Differenzierung von Stammzellen 

 
4.3.1 ELISA auf Osteocalcin 

 
Eine Möglichkeit zu untersuchen, ob die Sealereluate eine osteogene 

Differenzierung von Stammzellen induzieren besteht darin, die Konzentration von 

Osteocalcin in Zellkulturüberständen, deren Zellen mit den Sealereluaten inkubiert 

wurden,  zu  bestimmen.  Für  diesen Versuch  wurden  sowohl  PDSC-hTERT, als 
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auch hMSC benutzt. Die Zellen wurden für 72 Stunden mit den Sealereluaten 

inkubiert, wobei die von AH plus in einem Verhältnis von 1:1 mit Medium verdünnt 

wurden, während die anderen unverdünnt verwendet wurden. Danach wurden die 

Zellkulturüberstände gesammelt und die Osteocalcin-Konzentration mittels ELISA 

bestimmt. Die Resultate der Versuche werden in Abbildung 16 gezeigt. 

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Sealereluate sowohl bei den PDSC-hTERT, als 

auch bei den hMSC einen Anstieg der Osteocalcin-Konzentration im Vergleich mit 

der Negativkontrolle bewirkten. Signifikant war dieser Anstieg bei hMSC für AH 

plus und Total Fill RRM (p = 0,002; p = 0,016). Ein besonders deutlicher Anstieg 

der Osteocalcin-Konzentration konnte bei den PDSC-hTERT für AH plus 

beobachtet werden (signifikant zur Negativkontrolle, p = 0,018). Die Werte von 

Total Fill BCS und BCR lagen bei den PDSC-hTERT deutlich unter dem von AH 

plus und unterschieden sich untereinander und von der Negativkontrolle nicht 

signifikant. 

Abbildung 16: Ergebnisse des Osteocalcin-ELISAs bei hMSC und hPDSC-hTERT (* p = 0,002; 
+ p = 0,016; # p = 0,018, LSD Post-Hoc-Test) 

 
4.3.2 Western Blot auf RUNX2 

 
Die folgende Abbildung 17 zeigt ein repräsentatives Ergebnis eines Western Blots 

auf RUNX2 aus drei unabhängigen Versuchsreihen. 
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Abbildung 17: Western Blot-Analysen auf Cyclin B (oben) und RUNX2 (unten) 
 

In der Negativkontrolle konnte keine RUNX2 Expression nachgewiesen werden. 

Dagegen zeigte die mit osteogenem Medium als Positivkontrolle stimulierte Probe 

erwartungsgemäß eine deutliche Steigerung der RUNX2 Expression. Total Fill 

RRM erhöhte die RUNX2 Expression in ähnlichem Maße wie die Positivkontrolle, 

während AH plus und Total Fill BCS nur eine geringere, wenn auch deutlich 

sichtbare Zunahme der RUNX2 Expression bewirkten. 

 
4.3.3 Immunzytochemische Untersuchungen 

 
Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigten alle Materialien eine Erhöhung der 

osteogenen Marker Fibronectin und Osteonectin bei typischem Verteilungsmuster. 

Die folgenden Bilder (Abbildungen 18 und 19) sind beispielhafte Abbildungen für 

die Kontroll-Antikörper Actin und Lamin B2 sowie für Fibronectin und Osteonectin 

nach Inkubation mit AH plus, Total Fill BCS und Total Fill RRM. 
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Abbildung 18: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (links Actin, rechts Lamin B2) 
 
 

Abbildung 19: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (links Fibronectin, rechts Osteonectin) 
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5 Diskussion 
 
Grundsätzlich ist anzunehmen, dass sich zelluläre Reaktionen  menschlicher 

Zellen im Vergleich mit tierischen Zellen besser auf eine humane in-vivo Situation 

übertragen lassen. Deshalb wurden die Untersuchungen dieser Studie nur an 

humanen Zellen durchgeführt. 

Das gesunde Parodontium enthält eine Vielzahl unterschiedlicher Zellen. Darunter 

befinden sich unter anderem Fibroblasten, Endothelzellen, Malassezsche 

Epithelzellen, sensorische Zellen und Knochen assoziierte Zellen (Beertesen et  

al., 1997). Der dominierende Zelltyp in diesem Milieu ist aber der für die 

Zusammensetzung der extrazellulären Matrix verantwortliche Fibroblast, der 

deshalb in die Untersuchungen mit einbezogen wurde (Lekic und McCulloch, 

1996). Da sich aber parodontale Ligament Fibroblasten (hPDLF) von den 

Fibroblasten der Gingiva (HGF-1) in verschiedenen Charakteristika, wie der 

Proliferationsrate und der Antwort auf Entzündungsmediatoren unterscheiden, 

wurden in Hinsicht auf möglichst aussagekräftige Ergebnisse beide Zelllinien 

analysiert (Ogata et al., 1995). Zusätzlich wurden Osteoblasten (hOB) untersucht, 

da diese als knochenbildende Zellen in Folge der Knochendestruktion bei einer 

Parodontitis apicalis eine wichtige Rolle für die Regenerationsvorgänge spielen. 

Des Weiteren kamen Stammzellen zur Anwendung. Die Besonderheit dieser 

Zellen ist, dass sie sich selbst erneuern und zu verschiedenen Zelltypen 

differenzieren können (Pittenger et al., 1999). Dadurch können sie Zellen  

ersetzen, die durch Krankheit, Trauma oder Alterungsprozesse untergegangen 

sind (Palermo et al., 2005). Innerhalb des parodontalen Ligaments lassen sich 

Stammzellnischen abgrenzen, die sich in unmittelbarer Nähe zu Blutgefäßen oder 

in der Nachbarschaft zum Alveolarknochen befinden. Hier kommen unter anderem 

mesenchymale Stammzellen (hMSC) und Progenitorzellen des parodontalen 

Ligaments (PDSC-hTERT) vor. Es wurde bereits in verschiedenen Studien 

gezeigt, dass hMSCs nach Stimulation mit zum Beispiel Dexamethason RUNX2, 

ein Markergen der osteogenen Differenzierung, verstärkt exprimieren (Zhang et 

al., 2008; Koch et al., 2005) und eine Applikation mesenchymaler Stammzellen in 

atrophe Knochendefekte die Knochenheilung verbessert (Funk et al., 2007). Aus 
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diesen Gründen eignet sich diese Zelllinie sehr gut zur Untersuchung des 

osteogenen Potentials von bioaktiven Materialien. 

Es ist wichtig sich vor Augen zu führen, dass bei korrekter Anwendung der Sealer 

keine Extrusion in das periapikale Gewebe auftritt. Da aber immer die Gefahr 

besteht, dass lösliche Substanzen oder Abbauprodukte das periapikale Gewebe 

erreichen, muss untersucht werden welchen Einfluss die Sealer auf die sich dort 

befindlichen Zellen haben (Kim und Shin, 2014). Um diesen Auswascheffekt zu 

simulieren und die in-vivo Situation möglichst naturgetreu zu imitieren wurden in 

dieser Studie Eluate der drei Sealer hergestellt, denen die Zellen für bestimmte 

Zeit ausgesetzt wurden. Andere Studien dagegen evaluierten den Einfluss der 

Sealer, indem sie diese in direkten Kontakt mit den Zellen brachten (Bethany et  

al., 2011; Chang et al., 2014). Dadurch wird die in-vivo Situation nicht korrekt 

wiedergegeben. 

Die Zytotoxizität der Materialien AH plus, Total Fill BCS und -RRM wurde mit zwei 

verschiedenen Methoden untersucht. Mit Hilfe des WST-8 Tests konnte die 

Zellviabilität über die Stoffwechselaktivität der Zellen untersucht werden, das 

Caspase-Assay diente dagegen zum Nachweis der Apoptoseauslösung. 

Die Ergebnisse der WST-8-Untersuchung zeigen, dass die drei untersuchten 

Materialien grundsätzlich biokompatibel sind, wobei Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Produkten bestehen. Denn AH plus weist überwiegend geringere 

Zellviabilitäten als Total Fill BCS auf. Dieses Ergebnis stimmt mit den Studien 

überein, die ebenfalls AH plus mit Total Fill BCS verglichen (Zoufan et al., 2011; 

Willershausen et al., 2011). Jedoch widersprechen einzelne Studien diesem 

Ergebnis. In einer 2011 veröffentlichten Studie wird AH plus keine bis nur eine 

minimale Zytotoxizität bescheinigt, wobei die Zellviabilitäten bis auf eine 

Ausnahme mit mehr als 90% angegeben werden. Diese Studie beruht allerdings 

auf Untersuchungen an Maus Fibroblasten (L929). Da diese unter anderem einen 

heteroploiden Chromosomensatz besitzen, weisen sie andere Mitoseraten, eine 

andere Wachstumsregulation und vor allem mehr Toleranz gegenüber toxischen 

Substanzen als die relevanten Zielzellen auf (Eldeniz et al., 2007). 

Auch im Vergleich mit Total Fill RRM weist AH plus im Mittel niedrigere 

Überlebensraten der Zellen auf.  Bis heute liegen keine  weiteren  Studien  vor die 
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diese beiden Materialien miteinander vergleichen, jedoch wurde die Zytotoxizität 

von Total Fill RRM bereits mehrfach untersucht. Drei Studien, welche jeweils mit 

Hilfe des MTT-Assays die Zytotoxizität von Total Fill RRM untersuchten, ergaben 

übereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Studie hohe Zellviabilitäten von 

weitgehend über 90% (Damas et al., 2011; Alanezi et al., 2010) beziehungsweise 

eine gute Biokompatibilität (Ma Jingzhi et al., 2011). Die aussagekräftigste Studie 

darunter ist wohl die von Ma Jingzhi und Mitarbeiter, da hier die Reaktion sowohl 

auf frische und gehärtete Proben, als auch auf unterschiedliche Konzentrationen 

der Sealereluate an humanen Gingivafibroblasten untersucht wurde, während die 

anderen beiden Studien die Untersuchungen an menschlichen dermalen 

Fibroblasten und Maus Fibroblasten (L929) durchführten, wobei es sich um Zellen 

handelt die in der Regel nicht mit den untersuchten Materialien in Kontakt 

kommen. 

Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, dass AH plus 

unverdünnt eine deutliche Abnahme der Zellviabilität auslöst, die bei Total Fill BCS 

und RRM ebenfalls beobachtbar ist, jedoch in erheblich geringerem Ausmaß. Eine 

mögliche Erklärung für diese Beobachtung ist, dass AH plus während der 

Aushärtung geringe Mengen Formaldehyd freisetzt, das neben mutagenen, 

karziogenen, und allergisierenden auch zytotoxische Eigenschaften aufweist (Sun 

et al., 1990; Lewis 1998). Aber auch der Bisphenol-A-diglycidylether, welcher in 

der flüssigen Phase enthalten ist, kommt als Ursache in Frage (Schweikl et al., 

1995). Diese Abnahme der Überlebensrate der Zellen nach Exposition gegenüber 

unverdünnten Proben wurde bereits in anderen Studien gezeigt (Camargo et al., 

2014; Zhou et al., 2015). Jedoch zeigen die Ergebnisse von Camargo und 

Mitarbeiter eine deutlich höhere Zytotoxizität von AH plus aufgrund einer sehr 

starken Abnahme der Zellviabilität auf fast 0% nach Exposition der Zellen 

gegenüber unverdünnten Proben. Die Gründe für diese Diskrepanz liegen 

möglicherweise in der verwendeten Zellart oder der Methode zur Untersuchung  

der Zytotoxizität. Denn in dieser Studie wurden chinesische Hamster Fibroblasten 

(V79) verwendet, deren Überleben im Rahmen eines MTT-Assay untersucht 

wurde. Der MTT-Assay weist gegenüber dem WST-8-Assay Limitationen  auf, 

denn diese Methode zur Untersuchung der Zellviabilität zeigt einerseits eine 

geringere   Detektionssensitivität   (Riss   et   al.,   2011),   andererseits   setzt  die 



69  

Durchführung eine Lyse der Zellen voraus. Denn das Prinzip dieses Assays 

besteht darin, dass der wasserlösliche Farbstoff MTT zu einem wasserunlöslichen 

Formazan reduziert wird, das nicht membrangängig ist und in den proliferierenden, 

ungeschädigten Zellen akkumuliert. Erst nach Lyse der Zellen kann das Formazan 

photometrisch gemessen werden (Gerlier und Thomasset, 1986; Mosmann,  

1983). Das bedeutet, dass im Folgenden keine weiteren Messungen möglich sind. 

Der WST-8-Assay weist dagegen keine Toxizität gegenüber Zellen auf und 

ermöglicht somit kontinuierliche Zellkulturen (Stoddart, 2011). 

Darüber hinaus konnte eine Abhängigkeit der Zellviabilität von der jeweils 

untersuchten Zellart gezeigt werden. Die humanen Gingivafibroblasten zeigten 

insgesamt die niedrigsten Zellviabilitäten, und reagierten am empfindlichsten 

gegenüber den getesteten Materialien. Die Ursachen für die Zellabhängigkeit der 

Überlebensraten sind in den unterschiedlichen biologischen und funktionellen 

Eigenschaften der einzelnen Zellarten zu finden (Somerman et al., 1988). Das hat 

zur Folge, dass die Sensitivität der Zellarten gegenüber den dentalen Materialien 

je nach verwendeter Assay-Technik variiert (Hentsen-Pettersen und Helgeland, 

1981). 

Um die Biokompatibilität der Sealer mit einer weiteren Methode neben dem WST- 

8-Test zu bestimmen, wurde die Induktion der Apoptose durch diese untersucht. 

Grundsätzlich können Zellen durch Apoptose oder Nekrose zu Grunde gehen. 

Welchen dieser beiden Wege eine Zelle einschlägt ist von verschiedenen 

Faktoren, wie zum Beispiel der Dauer und der Intensität der Einwirkung einer 

schädigenden Substanz, abhängig. Möglicherweise wird der nekrotische Zelltod 

durch extrem hohen Stress ausgelöst, der das Apoptoseprogramm überfordert, 

während der apoptotische Zelltod eher Folge von milderen Einflüssen ist  

(Saikumar et al., 1999). Die Apoptose ist die physiologische Form des Zelltods, bei 

dem sich die Zelle durch einen aktiven Prozess als Antwort auf physiologische 

oder pathologische Stimuli selbst abschaltet. Zu den pathologischen Stimuli 

gehören unter anderem ionisierende Strahlen, osmotischer Schock und DNA- 

schädigende Chemikalien (Jarpe et al., 1998). Im Verlauf der Apoptose kommt es 

zu einer Aktivierung von verschiedenen Cystein-Aspartat-Proteasen, den 

sogenannten  Caspasen.  In  dieser  Studie  wurde  die  Aktivität  der  Capsase-3, 
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welche ein Schlüsselenzym bei der Durchführung der Apoptose des extrinsischen 

Weges darstellt, untersucht (Stennicke und Salvesen, 1998). 

Bemerkenswert an den Ergebnissen dieser Studie ist, dass auch in der 

unbehandelten Kontrolle eine gewisse Grundaktivität der Caspase-3 gemessen 

wurde. Das bedeutet, dass auch ohne äußeren Einfluss, wenige Zellen (hPDLF) 

spontan die Apoptose durchlaufen. Die Caspase-Aktivität der Zellen, die den 

Sealereluaten ausgesetzt waren, ist gegenüber dieser Grundaktivität jedoch 

erhöht. Diese Tatsache lässt darauf schließen, dass die Sealereluate apoptotische 

Prozesse in den parodontalen Ligament Fibroblasten (hPDLF) induzieren. Da die 

Erhöhung der Caspase-3-Aktivität jedoch nur geringfügig ist, können alle drei 

untersuchten Sealer als biokompatibel eingestuft werden. Im Zusammenhang mit 

diesem Resultat muss aber auch beachtet werden, dass die Zellen, die den Weg 

des nekrotischen Zelltods einschlagen, hier nicht berücksichtigt werden, da die 

Nekrose nicht durch eine erhöhte Aktivität der Caspasen gekennzeichnet ist. 

Bis heute existieren nur wenige Veröffentlichungen, welche ebenfalls die 

Apoptoseinduktion durch Sealer untersuchen und zudem befindet sich unter 

diesen keine Studie, die einen der hier analysierten Sealer betrachtete (Yu et al., 

2010; Baraba et al., 2011; Huang et al., 2015; Al-Awadhi et al., 2004). Zu den 

analysierten Sealern gehören unter anderen Roekoseal (Roeko, Langenau, 

Deutschland), Epiphany (Pentron Clinical Technologies, Wallingford, CT, USA) 

und AH 26 (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Deutschland). Zwar stellten alle 

genannten Studien ebenfalls erhöhte Apoptoseraten durch den Einfluss des 

jeweiligen Sealers fest, dennoch sollten die Ergebnisse aufgrund der variierenden 

Versuchsparameter nicht miteinander verglichen werden. Beispielsweise wurden 

in keiner der genannten Veröffentlichungen relevante Zielzellen benutzt, sondern 

unter anderem Osteoblasten der Schädelkalotte von Ratten oder Maus- 

Osteoblasten (MC-3T3-E1). 

Um zu beurteilen wie hoch das Risiko für Schäden am genetischen Material der 

mit den Sealern in Berührung kommenden Zellen ist, wurde ein Mikronukleus 

Assay durchgeführt. Während AH plus die Mikronukleus Formation gegenüber der 

Negativkontrolle leicht erhöhte und somit ein geringe Genotoxizität nachweisbar 

war, konnte diese für die beiden Total Fill Materialien nicht festgestellt werden. Bis 
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heute liegen keine Vergleichsstudien zur Genotoxizitätsuntersuchung von Total Fill 

RRM vor. AH plus wurde jedoch bereits in anderen Studien mittels Mikronukleus 

Assay auf eine mögliche Genotoxizität untersucht (Bin et al., 2012; Camargo et al., 

2009). Beide genannten Studien stellten für AH plus eine geringfügige Erhöhung 

der Mikronukleus Raten gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe fest und 

stimmen somit sehr gut mit den Resultaten dieser Untersuchung überein. Diese 

Ergebnisse können wahrscheinlich auf die minimale Freisetzung verschiedener 

gentoxischer Substanzen aus AH plus zurückgeführt werden. Dazu zählen sowohl 

Formaldehyd als auch der im Epoxidharz enthaltene Bisphenol-A-diglycidylether 

(Cohen et al., 1998, Miletic et al., 2005). Eine weitere Studie aus dem Jahr 2015 

verglich die Formation von Mikronuklei durch den Kontakt von humanen 

Gingivafibroblasten mit AH plus und Total Fill BCS (Candeiro et al., 2015). 

Übereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Untersuchung wurde auch hier eine 

Erhöhung der Mikronukleus Raten gegenüber der Negativkontrolle durch den 

Sealer AH plus festgestellt. Jedoch führte auch die Inkubation der Zellen mit dem 

Total Fill BCS zu einem geringfügig erhöhten Anteil der Mikronuklei. Dieses 

Resultat stimmt nicht mit der hier vorliegenden Studie überein. Außerdem stellten 

Candeiro und Mitarbeiter im allgemeinen höhere Mikronukleus Raten fest. So 

betrug der prozentuale Mikronukleus Anteil für AH plus etwa 8% und für Total Fill 

BCS 2,5%. Diese Differenzen sind auf abweichende Versuchsparameter 

zurückzuführen. 

Da ein wichtiges Ziel der endodontischen Therapie in der Förderung der Heilung 

einer möglichen Entzündung im periapikalen Gewebe besteht, ist es von großer 

Bedeutung den Einfluss der Sealer auf diese Vorgänge zu untersuchen. Zu  

diesem Zweck wurden sowohl ein ELISA auf IL-6 und ein EIA PGE2 als auch 

Western Blots auf iκBα durchgeführt. Mit Hilfe der ELISAs/EIAs auf IL-6 und PGE2 

wurden jeweils zwei Fragestellungen diskutiert: Einerseits wurde der Einfluss der 

Sealer auf eine bereits vorhandene Entzündung erforscht, andererseits wurde 

untersucht, ob die Sealer die Entwicklung einer Entzündungsreaktion begünstigen. 

Eine vorliegende Entzündungsreaktion wurde im PGE2-EIA simuliert, indem die 

hPDLF mit IL-1β stimuliert wurden. IL-1β ist ein proinflammatorisches Zytokin, das 

eine wichtige Rolle in der entzündlichen Antwort spielt. Es führt zu einer erhöhten 
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Aktivität der Cyclooxygenase und damit zu einer verstärkten Bildung von PGE2 

(Chang et al., 2006). Um die IL-6-Konzentration im Zellüberstand zu erhöhen und 

somit auch im IL-6-ELISA eine vorliegende Entzündung nachzuahmen, wurden die 

hPDLF vor der Inkubation mit den Sealereluaten mit TNF-α stimuliert. Beim 

Tumornekrosefaktor-α handelt es sich wie beim IL-1β ebenfalls um ein 

proinflammatorisches Zytokin, das unter anderem an der Apoptose, 

Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Ausschüttung weiterer Zytokine, wie dem 

IL-6, beteiligt ist (Goetz et al., 2004). Nach der Stimulation mit IL-1β und 

Inkubation mit den Sealereluaten ergab sich im PGE2-EIA für AH plus eine  

deutlich geringere PGE2-Konzentration, als für die Total Fill Materialien. Diese 

Beobachtung kann einerseits auf eine eventuell verringerte Aktivität der 

Cyclooxygenase und damit Bildung von PGE2 zurückgeführt werden, andererseits 

aber auch auf die bereits im WST-8 und Caspase-Assay nachgewiesenen 

zytotoxischen Eigenschaften von AH plus. Denn nur lebende Zellen können PGE2 

bilden. Die Ergebnisse des IL-6-ELISAs zeigten ebenfalls für AH plus die 

geringsten IL-6-Konzentrationen im Vergleich mit den anderen untersuchten 

Materialien. Um in diesem Versuch die zytotoxischen Eigenschaften von AH plus 

weitestgehend auszuschalten, wurden die Eluate von AH plus im Verhältnis 1:1  

mit Medium verdünnt. AH plus bewirkt demnach offensichtlich eine geringere 

Ausschüttung von IL-6 als die Total Fill BC Materialien bei simulierten 

Entzündungen. Auffällig an den Ergebnissen des IL-6-ELISAs ist, dass der Wert 

der Positivkontrolle bei der Untersuchung des Einflusses der Sealer auf eine 

bereits vorherrschende Entzündung bei allen drei Sealern deutlich überschritten 

wurde. Dies ist auf additive Effekte, die durch die Wirkungen von TNF-α und den 

Sealereluaten auftreten, zurückzuführen. Da kaum Studien vorliegen, die ebenfalls 

eine vorherrschende Entzündungsreaktion simulierten und den Einfluss der Sealer 

darauf untersuchten, ist es schwierig die hier ermittelten Resultate zu vergleichen 

und einzuordnen. Im Jahr 2011 wurde jedoch eine Studie veröffentlicht, der eine 

ähnliche Fragestellung zu Grunde liegt (Brackett et al., 2011). Die vorliegende 

Entzündungsreaktion wurde hier durch die Stimulation der Zellen mit LPS statt mit 

IL-1β beziehungsweise TNF-α durchgeführt. Es ergab sich bei gleichzeitiger 

Stimulation mit LPS und Inkubation mit dem Sealer AH plus eine Abnahme der IL- 

6-Konzentration im Vergleich mit der Positivkontrolle, bei der die Zellen nur mit 



73  

LPS stimuliert wurden. Dieses Resultat stimmt nicht mit den Ergebnissen der hier 

vorliegenden Studie überein. Zusätzlich stellten Brackett und Mitarbeiter eine 

Zunahme der TNF-α-Konzentration unter den gleichen Bedingungen fest. Da 

TNFα die IL-6 Freisetzung fördert erscheint dieses Ergebnis widersprüchlich. Als 

Ursachen für die Abweichung der Ergebnisse sind die unterschiedlichen 

Materialien und Methoden denkbar. Es wurden humane Monozyten verwendet, die 

für 72 Stunden in direkten Kontakt mit den 12 Wochen lang in PBS gelagerten 

Sealerproben gebracht wurden. Des Weiteren wurden die Zytokinkonzentrationen 

nicht mittels ELISA untersucht, sondern mit dem Odyssey Infrarot Imaging System 

(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). 

Ohne eine vorherige Stimulation der hPDLF mit proinflammtorischen Substanzen 

konnte festgestellt werden, ob die drei untersuchten Sealer die Auslösung einer 

Entzündungsreaktion fördern. Auch hier ergab sich sowohl im PGE2-EIA, als auch 

im IL-6-ELISA für AH plus im Vergleich mit Total Fill BCS und RRM die geringste 

PGE2- beziehungsweise IL-6-Konzentration, die für PGE2 sogar geringfügig unter 

dem Wert der Negativkontrolle lag. Dies ist wiederum vor allem auf die 

zytotoxischen Eigenschaften von AH plus zurückzuführen. Die Materialien Total 

Fill BCS und RRM unterschieden sich untereinander in den IL-6- und auch in den 

PGE2-Konzentrationen jeweils nur geringfügig und übertrafen zudem jeweils 

deutlich den Wert der Negativkontrolle. Das bedeutet, dass es trotz der geringen 

zytotoxischen Eigenschaften der unverdünnten Total Fill BCS und RRM Eluate  

und der damit einhergehenden Abnahme der Zellviabilität zu einer erhöhten 

Aktivität der COX mit verstärkter PGE2-Bildung gegenüber den nur mit Medium 

inkubierten Zellen kommt. Dies gilt auch für die vermehrte Freisetzung von IL-6. 

Zusammenfassend ist für diesen Versuchsteil festzustellen, dass alle drei 

untersuchten Sealer die Freisetzung von IL-6 und PGE2 steigern. Als Ausnahme  

ist nur die PGE2-Freisetzung bei AH plus zu nennen, die vermutlich auf den 

zytotoxischen Eigenschaften dieses Sealers beruht. 

Bereits in mehreren Studien wurde der Einfluss von AH plus auf die Produktion 

von proinflammatorischen Mediatoren untersucht. Die verstärkte Bildung von IL-6 

nach Inkubation von Zellen mit den Eluaten von AH plus wurde in anderen Studien 

ebenfalls  festgestellt  (Huang  et  al.,  2005;  Brackett  et  al.,  2011).  In  der 2005 
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veröffentlichten Studie von Huang und Mitarbeiter wurde an humanen 

Osteoblasten (U2OS) mittels semi-quantitativer Reverse Transkripatse- 

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) eine gesteigerte IL-6 und auch Interleukin-8 

(IL-8) mRNA Gen-Expression nachgewiesen. Darüber hinaus zeigten Brackett und 

Mitarbeiter, dass unter dem Einfluss von AH plus die Sekretion von 41 aus 

insgesamt 42 untersuchten Zytokinen um mindestens 20% zunimmt und bei einem 

Drittel der Zytokine sogar ein Konzentrationsanstieg um mehr als 100% auftritt. 

Unter den analysierten Zytokinen befand sich auch das IL-6. Es liegen keine 

Studien vor, die die PGE2-Konzentration nach Inkubation der Zellen mit einem der 

drei untersuchten Sealereluaten bestimmten. Jedoch ergab eine 2013 

veröffentlichte Studie, dass unter dem Einfluss von AH plus die Bildung der COX 

und die IL-1β Produktion zunimmt (Kim et al., 2013). Da das Prostagladin E2 von 

der Cyclooxygenase gebildet wird, kann gefolgert werden, dass auch erhöhte 

PGE2-Konzentration gemessen werden hätten können. Diese Steigerung der 

PGE2-Konzentration widerspricht zwar auf den ersten Blick den Ergebnissen der 

hier vorliegenden Studie, es muss aber beachtet werden, dass sich die Materialien 

und Methoden der beiden Studien unterscheiden. Kim und Kollegen führten die 

Untersuchungen an Maus Osteoblasten (MC-3T3 E1) durch, die anders als 

humane Zellen auf die Sealereluate reagieren, und verdünnten die frischen Sealer 

bei der Herstellung der Eluate mit 30 ml Zellkulturmedium, während in der hier 

vorliegenden Studie hPDLF verwendet wurden und die für 24 Stunden gehärteten 

Sealer mit nur 4 ml Medium verdünnt wurden. Durch die starke Verdünnung der 

Sealer konnten möglichweise die zytotoxischen Eigenschaften von AH plus 

ausgeschaltet werden, wodurch es zu dieser Abweichung der Ergebnisse kommt. 

Eine weitere Studie untersuchte nach Inkubation der Zellen mit AH plus die 

Konzentration von IL-1β, einem Stimulator der COX und damit der PGE2-Bildung. 

Hier wurde wie in der vorliegenden Studie eine Reduktion der IL-1β-Produktion 

festgestellt, die der Autor aber ebenfalls auf die zytotoxischen Eigenschaften von 

AH plus zurückzuführt (Brackett et al., 2009). Aufgrund der sich erst seit kurzem 

auf dem Markt befindenden Total Fill Materialien mangelt es an Studien, die den 

Einfluss dieser auf die Freisetzung von proinflammatorischen Substanzen 

erforschten. Bis zuletzt existierte nur eine Veröffentlichung, die die Zytokin 

Produktion von humanen Osteoblasten nach Inkubation mit Eluaten des Total Fill 



75  

RRM untersuchte (Ciasca et al., 2012). Bis auf einzelne Ausnahmen konnte eine 

Erhöhung der IL-1β, IL-6, IL-8 und TNF-α Expression gegenüber der 

Negativkontrolle festgestellt werden. Die Resultate sind demnach in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie. 

Während die ELISAs den Einfluss der drei untersuchten Materialien auf eine 

vorhandene Entzündungsreaktion quantitativ aufzeigten, sollte mit der Western 

Blot Analyse auf iκBα ergänzend eine qualitative Beurteilung stattfinden. Durch die 

Stimulation der hPDLF mit TNF-α und Inkubation mit den Sealereluaten sollte wie 

bei den ELISAs der Einfluss der drei untersuchten Materialien auf eine vorliegende 

Entzündungsreaktion simuliert werden. Bereits durch alleinige Stimulation mit 

TNF-α verringerte sich die iκBα Expression erwartungsgemäß. Eine weitere 

Abnahme resultierte nach Inkubation der hPDLF mit dem jeweiligen Sealereluat. 

Dieses Resultat deutet darauf hin, dass alle drei untersuchten Materialien die 

Expression iκBα abbauender Substanzen fördern, in Folge dessen vermehrt NF- 

κB in den Zellkern übertritt und damit die Transkription von Genen, welche für 

proinflammatorische Proteine codieren, verstärkt wird. Dieses Versuchsergebnis 

steht grundsätzlich mit den Ergebnissen der ELISAs/EIAs auf IL-6 und PGE2 in 

Übereinstimmung, wobei als Ausnahme wieder die für AH plus reduzierte PGE2- 

Expression erwähnt werden muss. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse für 

AH plus werden durch eine Studie aus dem Jahr 2013 unterstützt (Kim et al., 

2013). Kim und Mitarbeiter führten Western Blot-Analysen auf NF-κB sowohl mit 

zytosolischen als auch mit nukleären Proteinen durch. Nach Inkubation der Zellen 

(MC-3T3, Maus Osteoblasten) mit Eluaten des Sealers AH plus konnte eine 

Abnahme der zytosolischen und eine Zunahme der nukleären NF-κB Expression 

gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe verzeichnet werden.  Dieses 

Resultat entspricht der in dieser Studie nachgewiesenen Verringerung der iκBα 

Expression nach Kontakt der Zellen mit AH plus. Ein für den Vergleich der beiden 

Studien einschränkender Faktor ist, dass die Maus Osteoblasten nicht mit TNF-α 

stimuliert wurden. Bis zum heutigen Zeitpunkt liegen keine geeigneten 

Vergleichsstudien für die Total Fill Materialien vor. 

Um die Versuchsergebnisse bewerten zu können, muss sich die Frage gestellt 

werden        welcher        Zusammenhang        zwischen        einer      auftretenden 
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Entzündungsreaktion, die mit einer Knochenresorption einhergeht, und der 

Knochenheilung besteht. Handelt es sich hierbei um Gegensätze oder sind die 

beiden Vorgänge miteinander verknüpft? 

Im Rahmen einer Parodontitis apicalis, die eine der häufigsten Pulpaerkrankungen 

darstellt, kommt es dazu, dass Bakterien eine Vielfalt an entzündungsfördernden 

Substanzen freisetzen. Es werden verschiedene Signalmoleküle und Mediatoren 

freigesetzt und Entzündungszellen rekrutiert (Nair et al., 1996; Graves und 

Cochran, 2003). Durch die Wirkung der proinflammatorischen Zytokine, wie 

beispielsweise dem IL-1β, IL-6 und TNF-α, aber auch der Eikosanoide, wie dem 

PGE2, wird eine Resorption des periapikalen Knochens ausgelöst. Diese 

Substanzen sind jedoch genauso für die folgende Regeneration des Knochens 

notwendig (Liu et al., 2010; Jakab, 2014). Diese ambivalenten Eigenschaften 

wurden bereits in zahlreichen Studien bestätigt. Das IL-1β induziert einerseits die 

Synthese von IL-6 und von Prostaglandinen, andererseits initiiert es den Ablauf 

einer Reparatur-Kaskade und stimuliert die Kollagensynthese und Angiogenese 

(Kon et al., 2001). Auch das IL-6 weist ein ambivalentes Verhalten auf. Es führt zu 

einer Steigerung der Osteoklastogenese (Gorny et al., 2004), fördert aber 

gleichzeitig die Kallusbildung und -mineralisation (Yang et al., 2007). Des weiteren 

stellten Nanes und Pacifici fest, dass TNF-α die Differenzierung und regelrechte 

Funktion der Osteoblasten hemmt (Nanes und Pacifici, 2005), die Knochenheilung 

bei Mäusen mit geschädigtem TNF-α-Rezeptor zugleich aber verzögert ist 

(Gerstenfeld et al., 2001). Zuletzt ist das PGE2 zu nennen. Einerseits stimuliert es 

die Knochenresorption und die Osteoclastogenese und wirkt somit proresorptiv 

(Raisz, 1999), andererseits inhibiert es die Funktion der Osteoklasten und weist 

demnach auch regenerative Eigenschaften auf (Chambers et al., 1999). 

Abschließend ist festzuhalten, dass Entzündung und Knochenresorption in enger 

Verbindung mit der Knochenheilung stehen und gewissermaßen Vorläufer von 

dieser darstellen. Dementsprechend kann eine Erhöhung der Expression von 

proinflammatorischen Substanzen durch den Einfluss der Sealereluate 

grundsätzlich nicht als negative Eigenschaft eines Sealers bewertet werden. 
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Da ein wesentliches Ziel nach erfolgter endodontischer Behandlung in der 

Regeneration des entstandenen Knochendefektes besteht, ist es wünschenswert, 

dass die in die Wurzelkanäle eingebrachten Materialien diesen Prozess 

unterstützen. Diese Eigenschaft ist besonders für Reparaturen von 

Wurzelkanalperforationen, Apexifikationen und Pulpaüberkappungen,  essentiell, 

für die das Total Fill RRM freigegeben ist. In Bezug auf diese Fragestellung wurde 

das Potential der drei Materialien die osteogene Differenzierung von Stammzellen 

zu fördern, untersucht. 

Zum Nachweis der Differenzierung von Stammzellen zu Osteoblasten können 

verschiedene Knochenmatrixproteine wie zum Beispiel Osteopontin, Osteonectin 

oder alkalische Phosphatase herangezogen werden (Aubin et al., 1995; 

Christenson, 1997). Da bestimmte Marker (z.B. cbfa1) jedoch sowohl von 

Osteoblasten, als auch von hMSC exprimiert werden, ermöglichen diese keine 

Unterscheidung zwischen unreifen und reifen Zellen der osteoblastären Kaskade 

(Schieker et al., 2004). Osteocalcin dagegen wird nur von reifen Osteoblasten 

gebildet und stellt somit den klassischen Indikator für die Knochenmineralisation 

dar (Ducy et al., 2000, Beresford et al., 1993). In ELSIAs auf Osteocalcin konnte 

nachgewiesen werden, dass alle drei untersuchten Materialien (AH plus, Total Fill 

BCS, Total Fill RRM) nach Kontakt mit hMSC und PDSC-hTERT zu einer 

gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe ähnlich stark erhöhten Osteocalcin 

Expression führten und somit zu einer Förderung der Differenzierung der 

Stammzellen zu Osteoblasten, welche als Initiatoren des Mineralisationsprozesses 

für den Knochenumbau verantwortlich sind (Anderson und Reynolds, 1973). Der 

geringe Nachweis von Osteocalcin in der Negativkontrolle kann dadurch erklärt 

werden, dass durch alleinige Inkubation der Zellen mit Medium nur ein sehr 

geringer Anteil der Stammzellen zu Osteoblasten differenziert. 

Um das osteogene Potential der drei Materialien nicht nur quantitativ anhand von 

ELISAs auf Osteocalcin beurteilen zu können, wurden zur qualitativen Bewertung 

Western Blot Analysen auf den Transkriptionsfaktor RUNX2 durchgeführt. Dabei 

handelt es sich um einen weiteren bedeutenden Marker, der die Differenzierung 

von Stammzellen zu Osteoblasten reguliert (Komori et al., 2006; Lian et al., 2004). 

Wichtige Informationen zur Funktion von RUNX2 lieferten Versuche an RUNX2 
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defizienten Mäusen. In diesen Mäusen fand eine totale Blockade der 

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten statt und es 

konnten keine Knochenmatrixproteine gebildet werden (Komori et al., 1997; 

Mundlos et al., 1997). 

Für die Durchführung der Western Blot Analysen auf RUNX2 eigneten sich  

hPDLF, denn diese Zellen sind an der Osteo- und Zementogenese beteiligt, indem 

sie Proteine sezernieren, die am Knochenaufbau beteiligt sind (Jönsson et al., 

2011; Somerman et al., 1990). Die Expression von RUNX2 in den hPDLF wurde 

durch AH plus und Total Fill BCS gegenüber der Negativkontrolle nur geringfügig 

gesteigert. Total Fill RRM dagegen erhöhte die RUNX2 Expression ähnlich stark 

wie die Positivkontrolle. Daraus kann gefolgert werden, dass das Total Fill RRM 

ein höheres Potential zur Förderung der osteogenen Differenzierung von 

Stammzellen aufweist, als Total Fill BCS und AH plus. Aus welchem Grund sich 

Total Fill BCS und RRM hinsichtlich dieses Aspekts derart stark unterscheiden, ist 

schwierig zu beurteilen. Ein möglicher Faktor kann eine voneinander abweichende 

Löslichkeit sein. Auch minimale Unterschiede in der Zusammensetzung können  

als Erklärung herangezogen werden. So enthält nur das Total Fill RRM Tantalum 

pentoxid. Diese Substanz wird unter anderem für die Oberflächenbeschichtung 

von Implantaten genutzt und soll ein osteoinduktives Potential haben (Wang et al., 

2012; Stiehler et al., 2008). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten keine Studien 

ausfindig gemacht werden, welche durch die Verwendung ähnlicher Materialien 

und Methoden einen direkten Vergleich der Ergebnisse zur osteogenen 

Differenzierung von Stammzellen erlaubt hätten. Grundsätzlich bestätigen aber 

verschiedene Untersuchungen zu den Total Fill Materialien deren Potential die 

Knochenregeneration zu fördern (Zhang et al., 2010; Chang et al., 2014; 

Shokouhinejad et al., 2012; Güven et al., 2013; Machado et al., 2016). Zhang und 

Mitarbeiter stellten mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion fest, dass Total Fill 

BCS in Osteosarkomzellen eine gesteigerte Expression von Osteocalcin mRNA 

auslöst (Zhang et al., 2010). Auch Chang untersuchte den Total Fill BCS. In 

hPDLC erhöhte es die Aktivität der Alkalischen Phosphatase, und steigerte die 

Expression von osteoblastären Markerproteinen sowie von RUNX2 (Chang et al., 

2014). In einer 2016 veröffentlichten Studie wurde die Wirkung von Total Fill RRM 

an   dentalen   Pulpazellen   untersucht.   Sowohl   die   Expression   des   Enzyms 
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alkalische Phosphatase, als auch die Sekretion des vaskular endothelial growth 

factor (VEGF) stieg unter dem Einfluss von Total Fill RRM an. Machado und 

Mitarbeiter folgerten daraus, dass Total Fill RRM die pulpale Heilung und die 

Bildung von Dentinbrücken fördert (Machado et al., 2016). 
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6 Zusammenfassung 
 
In dieser Studie wurden die neu auf dem Markt eingeführten Produkte Total Fill BC 

Sealer und Root Repair Material untersucht und mit dem klinisch  bewährten 

Sealer AH plus verglichen. Sealer werden im Rahmen endodontischer 

Behandlungen benutzt, um eine randständige und dichte Wurzelkanalfüllung zu 

erzielen, Reparaturmaterialien dagegen werden zur erfolgreichen Therapie von 

Wurzelkanalperforationen, Pulpaüberkappungen oder retrograden 

Wurzelkanalfüllungen verwendet. Dabei müssen sowohl die Sealer, als auch die 

Reparaturmaterialien bestimmten Anforderungen entsprechen, wovon drei  

Aspekte in dieser Studie genauer untersucht wurden. 

Die Versuche wurden ausschließlichen an humanen ausgereiften Zellen (hPDLF, 

HGF-1, hOB) und humanen Stammzellen (hMSC, PDSC-hTERT) durchgeführt.  

Zur Herstellung der Sealereluate wurden Sealerproben 24 Stunden ausgehärtet 

(37° C, 100% Luftfeuchtigkeit), im Anschluss mit 4 ml Medium bedeckt und nach 

weiteren 24 Stunden zweimal filtriert. Alle Versuche wurden insgesamt dreimal 

unabhängig voneinander durchgeführt. Zunächst wurde eine mögliche 

zytotoxische und genotoxische Wirkung der Sealereluate auf die Zellen  

untersucht. Während die Zytotoxizität mittels WST-8 und Caspase-Assay beurteilt 

wurde, diente der Mikronukleus-Assay der Analyse der Genotoxizität. Darüber 

hinaus konnte der Einfluss der drei Materialien auf ein Entzündungsgeschehen 

durch den Nachweis von PGE2 und IL-6 mittels ELISA/EIA und von iκBα mittels 

Western Blot-Analyse geprüft werden. Schließlich wurde eine Beeinflussung der 

osteogenen Differenzierung von Stammzellen durch Sealer ermittelt. Dieser 

Gesichtspunkt umfasste ELISAs auf Osteocalcin, Western Blot Analysen auf 

RUNX2 sowie immunzytochemische Untersuchungen. 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass AH plus gegenüber den Total Fill 

Materialien die höchste Zytotoxizität aufweist. Denn die Überlebensraten der 

Zellen waren nach Inkubation dieser mit AH plus durchschnittlich am niedrigsten 

und die Caspase-Aktivität am höchsten. Da AH plus darüber hinaus zu einer 

geringfügigen Steigerung der Mikronukleus Raten führte, weist dieses Material 

eine minimale Genotoxizität auf. Der Total Fill BC Sealer und das RRM zeigen 

dagegen keine genotoxischen Eigenschaften. 



81  

Alle drei Produkte steigerten die Freisetzung von IL-6 und PGE2 und verringerten 

die Expression von iκBα in ähnlichem Maße. Des Weiteren wurde die Bildung von 

Osteocalcin durch alle drei Materialien erhöht. Die Expression von RUNX2 erhöhte 

sich ebenfalls durch den Einfluss der einzelnen Sealereluate, jedoch bewirkten AH 

plus und Total Fill BCS nur geringfügige, Total Fill RRM allerdings erhebliche 

Steigerungen der RUNX2 Bildung. 

Die Total Fill Materialien zeichnen sich gegenüber AH plus durch eine höhere 

Biokompatibilität aus. Die erhöhte Freisetzung proinflammatorischer Substanzen 

durch den Einfluss der Total Fill Materialien scheint zwar auf den ersten Blick eine 

Ursache für die Auslösung beziehungsweise Steigerung einer periapikalen 

Entzündungsreaktion zu sein, jedoch korreliert das entzündliche Geschehen sehr 

eng mit der Gewebeheilung und stellt gewissermaßen die Voraussetzung für eine 

einsetzende Regeneration des Gewebes dar. Dementsprechend darf dieser 

Gesichtspunkt nicht als nachteilige Eigenschaft interpretiert werden. Beide Total  

Fill Materialien fördern die osteogene Differenzierung von Stammzellen. Das Total 

Fill RRM, für dessen Indikationsbereich diese Eigenschaft von besonderer 

Bedeutung ist, sticht diesbezüglich besonders positiv hervor. 

Diese Studie leistet einen Beitrag zur Beurteilung der Eigenschaften des Total Fill 

BC Sealer und des Total Fill Root Repair Material. Um jedoch die Ergebnisse 

dieser Studie einordnen und die Produkte detaillierter beurteilen zu können, sind 

weiterführende Studien notwendig, welche die Materialeigenschaften sowohl 

mittels in-vitro-, als auch in-vivo- Untersuchungen analysieren. 
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Parodontalligament - humane Telomerase reverse Transkriptase 
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RNA ribonucleic acid/ Ribonukleinsäure 
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11 Rezepte 
 
Herstellung der Puffer 

 
1. 10X Tris-Glycin-SDS Laufpuffer (für SDS-PAGE) 

Zur Herstellung des 10X Tris-Glycin-SDS Laufpuffers werden 30,3 g Tris-Base, 

144,1 g Glycin und 10 g SDS in 600 ml Reinstwasser gelöst und im Anschluss 

mit Reinstwasser auf 1000 ml aufgefüllt. 

2. 10X Tris-Glycin Transferpuffer (nach Towbin) 

Hierzu werden 30,3 g Tris-Base und 144,1 g Glycin in 600 ml Reinstwasser 

gelöst und mit Reinstwasser auf ein Volumen von 1000 ml aufgefüllt. Um 

daraus 1 l 1X-Puffer herzustellen werden 80 ml des 10X Puffers mit 

Reinstwasser auf 800 ml aufgefüllt und 200 ml Methanol dazugegeben. 

3. Ladepuffer nach Laemmli 4X 

Zunächst wurden 2 ml 1M Tris-HCL Lösung hergestellt, indem 12,1 g Tris- 

Base in 100 ml H2O gelöst wurden und mit Hilfe von HCl ein pH-Wert von 6,8 

eingestellt wurde. Zusätzlich enthielt der Ladepuffer 0,8 g SDS, 4 ml Glycerol 

(100%), 0,4 ml 14,7 M β-Mercaptoethanol, 1 ml 0,5 M EDTA und 8 mg 

Bromophenolblau. 
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