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2 Einleitung und Fragestellung

2.1 Einleitung

Trotz fortschreitender Entwicklungen in der Pferdezahnmedizin stellen parodontale
Erkrankungen weiterhin eine Herausforderung fur die behandelnden Tierarzte dar.
Abnorme Erweiterungen der Interdentalspalten zwischen den Backenzahnen fuhren
haufig zum Einschluss von Futterpartikeln. In einem progredienten Krankheitsverlauf
kommt es zu Irritationen der interdentalen Gingiva und schlieRlich zu entzundlichen
Prozessen, die in die Tiefe des Parodontalspaltes absteigen. Hochgradig entziindetes
Gewebe und die Bildung von interdentalen und parodontalen Taschen wird in
klinischen Untersuchungen beobachtet. Abhangig von dem Schweregrad der

Erkrankung werden verschiedene Therapiemethoden in der Literatur beschrieben.

Nach grundlicher Reinigung mit Entfernung der Futterpartikel und des nekrotischen
Gewebes wird haufig eine Fullung angeraten, die das entzindete Gewebe zur
besseren Heilung abdecken und vor dem erneuten Eindringen von Futter schutzen
soll. Ziel ist es eine vollstandige Regeneration der naturlichen Zahnumgebung zu
fordern. Verschiedene zahnmedizinische Materialien werden fir diese Fullungen
beschrieben, die jedoch aus der humanen Zahnmedizin umgewidmet werden mussen,
da es hierfur bisher keine fur Pferde zugelassenen Substanzen auf dem Markt gibt. In
den meisten Fallen sind sie aulRerdem fur ein ganzlich anderes Anwendungsgebiet
vorgesehen. Es gilt dabei zu bedenken, dass equine parodontale Zellen deutliche
Unterschiede in ihrer Produktivitdt und Regenerationsfahigkeit im Vergleich zu
parodontalen Zellen nicht-equiner Spezies aufweisen. Dabei kommt natlrlich die
Frage auf, welche konkreten Auswirkungen die verwendeten Materialien auf
parodontale Pferdezellen haben und ob die Ergebnisse humaner Zulassungsstudien

uneingeschrankt Ubertragen werden konnen.

Die Uberpriifung der zu verwendenden zahnmedizinischen Materialien in einem
pferdespezifischen in-vitro-Modell kann folglich dazu beitragen, gezielt die
vielversprechendsten Substanzen auszuwahlen und Substanzen, die nachteilige
Effekte auf equine Zellen haben, von weiteren klinischen Therapieversuchen

auszuschlielRen.
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Zu diesem Zweck wurden equine parodontale Zellen in vitro kultiviert und mit einer
Auswahl von Fullmaterialien konfrontiert. Geeignete Testverfahren geben Auskunft
uber die Vitalitat und Proliferationsfahigkeit der Zellen. Daruber hinaus wurde
untersucht, ob und in welchem Umfang die Zellen mit Entzindungsreaktionen auf die

Applikation der zu testenden Fullmaterialien reagieren.
2.2 Frage- und Aufgabenstellung
In konsekutiver Weise wurden folgende Forschungsfragen /-aufgaben bearbeitet:

1) Etablierung eines geeigneten pferdespezifiscnen Modells zur Uberprifung der
Biokompatibilitat von zahnmedizinischen Materialien auf equine parodontale
Zellen

2) Vergleich verschiedener zahnmedizinischer Materialien in ihrer Wirkung auf die

Viabilitat und Genexpression equiner parodontaler Fibroblasten
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3 Literaturubersicht

3.1 Parodontium
3.1.1 Allgemeine Definition des Parodontiums

Das Parodontium, im Deutschen auch Zahnhalteapparat genannt, besteht aus vier
Anteilen (Schroder, 2000; Nanci, 2012):

e Zahn- oder Wurzelzement

e Ligamentum periodontale sive parodontales Ligament (PDL), auch als
Desmodont bezeichnet

e Alveolarknochen

e Gingiva

Das PDL stellt die Verbindung zwischen dem Zahn und der Alveole her. Seine
Aufgaben bestehen darin, den Zahn in seiner Position zu halten, multidirektionalen
Kraften beim Kauen standzuhalten und gleichzeitig als Stol3dampfer zu wirken (Lekic
und McCulloch, 1996). Zu diesem Zweck besteht die Matrix grof3teilig aus elastischen
Kollagenfaser-Bundeln, auch Sharpey-Fasern genannt (Lekic und McCulloch, 1996;
Schroder, 2000). Gebildet werden diese wiederum von Fibroblasten, die neben
Zementoblasten, Osteoblasten und -klasten, Malassez-Zellresten, endothelialen
Zellen und Makrophagen den Hauptanteil des zellularen Anteils des parodontalen

Ligaments ausmachen (Lekic und McCulloch, 1996; Beertsen et al., 1997).

Charakteristisch fur das PDL ist vor allem eine hohe Turnover- und Remodeling-Rate
(Beertsen et al., 1997). Turnover bezeichnet die stetige Aufrechterhaltung eines
Gewebes, bestehend aus Zelltod und Proliferation neuer Zellen, wahrend Remodeling
die Umbauprozesse mit denen sich ein Gewebe den aktuellen Anforderungen anpasst
beinhaltet (Beertsen et al., 1997). Eine weitere wichtige Aufgabe des PDL ist es den
Ausschub der Zahne aus dem Zahnfach in die Mundhohle zu gewahrleisten (Beertsen
et al., 1997; Schroder, 2000).
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3.1.2 Das Parodontium brachyodonter Zahne

Die meisten Saugetiere, wie auch Menschen und Hunde, besitzen brachy(o)donte,
,hiederkronige“, Zahne (Thomé, 2004). Hier liegt die relativ kurze Krone vollstandig
aullerhalb des Zahnfachs und wird mit einer dementsprechend langeren Wurzel
innerhalb der Alveole fortgesetzt. Der Vorschub der Zahne in die Maulhohle ist mit der
endgultigen Ausbildung des Dauergebisses abgeschlossen (Thomé, 2004; Evans und

Lahunta, 2013). Das PDL hat ab diesem Zeitpunkt also nur noch eine Haltefunktion.
3.1.3 Besonderheiten des equinen Parodontiums

Hypsodonte, ,hochkronige®, Zahne finden sich im Gebiss der Equiden (Wissdorf et al.,
2010; Dixon und Du Toit, 2011). In der deutschen Literatur wird noch haufig der Begriff
hypselodont verwendet (Thomé, 2004), der jedoch im eigentlichen Sinn zeitlebens
wachsende, wurzellose Zahne bezeichnet, wie die Incisivi von Nagern (Tummers und
Thesleff, 2003). Hypsodonte Zahne hingegen zeigen nur ein zeitlich begrenztes
Langenwachstum uber die Zeit ihres Erscheinens in der Mundhohle hinaus. Daher
verkurzen sich hypsodonte Zahne, im Gegensatz zu hypselodonten Zahnen, mit
fortschreitendem Alter aufgrund des stetigen Abriebs an der Okklusalflache (Wissdorf
et al., 2010).

Die Zahnkrone hypsodonter Zahne wird aufgeteilt in eine klinische Krone, die in der
Maulhohle sichtbar ist, und eine intraalveolar verborgene Reservekrone (Dixon und Du
Toit, 2011). Die verhaltnismalig kurzen Zahnwurzeln bildet sich apikal als echte
Wurzeln erst ungefahr 5 Jahre nach dem erstmaligen Erscheinen in der Maulhohle
(Wissdorf et al., 2010). Der standige Zahnabrieb von durchschnittlich 3 bis 4 mm pro
Jahr (Wissdorf et al., 2010; Dixon und Du Toit, 2011) wird kompensiert durch eine
stetige Eruption des Zahns, sodass die Lange der klinischen Krone recht konstant 15
bis 20 mm betragt (Thomé, 2004), wahrend die Reservekrone sich zunehmend
verkurzt. Wenn schlief3lich die Reservekrone vollstandig aufgebraucht ist, werden die
Wurzelanteile in die Okklusionsebene vorgeschoben; man spricht ab dann von einem
senilen Gebiss (Wissdorf et al., 2010). Als weitere Besonderheit ist der equine Zahn
vollstéandig von Zement (berzogen, wodurch es keinen Zement-Schmelz-Ubergang

zur Markierung der Grenze zwischen Krone und Wurzel gibt (Wissdorf et al., 2010).
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Das Parodontium selbst unterscheidet sich in seinem anatomischen Aufbau nicht von
dem brachyodonter Zahne. Jedoch kommt dem parodontalen Ligament des
hypsodonten Gebisses wegen der lebenslangen Zahneruption eine bedeutende
Aufgabe zu. Ausschlaggebend fur den gleichmalligen Ausschub ist die herausragende
Aktivitat der equinen parodontalen Fibroblasten (EPF) (Warhonowicz et al., 2006).
Frihere Studien konnten zeigen, dass EPF eine hohe Rate an Proliferation und
osteogener Differenzierung aufweisen (Mensing, 2009). Daher wird das equine
Parodontium von Warhonowicz et al. (Warhonowicz et al., 2006) auch bezeichnet als
“continously remodeling system”. Dies ist notwendig um gleichzeitig Zahnbefestigung

und Zahnausschub zu gewahrleisten (Staszyk und Gasse, 2007).
3.2 Parodontalerkrankungen
3.2.1 Parodontalerkrankungen bei Mensch und Hund

In der humanen Zahnmedizin umfasst die Parodontologie einen eigenstandigen
Fachbereich. Der wissenschaftliche Stand der Forschung ist dem der Tiermedizin
dementsprechend ein grof3es Stuck voraus. Einige Erkenntnisse kdnnen ibernommen
werden, andere mussen aufgrund der unterschiedlichen Anatomie, Ernahrungs- und
Verhaltensgewohnheiten der Tiere entsprechend evaluiert und angepasst werden. Die
Bedeutsamkeit parodontaler Erkrankungen in der Gesellschaft wird deutlich in der
Betrachtung aktueller Zahlen einer deutschlandweiten Studie (Jordan und Micheelis,
2016): Bei den jungeren Erwachsenen (35- bis 44- Jahrige) leiden demnach 48 % unter
moderater Parodontitis (Sondierungstiefen der Zahnfleischtaschen 4 bis 5 mm) und
weitere 10 % unter schwerer Parodontitis (Sondierungstiefen der Zahnfleischtaschen
ab 6 mm). Bei den jungeren Senioren (65- bis 74- Jahrige) wurde bei 51 % moderate

Parodontitis und bei 25 % schwere Parodontitis diagnostiziert.

Der Begriff Parodontalerkrankungen wird zunachst eingeteilt in alleinige entztndliche
Erkrankungen der Gingiva (Gingivitis) und entziundliche Erkrankungen des gesamten
Parodontiums (Parodontitis) (Kinane, 2001). Eine Gingivitis muss nicht immer zu einer
Parodontitis fihren, aber einer Parodontitis geht stets eine Gingivitis voraus (Brown
und Lée, 1993). Wie zahlreich dokumentiert wurde, beginnt die Atiologie der
parodontalen Erkrankung bei Menschen in den meisten Fallen mit der Ubermafigen

Ablagerungen von Plaque und Zahnstein am Zahn (L6e et al., 1965).
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Plaque ist ein Biofilm, bestehend aus Bakterienkolonien in einer Matrix aus
Polysacchariden und (Glyko-) Proteinen aus dem Speichel (Marsh und Bradshaw,
1995). Die Mikroflora umfasst grampositive und -negative Bakterien, darin sind auch
fakultative und obligate Anaerobier enthalten (Marsh und Bradshaw, 1995). Zahnstein
ist die kalzifizierte Form von Plaque. Beide gestalten sich vor allem dann als
problematisch, wenn sie sich subgingival ansammeln, also im gingivalen Sulkus
(Kinane, 2001).

Im Zusammenspiel mit verschiedenen Risikofaktoren wie Alter, genetischer
Pradisposition und systemischen Erkrankungen kommt es dann zur Manifestierung
einer klinischen Parodontitis (Kinane, 2001). Auch ein mikrobiologischer Shift, also
eine veranderte bakterielle Zusammensetzung der Plaque mit pathogenen Spezies,
wird haufig verantwortlich gemacht (Zambon, 1996; Kinane, 2001). Im Zusammenhang
mit Parodontalerkrankungen werden vor allem gehauft gramnegative, haufig anaerobe
Bakterien nachgewiesen wie Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis und Tannerella forsythia (ehemaliger Name Bacteroides forsythus) (Marsh
und Bradshaw, 1995; Zambon, 1996; Slots und Ting, 1999).

Im weiteren Verlauf kdnnen verschiedene Enzyme wie Kollagenasen und Proteasen,
die sowohl von den pathogenen Bakterien als auch durch Makrophagen und
Fibroblasten als korpereigene Immunantwort produziert werden, den
Zahnhalteapparat kontinuierlich zerstoren (Kinane, 2001; Pihlstrom et al., 2005). Von
besonderer Bedeutung sind dabei Matrix-Metallo-Proteasen (MMP), die von
verschiedenen Zellen des parodontalen Gewebes sezerniert werden (Cavalla et al.,
2017). Klinisch lasst sich neben den typischen Anzeichen eine Entzundung der
Gingiva, wie Rotung, Schwellung und Schmerzhaftigkeit, ein Zahnfleischrickgang
nach apikal mit Bildung von Parodontaltaschen erkennen (Kinane, 2001). Bei
ausbleibender Therapie besteht die Gefahr des Zahnverlustes durch Zerstérung des

parodontalen Ligaments und Resorption des Alveolarknochens (Kinane, 2001).

Die diagnostischen Moglichkeiten sind vielfaltig und diverse Indizes zur Einteilung des
Schweregrades finden Anwendung. Beurteilt werden, je nach Autor, das Ausmal} der
Plaque-Anlagerung, der Zustand der Gingiva, eventuelle Sulkusblutungen bei der
Sondierung oder ein Attachementverlust (Brown und Loe, 1993). Letzteres beschreibt
das Ausmal der gingivalen Rezession, gemessen vom apikalen Taschenboden bis

zur Schmelz-Zement-Grenze. Haufig wird auch die Tiefe des gingivalen Sulkus oder,



Literaturtbersicht 9

im Falle einer Parodontitis, der Parodontaltasche herangezogen. Sulkustiefen bis
3 mm werden hier als physiologisch zu betrachten (Brown und Lée, 1993), wahrend
weitere Kategorisierungen der Taschentiefe in milde, moderate und schwere Formen

der Parodontitis variieren.

Parodontalerkrankungen bei Hunden sind denen von Menschen sehr ahnlich (Gad,
1968). Sie werden deshalb gerne als Tiermodell fur die humane Parodontalforschung
herangezogen (Giannobile et al., 1994). Experimentell konnte bei Hunden Parodontitis
allein durch die Anlagerung von Plaque herbeigefuhrt werden (Lindhe et al., 1973). In
einer molekularbiologischen Studie konnten viele verschiedene Bakterien identifiziert
werden, die vermutlich parodontitis-assoziiert sind, wie Actinomyces canis und
Desulfomicrobium orale (Riggio et al., 2011). Die parodontale Diagnostik wurde in
vielen Teilen aus der Humanmedizin Ubernommen. So wird beispielsweise die

Sulkustiefe beurteilt und bis 3 mm als physiologisch betrachtet (Cleland, 2000).
3.2.2 Besonderheiten von equinen Parodontalerkrankungen

Parodontale Erkrankungen bei Pferden sind in der Literatur vielfach beschrieben. Sie
werden mit unterschiedlich hoher Pravalenz vorgefunden, die je nach Autor zwischen
22,3 % und 60 % variiert (Baker, 1979; Walker et al., 2012; Chinkangsadarn et al.,
2015). Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz, sodass die beschriebenen 60 %
bei Tieren Uber 15 Jahren ausgezahlt wurden (Baker, 1979) und in einer Studie mit

Pferden Uber 30 Jahren sogar 75 % betroffen waren (lreland et al., 2012).

Gemal Klugh (Klugh, 2005) definiert der Begriff der ,parodontalen Erkrankung“ sowohl
den akut veranderlichen Zustand des Parodontiums, als auch den bestehend
veranderten. ,Parodontitis® hingegen bezeichne nur den aktiven, entzindeten
Zustand, ,Gingivitis“ nur die Entzindung der Gingiva. Nach Tremaine (Tremaine,
2013) umfasst eine parodontale Erkrankung  Gingivitis, Parodontitis,

Alveolarknochenrtuckgang und in einigen Fallen auch peripheren subgingivalen Karies.

Im Gegensatz zu Menschen und Kleintieren gibt es bei Pferden nur sehr selten primare
oder klassische parodontale Erkrankungen durch Ansammlung von Plaque und
Zahnstein (Dixon et al., 2000; Klugh, 2005). Ublicherweise entstehen sie sekundar im
Zusammenhang mit erweiterten Interdentalspalten (Little, 1913; Baker, 1979), welche

haufig als Diastemata bezeichnet werden (Collins und Dixon, 2005; Cox et al., 2012;
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Walker et al., 2012; Kennedy und Dixon, 2016). Korrekterweise ware hier der Zusatz
.pathologisch® angebracht, zur Abgrenzung vom ,physiologischen® Diastema, auch als
Margo interalveolaris oder ,Lade” bezeichnet, das den zahnfreien Bereich zwischen
den Vorder- und Backenzahnen bei Equiden darstellt (Thomé, 2004; Wissdorf und
Otto, 2010). Pathologische Diastemata konnen angeboren oder erworben sein.
Letzteres kann durch natirlichen oder traumatischen Zahnverlust oder durch
Zahnextraktion entstehen. Ebenso kann ein ungleichmaligen Abrieb der Zahne zu
einer Malokklusion fuhren und durch die veranderten Scherkrafte ein
Auseinanderdriften der Zahne bewirken (Greene und Basile, 2002; Klugh, 2005).
Zumeist sind die Pramolaren und Molaren betroffen, die Incisivi seltener (Collins und
Dixon, 2005; Dixon und Dacre, 2005).

Eine Korrelation des Vorkommens von Diastemata und parodontalen Erkrankungen,
gekennzeichnet durch das Vorfinden von Parodontaltaschen, wurde sowohl in
klinischen (Simhofer et al., 2008; Walker et al., 2012) als auch in pathologischen
Studien (Baker, 1979; Chinkangsadarn et al., 2015) festgestellt. In vielen Fallen
besteht okklusal nur ein schmaler Spalt zwischen den benachbarten Zahnen, wahrend
die klinischen Kronen in apikaler Richtung allerdings deutlich auseinanderweichen,
sodass sogenannte Ventildiastemata, ,valve diastemata“ im Englischen, entstehen
(Carmalt, 2003). Formbedingt kann in solchen Fallen einmal in den
Zahnzwischenraum eingearbeitetes Futter wie bei einem Ventil nur hinein-, aber nicht

mehr herausbefordert werden.

Der permanente Einschluss von Futterpartikeln bringt eine Akkumulation von
pathogenen Bakterien mit sich, welche wiederum Prozesse wie Fermentation und
Faulnis hervorrufen (Kennedy und Dixon, 2016). Ein verandertes Mikrobiom bei an
Parodontitis erkrankten Pferden konnte im Vergleich zu klinisch gesunden Pferden
festgestellt werden (Kennedy et al., 2016). Es entsteht zunachst eine Gingivitis durch
die mechanische Reizung der Futterpartikel als Fremdkorper, sowie durch bakterielle
und korpereigene Enzyme und Entzindungsmediatoren (Kennedy und Dixon, 2016).
SchlieBlich wird das angrenzende Oberflachenepithel der interdentalen Gingiva erfasst
und die einsetzende entzundliche Reaktion fuhrt zu schmerzhaften Schadigungen der
Gingiva und des Saumepithels (Klugh, 2005). So gelangen schlie3lich Bakterien in
subgingivale Parodontalbereiche. Im weiteren Verlauf zieht sich das Gingivaepithel in

apikale Richtung zurick (Easley und Odenweller, 2015), was zu einer Bildung von
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parodontalen Taschen fuhrt (Little, 1913; Klugh, 2005; Tremaine, 2013). Diese sind im
Gegensatz zu Menschen und Kleintieren nicht nur bukkal und lingual beziehungsweise

palatinal, sondern vor allem interdental zu finden (Cox et al., 2012).

Als Besonderheit des equinen Gebisses beschreibt Klugh (Klugh, 2005) eine sehr
dunne interdentale Papille, die durch eine parodontale Entzindungen leicht zerstort
werden kann. In diesen grof3en, kontaminierten Rdumen der Parodontaltaschen zieht
der bakterielle Metabolismus eine lokal erhdohte Enzymkonzentration nach sich,
welche, in Verbindung mit der Entzindungsreaktion, weitere Nekrosen des Gewebes
induziert (Kennedy und Dixon, 2016). Die zunehmende Tiefe der Taschen begunstigt
wiederum die weitere Ansammlung von Futter. Es entsteht ein Teufelskreis, der
unbehandelt fortschreitende Schadigungen am Parodontium und gewebeubergreifend
am Alveolarknochen und dem Zahnzement bewirkt. Eine Lockerung der Zahne im
Zahnfach bis hin zum Zahnverlust mit massiven funktionellen Stérungen ist in diesem

Fall unvermeidlich (Kennedy und Dixon, 2016).

In einer histopathologischen Studie an Pferden mit klinisch diagnostizierter
Parodontalerkrankung wurden Stanzproben aus den betroffenen, interdentalen
Bereichen entnommen (Cox et al., 2012). Als Befunde wurden vor allem Erosionen
und Ulzerationen des Gingivaepithels, Exsudation von neutrophilen Granulozyten und
assoziierte Bakterien im Zusammenhang mit interdentalen Futterpartikeln erhoben. In
wenigen Fallen wurden Entzindungen im PDL mit zerrissenen Kollagenfasern

vorgefunden.

Typische klinische Symptome, bedingt durch mittlere bis schwere orale Schmerzen
werden von Tremaine (Tremaine, 2013) wie folgt beschrieben: langsames Fressen,
Dysmastikation, orale Dysphagie (Wickelkauen), selektiver Appetit, Hypersalivation
und Gewichtsverlust. Die Haufung der Pravalenz im hoheren Alter erklaren Greene
und Basile (Greene und Basile, 2002) mit der Morphologie der Reservekrone. Da die
mesiodistale Lange der Zahne im Alter deutlich kleiner ist, bieten die groRer
werdenden Zwischenraume mehr Platz fur die Ansammlung von Futter. Aul3erdem

entstehen haufiger Zahnlucken durch naturlichen Zahnverlust.

Einheitliche Schemata zur Abstufungen des Krankheitsgrades gibt es fur Pferde bisher
nicht. Haufig werden sie in Anlehnung an die humane Zahnmedizin nach der Tiefe der
Parodontaltaschen (Klugh, 2005; Rucker, 2006; Casey, 2013) oder der Beweglichkeit
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der Zahne (Klugh, 2005) eingeteilt. Ein Zahnfleischrickgang kann wegen des
fehlenden Zement-Schmelz-Ubergangs nur im Vergleich zu benachbarten Z&hnen
festgestellt werden (Klugh, 2005).

Aufgrund der zuvor beschriebenen auflerordentlichen Regenerationsfahigkeit des
equinen Parodontiums (Warhonowicz et al., 2006), das auch als ,aktiv* und mit hoher
Vaskularisierung beschrieben wurde (Easley und Odenweller, 2015), besteht bei
Pferden eine gute Prognose zur vollstandigen Regeneration bei fruhzeitiger Diagnose
und adaquater Therapie (Greene und Basile, 2002; Easley und Odenweller, 2015).
Etwas vorsichtiger wird eine gute Prognose fur einen positiven Heilungsverlauf von
anderen Autoren beschrieben (Carmalt et al., 2004; Collins und Dixon, 2005; Dixon
und Dacre, 2005; Klugh, 2005). Dixon und Dacre (Dixon und Dacre, 2005)
beschreiben, dass equine parodontale Erkrankungen nicht notwendigerweise
irreversibel sind, da sich mit weiterem Zahnausschub ein neues parodontales

Ligament entwickeln wird.
3.3 Parodontaltherapien

3.3.1 Parodontaltherapie beim Menschen

In der humanen Zahnmedizin liegt das Hauptaugenmerk auf der
Parodontitispravention. Eine regelmaRige und grundliche Mundhygiene beseitigt
Plaque sehr zuverlassig (Loe et al., 1965). Im Falle einer klinischen Parodontitis gibt
es eine grol3e Anzahl etablierter nicht-invasiver und invasiver Therapieverfahren. Die
am haufigsten angewandte nicht-invasive Behandlung ist das sogenanntes ,Scaling
and Root Planing“ (SRP) (Deas et al., 2016). Scaling (Normierung) bezeichnet dabei
die Entfernung von Plaque und Zahnstein von der Zahnoberflache sowohl supra- als
auch subgingival, wahrend Root Planing (Wurzelglattung) die Entfernung von
Zahnzement und Oberflachendentin beinhaltet, das sich rau, beschichtet mit Zahnstein
oder kontaminiert mit Toxinen und Bakterien darstellt (American Academy of
Periodontology, 2001). Die Kirettagen kdnnen mit Handinstrumenten, Schall- oder
Ultraschallinstrumenten oder auch mit einem Laser durchgefuhrt werden (Krishna und
Stefano, 2016). Der Behandlungserfolg wird gemessen an dem Attachementgewinn,
also der wieder zunehmenden Anheftung von PDL und Saumepithel am Zahn, und der
Reduktion der Taschentiefe und ist in seinem Ausmald stark abhangig von der

Ausgangssituation (Greenstein, 1992; Cugini et al., 2000).
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Des Weiteren gibt es diverse invasive Operationsmethoden, die in der Literatur
beschrieben werden und vor allem bei tiefen Taschen sowie ausbleibendem Erfolg des
SRP Anwendung finden (Caffesse et al., 1986). Die Parodontaltaschen werden dabei
chirurgisch geoffnet, um eine tiefe Kurettage durchzufuhren. Zusatzlich konnen die
Taschen reduziert oder vollstandig eliminiert werden (Deas et al., 2016). In einer
direkten Vergleichsstudie der therapeutischen Effekte von Wurzelglattung gegenuber
Operationstechniken konnte gezeigt werden, dass mit den verwendeten OP-Methoden
flachere Taschen erreicht wurden, jedoch der Attachmentgewinn mit einfacher

Wurzelglattung am hochsten war (Isidor et al., 1984).

Die Prognose zu vollstandiger Regeneration nach einer Schadigung des Parodontiums
durch Parodontitis ist schlecht, Ublicherweise kommt es lediglich zu einer Reparation
(Lekic und McCulloch, 1996). Histologisch lasst sich dabei haufig nur die Ausbildung
eines langen Verbindungs- oder Saumepithels ohne vorhersehbare Neubildung von

Wurzelzement, PDL und Alveolarknochen nachweisen (Wikesjo und Selvig, 1999).

3.3.2 Parodontaltherapie beim Hund

Die Therapiemethoden in der Kleintiermedizin entsprechen zum Grol3teil denen in der
Humanmedizin. Praventiv kann eine angepasste Futterung, durch Anbieten von
Trockenfutter und Knochen, eine unkomplizierte Moglichkeit darstellen, aber auch
orale HygienemalRnahmen, wie Zahneputzen durch den Besitzer, sind mdglich
(Niemiec, 2008). Liegt jedoch bereits eine Parodontalerkrankung vor, steht die
Entfernung von Plaque und Zahnstein im Vordergrund (Cleland, 2000; Niemiec, 2008).
Dies geschieht fur gewohnlich in Allgemeinanasthesie, da die Behandlung recht
schmerzhaft sein kann und bei den meisten Tieren die Kooperationsbereitschaft hierfur
nicht genugt. Eine Maulsplilung mit antiseptischer Losung wird zur Senkung des
bakteriellen Drucks angeraten (Niemiec, 2008). Zunachst werden supragingivale
Plaque und Zahnstein entfernt, dann subgingivale (Cleland, 2000; Niemiec, 2008).
Dabei ist der zweite Teil von grof3erer Bedeutung, weil etwaige zurlickgelassene Reste
zu einer erneuten Progression der Parodontalerkrankung beitragen kénnen (Cleland,
2000). Die Zahnoberflache wird im Anschluss poliert (Niemiec, 2008). Auch fur die
Kleintierchirurgie werden Operationsmethoden als Parodontaltherapie beschrieben,

die aus der Humanmedizin Ubernommen wurden (Anthony, 2000).
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3.3.3 Parodontaltherapie beim Pferd

Es gibt viele verschiedene Ansatze zur Behandlung parodontaler Erkrankungen, die
bis dato noch auf keinen Konsens gebracht werden konnten. Einig sind sich die
Autoren aber daruber, dass eine grundliche Reinigung der Parodontaltaschen mit
Entfernung der Futterpartikel an erster Stelle stehen sollte (Greene und Basile, 2002;
Collins und Dixon, 2005; Dixon und Dacre, 2005; Johnson und Porter, 2006; Rucker,
2006; Tremaine, 2013; Easley und Odenweller, 2015). Dies kann mit Wasser- oder
Luftdruck und zahnmedizinischen Instrumenten geschehen (Tremaine, 2013). Collins
und Dixon (Collins und Dixon, 2005) empfehlen eine Hochdruck-Reinigung mit
Natriumbicarbonat-Losung. Ein Débridement des nekrotischen Gewebes kann folgen
(Klugh, 2005; Tremaine, 2013).

Als Nachstes muss der erweiterte Interdentalspalt entweder vollstandig verschlossen
oder so stark erweitert werden, dass es nicht zu einer permanenten Ansammlung von
Futterpartikeln kommt. Nur so kann der Teufelskreis aus FuttereinsprieBungen und
Entzindungsproliferation durchbrochen werden. Einige Autoren empfehlen nach
Reinigung und Débridement eine Fullung der Parodontaltaschen, zur Abdeckung des
entzindeten Gewebes und zur Verhinderung des erneuten Eindringens von
Futterpartikeln (Greene und Basile, 2002; Collins und Dixon, 2005; Johnson und
Porter, 2006; Du Toit, 2012; Tremaine, 2013; Easley und Odenweller, 2015). Andere
Autoren empfehlen ein Ausfrasen des Interdentalspaltes (Odontoplastik) zur
Erweiterung des pathologischen Diastemas, teilweise auch in Kombination mit einer
Fullung (Carmalt et al., 2004; Collins und Dixon, 2005; Dixon und Dacre, 2005; Rucker,
2006; Easley und Odenweller, 2015).

Zusatzlich, neben diatetischen Malinahmen wie kurzfaserigem Raufutter (Collins und
Dixon, 2005; Dixon und Dacre, 2005; Easley und Odenweller, 2015), sollte die
Malokklusion des Gebisses beseitigt werden (Collins und Dixon, 2005; Klugh, 2005;
Rucker, 2006; Easley und Odenweller, 2015) oder auch die gegenuberliegenden
Zahne zur Druckentlastung gekurzt werden (Collins und Dixon, 2005; Dixon und
Dacre, 2005). Zusatzlich kann ein benachbarter Zahn extrahiert oder eine
orthodontische Korrektur in Form einer Art Zahnspange vorgenommen werden (Collins
und Dixon, 2005; Easley und Odenweller, 2015). Stark gelockerte Zahne haben eine

schlechte Prognose und sollten daher extrahiert werden, um einer anhaltenden
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Reizung des Parodontiums und der Gingiva vorzubeugen (Klugh, 2005; Rucker, 2006;
Easley und Odenweller, 2015).

Die Erfolgsraten verschiedener Parodontalbehandlungen beim Pferd, gemessen an
der Reduktion der Taschentiefe nach 2 und 6 Monaten, wurde in einer Studie von
Jackson et al. (Jackson et al, 2016) untersucht. Darin wurden vier
Behandlungsmethoden verglichen: 1. Entfernung von Futterpartikeln und Reinigung
der Taschen mit einer Chlorhexidin-Losung sowie Anwendung einer Chlorhexidin-
haltigen Mundspullésung, 2. Zusatzlich zu 1 Eingabe einer Metronidazoltablette in den
Taschenfundus, 3. Zusatzlich zu 1 und 2 Fallung der Tasche mit Vinylpolysiloxan,
4. Diastema-Erweiterung mit anschlieBender Fullung. Obwohl die Reduktion der
Taschentiefe mit Behandlung 2, 3 und 4 groRere Erfolge brachte als bei Behandlung 1,

waren die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht statistisch signifikant.
3.3.4 Medikamente und Substanzen in der Parodontaltherapie
3.3.4.1 Antiseptika

Antiseptika wie Chlorhexidin, Povidon-lod oder Natriumhypochlorit werden bei
Menschen (Slots, 2012) und Hunden (Cleland, 2000; Niemiec, 2008) zur Mundspulung
oder Sulkuslavage eingesetzt. Dabei werden die Bakterien in der Plaque abgetotet und
das Entzundungsgeschehen gemildert, sodass vor allem in Kombination mit SRP die
Repopulation mit pathogenen Keimen gehemmt wird (Slots, 2012). Auch wenn als
alleinige Therapie Sulkuslavagen mit Chlorhexidin (in einer Konzentration von 0,2 %)

durchgefuhrt wurden, konnten damit Therapieerfolge erzielt werden (Soh et al., 1982).
3.3.4.2 Antibiotika

Im Voraus muss an dieser Stelle differenziert werden zwischen der systemischen und
der lokalen Darreichung von Antibiotika. Jepsen und Jepsen (Jepsen und Jepsen,
2016) definieren die jeweiligen Vor- und Nachteile sowie die unterschiedlichen
Indikationen: Systemische Antibiotika wirken im gesamten Korper und daher auch in
allen Bereichen der Mundhohle. Andererseits kann es auch zu unerwunschten
systemischen Nebenwirkungen kommen und Resistenzen werden hervorgerufen.
Daher sollte eine systemische Anwendung ausschlieBlich bei schweren Fallen
stattfinden oder bei solchen, die trotz vorausgegangener Therapie weiter

voranschreiten (Jepsen und Jepsen, 2016). Eine Keimbestimmung in der gingivalen
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Plaque, mit Anfertigung eines Antibiogrammes, sollte im Vorfeld vorgenommen werden,
um unzureichende Wirksamkeit und eine damit einhergehende Ausbildung von
Resistenzen zu vermeiden (Slots, 2012). Lokale Antibiotika mussen sehr gezielt
appliziert werden, um dann an der betroffenen Lokalisation genigend hohe
Wirkstoffspiegel erreichen zu koénnen. Durch entsprechende Formulierungen der
Praparate, wie Gele oder Chips, kann sichergestellt werden, dass diese an Ort und
Stelle verbleiben (Slots, 2012).

3.3.4.3 Calciumhydroxid

Calciumhydroxid ist seit vielen Jahrzehnten ein fester Bestandteil der humanen
Zahnmedizin. Ein Grol3teil der Anwendungen findet im Wurzelkanal statt und stellt seit
Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts den Behandlungsstandard fur die direkte
Pulpenuberkappung dar (Dammaschke, 2008). Auch in der Parodontaltherapie kommt
es vermehrt zum Einsatz. Die Haupteigenschaften, die Calciumhydroxid dabei so
attraktiv machen, sind die bakterizide Wirkung und eine hypothetische Anregung der
Wundheilung. Die Abwagung zwischen Wirksamkeit und Schadlichkeit wird jedoch

kontrovers diskutiert.

In erster Linie sind die Eigenschaften abhangig von der Komposition des
Calciumhydroxids. Gemaly Staehle et al. (Staehle et al., 1989) konnen folgende
Gruppen unterschieden werden: Pulver, wassrige Losung, Olige Suspension (Paste)
und gebunden in Zementen, Lacken (Linern) oder Kunststoffpraparaten. In wassriger
Losung ist die Freisetzung von Calcium- und Hydroxidionen am hochsten, weniger
wird freigesetzt von Zement, und bei Pasten, Linern und Kunststoffen geht kaum etwas
in Losung (Staehle et al., 1989). Die Hydroxidionen flihren zu einer pH-Wert
Steigerung auf 12 bis 13. Diese starke Alkalinisierung ist verantwortlich fur die
bakterizide Wirkung (Bystrom et al., 1985; Staehle et al., 1989; Dietz und Bartholmes,
1998). Sie zerstort die bakterielle Zellmembran, denaturiert Proteine und bewirkt DNA-
Strangbriche (Farhad und Mohammadi, 2005). Der bakterizide Effekt ist daher
ebenfalls abhangig von der Komposition des Calciumhydroxids (Staehle et al., 1989).
Wird Calciumhydroxid also zum Beispiel in einem 6ligen Medium aufgenommen, ist
die Alkalinitat deutlich geringer und ebenso geringer ist die bakterizide Wirksamkeit
(Eick et al., 2014). Es gilt allerdings zu bedenken, dass der hohe pH-Wert auch toxisch
fur andere Zellen des Organismus ist und zu lokalen Gewebsnekrosen fihren kann
(Dietz und Bartholmes, 1998; Eick et al., 2014).
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Andererseits konnte eine Neubildung von Tertidrdentin in der Zahnpulpa nach
Pulpenuberkappung mit wassriger Calciumhydroxid-Losung bei in vivo-Versuchen
nachgewiesen werden (Zander, 1939; Schroder, 1985). Aufgrund dieses
proliferationsstimulierenden  Potenzials, wurde die Verwendung in der
Parodontaltherapie beim Menschen mehrfach untersucht (Kasaj et al., 2006; Schwarz
et al., 2006; Kasaj et al., 2007; Kindermann, 2013). Dabei liegt der Fokus auf 6ligen
Suspensionen (Pasten), die in Parodontaltaschen appliziert werden, wo sie eine hohe
Verweildauer aufweisen und ihre Bestandteile langfristig als Depot abgeben. Kasaj et
al. (Kasaj et al., 2007) konnten in einer in-vitro-Studie zeigen, dass eine Olige
Suspension von Calciumhydroxid, Osteoinductal® (Osteoinductal Dietz GmbH,
Munchen), proliferationsfordernd auf Zellen des humanen PDL wirkt. Eine klinische
Studie von Kasaj et al. (Kasaj et al., 2006) mit Osteoinductal®, sowie eine Studie von
Kindermann (Kindermann, 2013) mit der oligen Calciumhydroxid-Suspension
Intradossal® (Merz-Dental, Litienburg), belegen eine Unterstiitzung der Heilung des
parodontalen Weichgewebes bei subgingivaler Applikation nach SRP-Behandlung.
Auch knocherne parodontale Defekte konnten in einer Pilotstudie mit Osteoinductal®

zur Heilung gebracht werden (Schwarz et al., 2006).
3.3.4.4 Zukunftsweisende Therapeutika

Als hoffnungsvoller Ansatz zur Parodontitisprophylaxe gilt eine Impfung gegen
Porphyromonas gingivalis, die aber bislang nur in praklinischen Studien im Tiermodell
getestet wurde (Jong und van der Reijden, 2010). Es gibt aulRerdem diverse Ansatze
zur regenerativen Parodontaltherapie. Bei Defekten des Alveolarknochens werden
haufig Knochen- und Knochenersatzmaterialen eingesetzt (Reynolds et al., 2003). Die
gesteuerte Geweberegeneration, ,guided tissue regeneration®, bewirkt durch den
Einsatz von Barrieremembranen eine Hemmung des Tiefenwachstums des
Saumepithels und ermdglicht damit eine Regeneration statt lediglich einer Reparation
(Karring et al., 1993). Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen, gewonnen aus dem Knochenmark, dem PDL oder der
Gingiva, die autolog, allogen oder xerogen sein konnen und in einen parodontalen
Defekt appliziert werden (Bright et al., 2015; Zhu und Liang, 2015). Vor allem die
Stammzelltherapie wird als sehr vielversprechend angesehen und ist daher Inhalt

vieler aktueller Studien.
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3.3.4.5 Spezielle Substanzen zugelassen fiir Hunde

Es gibt wenige Substanzen, die speziell zur Parodontaltherapie beim Hund zugelassen
sind. Eine davon ist das Doxycyclin-haltige Gel Doxirobe® (Zoetis, Parsippany, New
Jersey, USA), das nach Applikation in der Parodontaltasche aushartet und den
Wirkstoff langsam an die Umgebung abgibt (Niemiec, 2008). Die Wirksamkeit wurde

in einer klinischen Studie bestatigt (Zetner und Rothmueller, 2002).

Des Weiteren gibt es Oravet® (Merial, Lyon, Frankreich), zugelassen fiir Hunde und
Katzen, eine wachsartige Substanz die zur Versiegelung von Parodontaltaschen und
Zahnoberflachen nach der Zahnreinigung, zur Pravention der Neubildung von Plaque

und Zahnstein angewandt wird (Niemiec, 2008).
3.3.5 Einsatz von Substanzen bei der equinen Parodontaltherapie

Die Verwendung von zahnmedizinischen Materialien aus der humanen Zahnmedizin
im equinen Parodontium ist vielfach beschrieben, wobei vor allem Abdruckmaterialien
Anwendung finden (Greene und Basile, 2002; Collins und Dixon, 2005; Johnson und
Porter, 2006; Du Toit, 2012; Easley und Odenweller, 2015; Jackson et al., 2016).
Einige Autoren empfehlen die kombinierte Anwendung eines Fulllmaterials mit einer
darunterliegenden Schicht eines Antibiotikum-haltigen Gels (Collins und Dixon, 2005;
Johnson und Porter, 2006; Easley und Odenweller, 2015). Du Toit (Du Toit, 2012)
hingegen bezeichnet die Anwendung lokaler Antibiotika beim Pferd, wie sie fur Hunde
zugelassen sind, als sinnlos, da sie zu kurz in den Parodontaltaschen verbleiben und

enorme Kosten aufgewendet werden mussen aufgrund der bendtigten Mengen.

Easley und Odenweller (Easley und Odenweller, 2015) beschreiben die moglichen
Materialien zur Uberbriickung von Diastemata und deren Eigenschaften genauer:
harte Materialien (Knochenzement, Acrylharzen), halbfeste (Abdruckmaterialien) oder
weiche (Dentalwachs). Harte Materialien bewahren die okklusale Oberflache und
stabilisieren benachbarte Zahne. Problematisch sind die Abnutzung der Materialien
und die Verschiebung Uber die Zeit, wodurch es zu Verletzungen der Wange oder
Zunge kommen kann. Fur tiefe Parodontaltaschen mit Knochenverlusten sollten
zusatzlich  knochenwachstumsfordernde Materialien verwendet werden, wie

Knochenspane oder absorbierbarer Knochenzement (Easley und Odenweller, 2015).
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Die Kontrolle der eingebrachten Fillungen sollte nach jeweils 2 Wochen durchgefuhrt
werden (Johnson und Porter, 2006; Du Toit, 2012). Collins und Dixon (Collins und
Dixon, 2005) beschreiben, dass viele Pferde nach der Anwendung von parodontalen
Fallungen mit Abdruckmaterialien eine gute Heilung der Parodontitis mit Linderung der
parodontalen Schmerzen zeigten. Die Verbesserung konne bestehen bleiben, auch
nachdem die Fullung herausgefallen sei, was meistens nach einigen Wochen
geschehe. Ohne weitere Behandlung des Diastemas wurde das Problem aber
wiederkehren (Collins und Dixon, 2005).

3.4 Biokompatibilitatsstudien fur zahnmedizinische Materialien
3.4.1 Methodik

Der Begriff Biokompatibilitat beschreibt die Eigenschaften eines Materials mit seiner
Umwelt zu interagieren (Williams, 1999). Nach der Applikation des Materials soll in
einem Korper eine adaquate biologische Antwort hervorgerufen werden. Auch
beschreibt es die Qualitat keine toxischen oder verletzenden Effekte auf biologische
Systeme zu besitzen (Williams, 1999). Um die Biokompatibilitat von
zahnmedizinischen Materialien zu evaluieren, werden Ublicherweise zunachst in-vitro-
Studien durchgefuhrt. In-Vitro-Testverfahren werden auflerhalb des lebenden
Organismus durchgefuhrt. Zellen, Enzymen oder andere isolierte, biologische
Systeme werden hierfur mit den zu testenden Materialien in Kontakt gebracht. Dabei
kann dieser Kontakt direkt mit dem Material stattfinden oder indirekt Uber dessen
Extrakte (Harmand, 1992). Eine Moglichkeit zur indirekten Exposition der Zellen, kann
Uber vorhergehende Elutionen vorgenommen werden. Der Elutionsprozess beinhaltet
die Aufnahme I6slicher Komponenten einer Festsubstanz in einem Losungsmittel
(Ferracane, 1994). Das zu testende Material wird hierfur in Kulturmedium platziert und
dort fur eine festgelegte Zeit, bei festgelegter Temperatur belassen, bis das
resultierende sogenannte Eluat zur Applikation auf die Zellkultur verwendet werden

kann.

Die verwendeten Zellen fur die Versuche kdnnen primaren Ursprungs sein, also einem
Organismus entnommen und kultiviert worden sein, oder sie gehdren zu einer
transformierten, permanent wachsenden Zelllinie (Pizzoferrato et al., 1994). Primare

Zellen sind spezialisierter in ihrer Funktionalitat, haben jedoch haufiger
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Einschrankungen in ihrer Kultivierbarkeit und den Wachstumseigenschaften

gegenuber permanenten Zellen (Pizzoferrato et al., 1994).

Die Zytotoxizitat eines Materials kann schnell und einfach Uber die Untersuchung der
Permeabilitat der Zellmembran mittels Farbemethoden gemessen werden (Ferracane
und Mitchell, 2012). Sie Uberschneidet sich in den Ergebnissen zum Teil mit den
Testverfahren zum Zellmetabolismus und -funktion, in denen Uber Enzymaktivitaten

die zytotoxische Antwort gemessen wird.

Die meisten Verfahren funktionieren mittels kolorimetrischer Umsetzung von
Tetrazoliumsalzen, wie der MTT-Test. Dieser basiert auf der enzymatische
Metabolisierung von MTT (3 (4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
und wurde zuerst beschrieben von Mosmann (Mosmann, 1983). Das gelbe
Tetrazoliumsalz wird in den Mitochondrien, im Zytoplasma und an nicht-
mitochondrialen Membranen durch NADPH zu dunkelviolettem Formazan reduziert
(Berridge et al., 2005). Diese Kristalle sind wasserunldslich, kdnnen aber mit einem
geeigneten Solvens in LOosung gebracht und ihre Konzentration photometrisch
quantifiziert werden. Dabei ist die Absorption, gemessen als optische Dichte (OD),
proportional zur Anzahl metabolisch aktiver Zellen. Andererseits kann die
Enzymaktivitat auch Uber einen Fluoreszenz-Indikator ermittelt werden, wie den

Alamar Blue Test (Nakayama et al., 1997).

WeiterfUhrende Auskunft uber Gewebsreaktionen bieten Testverfahren, mit denen die
Zytokin-Produktion gemessen wird (Ferracane und Mitchell, 2012). Hierfur gibt es
wiederum die Moglichkeit auf Proteinebene mit Immunassays zu arbeiten oder die
RNA-Ebene mittels PCR-Techniken zu betrachten. Jedoch sind die synthetisierten
Zytokine in vielen Fallen nicht aquivalent mit der RNA-Expression, weshalb die
Ergebnisse mit verschiedenen Testmethoden nicht direkt vergleichbar sind (Agarwal
et al., 1995). Des Weiteren bewerten Mutagenitatstests das Potenzial einer Substanz

Mutationen in der zellularen DNA hervorzurufen.
3.4.2 Prufung von Materialien fiir die Anwendung bei Menschen

In der humanen Zahnmedizin wurden bereits unzahlige Studien durchgeflhrt, in denen
die in-vitro-Biokompatibilitat von zahnmedizinischen Materialien untersucht wurde, wie

beispielsweise von Kunstharzen fur Zahnfullungen (Geurtsen et al., 1998; Labban et
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al., 2008), Wurzelkanalversiegelungsmaterialien (Huang et al., 2002; Scelza et al.,
2012; da Silva et al., 2013) oder Abdruckmaterialien (Sydiskis und Gerhardt, 1993;
Ciapetti et al., 1998; Tiozzo et al., 2003; Boraldi et al., 2009). Dabei wird haufig mit
Zellkulturen aus primaren humanen Fibroblasten der Gingiva (Geurtsen et al., 1998;
Labban et al., 2008; Scelza et al., 2012) oder dem PDL (Lai et al., 2004; Kasaj et al.,
2007) gearbeitet. Ebenso haufig werden auch verschiedene permanente Zelllinien
eingesetzt (Sydiskis und Gerhardt, 1993; Ciapetti et al., 1998; da Silva et al., 2013).
Vielfach wird die Zytotoxizitat von Materialien mittels MTT-Tests bewertet (Lai et al.,
2004; Scelza et al., 2012; da Silva et al., 2013).

Weiterhin gibt es Studien, die die Genexpression von Zellen unter dem Einfluss
verschiedener Materialien untersucht haben. Dabei wurden fur einige
zahnmedizinische Materialien oder deren Bestandteile erhdhte Expressionswerte von
proinflammatorischen Markergenen gemessen (Noda et al., 2003; Di Nisio et al., 2013;
Miron et al., 2016).

Eine internationale Standardisierung zur ,Beurteilung der Biokompatibilitat von in der
Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukten® bildet die Norm ISO 7405:2017 (ISO
Internationale Organisation fur Normung, 2017). Hierin wird unter anderem erlautert,
welche Testmethode abhangig von der Anwendungsart und der Expositionsdauer
eines zahnmedizinischen Materials vorgeschrieben ist. Die Bewertung der in-vitro-
Zytotoxizitat Uber direkte Kontakt- oder Extraktionstests sind einsortiert in Gruppe | mit
einem Verweis an die ISO-Norm Nr. 10993-5. Diese wiederum beschaftigt sich
innerhalb der ,biologischen Beurteilung von Medizinprodukten“ mit der Prufung auf in-
vitro-Zytotoxizitat (ISO Internationale Organisation fur Normung, 2009). Die
Zellschadigung wird demnach nach morphologischen Kriterien und quantitativ mittels

Messverfahren bewertet, ebenso wie das Zellwachstum und der Zellstoffwechsel.
3.4.3 Umwidmung von Arzneimitteln

,Gemal § 56a (1) Nr. 3 Arzneimittelgesetz (AMG) darf der Tierarzt Arzneimittel
grundsatzlich nur anwenden oder abgeben, wenn sie nach der Zulassung fur dieses
Anwendungsgebiet bei der behandelten Tierart zugelassen sind. Im Falle des
Therapienotstandes ist die Umwidmungskaskade des § 56a (2) AMG zu beachten®
(Deutscher Bundestag, 1978; Niedersachsisches Landesamt fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (LAVES), 2016). Fur die Verwendung von
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zahnmedizinischen Materialien im equinen Parodontium heif3t das im Speziellen, dass
aufgrund fehlender zugelassener Produkte zu Therapiezwecken umgewidmet werden
muss. In Anbetracht der Kaskade kommen auf erster Stufe Substanzen infrage, die fur
Pferde, aber fur ein anderes Anwendungsgebiet zugelassen sind. Findet sich auch hier
keine adaquate Alternative werden Substanzen betrachtet, die fir andere Tierarten
zugelassen sind. Erst wenn auch in diesem Bereich die Moglichkeiten fehlen, darf auf

humanmedizinische Arzneimittel zurtickgegriffen werden.

3.5 Genexpression parodontaler Zellen

3.5.1 Physiologische Genexpression

Bis dato gibt es keine Publikation Uber die Expression von Entziindungs-Markergenen
von equinen parodontalen Zellen. Die Genexpression von verschiedenen Zellen des
humanen Parodontiums wurde hingegen schon mehrfach mit PCR-Methoden

analysiert. Gene, die dabei haufig detektiert wurden, werden im Folgenden erlautert:

Interleukin-1 beta (IL-1B) ist ein Zytokin mit starken proinflammatorischen
Eigenschaften und wird produziert von mononuklearen Phagozyten, Fibroblasten,
Keratinozyten sowie T- und B-Zellen (Feghali und Wright, 1997). Durch IL-1() wird im
parodontalen Gewebe die Knochenresorption gesteigert und die Produktion von MMP
stimuliert (Okada und Murakami, 1998). Die Expression wurde bei humanen gingivalen
und parodontalen Fibroblasten nachgewiesen (Agarwal et al., 1995; Yamamoto et al.,
2006; Scheres et al., 2010; Golz et al., 2015).

Interleukin-6 (IL-6) gehort ebenfalls zu den proinflammatorischen Zytokinen und wird
unter anderem produziert von mononuklearen Phagozyten, Fibroblasten und T-Zellen.
Eine IL-6 Expression wurde fur humane gingivale und parodontale Fibroblasten
bestatigt (Agarwal et al., 1995; Kent et al., 1998; Yamamoto et al., 2006). Bei an
Parodontitis erkrankten Menschen wurden erh6hte Mengen an IL-6 im parodontalen
Gewebe gefunden (Dongari-Bagtzoglou und Ebersole, 1998). Die Freisetzung von IL-6
fuhrt dabei, neben einer gesteigerten Knochenresorption, zu einer B-Zell-Aktivierung
und damit zu einer IL-1 Produktion (Okada und Murakami, 1998).

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) zahlt nicht zu den Interleukinen, ist aber ebenfalls
ein hoch aktives Zytokin, das von aktivierten Makrophagen und Monozyten ebenso

produziert wird, wie von Fibroblasten, Mastzellen und naturlichen Killerzellen (Feghali
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und Wright, 1997). Auch ohne externen Stimulus wird TNF-a von humanen gingivalen
Fibroblasten exprimiert (Herath et al., 2011; Di Nisio et al., 2013). Durch einen
synergistischen Effekt mit IL-1 fUhrt TNF-a zu einer Steigerung der Knochenresorption

bei einer parodontalen Erkrankung (Okada und Murakami, 1998).

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist ein Schlisselenzym flur die Metabolisierung von
Arachidonsaure zu Prostaglandinen und wird von diversen Zelltypen vermehrt
exprimiert durch proinflammatorische Stimuli, Zytokine und Mitogene (Gilroy et al.,
2001). Die Expression von COX-2 wurden bei humanen gingivalen Fibroblasten
gefunden (Chang et al., 2003; Di Nisio et al., 2013).

Auch eine Interleukin-8 (IL-8) Expression wurde haufig in humanen parodontalen
Fibroblasten untersucht und nachgewiesen (Yamaji et al., 1995; Yamamoto et al.,
2006; Scheres et al., 2010). Bei parodontalen Erkrankungen soll IL-8 Neutrophile

Granulozyten anlocken und aktivieren (Okada und Murakami, 1998).
3.5.2 Genexpression im Entziindungsmodell

Zellen konnen in vitro mit verschiedenen Methoden dazu stimuliert werden
Markergene zu exprimieren, wie sie bei Entzindungsreaktionen gemessen werden.
Fur die Genexpression equiner parodontaler Fibroblasten in einer simulierten
Entzindung liegen bisher keine veroffentlichten Daten vor. Umso mehr Studien
wurden zu diesem Thema bereits in der Humanmedizin durchgefuhrt. Dabei gibt es
verschiedene Ansatze der Zell-Stimulation, die in den nachfolgenden Absatzen

beschrieben werden.
3.5.2.1 Bakterien

Die Simulation einer Entzindung lasst sich mit Bakterien in der Zellkultur durchfuhren.
FUr Parodontalstudien bietet sich die Verwendung Parodontitis-assoziierter Spezies
wie Porphyromonas gingivalis aus der Gruppe der Bakterien des roten Komplexes an.
Diese wurden nicht nur bei Menschen (Slots und Ting, 1999) sondern auch bei Pferden
(Sykora et al., 2014) nachgewiesen. In in-vitro-Versuchen mit Porphyromonas
gingivalis Bakterien konnte in humanen PDL Zellen (Yamamoto et al., 2006) und in
parodontalen Fibroblasten (Scheres et al., 2010) die Expression von IL-183, IL-6 und

TNF-a stimuliert werden.
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3.5.2.2 Lipopolysaccharide (LPS)

LPS sind Bestandteile bakterieller Zellwande, die als Virulenzfaktoren der Bakterien
auch isoliert in vielen Organismen Entzindungsreaktionen hervorrufen konnen. Haufig
werden fur Parodontalstudien LPS von Porphyromonas gingivalis verwendet, die
kommerziell erhaltlich sind. Fir die Arbeit in einer sterilen Zellkultur bietet die isolierte
Verwendung der reaktiven Bestandteile, anstatt der Bakterien, viele Vorteile. In einer
Studie mit humanen parodontalen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass LPS von
Porphyromonas gingivalis erhohte Expressionswerte von IL-6 erzeugt (Yamaiji et al.,
1995), wahrend bei humanen PDL Zellen die Expression von IL-13 anstieg (Golz et
al., 2015).

3.5.2.3 Zytokine

Zytokine sind als Entzindungsmediatoren der korpereigenen Immunabwehr Teil des
molekularen Mechanismus einer Entzindung (Feghali und Wright, 1997). Die
Applikation in Zellkulturen kann zur Expression von weiteren inflammatorischen
Markergenen fuhren (Agarwal et al., 1995; Kent et al., 1998). In vivo wird durch die

Freisetzung von Zytokinen eine Entzindungsreaktion fortgefuhrt und verstarkt.
3.5.2.4 Hypoxie

Durch Reduktion der Sauerstoffzufuhr in Zellkulturen (Hypoxie) kann ebenfalls eine
Entzindung simuliert werden (Wu et al., 2015). Auch in klinischen Fallen kann sich
eine lokale Hypoxie Uber sezernierte Entzundungsmediatoren zu einer Entzindung
entwickeln (Eltzschig und Carmeliet, 2011). Bei humanen PDL Zellen konnten
hypoxische Konditionen eine Expressionssteigerung von IL-13 bewirken (Golz et al.,
2015). Vor allem aber wird der Effekt von LPS auf die Expression von

Entzindungsmarkern durch Hypoxie potenziert (Golz et al., 2015; Jiang et al., 2015).
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Zahnmedizinische Materialien

Tabellarische Auflistung der in den Versuchen verwendeten zahnmedizinischen

Materialien:
Produkt Hersteller Anwendungsgebiet Inhaltsstoffe
PeriCare® Merz Dental, Behandlung von Calciumhydroxid in éliger
Latjenburg, parodontalen Defekten Suspension (Jojoba-Ol)
Deutschland
Provicol® Voco, Cuxhaven, Temporarer Dimethacrylate, Silikate,
Deutschland Befestigungszement Calciumhydroxid, Zinkoxid
Calxyl® OCO-Praparate, Zahnwurzelbehandlung Calciumhydroxid,
(réntgendicht) Dirmstein, und -fillung Bariumsulfat
Deutschland
Honigum Dental Milestones Monophasen- Vinylpolysiloxane,
(Pro Mono) Guaranteed DMG, Abformungsmaterial Siliciumdioxid, Pigmente,
Hamburg, Additive, Platinkatalysator
Deutschland
PeriCare®

PeriCare® ist eine Paste fiir die Behandlung von parodontalen Defekten. Laut
Hersteller lindert diese Paste die Symptome nach parodontalen Eingriffen, wie
Schmerzen, Odeme und Entziindungen, und férdert auRerdem die natirliche
Geweberegeneration. Das enthaltene Calciumhydroxid in oliger Suspension soll am
Applikationsort, durch eine Uber mehrere Stunden anhaltende Steigerung der
Alkalisierung bis zu einem pH-Wert von 10,5, die Keimzahl reduzieren und den
antiinflammatorischen Prozess positiv beeinflussen. Die pastdose Konsistenz erhoht

dabei die Verweildauer in der Parodontaltasche.
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Provicol®

Provicol® wird als ,temporarer Befestigungszement mit Calciumhydroxid“ beschrieben.
Indikationen in der humanen Zahnmedizin sind die temporare oder definitive
Befestigung von Kronen, Bricken, Inlays und Onlays sowie der temporare Verschluss
von kleinen, einflachigen Kavitaten. Neben technischen Inhaltsstoffen wie
Dimethacrylaten und Silikaten enthalt Provicol® Calciumhydroxid und Zinkoxid.
Calciumhydroxid fordert laut Hersteller die Bildung von Tertiardentin und wirkt

bakteriostatisch, wahrend Zinkoxid bekannt ist fur seine antibakterielle Wirkung.
Calxyl®

Calxyl® ist eine Calciumhydroxidpaste zur Zahnwurzelbehandlung und -fiillung,
speziell zur Vitaliberkappungen und Vitalamputationen. Calciumhydroxid ist in
wassriger Suspension mit hochstem Wirkstoffgehalt enthalten, sodass ein pH-Wert
von Uber 12,6 erreicht wird. Es handelt sich, laut Aussage des Herstellers, um ein
international anerkanntes Pulpenschutzmittel zur Uberkappung und Lebenderhaltung
artifiziell eroffneter, infizierter Pulpen. Das Calciumhydroxid soll einen optimalen
Schutz gegen Reinfektionen und eine gesicherte Anregung zur Ossifikation und
Bildung von Sekundardentin bewirken. Die blaue Formulierung enthalt Bariumsulfat

als Kontrastzusatz und ist damit rontgensichtbar.
Honigum

Honigum Pro Mono ist ein Monophasen-Abformungsmaterial auf der Basis von
additionsvernetzenden Silikonen. Angewendet wird es zur Abformungen aller Art wie
fur Kronen, Brucken, Inlays und Onlays. Die Inhaltsstoffe sind Vinylpolysiloxane und

Siliciumdioxid sowie Pigmente, Additive und ein Platinkatalysator.
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4.1.2 Chemikalien

Tabellarische Auflistung der in den Versuchen verwendeten Chemikalien:

Produktname und ggf. Inhaltsstoffe

Hersteller

AmpliTaq Gold 5 U/l

Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

DMEM (high glucose)
4,5 g/l D-Glucose
+ L-Glutamine + Pyruvate + Phenolrot

gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

DMSO

AppliChem GmbH, Darmstadt

DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

DNase | + Incubation buffer

Roche Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

dNTP Mix Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)
Easycoll® Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Ethanol (100 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

GeneRuler Low Range DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Isopropanol (100 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

LPS (von Porphyromonas gingivalis)

InvivoGen, San Diego, Kalifornien (USA)

MEM NEAA (100x)

gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

MgCl; Solution

Applied Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

MultiScribe Reverse Transcriptase

Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

NucleoZOL

Macherey-Nagel, Diren

PBS

gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

PCR Gold Buffer

Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

PeqGold Universal Agarose

VWR PeglLab GmbH, Erlangen

PeqGreen DNA/RNA Dye

VWR PeglLab GmbH, Erlangen

Pen Strep
Penicillin 10.000 IE/ml +
Streptomycin 10.000 pg/ml

gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Primer-Oligos

Eurofins MWG Synthesis GmbH, Ebersberg

Random hexamers

Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

RNase-freies Wasser

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

RNase Inhibitor 20 U/pl

Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

RNase Inhibitor 40 U/pl

Ambion Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

RPMI-1640

gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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RT’ qPCR Primer Assays

Qiagen GmbH, Hilden

RT? SYBR Green Mastermix

Qiagen GmbH, Hilden

TAE Puffer (aus TRIS, Acetat und EDTA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TrypLE™ Express

(USA)

gibco® invitrogen™ Thermo Fisher Scientific, Waltham

4.1.3 Geriate

Tabellarische Auflistung der in den Versuchen verwendeten Gerate:

Gerit Modell Hersteller

Abzug 2-453-GAND Koéttermann GmbH & Co KG, Uetze-
nach EN 14175 Hanigsen

Computer OptiPlex 7020 Dell GmbH, Frankfurt am Main

Einfriergerat Mr. Frosty Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Flowbench Hera safe™ Thermo Scientific, Waltham (USA)
nach EN12469:2000
Inkubator Heracell™ 150 Thermo Scientific, Waltham (USA)
Mikroskop 1 CME Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar
Mikroskop 2 AE 21 Motic Deutschland GmbH, Wetzlar
Mikrotiterplatten-Reader Sunrise™ Tecan Trading AG, Mannedorf (Schweiz)

Mikrovolumen-Messzelle

pCuvette G1.0

Eppendorf AG, Hamburg

Mikrowellengerat

LG Electronics, Seoul (Studkorea)

Photometer BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Research Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Schdttler KS 130 basic IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen

Stromquelle fir

Gelelektrophorese

Power Pac 200

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

Thermocycler 1

T3

Biometra GmbH, Géttingen

Thermocycler 2

C1000™ CFX96

Real-Time System

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

Transilluminator

UVsolo

Biometra GmbH, Géttingen

+ Monitor Biometra GmbH, Géttingen

+ Bedienfeld UVidoc UVltec Limited, Cambridge (UK)
Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Wasserbad WB7 Memmert GmbH, Schwabach
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Zahlkammer Neubauer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Koénigshofen

Zentrifuge 1

Centrifuge 5415D

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge 2

Centrifuge 5702R

Eppendorf AG, Hamburg

4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabellarische Auflistung der in den Versuchen verwendeten Verbrauchsmaterialien:

Materialien

Hersteller

6-Well-Platten

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

24-Well-Platten

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

96-Well-PCR-Platten
Hard-Shell®

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

96-Well-Platten

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Adhasiv-Folie Microseal® fir PCR-Platten

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

Blutprobengefalie
1,3 ml mit Lithium-Heparin (25 IE/ml Blut)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Mikro-Schraubréhren (2 ml)

Sarstedt AG & Co., Niirnberg

Pipettenspitzen
(10 wl; 20 pl; 100 pl; 200 pl; 1000 pi)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Reagiergefalie
(0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Reagiergefalte schwarz (1,5 ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Serologische Pipetten
(10 ml; 30 ml)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Spritzenvorsatzfilter PES Membrane 0,2

um

Laborbedarf Sachse GmbH, Westerstetten

Zellsiebe BD Falcon cell strainer 70 ym

Nylon

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Zellkulturflaschen
(25 cm?, 75 cm?)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Zentrifugenréhrchen
(15 ml; 50 ml)

Sarstedt AG & Co., Nirnberg
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4.1.5 Software

Tabellarische Auflistung der in den Versuchen verwendeten Software:

Software Hersteller

CFX Manager™ Version 3.0 Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
BMDP/Dynamic Release 8.1 Statistical Solutions Ltd., Cork (Irland)
Magellan™ Tecan Trading AG, Mannedorf (Schweiz)
Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond (USA)
Microsoft Word Microsoft Corporation, Redmond (USA)
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4.2 Methoden
4.2.1 Zellkultur der equinen parodontalen Fibroblasten
4.2.1.1 Herkunft der EPF

Fir die Versuche wurden equine parodontale Fibroblasten (EPF) verwendet, die im
Rahmen vorangegangener Projekte der Arbeitsgruppe generiert worden sind (Staszyk
und Gasse, 2007; Mensing, 2009). Diese wurden nach einem selbst entwickelten
Protokoll aus dem Ligamentum periodontale extrahierter Pferde-Backenzahne
gewonnen, kultiviert und die Fibroblasten selektiert. Die Zellen in Reinkultur wurden
dann bei -156 °C tiefgekuhlt gelagert. Fur die anstehenden Versuche wurden EPF
verwendet, die aus dem apikalen Bereich des PDL des Zahns 708 eines
euthanasierten 1-jahrigen, mannlichen Warmblutpferdes gewonnen wurden. Die 708
steht im Triadan-System zur Bezeichnung der Zahne im Gebiss, fur den 4. Pramolaren

des Milchgebisses im linken Unterkiefer.
4.2.1.2 Auftauen und Anzucht der EPF

Zellen einer fruhen Passage wurden zunachst zur Vermehrung aufgetaut und
angezuchtet. Vor dem Aussaen wurden die Zellen zunachst mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen, um Reste des Einfriermediums zu entfernen. Dann
wurden die Zellen mithilfe einer Neubauer-Zdhlkammer gezahlt und in 25 cm?
Zellkulturflaschen mit Kulturmedium ausgesat. In mehreren Vorversuchsreihen wurde
das Zellwachstum mit verschiedenen Zusammensetzungen des Kulturmediums
getestet. Dabei bewahrte sich als Standardmedium DMEM high glucose erganzt mit
20 % FBS, 1 % MEM-NEAA sowie 1 % Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden im
Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; angezuchtet. Alle 2-3 Tage wurden die adharenten

Zellen mit PBS gewaschen und neues Medium hinzugegeben.
4.2.1.3 Passagieren und Anzucht fur die Versuche

Wenn die Zellen eine Konfluenz von ungefahr 70 % erreicht hatten, wurden sie
passagiert. Dazu wurde zunachst das Medium entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Dann wurden sie mit TrypLE Uberschichtet und far 5 Minuten in den
Inkubator verbracht. Hatten sich die Zellen vollstandigen abgel6st, was mit dem

Auflichtmikroskop beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion mit
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FBS-substituiertem Medium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein
Zentrifugenrohrchen Ubertragen und fur 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann vorsichtig abgenommen, das Pellet in PBS resuspendiert und
eine Probe von 10 pl zur Zellzahlung entnommen. Nach erneuter Zentrifugation der
restlichen Zellsuspension wurde der Uberstand wieder vorsichtig abgenommen und
das Pellet in einem definierten Volumen des Kulturmediums resuspendiert. Die
Zellsuspension mit bekannter Konzentration konnte nun auf mehrere Kulturflaschen
(25 cm? oder 75 cm?) aufgeteilt werden. Auf diese Weise wurden die Zellen vermehrt.
Fur die Versuche wurden ausschliel3lich Zellen in Passage 6 bis 8 verwendet. Diese
wurden auf zwei verschiedenen Typen von Zellkultur-Multiwell-Platten fur adharente

Zellen ausgesat:

e 24-Well-Platten: je Well 5 x 10* Zellen in 500 pl Kulturmedium
e 6-Well-Platten: je Well 2 x 10° Zellen in 2 ml Kulturmedium

Die angegebenen Zellzahlen ergaben sich aus den Ergebnissen von Vorversuchen,
die durchgefuhrt wurden, um Zelldichten zu ermitteln, die mit moglichst schnell und
homogen wachsende Zellrasen vergleichende Analysen zulassen. Die eigentlichen
Versuche wurden dann durchgefuhrt, wenn die Zellen auf den Multiwell-Platten eine
Zuwachsdichte von mindestens 50 % erreicht hatten. Dies konnte Ublicherweise nach

24 Stunden beobachtet werden.
4.2.1.4 Kryokonservierung

Um Zellen fur spatere Versuche aufzuheben, bestand die Mdglichkeit sie in einzelnen
Portionen erneut zu kryokonservieren. Dazu wurden die Zellen nach dem Ablésen und
Waschen anstatt in Kulturmedium in Einfriermedium resuspendiert und in kleinen
Volumina (1,5 - 2,0 ml) in Kryordhrchen aliquotiert. Diese Rohrchen wurden dann in
einem Einfriergerat platziert und fur 24 Stunden bei -80 °C gelagert. In diesem
Behaltnis wird eine schrittweise Abkuhlung um 1 °C pro Minute gewahrleistet. Nach
Ablauf der Zeit wurden die Zellen zur langfristigen Lagerung in eine Gefriertruhe
mit -156 °C verbracht.
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4.2.2 Herstellung des Zell-Substanz-Kontaktes

FUr die ersten Evaluierungen wurden die zahnmedizinischen Materialien direkt auf die
in Konfluenz wachsenden Zellen appliziert (Abb. 1a). Fur die weiteren Experimente
wurden Elutionen durchgefiihrt (Abb. 1b). Nach unserem Protokoll wurden eine
Standardkonzentration fur die Eluate festgelegte von 0,05 g der Substanz/ml
Zellmedium. Fur die praktischere Durchfuhrung wurden in ein Zentrifugenréhrchen,
das zuvor mit 30 ml Kulturmedium bestuckt wurde, 1,5 g des Zahnmaterials appliziert.
Dieser Ansatz wurde im Inkubator flr 24 Stunden bei 37 °C gelagert. Danach wurde
das konditionierte Kulturmedium, moglichst ohne Partikel des Zahnmaterials, in ein
anderes Gefald uberfuhrt. Das alte Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen
und gegen ein entsprechendes Volumen eines Eluats ausgetauscht. Bis zu den
Auswertungen nach 2, 24 oder 48 Stunden wurden die Zellen dann weiter im

Brutschrank inkubiert.

v |9y

B LATR

Se:

Abb. 1: Zell-Substanz-Kontakt
(a) direkte Applikation auf die adharent wachsenden Zellen

(b) Herstellung eines Eluats
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4.2.3 Zeitlicher Ablauf der Versuche

Zur Gewabhrleistung eines wiederholbaren Ablaufs der Versuche wurde ein zeitliches
Schema festgelegt (Abb. 2). Die Gesamtzeit von der Aussaat der Zellen auf Multiwell-
Platten bis zur letzten Auswertung betrug 72 Stunden. Zuvor wurden die Zellen

kultiviert und vermehrt, danach wurden die PCR-Analysen durchgefuhrt.

Aussaat EPF in Wells ‘ Applikation Materialien
auf EPF

Ansatz Eluate ‘

Applikation Eluate auf EPF

-24h Ohl [+2h +24h +48 h
Auswertung : Auswertung II: Auswertung l:
MTT-Test und Mikroskopische Analyse, MTT-Test
RNA-Isolierung MTT-Test und
RNA-Isolierung

Abb. 2: Schema des Versuchsablaufs.

4.2.4 Mikroskopische Analyse

Die adharent wachsenden EPF wurden mit den applizierten zahnmedizinischen
Materialien fur 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden mikroskopische Bilder der

Zellkulturen aufgenommen und diese nach zellmorphologischen Aspekten beurteilt.
4.2.5 MTT-Test

Die Auswirkungen der zahnmedizinischen Materialien auf die Zellviabilitat wurden
mithilfe des MTT-Tests evaluiert. Die MTT-Stammldsung wurde zu Beginn der
Versuchsreihe hergestellt als Losung von MTT in PBS mit einer Konzentration von
5 mg/ml. Die Losung wurde filtriert und in gebrauchsfertigen Volumina von 1,5 ml
aliquotiert. Die einzelnen Portionen konnten bis zu 6 Monate bei -20 °C gelagert

werden. Fur die Durchfuhrung des MTT-Tests wurden die Zellen auf den 24-Well-
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Platten in einer entsprechenden Anzahl von Wells angezuchtet, dass jede Messung
im vierfachen Ansatz durchgefuhrt werden konnte.

Zur Auswertung wurden zuerst die Eluate oder das Kulturmedium aus allen Wells
entfernt. Dann wurde in jedem Well 300 pl frisches Standardmedium vorgelegt und
30 pyl MTT-Lésung hinzugefugt. Durch gleichmaliges Schwenken der Platten wurde
eine homogene Losung hergestellt, die eine End-Konzentration an MTT von 0,5 mg/ml
enthielt. Schliel3lich folgte eine Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fur 3 Stunden.
Nach Ablauf der Zeit wurde der Uberstand aus jedem Well abgenommen und
verworfen. Die Formazan-Kristalle, die sich intrazellular in den adharenten Zellen
befanden, konnten dann in jeweils 200 yl Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost werden. Zur
Verbesserung der Loslichkeit wurden die Platten fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
auf dem Schuttler platziert. Zuletzt wurden die Losungen auf 96-Well-Platten
ubertragen, um die Absorption als optische Dichte (OD) im Mikrotiterplatten-Lesegerat
messen zu konnen. Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 570 nm mit einem
Referenzfilter von 630 nm. Die Ergebnisse wurden mit dem Computerprogramm
Magellan Data Analysis Software ausgewertet. Es wurden mindestens drei
unabhangige Versuche je Material, Zeitpunkt und Konzentration durchgefuhrt. Die
Wells wurden jeweils im Vierfachansatz bestuckt, sowohl fur die Test- als auch fur die
Kontrollzellen. Zusatzlich liefen zwei verschiedene Test-interne Kontrollen mit, zum
einen mit Zellen, ohne MTT-L6sung, zum anderen ohne Zellen, aber mit MTT-L6sung.
Wahrend erstere lediglich zur Uberpriifung des Testablaufs herangezogen wurden,
wurde mit den zweitgenannten eine Angleichung der Werte vorgenommen. Die
Hintergrund-Stérungen durch anhaftende MTT-Partikel konnten durch Subtraktion von
den gemessenen Testwerten eliminiert werden. Die Viabilitat, also der Anteil lebender,
metabolisch aktiver Zellen an der erwarteten Gesamtzellzahl, wurde mit folgender

Formel rechnerisch bestimmt:

o Zell-Viabilitat (%) = [OD der Testzellen / OD der Kontrollzellen] x 100 %

Eine Viabilitat von etwa 100 % stellte demnach eine Zellkultur mit unbeeintrachtigtem
Wachstum dar. Werte, die uber 100 % lagen, zeigten eine erhdhte Proliferation an,
wahrend Werte, die unter 100 % lagen, eine verringerte Proliferation oder ein

Absterben der Zellen bedeuteten.
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4.2.6 RNA-Isolierung und RT-gPCR
4.2.6.1 RNA-Isolierung

Fir die RNA-Extraktion wurden die Zellen, die, wie zuvor beschrieben, auf 6-Well-
Platten fur 24 Stunden angezuchtet wurden, mit den Eluaten bestuckt und fur weitere
2 oder 24 Stunden inkubiert. Zellen, die mit dem Standardmedium inkubiert wurden,
dienten als Negativkontrolle. Zum Auswertungszeitpunkt wurde dann zuerst das Eluat
oder Kulturmedium entfernt und die Zellen direkt im Well mit 1 ml NucleoZOL lysiert.
Nach Zugabe von 400 pl RNase-freien Wassers wurde die Losung in
Mikroreaktionsgefale Ubertragen und gut geschuttelt. Das Ganze wurde 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und dann fur 15 Minuten bei 12.000 x g zentrifugiert. Es
bildeten sich zwei Phasen, von denen die obere geloste RNA und die untere DNA und
Proteine enthielt. Von dem Uberstand wurde dann ein Volumen von 1 ml in ein neues
Reaktionsgefald gebracht und dort mit 1 ml 100 %-igem Isopropanol gemischt. Dieses
wurde erneut fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach fir 10 Minuten
bei 12.000 x g zentrifugiert. Nach diesen Schritten sollte sich die durch Isopropanol
ausgefallte RNA, zu einem Pellet geformt, an der Wand des Reaktionsgefales
abgelagert haben. Die flussige Phase wurde daher vorsichtig und moglichst vollstandig
entfernt. Zum Waschen der RNA wurde dann das Reaktionsgefal® mit 500 pl
75 %-igem Ethanol bestuckt und anschlie3end fur 2 Minuten bei 6.000 x g zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde in gleicher Form wiederholt. Zuletzt wurde das RNA Pellet
in 22 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Die gewonnene RNA wurde fur die

weitere Verwendung bei -156 °C tiefgekuhlt gelagert.
4.2.6.2 Messung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde mit einem Photometer gemessen und durch
Verdunnung mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von 100 ng/pl
eingestellt. Um die Reinheit der Probe beurteilen zu konnen, wurden auf3erdem
verschiedene Absorptionswerte hinzugezogen. Relevant sind hierfur die Werte bei
einer Wellenlange von 260 nm (A260) als Absorptionsmaximum von Nukleinsauren
und 280 nm (A280) als Absorptionsmaximum von Proteinen und Phenole. Der
Quotient aus A260 und A280, auch als Ratio bezeichnet, sollte fur RNA in etwa bei 2,0

liegen um eine Verunreinigung mit Proteinen ausschliefen zu konnen (Teare et al.,
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1997). Fir die Versuche wurden ausschlieRlich Proben mit Messwerten innerhalb des

angegebenen Referenzwertes verwendet.
4.2.6.3 DNase-Verdau

Fir die weitere Verarbeitung folgte als Nachstes ein Schritt zur Entfernung von DNA-
Kontaminationen. Der DNase-Verdau wurde vorbereitet durch eine Mischung von
6,65 ul der RNA-Probe mit 3,25 ul eines Verdauansatzes aus DNase |, RNase Inhibitor
(40 U/ul), DNase Puffer und Magnesiumchlorid. Mithilfe eines Thermocyclers wurde
das Ganze auf 37 °C fur 25 Minuten erwarmt, dann erhitzt auf 75 °C fur 5 Minuten und

zuletzt zur Erhaltung der RNA-Qualitat heruntergekuhlt auf 4 °C.

Tabellarische Auflistung der verwendeten Substanzen zum DNase-Verdau:

Substanzen Volumen [ul] / Probe
MgCl; Solution 1,00
DNase Puffer 1,00
DNase 1 1,00
RNase Inhibitor 40 U/pl 0,25
Gesamtmix 3,25
+ RNA 6,65

Tabellarische Auflistung der Thermocycler-Einstellungen fir den DNase-Verdau:

Temperatur [°C] Dauer [min]
37 25

75 5

4 hold

4.2.6.4 cDNA-Synthese

Zur weiteren Auswertung wurde die RNA nach der Aufreinigung durch Reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. 8 ul der RNA wurden mit 42,5 pl der folgenden
Mischung versetzt: PCR Puffer, Nukleotid-Mix (dNTP), Magnesiumchlorid, Random
Hexamers, RNase Inhibitor (20 U/ul), Reverse Transkriptase und RNase-freies
Wasser. Als Kontrolle wurde von jeder Probe eine Anfertigung des Mixes ohne

Reverse Transkriptase, die sogenannte Minus-RT angefertigt. Hierfur wurde 1 pl RNA



38 Material und Methoden

mit 8 yl des Mixes angesetzt. Der Thermocycler wurde wie folgt programmiert: 21 °C
fur 8 Minuten, 42 °C far 15 Minuten, 99 °C fur 5 Minuten und dann die Temperatur auf
5 °C abgesenkt und gehalten.

Tabellarische Auflistung der verwendeten Substanzen zur Reversen Transkription:

Substanzen Volumen [ul] / Probe Volumen [ul] / Probe Minus-RT
PCR Gold Buffer 1,00 0,50
Nucleotide Mix (dNTP) 1,00 0,50

MgCl; Solution 2,00 1,00

Random Hexamers 0,50 0,25

RNase Inhibitor 20 U/pl 0,50 0,25

Reverse Transkriptase 0,50 0
RNase-freies Wasser 3,00 1,50
Gesamtmix 8,50 4,00

Volumen mal x 42,5 (fir x = 5) 8,00 (fur x = 2)
+ DNAse Verdau 8,00 1,00

Tabellarische Auflistung der Thermocycler-Einstellungen fur die Reverse

Transkription:

Temperatur [°C] Dauer [min]
21 8

42 15

99 5

5 hold

4.2.6.5 Standard RT-PCR

Vor der RT-gPCR wurde mit einer Standard RT-PCR uberpruft ob eine erfolgreiche
Transkription stattgefunden hatte und die Minus-RT frei von genomischer DNA war.
Als Primer wurde GAPDH verwendet. Fur die Standard PCR wurden dann 5 pul der
cDNA oder Minus-RT mit 20 yl des PCR Master Mixes, bestehend aus PCR Gold
Puffer, Magnesiumchlorid, Nucleotid Mix (dNTP), Primer vorwarts, Primer ruckwarts,
AmpliTaq Gold und RNase-freies Wasser, gemischt. Mit demselben Mix wurden auch
immer eine Positivkontrolle mit zuvor getesteter cONA und eine Negativkontrolle mit

RNase-freies Wasser als Template (NTC) mitlaufen gelassen. Das Programm des
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Thermocyclers bestand aus folgenden Schritten: zuerst 95 °C fur 9 Minuten, 35 Zyklen
aus jeweils 45 Sekunden 94 °C dann 60 °C dann 72 °C, und zuletzt 72 °C fur 7 Minuten
vor dem endgultigen Abkuhlen auf 5 °C.

Tabellarische Auflistung der verwendeten Substanzen fur die PCR:

Substanzen Volumen [ul] / Probe
PCR Gold Buffer 2,50
Nucleotide Mix (dNTP) 2,00
MgCl; Solution 1,00
Primer for. 1,00
Primer rev. 1,00
Ampli TagGold 0,15
RNase-freies Wasser 12,35
Gesamtmix 20,00
+ cDNA 5,00

Tabellarische Auflistung der Thermocycler-Einstellungen fur die PCR:

Temperatur [°C] Dauer [min]

95 9

94 0:45

60* 0:45

* variabel, Primer-abhangig 35 Zyklen
72 0:45

72 7

5 hold

4.2.6.6 Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden in Gelelektrophoresen mit 1,5 %-igem Agarose-Gel
ausgewertet. Die Proben wurden hierfur mit DNA/RNA Dye gefarbt und in die
Geltaschen eingebracht. Eine parallel mitlaufende definierte DNA-Leiter zeigte die
Produktgrofde an. Uniforme Banden der cDNA Proben und der Positivkontrolle, sowie
keine Banden der Minus-RT und NTC zeigten, dass die Transkription erfolgreich war.

Die cDNA war damit geeignet um in der quantitativen RT-PCR analysiert zu werden.
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4.2.6.7 Quantitative RT-PCR

Aus Literaturrecherchen sind folgende Gene flur die hier skizzierte Fragestellung als
besonders relevant identifiziert worden: als proinflammatorische Marker Interleukin-1
beta (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Cyclooxygenase-2 (COX-2) und Tumornekrosefaktor-
a (TNF-a); als antiinflammatorischer Marker Interleukin-10 (IL-10). Als Housekeeping
Gene wurden Glyceraldehyd-3-phosphate-Dehydrogenase (GAPDH) und Beta-Aktin
(B-Actin) gewahlt. Fur die RT-qPCR wurde je Probe und Marker 1 yl cDNA auf einer
96-Well-PCR-Platte vorgelegt, jeweils im dreifachen Ansatz. Hinzugefugt wurden 24 pl
eines Primer-Mixes aus SybrGreen Mix, Primer Assay und RNase-freiem Wasser.
Zusatzlich wurde auch jede Platte eine Standard-cDNA pipettiert, die als einheitliches
Protokoll der Arbeitsgruppe aus equinen mesenchymalen Stammzellen (MSC)
gewonnen wurde. Aullerdem wurden immer 2 Proben von jedem Primer-Mix ohne
cDNA als NTC zur Erkennung von Kontaminationen mitlaufen gelassen. Der gesamte
Pipettiervorgang wurde gekunhlt auf Eis durchgeflhrt. Zuletzt wurde die Platte mit einer
Adhasiv-Folie verschlossen und im Thermocycler platziert. Das Protokoll fir den
Cycler war wie folgt: zu Beginn 10 Minuten 95 °C, dann folgten 40 Zyklen mit je
15 Sekunden bei 95 °C, gefolgt von 1 Minute bei 60 °C. Nach Abschluss der
Messzyklen wurde der Schmelzpunkt ermittelt, Uber eine stufenweise Erhéhung der
Temperatur von 1 °C alle 5 Sekunden, von 60 °C auf 95 °C. Die Analysen wurden
berechnet mit der Bio-Rad CFX Manager™ Software in AACt-Methode. Fur jedes
Material, in jeder Konzentration wurden mindestens drei unabhangige Versuche
durchgefuhrt.

Tabellarische Auflistung der verwendeten Substanzen fur die RT-qPCR:

Substanzen Volumen [ul] / Probe
SybrGreen Mix 12,50
gPCR Primer-Assay 10,50
RNase-freies Wasser 1,00
Gesamtmix 24,00
+ cDNA 1,00
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Tabellarische Auflistung der Thermocycler-Einstellungen fur die RT-qPCR:

Temperatur [°C] Dauer [min]

95 10

95 0:15

60 1 40 Zyklen
60-95 0:05 (je 1 °C)

5 hold

Tabellarische Auflistung der getesteten Markergene mit Gene ID und Katalognummer:

Gene Gene ID Katalognummer Qiagen
B-Actin 100033878 PPEO0105A
COX-2 [PTGS2] 791253 PPEOOO21A
GAPDH 100033897 PPEOO120A
IL-1B 100034237 PPEOO0403A
IL-6 100034196 PPEO0372A
IL-10 100034187 PPEOO364A
TNF-a 100033834 PPEO0070A
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4.2.6.8 Kontrollen
4.2.6.8.1 Entziindungsmodell

Als Positivkontrolle wurde eine entzundliche Reaktion in den Zellkulturen durch die
Zugabe von LPS von Porphyromonas gingivalis simuliert. Fur EPF ist hierfur bisher
kein Protokoll etabliert. Daher war der erste Schritt ein solches zu evaluieren. Ebenso
wie die Eluate, wurden auch die in Standardmedium geldsten LPS den Zellen nach
einer Anwachszeit von 24 Stunden zugegeben. Endkonzentrationen von 1 ug/ml und
2 yg/ml wurden angewendet. Die RNA-Extraktionen wurden auch hier nach 2 Stunden
und 24 Stunden durchgefuhrt.

4.2.6.8.2 Equine Monozyten

FUr Markergene, die von den EPF nicht sicher exprimiert wurden, mussten
Positivkontrollen generiert werden. Eine Moglichkeit dafur stellen equine Monozyten
dar (Giguére und Prescott, 1999; Sun et al., 2010). Aus verschiedenen Publikationen
wurde ein angepasstes Protokoll erarbeitet. Zu Beginn wurde von einem klinisch
gesunden, adulten Pferd 23 ml Vollblut in Heparinrohrchen (25 IE/ml Blut) entnommen.
Easycoll® wurde zum Erreichen der notwendigen Dichte von 1,077 g/ml mit PBS
verdunnt und Zentrifugenréhrchen mit 10 ml dieser Losung beschickt. Das Blut wurde
zunachst durch einen Zellfilter filtriert, zu gleichen Teilen mit RPMI-1640 verdunnt und
schlieBlich 10 ml davon vorsichtig Uuber die Trennlésung geschichtet. Die Rohrchen
wurden dann zur Dichteseparation zentrifugiert (400 x g fur 30 min, ohne Bremse).
Danach wurde die Schicht aus mononuklearen Zellen (MNC), die sich als schmaler,
truber Ring zwischen Plasma und Trennldsung abzeichnete, vorsichtig in ein neues
Rohrchen uberfihrt. Die Zellsuspension wurde dann zu gleichen Teilen mit
Kulturmedium verdunnt und erneut zentrifugiert (300 x g fur 10 min, mit Bremse). Das
entstandene Zellpellet wurde noch zwei weitere Male wie beschrieben mit
Kulturmedium gewaschen und die Zellen ausgezahlt. Zuletzt wurden die
Zellsuspension auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml in RPMI-1640 mit
10 % FBS und 1 % Pen/Strep eingestellt und je 2 ml/Well auf einer 6 Well-Platte
ausgesat. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C und 5 % CO;im Brutschrank wurde
LPS in einer Endkonzentration von 1 pg/ml zugefugt und eine weitere Stunde inkubiert.
Nun konnte die RNA nach dem zuvor beschriebenen Protokoll extrahiert und nach

Transkription in der RT-qPCR ausgewertet werden.
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4.3 Statistik
4.3.1 Viabilitatsvergleich

Die errechneten Viabilitatswerte wurden mithilfe des statistischen Softwarepaketes
BMDP (Dixon, 1993) analysiert. Konzentrations- und Zeiteffekte sowie mogliche
Wechselwirkungen zwischen diesen Einflussfaktoren wurden in einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Programm BMDP 7D untersucht. Danach wurden
die Substanzeffekte durch paarweisen Vergleich mit der Kontrolle in einem multiplen
Einstichproben-t-Test auf ihre statistische Signifikanz Uberpruft. Zur Erhéhung der
Freiheitsgrade und einer damit einhergehenden Steigerung der statistischen Power
dieser Vergleiche wurde dabei das mittlere Abweichungsquadrat aus der
zweifaktoriellen ANOVA im t-Test miteinbezogen und die ,familywise error rate”
(Fehlerwahrscheinlichkeit erster Art) mithilfe der Bonferroni-Holm-Methode kontrolliert.

Generell wurde ein statistisches Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen.

o Substanzeffekt = Vergleich der Viabilitat der Testzellen mit der Viabilitat
der Kontrollzellen (festgesetzt als 100 %).

o Konzentrationseffekt = Vergleich der Viabilitat der Zellen mit zwei
verschiedenen Eluat-Konzentrationen einer Substanz.

J Zeiteffekt = Vergleich der zeitlichen Viabilitats-Verlaufe bei Betrachtung der

zwei verschiedenen Eluat-Konzentrationen.

J Wechselwirkung = Konzentrationseffekt in Abhangigkeit vom Zeitverlauf.

4.3.2 Expressionsvergleich

Die Expressionswerte der verschiedenen Markergene wurden ebenfalls mit dem
Software Programm BMDP 7D analysiert. Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der
positiven, quantitativen Merkmale wurden zunachst alle Zielgrofien logarithmisch
transformiert, um naherungsweise eine Normalverteilung zu erreichen. Globale
Unterschiede der Expressionswerte der Proben zu einem Auswertungszeitpunkt

innerhalb eines Markergens wurden durch einfaktorielle ANOVA ermittelt.



44 Material und Methoden

Mit einer zweifaktoriellen ANOVA wurden die Proben im Paarvergleich mit der Positiv-
und der Negativkontrolle verglichen und dabei Substanz- und Zeiteffekte sowie
Wechselwirkungen gepruft. Im Falle, dass eine Substanz nur zu einem Zeitpunkt
gemessen werden konnte (Calxyl®), reduzierte sich das Verfahren auf eine
einfaktorielle ANOVA mit anschlieBendem multiplem t-Test mit a-Kontrolle nach
Bonferroni-Holm. Konzentrationseffekte (fur Honigum und LPS) wurden mit einer
zweifaktoriellen ANOVA ausgewertet. Auch hier wurde ein statistisches

Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen.

o Substanzeffekt = Vergleich der Expressionswerte der Testzellen mit der
Expression der Kontroll- oder LPS-Zellen.

o Konzentrationseffekt = Vergleich der Expressionswerte der Zellen mit
zwei verschiedenen Konzentrationen einer Substanz.

o Zeiteffekt = Vergleich der zeitlichen Expressionsverlaufe bei Betrachtung
der zwei verschiedenen Eluat-Konzentrationen.

J Wechselwirkung = Substanzeffekt in Abhangigkeit vom Zeitverlauf.
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5 Ergebnisse

5.1 Zellkultur

Die kryokonservierten Zellen wurden aufgetaut und angezichtet. Bei einer Zellaussaat
von 2-3 x 10* Zellen/cm? bildeten die Zellen innerhalb von 1 bis 2 Tagen einen
subkonfluenten Zellrasen, der etwa 50 % der Oberflache des Kulturgefalies bedeckte.
Weiterhin war es maoglich die Zellen in einzelnen Zusatzversuchen bis zu Passage 12
zu kultivieren. Mikroskopisch betrachtet zeigten die EPF eine fibroblastentypische,
spindelférmige Zellmorphologie und fischzugartiges Wachstum (Abb. 3).

Abb. 3: Morphologie equiner parodontaler Fibroblasten (EPF) in Kultur

Konfluentes Wachstum am 4. Tage nach der Aussaat.

5.2 Mikroskopische Analyse

In den fotografischen Darstellungen der Abbildungen 4a bis 4d kdénnen die
Morphologie und das Wachstumsverhalten der Zellen in direktem Kontakt zu den
applizierten Materialien beurteilt werden. Bei PeriCare® (Abb. 4a) und Provicol®
(Abb. 4b) behielten die Zellen die zuvor beschriebene, fibroblastentypische
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Morphologie. Es wurde auflerdem eine direkte Anlagerung der Zellen an der
Materialoberflache mit dazu paralleler Ausrichtung beobachtet. Bei Honigum (Abb. 4c)
fiel ein zellfreier Raum im direkten Umkreis des Materials auf. Etwas weiter in der
Peripherie befanden sich Zellen, die ungleichmallig abgerundete Formen aufwiesen
und sich gegenseitig iberlagerten. Calxyl® (Abb. 4d) war im Unterschied zu den
anderen Materialien weniger kompakt, sondern vielmehr Ioslich. Im Blickfeld
dominierten deshalb Substanzpartikel, die im Medium flotierten. Zellen waren nur

isoliert zu finden. Diese zeigten die physiologische Spindelform.

200 ym

C " ; 200 pm

Abb. 4: Morphologie und Wachstumsverhalten der EPF in Kultur unter direktem Einfluss der
zahnmedizinischen Materialien

Nach 24 Stunden in Kontakt mit den verschiedenen Materialien (jeweils oben links im Bild,
gekennzeichnet durch *). PeriCare® (a) und Provicol® (b) zeigten keine negative Beeinflussung der
Zellen. Bei Honigum (c) folgte einem zellfreien Bereich eine Zone mit abgerundeten, morphologisch
veranderten Zellen. Calxyl® (d) zeigte sich als teilweise 16slich mit flotierenden Substanzpartikeln.

Lediglich einzelne spindelférmige Zellen waren zu erkennen (Pfeile).
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5.3 Viabilitatstest

Die Viabilitat der Zellen, die mit den Eluaten in Standard-Konzentration inkubiert
wurden, wurden nach 2, 24 und 48 Stunden ausgewertet (Abb. 5). PeriCare® und
Provicol® hatten keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Zellviabilitat. Honigum
hatte nur bei den Auswertungen nach 24 und 48 Stunden einen signifikanten Effekt
auf die Zellen (p < 0,001). Im Diagramm zeigt sich die kontinuierliche Abnahme der
Viabilitit. Der Effekt von Calxyl® war hingegen zu allen drei Messzeitpunkten
signifikant (p < 0,001). Nach 2 Stunden Inkubation waren nur noch wenige Zellen vital

und auch spater wurden keine hoheren Werte erreicht.
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Abb. 5: Zell-Viabilitat nach 2, 24, und 48 Stunden Inkubation mit den
Eluaten der zahnmedizinischen Materialien
Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen

(far Calxyl®: geometrische Mittelwerte und Fehlerwerte der Streufaktoren).

Im weiteren Verlauf wurden Konzentrations-abhangige Effekte der Eluate ermittelt
(Abb. 6). Hierzu wurde die Konzentration von PeriCare® und Provicol® verdoppelt
(0,1 g/ml) sowie die von Calxyl® und Honigum halbiert (0,025 g/ml). Die Verdopplung
der Konzentration hatte keinen signifikanten Substanzeffekt, weder bei PeriCare® noch
bei Provicol® (Abb. 6a und b) und auch der Konzentrationseffekt war nicht signifikant.
PeriCare® zeigte lediglich einen geringen Zeiteffekt im Vergleich der beiden
Konzentrationen (p < 0,05). Honigum (Abb. 6¢) in halber Konzentration zeigte keinen

signifikanten  Unterschied zu den Kontrollzellen. Verglichen mit der
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Standardkonzentration nahm die Viabilitat Uber den Beobachtungszeitraum hinweg
weniger stark ab, genauer gesagt, die Abnahme der Viabilitat startete spater und fiel
langsamer ab. Statistisch waren hier sowohl Konzentrations- als auch Zeiteffekt
signifikant (p < 0,001). Calxyl® (Abb. 6d) hatte in halber Konzentration ebenso einen
Substanzeffekt wie in der Standardkonzentration (p < 0,001). Daher gab es keinen
signifikanten Unterschied beim Vergleich der beiden Konzentrationen. Auch der

Zeiteffekt war nicht signifikant.
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Abb. 6: Zell-Viabilitit nach 2, 24, und 48 Stunden Inkubation mit jeweils zwei verschiedenen
Konzentrationen der Eluate

(a) PeriCare®, (b) Provicol®, (¢) Honigum und (d) Calxyl®. Schwarz = Standardkonzentration (0,05 g/ml),
rot = doppelte Konzentration (0,1 g/ml), blau = halbe Konzentration (0,025 g/ml). Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichungen (a-c) oder geometrische Mittelwerte und Fehlerwerte der

Streufaktoren (d). *** zeigt statistisch signifikante Substanzeffekte mit p < 0,001.
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5.4 Markergen-Expression
5.4.1 Standard RT-PCR

Nur Proben, die photometrisch ausreichend hohe Konzentrationen an RNA aufwiesen,
wurden weiterverarbeitet. Alle cDNA Proben wurden dann zunachst in einer Standard
RT-PCR mit GAPDH-Primern und anschlieender Gelelektrophorese getestet. Die
exemplarische UV-Licht Aufnahme des Agarosegels (Abb. 7) zeigt eindeutig positive
Ergebnisse der GAPDH-Expression in den cDNA Proben und der positiven
Kontrollprobe. Fehlende Banden in den Minus-RT Kontrollen und der NTC zeigen,

dass es keine Anzeichen von Kontaminationen gibt.

Abb. 7: UV-Licht Aufnahme der PCR-Produkte nach Gelelektrophorese
Gleichférmige Banden der cDNA Proben (A1-A8), dazwischen Minus-RT
Kontrollen (B1-B8) und zusatzlich eine positive Probe (P) und eine NTC (N).
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5.4.2 Positiv- und Negativkontrollen
5.4.2.1 Negativkontrolle

EPF, die als Negativkontrolle mit unkonditioniertem Kulturmedium inkubiert wurden,
exprimierten COX-2, IL-1 und IL-6 (Abb. 8 und Tab. 2). Gleichmalige
Expressionswerte konnten sowohl nach 2 als auch nach 24 Stunden gemessen

werden. TNF-a und IL-10 wurden nicht exprimiert.

Expression AACt
w

COX-2| IL-1B | IL-6 ITNF-a I IL-10
24 Stunden

COX-2| IL-18 | IL-6 |TNF-a | IL-10
2 Stunden

Abb. 8: Expression der Kontroll-EPF

Geometrische Mittelwerte und Fehlerbalken der Streufaktoren sind dargestellt.
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5.4.2.2 Positivkontrolle einer Entziindung

Nach Stimulation der EPF mit LPS als Positivkontrolle einer Entzindung konnten
ebenfalls COX-2, IL-1B und IL-6 detektiert werden (Abb. 9 und Tab. 2). TNF-a und
IL-10 wurden auch hier nicht exprimiert. Der Vergleich der Positiv- mit der
Negativkontrolle zeigte vor allem fur IL-6 einen statistisch signifikanten Effekt durch
gesteigerte Expression, die bei COX-2 und IL-18 nur in der niedrigeren
LPS-Konzentration vorhanden war (Tab. 1). Im direkten Vergleich der beiden
Konzentrationen zeigte die statistische Auswertung einen signifikanten Effekt fur IL-13
und |L-6.

12

10 A

Expression AACt
(o]

COX-2| IL-1B | IL-6 |TNF-a| IL-10 COX-2| IL-1B | I_L-g |TNF-a| IL-10
2 Stunden 24 Stunden
LPS 1

14

12 A
10 -

Expression AACt

o N ~ » (o0
1 1 1 1

COX-2| IL-1B | IL-6 |TNF-aI IL-10
24 Stunden

COX-2| IL-1B I IL-6 |TNF-a| IL-10
2 Stunden
b LPS 2

Abb. 9: Expression der LPS-stimulierten EPF
(@) LPS 1 =1 pg/ml, (b) LPS 2 =2 pg/ml

Geometrische Mittelwerte und Fehlerbalken der Streufaktoren sind dargestellt.
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Tab. 1: Vergleich der Negativkontrolle mit den LPS-stimulierten Zellen

Genmarker LPS Substanzeffekt | Zeiteffekt Wechselwirkung
COX-2 1 yg/mi 0,0216 * n.s.
2 pg/mi n.s. n.s.
IL-1B 1 pg/ml n.s. 0,0092 ** 0,0302 *
2 yg/ml n.s. n.s. n.s.
IL-6 1 yg/mi n.s. 0,0034 **
2 pg/ml 0,0057 ** 0,0177 *

Statistische Signifikanzen (p-Werte) der Paarvergleiche in Substanz- und Zeiteffekten sowie
Wechselwirkungen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001, n.s. = nicht signifikant.

5.4.2.3 Positivkontrolle nicht-detektierter Markergene

Die cDNA Proben der LPS-stimulierten equinen Monozyten wurden speziell im

Hinblick auf die Expression von TNFa und IL-10 getestet. Diese beiden Markergene

wurden in gleichmafRigen Mengen detektiert (Abb. 10).

Expression AACt
N w B | (o)) ~N

TNF-a IL-10

Abb. 10: Expression der equinen Monozyten

Gemessen wurden die TNF-a und IL-10 Expression nach Stimulation mit LPS.

Mittelwerte und Standardabweichungen aus 4 Ansatzen sind dargestellt.
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5.4.3 Eluate der zahnmedizinischen Materialien

EPF, die mit den Eluaten der zahnmedizinischen Materialien inkubiert wurden, zeigten
in unterschiedlicher Auspragung die Expression von COX-2, IL-13 und IL-6 (Abb. 11
und Tab. 2). Auch hier wurden weder TNF-a noch IL-10 exprimiert. Calxyl® konnte nur
nach 2 Stunden und auch dann nur mit halber Eluat-Konzentration analysiert werden,
da bei den anderen Extraktionen keine auswertbaren RNA-Mengen erreicht werden
konnten. Die globalen Unterschiede zwischen den gemessenen Proben waren fur |IL-6
bei beiden Auswertungen, fur COX-2 und IL-1B nur nach 24 Stunden signifikant
(Abb. 11).

Des Weiteren wurden die Expressionswerte der Zellen nach Zusatz der Eluate mit
denen der Negativ- und der Positivkontrolle verglichen (Tab. 3). Der Zeiteffekt war bei
fast allen Proben signifikant und zeigte einen eindeutigen Expressionsunterschied
zwischen den beiden Messzeitpunkten an. Die Substanzeffekte mussen detaillierter
aufgeschlusselt werden. Es gilt zu bedenken, dass eine signifikante Wechselwirkung
zusammen mit einem signifikanten Zeiteffekt einen vorhandenen Substanzeffekt

Uberdecken kann.

Im Vergleich mit der Negativkontrolle ergaben sich fiir PeriCare®, Provicol® und Calxyl®
keine signifikanten Substanzeffekten. Fir Honigum in Standard-Konzentration wurden
signifikante Substanzeffekte fur COX-2, IL-18 und IL-6 gemessen, in halber
Konzentration nur fur IL-6. Im Vergleich der beiden verschiedenen Konzentrationen
von Honigum zeigte die statistische Auswertung einen signifikanten Effekt fur COX-2,
IL-1B und IL-6.

Der Vergleich mit der LPS-Positivkontrolle in beiden Konzentrationen ergab fur IL-6
signifikante Unterschiede zu allen Eluaten. Fur COX-2 und IL-1B zeigte vor allem
Honigum in beiden Konzentrationen signifikante Unterschiede zu den LPS-Proben.
Zusatzlich war LPS 1 signifikant unterschiedlich zu PeriCare® in COX-2 und LPS 2 zu
PeriCare® in IL-1B.
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Inkubation | Gen |Wert Kontrolle PeriCare® Provicol® Honigum
2 Stunden |Cox-2 | geometr. MW 2,825 3,508 5,248 1,574
Min.-Max. 2,083-5,160 | 2,249-4,647 | 1,114-13,169 0,672-3,672
IL-1B | geometr. MW 2,350 2,355 5,495 0,577
Min.-Max. 0,584-5,114 | 0,889-4,747|2,070-13,386 0,000-1,212
IL-6 | geometr. MW 0,946 0,512 0,215 0,049
Min.-Max. 0,377-1,734| 0,462-0,576| 0,000-1,048| 0,000-0,171
24 Stunden | Cox-2 | geometr. MW 0,022 0,019 0,020 5,916
Min.-Max. 0,013-0,034 | 0,009-0,039| 0,004-0,036| 4,893-7,772
IL-1B | geometr. MW 1,828 1,153 2,270 24,889
Min.-Max. 1,281-3,709| 0,601-1,771| 1,368-4,476 | 12,814-37,306
IL-6 | geometr. MW 0,236 0,058 0,056 0,026
Min.-Max. 0,166-0,338| 0,000-0,286| 0,000-0,257| 0,000-0,103
Inkubation | Gen | Wert Honigum hb | Calxyl® hb | LPS 1 LPS 2
2 Stunden |Cox-2 | geometr. MW 1,936 0,705 1,429 1,552
Min.-Max. 0,831-4,283| 0,338-1,670| 0,680-2,736| 0,730-2,484
IL-1B | geometr. MW 1,291 3,062 6,546 5,152
Min.-Max. 0,615-3,717|0,000-15,679 | 3,917-10,461 3,218-9,252
IL-6 | geometr. MW 0,410 0,124 5,483 8,035
Min.-Max. 0,190-0,607 | 0,000-2,779|1,930-10,461| 3,343-12,816
24 Stunden | Cox-2 | geometr. MW 0,058 0,010 0,018
Min.-Max. 0,047-0,077 0,006-0,012| 0,010-0,029
IL-1B | geometr. MW 1,413 0,789 2,410
Min.-Max. 0,747-2,228 0,289-1,261 1,699-3,124
IL-6 | geometr. MW 0,047 0,076 0,296
Min.-Max. 0,000-0,151 0,000-0,197| 0,124-0,514

Tab. 2: Absolute Expressionswerte der RT-qPCR

Daten der detektierbaren Markergene COX-2, IL-1B und IL-6, jeweils geometrische Mittelwerte
(geometr. MW) sowie Minimal- und Maximalwerte (Min., Max.). Auswertungen nach 2 und 24 Stunden.
hb = halbe Konzentration, LPS 1 = 1 pg/ml, LPS 2 = 2 pg/ml.
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Abb. 11: Einzeliibersicht der Expression der detektierten Markergene
(a) COX-2, (b) IL-1B und (c) IL-6.

Auswertungen nach 2 und 24 Stunden Inkubation mit den verschiedenen Eluaten der

zahnmedizinischen Materialien, mit unkonditioniertem Medium als (Negativ-) Kontrolle oder mit LPS.

Die angegebenen p-Werte zeigen Signifikanzen der globalen Unterschiede innerhalb einer Gruppe an.

Geometrische Mittelwerte und Fehlerbalken der Streufaktoren sind dargestellt.

hb = halbe Konzentration, LPS 1 =1 pyg/ml, LPS 2 = 2 ug/ml.
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Genmarker | Zahnmaterial | verglichen mit | Substanzeffekt | Zeiteffekt | Wechselwirkung
COX-2 PeriCare® Kontrolle n.s. n.s.
LPS 1 0,0211 * n.s.
LPS 2 n.s. n.s.
Provicol® Kontrolle n.s. n.s.
LPS 1 n.s. n.s.
LPS 2 n.s. n.s.
Honigum Kontrolle
LPS 1
LPS 2
Honigum hb | Kontrolle n.s. n.s.
LPS 1 0,0052 ** 0,0327 *
LPS 2 0,0386 * n.s.
Calxyl® hb Kontrolle n.s.
(nur 2h) LPS 1 n.s.
LPS 2 n.s.
IL-18 PeriCare® Kontrolle n.s. n.s. n.s.
LPS 1 n.s. n.s.
LPS 2 0,0268 * 0,0309 * n.s.
Provicol® Kontrolle n.s. n.s. n.s.
LPS 1 n.s. n.s.
LPS 2 n.s. 0,0240 * n.s.
Honigum Kontrolle n.s. 0,0125* 0,0064 **
LPS 1 n.s. 0,0484 *
LPS 2 ns.| 0,0017 **
Honigum hb | Kontrolle n.s. n.s. n.s.
LPS 1 n.s. 0,0108 * 0,0066 **
LPS 2 0,0104 * n.s. n.s.
Calxyl® hb Kontrolle n.s.
(nur 2h) LPS 1 n.s.
LPS 2 n.s.
IL-6 PeriCare® | Kontrolle ns.| 0,0056 ** n.s.
LPS 1 0,0148 * 0,0415 *
LPS 2 n.s.
Provicol® Kontrolle n.s. n.s. n.s.
LPS 1 0,0153 * 0,0366 *
LPS 2 0,0016 **| 0,0037 ** n.s.
Honigum Kontrolle 0,0371 * n.s.
LPS 1
LPS 2 0,0047 **
Honigum hb | Kontrolle 0,0222 *| 0,0034 ** n.s.
LPS 1 0,0045 ** 0,0322 *
LPS 2 n.s.
Calxyl® hb Kontrolle n.s.
(nur 2h) LPS 1 0,0045 **
LPS 2 0,0047 **

Tab. 3: Vergleich der Testgruppen mit den Kontrollen

Statistische Signifikanzen (p-Werte) der Paarvergleiche in Substanz- und Zeiteffekten sowie

Wechselwirkungen.

hb = halbe Konzentration, LPS 1 =1 ug/ml, LPS 2 = 2 yg/ml, * = p < 0,05; ** =p < 0,01; *** = p < 0,001,

n.s. = nicht signifikant.
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6 Diskussion

6.1 Auswahl des Untersuchungsmaterials

Zur Evaluierung der Effekte von zahnmedizinischen Materialien fur parodontale
Fullungen wurden equine parodontale Fibroblasten als Testzellen gewahlt. Die
Fibroblasten des PDL sind fur die Produktion der Kollagenfasern zustandig, die
wiederum die Stabilitdt des Zahns in der Alveole sicherstellen. Im Falle einer
parodontalen Erkrankung mit partieller Zerstérung des PDL ist als erster Schritt zur
Regeneration eine Proliferation der Fibroblasten notwendig. Um die Anregung der
Proliferation und die Genexpression dieser spezifischen Zellen betrachten zu kdnnen,
wurden primare Zellen verwendet. Zudem stammten die Zellen aus dem parodontalen
Ligament eines einzigen Pferdezahns. Dieser Aspekt birgt die Gefahr, dass
zellspezifische Reaktionen Uberinterpretiert werden, da individuelle Unterschiede von
verschiedenen Zellpopulationen nicht in die Auswertung mit einflieRen. Andererseits
konnte die Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit der Einzelergebnisse somit
gewabhrleistet werden. Dies entspricht einem haufiger angewendeten Studiendesign
(Kasaj et al., 2007; Labban et al., 2008). Wahrend in vielen Versuchsprotokollen die
Limitierung bei der Verwendung primarer Zellen in der begrenzten Verfugbarkeit
besteht (Pizzoferrato et al., 1994), bestand dieses Problem bei den von uns
verwendetet EPF nicht. Eine grol3e Anzahl an Zellen war verfugbar und diese liel3en

sich wiederum ohne Probleme vermehren.

Auch eine Verwendung gingivaler statt parodontaler Fibroblasten ware moglich
gewesen. Jedoch gibt es Unterschiede in den Aufgaben und Eigenschaften. Fur
humane gingivale Fibroblasten wird vor allem die Rolle der Produktion von
extrazellularer Matrix und Entzindungsregulierung hervorgehoben, wahrend die
parodontalen Fibroblasten vermehrt mechanischem Stress ausgesetzt sind und die
Gewebehomoostase in Regeneration und Remineralisierung aufrechterhalten missen
(McKnight et al., 2014). Da sich unsere Versuche auf das Geschehen im equinen

Parodontium beziehen, war die Verwendung von EPF konsequenterweise notwendig.
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6.2 Auswahl der zahnmedizinischen Materialien

Verschiedene zahnmedizinische Materialien wurden in unseren Versuchen in ihrer
Auswirkung auf die EPF getestet. Ausgewahlt wurden sie nach eingehenden
Literaturrecherchen. Drei der verwendeten Materialien sind auf Basis von
Calciumhydroxid, eine besteht aus dem A-Silikon Vinylpolysiloxan. Alle vier sind
ausschlieRlich fiir die humane Zahnmedizin zugelassen. Mit Ausnahme von PeriCare®
werden die anderen normalerweise nicht fur die Behandlung von
Parodontalerkrankungen verwendet. Alle Materialien wurden vor ihrer Zulassung
bezlglich ihrer Ungefahrlichkeit fir die Anwendung im Menschen getestet. Allerdings
beziehen sich diese Tests auf das spezifische Anwendungsgebiet. In der
ISO-Norm 7405 gibt es fur die Prufung von Substanzen zur parodontalen Anwendung
keine spezifischen Erlauterungen (ISO Internationale Organisation fur Normung,
2017). Es ist jedoch erlautert, dass die Auswahl und Durchfiuhrungsweise der
Testverfahren abhangig ist von der Anwendungsart und der entsprechenden
Expositionsdauer. So sind Abdruckmaterialien nur fur eine kurze Verweildauer in der
Mundhodhle vorgesehen. Langzeiteffekte werden daher fur gewohnlich nicht getestet.
Auch die Lokalisation der Applikation spielt eine Rolle, da verschiedene Zelltypen mit
den Materialien in Kontakt kommen. Ein endodontisches Fullmaterial ist somit nur zur

Anwendung in der Zahnpulpa vorgesehen.

Fir die Pferdezahnmedizin sind mehrfach kunststoffhaltige Fullmaterialien zur
Parodontaltherapie beschrieben (Greene und Basile, 2002; Collins und Dixon, 2005;
Johnson und Porter, 2006; Du Toit, 2012; Easley und Odenweller, 2015; Jackson et
al., 2016). Bis dato sind jedoch keine Veroffentlichungen uber die Verwendung von
Calciumhydroxid-haltigen zahnmedizinischen Materialien beim Pferd zu finden. Die
Ergebnisse aus humanmedizinischen Studien (Farhad und Mohammadi, 2005;
Schwarz et al.,, 2006; Kasaj et al., 2007) lassen jedoch auf vielversprechende
Behandlungsergebnisse hoffen, fur die Kombination von Proliferations-stimulierendem
Calciumhydroxid und einem in hohem Male Proliferations-aktiven equinen
Parodontium. Verwendet wurde PeriCare® als Exempel fiir eine dlige Suspension,
Provicol® als Calciumhydroxid-haltiger Zement, sowie Calxyl® als wassrige Lésung mit

zusatzlichem rontgendichtem Additiv.
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In unseren Versuchen konnte mit keiner dieser Materialien eine signifikante Steigerung
der Proliferation festgestellt werden. Allerdings zeigten Calxyl® und das
Kunststoffmaterial Honigum einen zytotoxischen Einfluss auf die EPF. Fiir Calxyl®
wurde dieser zytotoxische Effekt auf Zellen in Kultur bereits beschrieben und die hohe
Alkalinitat fur das sofortige Absterben der Zellen verantwortlich gemacht (Dietz und
Bartholmes, 1998). Im Gegensatz dazu zeigten PeriCare® und Provicol® keine
negative Beeinflussung der Zellen. Dies lasst sich vermutlich auf die Art der
Calciumhydroxid-Formulierung, als 6lige Suspension und als Zement, mit geringerer

Freisetzung von Hydroxidionen zurlckfuhren (Staehle et al., 1989).

Unter Einfluss von CaIxyI® wurden sehr niedrige Viabilitatswerte der EPF gemessen.
Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten ebenfalls nur vereinzelte Zellen, die jedoch
eine physiologische Spindelform aufweisen. Dies lasst vermuten, dass einige wenige
Zellen den pH-Anstieg unbeschadet Uberleben konnten. Die fehlende Expression von
proinflammatorischen Zytokinen schreiben wir dem schnellen Zelltod zu, weshalb nicht
mehr die Moglichkeit einer zwischenzeitlichen Zellreaktion auf Expressionsebene
besteht. In der endodontischen Therapie wird gerade dieser desastrose zytotoxische
Effekt ausgenutzt, da sich, neben der Abtotung von Mikroorganismen, die lokalen
Nekrosen als durchaus sinnvoll erwiesen haben. So wird Calxyl® zur
Pulpenuberkappung in nach oral erdffnete Pulpahdhlen auf das infizierte und
entzindete Gewebe appliziert. Es entstehen in der Folge Gewebsnekrosen und
sowohl Zellen als auch Bakterien werden abgetotet. Als Zellreaktion wird unter
anderem Tertiardentin gebildet. Dieses sogenannte ,Bridging“ bildet eine Barriere zur
vitalen Pulpa (Zander, 1939). Zusatzlich kann auch das schnelle Abtoten der Zellen
von Vorteil sein, wodurch ein Aussenden von Zytokinen und damit eine sich
ausbreitende Entzindung verhindert werden. Desastrose Auswirkungen in

Zellkulturen kdnnen also bei in-vivo-Applikationen auch vorteilhafte Effekte haben.

Uber die mdglichen Ursachen fiir die zytotoxische Wirkung von Honigum kann hier nur
spekuliert werden. In einigen Studien wurden A-Silikone wie Vinylpolysiloxan haufig
als nicht toxisch bezeichnet (Schmalz, 2008; Boraldi et al., 2009). Abdruckmaterialien
verbleiben bei Anwendung in der Human-Zahnmedizin fur gewohnlich nur fur wenige
Minuten in Kontakt mit der Mundschleimhaut und werden dann wieder vollstandig
entfernt. Wahrend und auch nach diesem kurzen Zeitraum durfen sie naturlich keine

toxischen Auswirkungen hervorrufen.
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So wie sie in der Pferdezahnmedizin zur Flllung von Interdentalraumen umgewidmet
werden, ist die Expositionszeit allerdings um ein Vielfaches verlangert. Zytotoxizitat
kann nach einem Tag und spater auftreten, wie es auch von Sydiskis und Gerhardt
(Sydiskis und Gerhardt, 1993) fur verschiedene Abdruckmaterialien beschrieben
wurde, die unter anderem aus Vinylpolysiloxan bestanden. Parodontale Schaden
konnen auch bei zurlckgelassenen Resten der Abdruckmaterialien auftreten
(Schmalz, 2008).

In unserer Studie konnten wir eine stetige Abnahme der Zellviabilitat beobachten, die
sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum erstreckte. Die Viabilitat war nach 2
Stunden annahernd bei 100 %, wahrend sie nach 24 Stunden nur noch 60 % und nach
48 Stunden 20 % betrug. Auch die mikroskopischen Aufnahmen nach 24 Stunden
Inkubation mit dem Material zeigten Anzeichen des fortschreitenden Zelltods. Der
Absterbeprozess bewirkte auch eine Expression von proinflammatorischen
Markergenen. Die Genexpressionen nach 2 Stunden entsprachen der der
Negativkontrolle. Nach 24 Stunden wurden deutlich erhohte RNA-Werte fur IL-18 und
COX-2 gemessen.

Durch die Halbierung der Substanzkonzentration des Honigum-Eluats wurde die
Steigung der Viabilitatsabnahme gemildert. Im Gegensatz zur Standardkonzentration
wurde hier vermehrt IL-6 exprimiert, wahrend die Expression von IL-13 und COX-2
unverandert blieb. Allerdings mussen die Interpretationen der Ergebnisse von
Konzentrationsanpassungen mit Distanz betrachtet werden, da sie in der Praxis kaum
Relevanz besitzen. Zur Behandlung einer parodontalen Erkrankung muss ein Volumen
verwendet werden, das der betroffenen Flache entspricht. Die Konzentration der
Substanz, die eventuell die Zellvitalitat negativ beeinflusst, muss auf3er Acht gelassen

werden konnen.

Weder fur Pferde noch fur andere Tierarten ist ein medizinisches Produkt zugelassen,
das ahnliche Eigenschaften aufweisen, wie die Substanzen, die in dieser Studie
getesteten wurden. Das zu Beginn beschriebene Doxirobe® fiir Hunde wirkt in erster
Linie antibiotisch und stellt damit einen ganzlich anderen Therapieansatz dar. Oravet®
hingegen wird zur Versiegelung des Zahns zum Schutz vor neuen
Plaqueanlagerungen verwendet, was in der Therapie von equinen
Parodontalerkrankungen nicht relevant ist. Ein adaquates Fullmaterial muss also aus

der Humanmedizin umgewidmet werden.
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6.3 Eluate

Zunachst stellte sich die Frage, wie der Kontakt zwischen Zellen und Substanz in vitro
simuliert werden konnte. Ein direkter Kontakt zwischen den Zellen und dem
Substanzmaterial erwies sich fur die Durchfuhrung der weiterfUhrenden Versuche als
technisch nicht durchfihrbar, da die mikrobiologischen Testverfahren von den
flotierenden Substanzpartikeln gestort wurden. Mit Eluaten wird dieses Problem

umgangen.

Zusatzlich bilden Eluate die Situation in vivo realitatsnah ab, da tatsachlich nur wenige
Zellen des Parodontiums direkt mit den applizierten Substanzen in Kontakt kommen.
Vielmehr kommt es zu einer Diffusion von Partikeln aus den applizierten Substanzen
in das umgebende Gewebe und zu den Zellen. Eluate erlauben eine quantifizierbare

und gleichmalige Konfrontation aller Zellen mit der Testsubstanz (Harmand, 1992).

In unseren Versuchen waren die Ergebnisse der Versuche mit den Eluaten kompatibel
mit denen des direkten Materialkontaktes, wie sich in Vorversuchen gezeigt hat. Bei
der Anfertigung der Eluate galt es naturlich zu bedenken, dass ausgehartete
Materialien andere Loslichkeitseigenschaften haben konnen als im flissigen Zustand.
Entsprechende Vorversuche gaben darauf, fur die von uns getesteten
zahnmedizinischen Materialien, keinen Hinweis. Deshalb wurden in den
Hauptversuchen die zahnmedizinischen Materialien ohne vorherige Aushartung in das
Kulturmedium appliziert. Dies entspricht der Anwendung bei der Behandlung von
Pferden mit Parodontalerkrankungen, wo die Substanzen direkt in die erweiterten
Zahnzwischenraume oder parodontalen Taschen appliziet werden, um dort

auszuharten.
6.4 Testverfahren

Wie zuvor beschrieben gibt es viele mogliche Testverfahren um die Biokompatibilitat
von Substanzen zu evaluieren. Dabei gehort der MTT-Test zu den Standard-
Protokollen, wahrend RT-gPCR zu den weiterfihrenden Methoden gezahlt werden.
Der MTT-Test stellt eine technisch einfach durchfihrbare und kosteneffiziente
Moglichkeit dar, um das Proliferationsverhalten von Zellen zu beurteilen. Jedoch hat
auch dieses Testverfahren Limitierungen. So kann zum Beispiel eine unzureichende

Homogenitat der Stammlosung zu Messungenauigkeiten fuhren, weshalb wir diese zu
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Beginn der Versuche in ausreichendem Volumen angesetzt, filtriert und als Aliquots
eingefroren haben. Aufgrund des zytotoxischen Charakters des MTT ist keine
Mehrfachmessung einer Zellkultur moglich (Berridge et al., 1996). Daher mussten fur

jeden Auswertungszeitpunkt eigenstandige Zellkulturen angesetzt werden.

RT-gPCR gewahren hochsensitive Aussagen uber die Genexpression von Zellen.
Dieses Verfahren ist jedoch zeit- und kostenintensiv und durch die vielen Schritte,
begonnen mit der RNA-Extraktion, bis hin zur Auswertung der Expressionsdaten,
durchaus fehleranfallig. Eine wichtige Rolle spielen daher die vorgenommenen
Kontrollen zwischen den einzelnen Schritten, wie die Messung der RNA-Ausbeute,
NTC und Minus-RT-Proben zur Uberpriifung auf Kontaminationen, die Standard-PCR
zur Bestatigung der erfolgreichen Transkription, sowie Dreifachansatze beim
Pipettieren der RT-qPCR-Ansatze. In Hinblick auf eine effektive RNA-Ausbeute bei
gleichzeitig hoher Qualitdt wurden fur unsere Versuchsanordnung zunachst drei
verschiedene Protokolle der RNA-Extraktion getestet. Neben NucleoZOL wurden ein
RNA-Extraktionskit ,MicroSpin Total RNA“ (ehemals PeqLab, jetzt VWR, Radnor,
Pennsylvania) und ein Routine-Laborprotokoll unter Verwendung von ,TriFast"
(ebenfalls PeqglLab) getestet. In mehreren Vorversuchen wurden die besten

Extraktionsergebnisse mit NucleoZol erreicht.

Da in keiner unserer Proben IL-10 oder TNF-a in messbaren Mengen detektiert wurde,
musste aullerdem eine Positivkontrolle, bestehend aus LPS-stimulierten equinen
Monozyten generiert und evaluiert werden, um damit die Funktionalitat der

Primerassays zu bestatigen.

Anstatt einer Messung der Genexpression ware auch eine Betrachtung der Proteine
moglich gewesen. Mittels Immunblots oder ELISA konnen die sezernierten Proteine
im Uberstand der Zellen gemessen werden. Die Ergebnisse korrelieren jedoch nicht
immer mit denen der exprimierten Gene, da haufig weitere inflammatorische und
Umwelt-Stimuli zur Proteinsynthese bendtigt werden (Agarwal et al., 1995; Golz et al.,
2015). Die RT-gPCR der RNA liefert somit konkretere Aussagen Uber die frihe

Zellreaktion als Proteinmessungen.
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6.5 Markergene

Untersucht wurden Markergene fur Zytokine, die eine Rolle in der Pathogenese
parodontaler Erkrankungen spielen konnten und in zahnmedizinischen Studien mit
humanen parodontalen oder gingivalen Fibroblasten detektiert wurden: IL-13 (Agarwal
et al., 1995; Yamamoto et al., 2006; Scheres et al., 2010; Golz et al., 2015), IL-6
(Agarwal et al., 1995; Yamaiji et al., 1995; Kent et al., 1998; Yamamoto et al., 2006),
COX-2 (Chang et al., 2003; Di Nisio et al., 2013) und TNF-a (Yamamoto et al., 2006;
Di Nisio et al., 2013). IL-10 wurde zusatzlich als antiinflammatorischer Marker
ausgewahlt aufgrund der Uberlegung, dass eine Detektion auf einen

entzindungshemmenden Effekt eines zahnmedizinischen Materials hinwiese.

Die Daten aus der Literatur fUr die Expression von Entzindungsmarkern sind nicht
einheitlich. Eine Studie mit humanen parodontalen Fibroblasten zeigte, dass ohne
Stimulation bereits geringe Mengen an IL-6, aber kein IL-13 und TNF-a messbar waren
(Yamaji et al., 1995). In einer anderen Studie konnten IL-13 und IL-6 detektiert werden,
aber kein TNF-a (Scheres et al., 2010). In humanen PDL Zellen, bestehend aus
Fibroblasten, Osteoblasten und Osteoklasten, wurden weder IL-1B noch IL-6
gefunden, aber dafur TNF-a (Yamamoto et al., 2006), wahrend in einer anderen Studie

mit ebensolchen Zellen IL-13 gefunden wurde (Golz et al., 2015).

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die EPF, unter den von uns gewahlten
Versuchsbedingungen, weder TNF-a noch IL-10 exprimieren. Die fehlende TNF-a
Expression aller gemessener Proben ist zunachst tberraschend, stimmt aber tGberein
mit den Ergebnissen von Yamaji et al. (Yamaiji et al., 1995). In dieser Studie mit
humanen parodontalen Fibroblasten wurde ebenfalls weder vor noch nach einer

Stimulation mit LPS TNF-a exprimiert.

Dass IL-10 nicht detektiert wurde, konnte bedeuten, dass keine der getesteten
Substanzen einen antiinflammatorischen Effekt bewirken kann. Andererseits ware eine
andere mogliche Erklarung, dass sich IL-10 bei EPF nicht zum Nachweis einer

Entzindungshemmung eignet.

Die drei Markergene IL-1p3, IL-6 und COX-2 konnten hingegen in fast allen Proben
gemessen werden, auch in der Negativkontrolle. Dies lasst darauf schlieRen, dass

basale Mengen dieser, eigentlich als proinflammatorisch bezeichneten Markergene,
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von EPF auch ohne externe Stimulation in vitro exprimiert werden. Die Erklarung
hierfur ist, dass diese eben nicht nur in entzindlichen Situationen exprimiert und
sezerniert werden. Es gibt Nachweise dartuber, dass in unterschiedlichen
Fibroblastentypen COX-2 und IL-6 an der Regulierung des Zellzyklus (Eckes et al.,
1992; Gilroy et al., 2001) und IL-1 B an der Kollagensynthese beteiligt sind
(Lertchirakarn et al., 1998). In klinisch gesundem, humanem gingivalen Gewebe wurde
beispielsweise RNA von IL-1, IL-6 und TNF-a detektiert, mit der Schlussfolgerung,
dass viele Zytokine an der Unterstitzung des parodontalen Turnover oder der
Integritat des Gewebes beteiligt sind (Okada und Murakami, 1998).

IL-8 wurde in unseren Versuchen nicht untersucht. Wie zu Beginn erlautert, scheint
auch dieses Zytokin am parodontalen Expressionsmuster beteiligt zu sein und ware

fur nachfolgende Studien von Interesse.
6.6 Entziindungssituation

Wie schon in der Literaturibersicht beschrieben, gibt es verschiedene Mdglichkeiten
eine Entzindungssituation zu simulieren. Die Stimulation mittels LPS von
Porphyromonas gingivalis hat sich als gut durchfihrbar herausgestellt. Fir unsere
induzierte Entzindungssituation war als Haupteffekt die erhohte Expression von IL-6
nach 2 Stunden Inkubation detektierbar, was den Ergebnissen einer vergleichbaren

Studie mit humanen parodontalen Fibroblasten entspricht (Yamaiji et al., 1995).

Im Vergleich der Konzentrationen von 1 pjpg/ml und 2 pg/ml bei unseren
LPS-stimulierten Proben war ein Konzentrationseffekt messbar. Bei der hdheren
LPS-Konzentration war auch die Expression von IL-6 starker. Des Weiteren war die
Expression, und damit auch der Effekt von LPS, nach 2 Stunden grof3er als nach 24

Stunden. Dies lasst auf einen zeitnahen Stimulationseffekt schliel3en.

Im Vergleich zur gesteigerten Expression von IL-18 und COX-2 durch Honigum nach
24 Stunden Inkubationszeit, wird deutlich, dass das Gesamtbild nicht mit den
Ergebnissen nach LPS-Stimulation vereinbar ist. Dies lasst vermuten, dass ein
anderer intrazellularer Mechanismus der Zellstimulation durch LPS und Honigum
vorliegt. Mit unserem Versuchsaufbau ist eine genauere Betrachtung der

verschiedenen intrazellularen Mechanismen jedoch nicht naher analysierbar.
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Die durch Honigum gesteigerte Expression von IL-13 und COX-2 konnte naturlich, wie
zuvor beschrieben, statt auf ein proinflammatorisches Geschehen auch auf einen
aktivierten Zellzyklus oder vermehrte Kollagensynthese hindeuten. In Anbetracht der

gleichzeitig abnehmenden Zellviabilitat ist dies jedoch unwahrscheinlich.

Fir weiterfUhrende Experimente sollte in Betracht gezogen werden, eine andere
Entzindungs-Positivkontrolle zu verwenden. Wie zu Beginn erlautert, ware zum
Beispiel eine Stimulation mittels Hypoxie (Golz et al., 2015; Jiang et al., 2015; Wu et
al., 2015) oder durch Zusatz von Zytokinen (Bartold und Haynes, 1991; Chang et al.,
2003) durchfuhrbar. Eine Hypothese zur IL-6 Expression von parodontalen Zellen ist,
dass es durch bakterielles LPS, ebenso wie durch korpereigene Zytokine, uber eine
autokrine Reaktion mit |IL-6-Ausschuttung zu einer parodontalen Gewebezerstorung
kommt (Yamaiji et al., 1995).

6.7 Ubertragbarkeit der in-vitro-Ergebnisse auf in-vivo-Situationen

Substanzen, die in der Behandlung von parodontalen Erkrankungen Anwendung
finden, sollten zunachst eine hohe Biokompatibilitat aufweisen. Des Weiteren ist eine
antibakterielle, entzindungshemmende und im besten Fall auch eine
regenerationsinduzierende Wirkung winschenswert. In unseren Versuchen konnten
wir eine realitatsnahe Situation schaffen, um den direkten Einfluss der Substanzen auf
equine parodontale Zellen zu testen. Jedoch kann das gesamte, komplexe
Zusammenspiel der verschiedenen Zellen des Parodontiums, der Einfluss des
Speichels als Puffer sowie die physiologische und die pathologische bakterielle
Besiedelung im Zusammenhang mit zahnmedizinischen Materialien hiermit nur in
Ansatzen beleuchtet werden. Inwiefern eine zellabtdtende Substanz wie Calxyl® einen
antibakteriellen und damit vielleicht sogar heilungsfordernden Effekt hat, geht aus den
in-vitro-Versuchen nicht hervor. Ebenso spielt die lokale Konzentration der Substanz
im Gewebe eine Rolle. In der vorliegenden Studie wurde der Extremfall, also der
direkte Kontakt getestet, wie auch die indirekte Applikation Uber Eluate. Es gilt zu
bedenken, dass in-vitro-Versuche in ihrer Ubertragbarkeit auf in-vivo-Situationen
limitiert sind (Schmalz, 1994). Gelegentlich treten grof3e Unterschiede zwischen den
Ergebnissen von in-vitro-Versuchen, Tiermodellen und Anwendungstests auf (Mjor et
al., 1977).
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6.8 Ausblick

In weiterfUhrenden Studien sollten Substanzen, die in vitro eine hohe Biokompatibilitat
aufweisen, in klinischen Studien an Pferden getestet werden. Aufgrund der
vorliegenden in-vitro-Ergebnisse, kann von der Hypothese ausgegangen werden, dass
PeriCare® und Provicol® weder zytotoxische Effekte aufweisen, noch
proinflammatorische Effekte induzieren. Honigum und Calxyl® benétigen hingegen
intensive Untersuchungen bezuglich ihrer Zytotoxizitat und den proinflammatorischen
Effekten. Ein moglicher Versuchsaufbau beinhaltet die Entnahme von Stanzproben
aus dem parodontalem Gewebe nach einer Behandlung mit den Fullmaterialien. Die
Proben konnen makroskopisch, mikroskopisch, histologisch, sowie immunologisch
analysiert werden. Dabei werden Entziindungsanzeichen, Gewebezu- oder -abnahme,
sowie die Struktur und Anordnung der Gewebebestandteile im zeitlichen Verlauf
beurteilt. Die Durchfuhrbarkeit der Stanzbeprobung stellt eine Herausforderung dar,
die es als ersten Schritt zu untersuchen gilt. Eine sinnvolle Lokalisation an der Gingiva,
die Handhabung im Pferdemaul und die Durchfuhrbarkeit, ohne erneut grofere
Schaden am Gewebe hervorzurufen, muss grundlich getestet werden. Die Ergebnisse
einer solchen klinischen Studie waren in jedem Fall ein Meilenstein fur die Therapie

von Parodontalerkrankungen beim Pferd.
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7 Zusammenfassung

Parodontalerkrankungen werden bei Pferden mit hoher Pravalenz vorgefunden.
Ursachlich lassen sie sich in den meisten Fallen auf erweiterte Interdentalraume im
Backenzahnbereich mit Einschluss von Futterpartikeln zurtckfUhren. Im weiteren
Verlauf kommt es zu hochgradigen Entzindungen des Parodontiums mit Bildung von
interdentalen und parodontalen Taschen, die wiederum eine Ansammlung von Futter
ermoglichen, sodass ein Teufelskreis entsteht. Als mogliche Therapiemethoden kann
nach grundlicher Reinigung eine Fullung der Taschen und Zahnzwischenraume
erfolgen, wodurch dem Parodontium die Moglichkeit zur Regeneration geboten wird.
Hierflr sind bereits verschiedene Substanzen aus der humanen Zahnmedizin im
Einsatz. Diese sind fur den Gebrauch am Menschen zwar zugelassen, allerdings
haufig fur andere Anwendungsgebiete als die Applikation in parodontale Wundraume.
Die Wirkungen dieser Substanzen auf die speziellen Zellen des equinen Parodontiums

sind bisher nicht untersucht worden.

Die Studie soll ein pferdespezifisches in-vitro-Modell zur Evaluierung von
zytotoxischen oder proinflammatorischen Substanzeffekten der Fullmaterialien
hervorbringen. Vier verschiedene zahnmedizinische Materialien unterschiedlicher
Zusammensetzung wurden dafiir exemplarisch verglichen. PeriCare® ist eine Paste,
bestehend aus Calciumhydroxid in dliger Suspension, die speziell fur die Behandlung
von parodontalen Defekten zugelassen ist. Provicol® ist ein Zahnzement mit Zusatz
von Calciumhydroxid, der unter anderem zur Befestigung von Kronen und Bricken
verwendet wird. Calxyl® ist eine wassrige Calciumhydroxid-Suspension zur
Zahnwurzelbehandlung und -fullung. Durch Bariumsulfat als Kontrastzusatz ist die
Substanz rontgensichtbar. Honigum Pro/Mono ist ein Abdruckmaterial auf Silikon-

Basis.

Equine parodontale Fibroblasten wurden in vitro kultiviert und mit den Fullmaterialien
fur verschiedene Zeitraume inkubiert. Informationen Uber zytotoxische Effekte wurden
mikroskopisch und durch MTT-Tests gewonnen. Darlber hinaus wurde mit RT-gPCR
untersucht, ob und in welchem Umfang die Zellen pro- und antiinflammatorische
Markergene exprimierten. Verglichen wurden die Ergebnisse mit den
Expressionswerten von unbehandelten Zellen sowie von Zellen in einer, mit

Lipopolysacchariden induzierten, Entzindungssituation.
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PeriCare® und Provicol® hatten keinen unerwiinschten Einfluss auf die Vitalitat und
Proliferation der parodontalen Zellen. Calxyl® und Honigum fiihrten hingegen zu
unterschiedlich  starken Beeintrachtigungen der Zellen. Honigum zeigte
konzentrations- und zeitabhangig zytotoxische Eigenschaften. Die Viabilitat der Zellen
nahm ab und proinflammatorische Markergene wurden in einigen Fallen exprimiert.

Calxyl® totete einen Groldteil Zellen innerhalb kurzer Zeit ab.

Fallmaterialien, die in der Behandlung von parodontalen Erkrankungen Anwendung
finden, sollten biokompatibel sein und im besten Falle regenerative Prozesse fordern.
In unseren Versuchen konnten wir eine realitatsnahe Situation schaffen um den
Einfluss verschiedener Substanzen auf equine parodontale Zellen zu testen. Allerdings
konnte das gesamte, komplexe Zusammenspiel verschiedener Zellentypen und
zahnmedizinischer Materialien, sowie der Einfluss von Bakterien, bei in-vitro-
Versuchen nicht vollstandig wiedergegeben werden. Somit lasst sich ohne die
Ergebnisse klinischer Studien nicht sagen, ob negative Effekte, wie sie bei Honigum

und Calxyl® gesehen wurden, auch in vivo auftreten.

In der Pferdezahnmedizin finden Substanzen Verwendung, die im Humanbereich zwar
zugelassen sind, haufig jedoch fur ein anderes Anwendungsgebiet. Unsere
Ergebnisse verdeutlichen die Relevanz, diese Substanzen zunachst auf ihre
Vertraglichkeit gegenuber Pferdezellen zu testen um negative Effekte zu vermeiden.
PeriCare® und Provicol® scheinen ohne Einschréankungen im equinen Parodontium
verwendbar zu sein, wahrend bei Honigum und Calxyl® Vorsicht geboten ist. Es wird
empfohlen, Substanzen, die in vitro eine hohe Biokompatibilitat aufweisen, in

klinischen Studien zu testen.
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8 Summary

Influence of dental materials on cells of the equine periodontium

Periodontal diseases have a high prevalence in horses. Pathology commonly starts
with widened interdental spaces between cheek teeth, where particles of food can
become trapped. Subsequently, the periodontium becomes highly inflamed, with
formation of interdental and periodontal pockets. In these pockets food particles can
accumulate. As therapeutical approach to get out of this vicious circle, interdental and
periodontal spaces might be filled with dental materials after cleaning to enable
regeneration of the periodontium. These filling materials are usually adopted from
human dentistry, where they are used for different fields of application. Their effects

on cells of the equine periodontium have not yet been investigated.

This study will evaluate cytotoxic and proinflammatory effects of filling materials in a
specific equine in vitro model. Four different dental materials have been tested and
compared to each other. PeriCare®is a paste, consisting of an oily calcium hydroxide
suspension, made specifically for the treatment of periodontal pockets. Provicol®is a
temporary luting cement with calcium hydroxide which is used to affix crowns and
bridges to teeth. Calxyl® radiopaque is a paste for endodontic treatments like pulp
capping. It contains an aqueous suspension and barium sulfate as the radiopaque
additive. Honigum (Pro/Mono), an impression material used to prepare implants,

consists of monophase silicone.

Equine periodontal fibroblasts were incubated with the dental materials for various
periods of time. The possible cytotoxic effects were assessed microscopically and by
MTT assay, and RT-gPCR analyses were performed to quantify the expression of pro-
and anti-inflammatory marker genes. The data were compared to untreated controls

and to cells in which inflammation was induced by lipopolysaccharide.

PeriCare® and Provicol® did not harm the cells, but Calxyl® and Honigum had a
negative influence on the cells. Honigum was cytotoxic in concentration- and time-
depending manner, by showing decreasing viability and triggering expression of pro-
inflammatory markers. Furthermore, Calxyl had disastrous effects on the viability of

cells, killing nearly all of them immediately.
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High biocompatibility of the applied material is a general requirement for the treatment
of periodontal disorders. At best, proliferation is used as indicator for a regenerative
process. In our in vitro experiments we tried to create a realistic situation to get first
information about the effects of dental materials on equine periodontal cells. To
investigate more complex interactions of applied material with the tissues of the
periodontium and also with bacteria under in vivo conditions, subsequent clinical
studies are recommended. Until now, we cannot say if the negative effects we have

seen with Honigum and Calxyl® are also going to occur in vivo.

In equine dentistry, dental materials are used which are approved for the use in human
dentistry, but for various fields of application. Our results show, that before adapting
dental materials from human dentistry, it is crucial to initially test them in a specific
equine model to investigate their biocompatibility on equine cells and to avoid negative
effects. PeriCare® and Provicol® seem to be harmless, whereas Honigum and Calxyl®
need careful further investigations. The results of this in vifro study need to be

confirmed by clinical studies.
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