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1.0 Einleitung

1.1 Epidemiologie

In Europa erleiden 25 bis 35 Prozent der jungen Bevdlkerung unfallbedingte
Frontzahnverletzungen (Andreasen 1988; Andreasen & Andreasen 1994;
Andreasen & Ravn 1972; Bergink 1972; Bolhuis 1987; Borum & Andreasen
2001; Bossler 1975; Caliskan & Turkun 1995; Delattre et al.1995; Forsberg &
Tedestam 1990; Garcia=Godoy et al. 1986; Gutz 1976; Herforth 1982; Hotz
1990; Jarvinen 1979; Kaba & Marechaux 1989; Kaste et a. 1996; O'Mullane
1973; Obijou 1994; Prenosil 1985; Rinderer 1976; Schroeder 1991; Tetsch
1983; York et a. 1978, Zadik 1976; Zadik et a. 1972).
Untersuchungsergebnisse epidemiologischer Studien Uber Frontzahntraumata
hessischer Schulkinder von 1994 haben ergeben, dass 25,2 Prozent der Sechs-
bis 16-Jahrigen Frontzahntraumata aufweisen (Obijou 1994; Obijou & Kirschner
1996). Jungen sind etwa zwei bis 1,5-fach haufiger betroffen als M adchen.
Epidemiologische Untersuchungsergebnisse aus skandinavischen Léandern
korrelieren mit den Ergebnissen aus Hessen (Andreasen & Andreasen 1994,
Forsberg & Tedestam 1990; Kirschner et al. 1992). Hochste Verletzungsraten
weisen sieben- bis elfjahrige Kinder auf. Demnach fallt die grofdte Traumarate in
einen Altersbereich in der das Kieferwachstum nicht abgeschlossen ist.
Schneidezahne des Oberkiefers sind ca. vier Ma haufiger von Verletzungen
betroffen, als die des Unterkiefers. Vier bis 30 Prozent der Jungen und Mé&dchen
erleiden Wiederholungsverletzungen (Andreasen 1970; Andreasen1988;
Andreasen & Andreasen 1994; Gutz 1971, Hedegard & Stalhaue 1973;
Herforth 1976, 1982; Magnusson & Holm 1969; Magnusson et al. 1969; Obijou
1994; Obijou & Kirschner 1996; Ravn 1974; Schitzmannski 1963; Worle
1976).

Zahnavulsion oder Sensiilitétsverlust der Pulpa (Nekrose) werden in der
aktuellen und statistisch representativen Studie in Hessen, bezogen auf 1143
traumatisierte Frontzahne mit sieben Prozent ermittelt (Obijou 1994; Obijou &
Kirschner 1996). Von 10673 unfallverletzten Zéhnen, die an der Zahn-,



Kieferklinik der Universitét Kopenhagen behandelt worden sind geraten 896
vorzeitig in Verlust; das sind 8,4 Prozent (Borum & Andreasen 2001).

1.2 Verletzungsarten

Zahnavulsion bedeutet die vollsténdige Trennung des Zahnes vom Organismus.
Zahnhalteapparat, Gefdl3e und Nerven sind gequetscht (Kontusion) und
zerrissen (Divulsion). AuRerdem bestehen Verletzungen des alveolaren
Knochens in Form von Kompression, Infraktur oder Fraktur.
Verletzungsformen bleibender Frontzéhne betreffen in erster Linie -d.h. bis zu
76 Prozent- Schmelz- bzw. Schmelz-Dentinfrakturen der Zahnkronen,
eingeschlossen sind Kronen-, Wurzelfrakturen, zum Tell unter Einbeziehen von
Endodont (Andreasen & Andreasen 1994; Forsberg & Tedestam 1990; Herforth
1976, 1982; Obijou & Kirschner 1996; Stral3burg 1968). Zahnwurzelfrakturen
oder -infrakturen konnen nur sicher durch radiologische Untersuchung
ausgeschlossen werden, die in Reihenuntersuchung nicht zur Anwendung
kommt. Konkussion und Dislokation der Frontzéhne werden bis zu 40 Prozent
der Verletzungen berichtet (Andreasen 1970; Andreasen & Ravn 1972; Bossler
1975; Herforth 1982; Hotz 1967; Obijou 1994; Prenosil 1985; Ravn & Rossen
1969; Schroeder 1991; Tetsch 1983).

1.3 Traumataim Milchgebiss

Hohe Verletzungsraten der Frontzdhne im Milchgebiss werden berichtet
(Andreasen & Andreasen 1994; Borum & Andreasen 2001; Schroeder 1991,
von Arx 1991). Bis zu 45 Prozent der zwei- bis vierjdhrigen Kinder erleiden
unfallbedingte Zahntraumata. Frontzahnavulson im Milchgebiss ist ein
haufigeres Vorkommnis als bei bleibenden Zahnen.

Unfallbedingte Zahnverluste und unvollkommen oder nicht versorgte
Frontzahnverletzungen der ersten wie auch der zweiten Dentition
beeintréchtigen  Funktion, Physiognomie, Aghetik, Psyche und die
Sprachentwicklung. Angaben Uber Behandlungen nach Frontzahntraumata von
286 Méadchen und 472 Jungen weisen aus, dass 76,1 Prozent der Verunfallten
keine Praxis oder Klinik aufsuchen. Nur 17,5 Prozent der Patienten begeben



sich sofort und 6,3 Prozent spéter in Behandlung (Obijou 1994). Als Folgen
sind Gesundheitsbeeintrachtigungen und das Ansteigen von Behandlungskosten

ZuU erwarten.

1.4 Zahnrettung, Plantation und Heilung

Ein Schneidezahn ist unfallbedingt aus dem Kiefer herausgeschlagen worden.
Der avulsierte Zahn kann grundsétzlich replantiert werden. An die mogliche
funktionsgerechte Heilung sind Bedingungen geknlpft: die zellphysiologische
Rettung, d.h. der Vitalerhalt von Desmodont- und gegebenenfalls Pulpazellen
(bei  wurzelunreifen  Zéhnen) in  der in  vitro-Phase, Kkorrekte
Replantationsmethode nebst Schienung und Nachsorge. Fur den Dauererhalt
des Zahnes ist funktionelle Heillung Vorraussetzung. Die Vortelle des
dauerhaften und funktionsgerechten Frontzahnerhalts missen nicht weiter
erklart werden. Vorzeitiger, im Wachstumsalter stattgefundener Zahnverlust
und nichtfunktionelles Einheilen sind dagegen folgenreich. Atrophie und
Stagnation des Knochenwachstums der betroffenen Regionen fihren zu
weiterem Dauerschaden (Abb.1). Es sind kieferorthopadische, prothetische,
chirurgische Versorgungen erforderlich, die mit erheblichem Aufwand
einhergehen und erst nach jahrelanger Temporarbehandlung abgeschlossen sind.
Unversorgte Frontzahnliicken fihren zu weit reichenden Gebissveranderungen,
wie in Abbildung 1 dargestellt und die &sthetischen EinbulRen gegebenenfdls zu

psychischen Stérungen.



Abb. 1 : Oberkiefermodell eines 18-Jahrigen. Zustand mehrere Jahre nach
unfallbedingtem Verlust des Zahnes 21. Ausgepragter Entwicklungsriickstand
und Atrophie des Alveolarknochens, Mittellinienverschiebung, Zahndrehungen

und -kippungen

Nach Ergebnissen einer danischen Studie verringern sich die Aussichten auf
funktionelle Heilung des replantierten Zahnes bereits nach funfmindtiger
Trockenaufbewahrung. Nach funf-  bis zehnminUtiger zellunphysiologischer
Aufbewahrung betrégt die Wahrscheinlichkeit fir funktionelle Einhellung noch
ca. 45 bis 84 Prozent. Nach mehr als 20-mindtiger Trockenlagerung und
anschliefRender Aufbewahrung in unphysiologischen Feuchtmedien reduziert
sich die Aussicht auf Heilung auf drel bis 41 Prozent (Andreasen et al. 1995).
Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Autoren einer britischen Studie, in der
festgestellt wird, dass funktionelles Einheilen im 10-Minuten- Interval um
jeweils 29 Prozent abnimmt, wenn der isolierte Zahn zellunphysiologisch
gelagert wird (Kinirons et al. 2000). Umgehende Eingabe isolierter Zahne
befristet in isotone Salzlosung oder langerfristige Aufbewahrung bis zu 54
Stunden in einem optimierten Zelndhrmedium begunstigt nachgewiesen
funktionsgerechte Desmodontheilung (Andreasen et al. 1990; Cvek et a. 1974;



Matsson et al. 1982; Pettiette et al. 1997). Dieses Vorgehen soll sich auch
vorteilhaft von einer Sofortplantation unterscheiden. Es wird vermutet, dass das
Auswaschen von Zellzerfallsprodukten und eventuell auch Mikroorganismen
eine Erholungsphase fir die traumatisierten Desmodontzellen bedeutet. Nicht
funktionell eingeheilte avulsierte und replantierte Zahne zeigen in der Analyse
publizierter Daten ein Uberleben von nur 33,6 Monaten (median) (Andreasen &
Hjorting-Hansen 1966; Pohl et al. 2003).

1.5 Experimente zur Entwicklung eines Zahnrettungskonzeptes

Nach Klinischen Erfahrungen erfolgt oder erfolgte der Transport verunfallter
avulsierter oder extrem extrusiv didozierter Zéhne vom Unfallort zur
Erstbehandlung fast ausnahmslos zellunphysiologisch (Andreasen et al. 1995;
Ebeleseder et a. 1997), d.h. Uberwiegend im Trockenzustand, gegebenenfalls
im Speichel der Mundhdhle oder in Wasser, in Ausnahmefallen in Milch. Auch
in Unfallrettungswagen werden avulsierte Zahne in Gaze oder Zellstoff
verwahrt. Zeitverzogerungen bis zur zahnérztlichen Erstbehandlung betragen
durchschnittlich 4,9 Stunden, die bei Vorliegen von Mehrfachverletzungen und
deren unfalchirurgischen Versorgungen noch erheblich grof3er sein kénnen
(Weber 2001). Zahnreplantationen zelltoter Zahne fihren zu absehbaren

Zahnverlusten.

Avulsierte Zahne kénnen aber mit Aussicht auf Dauererfolg replantiert werden.
Vorraussetzung ist die zellphysiologische Rettung des verunfallten Zahnes, d.h.
der Vitderhat von Desmodont- und gegebenenfalls auch Pulpazellen bel
wurzelunreifen Zdhnen. Diese Moglichkeit besteht seit 1995 mit der
Entwicklung einer Zahnrettungsvorrichtung (Kirschner 1996; Kirschner et al.
2002). Bei der genannten Rettungsbox (Dentosafe, Fa. Medice, Iserlohn),
handelt es sich um ein PET-Gefal3 von ca. 5¢cm in der HOhe sowie 3 cm im
Durchmesser. Die Offnung ist mit einem Orginalitatsverschiul versehen. Das
Gefal3 beinhatet ca. 16 ml hellrotes Flissigmedium, dessen Zusammensetzung
im Anhang der Arbeit angegeben ist (Anhangl). Fur den Dauererhalt avulsierter



Zéhne nach Replantation ist das Vorhandensein vitaler Desmodont- und

Pulpazellen am isolierten Zahn V orraussetzung.

1.6 Plantationsformen der Zahne

Unter autoplastischer Replantation versteht man die Reintegration
wurzelunreifer zellphysiologisch geretteter Zéhne. Die Behandlungsmethode
geschieht unter der Annahme des Vitalerhalts von Pulpa- und Desmodontzellen
am isolierten Zahn, dessen Foramen apicale 1,3 Millimeter nicht unterschritten
haben darf (Andreasen & Andreasen 1994; Kirschner 1996; Kirschner et al.
2002). Die Weite der foraminalen Offnung steht zunéchst in der Verbindung mit
der Mdglichkeit der Diffusion von Zellnghrldsung in der Rettungsphase und die
Replantation mit der Revaskularisation und -innervation des Pulpagewebes. Ein
verengtes Foramen apicale, wie bel wurzelreifen Zéhnen, gewéhrt in der
Rettungsphase des isolierten Zahnes unzureichenden Flussigkeitsaustausch und
fuhrt zu schnell einsetzender Nekrose von Pulpazellen; aber auch nach
umgehender Replantation ware das Einsprief3en von Gefd3en unmaoglich.
Zellnekrose im grofReren Ausmald nach Plantation bedeutet Parodontitis apicales
(Kirschner 1996). Unfallbedingt avulsierte wurzelreife Zéhne bedurfen im Zuge
zellphysiologischer Rettung und Replantation endodontischer
Begleitbehandlung, die vor Plantation aul3erhalb des Mundes durchgefihrt
werden kann (Kirschner et al. 1978; Kirschner 1981) oder spatestens ca. 10
Tage nach Plantation erfolgen muss. Das Pulpagewebe wird in beiden Féllen
entfernt und durch gewebskompatible Fremdstoffe (Wurzelkanalflllung) ersetzt
(Kirschner et al. 1978, 1996, 2002). Das Behandlungsziel besteht in dem
Vitalerhalt von Desmodontzellen as Ausgang fir die Regeneration eines

funktionsgerechten Zahnhalteapparates.

1.7 Zahnpulpa

In einschldgigem Schrifttum wird das feingewebliche Bild der Pulpa in drei
Abschnitte untertellt: die periphere, an das Dentin angrenzende Schicht der
Odontoblasten (1), eine relativ schmale und zellarme Zone, die auch als
subodontoblastische Schicht bezeichnet wird (2) und die zentrale Pulpa (3)
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(Frank & Nalbandian 1989; Bloom & Fawcett 1975). Die Odontoblasten sind
spezidiserte postmitotische Zellen, die direkt an das Dentin bzw. Pradentin
angelagert sind. Sie sind mit langen zytoplasmatischen Fortsétzen versehen, die
in die Dentinkanalchen einziehen. Die Zellform der Odontoblasten stellt sich in
der Kronenpulpa ausgepragt zylindrisch da, hingegen in der Wurzelpulpa etwas
gedrungen und kuboidal. Den Odontoblasten folgt die Subodontoblastenschicht,
eine zellaame Zone, die sich besonders ausgeprégt in der Kronenpulpa
manifestiert. Diese Zone wurde bereits von Well 1887 als zellfreie Zone
bezeichnet. Der Region folgt zentralwarts eine dichtere Zellbesiedlung, die
Uberwiegend in Bereichen der Wurzelpulpa direkt an die Odontoblasten
angrenzt. Die in der Kronenpulpa ausgepragte Subodontoblastenzone enthélt
kollagene Matrix und ein reiches Geflecht von Nervenfasern. Dabel handelt es
sich Uberwiegend um nicht myeliniserte Nerven. Aul3erdem finden sich
Fibroblasten und undifferenzierte Mesenchymzellen wie auch Lymphozyten.
Nach Angaben von Frank & Nalbandian haben Zach et a. 1969 in Experimenten
mit Hs-Thymidin nachgewiesen, dass zerstorte Odontoblasten aus der Zone der
Subodontoblasten durch undifferenzierte Mesenchymzellen ersetzt werden
konnen. Diese neu gebildeten Odontoblasten sollen in der Lage sein innerhalb
der Pulpa Dentin bzw. Dentinbrticken zu produzieren.

Die genannte zentralwérts folgende zellreiche Schicht enthalt zahlreiche
BlutgeféRe und myelinisierte Nerven so wie Lymphspalten (Oehmke & Hager
1983). Das zentrale Pulpagewebe besteht aus lockerem Bindegewebe; esist im
Zahnkronenbereich durch die Subodontoblastenzone von den Odontoblasten
getrennt, grenzt aber in der Wurzelpulpa - wie berichtet - direkt an die
Odontoblastenreihe an. Die Zellen der zentralen Pulpa bestehen in Fibroblasten
mit langen Zellfortsdtzen und sind voneinander durch  grolere
Interzellularrdume getrennt. Das Gewebe ist durchzogen von Blut- und
Lymphgefélien sowie Nerven.

Wie beschrieben, sind die peripheren Zellen der Pulpa die Odontoblasten, die
sich im Zuge der Zahnkronen- und  Wurzelbildung aus differenzierten
Mesenchymalzellen bilden. Die Differenzierung erfolgt in Kontakt mit Zellen

des epithelialen Diaphragmas der Hertwig'schen Epithelscheide und wird als
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epithelio-mesenchymale  Interaktion gesehen. Bei extrahietem noch
wurzelunreifem Zahn mit welt offenem Foramen apicale laufen die
mineralisierten Anteile von Dentin und Wurzelzement apikal dinn aus. Das
zentral liegende Weich- bzw. Pulpagewebe ragt leicht pilzférmig Uber den Apex

hinaus.

1.8 Fragestellung zu dur chgeftihrter Untersuchung

Wie einleitend dargelegt, zentrieren sich die Unfalhaufigkeiten von
Verletzungen der Frontzéhne auf die Altersgruppe sieben- bis efjahriger Kinder
mit der hochsten nachgewiesenen Rate bei Neunjdhrigen (Andreasen & Ravn
1972; Herforth 1982; Obijou 1994; Prenosil 1985; Ravn 1974). Bel sieben- bis
neunjdhrigen Kindern ist — mit individuellen Unterschieden — das
Wurzelwachstum der Frontzdhne nicht abgeschlossen. Zeitgerechtes
zellphysiologisches Retten avulserter Zdhne in besagtem Altersabschnitt
eroffnet die Moglichkeit autoplastischer Replantation. Das Uberleben von
Desmodontzellen auf den Wurzeloberflachen isolierter Zahne des Menschen ist
eingehend untersucht worden (Kirschner et a. 1978; Kirschner et a. 1992;
Kirschner 1996; Kirschner 1981; Pohl et a. 2001; Pohl et al. 2000; Pohl &
Kirschner 1994; Pohl & Kirschner 1997; Pohl et al. 1999; Filippi & Kirschner
1992; Filippi & Kirschner 1997; Filippi et a. 1998; Filippi et al. 2001; Filippi
2000). Dagegen besteht weitgehend Unkenntnis Uber den Vitalerhalt von
Pulpazellen avulsierter wurzelunreifer Zéhne in vitro. Erfahrungen stitzen sich
auf empirische klinische Daten. Zellphysiologische Untersuchungen Uber den
Proliferationserhat von Pulpazellen wurzelunreifer Zahne in einem optimierten
Zellndhrmedium fehlen im Schrifttum. Die Fragestellung in vorliegender
Untersuchung bezieht sich daher auf den Erhalt der Proliferationsfahigkeit von
Pulpazellen isolierter wurzelunreifer Zahne in einem Zedlrettungsmedium bel

Raumtemperatur in Zeitabhangigkeit.
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2.0 M aterial und M ethode

2.1 Untersuchungsmaterial

Nicht in Funktion stehende gesunde wurzelunreife dritte Molaren des Menschen
werden fur die Experimente ausgewahlt. Insgesamt sind es 28 Molaren, deren
Wurzeln mindestens bis zu ca. 70 Prozent der natlrlichen Wurzellangen
aufweisen und die in Leitungs und Infiltrationsandsthese unter Einsatz
innengekuhlter chirurgischer Knochenfrésen (Kirschner & Meler 1975;
Kirschner & Bolz 1978; Kirschner et al. 1984; Kirschner 1986) mittels
Osteotomie sorgféltig entfernt werden. Die Zeiten fir die ambulanten
chirurgischen Behandlungen liegen an Vormittagen zwischen 8.30 Uhr und 12
Uhr. Das Alter der Patienten betragt 15 bis 18,5 Jahre. Die Zéhne gelangen
einzeln in jeweils 16 ml Zelndhrmedium und werden bei Raumtemperatur 6,12,
24 und 36 Stunden darin aufbewahrt.

Geméal3 genannter Zeiteinteilung sind die Gruppen 2 bis 5 gebildet worden,
denen jewells funf bis sieben Zahne zugeordnet sind. In Gruppe 1 werden
Pulpagewebe dritter Molaren unmittelbar nach dem operativen Eingriff, ohne
vorherige Eingabe in das Zellndhrmedium, untersucht. Die Eingaben der Zdhne
in das Zellndhrmedium in den Gruppen 2 bis 5 erfolgen bis spétestens 10

Minuten nach Osteotomie.

2.2 Entnahmen von Pulpagewebe und Aufbereitung fur feingewebliche
Untersuchungen

Pulpagewebe von funf Zdhnen in Gruppe 1 werden bis zu 10 Minuten nach
Osteotomie ohne vorherige Eingabe in das Rettungsmedium fir die
mikromorphologische Sofortuntersuchung vorgesehen. Die Kronen der Zéhne
sind in einer diamantierten Extraktionszange fixiert. Von der Kauflache bis zur
Wurzelspitze erfolgt ein entsprechend tiefer spaltférmiger Anschliff von
Kronen- und Wurzelhartsubstanzen mit einer Diamantscheibe unter
Intensivkihlung mit steriler isotoner NaCl-Losung. Die Hartsubstanz wird
anschlieBend mit einem geraden Hebel nach BEIN gesprengt. Unter

vorsichtigem Einsatz eines Exkavators kann die Pulpa in toto entnommen
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werden. Auf gleiche Weise sind die Zahne in den Zeitgruppen 2 bis 5 nach
Lagerungszeiten von 6, 12, 24 und 36 Stunden in dem Zelndhrmedium bei
Raumtemperatur prépariert worden. Die Entnahmen der Pulpagewebe erfolgen
danach wie beschrieben.

Die Pulpagewebe werden in vierprozentiges gepuffertes Formalin Uberfihrt und
nach Fixieren, Waéssern, Dehydrieren in Paraffin eingebettet. Es erfolgt das
Herstellen sagittaler Serienschnitte (Biocut, Fa. Leica) von ca. S5um die, auf
Objekttrager  aufgezogen, entparaffiniert  werden.  Farbungen  von
Gewebsschnitten sind mit Hamalaun bzw. Hamatoxilin-Eosin vorgenommen

worden.

2.3 Immunhistochemische Behandlung der Gewebsschnitte

Die  Entwicklung  monoklonaler  Antikdrper in  Beziehung zu
zellzyklusverwandten  Molekilen  bildet  die  Vorraussetzung  fir
immunhistochemisches Erkennen proliferationsfahiger Zellen.

Fur die immunhistochemische Behandlung der Gewebsschnitte ist eine vom
Hersteller (Fa. Dianova, Hamburg) erhdltliche Anleitung wegweisend.

(Tabelle 1).

Kurzanleitung zur Immunhistochemie mit PCNA

Vorgang

1. 20 min Xylol

2. 20 min Xylol

3. 10 min 100% Alkohol

4. 10 min 96% Alkohol

5. 5 min 80% Alkohol

6. 5 min 70 % Alkohol

7. 2-3 min Aqua dest.

8. 1 min Tris-Puffer

9. 10 min F, 2x5 min E Mikrowelle kochen mit Zitratpuffer
10. 45 min Préparate kihlen lassen in kaltem Wasser
11. 2x5 min Aquadest. spllen
12. 2x5 min mit Tris-Puffer spilen
13. Uber Nacht | nkubation mit Primarantikorper PCNA 1:40
14. 3x5 min Schnitte Tris-Puffer spilen
15. 30 min Inkubation mit Dualsystem Briickenantikorper 1:100
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16. 2x5 min in Tris-Puffer spilen

17. 30 min Inkubation mit Dualsystem APAAP-Komplex 1:75
18. 2x5 min in Tris-Puffer spllen

19. 10 min Inkubation mit Dualsystem Briickenantikorper 1:100
20. 2x5 min in Tri-Puffer spilen

21. 10 min Inkubation mit Dualsystem APAAP-Komplex 1:75
22. 2x5 min in Tris-Puffer spilen

23. 10 min Inkubation mit Dualsystem Brickenantikorper 1:100
24. 2x5 min in Tris-Puffer spilen

25. 10 min Inkubation mit Dualsystem APAAP-Komplex 1:75
26. 2x5 min in Tris-Puffer spilen

27. Stammldsung A2 ansetzen

28. Stammlésung A2 zu A1 mischen

29. Stamml6sung B ansetzen

30. Stammldsung C1 ansetzen

31. Stammlésung C2 zu C1 mischen und 1 min reagieren lassen
32. Stammlsung C zu Stammlésung A dazumischen

33. Stamml6sung B zu Stammlésung A+C dazumischen

34. pH-Wert 8,7 einstellen

35. 2 min reagieren lassen, dann filtrieren

36. 30 min Praparate in Entwicklerldsung stellen und ritteln lassen
37. 1x5 min mit Tris-Puffer spilen

38. 10 sek Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer

39. 5-10 min mit Leitungswasser blduen

40. Eindecken in Kaisers Glyceringelantine

Tabedle 1. Kurzanleitung fur die immunhistochemische Behandlung von
Gewebsschnitten mit PCNA zum Nachweis von in Proliferation befindlicher
Zellen

Die Bestellnummer des priméren Antikorpers ist CBL 407 Anti-Human PCNA,;
Lot. 407253K. Die Bezeichnungen von Ph-Meter ist WTW 530 und des
Rittlers ROTAMAX 120, Frequenz 200-300 min. Die Hamalaun-L0sg. Kat.
Nr. 1.09249 wurde von der Fa Merck bezogen; die Glyceringelantine von
gleicher Frma  mit der Bestellnummer 1.09242.0100. Die

Inkubationstemperatur der Antikorper entsprach Raumtemperatur.
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24  Mikromorphologisches  Auswerten und  Bestimmen  von
M arkierungsindizes

Die Durchsicht der Pulpa-Gewebsschnitte erfolgt zunachst bei  kleinen
VergrofRerungen am Durchlichtmikroskop (Aristoplan, Leica). Das zytologische
Auswerten (Zellzahlungen) vollzieht sich unter Einsatz von Periplan-Okular GW
10fach und integrierter Strichplatte mit einer Netzeintellung von 100 x 1mn?
und einem Objektiv 40fach.

Fur die fotografische Dokumentation wird die Orthomat-E-Kamera eingesetzt
mit dem Fotookular 12,5fach.

Das Auswerten betrifft Zahlungen von Pulpazellen zum Bestimmen der
Gesamtzellzahl sowie anschlieffender Zahlung markierter Zellen in gleichen
Regionen. Errechnete Makierungsindizes ergeben sich aus dem Verhdtnis
markierter Zellen zu der Gesamtzellzahl.

Pro Zahn und Untersuchungszeit sollen minimal 1000 Zellen gezahlt werden-
folglich bel finf bis seben Zdhnen pro Untersuchungszeit funf- bis
siebentausend Zellen. Fir jede Untersuchungszeit werden aber weit mehr Zellen
gezéahlt und davon die Mittelwerte erhoben.

Um Abhangigkeiten zwischen Markierungshaufigkeiten und Weiten von
Foramina der Zahnwurzeln zu erfahren, werden die Innendurchmesser von
Foramina apicalia mittels Feinschieblehre, aber auch auflichtmikroskopisch

vermessen.

2.5 Statistik

Die varianzanalytischen Untersuchungen berticksichtigen Zahlungen von

Pulpazellen sowie Messwerte von Foramina apicalia der Versuchszeiten null bis
36 Stunden(Versuchsgruppen 1 bis 5). Die Untersuchungen werden am Ingtitut
fur Medizinische Informatik der Univergtét Giessen (Direktor: Professor Dr.
Dudeck) von Herrn W. Pabst durchgefiihrt mit Hilfe von SPSS fur Windows,
Version 6.1.3, graphisch mit Excel.
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3.0 Ergebnisse

3.1 Lokalisation markierter Pulpazellen

Nach Durch- und Ubersicht der feingeweblichen Pulpapraparate der

funf Versuchszeiten ergibt sich eine eindeutige Zone fur das Vorkommen
markierter Zellen in der Wurzelpulpa, unabhéngig von der Dauer der Imbibition
mit dem Rettungsmedium (Abb. 2).

Es ist zu beobachten, dass in zahlreichen Sagittalschnitten der Pulpa die
Zellrethe der Odontoblasten — bedingt durch Entnahmetechnik des Gewebes
und der Verankerung der Zellreihe im Dentin — unvollsténdig ist. Folglich
konnen Odontoblasten bei den Zellzahlungen nicht berticksichtigt werden.
Feingewebliche Strukturen der Pulpa der Versuchsreihe entsprechen denen, wie
in Kapitel 1.7 beschrieben.

3.2 Markierungsindizes

Zellzéhlungen finden in vorgenanntem Bereich statt. Exakte Begrenzungen der
Zahlbereiche beziehen sich apika und koronal auf das Vorliegen erster
markierter Zellen. Auf diese Weise erfolgt das Festlegen der Zahlgrenzen fir
jedes Préparat (Abb. 3 u. 4).

Diefir die jeweils funf Untersuchungszeiten gezdhlten Gesamt-Zellzahlen,
sowie die der zugehdrigen markierten Zellen sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
Markierungsindizes sind pro Versuchszeit fir jede Zahnpulpa bestimmt worden
sowie die Mittelwerte der erhaltenen Indizes (Tab.3). HoOchster mittlerer
Indexwert von 0,56 besteht fur die Zeitgruppe 1, gleich nach Zahnextraktion
ohne vorherige Eingabe der Z&hne in das Rettungsmedium. Nach sechsstiindiger
Aufbewahrung der Zahne im Rettungsmedium bel
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Raumtemperatur sinkt der Index auf den Wert von 0,12 ab. Von sechs bis zu 36
Stunden nimmt die Anzahl markierter (proliferationsfahiger) Pulpazellen wieder
zu und erreicht einen Endwert von 0,195 in der Versuchsgruppe 5. Das
Ergebnis wird in einem Bakendiagranm und Diagramm  mit

Standardabweichungen veranschaulicht (Abb. 5 u. 6).

Es kann en Einfluss der in vitro-Imbibitionsdauer auf den Antell
proliferationsfahiger (markierter) Zellen derart nachgewiesen werden, dass sich
die 36 Stundengruppe 5 durch Zunahme markierter Zellen von den
vorangegangen V ersuchszeiten deutlich abhebt (p=0,0002) (s. Abb. 5 u. 6).

3.3 Foramen apicis dentis

Von 28 Zahnen sind die Weiten von Foramina mittels Schieblehre vermessen
worden. Dieredlen Messwerte sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Die Ergebnisse der statistischen Vergleichsuntersuchung verdeutlichen fur die
durchgefihrte  Versuchsrethe  "fehlenden  Zusammenhang"  zwischen
proliferationsféahigen Zellen und Weiten von Foramina apicalia Uber die
Versuchszeiten in den Gruppen 1 bis 5 (p=0,17) (Abb. 7 u. 8).
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Zahnpulpa des Menschen (Sagittalschnitt). Eingezeichnete Zell-

Z&hlbegrenzungen

2

Abb.
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Abb. 3: Individuell festzulegende Zell-Zahlbegrenzungen (s.Text) im apikalen
Viertel der Wurzelpulpa (100fach)
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Abb. 4: Markierte in Proliferation befindliche Zellen der Wurzelpulpa nach
immunhistochemischer Behandlung (800fach)

21



Zeitgruppen (h) 0 6 12 24 36
Gesamtzellzahl 105.000 |68.610 66.909 82.313 63.398
Markierte Zellen |581 83 81 110 124

Tab. 2: Gesamtzellzahlen und gezahlte markierte Zellen der Zahnwurzelpulpa

Foramenoffnung | Anteil der proliferierenden
Stunden inmm Pulpazellen in %
1 0 1,10 0,431
2 0 1,45 0,580
3 0 1,38 0,632
4 0 1,55 0,560
5 0 1,08 0,561
6 6 1,55 0,142
7 6 1,95 0,110
8 6 1,45 0,124
9 6 1,10 0,101
10 6 1,90 0,110
11 12 1,20 0,103
12 12 1,35 0,117
13 12 1,95 0,166
14 12 1,80 0,119
15 12 1,05 0,133
16 12 1,75 0,107
17 24 1,95 0,145
18 24 1,25 0,140
19 24 0,95 0,130
20 24 1,85 0,133
21 24 1,65 0,122
22 36 1,70 0,179
23 36 1,85 0,203
24 36 2,05 0,261
25 36 1,65 0,244
26 36 2,10 0,167
27 36 1,85 0,161
28 36 1,40 0,153

Tab. 3: Markierungsindizes von Pulpazellen und gemessene Weiten von

Foramina apicalia nebst Mittelwerten in den Versuchsgruppen 1 bis5
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Zellproliferation (Prozent)

Stunde 0 6

12 24 36

Stunden

Abb. 5: Indizes nachgewiesener in Proliferation befindlicher Pulpazellen

wurzelunreifer Zéhne im Rettungsmedium bel Raumtemperatur (Werte mittels
Varianzanalyse bestimmt im Institut fur Medizinische I nformatik in Giessen)

Zellproliferation (Prozent)
Standardabweichungen

12 24 36
Stunden

Abb. 6: Standardabweichungen zu Diagramm Abbildung 5 (Proliferations-

Indizes, s. Balkengraphik Abb.5)




Abb. 7 : Wurzelspitzen eines 3. Molaren mit offenen Foramina
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Abb. 8: Gemessene Weiten von Foramina apicalia mit Standardabweichungen
der Versuchsgruppen 1 bis5
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4.0 Bewertung der Ergebnisse

Die erlangten Experimentalergebnisse als Grundlage zur autoplastischen
Implantation wurzelunreifer Zahne des Menschen haben ergeben, dass der
Erhat von in Proliferation befindlichen Pulpazellen isolierter Zéhne in einem
optimierten Rettungsmedium bel Raumtemperatur mindestens tber 36 Stunden
madglich ist. Erkannte Voraussetzungen fir die in Proliferation befindlichen
Pulpazellen sind die Eingabe der Zdhne innerhab von 10 Minuten nach
Extraktion oder auch unfallbedingter Avulsion in das Rettungsmedium wie auch
das Stadium des Wurzelwachstums, das eine lichte Weite der foraminalen
Offnung von ca. 1,3mm nicht unterschritten haben darf. (Kirschner TE 2003;
Pohl & Kirschner 1994; Pohl et al. 1999; Pohl et al.2003; Kirschner 1996). Fur
die im Wachstumsalter von Zahnavulsion betroffene Bevolkerungsgruppe der
Kinder und Jugendlichen bedeutet der durch Rettung und Plantation erreichte
funktionsgerechte Zahnerhalt zusétzlich den Entwicklungsfortgang des
alveoldren Knochens in betroffenen Regionen. Das gilt auch fur die erste
Dentition mit zwel- bis vierjdhrigen Kindern, die bis zu 45 Prozent
Zahntraumata erleiden (Andreasen & Andreasen 1994; Borum & Andreasen
2001; Schroeder 1991; von Arx 1990,1991).

Unfallbedingte Zahnverluste und unvollkommen oder nicht versorgte
Frontzahnverletzungen beeintrachtigen Funktion, Physiognomie, Asthetik,
Psyche und die Sprachentwicklung. AufBerdem findet das Kieferwachstum
wesentlich durch Stimulation Uber Zungen- Zahnkontakt statt. Bis zum flinften
Lebengahr werden etwa 45 Prozent des postnatalen Oberkieferwachstums
erreicht. Sehr friher Milchzahnverlust kann zu einer ungiinstigen Entwicklung
des Zahnbogens fihren. Die Folgen konnen die Entwicklung und den
Durchbruch bletbender Z&hne negativ beeinflussen.

Zahlreiche Experimentalergebnisse aus der ehemaligen Abteilung Oralchirurgie
und Zahnérztliche Poliklinik des Medizinischen Zentrums fir Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde der Universitdt Giessen sowie Klinische und experimentelle
Beobachtungen anderer Autoren belegen schliissig funktionelles Einheilen und

den Dauererhalt zellphysiologisch geretteter und replantierter Zéhne des
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Menschen (Andreasen & Andreasen 1994; Andreasen et al. 2000; Andreasen et
al. 1995; Andreasen et a. 1990; Hupp et a. 1997,1998; Kirschner et al. 1998;
Kirschner et al. 2002; u. a). Dabel handelt es sich Uberwiegend um
experimentelle Nachweise des Vitaerhalts von Desmodontzellen in vitro aber
auch um klinische Beobachtungen zellphysiologisch oder -unphysiologisch
geretteter und replantierter Zéhne (Andreasen & Hjorting-Hansen 1966 a,1966
b; Hiltz & Trope 1991; Krasner & Person 1992; Krasner & Rankow 1995;
Matsson et al. 1982; Pohl 1994; Pohl et a. 2003; Pohl et al. 1999; Trope &
Friedman 1992; Kirschner et a. 1998, Boll 1994). Die Uber den Vitalitatserhalt
von Desmodontzellen publizierten Ergebnisse stellen unter Beweis, dass die
Proliferationsfahigkeit genannter Zellen mindestens bis zu 48 Stunden in vitro in
einem Rettungsmedium und bei Raumtemperatur erhalten werden kann. Dazu
bedarf es einer langzeitstabilen, auch bel Raumtemperatur bevorratbaren
Zellndhrlosung mit Zusatz eines Konservierungsmittels (Kirschner et al.
1992,1998).

Ergebnisse Uber Langzeitaufbewahren wurzelunreifer Zdhne verbunden mit den
in Proliferation befindlichen Pulpazellen liegen im zuganglich gewordenem
Schrifttum nicht vor. Lediglich eine Experimetaluntersuchung italienischer
Autoren beinhaltet Ergebnisse mit dem Proliferationsnachweis von Pulpazellen
wurzelunreifer Zahne unmittelbar nach deren Extraktion (Casasco et a. 1996).
Genannte Autoren haben die Anzahl in Proliferation befindlicher Pulpazellen
unmittelbar nach Extraktion der Z&hne mittels immunhistochemischer Methode
(PCNA) untersucht. Angaben Uber das Proliferationsverhaten von Pulpazellen
Uber Aufbewahrungszeiten in vitro fehlen bzw. Untersuchungen dieser Art sind
nicht durchgefihrt worden.

Die Langzeitbevorratung von Zellndhrmedien bel Raumtemperatur war auch in
der Vergangenheit nicht gegeben, so dass ein Bereitstellen an unfalltréchtigen
Orten nicht <attfinden konnte. Das von der pharmazeutischen Industrie
hergestellte  Rettungsmedium ist mit Puffer, Protektmedium und
Konservierungszusatz versehen, so dass Oxidationsvorgénge und/oder
Verkeimungen verhindert werden und die Haltbarkeit bei Raumtemperatur (bis
zu 37°C) Uber drei Jahre gewéhrleistet ist (Fa. Biochrom, Berlin). Die
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vorgenannten zellphysiologischen Untersuchungen fuhrten zur Optimierung des
Rettungsmediums und dessen Langzeitstabilitdt. Dagegen sind die im Schrifttum
angegeben  Medien bzw.  Sdzlésungen fir  Bevorratung  und
Langzeitaufbewahrung avulsierter Zahne bei Raumtemperatur ungeeignet (Hiltz
et a. 1991, Krasner 1990; Krasner & Person 1992; Trope & Friedman 1992).
Innerhalb  weniger Stunden der Aufbewahrung eines Zahnes bel
Raumtemperatur ergeben sich massve Verkeimungen und beginnendes
Pilzwachstum im Restdesmodont des isolierten Zahnes mit Folgen von
Zellnekrosen (Burkard 1991; Kirschner et al. 1992).

Ergebnisse einer ersten moglichen Kklinischen Langzeitstudie avulsierter Zéhne,
die in optimiertem Zellndhrmedium gerettet wurden lassen nach Replantation
eindeutig erkennen, dass deren umgehende und zellphysiologische Rettung die
Vorraussetzung fur funktionelle Einhellung und Dauerhalt bildet. Auf diese
Weise werden die Ergebnisse der Experimentalserien mit Desmodontzellen
durch klinische Befunde bestétigt (Pohl et a. 2003 a; Pohl et al. 2003b; Pohl et
a. 2003c). Die Aufbewahrungszeiten der in den klinischen Studien
beobachteten replantierten Zahne betrugen bis zu 53 Stunden im
Zdlndhrmedium der Zahnrettungsbox bei Raumtemperatur, die nicht zu
Beeintrachtigung von funktioneller Einhellung und Zahndauererhalt gefuhrt
haben. Damit erdffnet sich erstmalig die Moglichkeit erfolgreicher Replantation
zellphysiologisch  geretteter und  aufbewahrter Z&hne auch nach
unfallchirurgischer Versorgung polytraumatisierter Patienten.

Die vorgelegten Untersuchungen Uber die in Proliferation befindlichen
Pulpazellen in vitro bestétigen und ergéanzen die erfolgreichen experimentellen
und Klinischen Erfahrungen mit Desmodontzellen. Das Ergebnis bildet die
Voraussetzung fUr autoplastische Replantation avulsierter wurzelunreifer Zahne
dann, wenn umgehende Rettung des Zahnes bis zu ca. 10 Minuten nach
Avulsion in dem Rettungsmedium erfolgt. Dabei darf zunéchst eine in vitro-
Phase von 36 Stunden bis zur Erstbehandlung (Replantation) wahrgenommen
werden.

Avulsion bedeutet nicht nur den Abriss des Zahnhalteapparates (Desmodont),
sondern auch den der Pulpa zufuhrenden und ableitenden Blutgefalie.
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Grundsétzlich kann eine Revaskularisation des Pulpagewebes nach Replantation
eintreten. Es kommt aber nicht zu einem vorstellbaren Wiederanschluss von
GefalRen sondern bei entsprechend weiter foraminaler Offnung — nicht unter
1,3 Millimetern — zum Einwachsen neuer Gefél3e in die Pulpa. Das bedingt zu
hohem Prozentsatz eine Umwandlung des Origindrgewebes in
Granulationsgewebe, also eine Metaplasie (Schroeder 1982; Kirschner 1996;
Kirschner et al. 2002).

Fir das Uberleben bzw. die Proliferationsfahigkeit von Pulpazellen (avulsierter)
wurzelunreifer Zahne Uber 36 Stunden in vitro ist das eingesetzte
Rettungsmedium von ausschlaggebender Bedeutung (Anhang 1). Umgehende
Eingabe des isolierten Zahnes in das Medium — wie in vorliegender
Untersuchung innerhalb von 10 Minuten geschehen — ist eine weitere
wesentliche Voraussetzung fir den Vitalerhalt von Pulpazellen. Unberthrt
davon geschient die oben angefihrte Umwandlung des Pulpagewebes nach
erfolgreicher Replantation in Granulationsgewebe, Bindegewebe und schlief3lich
in der Endstufe in mineraisertes Gewebe (Faserknochen, Osteodentin).
Geschilderter Verlauf ist radiologisch, aber auch mikromorphologisch sehr gut
nachweisbar. Ein implantierter Zahn mit Obliteration des Pulpakavum und
funktionsfahigem Desmodont gilt als vital und dauerhaft erhaltbar.
Untersuchungen von Desmodont in vitro haben ergeben, dass Trockenlagerung
isolierter Zéhne Uber 30 Minuten hinaus Zellnekrosen groReren Ausmal3es
bewirkt. Danach erfolgte Zahnplantationen fiihren zu hohem Prozentsatz zu
Misserfolgen z.B. im Sinne von Ersatzresorption (Andreasen & Kristerson
1981; Matsson et al. 1982; Andreasen 1981; Zimmermann & Nentwig 1989).
Aufbewahren isolierter Zdhne in Wasser oder Speichel ist obsolet. Schon nach
Kurzzeitaufbewahren bis zu zwei Stunden kommt es insgesamt zu Zelluntergang
(Blomlof 1981a, 1981b; Oikarinen & Seppa 1987; Zimmermann &
Willershausen-Zonnchen 1990). Langerfristiges Aufbewahren in physiologischer
NaCl-Losung ist ebenfalls zellunvertraglich. Dagegen ware Sterilmilch eine
Behelfsmbglichkeit (Blomlof 1981a, 1981b; Andreasen & Schwartz 1986;
Lauer et a. 1987; Pongsiri et a. 1990; Boll 1994). Optimal ist das an hiesiger

Klinik in Zusammenarbeit mit der Berliner Firma Biochrom entwickelte
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Rettungsmedium in dem die Rate proliferierender Desmodontzellen bis zu 54
Stunden bei Raumtemperatur signifikant ansteigt. Die Ergebnisse sind durch
Untersuchungen in der Zellkultur sowie mit Hilfe von autoradiograpischen und
immunhistochemischen Techniken erlangt worden (Kirschner 1996; Kirschner et
al. 1998; Kirschner et a. 2002; Pohl 1994; Pohl et a. 2003; Pohl et a. 2000;
Pohl & Kirschner 1994; Pohl & Kirschner 1997; Pohl et al. 1999; Boll 1994).
Die umgehende Eingabe isolierter Zahne befristet in isotone Salzlésung oder bis
zu 54 Stunden in ein optimiertes Zellndhrmedium begiinstigt nachgewiesen
funktionsgerechtes Einheilen plantierter Zéhne ( Andreasen et al.1990; Cvek et
a. 1974; Matsson et al.1982; Pettiette et a. 1997). Dieses Vorgehen
unterscheidet sich auch vorteilhaft von einer Sofortplantation.

Es wird vermutet — wie bereits berichtet —, dass das Auswaschen von
Zéellzerfallsprodukten und eventuell auch Mikroorganismen eine Erholungsphase
fur die traumatisierten Desmodont- und Pulpazellen bedeutet.

In einer Studie zur Beobachtung der Funktion geretteter und replantierter Z&hne
werden samtliche bel Kindern und Jugendlichen avulsierten und replantierten
Zghne im Medizinischen Zentrum fir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der
Universitdt Giessen prospektiv erfasst. Es interessieren die besonderen
Umsténde der Zahnrettung und des Transportes zur Behandlung: Dauer der
Trockenexposition, Art des Lagerungsmediums und Dauer der Lagerung. Seit
1998 wird eine spezifische medikamenttse Begleittherapie (Antiresorptiv-
Regenerative-Therapie = ART) zur Verminderung von Einheilkomplikationen
und zum Unterstiitzen parodontalen Einheilens eingesetzt. Der Einheiltypus
wird nach bekannten Klinischen und radiologischen Kriterien definiert als
funktionell oder nicht funktionell. In genannter Studie sind samtliche Patienten
berticksichtigt, die mindestens tiber sechs Monate nachkontrollierbar waren oder
vor dieser Zeitgrenze Komplikationen aufwiesen. Sieben Zahne sind innerhalb
von zehn Minuten nach Avulsion in das Medium der Rettungsbox gelangt. Die
Rettung wird als physiologisch klassfiziert. Zwanzig Zahne sind langer als 15
Minuten trocken und/oder langer als 30 Minuten in unphysiologischen
Feuchtmedien aufbewahrt und als zellunphysiologisch gerettet definiert worden.
Samtliche sieben Zahne, die in der Rettungsbox seit 1995 physiologisch gerettet
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werden konnten weisen bis heute funktionelle Heilung bzw. physiologische
Funktion auf, obwohl deren Aufbewahrung im Einzelfall bis 53 Stunden im
Rettungsmedium bei Raumtemperatur betragen hat. Es kdnnen bisher weder
Ankylose noch Zahnverlust verzeichnet werden. Dagegen heilen von zwanzig
unphysiologisch geretteten und replantierten Zéhnen nur drei funktionell ein;
siebzehn Zahne ankylosieren. Das statistisch abgesicherte Ergebnis (Stand Méarz
2004) stellt unter Beweis, dass Heilung und Dauererhalt unfallbedingt
avulsierter Zahne durch umgehende zellphysiologische Rettung bestimmt
werden (Chi Quadrat, p< 0,001). Weitere Faktoren mit signifikantem Einfluss
konnen in dieser Studie nicht festgestellt werden (Pohl et al. 2003; Kirschner,
Weber, Pohl 2003).

Das Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchungen stellt unter Bewels,
dass die Eingabe avulsierter wurzelunreifer Zdhne innerhalb von zehn Minuten
nach Unfall in das Rettungsmedium nicht nur funktionelles Einheilen von
Desmodont garantiert, sondern auch in Proliferation befindliche Pulpazellen
bewahrt, als Voraussetzung fir die autoplastische Replantation und den
dauerhaften Erhalt von Zahn und Alveolarknochen.

30



5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Proliferationsfahigkeit von Pulpazellen extrahierter wurzelunreifer Zéhne
des Menschen ist einer in vitro-Untersuchung unterzogen worden. Fir die
Aufnahme der Zahne dient ein bei Raumtemperatur langzeitbevorratbares
Rettungsmedium.

Achtundzwanzig operativ entfernte wurzelunreife dritte Molaren des Menschen
werden innerhalb von 10 Minuten nach OP in das Medium eingegeben und in
Gruppen unterschiedlich lange bei Raumtemperatur darin aufbewahrt.
Mikromorphologische und immunhistochemische Untersuchungen  der
Pulpagewebe erfolgen nach Aufbewahrungszeiten von 0, 6, 12, 24 und 36
Stunden. Mikromorphologische Betrachtung des Pulpagewebes Uber das
Vorkommen immunhistochemisch markierter Zellen fihren zu einer Begrenzung
von Pulpaaredlen zur Zellzéhlung und deren quantitative und varianzanalytische
Auswertung.

Es kann ein Einfluss der Imbibitions- bzw. Aufbewahrungsdauer der
wurzelunreifen Zéhne im Zellndhrmedium auf die Proliferation von Pulpazellen
in vitro statistisch erhoben werden (p=0,0002). Speziell nach 36 Stunden im
Rettungsmedium bei Raumtemperatur ist der Wert des mittleren
Markierungsndex — verglichen mit Gruppen 2, 3 und 4 — in Gruppe 5
deutlich angestiegen. Das statistische Ergebnis beweist die Zunahme
proliferierender Pulpazellen wurzelunreifer Zéhne in vitro bis zu einer
Aufbewahrungszeit von 36 Stunden nach Extraktion in einem Rettungsmedium
bei Raumtemperatur.

In angenommener Abhéngigkeit der Zellproliferation stehen Weiten foraminaler
Offnungen, die vermessen, und deren Mittelwerte festgestellt und ebenfalls
statistisch ausgewertet werden. Zusammenhénge zwischen Zellproliferationen
und Weiten der Foramina lassen sich in vorliegender Experimentalserie nicht
erheben (p=0,17). Die mittleren Messwerte liegen fur sdmtliche untersuchte
Gruppen tber 1,3 Millimetern.
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5.1 Summary

The proliferative ahility of pulp cells of extracted immature teeth of humans was
studied in an in vitro investigation. For the storage of the teeth arescue medium

is used which can be stored at room temperature for longer periods.

Twenty-eight surgically removed immature third molars of humans are put into
the medium within ten minutes after removal and stored for different periods at
room temperature.

Micromorphologic and immunhistochemic investigations of the pulp tissues are
performed after storage for 0, 6, 12, 24 and 36 hours. Micromorphologic
observations of immunhistochemically marked cells result in defined pulp areas
in which cells are counted. Quantitative and variance analytic statistics are

performed.

An influence of the storage duration in the tissue culture medium on the
proliferation of pulp cells in vitro can be documented (p=0,0002). Especialy
after 36 hours in the rescue medium at room temperature the mean index of
marked cells in group 5 is clearly increased compared to groups 2, 3 and 4. The
statistic results demonstrates the increase of proliferating pulp cells of immature

teeth for a storage in a rescue medium for up to 36 hours at room temperature.

The cell proliferation is supposingly dependent on the diameter of the apical
foramen. These are measured, mean values are caculated. By statistics no
correlations between diameter of apical foramen and cell proliferation cannot be
established (p=0,17). The mean values for al groups are more than 1,3

millimeters.
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Anhang |: Rettungsmedium

Inhaltsstoffe

HEPES

NaCl

NaHCO;
D-Glucose
Na,HPO,
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
KCl

L-Arginin
MgSO,* 7H,0
NaNO;
CaCl,*2H,0
L-Asparagin
L-Cystin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin*HCI
i-lnosit
Natriumacid
L-Serin
L-Glutaminsdure
L-Hydroxyprolin
L-Tyrosin

L-Asparaginsaure
L-Valin
L-Threonin
L-Prolin
L-Histidin
L-Methionin
L-Phenylaanin
Glycin

Glutathion
Phenolrot-Na

L (+)Ascorbinsdure
L-Tryptophan
Cholinchlorid
Thiamin*HCI
Nicotinamid
p-Aminobenzoesiure
Pyridoxin*HCI
Folsaure
Riboflavin

Biotin
D-Ca-Pantothenat
Vitamin B,
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