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Ziel der Untersuchung war es, die Reparationsdentin-
bildung durch Pulpafibroblasten in vitro in Abhängig-

keit von der Wurzelentwicklung und von zugesetzten che-
mischen Stimulanzien zu analysieren. 
19 Pulpafibroblastenkulturen aus frisch extrahierten huma-
nen Weisheitszähnen mit un- und vollständigem Wurzel-
wachstum wurden entsprechend den einfach oder in Kom-
bination zugegebenen Stimulanzien (Calciumhydroxid, 
β-Glycerophosphat, Ascorbinsäure) in Gruppen unterteilt. 
Nach 25 Tagen erfolgte die Untersuchung hinsichtlich gebil-
deter Mineralisationsinseln (Rasterelektronenmikroskop Phi-
lips XL 30 ESEM, Energiedispersive Röntgenmikroanalyse), 
Lebensfähigkeit der Pulpafibroblasten (EZ4U-Test, am 1. 
Tag), Bildung von alkalischer Phosphatase (4-NPP-Test, am 
0., 1., 4., 8., 11., 15. Tag) sowie von Kollagen Typ I (METRA-
CIP EIA Kit, am 4. Tag). Mit Hilfe der Varianzanalyse wurde 
nach Unterschieden bezüglich der Zielvariablen zwischen 
den Gruppen mit und ohne Zusatz gesucht (globales α = 
0,05).
Bei der Energiedispersiven Röntgenmikroanalyse konnte die 
Bildung von Calciumphosphat durch die Pulpafibroblasten 
nachgewiesen werden. Mineralisationsleistung, Lebensfähig-
keit und Kollagenbildung erwiesen sich als abhängig vom 
zugegebenen Stimulanz, aber als unabhängig vom Wurzel-
wachstum. (Dtsch Zahnärztl Z 2010; 65: 81–90)

Schlüsselwörter: Zellbiologie, Zellkultur, Pulpafibroblasten, Mi-
neralisation, Kollagen Typ I, alkalische Phosphatase, Calcium-
phosphat
The aim of this study was the analysis of reparative dentino-
genesis by pulp fibroblasts in vitro depending on root 
formation and chemical stimulation. 
Pulp fibroblasts of 19 human caries-free freshly extracted 
third molars with incomplete or complete root formation 
were separately cultured. Each cell culture was divided into 
groups based on the presence of the following chemical ad-
ditives in medium: calcium hydroxide, β-glycerophosphate, 
ascorbic acid (alone or combined with each other). The 
scanning electron microscope analysis of mineralized areas 
was carried out 25 days after application of chemical addi-
tives. Determination of viability was done at day 1 by using 
an MTT-test. At day 4, expression of collagen type I was 
measured with METRA-CIP EIA Kit and alkaline phosphatase 
activity was determined by the 4-NPP method at days 0, 1, 
4, 8, 11 and 15. The differences of examined variables in 
groups without and with chemical additives were statistically 
analysed with variance analysis (global α = 0.05).
X-ray microanalysis of the mineralized areas showed that 
pulp fibroblasts produced a high amount of calcium phos-
phate. The mineralizing activity, the viability and the ex-
pression of collagen type I of pulp fibroblasts were  
dependent on chemical stimulation, but independent of 
 root development.

Keywords: cell biology, cell culture, pulp fibroblasts, mineraliza-
tion, collagen type I, alkaline phosphatase, calcium phosphate
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1 Einleitung

1.1 Reparative und reaktive 
 Dentinogenese

In der Pulpa jedes Zahnes laufen nach 
dessen Durchbruch lebenslang zwei 
Vorgänge ab, die dem Erhalt des Zahnes 
und seiner Vitalität dienen – die reaktive 
und die reparative Dentinogenese. Die 
reaktive Dentinogenese findet ständig 
statt. Sie ist die Antwort auf die alltägli-
chen Einflüsse wie Mastikation, thermi-
sche und chemische Reize, mechanische 
Irritationen oder Fehlbelastungen, de-
nen der Zahn in der Mundhöhle aus-
gesetzt ist. Die Bildung reaktiven Tertiär-
dentins bedarf der Interaktion zwischen 
einem molekularen Stimulus und dem 
ausdifferenzierten Odontoblasten, um 
die Sekretion der Dentinmatrix anzure-
gen [13, 21]. 

Kommt es zu einer lokalen Zerstö-
rung des Odontoblastensaumes durch 
eine traumatische oder artifizielle Eröff-
nung der Pulpa, dann ist es das Ziel 
zahnärztlicher Bemühungen, die repa-
rative Dentinogenese mit Hilfe medika-
mentöser Stimulation anzuregen, um 
die Vitalität des Zahnes zu erhalten und 
den Verschluss der Pulpakammer durch 
die Bildung von reparativem Tertiärden-
tin zu induzieren [13, 24]. Odontoblas-
tenähnliche Zellen, die sich aus undiffe-
renzierten Pulpafibroblasten ent-
wickeln, sind in der Lage, die dentinbil-

dende Funktion verloren gegangener 
Odontoblasten zu übernehmen. Thera-
peutisch versucht man, die verletzte Pul-
pa mit Calciumhydroxid, Mineraltrio-
xidaggregat (MTA) [27], Adhäsivsyste-
men [3], aber auch mit Zyanoacrylat [5], 
Fibronektin [25], demineralisierter Den-
tinmatrix [16] und Hydroxylapatitkera-
miken abzudecken. Im In-vivo-Tier-
experiment konnten auch Wachstums-
faktoren, insbesondere TGF- β1 und 
BMP2, 4 und 7, eingebettet in Trägerma-
terialien, mit Erfolg verwendet werden 
[8, 15]. Die klinische Umsetzung der An-
wendung von Wachstumsfaktoren 
scheiterte bisher jedoch an den hohen 
Kosten, fehlender immunverträglicher 
Applizierbarkeit und der möglicherwei-
se ungesteuerten Gewebeneubildung. 
Calciumhydroxid ist klinisch deshalb 
nach wie vor das Mittel der Wahl für die 
Versorgung von Pulpawunden [6]. Es 
wird seit 1920 in der Zahnmedizin ange-
wandt und führt bei direkter Pulpaüber-
kappung in 80 – 90 % der Fälle zur hart-
gewebigen Restitution [6]. Die Calcium-
ionen besitzen ein hohes mitogeneti-
sches Potential und regen Zellen zur Mi-
gration, Differenzierung und Matrixbil-
dung an. Die Hydroxylionen bewirken 
eine Gewebealkalität, die die Grundlage 
für Zelleinwanderung und Matrixbil-
dung darstellt [26]. Unter Laborbedin-
gungen verwendet man zur Differenzie-
rungsanregung auch β-Glycerophos-
phat. Es bietet den Zellen Phosphat an 
und wirkt dentinogenetisch [1]. 

Über Erfolg oder Misserfolg der The-
rapie entscheiden jedoch nicht nur die 
Wahl des Medikaments, sondern in ho-
hem Maße auch die Eigenschaften des 
beteiligten Zahnes, Entzündungs-
zustand der Pulpa, mikrobielle Kontami-
nation, individuelle Abwehrlage, Vor-
handensein pluripotenter Fibroblasten 
oder Stammzellen, ausreichende Blut-
versorgung und Stand des Wurzelwachs-
tums [22]. Es gibt klinische Belege dafür, 
dass das Wurzelwachstum einen ent-
scheidenden Einfluss auf den Erfolg von 
Therapieverfahren wie direkte Überkap-
pung oder Vitalamputation hat und die 
Regenerationsfähigkeit der Pulpa eines 
Zahnes mit abgeschlossenem Wurzel-
wachstum stetig abnimmt [22].

Merkmale des Umwandlungsprozes-
ses von undifferenzierten Pulpafibro-
blasten zu odontoblastenählichen Zel-
len sind neben morphologischen Ver-
änderungen das Auftreten typischer 
Zelldifferenzierungsmarker wie alka-
lische Phosphatase, Kollagen Typ I, Fi-
bronektin, Aktin, Tubulin, Vimentin, 
Osteokalzin, Osteopontin und Osteo-
nektin sowie die Bildung von extrazellu-
lären Mineralisationsinseln aus Calci-
umphosphat [18, 22].

In dieser Untersuchung soll der Frage 
nachgegangen werden, inwieweit in vi-
tro die Fähigkeiten von humanen Pulpa-
fibroblasten zur reparativen Dentinoge-
nese vom Stand des Wurzelwachstums 
und von dem Medium zugesetzten Sti-
mulanzien (Calciumhydroxid, β-Glyce-
Abbildung 1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer  

Mineralisationsinsel (ESEM, Vergrößerung 3834x).

Figure 1 Scanning electron microscope analysis of a mineralized 

nodule (ESEM, magnification of 3834 diameters).
Abbildung 2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines 

Ausschnittes auf dem Acrylplättchen zum Auszählen der Mineralisa-

tionsinseln (M) bei 16facher Vergrößerung (Probe aus Gruppe 4).

Figure 2 Scanning electron microscope analysis of a part of culture 

disc with a magnification of 16 diameters for counting of mineralized 

nodules (M) (sample of group 4). 
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unabhängige Variablen

Wurzelwachstum

unvollständig

vollständig

Zusatz

Gruppe 1: Kontrolle

Gruppe 2: Ca(OH)
2
+bGP

Gruppe 3: Ca(OH)
2

Gruppe 4: bGP+AA

Gruppe 5: bGP

Gruppe 6: AA

Gruppe 7: Ca(OH)
2
+AA

Zielvariablen

Lebensfähigkeit

n

73

46

18

18

18

18

18

18

11

MW ± SD

1,19 ± 0,80

1,18 ± 0,97

1,04 ± 0,81

1,02 ± 0,79

0,99 ± 0,82

1,27 ± 0,97

1,26 ± 0,98

1,27 ± 0,99

1,63 ± 0,37

Kollagen Typ I (ng/ml) 

n

49

28

11

11

11

11

11

11

11

MW ± SD

338 ± 163

268 ± 149

298 ± 122

177 ± 64

180 ± 84

414 ± 134

367 ± 154

458 ± 142

293 ± 175

ALP (mU/mg)

n

38

52

14

14

14

14

14

14

11

MW ± SD

670 ± 802

271 ± 334

356 ± 425

422 ± 528

256 ± 323

350 ± 299

458 ± 595

815 ± 1134

396 ± 316

Mineralisationsinseln  
pro mm2

n

38

46

13

13

13

13

13

13

6

MW ± SD

1,21 ± 1,28

1,93 ± 2,79

0,56 ± 0,47

1,62 ± 2,18

2,02 ± 1,92

2,44 ± 3,03

0,74 ± 0,96

1,95 ± 2,39

1,60 ± 2,21

unabhängige Variablen

Wurzelwachstum

Zusatz

Gruppe 2: Ca(OH)
2
+bGP

Gruppe 3: Ca(OH)
2

Gruppe 4: bGP+AA

Gruppe 5: bGP

Gruppe 6: AA

Gruppe 7: Ca(OH)
2
+AA

Zielvariable

Lebensfähigkeit

nach Adjustierung

–

+

–

–

+

+

+

–

Kollagen Typ I 

nach Adjustierung

–

+

+

+

+

–

+

–

ALP

nach Adjustierung

–

–

–

–

–

–

–

–

Mineralisationsinseln

vor Adjustierung

–

+

–

+

+

–

+

–

nach Adjustierung

–

+

–

–

–

–

rophosphat, Ascorbinsäure) abhängt. Zu 
diesem Zweck werden Differenzierungs-
indikatoren (Mineralisationsleistung, al-
kalische Phosphataseaktivität und Kolla-
genbildung) von Pulpafibroblasten aus 
Weisheitszähnen mit unterschiedlichem 
Stand der Wurzelentwicklung und unter 
dem Einfluss verschiedener chemischer 
Zusätze erfasst. Aus den Ergebnissen sol-
len Rückschlüsse auf Ursachen für ein 
unterschiedliches In-vitro-Verhalten der 
Pulpafibroblasten aus Zähnen mit voll- 
und unvollständigem Wurzelwachstum 
sowie Schlussfolgerungen für therapeuti-

sche Strategien bei der Vitalerhaltung der 
Pulpa abgeleitet werden.

2 Material und Methode

2.1 Gewinnung von 
 Pulpafibroblastenkulturen  
und Versuchsansatz

Die Pulpafibroblasten wurden aus 19 
frisch extrahierten humanen kariesfrei-
en Weisheitszähnen unter In-vitro-Be-

dingungen gewonnen und entspre-
chend ihrer Wurzelentwicklung in zwei 
Guppen unterteilt. Elf Zähne hatten ein 
abgeschlossenes und acht Zähne ein un-
vollständiges Wurzelwachstum. Zahn-
keime fanden keine Verwendung. Nach 
der Entfernung der Pulpen aus den ein-
zelnen Zähnen und der mechanischen 
Zerkleinerung unter sterilen Bedingun-
gen sowie Gewebeaufspaltung mittels 
Kollagenase Typ IA (Sigma-Aldrich-Che-
mie, Taufkirchen, Deutschland), wurde 
jede der Pulpafibroblastenkulturen se-
parat in D-MEM (PAA, Cölbe, Deutsch-
Tabelle 1 Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SD) der erhobenen Parameter.

Table 1 Mean values (MW) and standard deviation (SD) of measured parameters.
Tabelle 2 Ergebnisse der statistischen Analyse (+ signifikanter Zusammenhang, p < 0,05, – kein signifikanter Zusammenhang).

Table 2 Results of statistical analysis (+ significant correlation, p < 0.05, – no significant correlation). (Abb. 1-9 und Tab. 1-2: S. Preußker)



84

S. Preußker et al.:
In-vitro-Mineralisation durch Pulpafibroblasten in Abhängigkeit von Wurzelwachstum und Stimulanzien
In vitro mineralization by human pulp fibroblasts depending on root formation and stimulation
land), 10 % FKS (Sigma-Aldrich-Chemie, 
Taufkirchen) und 50 µg/ml Gentamycin 
(Biochrom AG seromed, Berlin) angelegt 
[11, 12]. Für den Versuch wurden Zellen 
der 3. oder 4. Passage zu je 30.000 in 
24-Well-Platten genutzt. Während des 
Versuchszeitraumes von 25 Tagen er-
folgte die Stimulation der Pulpafibro-
blasten durch den Zusatz von 1,7 mg/ml 
bzw. 23 mM Calciumhydroxid (ent-
spricht einer gesättigten Lösung) 
(Merck, Darmstadt), 10 mM β-Glycero-
phosphat (Sigma-Aldrich-Chemie, Tauf-
kirchen) und 50 µg/ml Ascorbinsäure 
(Sigma-Aldrich-Chemie, Taufkirchen) 
zum Medium, so dass sich für jede Ein-
zelzahnkultur die folgenden sieben Ver-
suchsgruppen ergaben: 
Gruppe 1: Kontrolle – ohne Zusatz, 
Gruppe 2: Calciumhydroxid und 
 β-Glycerophosphat (Ca(OH)

2
+bGP),

Gruppe 3: Calciumhydroxid (Ca(OH)
2
), 

Gruppe 4: β-Glycerophosphat und 
  Ascorbinsäure (bGP+AA),
Gruppe 5: β-Glycerophosphat (bGP), 
Gruppe 6: Ascorbinsäure (AA) und 
Gruppe 7: Calciumhydroxid und  
 Ascorbinsäure (Ca(OH)

2
+AA). 

β-Glycerophosphat und Ascorbinsäure 
wurden bei jedem Mediumwechsel alle 
zwei Tage wieder neu zugesetzt, so dass 

sie während der gesamten Versuchszeit 
konstant einwirkten. In Analogie zur kli-
nischen Anwendung kam das Calcium-
hydroxid durch eine einmalige Gabe zu 
Versuchsbeginn für nur 24 Stunden zur 
Wirkung. 

2.2 Bestimmung von  
Differenzierungsparametern

Zur Einschätzung der Lebensfähigkeit 
der Pulpafibroblasten fand der nicht-
radioaktive Zellproliferationstest EZ4U 
(Biozol, Eching) am ersten Versuchstag 
nach Zusatzapplikation Verwendung. 
Dieser Test nutzt die Umwandlung von 
Tetrazoliumsalzen in intensiv gefärbte 
Formazanderivate durch lebende Zellen 
als Zeichen für die Zellvitalität, die als 
Extinktion bei einer Wellenlänge von 
450 nm ermittelt wird.

Die Aktivität der alkalischen Phos-
phatase (ALP) wurde mittels 4-NPP(4-Ni-
trophenylphosphat)-Test (Merck, Darm-
stadt, Deutschland ) am 0., 1., 4., 8., 11. 
und 15. Tag sowie die Kollagen-Typ-
I-Bildung mittels METRA CICP EIA Kit 
(Quidel, San Diego, USA) am 4. Ver-
suchstag gemessen. Das C-terminale 
Propeptid (CICP) des Typ-I-Kollagens, 
das mit diesem Kit erfasst wird, gilt als 

biochemischer Marker für die Kollagen-
produktion.

Unter dem Rasterelektronenmikros-
kop (Philips XL 30 ESEM, Eindhoven, 
Niederlande) ist aus Platzgründen eine 
Betrachtung von Kulturen in Zellkultur-
platten (24 Wells) nicht möglich. Deswe-
gen wurden beim Versuchsansatz vor der 
Zellzugabe in die entsprechenden Wells 
herausnehmbare Acrylplättchen einge-
legt, die von den Pulpafibroblasten eben-
so besiedelt wurden wie sonst der Wellbo-
den. Zur Bestimmung der Mineralisati-
onsleistung erfolgte 25 Tage nach Zugabe-
beginn der chemischen Stimulanzien die 
Aufbereitung der mit Pulpafibroblasten-
kulturen bewachsenen Acrylplättchen. 
Nach dem Entfernen des Mediums aus 
dem Well und zweimaligem Spülen mit 
destilliertem Wasser wurden die Plätt-
chen getrocknet. Zur qualitativen Ermitt-
lung der Mineralisationsleistung diente 
die Energiedispersive Röntgenmikroana-
lyse (Philips XL 30 ESEM, Eindhoven, 
Niederlande), um Calcium und Phosphor 
in den sich bildenden Zellknoten fest-
zustellen. Zur quantitativen Analyse der 
Mineralisationsleistung der Pulpafibro-
blasten wurden die Acrylplättchen raster-
elektronenmikroskopisch im Feuch-
traum betrachtet (Philips XL 30 ESEM), 
Abbildung 3 Zellvitalität der Pulpafibro-

blasten in Abhängigkeit von zugesetzten 

Stimulanzien.

Figure 3 Viability of dental pulp fibroblasts 

depending on chemical additives.
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die bei 16facher Vergrößerung erkennba-
ren Mineralisationsinseln quadranten-
weise pro Acrylplättchen ausgezählt 
(Abb. 1 und 2) und die Anzahl der Mine-
ralisationsinseln pro mm2 berechnet. 

2.3 Statistische Analyse

Alle Messungen erfolgten doppelt. Mittels 
einer Varianzanalyse mit korrelierten Resi-
duen für Wiederholungsmessungen am 
gleichen Zahn bei unterstellter identischer 
Korrelation mit anschließenden Dunett-
Tests zum globalen Signifikanzniveau α = 
0,05 wurde jeweils nach Unterschieden be-
züglich der Zielvariablen (Ausbildung von 

Mineralisationsinseln, Lebensfähigkeit, 
Kollagen-Typ-I-Bildung und alkalische 
Phosphataseaktivität) zwischen den Grup-
pen mit Zusatz und der Kontrollgruppe ge-
sucht. Das Stadium des Wurzelwachstums 
fand dabei ebenfalls Berücksichtigung. 

3 Ergebnisse

3.1 Zellvitalität –  
Ergebnisse des EZ4U-Tests 

Die Lebensfähigkeit bzw. die Zellvitali-
tät der Pulpafibroblasten stand in kei-

nem Zusammenhang zur Wurzelent-
wicklung, sondern nur zu den verwen-
deten Stimulanzien. Eine signifikant er-
höhte Lebensfähigkeit gegenüber der 
Kontrollgruppe zeigten die Pulpafibro-
blasten der Gruppen 4 (β-Glycerophos-
phat und Ascorbinsäure), 5 (β-Glycero-
phosphat) und 6 (Ascorbinsäure) (Tab. 1 
und 2, Abb. 3). Die laut Mittelwert 
höchste Zellvitalität wurde in der Grup-
pe 7 (Calciumhydroxid und Ascorbin-
säure) beobachtet. Aufgrund der gerin-
gen Probenzahl in dieser Gruppe (n = 
11) stellte der statistische Test keine Sig-
nifikanz gegenüber der Kontrollgruppe 
fest.
Abbildung 4 Kollagen-Typ-I-Bildung der 

Pulpafibroblasten in Abhängigkeit von zuge-

setzten Stimulanzien. 

Figure 4 Formation of collagen typ I of 

dental pulp fibroblasts depending on chemi-

cal additives.
Abbildung 5 Mittlere alkalische Phospha-

taseaktivität der Pulpafibroblasten in Abhän-

gigkeit von der Zeit.

Figure 5 Mean alkaline phosphatase activ-

ity of dental pulp fibroblasts depending on 

experimental time.
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3.2 Ergebnisse der  
Kollagenmessung

Die Produktion von Kollagen Typ I 
durch die Pulpafibroblasten war eben-
falls unabhängig vom Wurzelwachs-
tum, aber abhängig vom Zusatz. Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe wurde in den 
Gruppen 2 (Calciumhydroxid und 
β-Glycerophosphat) sowie 3 (Calcium-
hydroxid) signifikant weniger Kollagen 
und in den Gruppen 4 (β-Glycerophos-
phat und Ascorbinsäure) sowie 6 (Ascor-
binsäure) signifikant mehr Kollagen ge-
bildet als in der Kontrollgruppe (Tab. 1 
und 2, Abb. 4). 

3.3 Ergebnisse der ALP-Bestimmung

Die über den Versuchszeitraum mehr-
fach gemessene Aktivität der alkalischen 
Phosphatase zeigte dabei einen Anstieg 
im Zeitverlauf (Abb. 5). Die mittlere al-
kalische Phosphataseaktivität (Mittel-
wert aus allen positiven ALP-Messun-
gen) stand weder in einem signifikanten 
Zusammenhang zum Wurzelwachstum 
noch zu den verwendeten Stimulanzien 
(Tab. 1 und 2, Abb. 6). Obwohl der ALP-
Mittelwert in der Gruppe 6 (Ascorbin-
säure) als einziger wesentlich höher war 
als in der Kontrollgruppe, wurde dieser 

Unterschied wegen der hohen Standard-
abweichung als nicht signifikant he-
rausgefiltert.

3.4 Qualitative und quantitative 
Mineralisationsleistung der  
Pulpafibroblasten

Eine durch Pulpafibroblasten gebildete 
Mineralisationsinsel in rasterelektro-
nenmikroskopischer Betrachtung wird 
in Abbildung 1 dargestellt. Bei der Ener-
giedispersiven Röntgenmikroanalyse 
der Mineralisationsinsel konnte im Ver-
gleich zum benachbarten zellschicht-
bedeckten Areal ein deutlich erhöhter 
Gehalt an Calcium und Phosphor nach-
gewiesen werden, was auf die Bildung 
von Calciumphosphat durch die Pulpa-
fibroblasten in vitro schließen lässt. Das 
Element Stickstoff kam erwartungs-
gemäß nur in der Zellschicht vor, und 
der Sauerstoffgehalt war an beiden Stel-
len sehr hoch (Abb. 7 und 8). 

In allen Gruppen, auch in der Kon-
trollgruppe, konnten Mineralisationsin-
seln nachgewiesen werden. Die meisten 
Mineralisationsinseln wurden in Grup-
pe 4 (β-Glycerophosphat und Ascorbin-
säure), gefolgt von den Gruppen 3 (Cal-
ciumhydroxid) und 6 (Ascorbinsäure), 
gebildet (Tab. 1, Abb. 9). Innerhalb des 

statistischen Systems lagen diese drei 
Gruppen vor der Adjustierung nach Du-

nett signifikant über der Kontrollgruppe. 
Nach der Adjustierung war nur noch das 
Vorkommen von Mineralisationsinseln 
in der Calciumhydroxidgruppe signifi-
kant erhöht (Tab. 2). Das Stadium des 
Wurzelwachstums stellte sich bezüglich 
der Bildung von Mineralisationsinseln 
durch die Pulpazellen in unserem Ver-
such als unbedeutend heraus (Tab. 2).

4 Diskussion

4.1 Gewinnung von  
Pulpafibroblastenkulturen

Obwohl im Rahmen dieser Unter-
suchung kein spezifischer immunhis-
tochemischer Nachweis für das Vorlie-
gen humaner Pulpafibroblasten er-
bracht wurde, kann aufgrund der Zell-
morphologie und der Anzuchtmethode 
[11, 12] davon ausgegangen werden, 
dass es sich um solche handelt. Levin et 
al. [12] beschrieben 1988 eine sichere 
Methode für die Gewinnung von huma-
nen Pulpafibroblastenkulturen nach 
Aufspaltung von mechanisch zerklei-
nertem Pulpagewebe mittels Kollagena-
Abbildung 6 Alkalische Phosphataseaktivi-

tät der Pulpafibroblasten in Abhängigkeit von 

zugesetzten Stimulanzien. 

Figure 6 Alkaline phosphatase activity of 

dental pulp fibroblasts depending on chemi-

cal additives.
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se Typ IA und Trypsin und stellten kon-
fluente Kulturen her. In Anlehnung an 
diese Methode wurde hier gearbeitet.

4.2 Reparative Dentinogenese und 
Stand der Wurzelentwicklung

Reparative Vorgänge verlaufen bei noch 
nicht abgeschlossenem Wurzelwachs-
tum und bei weitem Pulpakavum besser 
als bei Zähnen mit abgeschlossenem 
Wurzelwachstum – dieser Zusammen-
hang wird in der Literatur beschrieben 
und durch klinische Erfahrungen bestä-
tigt [10]. Die vorliegende In-vitro-Studie 
kann diese klinische Empirie jedoch 
nicht untermauern. Alle untersuchten 
Parameter (Zellvitalität, Kollagenpro-
duktion, Freisetzung der alkalischen 

Phosphatase, Bildung von Mineralisati-
onsinseln) erwiesen sich als unabhängig 
vom Stand der Wurzelentwicklung der 
verwendeten Weisheitszähne.

Eine mögliche Erklärung für den in 
vitro nicht deutlich werdenden Zusam-
menhang liegt vermutlich in der „Ausle-
se“ regenerationsfähiger Pulpen bei der 
Gewinnung der Pulpafibroblastenkultu-
ren aus Einzelzähnen. Für den Versuchs-
ansatz wurden pro angezüchteter Pulpa 
mehrere Millionen Zellen benötigt. 
Rund 50 % der angesetzten Pulpafibro-
blastenkulturen konnten aufgrund feh-
lender oder zu geringer Proliferations-
leistung nicht für den Versuch verwen-
det werden. In vivo ist der Stand der 
Wurzelentwicklung entscheidend für 
das Überleben der Pulpa, da ein offenes 

Foramen eine Vaskularisation garan-
tiert, die für die Bereitstellung regenera-
tionsfördernder Faktoren notwendig ist. 
In vitro hingegen wird nur noch der ein-
zelne Pulpafibroblast betrachtet, dessen 
Versorgung durch ein künstliches Zell-
kulturmedium erfolgt. Es scheint in Be-
zug auf das Wurzelwachstum deshalb 
sinnvoll, eine strikte Trennung von In-
vivo- und In-vitro-Ergebnissen vor-
zunehmen.

4.3 Abhängigkeit der reparativen 
Dentinogenese von chemischen 
Stimulanzien

Die Konzentration der zugesetzten Sti-
mulanzien β-Glycerophosphat (10 mM) 
und Ascorbinsäure (50 µg/ml) zum Me-
Abbildung 7 Energiedispersive Röntgen-

mikroanalyse einer Mineralisationsinsel (100 s 

Live Time), (C wurde bei der Berechnung der 

Masseprozente nicht berücksichtigt). 

Figure 7 X-ray microanalysis of a mine- 

ralized nodule (100 s live time), (C was not 

considered).
Abbildung 8 Energiedispersive Röntgen-

mikroanalyse neben einer Mineralisationsin-

sel – Zellschicht (100 s Live Time), (C wurde 

bei der Berechnung der Masseprozente nicht 

berücksichtigt.).

Figure 8 X-ray microanalysis adjacent to a 

mineralized nodule – cell layer (100 s live 

time), (C was not considered).
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dium wurden in Anlehnung an Kuo et al. 
[11] gewählt, die damit an Pulpafibro-
blastenkulturen die Bildung von mine-
ralisierter extrazellulärer Matrix indu-
zierten.

Im Gegensatz zum Wurzelwachs-
tum ließen sich fast alle untersuchten 
Parameter durch die Art der zugesetz-
ten Stimulanzien beeinflussen. Ein frü-
hes Kriterium zur Beurteilung des Ver-
haltens der Pulpafibroblasten in vitro 
ist die Lebensfähigkeit. Sie wurde 24 
Stunden nach Versuchsbeginn be-
stimmt. Nach der statistischen Auswer-
tung konnte in den Gruppen, denen 
β-Glycerophosphat und Ascorbinsäure 
allein oder in Kombination zugesetzt 
wurden, eine signifikant höhere Le-
bensfähigkeit im Vergleich zur Kon-
trollgruppe beobachtet werden. Das 
traf auf die Gruppen 2, 3 und 7, denen 
Calciumhydroxid allein oder in Kom-
bination mit β-Glycerophosphat bzw. 
Ascorbinsäure zugesetzt wurde, nicht 
zu. Calciumhydroxid hat in der gesät-
tigten Lösung (1,7 mg/ml bzw. 23 mM) 
einen pH-Wert von rund 12. Um es den 
Kulturen für 24 Stunden zuzusetzen, 
wurde die angegebene Menge jedoch 
nicht in Wasser, sondern im Medium 
gelöst. Bedingt durch das Puffersystem 

des Mediums lag der pH-Wert zum Zeit-
punkt der Applikation bei 9,6. Da nach 
Al-Sharer et al. [2] bereits eine Calcium-
hydroxidkonzentration von 0,4 mg/ml 
(0,05 mM) zytotoxisch wirkt, hat der 
Zusatz der verwendeten Suspension si-
cher eine Reihe von Zelluntergängen 
induziert, die sich quantitativ in einer 
verminderten Lebensfähigkeit wider-
spiegeln. Anhand unserer Methodik 
lässt sich jedoch nicht nachvollziehen, 
wann der pH-Wert in der Kultur wieder 
ein neutrales Niveau erreichte. Schroe-

der [19] gibt einen Zeitraum von 24 
Stunden an, in denen hauptsächlich 
das Puffersystem des Brutschrankes für 
eine weitere Neutralisation des pH-
Wertes sorgt. Das Überleben der Zelle 
nach dem Zusatz von Calciumhydro-
xid ist jedoch nicht nur vom pH-Wert 
abhängig, sondern auch von ihrem An-
passungsvermögen an eine stark er-
höhte extrazytosolische Calciumkon-
zentration. Torneck et al. [23] geben ei-
ne direkte Abhängigkeit zwischen Pro-
liferationstendenz und Gehalt an frei-
en Calciumionen an. Durch die hohe 
extrazelluläre Calciumkonzentration 
wird in den fibroblastenähnlichen Pul-
pazellen das physiologische Gleichge-
wicht von intra- und extrazellulärem 

Elektrolytgehalt verschoben und da-
durch in einem bestimmten Konzen-
trationsintervall eine erhöhte Mitose-
rate induziert [6, 23]. Andere Autoren 
bezweifeln, dass die erhöhte Zellpro-
liferation durch Calciumionen aus-
gelöst sei, sondern erklären sie als Folge 
des unspezifischen chemischen Trau-
mas durch den pH-Wert des Calcium-
hydroxidpräparates [5]. 

In vitro bildet sich durch die starke 
Alkalität der klinisch verwendeten wäss-
rigen Calciumhydroxidsuspension bei 
der direkten Pulpaüberkappung nach 
Schroeder [19] eine oberflächliche drei-
schichtige Nekrosezone (äußere Schicht 
der Obliteration, mittlere Zone des ent-
zündlichen Ödems, pulpanahe Schicht 
der Kolliquationsnekrose). Diese Alkali-
tät ist aber durch die abschirmende Ei-
genschaft der entstehenden Calcium-
karbonatmembran in ihrer Wirkung 
räumlich und zeitlich begrenzt [9]. Die 
Wirkung des Calciumhydroxids auf die 
Pulpafibroblasten ist also in Klinik sowie 
im vorliegendem Experiment zeitlich li-
mitiert. 

Im Gegensatz zu den Erwartungen 
hatten weder Calciumhydroxid noch 
die anderen verwendeten Zusätze einen 
signifikanten stimulierenden Einfluss 
Abbildung 9 Mineralisationsleistung der 

Pulpafibroblasten in Abhängigkeit von zuge-

setzten Stimulanzien.

Figure 9 Mineralizing activity of dental 

pulp fibroblasts depending on chemical ad-

ditives.
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auf die Aktivität der alkalischen Phos-
phatase, obwohl sie ein zellmembran-
gebundenes Enzym ist, das die Hydro-
lyse von Phosphomonoestern in alkali-
scher Umgebung katalysiert. Das dabei 
entstehende organische Phosphat ist 
ein wichtiger Bestandteil des Minerali-
sationsprozesses der Zelle. Die Aktivität 
der alkalischen Phosphatase korreliert 
mit der Differenzierung von Pulpafi-
broblasten zu odontoblastenähnlichen 
Zellen [14]. Gemessen über alle Proben 
dieser Studie war ein Ansteigen der 
Werte vom 1. zum 15. Tag zu verzeich-
nen, was dem physiologischen Verhal-
tensmuster mineralisationsfähiger Zel-
len entspricht. Ein anfängliches Absin-
ken der alkalischen Phosphataseaktivi-
tät vom Tag 0 zum Tag 1 kann mögli-
cherweise mit Zelluntergängen erklärt 
werden, bedingt vor allem durch die 
hochkonzentrierte Calciumhydroxid-
zugabe.

Neben der Aktivität der alkalischen 
Phosphatase ist die Menge an gebilde-
tem Kollagen Typ I ein weiterer wichti-
ger Marker für die Mineralisationsbereit-
schaft der Pulpafibroblasten [15]. In der 
vorliegenden Studie wurde die Menge 
des ins Medium abgegebenen C-termi-
nalen Propeptids des Kollagens Typ I am 
4. Versuchstag bestimmt. Die stimulie-
rende Wirkung auf die Kollagenproduk-
tion war beim Zusatz von Ascorbinsäure 
allein oder in Kombination mit β-Glyce-
rophosphat bereits am vierten Tag nach-
zuweisen, nicht aber beim Zusatz von 
Calciumhydroxid allein oder in Kom-
bination mit β-Glycerophosphat. Dort 
zeigte sich die Kollagenproduktion zu 
diesem Zeitpunkt im Vergleich zur Kon-
trollgruppe signifikant vermindert. As-
corbinsäure ist ein wichtiger Cofaktor 
bei der Biosynthese von Kollagen. β-Gly-
cerophosphat wiederum wird zur Mine-
ralisation der gebildeten kollagenen Ma-
trix benötigt [4]. Insofern korreliert das 
Ergebnis mit den physiologischen Ge-
setzmäßigkeiten. In vivo lässt sich neu 
gebildetes Kollagen bereits am 4. Tag im-
munhistologisch nach Vitalamputation 
und Defektverschluss mit Calciumhy-
droxid nachweisen [19]. In dieser Studie 
führte der Zusatz von Calciumhydroxid 
jedoch zu einer verminderten Menge an 
Kollagen Typ I. Das bedeutet, dass die 
Reduktion der Zellzahl im Kulturwell 
möglicherweise die verminderte Pro-
duktion bewirkte. Die Vermutung eines 
zeitlich versetzten Anstieges liegt nahe, 

wurde aber im Rahmen dieser Studie 
nicht überprüft.

Mit der angewandten Methode der 
Energiedispersiven Röntgenmikroana-
lyse konnte die Bildung von Calcium-
phosphat durch Pulpafibroblasten in 
vitro nachgewiesen werden. Bei der 
quantitativen Auswertung der Minera-
lisationsleistung durch die Pulpafibro-
blasten stellten sich die β-Glycerophos-
phat-Ascorbinsäure-Gruppe, die Calci-
umhydroxidgruppe und die Ascorbin-
säuregruppe als die drei führenden he-
raus. Innerhalb des statistischen Sys-
tems lag aber nach der Adjustierung 
nach Dunett nur die Calciumhydroxid-
gruppe signifikant über der Kontroll-
gruppe, sicher zum einem bedingt 
durch die geringen Fallzahlen, aber 
auch durch die hohen Standardabwei-
chungen. Sie sind neben der messtech-
nischen Komponente ebenfalls durch 
die biologische Diversizität der Pulpafi-
broblasten bedingt, die nicht unbedeu-
tend zu sein scheint. 

Bisher wurde die Bildung von Mine-
ralisationsinseln als aktiver Stoffwech-
selprozess von Pulpafibroblasten dis-
kutiert. In Betracht gezogen werden soll-
te aber auch die Möglichkeit einer rein 
chemischen Calciumphosphatausfäl-
lung ohne zelluläre Mineralisationsleis-
tung. Vorhersagen sind aber aufgrund 
der Komplexität der Kulturmedien und 
der dadurch bedingten Wechselwirkun-
gen der Ionen und Proteine untereinan-
der nicht möglich. Der Calciumgehalt 
im D-MEM mit 10 % FKS beträgt  
2,1 mM, der Phosphatgehalt 1,1 mM. 
Bei so geringen Konzentrationen fällt 
chemisch sicher noch kein Calcium-
phosphat aus. Im Fall der Calciumhy-
droxidstimulation wird für 24 Stunden 
23 mM Calcium zugesetzt und anschlie-
ßend wieder entfernt. Aus der bei β-Gly-
cerophosphatstimulation (10 mM) zu-
gesetzten Lösung werden bei 37 0C  
3 mM Phosphat freigesetzt [7]. Es wäre 
empfehlenswert, im Rahmen von zu-
künftigen Untersuchungen eine Kon-
trollgruppe ohne Pulpafibroblasten an-
zulegen, um verbindliche Aussagen zu 
einer chemischen Ausfällung von Calci-
umphosphat treffen zu können.

Das In-vitro-Ergebnis unterstreicht 
die guten klinischen Erfahrungen mit 
Calciumhydroxid bei der direkten Pul-
paüberkappung. Laut Literaturangaben 
besitzen die Calciumionen ein hohes 
mitogenetisches Potential und regen die 

Zellen zur Migration, Differenzierung, 
Matrixbildung sowie Mineralisation an. 
Auch die Hydroxylionen wirken sinnge-
mäß, da die von ihnen erzeugte Gewe-
bealkalität eine hervorragende Grundla-
ge für die Einwanderung von Zellen und 
die Matrixbildung darstellt [19, 20, 23, 
26]. Seux et al. [20] konnten nach der 
Anwendung von Dycal, dem erhärten-
den Calciumhydroxidpräparat, beob-
achten, dass humane Pulpafibroblasten 
in vitro nicht nur die typischen Odonto-
blasten-Phänotypmarker wie Aktin, Vi-
mentin und Kollagen Typ I bildeten, 
sondern auch ihre Morphologie in Rich-
tung einer polarisierten, odontoblasten-
ähnlichen Zelle änderten. Die differen-
zierungs- und funktionsanregende Wir-
kung von Ascorbinsäure auf Odonto-
blasten und Zementoblasten im In-vi-
tro-Experiment an Rattenzähnen wurde 
von Sakamoto und Takano beschrieben 
[17]. Nach Tziafas und Economides [26] 
hängt die kristalline Struktur der Mine-
ralisationsinseln weniger vom Material 
an sich ab, sondern vielmehr von den 
umgebenden Faktoren. Diese Aussage 
deckt sich mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Untersuchung, da sowohl die 
Applikation von Calciumhydroxid als 
auch von Ascorbinsäure und β-Glycero-
phosphat zur Bildung von Mineralisati-
onsinseln geführt haben. Die in der Lite-
ratur beschriebene differenzierungs-
anregende Wirkung von Calciumhydro-
xid, β-Glycerophosphat und Ascorbin-
säure auf Pulpafibroblastenkulturen 
kann anhand des Markers Mineralisati-
onsleistung bestätigt werden.

5 Schlussfolgerungen

• In der vorliegenden In-vitro-Studie 
gelang es, Pulpafibroblasten mittels 
zugesetzter Stimulanzien (β-Glycero-
phosphat, Calciumhydroxid und As-
corbinsäure) zur Differenzierung an-
zuregen.

• Es konnten in vitro gemessen an Zell-
vitalität, alkalischer Phosphataseakti-
vität, Typ-I-Kollagenbildung und Mi-
neralisationsleistung keine Unter-
schiede im Differenzierungsverhalten 
zwischen Pulpafibroblasten aus Zäh-
nen mit voll- und unvollständigem 
Wurzelwachstum festgestellt werden.

• Die Ausprägung der Marker Zellvitali-
tät, Typ-I-Kollagenbildung und Mine-
ralisationsleistung war in den Pulpafi-
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broblastenkulturen abhängig vom zu-
gegebenen Stimulans, aber unabhän-
gig vom Wurzelwachstum.

• Die klinisch beobachteten Unterschie-
de in der Fähigkeit der Pulpafibroblas-
ten zur reparativen Dentinogenese in 
Abhängigkeit von der Wurzelentwick-
lung sind vermutlich weniger durch 
ein unterschiedliches Potential der 
Pulpafibroblasten als durch die mit der 
Wurzelentwicklung korrelierende vas-
kuläre Versorgungssituation bedingt.

• Die starke Streuung der erhobenen 
Differenzierungsparameter weist u. a. 
auf eine hohe interindividuelle biolo-
gische Variabilität der Pulpafibroblas-
ten hin. 
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