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Es wird zunehmend die Anwendung von xylometazolinhydrochloridhaltigen Losungen als Retraktionsmedien empfohlen.
Doch gibt es in der Literatur keine Angaben dariiber, wie diese mit direktem Gewebekontakt angewendet wirken.
Xylometazoline solutions are increasingly recommended as gingival retraction astringents. But there is no information on how this

agent acts when applied in direct tissue contact.

Einleitung: In der Zahnmedizin werden zur gingivalen Re-
traktion Adstringenzien (ACGRA) und Vasokonstringenzien
(VEGRA) verwendet. Wahrend ACGRAs lokale Effekte aufwei-
sen, gehoren zu den VEGRAs Sympathomimetica, die entwe-
der selektiv an den alpha(o)-beziehungsweise an a- und be-
ta(p)-Adenorezeptoren angreifen. aVEGRAs aus der Gruppe
der xylometazolinhydrochloridhaltigen (XYLO-)Praparate
werden aktuell wegen ihrer im Vergleich zu ACGRAs verbes-
serten blutstillenden Eigenschaften als Retraktionsmedien
empfohlen, doch liegen bis dato keine Studien lber deren
Zytotoxizitat vor.

Material und Methode: Ziel der vorliegenden Studie war
es, die zellulare Vertraglichkeit von 2 unterschiedlichen XY-
LO-Praparaten (Otriven und MAOT aus der Eigenherstellung),
die sich in ihrer chemischen Zusammensetzung unterschei-
den, unter Verwendung von Primarzellkulturen humaner
Gingiva, die bei chirurgischen Eingriffen entnommen wur-
den, in 4 verschiedenen Kontrollinterventionsgruppen ver-
gleichend zu untersuchen. Fir die Studie wurden Fibroblas-
ten (4,5 x 10~ pro ml) verwendet, die sich zwischen der
11. und 14. Passage befanden. Die Inkubationszeit mit den

Introduction: In dentistry, astringent agents (ACGRA) and
vaso-constrictive agents (VEGRA) are used for gingival retrac-
tion. While ACGRAs are associated with local effects, VEGRAs
include sympathomimetics which act selectively either on
alpha(o)- or on o- and beta(B)-adenoreceptors. aVEGRAs
from the group of xylometazoline hydrochloride (XYLO)-
containing preparations are currently recommended as re-
traction media due to their improved styptic properties as
compared to ACGRAs, but there are no studies of their cyto-
toxicity available at this time.

Materials and Methods: The aim of the present study
was to investigate in comparative tests the cytotoxic poten-
tial of 2 different XYLO preparations (Otriven and MAOT from
in-house production) differing in chemical composition
using primary cell cultures of human gingiva obtained dur-
ing surgical interventions in 4 different control intervention
groups. Fibroblast (4.5 x 10> per ml) from cell transfers 11
to 14 were used in the study. The time of incubation with
the preparations was 10 minutes. Reactions to the tested
preparations were determined based on EN ISO standard
7405:1997 with regard to pathological cell changes 24 and
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Praparaten betrug 10 min. Reaktionen auf die zur Anwen-
dung gekommenen Préaparate wurden angelehnt an die

EN ISO-Norm 7405:1997 im Hinblick auf pathologische Zell-
veranderungen 24 und 48 h nach Inkubation der Versuchs-
ansatze im Begasungsbrutschrank bei 37 °C und einer Luft-
feuchtigkeit von ~95 % sowie bei einem 4,0%igen CO,-Luft-
gehalt ermittelt. Dabei wurden 4 verschiedene Praparate-
Konzentrationen mit direktem Gewebekontakt histomorpho-
logisch und metrisch hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Para-
meter der normalen, veranderten und toten Zellen unter-
sucht und der Zellkontrolle gegentiibergestellt. Die Anzahl
der untersuchten Proben betrug n = 160, die statistische
Auswertung erfolgte mittels des Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value Tests bei einem p-Wert < 0,05.
Ergebnisse: Zwischen den untersuchten XYLO-Préaparaten
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Sie
wiesen jedoch signifikant mehr normale und weniger ver-
anderte Zellen auf, als das untersuchte aBVEGRA-Praparat
(Gingival Retraktionsfliissigkeit). MAOT als Kombinationsprapa-
rat (aVEGRA und ACGRA) schnitt zuziiglich beim Parameter
tote Zellen signifikant besser ab, als das untersuchte offVE-
GRA-Retraktionsmedium. Die histomorphologischen Befunde
untermauern die Ergebnisse.

Schlussfolgerung: Unter der Limitation der vorliegenden
Studie scheinen beide XYLO-Praparate hinsichtlich der ermit-
telten Toxizitdtsparameter prinzipiell als Retraktionsmedien
geeignet. Weitere zukinftige Untersuchungen, die beispiels-
weise die physiologischen Leistungen der Zellen, Darrei-
chungsformen ohne Konservierungsmittel, welche mit pro-
tektiven Zusatzstoffen versehen sind, und verschiedene Ein-
wirkzeiten der Prdparate thematisieren, sind jedoch entschei-
dend fiir eine definitive Beurteilung.

(Dtsch Zahnarztl Z 2016; 71: 38-50)

Schliisselwérter: Zellen; Toxizitdt; Retraktionsmedien,; Adstrin-
genzien; Vasokonstringenzien; Gingiva; humane Gingivafibro-
blasten

48 hours after incubation of the test samples in a gas-sup-
plied incubator at 37 °C and a relative humidity of ~95 %
and a CO, content in the air of 4.0 %. In the test, 4 different
concentrations of the preparations directly contacting tissue
were tested by histomorphology and measurements for par-
ameters of normal, changed, and dead cells and compared
to the cell control. The number of tested samples was

n = 160 and the statistical analysis involved the Kruskal-Wal-
lis multiple-comparison Z-value test at a p value < 0.05.
Results: No significant difference between the tested XYLO
preparations was detected. However, they showed signifi-
cantly more normal and fewer changed cells than the tested
aBVEGRA preparation (Gingival Retraction Fluid). In addition,
MAOT, a combination preparation (aVEGRA and ACGRA),
showed significantly better results with regard to the dead
cells parameter as compared to the tested aBVEGRA retrac-
tion medium. The histomorphological findings corroborated
these results.

Conclusion: Within the limitations of this study, it appears
that the use of both XYLO preparations as retraction media
might be a future option based on the toxicity parameter
findings. Further studies in the future investigating, for
example, the physiological performance of the cells, forms of
administration without preservative supplemented with pro-
tective additives, and various times of exposure to the prep-
arations, will be crucial for a definitive conclusion to be
made.

Keywords: cells; toxicity; retraction medium; astringent; vaso-
constrictor; gingiva; human gingival fibroblasts

Einleitung

In der Zahnmedizin werden Methoden
zur gingivalen Retraktion in verschie-
denen Situationen angewendet. Diese
Techniken des Weichgewebsmanage-
ments konnen in mechanische, chemi-
sche, chirurgische Anwendungen oder
eine Kombination dieser 3 Varianten
unterteilt werden [27]. Dabei verfolgt
die Retraktion, die mit einer tempori-
ren Verdringung der Gingiva einher-
geht, das Ziel einer vertikalen und hori-
zontalen Verdrangung des Gewebes
und der Trockenhaltung der Zahnober-
flache [4]. Es werden verschiedene che-
mische Substanzen im Zusammenhang
mit gingivalen Retraktionstechniken
verwendet. Die verwendeten Retrakti-
onsmedien sollen moglichst effektiv in

der Anwendung sein [35]. Des Wei-
teren miissen sie sowohl lokal als auch
systemisch sicher sein; die Effekte sol-
len nach der Anwendung iiber einen
kurzen Zeitraum reversibel sein und
keine permanente Verdrdngung des
gingivalen Gewebes zuriicklassen [19].
In einer aktuellen Ubersichtsarbeit, die
Publikationen zu Retraktionsmedien
aus den Jahren 1970 bis 2013 themati-
siert, wurde festgestellt, dass zu den am
hiufigsten verwendeten Medien Alu-
miniumchloride und Eisensulfate zah-
len. Fir die praktische Anwendung
werden pro Zahn 0,3-0,5 ml des jewei-
ligen Substrates und eine Applikations-
dauer von 3-10 min empfohlen. Etwai-
ge Entziindungsreaktionen sollen in-
nerhalb der folgenden 7-10 Tage rever-
sibel sein [34].

Aufgrund ihrer Wirksamkeit werden
die Retraktionsmedien in sogenannte
Adstringenzien (ACGRA = astringent-
based conventional gingival retrac-
tion agents) und Vasokonstringenzien
(VEGRA = vasoconstrictor experimental
gingival retraction agents) eingeteilt
[21, 22]. Wahrend ACGRAs Mittel sind,
die beim Auftreffen auf die Gingiva
durch  Eiweif3fdllung austrocknend,
blutstillend und entziindungshem-
mend wirken, handelt es sich bei den
VEGRAs um Substanzen, die zu einer
Gefdflverengung fiihren. Der Gruppe
der ACGRAs werden beispielsweise Alu-
miniumchloride, Aluminumsulfate und
eisensulfathaltige Praparate zugeordnet.
Zur VEGRA-Gruppe gehoren Sympatho-
mimetica, die entweder selektiv an den
alpha(a)- bzw. an alpha- und beta(ap)-
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Préiparat

Chemische Gruppe

Studiengruppe

Ultradent Pro-

Zusammen-
setzung

1 Astringedent® ACGRA K1a ducts, South Jor- 122199 Eisensulfat (15,5 %) 6,3
dan, Utah, USA
. Roeko, Lange- Aluminiumchlorid-
2 Gingiva Liquid ACGRA K 2a nau, Deutsch- 2435/09.99/1 Hexahydrat (10 %) 6,5
land
S-Epinephrinhydro-
Sigma Dental chlorid (8 %),
Gingival Systems GmbH, Zinkchlorid, Benzal-
3 " e Lai® afVEGRA K3 Jarplund-We- 1669318 kohol, Natriumsulfi- 6,3
Hel e g e ding, Deutsch- te, Natriumphos-
land phat, Natriumchlo-
rid, Zinkchlorid
mﬂie'fg?cvﬁl Aluminiumchlorat
4 Mallebrin ACGRA K 4b GmbH. Eitorf 7291/295 (25,5 %), Macrogol, 6,2
Deutsc/hland ’ Saccharin-Natrium
Mischung zwischen
5 MAOT GVEGRA*ACGRA 12 Eigenherstellung 2221/293Und ;"4 und Nr. 7 (Ver- 6,4
601755694 Al
héltnis 1:1)
lege artis Phar-
ma GmbH Co ..
6 Orbat’ ACGRA K4a  KG, Dettenhau-  2842-497 ’(*2"5'1,}';“”m°h'°rat 6,5
sen, Deutsch- &
land
Xylometazolinhydro-
. . chlorid (0,1 %),
(F;gw:uuﬁc;\ﬁartls Senzalkqnigmchlo—
7 Otriven” aVEGRA 11 HealthGmbH, 601755694 ~ 0d Edetinsaure, 6,6
,I\)Aeuuntg?ﬁglnd Natriumchlorid,
Natriumhydrogen-
sulfat
Firma Spéciali- Aluminiumchlorid
teés Septodont, 25 %, 8-Hydroxychi-
8 Racestyptine ACGRA K2b  Saint-Maur-des- 5800310100 nolinsulfat, hydroal- 6,2
Fossés Cedex, koholischer Exci-
Frankreich piens
o Ultradent Pro-
9 ViscoStat ACGRA K1b ducts, South Jor- 2203/286 Eisensulfat (20 %) 6,1

dan, Utah, USA

Tabelle 1 Die in der Studie verwendeten Retraktionsmittel von A-V mit deren jeweiligen Zuordnung zu den Kontroll- bzw. Interventionsgruppen
(ACGRA = astringent-based conventional gingival retraction agents, VEGRA = vasoconstrictor experimental gingival retraction agents, K = Kontroll-
gruppe, | = Interventionsgruppe) inklusive der dazugehérigen pH-Werte

Table 1 The retraction agents used in the study (A-V) with their respective assignment to the control or intervention groups (ACGRA = astringent-
based conventional gingival retraction agents, VEGRA = vasoconstrictor experimental gingival retraction agents, K= control group, | = intervention

group), including the associated pH values
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Adenorezeptoren angreifen. Zu den
aBVEGRAs zdhlen Epinephrinpréparate,
zu aVEGRAs Imidazol-Derivate (wie bei-
spielsweise Tetryzolin, Oxymetazolin).

Eine Umfrage aus dem Jahr 2011 un-
ter 510 Zahndrzten in Deutschland er-
gab, dass von den meisten Behandlern
zur Retraktion eisensulfathaltige Pra-
parate (41 %), gefolgt von Aluminium-
chloriden (15,3 %) und Aluminium-
chloraten (10 %) verwendet werden, um
vor allem bei der Abdrucknahme, beim
Applizieren von Kompositrestauratio-
nen, bei Zahnpréparationen und auch
bei Zementierungsmafinahmen eine
blutungsarme Trockenlegung des Ar-
beitsgebietes zu ermoglichen [30]. Zu
den verbliebenen sonstigen Prdparaten,
die von den Behandlern benutzt wer-
den, gehoren beispielsweise H,O, und
epinephrinhaltige Retraktionsmittel
[29, 30]. Obwohl die Anwendungshéau-
figkeit von epinephrinhaltigen Prapara-
ten in den letzten 30 Jahren von 55 %
auf 14 % gesunken ist, wird in der Litera-
tur hdufig von Zwischenfdllen (,epi-
nephrine Syndrome”) berichtet [1, 22,
24]. Diese konnen mit einem Kollaps, ei-
ner Tachykardie bzw. Dyspnoe einherge-
hen, und in wenigen Fillen sogar fatale
Auswirkungen haben [9, 22]. In zahlrei-
chen In-vitro-Zellstudien wurde auf zy-
totoxische Reaktionen bei der Verwen-
dung beider Retraktionsmedienarten
(ACGRA und VEGRA) hingewiesen [3, 5,
12, 16, 18, 26]. Die Studien wurden un-
ter stark inhomogenen Bedingungen
durchgefiihrt, sowohl beziiglich der ver-
wendeten Zellart (Gingivafibroblasten,
Keratinocyten, Knochenzellen, Hams-
ter-Lungenfibroblasten) als auch beziig-
lich der untersuchten Messparameter
(normale Zellen, tote Zellen, oxiredukti-
ve mitochondriale Funktion) und Me-
thoden (histomorphometrische Ansit-
ze, MTT-Test), sodass vergleichende In-
terpretationen schwierig sind [6, 10, 12,
13, 18, 26, 28, 37].

Alternativ zu epinephrinhaltigen
Medien (eVEGRAs) wurden 1991 erst-
malig Praparate aus der Gruppe der aVE-
GRAs verwendet und an V-79-Fibroblas-
ten getestet mit dem Ergebnis, dass diese
Praparatgruppe als wesentlich effektiver
und sicherer als Epinephrin eingestuft
wurde [2, 12, 22]. Tetryzolinen konnte
zudem eine verbesserte Wirkungsweise
im Vergleich zu ACGRAs nachgewiesen
werden. Sie gelten als vielversprechende
Alternativen, wobei {iiber In-vivo-An-

wendungen bis dato nicht berichtet

wurde [22]. Tetryzolinprdparate (bei-

spielsweise Visine) werden allerdings we-
gen der eventuell auftretenden reakti-
ven Hyperdmie in manchen Lindern

(Schweiz) nicht mehr vertrieben.

In der aktuellen Literatur wird zu-
nehmend die intraorale Anwendung
von sogenannten xylometazolinhydro-
chloridhaltigen Losungen (beispiels-
weise Otriven) als Retraktionsmedien
wegen der verbesserten blutstillenden
Eigenschaften besonders im Rahmen
von digitalen Abformungen empfohlen
[29]. Aufgrund ihrer chemischen Zu-
sammensetzung gehoren sie ebenfalls
zu den oVEGRAs. Die Wirkung tritt
schnell ein und hélt bis zu 12 h an.
Doch gibt es bislang in der Literatur kei-
ne Angaben dariiber, wie xylometazo-
linhaltige Losungen, allein oder als
Kombinationspraparat mit direktem
Gewebekontakt in unterschiedlichen
Konzentrationen angewendet, im Ver-
gleich zu herkdmmlichen Retraktions-
agenzien wirken.

Ziel der vorliegenden Untersuchung
war es, die zelluldre Vertraglichkeit einer
xylometazolinhydrochloridhaltigen Lo-
sung in ihrer Reinform (Interventions-
gruppe 1: Otriven) bzw. als Kombina-
tionsprdparat (Interventionsgruppe 2:
Mischung aus Mallebrin und Otriven) ge-
geniiber 7 verschiedenen herkdmm-
lichen Retraktionslosungen (Kontroll-
interventionsgruppen), die sich in ihrer
chemischen Zusammensetzung unter-
schieden, unter Verwendung von Pri-
madrzellkulturen menschlicher Gingiva
mit einer dazugehorigen Zellkontroll-
gruppe vergleichend zu untersuchen.
Dabei wurden verschiedene Prédparate-
konzentrationen mit einer Inkubations-
zeit von 10 min nach 24 und 48 h so-
wohl deskriptiv als auch analytisch hin-
sichtlich ihrer Wirkung auf menschliche
Gingivafibroblasten untersucht. Die
Forschungsfragen der Studie lauteten
hierbei:

1. Gibt es einen Unterschied zwischen
den beiden Interventionsgruppen
(I1, 12) hinsichtlich der ermittelten
Parameter?

2. Gibt es einen Unterschied zwischen
allen untersuchten Prdparaten in Be-
zug auf ihre moglicherweise toxische
Wirkung auf den Fibroblastenrasen?

Die erste Nullhypothese (H1,) besagt,

dass zwischen den beiden Interventi-

onsgruppen (I1 und I2) kein Unter-

schied festzustellen ist. Die dazugehori-
ge Alternativhypothese (H1,) geht da-
von aus, dass 12 eine geringere Toxizitét
aufweist als I1.

Die zweite Nullhypothese (H2,) be-
sagt, dass zwischen den untersuchten
Praparaten kein Unterschied festzustel-
len ist. Die Alternativhypothese (H2,)
geht davon aus, dass unterschiedliche
Wirkungen der Pridparate festzustellen
sind.

Material und Methode
Gepriifte Prdparate

In der vorliegenden Studie wurden die

in Tabelle 1 aufgelisteten Medien unter-

sucht. Ein Prdparat gehort zur Gruppe

der aVEGRAs (Interventionsgruppe 1:

Ofriven als Vertreter der Xylometazolin-

hydrochloride), bei der Interventions-

gruppe 2 handelt es sich um ein Kom-
binationspraparat (aVEGRAs + ACGRA),
das speziell fiir diese Studie hergestellt
wurde (MAOT bestehend aus Mallebrin
und Otriven im Verhaltnis 1:1). Den bei-
den Interventionsgruppen wurden

5 Kontrollgruppen gegentibergestellt:

e Interventionsgruppe 1: Xylometazo-
linhydrochlorid (I1)

e Interventionsgruppe 2: Mischung aus
Xylometazolinhydrochlorid und Alu-
minumchlorat (I12)

e Kontrolle 1: Eisensulfat in den Kon-
zentrationen 15,5 % (K1a) und 20,0 %
(K1b)

e Kontrolle 2: Aluminiumchlorid in den
Konzentrationen 10,0 % (K2a) und
25,0 % (K2b)

e Kontrolle 3: Epinephrinhydrochlorid
(K3)

e Kontrolle 4: Aluminiumchlorat in den
Konzentrationen 20,0 % (K4a) und
25,5 % (K4b).

Ebenfalls als Vergleich diente die Kon-

trollgruppe 5 (Zellkontrolle) ohne jegli-

che Intervention. Im Rahmen eines Vor-
versuches wurden bei allen Prdparaten

(2 pl Praparat pro 1 ml Ndahrmedium)

inklusive des verwendeten Ndhrmedi-

ums 24 h nach Inkubation im Bega-
sungsbrutschrank (CO,-Inkubator He-
raeus BBD 6220, Hanau, Deutschland)
bei 37 °C und einer Luftfeuchtigkeit von

-95 % sowie bei einem 4,0%igen

CO,-Luftgehalt pH-Messungen (Calci-

matic No. 761, Firma Knick, Berlin,

Deutschland) durchgefiihrt.
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Praparat (Anzahl Proben)

ZELLKONTROLLE (n = 16)

. Astringedent (n = 16) |
1l
11
I\

2. Gingiva Liquid (n = 16) |
1
11
1\

3 Gingival Retraktions |

fliissigkeit (n = 16)

Mischungsansatz (pl/ml)

0,5-1,0

2,0-3,0

4,0-5,0

6,0-7,0

0,5-1,0

2,0-3,0

4,0-5,0

6,0-7,0

0,1-0,2

0,3-0,4

0,5

Reaktion nach 24 h

sehr schoner, fast dichter Fibro-
blastenrasen mit langen schlanken
Zellen und vielen Mitosen (Abb. 1)

deutliche Ausflockung im Medium,
Fibroblasten weitgehend normal
aussehend, zum Teil etwas spindel-
férmige Mitosen vorhanden

Fibroblastenrasen deutlich weni-
ger dicht, Fibroblasten erscheinen
weitgehend normal, Ausflockun-
gen schwimmen im Uberstand,
Vakuolen treten auf

Ausfallung im Uberstand, Fibro-
blastenrasen nicht sehr dicht,
auch vakuolisiert, zum Teil lang
und schlank, zum Teil etwas
plump und dreieckig, verzweigte
Auslaufer und Retraktionsformen

Abkugelungen im Fibroblastenra-
sen kommen vor, unter der
starken Ausfallung keine Zellen
erkennbar

weitgehend normaler Fibroblas-
tenrasen, Abkugelungen im
Fibroblastenrasen kommen vor,
auch Retraktionsfaden, Mitose
ebenfalls vorhanden

Fibroblastenrasen weniger
dicht, etwas mehr Abkugelung,
Tribung des Mediums, Mitose
noch vorhanden

starke Ausfallung, Fibroblastenra-
sen weitgehend normal erschei-
nend, einige tote Fibroblasten
kommen vor

starke Ausfallung, weitgehend
normal erscheinender Fibroblas-
tenrasen, einige Vakuolen
vorhanden

ahnlich Zellkontrolle, keine
Ausfdllungen, leichte Retraktions-
erscheinungen vorhanden
(Retraktionsfaden)

Fibroblastenrasen nicht so dicht
wie Zellkontrolle, Fibroblasten
zum Teil am Abkugeln, zum Teil
nicht mehr lang und schlank,son-
dern leicht verzweigt, Abkugelun-
gen im Fibroblastenrasen und im
Uberstand kommen vor, normale
Fibroblasten noch vorhanden

alle Fibroblasten abgekugelt (Ab-
kugelung, Potozytose), ca. 80 %
Zelltod, einige Fibroblasten (ca.
20 %) bereits am Abrunden, Drei-
ecksform, kleiner Zellkern, nur ein
Nukleoli, leichte Farbdanderung
des Mediums (Abb. 2)

Reaktion nach 48 h

schoner, weitgehend dichter Fibro-
blastenrasen mit langen, schlanken
Zellen und vielen Mitosen

normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, etwas weniger dicht als Zell-
kontrolle, Ausflockung zum Teil auf
der Zelloberflache

trotz starker Ausfallung weitgehend
normaler Fibroblastenrasen

nicht sehr dichter, weitgehend
normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, zum Teil kommt Vakuolisie-
rung vor

vitaler, nicht ganz dichter
Fibroblastenrasen, Zellen granuliert

normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, fast wie Zellkontrolle, eventu-
ell nicht so dicht, Abkugelungen
kommen vor

eventuell etwas weniger dicht,
einige Fibroblasten leicht retrahiert,
leichte Ausflockung

ahnlich Zellkontrolle, zum Teil leichte
Retraktion, tote Fibroblasten im
Fibroblastenrasen kommen vor,
Vakuolisierung ebenfalls

normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, einige Fibroblasten vakuoli-
siert, auch granuliert

weitgehend wie Zellkontrolle,
Zelltrimmer im Uberstand, lange
tote Fibroblasten im Uberstand

ein Teil des Fibroblastenrasens noch
weitgehend normal erscheinend mit
vitalen Fibroblasten, ein groRer Teil
der Fibroblasten schwimmt abge-
storben im Uberstand

100 % Zelltod
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100 % Zelltod, Fibroblasten zum
Teil nicht abgekugelt, sondern wie
fixiert, Retraktionsfaden, Kernpy-
knose, starkere Farbanderung des
Mediums

wenige Abkugelungen im
Fibroblastenrasen, Triibung
des Mediums

Fibroblasten ganz leicht retrahiert,
Ausflockung vorhanden

starke Ausfallung auf nicht sehr
dichtem Fibroblastenrasen, Fibro-
blasten erscheinen weitgehend
normal und schlank, zum Teil
leicht retrahiert, Abkugelung
kommen vor, Mitosen ebenfalls

starke Ausfallung, dicht auf nor-
mal erscheinendem, aber nicht
genau beurteilbarem Fibroblas-
tenrasen, tote Zellen kommen vor

weitgehend normaler Fibroblas-
tenrasen, Abkugelungen im
Zellrasen, Tribung des Mediums,
Mitosen

fast wie Zellkontrolle, starke
Ausfallung im Uberstand,
Fibroblasten sehr schlank

starke Ausfallung, Fibroblastenra-
sen nicht so dicht wie Zellkontrol-
le, Fibroblasten weitgehend nor-
mal erscheinend, weniger Mito-
sen, Abkugelungen kommen vor,
auch tote bzw. vakuolisierte Fibro-
blasten (Abb. 3)

Fibroblastenrasen erscheint
insgesamt leicht retrahiert,
Vakuolisierung und einzelne
tote Fibroblasten kommen vor

fast wie Zellkontrolle, zum Teil
leichte Retraktionen einzelner
Zellen mit Ausflockungen im
Uberstand

fast wie Zellkontrolle, starke Aus-
fallung im Uberstand, Fibroblas-
ten sehr schlank

Fibroblastenrasen fast wie
Zellkontrolle, leichte Retraktion
vorhanden, wenige Abkugelun-
gen kommen vor, Ausfillung

Ausfdllung, Fibroblastenrasen
weitgehend wie Zellkontrolle
erscheinend, leichte Retraktion
und stark vaskuolisierte Fibroblas-
ten kommen vor

weitgehend normal erscheinender
Fibroblastenrasen, jedoch kom-
men Abkugelungen im Fibroblas-
tenrasen vor, kaum Triibung des
Mediums. (Abkugelung, Retrakti-
onsfaden), Mitosen vorhanden

100 % Zelltod

Abkugelungen und Ausflockungen
im Uberstand

ahnlich Zellkontrolle, einige ganz
leicht runde Fibroblasten vorhanden,
Mitose vorhanden, Ausflockung

ahnlich Zellkontrolle, eventuell nicht
so dicht

Ausféllung ,klebt” auf Fibroblasten-
rasen, Fibroblasten zum Teil leicht
granuliert, tote Fibroblasten kom-
men vor

Abkugelungen und Ausflockungen
im Uberstand

nicht so dicht wie Zellkontrolle,
leichte Retraktionsfaden, starkere
Ausflockung

normal erscheinender nicht so
dichter Fibroblastenrasen mit
normalen Zellen, Ausféllung, tote
bzw. vakuolisierte Fibroblasten im
Fibroblastenrasen kommen vor

ahnlich Zellkontrolle, Fibroblasten
jedoch granuliert, einige vakuoli-
siert, weniger Mitosen

wie Zellkontrolle, Ausflockung im
Uberstand

nicht so dicht wie Zellkontrolle,
leichte Retraktionsfaden, stéarkere
Ausflockung

ahnlich Zellkontrolle, Fibroblasten
wirken schlanker (leichte Retraktion),
wenige tote Fibroblasten im Fibro-
blastenrasen kommen vor, Ausflo-
ckung

weitgehend wie Zellkontrolle,
Fibroblasten lang und schlank,
leichte Retraktionen und
Vakuolisierung kommen vor,
lange Zellauslaufer ebenfalls

Abkugelungen und Ausflockungen
im Uberstand
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scheinbar wie Zellkontrolle, keine
Ausflockung, Fibroblastenrasen
eventuell weniger dicht

Fibroblastenrasen dhnlich wie
Zellkontrolle, wenige Abkugelun-
gen kommen vor, tote Fibroblas-
ten im Fibroblastenrasen kommen
vor, Vakuolisierung einzelner
Fibroblasten (Abb. 4)

keine Ausfallung, normal
erscheinende Fibroblastenrasen,
scheinbar nicht so dicht wie
Zellkontrolle, Zellen zum Teil
retrahiert, Retraktionsfaden und
Vakuolisierung kommen vor

normaler Fibroblastenrasen,
Mitosen vorhanden, einige Abku-
gelungen im Fibroblastenrasen,
leichte Triibung des Mediums

Fibroblastenrasen etwas weniger

dicht, Potocytose und Abkugelun-
gen vereinzelt vorhanden, Mitose
positiv, Ausflockung, vakuolisierte
Fibroblasten

starke Ausféllung, Fibroblastenra-
sen nicht so dicht wie Zellkontrol-
le, Fibroblasten meist normal er-
scheinend, leicht retrahiert,
Abkugelung und tote Fibroblasten
im Fibroblastenrasen vorhanden,
auch stark vakuolisierte (tote)
Fibroblasten kommen vor

sehr starke Ausféllung, Fibroblas-
ten gréRtenteils abgekugelt bzw.
am Abkugeln, vitale plumpe Fi-
broblasten noch vorhanden, ein
Teil eines fast normal erscheinen-
den Fibroblastenrasens noch vor-
handen

deutliche Ausflockung im
Medium, Fibroblasten weitge-
hend normal aussehend, zum

Teil etwas spindelférmige Mitosen
vorhanden

Fibroblasten zum Teil nicht mehr
lang und schlank, teilweise etwas
plump, starke Ausfallung, zum Teil
leichte Retraktionserscheinungen

eine dicke Schicht liegt auf
Petriboden, Fibroblasten nicht
erkennbar

Abkugelungen im Fibroblastenra-
sen kommen vor, unter der star-
ken Ausfallung keine Zellen er-
kennbar

fast wie Zellkontrolle, eventuell nicht
so dicht, wenige tote Fibroblasten im
Uberstand, keine Ausflockung

dhnlich Zellkontrolle, Zelltrimmer
und Abkugelungen im Uberstand
kommen vor, leichte Granulation

weitgehend wie Zellkontrolle,
Fibroblasten lang und schlank,
leichte Retraktionen und Vakuolisie-
rung kommen vor, lange Zellausléau-
fer ebenfalls

fast wie Zellkontrolle, leichte
Ausflockung im Medium

nicht ganz so dicht wie Zellkontrolle,
vakuolisierte Fibroblasten vorhanden

Fibroblastenrasen zum Teil normal
erscheinend, zum Teil am Degenerie-
ren, Fibroblasten stark vakuolisiert,
plumpe Zellform, Retraktion, tote
Fibroblasten, Abkugelung

normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, lange schlanke leicht retrahier-
te Fibroblasten, einige vakuolisiert
bzw. granuliert, Retraktionsfaden
kommen vor, Abkugelungen kom-
men vor, Retraktionsspuren, Fibro-
blasten zum Teil verzweigt

normal erscheinender Fibroblasten-
rasen, etwas weniger dicht als Zell-
kontrolle, Ausflockung zum Teil auf
der Zelloberflache

trotz starker Ausfallung weitgehend
normaler Fibroblastenrasen, vakuoli-
sierte Fibroblasten kommen vor

dichter Fibroblastenrasen, alle
Zellen vital dreieckig und granuliert,
Mitosen vorhanden, Fibroblasten
zum Teil mit Vakuolen

vitaler, nicht ganz dichter Fibroblas-
tenrasen, Zellen granuliert, auch
vakuolisiert, zum Teil lang und
schlank, zum Teil etwas plump und
dreieckig, auch verzweigte Auslaufer
kommen vor, Retraktionsformen

Tabelle 2 Die beobachteten Zellreaktionen jeweils 24 bzw. 48 h nach Versuchsansatz in verschiedenen Konzentrationsstufen (I-1V) der unter-

suchten Retraktionsmedien

Table 2 The observed cell responses each 24 or 48 hours after experimental approach in various concentration levels (I-IV) of the examined retrac-

tion agents
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Modell der Zellztichtung

Die Priifung der zytotoxischen Wirkung
der verschiedenen Priparate erfolgte in
vitro anhand der von Heidemann und
Lampert entwickelten Methode [8, 32].
Als Ausgangsmaterial wurde mensch-
liche Gingiva verwendet, welche bei
chirurgischen Eingriffen gewonnen
wurde. Die Patienten erteilten ihre Ein-
willigung zur Entnahme des Gewebes
und Verwendung zu Forschungszwe-
cken. Im weiteren Versuchsablauf wurde
das Gewebe stets anonymisiert verarbei-
tet. Die Explantate verblieben fiir eine
Nacht im Kihlschrank bei 4 °C. An-
schlieffend wurden die Gewebsteile mit
4 °C gekiihlter Hank’s Balanced Salt So-
lution (Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land) und Antibiotikazusatz (Griinen-
thal, Deutschland) 2 Mal gewaschen,
um sie von Blut-, Fett- und Granulati-
onsresten zu reinigen. Mit einem Skal-
pell (Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland)
wurde die Probe in mehrere ca. 1 mm?3
grof3e Stiicke zerteilt und zum Antrock-
nen auf sterile und oberflichenbehan-
delte Polystyrolpetrischalen von 60 mm
Durchmesser (60 x 15) (Falcon, Becton
& Dickinson, Franklin Lakes, England)
mit Entliftungsnoppen aufgebracht.
Nach Anheftung der Proben durch 1- bis
2-miniitiges Antrocknen bei Raumtem-
peratur wurden je Kulturgefify 5 ml
Nihrmedium, bestehend aus 720 ml
Aqua iniectabilia (Braun, Melsungen,
Deutschland), 100 ml Hank’s Balanced
Salt Solution (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland), 10 ml BME Aminosduren
(PAA Laboratories, Colbe, Deutschland),
10 ml L-Glutamin 200 mM (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), 10 ml MEM
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland),
100 ml Newborn Calfserum (Invitro-
gen, Karlsruhe, Deutschland) und
27,5 ml NaHCO; (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) zugegeben. Da Gewebe-
teile aus der Mundhohle nicht steril zu
gewinnen sind, wurden dem Ndhrmedi-
um Antibiotika: 1 ml Penicillin (Gri-
nenthal, Deutschland), 1 ml Streptothe-
nat (Fatol, Deutschland) und 10 ml Am-
photericin B (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) zugesetzt, um unter mog-
lichst keimarmen Bedingungen zu ar-
beiten. In einem Begasungsbrutschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) bei
37 °C mit 4%igem CO,-Luftgehalt und
hoher Luftfeuchtigkeit (ca. 95 %) wur-
den die Petrischalen inkubiert. Zur Sub-

Abbildung 1 Zellkontrolle, 24 h nach Ver-
suchsansatz: sehr schoner, fast dichter Fibro-
blastenrasen mit langen, schlanken Zellen
und Mitosen, 250fache VergréRerung
Figure 1 Cell control, 24 hours of experi-
mental approach: very nice, almost dense
fibroblast lawns with long, slender cells and
mitotic figures, 250-fold magnification

Abbildung 2: Gingival Retraktionsfliissigkeit,
0,40 pl/ml, 24 h nach Versuchsansatz: alle Fi-
broblasten abgekugelt (Potocytose), 80%iger
Zelltod, einige Fibroblasten (20 %) bereits
am abrunden, 250fache VergroRerung
Figure 2 Gingival Retraktionsfliissigkeit,

0.40 pl/ml, 24 hours after experimental ap-
proach: all fibroblasts spherical (potocytosis),
an 80 % cell death, some fibroblasts (20 %)
already on rounding, 250-fold magnification

Abbildung 3 MAOT, 4,0 pl/ml, 24 h nach
Versuchsansatz: normal erscheinender, nicht
so dichter Fibroblastenrasen mit normalen
Zellen, Ausféllung, tote bzw. vakuolisierte
Fibroblasten im Fibroblastenrasen kommen
vor, 250fache VergréRerung

Figure 3 MAOT, 4.0 pl/ml, 24 hours after ex-
perimental approach: normal appearing, not
as dense fibroblast lawns with normal cells,
precipitation, dead or vacuolated fibroblasts,
250-fold magnification

kultivierung beziehungsweise zum Pas-
sagieren konfluenter Fibroblastenzell-
rasen, respektive zur Verdiinnung der
Rasendichte, kam folgende Trypsin-Lo-
sung zum Einsatz: Trypsin-EDTA-Soluti-
on (Gibco, Paisley, Schottland) und
0,2 g EDTA pro Liter modifizierte Puck’s
Salzlosung (Gibco, Paisley, Schottland).

Abbildung 4: Otriven, 4,0 pl/ml, 24 h nach
Versuchsansatz: tote Fibroblasten kommen
im Fibroblastenrasen vor, Vakuolisierung ein-
zelner Fibroblasten, mehr Abkugelungen im
Uberstand, 250fache VergroRerung
Figure 4 Otriven, 4.0 ul/ml, 24 hours after
experimental approach: dead fibroblasts are
found in fibroblasts lawn, vacuolation of in-
dividual fibroblasts, more detachments in
the supernatant, 250-fold magnification

(Tab. 1-5, Abb. 1-4: S. Gerhardt-Szép)

Im Rahmen der panoptischen Fir-
bung nach Pappenheim wurden aufler-
dem folgende Losungen -eingesetzt:
Ringer-Losung (Gibco, Paisley, Schott-
land), May-Griinwald-Losung (Gibco,

Paisley, Schottland) und verdiinnte
Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt,
Deutschland).
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Fir die Studie wurden Fibroblas-
ten verwendet, die sich zwischen der
11. und 14. Passage befanden. Im Mittel
wurden 4,5 x 10~ Fibroblasten pro ml
(jeweils 5 ml pro Petrischale) eingesit.
Die gleichmaifiige Zellaussaat wurde bei
100facher Vergrolerung tiberpriift und
bilddokumentiert. Die Vorinkubation
der Zellen betrug 24 h. Dabei wurde
Wert darauf gelegt, dass kein konfluen-
ter Zellrasen vorlag, um ein weiteres
Wachstum zu ermoglichen. Die Kon-
trolle der erfolgreichen Vorinkubation
wurde anhand der Parameter Zellform,
Wachstum und Zelldichte vorgenom-
men.

Hauptversuch

In den Versuchen wurde von den auf
ihre biologische Vertrdglichkeit zu
prifenden Retraktionslosungen 0,1 bis
7,0 pl/ml auf die gut gewachsenen, 24 h
alten und mit Ndhrmedium bedeckten
Fibroblastenkulturen appliziert. Die In-
kubationszeit mit den Praparaten betrug
im Mittel 10 min. Reaktionen auf die zur
Anwendung gekommenen Retraktions-
mittel wurden angelehnt an die EN ISO-
Norm 7405:1997 im Hinblick auf patho-
logische Zellveranderungen 24 und 48 h
nach Inkubation der Versuchsansatze
im Begasungsbrutschrank (CO,-Inkuba-
tor Heraeus BBD 6220, Hanau, Deutsch-
land) bei 37 °C und einer Luftfeuchtig-
keit von ~95% sowie bei einem
4,0%igen CO,-Luftgehalt ermittelt. Pro
untersuchtem Prdparat (in pl) wurden 2
verschiedene Mischungsansdtze mit
dem Ndhrmedium (in ml) jeweils dop-
pelt angelegt (I: 0,5-1,0 pl/ml; 1II:
2,0-3,0 pl/ml; II: 4,0-5,0 pl/ml; IV:
6,0-7,0 pl/ml). Zur Unterscheidung zwi-
schen natiirlichen und toxikologisch
bedingten, degenerativen Zellverdnde-
rungen wurden jedem Mischungsansatz
(I-IV) aulerdem 4 Zellkontrollen (ohne
Zugabe von Retraktionsmitteln) gegen-
iibergestellt. Eine Zellkontrolle wurde zu
Versuchsbeginn fixiert, gefarbt und aus-
gewertet, um den Ausgangszustand zu
dokumentieren. So wurden sowohl
nach 24 als auch nach 48 h jeweils
72 Petrischalen evaluiert. Zuziiglich der
Zellkontrollen (n=16) wurden ins-
gesamt 160 (72 + 72 + 16) Proben be-
wertet. Hinsichtlich der im Vorfeld fest-
gelegten 4 Konzentrationsstufen musste
beim Pridparat Gingival Retraktionsfliis-
sigkeit hiervon abgewichen werden: Da
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S E

a5

=1 Z | Prdparat

1 Astringedent 14 890
2 Gingiva Liquid” 23 836
3 Gingival « 37

Retraktionsflussigkeit

4 Mallebrin 38 836
5 MAOT 25 874
6 Orbat’ 39 838
7 Otriven 44 837
8 Racestyptinew 45 808
9 ViscoStat 31 823
10 Zellkontrolle 36 842

"
c
]
=
€
=
“
939 912 3
926 895 k.S.
1,4-7,
916 693 10
980 922 3
952 910 3
960 916 3
972 901 3
954 884 k.S.
934 890 k.S.
951 922 3

Tabelle 3 Anzahl der normalen Zellen (normale Fibroblasten, Ruhekern, Mitose, Phagocytose)

der untersuchten Retraktionsmittel (Stabw. = Standardabweichung; Min. = Minimum;

Max. = Maximum, k.S. = keine Signifikanz)

Table 3 Number of normal cells (normal fibroblasts, resting nucleus, mitosis, phagocytosis) of

the examined retraction agents (Stabw. = standard deviation; Min. = minimum; Max. = maxi-

mum, k.S. = not significant)

bereits bei der 1. Stufe mit 0,5-1,0 pl/ml
in 80-100 % der Zelltod feststellbar war,
wurden die Konzentrationsstufen nach
unten Kkorrigiert und final zwischen
0,1-1,0 ul/ml definiert. Die Verdnde-
rungen der Zellkulturen wurden wih-
rend des laufenden Versuchs mit einem
Phasenkontrastmikroskop (DMIL, Leica,
Solms, Deutschland) bei 100- bis 250fa-
cher Vergroferung evaluiert und doku-
mentiert.

Um eine gleichméfige Schicht der
Zellkulturen an den fixierten und ge-
farbten Prdparaten unter dem Mikros-
kop erkennen zu kdonnen, wurde auf die
Petrischale ein Tropfen Immersionsol
(Leica-Immersionsol, Leica, Wetzlar,
Deutschland) gegeben. Zur Verbes-
serung der optischen Verhiltnisse wur-
de auflerdem ein Deckglas (Menzel-
Deckgldser, Gerhard-Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland) aufgelegt.
Es wurden zytopathologische Verdnde-
rungen am Zytoplasma (Granulation,
Vakuolisierung, Potozytose), am Zell-

kern (Karyolyse, Karyorhexis, Kernpy-
knose) und am Gesamtzellrasen (Reakti-
on der Rasenrdnder, Ausbildung von Re-
traktionsfaden, Adhésionsverlust, Dege-
nerationen, gekennzeichnet durch Zer-
fall des losgeldsten Plasmas) evaluiert.
Die Zahlung der Zellen erfolgte mit ei-
nem Universal-Kondensor im Hellfeld,
wobei der Phasenmikroskopring ent-
fernt wurde. Zur Dokumentation wur-
den tiber den am Mikroskop befestigten
Tubus (Fluovert, Leica, Solms, Deutsch-
land) Fotografien angefertigt. Zur Er-
mittlung der Rate normaler oder ver-
anderter und toter Fibroblasten wurden
je Petrischale 1.000 Zellen nach folgen-
den Kriterien ausgezdhlt: Unter dem Pa-
rameter ,normale Zellen“ wurden nor-
male Fibroblasten, das Vorhandensein
von Ruhekernen, Mitosen und Phagocy-
tose (Vakuolen, Granulationen) zusam-
mengefasst. ,Verdnderte Zellen” wiesen
grofle Kerne, Doppelkerne, Kern-
anomalien, Kernverformungen und
Kernsprossungen auf. Zudem waren
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60 942 252 10
6 110 46 3
17 91 57 3
7 126 52 3
6 116 64 3
25 136 75 k.S.
36 128 66 3
33 106 55 3

Tabelle 4 Anzahl der veranderten Zellen (groRer Kern, Doppelkern, Kernanomalie, Potocytose,

Granulation) der untersuchten Retraktionsmittel (Stabw. = Standardabweichung; Min. = Mini-

mum; Max. = Maximum, k.S. = keine Signifikanz)

Table 4 Number of modified cells (large nucleus, dual nucleus, nucleus anomaly, potocytosis,

granulation) of the examined retraction retraction agents (Stabw. = standard deviation;

Min. = minimum; Max. = maximum, k.S. = not significant)

Granulationen, Abschniirungen von
Plasmateilen aus dem Zytoplasma (Poto-
cytose) erkennbar. ,Tote Zellen” waren
charakterisiert durch Abrundungen, Ab-
kugelungen, Kernzerfall (Karyorhexis
und Karyiolyse), Pyknose (Zellkerne mit
zahlreichen Chromatinkérnchen bei
schrumpfendem Volumen zu Beginn
des Kernzerfalls) und durch ein Zyto-
plasma ohne Kern [32].

Die statistisch ermittelten Daten
wurden mittels des Kruskal-Wallis Mul-
tiple-Comparison Z-Value Tests unter
Verwendung des Programms PASS11
(NCSS, Kaysville, Utah, USA) bei einem
p-Wert < 0,05 evaluiert.

Ergebnisse

Der ermittelte pH-Wert des Nahrmedi-
ums lag bei 6,9. Die verwendeten Pri-
parate wiesen pH-Werte zwischen 6,1
und 6,8 auf, wobei die beiden xylometa-
zolinhydrochloridhaltigen Mittel mit

6,4 und 6,6 nahe beieinander lagen. Di-
rekt nach der Zugabe von Astringedent,
Gingiva Liquid, MAOT, Racestyptine
und ViscoStat konnte eine Tritbung des
Néahrmediums beobachtet werden. Die-
se verschwand nach der Inkubations-
zeit von 24 h. Die einzelnen ermittelten
pH-Werte sind in Tabelle 1 dargestellt.
Die Ergebnisse des deskriptiven
Teils beziiglich der beobachteten Zell-
verdnderungen nach 24 und 48 h sind
in Tabelle 2 zusammengefasst. Die bei-
den xylometazolinhydrochloridhalti-
gen Mittel weisen dhnliche histomor-
phologischen Befunde auf. Auffillig
sind die Beobachtungen beziiglich des
Prdparates Gingival Retraktionsfliissigkeit
(GS): Ab der Konzentrationsstufe III
sind 80 % der Zellen abgestorben, die
sich auch nach 48 h nicht regenerieren.
Auch bei ViscoStat und Racestyptine
sind ab der Konzentrationsstufe III tote
und vakuolisierte Fibroblasten erkenn-
bar, die jedoch nach 48 h ihr Regenera-
tionspotenzial entfalten. Die Abbildun-

gen 1-4 weisen auf typische Zellver-
dnderungen im jeweiligen Kontext hin.
Die Ergebnisse der ermittelten Parame-
ter hinsichtlich der normalen, ver-
dnderten und toten Zellen sind in den
Tabellen 3-5 dargestellt. Zwischen den
beiden xylometazolinhydrochloridhal-
tigen Mitteln lassen sich keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich der
ermittelten Parameter feststellen. Die
signifikant hochste Anzahl an toten
Zellen weist Gingival Retraktionsfliissig-
keit auf, wobei bei Otriven, Racestyptine
und ViscoStat kein statistisch zu ermit-
telnder Unterschied zu GS festzustellen
ist. Auch beim Parameter der verdnder-
ten Zellen weist GS die statistisch sig-
nifikant hochste Anzahl auf, mit Aus-
nahme von Gingiva Liquid und Races-
typtine. Die niedrigste Anzahl an nor-
malen Zellen weist ebenfalls GS auf mit
einer statistisch ermittelbaren Signifi-
kanz zu allen anderen Prdparaten, au-
Ber zu Gingiva Liquid, Racestyptine und
ViscoStat.

Beantwortung der Forschungsfragen

1. Zwischen den beiden untersuchten
Interventionsgruppen konnten kei-
ne signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. Die 1. Nullhypothe-
se gilt damit als angenommen.

2. Gegeniiber der Kontrollgruppe 3 (K3)
hingegen wiesen beide Interventi-
onsgruppen signifikante Unterschie-
de beziiglich der Parameter ,normale
Zellen” und ,verdnderte Zellen“ auf.
Hinsichtlich ,toter Zellen” konnte
lediglich zwischen der Interventi-
onsgruppe 2 (I12) und K3 eine statisti-
sche Signifikanz eruiert werden. Die
Kontrollgruppe 3 (K3) hingegen wies
hinsichtlich des Parameters ,tote
Zellen“ signifikante Unterschiede zu
allen anderen Gruppen auf, aus-
genommen 1, K2b und Klb. Ein
ebenfalls dhnliches Verhalten der K3
in Bezug auf den Parameter ,ver-
anderte Zellen” war, bis auf die Aus-
nahmen Kla, K2a, K2b und der Zell-
kontrolle, feststellbar. Statistisch sig-
nifikante Unterschiede lieffen sich
auch im Vergleich K3 zu K1a, K4b, 12,
K4a, I1 und zur Zellkontrolle beziig-
lich des Parameters ,normale Zellen”
evaluieren. Die 2. Nullhypothese
wird somit verworfen und die dazu-
gehorige Alternativhypothese ange-
nommen.
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=1 Z | Praparat
1 Astringedent’ 6 20 40 29 3
2 Gingiva Liquid” 7 N 40 30 3

Gingival 1,2, 4-6,

. Retraktionsflussigkeit w2 = lez = 10
4 Mallebrin’ 15 1 54 29 3
5 MAOT 14 N 77 30 3
6 Orbat’ 10 9 39 25 3
7 Otriven 12 13 57 31 k.S.
8 Racestyptine® 14 15 63 36 k.S.
9 ViscoStat 23 21 101 37 k.S.
10 Zellkontrolle 13 11 48 22 3

Tabelle 5: Anzahl der toten Zellen (Abrundungen, Abkugelungen, Kernzerfall, Pyknose, Zyto-

plasma ohne Kern) der untersuchten Retraktionsmittel (Stabw. = Standardabweichung;

Min. = Minimum; Max. = Maximum, k.S. = keine Signifikanz)

Table 5 Number of dead cells (rounded, spherical, nuclear decay, pyknosis, cytoplasm without

nucleus) of the examined retraction agents (Stabw. = standard deviation; Min. = minimum;

Max. = maximum, k.S. = not significant)

Diskussion und Schlussfolge-
rung

Zellkulturmodelle dienen der initialen
Priifung der unspezifischen Zytotoxizi-
tat und damit der biologischen Charak-
terisierung dentaler Werkstoffe [36]. Me-
thoden, die prinzipiell zur Ermittlung
der Zytotoxizitit angewendet werden,
konnen in 3 Gruppen untergliedert wer-
den: 1. Beobachtungen (Kenntlichma-
chung morphologischer Zellverdnde-
rungen), 2. Bestimmung der Membran-
integritdt (Freisetzung von intrazelluld-
ren Stoffen, Farbstoffen beziehungswei-
se Membranbestandteilen und Aufnah-
me von Farbstoffen durch tote Zellen)
und 3. Bestimmung physiologischer
Leistungen (aktive Aufnahme von Stof-
fen durch die Zelle als Ma# fiir ihre Vita-
litat, Reduktionsvermdgen lebender Zel-
len, Proteingehalt als Maf} fiir die Zell-
zahl, Enzyme und Substrate als Maf fiir
den Stoffwechsel lebender Zellen) [11].
Zur In-vitro-Analyse der zytotoxischen

Eigenschaften von Retraktionsmedien
werden in der Literatur konventionelle
histomorphologische Beobachtungen
bzw. biochemische Ansdtze zur Bestim-
mung  physiologischer  Leistungen
durchgefiihrt (beispielsweise mittels
MTT-Wachstumsinhibitionstests). Eine
Differenzierung mittels MTT, ob die Zel-
len nekrotisch verdndert oder beispiels-
weise in Apoptose iibergegangen sind,
ist dabei nicht moglich. Mittels his-
tomorphologischer Studien, wie bei der
vorliegenden, sind diese Differenzierun-
gen jedoch evaluierbar.

Zwei wichtige Instrumente zur Un-
tersuchung und Bewertung der toxiko-
logischen Eigenschaften von Medizin-
produkten stellen die Normenreihe
EN ISO 10993 und die EN ISO 7405 dar.
Beschreibt Erstgenannte die Moglich-
keiten der toxikologischen Testung fiir
alle Medizinprodukte, so konzentriert
sich die EN ISO 74035 ausschlielich auf
die ,Praklinische Beurteilung der Bio-
kompatibilitdt von in der Zahnheilkun-

de verwendeten Medizinprodukten”.
Die in dieser Studie praktizierte Anleh-
nung an die EN ISO 7405:1997 und da-
mit die beobachteten Zellverdnderun-
gen 24 und 48 h nach Inkubation der
Versuchsansitze, erschienen essenziell
wichtig fiir die Beurteilung der toxi-
schen Auswirkungen der untersuchten
Retraktionsmedien. Nur so war das Re-
generationspotenzial der Zellen nach
Substratkontakt ersichtlich. Diese zeitli-
chen Vorgaben lassen sich in der aktua-
lisierten Version der EN ISO 7405:2008/
A1:2013 nicht mehr auffinden.

Viele Autoren bevorzugen in diesem
Kontext primire Gingivafibroblasten,
denn sie gelten im Vergleich zu den
Dauerzelllinien als zielortsnahe Zellen
und sind somit wesentlich besser verifi-
zierbar [8, 15, 33]. Humane Gingivafi-
broblasten wurden in aktuellen Studien,
in denen ACGRAs und VEGRAs zur Eva-
luation kamen, verwendet [22, 25]. Die-
se belegen, dass VEGRAs im Vergleich zu
ACGRAs weniger unerwiinschte Neben-
wirkungen an den Zihnen und am
Zahnhalteapparat verursachen [24, 26].
Doch sind speziell bei der Verwendung
von epinephrinhaltigen Retraktionsme-
dien (ofVEGRASs) allein oder in Kom-
bination mit Fiden selbst bei niedrigen
Konzentrationen Kklinische Nebenwir-
kungen beobachtet worden, wodurch
ihr Einsatz fragwiirdig erscheint [1, 17,
20, 22]. Die Autorengruppe von Bowles
schlug 1991 alternativ die Anwendung
von aVEGRAs vor [2]. Vergleichenende
Studien belegten, dass Tetrahydrozolin-
hydrochlorid (C;3H;,CIN,) und Oxy-
metazolinhydrochlorid (C,¢H,sCIN,O),
beide aus der Gruppe der Imidazoline
und der aVEGRAs, geringere zytotoxi-
sche Effekte auslosen als epinephrinhal-
tige Retraktionsprdparate [22, 25]. Dies
kann auch von der vorliegenden Unter-
suchung bestdtigt werden, denn das
verwendete Xylometazolinhydrochlo-
rid (C,4H,sCIN,, Prédparat: Otriven),
ebenfalls aus der Gruppe der Imidazoli-
ne, erwies sich als statistisch signifikant

verschieden gegeniiber Epinephrin
(Gingival Retraktionsfliissigkeit).
Xylometazolin (XYLO) ist ein

a-Sympathomimeticum, das zur syste-
mischen (Behandlung des anaphylakti-
schen Schocks) oder zur lokalen Vaso-
konstriktion eingesetzt werden kann. Es
dockt an dieselben Rezeptoren an wie
Adrenalin. Innerhalb der vorliegenden
Studie zeigte das Medium Ofriven eine
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niedrige Anzahl von verdnderten und
toten Zellen. Histologisch prasentierte
sich ein weitgehend normaler Fibroblas-
tenrasen. Mit Zunahme der Konzentrati-
on zeigte sich ein vergleichbares histolo-
gisches Ergebnis wie bei Mallebrin. Hin-
zu kam, dass die veranderten Fibroblas-
ten leicht granuliert und wenig vaskulo-
siert waren. Das Praparat MAOT (eigene
Studienmischung aus Mallebrin und
Otriven) hatte bei der Anzahl der ver-
anderten Zellen den zweitniedrigsten
Wert. Histologisch dhnelte das Ergebnis
dem Prédparat Orbat. Das Medium Gingi-
val Retraktionsfliissigkeit als Vertreter der
aBVEGRAs zeigte bei den verwendeten
Untersuchungsparametern im Vergleich
zu den anderen Substanzen im Mittel-
wert die grote Anzahl an verdnderten
und toten Zellen. Die Verwendung von
Adrenalin als Retraktionsmedium wird
in der Literatur kontrovers diskutiert
[35]. In einer neueren Humanstudie ver-
glich Csillag verschiedene Adrenalin-
konzentrationen und stellte fest, dass ei-
ne 0,001%ige Adrenalinlosung die Sul-
kusfliissigkeitsproduktion und eine hy-
perdamische Reaktion hemmte, ohne lo-
kale und systemische Nebenwirkungen
aufzuweisen [3]. Zinkchlorid ist als Aus-
loser fiir pathogene Zellverdanderungen
bekannt. In Untersuchungen an Hun-
den wurde beispielsweise bestatigt, dass
mit Zinkchlorid imprdgnierte Retrakti-
onsfiden (mit Konzentrationen von
8 % und 40 %) Nekrosen und irrever-
sible Gewebeschddigungen zur Folge
hatten [35]. Aus diesem Grund erscheint
Zinkchlorid fiir die Gingivaretraktion
klinisch nicht empfehlenswert [35].
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