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Nachweis der Aktivitat von
Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s)
im Wurzeldentin humaner Ziahne

Warum Sie diesen Artikel Einfithrung: Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s) spielen eine wichtige Rolle
lesen sollten? bei der Zahnhartsubstanzbildung. Sie sind als proteolytische Enzyme an der
Degradation von Proteinen der extrazelluldren Matrix in der oralen Umge-
Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s) bung einschliellich der dentalen Hartgewebe beteiligt. Ihre unregulierte Akti-

sind Enzyme, die an der Degrada-  vitdt steht mit Krankheitsprozessen in Verbindung. Seit einiger Zeit wird eine
tion von Dentin beteiligt sind. Die Beteiligung der MMP’s an der Ausbreitung karidser Lasionen diskutiert. Lokali-
Studie weist MMP’s an Dentinschei-  sation und Verteilung der MMP’s im Dentin nach abgeschlossener Zahnent-

ben aus unterschiedlichen Abschnit- ~ wicklung sind bisher nicht aufgeklédrt und sollen in dieser Studie untersucht
ten der Zahnwurzel nach, wodurch werden.
eine Zuordnung der MMP-Aktivitat
zu koronalen oder apikalen Wurzel-  Material und Methode: Als Untersuchungsmaterial wurde Wurzeldentin von
abschnitten moglich wurde. 30 humanen Zihnen verwendet. Insgesamt wurden 3 Untersuchungsgruppen
Erwartungsgemal zeigten apikale mit jeweils 10 Zdhnen gebildet: UG1: endodontisch behandelte Zihne, UG2:
Abschnitte die hochsten MMP-  nicht endodontisch behandelte Zihne und UG3: noch nicht in der Mundhoh-
Aktivitatswerte, jedoch wurde auch le exponierte Zdahne. Die enzymatische Aktivititsmessung wurde mit einem
in koronalem Dentin diese Enzymak-  Gelatinase-/Kollagenase-Assay an 90 Dentin-Scheiben, die jeweils aus dem
tivitat nachgewiesen. Die Ergebnisse koronalen, medialen und apikalen Wurzeldentin gewonnen wurden, tiber 2 h
legen nahe, dass ein auto-kollageno-  jeweils zum Zeitpunkt O min, 30 min, 60 min, 120 min, durchgefiihrt. Die
lytischer Abbau des Dentins erfolgen Mittelwerte der MMP-Aktivitdt iiber 2 h in pU/mg Dentin wurden mit dem
kann - mit entsprechenden Folgen Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepriift. Der Vergleich der koronalen,
fiir das Verstandnis des Kariespro-  medialen und apikalen Werte innerhalb der Gruppen erfolgte mit dem gepaar-
zesses und der Fiillungstherapie.  ten T-Test, wahrend die Unterschiede der Mittelwerte zwischen den Unter-
suchungsgruppen mit dem ungepaarten T-Test tiberpriift wurden. Als Signifi-
kanzniveau wurde ein Wert von p < 0,05 definiert.

Ergebnisse: An allen Dentin-Scheiben konnte enzymatische Aktivitat nach-
gewiesen werden. Bezogen auf das Dentin der gesamten Zahnwurzel wurden
tber 2 h fiir UG1 (endodontisch behandelt) im Mittel 4,8 x 10! pU/mg, fiir
UG2 (nicht endodontisch behandelt) 4,7 x 101 pU/mg und fir die Zahne

der UG3 (noch nicht in der Mundhohle exponiert) 4,8 x 10-! pU/mg enzyma-
tischer Aktivitdt ermittelt. Die Ergebnisse der UG1, UG2 und UG3 unterschie-
den sich statistisch nicht voneinander. Innerhalb der Untersuchungsgruppen
konnten von koronal nach apikal fiir UG1 mit Aktivitditswerten von

4,4 x 10! nU/mg fur die koronale Schnittebene, 4,7 x 10! nU/mg fir die
mediale Schnittebene und 5,4 x 10! pU/mg fiir die apikale Schnittebene
statistisch signifikante Unterschiede gemessen werden. Fiir UG2 wurden fiir
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die koronale Ebene mit 4,2 x 10-! pU/mg, fiir die mediale mit 4,7 x 10"t pU/mg
und fiir die apikale Ebene mit 5,1 x 10! pU/mg Aktivitdt ebenfalls statistisch
signifikante Unterschiede gemessen. In UG3 unterschieden sich die Werte al-
ler Ebenen, 3,8 x 10! pU/mg fiir die koronale Schnittebene, 4,5 x 10! pU/mg
fiir die mediale Schnittebene und 6,0 x 10! pU/mg fiir die apikale Schnittebe-

ne, statistisch signifikant voneinander.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie wiesen erstmals MMP-Aktivi-
tat am Dentin-Hartmaterial nach. In allen Untersuchungsgruppen nahm die

MMP-Aktivitdt von koronal nach apikal zu. Die generell bestehende Aktivier-
barkeit von MMP’s, die seit ihrer Synthetisierung und Sezernierung in die mi-
neralisierte Dentin-Matrix bei der Dentinogenese eingeschlossen waren, zeigt
die auflerordentliche Stabilitdt und Langlebigkeit dieser Enzyme.

Schliisselworter: Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s); proteolytische Aktivi-
tat; Gelatinase-/Kollagenase-Assay; Wurzeldentin; Dentinscheiben

Einfithrung
Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s)
sind Vertreter der groflen Familie
von Calcium-abhingigen, zinkhalti-
gen Endopeptidasen [1, 2, 17, 26, 33,
36]. Sie entfalten ihre physiologische
und pathologische Rolle als proteoly-
tische Enzyme beim Aufbau und bei
der Degradation von Proteinen vor-
wiegend in der extrazelluldren Matrix
(ECM) [1, 11] und bei Um- und Ab-
bauprozessen in der oralen Umge-
bung einschliefilich der dentalen
Hartgewebe [5, 8].

MMP’s spielen weiterhin eine
Schliisselrolle in der normalen Phy-
siologie des Bindegewebes, also wah-
rend der Entwicklung, der Morphoge-
nese und der Wundheilung [4]. Thre
unregulierte Aktivitat wird allgemein-
medizinisch mit zahlreichen Krank-
heitsprozessen wie Arthritis, Metasta-
sierung von Geweben durch Tumor-
zellen, Atherosklerose [4], kardiovas-
kuldre Erkrankungen, Nephritis, neu-
rologische Krankheiten, Ausfall der
Blut-Hirn-Schranke, Haut- und Ma-
gengeschwiirbildung, Leberfibrose,
Lungenemphysem und nicht zuletzt
parodontalen Erkrankungen [21] in
Verbindung gebracht. Schon seit eini-
ger Zeit wird auch eine Beteiligung
der MMP’s an der Ausbreitung von
Karieslasionen diskutiert [25].

MMP’s werden durch eine Viel-
zahl von Bindegewebe- und proin-

flammatorischen Zellen, einschlief3-
lich Fibroblasten, Osteoblasten und
Odontoblasten [5] sowie Endothel-
zellen, Makrophagen und neutrophi-
len Lymphozyten sezerniert [33]. Sie
sind zudem eine Gruppe von struk-
turell verwandten Enzymen ver-
schiedenen genetischen Ursprungs,
die zusammen fiir den Abbau vieler
extrazelluldrer Matrix-Proteine der
ECM und Komponenten der Basal-
membranen verantwortlich sind [25].
Gross und Lapiere berichteten 1962
erstmals tiber MMP’s im Rahmen ih-
rer Studien der Entwicklung von
Kaulquappen [10].

Fragestellung

Es ist bekannt, dass MMP’s proteoly-
tisch wirkende Enzyme sind, die am
Aufbau und der Degradation von Pro-
teinen der extrazelluldren Matrix we-
sentlich beteiligt sind [22, 32-35]. Zu
dieser extrazelluldren Matrix zdhlen
besonders fibrilldre Kollagene [7] und
als einer der Hauptbestandteile des
Dentins zu 90 % Kollagen vom Typ I
[6]. Kommt es durch Entmineralisie-
rung des Dentins zum Freiliegen von
Kollagenfasern und werden dabei
gleichfalls Pro-MMP’s in ihre aktiven
Formen {tberfiihrt, konnen die akti-
vierten Kollagenasen und Gelatinasen
die freiliegenden Kollagenfasern de-
gradieren [20]. Dies scheint anhand
der Literatur von entscheidender Be-
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deutung fiir verschiedene Bereiche,
vor allem in der adhésiven Zahnheil-
kunde zu sein. In verfiigbaren Studien
zeigt sich vor allem, dass sich der
Nachweis kollagenolytischer und ge-
latinolytischer Aktivitdt im Dentin,
vorwiegend auf das koronale Dentin
beschrankt. Mit der heute zunehmen-
den Bedeutung der adhdsiven Zahn-
heilkunde, z.B. mit der adhdsiven Be-
festigung von Wurzelstiften und zu-
sdtzlichen Verankerungstags von En-
dokronen im koronalen Drittel der
Wurzel, wird auch hier die Frage nach
der Stabilitdt der Hybridschicht an
Wichtigkeit zunehmen.

Gleichfalls lasst die Literatur aber
durchaus auch die Vermutung offen,
dass es neben bestimmten mecha-
nischen Griinden fiir Wurzelfraktu-
ren, auch zu Frakturen der Wurzel
durch eine Schwidchung der Kolla-
genmatrix des Dentins durch MMP-
Degradation kommen Kkoénnte. So
wurde in einer In-vitro-Studie nach-
gewiesen, dass es bei endodontisch
behandelten Zdhnen mit einer Stift-
versorgung tiber einen langeren klini-
schen Beobachtungszeitraum zu ei-
ner Aufldésung der strukturellen Inte-
gritdt der Kollagen-Matrix im Wurzel-
dentin gekommen ist [9]. Uber die
Zersetzung der Matrix entweder
durch bakterielle Besiedelung und
deren Abbauprodukte oder durch ei-
ne Aktivierung wirtseigener MMP’s
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Detection of Matrix
Metalloproteinases (MMPs)
in the root dentin of human teeth

Introduction: Matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role
in the metabolism of dental hard tissue. They are proteolytic enzymes
whose function is the degradation of extracellular matrix proteins in the
oral cavity. They influence dental substances and tissues and their uncon-
trolled activity is associated with disease processes such as the progression
of carious lesions. Since the distribution of MMPs in the dentin has not pre-
viously been investigated, this was addressed by this study.

Material and Methods: Root dentin from 30 human teeth was used for
this study, divided into 3 groups of 10 each as follows: Gp1(Group1): teeth
with root canal fillings, Gp2: non-endodontically treated teeth and Gp3:
unerupted teeth. 90 dentin disks were obtained by taking a coronal, medi-
al and apical slice from each tooth. Enzyme activity was measured by a
gelatinase/collagenase assay over a 2 hour period with every specimen
having 4 readings recorded at time = 0 min, 30 min, 60 min and 120 min.
The mean values of MMP activity over the 2 hours in yU/mg dentin were
tested for normal distribution by using the Shapiro-Wilk test. The coronal,
medial and apical values within the groups were compared with the paired
T-test, while the differences in mean values between the study groups were
checked with the unpaired T-test. The significance level was set at p < 0.05.

Results: All the dentin disks exhibited evidence of enzyme activity. Mean
values calculated for the entire roots were 4.8 x 10" uU/mg for Gp1 (root
canal filled), 4.7 x 10" pU/mg for Gp2 (non- endodontically treated) and
lastly for Gp3 (unerupted), 4.8 x 107" yU/mg. These differences in enzyme
activity between the 3 groups were not statistically significant. However,
all 3 groups displayed statistically significant increases in enzyme activ-
ities in the apical direction i.e. moving from coronal to apical. For

Gpl, 4.4 x 10" yU/mg coronally, 4.7 x 10" pU/mg medially and

5.4 x 10" yU/mg apically were measured. For Gp2, 4.2 x 10" yU/mg
coronally, 4.7 x 10" pU/mg medially and 5.1 x 10"" yU/mg apically were
measured. Lastly Gp3, 3.8 x 10" yU/mg coronally, 4.5 x 10”7 pU/mg
medially and 6.0 x 10-' yU/mg apically were measured.

Conclusion: The results of this study demonstrated for the first time MMP
activity within mineralized hard dentin. In all 3 groups, MMP activity in-
creased from the coronal to apical regions of the roots. MMPs which were
originally synthesized and secreted during dentinogenesis and became in-
corporated into the mineralized dentin matrix, retain their reactive poten-
tial. The study demonstrated the extraordinary stability and longevity of
these enzymes.

Keywords: matrix metalloproteinases; proteolytic activity; gelatinase/
collagenase assay; root dentin; dentin disk/slice

konnten jedoch nur Vermutungen
angestellt werden, da sich die expe-
rimentellen Auswertungen auf elek-
tronenmikroskopische Verfahren be-
schrankten.

Ausgehend von der bisherigen
Studienlage setzen hier die Uber-
legungen an, sich mit der enzyma-
tischen Aktivitit im Wurzel-Dentin
endodontisch und nicht endodon-

tisch behandelter Zdhne zu beschif-

tigen. Dazu wurden folgende Frage-

stellungen formuliert:

1. Gibt es eine nachweisbare enzyma-
tische Aktivitit von MMP’s im
Wurzel-Dentin von endodontisch
und nicht endodontisch behandel-
ten Zdhnen und lasst sich diese im
Gegensatz zum gepoolten Dentin-
pulver direkt am Dentin-Hartmate-
rial nachweisen?

2. Lassen sich Unterschiede in der
Verteilung einer durch MMP’s her-
vorgerufenen enzymatischen Akti-
vitdt innerhalb des Wurzel-Den-
tins eines Zahnes von koronal
nach apikal nachweisen?

3. Lassen sich Unterschiede in Menge
oder Verteilung einer durch MMP’s
hervorgerufenen enzymatischen Ak-
tivitat innerhalb des Wurzeldentins
zwischen endodontisch und nicht
endodontisch behandelten Zihnen
sowie noch nicht in der Mundhohle
exponierten Zihnen finden?

Material und Methode
Extrahierte Zahne (n = 30), die von
Patienten zuriickgelassen wurden,
wurden in 3 Untersuchungsgruppen
(UG) mit jeweils n =10 eingeteilt:
UG1 (endodontisch behandelte Zih-
ne), UG2 (nicht endodontisch behan-
delte Zdhne) und UG3 (noch nicht in
der Mundhohle exponierte Zidhne).
Alle Zahne waren im Wurzelbereich
kariesfrei. Zdhne der UG2 und UG3
wiesen keine Restaurationen auf. Die
Zahne der UG1 mussten eine voll-
stindige Wurzelfiilllung aufweisen.
Dies wurde radiologisch tiberpriift. Sie
besafien weiterhin ausgedehnte koro-
nale Restaurationen wie ausgedehnte
Amalgamfillungen und Metall- oder
Metallkeramik-Kronen. Da die Zahne
vollstindig anonymisiert gesammelt
wurden, konnte das Alter der Wurzel-
fillungen nicht ermittelt werden. Die
Zahne der UG3 wiesen ein abge-
schlossenes apikales Wurzelwachstum
auf. Wihrend sich UG1 und UG2 aus
Frontzidhnen, Primolaren und Mola-
ren zusammensetzten, waren die Zih-
ne der UG3 ausschlie8lich osteoto-
mierte obere und untere dritte Mola-
ren, die noch nicht in der Mundhohle
exponiert waren.

Die Zihne der UG2 und UG3
wurden nach klinischer Vorgehens-
weise einer Wurzelkanalaufbereitung
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unterzogen. Dabei wurden das Pul-
pencavum erdffnet, das Pulpagewebe
entfernt, die Kanéle dargestellt, und
mittels maschineller Aufbereitungs-
feilen der ISO-Grofle 25/06 und
25/07 des Systems Mtwo (VDW,
Miinchen, Deutschland), sowie Hed-
stromfeilen der ISO-Groflen 40 und
45 aufbereitet. Bei den Zdahnen der
UG1 wurde die vorhandene Wurzel-
fillung mittels maschineller Revi-
sionsfeilen ISO-Groéfle 15/05 und
25/05 des Systems Mtwo entfernt.
Die erneute Aufbereitung der Wurzel-
kandle nach Entfernung der alten
Wurzelfiillung erfolgte analog der
beiden anderen UG. Zur Spiilung al-
ler Kandle wurde 1%ige physiolo-
gische Kochsalzlosung verwendet.
Danach wurde die Zahnkrone, die
apikalen 2 mm der Zahnwurzel, so-
wie das komplette Zahnzement mit
Diamantschleifern entfernt. Fiir die
enzymatischen Aktivititsmessungen
wurden Dentinscheiben aus jedem
Wurzeldrittel (koronal, medial, api-
kal) prépariert (Abb. 1). Dies erfolgte
maschinell durch horizontale He-
raustrennung von Dentinsegmenten
mittels einer Sdgemaschine (Conrad
Apparatebau GmbH, Clausthal-Zel-
lerfeld, Deutschland, diamantierte
Trennscheibe, @100 x 0,6, Scott Dia-
mant Werkzeuge GmbH, Stadtolden-
dorf, Deutschland) unter Wasserkiih-
lung. Die Dentinsegmente mit einer
Dicke von 2 mm wurden durch Poli-
tur auf eine Stirke von 1 mm redu-
ziert (Poliermaschine Metkon GRiPO
2V, Buehler, Lake Bluff, USA, Silicon
Carbide Grinding-Papier P 1200,
P 2500, Buehler). Die Lagerung der
entsprechend prédparierten Dentin-
scheiben erfolgte in 0,1%iger Thy-
mol-Lésung.

Fiir die enzymatischen Messungen
wurden die Dentinscheiben fiir 24 h
in Wasser gelagert. Danach wurden
die Dentinscheiben zur Freilegung des
Kollagens und zur Aktivierung der im
Dentin eingebundenen MMP’s fiir
10 min bei Zimmertemperatur mit
0,5M EDTA-Losung unter stindiger
Bewegung auf einem Schiittler bei
10 rpm demineralisiert. Nach erfolgter
Demineralisierung wurden die Den-
tinscheiben in die Messkavitdten ei-
ner 96-Well-Mikroplatte (Greiner 96
Flat Bottom Black Polystyrol) gelegt
und mit den Reaktionslésungen 80 ul

Dentin-Scheiben-Block
schnittebene 1
Horonzler Wurzelanteil

Dentin-Schelben-Blaek
Schnittebena 2
Mittlerer Wurzelanteil

Dentin-Schelben-Block
Schnittebene 3

Apikaler Wurselanteil

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Schnittebenen innerhalb einer Zahnwurzel
(@) und der entsprechenden daraus praparierten Dentin-Scheiben (b)

Reaktionspuffer und 20 ul DQ-Gela-
tine-Losung des EnzChek Gelati-
nase/Collagenase  Assay Kit E12055
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland) versetzt.

Die Fluoreszenzmessungen erfolg-
ten jeweils 10-fach nach 2-sttindiger
Inkubation bei einer Temperatur von
37°C nach t=0min, t=30min,
t =60 min und t = 120 min. Die fluo-
reszenzmarkierten Spaltprodukte der
DQ Gelatinase besitzen ihr Absorp-
tionsmaximum bei 495 nm und ihr
Fluoreszenz-Emissionsmaximum bei
515 nm. Fiir die Fluoreszenzmessun-
gen in dieser Untersuchung wurde
ein Fluoreszenzdetektor (GENios,
Tecan, Salzburg, Austria) Firmware
V4.62- 07/01 GENios unter Zuhilfe-
nahme der Software Tecan-i-control
1.10.4.0 verwendet.

Um die Werte der gemessenen
Fluoreszenz in enzymatische Akti-
vititswerte umzuwandeln, waren
entsprechende Standardkurven erfor-
derlich. Fir die Standardkurven wur-
de die Standard-Collagenase Typ IV
Clostridium histolyticum verwendet.
Die urspriingliche Konzentration von
1Uproml wurde durch Verdin-
nungsreihen auf einen zu erwarten-
den Messbereich von 0 bis 25 pU ein-
gestellt, der durch entsprechende
Vorversuche ermittelt wurde. An-
hand des Gewichts der Dentinschei-
ben und der errechneten enzyma-
tischen Konzentration, konnte die
enzymatische Aktivitdit pro mg Den-
tin, als Mittelwert je Dentinscheibe
fir die 4 Messzeitpunkte, errechnet
werden. Die Enzymaktivitatswerte in
nU/mg Dentin wurden mit dem
Shapiro-Wilk-Test auf Normalvertei-
lung gepriift. Der Vergleich der enzy-
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matischen Werte der Wurzelbereiche
koronal, medial und apikal erfolgte
mit dem gepaarten T-Test, wahrend
die Unterschiede der Mittelwerte der
jeweiligen  Untersuchungsgruppen
bezogen auf das Gesamt-Dentin mit
dem ungepaarten T-Test uberpriift
wurden. Als Signifikanzniveau wurde
ein Wert von p < 0,05 definiert.

Ergebnisse

In jeder Probe der drei klassifizierten
Untersuchungsgruppen, UG1 (endo-
dontisch behandelte Zihne), UG2
(nicht endodontisch behandelte Zdh-
ne) und UG3 (noch nicht in der
Mundhohle exponierte Zihne), konn-
te zu allen Messzeiten eine enzyma-
tische Aktivitdt nachgewiesen werden.
Diese fiel entsprechend der Enzym-
kinetik kontinuierlich und parallel in
allen Untersuchungsgruppen ab.

UG1 (Gruppe der endodon-
tisch behandelten Zdhne)

Die Dentinscheiben der UG1 (endo-
dontisch behandelte Zdhne) hatten
im Mittel ein Gewicht von 35,2 mg
(8,9 mg) je Probe. Abbildung 2a
zeigt die enzymatischen Aktivitdten
der einzelnen Schnittebenen iiber
den Messzeitraum von 2 h nach
0 min, 30 min, 60 min und 120 min.
Dabei lasst sich ein charakteristisches
Verteilungsmuster der enzymatischen
Aktivitat fiir die Schnittebenen erken-
nen. Die Mittelwerte der enzyma-
tischen Aktivitidt tiber alle Messzeit-
punkte betrugen 4,4 x 10! pU/mg
Dentin fiir die Kkoronale Schnitt-
ebene, 4,7 x 101 pU/mg Dentin fir
die mediale Schnittebene und
5,4 x 10" pU/mg Dentin fir die api-
kale Schnittebene. Die Unterschiede
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zwischen allen Ebenen waren sta-
tistisch signifikant. (koronal vs. medi-
al: p=0,008; koronal vs. apikal:
p =0,006; medial vs. apikal: 0,04;
(Abb. 3a).

UG2 (Gruppe der nicht
endodontisch behandelten
Zahne)

In dieser UG ergab sich im Mittel je
Probe ein Gewicht von 35,2 mg
(£ 5,1 mg). Im Vergleich zur UG1
konnte ein vergleichbares Vertei-
lungsmuster der enzymatischen Ak-
tivitit bezogen auf die Schnittebe-
nen zu allen Messzeitpunkten
nachgewiesen werden (Abb. 2b). Es
zeigten sich jeweils die hochsten
enzymatischen Aktivititswerte in
der apikalen Schnittebene. Dem-
gegeniiber finden sich die geringsten
Werte in der koronalen Schnittebe-
ne. Im Mittel wurden fiir die korona-
le Schnittebene eine enzymatische
Aktivitdt von 4,2 x 10! pU/mg Den-
tin, fiir die mediale im Mittel eine
Aktivitdt von 4,7 x 10! pU/mg Den-
tin und fiir die apikale Schnittebene
im Mittel eine enzymatische Aktivi-

00 III III III II

t=E0min

sung von n = 10 im zeitlichen Verlauf von t = 0 min, 30 min,

=120 min

tat von 5,1 x 10! pU/mg Dentin ge-
messen. Die Werte fiir die koronale
und die mediale, sowie die apikale
Schnittebene wunterschieden sich
statistisch  signifikant (p = 0,002;
p = 0,0002), wahrend der Vergleich
der Ergebnisse von mittlerer und
apikaler Ebene keinen statistisch
signifikanten  Unterschied ergab
(p=0,07; Abb. 3a).

UG3 (Gruppe der noch nicht
in der Mundhohle exponier-
ten Ziahne)

Die Dentin-Scheiben der UG3 hatten
im Mittel ein Gewicht von 34,4 mg
(7,9 mg). Abbildung 2c zeigt das
Verteilungsmuster der enzymatischen
Aktivitdit im jeweiligen Schnittebe-
nenvergleich (koronal, medial, api-
kal) iber den Messzeitraum von
t=120 min mit von koronal nach
apikal hin ansteigender enzyma-
tischer Aktivitdt. Im Vergleich der
Schnittebenen tiber alle Messzeit-
punkte zeigte sich die hochste enzy-
matische Aktivitit mit einem Mittel-
wert von 6,0 x 10! pU/mg Dentin in
der apikalen Schnittebene. Fiir die me-

60 min bis 120 min. (a) UG1: endodontisch behandelte Zahne,
(b) UG2: nicht endodontisch behandelte Zahne, (c) UG3: noch
nicht in der Mundhohle exponierte Zahne.

diale Ebene wurden 4,5 x 10! pU/mg
Dentin und fiir die koronale Schnitt-
ebene 3,8 x 10! pU/mg Dentin ermit-
telt. Zwischen allen Schnittebenen
bestanden zu allen Messzeitpunkten
statistisch signifikante Unterschiede
(p =0,001 bis p = 0,0001; Abb. 3a).

Vergleich der enzymatischen
Aktivitiaten von UG1, UG2
und UG3

Die mittleren enzymatischen Aktivi-
tdten tiber 2 h der koronalen und me-
dialen Schnittebenen von UG1 (4,8
x 101 pU/mg), G2 (4,7 x 10! pU/mg)
und UG3 (4,8 x 10 nU/mg) unter-
schieden sich nicht statistisch signifi-
kant (p=0,05 bis 0,83). Lediglich
fir den Vergleich der apikalen
Schnittebenen von UG2 und UG3
war ein statistisch signifikanter Un-
terschied zu verzeichnen (p < 0,02;
Abb. 3a).

Bezogen auf das gesamte Wurzel-
dentin waren fiir den Vergleich
aller Zahne der UG1 bis UG3 keine
statistisch signifikanten Unterschiede
festzustellen (p=0,53 bis p=0,79;
Abb. 3b).
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Abbildung 3 Grafische Darstellung der MMP-Aktivitat in uyU/mg Dentin im Vergleich der einzelnen Untersuchungsgruppen (UGT:
endodontisch behandelte Zéhne, UG2: nicht endodontisch behandelte Zahne, UG3: noch nicht in der Mundhdhle exponierte Zahne).
Mittelwerte (+ SD) aus den Messwerten fiir t = 0 min bis t = 120 min. (a) koronale, mediale und apikale Schnittebenen der UG1 bis
UG3, statistische Unterschiede innerhalb der Gruppen: *; zwischen den Gruppen: **; p < 0,05 (b) MMP-Aktivitat der gesamten Wur-
zeln im Vergleich von UG1 bis UG3. Keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Diskussion

In der vorgestellten Studie wurde
erstmals die Aktivitdit von Matrix-
Metalloproteinasen am nicht zuvor
pulverisierten Wurzeldentin nach-
gewiesen. Die von Pashley [24] be-
schriebene und wu.a. von Hebling
[12] und Nishitani [23] angewendete
Pulverisierung des Dentins fiir eine
enzymatische Aktivititsmessung mit
dem Gelatinase/Collagenase Assay
vermischt das Dentin verschiedener
Dentinproben. Da das Dentin bei
dieser Methode mit einer Schwing-
miihle partikularisiert wird, ist eine
mechanische Veranderung der Kolla-
genstruktur und somit auch der
MMP’s nicht eindeutig auszuschlie-
Ben.

Demgegeniiber ermoglichte die
Verwendung von Dentin-Hartmate-
rial (Dentinscheiben) die enzyma-
tische Aktivitdtstestung der MMP’s an
einer definierten intakten Dentin-
struktur. Zusédtzlich konnten durch
das Design der hier vorgestellten Stu-
die, indem jeweils aus der Zahnwur-
zel einer jeden Probe eine koronale,
mediale und apikale Wurzel-Dentin-
scheibe gefertigt wurde, Aussagen
uber die enzymatische Aktivitdtsver-
teilung innerhalb der Zahnwurzel ge-
neriert werden. Somit erhielt man
gezielt Ergebnisse auf den Einzelzahn
bezogen. Die genutzte Methode ist
allerdings auch ein In-vitro-Verfah-
ren, bei dem die Ergebnisse nicht

vollstindig auf den Kklinischen As-
pekt tibertragen werden kénnen. Fiir
die Floureszenzmessung wurde eine
in der Literatur etablierte Methodik
verwendet [12, 23, 24, 29], die im
Gegensatz zur ebenfalls beschriebe-
nen Western-Blot-Methode [6, 7, 19,
27, 30] und der Zymografie [13, 32],
ein wenig zeit- und kostenintensives
Verfahren darstellt. Die Methode
weist z.B. die relevanten MMP-1,
MMP-3, MMP-8, sowie MMP-2 und
MMP-9 nach [17].

Die Enzymaktivitdit konnte so-
wohl an wurzelkanalbehandelten
Zdhnen, an Zihnen ohne Wurzel-
kanalbehandlung sowie an noch
nicht in die Mundhdhle exponier-
ten Zdhnen belegt werden. Ins-
gesamt wiesen alle Zahnwurzeln,
auch die der osteotomierten Zihne,
nahezu vergleichbare enzymatische
Aktivititen auf. In dieser Studie
wurde ebenfalls die MMP-Aktivitat
in unterschiedlichen Wurzelseg-
menten betrachtet. Die Enzymakti-
vitdt nahm von koronal nach apikal
zu. Dieses Ergebnis konnte erwartet
werden. Gleichwohl wurde dies bis-
her in der Literatur noch nicht be-
schrieben. Grundbedingung fiir den
Studieneinschluss war Kkariesfreies
Waurzeldentin. Nicht berticksichtigt
wurde hingegen die Versorgung der
Zihne im Kronenbereich. Die ge-
nutzten endodontisch behandelten
Zéhne wiesen ausgedehnte koronale
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Restaurationen auf, die nicht endo-
dontisch behandelten Zdhne und
die nicht in der Mundhohle expo-
nierten Zdahne besalen intakte Kro-
nen. Der Einfluss der Versorgungs-
situation des Zahnes auf die Be-
schaffenheit des Wurzeldentins ist
bisher nicht bekannt. Somit kann
keine Aussage tiber den Einfluss ko-
ronaler Restaurationen auf die Akti-
vitdit von MMP’s im Wurzeldentin-
bereich getroffen werden. Nicht
ausgeschlossen werden kann jedoch
eine Aktivierung von MMP’s in den
Zdhnen der Gruppen UG1 und UG2
durch Wurzelexposition gegeniiber
der Mundhohle durch parodontalen
Knochenabbau oder sonstige Defek-
te am Zahnhalteapparat [5, 30]. Le-
diglich fir Zihne der UG3 kann
dies ausgeschlossen werden. Trotz
eines moglichen Nachlassens der
MMP-Aktivitdit durch Degradation
der Biomolekiile war in allen Zah-
nen der UG1 und UG2 diese nach-
weisbar.

Solange die Dentin-Matrix-Struk-
tur mineralisiert ist, bleiben die in ihr
enthaltenen MMP’s inaktiviert [23,
28]. Wie in der Literatur beschrieben,
konnen durch eine geringe Entmi-
neralisierung des Dentins z.B. durch
Sduredtzung mit zweistufigen Dentin-
adhésiven und auch durch selbstat-
zende Adhdsive im Dentin liegende
MMP’s, wie MMP-2 und MMP-9 akti-
viert werden [20]. In der klinischen

(Abb. 1-3: S. Miiller)
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Anwendung der Fillungstherapie de-
mineralisiert man heutzutage das
Dentin fiir 15 sec mit 30- bis 37%iger
Phosphorsdure. Langere Einwirkzei-
ten der Sdure bedeuten eine tiefere
Entmineralisierung, was eine tiefere
Harzimpréagnierung und somit auch
eine dickere Hybridschicht zur Folge
hdtte, was aber den Haftverbund
nicht unbedingt verbessern wiirde
[31]. Eine mogliche Abnahme der
Stabilitdt der Komposit-Dentin-Inter-
aktion wird durch einen Verlust der
Integritdit der Dentin-Matrix ver-
mutet [9]. Nach der Sduredtzung
kann es durch nicht gleichméifiige
Benetzung zu einer unvollstindigen
Impriagnierung der Kollagenmatrix
kommen [37]. Es wurde gezeigt, dass
in der Dentinmatrix eingeschlossene
wirtseigene Proteasen (MMP’s), frei-
liegende Kollagenfasern in der Hy-
bridschicht angreifen und abbauen
konnen [20, 23, 24, 37].

Wihrend die Freilegung des Kol-
lagen-Netzwerkes durch Sauredtzung
mit , Etch & Rinse-“Materialien und
damit eine Aktivierung eingeschlos-
sener MMP’s gesichert ist, ist die ak-
tuelle Studienlage iiber eine Aktivie-
rung der MMP’s durch ,Self-Etch”
und ,All in one Adhésive” nicht ein-
deutig [20, 23, 24]. Zu diskutieren
wire, dass dinne Dentinadhéasiv-
schichten wie eine semipermeable
Membran wirken kénnen. Durch die
Wasserdurchlédssigkeit bietet sie akti-
vierten MMP’s die Mdoglichkeit, ihre
hydrolytische Funktion gegentiber
Kollagenfibrillen auszuiiben und so
das kollagene Netzwerk zu zerstoren
[37]. Aus Kklinischer Sicht wire es
deshalb vorteilhaft, die Aktivierung
der MMP’s zu verhindern [24]. Da-
her wird momentan die Anwendung
von MMP-Inhibitoren, wie EDTA
[19, 24] und Chlorhexidin [12, 37]
empfohlen. Unter physiologischen
Bedingungen werden die Aktivitdten
von MMP’s auf der Ebene der Tran-
skription, auf der Ebene der Aktivie-
rung zymogener Vorldufer der soge-
nannten Pro-MMP’s, sowie aber
auch auf der Ebene der Hemmung
durch endogene Inhibitoren z.B. Ge-
webeinhibitoren, Metalloproteina-
sen selbst und den TIMP’s reguliert
[14]. Die MMP’s besitzen zudem eine
grofie Variabilitdt, durch Interven-
tion in komplexe Vorgidnge unter

pathophysiologischen Bedingungen
einzugreifen. Im Sinne der zahnme-
dizinischen Betrachtungen sind vor
allem jene Mechanismen der MMP’s
interessant, die in physiologische
und pathophysiologische Vorgidnge
der Mundhohle und der Zdhne ein-
greifen konnen. So wird beispiels-
weise diskutiert, dass im Dentin ge-
bundene MMP’s durch Losen den-
tingebundener Wachstumsfaktoren,
eine mitwirkende Rolle wihrend
regenerativer Vorgidnge und bei
der Regulierung der komplexen
Dentin-Pulpa-Abwehrreaktionen bei
kariosen Lisionen spielen konnten
[27, 30].

Die Aktivierbarkeit von MMP’s,
die seit ihrer Synthetisierung und
Sezernierung in die mineralisierte
Dentin-Matrix bei der Dentinogenese
eingeschlossen waren, zeigt u.a. ein-
drucksvoll die Stabilitdit und Lang-
lebigkeit dieser Enzyme selbst in
endodontisch behandelten Zihnen
[15].

Zusammenfassung und
Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie wurde
Dentin-Hartmaterial in Form von
Dentinscheiben auf eine unspezi-
fische enzymatische Aktivitit von
MMP’s getestet. In jeder der 3 Unter-
suchungsgruppen, UG1 (endodon-
tisch behandelte Zdhne), UG2 (nicht
endodontisch behandelte Zidhne)
und UG3 (noch nicht in der Mund-
hohle exponierte Zahne), konnte ei-
ne enzymatische Aktivitdit am Den-
tin-Hartmaterial nachgewiesen wer-
den. Zusdtzlich konnten erstmals
Aussagen {iber eine Verteilung der
MMP’s von koronal nach apikal in-
nerhalb des Wurzel-Dentins getroffen
werden.

Aus den Ergebnissen der dar-
gestellten Versuche resultiert die Fra-
gestellung nach der Aufschliisselung
und Klassifizierung der unspezifisch
nachgewiesenen MMP’s.

Nicht aufgekldrt ist bisher die Ver-
teilung der MMP’s innerhalb der
Wurzel vom Wurzelkanal zur Dentin-
Wurzelzement-Grenze. Die klinische
Relevanz des Nachweises von MMP-
Aktivitdt auch in endodontisch be-
handelten Zdhnen ergibt sich in der
Anwendung von MMP-Inhibitoren,
z.B. Chlorhexidin, im Rahmen der

endodontischen und der Fallungs-
therapie.
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