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Einleitung

Das Parodontium stellt ein heterogenes Gewebe dar und setzt sich aus dem
Wurzelzement, dem Alveolarknochen, der Gingiva und dem parodontalen Ligament
(PDL) zusammen (Cho et al., 2011). Innerhalb des parodontalen Ligaments bilden
die parodontalen Fibroblasten (HPdLF) den vorrangigen Zelltyp und spielen bei der
Aufnahme und Anpassung an externe Krafte eine wesentliche Rolle (Lekic et al.,
1996). Orthodontische Krafte, die im Rahmen einer kieferorthopédischen Therapie
auf das Parodontium einwirken, fihren dabei zu zellularen und strukturellen
Anpassungsprozessen innerhalb des Gewebes (Pavasant et al., 2011). Eine durch
mechanische Kraftapplikation erzeugte Veranderung der Genexpression und
Proteinsynthese in den HPdLF konnte in zahlreichen Studien belegt werden (Jacobs
et al., 2013; Proff et al., 2014; Basdra et al., 1995). Die veranderten zellularen
Reaktionen flihren zu Umbauprozessen im Knochen und im Parodontium und

ermoglichen die kieferorthopadische Zahnbewegung.

Idealerweise lauft eine kieferorthopadische Behandlung ziigig ab, um moglichst
wenig Wurzelresorptionen, Entkalkungen und negative Begleiterscheinungen zu
verursachen. Als Unterstitzung und Beschleunigung der kieferorthopadischen
Therapie wird daher die low-level-Lasertherapie (LLLT) zur Beschleunigung der
Zahnbewegung in vielen neuen Klinischen Studien diskutiert. Die zellularen

Prozesse sind jedoch in vitro bisher sehr wenig untersucht.

Die vorliegende in vitro Studie soll die Interaktion zwischen mechanischer
Druckbelastung und der LLLT untersuchen und Aufschlisse Uber das
Zusammenspiel der beiden Komponenten liefern. Beide Faktoren haben
nachgewiesener Weise einen Einfluss auf den Stoffwechsel der HPdLF, welche die
Zahnbewegung ermdglichen. Unklar ist, in wie weit sich die Faktoren gegenseitig

beeinflussen.



Ubersicht iiber den Wissensstand

Bereits im Jahr 2008 stellte eine klinische Pilotstudie von Youssef (Youssef et al.,
2008) eine beschleunigte Zahnbewegung durch den Einsatz einer low-level-
Lasertherapie fest. Daraufhin folgten zahlreiche Studien sowohl am Tiermodell als
auch im klinischen Bereich, welche die beschleunigte Zahnbewegung bestatigten
(Shirazi et al., 2015; Doshi-Mehta and Bhad-Patil, 2012). Bisher sind die Prozesse

auf zellularer Ebene unzureichend untersucht.

Die kieferorthopadische Zahnbewegung resultiert aus der Ubertragung von Zug-
und Druckkréaften auf das parodontale Ligament. Die dort vorherrschenden Zellen
(human periodontal ligament fibroblasts, HPdLF) sind mechanoresponsiv und
reagieren mit Anderungen in ihrer Gen- und Proteinexpression. Diese lokal
produzierten Faktoren wie Prostaglandine und pro-inflammatorische Zytokine
induzieren wiederum Umbauprozesse des Knochens sowie des umliegenden
Weichgewebes (Mabuchi et al., 2002; Meikle, 2006).

Der Knochenumbau wird in gro3en Teilen Gber das RANKL (Receptor Activator of
NF-kB Ligand) -RANK (Receptor Activator of NF-kB) -OPG (Osteoprotegerin)-
System gesteuert. RANKL und OPG werden von Osteoblasten synthetisiert und
agieren als Gegenspieler. Ein Anstieg des RANKL/OPG-Verhéltnisses fuhrt zu einer
erhohten RANK-abhangigen Osteoklastenaktivierung und Differenzierung, ein
Abfall hingegen zur verstarkten Knochenneubildung durch Hemmung der
Osteoklastenaktivierung (Yamaguchi et al., 2009). Jawad et al. untersuchten den
Einfluss einer 940 nm LLL-Therapie auf die Osteogenese junger Osteoblasten und
konnten eine Steigerung der Proliferation und Differenzierung zeigen (Jawad et al.,
2013). Kiyosaki et al. erreichten mittels LLL-Therapie in vitro einen Anstieg von
Mineralisationsfaktoren in Osteoblasten (Kiyosaki et al., 2010). HPdLF gehdren zu
den Fibroblasten, kénnen jedoch unter bestimmten Bedingungen osteogenes
Potential entwickeln. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass Zugbelastung auf
HPALF zu einer Aktivierung des Knochenumbausystems zugunsten des
Knochenaufbaus fuhrt (Wescott et al., 2007). Interessant ist, ob die LLLT die

osteogene Differenzierung der HPdLF induzieren kann und ob dieser Effekt durch



mechanische Belastung weiter verstarkt wird. Erkenntnisse in diesem Bereich

konnten Erklarungen fur die beschleunigte Zahnbewegung in vivo liefern.

Um den Ablauf einer orthodontischen Zahnbewegung zu verstehen, sollen zun&chst
Kenntnisse Uber die anatomischen und physiologischen Gegebenheiten des
Zahnhalteapparates unter besonderer Bertcksichtung der Faktoren fur die

orthodontische Geweberemodellierung dargestellt werden.

1.1 Aufbau des Parodontiums

Der Zahnhalteapparat (Parodontium) besteht aus der Gingiva, dem Wurzelzement,
dem Alveolarknochen und dem parodontalen Ligament (Desmodont) (Nanci et al.,
2006). Neben der dynamischen Verankerung des Zahnes in der Alveole sorgt das
Parodontium bei mechanischer Belastung fur Widerstand gegen und Anpassung an
die auftretenden Krafte (Reitemeier et al., 2006). Die Adaptation an eine
orthodontische Therapie und eine veranderte kaufunktionelle Belastung ist dabei
durch permanente Umbauprozesse des Gewebes (“turnover’) gewahrleistet. Das
Desmodont stellt dabei das am starksten remodellierte Gewebe im Korper dar. Der
Gewebe-turnover hangt jedoch von der einwirkenden Kraft ab und kann stark
variieren (Wolf et al., 2003).

Der Schwerpunkt der Umbauprozesse auf zellularer Ebene waéhrend der
kieferorthopadischen Zahnbewegung betrifft vorwiegend das parodontale Ligament
mit seinen zellularen und extrazellularen Bestandteilen sowie den angrenzenden
Alveolarknochen. Es soll daher im Folgenden besonders auf diese Anteile des

Zahnhalteapparates eingegangen werden.

1.1.1 Parodontales Ligament (PDL)

Das parodontale Ligament (PDL, Desmodont) ist ein Bindegewebe, welches den
Raum zwischen dem Alveolarknochen und der Wurzeloberflache ausflllt. Es
besteht aus zellularen und extrazellularen Bestandteilen, zu denen Blutgefalle,
Kollagenfasern, Nervenfasern und Grundsubstanz zahlen (Furstman et al, 1972).
Neben der Positionierung und Verankerung der Zahnwurzel in der knéchernen
Alveole spielt das PDL bei der Gewebehomoostase, der Regeneration als auch bei

der Reparation als Zellreservoir eine wichtige Rolle. Durch die Applikation von



mechanischen Kraften im Rahmen einer orthodontischen Behandlung kommt es zu
einem Ungleichgewicht zwischen Synthese und Degradation der extrazelluléaren

Matrixbestandteile, wodurch letztendlich eine Zahnbewegung ermdglicht wird.

1.1.2 Parodontale Ligament Fibroblasten (HPdLF)

Der vorranginge Zelltyp des parodontalen Ligaments sind die humanen
parodontalen Fibroblasten (HPdLF) (Cho et al., 2000). Sie haben eine bedeutende
Aufgabe fur den Metabolismus des parodontalen Ligaments, indem sie an der
Synthese und Degradation von extrazellularen Matrixbestandteilen beteiligt sind
(Krishnan et al., 2006) und verschiedene Signalmolekile sezernieren (Wang et al.,
2007). Die HPALF sind innerhalb des PDL entlang eines dreidimensionalen
Netzwerkes aus Kollagenfasern angeordnet, welches in eine gelartige
Grundsubstanz, die Uberwiegend aus Proteoglykanmolekilen und verschiedenen
Glykoproteinen besteht (Wescott et al., 2007; Ozaki et al, 2005), eingebettet ist. Die
Fasern verbinden damit die Wurzeloberflache des Zahnes mit dem Alveolarknochen
(Nanci et al., 2006; Takahashi et al., 2006) und gewahrleisten dadurch eine stabile
und gegeniiber mechanischen Kraften dynamische Zahnposition (Choi et al., 2011).
Eine ziligige Anpassung an externe mechanische Krafte, wie sie bei der Bewegung
des Zahnes im Rahmen einer kieferorthopadischen Behandlung erforderlich ist,
wird durch einen schnellen Gewebe-turnover der HPALF ermdglicht (Pavasant et
al., 2011). Die Aufrechterhaltung der strukturellen Integritét, die Reparatur und die
Anpassung an pathologische Prozesse innerhalb des parodontalen Ligaments
sowie der umgebenden Gewebestrukuren ist dadurch gewahrleistet (Howard et al.,
1998; Lekic et al., 1997).

Eine weitere Eigenschaft der HPdLF besteht darin, auf externe mechanische Reize
mit einer Anderung der Synthese von extrazellularen Matrixbestandteilen reagieren
zu konnen. Dabei konnen die mechanischen Stimuli von den Zellen in
Kompressions- und Zugbelastung unterschieden werden und somit entweder zu
einer vermehrten Synthese der extrazellularen Matrix oder einer Degradierung
fuhren (He et al., 2004). Durch ihre Lage im Parodontalspalt fungieren sie zudem
als Vermittler zwischen der mechanischen Krafteinwirkung und den

Alveolarknochenzellen (Diercke et al., 2011). Im Falle einer orthodontischen



Bewegung fiihrt dies zu einer Knochenresorption auf der Druck- sowie zu einer

Knochenapposition auf der Zugseite.

Viele Funktionen der HPdLF sind von einer mechanischen Stimulation abhangig
und sorgen bei angemessener Belastung fur die Aufrechterhaltung der
Gewebehomdostase (Pavasant et al., 2011). Zu hohe Kréfte kbnnen hingegen tber
eine vermehrte Bildung von Matrix-Metall-Proteinasen-8 (MMP-8) und
proinflammatorischen Zytokinen zu einer Gewebedestruktion fihren (Jacobs et al.,
2013).

1.1.3 Extrazelluldre Matrix des PDL

Die extrazellulare Matrix des parodontalen Ligaments besteht aus einem soliden,
fibrindsen Fasernetzwerk aus Kollagenfasern, hauptsachlich Kollagen Typ | und IlI
(He et al., 2004; Jepsen et al., 1963) sowie einem flissigen, nicht-kollagenésen

Polysaccharidgel.

Durch die hohe Zugfestigkeit der Kollagenfasern ist der Zahn solide im
Wurzelzement und im Alveolarknochen gegeniber eintretenden mechanischen
Kraften verankert (Bumann et al., 1997). Orthodontische Kréafte kdnnen zusétzlich
eine gesteigerte Kollagen-1 Synthese in PDL-Zellen hervorrufen (Kook et al., 2009;
Bumann et al., 1997). Die Einbettung in das Polysaccharidgel sorgt fiur die
Sicherstellung einer physiologischen Umgebung fur die Zellen und gewahrleisten
die Diffusion von N&hrstoffen und Hormonen (Wescott et al., 2007; Diercke et al.,
2011).

Die orthodontische Zahnbewegung fuhrt dabei nicht nur zu einem Aufbau von
Kollagenen und einem damit einhergehenden Umbau von parodontalem Gewebe,
sondern auch zu Um- und Abbauprozessen der extrazellularen Matrixbestandteile
(Hennemann et al., 2008). Dies geschieht mal3geblich duch die Matrix-
Metallproteinasen (MMPs) und ihre Inhibitoren (tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases= TIMPs) (Waddington et al., 2001). Die proteolytische Aktivitat
der MMPs wird streng durch die Anwesenheit der TIMPs kontrolliert. Durch Bindung
der TIMPs an die aktiven MMPs wird die MMP-Aktivitat verringert (Lambert et al.,
2004). Anderungen im Gleichgewicht der beiden konnen dabei zahlreiche
physiologische Gewebereaktionen, wie etwa die Angiogenese (Roy et al., 2006)



oder den Gewebeumbau zur Folge haben (Page-McCaw et al., 2007), aber auch
pathologische Mechanismen, wie Entziindungen und Tumorwachstum generieren
(Takahashi et al., 2003; Lambert et al., 2004; Gomis-Ruth et al., 1997; Coussens et
al., 1996).

1.1.4 Alveolarknochen

Der Alveolarknochen (Lamina cribriformis) bildet die kndcherne Begrenzung der
Alveole. Er bestent aus dem Osteoid, einer aus Kollagenfasern und
Knochenmatrixproteinen gebildeten weichen organischen Phase, und einer nicht
organischen Phase, die hauptsachlich Hydroxylapatit enthélt und fur die
Mineralisierung des Knochens sorgt (Hennemann et al., 2008; Proff et al., 2009).
Auch der Alveolarknochen ist ein dynamisches Gewebe, das permanenten
Umbauprozessen, dem sogenannten bone remodelling, unterliegt. Bei
physiologischen  Bedingungen  besteht ein  Gleichgewicht  zwischen
Knochenresorption und -apposition, das jedoch durch forcierte okklusale Kréfte

oder pathologische Zustande gestért werden kann (Belibasakis et al., 2012).

Haupteffektorzellen des Alveolarknochens sind die Osteoblasten und Osteoklasten.
Es handelt sich dabei um mechanosensible Zellen, die durch Aktivitatsdnderung die
Auf- und Umbauprozesse im Knochen beeinflussen (Proff et al., 2009; Krishnan et
al., 2009). Osteoblasten sind fir die Apposition von Knochen verantwortlich. Sie
lagern sich dem Knochen flachig an und synthetisieren die Knochenmatrix. Im
weiteren Verlauf des Knochenbildungsprozesses werden einige Osteoblasten von
der Matrix eingeschlossen und wandeln sich in nicht mehr teilungsfahige
Osteozyten um. Osteoklasten hingegen stellen die Gegenspieler der Osteoblasten
dar und entwickeln sich aus fusionierten mononuklearen Vorlauferzellen. Sie sind
fur die Resorption des Knochens verantwortlich. Uber lange Zellfortsatze haben
Osteoblasten die Maoglichkeit zur interzellularen Kommunikation und kdnnen

dadurch Informationen weitergeben.

Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Zelltypen des Knochenstoffwechsels
unterliegt einer subtilen Kontrolle und wird hauptsachlich durch systemische
Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren geleitet (Meikle et al., 2006). Vor allem

den Zytokinen kommt dabei eine wichtige Bedeutung als lokale biochemische



Mediatoren zu. Von Osteoblasten sezerniert, konnen sie direkt eine regulierende

Wirkung auf die Osteoklasten austiben.

Ein wichtiges Zytokinsystem des Knochenstoffwechsels besteht aus dem tumor
necrosis factor (TNF)-Liganden RANKL und seinen beiden Rezeptoren RANK und
OPG, welches RANKL neutralisiert. RANKL ist ein Protein aus der Familie der
Tumornekrosefaktoren, das wesentlich an der Regulation des Knochenumbaus
beteiligt ist. Uber die Bindung an den RANK-Rezeptor an monozytaren
Osteoklasten-Vorlauferzellen kann es deren Differenzierung zu reifen Osteoklasten
veranlassen und folglich zu einer gesteigerten Knochenresoprtion fiihren (Meikle et
al., 2006).

Der Zytokinrezeptor OPG antagonisiert hingegen die RANKL/RANK-vermittelte
Wirkung durch kompetitive Bindung des RANKL. Das Verhdltnis von OPG zu
RANKL beeinflusst daher mafR3geblich den Knochenaufbau und -abbau. Durch
Zunahme der RANKL/OPG-Relation kommt es zu einer erhdhten RANK-
abhangigen Osteoklastenaktivierung und Differenzierung. Eine Verringerung fihrt
hingegen zu einer verstarkten Knochenneubildung durch Hemmung der
Osteoklastenaktivierung (Krishnan et al., 2006; Low et al., 2005). Eine
orthodontische Zahnbewegung kann somit Gber Veranderungen im RANKL/OPG-
Zytokinsystems beeinflusst werden. Um diesen Vorgang besser verstehen zu
kénnen, sollen im Folgenden die physiologischen Grundlagen der Zahnbewegung

genauer erlautert werden.

1.2 Orthodontische Zahnbewegung

Die orthodontische Zahnbewegung ist die Reaktion des dentoalveolaren Komplexes
auf eine von extern applizierte Kraft. Im Rahmen einer kieferorthopadischen
Behandlung wird sie therapeutisch zur Korrektur von Zahnfehistellungen genutzt
und unterscheidet sich daher von der physiologischen Zahnbewegung wahrend des
Zahndurchbruchs sowie von der pathologischen Zahnbewegung als Folge einer

entzindlichen Degeneration des parodontalen Gewebes.

Durch eine kieferorthopadische Apparatur wird eine Kraft aufgebracht, die den

Umbau des Desmodonts und des Alveolarknochens einleitet und dadurch zur



Korrektur der Zahnfehlstellung fuhrt (Shinya et al., 2009). Die mechanische
Krafteinwirkung beeinflusst viele zellulare Reaktionen und spricht mechanosensible
Strukturen, wie lonenkanalrezeptoren, Zytokine, das Zytoskelett und intrazellulare
Signalwege an, die zur Anpassung des biologischen Systems an die veranderte
Situation beitragen (Andrade et al., 2009; Tsuiji et al., 2004; Henneman et al., 2008).
Abschliel3end konnte der genaue Ablauf der Signaltransduktion noch nicht geklart
werden. Nachgewiesen wurde bereits, dass die orthodontische Kraftapplikation zu
Flussigkeitsverschiebungen im Desmodont fuhrt, wodurch es zur Verbiegung der
Zellen und der extrazellularen Matrix kommt. Durch die Verformung der Zellen und
der extrazellularen Matrix werden lonenkanale in der Plasmamembran der Zellen
geodffnet und verschiedene Signalkaskaden aktiviert, die letztendlich die Kraft Gber
das Zytoskelett zum Zellkern weiterleiten und dort zu einer verédnderten
Genexpression fihren. Die Freisetzung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren,
Kolonie-stimulierenden Faktoren und vasoaktiven Neurotransmittern bewirkt
daraufhin den Umbau der parodontalen Gewebestrukturen und ermdglicht die
Zahnbewegung (Krishnan et al., 2006; Davidivitch et al., 1991).

Auf  histologischer Ebene erfolgt die Zahnbewegung in mehreren

aufeinanderfolgenden Phasen, die sich wie folgt untergliedern lassen:

In der ersten Phase, die auch als initiale Dampfung bezeichnet wird, kommt es
durch das Einwirken der Kraft zu einer Auslenkung des Zahnes, die durch die
maximale Kompression des Desmodonts und des parodontalen Gewebes in der
Druckzone bestimmt wird. Es kommt zu einer Veranderung der Blutzirkulation des
Plexus dentalis sowie zu einer Komprimierung der Parodontalfasern in den
Druckzonen, wodurch der Zahn dem Alveolarknochen angenahert wird (Wichelhaus
et al., 2017). Diese Phase ist auf die ersten drei Tage beschrankt.

In der darauf folgenden zweiten Phase kommt es, bedingt durch die anhaltende
maximale Druckbelastung, zu Blutzirkulationsstérungen, Obliterationen und
Zelldegenerationen und einer damit verbundenen Stérung der physiologischen
Abbauprozesse im Knochen. Dies resultiert in einer mehr oder weniger
stagnierenden Zahnbewegung. Die Dauer und Intensitat dieser sogenannten
Hyalinisierungsphase hangt von der Spannungs- und Druckverteilung im



parodontalen Ligament ab und wird von der Kraftgréf3e, der Knochenoberflache und
der Kraftrichtung bestimmt (Wichelhaus et al., 2017). Die Dauer dieser Phase
betragt in Abhangigkeit von Alter und Knochendichte des Patienten zwischen zwei
und zehn Wochen.

In der abschlieRenden Phase, der sogenannten resorptiven Phase, beginnen die
zwischenzeitlich differenzierten Osteoklasten mit dem Umbau des Parodontal- und
Knochengewebes. Dies geschieht bei geringerer Druckapplikation mit
ununterbrochenener Blutzirkulation vom Desmodont selbst (direkte Resoprtion)
oder von der Lamina cribrosa (indirekte Resorption) aus. Diese Phase kann langer
als 4 Wochen dauern und ist durch eine gesteigerte Zahnbeweglichkeit und
langfristig  konstante = Remodelierungsprozesse, die eine gleichmalige
Zahnbewegung ermaoglichen, gekennzeichnet (Schmuth et al., 1994; Harzer et al.,
1999; Wichelhaus et al., 2017).

1.3 Kraftapplikation in vitro

Im Rahmen einer orthodontischen Therapie werden die gewlnschten
therapeutischen Ergebnisse mittels einer mechanischen Krafteinwirkung erzielt. In
Abhangigkeit von der Krafteinwirkungsdauer und der KraftgréRe finden
unterschiedliche Gewebereaktionen statt, die maRgeblichen Einfluss auf den

Therapieverlauf haben (Krishnan et al., 2006).

Mechanosensible Zellen, wie die HPdLF, kénnen die unterschiedlichen Formen der
mechanischen Belastung erkennen (He et al., 2004). Uber die Aktivierung von intra-
und extrazellularen Signalketten kommt es daraufhin zu Veranderungen auf
zellularer Ebene, wie zum Beispiel eine Anderung der Zellproliferationsrate oder
aber auch eine gesteigerte oder verminderte Apoptose bzw. Proteinbiosynthese
(Colombo et al., 2008).

Die mechanische Belastung, die Zellen bei der orthodontischen Zahnbewegung
erfahren, kann in vitro mit verschiedenen Apparaturen simuliert werden. Im Labor
kultivierte Zellen werden dabei einer genau definierten statischen oder auch
zyklischen Druck- oder Zugbelastung ausgesetzt, um so die in vivo stattfindenden

zellularen Prozesse besser untersuchen zu koénnen. Fur die Applikation von



mechanischem Stress wurden in der Literatur unterschiedliche Methoden, wie etwa
die computerkontrollierte Stretching-Methode (He et al.,, 2004) oder auch das
Zentrifugieren, um eine statische Kompression der Zellen zu bewirken (Theilig et
al., 2001), angewendet.

Im Rahmen der vorliegenden in vitro Untersuchung wurden die kultivierten humanen
PDL Fibroblasten jeweils auf 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Um die Zellen zu
stimulieren, wurden Glaszylinder mit einer definierten Gro3e und Gewicht (g 33mm
und 17,1g entspricht 2g/cm? Druckbelastung) auf die Wells platziert. Der Zeitraum
und Zeitpunkt fir diese definierte Krafteinwirkung kann beliebig gewahlt werden und
soll die orthodontisch einwirkende Kraft wéahrend einer kieferorthopadischen
Behandlung simulieren. Dieses von Kirschneck et al. mehrfach erprobte Verfahren
zur Simulation von Druckbelastung auf Zellen des parodontalen Ligamentes wurde
bereits mehrfach erfolgreich im Rahmen von in vitro Studien angewendet und
konnte sich dadurch etablieren (Kanzaki et al., 2002; Schroder et al., 2018).

1.4 Low-level-Lasertherapie

Langere Tragezeiten von kieferorthopadischen Apparaturen fuhren vermehrt zu
Wurzelresorptionen, Gingivitiden und Karies (Yassaei et al., 2013). Verfahren, die
zu einer beschleunigten Zahnbewegung fihren, um diese negativen Nebeneffekte
zu reduzieren, haben in den letzten Jahren vermehrt Einzug in den Praxisalltag
erhalten (Kirschneck und Proff, 2017). Sie konnen in chirurgische und nicht-
chirurgische Verfahren unterteilt werden. Zu den chirurgischen Verfahren wie
Kortikotomie und Osteotomie oder ihrer minimalinvasiven Variante der Kortikozision
oder Osteoperforation zéahlen auch die dentoalvelare Distraktion oder parodontale
Distraktion, die den Knochen zu einer gesteigerten Osteoklastogenese anregen
sollen. Darlber hinaus stehen auch nicht-chirurgische Verfahren zur Verfligung:
elektrischer Strom, gepulste oder statische elektromagnetische Felder,
mechanische Vibration, niedrig-intensiv gepulster Ultraschall (low-intensity pulsed

ultrasound, LIPUS) und die low-level-Lasertherapie (Kirschneck und Proff, 2018).

Die Lasertherapie findet in der Zahnheilkunde mittlerweile seit fast 30 Jahren ihre
Anwendung. In den verschiedenen Disziplinen wie etwa der A&sthetischen

Zahnmedizin, der zahnarztlichen Chirurgie und Parodontologie ist sie bereits

10



etabliert, wo hingegegen ihr Einsatz im Bereich der Kieferorthopéadie noch nicht allzu
weit verbreitet ist. Indikationsgebiete in der orthodontischen Therapie sind die
Zahnschmelzkonditionierung oder -reduktion, das Debonding von Brackets, die
Lichtpolymerisation, die Weichgewebechirurgie, wie etwa die Frenektomie, die
Gingivektomie bei hyperplastischer Gingiva oder zur asthetischen Korrektur, die
Freilegung von retinierten Zahnen und die Biostimulation (Chhatwani et al., 2017).
Bezuglich der LLLT (Softlasertherapie) ist die Datenlage Uber die Beschleunigung
der Zahnbewegung widersprichlich. Im Rahmen mehrerer in vivo Untersuchungen
der Arbeitsgruppen um Cruz et al. und Genc et al. konnte eine Beschleunigung der
Zahnbewegung nach kieferorthopadischer Extraktionstherapie und Bestahlung
mittels low-level-Laser gezeigt werden (Cruz et al., 2004; Genc et al., 2013). Neben
diesen Studien wurden jedoch ebenfalls Forschungsarbeiten veroffentlicht, die
keine Beschleunigung der Zahnbewegung nachweisen konnten (Salehi et al., 2015;
Limpanichkul et al., 2006). Die inhomogenen Untersuchungsergebnisse lassen sich
vermutlich auf unterschiedliche Laserfrequenzen und Ubertragene Energiedosen
zuruckfuhren. Eine geringere Energiedichte (2,5 bis 8 J/cm?) scheint dabei am
effektivsten zu sein (Ge et al., 2015). Auch scheint der Einsatzzeitpunkt der

Bestrahlung fir die Effizienz der Behandlung eine wichtige Rolle zu spielen.

Erkenntnisse im Bereich der zellularen Prozesse in vitro kdnnten Erklarungsansatze
fur die Ergebnisse in vivo liefern und mdglicherweise zu einer Optimierung der

Parameter im klinischen Einsatz beitragen.

1.4.1 Physikalische Grundlagen

Die Abklrzung Laser steht fur light amplification by stimulated emission of radiation.
Laserstrahlung besteht aus elektromagnetischen Wellen, die sich durch ihre hohe
Intensitat, ihren engen Frequenzbereich (monochromatisches Licht), der scharfen
BlUndelung ihres Strahles und der groRen Koharenzlange von anderen
Beleuchtungquellen, wie etwa dem Licht einer Gluhbirne, unterscheiden. Durch
diese Eigenschaften finden Laser zahlreiche Anwendungsmaoglichkeiten in vielen
Bereichen des taglichen Lebens, der Technik und Forschung, aber auch in der

Zahnmedizin.
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Die notwendigen Funktionselemente fur eine Laserstrahlquelle sind ein aktives
Medium, das Licht emittieren und verstarken kann, eine Pumpe fur die
Energieeinspeisung und ein optischer Resonator (Spiegel), der das Licht zur
weiteren Verstarkung in das aktive Medium zurtickkoppelt (Abb. 1). Das
Lasermedium kann aus einem Feststoff, einer Flissigkeit oder einem Gas

bestehen.

Ohne Energieeinwirkung befinden sich die Teilchen des Mediums in ihrem
energetischen Grundzustand. Durch die Pumpe wird den Teilchen externe Energie
in Form von Strom oder Licht zugefuhrt, sodass sie in ein hoheres Energieniveau
Ubergehen. Beim Zurickfallen auf ihr gewohntes Grundenergielevel wird Energie in
Form eines sogenannten Photons (Lichtquant) frei. Trifft dieses Photon auf ein
anderes angeregtes Teilchen, fallt dieses wiederrum in seinen Grundzustand
zurlck und der Vorgang setzt sich lawinenartig fort. Man bezeichnet diesen Vorgang

auch als stimulierte Emission.

Abbildung 1: Funktionselemente einer Laserstrahlquelle

Resonator
W T Spiegel
S‘Ewl Aktives Medium (t(jildll{'ilr l.lé“ig)

[/ ‘ Laserkristall

II |’ : - ( |‘ __.I;- \
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. / g g ~f Laserstrahl

Pumplicht
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(aus: Versuchsanleitung Tailored Light — Erzeugung und Charakterisierung von ultrakurzen
Laserpulsen, RWTH Aachen und Frauenhofer Insititut, 2017. Stand: 27.12.2019. Verfugbar
unter:https://institut2a.physik.rwth-aachen.de/de/teaching/praktikum/Anleitungen/
TAL_2017-02-17.pdf)

Durch die kontinuierliche Energieeinspeisung und die beiden Resonatoren wird die
Anzahl der Photonen standig erhoht. Ein gerichteter Strahl mit definierter
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Wellenldnge entsteht. Dieser Strahl kann den Laser verlassen und auf das
entsprechende Gewebe geleitet werden. Dort kann er dann, abhangig von seiner

Wellenlange, verschiedene Aufgaben erfillen.

1.4.2 Diodenlaser

Typischerweise werden Laser nach ihrem Lasermedium kategorisiert. Fiur die
Biostimulation im Rahmen einer LLLT eignen sich Helium-Neon-Laser oder
Diodenlaser. Letzterer benutzt als Medium ein Halbleitermaterial, wodurch er in der
Lage ist, unterschiedliche Wellenlange, meist im Bereich von 810 nm bis 980 nm,

zu erzeugen (Chhatwani et al., 2017).

In Abhéngigkeit von der Wellenlange kdénnen Diodenlaser in Hard- und Softlaser
unterschieden werden und finden ein unterschiedliches Einsatzgebiet. Hardlaser
|6sen durch die Absorption des Laserstrahls eine direkte Reaktion mit dem Gewebe
aus. Einsatz finden sie in der zahnarztlichen Chirurgie sowie in der Keim- und
Bakterienreduktion. Softlaser I6sen hingegen keine direkte Reaktion mit dem
Gewebe aus, sondern wirken in der Tiefe des Gewebes, auf zellularer Ebene. Sie
werden hauptsachlich in der Schmerz- und der photodynamischen Therapie
eingesetzt (Gaus, 2007).

Der in der vorliegenden Studie verwendete Epic 10™ Laser (Biolase) verwendet
eine Festkorper-Diode als Halbleiterquelle fur nicht sichtbare Infrarotstrahlung im
Wellenlangenbereich von 940 nm +/- 10 nm. Die Energie wird Uber eine flexible
Faser, die an einem Ende mit der Laserquelle und am anderen Ende mit dem
Handstiick verbunden ist, zur Behandlungsstelle geleitet. Verschiedene Typen von
Arbeitsaufsatzen wurden fir die unterschiedlichen Anwendungen konzipiert und
optimiert. Das Gerat wird mittels eines kabellosen Ful3schalters aktiviert und kann

Uber eine Konsole mit touch-display gesteuert werden.

Zum Einsatz kommen Diodenlaser meistens in der Weichgewebechirurgie, da die
Wellenlangen von pigmentierten Zellen wie Melanin absorbiert werden, weniger

jedoch von Hydroxylapatit und Wasser in den dentalen Hartsubstanzen.

Neuere Diodenlaser kdnnen auch Wellenlangen von 445 nm erzeugen, was sich als

vorteilshaft erweist, da das Absorptionsmaximum von Hamoglobin bei unter 600 nm
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liegt (Beard et al., 2011). Durch den hohen Energieeintrag in den Hamoglobinzellen
kommt es zu einer beschleunigten Koagulation und Hamostase. Wasser dagegen
absorbiert in diesem Bereich kaum. Dadurch wird eine thermisch begrenzte
Einwirkung auf das Gewebe erreicht (Silverstone et al., 1975). Aufgrund der
anwenderfreundlichen Eigenschaften eines Diodenlasers eignen sich diese sehr gut

fur den Einsatz in der kieferorthopadischen Praxis.

1.4.3 Biologische Wirkung

Im Gegenteil zu anderen medizinisch angewendeten Lasern hat der low-level-Laser
keinen ablativen oder thermischen Effekt auf das Gewebe. Durch die Absorption
der Strahlung im Gewebe werden photochemische Prozesse auf zellularer Ebene
ausgelost (Huang et al., 2009), die abhangig von der Eindringtiefe in das betroffene
Gewebe sind (Seifi et al., 2007) und zum gegenwartigen Zeitpunkt noch einer

abschlieBenden Klarung bedirfen.

Gesichert ist bisher, dass die Strahlung einen biostimulativen Effekt auf die
Mitochondrien der Zellen hat, auch als Photobiomodulation bezeichnet (Greco et
al., 1989). Durch die direkte Aktivierung von photosensiblen mitochondrialen
Akzeptormolekilen, den Chromophoren, werden die Mitochondrien stimuliert
(Sutherland, 2002). Der erhdhte zellulare Metabolismus filhrt zu einer gesteigerten
Synthese von Adenosin-Triphosphat (ATP), Radikalfangern wie den reactive
oxygen species (ROS) und Transkriptionsfaktoren in den betroffenen Zellen (Karu,
1999; Chen et al. 2011). Die gesteigerte Proteinsynthese fordert die Produktion von
RNA (Ribonukleinsaure) und DNA (deoxyribonucleic acid) in den Mitochondrien und
triggert weitere zellulare Effekte, wie zum Beispiel eine erhéhte Zellmigration und
Proliferation  sowie die  Ausschittung verschiedenster Zytokine und
Wachstumsfaktoren (Karu et al., 2005). Osteoklasten, die bei den Auf- und
Umbauprozessen im Knochen wahrend einer Zahnbewegung eine grof3e Rolle
spielen, sind multinukleare Zellen mit einer hohen mitochondralen Aktivitat. Dadurch
haben sie ein hohes Potential, durch die low-level-Laserstrahlung beeinflusst zu

werden.

14



1.4.4 Auswirkungen der LLLT auf die Zahnbewegung

Saito et al. untersuchten erstmalig im Tiermodell die Auswirkung von low-level
Laserstrahlung auf den Verlauf der kieferorthopadischen Therapie (Saito et al.,
1997). Im Rahmen ihrer Studie konnten sie eine Beschleunigung der
Knochenregeneration im Bereich der Gaumennaht nach vorheriger
kieferorthopadischer Dehnung und kombinierter Bestrahlung mit LLL feststellen. Sie
folgerten daraus, dass LLLT in Abhangigkeit von Dosis, Dauer und Frequenz der
Bestrahlung die Knochenregeneration beschleunigen kann. Weitere Studien von
Genc et al. und Cruz et al. kamen mit ihren in vivo Untersuchen zu &hnlichen
Ergebnissen (Cruz et al., 2004; Genc et al., 2013).

Der genaue zellulare Mechanismus, der zur Beschleunigung der Zahnbewegung
fuhrt, ist aktuell jedoch unklar. Bisher bekannt ist, dass durch die Druck-Zug-
Belastung auf die Zellen des parodontalen Ligamentes wahrend einer
orthodontischen Zahnbewegung eine Veranderung der Proliferationsraten der
Zellen in der Druck- und der Zugzone hervorruft: Untersuchungen belegen eine
erhohte Konzentration von Osteoklasten auf der Druckseite und eine gesteigerte
Expression von Osteoblasten auf der Zugseite in Zahnbewegungsrichtung
(Yamaguchi et al., 2009). Das vermehrte Vorkommen beider Zelltypen fuhrt durch
die Zunahme von Auf- und Abbauprozessen im angrenzenden Knochen zur
Bewegung des Zahnes. Die Remodellierungsrate wird dabei durch die Menge der
Osteoblasten bestimmt, da diese uber die beiden Faktoren TNF und RANKL fur die
Induktion von Proliferation und Differenzierung der Osteoklasten verantwortlich sind
(Nanda et al., 2015). Die Osteoklastengenese wird durch die kompetitive Bindung
von RANKL an den RANK-Rezeptor der Osteoblasten reguliert. Die Bindung von
RANKL induziert die Osteoklastengenese und aktiviert die Osteoklasten. Auf der
anderen Seite fuhrt die Bindung von OPG zur Hemmung der Osteoklastensynthese.
Der RANK-Rezeptor stellt somit einen  wichtigen  Regulator  fur

Knochenremodellierungsprozesse dar (Meikle et al., 2006).

Wahrend der kieferorthopadischen Behandlung wurde eine erhdhte RANKL-
Konzentration sowie eine signifikante Verringerung der OPG-Konzentration im PDL
und in der gingivalen Sulkusflissigkeit nachgewiesen (Kapila et al., 1998). Durch
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die zusatzliche Bestrahlung mittels LLL scheint die Expression von RANKL in
Osteoklastenvorlauferzellen  nochmals  hochreguliert, was bereits  auf
immunhistochemischer Ebene im Rahmen mehrerer Untersuchungen gezeigt
werden konnte (Aihara et al., 2006; Kapila et al., 1998; Kim et al., 2009). Die erh6hte
Genexpression von RANKL kdnnte daher die Geschwindigkeit der Zahnbewegung

wahrend einer kieferorthopadischen Behandlung erhéhen.

Im Rahmen derselben Studien konnte zudem ein Anstieg der Fibronektin und
Kollagen-Typ | Synthese nach Bestrahlung mittels LLL festgestellt werden (Kim et
al., 2009). Fibronektin, welches ubiquitéar im parodontalen Gewebe vorkommt,
unterstitzt die Differenzierung von Fibroblasten und sorgt so fiir die vermehrte
Produktion von Kollagen-Typ I. Dies sorgt fur einen erhéhten Gewebe-turnover im
PDL und fordert die Remodellierung wéhrend der orthodontischen Zahnbewegung.
Fibronektin triggert zudem die Hochregulierung von RANKL und die damit
verbundene Steigerung der Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung
(Nakyamada et al., 2003; Nishiguchi, 2007).

Weitere Effekte, die der Bestrahlung durch LLL zugeschrieben werden, sind die
verstarke Osteoblastenproliferation, die zur Knochenneubildung auf der Zugseite
beitragt (Ozawa et al.,, 1998), die zusatzliche Bildung des macrophage-colony
stimulating factors (M-CSF), der im Bereich der Kompressionszone zu einer
vermehrten Differenzierung von reifen Osteoklasten fuhrt (Yoshida et al., 2009)
sowie die Erhéhung der parodontalen Durchblutung (Huang et al., 2014).
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Ziele der Dissertation

Wie zuvor beschrieben, bestatigen mehrere klinische Studien eine beschleunigte
Zahnbewegung durch zusatzliche Anwendung einer low-level-Lasertherapie. Unklar
ist, welche Prozesse sich auf zellularer Ebene abspielen. Ziel dieser Studie ist es
daher, in vitro die Hauptzellen des parodontalen Ligaments (HPdLF) einer
Druckbelastung auszusetzen und den Einfluss in Kombination mit einer low-level-

Lasertherapie auf den Stoffwechsel der HPALF zu untersuchen.

1.5 Fragestellungen

1. Bewirkt mechanische Druckbelastung eine Veranderung der Genexpression
innerhalb des RANKL/OPG-Systems?

2. Bewirkt die Bestrahlung mittels low-level-Laser eine Veranderung der
Genexpression innerhalb des RANKL/OPG-Systems?

3. Inwiefern beeinflusst die Kombination aus LLLT und mechanischer
Belastung diese beiden wichtigen Marker fur die kieferorthopadische
Zahnbewegung?

4. Konnen Erklarungsansétze fur die klinisch beschleunigte Zahnbewegung
unter Berucksichtigung des RANKL/OPG-Systems gefunden werden?
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Material und Methoden

1.6 Untersuchungsdesign

Die Fragestellung soll im Rahmen einer in vitro Studie untersucht werden. Humane
parodontale Fibroblasten (HPdLF) wurden kultiviert und einer Druckbelastung tber
2 Tage unter Zellkulturbedingungen ausgesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen
einer Laserbestrahlung mittels low-level-Laser mit 940 nm Wellenlange und

unterschiedlicher Energiedichte ausgesetzt.

1.6.1 Zelllinie und Zellkultur

Fir die Studie wurden kommerziell erworbene humane parodontale
Ligamentfibroblasten (HPALF, Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz) im Zellkulturlabor
kultiviert. Nach dem Auftauprozess entsprechend der Herstellerempfehlungen
wurden die Zellen bei einer Temperatur von 37°C, einer CO2 - Konzentration von
5% und einer Luftfeuchtigkeit von 100 % in einem Inkubator (HERAcell, Heraeus,
Hanau, Deutschland) kultiviert. Die Versuche wurden mit Zellen der vierten bis

sechsten Passage durchgefihrt.

1.6.2 Zellmedium

Zur Kultivierung der Zellen wurde Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM;
Biochrom AG, Berlin, Deutschland) verwendet. Diesem wurde 10% fetales
Kalberserum (FCS, Life Technologies GmbG, Damstadt, Deutschland), 500 ng/ml
Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF; Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland) und 1% Penicillin/ Streptomycin/ Neomycin (Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland) zugefligt. Der Wechsel des Nahrmediums erfolgte alle
drei Tage. Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurde auf ein FCS reduziertes

Medium mit 1 % gewechselt.

1.6.3 Subkultivierung

Mit dem Erreichen einer 90 %igen Konfluenz wurde das Nahrmedium unter sterilen
Bedingungen abpipettiert, die Zellen zweimal mit PBS (phosphatgepufferte
Kochsalzlésung) gewaschen und mit Accutase bei 37°C fir 4 Minuten inkubiert.
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Anschliel3end wurden die abgelésten Zellen mit Nahrmedium in ein 50 ml Tube
uberfuhrt und funf Minuten mittels Zentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand aus
Nahrmedium und Accutase wurde abpipettiert, das Zellpellett wurde gevortext und
mit 10 ml Nahrmedium resuspendiert. Anschliel3end wurden die Zellen gezé&hlt und
jeweils 70000 Zellen pro Well auf eine 6-Well-Platte aufgetragen. Zur Zelladharenz
wurden die Zellen fir 24 h mit 2 ml supplementierten Nahrmedium Kkultiviert.
Anschliel3end wurde in allen Gruppen das Medium abpipettiert und durch Medium
mit reduziertem FCS Anteil (1%) ersetzt.

1.6.4 Einteilung der Versuchsgruppen

Der Versuchsaufbau setzte sich insgesamt aus 6 Versuchsgruppen zusammen.
Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe ohne Druck- und LLL-Bestrahlung (Kontrolle).
Gruppe 2 bestand aus der Bestrahlung mittels LLL einer Energiedichte von 1,25
J/cm? (+LLL). Gruppe 3 wurde der Bestrahlung mittels LLL einer Energiedichte von
10 J/cm? ausgesetzt (+++LLL). Gruppe 4 wurde alleiniger statischer Druckbelastung
ausgesetzt (Druck). Die Zellen der Gruppe 5 wurden wie in Gruppe 2 einer
Bestrahlung mit einer Energiedichte von 1,25 J/cm? ausgesetzt sowie einer
Druckbelastung entsprechend Gruppe 4 (Druck +LLL). Die Zellen der Gruppe 6
wurden der gleichen Druckbelastung wie Gruppen 4 und 5 ausgesetzt und mit LLL

einer Energiedichte wie Gruppe 3 bestrahlt (Druck +++LLL).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der einzelnen Versuchsgruppen
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Quelle: eigene Grafik
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1.6.5 Versuchsaufbau

Zur Durchfuhrung der Versuchsreihe wurden die HPALF auf die 6-Well-Platten
aufgetragen. Nach 24 stiindiger Zelladhasion wurden die Platten der Gruppen 4-6
einer statischen Druckbelastung tber 48 Stunden ausgesetzt. Die Gruppen 2, 3, 5
und 6 wurden mittels LLL bestrahlt. Gruppe 1 erhielt weder Laserbestrahlung noch
Druckbelastung und fungierte somit als Kontrollgruppe. Weitere 24 Stunden spéater
wurde die Bestrahlung mittels Laser wiederholt. Nach weiteren 24 Stunden wurde
die RT-PCR durchgefuhrt und der Versuch ausgewertet.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung

e Zellen e +/- Laser

auftragen e +/- Laser +/- Druck e real-time
+/- Druck PCR

Quelle: eigene Grafik

1.6.6 Applikation der statischen Druckbelastung

Zur Simulation der statischen Druckbelastung wurde ein von Kirschneck et al.
etabliertes und mehrfach untersuchtes System mit Glaszylinder gewéahlt (Schréder
et al., 2018). Die kultivierten HPdLF wurden jeweils auf 6-Well-Zellkulturplatten mit
einer Zelldichte von 70 000 Zellen pro Well ausgesat. Um die Zellen zu stimulieren,
wurden Glaszylinder mit einer definierten Grof3e und Gewicht (g 33mm und 17,19

entspricht 2g/cm? Druckbelastung) fur 48 h auf die Wells platziert.
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Abbildung 4: In vitro Simulation von kieferorthopédischer Kompressionskraft auf
kultivierte HPdLF

unbehandelte Simulation der
Kontrollguppe kieferorthopadischen
Kompressionskraft

glass disc
@33mm 17 1g

S —— — 2 g/cm?

2ml mod_: Fibroblasten 70 000/well
Glukoseldsung

Quelle: modifiziert nach Schroéder A, Bauer K, Spanier G, Proff P, Wolf M, Kirschneck C.
Expressionkinetik humaner Parodontalligamentfibroblasten in den friihen Phasen der
kieferorthopadischen Zahnbewegung. J Orofac Orthop 2018; 79(5):337-51

1.6.7 Low-level-Laserbestrahlung

Die LLL-Bestrahlung der Zellen erfolgte unter einer sterilen Werkbank. Als Dioden-
Laser wurde der Epic 10™ Laser der Firma Biolase mit einer Wellenlange von 940
nm verwendet. Die verschiedenen Energiedichten wurden durch Modifikation der
Bestrahlungszeit und der Laserleistung erreicht. Zum Einsatz kamen eine niedere
Energiedichte von 1,25 J/cm? (120 s; 0,1 Watt) und eine hohere Energiedichte von
10 J/cm? (240 s; 0,4 Watt). Der Abstand der Laserspitze zum Boden der 6-Well
Platte betrug 10 cm.

1.6.8 Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine
molekularbiologische Methode zur Vervielfaltigung von DNA in vitro. Die DNA
Synthese wird dabei durch das Enzym DNA-Polymerase katalysiert, das die
einzelnen Bestandteile der DNA zu langen Molekilstrangen verbindet. Die PCR

bestent aus drei Teilschritten: der Trennung der beiden DNA Strédnge

22



(Denaturierung), der Bindung von Primern an die DNA Sequenzen (Annealing,
Hybridisierung) und der Bildung neuer DNA-Strdnge mit Hilfe der Polymerase
(Elongation) (Kubista et al., 2006). Wird zuvor RNA in DNA mittels des Enzyms
reverse-Transkriptase umgeschrieben, spricht man von der reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion.

Die mRNA-Expression von OPG und RANKL in den HPdLF sollte mit Hilfe der RT-
PCR im Rahmen der vorliegenden Studie bestimmt werden. Hierfiir wurden die 6-
Well-Platten 24 Stunden nach der Bestrahlung mittels LLL und Druckbelastung
vorsichtig mit je 1 ml PBS gewaschen. Das Nahrmedium wurde zuvor abpipettiert.
Nach Inkubation mit 0,05 % Trypsin-EDTA und Ablésung von der flexiblen
Silikonmembran wurden die Zellen zusammen mit 2 ml ihres Nahrmediums fur 5
min bei 1200 U/min zentrifugiert. Die extrahierte mRNA (peqGOLD Total RNA KIT,
peglLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) wurde anschlie3end mit dem ND-
1000 Spektrophotometer (PeglLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) auf
Quantitat (260 nm) und Qualitat (ratio: 260/280 nm) untersucht. Mittels des iScript
cDNA Synthesis Kit (Biorad Laboratories, Hercules, USA) und dem Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin Elmer, Massachusetts, USA) erfolgte die reverse
Transkription der mRNA in cDNA (complementary DNA). Die spezifischen Sense-
und Antisense-Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) wurden mit
Hilfe der NCBI nucleotide library und Primer3-Design angelegt. Als housekeeping-
Gene dienten Aktin und Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH).
Die einzelnen Wells der 96-Well-PCR-Platte wurden jeweils mit 2 ul cDNA und 23
ul eines nach Herstellerangaben gefertigten MasterMix beflllt (iQ SYBR Green
Supermix, Biorad Laboratories, Hercules, USA; Sense- und Antisense-Primer;
DNA/RNA freiem Wasser, peglab GmbH, Erlangen, Deutschland). Durch den
beigefigten  Fluoreszenzfarbstoff SYBR  konnte anschlieBend mittels
Fluoreszenzmessung eine direkte Quantifizierung der vervielfaltigten DNA
Abschnitte erfolgen (Peters et al., 2004), wobei die Zunahme der Fluoreszenz mit
einem Anstieg an gebundener DNA korrelierte.

Der Vervielfaltigungszyklus bestehend aus Denaturierungsphase bei 95°C,
Anlagerung der Primer bei 56°C und Elongationsphase bei 71°C wurde insgesamt

40 Mal wiederholt. Pro Primer wurden jeweils Triplets verwendet. Die PCR fand im
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Thermocycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Biorad
Laboratories, Miunchen, Deutschland) statt, wobei die RT-PCR mittels der 1Q5
Optical System Software Version 2.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

gestartet wurde und nach Herstellerangaben durchgefihrt werden konnte.

1.6.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Computersoftware
SPSS 19.0 (IBM-SPSS, Ehningen, Germany). Nach der Testung auf
Normalverteilung wurden die detektierten Daten einer Varianzanalyse unterzogen
(ANOVA, post hoc Test: Tukey). Wurden zwei Gruppen direkt miteinander
verglichen, kam zusatzlich der Student’s t-Test zum Einsatz. Ein p-Wert kleiner 0,05

wurde dabei als statistisch signifikant gewertet (*p < 0,05).

24



Ergebnisse

1.7 Ergebnisse der RT-PCR

Die Ergebnisse der RT-PCR wurden tabellarisch erfasst. Eine Ubersicht uber alle

Versuchsgruppen gibt die folgende Tabelle. Die Genexpression wird in Relation zur

Kontrollgruppe dargestellt.

Tabelle 1: Ergebnisse der RT-PCR

Marker Versuchsgruppe Expression
RANKL Kontrolle 1,00000
RANKL + LLL 12,66034
RANKL +++ LLL 1,91388
RANKL Druck 3,29055
RANKL Druck + LLL 19,10808
RANKL Druck +++ LLL 211,91644
OPG Kontrolle 1,00000
OPG + LLL 7,29470
OPG +++ LLL 5,47218
OPG Druck 7,29415
OPG Druck + LLL 5,11181
OPG Druck +++ LLL 1,86752
RANKL/OPG Kontrolle 1,00000
RANKL/OPG +LLL 1,73555
RANKL/OPG +++ LLL 0,34975
RANKL/OPG Druck 0,45112
RANKL/OPG Druck + LLL 3,73803
RANKL/OPG Druck +++ LLL 113,47505

Quelle: eigene Erhebung
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1.7.1 Genexpression von OPG

Die Genexpression von OPG zeigte bei solitarer Bestrahlung mittels LLL sowohl bei
Bestrahlung mit einer niedrigen Energiedichte des low-level-Lasers als auch bei
einer hohen Energiedichte einen signifikant erhohten Anstieg im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Falle der Bestrahlung mittels niedriger LLL-Energiedichte wurde
die Genexpression um das 7-fache gesteigert, bei der hohen Energiedichte des LLL
um fast das 6-fache. Die alleinige Applikation von Druck bewirkte ebenfalls eine
signifikante Erh6hung der OPG-Expression, etwa auf dem Niveau bei Bestrahlung
mittels niedrig energetischem LLL. Die Kombination aus Druckbelastung und
Bestrahlung mittels niedrigenergetischem LLL fihrte zu einem signifikant erhéhten
Anstieg der OPG-Genexpression, ebenfalls bei hoherer energetischer
Laserbestrahlung, jedoch in verringertem Ausmald. Die gesteigerte OPG-
Genexpression bei kombinierter Druck- und Bestahlungsbelastung lag jedoch unter

der Genexpression bei reiner Bestrahlung mitels LLL.

Abbildung 5: Relative OPG-Genexpression
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Quelle: eigene Erhebung
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1.7.2 Genexpression von RANKL

Die  Genexpression von RANKL zeigte bei Bestrahlung mittels
niedrigenergetischem LLL eine statistisch signifikante  Erh6hung der
Genexpression. Bei Bestrahlung mit hoherer Energiedichte des LLL konnte kein
signifikanter Anstieg der RANKL-Genexpression gezeigt werden (relativer Anstieg
1,91). Die gesteigerte Genexpression von RANKL bei reiner Druckbelastung konnte
hingegen als signifikant bewertet werden (*p< 0,05). Die kombinierte Druck- und
Bestrahlungsbelastung zeigte ebenfalls eine statistisch signifikante Steigerung der
RANKL-Genexpression sowohl bei einer niedrigeren als auch bei einer héheren
Energiedichte des Lasers. Eine sehr deutliche Steigerung der RANKL-
Genexpression, die ebenfalls als signifikant bewertet werden konnte, konnte bei
Kombination der Druckbelastung und der hoch energetischen Laserbestrahlung des
LLL festgestellt werden. Die Steigerung betrug das 211-fache. Die Kombination von
Druckbelastung und Bestrahlung mittels LLL zeigten deutlich starkere Anstiege der

RANKL-Genexpression als bei reiner Bestrahlung mittels LLL.

Abbildung 6: Relative RANKL-Genexpression
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Quelle: eigene Erhebung
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1.7.3 RANKL/OPG-ratio

Setzt man die RANKL/OPG-Expression in Bezug zueinander, konnte eine Zunahme
der RANKL/OPG-ratio bei solitéarer Bestrahlung mittels LLL niedriger Energiedichte
festgestellt werden (Faktor 1,74 in Bezug zur nicht bestrahlten/ belasteten
Kontrollgruppe). Die Bestrahlung mittels Laser einer h6heren Energiedichte sowie
die reine Druckbelastung fuhrt zu einer minimalen Verschiebung der ratio in
Richtung von OPG und konnten nicht als statistisch signifikant gewertet werden.
Eine deutliche Zunahme der RANKL/OPG-ratio lie3 sich bei der kombinierten
Bestrahlung mittels LLL und Druckbelastung verzeichnen. Bei Kombination aus
mechanischer Druckbelastung und Laserstrahlung niedriger Energiedichte betrug
die Steigerung 3,74 im Verhaltnis zur Kontrollgruppe. Insbesondere die
Kombination aus Laserstrahlung mit hoher Energiedichte und mechanischer
Druckbelastung zeigte eine starke Steigerung der ratio zugunsten der RANKL-
Genexpression (Faktor 113,48 in Bezug zur Kontrollgruppe). Als statistisch
signifikant (*p< 0,05) gewertet wurden die ratio-Zunahmen bei alleiniger
Bestrahlung mittels niedrigenergetischem LLL sowie die Ergebnisse bei

kombinierter Druckbelastung und LLL mit niedriger und hoher Energiedichte.

Abbildung 7: RANKL/OPG-ratio
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Diskussion

Durch die orthodontische Zahnbewegung entsteht eine Krafteinwirkung auf das
Parodontium in Bewegungsrichtung des Zahnes. Mechanosensible Zellen des
parodontalen Ligamentes, wie die HPALF, reagieren mit einer angepassten
Differenzierung, Genexpression und Proteinbiosynthese auf die Anderung des
Belastungsmusters (Krishnan et al., 2009). Bei der Bestrahlung mittels low-level-
Laser konnte zudem im Rahmen aktueller Studien eine Beschleunigung der
Zahnbewegung festgestellt werden (Genc et al., 2013; Cruz et al., 2004). Um diese
Beobachtungen auf zellularer Ebene nachvollziehen zu kdnnen, wurden HPdLF im
Labor kultiviert und mit Hilfe eines Drucksimulationsmodelles mittels
Glaszylinderkolben (2g/cm?) und anschlielBender Bestrahlung mit einem low-level-
Laser bei 940 nm Wellenlange und zweier unterschiedlicher Energiedichten (1,25
Jlcm?; 10 J/cm?) bestrahlt. Die Ergebnisse zeigen eine gesteigerte Genexpression
der fur die Knochenumbauprozesse wichtigen Proteine OPG und RANKL nach
solitarer Druckbelastung, Laserbestrahlung und bei der Kombination der beiden

Parameter.

1.8 Eigene Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

Das RANKL/OPG-System bildet den zentralen Signalweg fir Knochenauf- und
Knochenumbauprozesse im Organismus. Das Rezeptor-Ligand vermittelte System
hat einen entscheidenen Einfluss auf die Osteoklastendifferenzierung und ist somit
ein wesentlicher Faktor fur den Umfang der orthodontischen Zahnbewegung.
Tierexperimentelle Studien konnten eine gesteigerte Osteoklastogenese beim
Anstieg der RANKL-Genexpression zeigen, wohingegen die gesteigerte
Genexpression von OPG die Osteoklastogenese und somit auch die
Zahnbewegung verlangsamt (Kanzaki et al., 2004; Kanzaki et al., 2006). Eine
Veranderung der RANKL/OPG-ratio fuhrt demzufolge zu einer verstarkten oder
verminderten Knochenresorption und spielt somit eine wichtige Rolle fir die

orthodontische Zahnbewegung.

Im Rahmen der vorliegenden in vitro Studie wurde bei mechanischer Belastung eine
Verschiebung der RANKL/OPG-ratio in Richtung der OPG-Genexpression
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verzeichnet. Ein als statistisch signifikant zu wertender Anstieg der RANKL-
Genexpression (Faktor 3,29) wurde durch einen noch starkeren Anstieg der OPG-
Genexpression (Faktor 7,29) relativiert. Eine Studie mit &hnlichem Studiendesign
von Schroder et al. konnte ebenfalls eine signifikante Hochregulierung der RANKL-
Genexpression nach statischer Druckbelastung zeigen (Schrdder et al., 2018). Dies
unterstitzt die Annahme, dass RANKL malRgeblich am Knochenabbau bei
mechanischer Kraftbelastung verantwortlich ist und wie auch schon im Rahmen
vorheriger Studien vermutet, durch die Applikation einer mechanischen Kraft
maf3geblich beeinflusst wird (Yamaguchi et al., 2006). Sowohl in vitro als auch in
vivo konnte eine erhdhte RANKL-Genexpression und eine Reduktion der OPG-
Genexpression nach mechanischer Druckbelastung von Zellen des parodontalen
Ligamentes gezeigt werden (Nishijima et al., 2006; Nakao et al., 2007). Ein Anstieg
der OPG-Genexpression wurde bisher nur auf der Zugseite der Zahnbewegung
verzeichnet, nicht jedoch in der Kompressionszone (Garlet et al., 2007). Die
Ursachen fur den Anstieg der OPG-Genexpression im Rahmen der vorliegenden
Studie sind noch unklar und bedirfen daher noch einer weiteren Klarung.

Eine Beeinflussung des RANKL/OPG-Systems kann neben einer mechanischen
Druckbelastung auch durch die Bestrahlung mittels low-level-Laser hervorgerufen
werden. Neben der Aktivierung und Produktion von endogenen Signalmolekilen
fuhrt die LLLT zu einer gesteigerten Genexpression von RANKL in
Osteoklastenvorlauferzellen  (Altan et al, 2014). Immunhistochemische
Untersuchungen von Aihara et al. (Aihara et al., 2006), Kapila et al. (Kapila et al.,
2006) und Kim et al. (Kim et al., 2009) konnten dies bestatigen. Eine in vitro Studie
von Fujita et al. zeigte den positiven Effekt der LLLT auf die Differenzierung und
Aktivierung von Osteoklasten und liel3 die Autoren schlussfolgern, dass die erhohte
Genexpression von RANKL die Geschwindigkeit der orthodontischen

Zahnbewegung fordert (Fujita et al., 2008).

Die Ergebnisse der aktuellen Studie zeigen ebenfalls eine gesteigerte
Genexpression von RANKL nach solitarer Bestrahlung mittels LLL bei beiden
Energiedichten, insbesondere bei Bestrahlung mit einer niedrigeren Energiedichte
des Lasers (Faktor 12,66 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe). Ebenfalls
erhoht ist die OPG-Genexpression. Die RANKL/OPG-ratio ist bei Bestrahlung
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mittels einer niedrigen Energiedichte zugunsten von RANKL verschoben, bei hoher
Energiedichte zugunsten von OPG. Diese Ergebnisse entsprechen bereits
publizierten Untersuchungsergebnissen (Fujita et al., 2008) und unterstitzen die
Annahme, dass der Effekt der low-level-Lasertherapie auf das RANKL/OPG-
System von der verwendeten Energiedichte abhangt. Van Breugel et al. konnten im
in vitro Experiment mit humanen Fibroblasten zeigen, dass eine
Energiedosisleistung unter 2,91 mW die zellularen Proliferationsprozesse positiv
beeinflussen kann, wohingegen eine erhdohte Energiedosisleistung von 5,98 mwW
keine Effekte auf die Zellproliferation zeigte (Van Breugel et al., 1992). Eine niedrige
Energiedosisleistung scheint in Anlehnung an die Ergebnisse der aktuellen Studie
auch einen stimulierenderen Effekt auf die RANKL-Genexpression zu haben und
fuhrt somit vermehrt zur Aktivierung von Osteoklasten, die die
Knochenumbauprozesse beginstigen und zu einer erhéhten Knochenumbaurate
fuhren.  Die unterschiedliche Beeinflussung des RANKL/OPG-Systems, in
Abhéngigkeit von der Energiedichte des Lasers, konnte einen Ansatzpunkt fur eine
Erklarung der inhomogenen Studienergebnisse in der aktuellen Literatur, in Bezug
auf die Effektivitat der low-level-Lasertherapie, auf die Beschleunigung der

orthodontischen Zahnbewegung darstellen und bedarf weiterer Untersuchungen.

Eine Kombination aus mechanischer Druckbelastung und Bestrahlung mittels low-
level-Laser ist den Ergebnissen der aktuellen Studie zufolge mit einer massiven
Zunahme der RANKL/OPG-ratio sowohl bei geringer, als auch bei hoher
Energiedichte des Lasers gekennzeichnet. Dies ist hauptsachlich auf die Zunahme
der RANKL-Genexpression und einer gegenlaufigen OPG-Genexpressionsrate
zuruckzufiihren. Einen ahnlichen Anstieg der RANKL-Genexpression in Zellen des
parodontalen Ligamentes, wahrend kombinierter kieferorthopadischer Behandlung
und Bestrahlung mittels low-level-Laser, konnten Kapila et al. bereits 1998
nachweisen. Weitere Untersuchungen identifizierten ebenfalls eine erhohte
RANKL-Genexpression in  Osteoklastenvorlauferzellen nach  zusatzlicher
Laserbestrahlung in vitro (Aihara et al., 2006). Damit unterstiitzen sie die Annahme,
dass die vermehrte Genexpression von RANKL nach kombinierter Druck- und

Bestrahlungsbelastung der HPdLF zu einer vermehrten Osteoklastenaktivitat fuhrt
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und damit die Knochenumbau- und Knochenabbauprozesse auf der Druckseite der

orthodontischen Zahnbewegung fordert und somit die Zahnbewegung erleichtert.

1.9 Bewertung des Studiendesigns

Die Verwendung einer gedehnten Monolayerkultur, wie sie in der vorliegenden
Arbeit fur die in vitro Untersuchung der HPdLF genutzt wurde, stellt eine gute
Moglichkeit dar, die molekularen Mechanismen der orthodontischen
Zahnbewegung auf ein Labormodell zu ubertragen und zu untersuchen. Die
Ergebnisse der in vitro Untersuchungen lassen sich jedoch nicht direkt mit den
Verhéltnissen in vivo vergleichen, da zelltypischen Interaktionen und der Einfluss
des umliegenden Gewebes im Rahmen des Untersuchungsdesigns vernachlassigt
wird. Zusatzlich zu klinischen und histologischen Studien ergénzen in vitro Studien
jedoch mit ihren Ergebnissen den Wissensstand, im Falle der vorliegenden Arbeit
insbesondere Uber Zusammenhange auf zellularer Ebene bei der orthodontischen

Zahnbewegung.

Die Methode, eine mechanische Kraftapplikation mittels Glaszylinderkolben
definierter Grol3e und Starke zu simulieren, fand bereits im Rahmen mehrerer
aktueller Studien Verwendung (Kanzaki et al., 2002; Schroder et al., 2018). In der
vorliegenden Studie wurde eine Kraft von 2 g/cmz2 simuliert. Dies entspricht dem im
Rahmen der kieferorthopadischen Therapie als optimal geltend und fir eine
physiologische Zahnbewegung essentiellen Kraftniveaus (Meikle et al., 2006).
Studien belegen eine Reduktion der RANKL-Genexpression bei einer statischen
Krafteinwirkung von 3 g/cm? und eine Zelldestruktion bei noch starkeren Kraften
(Kanzaki et al., 2002). Fur die Applikation von mechanischem Stress wurden in der
Literatur weitere Methoden, wie etwa die computerkontrollierte Stretching- Methode
(He et al., 2004) oder auch das Zentrifugieren, um eine statische Kompression der
Zellen zu bewirken (Theilig et al., 2001), angewandt. Die beiden letzteren Methoden
Ubersteigen jedoch haufig die optimale 2 g/cm? Krafteinwirkung auf die Zellen und
sind daher in ihrer Anwendung limitiert. Bei der Zentrifugierung findet der Vorgang
zudem nicht bei Kérpertemperatur statt und simuliert somit nicht die physiologischen

Bedingungen.

32



Die real-time-Polymerase-Kettenreaktion stellt ein besonders sensitives und
vollautomatisiertes Verfahren zur Quantifizierung von mRNA dar und findet in vielen
vergleichbaren Studien ihre Anwendung (Yamamoto et al., 2011). Es muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass die mRNA nicht immer in ein Protein Gbersetzt wird und
dass die Prasenz eines Proteins nicht zwangslaufig bedeutet, dass es biologisch
aktiv ist (Meikle et al., 2006).

1.10Schlussfolgerung und klinische Relevanz

Eine erhohte Tragezeit einer kieferorthopadischen Apparatur geht in vielen Fallen
mit einem erhéhten Risiko fur Wurzelresorptionen, Gingivitis und Kariesanfalligkeit
einher (Limpanichkul et al., 2006). Um die Tragezeit einer kieferorthopadischen
Apparatur zu verkirzen, gilt es einerseits die Zahnbewegung zu vereinfachen und
andererseits die Knochenregenerierung zu beschleunigen. Eine Vielzahl von
Behandlungsmethoden wurde erprobt, um dieses Ziel zu erreichen. Sie zeigten

jedoch oftmals starke unerwtinschte Nebenwirkungen (Yassaei et al., 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Bestrahlung mittels LLL
zu einer Veranderung innerhalb des fur den Knochenumbau wichtigen
RANKL/OPG-Systems zugunsten von RANKL fihrt. Die alleinige mechanische
Druckbelastung fiihrt hingegen zu keiner signifikanten Anderung der RANKL/OPG-
ratio. Bei der Kombination der beiden Einflussparameter mechanischer Druck und
low-level-Laserbestrahlung zeigt sich eine Zunahme der RANKL/OPG-ratio,
insbesondere bei der Verwendung eines Lasers mit hoher Energiedichte. Eine
Zunahme der RANKL/OPG-ratio geht klinisch mit  gesteigerten

Knochenumbauprozessen einher und beschleunigt dadurch die Zahnbewegung.

Im Hinblick auf die klinische Anwendung sprechen diese Ergebnisse fur eine
Anwendung des low-level-Lasers, um die orthodontische Zahnbewegung zu
beschleunigen. Mégliche Nebenwirkungen, die durch eine verlangerte Tragezeit der

kieferorthopadischen Apparturen bedingt ist, konnten dadurch eingedammt werden.

Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, um die Grenzen der
Therapiemoglichkeiten zu ermitteln und den Nutzen der low-level-Laseranwendung

in Bezug auf die Optimierung der kieferorthopadischen Behandlung abzuklaren.
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Zusammenfassung

Das Parodontium wird wahrend der kieferorthopadischen Zahnbewegung einer
Druck- und Zugbelastung ausgesetzt. Diese Belastung fuhrt Veranderungen in der
Struktur des parodontalen Ligamentes und auf zellularer Ebene herbei. Die
mechanosensiblen Fibroblasten des parodontalen Ligaments (HPdLF) spielen
hierbei eine wichtige Rolle. Das RANKL/OPG-Zytokinsystem ist dabei auf zellularer
Ebene ein wichtiges Signalsystem, das wesentlich an der Regulation des
Knochenumbaus beteiligt ist. Neben der mechanischen Belastung kann eine
zusatzliche Bestrahlung mittels low-level-Laser zu einer veranderten
Genexpression der Zellen fuhren. Ziel der vorliegenden in vitro Studie war es, die
Veranderungen in der Genexpression von OPG und RANKL bei kombinierter Druck-
und Laserbelastung unterschiedlicher energetischer Dichte zu untersuchen. Es
wurden die Stoffwechselveranderungen von mechanisch belasteten Zellen mit und
ohne low-level-Laserbestrahlung bei 1,25 J/cm? und 10 J/cm? Energiedichte sowie
die Expressionsveranderung von OPG und RANKL bei solitéarer Bestrahlung mittels
low-level-Laser verglichen.

Die HPALF wurden auf 6-Well-Platten kultiviert und anschlielend fur 48 h zur
Simulierung der kieferorthopédischen Krafteinwirkung einer Druckbelastung mittels
eines Glaszylinders mit einer definierten Grof3e und Gewicht (g 33mm und 17,19
entspricht 2g/cm2 Druckbelastung) ausgesetzt. Unter der Werkbank erfolgte jeweils
nach 24 Stunden die low-level-Laserbestrahlung fur 120 s bei 0,1 Watt (1,25 J/cm?)
und fir 240 s bei 0,4 Watt (10 J/cm?) bei einer Wellenlange von 940 nm. Die
Veranderungen der Genexpression fir OPG und RANKL wurden mit Hilfe der real-
time-Polymerase-Kettenreaktion dargestellt.

Sowohl eine alleinige mechanische Druckbelastung als auch die alleinige low-level-
Laserbestrahlung mit einer niedrigen Enegiedichte flihrte zu einer signifikant
gesteigerten Genexpression von OPG und RANKL (p<0,05). Die Kombination aus
mechanischer Druckbelastung und Bestrahlung mittels LLL von niedriger und auch
bei hoher Energiedichte liel? die Genexpression von RANKL und OPG signifikant
ansteigen. Die gesteigerte Genexpression von OPG fiel bei kombinierter
Druckbelastung und LLL-Bestrahlung geringer aus als bei alleiniger LLL-
Bestrahlung. Fir RANKL konnte eine deutliche Steigerung der Genexpression bei
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kombinierter  Druckbelastung und LLL-Bestrahlung im Vergleich  zur
Genexpressionssteigerung bei alleiniger Bestrahlung festgestellt werden. Fir die
RANKL/OPG-ratio bedeutet dies eine signifikante Anderung bei der Einwirkung von
alleiniger LLL Bestrahlung niedriger Energiedichte. Eine weitere Steigerung wurde
bei kombinierter Druckbelastung und LLL-Bestrahlung gemessen.

Die Ergbenisse der vorliegenden Studie bestatigen die bereits in der aktuellen
Literatur beschriebenen Verédnderungen der kombinierten Einwirkung von
mechanischer Kraft und LLL-Therapie auf den Zellstoffwechsel. Die LLL-Therapie
scheint dabei Uber die Steigerung der Genexpression von RANKL zu einer erhéhten
Osteoklastenaktivitat in der Kompressionszone der Zahnbewegungsrichtung zu

fuhren und somit moglicher Faktor flir eine beschleunigte Zahnbewegung zu sein.
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1.13Abklrzungen

%
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pl
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1.14Liste verwendeter Materialien

6-Well-Platte (Starlab International GmbH, Hamburg, Deutschland)

Accutase (Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, USA)

Antisense-Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Epic 10™ Laser (Biolase EUROPE GmbH, FloR, Deutschland)

peqGOLD Total RNA KIT (pegLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)

Fetales Kalberserum (FCS; Life Technologies GmbG, Damstadt, Deutschland)

Gene Amp PCR System 2400 (Perkin ElImer, Massachusetts, USA)

Glaszylinder mit einer definierten Grol3e und Gewicht (g 33mm/ 17,1g = 2g/cm?

Druckbelastung) (lokaler Optiker, Mainz, Deutschland)

Housekeeping Gene Aktin und Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)

humane parodontale Ligamentfibroblasten (HPdLF, Lonza Group Ltd, Basel,
Schweiz)

Inkubator (HERACcell, Heraeus, Hanau, Deutschland)

IQ5 Optical System Software Version 2.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

iIScript cDNA Synthesis Kit (Biorad Laboratories, Hercules, USA)
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MasterMix (iQ SYBR Green Supermix, Biorad Laboratories, Hercules, USA;
Sense- und Antisense-Primer; DNA/RNA freies Wasser, peglab GmbH, Erlangen,
Deutschland)

NCBI nucleotide library/Primer3-Design (National Center for Biotechnology
Information, Rockville Pike/Bethesda, USA)

ND-1000 Spektrophotometer (PegLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)

PBS (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland)

Penicillin/ Streptomycin/ Neomycin (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland)

SPSS 19.0 (IBM-SPSS, Ehningen, Germany)

96-Well-PCR-Platte (TW-MT, 712282, Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Thermocycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Biorad

Laboratories, Miinchen, Deutschland)

Trypsin-EDTA (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland)
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