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1. Einleitung

Die zellreiche Dentin-Pulpa-Einheit enthalt terminal differenzierte Odontoblasten in der
Odontoblastenschicht, Odontoblasten-Vorlauferzellen in der zellreichen Zone,
Stromazellen in der zentralen Pulpa (Stammzellen), Fibroblasten, Blutgefal3e, glatte
Muskelzellen in den BlutgefaBwanden, LymphgefalRe, Immunzellen (Makrophagen,
Dendritische Zellen, usw.), Schwann’sche Zellen und Axone, deren Zellkdrper in
peripheren Ganglien (zum Beispiel im Ganglion trigeminale oder Ganglion cervicale
superius) liegen. Unter physiologischen Bedingungen befinden sich diese
unterschiedlichen Zelltypen in der Dentin-Pulpa-Einheit in einer extrazellularen Matrix mit
komplexen Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen in einer Homdostase (Goldberg und
Smith, 2004). Diese Interaktionen sind von grof3er Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der
Vitalitat und Integritat der Dentin-Pulpa-Einheit. In der Regulation der Homdostase, der
Vitalitat und Integritdt der Dentin-Pulpa-Einheit sind zahlreiche zelluldre, neuronale,
endotheliale und humorale Faktoren, welche die Bildung der Dentinmatrix und die
Biomineralisation der Dentinmatrix regulieren, involviert (Goldberg und Smith, 2004;
Korkmaz et al., 2006, 2011).

In der gesunden und entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit sind in zellularen, neuronalen,
endothelialen und humoralen Faktoren deutliche Unterschiede in Abhéngigkeit des
Entziindungsgrades zu erkennen (Korkmaz et al., 2011). Im Vergleich zur gesunden
Dentin-Pulpa-Einheit zeigt die entziindete Dentin-Pulpa-Einheit ein entzindungsabhéangig
reduziertes Potential der sekundéaren und tertiaren Dentinbildung, eine verringerte Vitalitéat
und reduzierte Integritat. In der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit existiert ein hdheres
reparatives und regeneratives Potential, um die Stromazellen in der zentralen Pulpa zu
Odontoblasten-Vorlauferzellen und darauffolgend terminal zu differenzieren. Die
molekularbiologischen Kenntnisse uber die Mechanismen, welche die Reduzierung des
regenerativen und reparativen Potentials der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit regulieren,

sind weitgehend unbekannt.

MAPK sind Serin/Threonin-Kinasen, die bei der Weiterleitung extrazellularer Signale von
der Zelloberflaiche zum Zellkern eingeschaltet sind. Sie spielen bei einer Vielzahl
biologischer Vorgange, wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung oder Zelltod, eine
entscheidende Rolle (Johnson und Lapadat, 2002). In Saugetierzellen wurden vier
Gruppen von MAPK identifiziert: die extrazellularen Signal-regulierten Kinasen 1 und 2
(ERK1 und ERK2 oder p42/44 MAPK), die c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK), p38 MAPK
und ERKS5 (Nithianandarajah-Jones et al., 2012).
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Die Aktivierung der MAPK ERKZ1/2 fUhrt zur transkriptionellen Kontrolle von Genen, welche
die Differenzierung von Osteoblasten regulieren. Es ist bekannt, dass ERK1/2 die
Matrixbildung und die Biomineralisation der Matrix in Osteoblasten beeinflusst (Shim et al.,
2013). Die MAPK ERK1/2 reguliert u.a. Zellwachstum, Zelldifferenzierung und die
Anpassung von Zellen an ihre Umgebung in Antwort auf eine groe Anzahl von
Botenstoffen, einschlie3lich Zytokinen und mehreren Entziindungsmediatoren (Johnson
und Lapadat, 2002).

Die regulatorischen Mechanismen der Dentinmatrixbildung und Biomineralisation der
Dentinmatrix sind bisher nicht hinreichend geklart. Es liegen keinerlei Befunde fir die
Beteiligung der MAPK ERK1/2 an der Dentinmatrixbildung oder der Biomineralisation der
Dentinmatrix in der Dentin-Pulpa-Einheit vor. Nach der Hyperdmie der dentalen Pulpa,
akuter und chronischer  Pulpaentziindung sind die  Mechanismen  der
Sekundardentinbildung und der Tertidrdentinbildung nicht klar. In der Transformation vom
Osteoid zum Knochen und vom Pr&dentin zum Dentin wurden &hnliche zellulare
Mechanismen in der Extrazellularmatrixbildung und in der Biomineralisation der Matrix
gezeigt. Daher stellt sich die Frage, ob mit Hilfe der Untersuchung der Expression und
Verteilung der MAPK ERK1/2 eine Regulation der Dentinbildung Uber die Aktivierung der
MAPK ERK1/2 in Odontoblasten unter gesunden und entziindeten Bedingungen aufgeklart

werden kann.

1.1. Die physiologische Regulation der Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit und

Dentinmatrixbildung und Biomineralisation der Dentinmatrix

Odontoblasten sind die Zellen, die das Dentin bilden. Sie entwickeln sich aus
mesenchymalen Vorlauferzellen und sind mit Osteoblasten ontogenetisch und funktionell
verwandt. Odontoblasten sind ganz besondere Zellen des Korpers, da ihre Lebensspanne
tber mehrere Dekaden lang sein kann (Smith et al., 2012).

Die Odontoblasten werden durch einen Stimulus und eine MAPK-Kaskade dazu angeregt,
Kollagen (hauptsachlich Kollagen 1) und nicht-kollagene Proteine wie Dentinmatrixprotein-
1 (DMP-1), Dentinsialophosphoprotein (DSPP) oder Dentinglykoprotein zu synthetisieren
(Prasad et al.,, 2010). Diese Proteine bilden die Dentinmatrix. Anschlieend wird die
Dentinmatrix durch Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen mineralisiert. Bei diesem
Vorgang spielt das Dentinsialophosphoprotein eine grof3e Rolle (Prasad et al., 2010;
Suzuki et al., 2009). Das DSPP wird intrazellular gespalten, wodurch die zwei
extrazellularen Spaltprodukte, das Dentinsialoprotein (DSP) und das

Dentinphosphoprotein (DPP) entstehen. Diese beiden Proteine haben im Folgenden
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unterschiedliche Aufgaben. DSP reguliert die Organisation der Kollagenfibrillen, die
endgultige Rolle von DSP bei der Biomineralisation der Dentinmatrix ist jedoch noch nicht
endgultig geklart (Prasad et al., 2010). DPP ist das wichtigste nicht-kollagene Protein der
Mineralisation der Matrix. Es bildet in Anwesenheit von Ca?" und Mg?" unlosliche
Aggregate, was vermutlich zur Bildung und zum Wachstum von Hydroxylapatitkristallen
beitragt (Prasad et al., 2010; Nifio-Barrera et al., 2013).

Eine Schicht unmineralisierten Dentins um die Pulpa bleibt jedoch ein Leben lang erhalten
und wird als Pradentin bezeichnet (Linde und Goldberg, 1993). Die Zellkérper der
Odontoblasten befinden sich aufl3erhalb des Pradentins in der peripheren Pulpa. Ihre
Fortsatze reichen jedoch in Dentintubuli bis an die Schmelz-Dentin-Grenze (Goldberg et
al., 2011).

1.1.1. Priméardentinbildung

Wahrend der prd- und postnatalen Zahnentwicklung wird von den Odontoblasten
Primardentin gebildet, das die Hauptmasse des gesamten Dentins ausmacht. Induziert
wird diese Entwicklung durch epithelial-mesenchymale Interaktionen, die dazu fihren,
dass sich die ektomesenchymalen Vorlauferzellen zu Odontoblasten differenzieren (Sloan
und Smith, 2007). Das Primardentin wird unterteilt in Manteldentin, das sich direkt am
Zahnschmelz befindet und etwa 5 bis 30 um dick ist und in zirkumpulpales Dentin.
Manteldentin enthalt fast keine Dentinkanélchen. Das zirkumpulpale Dentin kann weiter in
intertubulares und peritubulares Dentin unterschieden werden. Kollagen Typ | macht 90%
der Proteine im intertubularen Dentin aus, wobei das peritubulare Dentin kein Kollagen
enthalt (Goldberg et al., 2011).

1.1.2. Sekundéardentinbildung

Nachdem das Wachstum des Zahnes soweit abgeschlossen ist, dass dieser Kontakt zu
seinen Antagonisten bekommt, wird von den Odontoblasten Sekundéardentin gebildet,
welches dem Primérdentin Richtung Pulpa aufgelagert wird (Kuttler, 1959; Linde und
Goldberg, 1993). Die Bildung des Sekundardentins geschieht im Gegensatz zum
Primardentin lebenslang und sehr viel langsamer (Linde und Goldberg, 1993). AulR3erdem
sind die Dentinkanalchen im Sekundardentin eher S-férmig verglichen mit den geraden
Kanalchen im Primérdentin, ansonsten gibt es keine grofRen Unterschiede (Goldberg et al.,
2011).
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1.2. Entzindungen in der dentalen Pulpa und Dentinmatrixbildung und
Biomineralisation der Dentinmatrix unter entziindlichen Bedingungen in der Dentin-

Pulpa-Einheit

1.2.1. Hyperamie der dentalen Pulpa

Die Hyperamie kann als erstes Stadium einer Entzindung in der dentalen Pulpa
angesehen werden. Toxine der Bakterien einer Karies gelangen in die Pulpa und losen
dort eine Ausschuttung von beispielsweise Prostaglandinen und Bradykinin aus. Dies fuhrt
unter anderem zu einer Vasodilatation (Hsu et al., 2003; Goldberg et al., 2008; Cooper et
al., 2011). Durch die Vasodilatation wird das Gewebe starker durchblutet und es kommt zu
einer erhéhten GefalRpermiabilitdt, wodurch eine Plasmaextravasation und im weiteren
Verlauf eine Migration von Entziindungszellen in die betroffene Region ermdglicht wird.
Die Ausschuttung von Neuropeptiden aus den sensiblen Nervenfasern (A-delta, A-beta
und besonders C-Fasern) wie Substanz P und calcitonin gene-related peptide (CGRP)
verstarkt die Vasodilatation in der dentalen Pulpa (Wakisaka, 1990; Kim 1990; Byers und
Narhi, 1999). Die durch Neuropeptide verursachte oder verstarkte Vasodilatation und die
gesteigerten entziindlichen Vorgéange werden als neurogene Entziindung bezeichnet (Kim,
1990; Byers und Narhi, 1999).

Klinisch kann der betroffene Zahn schmerzhaft auf bestimmte Reize reagieren (z.B. heil3,
kalt) oder symptomlos sein (Dachi, 1965; Byers und Narhi, 1999). Die Hyperamie tritt bei

einer Schmelzkaries bzw. einer initialen Dentinkaries auf.

1.2.2. Akute sertse Entziindung der dentalen Pulpa

Wenn die Ursache der Hyperamie nicht beseitigt wird und die Dentinkaries weiter
voranschreitet, ist die Folge der Entziindung die Migration der Entziindungszellen. Im Fall
einer Hyperamie wandern innerhalb kurzer Zeit zunéchst neutrophile Granulozyten in die
Entziindungsregion ein. Dann nimmt die Zahl der Makrophagen stark zu und es kommt zur
Phagozytose, sodass zahlreiche Zytokine und Chemokine von unterschiedlichen
Entziindungszellen (basophile  Granulozyten, dendritische Zellen, Mastzellen)
ausgeschuttet werden (Goldberg et al., 2008). Diese Zytokine filhren zur Einwanderung
weiterer Entziindungszellen wie Lymphozyten, zunachst v.a. T-Lymphozyten (Cooper et
al. 2014). Die GefaRBpermiabilitait wird weiter erhoht, sodass die Migration der
Entzindungszellen erleichtert wird (Goldberg et al., 2008).

Wenn die Pulpa noch vital ist, d.h. sie reagiert positiv auf einen Kaltetest, und nur lokal

entzundlich verandert ist, spricht man von einer reversiblen Pulpitis. Diese lasst sich durch
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Entfernung des irritierenden Reizes bzw. durch Versiegelung freiliegenden Dentins

behandeln, sodass die Pulpa wieder gesund ist (Sigurdsson, 2003).

1.2.3. Chronische purulente Entziindung der dentalen Pulpa

Durch die vermehrte Einwanderung von Lymphozyten (T-, B-Zellen und Plasmazellen) in
das Pulpengewebe kann dieses durch Abwehrreaktionen geschadigt werden. Es kommt
verstarkt zur Phagozytose, die zur Vereiterung der Pulpa fuhren kann (Smith, 2001). Diese
Form der Entziindung tritt bei der Caries profunda auf, bei der die Karies schon bis an die
Pulpa vorgedrungen ist, diese aber noch nicht eréffnet hat. In diesem Stadium sind
zahlreiche Entzindungszellen wie B- und T-Lymphozyten, Makrophagen und
Granulozyten vorhanden (Cooper et al., 2014; Goldberg et al., 2008).

Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Nekrose des Gewebes, wenn die entsprechende

Therapie der Dentin-Pulpa-Einheit nicht durchgefihrt wird.

1.2.4. Pulpagangran

Als Folge einer nicht behandelten chronischen Pulpitis entwickelt sich eine Nekrose der
dentalen Pulpa. Eine nekrotisch veranderte dentale Pulpa verliert ihre Vitalitdt und wird
sehr anfallig fur infektiose Erreger. Durch diese Erreger entsteht ein unangenehmer,
fauliger Geruch in der Gangran. Im Fall einer Infektion der nekrotisch veranderten dentalen
Pulpa kommen zahlreiche unterschiedliche chronische Entziindungszellen vor. Die
vorherrschenden Zellen der Gangran sind T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und
Plasmazellen. Makrophagen und Mastzellen kénnen in unterschiedlichen Regionen der
Pulpa unterschiedliche Entziindungsherde bilden (Goldberg et al., 2008). Um die
Blutgefal3e im Bereich der Infektion sind zudem zahlreiche Granulozyten zu finden.

In der Gangran kann sich die Entziindung sehr schnell Richtung apikal ausbreiten und dort
eine apikale Parodontitis induzieren. Klinisch ist in diesem Fall die Perkussion des Zahnes
haufig mit starken Schmerzen verbunden. Die apikale Parodontitis kann jedoch auch
symptomlos sein und nur als Zufallsbefund auf einem Rontgenbild diagnostiziert werden
(Sigurdsson, 2003).
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1.2.5. Dentinmatrixbildung und Biomineralisation der Dentinmatrix unter

entzindlichen Bedingungen in der Dentin-Pulpa-Einheit

1.2.5.1. Tertiardentinbildung

Tertiardentin wird nur auf Reize wie Karies gebildet. Es lasst sich in reaktives und
reparatives Dentin unterteilen (Goldberg und Smith, 2004; Goldberg et al., 2011). Im
Gegensatz zum Priméar- und Sekundardentin, das in der gesamten peripheren Pulpa
gebildet wird, geschieht die Bildung von Tertiardentin nur fokal am Ort des Reizes (Murray
et al., 2003).

Reaktive Dentinbildung

Reaktives Dentin wird auf einen Stimulus (z.B. Karies, Praparation eines Zahnes) hin von
Odontoblasten gebildet. Voraussetzung fur die Bildung von reaktivem Dentin ist also, dass
die Odontoblasten die Verletzung des Zahnes Uberleben konnten. In diesem Fall wird die
Aktivitdt der Odontoblasten durch bioaktive Molekile, beispielsweise aus der TGF-B-
Familie, heraufreguliert (Sloan et al., 1999). Daraufhin sind die Odontoblasten in der Lage,
mehr Dentin zu bilden.

Die Morphologie von reaktivem Dentin ist abhangig von der Geschwindigkeit des
Fortschreitens und der Schwere der Karies, dem Verlauf der Reaktion und dem Alter des
Patienten. Es erscheint entweder als unregelmaBig geformtes Osteodentin ohne
Dentinkanalchen oder als reguldres Dentin mit oder ohne Dentinkanalchen, das dem
Primar- und Sekundardentin ahnelt (Goldberg und Smith, 2004).

Reparative Dentinbildung

Im Gegensatz zum reaktiven Dentin wird das reparative Dentin nicht von Odontoblasten,
sondern von Odontoblasten-ahnlichen Zellen gebildet. Vorlauferzellen (Stromazellen) aus
der Pulpa proliferieren, differenzieren sich zu Odontoblasten-dhnlichen Zellen und
migrieren aus der zentralen Pulpa zum Ort des Reizes, z.B. zur Karieslasion (Goldberg et
al., 2008; Smith, 2001). Dies ist nétig, wenn die Odontoblasten auf Grund von sehr grof3en
bzw. tiefen Kavitaten oder sehr schnellem Voranschreiten der Karies zu Grunde gegangen
sind. Bei einer eventuellen Er6ffnung der Pulpa kdnnen diese Zellen den Defekt durch die
Bildung von reparativem Dentin wieder verschlie3en (Goldberg und Smith, 2004; Smith,
2001). Dieses Dentin ahnelt eher dem Knochen und zeigt eine diffuse Mineralisation ohne

regelméafige Dentinkanalchen (Goldberg und Smith, 2004).
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1.3. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) kontrollieren ein enorm grolRes Feld an
physiologischen Prozessen wie Genexpression, Mitose oder Apoptose und sind deshalb
sehr bedeutsam (Johnson und Lapadat, 2002). Sie kommen in allen eukaryotischen Zellen
vor. MAPK werden aufgeteilt in die vier Gruppen der extrazelluléar Signal-regulierten Kinase
1 und 2 (ERK1/2), die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase, die c-Jun-N-terminalen
Kinasen (JNK) sowie ERK5 (Nithianandarajah-Jones et al., 2012). Diese MAPK lassen
sich nach der Art der Stimuli in die extrazellular Signal-regulierten Kinasen (ERK)-Familie
und die Stress-aktivierten Proteinkinasen (SAPK) unterteilen. Zu den SAPK z&hlen p38,
JNK und ERKS5 (Cohen, 1997).

Proteinkinasen sind Enzyme, die bestimmte Proteine in der Zelle phosphorylieren kénnen,
d.h. sie hdngen einen Phosphatrest kovalent an eine Serin-, Threonin-, oder Tyrosinkette
des Proteins an. MAPK im speziellen phosphorylieren allerdings nur Serin- und
Threoninketten.

Um andere Proteine phosphorylieren zu kdnnen, mussen MAPK jedoch selbst durch
Phosphorylierung  aktiviert sein. Dies geschieht durch einen mehrstufigen
Signaltransduktionsweg, an dessen Anfang eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase-
Kinase (MAPKKK) steht, die durch einen Stimulus von unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren und einen Aktivator aktiviert wird. Die MAPKKK aktiviert wiederum
durch Phosphorylierung die MAPKK, die die MAPK aktiviert (Johnson und Lapadat, 2002).
SchlieB3lich phosphorylieren die MAPK Transkriptionsfaktoren im Zellkern und regulieren

dadurch die Expression der Zielgene.

1.3.1. ERK1/2

ERK1/2 ist eine Gruppe der MAP-Kinasen. Synonym werden die Begriffe p44 fur ERK1
und p42 fur ERK2 verwendet. Diese leiten sich von der Gr6é3e der Proteine (44 bzw. 42
kDa) ab (Widmann et al., 1999). ERK1 und ERK2 stimmen in 84% der Sequenzen lberein
und haben die meisten Aufgaben gemeinsam (Roskoski, 2012). Deshalb werden sie
meistens als ERK1/2 zusammengefasst. ERK1/2 beeinflusst die Mitose, Meiose und
postmitotische Funktionen in differenzierten Zellen. Der ERK-Signalweg kann durch viele
verschiedene Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Zytokine oder eine Virusinfektion aktiviert
werden (Johnson und Lapadat, 2002). Dabei fuhren alle bekannten Stimuli zu einer
parallelen Aktivierung von ERK1 und ERK2.

In der speziellen Signaltransduktionskaskade von ERK1/2 wird zun&chst ein inaktives Ras-

GDP in ein aktives Ras-GTP durch einen Stimulus umgewandelt. Ras-GTP fluhrt zur
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Aktivierung der Raf-Familie (A-, B-, und C-Raf), welche die MAPKKK darstellt. Raf
phosphoryliert die MAPKK MEK1 und MEK2, die dann wiederum ERK1/2 phosphoryliert
(Abb. 1). ERK1/2 ist nur aktiv, wenn sowohl der Tyrosin- als auch der Threoninrest
phosphoryliert sind. Raf und MEK1/2 haben eine enge Substratspezifitdt, ganz im
Gegensatz zu ERK1/2, das im weiteren Verlauf GUber 175 Substrate hat (Roskoski, 2012).

- Stimulus ’
N/

Aktivator Ras-GDP .

MAPKKK Raf

MAPKK

MAPK

Trankriptionsfaktor

Abbildung 1: ERK1/2 Signaltransduktionskaskade. Beschreibung siehe Text.

Reguliert wird diese Kaskade durch unterschiedliche Mechanismen. Beispielsweise kann
Rafl von ERK1/2 phosphoryliert werden, was zur Inaktivierung von Rafl fihrt. Dies ist als
klassische negative Rickkopplung anzusehen (Widmann et al., 1999). Eine weitere
Maglichkeit stellen die Proteinphosphatasen dar. Da fur die Aktivierung von ERK1/2
sowohl der Tyrosin- als auch der Threoninrest phosphoryliert sein mussen, reicht die
Dephosphorylierung eines Restes, um ERK1/2 zu deaktivieren. Die Phosphatasen sind
entweder Tyrosin-spezifisch, Threonin/Serin-spezifisch oder doppelt spezifisch (Tyrosin
und Threonin; Keyse, 2000). Eine doppelt spezifische Phosphatase, die selektiv ERK1/2

inaktiviert, ist die mitogen-aktivierte Proteinkinase Phosphatase-3 (Muda et al., 1998).
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1.3.2. Regulation der Matrixbildung und Biomineralisation der Matrix durch die

Phosphorylierung von ERK1/2 in Osteoblasten

Osteoblasten stammen von mesenchymalen Vorlauferzellen ab. Die Osteoblasten beider
Kiefer und einiger Knochen der Schadelkalotte (Os frontale, Os temporale, Os nasale usw.)
stammen aus der Neuralleiste, genau wie die Odontoblasten (Noden und Trainor, 2005;
Chai et al., 2000).

Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von ERK1/2 die Bildung und die
Biomineralisation der Matrix in Osteoblasten durch die terminale Differenzierung dieser
Zellen reguliert (Shim et al., 2013). In Tierversuchen wurde gezeigt, dass das Fehlen von
ERK1 und ERK2 zu einer wesentlich reduzierten Mineralisation des Knochens flhrt
(Matsushita et al., 2009). Die transkriptionelle Regulation der Matrixbildung und der
Biomineralisation der Matrix in Osteoblasten und in Odontoblasten werden Uber die
gleichen Transkriptionsfaktoren (z.B. Runx2; Li et al., 2011) mit &hnlichen Mechanismen
moduliert. Daher sind die in vivo immunhistochemischen zellularen und subzellularen
Lokalisationen der totalen und phosphorylierten Form von ERK1/2 in Odontoblasten der
gesunden und entziindeten humanen Dentin-Pulpa-Einheit wichtig, um die terminale
Differenzierung der Odontoblasten, die Dentinmatrixbildung und Biomineralisation dieser

Matrix unter physiologischen und entziindlichen Bedingungen verstehen zu kénnen.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Terminal differenzierte Odontoblasten sind die Zellen, die das Dentin bilden. Fir die
terminale Differenzierung der Odontoblasten sind zahlreiche zellulare, neuronale,
endotheliale und humorale Faktoren in einer in vivo Bedingung in der Dentin-Pulpa-Einheit
erforderlich. Fur die Dentinmatrixbildung und die Biomineralisation der Dentinmatrix
brauchen terminal differenzierte Odontoblasten Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen, die
unter in vitro Bedingungen nicht zu schaffen sind. Da in vivo terminal-differenzierte
Odontoblasten in der Odontoblastenschicht in vitro nicht gezuchtet werden kénnen (Klinz
et al., 2012), sind die in vivo (in Gewebsschnitten) Bestimmungen der Expressionen der
Signalproteine und die Bestimmung der Aktivitat (zum Beispiel durch die Phosphorylierung
und die subzellulare Translokation der Proteine) dieser Signalproteine in Odontoblasten

von grof3er Bedeutung.

Die Mechanismen der Bildung der Dentinmatrix und der Biomineralisation der Dentinmatrix
wurden im Tiermaterial wahrend der embryonalen und postnatalen Phase und in adulten
Tiermodellen dargestellt. In unserer Arbeitsgruppe wurde in adulten Odontoblasten von
Rattenmolaren eine Expression von ERK1/2 in gesunden Odontoblasten und eine
Phosphorylierung von ERK1/2 in einer Subpopulation der gesunden Odontoblasten
detektiert (Korkmaz et al., 2006). Es liegen jedoch keinerlei in vivo zellbiologische
Kenntnisse Uber die zellularen Expressionen und Lokalisationen sowie die subzellularen
Lokalisationen der MAPK ERKZ1/2 in Odontoblasten der humanen Dentin-Pulpa-Einheit
vor, die auf Grund einer akuten oder chronischen Pulpaentziindung oder einer

Pulpagangran pathologisch veréndert ist.

Die Hypothese, dass die Aktivitdt von ERK1/2 eine terminale Differenzierung der
Odontoblasten in der Odontoblastenschicht regulieren kann, wurde durch die
Untersuchung der Expressionen und Lokalisationen der Phosphorylierungsformen von
ERK1/2 in der vorliegenden Studie sowohl in gesunden als auch in entziindeten
Odontoblasten nach akuter Pulpitis, chronischer Pulpitis und Gangran erforscht. Die
Untersuchungen kdnnen uns wichtige Ergebnisse Uber die Aktivitdt von ERK1/2 in
Odontoblasten unter gesunden und entziindlichen Bedingungen liefern. Beispielsweise
Antworten auf die Frage, wie die Entziindungen der Dentin-Pulpa-Einheit die Expressionen
und Lokalisationen von ERK1/2 in Odontoblasten auf zellularer und subzellularer Ebene
beeinflussen und verandern konnen. In unterschiedlichen Entziindungen der dentalen

Pulpa kommen verschiedene Entziindungszellen vor, von denen auch unterschiedliche



Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 22

Entzindungmediatoren in unterschiedlichen Konzentrationen ausgeschuttet werden. In
entzindeten  Odontoblasten  nach  Hyperamie, akuten und  chronischen
Pulpaentziindungen werden die Effekte von unterschiedlichen Entziindungsmediatoren
auf die zellularen und subzelluldren Lokalisationen der totalen und phosphorylierten Form
von ERK1/2 getestet. Daher wurden in der vorliegenden Studie mit Hilfe der
Immunhistochemie und konfokalen Doppelfarbung die Antworten auf die folgenden Fragen

untersucht;:

1. Kommen in Odontoblasten der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit t-ERK1/2 und p-ERK1/2

vor?

2. Sind in Odontoblasten der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit t-ERK1/2 und p-ERK1/2

zu finden?

3. Gibt es Unterschiede in der Expression von t-ERK1/2 in Odontoblasten der gesunden
und entzundeten Dentin-Pulpa-Einheit?

4. Welche Unterschiede sind in Lokalisationen und in Farbungsintensitaten von p-ERK1/2

in Odontoblasten der gesunden und entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit zu erkennen?

5. Wie sind die subzellularen Expressionen und subzellularen Lokalisationen von t-ERK1/2

und p-ERK1/2 in Odontoblasten der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit?

6. Sind Veranderungen in der subzellularen Expression und subzellularen Lokalisation von
t-ERK1/2 und p-ERK1/2 in Odontoblasten der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit zu

erkennen?

Im Gegensatz zu Zellen der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit verlieren die Odontoblasten
der entzindeten Dentin-Pulpa-Einheit ihr regeneratives und reparatives Potential
allmahlich mit aufsteigender Stéarke des Entziindungsgrades wie Hyperamie, akute
Pulpitis, chronische Pulpitis und Pulpagangran. Die Abnahme des regenerativen und
reparativen Potentials der Odontoblasten schrénkt die Bildung von Dentinmatrix und die
Biomineralisation der Dentinmatrix ein. Daher sind die Kenntnisse Uber die Biologie der
Odontoblasten der mit Hyperamie, akuter und chronischer Entziindung und mit Gangran
erkrankten humanen Dentin-Pulpa-Einheit von der groRen Bedeutung, um bei dem

bestimmten Entziindungsgrad der dentalen Pulpa neue dentale Behandlungsstrategien zu
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entwickeln oder um die gangigen dentalen Behandlungsmethoden bei den Entziindungen
der Dentin-Pulpa-Einheit zu verbessern.

In der Transformation vom Osteoid zum Knochen und vom Prédentin zum Dentin zeigen
Osteoblasten und Odontoblasten dhnliche zellulare Mechanismen in der Matrixbildung und
der Biomineralisation dieser Matrix. Die Aktivitdt der MAPK ERKZ1/2 reguliert die Bildung
der Matrix und die Biomineralisation der Matrix in Osteoblasten (Shim et al., 2013). Der
Vergleich der zelluldren und subzellularen Lokalisationen und der Vergleich der
Expressionen von t-ERK1/2 und p-ERK1/2 in Odontoblasten der gesunden und der
entziindeten humanen Dentin-Pulpa-Einheit kdnnen uns zu der wichtigen klinischen
Schlussfolgerung fuihren, ob die Expression und die Phosphorylierung von ERK1/2 bei der
Induzierung der Dentinmatrixbildung und der Biomineralisation der Dentinmatrix wahrend

der Entziindung pharmakologisch beeinflusst werden kdénnen.
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3.

3.1

3.1

Material und Methoden

Materialien

.1. Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Studie wurden Molaren und Pramolaren von Patienten, die zwischen
18 und 45 Jahre alt waren, untersucht. Die Patienten hatten das Material fir eine
wissenschaftliche Untersuchung mit ihrem Einverstandnis fir immunhistochemische
Untersuchungen zur Verflgung gestellt. Die Sammlung der Zahne wurde durch die
Ethikkommission der HHU Dusseldorf bewilligt (Studiennummer: 2980).

Im Rahmen dieser Studie wurden Molaren und Pramolaren untersucht, die auf Grund von

kieferorthopadischen und anderen Diagnosen extrahiert worden sind.

3.1.2. Pufferlésungen

Phosphatpuffer (PB):

Ein Liter Stammlésung 0,2 molarer PB mit einem pH-Wert von 7,4 wurde wie folgt
angesetzt. Zunachst wurden 28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat [Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland] und 5,2 g Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat [Carl Roth]
abgewogen und in 900 ml destilliertem Wasser geldst. AnschlieRend wurde der pH-Wert
gemessen und mit Hilfe von NaOH und HCI auf 7,4 eingestellt. Danach wurde auf einen
Liter mit destilliertem Wasser aufgefulit.

Fur die Gebrauchslésung 0,1 molarer PB wurde die Stammlésung 1:1 mit destilliertem

Wasser verdiinnt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS):

Fur die Stammlésung 0,2 molarer PBS wurde wie bei PB 288 g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat [Carl Roth] und 5,2 g Natriumhydrogenphosphat-
Monohydrat [Carl Roth] sowie zusétzlich 17,53 g Natriumchlorid [Merck, Darmstadt,
Deutschland] abgewogen und in 900 ml destilliertem Wasser geldst. Der pH-Wert wurde
dann auf 7,4 eingestellt und anschlieend auf einen Liter mit destilliertem Wasser

aufgefullt.
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Um die Gebrauchslésung 0,1 molarer PBS zu erhalten, wurde die Stammlésung 1:1 mit

destilliertem Wasser verdiinnt und anschliel3end der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

Trispuffer (TB) und Trispuffer-NaCl (TBS):

Um einen Liter 0,5 molarer TB-Stammlodsung zu erhalten, wurden zunachst 60,57 g Tris
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) [Carl Roth] abgewogen und in 800 ml destilliertem
Wasser geldst. Mit Hilfe von HCI wurde der pH-Wert der Losung auf 7,6 eingestellt und
dann auf einen Liter mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

Fur die TBS-Gebrauchslésung wurden 8,76 g Natriumchlorid gewogen und in 900 ml
destilliertem Wasser gelost. AnschlieBend wurden 100 ml 0,5 molarer TB dazugegeben
und der pH-Wert auf 7,6 eingestellt.

Tris-HCI Puffer:

Der 0,05 molare Tris-HCI Puffer wurde so angesetzt, dass 100 ml TB-Stammldsung mit
900 ml destilliertem Wasser verdinnt wurden und der pH-Wert anschlieBend auf 7,6
eingestellt wurde.

Fixativiosung:

Ein Liter der Fixatividsung bestand aus 40 g Paraformaldehyd [Merck], 998 ml 0,1 molarem
Phosphatpuffer und 2 ml gesattigter Pikrinsaure (filtriert) [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA].

Entkalkungslésung:

Fur die Entkalkungslosung wurden 150,885 ml 4 N Ameisensaure [Sigma-Aldrich] und
849,115 ml 0,1 molarer Phosphatpuffer oder destilliertes Wasser gemischt.
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3.2. Methoden

3.2.1. Praparation und Immersionsfixation der humanen Molaren und Prdmolaren

Es wurden extrahierte Molaren und Pramolaren von Patienten zwischen 18 und 45 Jahren
gesammelt, die entweder Kkariesfrei oder pathologisch mit initialer Dentinkaries,

Dentinkaries, Caries profunda oder einer Pulpagangran verandert waren.

Nach der Extraktion wurden die Z&hne sofort in eine Fixationslosung (4% PFA + 0.2%
Pikrinsaure + 0.1 M PBS, pH 7.4) gegeben und bei 4°C fur 48-72 Stunden fixiert.

3.2.2. Entkalkung, Kryoprotektieren und Einbettung der Zéhne

Um die Molaren und Pramolaren des Menschen zu entkalken, wurden die Proben mit 4 N
Ameisensaure in 0.1 M PB, bei 4°C fir die Lichtmikroskopie behandelt. Die Losung wurde
dreimal wochentlich gewechselt. Die Entkalkung dauerte insgesamt drei Wochen.

Nach dem Waschen in 0.1 M PBS, pH 7.4, 24 h, bei 4°C, wurden die Proben mit 30%
Saccharose [Carl Roth] in 0.1 M PB, pH 7.4, 24 h, bei 4°C, behandelt. Anschlie3end
konnten sie eingebettet werden. Hierfur wurden aus Aluminiumfolie kleine, auf einer Seite
offene Quader gefaltet. In den Quader wurde Tissue-Tek® [Sakura Finetek, Tokio, Japan]
gegeben und der Zahn positioniert. Tissue-Tek® besteht aus wasserléslichen Glykolen und
Harzen und dient als Einbettmedium fiir das Kryostatschneiden. Wenn der Zahn richtig
positioniert war, konnte die offene Seite mit Aluminiumfolie verschlossen und das Ganze
mit einer Pinzette in flissigen Stickstoff (-196°C) gehalten werden bis es tiefgefroren war.
AnschlieBend wurde der Zahn mindestens eine Woche bei -82°C im Tiefkiihlschrank
gelagert.

3.2.3. Anfertigen und Aufbewahrung der Schnitte

Der zu schneidende Zahn wurde aus dem Tiefkiihlfach genommen und zwei Stunden im
Kryostat [Leica, NuBloch, Deutschland] bei -30°C gelagert, bis er dann bei -20°C
geschnitten werden konnte. Zun&achst musste der Zahn richtig fixiert, d.h. parallel zum
Metallmesser ausgerichtet werden. Danach wurde so lange schnell manuell geschnitten
bis die Zahnpulpa zu sehen war. Erst jetzt wurden die Schnitte automatisch bei ca. 35%
Geschwindigkeit geschnitten und in vorbereiteten 24er Wellplatten [Orange Scientific,

Braine-I'Alleud, Belgien] mit 0,1 M PBS pH 7,4 gesammelt; so lange, bis die Pulpa nicht
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mehr zu sehen war. Die Schichtdicke betrug 30 um. Die Wellplatten wurden anschlielend

im Kihlschrank bei 4°C aufbewabhrt.

3.2.4. Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Charakterisierung der Schnitte

Um spéter geeignete Schnitte fur die immunhistochemische Untersuchung auswéhlen zu
kénnen, musste zunachst je ein Schnitt pro 24er Wellplatte mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt werden. So konnten z.B. Entzindungsherde erkannt und Dentinarten
unterschieden werden.

Die Schnitte wurden zunachst mit einem Pinsel in destilliertes Wasser tberfuhrt und dann
auf einen Objekttrager aufgebracht. Nach dem Trocknen konnten die Objekttrager
senkrecht in eine Halterung gestellt werden.

Bei der HE-Farbung ging man dann wie folgt vor. Zuerst wurde mit destilliertem Wasser
gewaschen (5 Min.). Dann fand die Farbung mit der Hamatoxylin-Lésung (nach Mayer)
statt (10 Min.). Hamatoxylin farbt alle basophilen Strukturen, besonders Zellkerne, blau. In
der Hamatoxylin-Losung nach Mayer befanden sich 50 g Kalium oder Ammonium, 1 g
Hamatoxylin, 0,2 g NalOs, 1 g Zitronensaure und 1000 ml destilliertes Wasser.

Nach der Hamatoxylin-Farbung wurde unter laufendem warmen Leitungswasser 10 Min.
gewaschen. Dies diente dazu den pH-Wert zu erhéhen, damit die Farbung intensiviert
wurde. Die nachste Waschung fand wieder in destilliertem Wasser statt (2 Min.). Danach
wurden die Schnitte auf den Objekttragern dreimal in 95% Ethanol gestellt, um sie erneut
zu waschen. Dann folgte die Farbung in alkoholischer Eosin-Losung (2 Min.). Diese ist
sauer und farbt alle azidophilen Strukturen, insbesondere die Zytoplasma-Proteine, rot.
Um die Gewebeschnitte zu entwéassern, mussten sie nach der Farbung in einer
aufsteigenden Konzentrations-Reihe von Alkoholldsungen von 90% uber 95% bis zu
absolutem Ethanol je 5 Min. gespult werden. Die anschliel3ende Klarung fand in Xylol | (2
Min.) und Xylol Il (5 Min.) statt.

Beim Eindecken in Entellan [Merck] musste dann darauf geachtet werden, dass zwischen

dem Objekttrager und dem Deckglas keine Luftblaschen eingeschlossen waren.

Fur die Charakterisierung wurde jeder Schnitt einzeln unter dem Lichtmikroskop
betrachtet. Um eine Auswahl geeigneter Schnitte flr die immunhistochemische
Untersuchung treffen zu kénnen, wurde eine Diagnose erstellt und darauf geachtet, ob
man in den karidsen Z&hnen Entzindungsherde in der Pulpa und Tertiardentin sehen
konnte. Pro Patient wurde dann hdchstens ein Schnitt ausgewahlt, der den Anforderungen
entsprach. Bei der Auswahl fiel auf, dass manche Schnitte eines Zahns unter dem

Mikroskop vollkommen gesund aussahen, wobei in Folgeschnitten desselben Zahns eine
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entzindete Pulpa und z.B. Caries profunda zu erkennen war. In diesem Fall musste jedoch
die gesamte Pulpa als krank angesehen werden. Es war also sehr wichtig den gesamten
Zahn zu betrachten und ca. jeden 24. Schnitt mit HE zu farben und unter dem Mikroskop
Zu untersuchen, damit keine falschen Diagnosen erstellt wurden.

Zudem stellte sich heraus, dass es eine gewisse Diskrepanz zwischen den Diagnosen, die
in der Klinik bei der Extraktion der Zahne gestellt worden sind und den Diagnosen nach

der histologischen Untersuchung gab.

3.2.5. Immunhistochemische Inkubationsmethoden

Die Inkubationen wurden an freischwimmenden Schnitten in 12er Wellplatten [Orange
Scientific] durchgefuhrt.

3.2.5.1. Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Methode

Bei der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Methode (ABC-Methode) wurden die Schnitte
der Zadhne an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit unterschiedlichen Reagenzien
inkubiert. Sofern keine Temperaturangabe gemacht wird, handelte es sich um
Raumtemperatur. Das Waschen der Schnitte geschah, wenn nicht anders angegeben, mit
0,05 M TBS, pH 7,6.

Zu Beginn des ersten Tages wurden die Schnitte zweimal 15 Minuten gewaschen. Danach
wurde TBS und 0,3% H,0; in die Wellplatten gegeben, um die endogene Peroxidase zu
hemmen (20 Min., im Dunkeln). Nach erneutem Waschen (5 Min.) wurden die Schnitte 30
Minuten mit 25% Triton™ X-100 [Sigma-Aldrich] inkubiert. AnschlieRend wurde wieder 15
Minuten gewaschen, danach erfolgte die Inkubation mit 2% bovine serum albumin (BSA)
[Sigma-Aldrich] und 5% normal goat serum (NGS) [Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA] fur 30 Minuten. Ein Tropfen dieses Blockierungspuffers (BSA und NGS) wurde dann
mit dem priméaren Antikorper [Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA] in die
Wellplatten gegeben und 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Verdinnung des primaren
Antikorpers in 0,05 M TBS war sowohl bei t-ERK1/2 als auch bei p-ERK1/2 1:800.

Am zweiten Tage wurden die Schnitte wieder zweimal 15 Minuten gewaschen.
AnschlieRend folgte die Inkubation mit dem sekundéren Antikdrper [Vector Laboratories]
verdinnt in TBS (Verdinnung 1:500) fur eine Stunde. Hierbei handelte es sich um goat
anti-rabbit IgG. Nach erneutem Waschen fur zweimal 15 Minuten wurden die Schnitte eine
Stunde mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain Elite ABC Reagenz, 1:100,
verdinnt in TBS) [Vektor Laboratories] inkubiert. Da diese Ldsung lichtempfindlich ist,

wurden die Inkubation sowie das folgende Waschen fir zweimal 15 Minuten im Dunkeln
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ausgefuhrt. Die anschlieende DAB-Substratentwicklung [Sigma-Aldrich] dauerte 15
Minuten. Danach wurden die Schnitte zweimal 15 Minuten mit destilliertem Wasser
gewaschen und dann auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte
wurden dann luftgetrocknet und anschlieRend in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%,
50%, 70%, 90%, 95%) fur je 5 Minuten dehydriert. Dann folgte eine Klarung fir je 5 Minuten
in Xylol I und Xylol 1l. Abschlie3end wurden die Schnitte in Entellan eingedeckt.

Als Kontrolle wurde ein Schnitt ohne den primaren Antikérper und ein Schnitt ohne den
sekundaren Antikdrper aber mit Inkubation aller anderen immunhistochemischen

Reagenzien behandelt.

3.25.2.  Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen

Fur die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurden die  Schnitte an drei
aufeinanderfolgenden Tagen mit unterschiedlichen Reagenzien inkubiert. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur und das Waschen der Schnitte mit 0,05 M TBS, pH 7,6.

Am ersten Tag wurden die Schnitte zunachst zweimal 15 Minuten gewaschen und dann
30 Minuten mit 25% Triton™ X-100 inkubiert. Nach erneutem Waschen fir 15 Minuten
folgte die Inkubation mit 5% NGS fur 30 Minuten. Danach wurden die Schnitte mit dem
ersten primaren Antikérper (1. pAK) mouse monoclonal anti-human Nestin (1:800)
[eBioscience, San Diego, CA, USA] fur ca. 24 Stunden inkubiert.

Tag zwei begann mit dem Waschen der Schnitte fiir zweimal 15 Minuten. Anschlie3end
erfolgte die Inkubation mit dem ersten sekundéaren Antikérper (1. sAK) goat anti-mouse
IgG konjugiert mit 488-DyelLight [Pierce Biotechnology, Waltham, MA, USA], der 1:500
verdinnt war. Dies geschah eine Stunde im Dunkeln. Von nun an wurden alle Schritte im
Dunkeln durchgefiihrt. Nach der Inkubation mit dem 1. sAK wurden die Schnitte zweimal
15 Minuten gewaschen und danach 30 Minuten mit 5% NGS inkubiert. Dann folgte die
Inkubation mit dem zweiten priméren Antikorper (2. pAK) rabbit anti-t-ERK1/2 bzw. rabbit
anti-p-ERK1/2 [Cell Signaling Technology], jeweils 1:800 verdinnt, fir ca. 24 Stunden.
Am dritten Tag wurden die Schnitte wieder zunachst zweimal 15 Minuten gewaschen und
danach mit dem zweiten biotinylierten sekundaren Antikdrper (2. sAK; goat anti-rabbit IgG-
konjugiert mit Biotin [Vector Laboratories]) fur eine Stunde inkubiert (Verdinnung 1:500).
Nach erneutem Waschen fir zweimal 15 Minuten erfolgte die Inkubation der Schnitte mit
NeutrAvidin-550 Dye-Light gekoppelt [Pierce Biotechnology] fir eine Stunde.
AnschlieRend wurden die Schnitte zweimal 15 Minuten gewaschen und dann mit dem
Chromosomenmarker Hoechst Dye (1:2000; fiir konventionelles Fluoreszenzmikroskop)
und DRAQS5® (1:2000; fir Konfokalmikroskop) [New England Biolabs GmbH, Frankfurt am

Main, Deutschland] inkubiert. Nach erneutem Waschen fur zweimal 15 Minuten konnten
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die Schnitte auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgezogen werden. Danach
wurden sie in Poly-Aqua-Mounting Medium [Polysciences Europe GmbH, Eppelheim,
Deutschland] eingedeckt und anschliel3end bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Die Kontrolle der Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen wurde mit dem Auslassen des
ersten und zweiten primaren Antikorpers aber mit Inkubationen aller anderen

immunhistochemischen Reagenzien durchgefihrt.

3.2.6. Densitometrie (Quantifizierung der Immunhistochemie)

Mit Hilfe einer Kamera, die mit einem Zeiss Axioscop-2 Plus Mikroskop gebunden war,
wurden Bildausschnitte bei einer 20-fachen Vergrof3erung aufgenommen. In mehreren
separaten Messungen wurden die Aufnahmen mit dem Mikroskop gebundenen Image
System Analysis, Axiovision Ver. 4.7 [Carl Zeiss, Jena, Deutschland] fur die Bestimmung
der immunhistochemischen Grauwerte von t-ERK1/2 und p-ERK1/2 in Odontoblasten der
gesunden und karids geschadigten Schnitte durchgefiihrt.

Die ausgewéahlten immunhistochemischen Hintergrundgrauwerte wurden in einer zellfreien
Zone gemessen. Die Farbungsintensitat von t-ERK1/2 und p-ERK1/2 wurden jeweils aus
drei ausgewahlten Zonen in den Odontoblastenschichten mit den Grauwerten von ihren
immunhistochemischen Farbungen gemessen.

Die Farbungsintensitat fur jeden einzelnen Patienten wurde aus der Differenz des
Mittelwerts der gemessenen Grauwerte des Hintergrundes und des Mittelwerts der
gemessenen Grauwerte der Odontoblastenschicht, die mit t-ERK1/2 bzw. p-ERK1/2

immunhistochemisch gefarbt war, berechnet.

3.2.7. Statistische Auswertung

Die Erfassung der densitometrischen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS fur
Windows (Version 11.0). Die sich daraus ergebenden Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen (n=8 gesund, n=6 (i)DK, n=6 Cp, n=8 Pulpagangran; fir t-ERK1/2 und
p-ERK1/2) wurden gepaarten Student's t-Test unterworfen. Bei dieser Prifung galt ein

Signifikanzwert von p < 0,05.
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4.

Ergebnisse

4.1. Histologische Charakterisierung der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit

4.2.

Die Z&hne, die klinisch als gesund diagnostiziert und aus kieferorthopadischen Griinden
gezogen wurden, wurden zusatzlich mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt, um eine
histologische Charakterisierung vornehmen zu kénnen und um zu erkennen, ob die
klinische und histologische Diagnose Ubereinstimmten.

Eine gesunde Pulpa zeigte eine typische Anordnung von Stromazellen, BlutgefalRen,
Nervenfasern und Odontoblasten (Abb. 2A). Die Odontoblastenschicht war geordnet und
breit (Abb. 3B).

Abbildung 2: Histologie der gesunden und entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit in HE-geféarbten
Schnitten. Normale Anordnung von Zellen in der gesunden Pulpa (A). BlutgefalRe (*) und
Nervenfasern (**) sind zu erkennen. Pulpa der Caries profunda (B) zeigt vermehrt
Entzindungszellen und erweiterte BlutgeféaRe (*). Pulpa der Gangrén (C, D) enthalt noch mehr
Entzindungszellen mit unterschiedlichen Entziindungsherden und auch erweiterte, zum Tell
degradierte, Blutgefal3e (*). Balken 2 50um

Histopathologische Diagnose der Entziindungen der Dentin-Pulpa-Einheit

In den verschiedenen Stadien der Entziindungen veranderte sich die Pulpa beispielsweise
durch Weitung der BlutgefaRe oder Einwanderung von Lymphozyten in das
Pulpengewebe. Die Entziindungserscheinungen der dentalen Pulpa lieen sich durch die
HE gefarbten Blutgefalle und Entziindungszellen erkennen.
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4.2.1. Pulpahyperémie (initiale Dentinkaries)

Im Falle einer initialen Dentinkaries fand man in HE-Schnitten vermehrt Arteriolen im
Bereich des subodontoblastischen Plexus. Im Vergleich zu den BlutgefaRen in der
gesunden Pulpa waren die Blutgefal3e der entziindeten Pulpa mit zahlreichen Erythrozyten
gefullt. Die Blutgefal3e der hyperamisch veranderten Pulpa zeigten ein erweitertes Lumen
sowohl im Bereich des subodontoblastischen Plexus als auch in der zentralen Pulpa.
Teilweise waren im Lumen der BlutgeféalRe neutrophile Granulozyten zu finden.

In der Hyperéamie der Pulpa waren die Odontoblasten in der Odontoblastenschicht in einer
Ordnung, wie es in gesunden Odontoblasten der Fall war.

4.2.2. Akute serdse Pulpaentziindung (Dentinkaries)

Im Fall einer akuten serdsen Pulpitis waren zahlreiche Blutgefal3e mit erweiterten
Durchmessern zu erkennen. Die vorherrschenden Zellen waren neutrophile Granulozyten
und Makrophagen. Teilweise waren Entzindungsherde mit B- und Plasmazellen zu
erkennen.

Die Odontoblasten in der Odontoblastenschicht waren nicht mehr wie in der eines
gesunden Zahns angeordnet. Die Breite der Odontoblastenschicht wurde geringer und die
Ordnung der Odontoblasten war teilweise durch die Dentinkaries geschadigt. Unterhalb

der Kariesregion war eine Bildung von Tertiardentin deutlich zu erkennen (Abb. 4B).

4.2.3. Chronische purulente Pulpaentziindung (Caries profunda)

Bei einer Caries profunda waren grof3e Entziindungsherde mit Entziindungszellen wie
Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen) in der Pulpa zu erkennen, aul3erdem
auch grof3e BlutgefalRe, die mit Erythrozyten gefillt waren. Dies fuhrte zu einem diffusen
Bild der Pulpa (Abb. 2B).

Die Odontoblastenschicht war im Gegensatz zu einer gesunden Pulpa ungeordneter und
schmaler. Zusatzlich konnte deutlich Tertidrdentin mit unterschiedlichen Schichten

(reaktives und reparatives Tertiardentin) identifiziert werden (Abb. 5A).
4.2.4. Pulpagangran (Infektion der Nekrose der Dentin-Pulpa-Einheit)
Auch bei einer Gangran sah die Pulpa sehr diffus aus und war nicht mehr mit dem Bild

einer gesunden Pulpa zu vergleichen. Das Gewebe enthielt sehr viele Entziindungszellen
und sah dadurch sehr zellreich aus (Abb. 2C, 2D).
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Es war keine Odontoblastenschicht in der peripheren Pulpa zu erkennen, da die
Odontoblasten durch zahlreiche Entziindungsmediatoren und Entziindungszellen
degradiert waren. In wenigen Fallen waren einzelne Odontoblasten mit sehr kurzen

Fortsatzen ohne Pradentinschicht zu identifizieren.

4.3. Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in gesunden Odontoblasten

Die Schnitte der Zahne wurden zunéchst mit HE gefarbt, um eine Diagnose stellen zu
kénnen. AnschlieBend wurde die ABC-Methode durchgefiihrt. Aufeinanderfolgende
Schnitte wurden jeweils mit t-ERK1/2 oder p-ERK1/2 inkubiert. Diese stellen den primaren
Antikorper dar, der an totales ERK1/2 (t-ERK1/2) bzw. phosphoryliertes ERK1/2 (p-
ERK1/2) bindet. Um diese gebundenen Antikorper nun sichtbar zu machen, wurden die
Schnitte noch mit dem biotinylierten sekundéren Antikdrper und dem Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex inkubiert sowie mit DAB entwickelt.

Die Odontoblasten eines gesunden Zahnes zeigten eine starke Farbungsintensitat fir die
totale Form des ERK1/2-Antikérpers (Abb. 3C, 3D). Die Fortsatze der Odontoblasten
lieBen sich bis zum Sekundardentin, das als weil3e Schicht erkennbar war, finden (Abb.
3C). Im Sekundardentin und im Primardentin waren die Fortsatze der Odontoblasten nicht
immunreaktiv fur t-ERK1/2 (Abb. 3C). Im Vergleich zur Farbung der Stromazellen der
Pulpa und zur Farbung der Fortsdtze innerhalb des Pradentins war die
Odontoblastenschicht deutlich starker gefarbt (Abb. 3D). Eine Expression fur t-ERK1/2
wurde auch in den Odontoblastenfortsatzen innerhalb des Pradentins und in der

zellreichen Zone gefunden (Abb. 3D).
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Abbildung 3: Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Folgeschnitten der gesunden
Dentin-Pulpa-Einheit. In der HE- Farbung ist eine physiologische Anordnung (A) mit Dentin,
Pradentin, Odontoblastenschicht, zellarmer und zellreicher Region erkennbar (B: Detailaufnahme
von A). Eine Expression von t-ERK1/2 (C) ist in Odontoblasten, Odontoblastenfortsétzen und
Odontoblastenvorlauferzellen in der zellreichen Zone zu beobachten (D: Detailaufnahme von C).
Eine Immunreaktivitat fur p-ERK1/2 (E) lasst sich schwach in Odontoblasten erkennen (F:
Detailaufnahme von E). d = Dentin, p = Pulpa, pd = Pradentin, o = Odontoblastenschicht, zaz =
zellarme Zone, zrz = zellreiche Zone. Balken A, C, E = 1mm; Balken B, D, F 2 50um

Grundsatzlich sah man in gesunden Odontoblasten eine sehr schwache Farbung fur die
phosphorylierte Form des ERK1/2-Antikdrpers (Abb. 3E, 3F). Die Odontoblastenfortséatze
im Pradentin und die Stromazellen der Pulpa waren noch schwacher gefarbt als die
Odontoblastenschicht (Abb. 3F). Genau wie bei t-ERK1/2 waren die Fortsatze der
Odontoblasten im Primér- und Sekundardentin nicht immunreaktiv fur p-ERK1/2 (Abb. 3E).

Es gab jedoch in sechs von acht untersuchten gesunden Zéhnen Subpopulationen von
Odontoblasten, die eine starke Farbung fur p-ERK1/2 zeigten (Abb. 4A, 4B). Diese
Subpopulationen lagen in Gruppen zusammen und waren Uber die komplette periphere
Pulpa vorhanden, sie befanden sich also sowohl in der Kronen- als auch in der
Wourzelpulpa. Die Fortsatze dieser Odontoblasten zeigten auch eine relativ starke Farbung
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fur p-ERK1/2, wobei die zellreiche Zone, in der sich die Stromazellen der Pulpa befanden,
eher schwach gefarbt war (Abb. 4B).

Abbildung 4: Lokalisation von p-ERK1/2 in der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. An einzelnen
Stellen sind Subpopulationen von Odontoblasten zu erkennen, die eine starke Immunreaktivitat fiir
p-ERK1/2 aufweisen (A). Kasten aus A ist in B vergrof3ert dargestellt. Man sieht eine Subpopulation
der stark gefarbten Odontoblasten sowie deren Fortsatze. Die Odontoblastenvorlauferzellen sind
schwach gefarbt (B). d = Dentin, o = Odontoblastenschicht, p = Pulpa, zrz = zellreiche Zone. Balken
A 2 1mm; Balken B 2 50um

4.4. Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in entzindeten Odontoblasten

4.4.1. Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Odontoblasten der akuten

Pulpaentzindung infolge einer Dentinkaries

Bei den Zahnen mit der Diagnose (initiale) Dentinkaries war eine etwas schwéachere
Farbung fur t-ERK1/2 als bei gesunden Zéhnen zu erkennen (Abb. 5C, 5D). Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die Odontoblasten waren deutlich starker geféarbt
als ihre Fortsatze im Pradentin und die Stromazellen in der zellreichen Zone (Abb. 5D).
Die Odontoblastenfortsatze im Tertiar-, Sekundar- und Primardentin zeigten keine
spezifische Farbung fir t-ERK1/2 (Abb. 3C).

Fir p-ERK1/2 konnte insgesamt eine schwache homogene Farbung ausgemacht werden
(Abb. 5E, 5F). Verglichen mit der totalen Form des Proteins (Abb. 5C, 5D) war die
Farbungsintensitat deutlich schwéacher. Sowohl die Odontoblastenschicht als auch die
Odontoblastenfortsatze im Préadentin und die Stromazellen der Pulpa zeigten eine
schwache Féarbung. Die Fortsétze im Tertidr-, Sekundardentin waren nicht immunreaktiv
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fur p-ERK1/2 (Abb. 5E). Im Priméardentin waren einige Stellen mit spezifischer Farbung fir
p-ERK1/2 zu erkennen (Abb. 5E).

Abbildung 5: Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Folgeschnitten der durch
Dentinkaries geschadigten Dentin-Pulpa-Einheit. In der HE-Farbung (A) ist eine Schicht
Tertidrdentin zu erkennen, auf3erdem eine schmale Odontoblastenschicht (B: Detailaufnahme von
A). Eine Expression von t-ERK1/2 (C) ist in den Odontoblasten und deren Fortsatzen zu erkennen,
eine schwachere Farbung auch in den Odontoblastenvorlauferzellen (D: Detailaufnahme von C).
Die Immunreaktivitét fur p-ERK1/2 (E) ist sehr schwach in den Odontoblasten zu sehen (F:
Detailaufnahme von E). d = Dentin, p = Pulpa, sd = Sekundardentin, td = Tertidrdentin, o =

Odontoblastenschicht, zaz = zellarme Zone, zrz = zellreiche Zone. Balken A, C, E 2 1mm; Balken
B, D, F 2 50um

4.4.2. Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Odontoblasten der
chronischen purulenten Pulpaentziindung infolge einer Caries profunda

In Odontoblasten der chronischen purulenten Pulpaentziindung (Caries profunda) sah
man eine starke Farbung fur die totale Form des ERK1/2-Antikdrpers (Abb. 6C, 6D).
Besonders die Odontoblasten in der Odontoblastenschicht und ihre Fortsétze im Pradentin
zeigten eine starke Farbungsintensitat (Abb. 6D). Auch die Stromazellen waren stark
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immunreaktiv auf t-ERK1/2 (Abb. 6D). Die Odontoblastenfortsatze zeigten im Tertiardentin
und Sekundardentin keine spezifische Farbung, im Primardentin war jedoch eine Farbung
auszumachen (Abb. 6C).

Bei der tiefen Karies waren die Odontoblasten ungeordnet und lagen in einer schmalen
Odontoblastenschicht (Abb. 6B). Die Farbungsintensitat fir p-ERK1/2 war sehr stark
(Abb. 6E, 6F). Im Vergleich zu den mit t-ERK1/2 gefarbten Schnitten (Abb. 6B, 6C)
erkannte man eine viel starkere Farbung. Auch die Odontoblastenfortsatze im Pradentin
zeigten eine deutliche Farbung (Abb. 6F). Die Stromazellen waren auch gefarbt, allerdings
etwas schwacher als die Odontoblastenschicht und die Fortsatze im Pradentin (Abb. 6F).
Auch hier zeigten die Odontoblastenfortséatze im Primardentin, im Gegensatz zu denen im

Sekundar- und Tertidrdentin, an einigen Stellen eine Immunreaktivitat fur p-ERK1/2 (Abb.

6E).

Abbildung 6: Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Folgeschnitten der durch
Caries profunda geschéadigten Dentin-Pulpa-Einheit. In der HE-Farbung lasst sich eine Schicht
Tertiardentin vom Sekundar- und Primardentin abgrenzen (A). Die Odontoblastenschicht ist schmal
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und ungeordnet (B: Detailaufnahme von A). Eine starke Expression von t-ERK1/2 (C) ist in den
Odontoblasten, deren Fortsédtzen und in den Odontoblastenvorlauferzellen zu erkennen (D:
Detailaufnahme von C). Die Immunreaktivitat fur p-ERK1/2 (E) ist besonders in den Odontoblasten
zu sehen, auch die Fortsatze und Vorlauferzellen zeigen eine starke Farbung (F: Detailaufnahme
von E). prd = Priméardentin, sd = Sekundérdentin, td = Terti&rdentin, p = Pulpa, pd = Pradentin, o =
Odontoblastenschicht, zaz = zellarme Zone, zrz = zellreiche Zone, d = Dentin. Balken A, C, E &
1mm; Balken B, D, F & 50um

4.4.3. Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Odontoblasten der
Pulpagangran

Die Pulpagangran zeigte ein sehr unterschiedliches Bild. Zum Teil war eine starke teilweise
eine schwache Farbung fur t-ERK1/2 zu erkennen. Haufig war keine Odontoblastenschicht
mehr zu erkennen, da die Odontoblasten degeneriert waren. Dies erschwerte die
Befundung und fuhrte zu keinen eindeutigen Ergebnissen. Auf der Abbildung erkennt man,
dass die Odontoblastenschicht im Bereich der Kronenpulpa bereits degeneriert war. Die

gesamte Pulpa mit den vorhandenen Stromazellen war jedoch stark gefarbt (Abb. 7C, 7D).

Teilweise waren noch einzelne Odontoblasten vorhanden, die untersucht werden konnten.
Diese zeigten meist eine sehr schwache Farbung fir p-ERK1/2 (Abb. 7E, 7F). Auch die
Stromazellen waren nur sehr schwach gefarbt (Abb. 7F).
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Abbildung 7: Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in Folgeschnitten der durch
Gangran geschadigten Dentin-Pulpa-Einheit. In der HE-Farbung (A) erkennt man keine
Odontoblastenschicht mehr, auRBerdem ist kein Pradentin vorhanden (B: Detailaufnahme von A).
Eine Expression von t-ERK1/2 (C) ist in den Stromazellen der Pulpa zu erkennen (D:
Detailaufnahme von C). Eine Immunreaktivitét fir p-ERK1/2 (E) ist nicht auszumachen. Einzelne
noch vorhandene Odontoblasten sind nur sehr schwach gefarbt (F: Detailaufnahme von E). d =
Dentin, p = Pulpa. Balken A, C, E 2 1mm; Balken B, D, F 2 50um

4.5. Kontrolle der immunhistochemischen Farbung der ABC-Methode

Als Kontrolle der immunhistochemischen Farbung mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex-Methode wurde ein Schnitt ohne den primaren Antikdrper und ein Schnitt ohne
den sekundaren Antikdrper inkubiert. Alle anderen Schritte wurden wie oben beschrieben
durchgefiuhrt. Die Kontrollen zeigten keine spezifische Farbung (Abb. 8).
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Abbildung 8: : Kontrolle der immunhistochemischen ABC-Methode. Sowohl in dem Schnitt
ohne den priméaren Antikorper (A, B: Detailaufnahme von A) als auch in dem Schnitt ohne den
sekundaren Antikdrper (C, D: Detailaufnahme von C) bleibt die spezifische Farbung aus. Weder die
Odontoblasten, noch deren Fortsatze oder die Stromazellen sind gefarbt (B, D) d = Dentin, p =
Pulpa, o = Odontoblastenschicht. Balken A, C 2 1mm; Balken B, D 2 50um

4.6. Subzellulare Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in gesunden

Odontoblasten

4.6.1. Subzellulare Expression von ERK1/2 in gesunden Odontoblasten

Die Zellkerne der Odontoblasten wurden mit DRAQ5® gefarbt (Abb. 9A). Nestin, das als
ein Odontoblasten-Marker betrachtet wird, kam homogen in den Odontoblasten vor (Abb.
9B). In gesunden Odontoblasten fand man bei der konfokalen Farbung fir t-ERK1/2 eine
schwache aber homogene Farbung im Zytoplasma aller Odontoblasten (Abb. 9C).
Dagegen kam eine punktférmige starke Farbung fir die Expression von t-ERK1/2 in den
Zellkernen einer Subpopulation der Odontoblasten vor (Abb. 9C, 9D).
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Abbildung 9: Konfokale Doppelfarbung fir die Kolokalisation der t-ERK1/2-Expression mit
Nestin in gesunden Odontoblasten. Der Chromosomenmarker DRAQS5® ist in den Nuclei der
Odontoblasten lokalisiert (A). Der Odontoblastenmarker Nestin ist in den Zellkérpern und
Zellfortsatzen der Odontoblasten zu finden (B). Im Zytoplasma der Odontoblasten ist eine moderate
(C) und in den Zellkdrpern einer Subpopulation der Odontoblasten eine starkere Immunreaktivitat
fir t-ERK1/2 zu beobachten (C, D). In der Uberlagerung (D) ist eine Kolokalisation von DRAQ5® mit
t-ERK1/2 zu erkennen. Balken 2 20 pum.

4.6.2. Subzelluldre Lokalisation der Phosphorylierungsformen von ERK1/2 in

gesunden Odontoblasten

Der Chromosomenmarker DRAQ5® war in den Odontoblasten-Zellkernen zu finden (Abb.
10A). Odontoblasten-Zellkérper und die Fortsatze der Odontoblasten zeigten eine Farbung
fir Nestin (Abb. 10B). In einer Subpopulation von Odontoblasten wurde ERK1/2 im
Zytoplasma schwach phosphoryliert. In einzelnen Odontoblasten kam jedoch eine starke
Phosphorylierung flr ERK1/2 im Zytoplasma vor (Abb. 10C). In einer Subpopulation der
Odontoblasten war ERK1/2 in den Zellkernen sehr stark phosphoryliert (Abb. 10C, 10D).
In zahlreichen Odontoblasten war eine Phosphorylierung fir ERK1/2 sowohl im

Zytoplasma als auch in den Zellkernen nicht zu finden.
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Abbildung 10: Konfokale Doppelfarbung fir die Kolokalisation der p-ERK1/2-
Phosphorylierungsformen mit Nestin in gesunden Odontoblasten. In den Nuclei der
Odontoblasten findet man DRAQS5® (A). Der Odontoblastenmarker Nestin ist in den Zellkérpern und
Zellfortsatzen der Odontoblasten zu finden (B). Einzelne Odontoblasten zeigen eine starke
Phosphorylierung von ERK1/2 im Zytoplasma (C). Die Zellkerne einiger Odontoblasten sind stark
gefarbt (C, D). In der Uberlagerung (D) ist eine Kolokalisation von DRAQ5® mit p-ERK1/2 zu
erkennen. Balken 2 20 um.

4.7. Subzellulare Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 in entziindeten

Odontoblasten

4.7.1. Subzellulare Expression von ERK1/2 in akut entzindeten Odontoblasten
(Dentinkaries)

DRAQ5® war in den Zellkernen der Odontoblasten zu detektieren (Abb. 11A). Nestin kam
mit einem homogenen Farbungsmuster in allen Odontoblasten vor (Abb. 11B).
Dentinkaries induzierte eine homogene und starke Expression von ERK1/2 im Zytoplasma
der Odontoblasten (Abb. 11C). Nur in einzelnen Odontoblasten war eine
Zellkernlokalisation fur t-ERK1/2 zu erkennen (Abb. 11C, 11D).



Ergebnisse 43

.

.

Abbildung 11: Konfokale Doppelfarbung fir die Kolokalisation der t-ERK1/2-Expression mit
Nestin in Odontoblasten der Dentinkaries. DRAQ5® ist in den Odontoblastenzellkernen zu finden
(A). Der Odontoblastenmarker Nestin ist in den Zellkérpern und Zellfortsatzen der Odontoblasten
zu sehen (B). Eine Expression von t-ERK1/2 ist im Zytoplasma der Odontoblasten zu erkennen (C).
Nur einzelne Odontoblasten zeigen eine Zellkernlokalisation fur t-ERK1/2 (C, D). D zeigt die
Uberlagerung von A, B und C. Balken 2 20 um

4.7.2. Subzelluldre Expression von ERK1/2 in chronisch entziindeten Odontoblasten

(Caries profunda)

DRAQ5® war in den Zellkernen (Abb. 12A) und Nestin in den Odontoblastenzellkérpern
und in den Fortsatzen der Odontoblasten zu erkennen (Abb. 12B). Die chronisch
entziindeten Odontoblasten zeigten eine starke Farbung fir t-ERK1/2 sowohl im
Zytoplasma als auch in den Zellkernen der Odontoblasten (Abb. 12C, 12D). In einer
Subpopulation der Odontoblasten war eine besonders starke Expression fir t-ERK1/2 zu
erkennen. Im Bereich der zellreichen Zone, in der sich die Odontoblasten-Vorlauferzellen
befinden und sich zu Odontoblasten differenzieren, kam eine starke Zellkernfarbung fur t-
ERK1/2 vor (Abb. 12C, 12D).
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Abbildung 12: Konfokale Doppelfarbung fir die Kolokalisation der t-ERK1/2-Expression mit
Nestin in Odontoblasten der Caries profunda. DRAQ5® ist in den Odontoblastenzellkernen
lokalisiert (A). In den Odontoblasten ist der Odontoblastenmarker Nestin zu finden (B). T-ERK1/2
kommt sowohl im Zytoplasma (C) als auch in den Zellkernen der Odontoblasten vor (C, D). Auch
die Odontoblastenvorlauferzellen zeigen eine starke Immunreaktivitat fur t-ERK1/2 in den
Zellkernen (C, D). D zeigt die Uberlagerung von A, B und C. Balken 2 20 pm

4.7.3. Subzellulare Phosphorylierung von ERK1/2 in akut entziindeten Odontoblasten

(Dentinkaries)

Der Chromosomenmarker DRAQ5® kam in allen Zellkern der Odontoblasten vor (Abb.
13A). In der Odontoblastenschicht war eine Farbung fur Nestin zu erkennen (Abb. 13B).
Die phosphorylierte Form von ERK1/2 fand man schwach sowohl im Zytoplasma als auch
im Zellkern (Abb. 13C, 13D). Dentinkaries induzierte eine homogene F&rbung im
Zytoplasma der Odontoblasten. Im Vergleich zum Gesunden nahm die Farbung um den

Zellkern zu.
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Abbildung 13: Konfokale Doppelfarbung fir die Kolokalisation der p-ERK1/2-
Phosphorylierungsformen mit Nestin in Odontoblasten der Dentinkaries. In den Nuclei der
Odontoblasten findet man DRAQS5® (A). Der Odontoblastenmarker Nestin ist in den Zellkérpern und
Zellfortsatzen der Odontoblasten zu finden (B). Eine schwache Farbung fir p-ERK1/2 ist im
Zytoplasma (C) und in den Zellkernen der Odontoblasten auszumachen (C, D). D zeigt die
Uberlagerung von A, B und C. Balken 2 20 um

4.7.4. Subzellular