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Einleitung

1 Einleitung

Das Dentale Organ setzt sich aus dem Schmelz, dem Dentin, der Pulpa und dem
Zahnhalteapparat zusammen. Der Zahnhalteapparat besteht wiederum aus dem Zement, der
Gingiva, dem parodontalen Ligament und dem Alveolarknochen. Das Dentin bildet mit der
dentalen Pulpa eine Einheit, die als Dentin-Pulpa-Einheit bezeichnet wird. Der Begriff Dentin-
Pulpa-Einheit (Syn.: Dentin-Pulpa-Komplex) soll verdeutlichen, dass die Zahnpulpa mit dem
umliegenden Gewebe, dem Dentin, in standiger Interaktion steht (Pashley, 1996). Die Pulpa
enthalt neben BlutgefalRen, Nervenfasern, Fibroblasten, pulpalen Stammzellen und
Immunzellen (bspw. Lymphozyten und Makrophagen) die hochspezialisierten Odontoblasten,
die die Pulpa auskleiden und wichtige Aufgaben erfullen (Yu and Abbott, 2007, Bleicher, 2014).
In Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen erfiillen die Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit mehrere
Funktionen. In der Zahnheilkunde ist die Bildung der Dentinmatrix durch die Odontoblasten
eine zentrale und wichtige Funktion.

1.1 Die Odontoblasten und die Bildung der Dentinmatrix

Entwicklungsgeschichtlich entstammen die Odontoblasten aus der Neuralleiste (Bleicher,
2014). Odontoblasten sind Zellen, die eine Kollagenmatrix produzieren, die schlussendlich zu
Dentin mineralisiert (Galler et al., 2021). Sie hinterlassen bei der Bildung der Dentinmatrix
innerhalb des Dentins ihre Fortsatze, die dem Dentin seine réhrenférmige Struktur verleihen
(Galler et al., 2021). Weiterhin spielen sie eine wichtige Rolle bei Entziindungs- und
Reparaturprozessen, da die terminal differenzierten Odontoblasten die ersten Zellen sind, die
nach Einbruch des Zahnschmelzes auf Bakterien oder Toxine reagieren kénnen (Hahn and
Liewehr, 2007, Staquet et al., 2008, Farges et al., 2013).

Dentin kann lebenslanglich in verschiedenen Formen gebildet werden (Pashley, 1996).

1.1.1 Dentinbildung unter physiologischen Bedingungen

Im Zuge der Zahnentwicklung bilden die Odontoblasten bis zum Zahndurchbruch zunachst
das Primardentin (Goldberg et al., 2011). Nach Abschluss der Zahneruption beginnt
kontinuierlich und lebenslanglich die Bildung des Sekundardentins (Goldberg et al., 2011).

Hinsichtlich seiner Struktur kann das Dentin noch weiter unterteilt werden: Es gibt das
Manteldentin, welches wenige, diinne Dentintubili enthalt und im peripheren Bereich unterhalb
des Zahnschmelzes liegt (Goldberg et al., 2011). Weiterhin existiert das zirkumpulpale Dentin,
welches den groRten Anteil der Dentinmatrix bildet. Es enthalt deutlich mehr und dickere
Dentintubuli als das Manteldentin (Goldberg et al., 2011).

Sowohl das Primér- als auch das Sekundardentin werden durch die terminal differenzierten
Odontoblasten gebildet (Korkmaz et al., 2022).

1.1.2 Dentinbildung unter entzindlichen Bedingungen

Unter dem Einfluss von verschiedenen Stimuli und Noxen (bspw. Karies oder Traumata) kann
man zwei Arten von Tertidrdentin unterscheiden. Man unterscheidet das reaktive Tertiardentin
von dem reparativen Tertiardentin.

Kommt es durch Noxen oder Toxine zu einer milden Entzindungsreaktion, die die terminal
differenzierten Odontoblasten nicht schadigt, bilden diese das reaktive Tertiardentin (Smith et
al., 1995). Hinsichtlich seiner Struktur ahnelt es dem physiologisch gebildeten Dentin und dient
dem Schutz der Pulpa vor tieferer Infiltration der Pathogene (Bleicher, 2014).
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Sobald die terminal differenzierten  Odontoblasten  aufgrund einer  starken
Entzindungsreaktion degradieren (bspw. durch eine Karies profunda), wird das reparative
Tertiardentin von den sogenannten odontoblastendhnlichen Zellen gebildet (Smith et al.,
1995). Diese differenzieren sich aus den pulpalen Stammzellen, die auch Stromazellen
genannt werden (Bleicher, 2014). Die Struktur der Dentinmatrix des reparativen Tertiardentins
ahnelt zumeist einer atubularen Knochenstruktur, welche auch Fibrodentin genannt wird
(Goldberg and Smith, 2004).

Allgemein besteht die extrazelluldre Dentinmatrix aus 70% Hydroxylapatit-Kristallen, 20%
Wasser und 10% organischer Matrix (Chaussain-Miller et al., 2006). Diese organische Matrix
setzt sich wiederum zu 90% aus Kollagen und zu 10% aus nichtkollagenen extrazellularen
Dentinmatrix Proteinen zusammen (Chaussain-Miller et al., 2006). Die entscheidenden
Dentinmatrixproteine sind das Dentin Matrix Protein 1 (DMP1) und das Dentin
Sialophosphoprotein (DSPP), welches nach der Bildung unmittelbar in das Dentinsialoprotein
(DSP) und Dentinphosphoprotein (DPP) gespalten wird (Yamakoshi et al., 2006, Zhu et al.,
2012).

Trotz der geringen Anteile der nicht-kollagenen extrazelluldren Dentinmatrixproteine in der
Dentinmatrix sind DMP1, DSP und DPP entscheidend fir die Bildung und Biomineralisation
der Dentinmatrix. Um neue Therapieansatze zur Behandlung karioser Lasionen zu entwickeln
ist es wichtig die Details zur Expression der Gene, die die DMP1- und DSPP-Proteine
kodieren, zu kennen. Bereits postulierte Ergebnisse aus in-vitro Studien und Knockout-
Mausmodellen zeigen, dass bei der Bildung der Dentinmatrix bestimmte
Transkriptionsfaktoren die Expression von Dmp1 und Dspp regulieren (Chen et al., 2009, Li et
al., 2011, Klinz et al., 2012, Chen et al., 2016, Chen et al., 2021). Weiterhin ist bekannt, dass
die posttranslationalen epigenetischen Modifikationen eine Schllsselrolle bei der Transkription
der Gene spielen. Zu diesen Modifikationen zahlen die Methylierung und Demethylierung, die
Acetylierung und Deacetylierung, die Phosphorylierung und Dephosphorylierung, sowie die
Ubiquitinierung. Ob die DNA-Gen-Sequenzen der spezifischen Gene von einer bestimmten
Zelle unter gesunden und entzundlichen Bedingungen fir die Transkriptionsfaktoren
zuganglich oder unzuganglich vorliegen, wird von der Acetylierung und Deacetylierung
mafgeblich beeinflusst.

1.2 Die Struktur der Histone und deren Acetylierung und Deacetylierung

Epigenetische Prozesse regulieren die Expression von Genen wahrend verschiedener
biologischer Prozesse, ohne die in der DNA gespeicherte Erbinformation zu verandern (Wang
et al., 2021). Zur Anderung der strukturellen Chromatinordnung gibt es einige epigenetische
Systeme, wie beispielsweise die Histonmodifikationen (Cavalli and Heard, 2019).

Histone sind eine Gruppe von Proteinen in oktamerer Form, die die Erbinformation komprimiert
verpacken, indem die DNA um sie gewickelt wird (Smith, 1991). Die 8 Histonproteine in
oktamerer Form werden als Nukleosom bezeichnet, welches wiederum die Grundeinheit des
Chromatins bildet. Histone werden in zwei Klassen eingeteilt: Die Kern-Histone und die Linker-
Histone. Die Histone H2A, H2B, H3 und H4 bilden die Gruppe der Kern-Histone, wahrend H1
und H5 zur Gruppe der Linker-Histone gehéren (Smith, 1991, Strahl and Allis, 2000). Histone
sind stark alkalische Proteine, die viele positiv geladene Aminosauren (z. B. Arginin und Lysin)
enthalten und somit selbst positiv geladen sind (Annunziato, 2008). Die positiv geladenen
Histone sind elektrostatisch mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA, die um ein
Histonoktamer gewickelt sind, verbunden (Annunziato, 2008).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Histonoktamers (in Anlehnung an Lu et al., 2017).
Ein Histonoktamer setzt sich aus je zwei Kernhistonen H2A, H2B, H3 und H4 zusammen. Die Oktamere
werden Uber das Linker-Histon H1 miteinander verbunden. Zur Komprimierung der DNA ist diese um
die Histone gewickelt. Ein Histonoktamer mit der umwickelten DNA wird Nukleosom genannt.

Histone kdnnen posttranslational mittels reversibler Histon-Acetylierung an den Aminosauren
ihrer N-terminalen Arme modifiziert werden (Grunstein, 1997, Strahl and Allis, 2000). Diese
Acetylierung erleichtert den Zugang zu den Transkriptionsfaktoren an den Genen, da die DNA
aufgrund der Acetylierung weniger dicht verpackt ist (Grunstein, 1997, Bartova et al., 2008).

Im Gegensatz zu den Acetylasen unterdriicken die Deacytelasen die Transkription der Gene,
indem sie die hinzugefugte Acetylgruppe an der Lysin-Aminosaure des N-terminalen
Histonarms entfernen (Seto and Yoshida, 2014). Dies fuhrt zu einer erhéhten Bindung
zwischen der DNA und den Histonen, sodass der Zugang zu den Transkriptionsfaktoren
erschwert wird und infolgedessen die Transkription der Gene unterdriickt wird (Marks et al.,
2001, Gallinari et al., 2007, Seto and Yoshida, 2014).

1.2.1 Einteilung und Eigenschaften der Histondeacetylasen

Die Histondeacetylasen (HDACs) kdnnen anhand ihrer Proteinstruktur, Funktion, subzellularer
Lokalisation und Expression in vier Klassen eingeteilt werden (Bradley et al., 2015, Carpio et
al., 2016).

Die Klasse | der HDACs besteht aus HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS. Sie werden
ubiquitar exprimiert und haben eine hohe enzymatische Aktivitat gegenliber den Substraten
der Histone (Carpio et al., 2016, Wang et al., 2021). HDACs der Klasse | sind Gberwiegend im
Zellkern lokalisiert, wahrend HDAC 3 und HDAC 8 auch in Plasmamembranen detektiert
wurden (Longworth and Laimins, 2006, Cantley et al., 2017).

Die HDACs der Klasse Il lassen sich in zwei Unterklassen einteilen: HDAC Klasse lla,
bestehend aus HDAC4, HDAC5, HDAC7 und HDAC9 und Klasse llb, die HDAC6 und HDAC10
enthalt (Yang and Gregoire, 2005). Die HDACs der Klasse Il kénnen im Gegensatz zu den
HDACSs der Klasse | zwischen dem Zellkern und Zytoplasma hin- und herpendeln und weisen
mehr Genexpressionsmuster auf (Carpio et al., 2016).
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Die HDACs der Klasse | und Il bendtigen fir ihre katalytische Aktivitat Zink (Zn?*), wahrend
die Klasse Il der HDACs (auch Sirtuine genannt) Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD")
bendtigt (Carpio et al., 2016).

HDAC 11 weist strukturelle Ahnlichkeiten der Klassen | und Il auf, sodass es zu einer eigenen
Gruppe, der Klasse |V, unterteilt wurde (Grunstein, 1997, Bradley et al., 2015).

1.2.2 Histondeacetylasen in Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit

In vitro-Studien an kultivierten Stammzellen der dentalen Pulpa zeigten, dass die HDACs bei
der Bildung der Zahnhartsubstanz eine wichtige Rolle spielen (Duncan et al., 2016, Yamauchi
et al., 2020). In Stammzellen der dentalen Pulpa induzierten HDAC-Inhibitoren (HDACi) eine
verstarkte Differenzierung der pulpalen Stammzellen zu Osteoblasten- und Odontoblasten-
ahnlichen Zellen, die in der Lage waren, mineralisierte extrazellulare Matrix zu bilden (Kwon
et al., 2012, Duncan et al., 2012, Duncan et al., 2013, Luo et al., 2018, Man et al., 2021).
Basierend auf den Ergebnissen der HDACi in den kultivierten Osteoblasten- und
Odontoblastenahnlichen Zellen wurde angenommen, dass die epigenetischen Mechanismen
in Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit bei der Regulation der regenerativen Vorgange von
wichtiger Bedeutung sind (Duncan et al., 2016, Yamauchi et al., 2020). Eine in vivo Studie an
gesunden humanen Molaren untersuchte bereits die Expressionen und subzelluldren
Lokalisationen von HDAC1-4 und HDAC9 in Odontoblasten der Dentin-Pulpa-Einheit (Klinz et
al., 2012). Die Ergebnisse zeigten, dass HDAC2 und HDAC9 in den Zellkernen der gesunden
Odontoblasten stark exprimiert wurden, wahrend HDAC1, HDAC3 und HDAC4 in gesunden
Molaren mit einer schwachen Expression detektiert wurden (Klinz et al., 2012). Diese
Ergebnisse zeigen, dass HDAC2 und HDAC9 in Odontoblasten des Menschen unter
physiologischen Bedingungen eine wichtige Rolle bei der transkriptionalen Regulation der
Dentinmatrixbildung spielen kénnten. Es ist bisher jedoch unbekannt, inwiefern die HDACs in
durch Karies entziindeten Molaren exprimiert werden und wie sie sich unter entziindlichen
Bedingungen in Odontoblasten subzellular verhalten.

1.2.3 Die Rolle der HDACs bei der transkriptionalen Regulation der Gene und
Proteine

Histondeacetylasen (HDACs) sind Enzyme, die als Korepressoren der Transkription fungieren
(Haberland et al., 2009, Carpio et al., 2016). HDACs unterdriicken die Transkription der Gene,
indem sie die Acetylgruppe der Lysinseitenkette im N-terminalen Histonarm entfernen
(Grunstein, 1997, Shahbazian and Grunstein, 2007). Dies verhindert die Rekrutierung von
Proteinen, welche normalerweise die spezifische DNA-Sequenz in den Genen ablesen. Die
posttranslationale Modifikation mittels HDACs an Histonen bewirkt, dass das Chromatin
kompakt verpackt bleibt und die RNA-Polymerase ll-abhangige Expression der Gene
unterdrickt wird (Grunstein, 1997, Shahbazian and Grunstein, 2007, Haberland et al., 2009,
Carpio et al., 2016).
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Deacetylierung

Acetylierung

CoA
CoA ®
offenes Chromatin geschlossenes Chromatin
(aktiv) (inaktiv)
TRANSKRIPTION KEINE TRANSKRIPTION

Abbildung 2: Darstellung der Wirkung der Histonacetylierung und -deacetylierung auf die
Transkription. Die Histonacetylase (HAT) fiigt eine Acetylgruppe (Ac) aus dem Acetyl-Coenzym A
(CoA) in die Lysin-Aminosaure des Histonarms, sodass schlussendlich das Chromatin gedffnet wird und
die Transkription durch die Polymerasen stattfinden kann. Die Histondeacetylase (HDAC) entfernt die
hinzugeflgte Acetylgruppe. So liegt das Chromatin kompakt vor und es kann keine Transkription durch
die Polymerasen stattfinden.

HDACSs kénnen nur nicht Histone, sondern auch andere Proteine deacetylieren (Glozak et al.,
2005, Choudhary et al., 2009). Die Transkriptionsfaktoren RUNX2 (Jeon et al., 2006), p53
(Juan et al., 2000, Luo et al., 2000), Nuclear Factor kB (NF-kB) (Chen et al., 2001, Perkins,
2007) und Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) (Yuan et al., 2005)
werden durch die Enzymaktivitat der HDACs deacetyliert, indem die posttranslationale
Stabilitdt und Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Carpio et al., 2016).

1.2.4 Die transkriptionale Regulation der Dentinmatrixbildung

Das Primar-, Sekundar- und reaktive Tertidrdentin werden von den terminal differenzierten
Odontoblasten gebildet, wahrend das reparative Tertidrdentin von Odontoblasten-ahnlichen
Zellen gebildet wird. Das Dentin Matrix Protein 1 (DMP1) ist ein wichtiger Regulator der
Odontoblastendifferenzierung und der Bildung des Dentintubularsystems (Terasawa et al.,
2004, Qin et al., 2007). In der extrazellularen Matrix existiert es hauptsachlich in seinen
gespaltenen Fragmenten (Qin et al., 2003, Sun et al., 2011).

In den humanen Odontoblasten kodiert das Gen namens Dentin-Sialophosphoprotein (Dspp)
das gleichnamige Protein DSPP, das in Dentinsialoprotein (DSP) und Dentinphosphoprotein
(DPP) gespalten wird (MacDougall et al., 1997, Zhu et al., 2012). Bei der Biomineralisierung
der Dentinmatrix sind die proteolytische Spaltung von DMP1 zu einem DMP 57-kDa Fragment
(Qinetal., 2007, Sun etal., 2011) und von DSPP zu DSP und DPP die entscheidenden Schritte
zur Umwandlung in die funktionelle Form der Proteine (Suzuki et al., 2009, Zhu et al., 2012).

Die vielen Wachstums- und Transkriptionsfaktoren, die die Expression von DSPP und DMP1
in den Odontoblasten regulieren, induzieren nach der proteolytischen Spaltung die Bildung der
Dentinmatrix unter physiologischen (Primar- und Sekundardentin) und entzindlichen
(Tertiardentin) Bedingungen (Tucker and Sharpe, 2004, Farges et al., 2015).

Weiterhin werden die Odontoblasten durch folgende Transkriptionsfaktoren reguliert: Die
Transkriptionsfaktoren Homeoboxprotein DIx3 (Choi et al., 2010), Krippel-like factor 4 (KLF4)
(Lin et al., 2013), cAMP-responsive element binding protein (CREB) (Klinz et al., 2013), Sp7
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(Bae et al., 2018), Runt-related transcription factor 2 (Runx2) und Osterix (Osx) (Chen et al.,
2009) wurden laut Literatur bereits in den Odontoblasten entdeckt. Ebenso ist bekannt, dass
wahrend der Kronenbildung die Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osx in den Odontoblasten
stark exprimiert werden (Chen et al., 2009). Bei der Wurzelbildung des dentalen Organs
hingegen nimmt zwar die Expression der Osx zu, jedoch nimmt die Expression von Runx2 bei
der Wurzelbildung stark ab (Chen et al., 2009, Zhang et al., 2015, Kim et al., 2015, He et al.,
2016). Es wurde postuliert, dass Klf4 die Dentinbildung durch die Differenzierung der
Odontoblasten Uber Modulation des TGF-f3 und Interaktion mit der Histon-Acetylierung férdert
(Tao et al., 2019).
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Klarung der molekularen Mechanismen, welche die Transkription von Genen in den
Odontoblasten regulieren, ist fur das Verstandnis der Tertidrdentinbildung von wichtiger
Bedeutung, um neue Therapiestrategien fir die Behandlung von kariésen Lasionen zu
entwickeln. Im Gegensatz zur Acetylierung verhindert die Deacetylierung der Histone den
Zugang der Transkriptionsfaktoren an den Bindungsdomanen in den Genen und unterdrickt
somit die Transkription in der Zelle (Seto and Yoshida, 2014).

Bisher ist der Acetylierungs- und Deacetylierungszustand der Histone in Odontoblasten nach
einer bakteriellen Infiltration unbekannt. Die Kenntnis Gber den Zustand der Histone hat eine
groRe Relevanz bei der Kontrolle der Expression von Dmp1 und Dssp. Die nicht-kollagenen
extrazellularen Dentinmatrixproteine DMP1 und DSSP sind maligeblich an der
Dentinmatrixbildung und somit auch an der Tertidrdentinbildung beteiligt. Mit diesem neuen
Wissen kdénnte man pharmakologische Arzneimittel entwickeln, die entweder die Acetylierung
ermoglichen oder die Deacetylierung unterbinden, sodass es in jedem Fall zu einer Bildung
von Tertidrdentin kommt, welches die Pulpa vor dem weiteren Eindringen von Noxen schutzt.

Es wurde bereits postuliert, dass die HDACs der Klasse | (HDAC1-3 und HDACS8) bei der
Bildung der extrazellularen Knochenmatrix eine wichtige Rolle spielen (Schroeder and
Westendorf, 2005, Bradley et al., 2015, Gordon et al., 2015, Cantley et al., 2017). Mit dieser
Arbeit werden die Expressionen der HDACs der Klasse | in Odontoblasten der humanen
Molaren unter physiologischen Bedingungen und nach Kariesinfiltration untersucht, um die
Acetylierungs- und Deacetylierungszustande im entziindeten Odontoblasten zu bestimmen.

Mit den Untersuchungen sollen daher Antworten auf die folgenden Fragen gefunden werden:

1.) Wie sind die Expressionen der HDACs der Klasse | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS)
in humanen Odontoblasten der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit?

2.) Verandern kariése Lasionen die Expressionen von HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS8
in Odontoblasten der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit?

Der Vergleich der quantitativen Expression von HDAC1-3 und HDACS8 in gesunden und durch
Karies entziindeten Odontoblasten kann fiir die Funktionen von HDACs der Klasse | in der
transkriptionalen Regulation der Tertiardentinbildung von wichtiger Bedeutung sein. Man kann
so feststellen, ob sich die Histone in humanen Odontoblasten unter entzindlichen
Bedingungen in Acetylierungs- oder Deacetylierungszustanden befinden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie kdnnen bei der Entwicklung neuer Therapieansatze zur Bekampfung der
Karies helfen, indem spezifische Inhibitoren der HDACs bei der transkriptionalen Regulation
der Tertiardentinbildung (z. B. als Uberkappungsmaterial) fir die Kariestherapie zur
Anwendung kommen.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1. Untersuchungsmaterial

Das ausgewahlte Untersuchungsmaterial bestand aus 11 bleibenden Molaren von Patienten,
die zwischen 17 und 35 Jahre alt waren. Fur die Studie wurden sowohl Kklinisch-
asymptomatische, gesunde Zahne, als auch Molaren (insbesondere 8er) mit beginnenden
karidsen Lasionen ohne Eréffnung der Pulpa gesammelt. Alle Patienten haben im Vorfeld eine
Einwilligungserklarung unterzeichnet, die die Nutzung der ohnehin extraktionswurdigen Zahne
als Uberschussmaterial fir medizinische Forschungszwecke erlaubt. Die Extraktionen
erfolgten in der zahnarztlichen Chirurgie der Universitdtsmedizin Mainz aufgrund
kieferorthopadischer Notwendigkeit, prothetischer Gesamtplanung, retromolarem Engstand
(8er) bei erschwerter Reinigungsmoglichkeit und anderen Diagnosen. Nach der
histopathologischen Diagnosestellung mittels HE-Farbung bestand die Kontrollgruppe, welche
ausschlief3lich histopathologisch gesund eingestufte Molaren enthalt, aus 5 Molaren. Die
weiteren untersuchten 6 Molaren enthielten karidse Lasionen.

3.1.2 Pufferldsungen, Fixativ und Entkalkungslosung

Far die vorliegende Arbeit wurden die unten aufgefihrten Losungen bendtigt, welche wie folgt
angesetzt wurden:

Phosphatpuffer (PB):

Um eine 0,1 molare PB-Gebrauchslésung zu erhalten, wurde zuerst eine 1 Liter Stammldsung
0,2 molarer PB mit einem pH-Wert von 7,4 angesetzt. Hierzu wurden 28,8 ¢
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NagHPO4 x 2 H20) [Carl Roth GmbH] und 5,2g
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat [Merck KGaA] abgewogen und in 900 ml destilliertem
Wasser geldst. Im Weiteren bestimmte man den pH-Wert und stellte diesen mittels
Natriumhydroxids (NaOH) und Chlorwasserstoffsaure (HCI) auf den gewilinschten Wert von
7,4 ein. Danach wurde die 0,2 molare Stammldsung auf einen Liter mit destilliertem Wasser
aufgefullt. Damit nun aus der Stammldsung die Gebrauchslésung hergestellt wurde, verdinnte
man die Stammlésung 1:1 mit destilliertem Wasser und stellte den pH-Wert erneut auf 7,4 ein.
Der hergestellte Phosphatpuffer wurde bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS):

Far den 0,2 M Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS) wurden die gleichen Chemikalien in
derselben Menge wie flir den PB verwendet (28,8g/| NagHPO4 x 2 H20 und 5,2g/| NaH2PO4
x H20). Zusatzlich wurden fir diese PBS-Stammlésung 17,53g Natriumchlorid (NaCl)
abgewogen und mit den PB-Chemikalien zusammen in 900ml destilliertem Wasser gelost. Der
pH-Wert wurde auf 7,4 angepasst und die L6sung mit destilliertem Wasser aufgefillt, sodass
man einen Liter 0,2M PBS-Stammldsung erhielt. Fir die bendtigte 0,1M PBS-
Gebrauchslosung wurde diese Stammlésung ebenfalls 1:1 mit destilliertem Wasser verdinnt
und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. 0,1M PBS wurde ebenfalls bei 4°C im Kuhlschrank
aufbewahrt.
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Trispuffer (TB), Tris-HCI Puffer und Trispuffer-NaCl (TBS):

Zur Herstellung von einem Liter einer 0,5 M TB-Stammlésung wurden 60,57 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) von Carl Roth abgewogen und mit 800ml destilliertem
Wasser vermischt. Aus dieser Stammlésung wurden nun der Tris-HCI Puffer und die TBS-
Gebrauchslosung folgendermafien angefertigt:

Far einen Liter 0,05M TBS-Gebrauchslésung I6ste man 8,76 g Natriumchlorid in 900 ml
destilliertem Wasser und fugte im Anschluss 100 ml 0,5M TB-Stamml&sung hinzu.

Um den 0,05M Tris-HCI Puffer herzustellen, wurden 100 ml 0,5M TB-Stammldsung mit 900 ml
destilliertem Wasser gemischt.

Bei beiden Puffern (Tris-HCI und TBS) wurde anschlieRend der pH-Wert auf 7,6 eingestellt.

Fixativ (Zamboni-Lésung: 4% Paraformaldehyd+0,2% Pikrinsaure in 0,1 M PBS):

Die 4%ige Paraformaldehyd (PFA) Fixationslésung musste unter dem Abzug hergestellt
werden. Zunachst wurden 40g Paraformaldehyd (PFA) (Roth) in 400ml destilliertem Wasser
auf einem Heizmagnetrihrer geldst. Um diesen Prozess zu beschleunigen wurden 10 ml
10%iges Natriumhydroxid (NaOH) in die Lésung hinzugegeben. Nachdem das PFA in
Aquadest vollstandig aufgeldst war, wurde die PFA-Losung mittels Filterpapiers in einen
Messzylinder filtriert. Nach der Abkihlung wurde die PFA-Lésung mit 500 ml 0,2 M PBS
gemischt. In diese Losung wurde 0,2%ige Pikrinsaure (TNP) hinzugegeben. Im Anschluss
wurde das Gemisch auf insgesamt 1000ml mit destilliertem Wasser aufgefillt. Diese Zamboni-
Fixatividsung, welche 4% PFA, 0,2% Pikrinsaure in 0,1 M PBS, pH 7,35 enthalt, wurde bei
+4°C aufbewahrt.

Entkalkungslésung:

Zur Herstellung der Entkalkungslésung wurden 150,885 ml Ameisensaure [Carl Roth] mit
849,115 ml der zuvor hergestellten 0,1 M Phosphatpuffer-Gebrauchslésung vermengt. Die
verwendete Ameisenséaure hatte eine Aquivalentkonzentration von 4. Die 4N Ameisenséure-
Entkalkungslésung wurde ebenfalls bei +4°C gelagert.

3.2 Methoden

3.2.1 Praparation und Immersionsfixation des Untersuchungsmaterials

Die fur die vorliegende Arbeit gesammelten Molaren wurden direkt nach der Extraktion in
einem beschrifteten Falcon-Réhrchen mit Fixatividsung (4% PFA und 0.2% TNP in 0.1 M PBS)
gelagert und im Kihlschrank bei 4°C flr 48-72 Stunden fixiert.

3.2.2 Dekalzifizierung, Waschung und Kryoprotektion der Molaren

Fir den dreiwdchig andauernden Dekalzifizierungsprozess der Zahne behandelte man diese
mit der hergestellten Entkalkungslésung (4 N Ameisensaure in 0,1 M PB) und lagerte die
Zahne weiterhin bei 4°C. Der Wechsel dieser Losung erfolgte zweimal wdchentlich.

Nach der Entkalkung wurden die Proben in 0,1 M PBS (pH 7,4) fir 72 Stunden bei +4°C
gewaschen.
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Im Anschluss erfolgte die Kryoprotektion: Hierfir wurden die Molaren in einer 30%igen
Saccharose/PBS Lésung (30% Saccharose in 0,1 M PBS, pH 7.4) tGber 24 Stunden bei +4°C
gelagert.

3.2.3 Kryoeinbettung und Schockgefrieren der Zahne

Um die Molaren einzubetten, wurden kleine Wirfel aus Aluminiumfolie gefaltet, welche
zunachst an einer Seite offenblieben. Nun wurden diese mit dem Einbettmedium Tissue-Tek
O.C.T. Compound [Sakura] befillt und die Zahne in den Aluminiumfolie-Boxen horizontal
positioniert. Nach Kontrolle der korrekten Position der Molaren wurde die offene Seite mittels
Folie verschlossen und in flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren.

Fir das weitere Procedere wurden die nun tiefgefrorenen Blocke umgehend in einen
speziellen TiefkUhlschrank gelegt. Dort verbleiben diese flir mindestens 7 Tage bei -82°C.

3.2.4 Kryoschneiden der Molaren und Lagerung der Schnitte

Die zu schneidende Probe wurde aus dem Tiefklihlschrank entnommen und zunachst fir zwei
bis drei Stunden in der Kiihlkammer des Kryostats gelagert, um eine Temperaturanpassung
von -82°C auf -28°C zu bewirken. Nun wurde der Zahn parallel zum Metallmesser des
Kryostats ausgerichtet. Im Anschluss wurde dieser mit Hilfe des Kryostats bei -20°C
geschnitten: Hierbei wurde eine Schichtdicke von 30 um eingestellt und die Schnitte in mesio-
distaler Richtung angefertigt.

Die 30 um dicken, freischwimmenden Schnitte wurden in 24er Wellplatten in 0,1 M PBS bei
+4°C aufbewahrt und im Weiteren fiir die geplante Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)
und fUr immunhistochemische Inkubationen verwendet.

3.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Charakterisierung der Schnitte

Fir die Auswahl der aufeinanderfolgenden Schnitten fir die immunhistochemischen
Untersuchungen der Histondeacetylasen (HDACs) der Klasse | musste zunachst die
endglltige Diagnose der gesunden und entzindeten Dentin-Pulpa-Einheit mittels
Histopathologie gestellt werden. Hierzu wurde je ein Schnitt pro 24er Wellplatte [Orange
Scientific] mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gefarbt, um so beispielsweise
Entziindungsherde, die Odontoblastendegeneration und die verschiedenen Dentinarten zu
erkennen.

Die Schnitte wurden nach Entnahme aus der 24er Wellplatte mittels eines Pinsels in
destilliertes Wasser uberfuhrt und im Anschluss auf einen Objekttrager zum Trocknen
aufgebracht.

Die HE-Farbung verlief wie folgt: Als erstes wurde der zu farbende Schnitt fir 5 Minuten mit
destilliertem Wasser gewaschen. Um alle basophilen Strukturen (insbesondere die Zellkerne)
anzufarben, wurde dann fir 10 Minuten die Farbung mit der Hamatoxylin-Loésung nach Mayer
(50 g Kalium/Ammonium, 0,2 g NalOs, 1 g Zitronensaure und 1000 ml destilliertes Wasser)
durchgefuhrt. Im Anschluss wurde der zu farbende Schnitt 2x5 Minuten lang in Kivetten mit
warmem Leitungswasser gewaschen, um den pH-Wert fur eine intensivere Farbung der
Strukturen zu erhéhen. Dann farbte man fir 10 Minuten alle azidophilen Strukturen (v.a. die
Zytoplasma-Proteine) mit Hilfe der Eosin-Lésung. Nach der Eosin-Losung wurden die Schnitte
fur 5 Sekunden mit destilliertem Wasser gespllt. Im Anschluss erfolgte die Entwasserung der
Schnitte in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von Alkoholldsungen: 50% Ethanol fir 10
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Sekunden, 70% Ethanol fir 15 Sekunden, 80% Ethanol fir 1 Minute, 90% Ethanol fir 5
Minuten, 100% Ethanol | fir 5 Minuten und 100% Ethanol Il fir 5 Minuten.

Vor dem Eindecken in Entellan new [Sigma-Aldrich] wurde eine letzte Klarung des
Gewebeschnittes in Xylol | und Xylol Il fur jeweils 3 Minuten durchgefuhrt. Bei der Eindeckung
der Schnitte durften keine Luftblaschen zwischen dem Objekttrdger und dem Deckglas
eingeschlossen werden.

Zur Charakterisierung des Schnittes und Erstellung der endglltigen Diagnose des extrahierten
Zahnes wurde jeder 24. Schnitt mittels HE-Farbung gefarbt und dann unter einem
Lichtmikroskop begutachtet. Ein genaues Augenmerk wurde hierbei auf die Pulpa und das
Tertiardentin gelegt. Sobald man dort beispielsweise Vakuolen im Bereich der Odontoblasten
oder sonstige Veranderungen der Zellmorphologie (Entziindungen, Hyalindegeneration,
Odontoblastendegeneration, ...) identifizieren konnte, wurde der extrahierte Zahn als
pathologisch verandert eingestuft. So wurden die Zahne in zwei Gruppen eingeteilt: Eine
Gruppe von Molaren mit ausschlie3lich physiologischen Odontoblasten und eine weitere mit
degenerierten/entziindeten Odontoblasten aufgrund von Noxen.

3.3 Die Spezifitat der primaren Antikorper

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden folgende monoklonale Antikérper
von Santa Cruz (Sc) verwendet, die alle in Mausen hergestellt wurden: HDAC1 (Klon: 10E2;
sc-81598), HDAC2 (Klon: 3F3; sc-81599), HDAC3 (Klon: 3G6; sc-81600) und HDACS (Klon:
B-4; sc-365620).

Der monoklonale Mausantikdrper HDAC1 richtet sich gegen die Aminosauresequenz 467-482
des humanen HDAC1. Der Antikdrper wurde in verschiedenen Untersuchungen mittels
Westernblot und Immunhistochemie validiert (Datta et al., 2018, Kim et al., 2021). Der
Mausantikérper HDAC2 erkennt ein Epitop zwischen der Aminosauresequenz 473-488 im C-
Terminus des humanen HDAC2. Auch dieser Antikérper wurde mittels Westernblot und
Immunhistochemie charakterisiert (Regel et al., 2012, Lodrini et al., 2013). Der monoklonale
Mausantikérper HDAC3 richtet sich wie HDAC2 im C-Terminus gegen eine
Aminosauresequenz, jedoch gegen die Sequenz 411-428. Eine Validierung von HDAC3
mittels Westernblot und Immunhistochemie liegt ebenfalls vor (Sferra et al., 2017, Yadav et
al., 2021). HDACS8 erkennt zwischen der Aminosduresequenz 2-28 am N-Terminus des
humanen HDACS ein Epitop und kann dort spezifisch binden. Auch dieser Antikérper wurde
mittels Westernblot und Immunhistochemie charakterisiert (Sferra et al., 2017, Yao et al.,
2020).

Zur Darstellung der Odontoblasten wurde ein monoklonaler Kaninchenantikdrper namens
L#Anti-Nestin antibody“ (Klon: SP103; ab105389) von abcam verwendet. Dieser Antikdrper
richtet sich gegen eine Sequenz, die sich innerhalb der Aminoséure 1600 bis zum C-terminalen
Ende des humanen Nestins befindet. Die Spezifitat dieses monoklonalen
Kaninchenantikorpers wurde ebenfalls mittels immunhistochemischer Methoden dargestellt
(Pijuan-Galito et al., 2016, Li et al., 2018).

3.4 Immunhistochemische Inkubationsmethoden

Die fur die vorliegende Arbeit durchgefihrten Inkubationen erfolgten an freischwimmenden
Schnitten in einer 12er Wellplatte [Orange Scientific].
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3.4.1 Die Bestimmung der optimalen Verdunnung der primaren Antikorper

Durch die Verdinnungsreihe wurde die ideale Verdinnung der primaren Antikdrper bestimmt.
Mit der optimalen Verdlinnung wurden alle Antikérperbindungsstellen besetzt, ohne das ein
Uberschuss an Antikérpern bestand. Ein Uberschuss von Antikdrpern fiihrte zu einer
Uberlappung auf den Schnitten, sodass diese zu intensiv gefarbt waren und die einzelnen
Strukturen der Dentin-Pulpa-Einheit nicht mehr eindeutig beurteilbar waren.

Hierzu wurden insgesamt 16 Schnitte in einer Wellplatte mit den 4 verschiedenen primaren
Antikérpern (HDACA1, 2, 3 und 8) in 4 verschiedenen Verdinnungen 1:500, 1:800, 1:1000 und
1:2000 inkubiert. Der sekundare Antikérper wurde bei allen Untersuchungen immer 1:500
verdunnt. Der Ablauf immunhistochemischen Inkubationen entsprach dem der Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex-Methode (Details siehe Kapitel 3.4.2). Nach einmaliger Durchfiihrung
der Verdinnungsreihe wurde fur alle weiteren Inkubation die folgenden Verdinnungen
festgelegt: HDAC1, HDAC2 und HDAC3 wurden 1:1000 verdiinnt und HDACS8 1:800 verdinnt.

3.4.2 Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode (ABC-Methode)

Mit der ABC-Methode wurden die Gewebeschnitte zwei Tage lang mit unterschiedlichen
Reagenzien inkubiert. Wenn keine weiteren Angaben vorliegen, wurde die Methode unter
Raumtemperatur durchgefihrt und die Schnitte mit 0,05 M TBS, pH 7,6 gewaschen.

indirektes
DAB

DAB
Avidin-Biotin- ‘\'
Peroxidase-Komplex chromogenes
? DAB

biotinylierter
sekundérer AK

primarer AK

Zellkern

Extrazellulare Matrix

Odontoblast

Abbildung 3: Prinzip der ABC-Methode. Der primare Antikdrper (pAk) ist ein monoklonaler
Mausantikorper [Santa Cruz] und bindet spezifisch an die entsprechende HDAC der Klasse |. Der
biotinylierte sekundare, in der Ziege hergestellte Antikdrper (sAk) bindet spezifisch an den pAk, da der
Schnitt vor der Inkubation mit einem Blockierungspuffer (BP), welcher Normal Goat Serum (NGS)
enthalt, behandelt wurde. Mit Hilfe des ABC-Komplexes und dem Diaminobenzidin (DAB) wurden die
spezifischen Bindungen an der entsprechenden HDAC visualisiert. Das Avidin des ABC-Komplexes
bindet an das Biotin des sAk. Das Substrat DAB reagiert mit der Peroxidase (P) des ABC-Komplexes,
wodurch eine braunliche Farbung im Gewebeschnitt entsteht, die im Lichtmikroskop sichtbar ist.
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Am ersten Tag wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 15 Minuten gewaschen. Im Anschluss
wurde zur Hemmung der endogenen Peroxidasen im Dunkeln TBS und 0,3% H2O: in die
Wellplatten gegeben (20 Minuten). Hiernach wurden die Proben erneut zweimal fur jeweils 5
Minuten gewaschen. Nun inkubierte man die Schnitte mit 0,25%igem Triton X-100 [Sigma-
Aldrich] fir 30 Minuten. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut fur jeweils 5 Minuten
gewaschen.

Es folgte die 30-mindtige Inkubation mit der Blockierungslésung. Diese setzte sich aus
2%igem bovine serum albumin (BSA) [Sigma-Aldrich] und 5%igem normal goat serum (NGS)
[Vector Laboratiers] in 0,05 M TBS zusammen und sollte die unspezifischen Verbindungen der
Immunglobuline unterbinden.

Wahrend der letzten 5-10 Minuten in der Blockierungsldsung wurden vorbereitend die
primaren Antikbrper (monoklonale Mausantikérper von Santa Cruz) in 0,05 M TBS verdunnt.
Nach Ablauf der halben Stunde wurden die primaren Antikorper in die Wellplatten hinzugefigt
und Uber 24 Stunden bei 4°C inkubiert.

Zu Beginn des zweiten Tages wurden die Schnitte zunachst zweimal fir jeweils 15 Minuten
gewaschen. Nun inkubierte man den zuvor ebenfalls in TBS verdlnnten sekundaren
Antikoérper aus der Ziege fur 1 Stunde. Nach Ablauf der Stunde wurden die Gewebeschnitte
zweimal fur jeweils 15 Minuten gewaschen, damit im Anschluss die Inkubation mit dem ABC-
Komplex unter Lichtausschluss erfolgte (1 Stunde). Dann wurden die Proben im Dunkeln
gewaschen (2x 15 Min.). Nun behandelte man die Schnitte mit der Diaminobenzidin (DAB)-
Loésung entsprechend der Entwicklungszeit jedes Antikorpers (5-15 Minuten). Nach Ablauf der
Zeit wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser bei Raumtemperatur gewaschen werden (2x
15 Min.).

Sobald das Waschen abgeschlossen war, zog man die Schnitte auf poly-L-Lysin beschichteten
Objekttragern auf und liel3 sie bei Raumtemperatur mindestens 15 Minuten lang trocknen.

Nun wurden die Schnitte mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 80%, 90%,
100% I, 100% 1) fur jeweils 4 Minuten pro Lésung dehydriert und dann durch die Behandlung
mit Xylol-I und -1l geklart (2 Min. je Xylol).

Nach Abschluss der Xylol Behandlung konnten die Schnitte in Entellan eingedeckt werden.

Zur Kontrolle der ABC-Methode wurde pro Wellplatte jeweils ein Schnitt nur mit dem
sekundaren Antikdrper inkubiert und nach den oben beschriebenen Schritten angefertigt.

Nach mindestens 3-tagiger, lichtgeschutzter Lagerung wurden die Schnitte mikroskopiert und
ausgewertet.

3.4.3 Densitometrie zur Quantifizierung der Immunhistochemie

Um die durchgeflihrte Immunhistochemie zu quantifizieren, wurden immunhistologische Bilder
der gesunden und entziindeten Odontoblasten in 40facher Vergroerung mit einem
Lichtmikroskop (Leica DMRB) und einer Kamera der Marke Leica angerfertigt. Die Bilder
wurden innerhalb eines Tages ohne zwischenzeitliche Umstellung der Parameter
(Belichtungszeit, Sattigung etc.) angefertigt. Die densitometrischen Vermessungen erfolgten
mit dem Programm ImageJ. Mit Hilfe dieser Messungen wurden die Farbungsintensitaten der
HDACs der Klasse | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS8) in den Odontoblastenzellkernen
bestimmt und statistisch ausgewertet.

Hierfir wurden zuerst drei Hintergrundgrauwerte in den zellfreien Zonen eines Schnittes
vermessen und der Mittelwert berechnet. Im Anschluss wurden die zuvor immunhistochemisch
eingefarbten Odontoblasten an drei verschiedenen Stellen gemessen und ebenfalls ein
Mittelwert dieser Messungen gebildet.
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Material und Methoden

Die Farbungsintensitat liel® sich aus der Differenz des Mittelwerts der Hintergrundfarbung und
dem Mittelwert der gemessenen Odontoblastenschicht berechnen.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde durchgefuhrt, um die Unterschiede des mittleren Grauwerts
(MGW) der HDACs der Klasse | in Odontoblasten (HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS) in
gesunden und karidsen Molaren zu untersuchen. Die Normalverteilung wurde mit Hilfe von Q-
Q-Plots visuell Gberpruft. Es wurden unabhangige t-Tests durchgefiihrt, um die Mittelwerte der
MGW der jeweiligen Proteine (HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS8) zwischen den beiden
Gruppen (gesund n=5, kariés n=6) zu vergleichen. Die t-Tests wurden durchgefihrt, um die
Hypothese zu verifizieren, dass die gesunden Molaren niedrigere mittlere MGW-Werte als die
kariésen Molaren aufweisen. Alle Analysen erfolgten mit RStudio (RStudio PBC, Boston, USA,
2024.4.2.764). Es galt ein Signifikanzwert von p < 0,050.
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4 Ergebnisse

4.1 Histologische Charakterisierung der gesunden und der durch Karies
entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit

Zur histopathologischen Diagnose wurde jeder 24. Schnitt eines Zahnes mittels HE-Farbung
gefarbt. Anhand dieser Schnitte wurden die finalen Diagnosen der Zahne im 4 Augen (M.B.,
Y.K.) Prinzip gestellt.

4.1.1 Histologische Darstellung der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit

In der Zahnheilkunde gibt es eine groRe Diskrepanz zwischen der klinischen und
histopathologischen Diagnose. Die endgultige Diagnose in der Zahnheilkunde wird
histopathologisch gestellt. In der vorliegenden Studie wurden daher die Schnitte der gesunden
und entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit basierend auf der histopathologische Diagnose
ausgewahlt (Korkmaz et al., 2011, Korkmaz et al., 2023).

In der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit wurden die Dentinschichten (Primardentin,
Sekundardentin, Pradentin) in einer strukturellen Ordnung beobachtet (Abb. 4A). Die
zellularen Schichten der gesunden Pulpa (Odontoblastenschicht, die zellarme und zellreiche
Zone, der subodontoblastische Plexus) waren ebenfalls in einer strukturellen Ordnung
ersichtlich. In der gesunden dentalen Pulpa wurden zahlreiche Pulpazellen beobachtet. Die
BlutgefalRe und die Nervenfasern verzweigten sich in der koronalen Pulpa und bildeten
unterhalb der Odontoblastenschicht den Subodontoblasten-Plexus (Abb. 4A).

Abbildung 4: Darstellung der gesunden und entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte in HE-Farbung und 10-facher Vergréf3erung, Messbalken = 100um.

(A) Gesunder Zahn. Das Primardentin (pd) ummantelt die Pulpa. Die Odontoblastenschicht (o) stellt
sich regelrecht dar. Zwischen den Odontoblasten und dem Sekundardentin (sd) ist das Pradentin als
hell rosane Linie klar abgrenzbar ersichtlich. Die zellreiche Zone (zrz) und die zellarme Zone (zaz)
sind klar voneinander abgrenzbar. Die dentale Pulpa (dp) ist frei von Entziindungszellen.

(B) Zahn mit initialer Dentinkaries. Die Odontoblastenschicht ist im Vergleich zum gesunden Zahn
schmaler, da ein Teil der Odontoblasten bereits degeneriert ist. Die zellarme Zone ist teilweise nicht
mehr von der zellreichen Zone trennbar.

(C) Zahn mit ausgepragter Odontoblastendegeneration und Vakuolenbildung (v). Die Odontoblasten
sind aufgrund einer starken Entziindungsreaktion degeneriert. Unterhalb der kariésen Lasion und des
Sekundardentins ist das Tertidrdentin (td) sichtbar. In der dentalen Pulpa sind viele
Entziindungszellen sichtbar.
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4.1.2 Histologische Darstellung der durch Karies entzindeten Dentin-
Pulpa-Einheit

Die histologische Ordnung der Struktur und Zellschichten, die in der gesunden Dentin-Pulpa-
Einheit ersichtlich war, konnte in den kariosen Molaren nicht beobachtet werden. In der
vorliegenden Studie wurden die kariésen Molaren, bei denen die Pulpa eréffnet war, fur die
immunhistochemischen Inkubationen ausgeschlossen. Es wurden ausschlieRlich Molaren mit
initialer Dentinkaries und Dentinkaries ohne Eroffnung der dentalen Pulpa in die Studie
eingeschlossen.

In der durch Karies entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit war eine unregelmafig dick verlaufende
Odontoblastenschicht innerhalb der Pulpa ersichtlich. Die Odontoblastenschicht unterhalb der
karidsen Lasion zeigte sich im Vergleich zur gesunden Odontoblastenschicht schmaler (Abb.
4C). Zwischen den Odontoblastenfortsatzen zeigten sich teilweise Vakuolen von
unterschiedlicher GroRe und Intensitat. Weiterhin sind teilweise Entziindungszellen unterhalb
der kariésen Lasion in der Pulpa ersichtlich (Abb. 4B, C). In der entziindeten dentalen Pulpa
wurden gelegentlich Matrixablagerungen (Dentikel) und Verkalkungen beobachtet (Daten
wurden nicht gezeigt).

4.2 Die Expression der HDACs Klasse | in Odontoblasten der gesunden
Dentin-Pulpa-Einheit

Nachdem die histopathologische Diagnose fiir die Schnitte der gesunden und entziindeten
Dentin-Pulpa-Einheit von humanen Molaren gestellt worden war, wurden sechs
aufeinanderfolgende, freischwimmenden Kryoschnitte ausgewahlt. Der erste Schnitt wurde
erneut mit einer HE-Farbung gefarbt, um die Diagnose zu bestatigen. Der zweite Schnitt wurde
mit dem Antikérper gegen HDAC1, der dritte Schnitt mit dem Antikdrper gegen HDAC2, der
vierte Schnitt mit dem Antikérper gegen HDAC3 und der funfte Schnitt mit dem Antikdrper
gegen HDACS inkubiert. Der sechste Schnitt diente als Kontrolle und wurde ohne primaren
Antikorper inkubiert.

In den Odontoblasten der gesunden Molaren war HDAC1 im Zellkern und im Zytoplasma zu
erkennen (Abb. 5A, Abb. 7A, B). HDAC2 wurde hauptséachlich in den Zellkernen der gesunden
Molaren identifiziert (Abb. 5B, Abb. 8A, B). HDAC3 war hauptsachlich im Zytoplasma der
Fortsatze der gesunden Odontoblasten erkennbar (Abb. 5C, Abb. 9A, 9B). Im Zellkern und
Zytoplasma der gesunden Odontoblasten war keine Expression von HDACS ersichtlich (Abb.
5D, Abb. 10A, B). In der immunhistochemischen Kontrolle wurde keine Immunreaktivitat
detektiert (Abb. 5E, Abb. 11A, B).
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Abbildung 5: Expressionen der HDACs der Klasse | in der physiologischen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher VergréRRerung, Messbalken = 100um. In allen Schnitten ist die
zellarme Zone (zaz) ist klar von der zellreichen Zone (zrz) abgrenzbar. Die dentale Pulpa (dp) stellt sich
regelrecht dar und ist frei von Entziindungszellen. Das Primardentin (pd) ummantelt die Pulpa. Die
Odontoblastenschicht (o) ist homogen und frei von Vakuolen.

(A) Es ist eine Farbung in den Odontoblastenzellkernen sichtbar. Eine Subpopulation von
Odontoblasten ist stark gefarbt, eine andere schwach. Im Zytoplasma ist teilweise eine schwache
HDAC1-Farbung ersichtlich.

(B) Der Schnitt zeigt eine starke Farbung einer gro3en Subpopulation von Odontoblasten. Eine Farbung
des Zytoplasmas oder der Fortsatze ist nicht ersichtlich. HDAC2 wurde ausschlieBlich in den Zellkernen
exprimiert.

(C) Die Abbildung zeigt eine deutliche Farbung der Odontoblastenfortsatze (of), vor allem im Bereich
des Pradentins. Eine kleine Subpopulation von Odontoblasten zeigt eine schwache Farbung in den
Zellkernen.

(D) HDACS8 wurde in den Odontoblasten nicht detektiert. Ebenso ist keine Farbung der Fortsatze oder
im Zytoplasma ersichtlich. Die Kontrolle (E) zeigte ebenfalls keinerlei Farbungen.
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4.2.1 Die Expression von HDAC1 in Odontoblasten der gesunden Molaren

Die Odontoblasten zeigten nach Durchfiihrung der IHC eine Farbung in den Zellkernen. Diese
waren in den entsprechenden Praparaten teilweise stark, teilweise schwach gefarbt. Weiterhin
zeigte sich in der Pulpa eine Farbung der Zellen in der zellreichen Zone und in der dentalen
Pulpa (Abb. 5A, 7A, B).

In einer Subpopulation von Odontoblastenzellkorpern wurde HDAC1 im Zellkern detektiert.
Auch in diesen Zellen war eine schwache Farbung von HDAC1 im Zytoplasma zu erkennen.
In einer grofden Subpopulation von Odontoblasten wurde HDAC1 sowohl im Zellkern als auch
im Zytoplasma mit mittlerer Farbungsintensitat gefunden (Abb. 5A, Abb. 7A, B).

4.2.2 Die Expression von HDACZ2 in Odontoblasten der gesunden Molaren

In Odontoblasten der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit wurde HDAC2 ausschlief3lich in den
Zellkernen detektiert. In einer groflen Subpopulation von gesunden Odontoblasten wurde
HDAC?2 sehr stark exprimiert, wahrend in einer kleiner Subpopulation HDAC2 schwach
exprimiert wurde. Im Zytoplasma der gesunden Odontoblasten konnten keine
immunhistochemische Farbungen fir HDAC2 beobachtet werden (Abb. 5B, Abb. 8A, B).

4.2.3 Die Expression von HDAC3 in Odontoblasten der gesunden Molaren

In gesunden Molaren wurde HDAC3 im Zytoplasma mit einer deutlichen Farbung und
detektiert (Abb. 5C, Abb. 9A, B). In einer Subpopulation von Odontoblasten konnte in deren
Zellkdrpern eine geringgradige Farbung detektiert werden. In den Odontoblastenfortsatzen
innerhalb des Pradentins und den initialen Dentinkanalchen wurde HDAC3 deutlich mit einer
starken Farbungsintensitat identifiziert (Abb. 5C, Abb. 9A, B).

In der zellreichen Zone der gesunden Pulpa wurde in den Stromazellen eine Expression von
HDACS3 sowohl im Zytoplasma als auch in den Kernen entdeckt (Abb. 5C, Abb. 9A, B).

4.2.4 Die Expression von HDACS8 in Odontoblasten der gesunden Molaren

In Odontoblasten der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit wurde HDACS8 nicht detektiert. Es war
keinerlei Farbung in den Fortsadtzen, Zytoplasma oder Zellkernen der Odontoblasten
ersichtlich. Auch in Zellen der zellreichen Zone wurde keine Immunreaktivitat fir HDACS8
festgestellt (Abb. 5D, Abb. 10A, B).

4.2.5 Die immunhistochemische Kontrolle

In Zellen der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit war kein immunhistochemisches Signal in den
Kontrollschnitten ersichtlich. Die Schnitte wurden mit allen Reagenzien mit Ausnahme des
primaren Antikérpers inkubiert. In den Zellen wurde eine einheitliche Hintergrundfarbung
beobachtet, welche aufgrund der durchgefihrten Inkubationen zu erwarten war (Abb. 5E, 11A,
B).
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4.3 Die Expression der HDACs Klasse | in Odontoblasten der durch
Karies entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit

Im Vergleich zu den gesunden Odontoblasten induzieren kariése Lasionen eine signifikant
héhere Expression von HDAC1 (Abb. 6A, Abb. 7C, D) und HDAC2 (Abb. 6B, Abb. 8C, D) in
den entziindeten Odontoblastenzellkernen. Kariése Lasionen bewirken zwar eine erhdhte
Expression fur HDAC3 in den Zellkernen und Fortsatzen der Odontoblasten, jedoch waren die
Befunde statistisch nicht signifikant (Abb. 6C, Abb. 9C, D, Abb. 12). In gesunden und durch
Karies entziindeten Odontoblasten war eine Expression fir HDACS8 nicht identifizierbar (Abb.
6D, Abb. 10C, D). Die immunhistochemische Kontrolle zeigten sich ohne relevante Farbung
(Abb. 6E, 11C, D).

Abbildung 6: Expressionen der HDACs der Klasse | in der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher VergroRerung, Messbalken = 100um. Darstellung von HDAC1
(A), HDAC2 (B), HDAC3 (C), HDACS8 (D) und der Kontrolle (E). Einzelheiten siehe Text und in den
weiteren Abbildungen.
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4.3.1 Die Expression von HDAC1 in Odontoblasten der kariésen Molaren

Die initiale Dentinkaries induzierte eine starke Expression von HDAC1 im Zellkern der
Odontoblasten, die sich unterhalb der kariésen Lasion befinden (Abb. 6A, Abb. 7B, C). In
Odontoblasten, die sich nicht unterhalb der kariésen Lasion befinden, war eine Expression von
HDAC1 wie im gesunden Odontoblasten zu erkennen (Abb. 7).

Abbildung 7: Expression von HDAC1 in der gesunden und kariosen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher (links, Messbalken = 100um) und 20-facher (rechts,
Messbalken = 50um) Vergroferung.

(A, B) Die gesunde Pulpa (dp) ist frei von Entziindungszellen und zeigt eine heterogen gefarbte
Odontoblastenschicht (o). Das Primardentin (pd) zeigt sich regelrecht. Es sind BlutgefaRanschnitte (bg)
mit Erythrozyten ersichtlich.

(C, D) In der kariésen dentalen Pulpa (dp) sind Entziindungszellen und hyperamische Blutgefale (*)
aufgrund der Entziindung sichtbar. Die Odontoblasten (o) zeigen sich im Bereich unterhalb der karidésen
Lasion teilweise bereits degeneriert (do). Im Vergleich zur gesunden Pulpa ist eine deutlich starkere
Farbung der Odontoblastenzellkerne ersichtlich.
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4.3.2 Die Expression von HDAC2 in Odontoblasten der kariosen Molaren

In Odontoblasten der durch Initialkaries der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit wurde in
nahezu allen Zellkernen eine starke Expression fir HDAC2 detektiert. In einer sehr kleinen
Subpopulation von entziindeten Odontoblastenzellkernen wurde HDAC2 schwach exprimiert
(Abb. 6B, Abb. 8C, D).

Die initiale Dentinkaries induzierte auch eine starke Expression von HDAC2 in den Kernen der
Pulpazellen, die sich in der zellreichen Zone befanden (Abb. 6B, Abb. 8C, D).

Abbildung 8: Expression von HDAC2 in der gesunden und kariosen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher (links, Messbalken = 100um) und 20-facher (rechts,
Messbalken = 50um) Vergroferung.

(A, B) Es zeigt sich eine heterogene Farbung in den Odontoblastenzellkernen (o). Das Primardentin
(pd) erscheint regelrecht. Die dentale Pulpa (dp) ist entziindungsfrei mit BlutgefaBen (bg) die
Erythrozyten enthalten.

(C, D) Im Vergleich zur gesunden Dentin-Pulpa-Einheit ist eine deutliche Zunahme der
Farbungsintensitat der Odontoblastenzellkerne (o) ersichtlich. Die BlutgefalRe (bg) in der Pulpa (dp)
enthalten neben den Erythrozyten auch Entzindungszellen.
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4.3.3 Die Expression von HDAC3 in Odontoblasten der kariosen Molaren

Die Dentinkaries induzierte im Vergleich zu gesunden Molaren eine starke Farbung von
HDAC3 in den Fortsatzen der Odontoblasten, die sich innerhalb des Sekundardentins
befanden. Eine Expression von HDAC3 in den Odontoblastenzellkernen wurde nur in einer
kleinen Subpopulation von Odontoblasten unterhalb der karidsen Lasion festgestellt (Abb. 6C,
Abb. 9C, D).

In den Stromazellen der dentalen Pulpa, die sich in der zellreichen Zone befinden, wurde nach
der initialen Dentinkaries eine sehr schwache Farbung von HDAC3 festgestellt (Abb. 6C, Abb.
9C, D).

Abbildung 9: Expression von HDAC3 in der gesunden und kariosen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher (links, Messbalken = 100um) und 20-facher (rechts,
Messbalken = 50um) Vergroferung.

(A, B) Gesunde Pulpa (dp) mit regelrechter Odontoblastenschicht (o) und BlutgefafRen (bg) ohne
Entziindungszellen. Eine Subpopulation von Odontoblastenzellkernen zeigt eine geringe Farbung. Im
Zytoplasma ist eine deutliche Farbung ersichtlich.

(C, D) In der kariésen Pulpa (dp) sind eine degenerierte Odontoblastenschicht (do) unterhalb der
kariobsen Lasion und hyperanamische Blutgefale mit Entzindungszellen (*) sichtbar. Die
Odontoblastenzellkerne (o) zeigen sich schwach gefarbt. Im Vergleich zur gesunden Pulpa zeigt sich
eine Zunahme der Farbung in den Fortsdtzen (#) der Odontoblasten, die sich innerhalb des
Sekundardentins (sd) befinden.
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4.3.4 Die Expression von HDACS8 in Odontoblasten der kariosen Molaren

Nach der initialen Dentinkaries wurde in den Fortsatzen, dem Zytoplasma und den Zellkernen
der Odontoblasten keine Expression von HDACS8 detektiert. Auch in Zellen der zellreichen
Zone zeigte sich keine Expression von HDACS8 (Abb. 6D, Abb. 10C, D).

Abbildung 10: Expression von HDACS8 in der gesunden und kariosen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher (links, Messbalken = 100um) und 20-facher (rechts,
Messbalken = 50um) Vergroferung.

(A, B) Physiologische dentale Pulpa (dp) mit ungefarbten Odontoblasten (0). Auch sonst sind keine
spezifischen Farbungen ersichtlich.

(C, D) Die kariose Pulpa (dp) zeigt sich mit hyperanamischen BlutgefaRen (bg) und Entziindungszellen
(*). Die Odontoblasten (0), das Zytoplasma und die Odontoblastenfortsatze zeigen keine spezifischen
Farbungen.
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4.4 Kontrolle der immunhistochemischen Farbungen

Die Kontrollschnitte der durchgeflihrten ABC-Methode wurden ohne die primaren Antikorper
inkubiert. Es zeigten sich keine spezifischen Farbungen (Abb. 6E, Abb. 11C, D).

Abbildung 11: Kontrollschnitte der gesunden und kariésen Dentin-Pulpa-Einheit
Entkalkte Schnitte nach IHC in 10-facher (links, Messbalken = 100um) und 20-facher (rechts,
Messbalken = 50um) Vergroferung.

(A, B) Der Kontrollschnitt der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit zeigt eine regelrechte Pulpa (dp) mit
physiologischer Odontoblastenschicht (o) ohne spezifische Farbungen.

(C, D) Auch der Kontrollschnitt der entziindeten Pulpa (dp) zeigt keine spezifischen Farbungen in den
Odontoblastenzellkernen, dem Zytoplasma und den Odontoblastenfortsatzen.
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4.5 Statische Auswertung der Farbungsintensitaten

Die densitometrischen Daten wurden mit Hilfe des Programms RStudio ausgewertet. Dabei
wurden die mittleren Grauwerte (MGW) der gesunden (n=5) und kariésen Molaren (n=6)
gepaarten t-Tests unterzogen. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,050 festgelegt (Abb. 12).

Der t-Test ergab einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
Odontoblastenfarbungen der gesunden und kariésen Molaren fur HDAC1 (t = -4,34, df = 6,26,
p = 0,002) und HDAC2 (t = -4,23, df = 7,88, p = 0,001). Fur HDAC3 und HDACS8 wurde kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den gesunden und kariésen Molaren festgestellt
(t=-1,48, df = 8,89, p = 0,086 bzw. t = -0,96, df = 7,06, p = 0,184).
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Abbildung 12: Statistische Auswertung der Farbungsintensititen der Odontoblasten
Darstellung im Boxplot-Diagramm. Zu sehen ist die Statistische Analyse der Farbungsintensitaten der
HDACSs der Klasse | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS) in gesunden (n=5, in blau) und durch Karies
entziindeten (n=6, in rot) Odontoblastenzellkernen. Es ist eine signifikante Zunahme der
Farbungsintensitaten der Proteine HDAC1 und HDAC?2 in kariésen Molaren ersichtlich. Fir HDAC3 und
HDAC8 konnte kein signifikanter Unterschied in der Zunahme der Farbungsintensitat in den
Odontoblastenzellkernen festgestellt werden.
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5 Diskussion

Mit der vorliegenden Studie wurde der Deacetylierungszustand der gesunden und
entziindeten Odontoblasten der humanen Dentin-Pulpa-Einheit naher beleuchtet. Hierbei
wurden die Expressionen der HDACs der Klasse | in Odontoblasten der gesunden humanen
Molaren untersucht und mit den Expressionen in Odontoblasten der kariésen Molaren (initiale
Dentinkaries) verglichen. Zur Identifikation der Expression von Proteinen ist die
Immunhistochemie eine Schlisselmethode (Felsenthal and Zelzer, 2021) und somit eine
wissenschaftlich anerkannte Untersuchungsmethode. Alle verwendeten monoklonalen
Antikérper der Firma Santa Cruz und der Firma abcam wurden in mehreren Arbeiten mittels
Western Blot und Immunhistochemie charakterisiert und validiert (Details siehe Kapitel 3.3:
Die Spezifitat der primaren Antikorper).

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Zum Erhalt der zu untersuchenden Gewebestrukturen wurden die Zahne unmittelbar nach der
Extraktion chemisch fixiert. Hierzu wurden 4% Paraformaldehyd und 0,2% Pikrinsaure in 0,1M
PBS geldst. Mit dieser Losung wurde eine Autolyse des Untersuchungsmaterials unterbunden.
Andernfalls waren die Epitope zur Antikérperbindung an den HDACs zerstort worden.

Bevor die Zahne mit einem Kryostat in 30um dicke Schnitte geschnitten wurden, mussten
diese zuvor 3 Wochen lang entkalkt werden. Die Entkalkung der Proben erfolgte durch 4N
Ameisensaure. Hierdurch wurden die Ca®*“lonen aus den Hydroxylapatitkristallen im Schmelz,
Dentin und Zement herausgeldst. Da Schmelz zu 97% aus Hydroxylapatit besteht wurde der
Schmelz vollstandig herausgel6st, sodass dieser in den vorliegenden Schnitten nicht mehr
ersichtlich ist. Das Dentin und der Zement sind mit ihrer extrazellularen Matrix in den Schnitten
sichtbar.

Nach der Entkalkung wurden die Schnitte mit 30% Saccharose Lésung (Saccharosepulver in
0,1M PBS) mit einem pH-Wert von 7,4 kryoprotektiert. Die Konzentration entspricht der von
bereits veroffentlichen in vivo Untersuchungen an humanen Zahnen (Klinz et al., 2013,
Korkmaz et al., 2023). Im Anschluss wurden die Zahne in Tissue-Tek eingebettet und mit
flissigem Stickstoff schockgefroren. Durch die Kryoprotektion wurde die Entstehung von
Wasser-Kristallen in den Gewebeproben verhindert. Wenn die Kryoprotektion nicht
durchgefihrt wird, zerstéren die vorhandenen Wasserkristalle die Zellstrukturen erheblich,
sodass im Lichtmikroskop keine zellulare und strukturelle Ordnung mehr beobachtet werden
kann.

5.1.2 Immunhistochemische Methodik

5.1.2.1 Blockierung der endogenen Peroxidase

Ein haufiger Fehler bei der Durchfihrung der ABC-Methode ist eine verstarkte
Hintergrundfarbung aufgrund der Bindung von DAB an die kodrpereigenen endogenen
Peroxidasen. Endogene Peroxidasen sind physiologisch in einigen Zellen (z.B. Erythrozyten,
Granulozyten und Neuronen) enthalten und missen blockiert werden, um signifikante, falsch
positive Farbungen bei den Untersuchungen zu verhindern (Bussolati and Radulescu, 2011).
Auch in der Zahnpulpa sind solche Zellen mit hoher Peroxidase Aktivitat enthalten, sodass zur
Vermeidung falsch positiver Ergebnisse die endogenen Peroxidasen mit 0,3% H202 in 0,5M
TBS irreversibel inhibiert wurden.
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5.1.2.2 Die Anwendung von Triton X-100

Zur Herabsetzung der Oberflachenspannung der mit wassrigen Losungen behandelten
Schnitte wurden diese mit 0,25% Triton X-100 behandelt. Wassrige Losungen fuhren oftmals
zu ionischen Spannungen, welche die Antigen-Antikérper-Bindung erheblich beeintrachtigen
kénnen. Durch die Tensid-Wirkung des Tritons wurde die Zuganglichkeit der Epitope fir die
primaren Antikdrper verbessert, da aufgrund der reduzierten Oberflachenspannung die
Epitope fir den Antikorper besser erkennbar waren. Die gewahlte Konzentration von 0,25%
Triton X-100 erwies sich in einer bereits vorliegenden in vivo Untersuchung an humanen
Odontoblasten als besonders geeignet (Klinz et al., 2013). Ein Nachteil der Anwendung von
Triton X-100 ist die Denaturierung der Proteine, sodass Triton X-100 flr Untersuchungen am
Elektronenmikroskop (EM) ungeeignet ist, da Triton X-100 die Zellorganellen (z. B.
Zellmembranen, Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum, ...) strukturell zerstéren kann.

5.1.2.3 Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen

Bei der Durchfiihrung der ABC-Methode kdnnen unspezifische Bindungen der Antikorper an
den freien Bindungsstellen der im Schnitt vorhandenen Proteine entstehen. Diese fuhren zu
verstarkter Hintergrundfarbung und verfélschen so die Ergebnisse. Damit die Ergebnisse der
vorliegenden Studie hierdurch nicht verfélscht werden konnten, wurden die Schnitte mit 2%
Rinderserumalbumin (BSA) und 5% Ziegenserum (NGS) behandelt. Die vorliegenden
Konzentrationen erwiesen sich in bereits vorliegenden Untersuchungen als besonders
geeignet, um die Proteinstrukturen der dentalen Pulpa zu untersuchen (Korkmaz et al., 2023).
Ein Vorteil der Anwendung von BSA ist, dass es die hydrophoben Krafte auf den
Schnittoberflachen reduziert, sodass die primaren Antikérper leichter an ihre Epitope binden
kénnen. Mit Hilfe des NGS wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Gewebeschnitte
gesattigt, sodass der sekundare Antikdrper ausschliellich die primaren Antikdrper bindet.

5.1.2.4 Darstellung der immunhistochemischen Bindungsstellen

Zur Visualisierung der spezifischen Antikdrperbindung an den entsprechenden HDACs wurden
die freischwimmenden Schnitte mit einer DAB-L6sung behandelt. Hierzu wurden 0,05% DAB
in 0.05M Tris-HCI mit 0,01% Nickelsulfat und 0,01% H2O. geldst. Die Konzentration der
hergestellten DAB-L6sung erwies sich bereits in vorhandener Literatur fur die chromogene
Reaktion als besonders geeignet (Korkmaz et al., 2008, Korkmaz et al., 2011, Korkmaz et al.,
2023). Durch die Behandlung der Schnitte mit H.O> wurden die endogenen Peroxidasen des
restlichen Gewebes blockiert, sodass das DAB ausschlie8lich die Peroxidase des Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplexes bindet. Hierdurch kam es zu einer Oxidationsreaktion des
DABs, welche sich auf dem Praparat als unléslicher, brauner Niederschlag darstellte. Ohne
die Anwendung von H.O; hatte das DAB auch die endogenen Peroxidasen von bspw. den
Erythrozyten gefarbt, sodass eine verstarkte Hintergrundfarbung die densitometrischen
Messungen signifikant verfalscht hatte.
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5.2 Die Rolle von HDAC Klasse | in gesunden Odontoblasten

5.2.1 Die Rolle von HDAC1 in Odontoblasten der gesunden Molaren

HDAC1 wurde in einer Subpopulation von Odontoblasten in den Zellkernen sehr stark
exprimiert, wahrend in diesen Zellen HDAC1 im Zytoplasma mit schwacher Farbungsintensitat
sichtbar war. In einer groften Subpopulation von Odontoblasten wurde HDAC1 sowohl in den
Zellkernen als auch im Zytoplasma mit mittlerer Farbungsintensitat detektiert.

Die unterschiedlichen Farbungsintensitdten von HDAC1 in humanen Odontoblasten
unterstitzen die Annahme der vorliegenden Studie, dass sich die Odontoblasten in der
Odontoblastenschicht heterogen differenziert befinden und nach der Differenzierungsphase in
unterschiedlicher Intensitdt HDAC1 exprimieren kénnen. In welcher Differenzierungsphase
HDAC1 in Zellkern und im Zytoplasma stark und in welcher schwach exprimiert wird, erfordert
zusatzliche in vitro Untersuchungen, um die Differenzierungszustéande von Odontoblasten mit
HDAC1 zu charakterisieren.

In einer kleinen Subpopulation von Odontoblasten wurde HDAC1 im Zellkern sehr stark
detektiert. Im Zytoplasma dieser Odontoblasten war HDAC1 schwach ersichtlich. Diese
Befunde zeigen, dass HDAC1 in einer Differenzierungsphase von Odontoblasten im Zellkern
vorkommt. Es ist anzunehmen, dass HDAC1 in den Zellkernen dieser Odontoblasten die
Expression von Genen, die die Dentinmatrixproteine (DMP1, DSPP, ...) bilden, inhibieren
kann.

In mehreren Odontoblasten einer gro3en Subpopulation wurde HDAC1 sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma fast mit der gleichen Farbungsintensitat identifiziert. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass HDAC1 im Vergleich zur starken Zellkernfarbung im Zytoplasma eine
untergeordnete Rolle spielen kann. Da HDAC 1 im Zytoplasma die Expression der Gene nicht
unterdriicken kann, ist anzunehmen, dass HDAC1 in diesen Odontoblasten die Gene, die die
Dentinmatrixproteine bilden, nicht inhibiert. Es ist wahrscheinlich, dass in diesen
Odontoblasten die transkriptionale Regulation der Expression von Dmp-1 und Dspp nicht von
HDAC1 inhibiert wird. Neuere Untersuchungen der Dentin-Pulpa-Einheit an Zahnen von
Ratten wahrend der Dentinogenese zeigen, dass HDAC1 in den Odontoblasten von adulten
Zahnen stark exprimiert wird (Yamauchi et al., 2024). Dies bestatigt die Annahme der
vorliegenden Ergebnisse.

Die vorliegenden Befunde stimmen in Teilen mit der Erstbeschreibung der Expression von
HDAC1 in vivo von Klinz et al. Gberein. Bereits 2012 wurde beschrieben, dass HDAC1 in einer
Subpopulation von Zellkérpern der Odontoblasten schwach exprimiert wird, jedoch wurden
keine Farbungen im Zytoplasma oder intensive Farbungen von Zellkernen einer Subpopulation
von Odontoblasten detektiert (Klinz et al., 2012). Die Fortschritte in der Entwicklung von
qualitativ héherwertigeren und spezifischeren Antikérpern kdnnte erklaren, warum 2012 keine
starke Expression von HDAC1 in den Zellkérpern einer Subpopulation von Odontoblasten und
im Zytoplasma ersichtlich war.

In Odontoblasten, in denen HDAC1 im Zellkern oder Zytoplasma vorkommt, sollten HDAC2,
HDAC3 und HDACS8 mit Doppelfarbungen charakterisiert werden, um herauszufinden, ob in
diesen Odontoblasten alle HDACs der Klasse | in den Zellkernen, im Zytoplasma oder sowohl
im Zellkern als auch Zytoplasma lokalisiert sind. In zukiinftigen Untersuchungen sollten daher
die Kolokalisationen der HDACs der Klasse | in Odontoblasten, die sich in unterschiedlichen
Differenzierungsphasen befinden, untersucht werden.
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5.2.2 Die Rolle von HDAC2 in Odontoblasten der gesunden Molaren

Der Befund der hier vorliegenden Studie stimmt mit der Erstbeschreibung der Lokalisation von
HDAC2 in der gesunden humanen Dentin-Pulpa-Einheit Uberein (Klinz et al., 2012). Die
spezifische Expression von HDAC2 nur in den Zellkernen der gesunden Odontoblasten zeigt,
dass HDAC2 die Transkription der Gene in den Odontoblasten zur Dentinmatrixbildung
hemmen kann. Die Regulation der transkriptionalen Expression der Gene, die die
Sekundardentinmatrix bilden, ist unbekannt. Da das Sekundardentin die Dentinmatrix ist, die
unter physiologischen Bedingungen gebildet wird, kann angenommen werden, dass die
Sekundardentinbildung ebenfalls von HDAC2 stark reguliert wird.

Die Transkription der Dentinmatrixproteine kann unter harmonischen und physiologischen
Bedingungen von HDAC2 beeinflusst werden. Bei dieser Regulierung kann HDAC2 die
physiologische Transkription der Sekundardentinbildung in einer grof3en Subpopulation von
Odontoblasten stark und in einer kleinen Subpopulation schwach hemmen. Ob dies vom
Differenzierungsgrad der Odontoblasten abhangt, erfordert weitere Untersuchungen.

5.2.3 Die Rolle von HDAC3 in Odontoblasten der gesunden Molaren

Die Lokalisation von HDAC3 wurde sowohl im Zytoplasma als auch in wenigen Zellkernen der
gesunden Odontoblasten detektiert. In den Zellkernen einer kleinen Subpopulation von
Odontoblasten wurde HDAC3 schwach exprimiert. Daraus schliefl3t sich, dass HDAC3 unter
physiologischen Bedingungen eine untergeordnete Rolle bei der transkriptionalen Regulation
der Gene zur Dentinmatrixbildung spielt, da die Odontoblasten keine oder nur eine sehr
schwache Farbung fir HDAC3 im Zellkern aufweisen. Der vorliegende Befund bestatigt das
Ergebnis von Klinz et al., dass HDAC3 im Vergleich zu HDAC1 und HDAC2 in der gesunden
Dentin-Pulpa-Einheit sehr schwach im Zellkern exprimiert wird (Klinz et al., 2012). Eine
aktuelle Untersuchung der Dentin-Pulpa-Einheit von Ratten zeigt ebenfalls eine geringe
Expression von HDAC3 in den Odontoblasten im Rahmen der Dentinogenese (Yamauchi et
al., 2024).

Im Zytoplasma und den gesunden Odontoblastenfortsatzen im Bereich des Sekundardentins
war eine deutliche HDAC3 Farbung ersichtlich. Die Ergebnisse legen nahe, dass HDAC3 unter
physiologischen Bedingungen nach der Bildung subzellular im Zytoplasma verbleibt und keine
inhibitorische Rolle fiir die transkriptionale Regulation der Dentinmatrixproteine (Dspp, Dmp-
1, ...) spielen kann. Die zytoplasmatische Proteinlokalisation von HDAC3, die mit den
immunhistochemischen Ergebnissen der vorliegenden Studie zum ersten Mal dargestellt
wurde, zeigt, dass neben HDAC2 auch HDAC3 bei der Regulation der
Sekundardentinmatrixbildung von wichtiger Bedeutung ist.

5.2.4 Die Rolle von HDACS in Odontoblasten der gesunden Molaren

Da unter physiologischen Bedingungen in den Fortsatzen, dem Zytoplasma und den
Zellkernen der humanen Odontoblasten keine HDAC8-Immunreaktivitat zu erkennen war,
kann angenommen werden, dass HDACS8 bei der transkriptionalen Regulation der Gene, die
die Dentinmatrixproteine bilden, keine epigenetische Funktion erflllt. Die fehlende Lokalisation
von HDACS in den Zellen der zellreichen Zone deutet auf keine regulatorische Rolle von
HDAC8 in der Differenzierung dieser Zellen hin. Bisher liegen keine weiteren in vivo
Untersuchungen an humanen Molaren zur Bekraftigung der vorliegenden Ergebnisse vor. Eine
Untersuchung der Expression von HDACS8 in gesunder und durch Parodontitis entziindeter
Gingiva zeigte eine leichte Expression von HDACS in gesunden Zahnfleischbiopsien (Cantley
et al., 2016). HDACS8 kdnnte somit eher eine Rolle im Gewebe des Zahnhalteapparats spielen.
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5.3 Die Rolle von HDAC Klasse | in entziindeten Odontoblasten

Zurzeit liegen noch keine spezifischen Studien zur Expression von HDACs der Klasse | in
entziindeten Odontoblasten der Dentin-Pulpa-Einheit vor. Bereits vorliegende Studien
befassen sich mit der Expression von HDACs unter entziindlichen Bedingungen in anderen
Gewebeproben (bspw. Gingivabiopsien) und untersuchen andere Zellarten (Osteoblasten,
Osteoklasten und Immunzellen).

In der vorliegenden Studie wurden HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDAC8 zum ersten Mal in
entzindeten Odontoblasten der humanen karidsen Molaren untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass die epigenetische Deacetylierung bei der Bildung der Tertidrdentinmatrix eine
wesentliche Rolle spielen kann.

5.3.1 Die Rolle von HDAC1 in Odontoblasten der entziindeten Molaren

Im Vergleich zu den gesunden Molaren wurde HDAC1 in Odontoblasten unterhalb der
kariosen Lasion sehr stark exprimiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Entzindung in
Odontoblasten eine starke Expression von HDAC1 in den Zellkernen induziert. Es ist davon
auszugehen, dass HDAC1 allgemein bei entzindlichen Prozessen der Zahne und des
Zahnhalteapparats hochreguliert wird. Eine bereits vorliegende Studie zeigt in durch
Parodontitis entzindeten Gingivaproben eine Hochregulation von HDAC1, besonders in den
Osteoklasten-Vorlauferzellen (TRAP-Zellen) und in CD3-Lymphozyten (Cantley et al., 2016).

Eine starke Expression von HDAC1 in den Zellkernen der Odontoblasten kann darauf
hindeuten, dass HDAC1 die Expression der Gene, die die Dentinmatrix bilden, unterdrickt. Es
ist moglich, dass die Entzindungsmediatoren nach einer karidsen Lasion eine Translokation
von HDAC1 vom Zytoplasma in den Zellkern der Odontoblasten verursachen. Aufgrund dieser
Zellkern-Translokation von HDAC1 in den entziindeten Odontoblasten bleiben die DNA-
Sequenzen der Gene, die Dmp-1 und Dspp kodieren, fir den Zugang der
Transkriptionsfaktoren, die die Expression dieser Gene regulieren, verschlossen, sodass keine
Bildung der Proteine DMP-1 und DSPP in den kariésen Molaren erfolgen konnte.

5.3.2 Die Rolle von HDAC2 in Odontoblasten der entziindeten Molaren

In der vorliegenden Studie wurde erstmals gezeigt, dass kariése Lasionen eine erhdhte
Protein-Expression von HDAC2 in den Odontoblasten induzieren. Im Vergleich zu den
gesunden Odontoblasten zeigten die durch die Dentinkaries entziindeten Odontoblasten eine
erhdhte Expression von HDAC2 im Zellkern. Basierend auf diesen Ergebnissen kann
angenommen werden, dass Karies eine starke Bildung von HDAC2 induziert. Es ist mdglich,
dass das im Zytoplasma von den Ribosomen gebildete HDAC2-Protein durch den Effekt der
Entziindungsmediatoren vom Zytoplasma in den Zellkern der Odontoblasten translokiert.
HDAC2 kann im Zellkern eine Komprimierung der Histonprotein-Arme verursachen, sodass
die Transkriptionsfaktoren nicht mehr an ihre Zielgene binden kdnnen und so die Expression
der Gene (z. B. Dmp1, Dspp), die die Dentinmatrix bilden, inhibiert wird.

Ein kleiner Teil der Odontoblasten zeigte eine schwache Immunreaktivitat fur HDAC2, was
darauf hindeuten kann, dass die Transkription in diesen Odontoblasten weniger stark
gehemmt wird als in der groRen Subpopulation der Odontoblasten mit starker HDAC2-
Expression. Es ist moglich, dass diese kleine Subpopulation von Odontoblasten noch nicht
terminal differenziert ist. Bereits veroffentlichte in vitro Studien an einer Zelllinie humaner
Osteoblasten-ahnlicher-Zellen zeigen, dass HDAC2 ein Schlisselenzym fur die osteogene
Differenzierung ist, da bei der Inhibition von HDAC2 die Differenzierung zu Odontoblasten
geférdert wird (Paino et al., 2014, Yamauchi et al., 2024).
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5.3.3 Die Rolle von HDAC3 in Odontoblasten der entziindeten Molaren

Die starke Farbung von HDACS3 in den Fortsatzen der durch die Initialkaries entziindeten
Odontoblasten kann zeigen, dass ein Teil der HDAC3 Proteine durch den Einfluss der
Entzindungsmediatoren vom Zellkern ins Zytoplasma translokiert. HDAC3 wurde vor allem im
Zytoplasma in den Fortsatzen der entzindeten Odontoblasten detektiert. Eine kleine
Subpopulation der degenerierten Odontoblastenschicht unterhalb der karidsen Lasion zeigte
jedoch eine starke Expression von HDAC3 innerhalb der Zellkerne. Die Ergebnisse scheinen
darauf hinzudeuten, dass HDAC3 unter entzindlichen Bedingungen die Gene zur
Dentinmatrixbildung sehr schwach bis gar nicht inhibiert. Eine Blockade der
Transkriptionsfaktoren zur Dentinmatrixbildung kénnte nur durch die kleine Subpopulation von
Odontoblasten unterhalb der kariésen Lasion erfolgen, da sich HDAC3 nur in dieser
Subpopulation im Zellkern der entziindeten Odontoblasten befindet. Trotz der tendenziellen
Hochexpression von HDAC3 in den Zellkérpern dieser Odontoblasten waren die Ergebnisse
statistisch nicht signifikant. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die
transkriptionale Regulation der Dentinmatrixbildung tber die Deacetylierung durch die HDACs
in Abhangigkeit des Differenzierungszustandes der Zelle komplex reguliert werden kann.

5.3.4 Die Rolle von HDACS8 in Odontoblasten der entziindeten Molaren

Da nach der initialen Dentinkaries keine Expression von HDACS8 in den entziindeten
Odontoblasten detektiert wurde, kann angenommen werden, dass HDACS8 keine Rolle bei der
transkriptionalen Regulation der Gene zur Dentinmatrixbildung spielt. Darliber hinaus zeigte
sich ebenso keine Immunreaktivitat in den Zellen der zellreichen Zone, was darauf hindeuten
kann, dass HDAC8 bei der Differenzierung der Zellen in der zellreichen Zone keine
regulatorische Rolle spielt. Bisher liegen keine weiteren in vivo Untersuchungen an humanen
Molaren zur Bestatigung dieses Befundes vor. Mdglicherweise spielt HDAC8 im Rahmen der
chronischen Parodontitis eine héhergeordnete Rolle. In einer bereits vorliegenden Studie
wurde eine hohe Expression von HDACS8 in Gingivabiopsien von Parodontitis Patienten
festgestellt (Cantley et al., 2016).

5.4 Schlussfolgerungen der Ergebnisse

Heutiger Standard bei der Anwendung von Unterflllungsmaterialien sind
calciumhydroxidbasierte Produkte. Diese flihren jedoch zu Schadigungen (bspw. Nekrosen)
in den Odontoblasten. Da die Dentinbildung zum Vitalerhalt und Schutz der Pulpa vor dem
Eindringen von Noxen von wichtiger klinischer Bedeutung ist, ist das Verstandnis der
molekularen Mechanismen, die die Bildung des Dentins induzieren oder unterbinden, von
grofRer Relevanz, um neue Therapieansatze zur Behandlung tiefer Karies zu entwickeln.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der HDACs der Klasse | in gesunden und
kariosen humanen Molaren untersucht. Die Untersuchungen zeigen, dass HDAC1 durch
kariose Lasionen in den Zellkernen der Odontoblasten starker exprimiert wird, weshalb es
plausibel erscheint, dass HDAC1 die Bildung von Dentin unter kariésen Bedingungen
inhibieren kann.

Weiterhin wurde festgestellt, dass HDAC2 unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen nur im Zellkern lokalisiert ist. Karies induziert eine erhdhte Protein-Expression
von HDAC2 im Zellkern. Es kann daher als wahrscheinlich angesehen werden, dass HDAC2
in der Lage ist, die Dentinmatrixbildung stark zu hemmen.

31



Diskussion

HDAC3 wurde nach karidsen Lasionen hauptsachlich in den Fortsatzen der Odontoblasten
detektiert, sodass ein mafRgeblicher Einfluss bei der Regulation der Dentinmatrixbildung
unwahrscheinlich scheint.

HDACS8 scheint keine regulatorische Rolle bei der Inhibition der Dentinbildung zu spielen, da
weder in der gesunden noch in der karidsen Dentin-Pulpa-Einheit eine Immunreaktivitat
festgestellt werden konnte.

Die vorliegenden Ergebnisse sollten weitergehend untersucht werden. Eine gréRere Anzahl
gesunder und kariéser Zahne in verschiedenen Stadien (initiale Dentinkaries, tiefe
Dentinkaries mit und ohne Pulpaeréffnung), sowie die Untersuchung der subzellularen
Lokalisation der HDACs der Klasse | mittels Immunfluoreszenzmethoden (bspw. mittels
Doppelfarbung oder tripple-Farbung) waren erstrebenswert, um ein tieferes Verstandnis fur
den Deacetylierungszustand der humanen Odontoblasten zu entwickeln um schlussendlich
ein neues Medikament als Unterfullungsmaterial zu entwickeln, welches die Bildung von
Dentin ohne Schadigung der Odontoblasten fordert.
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6 Zusammenfassung

Zur Entwicklung neuer Therapiestrategien gegen Karies ist das Verstandnis der molekularen
Mechanismen, die die Transkription der Gene in den Odontoblasten regulieren, von wichtiger
Bedeutung. Die Deacetylierung der Histone kann den Zugang der Transkriptionsfaktoren zur
Expression der Gene, die die Dentinmatrix bilden, unterbinden. Dies ist fur die Bildung des
Tertiardentins nach kariésen Lasionen von groRer Relevanz. Darlber hinaus ist nach jetzigem
Forschungsstand unbekannt, wie die Bildung der Sekundardentinmatrix durch die Kaukrafte
reguliert werden kann, sobald das dentale Organ in Okklusion kommt. Es wurde bereits
gezeigt, dass die HDACs der Klasse | (HDAC1-3 und HDACS8) bei der Bildung der
extrazellularen Knochenmatrix eine wichtige Rolle spielen. Bisher liegen keine
Untersuchungen zur Expression von HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS8 in humanen
Odontoblasten der durch Karies entziindlich veranderten Dentin-Pulpa-Einheit vor. Die
Kenntnisse Uber die Expressionen von HDAC1-3 und HDACS8 in gesunden und kariésen
Odontoblasten kénnen von grofer klinischer Relevanz bei der transkriptionalen Regulation der
Dmp1- und Dssp-Gene im Rahmen der Kariesbehandlung sein.

Um neue Erkenntnisse Uber die Expression von HDACs der Klasse | nach der initialen
Dentinkaries zu gewinnen, wurden gesunde und karidse humane Molaren extrahiert, in
Fixatividsung fixiert, Uber 3 Wochen in 4 N Ameisensaure entkalkt, in Saccharose-Lésung
kryoprotektiert und im Anschluss in Tissue-Tek eingebettet und mit flissigem Stickstoff
schockgefrostet. Nach Schneiden der Proben mittels Kryostat wurden die freischwimmenden
Schnitte der humanen Molaren mit einer HE-Farbung gefarbt, um die Zahne histopathologisch
als gesund und karidés zu charakterisieren. Zur Protein-Expression von HDAC1, HDAC2,
HDAC3 und HDAC8 in gesunden und entzindeten Odontoblasten wurden
aufeinanderfolgende Schnitte von gesunden (n=5) und karidsen (n=6) humanen Molaren unter
Anwendung einer immunhistochemischen Methode (Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex)
untersucht. Die Farbungsintensitdten der Antikdrper in gesunden und entzindeten
Odontoblastenzellkernen wurden densitometrisch gemessen und statistisch ausgewertet.

In Odontoblasten der gesunden Molaren wurde HDAC1 im Zellkern und im Zytoplasma
detektiert, wahrend HDAC2 hauptsachlich in den Zellkernen der gesunden Molaren identifiziert
wurde. HDAC3 wurde hauptsachlich im Zytoplasma der Fortsatze der gesunden
Odontoblasten gefunden. Im Zellkern und Zytoplasma der gesunden Odontoblasten war keine
Expression fur HDACS ersichtlich. Im Vergleich zu den gesunden Odontoblasten induzieren
karibse Lasionen eine signifikant hdhere Expression von HDAC1 und HDAC2 in den
entziindeten Odontoblastenzellkernen. Kariése Lasionen induzieren zwar eine erhohte
Expression von HDAC3 in den Zellkernen und Fortsatzen der Odontoblasten, jedoch waren
die Befunde statistisch nicht signifikant. In den entziindeten Odontoblasten wurde HDACS8
ebenfalls nicht detektiert.

Die moderate Expression von HDAC1 im Zytoplasma und im Zellkern, sowie von HDAC2 im
Zellkern der gesunden Odontoblasten zeigt, dass HDAC1 und HDAC2 in gesunden
Odontoblasten bei der Regulation der Sekundardentinmatrixbildung eine grofRe Rolle spielen
kénnen. Die Expression von HDAC3 im Zytoplasma der gesunden Odontoblasten deutet auf
keine inhibitorische Rolle von HDAC3 bei der transkriptionalen Regulation der
Sekundardentinmatrixbildung hin. In gesunden Odontoblasten spielt HDACS8 keine Rolle bei
der transkriptionalen Regulation der Sekundardentinmatrixbildung.

Die signifikant starke Expression von HDAC1 und HDAC2 in Zellkernen der entziindeten
Odontoblasten zeigt, dass HDAC1 und HDAC2 nach einer kariésen Lasion die transkriptionale
Regulation der Expression der Gene, die die extrazellularen Dentinmatrixproteine fir die
Tertiardentinmatrix kodieren, inhibieren koénnen. Die statistisch nicht signifikante
Hochexpression von HDAC3 im Zytoplasma und im Zellkern der entziindeten Odontoblasten
kann tendenziell auf eine inhibitorische Rolle von HDAC3 bei der Tertidrdentinmatrixbildung
hindeuten. HDAC8 hat keinen Effekt bei der Regulation der Tertidrdentinmatrixbildung.
Basierend auf den in der Studie vorliegenden Ergebnissen kénnten HDAC1-, HDAC2- und
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HDAC3-Inhibitoren  bei der Behandlung der karibsen Lésionen z. B. als
Uberkappungsmaterialien in Betracht kommen, um eine Tertidrdentinbildung zu induzieren.
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8 Anhang

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Lésungen

Handelsname

Hersteller

Ameisensaure

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Ammonium nickel (Il) sulfat
hexahydrat

Merck, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Aquadest

BSA (bovine serum albumin)

Merck, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Chlorwasserstoff

Merck, Darmstadt,
Deutschland

DAB (Diaminobenzidin)

Merck, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat
Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Entellan™

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Entellan™ rapid mounting
medium for microscopy

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Flussigstickstoff

H&E (Hamatoxylin/Eosin)

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt,
Deutschland

NGS (normal goat serum)

ab7481, abcam, Cambridge,
UK

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Saccharose

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Tissue Tek® O.C.T. Compound

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen im Breisgau,
Deutschland

TNP Pikrinsaure

Fluka Chemical Corp., Neu-
Ulm, Deutschland

TRIS

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Triton™ X-100

Merck, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt,
Deutschland
Xylol I und Il Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle 2: Verwendete Antikdrper im Rahmen der Immunhistochemie

Antikorper Hersteller

Anti-Nestin antibody SP103 abcam, Cambridge, UK

ab105389

HDAC1 (10E2): sc-81598 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
HDAC2 (3F3): sc-81599 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
HDAC3 (3G6): sc-81600 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
HDACS (B-4): sc-365620 Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Tabelle 3: Mittelwerte der gemessenen Farbungsintensitaten in Densitometrischer Einheit

gesund HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDACS8

P116 47,732 51,956 39,987 7,944
P135¢c 47,048 42,122 52,852 15,737
P1002 21,689 34,708 20,531 12,101
P1003 35,21 57,14 21,359 16,617
P1003b 44,369 46,31 23,392 15,63
karios HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDACS8

P94 66,734 74,289 70,906 13,859
P116b 62,588 60,667 20,218 15,015
P126 56,894 74,732 30,722 11,369
P128 54,927 58,219 47,369 9,504
P135a 69,556 63,314 66,141 31,939
P135b 70,44 71,496 45,567 21,679
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