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Einleitung

1 Einleitung

Die Dentin-Pulpa-Einheit ist zellreich und enthalt Odontoblasten (OD) und deren Fortsatze, die
sich innerhalb der Dentintubuli bis hin zu der Schmelz-Dentin-Grenze erstrecken, pulpale
Fibroblasten, Nervenfasern (mit peripheren Gliazellen: Schwannzellen), BlutgefalRe (mit
Endothelzellen und Muralzellen) und pulpale mesenchymale Stammzellen. Da die pulpalen
Stammzellen aus der Neuralleiste abstammen, werden diese Zellen als ,ektomesenchymale
Stammzellen® bezeichnet. Durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen spielen die Zellen der
Dentin-Pulpa-Einheit bei der Hdmostase dieser Einheit unter physiologischen Bedingungen
und bei der Regeneration/Reparatur unter karidsen Bedingungen eine entscheidende Rolle.
(Galler et al., 2021, Farges et al., 2015, Ruch et al., 1995, Gronthos et al., 2000)

Um seiner Kaufunktion gerecht zu werden, entwickelt das dentale Organ Hartsubstanzen wie
Schmelz, Dentin, Zement und Alveolarknochen. Wahrend seiner Entwicklung werden auch
Weichgewebe wie die Pulpa und das parodontale Ligament gebildet. Durch das Weichgewebe
wird sowohl die Funktion der gebildeten Hartsubstanzen unter physiologischen Bedingungen
in der Hamostase als auch die Regeneration/Reparatur derselbigen gewahrleistet.(Smith et
al., 1995, Sloan and Smith, 2007, Neves and Sharpe, 2018, Korkmaz et al., 2022)

Die regulatorischen Mechanismen sind fir die Regeneration und Reparatur der
Hartsubstanzen unter pathologischen Bedingungen von grof3er Bedeutung, da dadurch neue
Therapieansatze fur die Regeneration/Reparatur des dentalen Organs entwickelt werden
kénnen. Ein regulatorisch wichtiger Mechanismus stellt hierbei die Epigenetik dar. Da die
Bearbeitung und Untersuchung von Hartgewebe schwierig durchzuflhren ist, liegen bisher
wenige Erkenntnisse dartber vor, wie die Funktionen der OD unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen epigenetisch reguliert werden. Daruber hinaus ist bisher unklar,
ob die Histondeacetylasen (HDACs) der Gruppe IIb (HDAC6 und HDAC10) in gesunden und
entzindeten OD (nach einer karidsen Lasion) exprimiert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher diesen Fragestellungen nachgegangen.

1.1 Die Rolle der Odontoblasten bei der Dentinmatrixbildung unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen

Die OD bilden wahrend der Zahnentwicklung das Primardentin. Die terminal differenzierten
OD der adulten dentalen Pulpa sind die Zellen, die unter physiologischen Bedingungen das
Sekundardentin bilden (Goldberg et al., 2011, Bleicher, 2014). Unter kariésen Bedingungen
bilden die OD das Tertiardentin (Smith et al., 1995, Tucker and Sharpe, 2004). Nach einer
kariésen Lasion im Dentin bilden die OD das reaktive Tertiardentin (Farges et al., 2015, Neves
and Sharpe, 2018). Die OD kénnen nekrotisch zugrunde gehen, wenn tief kariése Lasionen
die dentale Pulpa erreichen und in der Pulpa eine starke Entzindung verursachen. Dann
kénnen die pulpalen Stammzellen sich zu den OD-ahnlichen Zellen differenzieren, um
reparatives Tertiardentin zu bilden (Sloan and Smith, 2007, Neves and Sharpe, 2018, Korkmaz
et al., 2022).

1.2 Die Transkriptionsfaktoren, die in Odontoblasten die
Dentinmatrixbildung induzieren

In Saugetieren gibt es vier Arten von Hartsubstanzen: Den Schmelz, das Dentin, den
Wurzelzement und den Knochen. Drei dieser Substanzen finden sich im dentalen Organ
(Schmelz, Dentin und Zement). Der Schmelz wird von den Ameloblasten (aus dem inneren
Schmelzepithel) gebildet. Nach der Eruption des Zahnes gehen alle Ameloblasten durch den
programmierten Zelltod (Apoptose) zu Grunde. Aus diesem Grund ist eine Regenration des
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Zahnschmelzes nicht moglich. Wahrend OD (aus den pulpalen Ektomesenchymzellen) das
Dentin bilden, bilden die Zementoblasten (aus den Dentalfollikelzellen) den Wurzelzement.
Der Alveolarknochen wird durch Osteoblasten (aus den Dentalfollikelzellen) und das
parodontale Ligament durch die Fibroblasten (aus den Dentalfollikelzellen) gebildet. Unter
pathologischen Bedingungen existieren Regenerations- und Reparaturprozesse fur Dentin,
Zement und Alveolarknochen. (Goldberg et al., 2011, Bleicher, 2014, Lacruz et al., 2017,
Grzesik and Narayanan, 2002, Sodek and McKee, 2000)

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die nach der Translation im Zytoplasma in den Zellkern
wandern und im Nukleus an spezifische DNA-Sequenzen der Zielgene binden, um die
Expression dieser Zielgene zu regulieren (Spitz and Furlong, 2012, Lambert et al., 2018). In
Zellen, die wahrend der embryonalen Entwicklung Hartsubstanz bilden, oder die Hartsubstanz
unter pathologischen Bedingungen reparieren/regenerieren, regulieren Transkriptionsfaktoren
die Zell-spezifische extrazellulare Matrixbildung.

In humanen OD kodiert das Dmp1-Gen flir das extrazellulare Protein Dentin Matrix Protein 1
(DMP1) (Qin et al., 2003, Qin et al., 2007, Sun et al., 2011). Das Dspp-Gen kodiert fir ein
einzelnes Protein DSPP, das durch proteolytische Bearbeitung in DSP und DPP gespalten
wird (MacDougall et al., 1997, Suzuki et al., 2009, Zhu et al., 2012). Die Regulation der
Expressionen von Dmp1- und Dspp-Genen in OD wird von den Transkriptionsfaktoren RUNX2
(Chen et al., 2009, Li et al., 2011, Qin et al., 2021), Osterix (Chen et al., 2009, Yang et al.,
2014, Zhang et al., 2015), Krippel-like factor 4 (KLF4) (Lin et al., 2013), KLF6 und KLF10
(Chen et al., 2016, Chen et al., 2021), Twist1 (Galler et al., 2007, Meng et al., 2015), Bone
Morphogenetic Protein-9 (BMP-9) (Wang et al., 2014, Omi et al., 2020), SOX9 (Wang et al.,
2014), SOX2 (Sanz-Navarro et al., 2018), Specificity Protein 7 (Sp7) (Bae et al., 2018), CAMP-
responsive element binding protein (CREB) (Klinz et al., 2012b) und von DIx3 (Choi et al.,
2010, Zhao et al., 2000, Duverger et al., 2012) reguliert.

1.3 Die strukturelle Ordnung des Chromatins und der Histonproteine

Um die Expression ihres Zielgens zu induzieren, muissen Transkriptionsfaktoren im
Chromosom an die DNA-Sequenz ihres Zielgens binden. Die Gene befinden sich in den
Chromosomen in einer Verpackungsordnung. In dieser Ordnung kodiert das Gen, das aus
einem Abschnitt der DNA-Sequenz besteht, das Protein. Die komprimierte Verpackung der
Gene im Zellkern der Saugetiere wird von Proteinen, die als Histone bezeichnet werden,
ermdglicht (Grunstein, 1997, Shahbazian and Grunstein, 2007).

1.3.1 Der Aufbau der Histone

Die Histone werden als Kern-Histone und Linker-Histone in zwei Gruppe eingeteilt (Jenuwein
and Allis, 2001, Lee et al., 2010). Kern-Histone werden als H2A, H2B, H3, H4 bezeichnet.
Linker-Histone werden als H1 und H5 beschrieben.

Die Histone bestehen aus positiv geladenen Lysin- und Arginin-Aminosaureresten. Daher
haben diese Proteine eine positive Ladung. Durch die positive Ladung ziehen die Histone die
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA an. Dies induziert eine starke elektrostatische
Bindung zwischen DNA und Histonen (Sabari et al., 2017, Shahbazian and Grunstein, 2007).
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1.3.2 Der Aufbau eines Chromatins

In einem Chromatin bilden die Histonproteine das Nukleosom. Ein Nukleosom besteht aus
etwa 147 bp einer DNA-Sequenz, die um ein Oktamer aus vier Kernhistonen gewickelt ist. Die
acht Histonproteine bilden ein Histonoktamer, das aus je zwei Kopien der Histonproteine H2A,
H2B, H3 und H4 besteht. Um im Zellkern einen Platz mit einem Durchmesser von 10 um finden
zu kénnen, wird die zwei Meter lange DNA-Sequenz durch die Windung um den Histonoktamer
im Zellkern der Saugetiere raumlich komprimiert (Andrews and Luger, 2011, McGinty and Tan,
2015). Das Linker-Histon-Protein 1 ist ein Bestandteil des Nukleosoms, welches die um den
Histonkern gewickelte DNA an ihrem Platz fixiert und mit dem Linker-Histon-Protein 5 zur
strukturellen Ordnung des Chromatins beitragen kann (Fan and Roberts, 2006, Fyodorov et
al., 2018).

1.3.3 Die Steuerung der Histone durch die Histonacteyltransferasen (HATs) und
Histondeacetylasen (HDACs)

Die Histone haben eine C-terminale und eine N-terminale Domane (Shahbazian and
Grunstein, 2007, Marmorstein and Zhou, 2014). Die basische N-terminale Domane der
Histonproteine unterliegt reversiblen posttranslationalen Modifikationen (Methylierung,
Demethylierung, Acetylierung, Deacetyvlierung, Ubiquitylierung, Deubiquitinylierung,
Phosphorylierung und Dephosphorylierung) an spezifischen Resten, die die Transkription
eines Gens regulieren (Yang and Seto, 2008, Chi et al., 2010, Audia and Campbell, 2016, Allis
and Jenuwein, 2016). Die Histonacetyltransferasen (HATs) sind die Enzyme, die eine
Acetylgruppe in die Lysin-Aminosaurereste der Histonarme anfigen. Dies fuhrt zu einer
Reduzierung der positiven Ladung in Histonen. Eine Abnahme der elektrostatischen Bindung
zwischen Histonen und den Phosphatgruppen der DNA macht die DNA fir die
Transkriptionsfaktoren zuganglich.

Histondeacetylasen (HDACs) sind die Enzyme, die eine Acetylgruppe an den Lysin-
Aminosaureresten der Histonarme entfernen. Dies fiihrt zu einer Zunahme der positiven
Ladung in den Histonen. Eine Zunahme der elektrostatischen Bindung zwischen Histonen und
den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA erhéht die Bindung zwischen DNA und
Histonen, was die Transkription der Gene unterdriickt, indem die verpackte DNA flr die
Transkriptionsfaktoren unzuganglich wird (Wu and Grunstein, 2000, Shahbazian and
Grunstein, 2007, Kazantsev and Thompson, 2008, Marmorstein and Zhou, 2014).

1.4 Die Klassifikation der Histondeacetylasen (HDACs)

Die HDACs werden aufgrund ihrer Struktur in vier Klassen eingeteilt: HDAC1, HDAC2, HDAC3
und HDACS bilden Klasse | der HDACs. Klasse Il der HDACs umfasst HDAC4, HDACS,
HDAC6, HDAC7, HDAC9 und HDAC10 (Gao et al., 2002, Haberland et al., 2009, Falkenberg
and Johnstone, 2014, Houtkooper et al., 2012, Seto and Yoshida, 2014, Chen et al., 2015).
Die Klasse Il der HDACs wird weiter als Klasse lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9) und
Klasse lIb (HDAC6, HDAC10) in zwei Subklassen unterteilt (Yang and Grégoire, 2005, Lahm
et al., 2007, Parra and Verdin, 2010). Sirt1-Sirt7 bilden die Klasse Ill der HDACs (Kumar and
Lombard, 2017, Zhu et al., 2019), wahrend HDAC11 zur Klasse IV der HDACs zahlt (Zhu et
al., 2017, Nufiez-Alvarez and Suelves, 2022). Die Klassen | und Il der HDACs funktionieren
Uber einen Zink-abhangigen Mechanismus, wahrend die Klasse Ill der HDACs NAD-abhangig
reguliert wird (Imai et al., 2000, Hallows et al., 2006, Haigis and Sinclair, 2010, Du et al., 2011,
Chen et al., 2015, Bonkowski and Sinclair, 2016).
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2 Ziele der Arbeit

Karies gilt weltweit als eine der haufigsten chronischen Erkrankung des dentalen Organs
(Selwitz et al., 2007). Die Odontoblasten (OD) bilden nach einer Karies reaktives Tertiardentin,
um die dentale Pulpa gegen schéadliche Mikroorganismen und deren Produkte zu schiitzen.
Um den Mechanismus der reaktiven Tertiardentinbildung nach einer karidsen Lasion zu
verstehen, ist es daher essenziell, die transkriptionelle Regulation der Bildung der
Dentinmatrixproteine  DMP1 und DSPP in OD unter physiologischen und karidésen
Bedingungen zu klaren. Die Bindung und Induktion der Expression von Dmp1- und Dspp-
Genen durch die Transkriptionsfaktoren in OD hangt von den Acetylierungs- und
Deacetylierungszustanden der Histondeacetylasen (HDACs) ab. In OD der gesunden
humanen Molaren wurden HDAC2 und HDAC9 mit einer starken Expression und HDAC1,
HDAC3 und HDAC4 mit einer schwachen Expression detektiert (Klinz et al., 2012a). Diese
Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle von HDACs, die nach einer Karies die Transkription
von Dmp1- und Dspp-Gene in OD regulieren kénnen, hin. In gesunden und entziindeten OD
sind die Rollen von HDAC6 und HDAC10 unbekannt. In den geplanten Experimenten werden
daher die Antworten auf die folgenden Fragen gesucht:

1. Werden HDAC6 und HDAC10 in Odontoblasten der gesunden Molaren exprimiert?
2. Werden HDAC6 und HDAC10 in Odontoblasten der Molaren, die eine kariose Lasion
im Dentin haben, exprimiert?

In humanen OD wurde bisher die Expression von HDAC6 und HDAC10 nicht untersucht. In
OD kénnen HDACs die Acetylgruppen an den Lysinresten der Histone entfernen, um die
Transkription der Gene, welche in OD fir die Bildung des reaktiven Tertiardentins nétige
extrazellulare Dentinmatrixproteine herstellen, zu unterdriicken. Die Aktivitaten von HDAC6
und HDAC10 sind hauptsachlich von den subzellularen Lokalisationen und den
pathologischen Zustanden der Zellen abhangig. HDACG6 ist hauptsachlich im Zytoplasma
lokalisiert (Verdel et al., 2000, Bertos et al., 2004, Cabrero et al., 2006, Gao et al., 2007,
Schliter et al., 2019). Im Zytoplasma katalysiert HDACG6 die a-Tubulin-Deacetylierung und
fordert somit die Zellmotilitat (Gao et al., 2007, Sanchez de Diego et al., 2014). HDAC10 ist
sowohl subzellular im Zytoplasma (Tong et al., 2002, Zhou et al., 2022, Srivastava et al., 2022)
als auch im Zellkern lokalisiert (Guardiola and Yao, 2002). Im Zellkern ist HDAC10 in der Lage,
die Transkription Uber einen deacetylaseunabhangigen Mechanismus zu unterdriicken
(Guardiola and Yao, 2002). Diese Ergebnisse deuten sowohl auf die nukleare als auch
zytoplasmatische Funktion von HDAC10 hin (Guardiola and Yao, 2002). Es ist zu erwarten,
dass HDACG6 und HDAC10 nach einer kariésen Lasion entzlindungsabhangig unterschiedlich
reguliert werden.

In den geplanten Untersuchungen werden daher die Expressionen von HDAC6 und HDAC10
in OD der gesunden und entziindeten humanen Molaren untersucht. Die vergleichenden
Ergebnisse sollen zeigen, ob kariesbedingte Veranderungen in den Expressionen von HDACG6
und HDAC10 vorkommen. Nach der Charakterisierung der gezielten Ergebnisse kénnten mit
Inhibitoren von HDACS6 (Jiang and Ma, 2022, Tiwari et al., 2022) und HDAC10 (lbrahim Uba
and Yelekgi, 2019, Zeyen et al.,, 2022) neue Behandlungsstrategien flr Karies entwickelt
werden (bspw. pharmakologische Nutzung der HDAC-Inhibitoren in Form von
Unterfillungsmaterialien).
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Im Rahmen der durchgeflhrten Studie wurden 32 humane Molaren gesammelt, deren
Spender zwischen 17 und 35 Jahren alt waren. Es gab sowohl klinisch gesunde als auch karids
veranderte Zahne (Dentinkaries, ohne Eréffnung der dentalen Pulpa), die aufgrund
verschiedenster Indikationen extrahiert worden waren (z.B. wegen retromolaren Engstands).
Die Patienten willigten vor dem Eingriff ein, dass Uberschussmaterial (z.B. Zéhne) im Zuge
der indizierten Extraktion flr Forschungszwecke genutzt werden darf. Die Zahne wurden in
der Poliklinik fur Mund-Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitadtsmedizin der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz extrahiert. 19 der Molaren wurden als klinisch karids, 14 weitere
als klinisch gesund eingestuft. Hiervon mussten jedoch 14 der klinisch kariésen und 9 klinisch
gesunde Molaren von der Studie ausgeschlossen werden, da diese Zahne Kriterien aufwiesen,
die eine Verfalschung der Ergebnisse hatten hervorrufen kénnen (z.B. Pulpengangran,
Pulpennekrose, sterile Entzindung der dentalen Pulpa, Entziindung der dentalen Pulpa ohne
kariése Ursache). Somit wurden 10 Molaren in die Studie einbezogen.

3.1.2 Angesetzte Lésungen

Phosphatpuffer (PB)

Ein Liter der 0,2-molaren Phosphatpuffer-Lésung (Stammlésung) wurde folgendermalen
hergestellt:

Zunachst wurden 28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO. x 2 H20) [Carl Roth
GmbH] und 5,2 g Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2PO4 x H2O) [Merck KGaA]
abgewogen und in 900 ml destilliertem Wasser geldst. Die Lésung wurde anschliefdend durch
entsprechende Hinzugabe von Chlorwasserstoffsdure (HCL) und/oder Natriumhydroxid
(NaOH) auf eine pH-Wert von 7,2 - 7,4 eingestellt. Es folgte das Aufflillen der entstandenen
Lésung mittels destillierten Wassers auf einen Liter.

Diese Stammlésung wurde durch Hinzugabe von destillietem Wasser (1:1) verdinnt und zu
einer 0,1-molaren Lésung mit einem pH-Wert von 7,4 eingestellt. Hierfir wurden erneut die
entsprechend bendtigten Mengen Chlorwasserstoffsdure (HCL) und/oder Natriumhydroxids
(NaOH) beigemischt.

Die nach dem o.g. Protokoll gefertigte Lésung entsprach der benétigten Gebrauchslésung und
wurde nach der Herstellung zur Lagerung in einen Kuhlschrank verbracht (4°C).

Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS)

Fiar die 0,2-molare Stammlésung wurden 28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na2HPOs x 2 H20) [Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland] mit 52 g
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (NaH.PO4 x H.O) [Merck KGaA] und 17,53 g Natrium-
Chlorid (NaCl) gemischt. Die L6sung wurde anschlieRend durch entsprechende Hinzugabe
von Chlorwasserstoffsaure (HCL) und/oder Natriumhydroxid (NaOH) auf eine pH-Wert von
7,2 - 7,4 eingestellt. Es folgte das Auffillen der entstandenen Lésung mittels destillierten
Wassers auf einen Liter.

Die 0,1-molare Gebrauchslésung wurde durch eine 1:1-Verdinnung der Stammldsung mit
destilliertem Wasser erreicht. Der gewunschte pH-Wert von 7,4 wurde durch die Zugabe von
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der entsprechend bendtigten Mengen Chlorwasserstoffsaure  (HCL)  und/oder
Natriumhydroxids (NaOH) erreicht.

Die nach dem o.g. Protokoll gefertigte L6sung entsprach der benétigten Gebrauchslésung und
wurde nach der Herstellung zur Lagerung in einen Kiihlschrank verbracht (4°C).

Fixierlosung
(modif. Zamboni-Lésung: 4 % Paraformaldehyd + 0,2 % Pikrinsaure + 0,1 M PBS-
Losung)

Die Herstellung der modif. Zamboni-Lsung erfolgte unter einem Abzug. Zunachst wurden
40 g Paraformaldehyd (PFA) [Roth] in 400 ml destilliertem Wasser, unter Zugabe von 15 mi
10%igem Natriumhydroxid (NaOH), auf einem Heizmagnetrihrer (75°C) geldst. Durch das
Natriumhydroxid (NaOH) wurde der Prozess der Auflésung des Paraformaldehyds (PFA)
beschleunigt. Nach der erfolgreichen Losung des PFAs (die Lésung klarte sichtbar auf) folgte
eine Filtration der PFA-LOsung mittels Filterpapiers in einem Messzylinder und wurde dort bis
zur Abkihlung belassen. Folgend wurden 500 ml einer 0,2-molaren PBS-Lésung
(Gebrauchslésung) herangezogen und mit der, nun auf Zimmertemperatur temperierten, PFA-
Lésung gemischt. Eine 0,2%ige Pikrinsaure (TNP) [Fluka] wurde hinzugegeben und die
entstandene Lésung mit entsprechend bendtigten destillierten Wassers auf 1000 ml aufgefilit.
Die entstandene Lésung mit dem pH-Wert 7,35 wurde anschlie3end, bis zur Verwendung, in
einen Kuhlschrank (4°C) verbracht.

Entkalkungslésung

Far die Entkalkungslésung wurden 150,885 ml Ameisensaure (CH202) [Carl Roth] mit
849,115 ml der angesetzten 0,1-molaren PB-Losung (Gebrauchslésung) gemischt. Die
entstandene Ldsung wurde anschlieRend bis zu Verwendung in einen Kihilschrank (4°C)
eingelagert.

Trispuffer (TB)

Fir die 0,5-molare Stammlésung wurden 60,57 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris;
C4H11NO3) [Carl Roth] in 500 ml destillietem Wasser gelést. Um den pH-Wert auf den
gewlnschten Wert von 7,6 zu bringen, wurden 150-250 ml einer 1%igen
Chlorwasserstoffsaure (HCL) zugegeben. Zuletzt wurde die Lésung mittels destillierten
Wassers auf 1000 ml aufgefullt und der pH-Wert (7,6) erneut kontrolliert.

Diese Losung stellte die Stammldsung fur die TBS-Lésung und die Tris-HCI-Lésung dar.

Trispuffer-NaCl (TBS)

Far die 0,05-molare Gebrauchslésung wurden 8,76 g Natrium-Chlorid (NaCl) in 800 ml
destilliertem Wasser und 100 ml der 0,5-molaren angesetzten TB-Losung (Stammldsung)
geldst. Der gewlnschte pH-Wert von 7,6 wurde kontrolliert, die Loésung mit destilliertem
Wasser auf 1 Liter aufgefillt und hinsichtlich des pH-Werts (7,6) gepruft.

Trispuffer-HCL (Tris-HCL)

Far die 0,05-molare Gebrauchslésung wurden 100 ml der der 0,5-molaren angesetzten TB-
Lésung mit 900 ml destilliertem Wasser gemischt. Es wurde der gewtinschte pH-Wert von 7,6
Uberpruft. Diese Losung wurde nur bei der Herstellung der DAB-Substratlésung verwendet.
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Kryoprotektionslosung

Far 100 ml der Kryoprotektionslésung wurden 30 g Saccharose (C12H22011) in Pulverform in
70 ml der angesetzten 0,1-molaren PBS-L6sung (Gebrauchslésung) gelost. Der pH-Wert
wurde kontrolliert und auf 7,4 eingestellt.

H20; Lésung (0,3 %)

Fir die 0,3%ige Wasserstoff-Peroxid-Lésung wurden 10 ul 30%igen Wasserstoff-Peroxids
(H202) mit 990 ul der angesetzten 0,05-molaren TBS-Losung gemischt.

Triton® X-100 (0,25 %)

Fir 100 ml der 0,25%igen Triton® X-100-Lésung wurden 0,25 ml der 100%igen Triton® X-100-
Lésung mit 99,75 ml der angesetzten 0,05-molaren TBS-L6sung verdunnt. Die hergestellte
Lésung wurde anschlieRend bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

Blockierungspuffer (2 % BSA + 5 % NGS + 0,05 M TBS-L6sung)

Fir den Blockierungspuffer wurden 0,95 ml der angesetzten 0,05-molaren TBS-Lésung mit
20 mg 2%igen Bovinen Serumalbumins (BSA) und 0,05 ml 5%igen normal goat serums (NGS)
gemischt.

Antikorper-Verdiinnungspuffer

Fir den Antikérper-Verdinnungspuffer wurden 970 ul der angesetzten 0,05-molaren TBS-
Lésung mit 30 pl 5%igen normal goat serums (NGS) gemischt.

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

Fiar den ABC-Komplex wurden in 6 ml der angesetzten 0,05-molaren TBS-Lésung je ein
Tropfen (= 50 pl) der Lésung A und B gegeben.

Nickelsulfatlésung

Far 1 ml der Nickelsulfatidésung wurden 13 pg Nickelsulfat (NiSOs) in 987 pl destilliertem
Wasser aufgeldst und lichtgeschutzt, in Aliquots (von jeweils 50 pl) bei -20°C aufbewahrt.

DAB-L6sung (Diaminobenzidin-Lésung)

Fir die DAB-Lésung wurde eine Tablette (10 mg) Diaminopimelinsaure (DAP; C7H14N204)
[Sigma] in einer Losung aus 50 ml der angesetzten 0,05-molaren Tris-HCL-L6sung geldst.
Diese Losung wurde anschlief3end filtriert und mit 6,5 pl 30%igem Wasserstoff-Peroxid (H20)
und 30 pl Nickelsulfatldsung gemischt. Die Losung wurde nach zwei Minuten verwendet und
musste lichtgeschutzt angesetzt und gelagert werden.
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3.2 Methodik — Vorbereitungen fur die Inmunhistochemie (IHC)

3.2.1 Praparation und Fixation der humanen Molaren

Nach der erfolgten Extraktion wurden die Zahne sofort in ein mit Fixierldsung (modif. Zamboni-
Lésung) gefllltes Falcon-Réhrchen verbracht. Dieses wurde mit einer anonymisierten
Patientennummer, Datum der Extraktion, Zahnnummer und der jeweiligen Kklinischen
Pathogenese versehen. Das Falcon-Réhrchen mit der darin enthaltenen Fixierldsung befand
sich stets in einem Kihlschrank bei 4°C und wurde nur zum Zwecke der Einbringung des
Zahnes in das Rohrchen, oder fir den Transport in einer Kiihlbox zur Anatomie der Johannes
Gutenberg-Universitat aus diesem entfernt. Der Abtransport in die Anatomie erfolgte jeweils
drei Tage nach der Extraktion.

3.2.2 Entkalkung, Kryoprotektion und Einbettung

In der Anatomie angekommen, wurde die Fixativ-Losung fachgerecht (unter einem Abzug)
entsorgt und die angesetzte Entkalkungslésung (Ameisensaure in 0,1 M PB) in die Réhrchen
zu den Zahnen gegeben. Der Prozess der Entkalkung erstreckte sich tber drei Wochen, in
denen die Losung zweimal in der Woche gewechselt werden musste. Nach dem
abgeschlossenen Entkalkungsvorgang wurde die Entkalkungslésung durch die 0,1-molare
PBS-Losung ersetzt (Gebrauchslésung), um die Reste der Entkalkungslésung aus den
Zahnen zu waschen. Hierflr verblieben die Zahne 72 Stunden im Kihlschrank (4°C) in der
PBS-LAsung, welche taglich gewechselt wurde.

Far die Kryoprotektion wurden die zu untersuchenden Zahne aus der PBS-Ldsung in eine
angesetzte Kryoprotektionslésung (30 % Saccharose in 0,1 M PBS) verbracht, in der die
Molaren uber funf Tage lagerten. Durch diesen Prozess wurde den Proben die Feuchtigkeit
entzogen, um eine Kristallbildung beim Kuhlen zu verhindern, die eine Untersuchung unter
dem Mikroskop behindert hatte.

Fur die Einbettung wurden die Zahne in eine speziell angefertigte Aluminiumform eingebracht,
an der die Daten des jeweiligen Zahnes angebracht wurden. Diese Formen wurden zunachst
mit Tissue-Tek ® O.C.T. Compound [Sakura] beftillt. AnschlieRend wurde in jede Form jeweils
ein Zahn eingebracht, wobei die raumliche Orientierung: ,mesial zu distal, stets streng
eingehalten wurde. Durch die so gewahlte Schnittebene gab es eine groRtmogliche Menge an
Schnitten mit vorhandener Kronenpulpa. Nach dem Einbringen des Zahnes wurde die Form
verschlossen und fir mindestens eine Minute in flissigen Stickstoff (-196°C) eingebracht, bis
der Block schockgefroren war.

Fir die Lagerung wurden die Aluminiumformen bis zum Schneiden der Proben in einen
speziellen Tiefklhlschrank mit einer Temperatur von -82°C verbracht. Im Tiefkihlschrank
wurden die Proben in verschiedene Kartons sortiert, je nach Pathogenese des jeweiligen
Zahnes. Um die Qualitat der Proben zu gewahrleisten, wurde streng drauf geachtet, dass die
eingebetteten Zahne wahrend der Umlagerung aus dem Stickstoffgefal in den Kihlschrank
nicht langer als funf Minuten der Raumtemperatur ausgesetzt waren. Die Gewebeproben
wurden fir mindestens 7 Tage in dem o.g. Tiefklhlschrank belassen.

3.2.3 Anfertigen und Aufbewahren der Schnitte

Vor dem Schneiden wurden 24er Wellplatten [Orange Scientific] nummeriert, mit 0,1-molarer
PBS-Losung gefiillt (Gebrauchslésung) und in einem Kuhlschrank (4°C) bis zur Einbringung
der Schnitte gelagert. Die eingebetteten Zahne wurden aus dem Kuhlschrank sofort, ohne den
Zahn lange der Zimmertemperatur auszusetzen, in den Kryostaten eingebracht, der bereits
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seit mindestens 24h eingeschaltet war. Nach der Verbringung der Proben in den Kryostaten
wurde vier Stunden gewartet, bis die Blocke die Temperatur von -20°C erreicht hatten.

Die Aluminiumform wurde mitsamt des darauf aufgebrachten Klebestickers mit den Daten des
Zahnes aus dem Kryostaten entfernt, und der Aufkleber in ein Protokollheft eingepflegt, um
eine Zuordnung der Schnitte zu der jeweiligen Pathogenese zu gewahrleisten. Unter dem
Aufkleber wurde das jeweilige Schneidedatum dokumentiert.

Der nun ausgebettete, im Kryostaten liegende Zahn wurde mittels Tissue-Tek ® O.C.T.
Compound [Sakura] auf der Objektplatte fixiert und nach dem erfolgten Aushartevorgang in
den Objektkopf eingespannt. Es wurde streng auf einen festen Sitz geachtet, um die
Schnittqualitédt zu maximieren. Anschlielend wurde der Zahn bis zur punktférmigen Er6ffnung
der Pulpa zlgig geschnitten. Nach dem Erreichen der Pulpa, wurden im Folgenden 30 pm
dicke Schnitte per Handdrehung angefertigt. Dabei wurde auf eine gleichmalige, langsam- bis
mittelschnelle Bewegung geachtet, um ein homogenes Schnittbild zu gewahrleisten.
Nach jedem erfolgten Schnitt wurde dieser vorsichtig mit Hilfe eines Pinsels in die mit
0,1-molarer PBS-Ldsung geflllten Wellplatten-Einsenkung gegeben. Die Wellplatten wurden
mit der jeweiligen Patientennummer versehen, um eine Zuordnung zu ermadglichen.

Der gesamte Schneidevorgang wurde sorgfaltig und ztgig vollzogen, da ein zu langer Verbleib
der PBS-Lésung im Kryostaten zu einem Gefrieren der Lésung hatte fuhren kénnen. Die
Schnitte waren durch solch ein Ereignis nicht mehr verwertbar gewesen, da die sich so
bildenden Kristalle sémtliche Zellstrukturen zerschnitten hatten.

Nach dem Einbringen des letzten Schnittes auf der Wellplatte, wurde diese sofort in den
Kuhlschrank (4°C) verbracht. Eine neue Wellplatte wurde aus dem Kihlschrank in den
Kryostaten eingebracht und der zuvor geschnittene Zahn weiter geschnitten, bis das Ende der
dentalen Pulpa erreicht wurde. Zu dem Zeitpunkt, zu dem das jeweilige Ende erreicht worden
war, wurde ein weiterer eingebetteter Zahn aus dem Kuhlschrank in den Kryostaten verbracht
und das oben geschilderte Procedere erneut vollzogen.

3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und Charakterisierung
der Schnitte

Vor dem Farbevorgang wurden diejenigen Schnitte zunachst ausgewahlt, die sich auf der
jeweiligen Wellplatte an erster Stelle befanden. Der jeweilige Schnitt wurde aus der
0,1-molaren PBS-Lésung entnommen und in einer mit destilliertem Wasser gefullten Kuvette
auf den zuvor beschrifteten, mit poly-L-Lysin beschichteten, Objekttrager verbracht. Dieser
wurde mit der Patientennummer, der Schnitthnummer und dem aktuellen Datum versehen. Es
wurde besonders darauf geachtet, dass sich der Schnitt an keiner Stelle Uberlagert, um eine
héchstmdgliche Qualitat fir den folgenden Befundungsprozess gewahrleisten zu kénnen.
Nach der Entnahme des Objekttragers aus der mit destilliertem Wasser geflllten Kivette,
wurde dieser auf ein Tuch gelegt und trocknen gelassen. Dieser Vorgang wurde fur jeden
ersten Schnitt einer Wellplatte des jeweiligen Patientenzahnes wiederholt.

Nach der Ruhezeit wurde das Farbeprotokoll angewandt: Zunachst wurden die Objekttrager
auf einem speziellen Trager fur finf Minuten in destilliertes Wasser gegeben. Anschlielend
folgte der erste Farbeprozess aller basophilen Zellanteile flir zehn Minuten in der Hamatoxylin-
Lésung (50 g Kalium/Ammonium, 0,2 g NalOs, 1 g Zitronensaure und 1000 ml destilliertes
Wasser) mit zwei folgenden Waschvorgangen fir jeweils funf Minuten in mit warmem Wasser
gefillten Kivetten. Durch den Waschvorgang wurde der pH-Wert erhéht und fuhrte dadurch
zu einer intensiveren Farbung der Schnitte. Die zweite Farbung erfolgte nach zehn Minuten in
einer mit Eosin geflllten Kuvette. Dadurch wurden alle azidophilen Zellanteile angefarbt. Es
erfolgte nun eine flnfsekindige Einbringung in destilliertes Wasser mit anschlielender
Entwéasserung in unterschiedlich konzentrierten Ethanol-Lésungen: 10 Sekunden Ethanol
(50 %), 15 Sekunden Ethanol (70 %), 60 Sekunden Ethanol (80 %), 5 Minuten Ethanol (90 %),
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5 Minuten Ethanol | (100 %) und 5 Minuten Ethanol Il (100 %). Nach der Ethanol-Entwasserung
folgte die Klarung der Schnitte in 2 Kivetten mit Xylol, in die der Trager fur jeweils drei Minuten
eingebracht wurde.

Nach den erfolgten Farbeschritten wurden die jeweiligen Objekttrager aus der Xylol-Kivette
mittels einer Pinzette entfernt und die gefarbten Schnitte mit Entellan new [Sigma-Aldrich]
benetzt. Nun wurde jeweils ein Deckglas vorsichtig aufgebracht, wobei auf die Vermeidung
von méglichen Lufteinschliissen geachtet wurde. Der Uberschuss der Entellan-Lésung wurde
mit einem Tuch aufgefangen und die einzelnen Schnitte zum Trocknen beiseitegelegt.

Fir die Klassifizierung wurde somit jeder 24. Schnitt mit HE-Farbung gefarbt und folgend
lichtmikroskopisch auf etwaige Pathologien untersucht, um eine diagnostische Aussage Uber
den Gesundheitszustand des Zahnes treffen zu kdnnen. Im Rahmen der Untersuchung
wurden Dentin und Pulpa bertcksichtigt, ebenso das moégliche Vorhandensein von Vakuolen
in der OD-Schicht. Die Anwesenheit von Tertiardentin deutet, genau wie die Prasenz von
Vakuolen innerhalb der OD-Schicht, auf eine vorliegende Pathologie (bspw. eine bis in das
Dentin reichende Karies) hin. Die auf diesem Weg gestellten Diagnosen wurden notiert und
die Praparate in einen Kasten einsortiert.

3.4 Methodik der Immunhistochemie (IHC)

3.4.1 Vorbereitung fur die Immunhistochemie

Im Rahmen der Vorbereitung fir die IHC wurden 12er-Wellplatten mit den jeweiligen
Schnittnummern der zu untersuchenden Schnitten markiert. Anschlielend wurden die
Wellplatten mit 5 ml 0,1 M PBS-Lésung aufgefillt. Die Schnitte wurden von den 24er-
Wellplatten mittels eines Pinsels vorsichtig auf die mit PBS-Lésung gefillten 12er-Wellplatten
gemaR der vorherigen Markierung tibertragen. Nach erfolgtem Ubertrag wurden die Schnitte
erneut in den Kuhlschrank (4°C) verbracht.

Die IHC fand innerhalb einer Woche statt, um eine Verfalschung der Ergebnisse zu verhindern.

3.4.2 Die Spezifitat der verwendeten Antikérper gegen HDAC6 und HDAC10

Die folgenden Antikdrper wurden im Rahmen der Dissertationsarbeit verwendet:

Tabelle 1: Bezeichnung und Konzentration der priméren- und sekundéren Antikérper.

Primérer Antikérper Verdiinnung  Sekundarer Antikérper Verdiinnung
(prim. AK) (sek. AK)
mouse monoclonal antibody 1:500 goat-anti-mouse IgG 1:500
(HDACEG6; Klon: D-11; sc-28386) [Vector, California, US]
[Santa Cruz Biotechnology, Inc.]
mouse monoclonal antibody 1:500 goat-anti-mouse IgG 1:500
(HDAC10; Klon: F-4; sc-376121) [Vector, California, US]

[Santa Cruz Biotechnology, Inc.]

Die Spezifitdt der monoklonalen Maus-Antikérper gegen humane HDACG6 (Gradilone et al.,
2014, Nakashima et al., 2015) und humane HDAC10 (Dose et al., 2016, Fan et al., 2021)
wurde mittels Westernblot-Methode dargestellt.
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3.4.3 Anfertigung der Verdiinnungsreihen

Um eine optimale immunhistochemische Farbeintensitat mit reduzierter Hintergrundfarbung
zu erhalten, wurde eine Verdinnungsreihe fir die primaren Antikrper (pAK) angefertigt. So
wurde die optimale Verdinnung der pAK bestimmt, in der die Hintergrundfarbung nicht
dominiert und gleichzeitig eine gute Farbung der OD sichtbar ist.

Hierfur wurden die Konzentrationen 1:500, 1:800, 1:1000 und 1:2000 auf einer 12er-Wellplatte
jeweils fur den pAK der HDAC6 und HDAC10 getestet. Zusatzlich wurde eine Kontrolle
angefertigt. Die Verdinnung von 1:500 wurde als optimal befunden, notiert und in den weiteren
Untersuchungen verwendet.

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

Um die zu untersuchenden Antigene mit Hilfe der spezifischen Antikérper (AK) nachzuweisen,
wurde die immunhistochemische ABC-Methode angewandt: Zunachst wurden die 12er-
Wellplatten mitsamt der Schnitte aus dem Kiihlschrank entnommen, die alte LOdsung mit einer
Pipette entnommen und 1 ml 0,05 M TBS-Ldsung zugegeben. Es erfolgte eine Standzeit von
15 Minuten auf einem Rdttler, um die Schnitte zu waschen. Der 0.g. Waschvorgang wurde
anschlielend wiederholt. Die Splllésung wurde entnommen und die Schnitte mit 1 ml der
zuvor angesetzten Wasserstoffperoxid-Losung versetzt. Es folgte ein zwanzigminutiger
Rattelvorgang im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut nach dem o.g.
Waschvorgang zweimal fir 5 Minuten gewaschen. Es schloss sich die dreiltsigminttige
Behandlung der Schnitte mit 1 ml der Triton® X-100-Lésung (0,25 %) [Sigma-Aldrich] auf einem
Rattler an, gefolgt von einem erneuten doppelten Waschvorgang (fur jeweils 5 Minuten). Nun
wurde 1 ml des Blockierungspuffers (2%iges bovine serum albumin (BSA) [Sigma-Aldrich] und
5%iges normal goat serum (NGS) [Vector Laboratiers]) fir 30 Minuten auf die Schnitte
gegeben und die Wellplatte so erneut auf den Ruttler gestellt. Bereits wahrend der letzten 10
Minuten wurden die primaren AK (monoklonale Maus-Antikorper [Santa Cruz]) in 0,05 M TBS-
Losung, gemall der wahrend der Verdunnungsreihe ermittelten optimalen Verdlinnung
(1:500), verduinnt. AnschlieRend wurden die Schnitte mit dem primaren Antikrper versetzt (mit
Ausnahme der Kontrolle).

Die behandelten Schnitte wurden fiir 24 Stunden auf einem Ruttler in den Kihlschrank (4°C)
verbracht und am folgenden Tag entsprechend weiterbehandelt:

Die Wellplatten mit den Schnitten wurden aus dem Kihlschrank entnommen und jeweils
zweimal fur 15 Minuten mit 0,05 M TBS-L6sung auf einem Rittler gewaschen. Wahrend des
letzten Waschvorgangs wurde der sekundarer AK vorbereitet, indem er mit 0,05 M TBS-
Lésung verdunnt wurde (1:500). Es folgte die einstiindige Inkubation mit dem sekundaren
Antikorper. Anschlieend wurden die Zahnschnitte zweimal fir jeweils 15 Minuten in 0,05 M
TBS-L6ésung gewaschen.

Nun wurde der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex hinzugegeben und unter Lichtausschluss
fur eine Stunde inkubiert. Erneut erfolgte ein doppelter TBS-Waschvorgang (diesmal im
Dunkeln) fir 15 Minuten. Um den erfolgten Bindungsvorgang sichtbar zu machen, wurde DAB-
Lésung (Diaminobenzidin-Lésung) fur 20 Minuten hinzugegeben und die Schnitte
anschlielend bei Raumtemperatur mit destillietem Wasser fir zweimal 15 Minuten
gewaschen. Die Peroxidase wurde durch die Umwandlung von inaktivem DAB in
chromogenes DAB angefarbt.

Die jeweiligen Schnitte wurden auf den jeweils beschrifteten, mit poly-L-Lysin beschichteten,
Objekttrager verbracht und fir mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.

Nun erfolgte die Dehydrierung der Gewebeschnitte fur jeweils 4 Minuten in Ethanol-Lésungen
aufsteigender Konzentration: 70 %, 80 %, 90 %, 100 % | und 100 % II. Es schloss sich die
Klarung der Schnitte in Xylol | und Xylol Il an (jeweils 2 Minuten) und die Eindeckung der
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Schnitte mittels Entellan. Die eingedeckten Schnitte wurden lichtgeschitzt drei Tage
getrocknet und danach weiter lichtgeschutzt gelagert. Eine lichtmikroskopische Untersuchung
erfolgte nach dem Trocknungsvorgang, friihestens 3 Tage nach erfolgter Eindeckung.

Abbildung 1: Schematische Darstellung der ABC-Methode; (pAK = primdrer Antikdrper;
sAK = sekundérer biotinylierter Antikérper; Avidin + B + P = Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex;

DAB = Diaminobenzidin).
[Eigene Komposition; Teile der Abbildung wurden mit Unterstiitzung eines Bildgenerierungssystems (ChatGPT,
Open Al) erstellt].

3.4.5 Untersuchung der immunhistochemisch (IHC-) gefarbten Schnitte

Es folgte zunachst die lichtmikroskopische Untersuchung der IHC-gefarbten Schnitte. Hierzu
wurden die jeweiligen Praparate blind von zwei erfahrenen Wissenschaftlern betrachtet (S.B.,
Y.K.). Dabei wurden zunachst die Kontrollschnitte kontrolliert, um mdgliche Fehler in der
Inkubation ausschlielten zu kénnen. Anschliefiend wurde die Qualitat der Praparate in Hinblick
auf die Befundbarkeit beurteilt. Bei guter Qualitdt und negativer Kontrolle wurde wie folgt
vorgegangen:

Zuerst wurde die OD-Schicht begutachtet und insbesondere auf die OD-Zellkerne und das
OD-Zytosol geachtet. Bei einer positiven Farbung wurde die jeweilige subjektive Intensitat
notiert. AnschlieRend folgte die Betrachtung der OD-Fortsatze. Bei einer positiven Farbung
wurde die jeweilige subjektive Intensitat notiert.

Die genaue Farbeintensitat der OD-Zellkerne wurde im nachsten Schritt bestimmt.
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3.5 Quantifizierung der Immunhistochemie (IHC)

3.5.1 Densitometrie der gefarbten IHC-Schnitte

Die jeweiligen IHC-gefarbten Schnitte wurden zwecks Quantifizierung densitometrisch
untersucht: Hierzu wurden mit einem Lichtmikroskop [Leica DMRB] und dessen Kamera
[Leica] Bilder der gesunden und pathologisch-veranderten OD in 40x-Vergrof3erung
angefertigt, sowie von zellfreien Bereichen zur Erfassung der Hintergrundfarbung. Um eine
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden die Bilder mit gleich eingestellten Parametern an
einem Tag gemacht. Die densitometrische Vermessung erfolgte anhand dieser Bilder mit
einem entsprechenden Programm [ImageJ]:

Drei Grauwerte der zellfreien Zone des Praparats wurden gemessen und ein entsprechender
Mittelwert berechnet (= Hintergrundfarbung). Im Bereich der OD-Schicht wurden ebenfalls drei
Grauwerte gemessen, ein Mittelwert berechnet und mit dem der zellfreien Zone verrechnet
(Differenz).

Die Ergebnisse wurden statistisch analysiert und ausgewertet.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde durchgefihrt, um Unterschiede im mittleren Grauwert (engl.:
MGV) der Enzyme (HDAC6 und HDAC10) in Odontoblasten zwischen gesunden Molaren und
kariosen Molaren zu untersuchen. Daruber hinaus sollte untersucht werden, ob Unterschiede
im MGV zwischen HDAC6 und HDAC10 bei gesunden und kariésen Molaren beobachtet
werden kénnen. Die Normalverteilung wurde visuell anhand von Q-Q-Plots Gberprift.

Unabhangige t-Tests wurden berechnet, um die Mittelwerte des MGV der jeweiligen Enzyme
(HDAC6, HDAC10) zwischen beiden Gruppen (gesund und karidés) zu vergleichen (z.B.
HDAC6 gesund vs. HDACG6 karids). Die t-Tests wurden einseitig durchgefuhrt, wobei die
Hypothese getestet wurde, dass bei HDAC6 die gesunden Molaren niedrigere MGV-
Mittelwerte aufweisen als die kariésen Molaren.

Zuséatzlich wurden abhéangige t-Tests berechnet, um die Mittelwerte der MGV der jeweiligen
Enzyme (HDACG6, HDAC10) innerhalb jeder Gruppe zu vergleichen (z.B. HDAC6 gesund vs.
HDAC10 gesund). Die t-Tests wurden zweiseitig durchgefuhrt. Alle Analysen wurden mit
RStudio (RStudio PBC, Boston, USA, 2024.4.2.764) durchgefihrt. Das Signifikanzniveau
wurde auf p < 0,050 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden in Summe 32 humane Molaren gesammelt. Jeder
dieser Molaren wurde vollstandig geschnitten und Schnitte mit Anteilen der dentalen Pulpa
wurden in nummerierte 24er-Wellplatten verbracht, die mit 0,1 M PBS-Ldsung (pH 7,4) gefullt
waren. Die Wellplatten wurden anschliefend in einem Kuhlschrank (4°C) verwahrt. Die
immunhistochemische Farbung erfolgte in einem Zeitraum von drei Monaten.

Zunachst wurden die Schnitte mit HE-Farbung gefarbt, um eine histopathologische Diagnostik
der Zahne zu ermoglichen. Die Diagnose der einzelnen Schnitte wurden von zwei erfahrenen
Wissenschaftlern gemeinsam gestellt und der jeweilige Zahn so als gesund oder karits
eingestuft. Jeder 24. Schnitt wurde auf diese Weise untersucht. Pro Zahn wurden so etwa 5-7
Schnitte (bei 30 ym Schnittdicke) untersucht. Klinisch als gesunde eingestufte Zahne ohne
vorliegende Dentinkaries (DK), aber mit histopathologisch sichtbarer vakuolarer OD-
Degeneration, Hyalindegeneration, Fettdegeneration, Dentikelbildung, Verkalkung oder
Entziindung ohne kariése Lasion (bspw. sterile Entziindung durch okklusales Trauma) wurden
von der Studie ausgeschlossen.

Nach Ausschluss stellten sich funf Molaren als histopathologisch gesund dar. FUnf Molaren
wurden mit vorliegender DK als histopathologisch entziindet eingestuft. Fir die folgende
immunhistochemische Farbung wurden aufeinanderfolgende Schnitte des zu untersuchenden
Zahnes verwendet. Dabei wurde jeweils der erste Schnitt mit HE-Farbung gefarbt, der zweite
Schnitt mit HDACG6 inkubiert und der dritte Schnitt mit HDAC10. Der vierte Schnitt diente als
Kontrolle.
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4.1 Histochemische Ergebnisse

4.1.1 Die physiologische Dentin-Pulpa-Einheit

Bei einer physiologischen Dentin-Pulpa-Einheit (Abb. 1) fand sich eine breite
Odontoblastenschicht (o) zwischen der zellarmen Zone (zaz) der dentalen Pulpa und des
hellen Pradentins (pd). An das Pradentin gliederte sich nach aufen das Sekundardentin (sd)
an, welches eine geordnet wellenférmige, gut sichtbare Anordnung der Dentintubuli besaf’ und
in das aulere Primardentin tUberging (nicht abgebildet). Nach innen gerichtet schloss sich an
die zellarme Zone eine zellreiche Zone (zrz) an. Die dentale Pulpa stellte sich frei von
Immunzellen dar. Die vaskulare Versorgung lie} sich durch regelmaRig in der Pulpa verteilte
BlutgefalRe (*) erkennen. Im Bereich dieser GefaRe fanden sich histologisch haufig
Erythrozyten (#), die die Versorgung der dentalen Pulpa sicherstellen. Auch Nervenfasern
lieBen sich in den Praparaten finden und bildeten gemeinsam mit BlutgefalRen den
subodontoblasten-Plexus.

Abbildung 2: Die  gesunde Dentin-Pulpa-Einheit  in HE-Féarbung (10x-VergréBerung);
(sd = Sekundérdentin;, pd = Prddentin; o = Odontoblastenschicht; zaz = zellarme Zone; zrz = zellreiche Zone;
* = Blutgefél3e; # = Erythrozyten)
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4.1.2 Die pathologisch veranderte Dentin-Pulpa-Einheit

Die pathologisch veranderte Dentin-Pulpa-Einheit (Abb. 3) unterschied sich mafigeblich vom
physiologischen Zustand, da hier keine geordnete histologische Struktur der einzelnen
Zellschichten, wie in der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit, vorhanden war.

Die Dentin-Pulpa-Einheit stellte sich mit veranderter Odontoblastenschicht unterhalb des
karidsen Defekts dar. Es war eine vakuolare Degeneration (“) in dieser Schicht sichtbar,
sodass man nahezu keine Odontoblasten (OD) mehr erkennen konnte. Auch die Breite der
OD-Schicht schien sich innerhalb des Praparats zu unterscheiden. Hierbei war die OD-Schicht
unterhalb der karidsen Lasion verschmalert iV. zur umliegenden Schicht
(Abb. 3).

In vielen Fallen war eine pulpennahe Bildung von Tertiardentin (rptd und rtd) im Bereich des
Defekts sichtbar, welches sich in seiner Struktur von der des Primar- oder Sekundardentins
augenscheinlich unterschied. Bei einer vorliegenden weitestgehend intakten OD-Schicht
waren, ahnlich dem Bereich des Sekundardentins (sd), Dentinkanalchen innerhalb der
Dentinmatrix zu erkennen, die jedoch einen irregularen Verlauf aufwiesen. Dieser Bereich stellt
das reaktive Tertiardentin (rtd) dar. In vielen Fallen, in denen diese 0.g. physiologische Schicht
einer vakuolaren Degeneration gewichen war, stellte sich eine gebildete Zahnhartsubstanz
dar, die keine Dentinkanalchen, sondern fortlaufende Kollagenfasern zu besitzen schien (Abb.
3). Diese Zahnhartsubstanz stellt das reparative Tertiardentin (rptd) dar.

Im Bereich der Pulpa lieen sich vermehrt Entziindungszellen (#) antreffen. Zudem war eine
Vasodilatation der Gefale (*) im Bereich der Pulpa zu erkennen, gepaart mit einer
Hypervaskularisierung. Gelegentlich lieken sich auch Dentinmatrix-Strukturen (Dentikel)
innerhalb der dentalen Pulpa erkennen (hier nicht gezeigt).

Abbildung 3: Die entziindete Dentin-Pulpa-Einheit in  HE-Fdrbung  (10x-Vergréerung);
(sd = Sekundérdentin; rtd = reaktives Tertidrdentin; rptd = reparatives Tertidrdentin, pd = Pradentin;
““ = vakuoldre OD-Degeneration; * = Blutgefal3e; # = Entziindungszellen)
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4.2 Ergebnisse der Verdinnungsreihe fur die HDACs Klasse Ilb

4.2.1 Ergebnisse der Verdinnungsreihe fir HDAC6

Nach dem Erstellen der Verdinnungsreihe fir HDAC6 wurde sich fir die Verdiinnung des
primaren Antikorpers (pAK) von 1:500 entschieden, da hier eine gute Farbeintensitat, ohne
starkes Vorkommen von verfalschender Hintergrundfarbung, erkennbar war (Daten wurden
hier nicht gezeigt).

4.2.2 Ergebnisse der Verdinnungsreihe fiur HDAC10

Nach dem Erstellen der Verdinnungsreihe fiur HDAC10 wurde sich ebenfalls fur die
Verdinnung des pAKs von 1:500 entschieden, da auch bei dieser Verdlinnung eine gute
Farbeintensitat, ohne starkes Vorkommen von verfalschender Hintergrundfarbung, erkennbar
war (Daten wurden hier nicht gezeigt).

4.3 Die Expression von den HDACs Klasse IlIb in gesunden Molaren

4.3.1 Die Expression von HDACG in gesunden Molaren

In gesunden humanen Molaren war keine immunhistochemische Farbung fir HDACG in der
OD-Schicht oder deren Fortsatzen erkennbar. Auch die Zellkerne wiesen eine negative
Immunreaktivitat fir HDACG6 auf. Durch den Vergleich mit der Kontrolle (Abb. 4 [g/h]) liel3 sich
die sichtbare Farbung auf eine Hintergrundfarbung zuriickfihren (Abb. 4 [c/d]).

4.3.2 Die Expression von HDAC10 in gesunden Molaren

In gesunden humanen Molaren war keine immunhistochemische Farbung der OD-Schicht
oder deren Fortsatzen zu finden. Durch den Vergleich mit der Kontrolle (Abb. 4 [g/h]) lie® sich
die sichtbare Farbung auf eine Hintergrundfarbung zuriickfihren (Abb. 4 [e/f]).
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Abbildung 4: Expression von HDAC6 und HDAC10 in Odontoblasten der gesunde Dentin-Pulpa-Einheit
eines humanen Molaren (jeweils 10x- und 20x-VergréBerung) in HE-Farbung [a/b], inkubiert mit HDAC6-AK [c/d],
inkubiert mit HDAC10-AK [e/f] und die Kontrolle [g/h]. (sd = Sekundéardentin; pd = Pradentin;
o = Odontoblastenschicht; zaz = zellarme Zone; zrz = zellreiche Zone; * = Blutgefél3e; # = Erythrozyten)
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4.4 Die Expression von den HDACs Klasse Ilb in der
Odontoblastenschicht karioser Molaren

4.41 Die Expression von HDACG in der Odontoblastenschicht karidser Molaren

In einer Subpopulation der OD stellten sich die Zellkerne in der OD-Schicht moderat gefarbt
dar, jedoch waren auch die Zellkerne mehrerer OD ohne immunhistochemische Farbung
sichtbar. Im Zytoplasma der OD lief3 sich auch eine moderate Farbung erkennen (Abb. 5 [c/d]).
Die Kontrolle (Abb. 5 [g/h]) zeigte nur Hintergrundfarbung.

4.4.2 Die Expression von HDAC10 in der Odontoblastenschicht kariéser Molaren

In der OD-Schicht war eine schwach bis moderate Farbung der OD-Zellkerne und dessen
Zytoplasmas in einer Subpopulation der OD erkennbar (Abb. 5 [e/f]). Im Vergleich zu der
Kontrolle (Abb. 5 [g/h]) war eine Zunahme der Immunreaktivitat fir HDAC10 in der OD-Schicht
erkennbar (Abb. 5 [e/f]).

4.5 Die Expression von den HDACs Klasse IlIb in den
Odontoblastenfortsatzen karioser Molaren

4,51 Die Expression von HDACG6 in den Odontoblastenfortsatzen kariéser Molaren

Die OD-Fortsatze des Primar- und Sekundardentins (sd) stellten sich mit starker
immunhistochemischen Reaktion fur HDAC6 (gF) dar. Im Bereich des reparativen- und
reaktiven Tertidrdentins (rptd und rtd) liel3 sich keine immunhistochemische Fortsatzfarbung
fir HDACG6 erkennen (Abb. 6 [c/d]). Die Kontrolle war fir HDACG6 negativ (Abb. 6 [g/h]).

4.5.2 Die Expression von HDAC10 in den Odontoblastenfortsatzen karidser Molaren

Die OD-Fortsatze im Bereich des Sekundar- (sd) und Tertiardentins (rptd und rtd) stellten sich
fur HDAC10 ungefarbt dar (Abb. 6 [e/f]). In der immunhistochemischen Kontrollinkubation war
keine Immunreaktivitat fir HDAC10 ersichtlich (Abb. 6 [g/h]).
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Abbildung 5: Expression von HDAC6 und HDAC10 in entziindeten Odontoblasten der kariés-verédnderte
Dentin-Pulpa-Einheit eines humanen Molaren (jeweils 10x- und 20x-VergréBerung) in HE-Farbung [a/b],
inkubiert mit HDACG6-AK [c/d], inkubiert mit HDAC10-AK [e/f] und die Kontrolle [g/h]. (sd = Sekundérdentin;

pd = Pradentin; o = Odontoblastenschicht; * = Blutgefd3e;# = Entziindungszellen; gF = gefdrbte OD-Fortsétze;
“= vakuoldre OD-Degeneration)
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Abbildung 6: Expression von HDAC6 und HDAC10 in Odontoblastenfortsédtzen der kariés-verédnderte
Dentin-Pulpa-Einheit eines humanen Molaren (jeweils 10x- und 20x-VergréBerung) in HE-Farbung [a/b],
inkubiert mit HDACG6-AK [c/d], inkubiert mit HDAC10-AK [e/f] und die Kontrolle [g/h]. (sd = Sekundérdentin;

rtd = reaktives Tertidrdentin, rptd = reparatives

Tertidrdentin, gF = gefadrbte OD-Fortsétze;
““ = vakuoldre OD-Degeneration; odz = OD-&hnliche Zellen)
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4.6 Statistische Ergebnisse

Der t-Test ergab einen statistisch signifikant niedrigeren MGV-Wert fiur HDACG6 bei gesunden
Molaren im Vergleich zu den kariésen Molaren (t = -2,28, df = 7,91, p = 0,026). Fur HDAC10
wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (gesunde Molaren,
karidsen Molaren) festgestellt (t = 0,63, df = 5,01, p = 0,723).

(§]
(w]
1

L

_$

Mean Grey Value [DI]

—
o
1

HDAC6 HDAC10

B8 gesund B3 karios

Abbildung 4: Die Expression der HDAC6 und HDAC10 in den Odontoblasten der gesunden und kariésen
humanen Molaren.

22



Diskussion

5 Diskussion

Die Expression eines Gens wird sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen
Bedingungen durch die Aktivitdt unterschiedlicher zellspezifischer Transkriptionsfaktoren
reguliert. Dies beginnt im Zellkern mit der Transkription der DNA in mRNA und dem sich
anschlielenden Transport der mRNA zu den im Zytoplasma befindlichen Ribosomen. In den
Ribosomen wird die jeweilige Nukleotidsequenz der mRNA in eine Aminosauresequenz
translatiert, die schlielich ein spezifisches Protein flir eine bestimmte Funktion bildet. Proteine
werden flur verschiedene zellulare Prozesse bendtigt, daher ist der Nachweis der Expression
eines spezifischen Proteins in Schnitten aus unterschiedlichen humanen Geweben unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen von groRer Bedeutung, um die Rolle des
jeweiligen Proteins in der Zelle unter den jeweiligen Bedingungen (physiologisch und
pathologisch-verandert) herauszufinden. Der Vergleich der Ergebnisse gesunder und kranker
Gewebeproben ermoglicht wertvolle klinische Schlussfolgerungen auf Basis der
Expressionsmuster der jeweiligen Proteine.

In der vorliegenden Studie wurde die immunhistochemische Expression von HDAC6 und
HDAC10 in Odontoblasten (OD) der gesunden und karidsen Molaren untersucht. Die
vergleichenden Ergebnisse zeigen, dass HDAC6 und HDAC10 (Klasse IIb der HDACs) unter
physiologischen Bedingungen nicht in den OD der humanen Molaren exprimiert werden. Eine
kariose Lasion, die in allen Fallen eine Entzindung der dentalen Pulpa verursacht, induzierte
eine signifikant erhdhte Expression fir HDAC6 in den OD-Fortsatzen innerhalb der
Dentintubuli und im Zellkérper der OD. Im Bereich des reaktiven Tertiardentins wurde keine
Expression fir HDACG6 in den Fortsatzen der OD detektiert. Auch im Bereich der reparativen
Tertiardentinmatrix war keine Immunreaktivitat fir HDACG6 erkennbar. HDAC10 wurde weder
in den Fortsatzen der gesunden noch in denen der entziindeten OD detektiert. In den
Zellkernen der entziindeten OD war eine moderate Expression von HDAC6 nur in einer
Subpopulation der Zellen erkennbar. HDAC10 war in den Zellkernen der entziindeten Molaren
nur sehr schwach bis gar nicht detektierbar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass HDAC6 und HDAC10 unter
physiologischen Bedingungen in gesunden OD keine inhibitorische Rolle bei der
transkriptionellen Regulation der Bildung der Sekundardentinmatrix spielen kdnnen. Unter
entzliindlichen Bedingungen kann HDACG6 nach dessen Bildung in das Zytoplasma (in die
Odontoblastenfortsatze) translokieren, sodass die transkriptionelle Regulation der reaktiven
Tertiardentinmatrixbildung erleichtert wird. Die moderate Farbung von HDAC6 in einer
Subpopulation der OD deutet auf eine inhibitorische Rolle von HDACS in der transkriptionellen
Tertiardentinmatrixbildung hin. HDAC10 spielt keine wesentliche Rolle bei der
transkriptionellen Regulation der Sekundar- und Tertiardentinmatrixbildung.

5.1 Methodische Arbeit

Die Spezifitat der Antikérper (AK), die Bearbeitung der Gewebsproben fir die
Immunhistochemie (IHC) sowie die sorgfaltige Anwendung der immunhistochemische
Methode ist entscheidend fir den Erfolg der gewonnen Ergebnisse.

5.1.1 Die Spezifitat der Antikorper

In den Inkubationen wurden monoklonale Mause-Antikdrper gegen HDAC6 und HDAC10
verwendet. Der AK gegen HDACSG ist ein monoklonaler (clon: D-11) Maus-Antikorper, der
gegen die Aminosaurensequenz 916-1215 von humanen HDACG6 gerichtet ist [Santa Cruz
Biotechnology, sc28386]. Die Spezifitdt des HDACG6-Antikdrpers wurde mittels Westernblot
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getestet (Gradilone et al., 2014, Nakashima et al., 2015). Der HDAC10-AK ist ein monoklonaler
(clon: F-4) Maus-Antikorper, der gegen die Aminosaurensequenz 61-116 in der Nahe des N-
Terminus von humanen HDAC10 gerichtet ist [Santa Cruz Biotechnology, sc-376121]. Die
Spezifitat des HDAC10-Antikdrpers wurde mittels Westerblot charakterisiert (Dose et al., 2016,
Fan et al., 2021).

5.1.2 Die Bearbeitung der humanen Molaren

Nach der erfolgten Extraktion wurden die Gewebeproben sofort in die modif. Zamboni-Losung
verbracht. Einer Autolyse der Proben und der damit verbundenen Zerstérung der Epitope
wurde durch diesen Schritt vorgebeugt.

Dem Schneidevorgang im Kryostaten wurde eine dreiwochige Entkalkung mittels
Ameisenséure vorgeschaltet, um so Ca®"-lonen aus Schmelz, Dentin und Zement zu 16sen.
Der Schmelz wurde somit aufgelést und vom Dentin und Zement verblieb die extrazellulare
Matrix.

Zur Kryoprotektion wurden die Schnitte mit Saccharose-Lésung (30 %) versetzt, dessen
Konzentration der von bereits veroéffentlichen in vivo Untersuchungen an humanen Zahnen
entsprach (Klinz et al., 2012b, Korkmaz et al., 2005). Durch diesen Prozess wurde eine
Entstehung von Wasser-Kristallen wahrend des Gefrierens verhindert, da die Kristalle sonst
die Zellstrukturen hatten durchschneiden kdénnen.

5.1.3 Eliminierung stérender Faktoren bei der Immunhistochemie (IHC)

Um eine starke Hintergrundfarbung im Rahmen der ABC-Methode auf ein Minimum zu
reduzieren, musste die mogliche Bindung von DAB an die kdrpereigene endogene Peroxidase
(z.B. in Granulozyten und Erythrozyten) unterbunden werden. Eine Befundbarkeit ware durch
falsch positive Farbungen nicht mehr gegeben (Bussolati and Radulescu, 2011). Diese
Blockierung der endogenen Peroxidase wurde durch die Zugabe von der H>O»-Ldsung
(0,3 %) erreicht.

Zuséatzlich erfolgte, um einer unspezifischen Bindung der sekundaren AK (sAK) an freien
Bindungsstellen der im Schnitt vorliegenden Proteinen vorzubeugen, eine Behandlung mit
dem Blockierungspuffer (2 % BSA + 5 % NGS + 0,05 M TBS-Lésung). In der vorliegenden
Studie wurden sAK verwendet, die in der Ziege entwickelt worden sind. Aus diesem Grund
wurde im Blockierungspuffer 5%iges normal goat serum verwendet, um alle Antigene, die im
humanen Molaren vom sAK erkannt werden kénnten zu blockieren. So wurden die
unspezifischen Ergebnisse verhindert und nur die Bindung der sAK an die primaren AK (pAK)
ermdglicht. Die genutzte Konzentration erwies sich bereits in vorangegangene Untersuchung
als besonders effektiv, um die in der dentalen Pulpa enthaltenen Proteinstrukturen zu
untersuchen (Korkmaz et al., 2011, Klinz et al., 2012a).

5.1.4 Optimierung der Antikérperbindung an die Epitope

Um die Antigen-Antikérper-Bindung zu optimieren, wurden die Schnitte der humanen Molaren
mit Triton® X-100 (0,25 %) behandelt. Durch diesen Prozess wurde die Oberflachenspannung
der mit wassriger Lésung behandelten Schnitte herabgesetzt und ein besserer Zugang der
primaren AK zu den Epitopen gewahrleistet. Ohne diesen Schritt hatten ionische Spannungen
die Antigen-Antikdrper-Bindung maflgeblich beeinflussen koénnen. Eine 0,25%ige
Konzentration des Triton® X-100 hat sich bereits in vorangegangenen Untersuchungen an
humanen OD als effektiv erwiesen (Klinz et al., 2012a, Erdek et al., 2022).
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Auch die 0.g. Behandlung mit BSA (2 %) fuhrte zu einer Optimierung der Antigen-Antikdrper-
Bindung, da BSA die hydrophoben Krafte auf den Schnittoberflachen reduziert und dem pAK
den Zugang zu den Epitopen erleichtert.

5.1.5 Konzentration der DAB- und H202-Ldsung und die optimale Darstellung der Antigen-
Antikorper Bindung

Zur visuellen Darstellung der spezifischen AK-Bindung an den jeweiligen Epitopen (HDAC6 &
HDAC10), wurden die freischwimmenden Schnitte mit DAB-L6sung behandelt. Hierbei bindet
DAB an die Peroxidase des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes. Der sichtbare braune
Niederschlag im Falle einer positiven Farbung ist auf eine Oxidationsreaktion des DABs
zurlckzufuhren. Fir eine optimale immunhistochemische Farbung ohne Hintergrundfarbung
ist die Konzentration der DAB- und H20.-Lésung entscheidend. Die verwendete Konzentration
erwies sich bereits in vorangegangenen Untersuchungen als besonders effektiv (Korkmaz et
al., 2008, Korkmaz et al., 2023).

5.2 Die Rolle von HDAC Klasse llb in gesunden Molaren

5.2.1 Die Rolle von HDACG in gesunden Molaren

In der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit stellte sich der Schnitt (OD-Schicht und OD-Fortsatze)
weitestgehend ungefarbt dar, was darauf schlie®en lasst, dass HDAC6 im gesunden humanen
Molaren nicht exprimiert wird. Dies wiederum deutet darauf hin, dass HDAC6 im gesunden
humanen Molar nicht die Transkription bestimmter Gene in den OD reguliert und bei der
Homobostase unter physiologischen Bedingungen vermutlich keine entscheidende Rolle
einnimmt. Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist anzunehmen, dass eine
Inhibierung der physiologischen Transkription (mit Verdickung des Chromatins) der
Dentinmatrixproteine unwahrscheinlich ist.

In der Literatur findet sich bisher keine Untersuchung der HDAC6 an gesunden Zahnen. Auch
die in der Literatur beschriebene, hauptsachliche subzellulare Lokalisation von HDAC6 im
Zytoplasma (Verdel et al., 2000, Bertos et al., 2004, Cabrero et al., 2006, Gao et al., 2007,
Schliter et al., 2019) liel3 sich unter physiologischen Bedingungen der OD nicht bestatigen.
Dies ist vermutlich darauf zurlckzufiihren, dass die vorangegangenen Untersuchungen an
humanen Zellkulturen (HeLa-cells, HEK 293 cells, HSB-2 oder CEM 1.3) (Bertos et al., 2004,
Cabrero et al., 2006, Verdel et al., 2000) oder an anderen Spezies (mouse embryonic
fibroblasts, mouse retinal ganglion cells) (Gao et al., 2007, Schliter et al., 2019) stattfanden.
Auch die Zellherkunft unterscheidet sich stark von den hier untersuchten OD (Zervix-Epithel,
Nierenzellen, T-Zellen usw.), was mit unterschiedlichen subzelluldaren Lokalisationen
einhergehen kénnte. Fir eine genaue Beurteilung der subzellularen Lokalisation von HDAC6
in gesunden humanen Molaren sind weitere Untersuchungsmethoden nétig (Doppel- oder
Triple-Farbung).

5.2.2 Die Rolle von HDAC10 in gesunden Molaren

In der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit stellte sich der Schnitt (OD-Schicht und OD-Fortsatze)
weitestgehend ungefarbt dar, was darauf schlieBen lasst, dass HDAC10 im gesunden
humanen Molaren keine erhdhte Expression erfahrt. Dies wiederum deutet darauf hin, dass
HDAC10 im gesunden humanen Molar nicht die Transkription bestimmter Gene in den OD
reguliert und vermutlich keine entscheidende Rolle wahrend des physiologischen Zustandes
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einnimmt. Eine Inhibierung der physiologischen Transkription der Dentinmatrixproteine ist
unwahrscheinlich.

In der Literatur finden sich bisher keine Untersuchung der HDAC10 an gesunden Zahnen.
Auch die in der Literatur beschriebene subzellulare Lokalisation im Zytoplasma (Tong et al.,
2002, Zhou et al., 2022, Srivastava et al., 2022) und Zellkern (Guardiola and Yao, 2002) wurde
nicht bestatigt. Dies kdnnte daher kommen, dass sich die Zellherkunft stark von den hier
untersuchten OD unterscheidet (hippocampal tissues, HEK 293 cells, HeLa-cells, NIH/3T3
usw.), was auch mit unterschiedlichen subzellularen Lokalisationen einhergehen kénnte. Fur
eine genaue Beurteilung der subzellularen Lokalisation von HDAC6 in gesunden humanen
Molaren sind weitere Untersuchungsmethoden nétig (Doppel- oder Triple-Farbung).

Unter physiologischen Bedingungen wird die Sekundardentinmatrix in adulten menschlichen
Molaren von terminaldifferenzierten OD gebildet, dessen epigenetische Regulation (der
Transkription) von HDAC6 und HDAC10 nicht beeinflusst wird. Es ist jedoch moglich, dass
sich alle HDACs in den OD periodisch in ihrer Exprimierung abwechseln. Um diese Annahme
zu bestatigen, sind zusatzliche in-vivo und in-vitro-Untersuchungen notig.

5.3 Die Rolle von HDAC lIb in kariosen Molaren

5.3.1 Die Rolle von HDACSG in kariosen Molaren

In der pathologisch veranderten Dentin-Pulpa-Einheit stellten sich die Zellkerne im Bereich der
OD-Schicht teilweise mit HDACG6 gefarbt dar. Diese Beobachtung lasst darauf schlieen, dass
in einer kleinen vorliegenden Subpopulation der OD bereits eine héhere Menge an HDACG in
den Zellkern translokiert wurde, um dort vermutlich durch den pathologischen Reiz ausgel6st,
die Transkription bestimmter Gene zu inhibieren. Dadurch, dass nur eine Subpopulation der
OD mit gefarbten Zellkernen sichtbar war, 1asst sich vermuten, dass nur bei entziindetem OD
eine vermehrte Translokation von HDACG6 aus dem Zytoplasma in den Zellkern erfolgt. Dies
wiederum bestatigt, dass HDACG6 nur auf einen pathologischen Reiz hin die Transkription der
Dentinmatrixproteine (z.B. DMP1 und DSPP) inhibieren kénnte. Es ist auch mdéglich, dass die
OD mit heterogener Differenzierung vorlagen und sich die Farbung daher auf die OD eines
bestimmten Differenzierungsgrades beschrankten.

Das Zytoplasma der OD stellte sich moderat gefarbt dar, was ein Anstieg der Expression der
HDAC6 im Zytoplasma im Vergleich zu einer physiologischen Dentin-Pulpa-Einheit zeigt.
Diese Beobachtung ist kongruent mit vorangegangenen Untersuchungen, die die subzellulare
Lokalisation von HDACG6 im Bereich des Zytoplasmas festgestellt haben (Verdel et al., 2000,
Bertos et al., 2004, Cabrero et al., 2006, Gao et al., 2007, Schliter et al., 2019). Dies kdnnte
dadurch begriindbar sein, dass auf einen pathologischen Reiz (z.B. Dentinkaries) hin vermehrt
HDACG6 durch die Ribosomen synthetisiert wird und bei voranschreitenden pathologischen
Geschehnissen in den Zellkern eingeschleust wird, um dort angekommen die Transkription
von Dentinmatrixproteinen im Rahmen der Tertidrdentinbildung zu inhibieren.

Die OD-Fortsatze waren im Bereich des Sekundardentins partiell stark gefarbt, besonders bei
vorliegender vakuolarer Degeneration des betroffenen OD. Die Fortsatze der noch intakt
erscheinenden OD waren nicht gefarbt, was insgesamt darauf hindeuten koénnte, dass bei
voranschreitender Degeneration der OD zunehmend HDACEG in den Bereich der OD-Fortsatze
translokiert wird. Bei ausbleibender Degeneration der OD scheint keine erhdhte
Expression/Translokation im/in den Bereich der Fortsatze zu erfolgen. Eine weitere denkbare
Ursache der Farbung der Fortsatze von vakuolar degenerierten OD ist, dass das im Zellkern
von vakuolar degenerierten OD stark angereicherte HDAC6 nach Untergang desselbigen (und
somit auch seines Zellkerns) durch Kernhullenzerfall bis in die Fortsatze gelangen kénnte.

Im Bereich des sichtbaren reaktiven Tertiardentins wurde keine Farbung der wenigen irregular
verlaufenden Tubuli detektiert. Auch in der reparative Dentinmatrix, die keine Dentintubuli
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enthalt, war keine Immunreaktivitat fir HDAC6 zu erkennen, was vermutlich daran liegt, dass
diese Art von Dentin nicht von OD gebildet wird, sondern von OD-ahnlichen Zellen, die aus
pulpalen Stammzellen (SZ) differenzieren (Sloan and Smith, 2007, Neves and Sharpe, 2018,
Korkmaz et al., 2022). HDAC6 scheint somit weder im Bereich der irregular verlaufenden
Tubuli des reaktiven noch in der Matrix des reparativen Tertidrdentins lokalisiert zu sein.

In der Literatur finden sich bisher keine vorherigen Untersuchungen der HDAC6 an kariésen
Zahnen. Fir eine genaue Beurteilung der subzelluldren Lokalisation von HDACG6 in karids
veranderten humanen Molaren sind weitere Untersuchungsmethoden nétig (Doppel- oder
Triple-Farbung).

5.3.2 Die Rolle von HDAC10 in karioésen Molaren

In der pathologisch veranderten Dentin-Pulpa-Einheit waren die OD-Zellkerne und das OD-
Zytoplasma lediglich in einer Subpopulation der OD schwach-moderat gefarbt dar. Der Bereich
der OD-Fortsatze war homogen ohne Farbung. Diese Beobachtung kénnte darauf hindeuten,
dass HDAC10, wie bereits in anderen Gewebearten und Zellen (bspw.: hippocampal tissues,
HEK 293 cells, HelLa-cells, NIH/3T3 usw.) in vorherigen Untersuchungen beschrieben,
subzellular im Bereich des Zytoplasmas (Tong et al., 2002, Zhou et al., 2022, Srivastava et al.,
2022) und des Zellkerns (Guardiola and Yao, 2002) befindlich ist. Die lediglich schwach-
moderate Farbung der o0.g. Strukturen lasst darauf schlief3en, dass HDAC10, wenn Uberhaupt
nur einen geringen Einfluss auf die Inhibition der Transkription der Dentinmatrixproteine im
Rahmen der Tertiardentinmatrixbildung hat. Verstarkt wird diese Annahme dadurch, dass die
weitaus grofite Menge der sichtbaren OD in Ganze ungefarbt waren. Somit kam es in diesen
Zellen zu keiner erhohten Expression von HDAC6 im Rahmen der DK und auch vermutlich
keiner Einflussnahme auf die Gen-Regulation.

In der Literatur finden sich bisher keine vorherigen Untersuchungen der HDAC10 an kariésen
Zahnen. Fur eine genaue Beurteilung der subzelluldren Lokalisation von HDAC10 in karits
veranderten humanen Molaren sind weitere Untersuchungsmethoden nétig (Doppel- oder
Triple-Farbung).

5.4 Schlussfolgerungen

HDACS6 scheint in der pathologisch veranderten Dentin-Pulpa-Einheit (bei vorliegender DK),
i.V. zur physiologischen Dentin-Pulpa-Einheit, stark exprimiert und eine bedeutende Rolle im
Bereich der Gen-Regulation der OD zu spielen. HDAC6 kénnte durch seine inhibierende
Wirkung auf den Transkriptionsvorgang eine Tertidrdentinbildung unterdriicken und ein
moglicher Angriffspunkt zukiinftiger Uberkappungsmaterialien sein (HDAC-Inhibitoren).
HDAC10 scheint weder in der physiologischen noch in der pathologisch veranderten Dentin-
Pulpa-Einheit eine signifikante Rolle in der Gen-Regulation zu spielen. Die Dentinbildung
scheint von HDAC10 nicht inhibiert zu werden.

5.5 Limitationen der Studie

In der vorliegenden Studie wurde die Expression von HDAC6 und HDAC10 erstmals in OD
gesunder und kariéser Molaren (DK) untersucht. Die Anzahl der Proben sollte weiter erhoht
werden und die subzelluldre Lokalisation der HDAC lIb durch Immunfluoreszenzmethoden
(Doppel- oder Triple-Farbung) erscheint sinnvoll, um den Zustand der Deacetylierung der OD
nachvollziehen zu kdénnen. Daher sind weitere ex-vivo-Untersuchungen mit einer héheren
Anzahl von Molaren (und Patienten) geplant, um die Expression und subzellulare Lokalisation
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von HDACG6 und HDAC10 in den humanen Molaren zu klaren. Zudem sind funktionelle in-vitro-
Untersuchungen mit OD-ahnlichen Zellen geplant, um eine abschlieRende Aussage Uber die
funktionelle Rolle der HDAC llb bei der Bildung der Sekundéar- und Tertidrdentinmatrix treffen
zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Acetylierung und Deacetylierung sind wichtige epigenetische Regulationsmechanismen,
deren Bedeutung in entzindeten humanen Odontoblasten (OD) (durch Karies bedingt) bislang
nicht geklart worden ist. Im Zuge des Acetylierungsvorgangs wird eine Lockerung des
Chromatins induziert, wodurch etwaige Zielgene fir Transkriptionsfaktoren zuganglich
werden. Dem entgegen wird das Chromatin im Zuge einer Deacetylierung verpackt und
Zielgene so fur Transkriptionsfaktoren unzuganglich. Die Enzyme, die diese Deacetylierung
regulieren werden Histondeacetylasen (HDACs) genannt. HDAC6 und HDAC10 bilden die
Klasse lIb der HDACs. Da die Expression von HDAC6 und HDAC10 in gesunden und kariésen
Molaren bisher nicht geklart worden ist wurde dies in der vorliegenden Studie untersucht, um
in Zukunft neue Therapiestrategien fur karidse Zahne entwickeln zu kénnen.

Es wurden extrahierte humane Molaren gesammelt, entkalkt, kryo-protektiert und mit Hilfe
eines Kryostaten geschnitten. Diese Schnitte wurden anschlieRend histochemisch und
immunhistochemisch aufgearbeitet. Es erfolgte die Diagnosestellung und Unterteilung der
Zahne durch erfolgte HE-Farbung in gesunde humane Molaren und pathologische humane
Molaren mit vorliegender Dentinkaries (DK). Anschliefend wurden die dem jeweiligen Zahn
zugeordneten aufeinanderfolgende Schnitte immunhistochemisch aufgearbeitet und die
Farbungsintensitat von HDAC6 und HDAC10 in den OD mit der Densitometrie quantifiziert.
Die Daten wurden anschlief3end statistisch ausgewertet.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Enzyme HDAC6 und HDAC10 in OD gesunder
humaner Molaren nicht exprimiert werden. Eine vorliegende DK induziert hingegen eine
signifikant erhohte Expression von HDACG6 in den Fortsdtzen der OD innerhalb der
Sekundardentinmatrix. Im Bereich des reparativen und reaktiven Tertiardentins konnte keine
Expression von HDAC6 in den OD-Fortsatzen nachgewiesen werden. Es wurde keine
Expression von HDAC10 in den OD-Fortsatzen gefunden. In den Zellkernen entziindeter OD
war eine moderate Expression von HDACG6 nur in einer Subpopulation der OD erkennbar,
wahrend HDAC10 in den Zellkernen nur schwach oder gar nicht nachweisbar war.

Die fehlende Expression von HDAC6 und HDAC10 in OD der gesunden Molaren lasst darauf
schlie®en, dass die HDAC Klasse llIb keine (entscheidende) Rolle in der inhibierenden Gen-
Regulation der physiologischen OD spielen. Eine Transkription der OD-DNA scheint im
physiologischen Zustand nicht von HDAC6 oder HDAC10 inhibiert zu sein. Im kariésen
Zustand (DK) der Dentin-Pulpa-Einheit war eine signifikant erhéhte Expression von HDAC6 im
Bereich der OD-Fortsatze sichtbar, was auf eine Translokation des Enzyms in diese Bereiche
hindeutet. Die moderate Farbung einer Subpopulation der OD-Zellkerne fur HDAC6 kann
darauf hindeuten, dass HDACG6 in einer Subpopulation der OD eine Rolle in der Gen-
Regulation spielt und die fir die Bildung der Dentinmatrixproteine ndtige Transkription in
diesem Zustand aktiv inhibieren kann. Zudem |asst dies auf heterogene Differenzierungsgrade
der OD schlielen. Da HDAC10 keine erhdhte Expression im Zuge einer DK erfahrt, ist
anzunehmen, dass HDAC10 keine Rolle bei der transkriptionellen Regulation der
Tertiardentinmatrixbildung spielt.
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8 Anhang

Tabelle 2: Mittlere Grauwerte der jeweiligen untersuchten Proben.

gesund HDAC6 HDAC10

P116 7,591 12,28
P135c 13,712 9,777
P1002 2,321 7,922
P1003 13,96 13,566
P1003b 11,458 10,72
karios HDAC6 HDAC10

P94 13,668 5,562
P113 13,438 6,945
P116b 13,557 15,657
P128 25,565 2,445
P135 20,227 14,798
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