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4 Einleitung/Ziel der Dissertation

Ein gesunder Zahn ist nach auf3en durch seinen harten Schutzwall, den Schmelz, gegen No-
xen, chemische Substanzen sowie physikalische Einwirkungen geschutzt. Nach innen schlief3t
sich das Dentin, auch das ,Zahnbein® genannt, an und umhiillt die fir den Zahn lebenswichtige
Pulpa mit ihren BlutgefaRen, Nerven und unterschiedlichen Zellarten. Das Dentin und die
Pulpa sollten gemeinsam als funktionelle Einheit angesehen werden, da sie im Hinblick auf die
Zahnentwicklung, die Zahnerhaltung und Reparatur aufeinander angewiesen sind (Bjgrndal et
al., 2019). Uber kleine Kanalchen im Dentin, konnen Pulpa und Dentin miteinander kommuni-
zieren (Bjgrndal et al., 2019). Odontoblasten, die Dentin bildenden Zellen, reichen mit ihren
Fortsatzen in die Kanéalchen (Bjgrndal et al., 2019) . Die Zellkorper der Odontoblasten befinden
sich hauptsachlich am Randsaum der Grenze des Dentins zur Pulpa und kénnen uber ver-
schiedene Molekile Informationen aneinander weiterleiten.

Die Dentin-Pulpa-Einheit besteht aus vielen unterschiedlichen Zellarten, welche in einem kom-
plexen Kommunikationsaustausch zueinanderstehen. Jede Zelle besetzt eine spezifische Ni-
sche im Hinblick auf ihre Aufgabe, Funktion, Informationsverarbeitung und -weiterleitung. Ge-
réat dieses sensible physiologische Spiel, aufgrund von destruktiven, kariosen Vorgéangen am
Schmelz und im Dentin aus dem Gleichgewicht, kann dies zum Untergang der Pulpa und somit
zum Verlust der Innervation und Erndhrung der Zellen des Zahnes fihren.

Therapeutisch kann der Zahnarzt heutzutage bei kleinen Defekten tber Fillungstherapien und
Uberkronungen eingreifen. Bei groReren Defekten, mit Beteiligung der Pulpa (irreversible Pul-
pitis), ist jedoch der Weg der Exstirpation, der Entfernung der Pulpa, und die Wurzelkanalfil-
lung eine standardisierte Therapieoption.

Die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien, die den Erhalt der Pulpa auch bei tiefer Den-
tinkaries durch medikamentos induzierte und verstarkte Selbstheilungsvorgange anstreben,
spielt in der Forschung eine immer groRere Rolle. Ein Ansatzpunkt ist hier die pharmakolo-
gisch verstarkte Bildung reparativen Tertiardentins (rpTD), welches als Folge von Dentin-
destruktionen, die die Pulpa erreichen, von Odontoblasten-&hnlichen Zellen gebildet werden
kann. Es wird der innersten Dentinschicht pulpawarts angelagert und dient als verbreiterte
Schutzbarriere, bevor die Zerstérung (z.B. ausgeldst durch Karies) zu einer Nekrose der Pulpa
fuhren wirde. Des W eiteren spielt die Angiogenese und der vereinfachte Austausch von Ent-
zindungsmediatoren durch die Férderung der Durchblutung eine wichtige Rolle bei der No-
xenabwehr. Kénnte man zuklnftig therapeutisch eine verstarkte Bildung Odontoblasten-ahn-
licher Zellen beispielsweise durch Neuentwicklung von Fillungsmaterialien oder die Verbes-
serung der Durchblutung und Unterstitzung der Immunantwort pharmakologisch herbeifiih-
ren, bestiinde die Chance den Zahn auch bei tiefer Dentinkaries vital zu erhalten.

Dentale pulpale Stammzellen, die sich zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen differenzieren kon-
nen, exprimieren die Stammzellmarker CD90 und CD34. Mit Hilfe dieser Marker kénnen pul-
pale Stammzellen isoliert und in vitro charakterisiert werden. Bisher ist noch nicht bekannt, wie
die Stammzellmarker CD90 und CD34 in vivo bei einem karidsen Zahn exprimiert werden. In
der vorliegenden Studie werden daher Schnitte von gesunden und kariésen adulten humanen
Molaren verwendet, um die Effekte einer Pulpaentziindung auf die Expressionsmuster von
CD90 und CD34 in Zellen der dentalen Pulpa zu untersuchen.

Der Vergleich der Expression der mesenchymalen Stammzellmarker CD90 und CD34 unter
gesunden und entziindlichen Bedingungen kann Hinweise tber das Verhalten von CD90- und
CD34-positiven Zellen liefern. Die gewonnenen Erkenntnisse dienen als Grundlage fur die
weitere Forschung. Aufbauend kénnen pharmakologische Therapien entwickelt werden, die
durch eine Beeinflussung von mesenchymalen Stammzellen bei karidsen Lasionen, eine bes-
sere Noxenabwehr des Zahnes ermoglichen.
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5 Literaturdiskussion

Die Interaktionen der unterschiedlichen Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit sind sehr komplex und
im Hinblick auf die Abwehr von Noxen laufen viele verschiedenen Stoffwechselvorgange zu-
sammen ab, um eine erfolgreiche Abwehr zu ermdglichen. Im Folgenden wird genauer auf die

Einteilung der Zellen in der dentalen Pulpa sowie deren Reaktionen auf einen karidsen Reiz
eingegangen.

5.1 Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit

Das Dentin bildet mit der dentalen Pulpa zusammen eine Einheit, die als Dentin-Pulpa-Einheit
bezeichnet wird. In dieser Einheit befinden sich unterschiedliche Typen von Zellen, die Zell-
Zell und Zell-Matrix Interaktionen eingehen koénnen. In der dentalen Pulpa kommen Odon-
toblasten vor, die mit ihren Fortsétzen in den Dentintubuli in die Nahe der Schmelz-Dentin-
Grenze ziehen (Abb. 1). AuRerdem befinden sich hier pulpale Fibroblasten, Histiozyten, Ge-
websmakrophagen, Dendritische Zellen, Nervenfasern mit Schwann-Zellen, BlutgeféaRe mit
Perizyten (um prékapillare Arteriolen, Kapillaren, Venolen und postkapillaren Venolen), En-
dothelzellen sowie glatte Muskelzellen (um Arterien, prékapillaren Arteriolen, Venen und post-
kapillaren Venolen). Die in der Pulpa befindlichen Stammzellen (Gliazellen, Perizyten, pulpale

ektomesenchymale Stammzellen) bilden das Zellreservoir fur viele unterschiedliche Gewebs-
strukturen.

Dentin
Schmelz Dentin Schmelz
|
ﬂ I
Gingiva A
/ i
N\
N ! /
\\\\ | /
\ /
\ | /
Zement \ 7
Parodontalligament :\ ’
N

freie /’ N '

Nervenendigung .
Ruffini-Kérperchen > 1™
(Mechanorezeptor)

DN b

éz \ 3
Nerv ' l ! |
Odontoblasten .

D
' Fibroblasten entin - Schmelz
Nerv
BlutgefaBe

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Dentin-Pulpa-Einheit. Die Odontoblasten bilden langliche Fortséatze,
die weit in die Dentintubuli hineinragen. Begleitet werden diese Fortsétze von diinnen Nervenfasern, die sich bis zu
0,2 mm mit in die Tubuli erstrecken (Byers and Nérhi, 1999, Byers, 1984). 40 % der Dentintubuli befinden sich im
koronalen Drittel der Pulpa. Nach apikal nimmt ihre Anzahl und somit auch die Innervation des Dentins ab (Byers
and Narhi, 1999). Modifizierte Darstellung in Anlehnung an Byers and Néarhi (1999).
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Abbildung 2: Histologischer Aufbau der Dentin-Pulpa-Grenze. Die gesunde dentale Pulpa wird nach peripher zu-
néachst von einer diinnen Schicht weniger stark mineralisierten Prédentins (pd) umgeben. Es folgt nach peripher
das Sekundardentin, welches im Laufe des Lebens pulpawarts an Dicke zunimmt. Odontoblasten (o), die mit ihren

Fortsatzen in pulpanahe Teilabschnitte der Dentinkanélchen reichen, lagern sich pulpawarts als Odontoblasten-
saum (0) dem Pradentin an.

Unterhalb der Odontoblastenschicht befindet sich eine zellarme Zone (zaz), die Weil’'sche-Zone, an die eine zell-
reiche Zone (zrz), die bipolare Zone (mit Fibroblasten), grenzt. In unmittelbarer Nahe der bipolaren Zone befindet
sich der Raschkowsche Nervenplexus sowie der subodontoblastische Kapillarplexus.

(A) Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit mit Himatoxilin-Eosin-Farbung. Entkalkter Schnitt, 40x Vergro-
Berung.

(B) Modifizierte Darstellung in Anlehnung an Endodontologie Diagnostik und Therapie (Guldner PHA, 1987).

5.1.1 Odontoblasten und die Bildung der verschiedenen Dentinarten

Die wichtigste Aufgabe von terminal differenzierten Odontoblasten ist die Bildung von Dentin-
matrix. Sie werden wahrend der embryonalen Entwicklungszeit gebildet und verbleiben le-
benslang in der Odontoblastenschicht. Ausdifferenzierte Odontoblasten sezernieren extrazel-
lulare Matrixproteine, Kollagene (hauptsachlich Kollagen Typ I, 90%) und nicht-Kollagene Den-
tinmatrixproteine (DMP1, DSP und DPP, 10%) (Goldberg et al., 2011). DMP1, DSP und DPP
regulieren in der Dentinmatrix die Ordnung der Kollagenfibrillen. Durch die Bindung an Ca2+-
lonen biomineralisieren sie die Fibrillen in Form von Hydroxylapatitkristallen (Goldberg et al.,
2011). Das Dentin, das wahrend der Embryonalentwicklung von terminal differenzierten Odon-
toblasten gebildet wird, wird als tubulares ,Primardentin“ (pD) bezeichnet (Goldberg et al.,
2011, Bleicher, 2014).

Nach dem Abschluss der Wurzelbildung und wahrend des gesamten Lebens eines Menschen
nennt man das gebildete und ebenfalls tubulare Dentin ,Sekundardentin® (sD) (Goldberg et al.,
2011, Bleicher, 2014). Es wird dem Primardentin von innen, pulpawarts angelagert. Nachdem
Durchbruch, kommt der Zahn mit seinem Antagonisten in Kontakt. Durch die mechanische
Belastung und der zunehmenden Bildung von sD, nimmt der Durchmesser des apikalen Fora-
mens ab und erreicht seine physiologische Grol3e.
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Die dritte gebildete Dentinart nennt sich ,Tertidrdentin“ (tD) (Smith et al., 1995, Neves and
Sharpe, 2018). Es wird als Reaktion auf Beschadigungen des Zahnes, beispielsweise durch
Karies, von den Odontaoblasten innen, pulpawarts dem Sekundardentin angelagert (Smith et
al., 1995, Neves and Sharpe, 2018). Das tD ist weiterhin zu unterteilen in das ,reaktive Terti-
ardentin® (rTD) und in das ,reparative Tertiardentin“ (rpTD) (Neves and Sharpe, 2018, Smith
et al., 1995). Ebenso wie Primardentin und Sekundardentin, wird das reaktive Terti&rdentin
von terminal differenzierten Odontoblasten als Reaktion auf initiale Dentin- und Dentinkaries
gebildet (Smith et al., 1995, Neves and Sharpe, 2018).

Nach dem apoptotischen Untergang oder der Degradation von Odontoblasten, in Folge einer
tiefen Dentinkaries, die bereits die Pulpa erreicht hat, erfolgt die Reparatur durch Odontoblas-
ten-ahnliche Zellen, die sich infolgedessen aus pulpalen Stammzellen differenzieren kdnnen
(Smith et al., 2012b, Zaugg et al., 2020). Odontoblasten-ahnliche Zellen bilden atubulares
rpTD zum Schutz der Pulpa. Reguliert wird die Bildung von rpTD durch verschiedene Mole-
kile, wie beispielsweise von Wachstumsfaktoren (Cassidy et al., 1997, Grando Mattuella et
al., 2007, Smith, 2003, Bjgrndal et al., 2019). Fir die genaue Klarung der Bildungsmechanis-
men des rpTD ist das Erlangen weiterer Kenntnisse zu den biologischen Eigenschaften der
Stammzellen in der dentalen Pulpa von essenzieller Bedeutung, um die Vitalitat der dentalen
Pulpa bei einer Behandlung von tiefer Dentinkaries gewahrleisten zu kénnen.

Odontoblasten stammen von Zellen der Neuralleiste ab, sind post-mitotisch und besitzen die
Fahigkeit eine Bakterieninvasion bei karidsen Lasionen frihzeitig zu detektieren, um anschlie-
Bend in der Pulpa eine Entzindungs- sowie Immunantwort zu initiieren (Bleicher, 2014). Durch
die Sezernierung von Chemokinen kdnnen Odontoblasten dendritische Zellen rekrutieren, die
ihrerseits weitere Funktionen bei der Abwehr Ubernehmen kdnnen (Bleicher, 2014).

5.1.2 Fibroblasten

Eine fundamentale Zellart in der dentalen Pulpa, sind die Fibroblasten. lhre Hauptaufgabe ist
die Synthese der extrazellularen Matrix (Quispe-Salcedo and Ohshima, 2021).

Fibroblasten Gbernehmen in der dentalen Pulpa jedoch ebenfalls wichtige Funktionen als Ini-
tiatoren der Regeneration (Chmilewsky et al., 2014).

Das Komplementsystem, bestehend aus verschiedenen Komplexen von Plasmaproteinen,
dient der Opsonierung von Noxen und gehort zum angeborenen Immunsystem. Es wurde be-
reits nachgewiesen, dass aufgrund von gram-positiven Kariesbakterien die Aktivierung des
Komplexes (C5b-9) des Komplementsystems erfolgt, um die Regeneration der Dentin-Pulpa
Einheit anzustreben (Chmilewsky et al., 2014). Mittels RT-PCR-Analyse (real time polymerase
chain reaction) wurde aul3erdem herausgefunden, dass Fibroblasten die Mdglichkeit besitzen
alle Proteine zu synthetisieren, die fir die Bildung des Komplementsystems notwendig sind
(Chmilewsky et al., 2014). Durch die Aktivierung der von Fibroblasten gebildeten Komplement-
Proteine und die darauffolgende Ausschiittung des Faktors C5a konnte nachgewiesen wer-
den, dass es in der Pulpa zu einer verstarkten Rekrutierung von pulpalen Vorlauferzellen
kommt (Chmilewsky et al., 2014).

Des Weiteren wurde in einer anderen Studie von Chmilewsky entdeckt, dass es durch Stimu-
lation mit Lipoteichonséure (einem Hauptbestandteil der Zellwand Gram-positiver Bakterien,
um diese im Versuch zu imitieren) von Fibroblasten, zu einer Ausschittung der Nervenwachs-
tumsfaktoren (=nerve growth Faktors (NGF)) kommt, die als Mediatoren fur das Wachstum
von Neuriten in Richtung der Verletzung dienen (Chmilewsky et al., 2016).
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5.1.3 BlutgefaRe: Vasodilatation und —konstriktion, Gefal3permeabilitat, Perizyten

Die dentale Pulpa ist von einem komplexen Blutgefal3netz durchzogen. Die Hauptaufgabe
dessen liegt in der Versorgung des umliegenden Gewebes mit Sauerstoff, der Versorgung mit
Nahrstoffen und es unterstitzt durch den Transport von Mediatoren, die Immunantwort.

Endothelzellen bilden die innerste Wand der Kapillaren, sie werden zusammen mit den Peri-
zyten von einer gemeinsamen Basallamina umgeben. Die Perizyten sitzen auRen an der Ge-
faBwand, besitzen lange Auslaufer mit kontraktilen Eigenschaften und kénnen dadurch die
Gefal3weite regulieren (Abb. 5). AuRerdem unterstiitzen sie die Erneuerung des Endothels und
synthetisieren selbst Substanzen, die die GefaBweite steuern kdnnen.

Die Kapillaren sind permeabel. Durch Diffusion, Filtration und transzellularen Transport durch
die Endothelzellen hindurch kénnen Mediatoren bei Entziindungen in die Blutbahn gelangen
sowie die Gefallweite und somit die Sauerstoffzufuhr und Immunantwort regulieren.

Mitunter finden sich in einigen gréf3eren GefalRen auch eine diinne Schicht glatter Muskelzel-
len (VSMCs), welche ebenfalls durch ihre kontraktilen Eigenschaften die GefaRweite regulie-
ren kénnen (Armulik et al., 2011, Herbert and Stainier, 2011). Sie umgeben die Endothelzellen
von Arterien, Arteriolen, Venolen und Venen und steuern au3er der GefaRweite auch die Per-
meabilitat der GefalRe (Haefliger et al., 1994, Hall et al., 2014).

Bei Entzindungen wird das Gewebe hyperamisch. Die Blutgefalie weiten sich, und Immun-
zellen sowie mit Sauerstoff beladene Erythrozyten kdnnen besser in die betroffene Region
gelangen und die Heilung unterstitzen (Korkmaz et al., 2011). Unter Sauerstoffmangel in be-
reits geschadigtem Gewebe konnen sich durch Angiogenese neue BlutgefaRe bilden
(Almushayt et al., 2006).

5.1.4 Nervenfasern: Innervation, Neurotransmission, Schmerz und neurovaskuléare
Regulation

Nervenfasern konnen in der Peripherie myelinisiert wie auch unmyelinisiert vorliegen. In bei-
den Fallen sind ihre Axone von Schwann-Zellen umhdallt. Im peripheren Nervensystem werden
bei marklosen, nicht myelinisierten Nervenfasern mehrere Axone von einer Schwann-Zelle
umbhuillt, wohingegen bei der Myelinisierung jeweils eine Schwann-Zelle ein Axon mit der Aus-
bildung von Markscheiden umhtillt. Diese Isolation dient der schnelleren W eiterleitung von Ak-
tionspotentialen (Abb. 3).

Schwann-Zellen gehdren zu den Makrogliazellen und stammen wie auch die Odontoblasten
von der Neuralleiste ab. Schwann-Zellen produzieren das Myelin zur elektrischen Isolation der
peripheren Nerven. Sie besitzen auRerdem reparative Funktionen bei der Nervregeneration.

Die Dentin-Pulpa-Einheit ist reichlich von peripheren Nervenfasern innerviert (Byers, 1984,
Byers and Narhi, 1999). Uber das Foramen apikale dentis treten dicke Nervenfaserbiindel in
die Wurzelpulpa ein und verzweigen sich innerhalb der koronalen Pulpa zu diinnen Nervenfa-
serbundeln (Abb. 1) (Byers, 1984, Byers and Narhi, 1999). Nach ihrer Verastelung mit zahlrei-
chen Nervenfasern unterhalb der Odontoblastenschicht bilden sie den Subodontoblastenple-
xus (Byers, 1984, Byers and Nérhi, 1999).

Die unmyelinisierten C-Fasern stellen eine Gruppe der sensiblen Nervenfasern dar (Byers,
1984, Byers and Narhi, 1999). Sie verteilen sich zunachst in der zellreichen Zone, anschlie-
Rend gelangen sie durch die zellarme Zone in die Odontoblastenschicht und enden dann an
der Pradentin-Dentin-Grenze (Byers, 1984, Byers and Narhi, 1999, Chung et al., 2013, Solé-
Magdalena et al., 2018) (Abb. 2). Pulpale polymodale C-Fasern reagieren hauptsachlich auf
intensive Stimulation durch beispielsweise schwere entziindliche Schaden an der Pulpa oder
auch starke Kalte- und Hitzereize (Byers, 1984, Byers and Nérhi, 1999).
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Zwei weitere Gruppen sensibler Nervenfasern (diinne A-delta (dinn-myelinisiert) und dickere
A-beta Fasern (dick-myelinisiert)) verteilen sich im Pradentin und in den initialen Dentinkanal-
chen und enden dort bis zu 0,2 mm innerhalb des Dentins (Byers, 1984, Byers and Narhi,
1999, Chung et al., 2013, Solé-Magdalena et al., 2018). Sie reagieren bereits sehr frih auf
schédliche Reize und ihre Aktivierung wird mit einem spitzen, scharfen, akuten Schmerzreiz
in Verbindung gebracht (Byers and Narhi, 1999).

Es wurde bereits beobachtet, dass die pulpale Heilung beeintrachtigt wird, wenn Zahne von
Ratten in Versuchen genetisch denerviert und ein entziindlicher Prozess initiiert wurde (Byers
and Taylor, 1993, Byers and Narhi, 1999). Das Vorhandensein des pulpalen Nervengewebes
hat somit einen positiven Einfluss auf den Heilungsprozess des Zahnes.

In neuen Untersuchungen wurde bestétigt, dass periphere Nervenfasern mesenchymale
Stammzellen (mit entwicklungsgeschichtlichem Ursprung aus der Neuralleiste) im Endoneu-
rium besitzen (Carr et al., 2019). Versuche am Mausmodell zeigten, dass eine lokale Verlet-
zung von Gewebe und peripherer Nerven einerseits zu einer Schwann-Zell Dedifferenzierung,
andererseits jedoch auch zu einer Proliferation von endoneuronalen mesenchymalen Stamm-
zellen fuhrt (Carr et al., 2019). Diese migrieren infolgedessen in das benachbarte Gewebe, um
Reparaturvorgéange zu férdern (Carr et al., 2019). Die Stammzellen kénnen sich nach einer
Verletzung zu Zellen differenzieren, die nicht der Nervlinie angehdren, um Haut- und Knochen-
gewebe zu bilden (Carr et al., 2019). Dies wurde in mehreren weiteren Experimenten mit Zell-
kulturen und Transplantationen festgestellt (Carr et al., 2019). Da die dentale Pulpa dicht von
peripheren Nervenfasern innerviert wird, ist es moglich, dass auch Nervenfasern der dentalen
Pulpa mesenchymale Stammzellen im Endoneurium besitzen kénnen, die aufgrund von Diffe-
renzierungen und Proliferationen bei der Reparatur der Pulpa-Dentin-Einheit beteiligt sein kon-
nen.

Nerv
Epineurium Unmyelinisiertes
Perineurium Axon
‘ Nervenfaserbiindel
l Nervenfaser

Myelinisiertes
Axon

Endoneurium

BlutgefaBe

Abbildung 3: Bindegewebshullen eines peripheren Nerven
Epineurium: Bestehend hauptsachlich aus Kollagenfasern und Gefal3en.

Perineurium: Umschlie3t mehrere Nervenfasern als Nervenfaserbundel (Faszikel) und fasst sie somit zusammen.
Es besteht aus straffem Bindegewebe.

Endoneurium: Besteht aus einer lockeren Bindegewebsschicht und umhillt und ernahrt tiber BlutgeféaRe das Axon
mit den myelinisierenden Schwann-Zellen.

Modifizierte Darstellung in Anlehnung an Abbildung von © AMBOSS GmbH (2021).
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5.1.5 Immunzellen und Entziindungsformen der Dentin-Pulpa-Einheit bei kariosen La&-
sionen

Unter physiologischen Bedingungen kommen in der dentalen Pulpa Makrophagen und Dend-
ritische Zellen (DCs) vor. Im Vergleich zu der entziindeten dentalen Pulpa ist die Anzahl von
Makrophagen und DCs in der gesunden dentalen Pulpa gering (Jontell et al., 1998). Als Ant-
wort auf eine kariose Lasion, die in allen Fallen eine Entziindung in der dentalen Pulpa indu-
ziert, nimmt die Anzahl von Makrophagen und DCs stark zu. Des Weiteren fiihrt eine Entzin-
dung zu einer verstarkten Proliferation von Neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und T- und
B-Zellen (Galler et al., 2021, Korkmaz et al., 2023).

Bei der Entstehung von Karies werden gebundene Molekile aus der Matrix des Dentins her-
ausgelost, die eine Entztiindungsreaktion fordern und mit der Bildung von rTD sowie rpTD as-
soziiert sind (Tani-Ishii et al., 1995, Farges et al., 2015).

Odontoblasten sind die ersten pulpalen Zellen, die mit der Karies und ihren Stoffwechselpro-
dukten in Berihrung kommen (Farges et al., 2015). In vitro wurde gezeigt, dass sie bereits
erste Schritte einleiten und Chemokine sowie Zytokine freisetzen kénnen, um eine Immunan-
twort der Immunzellen zu erzeugen (Farges et al., 2015). Pathogen-Associated Molecular Pat-
terns (PAMPSs) sind pathogene Strukturen, die von den Odontoblasten mit Hilfe der Pattern-
Recognition Receptors (PRRs) erkannt werden kdnnen (Farges et al., 2015).

Durch den Einsatz der TLR werden proinflammatorische Stoffe wie Zytokine und Chemokine
freigesetzt, um Entziindungszellen des Gewebes und des Blutes in das entziindete Gewebe
zu leiten (Viola and Luster, 2008, Turner et al., 2014, Farges et al., 2015). Uber Stickstoffmo-
noxid (NO) sowie Beta-Defensine kénnen Odontoblasten direkt Bakterien abwehren sowie
weitere Immunzellen anlocken (Shiba et al., 2003, Song et al., 2009, Lee and Baek, 2012, Lee
et al., 2013, Farges et al., 2015). Zu diesen gehoren die Antigen-prasentierenden dendriti-
schen Zellen (DC), Makrophagen, CD4+ T-Helferzellen, B-Zellen und die natirlichen Killerzel-
len (NK) (Semple and Dorin, 2012, Farges et al., 2015).

Im frilhen Entziindungsstadium, noch bevor es zur Bildung von tertiarem Dentin kommt, lagern
sich, als Antwort auf die ausgeschitteten Chemokine, zunachst unreife DCs an der Pulpa-
Dentin-Grenze an, um mit ihren langen Auslaufern Antigene der Noxen detektieren und tber
Pinozytose, Phagozytose sowie Endozytose aufnehmen zu kdnnen (Farges et al., 2015,
Quispe-Salcedo and Ohshima, 2021, Matsumura et al., 2017). Sie rekrutieren die T-Helferzel-
len, indem sie zu regionalen Lymphknoten migrieren und als unreife DC aufgenommene und
verarbeitete Antigenpeptide Uber den Majorhistocompatibilitycomplex (MHC) der Klasse | und
Il den naiven CD8+ sowie den CD4+ T-Zellen préasentieren (Farges et al., 2015, Quispe-
Salcedo and Ohshima, 2021). Diese CD4+ T-Zellen antworten auf die Aktivierung mit einer
Proliferation weiterer Zellen ihrer Art und differenzieren sich, unter dem Einfluss von verschie-
denen Interleukinen, in verschiedene T-Zell Untergruppen (Thl, Th2, Th17, regulatorische T-
Zellen (iTreqg)) (Farges et al., 2015).

Die DCs reifen durch diesen Vorgang zu Tolerogenic-DCs (Tol-DCs), die wiederum die iTreg
Differenzierung Uber Interleukin 10 (IL-10) sowie den Transforming growth factor-Beta (TGF-
Beta) induzieren kénnen (Farges JC et. al. 2015). AnschlieRend migrieren weitere T- und B-
Lymphozyten sowie Makrophagen und neutrophile Granulozyten an den Ort der Entziindung
(Hahn and Liewehr, 2007, Jontell et al., 1998, Farges et al., 2015). Ihre Anzahl steigt signifikant
mit der Stérke der Entziindung (Farges et al., 2015).

Die B-Zellen kénnen sich ihrerseits weiter zu Plasmazellen differenzieren und die Bildung von
Antikérpern ermdoglichen.

Leukozyten gelangen durch Blutgefalie an den Ort des Geschehens, lagern sich anschlie3end
den Endothelzellen des Blutgefal3es an und migrieren durch Diapedese aus dem Blutgefal in
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das betroffene Gewebe (Farges et al., 2015). Neutrophile Granulozyten werden bereits in ei-
nem sehr frhen Stadium der Inflammation aktiviert. Nach ihnen gelangen Monozyten, die sich
zu Makrophagen und Histiozyten differenzieren kdnnen, tber die Blutgefal3e an den Ort des
Geschehens (Farges et al., 2015).

Histiozyten sind die ruhende Form der gewebsstdndigen Makrophagen und kdnnen bei in-
flammatorischen Reaktionen zu diesen aktiviert werden. Makrophagen gehoéren wie DCs den
Antigen-prasentierenden Zellen an und kénnen ebenso Zellen der Immunantwort rekrutieren
(Quispe-Salcedo and Ohshima, 2021). Makrophagen sind auRerdem in der Lage, Zellbestand-
teile zu phagozytieren, sie chemisch abzubauen und somit fir den Organismus unschéadlich
zu machen.

5.2 Einteilung kariéser Lasionen am Dentin

Karies entsteht durch das Zusammenspiel mehrerer pathogener Einflisse, wie beispielsweise
lange Saureeinwirkung und die Vermehrung pathogener Mikroorganismen in der Plaque. Zu-
cker dient den kariogenen Bakterien als Nahrstoffquelle (Featherstone, 2000, Featherstone,
2004, Caufield and Griffen, 2000, Selwitz et al., 2007).

Eine Remineralisation der kristallinen Struktur des Schmelzes kann nur im frihen Stadium
durch die Aufnahme von Fluorid, Phosphaten und Kalzium erfolgen (Selwitz et al., 2007). Die
Prozesse der De- und Remineralisation halten sich im Laufe der Zeit in der Waage (Selwitz et
al., 2007). Sobald jedoch das Stadium der Demineralisation und der niedrige pH-Wert tber
einen langeren Zeitraum anhalt, beglnstigt dies das Herauslésen von Kalzium- und Phosphat-
lonen aus den Schmelzkristallen und somit auch die Kariesbildung (Selwitz et al., 2007).

Der Speichel kann die entstehenden S&uren neutralisieren und eine Remineralisation bewir-
ken (Hellwig E, 2018). Zu nennen sind der Phosphatpuffer und der Bikarbonatpuffer. Des W ei-
teren ist Speichel in der Lage Kalzium- und Phosphat-lonen, die durch Demineralisationsvor-
gange dem Zahn verloren gegangen sind, wieder einzulagern (Hellwig E, 2018).

5.2.1 Schmelzkaries

Zu Beginn des Prozesses der Kariesbildung am Zahn steht die initiale Schmelzkaries. Hier
beschrankt sich der Befall lediglich auf die dul3ersten Schmelzprismen am Zahn, die bereits
durch Mikroorganismen eine Entkalkung erfahren haben (Selwitz et al., 2007).

Schon bevor eine Schmelzkaries eine tiefe Kavitét bis zum Dentin bilden kann, kénnen bakte-
rielle Toxine und Enzyme durch diese Lasion des Zahnschmelzes diffundieren. Als Reaktion
darauf kann sich zu diesem Zeitpunkt bereits rTD bilden (Hellwig E, 2018).

5.2.2 Initiale Dentinkaries (iDK)

Mit dem Fortschreiten einer Karies Uber die Schmelz-Dentin-Grenze hinaus in das Dentin,
spricht man von einer initialen Dentinkaries. Es findet nicht nur eine Entkalkung der minerali-
sierten Strukturen statt, sondern es wird auch organisches Material, die Kollagenfasern vom
Typ |, zersetzt (Horst et al., 2016, Zhao et al., 2018). Die Dentinkaries kann man, je nach dem
bereits vorliegenden Schweregrad der Karies, in verschiedene Untergruppen aufteilen.

Spétestens durch das Erreichen des Dentins wird eine Reaktion der Pulpa-Dentin-Einheit her-
vorgerufen (Hellwig E, 2018). Aufgrund des grofl3eren Wasser- und Proteinanteils im Dentin
und aufgrund der Dentintubuli kdbnnen sich die Mikroorganismen in der, im Vergleich zum
Zahnschmelz weicheren Struktur schneller ausbreiten (Hellwig E, 2018).
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5.2.3 Dentinkaries (DK)

Das Fortschreiten der Karies ist zunachst mit einer lateral spreitenden Ausbreitung im Dentin
verbunden, anschlieRend gewinnt der Prozess jedoch an Tiefe. In den Anfangsstadien wird
die Pulpa noch nicht erreicht.

5.2.4 Tiefe Dentinkaries (tDK)

Dentin
Schmelz

/ Odontoblasten

Pulpa

/

Tertiardentin

Zone
sklerotischen Dentins

dead tract

Zone der Penetration

Zone der Nekrose

Karies

Zone der
Demineralisation

Abbildung 4: Schema: Histologie der Dentinkaries

Quelle: Modifizierte Darstellung in Anlehnung an Abbildung 6.8 S.116 von Lehmann et al. (2015).

Bei der tiefen Dentinkaries ist die Lasion bereits so weit vorangeschritten, dass sie die Pulpa
erreichen kann. Histologisch lassen sich mehrere unterschiedliche Regionen erkennen (siehe
Abbildung 4). Peripher findet sich zunéachst die Zone der Penetration (Hellwig E, 2018). Hier
sind bereits hauptséachlich grampositive Bakterien eingedrungen (Hellwig E, 2018). Pulpawérts
lasst sich die Zone der Demineralisierung abgrenzen, diese Zone erscheint lichtmikroskopisch
unverandert (Hellwig E, 2018). An diese Zone grenzt der ,dead tract”, in dem bereits Odon-
toblastenfortsatze verschwunden sind (Hellwig E, 2018). Somit kann keine Kommunikation mit
der Pulpa mehr stattfinden (Hellwig E, 2018). Die folgende Zone der Sklerose entsteht durch
den Untergang der Dentinkanalchen und reduziert die Permeabilitat des Dentins wieder, um
die Pulpa weitestgehend zu schiitzen (Hellwig E, 2018, Bjgrndal et al., 2019). Durch einen
weiteren Schutzmechanismus weichen die Odontoblastenfortsétze zurtick und lagern peri-
tubuléres Dentin ein (Hellwig E, 2018, Bjgrndal et al., 2019). Ist die Dentinkaries bereits sehr
weit fortgeschritten, entsteht peripher zuséatzlich eine Nekrosezone, in der das Dentin eine
weiche, flissige Konsistenz bekommt. Zusatzlich finden sich hier tote Mikroorganismen und
deren Stoffwechselprodukte (Hellwig E, 2018) (Abb. 4).

20



Wird schliel3lich durch eine tiefe Karies die Pulpa erreicht, gehen auch die betroffenen Odon-
toblasten zugrunde. Die Reparatur erfolgt nun durch Odontoblasten-&hnliche Zellen, die sich
aus pulpalen Stammzellen differenzieren kénnen und atubuléres rpTD bilden (Smith et al.,
2012a, Zaugg et al., 2020, Mitsiadis et al., 2011a).

Aufgrund der fortschreitenden Demineralisierung des Dentins, werden auch Bestandteile der
Dentinmatrix herausgeltst (Dung et al., 1995, Bjgrndal et al., 2019). Einige Matrixmetallopro-
teinasen l6sen die Dentinmatrix weiter auf (Mazzoni et al., 2015, Bjgrndal et al., 2019) und
setzten gleichzeitig weitere Faktoren frei, welche die Tertiardentinbildung stimulieren
(Finkelman et al., 1990, Begue-Kirn et al., 1992, Smith et al., 1994, Bjgrndal et al., 2019).

Molekule, wie Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und neurogene Faktoren, wie der
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und der growth/differentiation factor 15 (GDF-15)
induzieren ebenfalls die Mineralisation des Tertidrdentins und nehmen an der Regeneration
der Pulpateil (Smith et al., 2012b, Smith et al., 2016, Tomson et al., 2017, Tomson et al., 2013,
Duncan et al., 2017, Galler et al., 2016, Bjgrndal et al., 2019).

Gefalneubildung, Neurogenese sowie die Rekrutierung von Stammzellen sind weitere Aufga-
ben dieser Faktoren (Roberts-Clark and Smith, 2000, Fayazi et al., 2017, Marquardt et al.,
2015, Bjgrndal et al., 2019).

5.2.5 Infektion der nekrotischen dentalen Pulpa

Im unbehandelten Zustand, entziindet sich nach einiger Zeit das Gewebe der Pulpa so stark,
dass es zur Entstehung einer irreversiblen Pulpitis kommt (Farges et al., 2015). Wird das Ge-
webe nekrotisch, kann infolgedessen zusatzlich eine Infektion entstehen. Die Pulpa verliert
ihre physiologischen Funktionen. Die Abwehrméglichkeiten gegen eine weitere Kontamination
reduzieren sich zunehmend (Farges et al., 2015). Therapeutisch kann man in diesem Fall mit
einer Pulpektomie, (die Entfernung der gesamten Zahnpulpa, im Rahmen einer Wurzelkanal-
behandlung) den Zahn versuchen zu erhalten (Bjgrndal et al., 2019).

5.3 Pulpale Stammzellen

Pulpale dentale Stammzellen bilden die Grundlage fur die Bildung unterschiedlicher Zellarten.
Unter anderem dienen sie der Noxenabwehr. Es wird angenommen, dass es zu einer gestei-
gerten Proliferation von Stammzellen im entziindeten Gewebe kommt.

Der Begriff der mesenchymalen Stammzellen beschreibt Zellarten, die, wenn sie von ihrem
Bindegewebe isoliert wurden, Stammzelleigenschaften (z.B. die Moglichkeit zur Selbstreplika-
tion und Differenzierung in verschiedene Zellarten) aufweisen (Yianni and Sharpe, 2019). Zu
den funktionellen Merkmalen mesenchymaler Stammzellen in vitro gehdren ihre Multipotenz
und Fahigkeit zur Differenzierung in mesodermale Zell-Linien, einschliel3lich Chondrozyten,
Adipozyten und Osteoblasten, nachdem sie in vitro mit bestimmten Faktoren stimuliert wurden
(Beltrami et al., 2007, Covas et al., 2008, Huang et al., 2009, Yianni and Sharpe, 2019). In
Studien wurde herausgefunden, dass sich in der postnatalen dentalen Pulpa ebenfalls mesen-
chymale Stammzellen befinden, die eine wichtige Rolle bei der Regeneration von Geweben
besitzen und zudem hoch proliferativ und teilungsfahig sind (Gronthos et al., 2000, Gronthos
et al., 2002).

Die Freisetzung von speziellen Proteinen (z.B. Dentinmatrixprotein DMP1) aus dem Dentin,
kann ausreichen, um die Differenzierung von pulpalen mesenchymalen Stammzellen zu O-
dontoblasten einzuleiten (Almushayt et al., 2006). Besonders bei Verletzungen des Dentins
spielt diese Funktion eine tragende Rolle bei der Reparatur.

Nicht nur extrazellulare Matrixproteine (EZMP) des Dentins, sondern auch EZMPs der Pulpa
induzieren die Rekrutierung von pulpalen Stammzellen Uber einen rho-Weg (Smith et al.,
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2012b). Diese Rekrutierung durch EZMPs des Dentins und der Pulpa wird verstéarkt durch die
Einwirkung von Sauren sowie enzymatische Abbauprozesse, wie sie bei einer Karies vorliegen
(Smith et al., 2012b).

5.3.1 Pulpale ektomesenchymale Stammzellen

Zellen, die an der Bildung des Zahnes beteiligt sind, stammen hauptsachlich von zwei unter-
schiedlichen embryonalen Ressourcen ab: dem ektodermalen Epithel und dem Ektomesen-
chym der Neuralleiste (Koussoulakou et al., 2009, Kaukua et al., 2014).

Odontoblasten und Gliazellen stammen von einer gemeinsamen Zelllinie aus der Neuralleiste
ab (Kaukua et al., 2014). Dies wurde an Schneidezdhnen im Mausmodell nachgewiesen
(Kaukua et al., 2014). Ektomesenchymale Stammzellen gehen aus Gliazellen hervor und kon-
nen anschlieRend Zellen der Pulpa sowie Odontoblasten bilden (Kaukua et al., 2014). Zusatz-
lich exprimieren Odontoblasten die Stammzellmarker Nestin, sowie den Schwann-Zellmarker
S-1000R (Terling et al., 1995, Nakatomi et al., 2018, Lombardi et al., 1992, Kaukua et al., 2014,
Korkmaz et al., 2021). Diese Erkenntnis unterstreicht aulRerdem die ldee der gemeinsamen
Herkunft von Odontoblasten und Gliazellen (Schwann-Zellen) (Kaukua et al., 2014).

In Versuchen mit ektomesenchymalen Stammzellmarkern zu den unterschiedlichen Bildungs-
mechanismen von Dentikeln, die ebenfalls vermehrt als Reaktion auf aul3ere Reize gebildet
werden, fand man heraus, dass bei den gebildeten, unechten atubuléren Dentikeln eine nahe
raumliche Beziehung zu BlutgefalRen und Nervenfasern besteht (Korkmaz et al., 2021).

5.3.2 Pulpale Perizyten

Eine weitere Art der pulpalen Stammzellen sind die Perizyten. Perizyten sind nicht stark diffe-
renziert, kontraktil und lagern sich an den Kapillarwanden und postkapillaren Venolen an, wel-
che von Endothelzellen gestiitzt werden (Abb. 5.). Sie dienen als Mediatoren flr Leukozyten
bei der Immunabwehr, helfen dabei, toxische Nebenprodukte abzubauen und induzieren die
Bildung neuer Blutgefal3e (Birbrair, 2018).

Perizyt
Basallamina
Endothelzelle
Erythrozyt
Interzellular-
spalt

Tight junction

Abbildung 5: Lokalisation der Perizyten

Quelle: Modifizierte Darstellung in Anlehnung an Continous Capillary (McGraw-Hill Companies, 2021).

Es wurde bereits in Studien mit Cre-Recombinase Mausen, zur Bestimmung der genetischen
Abstammungslinie von Perizyten beschrieben, dass sie in der Lage sind sich bei Verletzungen

22



von ihrem Herkunftsort, der Wand des Blutgefal3es, zu lI6sen, um sich zu Progenitoren der
mesenchymalen Stammzellen zu differenzieren (Yianni and Sharpe, 2019). Anschliel3end
wandern sie zu dem Ort der Verletzung und differenzieren sich weiter in die gewebsspezifische
Zellart, wie beispielsweise Myablasten (Dellavalle et al., 2007, Yianni and Sharpe, 2019), Os-
teoblasten (Supakul et al., 2019, Yianni and Sharpe, 2019) und Odontoblasten (Feng et al.,
2011, Yianni and Sharpe, 2019).

In weiteren Untersuchungen an Mausen wurde ebenfalls bestétigt, dass Perizyten sich nach
einer kariésen Lasion zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen differenzieren (Feng et al., 2011,
Traktuev et al., 2008, Wang et al., 2019). Im Zuge dessen wurde jedoch auch festgestellt, dass
nicht alle Odontoblasten-&hnlichen Zellen von Perizyten abstammen (Feng et al., 2011). Es
gibt eine weitere Population von pulpalen mesenchymalen Stammzellen, die ebenfalls zu der
verletzten Stelle migrieren und sich zu Odontoblasten differenzieren kénnen (Feng et al.,
2011).

5.3.3 Mesenchymale Stammzellen im Endoneurium

Einige Stammzellen der Neuralleiste verbleiben wéhrend der Entwicklung im Endoneurium der
peripheren Nerven (Joseph et al., 2004, Carr et al., 2019). Dort kénnen sie sich selbst repli-
zieren und dienen als Reserve fir die Bildung von myelinisierenden und nicht-myelinisieren-
den Schwann-Zellen sowie endoneuronalen Fibroblasten in peripheren Nervenfasern (Joseph
et al., 2004, Richard et al., 2014). Es besteht somit die Annahme, dass mesenchymale Stamm-
zellen auch im Endoneurium der Nervenfasern in der Dentin-Pulpa-Einheit vorkommen kon-
nen.

Es wurde ebenfalls beschrieben, dass sich bei Verletzungen der Nervenfaser, diese mesen-
chymalen endoneuronalen Stammzellen zu mesenchymalen Vorlauferzellen differenzieren
koénnen, die bei der Regeneration der Dermis und von Knochenbeteiligt sind (Johnston et al.,
2013, Johnston et al., 2016, Carr et al., 2019, Korkmaz et al., 2021). In gesundem Nervenge-
webe wurden diese Proliferationen und Differenzierungen nicht beobachtet (Korkmaz et al.,
2021, Carr et al., 2019, Adameyko and Ernfors, 2019).

Ein endgultiger Beweis fur das Vorkommen von mesenchymalen Stammzellen im Endoneu-
rium von pulpalen Nervenfasern liegt bis jetzt noch nicht vor. Auch ist nicht geklart, ob es
mogliche Reaktionen der pulpalen mesenchymalen endoneuronalen Stammzellen auf ein ent-
zundliches Geschehen der dentalen Pulpa gibt, wie sie bereits bei anderen Verletzungen pe-
ripherer Nerven und der darauffolgenden Regeneration durch periphere mesenchymale endo-
neuronale Stammzellen nachgewiesen wurden (Cattin and Lloyd, 2016, Carr et al., 2019).

5.4 Stammzellmarker CD90 und CD34

Die Verwendung der Stammzellmarker Thyl/CD90 und CD34 zur Darstellung von mesen-
chymalen Stammzellen wurde bereits in den folgend aufgefiihrten Studien gezeigt.

54.1 CD90

CD90 ist ein Glykosylphosphatidylinositol gekoppeltes Protein und wurde bereits in Endothel-
zellen und Perizyten nachgewiesen (Inoue et al., 2016, Pérez et al., 2022, Park et al., 2016).
Es spielt eine Rolle bei der Zellmigration und Adhasion und es ist eine Hochregulation von
CD90 in Endothelzellen bei einer Zytokin-induzierten Inflammation mit Angiogenese beschrie-
ben (Pérez et al., 2022, Brenet et al., 2020, Schubert et al., 2013, Schubert et al., 2011).
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In Thyl-Knockout-Mausen wurde eine Heilungsverzégerung von Hautwunden nachgewiesen,
sodass anzunehmen ist, dass Thy/CD90 eine wichtige Rolle bei der Wundheilung durch den
Einfluss auf die Durchblutung des betroffenen Areals hat (Pérez et al., 2022).

Der Antikdrper ,rabbit monoclonal anti Thy1/CD90 wurde ebenfalls als Marker fir mesen-
chymale Stammzellen im Epineurium, Perineurium und Endoneurium charakterisiert
(Yumkham et al., 2024, Carr et al., 2019, Richard et al., 2014, Joseph et al., 2004).

AulRerdem wurde beschrieben, dass CD90 in Odontoblasten sowie in der Subodontoblasten-
schicht nachweisbar ist und méglicherweise bei der Odontoblastendifferenzierung eine Rolle
spielt (Svandova et al., 2023). CD90 positive Zellen kénnen in der Lage sein, zu Zellen der
Hartgewebsbildung zu differenzieren und die Zelladh&sion sowie Zytoskelettbildung beeinflus-
sen (Svandova et al., 2023, Hosoya et al., 2012, Leyton et al., 2019).

In einer Studie zur Expression von CD90 wurde im Tiermodell (Ratte) die Veranderung der
Immunreaktivitat fir CD9O0, in unterschiedlichen Zeitabsténden nach einer Kavitatenprapara-
tion im Zahn, untersucht (Sano et al., 2019). Es wurde herausgefunden, dass CD90 positive
Zellen in der Subodontoblastenschicht zu einer Heilung der Odontoblasten- und Subodon-
toblastenschicht beitragen kénnen (Sano et al., 2019).

5.4.2 CD34

Der Antikorper ,rabbit monoclonal anti CD34 diente in der Vergangenheit ebenfalls als Marker
fur endoneuronale, mesenchymale Stammzellen (Sidney et al., 2014, Richard et al., 2014,
Carr et al., 2019). Des Weiteren wurde in einem Review von Sidney et. al., 2014: ,Concise
Review: Evidence for CD34 as a Common Marker for Diverse Progenitors”; erlautert, dass
CD34 als transmembranes Phosphoglykoprotein insbesondere in hdmatopoetischen Stamm-
und Vorlauferzellen vorkommt. Aul3erdem wurden in der Literatur auch Vorkommen in multi-
potenten mesenchymalen Stromazellen (auch in Osteozyten) und in Endothelzellen beschrie-
ben, die unter anderem an der Angiogenese beteiligt sind (Sidney et al., 2014, Fina et al.,
1990, Hristov and Weber, 2008).

CD34 positive Endothelzellen beeinflussen ebenfalls die Migration und Adhésion von Zellen
(Sidney et al., 2014). Angiogene Stimuli kdnnen eine Subpopulation von CD34 positiven En-
dothelzellen dazu anregen Geféal3e neu zu bilden (Sidney et al., 2014, Siemerink et al., 2012).
Es ist bekannt, dass es eine Untergruppe von nicht zirkulierenden adulten Endothelzellen gibt,
die ebenfalls CD34 positiv sind und die insbesondere in kleinen Blutgefal3en nachweisbar sind,
wohingegen grol3ere Venen und Arterien sich vorwiegend CD34 negativ darstellen (Fina et al.,
1990). CD34 positive Endothelzellen sind langlicher und besitzen weniger tight junctions als
die typisch kopfsteinpflasterartigen Endothelzellen (Sidney et al., 2014, Fina et al., 1990,
Siemerink et al., 2012).

Des Weiteren ist bekannt, dass CD34 ein Marker fiir Perizyten ist. Eine Lokalisation wurde
bereits in der Tunica Adventitia von Blutgefal3en beschrieben (Lin and Lue, 2013, Wang et al.,
2019, Traktuev et al., 2008).
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5.5 Fragestellung und Ziel der Studie

Durch Zell-Zell- und Zell-Matrix Interaktionen kénnen unterschiedliche Zelltypen in der denta-
len Pulpa an der Regeneration des Dentins teilhaben. Terminal differenzierte Odontoblasten
sind in der Lage reaktives Tertiardentin zu bilden (Smith et al., 1994, Neves et al., 2017). Im
Gegensatz dazu kdnnen sich die pulpalen Stammzellen zu Odontoblasten-&hnlichen Zellen
differenzieren, um reparatives Tertidrdentin zu bilden (Smith et al., 2012b, Zaugg et al., 2020).
Die Vitalitat der dentalen Pulpa ist fur die Bildung von reparativem Terti&rdentin Vorausset-
zung. Die Funktionen von pulpalen Stammzellen bei der Bildung des reparativen Terti&rdentins
zu verstehen, bildet ein Fundament, auf das aufgebaut werden kann, um mdgliche Therapien
zu entwickeln.

Ferner ist der Einfluss der gesteigerten Blutversorgung durch Hyperdmie, Vasodilatation, An-
giogenese und die gesteigerte Diapedese von Entziindungszellen an den Ort der Inflammation
als wichtige Faktoren bei der Reaktion des Zahnes auf die Noxe zu sehen.

In bereits vorliegenden Studien wurde die Expression von CD90 in gesunden und entziindeten
dentalen Pulpen untersucht und nachgewiesen (Wu et al., 2022). Es fehlt jedoch ein Vergleich
des Stammzellmarkers CD34 in Zellen der gesunden und entziindeten dentalen Pulpa. In Blut-
gefal3en der gesunden und entziindeten dentalen Pulpa wurde CD34 bereits untersucht (Digka
et al., 2006, Guven et al., 2007). In diesen Studien wurde jedoch die Expression von CD34 im
gesunden und entziindeten Pulpagewebe nicht quantifiziert. Es fehlt die Feststellung, ob eine
Entzindung zu einer veranderten Expression von CD34 in Endothelzellen und Perizyten fih-
ren kann.

Des Weiteren wurde in diesen Studien nicht naher auf die Expressionen von CD90 und CD34
in pulpalen Stammzellen eingegangen, obwohl CD90 und CD34 als mesenchymale Stamm-
zellmarker betrachtet werden. In der vorliegenden Studie soll daher die Frage geklart werden,
wie die Stammzellmarker CD90 und CD34 in unterschiedlichen Zellen der gesunden und ent-
zundeten dentalen Pulpa exprimiert werden und ob es bei einer Entztindung der Pulpa zu einer
Steigerung der Expression kommt. Um die Expressionen von CD90 und CD34 auf der gleichen
Proteinebene unter gleichen Bedingungen zu vergleichen und zu charakterisieren, haben wir
immunhistochemische Untersuchungen mittels Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex-Methode
mit den spezifischen Antikbrpern gegen CD90 und CD34 an aufeinander folgenden Schnitten
durchgefihrt.

In den geplanten Experimenten sollen daher die Antworten auf die folgenden Fragestellungen
untersucht werden:

1. Wie sind die Expressionsmuster der Stammzellmarker Thy1/CD90 und CD34 in
Zellen der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit?

1.1 In welchen Zellen der Dentin-Pulpa-Einheit sind die mesenchymalen
Stammzellmarker Thy1/CD90 und CD34 zu finden?

1.2 Ist eine Expression von Thy1/CD90 und CD34 in Nervenfaserbindeln, in Blut-
gefalRen sowie in Perizyten der gesunden dentalen Pulpa nachweisbar?
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2. Wie sind die Expressionsmuster der Stammzellmarker Thy1/CD90 und CD34 in
Zellen der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei einer kariésen Lasion?

2.1 Induziert Karies eine Verdnderung der Expression der Stammzellmarker
Thy1/CD90 und CD34 in Zellen der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit? Ist eine
Expressionsanderung in neuronalen Strukturen erkennbar?

2.2 Induziert Karies in der dentalen Pulpa eine statistisch signifikante Ver&nderung
der Expression der Stammzellmarker Thy1/CD90 und CD34 in Perizyten und in
Zellen, die mit vaskularen Strukturen assoziiert sind?

Der Erhalt einer vitalen, dentalen Pulpa ist fur die Prognose eines Zahnes essenziell. Die Ent-
wicklung neuer Behandlungsstrategien, vor allem bei tiefer Dentinkaries, spielt somit eine
wichtige Rolle, um die dentale Pulpa nachhaltig gesund erhalten zu kénnen.

Durch die gewonnenen Ergebnisse der Untersuchungen an menschlichen Molaren uber das
ex vivo Verhalten dieser Stammzellen, sollen neue Anhaltspunkte fur weitere In-vitro-For-
schung geliefert werden.

Somit kdnnen in Zukunft mogliche neue Therapiestrategien bei tiefer Dentinkaries entwickelt
werden. Pharmakologisch kdnnten speziell angepasste, dentale Unterfullungsmaterialien, die
in der menschlichen dentalen Pulpa Proliferation, Migration und Differenzierung von Stamm-
zellen zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen induzieren, bei der Behandlung der Dentinkaries
ihre therapeutische Anwendung finden.
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6 Material und Methoden

Im Folgenden werden die durchgefihrten Experimente sowie die verwendeten Chemikalien,
angesetzten Losungen, die Erhebung der Daten und die statistische Analyse genauer erlau-
tert.

6.1 Ethische Betrachtung der Studie, Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden humane Zahne, die als anfallendes Uberschussmaterial
nach der Zahnextraktion entsorgt werden sollten, als Probenmaterial verwendet. Vorbereitend
wurden zu Beginn der Arbeiten, die Patienten tber die Nutzung der Patientendaten und der
Biomaterialien (Gewebe und Korperflissigkeiten) fir medizinische Forschungszwecke aufge-
klart.

Zur Erhebung der Daten wurden insgesamt 460 Molaren von 163 Patienten im Alter von 13-
89 Jahren gesammelt und klinisch diagnostiziert. Von den 163 Patienten waren 81 Frauen und
82 Manner. Die Zdhne wurden aufgrund von kieferorthopadischen und anderen Grinden (Pa-
rodontitis, Karies) extrahiert. Die Zahne stellten Uberschussmaterial der Klinik fiir Zahn-,
Mund- und Kieferkrankheiten des Universitatsklinikums Mainz dar.

Histologisch diagnostiziert wurden 67 von 460 Molaren. Fir die Untersuchungen wurden 12
Molaren (6 gesunde und 6 kariose Molaren) der insgesamt 67 Molaren ausgewabhlt.

6.2 Verwendete Materialien, Reagenzien, Antikérper und angesetzte LO-
sungen

Im Folgenden sind die angesetzten Losungen, Puffer und Reagenzien aufgefiihrt, die verwen-
det wurden. Im Anhang befindet sich zusatzlich eine detaillierte, tabellarische Auffihrung aller
Chemikalien und Materialien mit den genauen Mengenangaben sowie einem Herstellerver-
zeichnis (siehe Tabellen 3-7 im Anhang). Die durchgefiihrten Versuche und Reagenzien wur-
den in Anlehnung an das bereits beschriebene Vorgehen in den Arbeiten von Kufahl (2017),
Chlopek (2018) und Kuithan (2021), durchgefihrt und angesetzt. Entsprechend der Fragestel-
lung wurden Anderungen vorgenommen, um die hier verwendeten Antikérper zu untersuchen.

6.2.1 Angesetzte Losungen

6.2.1.1 Phosphatpuffer (PB) - 0,2 M PB, Stammlésung, pH 7,2-7,4

Zunachst wurde eine Stammlésung 0,2 molarer PB (pH-Wert 7,2-7,4) hergestellt. Zu diesem
Zweck wurden 28,8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 5,2 g/l Natriumhydrogen-
phosphat-Monohydrat abgewogen und in 900 ml destilliertem Wasser geldst (Kufahl, 2017).
Mit NaOH (1 %ig) und HCI (1 %ig) folgte anschlief3end die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4.
Die Losung wurde daraufhin mit einem Liter destilliertem W asser bis zu einem Liter aufgefullt.

6.2.1.2 Phosphatpuffer (PB) - 0,1 M PB, Gebrauchslésung, pH 7,4

Zur Herstellung der Gebrauchslosung 0,1 molarer PB wurde die Stammlésung im Verhaltnis
1:1 ebenfalls mit destilliertem Wasser aufgefiillt (Kufahl, 2017). Der pH-Wert wurde auf einen
Wert von 7.4 eingestellt.

6.2.1.3 Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS) - 0,2 M PBS, Stammlésung, pH 7,2-7,4

Die Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS) Stammldsung wurde nach dem Abwiegen von eben-
falls 28,8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 5,2 g/l Natriumhydrogenphosphat-Mo-
nohydrat sowie dem Abmessen von 17,53 g/I Natriumchlorid hergestellt (Kufahl, 2017).
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6.2.1.4 Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS) - 0,1 M PBS Gebrauchslésung/Waschlésung, pH 7,4
Zur Herstellung der Gebrauchslésung/W aschlésung wurde die Stammldsung PBS im Verhalt-
nis 1:1 mit Aqua dest. verdinnt, bis ein pH-Wert von 7,4 erreicht wurde (Kuithan, 2021). Die
Zusammensetzung bestand aus 14,4 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 2,6 g/l Natri-
umhydrogenphosphat-Monohydrat sowie 8,76 g/l Natriumchlorid (Kuithan, 2021). Mit Aqua
dest. wurde, wie bereits beschrieben, der pH-Wert von 7,4 sowie das Volumen von 1000 ml
erzielt.

6.2.1.5 Trispuffer (TB) - 0.5 M TB, Stammlésung, pH 7,6

Zu Beginn wurden 60,57 g Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) in 750 ml destilliertem
Wasser geldst, um einen Liter 0,5 molarer TB-Stammldsung herzustellen. Der pH-W ert wurde
durch Titration mit etwa 150 ml HCI auf einen Wert von 7,6 eingestellt. AnschlieBend wurde
die Losung bis zu einem Liter mit destilliertem Wasser aufgefillt und eine erneute pH-Wert-
kontrolle von 7,6 durchgefihrt.

6.2.1.6 Tris-HCl Puffer/Gebrauchslésung

Zur Herstellung des 0,05 molaren Tris-HCI Puffers wurden 100 ml/l TB-Stammldsung mit
800 ml/I destilliertem Wasser verdinnt (Kufahl, 2017). Der pH-Wert wurde somit auf 7,6 ein-
gestellt (Kufahl, 2017). AnschlieBend wurde weiter mit Aqua dest. aufgefullt, bis 1000 ml er-
reicht wurden. Eine erneute pH-Kontrolle erfolgte (Kufahl, 2017).

6.2.1.7 Trispuffer-NaCL (TBS) - 0,05 M TBS, Gebrauchslésung, pH 7,6

Die Gebrauchslésung TBS wurde durch Ldsen von 8,76 g Natriumchlorid in 800 ml destillier-
tem Wasser angesetzt (Kufahl, 2017). Zuséatzlich wurden 100 ml 0,5 molarer TB dazugegeben,
um den pH-Wert von 7,6 zu erzielen (Kufahl, 2017). Mit Aqua dest. wurde das Gemisch bis
auf 1000 ml aufgefullt und anschlielend der pH-Wert von 7,6 erneut kontrolliert.

6.2.1.8 Fixierlésung (Zamboni-Lésung) (4 % Paraformaldehyd + 0,2 % Pikrinsdure + 0,1 M PBS, pH 7,4)
Durch Mischung von 998 ml 0,1 molarem Phosphatpuffer (pH 4,7) mit 2 ml/l geséttigter Pikrin-
saure (filtriert) und 40 g/l Paraformaldehyd wurde ein Liter Fixatividsung hergestellt.

6.2.1.9 Entkalkungslésung
Die Entkalkungslosung wurde durch Mischen von 150,885 ml 4 N Ameisensaure mit
849,115 ml 0,12 molarem Phosphatpuffer oder destilliertem Wasser hergestellt (Kufahl, 2017).

6.2.1.10  Kryoprotektionslésung

Die Kryoprotektionsldsung wurde hergestellt aus 30 %iger Saccharoselésung. Hierfir wurden
30 g Saccharosepulver in 70 ml 0,1 M PBS gel6st und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

6.2.1.11 Tissue Tek® [Sakura Finetek, Tokio, Japan]
Die Substanz besteht aus wasserloslichen Glykolen und Harzen und wurde zum Einbetten fur
das Schneiden mit dem Kryostaten verwendet (Kufahl, 2017).

6.2.1.12 Triton® X-100 - 0,25 %

Diese Lésung wurde eins bis drei Tage vor der Immunhistochemischen Inkubation angesetzt
und bei 4 °C gelagert. Fr 100 ml 0,25 %tige Triton® X-100 Lésung wurden 99,750 pl 0,05 M
TBS sowie 100 %ige Triton® X-100 L6sung (davon 250 ul) miteinander gemischt.

6.2.1.13  Blockierungspuffer (2 % BSA +5 % NGS in 0,05 M TBS)

Kurz vor Beginn der immunhistochemischen Inkubation werden 950 ul 0,05 M TBS mit 20 mg
bovine serum albumine (BSA) sowie 50 pl normal goat serum (NGS) angesetzt und somit 1 ml
des Blockierungspuffers hergestellt.

6.2.1.14  Antikérper Verdiinnungspuffer
Dieser wurde mittels 970 pl 0,05 M TBS sowie 30 uyl NGS hergestellt.
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6.2.1.15  ABC-Komplex (avidin biotin complex)

Die ABC-Komplex-Lésung wurde lichtgeschiitzt und etwa eine Stunde vor dem Start der im-
munhistochemischen Farbung vorbereitet. Zusammengesetzt wurde die Losung aus 0,05 M
TBS (6 ml), einem Tropfen Lésung A; (ca. 50 ul) und einem Tropfen Losung B (ca. 50 pl).

6.2.1.16  Nickelsulfatiésung

Die lichtempfindliche Losung, jeweils 50 pl, wurde in destillietem Wasser angesetzt
(13 mg/100 ml) und in Aliquots (in kleinen Portionen von jeweils 50 pl) bei -20 °C gelagert und
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

6.2.1.17  DAB-L6sung (Diaminobinzidin-Lésung)

Die Angaben beziehen sich auf 50 ml DAB-L6sung: Es wurden zunéchst in 50 ml 0,05 M Tris-
HCI eine DAB-Tablette (10 mg) eingeriihrt und anschlie3end gefiltert. Hinzugegeben wurden
anschlieRend 50 ul Nickelsulfatlésung (13 mg/100 ml) sowie 6,5 pl 30%ig H.O,. Nach einer
Wartezeit von zwei Minuten wurde die Losung anschlieend verwendet. Die DAB-LGsung ist
lichtempfindlich, weshalb die Losung unter Lichtausschluss aufobewahrt wurde.

6.3 Methoden

Nachfolgend werden auf die Durchfuhrung der einzelnen Versuche sowie die Erhebung der
Daten und die statistische Auswertung eingegangen.

6.3.1 Ansetzen der Losungen zur Vorbereitung der gesammelten Zéhne

Zu Beginn wurden die 0,1 M PB Gebrauchslésung und die 0,1 M PBS Gebrauchslésung an-
gesetzt und im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Des Weiteren fand die Herstellung der
Entkalkungsldsung (4 N Ameisenséure in 0,1 M PB) unter dem Abzug statt, welche ebenfalls
im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt wurde.

Es wurde ein Liter Fixationslésung (Zamboni-Losung) (4 % Paraformaldehyd (PFA) + 0,1 M
PBS + 0,2 % Pikrinsaure) angesetzt und in jeweils ein Falcon-Réhrchen (50 ml) gegeben. Die
Rohrchen wurden mit dem Extraktionsdatum beschriftet und bekamen je eine fortlaufende Pa-
tientennummer zur Anonymisierung der Proben.

6.3.2 Sammlung der Z&hne

Die Falcon-R6hrchen wurden vor der Sammlung der Zahne, bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Die Zahne wurden nach der Extraktion direkt fir 48 h - 72 h bei 4 °C in der Fixatividsung, die
0,2 % Pikrinsaure und 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M PBS enthalt, immersionsfixiert.

Etwa drei Tage spater folgte die Entkalkung der Zahne in 4 N Ameisensaure in 0,1 M PB, bei
ebenfalls 4 °C. Dafur wurde die Fixationslésung aus dem Roéhrchen entsorgt und das Gefal
mit dem Zahn erneut mit der Entkalkungslosung beftllt. Dreimal wdchentlich erfolgte der
Wechsel der Losung fir insgesamt drei Wochen. Das Datum des ersten Entkalkungstages
wurde auf das Rohrchen geschrieben. Mit Strichmarkierungen wurde dahinter dokumentiert,
wie oft die Losung Uber die Zeit gewechselt wurde.

Die Zzahne wurden daraufhin in 0,1 M PBS, mit dem pH-Wert von 7,4, fir 24 Stunden bei 4 °C
gewaschen. Taglich wurde die Losung gewechselt. Erneut erfolgte die Dokumentation des
Datums auf dem Rdéhrchen, wann die PBS-Ldsung das erste Mal eingebracht wurde. W eitere
Waschvorgange wurden durch Punktmarkierungen hinter dem Datum symbolisiert.

Danach wurden die Proben fur finf Tage in die Kryoprotektionslosung mit 30 %iger Saccha-
roselésung in 0,1 M PBS bei einem pH-Wert von 7,4 fir 24 h bei 4 °C gegeben. Nach erfolgter
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Protektion konnten die Zahne eingebettet werden. Das Datum des Zeitpunktes der Saccaro-
seprotektion wurde auf dem zugehdrigen Falcon-Réhrchen dokumentiert.

Die Einbettung erfolgte in aus Aluminiumfolie gefalteten Quadern, welche nach oben hin offen
waren. Sie wurden mit der Patientennummer, der Zahnnummer, des Einbettdatums und der
klinischen Diagnose (Karies, gesund, Gangran etc.) beschriftet. Die Aluminiumkéastchen wur-
den mit Tissue-Tek ® gefiillt und jeweils ein Zahn darin eingebettet. Auf eine mesio-distale
Ausrichtung der Zahne in den Aluminiumk&sten wurde geachtet, um eine einheitliche Schnitt-
ebene erreichen zu kdnnen. Die offene Seite der Quader konnte anschlieBend mit einem De-
ckel aus Aluminiumfolie wieder verschlossen werden, bevor, mittels flissigen Stickstoffs bei -
196 °C, die eingebetteten Proben fiir mindestens eine Minute schockgefroren wurden. Es er-
folgte die Lagerung der Zéhne bei -80 °C im Tiefkiihlschrank fiir mindestens sieben Tage vor
dem Schneiden.

6.3.3 Herstellung der Schnitte

Fur jeden Zahn mussten zunéchst ca. 7 x 24-er Wellplatten nummeriert werden. Mit einem
wasserfesten Stift wurden alle Einsenkungen der Wellplatte laufend ab der ersten Wellplatte
durchnummeriert. Die erste Wellplatte endete mit der Zahl 24, die Zweite endete auf 48, die
Dritte auf 72 und so weiter. Zusatzlich bekam jede Wellplatte der Reihe nach eine eigene
Nummer (1, 2, 3, 4, usw.). Zusatzlich wurde die Patientennummer von auf3en auf die zugeho-
rigen Wellplatten geschrieben. Die Wellplattennummer und die Patientennummer standen je-
weils auf Deckel und Boden der Wellplatten. Mittels einer Pasteurpipette erfolgte die Auffil-
lung der Wellplatten mit 0,1 M PBS. AnschlieRend wurden die Wellplatten im Kihlschrank bei
4 °C gelagert.

Einen Tag vor dem Schneiden wurde kontrolliert, dass der Kryostat bereits aktiviert und her-
untergekuhlt war, damit eine Temperatur von -20 °C beim Schneidevorgang gewahrleistet wer-
den konnte. Zudem mussten die Schneidemesser mit geniigend zeitlichem Vorlauf in den Kry-
ostaten zum Abkuhlen gelegt werden.

Vor dem Prozess des Schneidens wurden die gefrorenen Proben mit den Zéhnen flir etwa
zwei Stunden im Kryostaten bei -20 °C aufbewahrt, bis sie anschlieRend bei -20 °C geschnitten
wurden. Die Aluminiumfolie wurde manuell entfernt. Die Zahnblocke wurden mittels Tissue-
Tek® auf der Objektplatte in der Kryostatenkammer fixiert. Es folgte die Ubertragung der Infor-
mationen der aufgeklebten Beschriftungen des Tissue-Tek®-Blocks in ein Protokollheft. Des
Weiteren wurde im Protokollheft dokumentiert, welche Wellplatten einer Patientennummer zu-
gehdrig sind.

Die Objektplatte wurde anschlieRend in den Objektkopf eingespannt und sicher befestigt. Hier
durfte es zu keinen Lockerungen kommen, um eine gleichméRige Schnittdicke von 30 um er-
zielen zu kénnen. AuRerdem wurde darauf geachtet, dass die Klinge zundchst beginnend an
einer Kante des Blocks, diesen in diagonaler Richtung schneidet, um einen gleichmafigen
Schnitt zu erzielen.

Vor dem Schneideprozess wurden die mit 0,1 M PBS geftiliten 24-er Wellplatten bis zum Er-
reichen der Solltemperatur in die Kryostatenkammer gestellt.

Geschnitten wurde zunéachst manuell per Handdrehung, bis die Zahnpulpa erkannt werden
konnte. Sobald dies der Fall war, wurden die Schnitte gesammelt. Nach jedem Schnitt wurde
dieser mit einem Pinsel, in die 24-er Wellplatten (gefillt mit 0,1 M PBS, pH 7,4) uberfuhrt. Die
Wellplatten dienten als Aufbewahrungsort fur jeden einzelnen Schnitt, bei dem die Pulpa sicht-
bar war. Die Proben wurden bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt.

War das Ende der Pulpa eines Zahnes erreicht, wurde auch das Schneiden dieses Zahnes
beendet. In Abh&ngigkeit von der ZahngrtRe, wurden durchschnittlich ca. 5-10 Wellplatten fir
einen Zahn bendotigt.
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Der jeweils erste Schnitt einer 24-er Wellplatte wurde zur histologischen Diaghose und zur
Begutachtung der Kariesstadien einer H&E-Farbung unterzogen. Die Zahne wurden anhand
dessen allgemein in die Kategorien gesund und kariés eingeordnet sowie in separaten Objekt-
tragerkasten aufbewahrt. Dartiber hinaus fand eine weitere Selektion geeigneter Schnitte statt,
die spater fir die immunhistochemische Farbung genommen werden konnten. Die restlichen
Schnitte wurden weiterhin in der 0,1 M PBS-L6sung bei 4 °C gelagert.

6.3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung)

Die gesammelten Zéhne wurden bereits nach der Extraktion klinisch begutachtet und eine
Diagnose Uber das Kariesstadium getroffen. Fir die spateren Farbungen, mussten jedoch die
Zahne zusatzlich histopathologisch nach dem Schneiden, genau begutachtet werden, um eine
exakte Kategorisierung in die Stadien (gesund, kariés) vornehmen zu kénnen.

Fur die genaue histologische Diagnose der Tiefe der karidsen Lasionen an den genommenen
Proben und fur den Vergleich der verschiedenen Proben und spéateren Farbungen, wurden die
Schnitte zunachst mit einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt. Pro Zahn wurde der erste
Schnitt jeder 24-er Wellplatte mit der H&E-Farbung behandelt.

Zu Beginn wurden die Kryoschnitte der Zéahne mithilfe eines Pinsels in Kivetten, mit destillier-
tem Wasser, gegeben und abschlieRend auf einen Objekttrager aufgezogen (Kuithan, 2021).
Dieser wurde anschliel3end bei Raumtemperatur (RT) Gber Nacht getrocknet und senkrecht in
einem Objekttragerhalter gelagert (Kuithan, 2021). Pro Zahn wurden somit mehrere Schnitte
aufeinanderfolgender Pulpabereiche auf einen Objekttrager gezogen. Die Schnittanzahl ent-
sprach der Wellplattenanzahl pro Zahn.

Fur die H&E-Farbung wurden die Schnitte zunachst mit destilliertem Wasser fiir funf Minuten
bei RT gewaschen. AnschlieRend wurden sie bei RT mit der Hamatoxylin-Lésung nach Mayer
fur zehn Minuten behandelt. Diese Losung farbt alle sauren und somit basophilen Strukturen
(z.B.: DNA, Zellkerne, Ribosomen, rER (raues Endoplasmatisches Retikulum)) blau an.

Nach der Farbung erfolgte eine Waschung fiir zehn Minuten in lauwarmem Leitungswasser,
um die Farbung durch den dadurch gesteigerten pH-Wert zu verstarken. Hierfiir wurden zwei
Klvetten mit Leitungswasser gefillt. Zunachst wurden die Objekttrager fur funf Minuten in der
ersten Kuvette platziert. Ein Wechsel in die andere Kiivette erfolgte danach fiir weitere finf
Minuten. Anschliel3end erfolgte die Inkubation der Schnitte mit der Eosin-Losung unter dem
Abzug fir zehn Minuten bei RT. Der Farbstoff Eosin ist sauer und farbt somit Strukturen an,
die basisch oder acidophil sind (z.B. Proteine im Zytoplasma, Mitochondrien, kollagene Struk-
turen).

Daraufhin wurden die Schnitte erneut mit Aqua dest. fur finf Sekunden bei RT gewaschen. Es
folgte die Entwasserung mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von Ethanolldsungen,
von 50 % (fur zehn Sekunden), zu 70 % (fur 15 Sekunden), zu 80 % (fur eine Minute), zu 90
% (far funf Minuten), zu 100 % (fur funf Minuten). Die Entwasserung mit absolutem, 100 %i-
gem Ethanol geschah zweimal je funf Minuten.

Um die Schnitte nachher mit Entellan™ einzudecken, missen die Schnitte unter dem Abzug
mit Xylol, das in Entellan™ I6slich ist, behandelt werden. Daflir wurden die Schnitte in 100 %i-
gem Xylol-I und Xylol-Il, fur jeweils drei Minuten eingelegt. Hierdurch wurde gewabhrleistet,
dass eine homogene Eindeckung mit Entellan™ mdglich ist.

Im letzten Schritt der Praparatherstellung wurden die Schnitte unter dem Abzug mit Entellan™
und einem Deckglas eingedeckt. Auf eine sorgfaltige Eindeckung ohne Luftblasen wurde be-
sonderen Wert gelegt, um spéater eine genaue Datenerhebung durchfiihren zu kdnnen.

Unter Lichtausschluss erfolgte die Aufbewahrung und Trocknung der Schnitte. Nach drei Ta-
gen wurden die Objekttrager in einen Objekttragerkasten eingeordnet.
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Die H&E-Schnitte konnten anschlieRend unter dem Lichtmikroskop histopathologisch unter-
sucht werden. Die gestellten Diagnosen wurden blind und zusétzlich von zwei weiteren Per-
sonen (J.s. und Y. K.) gestellt, ohne Kenntnis der bereits vorliegenden klinischen Diagnose,
um eine mogliche Beeinflussung durch vorangegangene Ergebnisse ausschlielen zu konnen.
Zum Abschluss wurden die Ergebnisse schriftlich protokolliert.

Im Anschluss darauf erfolgte die Auswahl der Schnitte fiir die IHC-Inkubationen in Bezug zum
Ziel der Studie. Die ausgewahlten Schnitte fir die IHC-Farbung wurden mit 0,1 M PBS-LAsung
in den 12-er Wellplatten bei +4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Die immunhistochemische Far-
bung musste anschlieRend in den darauffolgenden sieben Tagen geschehen. War dies nicht
maglich, wurde die Losung (0,1 M PBS) einmal wdchentlich gewechselt.

6.3.5 Spezifitat der Antikorper

Die Spezifitdt der Antikbrper wurde bereits in anderen Studien mittels W esternblot-Methode
und in KO-Mausen untersucht und nachgewiesen:

Der Antikoérper Thyl/CD90 wurde als Marker fir mesenchymale Stammzellen im Epineurium,
Perineurium und Endoneurium charakterisiert (Richard et al., 2014, Carr et al., 2019, Joseph
et al., 2004). CD90 wurde des Weiteren in Endothelzellen und in Perizyten nachgewiesen
(Inoue et al., 2016, Pérez et al., 2022, Park et al., 2016).

Der Antikorper CD34 diente ebenfalls als Marker fir endoneuronale, mesenchymale Stamm-
zellen (Sidney et al., 2014, Richard et al., 2014, Carr et al., 2019). Es wurde in einem Review
von Sidney et. al., 2014: ,Concise Review: Evidence for CD34 as a Common Marker for Di-
verse Progenitors”; erldutert, dass CD34 als transmembranes Phosphoglykoprotein insbeson-
dere in hdmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen vorkommt. Au3erdem wurden in der
Literatur Lokalisationen in multipotenten mesenchymalen Stromazellen (auch in Osteozyten)
und in Endothelzellen beschrieben, die unter anderem an der Angiogenese beteiligt sind
(Sidney et al., 2014, Fina et al., 1990, Hristov and Weber, 2008). Des Weiteren diente CD34
bereits als Marker fur Perizyten und wurde in der Tunica Adventitia von Blutgefal3en beschrie-
ben (Lin and Lue, 2013, Wang et al., 2019, Traktuev et al., 2008).

In dieser Studie wurden die Antikorper der folgenden Firmen verwendet: ,Rabbit monoclonal
Anti Thy1/CD90 (D3V8A) (#13801; Cell Signaling Technology)“ und ,Rabbit monoclonal Anti
CD34 (EPR2999) (ab110643; abcam)*.

6.3.6 Methoden der Immunhistochemie (IHC)

Bei den immunhistochemischen Inkubationen war darauf zu achten, dass die Farbstoffe licht-
geschutzt aufbewahrt wurden, um eine mdgliche Abschwéachung oder gar Ausldschung der
Farbungen zu verhindern. Es wurde zudem auf eine konstante RT von 20 °C bis 23 °C geach-
tet, da es sonst zu ungewollten Bindungen der Antikorper an anderen Stellen im Gewebe-
schnitt, zusatzlich zu den jeweiligen Epitopen, hatte kommen konnen.

Zunachst wurde eine Verdinnungsreihe mit allen zu testenden Antikorpern an aufeinander
folgenden Schnitten eines Molaren durchgefiihrt, um die richtige Antikbrperkonzentration zu
bestimmen. Es wurden Probeschnitte einer Wellplatte eines spater IHC zu farbenden, gesun-
den Zahnes verwendet.

Drei 12-er Wellplatten wurden hierfur benutzt. Jeweils die erste und dritte horizontale Reihe
wurden mit PBS und den aufeinanderfolgenden Schnitten eines Zahnes einer 24-er Probe-
wellplatte gefullt. In jeder Reihe wurde ein Antikorper in den folgenden Konzentrationen getes-
tet: 1:500/1:500, 1:800/1:500, 1:1000/1:500, 1:2000/1:500. Die beste Verdiinnung jedes Anti-
korpers wurde fur alle weiteren Untersuchungen genommen. Eine letzte Reihe der dritten 12-
er Wellplatte diente als Kontrolle.
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Es wurden die folgenden Konzentrationen der Antikérper verwendet:

Tabelle 1: Angewandte Konzentrationen bei der Inkubation mit den priméaren und sekundéren Antikdrpern

Primarer Verdlinnung primérer | Verdinnung sekundé- Sekundarer
Antikorper Antikorper rer Antikorper Antikorper
Rabbit monoclonal Anti 1:500 1:500 Goat Anti-Rabbit IgG
Thy1/CD90 (H+L)
Rabbit monoclonal Anti 1:800 1:500 Goat Anti-Rabbit IgG
CD34 (H+L)

6.3.6.1 Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex Methode (ABC-Methode)

Um die untersuchten Epitope (Antigene) nachzuweisen, wurden diese zunachst mittels der
ABC-Methode immunhistochemisch dargestellt. Hierbei wurden die Schnitte zuerst mit den
primaren Antikérpern gegen CD90 und mit CD34 inkubiert. Danach inkubierte man die Proben
mit dem biotinylierten sekundaren Antikorper gegen Goat Anti-Rabbit IgG (Kufahl, 2017). Dann
folgte die Inkubation der Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex. Um die Antigen-
Antikoérperbindung darzustellen, wurden die Schnitte mit Diaminobinzidin (DAB)-LAsung be-
handelt. Die chromogene Farbung von Peroxidase im ABC-Komplex durch DAB zeigte die
untersuchten Epitope (Abb. 6).

exogene
Peroxidase

Avidin
biotinylierter
[ sekundéarer Antikérper

\— Biotin

(DAB)
Diaminobenzidin
(Chromogen)

Abbildung 6: Schematische Darstellung der ABC-Methode: Avidin, Biotin und die exogene Peroxidase bilden
einen Komplex. Mit der ABC-Methode bindet der primére Antikdrper zunéchst an das untersuchte Epitop. Infolge-
dessen bindet der sekundéare Antikorper (dieser ist biotinyliert) an den priméren Antikdrper. Da Avidin eine starke
Affinitat an Biotin hat, bindet der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex tber Avidin an die biotinylierte Stelle des se-
kundaren Antikdrpers. Zuletzt wird die Peroxidase im ABC-Komplex, durch eine chromogene Reaktion des DAB-
Substrates, sichtbar gemacht.

primarer Antikérper

a
\ ﬁtigen

DAB[
aktiviert

Zundachst erfolgte die Untersuchung mit histologisch als gesund diagnostizierten Zahnen. Je-
dem Antikorper wurde eine 12-er Wellplatte, die mit dem Antikérper beschriftet wurde, zuge-
teilt. Die 12-er Wellplatten wurden mit den zu untersuchenden Zahnschnitten, die aus einer
vorher histologisch ausgesuchten 24-er Wellplatte stammten, sowie mit PBS-L6sung befullt.
Jeder Schnitt einer Wellplatte sollte infolgedessen mit jeweils einem anderen Antikorper be-
handelt werden. Am Ende konnten somit an aufeinander folgenden Schnitten, mikroskopisch
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die Farbungen unterschiedlicher Strukturen diagnostiziert werden. Schnitthummer und Zahn-
nummer wurden auf den Wellplatten fur jede Probe dokumentiert. Eine 12-er Wellplatte diente
als Kontrolle.

Der gleiche Ablauf wurde fur die Untersuchung der kariésen Zahne durchgefihrt

Zu Beginn der ABC-Methode wurden die beschrifteten 12-er Wellplatten, mit den ausgewéhl-
ten Zahnschnitten in 0,1 M PBS-Ldsung, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit unter-
schiedlichen Losungen freischwimmend inkubiert. Die Inkubationen fanden jeweils bei RT auf
einem Schuttler statt und fir jeden Schnitt wurde jeweils 1 ml Losung pipettiert.

Am ersten Tag erfolgte zunachst zweimal ein funfmindtiger Waschvorgang mit 0,05 M TBS
mit einem pH-Wert von 7,6. AnschlielRend wurde zum Waschen 0,3 %iges H.O, und 0,05 M
TBS in die Wellplatten gegeben. Die Reaktion lief 20 Minuten lang im Dunkeln ab, damit die
endogene Peroxidase gehemmt und blockiert werden konnte. Somit wurde verhindert, dass
es spater nicht zu falsch positiven Farbungen durch eine mégliche Bindung der DAB-Substanz
an die endogene Peroxidase des gesamten Gewebes im Schnitt kam.

Es folgten zwei weitere Waschvorgange fur jeweils finf Minuten mit 0,05 M TBS bei einem
pH-Wert von 7,6 und eine anschlieRende 30-minutige Behandlung mit 0,25 % Triton™ X-100
und 0,05 M TBS. Triton™ X-100 diente als Tensid, um Oberflachenspannungen, die durch die
Verwendung von den hier verwendeten wassrigen Losungen entstanden sind, herabzusetzen.
Damit wurde den Antikorpern ein leichterer Zugang zu Ihren Epitopen erméglicht. Triton™ X-
100 permeabilisiert die Schnitte, um die Epitope vor allem in der Extrazellularmatrix der Zell-
membran und im Zellkern fir den Antikdrper freizulegen.

Ein weiterer zweimaliger Waschvorgang folgte fir jeweils funf Minuten mit 0,05 M TBS mit
einem pH-Wert von 7,6 und eine weitere Behandlung mit den Blockierungspuffern: 2 % bovine
serum albumin (BSA) sowie 5 % normal goat serum (NGS) in 0,05 M TBS fiir 30 Minuten, um
unspezifische Bindungen von Immunglobulinen zu vermeiden. Der sekundére Antikorper sollte
sich ausschlief3lich an den primaren Antikdrper binden. Durch die Behandlung der Schnitte mit
der Serumart des Tieres, in der der sekundare Antikérper hergestellt wurde, wird die Blockade
maglicher anderer Bindungsstellen im Gewebe fir den sekundéaren Antikdrper gewahrleistet.

In den letzten funf bis zehn Minuten des letzten Schrittes wurden die priméren Antikorper mit
0,05 M TBS pH 7,6 verdinnt (Verdiinnungen: CD34 (1:800), Thy/CD90 (1:500)). Nach der Be-
handlung der Schnitte mit dem Blockierungspuffer wurden die Schnitte nicht gewaschen, statt-
dessen erfolgte die Inkubation mit dem priméaren Antikdrper. Um die Hintergrundfarbung zu
reduzieren, wurden pro Schnitt ca. zwei Tropfen (5 % NGS + 2 % BSA) hinzugeflgt. Fur funf-
zehn Minuten wurden die Schnitte so bei RT behandelt und im Anschluss im Kihlraum bei
4 °C auf einem Schittler tber Nacht inkubiert.

Zu Beginn des zweiten Tages wurden zunéchst die Schnitte ebenfalls zweimal fiir 15 Minuten
in 0,05 M TBS mit einem pH-Wert von 7,6 gewaschen (Kuithan, 2021). In den letzten 15 Mi-
nuten des Waschvorganges fand die Verdinnung des sekundéaren Antikorpers in 0,05 M TBS
statt (Verdinnung: Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Biotinylated (Vector laboratories) (1:500))
(Kufahl, 2017). Die Inkubation der Schnitte mit dem sekundaren Antikorper geschah fir eine
Stunde ebenfalls auf dem Schiittler bei RT.

Nach einer halben Stunde wurde begonnen den ABC-Komplex in 0,05 M TBS-L6sung in Roll-
randglaschen mit einer Verdinnung von 1:160 anzusetzen. Das Gemisch wurde unter Licht-
ausschluss auf den Schittler gestellt.

Es folgte eine weitere Wasche (zweimal fur 15 Minuten) mit 0,05 M TBS mit einem pH-Wert
von 7,6. Die anschliel3ende, einstiindige Inkubation der Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Peroxi-
dase-Komplex (verdinnt in 0,05 M TBS) geschah im Dunkeln. Zwei weitere Waschen mit 0,05
M TBS (pH-Wert: 7,6) unter Lichtausschluss folgten (Kuithan, 2021). Die Wé&schen dauerten
jeweils 15 Minuten.
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In den letzten 15 Minuten wurde die DAB-L6sung unter Lichtausschluss hergestellt. Fir 50 ml
wurden somit 50 ml 0,05 M Tris-HCI Lésung mit einer DAB-Tablette versetzt. Diese wurde
eingerdhrt. Im Anschluss erfolgte die Filtration der Losung. Zugegeben wurden schliellich
50 pl Nickelsulfatlésung (13 mg/100 ml) sowie 6,5 pl 30 %igen W asserstoffperoxids. Nach ei-
ner zweiminitigen Wartezeit wurde die Lésung sofort verwendet.

Die Inkubation der Zahnschnitte mit der hergestellten DAB-L6sung geschah fir bis zu 20 Mi-
nuten auf dem Schittler bei RT. Es wurde fur jeden Antikorper seine individuelle Entwicklungs-
zeit anhand der gewtlnschten Farbungsintensitat bestimmt. Die Entwicklungszeit fir die Be-
handlung mit der DAB-L&sung musste fur jeden einzelnen Antikdrper in allen nachfolgenden
immunhistochemischen Inkubationen immer gleich gehalten werden. Dies ermdglichte gleiche
Bedingungen flr eine optimale Vergleichbarkeit der Farbungsintensitaten von unterschiedli-
chen Antikbrpern miteinander.

Ein weiterer Waschvorgang mit Aqua dest. folgte zweimal fur 15 Minuten. Es wurde hier expli-
zit darauf geachtet, dass keine Wasche mit 0,05 M TBS erfolgte, da dies zu einer Abschwa-
chung der Nickelsulfatwirkung hatte fihren kénnen.

Vor der Eindeckung wurde eine Kivette mit destilliertem Wasser gefillt, in die ein Schnitt, mit
der Hilfe eines Pinsels, aus den 12-er Wellplatten entnommen und in eine Kivette tUbertragen
wurde. Einer der beschriebenen Objekttrager konnte nun in das destillierte Wasser gehalten
werden. Mit dem Pinsel wurde im Anschluss vorsichtig der Zahnschnitt auf den Objekttrager
aufgezogen. Zum Schluss wurde der Objekttrager bei RT fur eine Stunde bei warmer Hei-
zungsluft getrocknet und in einer Objekttrager-Halterungsvorrichtung aufbewahrt. Alle weite-
ren Schnitte fur die IHC-Inkubationen wurden ebenfalls so behandelt.

Unter dem Abzug folgte dann die Dehydrierung mit Ethanol fir jeweils drei Minuten in den
aufsteigenden Konzentrationen 70 %, 80 %, 90 % und 100 %. Die Entwasserung mit absolu-
tem, 100 %igem Ethanol geschah zweimal.

Die anschlieBende dreiminttige Klarung der Schnitte auf den Objekttragern erfolgte mit Xylol-
I und Xylol-ll (Kufahl, 2017). Zum Schluss wurden die Schnitte mit Entellan™ eingedeckt
(Kufahl, 2017).

Ein weiteres Mal wurde darauf geachtet, keine Luftblaschen beim Eindecken entstehen zu
lassen, um die Schnitte spater optimal beurteilen zu kénnen.

Die Praparate wurden lichtgeschitzt bei RT aufbewahrt. Nach drei Tagen konnten sie mikro-
skopiert werden.

Die Begutachtung der Praparate unter dem Mikroskop erfolgte blind von zwei erfahrenen Wis-
senschaftlern (Y.K., J.S.).

Bei allen IHC-Inkubationen wurde pro-Zahnreihe auch ein Schnitt fur die immunhistochemi-
sche Kontrolle verwendet (Kuithan, 2021). Um die Spezifitdt der sekundaren Antikérper und
der immunhistochemischen Reagenzien (BSA, NGS, 30%iges H,O;) zu testen, wurden nur
die primaren Antikorper in den IHC-Kontroll-Inkubationen ausgelassen (Kuithan, 2021). Die
Kontrollschnitte wurden dann bei allen weiteren Inkubationsschritten der IHC gleich behandelt.

6.3.7 Quantifizierung der Resultate und Statistik

Zur Analyse der Expressionsmuster der einzelnen Stammzellmarker wurden die Farbungsin-
tensitaten von Blutgefal3en und Perizyten mittels Densitometrie bestimmt und anschliel3end
statistisch ausgewertet.
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6.3.7.1 Messung der immunhistochemischen Fdrbungsintensitdten (= Densitometrie)

Fur die Messung der immunhistochemischen Farbungsintensitaten wurden zunéchst Bilder
der Praparate, die mit der ABC-Komplexmethode angefarbt wurden, angefertigt. Es wurde
hierbei eine Kamera (Leica DFC 295) verwendet, die an einem Lichtmikroskop der Marke Leica
(IDENT-Nr. 116217) angeschlossen wurde. Die Vergré3erung der untersuchten subzellularen
Regionen, wurde mit einem 40x-Objektiv und dem Programm LAS V3.6 aufgenommen. Um
die Farbungsintensitaten zu messen, wurde die ImageJ Software (V1.54k) verwendet.

Die Analyse der immunhistochemischen Farbungsintensitaten wurde unabhéngig voneinander
an BlutgefalRen und Perizyten durchgefihrt, um eine Differenzierung der Densitometrischen
Befunde sowie eine jeweils separate statistische Auswertung vornehmen zu kénnen.

Die Auswertung der Farbungsintensitaten wurde wie folgt durchgefiihrt: Zunachst wurden Pra-
parate von gesunden und entziindeten Molaren bestimmt. Es wurde pro Schnitt jeweils ein
Bild mit 40-facher VergroRerung aul3erhalb des Zahnschnittes (am Objekttréagerrand) erstellt
und ein Bild in der zu interessierenden Region (mit Darstellung der BlutgefélRe bzw. mit Dar-
stellung der Perizyten). In jedem Bild wurden jeweils drei unterschiedliche Flachen bestimmt,
um mit dem Programm ImageJ die gemittelte Farbungsintensitét des jeweiligen Bildausschnit-
tes zu bestimmen. In dem Bild mit der Darstellung von Blutgefal3en bzw. der Perizyten wurde
darauf geachtet, Bereiche zu messen, in denen Blutgefalie bzw. Perizyten abgebildet wurden.

Von den drei Werten des jeweiligen Bildes wurde der Mittelwert (die densitometrische Einheit
(DE) des Bildes) bestimmt. Der Mittelwert des Bildes auRerhalb des Zahnschnittes stellte den
Grauwert des Hintergrundes (GHi) dar. Der Mittelwert des Bildes mit der zu interessierenden
Region, stellte die Farbungsintensitat der Blutgefalfarbung (FiBG) bzw. die Farbungsintensitat
der Perizytenfarbung (FiP) dar. Es wurde im Anschluss der Mittelwert der BlutgefaBmessung/
Perizytenmessung von dem Mittelwert der Hintergrundfarbung abgezogen, um die jeweilige
Farbungsintensitat, abztglich der Hintergrundfarbung, pro Schnitt und Farbung bestimmen zu
kénnen (Abb. 7, Abb. 8).

X+y+Z DE (Mittelwert) Objekttrager Objekttrager
3 (Farbungsintensitat der
BG-Farbung (FIBG))

XK+y+2Z DE (Mittelwert)
3 (Grauwert des
Hintergrundes (GHi))

- - _ Jeweilige
| GH'l_ FIBG | = Farbungsintensitat

CD90: n=6 gesund CD90: n=6 karids
CD34: n=6 gesund CD34: n=6 karids

Abbildung 7: Schaubild zur densitometrischen Analyse der BlutgefaRfarbung. Bestimmung der densitometrischen
Werte von drei Stichproben eines Bildausschnittes (x+y+z). (DE): Densitometrische Einheit. (Roter Kasten): Far-
bungsintensitat der Blutgefa3farbung (FiBG) als Mittelwert aus x, y, z. (Blauer Kasten): Grauwert des Hintergrun-
des (GHi) als Mittelwert aus x, y, z. Von dem Minuenden (GHi) wird zur Bestimmung der Differenz (jeweilige
Farbungsintensitat) der Substrahend (FiBG) abgezogen.
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X+y+z DE (Mittelwert) Objekitréger Objekttrager
3 (Féarbungsintensitat der
Perizytenfarbung (FiP))

X+y+z DE (Mittelwert)
3 (Grauwert des
Hintergrundes (GHi))

- - jeweilige
GHi | — | FiP | = Farbungsintensitat

CD90: n=6 gesund CD80: n=6 karits
CD34: n=6 gesund CD34: n=6 karits

Abbildung 8: Schaubild zur densitometrischen Analyse der Perizytenfarbung. Bestimmung der densitometrischen
Werte von drei Stichproben eines Bildausschnittes (x+y+z). (DE): Densitometrische Einheit. (Roter Kasten): Far-
bungsintensitat der Perizytenfarbung (FiP) als Mittelwert aus x, y, z. (Blauer Kasten): Grauwert des Hintergrundes
(GHi) als Mittelwert aus x, y, z. Von dem Minuenden (GHi) wird zur Bestimmung der Differenz (jeweilige Far-
bungsintensitét) der Substrahend (FiP) abgezogen.

Somit wurden die Farbungsintensitaten von CD34 und CD90 von sechs gesunden und sechs
entziindeten Molaren unterschiedlicher Patienten ermittelt. Es folgte die statistische Auswer-
tung der erhobenen Daten, um zu ermitteln, ob es zu einer Intensitatssteigerung der Farbun-
gen bei einer Entziindung des Zahnes kommt.

6.3.7.2 Statistische Analyse

Eine statistische Analyse der Densitometrie wurde durchgefihrt, um Unterschiede in der Ex-
pression von CD34 und CD90 bei gesunden und karidsen Zéahnen zu untersuchen. Die Nor-
malverteilung wurde mithilfe von Q-Q-Plots visuell Uberprift. Es wurden unabhangige t-Tests
durchgefihrt, um die Mittelwerte von CD34 und CD90 zwischen beiden Gruppen zu verglei-
chen. Die t-Tests waren einseitig und testeten die Hypothese, dass gesunde Zahnproben nied-
rigere Mittelwerte der CD34 und CD90 Expression aufwiesen als kariose Zahne. Um zu testen,
ob die Unterschiede zwischen den Gruppen signifikant waren, wurde ein Signifikanzwert von
p < 0,05 berlcksichtigt. Alle Analysen wurden mit RStudio (RStudio PBC, Boston, USA,
2024.4.2.764) durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,050 festgelegt.

Um die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf die Stammzellmarker zu
untersuchen, wurde eine zweifach gemischte Varianzanalyse (ANOVA) mit der Gruppe (ge-
sunde vs. karidse Patienten) und dem Proteintyp (CD34 und CD90) als Faktoren durchgefihrt.
Um wiederholte Messungen innerhalb der Teilnehmer zu bertcksichtigen, wurde ein Fehler-
term flr die ID zwischen den Proteinmessungen einbezogen. Es wurden paarweise Post-hoc-
Vergleiche unter Verwendung geschéatzter marginaler Mittelwerte (emmeans) mit Bonferroni-
Anpassung durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen beiden Gruppen fir jeden Proteintyp ein-
zeln zu untersuchen.
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Die statistische Analyse wurde im Bezug zu den Farbungsintensitaten der Blutgefal3e und im
Bezug zu den Farbungsintensitaten der Perizyten jeweils getrennt durchgefihrt.
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7 Ergebnisse

Es ist bekannt, dass in der Zahnheilkunde Unterschiede zwischen der gestellten klinischen
Diagnose und den histopathologischen Befunden eines gesunden oder entziindeten Zahnes
bestehen kdnnen. Eine sichere Diagnose kann nur histopathologisch gestellt werden. Basie-
rend auf dieser Tatsache wurden alle Zahnproben dieser Studie klinisch und zusétzlich histo-
pathologisch charakterisiert. Hierfir wurden die Zahne mit Hamatoxylin und Eosin geféarbt.

7.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung und histopathologische Diagnose

Alle angefertigten Schnitte eines Zahnes wurden in durchschnittlich sechs 24-er Wellplatten
gesammelt. Der erste Schnitt jeder 24-er Wellplatte wurde mittels HE-Farbung untersucht. So-
mit wurden pro Zahn etwa sechs bis zehn Schnitte mit gleichem Schnittabstand histopatholo-
gisch charakterisiert. Die histopathologische Auswertung der Schnitte wurde von zwei Wissen-
schaftler/innen (Y.K, J.S.) durchgefiihrt. Nach der Bestimmung der histopathologischen Diag-
nose erfolgte die Auswahl der Wellplatten mit geeigneten Schnitten fiir die IHC-Farbungen.

7.1.1 Histopathologische Diagnose der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit

Die gesunde Dentin-Pulpa-Einheit stellte sich im histologischen Bild wie folgt dar: Durch die
durchgefiihrte Entkalkung fehlt der Zahnschmelz. Das Dentin umgibt die Pulpa von peripher.
Man kann eine Einteilung des Dentins in die unterschiedlichen Dentinarten vornehmen: Das
Primérdentin zeigt eine starke Eosin-Farbung. Unterhalb des Primardentins ist die Sekundar-
dentinschicht mit einer hellen Eosin-Farbung zu erkennen.

Die Pulpa grenzt direkt mit einem Saum aus sich basophil darstellenden Odontoblasten an
das Pradentin. Ausgehend von den Odontoblasten kann man histologisch ein diinnes Strei-
fenmuster innerhalb des Dentins erkennen, welches aufgrund der Odontoblastenfortséatze und
Dentinkanalchen hervorgerufen wird und sich bis zur Schmelz-Dentingrenze erstreckt.

Unterhalb der Odontoblastenschicht befindet sich eine zellarme Zone (Weil'sche-Zone), an
die die zellreiche Zone (bipolare Zone) grenzt. In unmittelbarer Nahe der bipolaren Zone be-
findet sich der Raschkowsche Nervenplexus sowie der subodontoblastische Kapillarplexus
(Abb. 9).

Die Farbung der Pulpa ist homogen.
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Abbildung 9: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit mit Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Entkalkter Schnitt.

(A) Gesunder Zahn im Langsschnitt, 10x Vergré3erung, Messbalken= 100 pm. Das Dentin umgibt die Pulpa von
peripher. An das Sekundéardentin (sd), welches sich im Laufe des Lebens bildet, ist das hypomineralisierte
Priméardentin (pd) nach zentral hin angelagert. Es umgibt die dentale Pulpa (dp) zirkular und steht mit ihr Gber
den Odontoblastensaum (0) in Kontakt.

(B) 20x vergroRerter Ausschnitt der Dentin-Pulpa-Grenze (*), Messbalken= 50 um. Unterhalb des Odontoblasten-
saumes schliel3en sich die zellarme (Weil'sche-) Zone (zaz) und die zellreiche Zone (zrz) an.

In vielen Schnitten wich die klinisch gestellte Diagnose eines gesunden Zahnes von der histo-
pathologisch festgestellten Diagnose ab. So wurden beispielsweise unter den ersten 27 H&E
gefarbten Zahnen (die klinisch als gesund diagnostiziert wurden) lediglich sechs als histolo-
gisch gesund befunded. Die anderen Zahne wiesen Kriterien der Odontoblastendegeneration
(OD) auf. Zur genaueren Definition der Odontoblastendegeneration wurde die Einteilung von
Chlopek ,Subzellulare Expression und Phosphorylierung der ERK1/2 in gesunden und dege-
nerierten humanen Odontoblasten mit der Beriicksichtigung einer neuen Klassifizierung der
Odontoblastendegeneration“ maodifiziert und erweitert (Chtopek, 2018):

Tabelle 2: Einteilung der Odontoblastendegeneration, modifiziert nach Chlopek (2018)

Grad Charakteristika Beispiel
gesund | Strukturelle Ordnung der einzelnen Zellschichten (Den-
tin, Pradentin (pd),

Odontoblastenschicht (0), zellarme Zone (zaz), zellrei-
che Zone (zrz) und dentale Pulpa). |
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oD I Einzelne Vakuolen in der Odontoblastenschicht — an
einer Wand, ggf. Hyperamie.

ODIla Einzelne Vakuolen in der Odontoblastenschicht — an
zwei Wanden.

ODIlb Vermehrtes Auftreten groRerer Vakuolen — an drei
Wanden.

oD Illa Viele, gro3e Vakuolen — an mehr als drei Wanden
ODIllb GroRRe Vakuolen an allen Wanden, die zellulare Ord-
nung ist nicht mehr erkennbar (keine zellreiche-/zell-
arme Zone).

Nekrose | Die Zellen der Pulpa sind untergegangen, teils finden
sich groRRe zellleere Bereiche, Zelldetritus ist zu erken-
nen

7.1.2 Histopathologische Diagnose der entzindeten Dentin-Pulpa-Einheit

Die entziindete Dentin-Pulpa-Einheit stellte sich entsprechend der verschiedenen Dentinkari-
esstadien (initiale Dentinkaries, Dentinkaries, tiefe Dentinkaries) unterschiedlich histopatholo-
gisch dar.

7.1.2.1 Die Entziindung der dentalen Pulpa bei einer initialen Dentinkaries

Histologisch lasst sich eine Hyperamie erkennen, die sich im Vergleich zum gesunden Prapa-
rat darstellt. Die Vasodilatation dient der Permeabilitdtserhéhung zwischen den Endothelzellen
der Kapillaren. Es kommt infolgedessen zu einer Plasmaexsudation. Neutrophile Granulozyten
sowie Entziindungsmediatoren kénnen in das umliegende Gewebe gelangen und eine Immun-
antwort hervorrufen (Abb. 10).
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Abbildung 10: Histopathologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit mit Hdmatoxylin-Eosin-Farbung. Entkalkter
Schnitt, 40x VergréoRerung, Messbalken= 25 ym. Odontoblasten (0), zellarme Zone (zaz), zellreiche Zone (zrz),
hyperamische Blutgefalle (*).

7.1.2.2 Entziindung der dentalen Pulpa bei einer Dentinkaries

Es kommt infolge der Dentinkaries zu einer akuten Entziindung sowie einer neurogenen Ent-
zundung. Die Vasodilatation fuhrt zu einer Permeabilitatssteigerung der Gefal3e mit Plasma-
exsudation. Der Gewebsdruck steigt, dadurch nimmt jedoch die Blutzufuhr in die Pulpa ab. Es
kommt zur Infiltratbildung im Koronal- und Wurzelbereich, man spricht auch von einer Pulpitis
acuta serosa partialis oder radicularis (im Wurzelbereich).

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen kénnen migrieren und sich in der Entziindungs-
region ansammeln. Dendritische Zellen erkennen pathogene Strukturen und sind in der Lage,
Peptide auf ihrer Oberflache mittels des MHC-Komplexes zu prasentieren. Nach dem Kontakt
mit dem Pathogen, wandern sie in den nachstgelegenen Lymphknoten und induzieren tber T-
Zellen eine Immunantwort, die infolgedessen zum Ort des Geschehens wandern, um die bak-
terielle Infektion abzuwehren und zu eliminieren (Abb. 11).
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Abbildung 11: Histopathologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit mit Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Entkalkter
Schnitt, 20x VergroRerung, Messbalken= 50 um. Odontoblasten (0), hyperamische BlutgefaRe (#), Erythrozyten
(°°), Entziindungszellinfiltrat (*), dentale Pulpa (dp).
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7.12.3 Entziindung der dentalen Pulpa bei einer tiefen Dentinkaries

Zusatzlich zu den oben genannten Punkten der akuten Entziindung ist die tiefe Dentinkaries
mit einer chronischen Entzindung assoziiert. Es liegt somit eine akute und eine chronische
Entzindungsregion vor. Zusatzlich zu den oben aufgezéahlten Zelltypen kommen nun auch
vermehrt Mastzellen und Plasmazellen im Gewebe vor. Es kann zur purulenten Infiltratbildung
im Koronal- und/oder Wurzelbereich kommen. Dann wird von einer Pulpitis acuta purulenta
partialis oder pulpits acuta purulenta radicularis gesprochen.

8 Ergebnisse der ABC-Methode

Durch die ABC-Methode sollten die Lokalisation der Stammzellmarker CD90 und CD43 naher
bestimmt und deren Expression im gesunden und entziindeten Gewebe anschlie3end densi-
tometrisch sowie statistisch untersucht werden.

8.1 Expressionsmuster und Lokalisation von Thy1/CD90 und CD34 in Zel-
len der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit

Abbildung 12: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. (A) HE-Farbung. (B) Immunhistochemische Farbung
mit CD90. (C) Immunhistochemische Farbung mit CD34. (D) Kontrollschnitt. Entkalkter Schnitt. 10x Vergréf3erung,
Messbalken= 100 um. Aufeinanderfolgende Schnitte.
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Thy1l/CD90 wird als mesenchymaler Stammzellmarker betrachtet. Aufgrund dessen wurde in
der vorliegenden Studie die Expression von Thy1/CD90 in Stammzellen (einschlief3lich endo-
neuronaler Stammzellen), die auch in Nervenfaserbiindeln der Dentin-Pulpa-Einheit vorkom-
men, untersucht. Des W eiteren ist bekannt, dass CD90 in Endothelzellen exprimiert ist und bei
der Angiogenese eine Rolle spielt (Pérez et al., 2022, Brenet et al., 2020, Schubert et al., 2013,
Schubert et al., 2011). Auch eine mdgliche Beteiligung bei der Hartgewebsbildung wird disku-
tiert (Svandova et al., 2023, Hosoya et al., 2012, Leyton et al., 2019).

Bei den Untersuchungen wurde insbesondere eine Farbung in Blutgefallen und Perizyten
nachgewiesen (Abb.16). In einer Subpopulation von Zellen innerhalb der Nervenfaserbiindel
war ebenfalls CD90 nachzuweisen (Abb. 15). Die Odontoblasten wiesen ebenso eine leichte
Farbung auf (Abb. 12). In Blutgefalen und Nervenfaserbindeln wurde Thyl/CD90 ebenfalls
deutlich exprimiert (Abb. 13, Abb. 15).
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Abbildung 13: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. Immunhistochemische Farbung mit CD90. Entkalk-
ter Schnitt. Pradentin (pd), Odontoblasten (0), zellarme Zone (zaz), zellreiche Zone (zrz), Nervenfasern und Ner-
venfaserbindel (*), Blutgefale (#).

(A) Ubersichtsaufnahme in 20x VergroRerung, Messbalken= 50 um: In der dentalen Pulpa sind einige Nervenfasern
und Nervenfaserbundel (*) erkennbar, die in Richtung der koronalen Pulpa ziehen. Es ist der subodontoblastische
Plexus in der zellreichen Zone (zrz) erkennbar.

(B und C) VergroRRerung jeweils eines zentralen Ausschnittes in 40x Vergrof3erung, Messbalken= 25 um: Deutlich

ist eine Farbung der Blutgefa3e (#) erkennbar. Die Nervenfasern und Nervenfaserbindel (*) begleiten diese teil-
weise.

Die Expression von CD34 wurde in Blutgefal3en, die oft in Begleitung von dicken und dinnen
Nervenfaserbindeln vorkamen, mit unterschiedlichen Farbungsintensitaten detektiert. Einige
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Blutgefal3e wiesen eine deutlich schwachere Farbung auf als andere. Es konnte bei einer 40-
fachen Vergro3erung eine Farbung von Perizyten erkannt werden (Abb.16). Auch in zelluléren
Strukturen, in denen Nervenfasern und Blutgefal3e in enger raumlicher Beziehung standen,
wurde eine Immunreaktivitat fur CD34 identifiziert. Teilweise wurden auch Nervenfasern und
Nervenfaserblindel angefarbt. In den abgebildeten Nervenfaserbiindeln war sowohl fir CD90
als auch fur CD34 eine Subpopulation starker gefarbter Zellen erkennbar (Abb. 14, Abb. 15).
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Abbildung 14: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. Imnmunhistochemische Farbung mit CD34. Entkalk-
ter Schnitt. Sekundardentin (sd), Pradentin (pd), Odontoblasten (0), zellarme Zone (zaz), zellreiche Zone (zrz),
dentale Pulpa (dp), Nervenfasern und Nervenfaserbiindel (*), BlutgefaRe (#).

(A und B) Ubersichtsaufnahme mit 10x VergréRerung, Messbalken= 100 um: In der dentalen Pulpa sind die Blut-
geféRe (#) deutlich angefarbt. Sie verjiingen sich in Richtung der Odontoblastenschicht.

(C) 40x VergréRerung eines zentralen Ausschnittes in der dentalen Pulpa, Messbalken= 25 um: Deutlich ist eine
Farbung der BlutgefalRe (#) erkennbar. Die Nervenfaserbiindel (*) begleiten diese teilweise.

(D und E) (D) 20x VergroRRerung, Messbalken= 50 pm, (E) 40x VergréRerung eines Ausschnittes der Dentin-Pulpa-
Grenze, Messbalken= 25 pm: Die Blutgefal3e (#) ziehen in Richtung der Odontoblastenschicht und bilden einen
Kapillarplexus auf Hohe der zellreichen Zone.
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Abbildung 15: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. Inmunhistochemische Farbung mit CD90 (A) und
CD34 (B) am selben Zahn. Entkalkter Schnitt. 40x VergroRerung, Messbalken= 25 pm.

(A) CD90: Deutlich ist der Verlauf eines Nervenfaserbiindels in der oberen Bildhélfte zu erkennen. Ein Blutgefa

ist ebenfalls angeschnitten. Eine Subpopulation von Zellen innerhalb des Nervenfaserbiindels erscheint intensiver
gefarbt (*).

(B) CD34: Ein breites Blutgefald und eine Kapillare werden von einem Nervenfaserbiindel begleitet. Eine Subpopu-
lation von Zellen innerhalb des Nervenfaserbiindels ist deutlich intensitatsstarker (*).
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Abbildung 16: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. Inmunhistochemische Farbung mit CD90 (A) und
CD34 (B). Entkalkter Schnitt. 40x VergréRerung, Messbalken= 25 pm.

(A) CD 90: Darstellung von Kapillaren mit Perizyten (*).

(B) CD34: Darstellung von Kapillaren mit Perizyten (*).

In den Kontrollschnitten wurde lediglich eine schwache Hintergrundfarbung detektiert (Abb.
17).
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Abbildung 17: Histologie der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit. Kontrollschnitt. Entkalkter Schnitt, 10x VergréRe-
rung, Messbalken= 100 um. Pradentin (pd), Odontoblasten (0), zellarme Zone (zaz), zellreiche Zone (zrz), dentale
Pulpa (dp). Dargestellt ist eine leichte Hintergrundféarbung der Odontoblastenschicht.

8.2 Expressionsmuster und Lokalisation von Thy1/CD90 und CD34 in Zel-
len der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit

Abbildung 18: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. (A) HE-Farbung. (B) Immunhistochemi-
sche Farbung mit CD90. (C) Immunhistochemische Farbung mit CD34. (D) Kontrollschnitt. Entkalkter Schnitt. 10x
VergrofRerung, Messbalken= 100 um. Aufeinanderfolgende Schnitte.
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Abbildung 19: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. (A) HE-Farbung. (B) Immunhistochemi-
sche Farbung mit CD90. (C) Immunhistochemische Farbung mit CD34. (D) Kontrollschnitt. Entkalkter Schnitt. 10x
VergroRerung, Messbalken= 100 um. Aufeinanderfolgende Schnitte.

BlutgefaRe und Nervenfasern der entziindeten dentalen Pulpa zeigten insgesamt eine Zu-
nahme der Expression fur CD90, verglichen mit den Farbungsintensitaten der gesunden Pulpa
(Abb. 24). Perizyten wurden ebenfalls starker angefarbt (Abb. 25). Insbesondere unterhalb der
Lasionsstelle ist eine Intensitdtszunahme in der Néhe der teilweise degenerierten Odontoblas-
tenschicht erkennbar. Des W eiteren ist eine Zunahme der Nervenfaser- und Blutgefaanzahl
direkt unterhalb der Lasionsstelle auffallig. Die Odontoblastenschicht und die Subodontoblas-
tenschicht erscheinen stark gefarbt (Abb. 20, 21).
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Abbildung 20: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Inmunhistochemische Farbung mit CD90.
Entkalkter Schnitt. Pradentin (pd), Odontoblasten (o), degenerierte Odontoblasten (do), Nervenfasern und Nerven-
faserbindel (*), BlutgeféaRe (#), Erythrozyten (°°).

(A) Ubersichtsaufnahme in 10x VergroBerung, Messbalken= 100 um: In der Odontoblastenschicht (o) befinden sich
vereinzelt grofl3e, degenerierte, ballonierte Odontoblasten (do). Eine Einblutung in dieser Schicht bis in die dentale
Pulpa sind erkennbar (°°). Es sind Nervenfasern (*) und BlutgeféaRe (#) angefarbt. Die Nervenfaseranzahl (*) er-
scheint im Vergleich zum gesunden Zahn gestiegen zu sein. Die Nervenfasern (*) ziehen aus der Pulpa in Richtung
der Odontoblastenschicht (0). Die Odontoblastenschicht (0) und sie Subodontoblastenschicht sind stark gefarbt.

(B und C) Die Vergréf3erung ((B): 20x, Messbalken= 50 pm. (C): 40x, Messbalken= 25 um) zeigt die Anfarbung

von BlutgefalRen (#) und Nervenfasern (*) sowie die ballonierten Odontoblasten (do). Die Blutgeféae (#) befinden
sich oft in Begleitung von Nervenfasern (*).
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Abbildung 21: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Immunhistochemische Farbung mit CD90.
Entkalkter Schnitt. Pradentin (pd), Odontoblasten (0), degenerierte Odontoblasten (do), Nervenfasern und Nerven-
faserbiindel (*), Blutgefal3e (#), Erythrozyten (°°).

(A) Ubersichtsaufnahme in 10x VergroRerung, Messbalken= 100 pm: In der Odontoblastenschicht (0) befinden
sich vereinzelt grof3e, degenerierte, ballonierte Odontoblasten (do). Einblutungen in dieser Schicht bis in die dentale
Pulpa sind erkennbar (°°).

(B und C) Die VergrdRerung ((B): 20x, Messbalken= 50 pm. (C): 40x, Messbalken= 25 pum) zeigt die Anfarbung
von BlutgefalRen (#) und Nervenfasern (*), die oft einen gemeinsamen Weg beschreiben.

Insbesondere CD34 wies eine Intensitatszunahme der Farbung in Blutgefalen und Perizyten
auf (Abb. 25). Teilweise waren Intensitatsunterschiede von Blutgeféa3en erkennbar. Einige wa-
ren einheitlich stark gefarbt, wohingegen andere (meist groRere Blutgefal3e) einheitlich
schwach gefarbt waren. Mit den Blutgefal3en angeschnittene Nervenfasern wurden ebenfalls
dargestellt (Abb. 24). Die Blutgefalie hatten eine starke Assoziation zur teilweise degenerier-
ten Odontoblastenschicht. Im Vergleich zum gesunden Zahn war eine Zunahme der Blutge-
fallanzahl histologisch zu erkennen (Abb. 22, 23).

Innerhalb der Nervenfaserbiindel ist eine Subpopulation intensiver gefarbter Zellen erkennbar.
Diese stellen sich sowohl bei der Farbung mit CD90 als auch bei der Farbung mit CD34 dar
(Abb. 21, 22, 24).
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Abbildung 22: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Inmunhistochemische Farbung mit CD34.
Entkalkter Schnitt. Pradentin (pd), Odontoblasten (o), degenerierte Odontoblasten (do), Nervenfasern und Nerven-
faserbliindel (*), BlutgeféaRe (#), Erythrozyten (°°).

(A) Ubersichtsaufnahme in 10x VergroRerung, Messbalken= 100 pum: In der Odontoblastenschicht (o) befinden sich
vereinzelt gro3e, degenerierte, ballonierte Odontoblasten (do). Einblutungen in dieser Schicht bis in die dentale
Pulpa sind erkennbar (°°). Es sind Intensitatsunterschiede der BlutgeféaRe (#) untereinander erkennbar. Einige sind
nur blass gefarbt, wohin gegen andere stark gefarbt sind.

(B) Die 40x VergroRRerung (Messbalken= 25 pm) zeigt die Anfarbung von BlutgefaRen (#) und Nervenfasern (*), die
oft einen gemeinsamen Weg beschreiben. Links unten im Bild ist ein schwach gefarbtes Blutgefaf? (#) dargestellt,
wohingegen die anderen Blutgefaf3e (#) im Bild eher stark geférbt sind.

Abbildung 23: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Inmunhistochemische Farbung mit CD34.
Entkalkter Schnitt, Messbalken = 29,6 um, Pradentin (pd), Odontoblasten (0), degenerierte Odontoblasten (do),
Nervenfasern und Nervenfaserbiindel (*), Blutgefal3e (#).

(A) Ubersichtsaufnahme in 10x VergroRerung, Messbalken= 100 pm: In der Odontoblastenschicht (o) befinden
sich vereinzelt grofRe, degenerierte, ballonierte Odontoblasten (do). Es sind Intensitatsunterschiede der Blutgefalle
(#) untereinander erkennbar. Einige sind nur blass gefarbt, wohin gegen andere stark gefarbt sind.

(B) Die 20x VergroRerung (Messbalken= 50 pym) zeigt die Anfarbung von Blutgefa3en (#), die eine starke Assozia-
tion zur teilweise degenerierten Odontoblastenschicht (o/do) haben.
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bei iDK. Immunhistochemische Farbung mit CD90
(A) und CD34 (B) am selben Zahn. Entkalkter Schnitt. 40x VergroR3erung, Messbalken= 25 pym.

(A) CD 90: Deutlich ist der Verlauf eines Nervenfaserbiindels entlang der BlutgefaRe zu erkennen. Innerhalb des
Nervenfaserbiindels erscheinen einige Zellen starker gefarbt (*).

(B) CD34: Ein breites Blutgefal? und mehrere Kapillaren werden von einem Nervenfaserbiindel begleitet. Eine
Subpopulation von Zellen innerhalb des Nervenfaserbiindels ist deutlich intensitétsstarker (*).

Abbildung 25: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Immunhistochemische Farbung mit CD90
(A) und CD34 (B). Entkalkter Schnitt. 40x VergroRerung, Messbalken= 25 um.

(A) CD 90: Darstellung von Kapillaren mit Perizyten (*).
(B) CD34: Darstellung von Kapillaren mit Perizyten (*).

In den Kontrollschnitten wurde lediglich eine schwache Hintergrundfarbung detektiert (Abb.
26).
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Abbildung 26: Histologie der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit bei iDK. Kontrollschnitt. Entkalkter Schnitt, 10x
VergrofRerung, Messhalken= 100 um. Pradentin (pd), Odontoblasten (0), degenerierte Odontoblasten (do), Blutge-
falRe (#), Erythrozyten (°°). Dargestellt ist eine leichte Hintergrundfarbung der Odontoblastenschicht (o) sowie der
BlutgefalRe (#) und Erythrozyten (°°).

8.3 Densitometrische Auswertung der CD90 und CD34 positiven Zellen

Um zu testen, ob es durch eine Entziindung der dentalen Pulpa zu einer Intensitatssteigerung
der Farbungen in Blutgefalen bzw. in Perizyten und somit zu einer Expressionssteigerung von
CD90 und CD34 kommt, wurde eine densitometrische Messung durchgefuhrt und diese sta-
tistisch ausgewertet.

Es wurden zunachst pro Zahn jeweils die gemittelten Farbungsintensitaten von CD90 und
CD34 im Bereich von Blutgefaf3en bzw. Perizyten von den gemittelten Grauwerten im Bereich
ohne Praparat (Hintergrundfarbungen) subtrahiert, um fir jedes Préparat einen eigenen Inten-
sitatswert zu bestimmen. Somit konnten statistisch die Farbungsintensitaten der gesunden
Zahne (n=6) mit den Farbungsintensitaten der entziindeten Zahne (n=6) verglichen werden.

8.4 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der statistischen Analyse ergaben eine statistisch signifikante Expressions-
steigerung von CD90 und CD34 in der entziindeten Dentin-Pulpa-Einheit. Die Ergebnisse be-
zogen sich sowohl auf die Messungen der Blutgefal3e als auch auf die Messungen in Perizy-
ten. Im Folgenden sind die Ergebnisse der statistischen Analysen aufgefiihrt.

8.4.1 Statistische Analyse der Intensitat der BlutgefaRfarbungen

Der t-Test ergab einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen fur die Ex-
pression von CD34 (t =-2,07, df = 9,47, p = 0,033) und CD90 (t = -3,38, df = 8,69, p = 0,004).

Die ANOVA (Analysis of Variance) ergab einen signifikanten Haupteffekt fir die Gruppe, was
darauf hindeutet, dass die gesunde Gruppe im Vergleich zu den karibsen Zahnen insgesamt
niedrigere W erte fir beide Proteine aufwies (F(1,18) = 15,29, p = 0,001). Es wurde keine sig-
nifikante Interaktion zwischen Gruppe und Proteintyp gefunden (F(1,18) = 0,69, p = 0,416),
was darauf hindeutet, dass der Unterschied zwischen den Proteinexpressionen in den ver-
schiedenen Gruppen nicht signifikant war.
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Es wurde eine statistisch signifikant niedrigere Expression von CD34 und CD90 bei den ge-
sunden Zahnen im Vergleich zu den kariosen Zahnen festgestellt (p = 0,043 bzw. p = 0,003)
(Abb. 27).

100+ . gesund=blau
* entzindet=rot

i@ 804
= 7
z |
[
@O ¥
=
w
2 801
=
£
0 .
L

40 4

20 1

CD34 CDa0

Abbildung 27: Blutgefal3farbung: Statistische Analyse der Farbungsintensitéten fur die Proteine CD34 und CD90
im gesunden und entziindeten (kariésen) Zahn. Verglichen werden die Gruppen gesund (n=6) und karids (n=6).
Gesund = blau; karids = rot.

8.4.2 Statistische Analyse der Intensitat der Perizytenfarbungen

Bei der Analyse der Intensitat der Perizytenfarbung, ergab der t-Test ebenso einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen fiir die Expression von CD34 (t = -2,42, df =
9,48, p = 0,019) und CD90 (t = -3,73, df = 9,47, p = 0,002).

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Haupteffekt fur die Gruppe, was darauf hindeutet, dass
die gesunde Gruppe im Vergleich zu den kariosen Molaren insgesamt niedrigere Werte fir
beide Proteine aufwies (F(1,18) = 16,89, p = 0,001). Es wurde keine signifikante Interaktion
zwischen Gruppe und Proteintyp nachgewiesen (F(1,18) = 0,22, p = 0,645), was darauf hin-
deutet, dass der Unterschied zwischen den Proteinexpressionen in den verschiedenen Grup-
pen nicht signifikant variierte.

Es wurde eine statistisch signifikant niedrigere Expression von CD34 und CD90 bei den ge-
sunden Zahnen im Vergleich zu den kariosen Zahnen festgestellt (p = 0,019 bzw. p = 0,005)
(Abb. 28).
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Abbildung 28: Perizytenfarbung: Statistische Analyse der Farbungsintensitaten fir die Proteine CD34 und CD90

im gesunden und entziindeten (karidsen) Zahn. Verglichen werden die Gruppen gesund (n=6) und kariés (n=6).
Gesund = blau; karids = rot.
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9 Diskussion

In der adulten gesunden dentalen Pulpa sind bisher drei Typen von Stammzellen beschrieben:
die von der Neuralleiste abstammenden mesenchymalen pulpalen Stammzellen (ektomesen-
chymale Stammzellen), die glialen Stammzellen und die Perizyten. Im Endoneurium wurden
ebenfalls mesenchymale Stammzellen beschrieben, die sich unter entziindlichen Bedingun-
gen zu Osteoblasten-ahnlichen Zellen differenzieren kdnnen und in der Lage sind, Knochen
zu regenerieren (Carr et al., 2019, Adameyko and Ernfors, 2019). Durch die Verwendung der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode wurde in der vorliegenden Studie die Expression des
mesenchymalen Stammzellmarkers CD90 und des hamatopoetischen Stammzellmarkers
CD34 in Zellen der adulten Dentin-Pulpa-Einheit unter physiologischen und kariésen Bedin-
gungen untersucht.

In den gewonnenen Ergebnissen wurde eine moderate Expression von CD90 und CD34 in
Zellen der BlutgeféaRRe (Endothelzellen und glatte Muskelzellen von Arterien, Arteriolen, Venen
und Venolen) und in Perizyten (um Arteriolen, Kapillaren und Venolen) der gesunden dentalen
Pulpa detektiert. Im Vergleich zu der gesunden dentalen Pulpa wurde in gleichen zellularen
Strukturen der entziindeten dentalen Pulpa eine signifikant starkere Expression fir CD90 und
CD34 gefunden. In neurovaskularen Elementen der dentalen Pulpa wurde ebenso die Expres-
sion von CD90 und CD34 mit unterschiedlichen Farbungsintensitaten detektiert. Die Ergeb-
nisse der zellularen Expressionen von CD90 und CD34 in neurovaskuldren Strukturen konnten
immunhistochemisch keiner bestimmten Zellart zugeordnet werden. Die Vermutung liegt nahe,
dass die CD90 und CD34 exprimierenden Zellen endoneuronale Stammzellen sein kénnten.

Es ist bekannt, dass die Anzahl der Stammzellen im adulten Zahn im Vergleich zur Anzahl der
Stammzellen in Zahnanlagen quantitativ abnimmt. Daher ist es schwierig, die Existenz und
Aktivitat der pulpalen Stammzellen auch unter entziindlichen Bedingungen zu charakterisie-
ren. Die gewonnenen In-vitro-Befunde kdnnen fir das regenerative Potenzial der dentalen
Pulpa von wichtiger Bedeutung sein, um klinisch neue Behandlungsstrategien fir die Tertiar-
dentinbildung entwickeln zu kénnen.

9.1 Interpretation der Ergebnisse der ABC-Methode

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal mittels der ABC-Methode die Expression
von CD90 und CD34 in Zellen der gesunden dentalen Pulpa mit der Expression von CD90 und
CD34 in Zellen der entziindeten dentalen Pulpa, nach einer karidsen Lasion, verglichen.

9.1.1 CD90 und CD34 in Zellen der gesunden Dentin-Pulpa-Einheit

Insbesondere wurde im Vergleich des gesunden und des kariésen Zustandes der Dentin-
Pulpa-Einheit besonderes Augenmerk auf die Farbungen von Nervenfaserbiindeln, Blutgefa-
Ben und Perizyten gelegt. Die Unterschiede werden im Folgenden erlautert.

9.1.1.1 Expression von CD90 und CD34 in einer Subpopulation von Zellen in Nervenfaserblindeln der
gesunden dentalen Pulpa

Die Nervenfaserbiindel lassen sich histologisch in der dentalen Pulpa gut darstellen. Innerhalb
der Nervenfaserbindel sind Schwann-Zellen mit ihren l&nglichen Zellkernen von anderen zel-
lularen Strukturen differenzierbar. In der vorliegenden Studie wurden CD90 und CD34 unter
anderem als mesenchymale Stammzellmarker verwendet (Joseph et al., 2004, Carr et al.,
2019, Sidney et al., 2014), um zu zeigen, ob in neurovaskularen zellularen Strukturen (glatten
Muskelzellen, Endothelzellen, mesenchymalen endoneuronale Zellen) CD90 oder CD34 ex-
primiert werden.
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In Zellen der GefalBwand (Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Perizyten) innerhalb von Ner-
venfaserbundeln wurden Expressionen fir CD90 und CD34 nachgewiesen. Bei einer kleinen
Subpopulation der Zellen war ein Unterschied der Intensitat der Farbungen fir CD90 und
CD34 erkennbar. Die Farbungsintensitat von Zellen der BlutgefaBwande stellte sich jedoch
insgesamt starker dar als die Expression von Zellen, die in Nervenfaserbiindeln vorkommen.

Von peripheren Nervenfasern ist bekannt, dass eine Population von mesenchymalen Stamm-
zellen im Endoneurium vorkommen kann (Joseph et al., 2004, Richard et al., 2014). In der
vorliegenden Studie wurde die Expression fur CD90 und CD34 in einer Subpopulation von
Zellen in Nervenfaserbiindeln mit unterschiedlicher Farbungsintensitét detektiert. Es ist daher
anzunehmen, dass diese Zellen endoneuronale mesenchymale pulpale Stammzellen sein
koénnen. Die Expression von CD90 (Joseph et al., 2004, Carr et al., 2019) und CD34 (Carr et
al., 2019, Richard et al., 2014) in mesenchymalen Stammzellen im Endoneurium unterstutzt
diese Annahme.

Es besteht der Verdacht, dass in der gesunden dentalen Pulpa endoneuronale Stammzellen
ruhig verbleiben und erst bei Regenerationsprozessen der entziindeten adulten Pulpa (bei ei-
ner kariosen Lasion) aktiviert werden. In der Literatur wurde ebenfalls beschrieben, dass im
unbeschadigten, gesunden Nervengewebe keine signifikante Proliferation und Differenzierung
beobachtet wurde (Carr et al., 2019, Adameyko and Ernfors, 2019).

Ob die detektierten Farbungen endoneuronale mesenchymale Stammzellen darstellen, konnte
mit der ABC-Methode nicht abschlieRend geklart werden. Es bedarf weiterer Forschung zur
Analyse und Bestimmung der mesenchymalen endoneuronalen Stammzellen in der humanen
dentalen Pulpa.

9112 Expression von CD90 und CD34 in Blutgefifien der gesunden dentalen Pulpa

Das Gefal3system besteht aus Arterien, prékapillaren Arteriolen, Kapillaren, postkapillaren
Venolen und Venen, die den Blutkreislauf zwischen Herz, Lunge und Zielgewebe fordern
(Herbert and Stainier, 2011, Wang et al., 2022, Korkmaz Y, 2025). Mit einem Durchmesser
von 5-10 ym sind die Kapillaren die kleinsten Blutgefale, denen eine durchgehende Schicht
von vaskularen glatten Muskelzellen (VSMCs) fehlen (Hall et al., 2014). VSMCs umgeben die
Endothelzellen von Arterien, Arteriolen, Venolen und Venen (Armulik et al., 2011, Herbert and
Stainier, 2011). Die VSMCs regulieren die Vasodilatation und Vasokonstriktion und steuern
die Permeabilitat und Stabilitat der BlutgefaRe (Haefliger et al., 1994, Hall et al., 2014).

In der vorliegenden Studie wurde eine Expression fir CD90 und CD34 in Zellen der Blutge-
fallwand der gesunden dentalen Pulpa detektiert. Basierend auf den Farbungsmustern kann
angenommen werden, dass CD90 und CD34 sowohl in Endothelzellen als auch in VSMCs
exprimiert werden. Es ist anzunehmen, dass CD90 und CD34 positive Endothelzellen sowie
VSMCs unter physiologischen Bedingungen an den normalen Regenerationsprozessen der
BlutgefalRe beteiligt sind.

9.1.1.3 Expression von CD90 und CD34 in Perizyten der gesunden dentalen Pulpa

In kultivierten Perizyten wurde bereits eine Expression fir CD90 beschrieben (Park et al.,
2016). In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal eine In-vivo-Expression von CD90 in
Perizyten der humanen dentalen Pulpa nachgewiesen. Eine Expression von CD34 wurde be-
reits in Perizyten der Tunica Adventitia von BlutgefaRen beschrieben (Lin and Lue, 2013, Wang
et al., 2019, Traktuev et al., 2008). Die Perizyten der humanen dentalen Pulpa, die sowohl in
der Tunica Adventitia als auch um Arteriolen und Venolen vorkommen, zeigten in der hier
durchgefiihrten Studie ebenso eine Expression fir CD34.
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Im Gefal3system sind Perizyten in die Basalmembran von Kapillaren, préakapillaren Arteriolen
und postkapillaren Venolen eingebettet (Armulik et al., 2005, Herbert and Stainier, 2011). Pe-
rizyten wurden in der Vergangenheit bereits hinsichtlich ihrer Lage, ihres Phéanotyps und ihrer
Funktion in unterschiedlichen Organen charakterisiert (Armulik et al., 2011). Obwohl mehrere
Marker fur Perizyten beschrieben wurden, schranken die unterschiedlichen Expressionen die-
ser Marker die Verwendung eines einzelnen Proteins als Pan-Perizyten-Marker ein (Armulik
et al., 2011, Aue et al., 2023). Die prazise Lage um prakapillaren Arteriolen, Kapillaren und
postkapillare Venolen herum und die unterschiedliche Expressionsstarke im Vergleich zu an-
deren Zellen (z.B. Endothelzellen und glatten Muskelzellen), die CD90 und CD34 exprimieren,
ermoglichten eine prazisere Zuordnung von Perizyten, um diese mit der Avidin-Biotin-Peroxi-
dase-Methode zu identifizieren. Es liegt die Vermutung nahe, dass jedoch einige Perizyten,
die sich in unterschiedlichen Differenzierungsphasen befinden, sich von VSMCs und Endothel-
zellen schwer unterscheiden lassen.

Perizyten werden als Stammzellen der dentalen Pulpa betrachtet (Yianni and Sharpe, 2019).
Genetische Abstammungsstudien (genetic lineage tracing studies), die mit Cre-Rekombinase-
Mauslinien durchgefiihrt wurden, zeigten, dass eine Teilpopulation der Odontoblasten-Vorlau-
ferzellen von Perizytenpopulationen der dentalen Pulpa abstammen (Feng et al., 2011). Peri-
zyten regulieren die Vasodilatation und Vasokonstriktion und steuern die Permeabilitat und
Stabilitét der BlutgefalRe (Haefliger et al., 1994, Hall et al., 2014). Perizyten der dentalen Pulpa
kdnnen an ihrem Standort Blutgefal3funktionen (Vasodilatation und Vasokonstriktion) sowie
Permeabilitat und Stabilitat der Blutgefal3e unter physiologischen Bedingungen regulieren. Die
Expression von CD90 und CD34 in Perizyten der adulten humanen dentalen Pulpa zeigt, dass
mehrere Perizyten innerhalb des Subodontoblastenplexus existieren und sich mdglicherweise
als Antwort auf eine Dentinwunde oder Dentinlasion (z.B. Karies) zur Differenzierung zu O-
dontoblasten-Vorlaufer-Zellen bereithalten.

9.1.2 CD90 und CD34 in Zellen der entztindeten Dentin-Pulpa-Einheit

Im Folgenden wird genauer auf die Expressionen der Stammzellmarker CD90 und CD34 im
entziindeten Zustand der Dentin-Pulpa-Einheit eingegangen.

9.1.2.1 Expression von CD90 und CD34 in neurovaskuldren Strukturen der Nervenfaserbiindel der ent-
ziindeten humanen dentalen Pulpa

In neurovaskularen zellularen Strukturen wurde die Expression fir CD90 als auch CD34 mit
unterschiedlichen Farbungsintensitaten detektiert. Obwohl die zellularen Farbungsintensitaten
unter entziindlichen Bedingungen im Vergleich zum physiologischen Zustand der Pulpa als
tendenziell starker beobachtet wurden, konnte keine densitometrische Analyse anhand der
Farbungen von Nervenfaserbiundeln durchgefihrt werden, da die Expression von CD90 oder
CD34 keinem bestimmten Zelltyp sicher zugeordnet werden konnte.

Es wurde in der Literatur beschrieben, dass sich mesenchymale Stammzellen im Endoneurium
aus geschadigten Nervenfasern zu mesenchymalen Progenitoren, die an der Regeneration
von Knochen und Dermis beteiligt sind, proliferieren und differenzieren (Johnston et al., 2013,
Johnston et al., 2016, Carr et al., 2019). Diese Proliferationen und Differenzierungen wurden
in endoneuronalen mesenchymalen Stammzellen von gesunden und unbeschéadigten Nerven-
fasern nicht beobachtet (Carr et al., 2019, Adameyko and Ernfors, 2019). In allen Fallen indu-
ziert eine Karies im Dentin eine Entziindung in der dentalen Pulpa. Es ist daher anzunehmen,
dass endoneuronale Stammzellen in der humanen dentalen Pulpa unter entziindlichen Bedin-
gungen aktiv werden und sich differenzieren.

In der vorliegenden Studie wurden die Expressionen fir CD90 und CD34 in einer kleinen Sub-
population von Nervenfaserbiindeln der dentalen Pulpa beobachtet. Es kénnte sich bei diesen
Zellen um Schwann-Zellen (sie lassen sich mit ihren langlichen Zellkernen von anderen Zellen
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unterscheiden) und um endoneuronale mesenchymale Stammzellen handeln. Da endoneuro-
nale Stammzellen sich zu Osteoblasten-ahnlichen Zellen differenzieren kénnen (Carr et al.,
2019), kann spekuliert werden, ob CD90- und CD34-positive pulpale Gliale-Stammzellen und
pulpale mesenchymale endoneuronale Stammzellen unter entzindlichen Bedingungen im
Nervenfaserblindel eine Aktivierung erfahren, um sich zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen zu
differenzieren. In der Folge konnte reparatives Tertiardentin gebildet werden. Diese Annahmen
mussen jedoch mit weiteren In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen unterstutzt werden.

9.1.2.2 Expression von CD90 und CD34 in Blutgefdfsen der entziindeten humanen dentalen Pulpa

In der vorliegenden Studie wurde getestet, ob eine Intensitatszunahme der immunhistochemi-
schen Farbungen im Bereich von BlutgefalRen der entziindeten Pulpa nachweisbar und statis-
tisch signifikant ist. Sowohl der Antikdrper fur CD90 als auch der Antikorper fir CD34 zeigte
eine deutliche Immunreaktivitat in Blutgefal3en der entziindeten dentalen Pulpa an. Die statis-
tische Analyse der Ergebnisse der unterschiedlichen Préaparate von gesunden und entziinde-
ten dentalen Pulpen ergab eine statistisch signifikante Intensitatssteigerung der immunhisto-
chemischen Farbungen in Blutgefal3en von entziindeten dentalen Pulpen mit CD34 als auch
mit CD90 (p = 0,043 bzw. p = 0,003).

Die beobachtete Intensitatssteigerung hat mit dem maglichen positiven Einfluss von CD90 auf
die Wundheilung und einer verbesserten Durchblutung im Entzindungsgewebe zu tun. Ent-
zindungszellen kénnen besser in das hyperdmische Gewebe migrieren. In einer Studie mit
Thy1/CD90 Knockout-Mausen wurde eine Wundheilungsverzégerung von Hautwunden nach-
gewiesen (Pérez et al., 2022). Das Fehlen dieses Proteins scheint einen negativen Einfluss
auf die Geweberegeneration zu haben, was auf eine Rolle von CD90 in der Regeneration der
dentalen Pulpa hinweisen kdnnte.

Die Intensitatssteigerung von CD90 deutet auf eine verstarkte Expression dieser Proteine hin,
wenn eine kariose Lasion besteht. Wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte mit einer
Studie gezeigt werden, dass CD90 in Endothelzellen nachweisbar ist und eine Hochregulation
im inflammatorischen Zustand erfolgt (Pérez et al., 2022, Brenet et al., 2020, Schubert et al.,
2013, Schubert et al., 2011). Die beschriebene gesteigerte Angiogenese wurde statistisch in
dieser Studie nicht untersucht, jedoch war diese anhand der erhobenen histopathologischen
Ergebnisse zu vermuten (Pérez et al., 2022, Brenet et al., 2020, Schubert et al., 2013,
Schubert et al., 2011).

Im Vergleich zur Expression von CD34 in Blutgefal3en der gesunden dentalen Pulpa kann die
signifikant erhdhte Expression von CD34 in BlutgeféaRen der entziindeten Pulpa auf eine Be-
teiligung von CD34-positiven Zellen bei der Angiogenese hindeuten. In der Literatur wurde
CD34 bereits in Endothelzellen, die auch an der Angiogenese beteiligt sind, nachgewiesen
(Sidney et al., 2014, Fina et al., 1990, Hristov and Weber, 2008). Ein angiogener Stimulus
kann eine Subpopulation von CD34 positiven Endothelzellen anregen, neue Gefal3e zu bilden
(Sidney et al., 2014, Siemerink et al., 2012). Die Intensitatssteigerung der immunhistochemi-
schen Farbungen in der entziindeten Pulpa zeigen einen moglichen Zusammenhang der Ex-
pressionszunahme des Proteins CD34 und einer gesteigerten Angiogenese im Zuge der Im-
munreaktion. Histopathologisch war in den Préaparaten eine Zunahme der GefaRanzahl unter-
halb der kariésen Lasion erkennbar. Da CD34 positive Endothelzellen als langlicher beschrie-
ben werden und weniger tight junctions besitzen, liegt es nahe anzunehmen, dass diese mor-
phologischen Unterschiede zu anderen Endothelzellen einen faszilierten Austausch von Mo-
lektilen und Zellen der Immunabwehr erméglichen (Sidney et al., 2014, Siemerink et al., 2012,
Fina et al., 1990).
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9.1.2.3 Expression von CDS0 und CD34 in Perizyten der entziindeten dentalen Pulpa

In der vorliegenden Studie wurde eine statistisch signifikant starkere Expression sowohl fur
CD90 als auch fir CD34 in Perizyten der entziindeten dentalen Pulpa detektiert (p = 0,019
bzw. p = 0,005), wenn die Ergebnisse mit den Ergebnissen von der gesunden dentalen Pulpa
verglichen wurden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass CD90 und CD34 bei der Aktivitat, Migration und Differentiation
der Perizyten unter entziindlichen Bedingungen eine regulatorische Funktion austiben kon-
nen.

In der dentalen Pulpa der Maus wurde bereits gezeigt, dass eine Population von Vorlauferzel-
len der Odontoblasten-ahnlichen Zellen von Perizyten der dentalen Pulpa abstammen
(Kaukua et al., 2014). Eine tiefe karidse Lasion, die in allen Fallen eine Entziindung in der
dentalen Pulpa induziert, kann die Ausschiittung von entziindlichen Mediatoren durch Entzin-
dungszellen in der dentalen Pulpa verursachen, auf die die Perizyten reagieren (Sharpe,
2016). Dann wandern die Perizyten von ihrem Standort zum Ort der L&sion und differenzieren
sich zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen (Feng et al., 2010). In Antwort auf die kariése Lasion
bilden Odontoblasten-ahnliche Zellen das reparative tertiare Dentin, um die freiliegende Pulpa
vor kariosen Bakterien zu schitzen (Mitsiadis et al., 2011b). Basierend auf den vergleichenden
Ergebnissen der gesunden Pulpa mit der entziindeten dentalen Pulpa und den oben genann-
ten Befunden, kann angenommen werden, dass die Perizyten unter entziindlichen Bedingun-
gen in der humanen dentalen Pulpa aktiv werden, indem sie eine signifikante, gesteigerte Ex-
pression fur CD90 und CD34 zeigen. Es ist anzunehmen, dass sich die CD90- und CD34-
positiven Perizyten unter entzindlichen Bedingungen zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen dif-
ferenzieren, um reparatives Tertidrdentin zu bilden.

Eine wichtige Rolle von Perizyten bei der Angiogenese, Imnmunmodulation, Osteogenese und
Odontogenese wurde in der Literatur beschrieben (Traktuev et al., 2008, Feng et al., 2011,
Wang et al., 2019). In der Zahnheilkunde ist der Erfolg bei der Behandlung der tiefen Den-
tinkaries oder der ergffneten dentalen Pulpa gering, was neue Behandlungsstrategien erfor-
derlich macht. Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Studie kénnten durch phar-
makologische Manipulation der Perizyten zwei neue Behandlungsstrategien entwickelt wer-
den:

Eine erste Behandlungsstrategie stellt die Therapie mit Substanzen oder Faktoren dar, die als
Unterflllungsmaterialien nach selektiver Kariesexkavation in die Kavitéat eingebracht werden.
Diese kbénnten in Perizyten eine Odontogenese-Differenzierung auslésen. Auch kénnen diese
pharmakologischen Substanzen nach einer Er6ffnung der dentalen Pulpa im Rahmen der par-
tiellen Pulpotomie in die Pulpa-Wunde eingebracht werden, um die pulpalen Perizyten zur Dif-
ferenzierung zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen zu aktivieren. In beiden Féllen kann somit die
Bildung von reparativem Tertidrdentin erzielt werden.

Die zweite Behandlungsstrategie bezieht sich auf eine zurzeit in der Endodontologie entwi-
ckelte Stammzelltherapie. Die in unterschiedlichen Tiermodellen gewonnene Ergebnisse zeig-
ten, dass pulpale Stammzellen bei der Bildung von reparativem Tertiardentin zur klinischen
Anwendung kommen kdnnen (Kwack and Lee, 2022, Yang et al., 2023). Es ist moglich Peri-
zyten, die nach einer partiellen Pupotomie aus W eisheitszahnen isoliert und in vitro zu Odon-
toblasten-ahnlichen Zellen differenziert werden, in die Pulpa-Wunde einzubringen, um die Ter-
tiardentinbildung zu initiieren. Diese Behandlungsstrategie kann in Zukunft auch an anderen
pulpalen Stammzellen weiterentwickelt und optimiert werden. Da sich die Ergebnisse der vor-
liegenden Studie auf die Zustande und den Vergleich gesunder und entziindeter humaner
Dentin-Pulpa-Einheit beziehen, sind diese Ergebnisse von wichtiger klinischer Relevanz.
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9.1.3 Schlussfolgerungen der Ergebnisse und klinische Relevanz

Die mesenchymalen Stammzellmarker CD90 und der hamatopoetische Stammzellmarker
CD34 wurden in bestimmten Subpopulationen von Zellen in Nervenfaserbiindeln, in der Blut-
gefalBwand (Endothelzellen, VSMCs) und in Perizyten der gesunden dentalen Pulpa detektiert.
Die Expression von CD90 und CD34 in Zellen der Blutgefallwand und in Perizyten der durch
Karies entziindeten humanen dentalen Pulpa nahm statistisch signifikant zu. Eine erhdhte Ex-
pression von CD90 und CD34 in Endothelzellen und VSMCs zeigt, dass CD90- und CD34-
positive Zellen unter entziindlichen Bedingungen aktiv werden kdnnen, um die Angiogenese
zu regulieren. Die starke Expression von CD90 und CD34 in Perizyten der entziindeten huma-
nen Pulpa deutet darauf hin, dass Perizyten unter entziindlichen Bedingungen stimuliert wer-
den, um sich zu Odontoblasten-&hnlichen Zellen zu differenzieren. Eine entzindungsindu-
zierte Migration und Differenzierung der Perizyten zu Odontoblasten-&hnlichen Zellen ist von
wichtiger klinischer Bedeutung, um im Rahmen der Therapie einer tiefen kariésen Lasion die
reparative Tertiardentinbildung induzieren zu kénnen. Unterfullungsmaterialien, die eine Mig-
ration und Differenzierung von Perizyten zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen férdern, kdnnten
somit in der Zukunft eine Anwendung in der regenerativen Zahnheilkunde finden.

9.2 Limitationen der Studie

Mit fortschreitender Entwicklung und zunehmender Reife werden Stammzellen in adulten Or-
ganen seltener und die Gewebeerneuerung sowie Gewebereparatur nehmen in der Regel ab
(Corselli et al., 2010). Diese Tatsache erschwert es in der vorliegenden Studie die Existenz
und Aktivitat von allen Stammzellen in der adulten humanen dentalen Pulpa zu charakterisie-
ren. Darliber hinaus bestliinde die Mdglichkeit die Stammzellen mit Immunfluoreszenz-Dop-
pelfarbungen optimal darzustellen, wenn ein praziser Marker fur diese Stammzelle vorhanden
wére. Da die individuellen Stammzellen mehrere Marker exprimieren, kann eine Stammzelle
nicht nur mit einem Marker detektiert werden. Durch eine Abstammungsanalyse (genetic line-
age tracing studies) in Kombination mit Doppelfarbungen bestiinde die Mdglichkeit die Stamm-
zellen optimal zu charakterisieren (Carr et al., 2019, Kaukua et al., 2014). Es mussen in der
vorliegenden Studie folgende Limitationen bertcksichtigt werden:

1. Die endgultige Existenz von endoneuronalen Stammzellen in der dentalen Pulpa kann nur
in einem Mausmodell mit der ,genetic lineage tracing® Methode in Kombination mit Fluores-
zenz-Doppelfarbungen nachgewiesen werden.

2. In der vorliegenden Studie wurde die Expression von CD90 und CD34 in Perizyten der
dentalen Pulpa unter In-vivo-Bedingungen detektiert. In welcher Subpopulation der Perizyten
CD90 und CD34 exprimiert sind, kénnte mit Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit spezifi-
schen Markern in zukinftigen Studien geklart werden.
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10 Zusammenfassung

Rekrutierung, Expansion, Migration und Differenzierung von Stammzellen wahrend der Emb-
ryonalentwicklung lassen sich mit Hilfe histologischer Marker beurteilen. In adulten Organen
nimmt die Anzahl der Stammzellen ab. Expressionen des mesenchymalen Stammzellmarkers
CD90 und des hdmatopoetischen Stammzellmarkers CD34 in Endothelzellen und vaskularen
glatten Muskelzellen (VSMCs) sind bekannt. Eine Expression fir CD90 in kultivierten Perizyten
und fur CD34 in adventitialen Perizyten wurde ebenfalls beschrieben. Die dentale Pulpa ent-
halt drei Typen von Stammzellen: ektomesenchymale pulpale Stammzellen, gliale pulpale
Stammzellen (Schwann-Zellen) und Perizyten. Fir die Erneuerung der adulten humanen
Pulpa unter physiologischen Bedingungen und fur die Dentinreparatur mit reparativer Tertiar-
dentinbildung bei kariosen L&sionen fehlen bisher Kenntnisse tber die Expansion, Migration
und Differenzierung pulpaler Stammzellen.

Um die Expression von CD90 und CD34 in Stammzellen der gesunden und entziindeten adul-
ten dentalen Pulpa zu untersuchen, wurden zunéchst humane Molaren, die im Rahmen einer
kieferorthopadischen- und/oder zahnérztlich-chirurgischen-Therapie extrahiert wurden in PFA-
Fixativ-Losung fixiert, in Ameisensaure entkalkt, in PBS fiir eine Woche gewaschen, in Sac-
charose-L6sung kryoprotektiert und in Tissue-Tek mit flussigem Stickstoff schockgefroren und
eingebettet. Die Proben wurden in einem Kryostaten geschnitten. Die Schnitte wurden zu-
nachst mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt, um die histopathologische Diagnose fiir die ge-
sunde und entziindete Dentin-Pulpa-Einheit zu stellen. Im Anschluss folgte die Inkubation der
freischwimmenden Schnitte mit den Antikérpern gegen CD90 und CD34 im Rahmen der Avi-
din-Biotin-Peroxidase-Complex-Methode. Intensitaten der Immunreaktivitat fur CD90 und
CD34 wurden nachfolgend in BlutgefalRwéanden und Perizyten der gesunden und entziindeten
dentalen Pulpa ausgewertet und statistisch analysiert.

Die Ergebnisse zeigten eine moderate Expression von CD90 und CD34 in Zellen der Blutge-
fale sowie in Perizyten der gesunden dentalen Pulpa. Innerhalb von Nervenfaserbiindeln der
dentalen Pulpa wurde ebenfalls eine Expression von CD90 und CD34 in vaskularen Strukturen
und in einer Subpopulationen von Zellen innerhalb der Nervenfaserbiindel identifiziert. Die Ex-
pression von CD90 wurde in Perizyten der gesunden und entziindeten humanen dentalen
Pulpa unter In-vivo-Bedingungen beobachtet. CD34 wurde sowohl in Perizyten um Arteriolen,
Kapillaren und Venolen herum als auch in der Tunica Adventitia detektiert. In der vorliegenden
Studie wurde nachgewiesen, dass es unter entziindlichen (kariésen) Bedingungen der huma-
nen dentalen Pulpa zu einer statistisch signifikant gesteigerten Expression der Proteine CD90
und CD34 in Blutgefal3en und Perizyten kommt.

Die Expression von CD90 und CD34 in Zellen der BlutgefalBwand und in Perizyten der gesun-
den dentalen Pulpa deutet auf die Rolle von CD90 und CD34 bei der Regulierung der Ge-
faBpermeabilitat, der Gefal3stabilitat und der Homoéostase der humanen dentalen Pulpa hin.
Eine erhdhte Expression der beiden Stammzellmarker in Zellen der BlutgefaBwand (Endothel-
zellen und VSMCs) und in Perizyten der entziindeten humanen dentalen Pulpa zeigt, dass
CD90 und CD34 bei der Rekrutierung, Migration und Differenzierung von Stammzellen in der
entziindeten humanen dentalen Pulpa beteiligt sind.

Die bisher beschriebene Beteiligung von Perizyten bei der Angiogenese, Immunmodulation,
Osteogenese und Odontogenese weist auf die hohe klinische Relevanz der Ergebnisse dieser
Studie hin: Pharmazeutisch stimulierende Substanzen (z.B. in Unterflllungsmaterialien), die
die Rekrutierung, Migration und Differenzierung der CD90- und CD34-positiven Perizyten zu
Odontoblasten-ahnlichen Zellen auslésen, kdnnen bei der Therapie einer tiefen Dentinkaries
Anwendung finden, um die Bildung von reparativem Terti&rdentin zu induzieren.

Dies unterstitzt die Heilung der entziindeten dentalen Pulpa als eines der wichtigsten Ziele in
der regenerativen Zahnmedizin.
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12 Anhang

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Lésungen (in Anlehnung an: (Kuithan, 2021, Kufahl, 2017, Chtopek, 2018))

Losung/Puffer

Ansetzen

Phosphatpuffer (PB)

1L PB Stammlésung, 0,2 M, pH 7,2-7,4
1. NaHPOa4 x 2 H20; 28,8 g/l
2. NaH2PO4 x H20; 5,2 g/l
3. Mit NaOH und HCI Einstellung des pH-Wertes
auf 7,4
4. Losung auffullen mit Aqua dest. bis 1 L
1L PB Gebrauchslésung, 0,1 M PB, pH 7,4
Stammldsung 1:1 mit Aqua dest. verdiinnen, bis
pH 7,4 erreicht ist

Phosphatpuffer-Natriumchlorid (PBS)

1L PBS Stamml6ésung, 0,2 M, pH 7,2-7,4

1. Na2HPO4 x 2 H20; 28,8 g/l

2. NaH2POsx H20; 5,2 g/l

3. NacCl; 17,53 g/l
1L PBS Gebrauchslésung/Waschldsung, 0,1 M,
pH 7,4
Stammlésung 1:1 mit Aqua dest. verdiinnen, bis
pH 7,4 erreicht ist
Zusammensetzung:

1. NazHPO4 x 2 H20; 14,4 g/l

2. NaH2PO4 x H20; 2,6 g/l

3. NacCl; 8,76 g/l

4. Aqua dest.; 900 ml (bzw. auffillen bis 1000 ml

erreicht sind)

Trispuffer (TB) und Tris-HCL Puffer/Ge-
brauchsldsung

1L TB Stammlésung, 0,5 M, pH 7,6
1. Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan);
60,57 g/l
2. Aquadest., 750 ml/l
3. Titration mit HCI auf pH von 7,6; ca. 150 ml
4. Mit Aqua dest. auf 1 L auffiillen
Erneute Kontrolle des pH-Wertes von 7,6
1L Tris-HCL Gebrauchsldsung, 0,05 M, pH 7,6
1. Trispuffer Stammldsung; 100 ml/l
2. Mit Aqua dest. auf pH von 7,6 einstellen;
800 ml/l
3. Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen und pH
erneut kontrollieren

Trispuffer-NaCl (TBS)

1L TBS Gebrauchslésung, 0,05 M, pH 7,6
1. NaCl; 8,76 g/l
2. Aqua dest.; 800 ml/l
3. 0,5 M TB hinzugeben und einstellen auf
pH 7,6; 100 ml/l
4. Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen und pH
erneut kontrollieren.

Triton® X-100 - 0,25 %

Die Losung 1-3 Tage vor der Inkubation vorberei-
ten und bei 4 °C aufbewahren!
Fur 100 ml:

1. 0,05 M TBS; 99,750 pl

2. 100 % Triton® X-100; 250 ul

Fixierldsung (Zamboni-Ldsung)

1L (4 % Paraformaldehyd (PFA) + 0,1 M PBS +
0,2 % Pikrinsaure)

1. Paraformaldehyd; 40,00 g/l

2. 0,1 MPBS; pH 7,4; 998,00 ml

3. Gesattigte Pikrinsaure, filtriert; 2 ml/|
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Entkalkungslésung

1L (4 NAmeisensaure +0,1 M PB oder Aqua dest.)
1. 4 N Ameisenséure; 150,885 ml
2. 0,1 M PB oder Aqua dest.; 849,115 ml

Kryoprotektionslésung

Fir 100 ml:

30 %ige Saccharoselésung in 0,1 M PBS, pH 7,4

1. Saccharose (in Pulverform); 30 g
2. 0,1 MPBS; 70 ml
PH-Wert auf 7,4 einstellen

H,O; L6sung - 0,3 %

1. 0,05M TBS; 990 l
2. 30 % H202; 10 pl
Unter Lichtausschluss lagern!

Blockierungspuffer

Far 1 ml:

(2% BSA +5 % NGS in 0,05 M TBS) Wird kurz vor
Beginn der Immunhistochemie angesetzt

1. 0,05 M TBS; 950
2. BSA; 20 mg
3. NGS;50 pl

DAB-LOsung

Fir 50 ml:

1. 0,05 M Tris-HCI; 50 ml

2. Eine Tablette DAB (einrihren, dann filtrieren)

3. Nickelsulfatldsung (13 mg/ml); 50 pl

4. 30 % H202; 6,5 pl
15 Minuten vorher, unter dem Abzug, alles vorbereiten.
Nach dem Ansetzen mit H202, zwei Minuten lang ab-
warten, dann verwenden. Unter Lichtausschluss la-

gern.
Antikdrper-Verdinnungspuffer 1. 0,05 M TBS; 970 ul
2. NGS; 30 i
ABC-Komplex 1. 0,05 MTBS; 6 mi
2. 1x Tropfen Losung A; ca. 50 yl
3. 1x Tropfen Lésung B; ca. 50 yl

Unter Lichtausschluss lagern und eine Stunde vor dem
Start der Immunhistochemie vorbereiten.

Nickelsulfatldsung

1. In Agua dest. angesetzt; 13 mg/ml
2. In Aliguots von jeweils 50 pl bei -20 °C lagern
Unter Lichtausschluss lagern.

Tabelle 4: Verwendete gebrauchsfertige Losungen (in Anlehnung an: (Kuithan, 2021, Kufahl, 2017, Chtopek,

2018))

Handelsname

Wirkstoff

Hersteller, Ort

BSA = bovine serum albumin

Rinderserum Albumin

A7030, Merck, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Entellan™ rapid mounting
medium for microscopy

Toluol (Methylbenzen)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, Deutschland

H&E

Hamatoxylin/Eosin

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

NGS = normal goat serum

Normales Ziegenserum

ab7481, abcam, Cambridge, UK

Tissue Tek® O.C.T. Com-
pound

Aus wasserlgslichen Glykolen
und Harzen, dient als Einbett-
medium

Sakura Finetek Germany GmbH,
Staufen im Breisgau, Deutschland

Triton™ X-100

Octylphenol Ethoxylat, Octoxi-
nol 9

X100, Merck, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien (in Anlehnung an: (Kuithan, 2021, Kufahl, 2017, Chtopek, 2018))

Handelsname

Wirkstoff/Chemische Formel

Hersteller, Ort

Ameisensaure

Formic acid, CH,0O,

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

xahydrat

Ammonium nickel () sulfat he-

Nickelammoniumsulfat,
(NH2)2Ni(SOa4)2 - 6H20

574988, Merck, Sigma-Ald-
rich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Aqua dest.

H-20

Chlorwasserstoff

Hydrogenchlorid, HCL

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

DAB = Diaminobenzidin

4 HCI

3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl -tetrahy-
drochlorid, (NH2)2CeH3CeH3(NH2)2 x

D5905, Merck, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

Na:HPOax 2 H20

Carl Roth GmbH + Co.KG,

Dihydrat Karlsruhe, Deutschland

Entellan™ Enthalt: Acrylharze/ Methacrylat Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Ethanol Ethanol, C2HsO Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Flussigstickstoff

LN oder LN2

Natriumchlorid

Sodium chloride, NaCl

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

NaH2PO4x H20

Carl Roth GmbH + Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid

Sodium hydroxide, NaOH

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Paraformaldehyd

O H(CHZO)nH(nZS—loo)

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Saccharose

Sucrose, C12H22011

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

TNP Pikrinsaure

2,4,6-Trinitrophenol, CeHsN3O7

Fluka Chemical Corp., Neu-
Ulm, Deutschland

TRIS

diol, C4H11NO3

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 2-
Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Hydrogen peroxide, H202

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Xylol Tund Il

Dimethylbenzen, CgH;,

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper bei der ABC-Methode

Antikorper

Antigen

Hersteller, Ort

Rabbit monoclonal Anti
CD34 (EPR2999)

Detektiert CD34

ab110643; abcam, Cambridge, UK

Rabbit monoclonal Anti
Thy1/CD90 (D3V8A)

Detektiert endogene Level des
Thy/CD90 Proteins

#13801; Cell Signaling Technology,
Danvers, Massachusetts, USA
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Tabelle 7: Verwendeter sekundarer Antikdrper bei der ABC-Methode

Sekundarer Antikérper Hersteller, Ort

Goat Anti-Rabbit IgG Antibody (H+L), Biotinylated

BA-1000, Vector Lab., Biozol, Inc., Burlingame, USA

Protokoll zur Sammlung humaner Zdhne in der MKG-KIi-
nik Uni-Mainz (14.07.2021)

1} Im Labor:

1) Unter dem Abzug:
Fixativ [4% PFA+0.2% Pikrinsdure in 0.1 M PBS] ansetzen.

2) Fir jeden mit einer Nummer anonymisierten Patienten braucht man
ein Falcon-Réhrchen (50ml). Die Falcon-Réhrchen mit dem Fixativ werden
in die Klinik transpaortiert.

1) In der Klinik:

3) Falcon-Réhrchen und Fixativ werden bei 4°C im Kithlschrank, maximal
fur drei Wochen, in der Klinik aufbewahrt.

4) Vor der Extraktion (ein oder mehrerer Zéhne von dem/der gleichen Pa-
tienten/in) wird fiir jeden Patienten ein Falcon-Réhrchen aus dem Kihl-
schrank abgeholt und im Extraktionsraum fir die Zghne-Sammlung bereit-
gestellt.

5) Mach der Extraktion miissen die Z&hne sofort innerhalb einer Minute in
die Fixativ-L&sung gebracht werden. Wenn die Zihne mehr als eine Mi-
nute auf dem Operationstisch gelegt wurden, diirfen sie nicht gesammelt
werden. Falcon Réhrchen missen mit einem wasserfesten 5tift mit den
folgenden Daten beschriftet werden:

a) Anonymisierte Patientennummer (P1)

b) Geburtsdatum (nur das Jahr)

c) Geschlecht (m/f)

d} Zahnnummer (28, 36, ...}

e) Diagnose (kurz: gesund, initiale Karies, tiefe Karies, Pulpitis, Parodonti-
fis)

f) Erkrankungen (D. Mellitus, Adipositas, Kardiovaskuldre Erkrankungen,

-]

g) Extraktionsdatum

Anschliefend missen Falcon-Rohrchen direkt wieder bei 4°C im Kuhl-
schrank aufbewahrt werden.

6) Die Zghne in der Fixativ-Ldsung werden mit einer Kihlbox in das Labor
transpartiert. Die Zdhne werden im Labor weiterbearbeitet.

Bei Fragen Z& Judith Schultheis: +49XYXYXYXYXY anrufen. Sie ist jederzeit
erreichbar.

Abbildung 29: Klinischer Dokumentationsbogen vor der Zahnextraktion
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CD34:

CD90:

Tabelle 8: Grauwerte des Hintergrundes und die Farbungsintensitat der BlutgefalRe

CD34:
gesund
Patient
P116

PL.135c

P135c

P39

P123

P1003

CD90:

gesund
Patient
P116

P1.135¢

P135c

P35

Pl23

P1003

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Blutgefae

185.058
213.749
181.576
184.430
211.743
181.536
183.154
212.287
179.293
188.646
212.745
181.870
182.485
210.352
182.116
180.656
206.408
179.033

141.202
104.918
105.813
140.734
145.768
135.340
137.602
132.983
146.439
148.244
114.720

82.821
173.573
168.458
166.088
135.976
144.383
140.020

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat BlutgefaRe

Tabelle 9: Mittelwerte

gesund
Patient
P116
P1.135c
P135c
P39
P123
P1003

gesund
Patient
P116
P1.135¢c
P135¢c
P39
P123
P1003

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

Grauwerte Hintergrund

193,461
192,572
191,578

194,42
191,651
188,701

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

Grauwerte Hintergrund

195,113
190,597
190,147
190,972
192,672
187,101

187.942
214.281
183.117
181.574
211.843
178.375
182.389
209.185
178.868
186.181
210.446
176.289
182.747
213.402
181.866
175.340
205.964
175.999

120.696
161.389
142,738
177.796
167.347
158.879
149,134
172.656
152.677
167.389
146,712
154.540
158.777
148.647
176.450
150.754
115.386
119.738

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

Farbungsintensitat Blutgefaiie

117,311
140,614
139,028
115,262
169,373
140,126

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

Farbungsintensitit Blutgefike

141,608
167,341
157,156
156,213
161,291
128,626

kariés
Patient
P83
P112
P115
P135b
P128
P34

kariés
Patient
P83
P112
P115
P13sb
P128
P94

karids
Patient
P83

P112

P115

P135b

P128

PS4

karids
Patient
P83

P112

P115

P135b

P128

PS4

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):
Grauwerte Hintergrund

Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):
Grauwerte Hintergrund

184.814
212.019
174.922
182.628
210.872
180.400
182.808
209.232
177.696
186.800
215.061
182.404
178.209
211.361
178.695
180.843
208.509
175.182

182.159
209.636
175.406
184.780
213.960
180.114
184.964
211.856
180.711
185.322
214.626
184.920
182.734
212,613
172.437
184.993
213.342
185.410

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Blutgefaie

69.605
115.700
107.709
146.845

90.149
103.427
125.484

92.649
131.991
140.864
128.705
106.245

85.251

81.226
126.474
121.606
106.121
108.568

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Blutgefake

162.903
141.697
157.687
104.074
149.465
109.773
120.069

90.123

98.496

93.709
110.587

93.687
134.648
126.327
102.256
114.943
127.292
111.442

Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):

Farbungsintensitat BlutgefiRe

190,585

191,3
169,912
194,744
189,421
188,178

190,4
192,951

192,51
194,956
191,631
194,782

74

97,671
113,474
118,04
125,271
97,65
112,098

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):
Farbungsintensitit Blutgefile

154,096
121,104
102,896

99,328
121,077
117,894



CD34:

CD90:

CD34:

CD90:

Tabelle 10: Subtraktion der Farbungsintensitaten der BlutgefalRe von den Grauwerten des Hintergrundes

gesund
Patient
Pl1l6
P1.135¢c
P135c
P39
P123
P1003

gesund
Patient
P116
P1.135¢c
P135c
P3s
P123
PL1003

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Blutgefaifarbung)

76,15
51,958

52,55
79,158
22,278
48,575

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der BlutgefaRfarbung)

53,505
23,256
32,991
34,759
31,381
58,475

karids
Patient
P83
P112
P115
P135b
P128
P94

karids
Patient
P83
P112
P115
P135b
P128
P94

(Grauwert Hintergrund-Intensitit der BlutgefaBfarbung)

97,671
77,826
51,872
69,473
91,771

76,08

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Blutgefifarbung)

Tabelle 11: Grauwerte des Hintergrundes und die Farbungsintensitat der Perizyten

gesund
Patient
P116

P1.135c

P135c

P39

P123

P1003

gesund
Patient
P116

PL.135c

P135c

P39

P123

P1003

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Perizyten

169,560
172,368
169,253
177,024
180,627
186,504
173,568
174,255
175,829
163,455
169,008
168,671
172,286
175,333
179,897
180,446
190,746
182,670

112,962
109,719
87,074
93,125
114,410
91,310
113,262
116,430
101,054
80,510
74,086
88,411
130,404
137,276
130,928
102,506
66,738
112,785

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Perizyten

164,897
179,542
170,931
203,226
201,127
189,766
181,998
191,438
189,551
185,432
185,552
172,973
169,068
176,666
168,198
187,449
186,595
187,761

117,424
133,594
149,025
142,940
136,155
118,472
141,332
146,372
128,265
110,758
129,149
113,971
123,173
133,474
147,171
123,226
118,261
110,783

karids
Patient
P83

P112

P115

P135b

P128

P94

karids

Patient
P83

P112

P115

P135b

P128

P94

182,246
191,401
184,102
174,041
185,856
170,654
181,972
183,310
185,001
182,757
192,700
186,965
190,215
203,505
195,353
186,925
190,372
182,937

189,308
188,144
177,314
176,740
184,840
169,521
170,351
177,150
180,495
173,128
177,501
186,957
195,698
207,680
197,947
180,089
190,449
186,401

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Perizyten

59,418
91,178
86,031
86,360
100,827
65,475
115,212
111,108
111,097
110,390
92,305
102,325
63,243
56,344
61,910
85,591
69,358
75,080

Grauwerte Hintergrund Farbungsintensitat Perizyten

83,172
102,550
79,928
113,872
98,888
111,006
69,209
55,548
61,417
105,680
107,460
121,348
101,660
93,517
101,621
96,463
103,260
94,605
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36,304
71,847
89,614
95,628
70,554
76,888



CD34:
gesund
Patient
P116
PL.135c
P135c
P3s
p123
P1003

CD90:
gesund
Patient
P116
PL.135c
P135c
P39
P123
P1003

CD34:

CD90:

Tabelle 12: Mittelwerte

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):
Grauwerte Hintergrund
r

L L B B |

Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):
Grauwerte Hintergrund
4

L B B B |

Farbungsintensitat Perizyten
170,334
181,385
174,551
167,045
175,839

r
r
r
1846217

Farbungsintensitat Perizyten
171,790"
198,040,
187,662
181,319
171,311
187,268

YUY

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

103,252
99,615
110,249
81,002
132,869
94,010

Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):

133,348
132,522
138,656
117,959
134,606
117,423

karigs Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):
Patient Grauwerte Hintergrund
r

P33
Pl112
P115
P135b
P18
P94

L i Bk N ek |

karigs | Mittelwerte {DI=Densitometrische Einheit):
Patient 'Grauwerte Hintergrund
r

Farbungsintensitat Perizyten
185,916
176,850"
183,594
187,474
196,358

.
-
.
186,745

Farbungsintensitat Perizyten

P83 184,922"
pri12 | 177,03a”
p11s | 175,993
p13sh | 179,195"
p12s | 200,442
pga r 185,646

Tabelle 13: Subtraktion der Farbungsintensitaten der Perizyten von den Grauwerten des Hintergrundes

gesund
Patient
P116
PL.135¢c
P135c
P39
P123
P1003

gesund
Patient
P116
PL.135c
P135c
P38
P123
P1003

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Perizyten)

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Perizyten)

67,142
81,770
64,302
86,042
42,969
90,611

38,442
65,517
49,006
63,360
36,705
69,845

karids
Patient
P83
P112
P115
P135b
P128
P94

karids
Patient
P83
P112
P115
P135b
P128
P94

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Perizyten)
107,041
92,630
71,122
85,801
135,859
110,068

(Grauwert Hintergrund-Intensitat der Perizyten)
96,372
69,112
113,941
67,699
101,509
87,537
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Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):

Mittelwerte (DI=Densitometrische Einheit):
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