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1. Einleitung

1.1 Zid der vorliegenden Unter suchung

Ziel dieser Arbeit ist die vergleichende morphol ogische Charakterisierung des Bindegewebes -
unter besonderer Berlicksichtigung der Bindegewebsmatrix - in der Zahnpul pa des Hausschweins
und des Menschen auf licht- und el ektronenmikroskopischer Ebene. Mit Hilfe verschiedener
histologischer, allgemein - histochemischer und immunhistochemischer Methoden sollen die
Verteilung und Anordnung verschiedener Matrixkomponenten und speziell die rdumliche
Beziehung von zwei dominanten Matrixkomponenten, den Kollagenfibrillen und den
Proteoglykanen, anaysiert werden. Zur Untersuchung wurden Milchzdhne und bleibende Z&hne des
Hausschweins und des Menschen verwendet. Bestimmte Proteogl ykane wurden auf
elektronenmikroskopischer Ebene mit Hilfe des Farbstoffs ,, Cupromeronic-Blue* (CMB)
nachgewiesen. Dieser Farbstoff weist sehr dhnliche Eigenschaften wie der Farbstoff Alzianblau auf,
ist aber im Transmissionsel ektronenmikroskop kontrastreicher und daher besonders klar zu
erkennen. Die Glykosaminoglykane der Proteoglykane stellen sich nach Bindung des CMB als
scharf begrenzte nadelférmige Strukturen dar (Scott, 1988; Scott, 1991; Erlinger, 1995; Orgel et al.,
2009).

Die Zahnpulpaist einerseits von theoretischem Interesse, weil sie a) nicht den mechanischen
Druck- und Zugkréaften der typischen Bindegewebe ausgesetzt ist, die das Erscheinungsbild dieser
Gewebe normalerwel se beeinflussen, b) weil ihr histologischer Aufbau und ihr Vorkommenim
Inneren einer fast geschlossenen Hohle einzigartig sind (Bargmann, 1977; Drenckhahn, 2008) und
c) welil ihr Platz in der Systematik der Bindegewebe umstritten ist, und andererseits von
praktischem Interesse, well sie fur die normale Funktion eines vitalen Zahns unentbehrlich ist und
weil siein jungerer Zeit vermehrt zahnklinische Aufmerksamkeit im Rahmen von

Zahntranspl antationen erfahren hat.

In der allgemeinen Histologie wird das Zahnpul pagewebe oft einfach als lockeres Bindegewebe
beschrieben (z.B. Leonhardt, 1981). Andererseits wird es mit Einschrankungen dem gallertigen
Bindegewebe zugeordnet (Bargmann, 1977; Bloom und Fawcett, 1975). Drenckhahn (2008)
erwahnt ebenfalls eine entfernte Ahnlichkeit mit dem gallertigen Bindegewebe. Andere Autoren,
auch Drenckhahn (2008), weisen auf den mesenchymalen Charakter dieses Bindegewebes hin.

L illmann-Rauch (2009) betont den Wasserrei chtum des Pul pagewebes und nennt es wie Junqueira
und Carneiro (2002) ,, mesenchymartig”, wobei ,, mesenchymartig* auf die Ahnlichkeit mit
embryonalem Bindegewebe hindeuten soll. Der Unterschied zwischen ,, gallertig* und
»mesenchymal” ist allerdings nicht grundsétzlich, sondern nur graduell (Welsch, 2006; Drenckhahn
2008).



Im Rahmen von klinischen Untersuchungen findet die Zahnpulpa speziell bei Studien zu autogenen
und allogenen Zahntranspl antationen Berlicksichtigung (s. z.B. Hrala, 1999; Unno et al., 2009).
Besonderes Interesse findet die Regenerationskraft des Bindegewebes der Pulpa (Abdul-Malak,
1999; Sreenath et a., 2003).

In der vorliegenden Studie wird Pul pagewebe von Mensch und Schwein untersucht. Das Gewebe
vom Schwein wurde einbezogen, well das Schwein immer wieder a's biologisch relativ
menschennahes Versuchstier zu experimentellen Studien herangezogen wird. Eine neuere

histol ogische und histochemische Untersuchung zur Pulpa des Schweines liegt nicht vor.

1.2. Ubersicht Uber die Kenntnisse zur Zahnpulpa des Schweines und zum allgemeinen
Aufbau der Sdugetier zahnpulpa

Zur Histologie der Zahnpulpa des Menschen liegt eine umfangreiche und leicht zugangliche
Literatur vor (z.B. Bargmann, 1977; Drenckhahn, 2008; Galeotti et al., 1990). Untersuchungen zur
Pulpa des Schweines sind dagegen selten (Geis-Wellnhofer, 1992; Schnorr, 1989) und detaillierte
Studien fehlen. Daher soll im Folgenden eine kurze Ubersicht der Kenntnisse zur Zahnpulpa des

Schweines gegeben werden.

1.2.1 Entwicklung, Aufbau und Struktur der Zéhne des Hausschweins

entsprechen im Wesentlichen dem aller Sdugetiere (Bargmann, 1977; Michel, 1972; Schnorr 1989).
Spezielle Kennzeichen betreffen die Gestalt und die Hockerbildungen der Krone, speziell der
Molaren, die es— auch paldontologisch — leicht machen, einen Schweinezahn zu erkennen;
Schweine besitzen bunodonte (vielhdckrige) Zéhne (Kemp, 2005). Auch Zahnschmelz und
Wurzelzement wel sen Besonderheiten auf (Schnorr, 1989). Der Raum im Inneren des Zahnes, die
Pulpahdhle, beherbergt das Pul pa-Bindegewebe mit umfangreicher Matrix sowie sensible Nerven

und Blutgefésse zur Versorgung des Zahnes.



1.2.2 Embryonale Zahnentwicklung und Gebissmerkmale beim Schwein

Die ersten Anzeichen der embryonalen Zahnentwicklung sind beim Schwein ab einer Scheitel-
Steil3-Lange (SSL) von 30mm zu erkennen. Sie beginnt mit der Bildung der Zahnleiste, welche
schon im friihen Stadium eine dem Kiefer entsprechende Form aufweist (Schnorr, 1989). Die
Zahnleiste sowie der ausgereifte Schmel z entstammen aus dem Ektoderm der Mundbucht, die
Ubrigen Bestandteile des Zahnes sind auf die Neuralleste zurtickzuf hren. Die Neuralleiste bildet
hier ein Mesenchym, das auch Ekto - Mesenchym genannt wird. Aus der Schmelzl eiste entwickelt
sich das Schmel zorgan, das sich von einer Zahnknospe, Uber eine Zahnkappe schliefdlich zu einer
Zahnglocke differenziert. Zugleich mit der Entwicklung des Schmelzorgans, welches den
epithelialen Anteil der Zahnanlage représentiert, entwickeln sich aus zellreichem und verdichtetem,
determiniertem Ektomesoderm (,, Mesenchym®) die Zahnpapille und das Zahnséckchen.
Schmelzorgan, Zahnpapille und das Zahnsackchen bilden den Zahnkeim (Schroeder, 2000). Die
Zahnkeime entwickeln sich in Verbindung mit der Zahnleiste. In dem Mal3e, wie der Zahnkeim und
der entsprechende Kieferabschnitt sich vergrof3ern, verlangert sich auch die Zahnleiste (Schroeder,
2000).

Die Zahnleiste wird spéter bis auf ihre Reste, die Ersatzzahnleiste, abgebaut und die Schmelzorgane
setzen sich immer mehr von ihr ab. Aus der Ersatzzahnleiste entwickeln sich spéter die bleibenden
Zahne, die sogenannten Ersatzzéhne. Die Anlagen der Ersatzzdhne befinden sich lingual der
Milchzéhne. Alle Saugetiere besitzen ein heterodontes Gebiss, d. h. ein Gebiss mit verschiedenen
Zahntypen. Das Saugetiergebiss liegt in zwei Zahngenerationen vor: den Milchzdhnen und den
Ersatzz&hnen.

Der am einfachsten strukturierte Zahn des Schwel negebisses beider Generationen ist der haplodonte
Zahn. Er ist gekennzeichnet durch eine einfache konische oder abgeflachte Krone. Haplodont sind
die Schneidezdhne (Incisivi) und die Eckzdhne (Canini).

Eine weitaus aufwendigere Struktur weisen die Backenzéhne mit mehreren z.T. hohen Hockern auf.
Diese Z&hne werden a's bunodont bezeichnet. Um eine Systematik des Gebisses beschreiben zu
koénnen werden Zahnformeln benutzt. Die Schneidezéhne (Incisivi = 1) des bleibenden
Schweinegebisses werden in der vergleichenden Anatomie von mesial ausgehend in der Abfolge a's
11, 12 und 13, die Eckzéhne (Canini) as C, die Pramolaren als P1, P2, P3, P4 und die Molaren als
M1, M2, M3 aufgefihrt.

Fur die Kennzeichnung der Milchzéhne schreibt man hinter das jeweilige Zahnsymbol eind
(deciduus). Man bildet eine Linie und schreibt tber den Strich die Zdhne des Oberkiefers, unter den
Strich die Z&hne des Unterkiefers.



Milchgebiss: oben 3Id 1Cd 3 Pd
unten 31d 1 Cd 3 Pd
Der Zahnwechsel beginnt im Alter von 6 bis 9 Monaten mit 1d 3 und Cd.

Permanentes Gebiss: oben 3| 1C 4P 3M
unten 31 1C 4P 3M

1.2.3 Strukturbestandteile des Saugetier zahnes

Die Schmelzbildner (Adamantoblasten = Ameloblasten) scheiden bei alen Saugetieren anfangs
eine proteinhaltige Matrix aus, in die Hydroxylapatit eingelagert wird, das Prismenstrukturen
aufbaut, und sich so zum reifen Schmelz differenziert. Dieser Prozessist vor allem bei Nagetieren
und Mensch untersucht worden, grundlegende Arbeiten gehen auf Leblond und Warshawsky
(1979) zurtick. Die wadhrend der Mineralisation stattfindende Kristallisation von anorganischen
Kal zium-Phosphat-V erbindungen und das anschlieffende Wachstum der Kristalle werden als
préeruptive Schmelzreifung bezeichnet (Hellwig, 2003). Zirka 96% des Schmel zes bestehen aus
solchen anorganischen Komponenten. Der Zahnschmelz besitzt nach seiner Fertigstellung keinen
zelluléren Reparaturmechanismus, gilt aber in seiner ausgereiften Form als die hérteste Substanz

des Korper des Menschen und anderer Saugetiere.

Ultrastrukturell besteht der Zahnschmelz aus hexagonalen langlichen Apatitkristallen, diesichin
der Seitenansicht als kleine Nadeln darstellen. Eine Einheit von vermutlich ca. hunderttausend
Apatitkristallen bildet ein Schmelzprisma. Aufgrund des helikalen Verlaufs dieser Schmelzprismen

treten im Durchlicht polarisationsoptische Phanomene wie die Hunter-Schreger-Streifung auf.

Die Retzius-Streifen stellen die individuell verschiedenen Arbeits- und Ruhephasen der
Ameloblasten wahrend der Schmel zbildung dar, und sind den Jahresringen eines Baumes
vergleichbar. Sie lassen sich im Durchlichtmikroskop erkennen und stellen meist hypomineraisierte

Bereiche dar.

Bei frisch durchgebrochenen Zéhnen befindet sich noch das Schmel zoberhautchen (Cuticula dentis)
auf der Oberflache der Krone. Das Hautchen besteht aus Resten des Epithels der Schmel zbildung
und ist sehr widerstandsfahig. Beim Kauen wird es aber schnell abradiert und es bildet sich dann

das sogenannte erworbene Schmel zoberhautchen (acquired pellicle).

Das Zahnbein (Dentin) des Saugetierzahnes besteht im Allgemeinen zu 70 % aus anorganischem
Material, was bedeutet, dass es nicht dieselbe Héarte wie der Schmelz besitzt. Die organische Matrix

des Dentins besteht zu 91-92% aus Kollagen und 8-9% aus nichtkollagener Grundsubstanz
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(Schroeder, 2000). Der Kollagentyp ist fast ausschliefdlich vom Typ |. Die
Aminosaurenzusammensetzung des Kollagens in bleibenden Zéhnen unterscheidet sich nur
unwesentlich von der des Kollagens in fetalen Milchzahnen (Schroeder, 2000).
Glykosaminoglykane - und unter ihnen bevorzugt Chondroitinsulfat (Harlamb und Messer 1996) -
spielen wahrscheinlich eine grof3e Rolle bel der Dentinmineralisation. Dentin ist ein lebendes
mineralisiertes Gewebe, das von Odontoblasten gebildet wird. Das Dentin umschliefdt die
Pulpahdhle in dem sich die Nerven und Blutgefal3e zur Versorgung des Zahnes befinden. Dentin
besteht also aus einer verkalkten Bindegewebsmatrix und den vorwiegend radiar orientierten, mit
Seitenzweigen versehenen Odontoblastenfortsétzen, die in entsprechend angeordneten
Dentinkanélchen liegen (Michel, 1972).

Man unterteilt das Dentin, von innen nach auf3en betrachtet, in folgende Schichten:

hypomineralisiertes Prédentin, an der Grenze zur Pulpa
mineralisiertes Zwischendentin
zirkumpulpales Dentin

weniger stark mineralisiertes Manteldentin

o ~ W NP

die Dentinkanal chen sind von peritubul &rem Dentin umgeben. Intertubul&res Dentin trennt die

Dentinkanélchen voneinander (Hellwig, 2003)

Anders as der Schmelz vermag das Dentin sich Reparaturmechanismen zu unterziehen. Dentin,
welches bis zum Abschluss des Wurzelwachstums entsteht, heif3 Primérdentin. Das anschlief3end
reguldr gebildete Dentin heil3t Sekundardentin. Erfolgen entsprechende Reize auf das Gewebe, wie

z.B. Abnutzung, Abkauung oder Karies, kann Tertiardentin (Reizdentin) gebildet werden.

Der im unteren Bereich des Zahnes vorkommende Wurzel zement stellt eine diinne Lage dar, die
sich Uber das Dentin legt (Faserzement) und die eng mit Faserziigen der Wurzelhaut verbunden ist.
Gebildet wird der Zement aus sogenannten Zementozyten.



Die Zahnpulpa i, zufolge Untersuchungen vor allem bei Ratte und Mensch, ein stark
vaskularisiertes, spezialisiertes Bindegewebe und wird fast allseitig von Dentin umschlossen
(Bargmann, 1977; Drenckhahn, 2008; Schroeder, 2000). Sieist ektomesodermaler Herkunft, d.h.
sie entstammt Neurallei stengewebe, und geht aus der Zahnpapille hervor. Die Pulpahdhle 1813t sich
in ein Kronenkavum und in Wurzelkanél e unterteilen. Im Pul pabindegewebe befinden sich Zellen
und eineinterzelluldre Matrix u.a. mit retikuldren Fasern, Oxytalanfasern und Proteoglykanen
(Schroeder, 2000). Die Zellen lassen sich verschiedenen Typen zuwei sen: Odontoblasten,
Fibroblasten, Ersatzzellen und Abwehrzellen, z.B. Makrophagen und Lymphozyten. Schroeder
(2000) beschreibt bei der Ratte besondere Ersatzzellen als die Vorstufen der Odontobl asten.

Der Aufbau des Pulpagewebes ist in Milchzahnen wie in bleibenden Zahnen nach bisherigen
Untersuchungen an Mensch und Ratte identisch. Die Wurzel pulpa fiihrt zum grofdten Tell die
grof3en Geféfde und Nerven wahrend in der Kronenpulpa ein feines Netz peripherer Gefél3e und
Nerven vorliegt. Die grofite Zellpopulation in der Pulpa bilden die mesenchymalen Fibroblasten.
Sie sind flach und spindelartig gestaltet, haben einen grof3en ovalen Kern und zahlreiche, zum Teil
lange zytoplasmatische Fortsétze, die mit den benachbarter Fibroblasten z.T. Uber gap junctions und
einfache Haftkontakte in Kontakt stehen (Schroeder, 2000). Die Fibroblasten sind fur die
Produktion der Matrixkomponenten, vor allem Glykoproteine und Glykosaminoglykane (Harlamb
und Messer, 1996) sowie auch der retikuléren Fasern, zustandig. Die verschiedenen Fasertypen sind
in eine sehr wasserreiche und gelartige Grundsubstanz eingel agert, die Glykosaminoglykane
(insbesondere Chondroitinsulfate und Hyaluronan) und Glykoproteine enthélt.

Von der Pulpamatrix des Menschen ist bekannt, dass das Pul pagewebe der Frontzdhne des
Menschen mehr Kollagenfasern als das der Pramolaren und Molaren enthdlt, in der Wurzel pulpa
sind die Fasern dichter gepackt als in der Kronenpulpa (Bargmann, 1977). Die totale Menge der
kollagenen Fasern der Kronenpul pa bleibt nach dem 20. Altergahr konstant (Schroeder, 2000).

Schroeder (2000) konnte bel Ratte und Mensch feststellen, dass sich tiberwiegend Kollagenfasern
vom Typ-111 und ein geringer Anteil an Typ-1- Kollagen in der Pulpa befinden. Typ-111-
Kollagenfasern entsprechen den retikuléren Fasern der Histologie (Leonhardt, 1981).

Die Kollagenfibrille ist im Elektronenmikroskop quergestreift und dhnelt einem Strichcodemuster,
das sich mit einer Periodik von 63 nm wiederholt (Scott, 1991). Die Dicke einer Fibrille betragt
héufig 40-70 nm. Glykoproteine umgeben speziell die Kollagen-Typ-I11- Fibrillen, was vermutlich

zum Teil fur farbbasierte Nachweise eine Rolle spi€lt.
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Die Kollagenfibrillen sind in der Pulpa des Menschen in der Umgebung von Blutgefal3en und
Nerven konzentriert und lassen sonst kein spezielles Anordnungsmuster erkennen (Weindl, 2005).

Fur diese Arbeit sind die Kollagentypen | und I11 wichtig. Das Typ-I-Kollagen liegt als
Heterotrimer (zwei o1 (1) und eine o (1) Proteinketten) vor und bildet relativ dicke Fibrillen, die

grobere unverzweigte Fasern aufbauen (K tihn, 1987; Mayne und Burgeson, 1987)

Das Typ-I11-Kollagen liegt als Homotrimer (drei gleiche a (111) Proteinketten) vor und bildet zarte

Fibrillen, die feine verzweigte Fasern aufbauen (Kihn, 1987).

1.2.4 Glykosaminoglykane und Proteoglykanein der Zahnpulpa

Proteoglykane sind Makromol ekiile die zum grofiten Anteil aus Zuckerstrukturen (bis zu 94%), den
Glykosaminoglykanen, und nur zu einem kleinen Anteil aus Protein bestehen, letztereswird ,, Core-
Protein® genannt. Glykosaminoglykane (GAGs) sind lineare Polysaccharidketten aus repetitiven
Disaccharideinheiten. Sie treten Uber o-glykosidische oder n-glykosidische Bindungen mit dem
Core-Protein in eine Verbindung. Lediglich das Hyaluronan (= Hyaluronsaure) tritt nicht mit einem
Core-Protein in Kontakt. Jedes dieser Disaccharide besitzt mindestens einen Carboxyl- und/oder
einen Sulfatrest, die dem Glykosaminoglykan den polyanionischen, stark sauren Charakter
verleithen. Aufgrund dieser Tatsache binden die Glykosaminoglykane kationische (basische)
Farbstoffe. Die Makromol ekiile konnen anhand ihrer Eigenschaften sehr gut Wasser und Kationen
binden, und somit die Permeabilitét im Extrazellularraum beeinflussen (L6ffler und Petrides, 1998;
Loffler, 2001). Diein dieser Untersuchung immunhistochemisch nachgewiesenen sulfatierten
Glykosaminoglykane der Zahnpulpa sind Chondroitin -6- Sulfat und Dermatansulfat. Dazu kommt
das kollagenassoziierte Decoran. In die Synthese der Glykosaminoglykane sind neben einer
Sulfotransferase sechs verschiedene Glykosyltransferasen eingebunden, die auf die
Ausgangssubstrate UDP-Monosaccharide und aktiviertes Sulfat zurtickgreifen (Linneman und
Kihl, 1999; Balduini et a., 1992).

Synthetisiert werden die Glykosaminoglykane in der Zahnpulpa von Fibroblasten (Bartold et al.,
1995). In anderen Geweben werden sie auch von Chondrozyten, Osteoblasten und glatten
Muskel zellen gebildet.

Die Synthese der Proteoglykane findet intrazelluldar am rauen endoplasmatischen Retikulum und im
Golgi-Apparat statt. Sie werden mit Hilfe eines vesikularen Transports ausgeschleust und sind al's
Polyanionen befahigt, im Gewebe grofiere Mengen an Wasser zu binden (Drenckhahn, 2008).

Das Hyaluronan (= Hyaluronsaure) besteht aus N — Acetylglucosamin und Glucuronsaure und ist

ein besonders langes Fadenmolekll mit einer Kettenldnge von mehreren 10000 Zuckereinheiten.
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Die Glucuronsaure ist fur den polyanionischen Charakter der Hyaluronsaure verantwortlich. Die
Hyaluronsaure ist tber ein, Linker-Protein® mit zahlreichen Proteoglykanen verknupft. Sieist stark
wasserbindend und bildet dadurch eine viskose, gelartige Matrix (Drenckhahn, 2008).

Decoran ist ein Proteoglykan, das als Seitenketten Dermatansulfat und Chondroitin -6- Sulfat tragt,
und das in einer Periodizitét von ungefahr 60 nm den Kollagenfibrillen angelagert ist (Scott, 2007).
Decoran ist ein kleines Proteoglykan dem verschiedene Funktionen zugeschrieben werden: 1) es tbt
wahrscheinlich elnen regulatorischen Effekt auf die Genese der Kollagenfibrillen aus, 2) es soll am
Remodeling von Kollagenfibrillenblndeln, z.B. denen des parodontalen Ligaments, beteiligt sein,
und 3) wurde eine Betelligung an der Dentinmineralisation nachgewiesen (Matheson et al., 2005;
Sreenath et al., 2003). Aufgrund der geringen Grof3e des Decorans ist es diesem Proteoglykan auch
moglich, sich mit anderen Proteogl ykanen zusammenzulagern, um somit grof3ere Aggregate zu
formieren. (Harlamb und Messer, 1996). Die Lokalisation des Decorans in der Zahnpulpa des
Schweinsist — neben anderem - Gegenstand der vorliegenden Untersuchung. Der Abbau der
Proteoglykane vollzieht sich mit Hilfe von Proteinasen im extrazelluldren Bereich. Intrazellulér

erfolgt der Abbau hingegen nach Aufnahme der Zuckerstrukturen durch Hydrolasen im Lysosom.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Das Untersuchungsmateria dieser Studieist 1) Schweinezéhnen enthommen, die aus dem
Schlachthof Minchen stammen. Zur Untersuchung wurden 16 Milchzahne (, Milchmolaren®) von
Hausschweinen (Sus scrofa forma domestica) im Alter von 5 -6 Monaten und 19 blelbende Zéhne
(Préamolaren und Molaren) von Hausschweinen im Alter von 1,5 Jahren herangezogen. 2)

Pul pagewebe von 8 Ersatzzdhnen (Prdmolaren und Molaren) erwachsener Menschen, das

extrahierten pulpagesunden Zahnen der Zahnklinik der Universitdt M inchen entstammt.

Frisch geschlachteten Schweinen wurden die Zdhne mit einer Zange extrahiert und anschlief3end
behutsam aufgebrochen. Das freigel egte Pul pagewebe wurde vorsichtig aus der Pulpahthle
entnommen und sofort in die Fixierungsl6sung Uberfuhrt. Zusétzlich wurden aufgebrochene Zéhne
mit Pulpagewebe in situ in die Fixierungsl6sung eingelegt, um Zerrungsartefakte, die bel Entnahme
des Pul pagewebes auftreten konnen, auszuschlielzen. Ahnlich wurde mit dem Pul pagewebe der

extrahierten Zahne des Menschen verfahren.
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2.2 Methoden der Lichtmikroskopie

2.2.1 Fixierung und Einbettung

Das Gewebe wird nach 3 Stunden Fixierung in einer Formalinlésung sorgféltig prapariert.
Anschlief3end ca. 30 Minuten unter fliefiendem Wasser gespilt und in einem Stiick eingebettet. Im
Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte des 24-stiindigen Einbettungsprozesses

beschrieben.

Tabelle 1: Einbettung

Losung Nr. Medium Dauer
1 70% Ethanol 2h
2 70% Ethanol 2h
3 70% Ethanol 2h
4 80% Ethanol 2h
5 96% Ethanol 2h
6 100% Ethanol 2h
7 100% Ethanol 2h
8 Xylol 2h
9 Xylol 2h
10 Xylol 2h
11 Paraffin 2h
12 Paraffin 2h

Nach 24 Stunden werden die paraffindurchtrénkten Proben der letzten FlUssigkeit entnommen und
in Formen mit frisch erwarmtem Paraffin gelegt. Nach dem Erkalten zu einem festen Block werden

14



am Mikrotom 4 pum diinne Schnitte mit einer Mikrotomeinmalklinge angefertigt und auf

Objekttragern aufgefangen.

Daessich bel Paraffin um ein Fett handelt und die hier verwendeten Farbel 6sungen allesamt
wasserl 6slich sind, mufl3 im néchsten Schritt das Entparaffinieren und eine Hydrierung durchgefihrt

werden.

Tabelle 2: Entparaffinieren

Losung Nr. Medium Dauer
1 Xylol 5 Min.
2 Xylol 5 Min.
3 Xylol, Alkohol 5 Min.
4 100% Alkohol 5 Min.
5 100% Alkohol 2 Min.
6 96% Alkohol 2 Min.
7 80% Alkohol 2 Min.
8 70% Alkohol 2 Min.
9 destilliertes Wasser | 2-10 Min.
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2.2.2 Farbemethoden
Die Farbemethoden ber uhen im Wesentlichen auf den Angaben von Romeis (1989).

a, Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Die Hamal aun-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gilt al's die standardisierte Ubersichtsfarbung in der
Histologie. Der basische Hamatoxylinbestandteil farbt vor allem die Zellkerne blau, der saure

Eosinbestandteil markiert das Zytoplasma und die extrazellularen Fasern rot.
Die Farbung wird wie folgt durchgefthrt.

Tauchbad der Objekttrager in Hamatoxylin fur etwa 10 Minuten
Objekttrager ca. 10 Minuten bléuen in fliefiendem Wasser
Tauchbad der Objekttrager in Eosin fur etwa 2-5 Minuten

A WD PE

Dehydrierung, Xylol, eindecken mit DPX

b, Azan-Farbung
Diese Farbemethode ist eine Trichromfarbung. Kollagene Fasern sind tiefblau, Kerne leuchtend rot

und das Zytoplasma blal3rosa bis schwach blaulich.

Bad der Objekttrager in Azokarmin fur ca. 10 Min. bei 56°C im Brutschrank
Absptilen der Objekttrager mit Aqua dest.

Anférben mit Anilinalkohol fur einige Sekunden (Differenzierung)

Stoppen der Reaktion mit essigsaurem Alkohol

Absptilen der Objekttrager mit Aqua dest.

Beizen des Bindegewebes mit Phosphowol framséure mind. 45 Min.
Abspulen der Objekttrager mit Aqua dest.

© N o g kM 0 NP

Dehydrierung, Xylol, eindecken mit DPX

¢, van Gieson-Féarbung

Auch diese Farbemethode ist eine Trichromfarbung. Die Kerne werden mit einem Farblack
schwarzbraun, das Bindegewebe wird leuchtend rot, Gliagewebe und Muskul atur werden gelb
angefarbt.

1. Tauchbad der Objekttréger in Weigert’ s Eisenhdmatoxylin fur 1-2 Min.
2. Objekttrager in flieRendem Leitungswasser 10 Min. spilen
3. Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier
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4. Tauchbad in Pikiofuchsinlésung fur 1 Min.
5. Anschlief3endes abschleudern der Farbl6sung
6. Kurzes Spilen in 96% Ethanol

7. Dehydrierung, Xylol, eindecken mit DPX

d, Silberimpréagnation nach Gomori

Mit dieser Methode lassen sich zuverléssig, schnell und mit gut reproduzierbaren Ergebnissen
retikulére Fasern nachweisen. Bel der Herstellung der amoniakalischen Silbernitratlésung wird das
Fontanasche Prinzip des Ruckfiltrierens verwendet, um den optimalen Ammoniakgehalt besser zu
treffen.

Aus der MetallsalzI6sung lagern sich die Silberionen auf dem vorbehandelten Gewebe ab.
Anschlief?end werden diese lonen zu metallischem Silber reduziert und schwérzen dadurch die
retikuléren Fasern (= Kollagen 111). Typische kollagene Fasern vom Typ | werden rétlichbraun
dargestellt.

1. Oxidieren in 0,5% Kaliumpermanganat! 6sung fir 2 Min.

2. Spulen in Leitungswasser fur 5 Min.

3. Reduktion des Uberschiissigen Kaliumpermanganats in 2% Kaliumdisulfitlosung fir 1 Min.

4. Nochmaliges Spulen in Leitungswasser 5 Min.

5. Sensibilisieren in 2% Eisenammoniumsulfatlésung fir 1 Min.

6. Auswaschen in Leitungswasser fir 5 Min., dann in 2 Portionen Aquadest. fir je 2 Min.

7. Eintauchen in Silbernitratl6sung fur 1 Min.

8. 7 Sekunden spulen in Aqua dest. Die Spuldauer bestimmt die Imprégnation. Ist sie zu kurz, fallt
die Imprégnation zu dicht aus, ist sie zu lange, umgekehrt.

9. Reduktion (damit Ausfall des Silbers) in 4,5% gepuffertem Formalin fur 5 Min.

10. Spuilen in Leitungswasser fur 5 Min.

11. Tonen der kollagenen Fasern in 0,1% Goldchloridlésung fir 25 Min. (retikulére Fasern bleiben
schwarz)

12. Nochmals kurz spiilen in Aqua dest.

13. Reduktion des Uberschiissigen Goldchlorids in 2% Kaliumdisulfitlésung fir 1 Min.

14. Komplette Impragnation fixieren in 1% Natriumthiosulfatldsung fir 1 Min.

15. Abschlief3endes Spulen in Leitungswasser fur 5 Min.

16. Dehydrierung, Xylol, eindecken in DPX
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e, Alcianblau-Farbung (Histochemie)

Die folgenden beiden Methoden (Alcianblauféarbung und PAS-Férbung) gehdren zu den
histochemischen Farbungen. Sie dienen der Darstellung verschiedener Komponenten der
extrazelluldren Matrix, die grofRere Kohlehydratanteile besitzen (Proteoglykane, Glykoproteine,
siehe auch Scott, 1985).

Die Stérke der Anférbbarkeit des Préparates mit Alcianblau hangt stark vom pH-Wert der

Farbel 6sung ab. Bei sehr sauren pH-Werten farben sich nur stark sulfatierte Glykosaminoglykane
und Proteoglykane in blaulicher Farbe. Bel weniger sauren pH-Werten auch alle anderen
Glykosaminoglykane. Die Zellkerne sind ungeférbt, kénnen aber mit Kernechtrot rot angefarbt
werden. FUr diese Arbeit werden die pH-Werte 1 und 2,5 verwendet. In den unten stehenden

Tabellen werden die einzelnen Arbeitsschritte dieser Farbemethode aufgefihrt.

Alcianblau-Farbung bei pH 1

1. Einstellen der entparaffinierten Schnitte in 0,1 M HCI fir 2 Minuten

2. Einstellen der Schnittein 1% Alcianblaulésung in 0,1 M HCI Gber Nacht
3. Spulen in destilliertem Wasser fur 1 Minute

4. Gegenféarbung der Schnitte fir 3 — 5 Minuten in Kernechtrot

5. Nochmaliges Spiilen in destilliertem Wasser

6. Dehydrierung, eindecken in DPX

Alcianblau-Farbung bei pH 2,5

1. Einstellen der entparaffinierten Schnitte in 3% Essigsaure fur 2 Minuten

2. Einstellen der Schnittein 1% Alcianblaulésung in 3% Essigsdure Uber Nacht
3. Spulen in destilliertem Wasser fur 1 Minute

4. Gegenfarbung der Schnitte fir 3 -5 Minuten mit Kernechtrot

5. Nochmaliges Spiilen in destilliertem Wasser

6. Dehydrierung, eindecken in DPX

f, PAS-Farbung (Histochemie)

Bei dieser Farbemethode werden Polysaccharide und Glykoproteine rot angeféarbt. Deren Glykol-
gruppen missen zuerst mit Perjodsaure zu Aldehyden reagieren, die sich dann mit
fuchsinschwefeliger Saure durch Bildung eines roten Farbstoffes nachweisen lassen (Romels,
1989).

1. Oxidation in 1%iger Perjodséure fur ca. 10 Minuten
2. Abspulen der Objekttrager ca. 1 Min. mit Aqua dest.
18



Bad der Objekttrager ca. 3-5 Min. in Schiff’ schem Reagenz
Abspulen der Objekttrager ca. 1 Min. mit Sulfitwasser
Abspulen der Objekttrager ca. 10 Min. mit Wasser
Gegenfarbung mit Hamalaun ca. 30 Sek.

Bléauen des Gewebes in flieffendem Wasser ca. 10 Min.

N o g &~ W

Nach der Farbung werden alle Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert.
Tabelle 3: Dehydrierung

L 6sung Dauer

destilliertes Wasser 5 Min.

70% Alkohol 2 Min.
80% Alkohol 2 Min.
96% Alkohol 2 Min.
100% Alkohol 2 Min.
100% Alkohol 2 Min.
Xylol, Alkohol 5 Min.
Xylol 5 Min.
Xylol 5 Min.

g0, Elastica-Farbung mit Resor cin-Fuchsin nach Weigert
Bel dieser Farbemethode bindet sich der stark saure Beizfarbstoff Resorcinfuchsin an die
elastischen Fasern und stellt diese dunkelviolett dar.

1. Bad der Objekttrager aus 80% Ethanol kommend fir 20 Min. in Resorcinfuchsinldsung
2. Auswaschen der Uberschiissigen Farbe unter fliefiendem Leitungswasser fur 1 Min.

3. Differenzieren in HCI-Alkohol unter mikroskopischer Kontrolle (el astische Fasern erscheinen
violett auf zart rosa Grund)
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4. 100% Ethanol, Xylol, eindecken in DPX

2.3 Nachweisimmunhistochemischer Féarbungen anhand der Elektronenmikroskopie
Die Behandlung der Schnitte fur die immunhistochemischen Reaktionen erfolgt mit der ABC-
Methode (Avidin-Biotin-Complex).

Diese Methode basiert auf der Fahigkeit des Eiweil3glykoproteins Avidin, vier Molekile des
Vitamins Biotin physikalisch zu binden. Es werden drei Reagenzien gebraucht. Das ersteist ein
Priméarantikorper, spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet. Der Sekundarantikorper,
der an den ersten binden kann, ist mit Biotin konjungiert. Das dritte Reagenz ist ein Peroxidase-
konjungierter Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Bindungsstellen des Avidinmol ekiils ermdglichen
die Bindung an das Biotin des Sekundérantikorpers. Das Enzym Peroxidase — und damit das
gesuchte Antigen —wird mit einem geeigneten Chromogen (AEC-Komplex oder DAB) sichtbar
gemacht.

Fur die Reaktionen in dieser Arbeit wurde der ABC-Kit Histostain plus der Firma Zymed

verwendet.

1. Nach der Paraffinentfernung und Rehydrierung der Schnitte erfolgt eventuell (je nach
Antikoérper) die Antigen-Demaskierung mittels Mikrowelle (3x5 Min. bel ca. 600 W in Citratpuffer
pH 6,0) oder Enzymbehandlung, wenn erforderlich

2. Spulen der Schnitte in PBS (Phosphatpuffer) fir 10 Min.
3. Enologene Peroxidase-Blockierung fur 15 Min. in 3% H202
4. Spulen in PBS fur 10 Min.

5. Blockierung der Schnitte in Normalserum mit Blockierungslosung A fur 10 Min. (verhindert

unspezifische Hintergrundfarbung)

6. Antikorper in Verdinnung mit PBS und Reaktionszeit je nach Spezifitét
7. Spulenin PBS fur 3x5 Min.

8. Biotinisierter sekundarer Antikorper = Ldsung B aus Kit fur 10 Min.

9. Spulen in PBS fir 3x5 Min.

10. Avidin-Biotin-Komplex = Enzym-Konjugat C aus Kit fur 10 Min.

11. Spulen fur 3x5 Min. in PBS

12. Aufbringen des Chromogens (DAB oder AEC-Komplex) fur ca. 10 Min.

13. Gegenfarbung der Schnitte fir einige Sekunden in Mayers Hamalaun
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14. Dehydrierung, Xylol, eindecken mit DPX der Schnitte, die mit dem Chromogen DAB behandelt
wurden, eindecken in Aquatex aus Wasser der Schnitte, die mit dem Chromogen AEC-Komplex
behandelt wurden.

Dokumentation
Die histologischen und histochemischen Préparate wurden auf Diafilm fotografiert, die Diapositive

wurden eingescannt.

Eswurden folgende Antikorper fur diese Arbeit verwendet:

Chodroitin-6-Sulfat der FirmaICN in der Verdinnung von 1:100 mit Chondroitinase-
Vorbehandlung von 1 Stunde bei 37°C

Dermatansulfat der Firma Seikagaku in der Verdiinnung 1:10 ohne Vorbehandlung
S-100 der Firma Zymed unverdinnt ohne V orbehandlung

Neurofilamente-Protein-Cocktail (NFPC) der Firma Biotrend 1:200 verdinnt ohne V orbehandlung

Decorin der Firma Santa Cruz in der Verdinnung 1:50 mit Mikrowellenvorbehandlung
Kollagen | der FirmalCN in der Verdinnung 1:10 mit Mikrowellenvorbehandlung

Kollagen Il von der Firma Acrisin der Verdinnung 1:50 mit Mikrowellenvorbehandlung

Fibronectin der FirmalCN in der Verdinnung 1:5 mit Mikrowellenvorbehandlung

2.3.1 Fixierung und Einbettung

1. Fixierung des Gewebesfir ca. 3 Stunden in 3,5% Glutaraldehyd (GA) in 0,1 M Sorensen-
Phosphatpuffer (pH 7,4) und anschlieffende Uberfiihrung in 1% phosphatgepufferten GA fir 15
Stunden

2. 2 x 20 Minuten waschen in Sdrensenpuffer

3. Kontrastierung und Nachfixierung fir 2 Stunden in 2% Osmiumtetroxid verdinnt in
destilliertem Wasser

4. 2 x 20 Minuten waschen in Sorensenpuffer
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe : 2 x 20 Minuten in 30, 50, 70, 90% Ethanol 2 x 20
Minuten in 100% Ethanol 1 x 20 Minuten in 100% Ethanol auf Molekularsieb

6. 2 x 20 Minuten Propylenoxid
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7. Uberfiihrung in Aradit-Propylenoxydgemisch 1 : 1 mit 3% Hérter; tber Nacht offen stehen
lassen

8. Uberfuihrung in reines Aralditgemisch mit 2% Hérter fir ca. 6 Stunden

9. Ausbettung in Kapseln in reines Aralditgemisch mit 2% Harter
(Aralditgemisch: 52% Araldit, 48% DDSA + Harter)

10. 48 Stunden Polymerisierung des Araldits bei 60°C

2.3.2 Durchfiihrung der Farbung mit Cupromeronic —Blue (CMB), nach Scott (1988)
Mit Hilfe dieser Methode werden Glykosaminoglykane (GAG) a's Zuckerkomponenten von
Proteoglykanen selektiv gefarbt und kdnnen al's elektronendichte, nadelférmige Prazipitate im

Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden. Diese Prézipitate reprasentieren wahrscheinlich das

jewellige Proteoglykanmolekil komplett.
Arbeitsmethode:

1. Fixierung des Gewebes fir ca. 4 Stunden in 3,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Sorensen-
Phosphatpuffer (pH 7,4) und anschlieffende Uberfiinrung in 1% Glutaral dehyd

2. 3x 10 Minuten Waschen in 0,2 M Azetatpuffer pH 5,6 + 1% GA

3. Féarbung Uber Nacht in 1% CMB+0,3 M MgCl, + 2,5% GA

4. 6-8 Stunden Waschen auf Ruttler mit haufigem Azetatpufferwechsel (+0,06 M MgCl, + 1%
GA) ; die beiden letzten Ma e ohne GA

5. 1 Stunde Nachfarbung in 0,5% NawQ, in Azetatpuffer

6. Farbung Uber Nacht in 0,5% NawQ0, in 30% Ethanol

7. Dehydrierung und weitere Bearbeitung (Einbettung) wie unter 2.3.1 Arbeitsmethode ab Punkt 5

beschrieben
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Tabelle 4: Chemikalien fir die Elektronenmikroskopie

25% Glutaraldehyd

4% Osmiumtetroxid

Ethanol pro analysi

1,2 Propylenoxid

Aradit CY 212

2-Dodecenylsuccinicacid anhydride (DDSA)
2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl) phenol
Natriumacetat-Trihydrat
(CH3COON&gsH20)

Cupromeronic Blue (CMB)
Natrium-Wolframsaure-Dihydrat (NaoWOy,)
Essigsdure pro analysi

Uranylacetat pro anaysi

Blei(I1)-nitrat pro analysi
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2.3.3 Anfertigung der Semidinnschnitte
Die auspolymerisierten Préparate werden mit einer Rasierklinge zugetrimmt.

Beim Schneiden mit einem Glasmesser am Mikrotom OmU3 erh@lt man Semidinnschnitte von ca.
500 - 1000 nm Schnittdicke. Sie werden auf einen Glasobjekttréger gebracht und bei ca. 60°C
getrocknet, bevor sie mit Toluidinblau gefarbt werden. Diese Schnitte dienen der Orientierung und

helfen bei der Zuordnung der spéteren Ultradiinnschnitte.

2.3.4 Anfertigung der Ultradinnschnitte
Nach Anfertigung der Semidinnschnitte wird der zu untersuchende Bereich mit der Rasierklinge
pyramidenformig zugetrimmt. Mit einem Diamantmesser erstellt man am Mikrotom ca. 60-90 nm

dicke Schnitte, die dann mit Kupfernetzen (150 Maschen) aufgefangen werden.

Die optische Kontrolle der Schnittdicke erfolgt Uber die grau-silbrige bis matt-goldene Farbung der
Schnitte.

Die Kontrastierung der mit CMB behandelten Ultradiinnschnitte erfolgt 40 Minuten bei

Zimmertemperatur mit alkoholischer Uranyl acetatl 6sung.

Die mit Osmium behandelten Ultradiinnschnitte werden bei Zimmertemperatur 40 Minuten mit
alkoholischer Uranylacetatl6sung und anschlief3end 3 Minuten mit Bleicitrat nach Reynolds
kontrastiert.

Dokumentation
Die angefertigten Ultradiinnschnitte werden im Elektronenmikroskop Philips CM 10 analysiert.
Typische Regionen wurden auf Kodak electron Negativmaterial fotografiert.

Die Abzige der Negative werden in der Dunkelkammer von Hand entwickelt, vergrofiert und
vervielfatigt.
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3. Befunde
3.1 Lichtmikroskopische Befundein der Zahnpulpa Schwein

Allgemeines

Es zeigte sich, dass mit der gewéhlten Methodik keine eindeutigen Unterschiede zwischen den
Zahnen der 1. und 2. Zahngeneration und zwischen den Zdhnen von Ober- und Unterkiefer
feststellbar waren. Falls es dennoch solche Unterschiede gibt, missten moderne quantitative
Methoden eingesetzt werden, um diese sicher zu erfassen. Die Zahnpul pa des Schweins besteht bei
Milch- und Dauerzéhnen aus einem zell- und matrixreichen Bindegewebe, das zwar
morphologische Ahnlichkeiten mit embryonalem Mesenchym aufweist, aber deutlich lockerer
strukturiert und matrixreicher ist as die Zahnpapille von Foten. Die Zellen (Fibroblasten) in der
Zahnpapille sind nicht nur durch mehr, sondern auch durch faserreichere Matrix voneinander
getrennt (Abb.1).Die Matrix besteht Uberwiegend aus ,,amorpher Grundsubstanz und faserigen
Anteilen. Letztere sind besonders reich entwickelt in der Umgebung von Blutgeféiien. In das
Bindegewebe eingelagert sind kleine Arterien, Arteriolen, Blutkapillaren, Venolen und kleine
Venen. Aul3erdem sind Lymphgeféaiie und Nerven regelméaidig vorkommender Bestandteil dieses
Bindegewebes. Der Gefaldreichtum dieses Gewebes ist grof, wurde aber nicht quantitativ erfasst.

Abb. 1 Zahnpulpa Schwein, Ubersicht mit groReren Arterien (A). Farbung HE, Vergr. 45fach
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Zdlen

Die Bindegewebszellen sind fast ausschliefdlich sternférmige Fibroblasten, deren Kern oval oder
rundlich und relativ dunkel ist (Abb. 1, 2, 3, 4). In der Peripherie der Pulpa sind die Fibroblasten
etwas zahlreicher asweiter innen (Abb. 5, 9). Oft findet sich in der Peripherie eine etwas
verdichtete Lage von 4 — 5 Fibroblasten, von denen die ganz auf3en liegende Schicht die
Odontaoblasten reprasentiert, eine zellarme Wellsche Zone ist nur mit M he und unscharf
abzugrenzen. Der Zytoplasmasaum der Fibroblasten ist etwas breiter as bei den Fibroblasten der
Pulpa des Menschen und sendet einige schlanke Fortsétze aus, die unterschiedlich lang sind und die
mit entsprechenden Fortsétzen benachbarter Zellen in Kontakt stehen (Abb. 3, 5). Ihr Zytoplasma
I&sst lichtmikroskopisch keine strukturellen Besonderheiten erkennen; esist eosinophil, hat aber
einen leicht violetten Einschlag, was auf hinreichende Anteile an rauem endoplasmatischem
Retikulum und Ribosomen hindeutet. Im Azan-Prdparat farbt sich das Zytoplasma, auch in den
Fortsdtzen rot an (Abb. 9, 10), was fur die Existenz eines gut entwickelten Zytoskel etts spricht.
Freie Zellen sind sehr selten, ganz vereinzelt wurden Lymphozyten und Makrophagen beobachtet.

e

Abb. 2 Zahnpulpa Schwein, Zentrale Region mit zahlreichen kleinen Blutgefaien (G)
Farbung HE, Vergr. 120fach
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Abb. 3 Zahnpulpa Schwein, Fibroblasten (Pfeile) im zentralen Bereich der Pulpa, Férbung HE,
Vergr. 450fach

Abb. 4 Zahnpulpa Schwein, Zentralregion mit postkapillaren Venolen (V), Farbung HE, Vergr.
450fach
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Abb. 5 Zahnpul pa Schwein, Peripherie mit Odontoblasten (O), Pradentin und Dentin (oberer
Bildrand) haben sich vom Pul pagewebe abgel 6st und fehlen daher auf dem Prdparat. Farbung HE,
Vergr. 450fach

Abb. 6 Zahnpulpa Schwein, Arterie mit zell- und kollagenfaserreicher Wand, vermutlich der
Adventitia (Ad). Farbung HE, Vergr. 250fach
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Gefaie

Arterien und Arteriolen werden in der vorliegenden Untersuchung aufgrund unterschiedlicher
GrofRe und Wanddicke unterschieden (Abb. 1, 2, 6, 8, 9, 11). Die Media der dicksten beobachteten
Arterien der Pulpa besitzt 3 Schichten glatter Muskel zellen. Die Mehrzahl der Gefal3e sind
Arteriolen mit nur einer Muskelschicht. Aul3erhalb der Mediafindet sich die schon erwahnte
auffallend zell- und kollagenreiche Adventitia (Abb. 6). Venen besitzen nur eine lickenhafte
Schicht glatter Muskulatur, die postkapillaren Venolen haben gar keine Muskulatur in ihrer Wand
(Abb. 4). Die Wand der Lymphgefél3e (Abb. 7) besitzt lediglich ein zartes Endothel. Ein weiteres
Kriterium fir die Diagnose Lymphgefal sind die oft gefaltete Wand, das oft kollabierte Lumen und
das Fehlen von Erythrozyten im Lumen. Grof3ere Lymphgefél3e sind manchmal nicht eindeutig von
postkapillaren Venolen zu unterscheiden, wenn diese keine Erythrozyten enthalten.

&I £ NS
# \ \ ‘ A A ‘a“\_.._ ’, ‘ _ »
LR ”\l\ \\\“ BRA SR A
v\ Y LR ¢ e
‘\l L . N =0 ol
I R ‘\ = ': P - i \ " A
‘\ \‘\‘~ N \ ‘ \ b. N\ ‘\kg ¢ 20 \
\ . T\ . - - - I
." ! i : » \\ \ Ay - -;- ;* \.- a‘\ N
) \ " - \ .
“ ; \ . . - 31 ) % “\ o % ‘
- ; - — '
QPR LIRS e
w8 S "; ‘\Q_.\*‘ Sa ‘\\0\ e |
N9 \ , N\ \: R \ “'}.‘\”“-& / =
\ \ b v R i -
\\\‘ AL O~ A L < q".?\‘ N \ \ >
\‘ ‘ \.\ \ Y ‘ \ - qr\‘ ’. ‘.' \ -‘ v
A \} . 1‘ _‘_ ‘;“i \ A e
o5 N \ i \
i T R i A S /

Abb. 7 Zahnpul pa Schwein, wahrscheinlich Lymphgeféide (L). Farbung HE, Vergr. 450fach

3.1.1 Ergebnisse mit histologischen Farbungen unter besonderer Berlicksichtigung der Fasern
in der Bindegewebsmatrix

Im HE-Pr&parat sind Bindegewebsfasern fast nur in der Wand der Blutgeféal3e und als schmaler
Mantel von Nerven erkennbar (Abb.1, 2, 6). Diese Fasern sind kréftig rot und relativ dick, es
handelt sich um Kollagenfasern, die vorwiegend aus Kollagen vom Typ | aufgebaut sind, was durch

den immunhistochemischen Nachweis vom Kollagen Typ | bestétigt wird.

29



: S
- “..'b\ib:' T . 3 -
’.* - . 5
N e T e - e, .
= - . R -
e~ R T L. = Y
N Nagay N M —" - > i
G o v 4o ’ . - .‘/ 2 "3 k] &l
. ’ = = x
. - T R - -
- N . ~ - -
o SRR e ) WSSt
B o : --,«;f..;‘ ST Tl ey =
- - _ - -
¢ / P, - g TR M WA G S o T
. ’ i . et -
N f A P e s
/ ) e L%
4 8 ~ / “
0 - . >
- - » > H : ,. . - g
- - - ,4. “-‘.‘ "- - - d.l'l‘
[ ] —-— " . - -
s . ' - il
- - - - k
& . s )
&+ ~ O - Yy #

Abb. 8 Zahnpulpa Schwein, Ndhe Wurzelkanal, auffallend sind die zahlreichen Blutgeféiie (Pfeile);
das Dentin (D, oben) hat sich glatt vom Pulpagewebe abgel 6st, Farbung HE, Vergr. 120fach

Diese Kollagenfasern lassen sich in identischer Lokalisation noch eindeutiger mithilfe der Azan-
und Van-Gieson-Farbung nachweisen. Diese Farbungen zeigen relativ viele Kollagenfasern im
Bereich der Wurzelkande im adulten Gebil3. Im Azan- und van Gieson-Prdparat kommt eine
Uberraschend kraftige Adventitiader Arterien und Arteriolen aus Kollagenfasern sehr deutlich zur
Darstellung (Abb. 9, 13).
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Abb. 9 Zahnpulpa Schwein, Ubersicht, auffallend sind wieder die zahlreichen Blutgefaie (Pfeile),
die nur rechts oben markiert sind, Farbung Azan, Vergr. 120fach

Die Azanférbung zeigt zusétzlich im Bereich der gesamten Pulpa ein dichtes feines Fasergeflecht,
in das die Fibroblasten eingelagert sind (Abb. 10). Dieses Geflecht ist in der Peripherie der Pulpa
oft noch reicher entwickelt alsim Zentrum (Abb. 10). Auf einzelnen Préparaten gab es jedoch
keinen Unterschied hinsichtlich der Kollagenmenge im Zentrum und in der Peripherie (Abb. 11).
Die Azanférbung zeigt auch den Kollagengehalt im Prédentin und Dentin (Abb. 12).
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Abb. 10 Zahnpulpa Schwein, dichtgelagerte Fibroblasten (rot) am Rande der Pulpain einer Matrix
mit vielen feinen Kollagenfasern, Farbung Azan, Vergr. 250fach

Abb. 11 Zahnpulpa Schwein, Ubersicht mit Odontoblasten (O) in der Peripherie, Z: Zentrum der
Zahnpulpa. Férbung Azan, Vergr. 250fach
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Abb. 12 Zahnpulpa Schwein, Peripherie, D: Dentin, O: Odontoblasten. Farbung Azan, Vergr.
250fach
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Abb. 13 Zahnpulpa Schwein, zahlreiche Blutgefal3e (G), die meistens von einem dichten, rot-
geférbten Mantel aus Kollagenfasern umgeben sind, Farbung van Gieson, Vergr. 120fach

Dieser dichte Filz aus feinen Fasern zeigt sich z. T. auch im Versilberungspréparat nach Gomori
(Abb. 14), in dem diese Fasern schwarz gefarbt sind. Sie finden sich auch in der Mediakleiner

Arterien und im Endoneurium kleiner Nerven. Interessant ist, dass die Versilberung, die retikulére
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Fasern (Typ-111-Kollagen) nachweist, viel weniger Fasern anférbt, als die Azanfarbung, die
ebenfalls retikulére Fasern nachwel st.

Abb. 14 Zahnpul pa Schwein, retikul&re Fasern. Die retikul&ren Fasern sind feine schwarz geféarbte
Strukturen, deren Zahl aber geringer ist alsim Azan- und van Gieson-Prdparat und alsim Kollagen
I11-Praparat, Versilberung nach Gomori, Vergr. 450fach

Immunhistochemisch zeigt der Nachweis von Kollagen Typ 111 ein feines Fasernetz, dessen Dichte
ungefahr dem der feinen retikuldren Fasern im Azan-Préparat entspricht. Eindeutige elastische
Fasern lassen sich nur in der Wand der Blutgefél3e darstellen.



Abb. 15 Zahnpulpa Schwein, Nachweis von Kollagen 111, eswird ein dichtes Netz aus feinen
Fasern erkennbar, Vergr. 120fach

Abb. 16 Zahnpulpa Schwein, Nachweis von Kollagen I11. Die Kollagen I11-positiven Fasern bilden
ein unterschiedlich dichtes Grundgerist in der Pulpa, dasin der Umgebung von Gefél3en (G)
verdichtet ist, Vergr. 250fach
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3.1.2 Ergebnisse der histochemischen allgemeinen Kohlenhydratnachweise

Alcianblau bei pH 2,5

Alcianblau férbt bei dem gewahlten pH-Wert die gesamte Matrix der Pulpa kréftig an. Oft ist das
Zentrum der Pulpa etwas schwéacher geférbt a's die Peripherie. Bei hoherer Vergrof3erung zeigt sich,
dass Alcianblau in zwei morphologischen Reaktionstypen auftritt. Einmal farben sich feine Fasern,
zum anderen farbt sich die amorphe Matrix. Die grof3eren Blutgefalie werden innen von einem sehr
kré&ftig und weiter aufen von einem relativ schwach angeférbten Hof umgeben. Ganz vereinzelt
lassen sich mit dieser Methodik kréaftig blau gefarbte Mastzellen beobachten.

Abb. 17 Zahnpulpa Schwein, Farbung mit Alcianblau pH 2,5, weist die (blau geférbten)
anionischen Matrixkomponenten nach, die hier im Bindegewebe Glykosaminoglykane sind. G:
Blutgeféie. Gegenfarbung mit Kernechtrot, Vergr. 250fach
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Abb. 18 Zahnpulpa Schwein, Farbung Alcianblau pH 2,5, der blaue Farbstoff weist die
Glykosaminoglykane der Matrix nach. Auffallig ist ein vermutlich artefizieller heller Hof um die
Fibroblasten, deren Kern rot gefarbt wurde, Vergr. 450fach

Abb. 19 Zahnpulpa Schwein, Farbung Alcianblau pH 2,5, Ubersicht, D: Peripherie, Z: Zentrum der
Pulpa, die Blauférbung ist in der Peripherie und im Zentrum der Pulpa annghernd gleich, Vergr.
250fach
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Alcianblau bei pH 1
Die Farbintensitét des Alcianblau ist bei pH 1 kaum schwécher als bei pH 2,5 und éhnelt letzterer
somit weitgehend.

Abb. 20 Zahnpulpa Schwein, Féarbung Alcianblau pH 1, die Intensitét der Farbung ist sehr dhnlich
der bel der Farbung bei pH 2,5 (Abb. 19), Vergr. 250fach
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Periodsaur e-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)
Beim Schwein féarbt sich in der Zahnpul pa, wie beim Menschen, die amorphe Matrix schwach
violett an. AuRerdem kommen feinfaserige Strukturen zur Darstellung. Die Wénde der kleinen

Arterien farben sich mittelstark an.

Abb. 21 Zahnpulpa Schwein, PAS-Farbung. Die PAS-Féarbung farbt die Matrix schwach bis méaidig
stark an, fur die Farbung sind zum erheblichen Teil die feinen Kollagenfasern (= retikul &ren Fasern)

verantwortlich, Vergr. 250
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3.1.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Nachweise von Matrixkomponenten

Decoran

Das Decoran lasst sich in mittelstarker Anféarbung in der gesamten Matrix nachweisen.
Morphologisch Iasst es kaum Faserstrukturen erkennen, mitunter ist auch das Zytoplasma der
Fibroblasten angefarbt.
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Abb. 22 Zahnpulpa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Decorans. Die Matrix farbt sich
diffus und feinfaserig an, Vergr. 250 fach

Fibronectin

Fibronectin farbt die Matrix schwach bis mittelstark an, klare morphol ogische Strukturen sind nicht
erkennbar, jedoch kdnnen kleine Areale, vermutlich perizelluldre Zonen, stérker geférbt sein alsdie
amorphe Matrix. Die Blutgefél3e sind von einem auffallend fibronectinarmen Mantel umhllt. Die

Farbeintensitét ist peripher im Bereich der Odontoblasten stérker alsim Zentrum der Pulpa.
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Abb. 23 Zahnpul pa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Fibronectins. Das
Farbeergebnisist differenziert und schwer zu interpretieren, die Wand der Blutgefélde (G) ist kréftig
gefarbt, der faserreiche Hof dagegen nur sehr schwach, im typischen Pulpagewebe ist die Farbung
schwach bis méfiig stark, Vergr. 250fach

™

Abb. 24 Zahnpulpa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Fibronectins, im
Odontaoblastenbereich (O) wird der Umriss der Zellen deutlich, im Zentrum dominiert ein eher
diffus-feinfaseriges Erscheinungsbild des Nachweises, Vergr. 250fach
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Chondroitin-6-sulfat
Der Nachweis des Chondroitin-6-sulfats férbt die Bindegewebsmatrix schwach bis mittelstark an,
verbreitet ist eine netzformige Faserstruktur erkennbar.

Abb. 25 Zahnpul pa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats. Der
Reaktionsausfall ist unterschiedlich stark und oft faserig, u.U. sind hier grof3e Hyaluronan-
Aggrecan-Komplexe dargestellt, in der Umgebung auch kleiner Blutgefél3e,der Reaktionsausfall ist
verhdtnismaliig kréftig. Vergr. 450fach

[ _' d E  ut

Abb. 26 Zahnpul pa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats, der
Reaktionsausfall ist in der Wand der Blutgefaide (G) besonders kréftig, Vergr. 450fach
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Der matansulfat
Beim Dermatannachweis féarbt sich die Matrix ganz schwach an, z. T. treten faserige Strukturen
hervor. Auch die Fibroblasten farben sich schwach an.

Abb. 27 Zahnpul pa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des Dermatansulfats. Der Nachweis
fallt generell schwacher aus als der des Chondroitinsulfats und ist in der Umgebung von Gefél3en
und Fibroblasten etwas kraftiger alsin der zellfreien Matrix, Vergr. 450fach

S-100

S-100 markiert beim Schwein kleine und gréf3ere Nerven, deren Zahl durchgangig niedriger zu sein
scheint als beim Menschen, was aber vermutlich auf einem Zufall beruht, da keine Schnittserien
untersucht wurden. Auffalig ist, dass beim Schwein auch die Fibroblasten im Zentrum der Pulpa
mit dem S-100-Antikorper reagieren (Abb. 28), wobei unklar bleibt, ob es sich dabei um eine
unspezifische Kreuzreaktion handelt.
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Abb. 28 Zahnpulpa Schwein, immunhistochemischer Nachweis des S-100 Proteins, das hier
deutlich die Fibroblasten markiert, Vergr. 250fach

A

Neur ofilamente (NFPC)
Der eingesetzte Antikorper gegen Neurofilamente weist sehr deutlich Nerven in der Pulpa nach,
auch Einzelfasern.

Abb. 29 Zahnpulpa Schwein, immunhistochemischer Nachweis der Neurofilamente in Nerven (N)
und feinen Fasern in der Wand von Arteriolen (A), Vergr. 450fach
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Kollagen |
Mit dem Kollagen | Antikorper reagieren relativ kréftig Fasern in der Umgebung der Gefél3e, und

zusétzlich feine Fasern in der gesamten Matrix der Pulpa.

Kollagen 111
In der gesamten Pul pa reagieren feine Fasern schwach bis mittelstark positiv. In der Umgebung von
Blutgefailen fallt die Reaktion etwas kraftiger aus (Abb. 15, 16).

Milch- und Ersatzzéhne unterscheiden sich hinsichtlich der erzielten Farbeergebnisse des
Pul pagewebes nicht. Beim Milchgebil3 ist jedoch der Matrixraum etwas weiter als beim Ersatzzahn

und die Matrixfasern sind zarter und weniger zahlreich.
3.2 Lichtmikroskopische Befundein der Zahnpulpa Mensch

Allgemeines
Die menschliche Pulpahohle besteht ganz dhnlich wie die des Schweines, aus einem
mesenchymahnlichen Bindegewebe, das Nerven und viele kleine Blutgefal3e enthélt. Die kleinen

Arterien und die Arteriolen besitzen eine relativ kréftige Adventitia aus Kollagen vom Typ I.

Abb. 30 Zahnpul pa Mensch, Ubersicht, Peripherie (P) und Zentrum (Z) der Pulpa sind abgebildet.
In der Peripherie sind rot gefarbte Fasern haufiger als im Zentrum, in diesem Prdparat sind keine
typischen Odontoblasten ausgebildet. Farbung HE, Vergr. 45fach
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Abb. 31 Zahnpulpa Mensch, Ubersicht, O: Odontoblasten, G: Arteriolen; in der Peripherie treten
kleine rot geféarbte Kollagenfaserblindel auf (Pfeile), Farbung HE, Vergr. 120fach

Abb. 32 Zahnpulpa Mensch, Nachwei's zahlreicher kleiner Gefélie (Pfeile, einschliefdlich vieler
Kapillaren) und eines grofieren Nerven (N), Farbung HE, Vergr. 250fach
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Abb. 33 Zahnpulpa Mensch, Ubersicht mit dem dichten dreidimensionalen Netzwerk aus
Fibroblasten, die Matrix erscheint Uberwiegend homogen hell. A: Arteriole, Farbung HE, Vergr.
250fach

Abb. 34 Zahnpulpa Mensch, Region im Zentrum der Pulpa mit grofReren und kleineren Geféal3en (G)
und relativ locker verteilten Fibroblasten, Farbung HE, Vergr. 250fach
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Zdlen

Die Z€llen des Pulpagewebes sind fast ausschliefdlich schlanke Fibroblasten mit relativ hellem Kern
und zwei oder drei diinnen Zellausl dufern, die sich mit den Auslaufern benachbarter Zellen
bertihren. Die Zahl dieser Zellen unterscheidet sich im Zentrum und in der Peripherie der Pulpa; im
Zentrum sind sie sparlicher alsin der Peripherie, wo sie recht zahlreich sind und fast
epithelahnliche Formationen bilden kénnen, was ganz auf3en, im Bereich der Odontoblasten am
auffalligsten ist. Die Kerne dieser peripheren Zellen, zu denen auch die Odontoblasten gehdren,
sind heller und rundlicher alsim Zentrum. Der Unterschied hinsichtlich der Zellzahl zwischen
Zentrum und Peripherie ist beim Menschen viel deutlicher als beim Schwein. Das Zytoplasma der
peripheren Fibroblasten und ihre Fortsétze sind breiter. Freie Zellen sind im untersuchten Gewebe
sehr selten.
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Abb. 35 Zahnpulpa Mensch, Randbezirk der Pulpa mit Odontoblasten (O), Gefél3en (Pfeile),
Kollagenfaserblindeln (K) und Nerven, das Pulpagewebe hat sich vom Dentin (D, linke obere Ecke)
abgel 6st, Farbung HE, Vergr. 250fach
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Abb. 36 Zahnpulpa Mensch, Randregion der Pulpa mit Odontoblasten (O), von denen Tomessche
Fortsédtze ausgehen (Pfeile). Die Matrix unter den Odontoblasten ist etwas dichter und faserreicher
alsim Zentrum; die Fibroblasten der Peripherie sind etwas gréf3er alsim Zentrum, Farbung HE,
Vergr. 450fach

3.2.1 Ergebnisse mit histologischen Farbungen unter besonderer Ber icksichtigung der Fasern
in der Bindegewebsmatrix

Fasern

Die Matrix ist recht umfangreich und besteht tberwiegend aus Grundsubstanz und aus kréftigen
und zarten Kollagenfasern. Elastische Fasern lief3en sich nur in der Wand der kleinen Blutgefélie
nachweisen. Die kréftigen Kollagenfasern, die sich auch in der Adventitia der Arterien und
Arteriolen finden, bestehen vor allem aus Kollagen Typ | und férben sich kraftig mit der Azan-
und van Gieson-Farbung.
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Abb. 37 Zahnpulpa Mensch, Ubersicht mit Verteilung der Fibroblasten (rot) und der feinen
Kollagenfasern (blau), rechts oben: Randregion der Pulpa mit dichterem Kollagenfasergeriist,
Férbung Azan, Vergr. 250fach
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Abb. 38 Zahnpulpa Mensch, gefélireiche Region, die Gefélke (Pfeile) sind von einer auffallenden
Kollagenmanschette (blau) umgeben. N: Nerv, Farbung Azan, Vergr. 250fach



Sietreten in Form kleiner Bindel auch in der Pul paperipherie und in den Wurzelkanden auf. Die
zarten Kollagenfasern sind retikulére Fasern und lassen sich auch gut mit Azanfarbung und im
Vergleich mit anderen Geweben weniger befriedigend mit der Versilberung nach Gomori

nachweisen.
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Abb. 39 Zahnpulpa Mensch, zentral gel egene Region der Pulpa mit kollagenreichen Manschetten
um die Blutgefal3e (Pfeile), Farbung Azan, Vergr. 250fach

Abb. 40 Zahnpulpa Mensch, Randzone der Pulpa mit Odontoblasten (O) und kollagenfaserrei cher
Matrix. Pfeile: Gefél3e, D: abgel 6stes Dentin, Farbung Azan, Vergr. 250fach
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Abb. 41 Zahnpulpa Mensch, in der Umgebung der Gefalie (Pfeile) dominieren grébere dicht
gel agerte Kollagenfasern (rot) in der Matrix findet sich ein feines Gespinst zarter Kollagenfasern
(rosa-rot), Farbung Van Gieson, Vergr. 250fach

Abb. 42 Zahnpulpa Mensch, Versilberung nach Gomori, diese Farbung weist retikulére Fasern
nach, im Pul pagewebe kommen aus nicht bekannten Griinden nur auffallend wenige solcher Fasern
zur Darstellung, Vergr. 450fach
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Abb. 43 Zahnpulpa Mensch, Versilberung nach Gomori, schwarz: feine retikulére Fasern, braun:
grobere Kollagenfasern (Typ | Kollagen), Vergr. 250fach

Abb. 44 Zahnpulpa Mensch, immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ |, die Blutgefalze
(Pfeile) und Nerven (N) sind hauptséchlich von Fasern aus Kollagen vom Typ | umgeben, in der

Ubrigen Matrix zeigt der Kollagen Typ | Nachweis nur ein blass-geférbtes zartes feines Netz, Vergr.
250fach
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Abb. 45 Zahnpul pa M ensch, immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ |, das Kollagen
vom Typ | ist in der ganzen Pulpaverbreitet, ist aber am Pulparand (links im Bild) und perivaskul &
konzentriert, Vergr. 250fach

Dieretikuléren Fasern bestehen Uberwiegend aus Kollagen Typ 11 und bilden sowohl im Azan- als
auch im Kollagen-111-Préparat einen dichten feinfaserigen Filz, dessen diinne Fasern im
Versilberungspraparat offensichtlich nicht angeférbt sind. Im Bindegewebe finden sich kleine
Arterien, zahlreiche Arteriolen, Kapillaren, Venolen und kleine Venen. Aul3erdem sind regelmaiig
Nerven und Lymphgefal3e nachweisbar. Unter der peripheren Zellschicht der Pulpasind
Blutkapillaren besonders zahlreich. Die Nerven enthalten auch myelinisierte Fasern.



Abb. 46 Zahnpulpa Mensch, immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ 111, das Kollagen
vom Typ 111 bildet ein dichtes Netzwerk in der Matrix der gesamten Pulpa, Vergr. 450fach
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Abb. 47 Zahnpulpa M ensch, immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ 111, héhere
Vergrof3erung des Kollagen Typ Il Netzwerksim Zentrum der Pulpa, Vergr. 450fach
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Abb. 48 Zahnpulpa M ensch, immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ 111, das Kollagen
vom Typ |11 bildet ebenso wie das vom Typ | in der Peripherie (P) der Pulpaein dichtes Netz, in der
unmittel baren Odontoblastenzone (O) kommt dieses Kollagen nur spéarlich vor. D: abgel 6stes
Dentin, Vergr. 450fach

3.2.2 Ergebnisse der histochemischen allgemeinen Kohlenhydratnachweise

Alcianblau pH 2,5

Beim Menschen farbt sich die Matrix der Pulpa mit Alcianblau bei pH 2,5 kréftig an. Hohe
VergrofRerungen zeigen wie in der Pulpa des Schweins auch hier einen feinen Faserfilz und
homogene Areale in der amorphen Grundsubstanz. Generell ist die Peripherie starker angeféarbt al's
das Zentrum. Ziemlich kréftig ist oft eine Zone unterhalb der zellreichen Peripherie angefarbt. Dort
wo im Schnitt Dentin erhalten geblieben ist, ist erkennbar, dass auch die Auskleidung der
Dentinkanalchen positiv angeférbt ist. Die Blutgefélie sind alle von einem kréftig gefarbten Mantel
Alcianblau-positiven Materials umgeben; selten sind intensiv geféarbte M astzellen nachwei sbar.
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Abb. 49 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau pH 2,5, Nachweis von Glykosaminoglykanen,
die blau geférbt sind und die einen wesentlichen Teil der Matrix ausmachen, Vergr. 250fach

Abb. 50 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau pH 2,5, bei hdherer Vergrof3erung zeigt sich,
dass auch feinfédige Strukturen angeféarbt sind, u.U. Proteoglykane an der Oberfléche von
Kollagenfibrillen, Vergr. 450fach
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Abb. 51 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau pH 2,5, Randregion der Pulpa mit
Odontoblasten. Die Zone der Odontoblasten féarbt sich relativ stark an. Vergr. 450fach

Alcianblau pH 1
Beim Menschen falt die Farbung der Matrix mit Alcianblau bei pH 1 meistens dhnlich kréftig aus

wie bei pH 2,5, obwohl die Farbintensitét in manchen Préparaten erkennbar schwéacher ist al's bei
pH 2,5 (s. Abb. 52).

Abb. 52 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau pH 1, die Farbreaktion ist im vorliegenden
Préparat relativ schwach, Vergr. 450fach



Abb. 53 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau pH 1, im vorliegenden Fall féllt der Farbton
relativ kréftig aus, Vergr. 120fach

Abb. 54 Zahnpulpa Mensch, Farbung mit Alcianblau, pH 1, die Zone unter den Odontoblasten ist
etwas stérker angeférbt als das Gewebe weiter im Innern der Pulpa, Vergr. 250fach
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Periodsaur e-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

PAS férbt in der Pulpa sehr schwach die amorphe Grundsubstanz, sowie etwas kréftiger feinfasrige
Strukturen in der Matrix zwischen den Fibroblasten an. Zum Tell waren auch Zytoplasmaareale in
den Fibroblasten fleckformig angefarbt.

3.2.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Nachweise von Matrixkomponenten

Decorin (= Decoran)
Decoran farbt ein dichtes feines Fasernetz in der gesamten Pulpa. Die Adventitia der Arterien und
Arteriolen ist besonders kréftig angeférbt. Im Bereich der peripheren zelldichten Zoneist das

Decoran nur schwach nachwei sbar.

{

”
»

L

Abb. 55 Zahnpulpa Mensch, Zentrum der Pulpa, immunhistochemischer Nachweis des Decorans
eines Proteoglykans, das mit der Oberflache der Kollagenfibrillen (sowohl mit Typ I- als auch mit
Typ I11-Kollagen) assoziiert ist. G: Gefal3, Vergr. 450fach
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Abb. 56 Zahnpulpa Mensch, immunhistologischer Nachweis des Decorans an Kollagenstrukturen
eines Nerven (N) und an Kollagen der zentralen Pulpa, Vergr. 450fach

Abb. 57 Zahnpulpa M ensch, immunhistochemischer Nachweis des Decorans in der Randzone der
Pulpa, wo die Férbereaktion kréftig ausfallt, auch im Bereich der Odontoblasten (O), kréftig
reagieren auch die Wande von Blutgefél3en (G). D:Region des Dentins, Vergr. 250fach
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Der matansulfat
Der Nachweis des Dermatansulfats félt schwach aus, meistensist dieses Glykosaminoglykan an

feinen Faserstrukturen lokalisiert.

Chondroitin-6-sulfat
Dieses Glykosaminoglykan kommt in der ganzen Zahnpulpa verbreitet vor und kann sowohl

homogen, als auch feinfaserig verteilt sein.

Abb. 58 Zahnpulpa M ensch, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats, die
Morphologie der Farbreaktion fallt oft feinfadig aus, Vergr. 250fach
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Abb. 59 Zahnpul pa M ensch, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfatsim
Zentrum der Pulpa; relativ intensiv férbt sich die Umgebung kleiner Blutgefél3e an, Vergr. 450fach

Abb. 60 Zahnpul pa Mensch, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats, die
Reaktion féllt in der Odontoblastenschicht (O) besonders intensiv aus, die Tomesschen Fasern
reagieren positiv. D: Region des abgel dsten Dentins, Vergr. 250fach
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Abb. 61 Zahnpulpa Mensch, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats in einem
Dentinbruchstiick (D). Die positive Reaktion findet sich am Rande der Dentinkanélchen, O:
Odontoblasten, Vergr. 450fach

Abb. 62 Zahnpulpa Mensch, immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-sulfats in der
Peripherie der Pulpa. Im Bereich der Odontoblasten (O) und der Zone unmittelbar unter diesen
Zellenist die Farbreaktion besonders kraftig. G: Gefél3, N: Nerv, D: Region des abgel 6sten Dentins,
Vergr. 250fach






Abb. 64 Zahnpul pa Mensch, immunhistochemischer Nachweis des Fibronectins im Randbereich
der Pulpa. D: Region des abgel 6sten Dentins, G: Gefal3. Die Peripherie der Pulpa reagiert kraftiger
alsdas Zentrum, Vergr. 250fach

S-100

S-100 markiert sehr klar die Schwann-Zellen der Nerven in der Pulpa, deren Présenz mithilfe dieses
Nachweises zu erfassen ist. Aul3er grof3eren Nervenstammen mit myelinisierten Fasern lief3en sich
auch einzelne feine Fasern erkennen, Einzelfasern, wie sieim Bereich der Odontoblasten zu
erwarten waren, waren jedoch nicht erkennbar. Zusétzlich zu den Nerven reagierten mit dem S-100
einzelne grof3e granulierte Zellen in der Pulpa, deren Natur nicht eindeutig geklart werden konnte.
In Parallelschnitten, die mit Alcianblau angefarbt waren, fanden sich keine Mastzellen, die u. U. fur
die S-100-Reaktion verantwortlich sein kdnnten. Mdglicherweise handelt es sich um eine
Kreuzreaktion mit Makrophagen.
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Abb. 65 Zahnpul pa Mensch, immunhistochemischer Nachweis des S-100 Proteins. ES reagieren die
Schwann-Zellen der Nerven (N) sowie einzelnerelativ grof3e granulierten Zellen (Pfeil), Vergr.
450fach

Neurofilament-Protein (NFPC)
Mit dem NFPC-Antikorper lassen sich gut alle Nerven erfassen, einschliefdich feiner Einzelfasern,
die aber auch mit dieser Methode nicht im Bereich der Odontoblasten nachzuwei sen waren.

Kollagen |
Der Nachweis von Kollagen | hebt kréftige und feine Fasern in der Umgebung von Blutgefal3en und
in der Pulpaperipherie hervor, farbt aber auch zahlreiche feine Fasern in der gesamten Pul pamatrix

an.

Kollagen 111
Der Ausfall der immunhistochemischen Farbung des Kollagens vom Typ 111 fé8llt &hnlich wie die
des Kollagensvom Typ | aus, ist aber generell kréftiger. Kollagen I11-positive feine Fasern kommen

in der gesamten Pulpain reichem Mal3e vor.
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3.3 Elektronenmikroskopische Befunde
In dieser Arbeit wird elektronenmikroskopisch nur Pul pagewebe vom Schwein untersucht.
Entsprechende Befunde vom Menschen finden sich bei Weindl (2005).

Glykosaminoglykane wurden mit cupromeronischem Blau (CMB) und Scotts kritischer
Elektrolytkonzentrationsmethode gefarbt (Scott und Haigh, 1988). Bei dieser Methode werden
sulfatierte Glykosaminoglykane als Komponenten der Proteoglykane selektiv geféarbt. Der
Betrachter kann sie dann a's el ektronendichte nadel formige Prézipitate im Elektronenmikroskop
und auf den Abbildungen erkennen.

3.3.1 Interaktionen von Kollagenfibrillen und Proteoglykanen in der Zahnpulpa des Schweins

Vorbemerkungen

Das Kollagenmol ekll besteht aus drel helikalen Polypeptidketten, die umeinander gewunden sind
und eine Art dreistrangige ,, Superhelix“ bilden (Alberts et al., 2009). Diese Kollagenmolekiile sind
Monomere, die im Extrazellularraum polymerisieren und auf komplexe Weise die Kollagenfibrille
bilden. Diese Fibrilleist nur im Elektronenmikroskop eindeutig zu erkennen. Sie lagert sich aber
fast immer mit anderen Fibrillen zu Bindeln zusammen, die Kollagenfasern genannt werden und im
Lichtmikroskop gut erkennbar sind. Die Zahl der Fibrillen, die eine Faser aufbauen, variiert stark
und ist mit der Funktion der Fasern korreliert. In stark zugbeanspruchten Fasern sind diese

besonders dick und enthalten hunderte von Fibrillen.

In einer Faser liegen die Fibrillen in konstantem Abstand parallel zueinander, was vor alem dem
Fibrillen-assoziierten Proteoglykan Decoran zu verdanken ist, das die Fibrillen nicht nur sowohl
verbindet, als auch auf Abstand hat, sondern auch ein Verschmelzen der Fibrillen verhindert
(Erlinger et a., 1993).

Die Kollagenfibrillen sind meistens Gberwiegend aus Kollagen Typ | oder Kollagen Typ I11
aufgebaut. Typ I-Fibrillen sind etwas dicker (50-90 nm) as Typ IlI-Fibrillen (20-40 nm).

Die Kollagenmolekile sind in der Fibrille so angeordnet, dass die Fibrille eine Querstreifung erfahrt
(Linnemann und Kuhl, 1999; Alberts et al., 2009).
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Abb. 66 Pulpa Schwein, Unterkiefer—Frontzahn, drei Kollagenfibrillen, longitudinal geschnitten.
Pfeile: nicht kollagen-assoziierte Proteoglykane, 0,06 M CMB, Vergr. 89904fach

Die Querstreifung ist durch eine spezifische Abfolge dunkler und heller Banden gekennzeichnet.
Das Muster dieser Banden wiederholt sich theoretisch ale 67 nm (,, D-Periode").
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Abb. 67 Pulpamatrix, Schwein, Kollagenfibrillen longitudinal geschnitten mit assoziierten
Proteoglykanen (Decoran, Pfeile), 0,06 M CMB, Vergr. 89900fach

Die Bandenabfolge lautet: d, c, b, a, e, d (Scott und Haigh, 1988), was im Prinzip auch auf den
Kollagenfibrillen der Zahnpul pa erkennbar ist. Das genaue Querstreifenmuster wurde aber in dieser
Arbeit nicht analysiert. Es zeigte sich aber, dass die tatsichlichen Messwerte der D-Periodeim
glutaraldehydfixierten und kunstharzeingebetteten Material von den theoretischen 67 nm oft
abweichen (siehe Tabelle 5).

Unterschiede vom theoretischen Wert lassen sich wahrscheinlich auf Fixierungs- und
Einbettungstechniken, auf die verschiedenen Gewebsarten und auch auf das Alter des Gewebes
zurckfuhren (Erlinger, Welsch, Scott, 1993; Trotter & Koob, 1989; Hidaka & Takahashi, 1983;
Kuhn, 1987; Baccetti, 1967; Wilkie, 1988; Holland & Grimmer, 1981; Meyer, 1971).

Befunde am Kollagen und an den CM B-Prazipitaten der Zahnpulpa

Die Breite der D-Peroide belauft sich im vorliegenden fixierten Material im Durchschnitt auf ca.
54,8 nm.

Die nachfolgende Tabelle (es wird nur ein Auszug der Messwerte dargestellt) soll die Messungen
belegen und den an 35 Z&hnen (Milchzéhne und bleibende Zahne) gemessenen Durchschnittswert

der D-Periode 54,8 nm dokumentieren.

70



Tabelle 5. D-Periode gemessen an Longitudinal schnitten

Zahn Bandenbreitein nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 1. Prémolar | 49,0 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 1. Pramolar | 50,0 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 2. Prémolar | 46,0 nm

Bleibender Zahn Oberkiefer, 2. Molar 59,0 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 41,4 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 59,5 nm
Milchzahn Oberkiefer, 2. Molar 54,0 nm
Milchzahn Oberkiefer, 2. Molar 51,3nm
Bleibender Zahn Oberkiefer, 1. Molar 54,5 nm
Bleibender Zahn Oberkiefer, 1. Molar 39,5nm
Bleibender Zahn Oberkiefer, 1. Molar 51,7 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 65,5 Nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 47,2 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 59,5 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 67,7 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 2. Pramolar | 41,4 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 2. Prémolar | 59,5 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 1. Pramolar | 62,2 nm

Bleibender Zahn Unterkiefer, 2. Prémolar | 74,6 nm
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Milchzahn Oberkiefer, 2. Molar 53,9 nm

Milchzahn Oberkiefer, 2. Molar 77,9 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 51,2 nm
Milchzahn Oberkiefer, 1. Molar 83,5nm
Bleibender Zahn Oberkiefer, 2. Molar 46,4 nm

Ergebnis aller gemessenen Werte

(auch die hier nicht aufgefiihrten) im 54,8 nm

Durchschnitt:

Verteilung und Anordnung der CM B-Prazipitate

Die CMB-Préazipitate wurden in der Zahnpulpain zwei Typen gefunden: 1. in Form feiner Nadeln,
diein Beziehung zu einer Kollagenfibrille stehen, und bei denen in dieser Arbeit davon
ausgegangen wird, dass es sich um die Kohlehydratkette des Decorans handelt (Orgel et al., 2009)
und 2. in Form grofRerer dickerer Nadeln, die keine Beziehung zu den Kollagenfibrillen (Abb. 66)
haben. Die nadelformigen Proteogl ykanprézipitate docken bevorzugt an bestimmten Banden der
Fibrillen an. (Scott und Thomlinson, 1998) und zwar den d- und e-Banden. Dies trifft
wahrscheinlich auch auf die Fibrillen in der Zahnpulpa des Schweins zu, und zwar bei Milch- und
bleibenden Zahnen. Eine gesicherte Aussage zu dieser Lokalisation kann aber nicht gemacht
werden, dadies die sorgfédltige Analyse einer Serie von Aufnahmen noch hoherer Vergrofderungen
erfordern wirde. Sicher kann gesagt werden, dass an longitudinal angeschnittenen Kollagenfibrillen
sehr oft ein CMB-Prézipitat in Hohe der relativ dicken d-Bande anzutreffen ist, die Prézipitate
wiederholen sich also folglich alle (theoretisch) 67nm (Abb. 68, 69, 70 u. a.).
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Abb. 68 Zahnpul pa Oberkiefermilchmolar, Pfeile: d-Bande der D-Periode, 0,06 M CMB, Vergr.
66750fach

Abb. 69 Zwei Kollagenfibrillen in der Zahnpul pa eines Oberkiefer-Milchmolaren. Pfeile deuten D-
Periode an. Beachte die vielen groRen CMB-Prézipitate in der Matrix ohne Beziehung zu den
Kollagenfibrillen. 0,06 M CMB, Vergr. 89900fach
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Welterhin lief3 sich feststellen, dass die Proteoglykanprazipitate sehr haufig unterschiedliche
Andockarten aufweisen. Wie z. B. in Abbildung 70 deutlich wird, stehen die Prazipitatnadeln nicht
nur, wie z. T. ausschlief3lich angenommen, senkrecht beziehungsweise horizontal von den
Kollagenfibrillen ab, sondern scheinen sich auch direkt auf die Kollagenfibrillen beziehungsweise
sogar um sie herum zu legen. Allerdingsist dies wohl nur eines der vielen Andockmuster zwischen
Proteoglykanen und Kollagenfibrillen. Oft sind die CMB-Prézipitate quer getroffen und erscheinen
dann als dunkle Punkte, die den Kollagenfibrillen eng anliegen (z. B. Abb. 68, 70).

Abb. 70 Kollagenfibrillenbiindel in der Zahnpul pa eines Oberkiefermilchmolaren, Pfeile zeigen auf
die Verbindung benachbarter Fibrillen durch CM B-positive Proteoglykane, Pfeilkopfe: CMB-
Prézipitate, die der Fibrille longitudinal oder schrag anliegen. 0,06 M CMB, Vergr. 66750fach

Die Abbildungen 68, 70, 73 und 74 zeigen Ausschnitte von Kollagenbtindeln in der Zahnpul pa des
Hausschweines. Hier erkennt man das Zusammenspiel des Systems “Kollagenfibrillenbindel”. Es
besteht ein bestimmter Abstand zwischen den Fibrillen, der immer gewahrt wird. Auch in diesen
Abbildungen lassen sich viele senkrecht zu den Kollagenfibrillen abstehende Prézipitatnadeln
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erkennen, aber ebenso sind quer angeschnittene, zirkular um die Fibrillen herum liegende,
Prézipitatnadeln vorhanden.

Neben den beschriebenen kollagenassoziierten Proteoglykanen liegen ebenfalls nicht
kollagenassoziierte Proteoglykane in der Pulpamatrix vor. Diese nicht kollagenassoziierten
Proteogl ykane imponieren aufgrund ihres hohen Hyaluronananteils als sehr grof3e Polyanionen und
erscheinen in vielfétigen Formen (z. B. Abbildungen 69, 71, 72, 75).

Abb. 71 bleibender Oberkiefermolar, Pfeile: nicht kollagenassoziierte Glykosaminoglykane und
vermutlich Hyaluronan, 0,06 M CMB, Vergr. 89900fach
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Abb. 72 Einzelne Kollagenfibrille (Pfeil) in amorpher Matrix (Sternchen); die Fibrilleist mit CMB-
Prézipitaten bedeckt, obwohl vermutlich keine weitere Fibrille in der Nahe liegt. Zahnpulpain
Unterkieferfrontzahn, Milchzahn, 0,06 M CMB, Vergr. 66750fach

Abb. 73 Zahnpul pa e nes bleibenden Oberkiefermolaren, Kollagenfibrillen (Sternchen) im
Querschnitt; ale Fibrillen sind komplex durch das Proteoglykan Decoran verbunden, 0,06 M CMB,
Vergr. 89900fach
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Abb. 74 Zahnpul pa e nes Oberkiefermilchmolaren, dicht gepackte Kollagenfibrillen (linkes
Dreiviertel des Bildes langsgetroffen, rechtes Viertel quergetroffen). Pfeilkopfe: quergetroffene
CMB-Préazipitate; Pfeile: , atypisch* angeordnete CMB-Préazipitate an den Kollagenfibrillen. Alle
Fibrillen sind durch Proteoglykane verbunden, 0,06 M CMB, Vergr. 89900fach

Die Kollagenfibrillen stellen sich im Querschnitt als kreisrunde, helle Strukturen dar. Die einzelnen
Fibrillen sind stets durch einen geringen Abstand voneinander getrennt. Der trennende Raum wird
sehr oft durch CM B-Préazipitate Gberbriickt (z. B. Abb. 70, 73 rechts). Der durchschnittlich,
wahrend diesen Untersuchungen gemessene Durchmesser der Fibrillen

beléuft sich auf ca. 72,65 nm.
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Tabelle 6: Messwerte des Kollagenfibrillendurchmessers im Querschnittbild

Zahn: Querschnitt in nm:
Bleibender Zahn Oberkiefer 1. Molar 92,9 nm
Bleibender Zahn Oberkiefer 1. Molar 48,9 nm
Bleibender Zahn Oberkiefer 1. Molar 73,4nm
Bleibender Zahn Oberkiefer 1. Molar 86,9 nm
Bleibender Zahn Oberkiefer 1. Molar 71,9 nm
Milchzahn Oberkiefer Caninus 86,9 nm
Milchzahn Oberkiefer Caninus 78,6 nm
Milchzahn Oberkiefer Caninus 107,8 nm
Milchzahn Oberkiefer Caninus 80,9 nm
Milchzahn Oberkiefer Caninus 74,9 nm
Milchzahn Oberkiefer 1. Molar 87,3 nm
Milchzahn Oberkiefer 1. Molar 62,3 nm
Milchzahn Oberkiefer 1. Molar 49,4 nm
Milchzahn Oberkiefer 1. Molar 47,9 nm
Ergebni_s aI_Ier g_emasenen__\Nerte _ _ 72 65 nm
(auch die hier nicht aufgefihrten) im Durchschnitt: '

Abb. 75 Zahnpulpa, bleibender Unterkiefermolar, Matrix mit z.T. sehr grof3en CM B-Prézipitaten,
die nicht mit den Kollagenfibrillen (Sternchen) assoziiert sind, 0,06 M CMB, Vergr. 55900fach
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Nicht kollagenassoziierte Glykosaminoglykane, wie sie z.B. in den Abbildungen 66, 69, 71, 72 und
75 vermehrt vorkommen, bestehen vermutlich aus Hyaluronan und angel agerten Proteoglykanen
und liegen fast immer in Form dicker, z. T. gekrUmmter Prézipitate vor.

Einige der Prézipitatnadeln stellen sich im Vergleich zu den anderen auffallig grof3 dar. Esliegt die
Vermutung nahe, dass sich u. U. mehrere diinne Nadeln zu einem Konglomerat zusammenfiigen
und sich dadurch fir den Betrachter als grof3er darstellen.

3.3.2 Vergleich der Interaktionen zwischen Kollagenfibrillen und Proteoglykanen in der
Pulpamatrix von Milchzahnen und bleibenden Zahnen beim Schwein

Anhand des gegebenen Untersuchungsmaterialsist es naheliegend, die Kollagenstruktur und die
Interaktionen zwischen Proteoglykanen und den Kollagenfibrillen bei Milchz&hnen und bei
bleibenden Zahnen gegentiiber zu stellen.

Prinzipiell ist bekannt, dass sich bei bleibenden Zahnen die Kronenpul pa aufgrund der
zunehmenden Kalkablagerungen tGber die Jahre kontinuierlich verengt (Schroeder, 2000).

Man vermutete, dass sich im Laufe der Zeit und mit zunehmender Beanspruchung Verénderungen
in der Kollagenstruktur und dem Verhaten der Proteoglykane deutlich machen wirden (Schroeder,
2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde solchen Vermutungen nachgegangen, und es wurden die
el ektronenmikroskopischen Bilder von Milchzdhnen (6 Monate) und bleibenden Zdhnen (18

Monate) miteinander verglichen.

In der hier vorgelegten Untersuchung lief3 sich feststellen, dass sich am Andockverhalten der
Proteoglykane zu den Kollagenfibrillen der Milchzahn nicht vom bleibenden Zahn unterscheidet.

Auch das Vorkommen, die Verteilung und die Gestalt der nicht kollagenassoziierten

Glykosaminoglykane ergaben im Vergleich keine wesentlichen Unterschiede.

Ein minimaler Unterschied wurde bei der Auswertung der D-Periode bel bleibenden Zéhnen im

Vergleich zu Milchzéhnen ermittelt.

Die D-Periode bei Milchzéhnen tendiert generell zu etwas hoheren Werten als bel bleibenden
Zahnen, so dass in dieser Untersuchung die Durchschnittswerte von 55,56 nm fir die
Milchzahnbandenbreite und 53,60 nm fir die D-Periode des bleibenden Zahnes herausgearbeitet
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werden konnten. Allenfalls konnte noch ein Unterschied in den Dicken der Kollagenfibrillen bei
Dauermolaren und Milchmolaren festgestellt werden.

Abb. 76 Zahnpulpain einem bleibenden Oberkiefermolaren, Kollagenfibrillenbiindel im

Querschnitt, einzelne Fibrillen sind schrag angeschnitten. Die nadelférmigen dunklen CMB-
Prézipitate verbinden benachbarte Kollagenfibrillen, 0,3 M CMB, Vergr. 66750fach

4. Diskussion

Abb. 77 Zahnpulpa Mensch, typischer histologischer Aufbau in eéinem Ersatzzahn, Farbung HE,
Vergr. 500fach
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Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, a) dass das Bindegewebe der Zahnpul pavon Milch- und
Ersatzzéhnen des Schweins keine durchgehenden histologischen Unterschiede aufweist (alenfalls
ist der Gehalt an Kollagenfasern [Typ | Kollagen] in der Zahnpulpa der Ersatzzéhne hoher alsin der
Zahnpulpa der Milchzdhne) und b) dass dieses Bindegewebe in den Ersatzzahnen des Schweins und
denen des Menschen ebenfalls morphologisch im Prinzip gleichartig aufgebaut ist. Nicht selten sind
in der Pulpa des Menschen mehr Kollagenfasern zu erkennen, was vermutlich am generell hoheren
Alter der untersuchten menschlichen Zahne liegt. Zum Teil sind auch vorhergehende
Entziindungsprozesse nicht auszuschlief3en, nach deren Abheilung méglicherweise vermehrt
Kollagen produziert wurde. Generell sind die Fibroblasten in der Peripherie der Pulpa gréf3er und
zytoplasmareicher asim Zentrum. Tendenziell sind die Zellen in der Zahnpulpa des Schweins
etwas groler als die des Menschen, was maoglicherweise durch das relativ junge Alter der
Schweinezéhne erklért werden kann, obwohl der Pulparaum nicht wachsen kann. Unter Umstanden
liegt auch ein genetisch bedingter GrolRenunterschied vor. So ergibt sich fir beide untersuchten
Spezies folgendes histologisches Bild der Zahnpulpa (Abb. 77): Ein Grundgertist aus locker
verteilten Fibroblasten, die Uber Fortsdtze miteinander verknipft sind und zwischen denen sich eine
Matrix aus Proteoglykanen und Kollagenfasern befindet. Die Abstande zwischen den

Pul pafibroblasten sind anndhernd gleich, so dass sich ein ebenmal3iges morphol ogisches Bild ergibt.
Die Peripherie der Pulpaist fast immer zellreicher und oft reicher an Kollagenfasern als das
Zentrum der Pulpa, die Zellen der Peripherie sind grof3er und zytoplasmareicher as die des

Zentrums.

Immunhistochemisch kommen Kollagen Typ | und Typ I11 in &hnlicher Verteilung und Menge vor,

wobei zu beachten ist, dass keine spezifischen quantitativen Analysen vorgenommen wurden.

In der Einleitung war angedeutet worden, dass die Einordnung des Pulpagewebes in die Systematik
der Bindegewebe uneinheitlich vorgenommen wird. Im Folgenden soll der morphol ogische A spekt
des Bindegewebes der Zahnpulpa mit dem der Zahnpapille, des Mesenchyms, und dem des
gallertigen Bindegewebes verglichen werden (Abb.78, 79, 80).

Die Zahnpapille (Abb. 78) ist, speziell in den ersten Stadien ihrer Entwicklung, deutlich zellreicher
als das Bindegewebe der ausgebildeten Zahnpulpa. Die Zellen sind kleiner, ihre Kerne sind
rundlicher und heller und die Fortsétze sind kiirzer als in der Zahnpul pa durchgebrochener Zéhne.
Die Matrix ist hell (proteoglykan- und wasserreich) und enthalt nur wenige zarte Kollagenfasern.
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Abb. 78 Ausschnitt aus der Zahnpapille, Mensch, Farbung HE, Vergr. 500fach

Das typische M esenchym (Abb. 79) besitzt unterschiedlich dichtgelagerte Zellen, in Blastemen
sind die Zellen dichter gepackt a's in spdteren Bindegewebszonen. Die Mesenchymzellen sind klein
und zart. Die Kerne der Mesenchymzellen sind rundlich, hell und besitzen einen relativ grof3en
Nucleolus, Mitosen sind haufig. Die Zellfortsdtze sind sehr fein. Die Matrix ist hell (proteoglykan-
und wasserreich), Kollagenfasern sind selten und zart. Die Mesenchymzellen unterscheiden sich
deutlich von den Fibroblasten der Pulpa durchgebrochener Zahne, @hneln aber den Zellen der
Zahnpapille. Sowohl das Mesenchym als auch das Gewebe der Zahnpapille unterscheiden sich
besonders deutlich vom Gewebe der Pulpa durchgebrochener Zdhne in Hinsicht auf die
Bindegewebsmatrix, die beim durchgebrochenen Zahn deutlich weitraumiger und faserreicher als
im Mesenchym und in der Papilleist.

Interessant ist der Gedanke von Scott et a. (2003), dass die hyaluronanreiche Kapsel von
bestimmten Bakterien u. U. der erste Hinweis auf die Entstehung einer ,, Bindegewebs*-Matrix sein

konnte.
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Abb. 79 Mesenchym in einem Mausembryo, Korperperipherie, links vermutlich ein Blastem der
Skelettmuskulatur; G: Gefal3, Pfeil: Mitose, Farbung Eisenhamatoxylinférbung, Vergr. 500fach

Das gallertige Bindegewebe (Abb. 80) besitzt locker verteilte, relativ grof3e Fibroblasten, deren
Kern meist langlich und nicht auffalig hell ist. Die Zellfortsétze sind oft lang und relativ kréftig.
Der Matrixraum ist sehr umfangreich. In der Matrix kann erstaunlich viel Kollagen vorkommen, die
hellen, proteoglykanreichen Bezirke nehmen vermutlich nicht so viel Raum ein, wie im
Mesenchym.
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Abb. 80 Gallertiges Bindegewebe der Nabel schnur des Menschen; Pfeile: Fibroblasten (rot),
Kollagenfasern (blau), Farbung Azan, Vergr. 500fach

Kollagenfibrillen in der Zahnpulpa von Milch- und Ersatzzahnen

Kollagenfasern bzw. —fibrillen sind in der Zahnpul pa nicht homogen verteilt, sondern treten in der
Pul paperipherie (oft) sowie in der Umgebung von Arterien, Arteriolen und Nerven in hGherer
Konzentration auf asin den Gbrigen Regionen der Pulpa. Diese Aussage beruht auf der
Interpretation der Farbeergebnisse der histologischen Farbungen (HE, Azan, van Gieson) und der
immunhi stochemischen Nachweise von Kollagen Typ | und Kollagen Typ |11, und betrifft sowohl
die Zahnpulpa von Mensch und Schwein. Die Ursache fir das vermehrte Vorkommen von
Kollagenfibrillen in der Pulpaperipherie ist schwer zu erkléren; hier befinden sich die
Odontoblasten, die relativ dicht zusammen liegen und mdglicherweise der Stabilisierung ihrer Lage
bedirfen. In der Umgebung der Arterien und Nerven dient das Kollagen vermutlich auch der
Lagestabilisierung. Auf den relativen Kollagenreichtum im Bereich der Odontoblasten und
Blutgefal3e in der Zahnpul pa des Menschen haben bereits Eifinger (1970), und Ten Cate (1985),

hingewiesen, deren Aussagen auf den Ergebnissen histologischer Farbungen beruhen.

Unbefriedigend ist das Ergebnis der Silberimpragnation nach Gomori, die Ublicherweise klar die
Verteilung der retikularen Fasern im Bindegewebe zeigt. Die retikul&ren Fasern sind feine
verzweigte Kollagenfasern, die Giberwiegend aus Kollagen Typ 111 bestehen (siehe z.B. Kiihn, 1987;
und Drenckhahn, 2008). Die Ursache fr den unbefriedigenden Féarbeausfall ist nicht klar,

moglicherweise liegt in der Zahnpulpa, in der vermutlich die tiblichen Zug- und Druckbel astungen
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von Bindegewebsstrukturen fehlen, ein besonderer Typ von retikuléren Fasern vor. Dass die
wesentliche Komponente von retikul&ren Fasern, das Kollagen vom Typ 111, in reichem Mal3e
vorhanden ist, zeigt der immunhistochemische Nachwels dieses Kollagentyps. Da aber retikuldre
Fasern auch besondere Glykoproteine, enthalten, die fur das Ublicherweise klare Farbeergebnis der
Silberimpragnation wichtig sind, kénnte es sein, dass die retikuléren Fasern der Zahnpulpain dieser
Hinsicht Besonderheiten zeigen. Fur diese Vermutung spricht auch das Ergebnis der PAS-Reaktion,
die ja Glykoproteine nachweist. Das Ergebnis der PAS-Reaktion ist in der Zahnpulpa schwach und
eher verwaschen, allenfalls lassen sich bei starker Vergréf3erung feinfaserige Strukturen erkennen,
was sich deutlich vom Erscheinungsbild der retikuldren Fasern in z. B. Milzgewebe unterschei det,

die sowohl bei der Versilberung, als auch der PAS-Reaktion klar und deutlich erkennbar sind.

Aufféllig ist, dass die immunhistochemische Farbung fir Kollagen vom Typ | und vom Typ 1|
ahnlich ausfallt. Dennoch féllt bei genauerem Hinsehen der immunhistochemische Nachweis des
Kollagensvom Typ |11 generell kréftiger aus als der des Kollagensvom Typ |, es scheinen sich
auch mehr Fasern darzustellen. Es gibt aber keine Regionen in der Pulpa, in denen nur Fasern mit
Kollagen vom Typ | oder 111 vorzukommen scheinen. Daher erscheint die Vermutung berechtigt zu
sein, dassin der Zahnpulpa die Kollagenfasern (und —fibrillen) sowohl Kollagen vom Typ | als
auch vom Typ |11 enthalten, wobei Kollagen vom Typ |11 Gberwiegt.

Dieraumliche Beziehung von Kollagenfibrillen und Proteoglykanen, soweit sie sich mit Hilfe
des CMB dar stellen lassen

Die Gestalt und die Form wohl aller beweglichen Organismen (Tiere) und ihrer verschiedenen
Organe werden durch die extrazel lulére Matrix des Bindegewebes aufrecht erhalten (bel den eher
statischen Pflanzen tbernimmt Zellulose die Funktion des Kollagens). Die Struktur und die
mechani schen sowie funktionellen Eigenschaften der Matrix hangen von der Existenz der
Kollagenfibrillen ab, die an der , richtigen” Stelle vorkommen und hier in bestimmter Ordnung
festgehaten werden. Die interfibrillére Organisation wird durch Briicken aus Proteoglykanen
stabilisiert. Sowohl Kollagen a's auch Proteoglykane sind Biopolymere (Scott, 2002).

Die Kollagenfibrillen sind in allen bisher untersuchten Matrices verschiedener Bindegewebe durch
molekulare Brickenstrukturen aus dem Proteoglykan Decoran (=Decorin) verbunden bzw. getrennt
(Orgel et d., 2009). Wegen der Universalitét der Verbreitung dieser zwei makromolekularen
Strukturen (Kollagen / Decoran) sprechen Scott und Thomlinson (1998) und Scott (2003) von

»Shape modules*. Damit soll zum Ausdruck gebracht werden, dass hier ein elementares Modul in
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allen Formen der Bindegewebsmaitrix vorliegt. Wenn Decoron, das Protein des Decorans, fehlerhaft
exprimiert wird, wird die Organisation der Bindegewebsmatrix gestort (Scott et al., 1998).

Die vorliegende Untersuchung hat auf el ektronenmikroskopischer Ebene gezeigt, dass die
fundamentalen shape modules auch in der Zahnpulpa des Schweines vorkommen, nachdem Weindl
(2005) gezeigt hatte, dass sie auch beim Menschen vorkommen. Damit wird die Universalitét der
Verbreitung der shape modules um ein Gewebe erweitert, dessen funktionelle Eigenschaften viel
weniger eindeutig durch mechanische Kréfte (Zug — Druck) bestimmt werden als dasin den
meisten Bindegeweben (Sehnen, Béander, Knorpel, usw.) der Fall ist. Tenorio et a. (2003) haben

lichtmikroskopisch gezeigt, dass Decorin und Biglycan in der Zahnpulpa der Ratte vorkommen.

Scott und Thomlinson (1998) haben den molekularen Aufbau der Briickenstruktur also der
Proteoglykane, zwischen Kollagenfibrillen in den verschiedenen Bindegeweben biochemisch und
elektronenmikroskopisch analysiert. Das verbindende Proteoglykan scheint bei alen bisher
untersuchten Organismen und Organen stets Decoran (= Decorin) zu sein. Das Decoran besteht
annahernd zu 50% aus Protein und zu 50% aus Glykosaminoglykanen (Orgel et al., 2009). Der
Proteinanteil ist an spezifischen Stellen nicht-kovalent an der Kollagenfibrille befestigt, und die
eigentliche Briicken- oder Verbindungsstruktur wird von mindestens 2 antiparallelen
Glykosaminoglykanketten gebildet, die meistens aus Chondroitinsulfat (oder Dermatansulfat =
Dermochondansulfat) bestehen (Scott und Thomlinson, 1998; Scott und Stockwell, 2006).
Wesentliche Komponenten der extrazelluléren Matrix (letztlich unserer ganzen Gestalt, Scott, 2006)
werden a so durch Kohlenhydratketten zusammen gehalten (Scott, 2006, 2008).

Wenn Bindegewebe unter bestimmten Bedingungen mit dem Farbstoff Cupromeronic Blue (CMB =
Kupfermeronisches Blau) im Block gefarbt wird, erscheinen die zwei (oder mehr, Scott 2001)
Glykosaminoglykanketten als el ektronendichte feine Nadeln. Das CMB bindet elektrostatisch an
Polyanionen. Diese Nadeln (Scott und Thomlinson 1998 sprechen von , filaments*) verbinden die
benachbarten Kollagenfibrillen einerseits und halten sie andererseits auf einen bestimmten Abstand.
Sie beeinflussen auch ihre Ausrichtung. Sie Gberspannen regelméaldig alle 60 — 65 nm und
orthogonal den Raum zwischen den Kollagenfibrillen. Die Zahl ,,60 — 65 entspricht ungeféhr einer
D-Periode. Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde oft eine CMB-,, Briicke" pro D-Periode
gefunden. Die Lange der Bricken ist in den verschiedenen Organen und bei verschiedenen
Organismen unterschiedlich (Orgel et a., 2009). Speziell die Querschnittsbilder der
Kollagenfibrillen (z. B. Abb. 73) zeigen, dass die Verbindungen zwischen den Fibrillen sehr
komplex sind und nicht einfach aus Strukturen bestehen, die senkrecht von der Fibrillenoberflache

abstehen. Hinweise auf die Existenz von ,, Protofibrillen”, longitudinalen Untereinheiten der
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Fibrillen, wie sie in Bindegeweben alter Menschen auftreten kdnnen (Scott, 1990), fanden sichin

der Zahnpulpa nicht.

Die exakten Bindungsstellen des Decorans an den Kollagenfibrillen sind schwer zu bestimmen
(Scott, 2001), und es gelang in dieser Arbeit auch nicht, die Bindungsstellen am Kollagen in der
Zahnpulpa exakt zu identifizieren; esist jedoch davon auszugehen, dass hier die gleichen
Verhdltnisse wie in anderen Matrices vorliegen. Orgel et a. (2009) haben den Proteinanteil des
Decorans, das Decoron, analysiert und gefunden, dass dieses halbmondférmige Gestalt besitzt, was
zur gekrimmten Oberflache der Kollagenfibrillen passt. Eine Besonderheit liegt in der Zahnpulpa
moglicherweise darin, dass die Glykosaminoglykanbriicken nicht nur senkrecht zur Langsachse der
Kollagenfibrillen verlaufen, sondern auch schrag und z. T. wahrscheinlich auch der Kollagenfibrille
direkt aufliegen. Die Bedeutung solcher Glykosaminoglykanketten ist noch unklar, moglicherweise

sind sie Anteile anderer Proteoglykane.

Interessant ist, dass auch einzelneisoliert liegende Kollagenfibrillen (Abb. 69, 71, 72) an ihrer
Oberflache dicht mit Decoran bedeckt sind, ohne dass sie hier eine Briickenstruktur aufbauen
konnen. Dies deutet u. U. darauf hin, dass dem Decoran zusétzlich Funktionen zukommen, die
bisher unbekannt sind.

Die Glykosaminoglykanbrtcken widerstehen in Sehnen erheblichen mechanischen Zugkréften
(Cribb und Scott, 1995), wie sie in der Pulpahohle nie auftreten. Es wird vermutet, dass diese
Brucke bei der Osteoarthritis unterbrochen ist oder fehlt (Scott et al., 2006; Scott und Wigley,
2007). Auch bel der Osteogenesis imperfecta verandern sich die Proteoglykan-Bindungsstellen an
der Kollagenfibrille (Scott und Tenni, 1997).

Ein neuer Aspekt dieser Glykosaminoglykanbriicken ergab sich, als Haverkamp et al. (2005)
entdeckten, dass sie Zuckereinheiten besitzen, die elastische Eigenschaften haben, die vermutlich
auf reversiblen molekularen Gleitmechanismen beruhen. Hyodrophobe Bindungen und
Wasserbriicken brechen wahrscheinlich unter mechanischem Stress und kénnen sich neu bilden,
wenn der Stress nachlalét. Diesist wahrscheinlich die generelle Basis fur diereversible
Deformierung (= Elastizitét) der Matrix. Diese molekulare Elastizitét wurde auch von Scott (2003,
2006) und Scott und Stockwell (2006) beschrieben.

Dass Kollagen z. T. Uberraschende funktionelle Eigenschaften aufwei sen kann, zeigt das mutabile
Bindegewebe der Echinodermen (Bacetti, 1967; Erlinger et a., 1993; Holland und Grimmer, 1981,
Scott, 1991; Trotter und Koob, 1989; Wilkie, 1988). Dieses kollagene Gewebe kann vermutlich auf
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neuronale Signale hin (Heinzeller und Welsch, 1994), seine Konsistenz stark verandern und in

Sekunden zwischen weich sowie biegsam und steinhart wechseln.

Esist, wie schon angedeutet, davon auszugehen, dass alle genannten Eigenschaften des shape
modules auch fur die Matrix der Zahnpulpa zutreffen, obwohl hier — vermutlich — keine

mechani schen Deformierungen vorkommen.

Die enge und regel hafte Beziehung wurde zwischen Kollagenfibrillen und Decoran von Scott und
Haigh (1988) im Stroma der Kornea des Kaninchens entdeckt und seither in vielen Bindegeweben
von Wirbellosen und Wirbeltieren (z.B. Scott, 1980, 1985, 1988, 1990,1991, 1993, 2002, 2006;
Erlinger et a., 1990, 1993, 1995; Welsch Erlinger und Storch, 1992; Scott, 1995; Erlinger, 1995;
Welsch Erlinger und Potter, 1991) nachgewiesen.

In einer vergleichenden Serie von Korneagewebe (Frosch, Maus, Ratte, M eerschweinchen,
Kaninchen, Schaf, Katze, Hund, Schwein, Kuh und Mensch) haben Scott und Bosworth (1990)
festgestellt, dass die Bindung des Decorans an die Kollagenfibrille an verschiedenen Stellen
erfolgen kann; bei allen Arten ist aber eine Bindung an die d- und e-Bande der D-Periode

nachwei sbar, zusétzlich findet sich bei vielen Saugetieren eine Bindung an die & und c-Bande. In
der vorliegenden Untersuchung wurde im Langsschnitt durch Kollagenfibrillen in der Zahnpulpa
des Schweines, und zwar sowohl bei Milch- als auch bei Ersatzzéhnen meist nur eine verbindende
CMB-Nadel pro D-Periode beobachtet. Allerdings gewinnt man an Querschnittsbildern (z. B. Abb.
73) den Eindruck, dass benachbarte Kollagenfibrillen dreidimensional durch mehrere CMB-Nadeln
verbunden sind. Eine dreidimensionale Rekonstruktion lag auf3erhalb der M 6glichkeiten dieser
Untersuchung, erscheint aber interessant und wirde die Ergebnisse, die auf der Analyse von
Langsschnitten beruhen, erweitern. In der Kornea fanden Scott und Bosworth (1990) Bindung von
Glykosaminoglykanen an d-, e-, & und c-Banden der D-Periode einer Kollagen (Typ 1)-fibrille. Die
Bindung an die a-Bande erfolgte durch ein keratanreiches Glykosaminoglykan. Diein der
Zahnpul pa mdglicherwei se fehlende Bindung an die a-Bande | asst sich dahingehend interpretieren,
dass in der Zahnpul pa das Decoran kein, bzw. nur sehr wenig Keratansulfat enthélt. Die
wesentlichen Glykosaminoglykane des Decorans der Zahnpul pa durften somit Chondroitinsulfat
und Dermatansulfat sein, die beide immunhistochemisch nachweisbar waren, wobei das
Chondroitinsulfat zu Uberwiegen scheint, da es sich im immunhistochemischen Praparat stetsin viel
kraftigerer Reaktion nachweisen |&sst als das Dermatansulfat. In der Kornea kommt das
Dermatansulfat besonders reichlich in diinnen Corneae vor, z.B. der der Maus, in dieleicht O
diffundiert (Scott und Bosworth, 1990). Biros et al. (2002) fanden in der Kornearegionale
Unterschiede im Sulfatierungsgrad des Chondroitinsulfats. Im lockeren Bindegewebe betragt das
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Verhdltnis Dermatansulfat zu Chondroitinsulfat ca. 50:50 (Brooks et al., 2002), was bereits 1995
Erlinger im Bindegewebe der Schweinelunge beobachtet hatte.

Die vorliegende Untersuchung zeigte, dass Decoran in der gesamten Zahnpul pa des Schweins
vorkommt. Lichtmikroskopisch-immunhistochemisch und el ektronenmikroskopisch mit Hilfe der
CMB Methode fand sich das Decoran tberall, wo Kollagen vorkommt. Eigenartigerweise fand
Scott (1997) in der Zahnpul pa des Ratteninzisivus Decoran nur in der Peripherie der Zahnpulpa;
moglicherwelse enthélt dieser spezielle, stets nachwachsende Zahn im Zentrum der Pulpa keine
Kollagenfibrillen. Batbayal et a. (2006) fanden eine unterschiedliche Decorinvertellung in

unterschiedlich alten Plazenten.

In der Literatur ging man lange davon aus, dass das Kollagenfibrillen-Proteogl ykannetzwerk ganz
Uberwiegend nur ,,orthogonal“ verlauft, darunter versteht man, dass zwischen den Kollagenfibrillen
nur rechtwinklige, sternférmig angelegte V erbindungen herrschen. (Cribb und Scott, 1995; Erlinger
et a. 1990; Scott und Thomlinson, 1998). Diese Auffassung kann im Zuge dieser Arbeit erweitert

werden.

Die vorliegende Untersuchung zeigt (wie schon angedeutet), dass es CMB-Préazipitate gibt, welche
sich ringférmig um die Kollagenfibrillen legen, oder die schrég oder parallel auf den
Kollagenfibrillen verlaufen. Die Funktion dieser der unmittelbaren Oberflache der Kollagenfibrillen
zugeordneten Proteoglykane bleibt noch unklar. M6glicherweise weist hier das CMB andere

Proteoglykane a's das Decoran nach.

Im Zuge dieser Untersuchungen zeigte sich, dass grof3ere und breitere Kollagenfibrillen vermehrt in
alterem Gewebe, welchesin diesen Beispielen die Dauermolaren mit einem Durchschnittsalter von
1,5 Jahren reprasentieren, vorhanden sind. Ob hier ein genereller Alterungsprozess oder ein
kausaler Zusammenhang mit der alterstypischen Verkleinerung der Pulpahohle, die u.U. verénderte
funktional e Bedingungen fir das Kollagen mit sich bringt, besteht, ist noch unklar. Bei
Untersuchungen der Rattenhaut konnte man herausfinden, dass die Lange der Glykosaminoglykane
im Alter abnimmt, wohingegen die Grol3e des K ernproteins bestehen bleibt. Es l&sst sich vermuten
dass die Langenanderung der Glykosaminoglykanketten auch zu einer Verringerung der Distanz
zwischen den Kollagenfibrillen fahrt, woftr aber in der Zahnpulpa keine Bestétigung gefunden
wurde. Es wurde vermutet, dass die Verkleinerung der Decoranmolekile mit der Neubildung von
Bindegewebe zusammenhangt und es eine Gewebereaktion auf Entziindung und V erletzung
darstellt (Nomura et al., 2003).
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Batbayal et a. (2006) konnten in ihren Untersuchungen an der Ratte feststellen, dass durchaus auch
bei den Grof3en der Proteoglykane eine Altersabhéngigkeit besteht. Stockwell und Scott (1965)
stellten fest, dass auch die Menge der vorhandenen Proteoglykane im Alter einer steten Zunahme

unterliegt.

Intrafibrillar wurden in den Kollagenfibrillen der Zahnpulpa des Schweines keine
Proteoglykanprazipitate gefunden; dies kann in anderen Geweben vorkommen (Erlinger et al.,
1993) und konnte mit der Existenz von Protofibrillen zusammenhéngen, die wahrscheinlich
Untereinheiten der Fibrillen sind. M6glicherweise sind die Kollagenfibrillen im besonderen
Kompartiment Zahnpul pa nicht aus Protofibrillen aufgebaut oder den Protofibrillen fehlt eine

Verknuipfung durch Proteoglykane.

Neben dem kollagen-assoziierten Proteoglykan, also dem Decoran, kommen in der Zahnpulpa auch
Proteoglykane vor, die nicht mit den Kollagenfibrillen assoziiert sind. Diese Proteogl ykane besitzen
im CMB-Prgparat unterschiedliche Grofe und Struktur (z. B. Abb. 66, 69, 71, 72), ihre Natur wurde
in dieser Untersuchung nicht analysiert. Sie durften zu einem erheblichen Tell Hyaluronan als
Komponente enthalten. Die nicht-kollagenassoziierten Proteogl ykane spielen quantitativ eine grofie

Rolle in der Zahnpulpa, wie die kréftige Alcianblauférbung zeigt.

Fibronectin ist ein grofRes Matrixglykoprotein, das bei der Verbindung von Zellen mit der Matrix
eine entscheidende Rolle spielt. Es kommt auch in der Zahnpulpain reichem Mal3e vor, wie die
vorliegende Untersuchung zeigt. Es existiert in verschiedenen Isoformen und besteht aus
verschiedenen Doménen (Alberts et a., 2009), die z.B. mit Integrinen der Zellmembran von
Fibroblasten oder mit Kollagenfibrillen verbunden sein kénnen. Der Reichtum an Fibronectin in der
Peripherie der Zahnpulpa ist wahrscheinlich mit dem Zell- und Kollagenreichtum in der Zahnpulpa
korreliert.

Die eigentuimliche positive Reaktion der S-100 Proteine in den Fibroblasten der Zahnpulpa des
Schweines beruht wahrscheinlich auf einer unspezifischen bzw. zufélligen Kreuzreaktion. Diese
Reaktion wurde — bei gleicher Methodik — beim Menschen nicht gefunden. Protein S-100 ist eine
Familie multifunktioneller Proteine, deren Aktivitét kalziumabhangig ist und die
Kreuzverbindungen zwischen Proteinen vermitteln (Rudol ph und Schubert, 2008). S-100 wird
insbesondere in Zellen exprimiert, die dem Neuroektoderm und der Neuralleiste entstammen. In der
Haut reagieren melanozytére Zellen (Rudol ph und Schubert, 2008), aber auch Nerven,
Langerhanszellen und Fettzellen. AulRerdem reagieren auch viele neurogene, chondrogene und
lipomatdse Tumoren der Haut (Weiss et a., 1983). Es kdnnen aber auch dermale Stromazellen, also
Fibroblasten, positiv reagieren (Chorny und Barr, 2002). Wie wohl die positive Reaktion in der
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Schweinezahnpul pa vermutlich ein unspezifisches Artefakt ist, so kdnnte doch eine Beziehung zum,
im Vergleich zum menschlichen Material, sehr jungen Alter der untersuchten Schweine bestehen.

Dieser Frage konnte mit aufwendigen Kontrollen gesondert nachgegangen werden.

Ein auffdliges Phdnomen ist eine ungewohnlich stark ausgeprégte Adventitiader Arteriolen und
Arterien in der Zahnpulpa sowohl des Schweines a's auch des Menschen (siehe z. B. Abb. 6, 9, 13,
38, 39, 41, 45, 55). Diese Adventitia besteht Uberwiegend aus Kollagenfasern, dieaus Typ |
Kollagen aufgebaut sind (kréftige Blauférbung im Azanpraparat, kraftiger immunhistochemischer
Nachweis des Kollagen vom Typ I) jedoch kommen hier zusétzlich Kollagenfasern vom Typ 1|
vor. In einzelnen Arterien ist die Wand ungewdéhnlich zellreich (z. B. Abb. 6), wobel nicht immer
klar zu erkennen war, ob es sich bei den Zellen um Fibrozyten, oder um relativ kleine, oft
verzweigte Muskel zellen handelt. Die Morphologie der relativ zarten Zellen spricht dafur, dass es
sich um Fibrozyten handelt. Diese Zellen kdnnen 7 — 8 Schichten aufbauen. Der biologische Sinn
solcher zellreichen Adventitia bleibt unklar. Der Kollagenreichtum kénnte zu einer Verfestigung
der Gefalwand fuhren, die zu einer Dampfung des Pulses in der engen Pulpahohle flhren kdnnte.
Ein starker Puls kénnte von sensiblen Nervenfasern registriert werden und zu Missempfindungen
fuhren. Die mit immunhistochemischen M ethoden nachgewiesenen Nerven sind meistens nicht mit

Blutgefal3en assoziiert und vermutlich sensorische Fasern.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Gewebe der Zahnpulpa des Schweinesim Vergleich
mit der Pulpavon Zdhnen des Menschen mit verschiedenen histol ogischen, histochemischen,
immunhistochemischen und el ektronenmikroskopi schen M ethoden untersucht. Zahnpulpa von
Mensch und Schwein sind sehr @hnlich aufgebaut und bestehen aus verzweigten Fibroblasten und
reich entwickelter Matrix, in der erstaunlich viele Blutgefal3e und auch Nerven vorkommen. Kleine
Unterschiede zwischen den zwei Saugetierarten, wie z.B. vermehrter Kollagengehalt beim
Menschen, hangen vermutlich damit zusammen, dass das untersuchte Material vom Menschen
mindestens 30 Jahre alten Zéhnen entstammte, wohingegen das Material vom Schwein maximal 2

Jahre alten Zdhnen entstammte.

Beim Schwein wurden keine konstanten Unterschiede im Aufbau der Zahnpulpa von Milch- und
Dauerzdhnen beobachtet.

Die Matrix der Pulpa enthélt ein dichtes dreidimensionales Netzwerk aus meistens feinen
Kollagenfasern. In der Pulpaperipherie und in der Umgebung von Arterien bzw. Arteriolen und
Nerven sind Kollagenfasern besonders konzentriert. Immunhistochemisch bestehen diese Fasern
aus Kollagen vom Typ I11 und Kollagen vom Typ |. Typische retikulére Fasern lassen sich
lichtmikroskopisch nur unbefriedigend und wohl nur teilweise mit den histol ogischen
Silberimpragnationsmethoden nachwei sen. Elastische Fasern fehlen in der Matrix.

Fibronectin kommt in der gesamten Zahnpulpa vor und ist in der zellreichen Peripheriein

reicherem Mal3e vertreten alsim Zentrum der Pulpa.

Die Substrathistochemie (PAS-Reaktion, Alcianblau-Farbung) zeigt, dass die Zahnpulpain
mafiiigem Umfang neutrale Glykoproteine, aber in reichem Mal3e anionische Proteoglykane enthélt,

deren Glykosaminoglykane mehrheitlich Chondroitinsulfat und Dermatansulfat sind.

Decorin (= Decoran) kommt in reichem Mal3e in einem sehr regelméldigen Lokalisierungsmuster
vor, und verbindet in regelméaligen Abstanden benachbarte Kollagenfibrillen. Das Muster der
regelmaldigen Briicken aus Glykosaminoglykanketten zwischen Kollagenfibrillen entspricht dem
Konzept der ,, Shape-modules*, das in Bindegewebstypen mit ganz anderen biomechanischen

Funktionen, als sie in der Zahnpul pa herrschen, erarbeitet wurde, und das offenbar ganz universell

gilt.

S-100 und Neurofilament-Protein markieren gut kleine Nerven.
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Der kationische kupferhaltige Farbstoff ,, Cupromeronic Blue® markiert im
elektronenmikroskopischen Préparat scharf die Glykosaminoglykane von Proteoglykanen. In der
Matrix kommen kollagen- und nicht-kollagenassoziierte Proteoglykane vor. Das typische
kollagenassoziierte Proteoglykan ist das Decoran (= Decorin), das in anderen Bindegeweben an d-
und e-Bande und z. T. zusétzlich an die a und e-Bande der D-Periode der Kollagenfibrillen bindet.
Die Bindungsstellen kénnen am Kollagen der Zahnpul pa nicht genau ermittelt werden; es scheint
aber ein komplexes dreidimensionales Muster vorzuliegen. Sehr haufig wurden in der Zahnpul pa
auf Langsschnitten durch Kollagenfibrillen nur eine Decoran-, Briicke" pro D-Periode beobachtet.
Neben Decoran, das die benachbarten Kollagenfibrillen verbindet bzw. auf Abstand halt, kommen
Proteoglykane vor, die ringférmig oder parallel oder schrag zur Langsachse der Kollagenfibrillen

verlaufen.

Nicht-kollagenassoziierte Proteogl ykane kommen in unterschiedlicher Grof3e und Struktur in der

Pulpamatrix vor.
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