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1. Einleitung

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, Proteoglykane und Kollagenfibrillen in der
extrazellularen Matrix der gesunden Zahnpulpa im Dauergebiss des Menschen zu

charakterisieren.

Die menschliche Zahnpulpa wurde in den letzten Jahren und Jahrzehnten auf
verschiedene Aspekte hin mit unterschiedlichen morphologischen Methoden
untersucht. So gab es z. B. eine Reihe von licht- und elektronenmikroskopischen
Darstellungen der GefalRe (Kramer, 1960, Eifinger, 1970, Ripper, 1989), des
Nervengewebes (Eifinger, 1970) und verschiedener Zelltypen (Seltzer und Bender,
1965). Bindegewebestrukturen wie kollagene Fasern wurden dabei eher als

Nebenbefunde beschrieben.

Nach bisher vorliegenden Kenntnissen ist die Zahnpulpa aus ,gallertigem®, relativ
ursprunglichem Bindegewebe aufgebaut (Bargmann, 1968). Dieses besteht aus
kollagenen Fasern, hauptsachlich der Typen | und lll, und aus einer wasserreichen,
gelartigen Grundsubstanz, ,die eine Reihe verschiedener Glykosaminoglykane
(hexosaminohaltige Chondroitinsulfate, Hyaluronsaure und Glutaminsaure enthaltene
Komplexe) wie auch Glykoproteine, Dermatansulfat und Proteoglykane enthalt"
(Schroeder, 2000).

J. E. Scott hat 1988 eine Farbemethode mit Cupromeronic Blue (= CMB) fur die
Elektronenmikroskopie entwickelt, mit der sich die Proteoglykan-Komplexe in situ
genau darstellen lassen. Der Farbstoff Cupromeronic Blue &ahnelt in seinen
Eigenschaften und in seiner Spezifitdit dem bekannten Farbstoff Alzianblau, ist aber
im Transmissionselektronenmikroskop kontrastreicher, so dass die markierten
Makromolekulle scharf abgesetzt hervortreten. Dabei werden die negativ geladenen
Proteoglykane von dem elektronendichten kupferhaltigen Farbstoff bedeckt und
somit sichtbar gemacht. Mit dieser Methode fand Scott in der Sehne des M. flexor
digitorum des fetalen Kalbes Proteoglykane mit Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat, die in regelmaligen Abstanden an die Kollagenfibrillen angeheftet
sind (Scott, 1991, 2000). Diese Proteoglykane werden auch Decorine genannt. Da

die Querstreifung der Kollagenfibrillen im Transmissionselektronenmikroskop deutlich



zu erkennen ist, ergibt sich ein immer wiederkehrendes Muster, ahnlich wie bei den
quergestreiften Muskelzellen.

1991 entdeckte Scott im Gewebe von Sehnen einen Zusammenhang zwischen dem
periodischen Bandenmuster und den an die Fibrillen angelagerten Proteoglykanen;
so bindet z. B. Chondroitinsulfat immer an die gleiche Stelle in der Abfolge der

Banden.

In dieser Dissertation wird die menschliche Zahnpulpa mit verschiedenen licht- und
elektronenmikroskopischen Methoden untersucht, wobei die CMB-Methoden nach
Scott (1988, 1991) und die Modifikation nach Erlinger (1995) im Vordergrund stehen.
Zum ersten Mal wird in dieser Studie das Bindegewebe der Zahnpulpa mit
Cupromeronic Blue angefarbt und analysiert. Im Vergleich mit friheren Arbeiten zur
Charakteristik der Proteoglykan- und Kollagenassoziation in anderen Geweben (z. B.
Scott, 1991, Erlinger, 1995, Erlinger et al. 1990, 1995, Welsch et al. 1992) sollen hier
in der Zahnpulpa die verschiedenen Proteoglykane und Glykosaminoglykane in ihrer
unterschiedlichen Verteilung nachgewiesen und charakterisiert werden. AulRerdem
wird ein raumliches Modell der extrazellularen Matrix in der menschlichen Zahnpulpa

vorgestellt.



2. Kollagene und Proteoglykane in der Zahnpulpa des Menschen,

Stand der Forschung

2.1. Verteilung der Kollagene in der menschlichen Zahnpulpa

Kollagenfasern der Zahnpulpa werden sowohl von Fibroblasten als auch von
Odontoblasten gebildet (Geis-Wellnhofer, 1992, Ten Cate, 1985). Bis heute sind
insgesamt rund zwanzig Kollagentypen bekannt (Scott, 1988, Loffler und Petrides,
1998, Hrala, 1999) und es werden immer noch neue entdeckt (Abdul-Malak, 1999).
Sie werden mit romischen Ziffer durchnummeriert.

Die Typen I-lll, V und Xl bilden ultrastrukturell erkennbare Fibrillen, die sich zu
Bundeln (,Fasern) zusammenlagern, die anderen Kollagene bilden keine Fibrillen
(Lukinmaa und Waltimo, 1991, Wahner, 1998, Kleeberger, 1999, Abdul-Malak,
1999).

In der menschlichen Zahnpulpa wurden bisher kollagene Fibrillen der Typen I, lll, V
und VI gefunden. Am haufigsten ist Typ lll Kollagen anzutreffen; sein Anteil liegt bei
30-45% des Gesamtkollagens (Schroeder, 2000). Danach folgt das Typ | Kollagen,
das im lockeren Bindegewebe anderer Organe meistens zusammen mit dem Typ Il
Kollagen auftritt (Erlinger et al., 1995). Der Anteil von Typ V und Typ VI Kollagen ist
sehr gering, wobei diese Strukturen sich bevorzugt in der Nahe von Blutgefallen
aufhalten (Lukinmaa und Waltimo, 1991). Shuttleworth et al. wiesen 1992 die
Anwesenheit von Typ VI Kollagen in der Zahnpulpa nach, indem sie vorher alle

anderen fibrillenbildenden Kollagentypen durch bakterielle Kollagenase beseitigten.

Zur raumlichen Anordnung der Kollagenfibrillen in der Zahnpulpa gibt es von einigen
Autoren Hinweise. Sdgaard-Pedersen et al. fanden 1990 durch elektronen-
mikroskopisches Scannen zahlreiche kollagene Fibrillen, die jedoch an den meisten
Orten keine einheitliche Orientierung erkennen liel3en.

Andere Autoren, die sich mit dem Thema beschaftigten, fanden vermehrt kollagene
Fibrillen in der Nahe von BlutgefalRlen und am Wurzelapex; so schrieb Ten Cate
1985: ,The greatest concentration of collagen is generally seen in the most apical

portion of the pulp.” Ebenso befinden sich viele Fibrillen in der Odontoblastenschicht,



die teilweise bis ins Pradentin ziehen (Eifinger, 1970). Die zwischen den
Odontoblasten verlaufenden Fibrillen werden von Eifinger (1970) ungewohn-
licherweise auch von Korff'sche Fasern genannt. Andere Autoren (Schroeder, 2000,
Schiebler et al., 1997) dagegen schreiben, von Korff’'sche Fasern seien Kollagen-
fasern, die sich im Manteldentin an der Schmelz-Dentin-Grenze befinden. Allerdings
ist ihre Existenz bis heute umstritten. Schroeder (2000) behauptet sogar, von
Korff’'sche Fasern seien ,moglicherweise nichts anderes als eine Anhaufung von
Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen, die histochemisch Faserstrukturen

vortauschen®.

Die Menge der Kollagenfibrillen ist nicht nur topographisch unterschiedlich, sondern
auch vom Alter abhangig. Im Laufe des Lebens nimmt die Zahl der Zellen in der
Pulpa zugunsten der Fibrillen ab (Eifinger, 1970, Geis-Wellnhofer, 1992). Laut
Schroeder (2000) vermehrt sich aber nur die Fibrillenmenge im Bereich der
Wurzelpulpa, wahrend die Kronenpulpa keinen Anstieg an Kollagenen verzeichnet.
Bemerkenswert ist ebenfalls, dass die Pulpa der Inzisivi dichter mit Kollagen bepackt

ist als die der Pramolaren und Molaren (Schroeder, 2000).

Kollagenfibrillen erflllen Stitzfunktionen, sie haben demzufolge Uberwiegend
mechanische Aufgaben. Die relativ enge Zahnpulpa ist jedoch von Hartgewebe
umgeben. Weshalb also enthalt sie so viele Kollagenfibrilen in bestimmter
raumlicher Anordnung?

Diese Frage soll uns weiterhin beschaftigen.



2.2. Zusammensetzung und Verteilung der Proteoglykane in der Zahnpulpa des

Menschen

Proteoglykane sind aus Sacchariden und einem einfach gebauten Protein, auch
Core-Protein genannt, zusammengesetzt (Loffler, 1998). Dabei bildet das Core-
Protein die zentrale Hauptkette, von der viele Saccharide abzweigen und sich in alle
Richtungen erstrecken. Die zuckerhaltigen Strukturen sind die Glykosaminoglykane
(GAGs), die aus einer Kette sich immer wiederholenden Disaccharideinheiten,
meistens einem Hexosamin und einer Glucuronsaure, bestehen (Loffler, 1998). Sie
sind Uber o-glykosidische oder n-glykosidische Bindungen mit dem Core-Protein
assoziiert. Diese Makromolekile kénnen aufgrund ihrer Eigenschaften gut Wasser
und Kationen binden, und somit die Permeabilitat im Extrazellularraum beeinflussen
(Loffler, 1998). Es wird spekuliert, ob Proteoglykane durch ihre Fahigkeit zur
Kalziumbindung die Verkalkung der extrazellularen Matrix verhindern koénnen
(Cohen, 1987).

Glykosaminoglykane besitzen Sulfat- und Carboxylgruppen und weisen deshalb
einen sauren Charakter auf. Es lassen sich verschiedene Glykosaminoglykane
bestimmen, die sich in den Disacchariden und dem Vorhandensein von Sulfat- oder

Carboxylgruppen unterscheiden.

PROTEOGLYKANE
N\

/
&

CORE-PROTEIN GLYKOSAMINOGLYKANE
7
2R\

Hexosamin Glucuronsaure

Abb. 1: Aufbauschema der Proteoglykane



Heparansulfat (HS) / Heparin:

Heparane sind aus D-Glucuronsaure, L-lduronsdure und den Glukosaminen 2-
Desoxy-2-acetamido- oder 2-Desoxy-2-sulfatamato-glucose aufgebaut. Diese sind

1— 4 glykosidisch miteinander verknupft (Scott, 1988):

—O
H H

o
H L]
H ~ OHSO3H H  NHSOzH |n

Abb. 2: Strukturformel des Heparansulfates (HS)

Dieses Glykosaminoglykan hat ein paar bemerkenswerte Eigenschaften;
Heparansulfat hemmt die DNA-Synthese, wie Winterbourne und Salisbury 1981
herausfanden, und kann eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Zellwachstums
spielen (Erlinger 1995). In Basalmembranen besitzt es bekannterweise Filter-
funktionen. Erlinger et al. (1991) und Erlinger (1995) gelang es, dieses GAG in den
Basalmembranen von Epithelien adulter Schweinelungen sichtbar zu machen.
Ebenso kommt Heparansulfat auch am Rande von elastischen Fasern vor (Erlinger
et al., 1991).

Mit dem Enzym Heparinase lasst sich Heparansulfat verdauen und somit
nachweisen.

In der menschlichen Zahnpulpa sind Heparansulfate im Vergleich zu anderen GAGs
eher selten; sie wurden lichtmikroskopisch in Regionen mit dicken Kollagen-
faserbuindeln nachgewiesen (Galeotti et al., 1990), wobei unklar bleibt, mit welchen

Strukturen sie assoziiert sind.



Keratansulfat (KS):

Keratane enthalten N-Acetylglucosamine und D-Galaktose, die glykosidisch

miteinander durch 1—3 oder 1—»4 Bindungen verknupft sind (Scott, 1988). Ebenso
kdnnen auch Mannose, Fucose und Sialsaure darin auftreten. Die Strukturformel

sieht folgendermal3en aus:

(k) .

CH2OH  Hiess0CHS
HO O 0 0
H
o H OH 0
H L]
| H OH H  NHAc n

Abb. 3: Strukturformel des Keratansulfates (KS)

Keratan ist das einzige nicht carboxylierte Glykosaminoglykan (Scott, 1991, Erlinger,
1992).

Gemal Loffler und Petrides (1998) kommt es ausschliel3lich in der Cornea und im
Knorpel vor, was jedoch nicht zutrifft.

In der Zahnpulpa befindet es sich angeblich genauso wie Heparansulfat nur in der
Nahe groRerer Kollagenfaserblndel (Galeotti et al., 1989). Eine eindeutige Funktion

ist bis heute nicht bekannt.



Chondroitinsulfat (CS-4, CS-6):

Die Chondroitinsulfate bestehen aus N-Acetyl-galactosamin und D-Glucuronsaure
(Scott, 1988). Man unterscheidet das Chondroitin-4-sulfat (= Chondroitinsulfat A) und
das Chondroitin-6-sulfat (Chondroitinsulfat C):

CH2OH
—O0
H H
@]
H ||
| H NHAc |n

Abb. 4a: Strukturformel des Chondroitin-4-sulfates (CS-4)

CD) _

COoH

HO3SOCH2

HO —0
O V' H H
T
H
H OH H H  NHAc n

Abb. 4b: Strukturformel des Chondroitin-6-sulfates (CS-6)

Chondroitine sind Bestandteile von Knorpel, Hornhaut, Haut und Bindegewebe
innerer Organe (Loffler und Petrides, 1998). In der menschlichen Zahnpulpa sind nur
wenige Chondroitinsulfate im Vergleich zur gesamten Menge der GAGs anzutreffen,
diese aber daflr Uberall im Gewebe (Galeotti et al., 1989).

Sie werden durch die Enzyme Chondroitinase AC und ABC gespalten und kénnen

somit nachgewiesen werden (Scott, 1988, Erlinger, 1995).



Dermatansulfat (DS):

Das Dermatansulfat ist eine abgewandelte Form des Chondroitinsulfates. Deshalb
nennt man es auch Chondroitinsulfat B. Charakteristisch ist hier eine L-lduronséaure,

die in den anderen CS nicht vorkommt (Scott, 1991):

CH2OH
—O0
H H
@]
H ||
| H NHAc |n

Abb. 5: Strukturformel des Dermatansulfates (DS)

Dermatane lassen sich durch die Chondroitinase ABC verdauen, logischerweise aber
nicht durch die Chondroitinase AC (Erlinger, 1995). Man findet Dermatansulfate vor
allem in der Haut, in Blutgefallen und in Herzklappen (Loffler, 1999). In der
Zahnpulpa des Menschen sind sie ebenso selten vertreten wie die Chondroitinsulfate
A und C (Galeotti et al., 1989).

Interessant sind die Funktionen, die dem Dermatansulfat zugeschrieben werden: Die
Gegenwart von DS hemmt die Genese von Kollagenfibrillen. Interessant und im
Widerspruch dazu steht die Beobachtung, dass bei einer Lungenfibrose nicht nur die
Kollagenbildung intensiviert ist, sondern gleichzeitig auch vermehrt DS auftritt (siehe
Erlinger, 1995).

Andererseits wird durch Dermatansulfat auch die Verkalkung behindert; der
Ursprungsort der Kalzifikation liegt an der sogenannten d-Bande des Querstreifen-
musters der Kollagenfibrillen, genau die Stelle, die das DS am Kollagen besetzt
(Scott, 1991).



Hyaluronsaure (HA):

Die Hyaluronsaure stellt eine gewisse Ausnahme unter den GAGs dar. Sie bildet
langkettige, unverzweigte Molekule aus bis zu 25000 Disaccharideinheiten, die aber
nicht mit einem Core-Protein assoziiert sind (Loffler und Petrides, 1998). Glucuron-
saure und N-Acetylglucosamin sind ihre Bestandteile (Scott, 1988). Es besteht eine
Ahnlichkeit mit den Chondroitinen (Léffler und Petrides, 1998):

CHoOH
—O0
H H
O
H []
| H NHAc n

Abb. 6: Strukturformel der Hyaluronsaure (HA)

Dieses einzige nicht sulfatierte GAG kommt ubiquitar in allen Bindegewebstypen vor.
In der Zahnpulpa ist es das am haufigsten vertretene GAG (Galeotti et al., 1989). Die
Hyaluronsaure steigert die Genese der Kollagenfibrillen (Erlinger, 1992) und ist somit
der Gegenspieler der Dermatane.

Im elektronenmikroskopischen Bild fallen sie als Uberdurchschnittlich lange, frei im

extrazellularen Raum liegende, verzweigte Strukturen auf (Erlinger et al., 1990).
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2.3. Die Bindungstheorie von J. E. Scott (1988, 2002)

Lebendige Organismen sind durch strukturelle Ordnung gekennzeichnet. Molekile
bilden Makromolekule und diese bauen Zellen auf. Zellen sind die Bausteine der
Organismen. Jedem dieser Bestandteile in einem so komplexen System kommt eine
ganz bestimmte Aufgabe zu. Wenn sie ihre Aufgaben nicht mehr erfillen kénnen,
werden sie vom Organismus abgebaut.

Kollagene kommen nahezu uberall im menschlichen Korper vor und ubernehmen
spezielle Funktionen. Sie stabilisieren den Bindegewebsraum und schitzen ihn vor
aulleren mechanischen Einwirkungen. Waren die kollagenen Fasern nur ungeordnet
im extrazellularen Raum verteilt, kdonnte die einzelne Fibrille der mechanischen
Belastung nicht standhalten und ware nutzlos. Sie muss sich also mit anderen
Fibrillen zusammenlagern, um ein belastungsfahiges, dreidimensionales Netzwerk zu
bilden. Doch wie sind diese Netzwerke tatsachlich aufgebaut? J. E. Scott von der

Universitat in Manchester hat sich jahrelang mit diesem Thema beschaftigt.

Schon seit einigen Jahrzehnten weil® man, dass es im extrazellularen Raum
Kollagene und zuckerhaltige Proteine, die sogenannten Proteoglykane gibt. Letztere
lagen scheinbar unregelmafig und ohne Beziehung zu den kollagenen Fasern in der
extrazellularen Flussigkeit. Da man sie mit den damaligen Methoden nicht besser
analysieren konnte, fasste man sie unter dem Namen ,amorphe Grundsubstanz*

Zusammen.

Im Jahr 1988 gelang es Scott, die Querstreifung der Kollagenfibrillen unter dem
Elektronenmikroskop genau zu analysieren. Die Streifen ergeben ein bestimmtes
Muster, das sich ca. alle 65 nm wiederholt. Dieses repetitive Muster nannte Scott die

D-Periode, an ihr sind funf verschiedene Banden mit den Buchstaben a-e markiert.

Weiterhin bemerkte er eine Praferenz der einzelnen Proteoglykane bzw. ihrer
Glykosaminoglykane zu den diversen Banden des Kollagens; so fand sich an der c-
Bande ausschliel3lich das mit Keratansulfat assoziierte Proteoglykan, wahrend die d-
und e-Bande nur von Proteoglykanen besetzt wurden, die mit Chondroitinsulfat oder
Dermatansulfat assoziiert waren. War eines dieser Glykosaminoglykane nicht im

Bindegewebe vorhanden, blieb dessen Bindestelle leer.
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CS DS KS KS

Abb. 7: Schemazeichnung nach Scott (2002).
Die Abbildung zeigt die spezifischen Bindungsstellen der mit Keratansulfat (KS),
Chondroitinsulfat (CS) oder Dermatansulfat (DS) besetzten Proteoglykane an der

Kollagenfibrille. D = D-Periode des sich immer wiederholenden Bandenmusters.

Die Glykosaminoglykane (GAGs) hatten also eine Affinitat zu genau einer Stelle im
Kollagen: Die ,,One proteoglycan - one binding site“~-Theorie war entstanden.

Die Bindung der Proteoglykane an die Fibrile kommt folgendermalien zustande:
Jedes Kollagenmolekul besteht aus einer Tripelhelix. Mehrere dieser Helices lagern
sich zu einer Kollagenfibrille zusammen, bei neutralem pH-Wert zu einer pentameren
Mikrofirille (Loffler und Petrides, 1998). Die Aminosaurekette einer Helix hat eine
konstante sich wiederholende Aminosauren-(AS)-abfolge der AS Glycin-X-Y, wobei
in der X-Position meistens Prolin und in der Y-Position Hydroxyprolin zu finden ist
(Loffler, 1999). Eine bedeutende Rolle fur die Zusammenlagerung zu einer
Tripelhelix spielen die AS Hydroxyprolin und Hydroxylysin, die bekannterweise vor
allem am Kollagen in dieser hydroxylierten Form vorkommen (Loffler und Petrides,
1998).

Das Glycin, die kleinste der AS, legt sich auf die Innenseite der Peptidkette und
ermdglicht so zwei Eigenschaften:

1. Eine Verdichtung der Tripelhelix und damit Verbesserung der Stabilitat, und

2. eine Exponierung der hydroxylierten Aminosauren, die dadurch mit anderen

Makromolekulen interagieren kdnnen.
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Die entstandenen Tripelhelices — mitunter auch Protofibrillen genannt — werden aktiv
sezerniert; im Extrazellularraum lagern sich dann funf dieser Protofibrillen zu einer
Mikrofibrille zusammen (Loffler, 1999). Der Zusammenhalt der Mikrofibrillen erfolgt
durch elektrostatische Anziehung und kovalente Vernetzung der Helices.

Die Proteoglykane wiederum sind Uber die positiv geladenen Aminogruppen des
Hydroxylysins und Hydroxyprolins an die Kollagene assoziiert. Der genaue
Bindungsmechanismus ist bis heute noch nicht vollstandig geklart. Laut Loffler und
Petrides (1998) gehen die Glykosaminoglykane maoglicherweise Wasserstoff-
brickenbindungen oder elektrostatische Wechselwirkungen mit den Lysyl- und
Hydroxylysylresten der Kollagenfibrillen ein. Die Proteoglykane wiederum binden sich
mit Hilfe spezifischer Proteine an sehr lange Hyaluronsauremolekiile (Loffler, 1999);
diese komplexe, stark verzweigten Strukturen stabilisieren zusammen mit den
Kollagenfasern die extrazellulare Matrix.

Bei Scott (2002) ist eine direkte Verbindung zwischen den Proteoglykanen und den
Hyaluronsauremolekilen nicht zu finden. Seinen Forschungen nach sind Proteo-
glykane bivalent, d. h. sie verbinden sich mit jeweils zwei Kollagenfibrillen und
vernetzen sie so miteinander. In friheren Untersuchungen wurde eine Verbindung
der Kollagene untereinander in direktem Kontakt ihrer Oberflachen angenommen;
diese Theorie bestatigt Scott nicht. Proteoglykane sind also der entscheidende
Faktor zum Aufbau einer stabilen Matrix. Ihre Lange bestimmt den Abstand zwischen

zwei kollagenen Fibrillen.

Alle Makromolekile besitzen mehrere strukturelle Formen. Sie ergeben sich aus der
Komplexitat der Verbindungen. Primarstrukturen sind genetisch festgelegt, z. B. eine
definierte Aminosauresequenz aus 51 bestimmten AS ergibt Insulin. Organische
Verbindungen haben oft Ladungen, die sich gegenseitig abstoRen oder anziehen und
dadurch die Sequenz in einer charakteristischen Weise raumlich verandern; eine
Sekundarstruktur entsteht. Kovalente Verbindungen und posttranslatorische Bildung
von Seitenketten werden als Tertiarstrukturen bezeichnet. Und schlieBlich kdnnen
sich diese Makromoleklle gegenseitig anziehen und sogenannte Domanen
aufbauen. In all diesen diversen Bindungsmechanismen finden sich die
GesetzmaRigkeiten der chemischen Bindung und der elektrostatischen Anziehung
wieder:

Organische Verbindungen mussen bestimmte Formen annehmen, damit auch die

daraus entstehenden Makromoleklle bestimmte Formen bekommen, mit denen sie
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ihre spezifische Funktion ausuben konnen. Scott postulierte 2002 diese
GesetzmalRigkeit fur die extrazellulare Matrix: Die Gestalt eines Gewebes spiegelt
sich wider in der Gestalt der Biopolymere, aus denen es konstruiert ist. In
unserem Fall handelt es sich um kollagene Fibrillen, die aus quervernetzten
Molekilen zusammengebaut sind. Diese Fibrillen werden ihrerseits durch Proteo-
glykane verbunden. Nur weil sie in dieser Form eng miteinander verknUpft sind,
kénnen sie das Bindegewebe stabilisieren und stlitzen und ihm eine Struktur geben.
Es braucht eine Kraft von 10 bis 40 kg, um ein 1mm dickes Kollagenfibrillenblndel zu
zerreil’en (Loffler und Petrides, 1998).

Doch Stabilitat bedeutet auch, ein gewisses Mal} einzuhalten. Es gibt also eine
Obergrenze fur die Anzahl der Bindungspartner in einer makromolekularen
Konstruktion, die nicht Uberschritten werden kann, ohne dass diese ins Wanken
gerat. Scott hat im Jahr 2002 das Bindegewebe auf diese Regel hin untersucht. Die
Ergebnisse besagen, einfach formuliert, dass die Anzahl der assoziierten Proteo-
glykane direkt proportional zur Anzahl der Bindungsstellen am Kollagen ist. Sind alle
Bindungsstellen mit Liganden besetzt, liegt ein Sattigungsgrad vor. Diese zweite,
quantitative Regel wird hiermit formuliert: Die Zusammensetzung eines Gewebes
wird determiniert von stabilen, spezifischen Interaktionen zwischen den

Makromolekiilen, aus denen es aufgebaut ist.
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3. Bisherige Untersuchungen zum Bindegewebe der Zahnpulpa von

Mensch und Tier

3.1. Lichtmikroskopische Untersuchungen

Die Zahnpulpa liegt im Inneren der Zahne und ist von einer dicken Schicht
mineralisierter Hartsubstanz umgeben, die fir jedes Fixierungsmittel praktisch
undurchdringlich ist. Eine Fixierung des Pulpengewebes ist daher schwierig. Es
bieten sich hier zwei verschiedene Methoden: Die Entkalkung der Zahne oder eine
sofortige Spaltung des Hartgewebes und Freilegung des Weichgewebes.
Entkalkungstechniken haben den Nachteil, dass sie lange Zeit in Anspruch nehmen
und Gewebestrukturen zerstoren; nur die Behandlung mit EDTA hat sich als
schonend erwiesen (Geis-Wellnhofer, 1992). Ein besonderer Nachteil ist die lange
Dauer der Entkalkung: Die Praparate mussen oft wochenlang in den Ldsungen
liegen, bevor der Vorgang abgeschlossen ist.

Beim Aufbrechen der Zahnhartsubstanz dagegen besteht die Gefahr der Quetschung
des Weichgewebes und des AbreiRens der Odontoblastenschicht vom Dentin.
Andere Faktoren, die die Erhaltung der organischen Strukturen negativ beeinflussen,
sind: Die Anasthesie, der Extraktionsvorgang, eine zu lange Zeitspanne zwischen
Extraktion und Fixierung, die Hitzeentwicklung beim Beschleifen der Zahnhart-
substanz und der Ultraschall der Luftturbine (Eifinger, 1970).

Wegen der schwierigen Gewinnung von adaquaten Praparaten ist die Zahnpulpa in
der histologischen Forschung eher unbeliebt und verhaltnismalig wenig be-

schrieben.

Die ersten verlasslichen lichtmikroskopischen Untersuchungen der bindegewebigen
Zahnpulpa wurden zu Beginn des 20. Jahrhunderts gemacht. Sie sind z. B. bei
Bargmann (1968) zusammengefasst worden. Man beobachtete zwei Muster der
Kollagenanordnung:

1. Diffus in die Grundsubstanz eingelagerte Fasern

2. Ausgerichtete Fasern, die parallel zu Gefalden und Nerven verlaufen
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Die Autoren Seltzer und Bender (1965) erwahnen als einzige retikulare Fasern, die
Netzwerke in der Pulpa bilden; sie sind mit Silber impragnierbar, und im Gegensatz
zu kollagenen Fasern angeblich zug- und biegeelastisch. Mit der Zeit sollen sich
diese Silberfibrillen in Kollagen umwandeln.

Diese Beobachtungen hat Eifinger (1970) anhand von eigenen Untersuchungen
Uberpruft und bestatigt. Er benutzte fur die Lichtmikroskopie besonders die
Farbungen HE, Azan und die Silberimpragnation nach Gémari. Jagow (1987) zeigte
mit Hilfe von Elasticafarbungen, dass in der Zahnpulpa von Hunden elastische
Fasern ausschlieRlich in der GefalRwand grolRerer Gefalle vorkommen. Retikulin-
fasern stellten sich in ihren Praparaten parallel zu glatten Muskelzellen dar.

Andere Autoren versuchten, Faserstrukturen immunhistochemisch nachzuweisen.
Dabei werden Antikorper menschlichen oder tierischen Ursprungs gegen die
Kollagentypen |, lll, IV, V und VI eingesetzt. Die unterschiedliche Anfarbbarkeit mit
den einzelnen Antikdrpern gibt Aufschluss Uber das Verteilungsmuster der Kollagene
im Bindegewebe (Bals, 1987, Lukinmaa und Waltimo, 1992). Es gibt die Uberein-
stimmung in den Ergebnissen, dass Kollagen vom Typ | und Il in der selben Fibrille
koexistieren kdnnen und den grofdten Anteil an Kollagen in der Pulpa bilden. Typ IV
Kollagen findet sich charakteristischerweise an den Basalmembranen von Gefalien,
feine Spuren auch an Nervenfasern (Bals, 1987), und Typ V Kollagen, das ebenfalls
nur in geringen Mengen vorhanden ist, verteilt sich um die Kapillaren (Lukinmaa und
Waltimo, 1992). Dagegen fallt die Farbung von Typ VI Kollagen wieder kraftiger aus,
besonders um Kapillaren und in der Odontoblastenschicht (Lukinmaa und Waltimo,
1992).

Die Bestandteile der amorphen interzellularen Substanz wurden 1990 von Galeotti et
al. erforscht. Diese Autoren farbten vollstandig durchgebrochene, permanente
Pramolaren des Menschen mit Alzianblau bei kritischen Elektrolytkonzentrationen.
Diese kommen durch verschiedene Molaritaten des verwendeten Magnesiumchlorids
zustande. Je hoher die Konzentration dieses Salzes ist, umso niedriger wird der pH-
Wert, was sich wiederum auf die Anfarbbarkeit der Proteoglykane auswirkt: Wahrend
sich bei pH 1 nur sulfatierte Proteoglykane farben, reagiert bei pH 2,5 auch die
Hyaluronsaure. Die Alzianfarbung fallt bei hoheren pH-Werten also kraftiger aus.
Galeotti et al. (1990) fanden in ihren Proben hauptsachlich Hyaluronate, seltener
Dermatan- und Chondroitinsulfate; Heparan- und Keratansulfate waren nur in

Regionen mit dicken Kollagenfaserblndeln prasent (siehe Kap. 2.2.).
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Anstelle von Pulpagewebe des Menschen wurden oft auch Praparate von Tieren,
besonders von Hunden und Schweinen, untersucht. Der Vorteil besteht in der
leichteren Verflgbarkeit grélkerer Mengen an Untersuchungsmaterial. Die
Beschaffung menschlicher Zahne gestaltet sich oft schwierig, da in der heutigen Zeit
kaum noch Extraktionen stattfinden, und pulpengesunde Zahne generell nicht
gezogen werden. Das hat zur Folge, dass das zur Verfugung stehende kostbare
Zahnmaterial zum Grof3teil aus Weisheitszahnen besteht, die im Kiefer keinen Platz
finden konnten.

Die tierische Zahnpulpa eignet sich somit viel besser fur Experimente, die sich damit
befassen, die Auswirkungen von Entkalkungs- und Farbemethoden (Geis-
Wellnhofer, 1992) und Fullungswerkstoffen auf dieses spezielle Bindegewebe zu
testen. Inwiefern die Ergebnisse auf den Menschen ubertragen werden konnen, Iasst
sich jedoch niemals hundertprozentig vorhersagen. Besondere Erkenntnisse zur
Struktur des Bindegewebes in tierischen Zahnpulpen waren in der vorliegenden
Literatur nicht vorhanden. Nur in einer Studie zu Entkalkungs- und Farbemethoden
an der Schweinezahnpulpa wurde erwahnt, dass sich kollagene Fasern im Vergleich
zu allen anderen Strukturen am resistentesten gegeniuber chemischen Einwirkungen
zeigten (Geis-Wellnhofer, 1992).

3.2. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Elektronenmikroskopie bietet der histologischen Forschung mit ihrer hohen
Auflosung neue Moglichkeiten der Strukturanalysen. Im Bindegewebe, das im
Lichtmikroskop als homogene, netzartige Faserstruktur erscheint, lassen sich hier die
Bestandteile der extrazellularen Matrix deutlich darstellen. Bei starken Ver-
grolRerungen erkennt man nicht nur die einzelnen Kollagenfibrillen, sondern auch
Proteoglykane und Glykoproteine. Trotz dieser hohen Auflosung ist das Binde-
gewebe der Zahnpulpa unter dem Elektronenmikroskop weniger erforscht als mit

lichtmikroskopischen Farbungen.

Erst seit den 50er Jahren setzten sich die Histologen mit diesem Thema
auseinander. Sie zerschnitten die Pulpa in 1mm?® kleine Stiicke, fixierten sie in
Glutaraldehyd und danach in Osmiumtetroxid. Mit der Methode erkannten sie damals

schon die typische Querstreifung der Kollagenfibrillen. Die kollagenen Fibrillen sind
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ihrer Meinung nach eher gerichtet angeordnet als diffus verstreut und verlaufen
parallel zu Nerven und Gefalken, besonders in der radikularen Pulpa. Kollagene
wurden spater auch an prakapillaren Sphinktern entdeckt (Jagow, 1987).

Nur ein paar Jahre nach Veroffentlichung der ersten Ergebnisse strengte Eifinger
(1970) eigene elektronenmikroskopische Versuche zur menschlichen Zahnpulpa an.
Die Pulpen 18 gesunder Zahne wurden 3 Stunden lang im Osmiumtetroxid fixiert und
mit Phosphowolframsaure und Uranylacetat, die in 70%igem Azeton gel6st waren,
kontrastiert. Die Praparate wurden in Polyester (Vestopal) eingebettet. Diese
Methodik liefert, wie wir heute wissen, recht unvollkommene Ergebnisse. Generell
wird die gesamte Grundsubstanz von Kollagenfibrillen durchzogen. Kollagene
Fibrillen zeigten sich interzellular in Einbuchtungen zwischen den Fibroblasten.
Manche Fibrillen verliefen exakt parallel zur Basalmembran von Zellen. Ihr
Durchmesser betrug 250-300 A. Auch im Zellinneren waren zum Teil sehr deutlich
dinne Filamente zu sehen; ob sie eine Vorstufe bei der Kollagensynthese sind,
konnte Eifinger nicht beweisen. Fakt ist, dass ihnen die typische Querstreifung fehlt.
Aus heutiger Sicht handelt es sich bei letztgenannten Filamenten um Komponenten
des Zytoskeletts.

In einer Versuchsreihe zur Devitalisierung der Zahnpulpa wurde die besondere
Widerstandskraft der Kollagenfibrillen gegentber chemischer Noxen demonstriert.
Die Zahne wurden zuerst mit Arsentrioxid (Causticin) vorbehandelt, nach 24 Stunden
extrahiert und in Glutaraldehyd fixiert. Die Ultraschnitte wurden mit Uranylacetat
nachkontrastiert. Wahrend die Zellkerne alle pyknotisch waren und die meisten
Zellen sich teilweise oder ganz aufgelost hatten, blieben die Faserstrukturen von der
Devitalisierung nahezu unberihrt (Felsch, 1981). Diese Resistenz machten sich
Sogaard-Pedersen et al. (1989) zunutze. Mit Wasserstoffperoxid, dem Enzym
Trypsin und dem Komplexbildner EDTA entfernten sie die Zellen aus der Zahnpulpa
und legten somit das fibrillare Netzwerk frei. Durch elektronenmikroskopisches
Scannen wurde erkennbar, dass sich die Fibrillen vom Bindegewebe aus durch die
Odontoblastenschicht bis ins Dentin hineinzogen. Erstaunlicherweise waren die
Fibrillen im Dentin dichter angeordnet als im Pradentin, obwohl letzteres sich doch
naher am Entstehungsort der Kollagene befindet. Existiert also ein Zusammenhang
zwischen der Menge der kollagenen Fibrillen und der Kalzifikation? Laut Ségaard-
Pedersen et al. (1989) gibt es eine Beziehung zwischen der Organisation der
Kollagene und dem Gewebe, in dem sie lokalisiert sind. Die Gesamtzahl der Fibrillen

wurde friher stark unterschatzt, weil sie sich mit alteren Methoden nicht so genau
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darstellen lielen und sich daher dem Auge des Betrachters entzogen (Sdgaard-
Pedersen et al., 1989).

Verschiedene Kollagentypen wiesen Shuttleworth et al. 1992, und Rauch et al. 1991
nach. Das Team um Shuttleworth beseitigte mit bakterieller Kollagenase alle
fibrillenbildenden Kollagene. Ubrig blieben das Typ VI Kollagen und Fibrillin-
enthaltende Mikrofibrillen, die zum elastischen Fasersystem gehoren. Diese Proteine
wurden in einem Komplex mit gegen sie gerichtete Antikorper und Immunogold
markiert und mit der Technik der Rotationsbedampfung im Elektronenmikroskop
sichtbar gemacht. Mit Antikorpern arbeiteten auch Rauch et al. (1991). Sie stellten
ebenfalls Protein-Antikorper-Gold-Komplexe gegen die Kollagene |, Ill und VI her.
Alle zur Markierung eingesetzten Antikdrper waren mit quergestreiften

Kollagenfibrillen assoziiert.

Diese kurz geschilderten Ergebnisse entsprechen dem jetzigen Stand der
histologischen Erforschung des Bindegewebes der Zahnpulpa. Trotz dieser
strukturellen Analysen gibt es noch Unklarheiten zum Aufbau und zur Zusammen-
setzung des Pulpabindegewebes, z. B. in Hinsicht der 3-dimensionalen Anordnung
der Kollagene. Die Farbung der Matrix mit Cupromeronic Blue bei erheblich
verbesserter Fixierungsmethodik soll uns helfen, ein raumliches Modell der extra-
zellularen Matrix in der Zahnpulpa zu erstellen. Insbesondere soll Uberpruft werden,
ob die bisher an straffem und lockerem Bindegewebe erarbeiteten Befunde zur
Kollagen-Proteoglykanassoziation auch fur das ,gallertige® Bindegewebe der

Zahnpulpa zutreffen.
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4. Farbungen mit Cupromeronic Blue

Das Cupromeronic Blue (CMB) ist eine symmetrische, organische Verbindung mit
der Summenformel CssH3sN12016S4Cu. Sein Molekulargewicht betragt 1084,54 Da.
Es wurde 1972 von John E. Scott konzipiert (Scott, 1988) und flr die histologische
Forschung synthetisiert. Das Molekul setzt sich chemisch aus vier Pyrrolringen
zusammen, die uber vier Stickstoffatome kovalent zu einem Zyklus verbunden sind.
An jedem der Pyrrolringe hangt zusatzlich ein methylisiertes Pyridin, das am
Stickstoffatom eine positive Ladung besitzt. Ein zentrales Kupferkation bildet den
Elektronenakzeptor, die N-Atome der Pyrrolringe die Elektronendonatoren. Es
handelt sich hier also um einen Chelatkomplex mit vier Liganden. Das Cupromeronic
Blue ist planar angeordnet, d. h. alle Atome liegen in einer Ebene. Es existieren
verschiedene Isomere, die von einer cis- oder trans-Stellung der Bindungspartner

abhangig sind.

Abb. 8: Strukturformel des CMB

Die vier positiven Ladungen an den aufleren Enden dieses Makromoleklls spielen
die entscheidende Rolle: Sie sind in der Lage, Polyanionen zu binden, die in

Proteoglykanen und GAGs reichlich vorhanden sind.

Cupromeronic Blue, Toluidinblau, Cuprolinisches Blau und Alzianblau gehoéren zu

einer bestimmten Gruppe von Farbstoffen, die Polyanionen markieren; in Verbindung
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mit der Methodik der kritischen Elektrolytkonzentration (CEC) koénnen sie
verschiedene Arten von Anionen wie Carboxylate, Phospho- und Sulfatester
darstellen. Fur die CEC-Methode wird das Salz Magnesiumchlorid in seiner
Konzentration variiert und zugesetzt. Bei niedrigeren Molaritaten wie z. B. 0,06 M
farben sich nahezu alle Polyanionen, bei 0,3 M reagieren nur noch sulfatierte
Proteoglykane und Glykosaminoglykane. Die Besonderheit des Cupromeronic Blue
ist die fehlende Affinitat zu den Nucleinsauren der DNA; daflir bindet es Wolframate,
was sich in einer hoheren Elektronendichte bemerkbar macht (Scott, 1972, 1973 und
1985).

Die Farbstoffmolekile lagern sich, von negativen Ladungen angezogen, aul3en an

die Sulfat- und Carboxylgruppen der Proteoglykane an. Sie huillen die extrazellularen

Matrixbestandteile ein, wobei die urspringliche raumliche Struktur der Matrix

erhalten bleibt. Eine direkte Vermessung der Kollagene und Proteoglykane in ihrer

Lange und Breite wird damit ermoglicht. Cupromeronic Blue wird oft in Verbindung

mit Enzymen verwendet, die jeweils ein bestimmmtes GAG abspalten. lhre

Bindungsstellen am Kollagen sind dann frei. Der Vergleich mit einem Parallelversuch

ohne Enzymverdauung gibt Aufschluss darliber, ob und wie viele GAGs Uberhaupt

an die Fibrillen assoziiert waren; die Art des Proteoglykans lasst sich sehr leicht
herausfinden, da die Enzyme bekannt sind. Die folgende Liste zeigt wichtige

Untersuchungen an Geweben, die mit Cupromeronic Blue (CMB) und verwandten

Farbstoffen bis jetzt erfolgten:

1986: M. Haigh und J. E. Scott (1986) entwickeln die CMB-Technik fir die Licht- und
Elektronenmikroskopie. Sie farben die Cornea von 60 Tage alten C57/BT
Mausen. Das Stroma prasentiert sich als chondroitin- und dermatan-
sulfatreich. |hre Proteoglykane haben Seitenketten und sind transfibrillar
angeordnet im Gegensatz zu den Proteoglykanen der Descementschen

Membran; Heparansulfate sind hier vorherrschend.
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1988:

1989:

In Versuchen am M. flexor digitorum tendon des fetalen Kalbes und an
menschlichen Zwischenrippenknorpeln gelingt es Scott (1988), das Banden-
muster der Kollagene zu entschlisseln. Er findet den Zusammenhang
zwischen Proteoglykanen und ihren Bindungsstellen am Kollagen (siehe
Kap.2.3.).

Ldllmann-Rauch (1989) behandelt Horn- und Bindehaut des Auges, ebenso
Leber und Milz von weiblichen Wisterratten mit Cuprolinic Blue und
Toluidinblau. Im direkten Vergleich erweist sich das Toluidinblau als der
wirkungsvollere Farbstoff; es kann aufgrund seiner geringeren Grolde leichter

Basalmembranen durchdringen. Cupromeronic Blue wurde nicht eingesetzt.

1990: An der menschlichen Glandula mammaria lactans weisen Erlinger et al. (1990)

1991:

1992:

mit CMB kleine nadelférmige Prazipitate nach, die entlang kollagener Fibrillen
verlaufen. In Querschnitten verbinden die Proteoglykane die Fibrillen
scheinbar untereinander. Ferner entdecken sie GAGs in den Basal-
membranen von Kapillaren, der Oberflache von Adipozyten und in den
Granula der Mastzellen.

Im cornealen Stroma des Kaninchens demonstriert Scott (1991), dass eine
Proteoglykankette auch mehr als zwei Kollagenfibrillen Gberbricken kann. Auf
der ersten Abbildung seines Artikels sieht man vier helle Kollagenfibrillen, die
alle mit demselben Proteoglykan eine Bindung eingehen. Die Cornea ist sehr
beliebt fir Studien, da sie bei den verschiedenen Spezies fast identisch ist. Ihr
Trockengewicht setzt sich hauptsachlich aus Kollagenen und Proteoglykanen
zusammen.

Der Beweis wird erbracht, dass Kollagene, Proteoglykane und GAGs schon
sehr fruh in der Entwicklungsgeschichte der Organismen entstanden sind.
Welsch et al. (1992) untersuchen Priapulida, lebende Fossilien, deren
Geschichte bis ins Kambrium zurtckreicht, mit CMB und Alzianblau unter dem
Licht- und Elektronenmikroskop. Das Ergebnis bestatigt die evolutionare
Konservierung der extrazellularen Matrixbestandteile Uber Hunderte von
Jahrmillionen hinweg. Die typischen, nadelférmigen Prazipitate sind in der
Grundsubstanz ebenso zu sehen wie an Kollagenfibrilen oder in der
Basalmembran. Bindegewebefasern weisen eine periodisch wiederkehrende
Querstreifung mit einer Lange von 47-50 nm auf. Die Autoren weisen mit dem

CMB auch Proteoglykane an marinen Bakterien nach.
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1995: Erlinger et al. (1995) farben das Bindegewebe der menschlichen Gingiva mit
Cupromeronic Blue. Sie finden weitere interessante Aspekte zur raumlichen
Anordnung der Proteoglykane heraus: An Kollagen assoziierte Proteoglykane
aggregieren zu einem grof3en Prazipitat, das parallel zu den Fibrillen verlauft.
An Querschnitten legen sich einige GAGs scheinbar halb um eine Fibrille
herum. GroRe und Dicke der Proteoglykane und GAGs variieren sehr stark.
Das haufigste GAG im Bindegewebe ist das Dermatansulfat, an der
Epithelbasis ist es das Heparansulfat. Im selben Jahr stellt Erlinger (1995)
ultrastrukturell die Verteilung von Proteoglykanen in der Schweinelunge mit
der CMB-Methode dar. Als erster kann er Heparansulfat an der Oberflache

von elastischen Fasern nachweisen (siehe auch Kap.2.2.).
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5. Fragestellung

In dieser Dissertation wird zum ersten Mal die Matrix der menschlichen Zahnpulpa
gezielt sowohl mit verschiedenen lichtmikroskopischen histologischen, histo-
chemischen und immunhistochemischen Techniken als auch und insbesondere mit
der von Scott entwickelten CMB-Methode untersucht. Dabei werden wir uns mit

folgenden Fragen beschaftigen:

Welche Unterschiede gibt es in der Darstellung der Kollagenfibrillen und der
Proteoglykane bei den unterschiedlichen Vorbehandlungen:

- ohne CMB,

- 0,3 M MgCl; und CMB,

- 0,06 M MgCl, und CMB?

Wie grol} sind:
- der Durchmesser der Kollagenfibrillen,
- die Breite ihres Bandenmusters und

- die Lange und Durchmesser der mit ihnen verbundenen Proteoglykane ?

Wie sind die Kollagenfibrillen mittels Proteoglykanen verbunden und ist eine

strukturelle Ordnung der Kollagenfibrillen mit unserer Methode erkennbar ?

Welche Aufgaben besitzen die Kollagenfibrillen speziell in der Zahnpulpa ?

Kann man die von Scott aufgestellten Theorie: 1 Proteoglykan — 1 Bindestelle in der

Zahnpulpa bestatigen?

Lassen sich die Proteoglykane optisch (d.h. auf dem Foto des elektronenmikros-

kopischen Praparates) im Pulpabindegewebe nachweisen?

24



6. Material und Methoden

Es wurden 22 permanente, pulpengesunde Zahne fur die Versuche verwendet. Sie
stammten von 15 verschiedenen Patienten, die zwischen 12 und 82 Jahre alt waren.
Bei den Zahnen handelte es sich um 2 Inzisivi, 2 Pramolaren, 3 Molaren, 14
Weisheitszahne und 1 Uberzahligen Zahn. 10 von ihnen waren belastet, die Ubrigen
12 waren retiniert oder teilretiniert. Das Untersuchungsmaterial wurde uns
freundlicherweise von der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichts-
chirurgie zu Mduinchen, Direktor Prof. Dr. Dr. Michael Ehrenfeld, mit dem
Einverstandnis der Patienten zur Verfugung gestellt. Die Extraktion erfolgte unter
Lokalanasthesie mit den Anasthetika UDS und UDS forte. Direkt danach wurden die
Zahne mit Hilfe eines Seitenschneiders so gespalten, dass die Pulpa mit einer
mdglichst groRen Flache frei lag. Die Proben kamen dann flr mindestens 3 Stunden
in eine Fixierlosung: 11 Zahne wurden in 3%igem Formalin fur die Paraffineinbettung
fixiert, die anderen 11 zuerst in 3%iger Glutaraldehydlésung gelagert; nach ca. 2,5
Stunden wurde die Losung durch Zugabe von Phosphatpuffer in ein 1%iges
Glutaraldehyd verwandelt. Die so in situ fixierten Zahnpulpen wurden vorsichtig aus
der Pulpenhéhle herausgenommen und flir die Elektronenmikroskopie in Araldit

eingebettet.
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6.1. Farbungen fiir die Lichtmikroskopie

Nach einer dreistundigen Fixierung in der Formalinlosung wurden die Zahnpulpen
vorsichtig mit einem spitzen Stab herausprapariert, 30 Minuten unter flieRendem
Wasser gewaschen und in einem Stlck eingebettet. Dieser Arbeitsschritt erfolgte

automatisch in einem 24-stiindigen Programm mit diesen Losungen:

Tabelle 1: Einbettung

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

Am nachsten Tag wurden die paraffindurchtrankten Proben der letzten Flussigkeit
entnommen und in Schalchen mit frisch erwarmtem Paraffin gelegt; auf einer kalten
Platte erstarrte dieses zu einem festen Block. An einem Mikrotom mit Rasierklinge
wurden 5 um didnne Schnitte angefertigt und auf Objekttragern aufgefangen.

Die Farbelosungen in der Histologie sind wasserloslich, Paraffin dagegen ist ein Fett.
Will man also, dass die Gewebeprobe sich mit den Farbstoffen verbindet, muss sie
erst einmal entparaffiniert werden. Dieser Vorgang lauft fur alle folgenden

lichtmikroskopischen Farbungen stereotyp ab:
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Tabelle 2: Entparaffinieren und ins Wasser bringen

Ldsung 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 Aqua dest. 2-10 Min.

Folgende Farbungen werden eingesetzt:

6.1.1. Hiamalaun-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist die klassische Ubersichtsfarbung in der Histologie. Sie besteht
aus nur zwei Farben. Das basische Hamalaun markiert vor allem die Zellkerne blau,
wahrend das saure, rote Eosin sich mit Zytoplasma und extrazellularen Fasern
verbindet. Fur ein optimales Ergebnis werden die Objekttrager zuerst 10 Minuten in
Hamalaun getaucht und dann 10 weitere Minuten unter flieRendes Wasser gehalten.
Den Fachbegriff fir diesen Arbeitsschritt nennt man ,Blauen®. Im Eosin bleiben die

Schnitte nur kurze Zeit, damit sie nicht zu sehr rot werden.

Tabelle 3: HE-Farbung

Losung Dauer Anmerkung
1. |Hamalaun 10 Min. | eher etwas langer farben
2. |Wasser 10 Min. | blauen unter flieRendem Wasser
3. |Eosin 2-5 Min. | eher etwas kurzer farben
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6.1.2. Goldner-Farbung

Goldner arbeitete mit mehreren Losungen, mit denen er ein schones, farbreiches

Ergebnis erzielte: Die Zellkerne erscheinen hier braunlich-schwarz, das Zytoplasma

ziegelrot, die Erythrozyten gelb und das Bindegewebe grun. Die einzelnen Schritte

sind folgende:

Tabelle 4: Goldner-Farbung

Losung Dauer Anmerkung
1. |Eisenhamatoxylin 1-2 Min. | Weigert'sches EH, Kernfarbung
2. |Wasser 10 Min. in flieRendem Wasser spulen
3. | Saurefuchsin-Ponceau 5-8 Min.  |und/oder Axophloxin
4. |1%ige Essigsaure 1 Min. spulen
5. | Phosphomolybdansaure-Orange|ca. 1 Min. |Bindegewebe vollstandig entfarben
6. |1%ige Essigsaure 1 Min. spulen
7. |Lichtgrin 5 Min. Gegenfarbung
8. |1%ige Essigsaure 5 Min. spulen, dann abtupfen
9. |100%iger Alkohol 5 Min.
10. 1 100%iger Alkohol 5 Min.
11. | Xylol 5 Min.
12.| Xylol 5 Min.

Die Differenzierung mit Phosphomolybdansaure-Orange ist besonders schwierig:

Wird das Bindegewebe nicht vollstandig entfarbt, nimmt es das Lichtgrin nicht so

stark an. Bricht man die Reaktion zu spat ab, erscheint alles andere Gewebe farblos.

Nach korrekter Durchfihrung aber erhalt man eine der schonsten histologischen

Farbungen.
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6.1.3. Masson-Trichrom-Farbung
Die Masson-Trichrom-Farbung ist dreifarbig. Kollagene Fasern sind hier tiefblau, die
Kerne leuchtend rot und das Zytoplasma blassrosa bis schwach blaulich (Welsch,

1993).

Tabelle 5: Masson-Trichrom-Farbung

Losung Dauer Anmerkung

1. | Celestinblau 5 Min.

2. |Wasser 1 Min. in Leitungswasser spulen

3. |Hamalaun 5 Min.

4. |Wasser 5-10 Min. |in flieRendem Wasser blduen
5. |Saurefuchsin 5 Min.

6. Wasser 1 Min. in Leitungswasser spulen

7. |Phosphomolybdansaure |2 Min. danach gut abtropfen lassen
8. | Methylblau 5 Min.

9. Wasser 1 Min. in Leitungswasser spulen
10. 1%ige Essigsaure 2 Min.
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6.1.4. Azan-Farbung

Diese histologische Farbung verhalt sich analog zum Masson-Trichrom, d.h. die

einzelnen Gewebestrukturen stellen sich in den gleichen Farben dar.

Tabelle 6: Azanfarbung

Losung Dauer Anmerkung
1. |Azokarmin ca. 45 Min. | bei 56-60 °C im Brutschrank
2. |Aqua dest. 1 Min. spulen
3. |Anilinalkohol ca. 1 Min. |Differenzierung
4. |essigsaurer Alkohol 1 Min. stoppt die Reaktion
5. |Aqua dest. 1 Min. spulen
6. Phosphowolframsaure ca. 30 Sec.|beizt das Bindegewebe
7. | Anilinblau-Orange-Essigsaure | 1-10 Min. | mikroskopische Kontrolle
8. |Aqua dest. 1 Min. spulen
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6.1.5. Alzianblau-Farbung

Die folgenden beiden Methoden gehéren zu den histochemischen Farbungen. Wie
oben bereits genannt, hangt die Starke der Anfarbbarkeit des Alzianblaus sehr vom
pH-Wert in der Farbeldsung ab. Bei extrem sauren Werten farben sich nur die stark
sulfatierten Glykosaminoglykane und Proteoglykane, bei hdheren auch alle anderen
GAGs. Wir haben fir diese Dissertation die pH-Werte 1 und 2,5 mit folgender

Methodik verwendet:

Tabelle 7: Alzianblau bei pH 1

Losung Dauer Anmerkung
1. 10,1 M Salzsaure 2 Min.
2. |Alzianblau in 0,1 M HCI ca. 12 Std. |Uber Nacht stehen lassen
3. Aqua dest. 1 Min.
4.*| Kernechtrot 3-5 Min. Gegenfarbung
5. |Aqua dest. 1 Min. spulen
Tabelle 8: Alzianblau bei pH 2,5
Losung Dauer Anmerkung
1. |3%ige Essigsaure 2 Min.
2. |Alzianblau in 3%iger Essigsaure |ca. 12 Std. |uber Nacht stehen lassen
3.*|Aqua dest. 1 Min.
4.*| Kernechtrot 3-5 Min. Gegenfarbung
5. |Aqua dest. 1 Min. spulen

Die unterschiedlichen Molaritaten lassen sich durch das Verwenden verschiedener
Sauren erklaren. Salzsaure ist starker sauer und bewirkt einen pH-Wert von 1. In
Parallelversuchen wurden die Alzian-Praparate in Kernechtrot getaucht. Die mit
Sternchen gekennzeichneten Arbeitsschritte sind nur fir diese Gegenfarbung

notwendig.
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6.1.6. PAS-Farbung

Sie farbt Polysaccharide und Glykoproteine rot. Deren Glykol-Gruppen muissen

zuerst

fuchsinschwefeliger Saure durch Bildung eines

mit Perjodsaure zu einem Aldehyd

nachweisen lassen (Romeis, 1989).

Tabelle 9: PAS-Farbung

reagieren, die sich dann mit

roten basischen Farbstoffes

Ldsung Dauer Anmerkung
1. |1%ige Perjodsaure 10 Min. | Oxidation
2. |Aqua dest. 1 Min. spulen
3. |Schiffsches Reagenz |3-5 Min.
4. | Sulfitwasser 1 Min. spulen
5. |Wasser 10 Min.  |spulen
6.* [ Hamalaun 5-10 Min. |Gegenfarbung
7.* Wasser 10 Min.  |in flieRendem Wasser blauen

Nach der Farbung wurden samtliche Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe

dehydriert. Zum Schluss wurden sie mit DPX eingedeckt.

Tabelle 10: Dehydrierung

Ldsung Dauer
1. |Aqua dest. 10 Sek.
2. | 70%iger Alkohol 10 Sek.
3. |80%iger Alkohol 10 Sek.
4. 96%iger Alkohol 10 Sek.
5. |100%iger Alkohol 10 Sek.
6. | 100%iger Alkohol 2 Min.
7. | Xylol/Alkohol 5 Min.
8. Xylol 5 Min.
9. Xylol 5 Min.
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6.1.7. Immunhistochemische Farbungen

Die Immunhistochemie bedient sich der Hilfe von Immunglobulinen zum Nachweis
eines bestimmten Vertreters einer Substanzklasse, in diesem Fall eines
Glykosaminoglykans. Dabei bilden sich schwer |6sliche Komplexe zwischen den
Antigenen und den Antikrpern aus, die unter anderem mit einem fluoreszierenden
Farbstoff sichtbar gemacht werden konnen. Einfacher zu handhaben sind
immunhistochemische Dauerpraparate, in denen das gesuchte Molekul mit Hilfe von
Farbstoffen lokalisiert und sichtbar gemacht wird. Die Darstellung beruht also auf
einer chemischen Reaktion, die nur 2zwischen dem Farbstoff und der
Gewebskomponente ablauft, und ist daher, ebenso wie die PAS-Farbung, nicht als
Ubersichtsfarbung geeignet.

Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde der ABC-Kit Histostain™ plus der
Firma Zymed verwendet. Der Antikorper gegen das Chondroitin-6-sulfat stammte von
der Firma ICN und wurde im Verhaltnis 1:100 verdunnt. Die Firma Seikagaku lieferte
den Antikorper gegen das Dermatansulfat; der Verdinnungsfaktor war hier 1:2000.
Der Antikdrper gegen das Decorin wurde 1:10 verdunnt. Zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten wurde mehrmals mit einem Phophatpuffer (PBS) gespult. Das
Chondroitin-6-sulfat wurde mit dem Farbstoff 3,3 Diaminobenzidin (DAB) dargestellt,
die anderen beiden Glykosaminoglykane mit dem Farbstoff AEC. Die DAB-Praparate
konnten in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (siehe Tabelle 10) und in DPX
eingedeckt werden. Bei den Praparaten, die mit AEC behandelt wurden, war die
Dehydrierung nicht méglich, da der Alkohol die Farbung zerstort hatte. Sie wurden

daher in aqua dest. gewaschen und sofort danach in Aquatex eingedeckt.
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Das genaue Procedere ab der Rehydrierung zeigen folgende drei Tabellen:

Tabelle 11: Nachweis des Chondroitin-6-sulfates (Ch-6-S)

Losung Dauer Anmerkung
1. PBS 5 Min. waschen
2. |Chondroitinase AC |1 Std. bei 37°C im Brutschrank
3. |PBS 5 Min.
4. |3%iges H20; 10 Min.
5. |PBS 5 Min.
6. |Kit-Blocker A 10 Min. danach kein PBS
7. |/AK gegen Ch-6-S |1 Std. 20 Min. |bei Raumtemperatur; 1:100
8. |PBS 2 Min. 3x
9. AKB 10 Min.
10.PBS 2 Min. 3 x
11.| Streptavidin C 10 Min.
12./PBS 2 Min. 3 x
13.|DAB 10 Min. mit 2 Tropfen H,O, versetzen
14.|Aqua dest. 2 Min. spulen
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Tabelle 12: Nachweis des Dermatansulfates (DS)

Ldsung Dauer Anmerkung
1. |Citratpuffer 3 x 5 Min. |in der Mikrowelle
2. |keine 20 Min. abkulhlen lassen
3. |PBS 5 Min.
4. |3%iges H2O, |10 Min.
5. |PBS 5 Min.
6. |Kit-Blocker A |10 Min. danach kein PBS
7. |AK gegen DS |1 Std. 1:2000
8. |PBS 2 Min. 3x
9. AKB 10 Min.
10.PBS 2 Min. 3x
11.|Streptavidin C |10 Min.
12./PBS 2 Min. 3x
13.]|AEC 10 Min.
14.|Aqua dest. 2 Min. spulen

Die eine Halfte dieser Praparate wurde mit Citratpuffer vorbehandelt, die andere

sofort in den Phosphatpuffer gelegt (3. Schritt).
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Tabelle 13: Nachweis von Decorin

Ldsung Dauer |Anmerkung
1. |PBS 5 Min.
2. |Chondroitinase AC |1 Std. bei 37°C im Brutschrank
3. |PBS 5 Min.
4. |3%iges H202 10 Min.
5. |PBS 5 Min.
6. |Kit-Blocker A 10 Min. |danach kein PBS
7. |AK gegen Decorin |1 Std. 1:10
8. |PBS 2Min. |3x
9. AKB 10 Min.
10.PBS 2Min. |3x
11.|Streptavidin C 10 Min.
12./PBS 2Min. |3x
13.]|AEC 10 Min.
14.|Aqua dest. 2 Min. spulen
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6.2. Elektronenmikroskopie

Die fur die Elektronenmikroskopie bestimmten Zahnpulpen wurden zunachst in einer
3%igen Glutaraldehydlosung fixiert. Nach ca. 2,5-3 Stunden wurde die Fixierldsung
durch Zugabe von Phosphatpuffer in eine 1%ige uberfihrt und die Proben im
Klhlschrank gelagert. Das Weichgewebe wurde nach ausreichender Fixierung
vorsichtig herausprapariert und in mehrere Stlickchen mit einer Kantenlange von
ungefahr 1,5 mm geschnitten. Jede Gewebeprobe wurde so auf drei neue Gefalie
mit 1%iger Glutaraldehydlosung verteilt, wobei die Proben aus den ersten beiden
Gefallen mit Cupromeronic Blue vorbehandelt wurden, wahrend die Proben aus dem
dritten Gefall keine CMB-Vorbehandlung erhielten, sondern direkt fir die

Transmissionselektronenmikroskopie eingebettet wurden.

6.2.1. Transmissionselektronenmikroskopie ohne CMB-Farbung

Die Einbettung fur die Elektronenmikroskopie ist mit relativ aufwandigen und

langwierigen Arbeitsschritten verbunden. Verwendet wurde als Einbettmaterial das

Araldit, ein polymerisierbares Polyester.

I. Waschen in Phosphatpuffer

Der Phosphatpuffer setzte sich aus Kaliumdihydrogenphosphat und
Dinatriumhydrogenphosphat zusammen. Dieser Vorgang wurde 4 mal bei 4°C
durchlaufen, das erste Mal 5 Min., dann 10 Min., 15 Min. und 30 Min. lang.

1. Kontrastierung

10 ml 2%iges Osmiumtetroxid wurde mit 10 ml aqua inject. verdinnt. Die Proben
wurden 2 Stunden lang mit diesem Gemisch inkubiert. Osmiumtetroxid ist hochgiftig

und darf daher nur unter dem Abzug verwendet werden.

I1l. Waschen in Phosphatpuffer

Das Waschen im Phosphatpuffer bewirkte die Entfernung von Uberschissigen

Osmiumprazipitaten. Die Prozedur dauerte etwa 10 Minuten.

IV. Entwassern
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Die Proben wurden zuerst kurz gespult und dann mit Alkoholen zunehmender

Konzentration inkubiert:

Tabelle 14: Entwassern

Losung Nr. |Medium Dauer
1 30% Ethanol 10 Min.
2 30% Ethanol 10 Min.
3 50% Ethanol 10 Min.
4 50% Ethanol 10 Min.
5 70% Ethanol 10 Min.
6 70% Ethanol 10 Min.
7 90% Ethanol |10 Min.
8 90% Ethanol 10 Min.
9 100% Ethanol |20 Min.
10 100% Ethanol |20 Min.
11 100% Ethanol |20 Min.
12 Propylenoxid |20 Min.
13 Propylenoxid |20 Min.
V. Einbetten

Dann wurden die Proben in Glaschen mit einem 1:1 Araldit-Propylenoxid-Gemisch
gelegt und Uber Nacht darin stehen gelassen. Am nachsten Tag wurden sie fir 6
Stunden in frisches Araldit mit 2%igem Beschleuniger Uberfuhrt. Als letztes wurde
eine 2. Losung mit Araldit und 2%igem Beschleuniger angesetzt, das Gemisch in
kleine Formen verteilt und die Gewebeproben hineinlegt. Die Polymerisation dauerte

48 Stunden bei einer Temperatur von 60°C.
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6.2.2. Transmissionselektronenmikroskopie mit CMB-Farbung

Die Gewebeproben wurden nach der Fixierung der Lésung entnommen und 3 mal fur
jeweils 10 Min. in einem 0,2 M Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 5,6 und einer
1%igen Glutaraldehydlésung gewaschen. Uber Nacht wurden sie dann in die Farbe-

l6sungen gestellt, die sich folgendermallen zusammensetzten:

- 9 ml Acetatpuffer,

- 0,1 g CB/CMB,

- 0,61 g MgCl, x 6 H,O und

- 1 ml 25%iges Glutaraldehyd fur die 0,3 M CMB-L6sung.

Far die 0,06 M CMB-Einbettung wurden statt 0,61 g nur 0,122 g MgCl, verwendet.
Am nachsten Tag folgte wieder eine Waschung der gefarbten Praparate. Dazu wurde
der Acetatpuffer mit 0,3 M MgCl, und 1%iger Glutaraldehydlésung (GA) vermischt.
Diese Prozedur wurde 3 mal fur jeweils 20 Min. auf dem Ruttler durchgefihrt,
anschliel3end noch einmal fur 6-8 Stunden unter haufigem Pufferwechsel, die letzten
beiden Male allerdings ohne GA. Die gewaschenen Praparate wurden eine Stunde
lang in 0,5%igem NaWoy, geldst in 0,2 M Acetatpuffer und 0,3 M MgCl,, nachgefarbt.
Fir die 0,06 M CMB-Einbettung wurde wieder 0,06 M MgCl, verwendet. Uber Nacht
stand das Untersuchungsmaterial in einem Gemisch aus 0,5%igem NaWo, und
30%igem Ethanol.

Entwasserung und Einbettung in Araldit liefen wie im vorherigen Kapitel ab.

Alle fertiggestellten Blocke wurden in einer Halterung befestigt und mit einem
Ultramikrotom vom Typ Reichert OMU 3 geschnitten. Zum Schneiden wurde ein
Diamantmesser benutzt, mit dem wir Semi- und Ultradinnschnitte herstellten. Die
Semidunnschnitte hatten eine Dicke von 1 ym und dienten der lichtmikroskopischen
Kontrolle. Sie wurden auf einem Wassertropfen aufgefangen und anschlieRend auf
einen Objekttrager gelegt. Auf einem Strecktisch bei ca. 60 °C verdunstete das aqua
bidest. und die Schnitte hafteten nun fest auf ihrer Unterlage. Jetzt wurde
Toluidinblau darauf getraufelt, die Uberschiisse abgegossen und die Objekte erneut
getrocknet. Unter dem Lichtmikroskop konnte man jetzt sehen, welche Strukturen
spater unter dem Elektronenmikroskop zu erwarten waren. Die Ultradlinnschnitte

waren durchschnittlich 90-120 nm dick; sie wurden auf runden Kupfernetzchen mit
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einem Durchmesser von 3,05 mm aufgefangen und getrocknet. Praparate fir die
Transmissionselektronenmikroskopie wurden fur 20 Min. mit einer gesattigten
Uranylacetatlosung inkubiert, mit aqua dest. gespult, 4 Min. lang mit Bleicitrat
behandelt und dann wieder mit aqua dest. gespult. CMB-eingebettete Objekte
wurden nur mit Bleicitrat bei pH 12 nachkontrastiert. Die Schnitte wurden unter einem
Elektronenmikroskop der Firma Philips bei einer Betriebsspannung von 80 kV

untersucht und fotografiert.
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7. Ergebnisse

7.1. Auswertung der lichtmikroskopischen Bilder

Von elf Zahnpulpen wurden Schnitte mit zehn verschiedenen Farbemethoden gefarbt
und unter dem Mikroskop ausgewertet. DarUber hinaus wurden auch einige
Semidunnschnitte mit Toluidinblau gefarbt. Die interessantesten Beobachtungen
wurden fotografiert und dokumentiert. Dabei kamen wir zu dem Ergebnis, dass die
Goldner- und die Masson-Trichrom-Farbung die kollagenen Fasern am besten
hervorhoben. Wahrend Einzelfasern relativ blass erschienen, waren dickere
Faserblndel an ihrem kraftigen Grin- bzw. Blauton zu erkennen. Brauchbare Bilder
lieferte ebenfalls die HE-Farbung, obwohl sie keine typische Bindegewebefarbung
ist. Kollagene Fasern sind hier in einer homogenen, blass-roten Farbe darstellbar.
Andere Strukturen wie Nerven, Gefalde und die Zellkerne der Fibroblasten kamen im
HE-Praparat stets deutlich zum Vorschein. Die Toluidinblaufarbung lieferte gute
Darstellungen von myelinisierten Axonen, Gefallwanden und der Odontoblasten-
schicht mit Dentin und Pradentin, zeigte aber Kollagenfasern nur unzureichend.
Weniger aussagekraftig waren auch die PAS- und Alzianblaufarbungen. Die
Azanfarbung fiel im vorliegenden Material insgesamt blass aus. Die PAS-Farbung
zeigte nur an wenigen Stellen eine positive Reaktion, das restliche Gewebe war
ganzlich transparent, und die Praparate, die mit Alzianblau inkubiert wurden, nahmen
die Farbe nur schwach an, obwohl sie insgesamt bis zu einem Tag in der Losung
stehen gelassen wurden.

Im Folgenden sollen die Farbeergebnisse dargestellt werden.

41



7.1.1. Hamalaun-Eosin

In den HE-Praparaten fallt auf, dass die Fibroblasten gleichmaRig in der zentralen
Pulpa verteilt sind. Sie sind vor allem an ihren Kernen erkennbar, die oft langlich und
euchromatinreich sind. Die blass-rosafarbenen Kollagenfasern liegen hier ebenfalls
gleichmafig im Interstitium verteilt und verlaufen ofter parallel zu den langlichen
Fibroblasten; sie ziehen aber auch in alle anderen Richtungen, so dass das Bild
eines feinen Netzwerkes entsteht. Im Allgemeinen nimmt die Dichte der
Kollagenfasern zur Peripherie hin zu, was sich in einer starkeren Anfarbbarkeit des
Gewebes bemerkbar macht. Sie sind in der Nahe der Grenze zum Dentin i. A.
parallel zur Oberflache, d. h. zur Odontoblastenschicht, angeordnet, ebenso die
Fibroblasten. In manchen Praparaten dagegen findet man an einzelnen Stellen direkt
basal des Odontoblastensaums lediglich eine ungeordnete, aber verdichtete
Fibroblastenschicht mit geringfligig hdherer Konzentration an kollagenen Fasern.

Nervenfasern und GefalRe sind mit der HE-Farbung gut darstellbar, was die Abb. 9

zeigt.

7.1.2. Goldner

Kollagenfasern sind hier grin angefarbt, Fibroblastenkerne braun-rot. Im Inneren der
Zahnpulpa erscheinen die Bindegewebsfasern als relativ lockere Netzwerke. An
einigen Stellen mitten im Gewebe jedoch verdichten sich diese Netzwerke zu kleinen
Inseln. Besonders hohe Konzentrationen kollagener Fasern befinden sich in der
Nahe grolRerer Gefalle und Nerven: Dort bilden sie eine beinahe homogene grune
Flache, durchsetzt von roten Fibroblastenkernen. So dichte Kollagenfaserblindel, die
kreuz und quer verlaufen wie in Abb. 10, sind selten. Das Praparat stammt aus der
Peripherie der Wurzelpulpa. Peripher folgen auf diese Fasern eine auffallig dichte

Fibroblastenschicht und dann der Odontoblastensaum.
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7.1.3. Masson-Trichrom

Die Trichromfarbung nach Masson liefert sehr kraftige Farbungen. Wie bei anderen
Farbungen auch werden Nerven- und Gefal3strukturen am deutlichsten hervor-
gehoben mit dem Unterschied, dass alle Farben intensiver als im HE-Praparat
wirken: Die Odontoblasten erscheinen in einem dunklen Lila, ihre einzelnen
Fortsatze sind gut zu erkennen. Dieselbe Farbe zeigen die Endothelzellen der
Arterien und Venolen; die dicht darum angeordneten Kollagenfasern sind dunkelblau.
Im Gegensatz dazu sind die fibrillaren Netzwerke in der Zahnpulpa blau und lila
dargestellt.

In der Abb. 11 sind die gewellten Kollagenfasern leicht von den querangeschnittenen
Nervenfasern zu unterscheiden: Die vielen Zellkerne, die im Nervengewebe zu
finden sind, gehdren den Schwann’schen Zellen; im Bereich der Kollagenfasern
dagegen sind oft nur wenige Zellen vorhanden. In Kollagenfaserblindeln verlaufen
die Kerne parallel zur Richtung der Fasern, an anderen Stellen erscheinen sie
ungeordnet verteilt. Kollagenfaserbundel, die so gro® und auffallig sind wie die

Nervenfaser in Abb. 12, werden in der Zahnpulpa des Menschen nicht angetroffen.

7.1.4. Azan

Die Gewebeproben farben sich im Allgemeinen nur blass an. Aus den blass-blauen
Praparaten stechen nur die Erythrozyten leuchtend rot hervor. Entsprechend schwer
gestaltet sich daher das Auffinden kollagener Fasern und deren Beschreibung. Im
Prinzip lasst sich aber doch sagen, dass die charakteristische Anordnung des
Bindegewebes in der Zahnpulpa trotz der blassen Farbe erkennbar ist: Lockere
fibrillare Netzwerke in der Hauptmasse der Zahnpulpa und dichtere Fasern um
Nerven und Gefale (Abb.13).
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7.1.5. Alzianblau

Pro fixierter Gewebeprobe wurden vier Schnitte fur die Alzianfarbung ausgewahlt.
Sie wurden bei zwei verschiedenen Elektrolytkonzentrationen mit den pH-Werten 1
und 2,5 weiterverarbeitet. Zwei Praparate bekamen zum Vergleich eine
Gegenfarbung mit Kernechtrot. Die Alzianfarbung bei pH 1 soll lediglich die
sulfatierten Glykosaminoglykane markieren, also nicht die Hyaluronsaure. Dagegen
farbt das Alzianblau bei hoheren pH-Werten alle Glykosaminoglykane; man erwartet
hier daher ein kraftigeres Bild.

Unsere Ergebnisse jedoch wurden dieser Erwartung nicht immer gerecht. Unter dem
Lichtmikroskop kann man oft keinen Unterschied zwischen den verschieden sauren
Alzianblaufarblosungen feststellen. Nerven, Gefalle und Bindegewebe stellen sich
gleichermal3en zartblau dar. Mit Kernechtrot gegengefarbte Praparate liefern klarere
und kraftigere Farbeergebnisse:

Alle charakteristischen Strukturen der Zahnpulpa sind wieder deutlich zu sehen. Der
Odontoblastensaum ist vollstandig rot gefarbt, wie die Abb. 14 zeigt. Bemerkenswert
ist, dass auch das Alzianblau kraftiger wirkt als in den Praparaten ohne
Gegenfarbung. Kollagene Fasern um Gefal3e sind in einem homogenen Hellblau
dargestellt, im lockeren Bindegewebe findet man ebenfalls i. A. eine recht homogene

hellblaue Farbung. Selten konnen blaugefarbte Kollagenfasern hervortreten.

7.1.6. PAS

Am schwierigsten gestaltet sich die Auswertung derjenigen histologischen Schnitte,
die ausschliel3lich mit Perjodsaure und Schiff'schem Reagenz behandelt wurden. Die
meisten Praparate zeigen namlich i. A. nur eine zarte Reaktion. Lediglich die Basal-
membranen der Gefalde und die Glykolipide der Nervenaxone farben sich in einem
unregelmafigen Rotton. Ein solches Nervenfaserbundel ist in Abb.15 zu sehen. Das
Bindegewebe ist nur schwach markiert und daher fur die Fotografie nicht gut
geeignet.

Auch bei der PAS-Farbung wurden zum Vergleich einige Schnitte mit Hamalaun
gegengefarbt. Die so hergestellten Praparate sind den HE-Praparaten sehr ahnlich.

Kollagenfasern kommen rosa zum Vorschein; an manchen Stellen finden sich sogar
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farblich besonders stark hervorgehobene faserige Strukturen, was einen hdheren

Gehalt an Glykoproteinen vermuten lasst.

7.1.7. Toluidinblau

Eine Sonderstellung nehmen die mit Toluidinblau gefarbten Schnitte ein. Sie wurden
als Semischnitte unter mikroskopischer Kontrolle hergestellt und sind somit 5x
dinner als die 5um dicken Paraffinschnitte. Alle in den Praparaten enthaltenen
Strukturen besitzen scharfere Umrisse. Fibroblastenkerne sind stark dunkel
umrandet und im Inneren inhomogen. Die Wandschichten der Arteriolen und Venolen
sind sehr anschaulich dargestellt. Am bemerkenswertesten ist aber das
Nervengewebe, das in der Toluidinblaufarbung ganz anders abgebildet wird: Der
Farbstoff bindet sich ausschlieldlich an die Myelinscheide, die Axone bleiben weil3.
Bei allen anderen bisher besprochenen Farbungen sieht man die Nervenaxone sehr
deutlich, das Myelin dagegen nicht. Auch das Perineurium, das mehrere Axone
umgibt, hebt sich farblich vom Hintergrund ab und lasst die Nervenbundel wie Inseln
im Bindegewebe erscheinen. Fiur die Untersuchung von Kollagenfasern allerdings
eignet sich die Toluidinblaufarbung nicht gut. In der Abb.16 ist die ganze

Ubergangszone von der Pulpa ins Dentin zu erkennen.

7.1.8. Immunhistochemie

Mit immunhistochemischer Technik konnten folgende Glykosaminoglykane in der

Zahnpulpa nachgewiesen werden:

Chondroitin-6-sulfat:

Unter dem Mikroskop zeigen sich die mit 3,3 Diaminobenzidin behandelten

Praparate in einem gelb-braunen Farbton. Die Markierungen sind homogen, was
bedeutet, dass dieses Glykosaminoglykan gleichmafig im Bindegewebe verteilt ist.
Nervengewebe und Endothelien sind kaum zu erkennen. Der Odontoblastensaum

dagegen farbt sich kraftig braun.
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Dermatansulfat:

Die zum Teil sehr blass gefarbten Schnitte stellen das ganze Bindegewebe roétlich-
braun dar. Auffallig ist, dass die GefaBwande sehr deutlich zu sehen sind;
Dermatansulfat ist also in Gefallwanden in einer hoheren Konzentration vorhanden
als im restlichen Bindegewebe. Die insgesamt schwache Reaktion Iasst sich
vermutlich darauf zurlckzufihren, dass der Antikorper gegen das Dermatansulfat
starker verdunnt verwendet wurde als bei den anderen beiden immunhisto-
chemischen Versuchen (1:2000). Die Farbintensitat schwankte von Praparat zu
Praparat. Die mit Citratpuffer vorbehandelten Praparate liefern insgesamt etwas

bessere Ergebnisse.

Decorin:

Da das Decorin als chondroitinsulfat- und dermatansulfathaltiges Proteoglykan
definiert ist (s.0.), fallt seine immunhistochemische Darstellung folglich positiv aus.
Es ist Uberall in der menschlichen Zahnpulpa nachweisbar und tritt sowohl in der
Odontoblastenschicht als auch in den Gefallwanden besonders deutlich hervor.
Relativ schwach dagegen ist die Reaktion des Farbstoffs AEC, der die Immun-
reaktion sichtbar macht, in der Nahe von Nervenaxonen. Das Bindegewebe farbt sich

hier rot bis rot-braun.
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Abb. 09: Bindegewebe aus dem Zentrum der Pulpa. Von links
nach rechts lauft ein kleiner Nerv (N). Mehrere
Venolen mit Erythrozyten im Inneren sichtbar
(Pfeile). Kollagene Fasern sind blassrosa.
HE, Vergr.: x 280

Die grun gefarbten Kollagenfasern bilden ein ganz

zartes GrundgerUst sowie ein dreidimensionales
Netzwerk gréberer Bindel.
Goldner, Vergr.: x 280
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Abb. 11: Zwei Arteriolen (A) mit Erythrozyten im Lumen.
Etwas weiter oben im Bild sind dunklere Nervenfa-
serbuindel zu erkennen. Kollagenfasern (Pfeile) sind
gewellt und umgeben das Nerv- und Gefallsystem.
Masson-Trichrom, Vergr.: x 280

Fasern. Rechts oben im Bild ist ein Nervenfaser-

bindel (N) zu sehen.
Masson-Trichrom, Vergr.: x 130
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Abb. 13: Nervenfasern (N) werden von Venolen (V) und

Kollagenfasern (K) begleitet.
Azan, Vergr.: x 530

Abb. 14: Alzianblau (pH 2,5) farbt die Grundsubstanz des
Bindegewebes schwach blau an. Die Kollagenfasern
treten kaum als besondere Strukturen hervor. O =
Odontoblastensaum. Gegenfarbung mit Kernechtrot.
Alzianblau pH 2,5; Vergr.: x 280
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Abb. 15: In der PAS-Farbung werden ausschliellich die Gly-
kolgruppen der GAGs und neutrale Glykoproteine

angefarbt. Diagonal laufen zwei Nerven durch das
Bild.
PAS, Vergr.: x 530
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Abb. 16: Ubergang von der Pulpa ins Dentin: Odontoblasten-
saum (1), Pradentin (2), langsam verkalkendes
Dentin (3), stark verkalkendes Dentin (4).
Odontoblastenfortsatze ziehen durch die Dentin-
kanalchen (Pfeile).

Semidunnschnitt, Toloudinblau, Vergr.: x 530
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7.2. Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Auswertung elektronenmikroskopischer
Praparate. An kollagenen Fasern wurde der Durchmesser und die Lange des
periodischen Bandenmusters (D-Periode) vermessen; Proteoglykane wurden hin-
sichtlich der Lange und Breite ihrer Gestalt und ihrer Ansatzstellen an den
Kollagenfibrillen bestimmt. Die Resultate sind in den Tabellen 15 + 16 weiter unten

zusammengefasst.

7.2.1. Routine-TEM und TEM mit CMB - Ein Vergleich

Mit Hilfe der Routine-Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) lasst sich die
Ultrastruktur der Gefalde, Fibroblasten, Nervenfasern mit ihren Myelinscheiden und
des Extrazellularraumes klar analysieren (Abb. 18, 19). Die Kollagenfibrillen zeigen
bei gunstiger Schnittfuhrung das typische Querstreifenmuster. Eine Markierung der
Proteoglykane fehlt dagegen fast vollstandig, d.h. die Existenz von Proteoglykanen
an Kollagenfibrillen kann mit dieser Methode nicht prazise bestatigt werden. Erst die
Praparate mit CMB-Vorbehandlung liefern eindeutige Bilder von Morphologie und
Lokalisierung der Proteoglykane (Abb. 32, 33), und auch die einzelnen Banden des
Querstreifenmusters der Kollagenfibrillen sind hier klarer erkennbar und lassen sich
mit dem Modell nach Scott (Abb. 7) vergleichen. Am starksten dominiert die b-Bande
mit ihren beiden dunklen Streifen. Exakt zwischen zwei b-Banden setzen die
Proteoglykanprazipitate an den Kollagenfibrillen an. Es handelt sich hierzufolge der
Angaben Scotts (1988) um chondroitinsulfat- und dermatansulfathaltige Proteo-
glykane, die sich an die d-Bande anheften. Die Existenz dieser GAGs in der
menschlichen Zahnpulpa wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation mit

immunhistochemischer Technik weiter oben nachgewiesen.
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7.2.2. Darstellung der Kollagenfibrillen

Die einzelne Kollagenfibrille ist im Praparat in ihrem Durchmesser konstant und hat
eine Lange, die mit der Schnitt-Technik nicht bestimmbar ist. Sie tritt plotzlich an
einer Stelle in die Bildebene ein und verschwindet ebenso schnell wieder, eine
Eigenschaft, die u. a. durch ihren gewellten Lauf zu erklaren ist. Der Durchmesser
der Fibrillen liegt im Schnitt bei ca. 38 nm, die D-Periode des Querstreifenmuster
misst ca. 50 nm (siehe Tabellen 15 + 16). An jede Fibrille ist in regelmaligen
Abstanden ein Proteoglykan angelagert, d.h. pro D-Periode findet sich im Schnittbild
ein Proteoglykan, das benachbarte Fibrillen verbindet. Diese gleichmaRige
Anheftung von Prazipitaten an Kollagenfibrillen ist in den Abb. 32 und 33 klar zu
sehen. Die Abbildungen zeigen Bundel paralleler Fibrillen, die sich trotz ihrer hohen
Dichte in keinem Fall gegenseitig bertuhren; sie sind immer Uber Proteo-
glykanprazipitate, die die Weite des Spaltes zwischen zwei Kollagenen offensichtlich
festlegen, miteinander verknlpft, bzw. voneinander getrennt. Parallele
Fibrillenbundel treten ubiquitéar im Bindegewebe der Zahnpulpa auf. Die Bundel
weisen hohe Formstabilitat auf, da die Fibrillen untereinander durch zahllose
Proteoglykane verbunden sind (Abb. 31). Man findet parallele Kollagenfibrillen haufig
in der Nahe von Nervenfasern und Fibroblasten (Abb. 19). Kollagenfibrillen treten
auch im Interzellularraum der Odontoblastenschicht (Abb. 24) und in der Nahe der
selten in der Pulpa anzutreffenden Mastzellen (Abb. 29) auf. In Ubersichtsaufnahmen
mit relativ geringem VergroRerungsfaktor lassen sich auch Kollagenfibrillenblndel
nachweisen, die unabhangig von anderen Gewebekomponenten scheinbar zufallig
im Bild erscheinen. Sie tauchen wie Kkleine Inseln inmitten der amorphen
Interzellularsubstanz auf.

Ein besonderes Augenmerk soll an dieser Stelle auf die Gefalle, Nervenzellfortsatze
und elastische Fasern gerichtet werden, denn hier ist eine Regelhaftigkeit in der
Anordnung extrazellularer fibrillarer Strukturen zu erkennen. Endothel- und
Schwannzellen sind an ihrer Basallamina beinahe lUckenlos mit kleinen Proteo-
glykanen besetzt, die ihrerseits in direkter Verbindung zu Kollagenfibrillen stehen
konnen. Die mit der Basallamina assoziierten CMB-Prazipitate sind deutlich kleiner
als diejenigen, die an die Kollagenfibrillen angeheftet sind. Die Kollagenfibrillen-
bandel folgen in paralleler Ausrichtung dem Nerven- bzw. Gefal3verlauf, da sie im

Querschnittsbild der GefalRe- und Nervenfasern meist auch im Querschnitt
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angetroffen sind. Auf die langsverlaufenden Kollagenfibrillen folgen zumeist zirkular
angeordnete Fibrillen (Abb. 21).

Die querangeschnittenen Fibrillen sind annahernd rund; an ihnen Iasst sich eindeutig
demonstrieren, dass die kollagenassoziierten Proteoglykane in allen Richtungen von
der Fibrille abstehen konnen. Eine Fibrille kann sich daher mit mehreren anderen
verbinden (Abb. 20). Kollagenfibrillen kénnen in parallelen Blindeln, oder, in seltenen
Fallen, auch einzeln auftreten. Auch in diesem Falle finden sich an ihrer Oberflache
CMB-Prazipitate. Die Fibrillenbundel Uberkreuzen sich in verschiedenen Winkeln;
dabei bilden sich auch Verbindungen zweier nicht parallel verlaufender Fibrillen tGber
ihre Proteoglykane aus (Abb. 34, 35).

Im Pradentin zwischen den Tomes’schen Fasern finden sich in einer hohen
Konzentration Kollagenfibrillen in der extrazellularen Matrix. Doch trotz ihrer hohen
Dichte richten sie sich nicht parallel zueinander aus, sondern ziehen kreuz und quer
an den Odontoblastenfortsatzen vorbei (Abb. 25). Der Betrachter gewinnt aus
diesem Grund auch den Eindruck, die Fasern seien hier kiirzer als im zentralen
Bindegewebe der Zahnpulpa, was aber nicht unbedingt der Fall sein muss; zur
Uberprifung dieser Aussage jedoch reichen die mit histologischer Technik erzielten
Ergebnisse nicht aus. Ein Beweis, ob kollagene Fasern im Pradentin tatsachlich
kurzer sind, kann nur durch eine dreidimensionale Rekonstruktion bestatigt oder

widerlegt werden.

7.2.3. Darstellung der Proteoglykane

Proteoglykane binden das Cupromeronic Blue stark und sind daher als sehr dunkle,
scharf konturierte, nadelférmige Strukturen zu erkennen. Sie sind beinahe Uberall
lokalisiert: Frei im Bindegewebe, an Basallaminae und an Kollagenfibrillen. An
Kollagenfibrillen betragt ihr Durchmesser im Schnitt ca. 8 nm (siehe Tabellen 15 +
16). Die Lange variiert —ausschnittsbedingt- ungefahr zwischen 40 und 200 nm.
Besonders dunne und kurze Nadeln finden sich an den Basallaminae von Zellen
(Abb. 22), besonders lang (Durchmesser = 2-3 nm, Lange = 25 nm) sind einzelne, z.
T. verzweigte Prazipitate, die vermutlich Hyaluronsaure mit assoziierten Proteo-
glykanen darstellen, frei im Bindegewebe liegen und unterschiedlich ausgerichtet
sind (Abb.28). Ihre Dimensionen sind im Ultradinnschnitt nicht sicher zu bestimmen.

Die Proteoglykane an den Kollagenfibrillen kénnen schrag oder senkrecht von ihrer
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Oberflache abstehen, oder parallel zu ihrer Langsachse verlaufen. Weiterhin gewinnt
man den Eindruck, dass einzelne Proteoglykane streckenweise auch zirkular an der
Oberflache der Fibrille verlaufen. Prazipitate, die direkt aus der Bildebene treten,
sehen wie schwarze Punkte aus, die bei hoherer Vergroflerung ein helles Zentrum

besitzen.

7.2.4. Nebenbefunde

Unabhangig von der Fragestellung dieser Dissertation sollen einige Entdeckungen
hier kurz angesprochen werden.

Die Abb. 23 zeigt eine kleine Venole, die von wenigen Kollagenfibrillen umgeben ist.
Bemerkenswert sind die Ausstulpungen der Endothelwand, die sogenannten
Marginalfalten, die sich nur an Venolen und Kapillaren befinden.

Ein Fibroblast ist in Abb. 28 zu sehen. Das darin enthaltene endoplasmatische
Retikulum ist die Produktionsstatte fur GAGs und Protofibrillen. Diese werden
sezerniert und sind im vorliegenden Praparat rund um den Fibroblasten im
Interzellularraum zu finden. Die durch das CMB markierten Proteoglykane sind frei in
der Matrix oder an Kollagenfibrilen zu finden. Mitunter sind sie auch mit
Zellmembranen verknupft. Wegen der besonders kraftigen Reaktion des
Cupromeronic Blue mit den Granula der Mastzelle wurde die Abb. 29 ebenfalls als
Bildmaterial in die Dissertation aufgenommen. Diese freie Bindegewebszelle
produziert Histamine und Heparine, die sich aufgrund ihrer negativen Ladungen
tiefschwarz farben. Die Granula lagern sich um den Zellkern an und fullen fast den
ganzen Intrazellularraum aus.

Als letzten Nebenbefund sind die beiden Zellkontakte zu nennen (Abb. 26, 27), die in
der Odontoblastenschicht fotografiert wurden. Es handelt sich dabei um eine zonula
adhaerens und eine gap junction. Die zonula adhaerens dient der mechanischen
Verbindung zweier Zellen, wahrend Uber die gap junction Informationen
ausgetauscht werden. In den in dieser Schicht engen Interzellularrdumen kann man

einzelne kleine Kollagenfibrillenblndel entdecken.
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7.2.5. Vermessungen der extrazellularen Matrix

In den Tabellen 12 + 13 werden die Werte unserer Vermessungen aufgelistet. Der
Fibrillendurchmesser der Kollagene wurde zwei Mal pro Bild bestimmt: Einmal
anhand der langsangeschnittenen Fasern und ein weiteres Mal anhand der
qguerangeschnittenen. Die Bandenlange wurde 5 x pro Bild gemessen und dann der
Durchschnittswert verwendet. Fur die Durchmesser der Fibrillen und die Lange und
Breite der Proteoglykane wurden Maximalwerte verwendet, da die kleineren
ausgerechneten Werte das Resultat verfalschen wirden, weil die Gefahr besteht,
dass Strukturen vorzeitig die Schnittebene verlassen und klrzer erscheinen, als sie
in Wirklichkeit sind.

Tabelle 15: Vermessung der 0,3 M CMB-Praparate

Langsschnitt | Querschnitt

Banden- Nadel- | Nadel-
Praparat| Bildnummer . Fibrillen- Fibrillen- .

lange lange breite

durchmesser | durchmesser
20/02 | 52.0KE.4.6.8.| 55,6 nm 38,9 nm 37,8 nm 77,8 nm | 8,6 nm
20/02 |39.0KE.4.6.7.| 44,9 nm 43,5 nm 52,4 nm 89.9nm | 9,7 nm
23/02 | 52.0KE.5.5.3.| 55,8 nm 49,2 nm 45,2 nm 76,4 nm | 7,4 nm
29/02 | 52.0KE.6.6.5. | 49,2 nm 41,9 nm 47.6 nm 98,5nm | 7,4 nm
36/02 |52.0KE.5.5.6.| 57,5 nm 39,4 nm 50,9 nm 492 nm | 7,0 nm
39/02 | 28.5KE.3.6.0. | 45,7 nm 32,0 nm 33,6 nm 53,3nm | 9,2 nm
45/02 | 39.0KE.6.5.3.| 55,3 nm 49,8 nm 53,2 nm 53, 1nm | 8,3 nm
75/02 | 52.0KE.7.6.3. | 47,6 nm 33,6 nm 36,1 nm 410nm | 7,8 nm
78/02 |52.0KE.7.8.3.]49,2 nm 31,2 nm 43,5 nm 492 nm | 7,8 nm
81/02 | 73.0KE.7.6.7. | 41,6 nm 25,5 nm 25,5 nm 475nm | 7,1 nm
Durchschnitt | 50,2 nm 38.5 nm 42 .6 nm 59,1 nm | 8,0 nm
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Tabelle 16: Vermessung der 0,06 M CMB-Praparate

Langsschnitt | Querschnitt

Praparat| Bildnummer sanden- L llen- Fibrillen. | 20er | Nadel
lange durchmesser | durchmesser lange breite

21/02 | 52.0KE.5.5.0. 55,8 nm 41,0 nm 37,0 nm 82,1 nm 9,0 nm
21/02 | 52.0KE.5.4.7.| 50,1 nm 49,2 nm 44 .4 nm 73,1 nm | 8,2 nm
24/02 | 39.0KE.3.7.6. | 55,7 nm 44.5 nm 54,6 nm 60,2nm | 7,8 nm
24/02 | 73.0KE.3.7.7.| 57,9 nm 40,0 nm 45,2 nm 75,3nm | 7,0 nm
26/02 | 52.0KE.7.2.0.| 50,9 nm 36,9 nm 41,1 nm 59,9 nm | 10,7 nm
27/02 | 52.0KE.5.6.3. | 45,1 nm 41,0 nm 47,7 nm 82,0nm | 7,8 nm
37/02 |52.0KE.7.2.5.| 53,4 nm 41,0 nm 43,5 nm 55,8 nm | 9,0 nm
40/02 |28.5KE.6.6.0.| 52,5 nm 40,5 nm 43,5 nm 57,0 nm | 10,5 nm
43/02 |52.0KE.6.7.2. | 48,4 nm 32,8 nm 32,9 nm 492 nm | 7,8 nm
46/02 | 52.0KE.7.1.6. | 49,2 nm 36,1 nm 43,1 nm 50,1 nm | 8,2 nm
74/02 | 73.0KE.7.5.1.| 50,5 nm 35,6 nm 35,7 nm 53,5nm | 8,3 nm
77/02 | 52.0KE.7.9.0. 45,1 nm 31,2 nm 37,0 nm 43,5nm | 8,2nm
Durchschnitt | 51,2 nm 39.2 nm 42,1 nm 61.8nm | 8,5nm

56




TEM — Bilder ohne CMB:

Abb. 17: Kollagenfibrillen in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Zu beachten ist der starke Kontrast zwischen den dunklen
Kollagenfibrillen und dem hellen Hintergrund. Die Querstreifung ist nur
undeutlich erkennbar, ebenso wie die assoziierten Proteoglykane.
TEM ohne CMB, Vergr.: x 121720
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Abb. 18:
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In der Nahe von myelinisierten Nervenaxonen, hier schwarz umrandet,
finden sich auffallend viele Kollagenfibrillen. Die Fibrillen sind zum
groRten Teil schrag-, die Nerven ebenfalls schragangeschnitten; die

kollagenen Fibrillen verlaufen also Uberwiegend parallel zu den Axonen.

TEM ohne CMB, Vergr.: x 3900

58




. 1 e _

9: Gewellte Biindel von Kollagenfibrillen (Pfeile) in der Nahe der
Fibroblasten (Sterne) und myelinisierten Nervernfasern (N). Rechts oben
im Bild befindet sich eine Arteriole (A) mit Erythrozyten im Lumen. Auch
um sie verlaufen langs und zirkular angeordnete Kollagenfibrillen.

TEM ohne CMB, Vergr.: x 2840
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0,3 M CMB - Bilder:

Abb. 20: Quer- und langsangeschnittene Kollagenfibrillen sowie mittels CMB dar-

gestellte Proteoglykane in einer Bildebene. Die Proteoglykanprazipitate
an den querangeschnittenen Fibrillen verbinden diese mit mehreren be-
nachbarten Fibrillen. Die Zahlen geben die Anzahl der Bindungspartner
an. Auch zwischen senkrecht aufeinanderstehenden Kollagenfibrillen
kommt es zu Verknupfungen (Pfeile).

0,3 M CMB, Vergr.: x 66750
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Abb. 21: Myelinisierte Nervernfaser (1) und Schwann’sche Zelle (2). Die

Basallamina der Schwann’schen Zelle ist von kleinen Proteoglykanen
(Pfeile) gesaumt. Auffallig ist auch hier wieder, dass querangeschnittene
Kollagenfibrillen ndher an der Schwann’schen Zelle liegen als die
langsangeschnittenen, d. h. dass die Vorzugsausrichtung der Fibrillen
parallel zur Nervenfaser verlauft.

0,3 M CMB, Vergr.: x 65550
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Abb. 22: Blutkapillare mit einem Erythrozyten (1). 2: Endothelzelle; 3: Basallamina

der Kapillare mit feinen CMB-Prazipitaten (Pfeile); 4: Kollagenfibrillen.
0,3 M CMB, Vergr.: x 65550
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Abb. 23: Eine kleine Venole mit apikalen Membranfalten (Pfeil). Um das kleine
Gefal befinden sich hier relativ wenige Kollagenfibrillen. Im Lumen ist
neben den Proteinprazipitaten ein Erythrozyt zu sehen.

0,3 M CMB, Vergr.: x 20700
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0,06 M CMB - Bilder:

fo i G R R e
Abb. 24: Odontoblastensaum, erkennbar an den vielen, dicht beieinander

liegenden Zellkernen (O). In dieser Schicht findet man nur wenige
Kollagenfibrillen (Pfeil), im Gegensatz zum Pradentin (Sterne), das im
oberen Bildrand liegt. T = Tomes’sche Faser.

0,06 M CMB, Vergr.: x 3800
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Abb. 25: Tomes’sche Faser (T) im Pradentin. Zu beachten ist die grof3e Dichte der

umgebenden Kollagenfibrillen (Sterne), die in alle Richtungen verlaufen.
0,06 M CMB, Vergr.: x 26450

65



zonula adhaerens gap junction

zonula adhaerens gap junction

Abb. 26 + 27:

In diesen Bildern sieht man die Zellkontakte
zonula adhaerens und gap junction zwischen
zwei Odontoblasten (O). Direkt neben der zonula
adhaerens liegen einige Kollagenfibrillen (Pfeile)
im extrazellularen Raum.
0,06 M CMB, Vergr.: Abb. 26 = x 26450,

Abb. 27 = x 35650
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Abb. 28: Zellleib eines Fibroblasten (1). Im rauen endoplasmatischen Retikulum

(2) werden Vorstufen fur die Kollagensynthese und GAGs hergestellt.
Einige durch CMB darstellbare Produkte kann man rund um die Zelle
entdecken (Pfeile); sie finden sich frei in der Matrix oder an
Kollagenfibrillen.

0,06 M CMB, Vergr.: x 36600
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Abb. 29: Darstellung einer Mastzelle (M) mit der CMB-Methode. Die histamin-und
heparinreichen Granula sind negativ geladen und farben sich daher

tiefschwarz
0,06 M CMB, Vergr.: x 8850

68




s et AL A Y
¥ 4 & 8 M 3 b . 'y A Fiy
S RPN NS R & ’ f‘i-mi(’ﬁ : «‘ﬁ

Abb. 30: Kleine Venole mit Zellkern einer Endothelzelle (1). Aul3en an der

Basallamina des Endothels liegen Proteoglykanprazipitate (2), darauf
folgen wieder querangeschnittene Kollagenfibrillenbtindel (3).
0,06 M CMB, Vergr.: x 26450
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Abb. 31:

Kollagenfibrillen in der Nahe eines Fibroblasten. Die parallel zueinander
verlaufenden Fibrillen sind Uber weite Streckenabschnitte regelmaliig
durch Proteoglykane miteinander verknupft (Pfeile). Die Lange der
Proteoglykanprazipitate bestimmt den Abstand zwischen zwei
Kollagenfibrillen.

0,06 M CMB, Vergr.: x 66650
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Abb. 32: Parallele Kollagenfibrillen mit Querverbindungen durch

Proteoglykanbricken. Die Proteoglykane stehen nicht immer senkrecht
von den Fibrillen ab, sondern sie kbnnen auch schrag (rote Pfeile) oder
sogar parallel (griine Pfeile) verlaufen. Lange Prazipitate Gberspringen
moglicherweise eine ganze Fibrille und heften sich erst an der
Ubernachsten an (blauer Pfeil).

0,06 M CMB, Vergr.: x 121700
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Abb. 33: An diesen parallelverlaufenden Kollagenfibrillen ist die periodische
Querstreifung gut zu erkennen; am besten zu identifizieren sind die
beiden dunklen Streifen der b-Bande (Pfeile). Proteoglykane, die mit dem
Kollagen assoziiert sind, befinden sich in regelmaligen Abstadnden genau
zwischen zwei b-Banden. Es muss sich also nach Scott (2002) um ein
Proteoglykan mit Dermatan- und Chondroitinsulfaten handeln (Decorin).
0,06 M CMB, Vergr.: x 121700
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7.2.6. Entwicklung eines 3-D-Modells der extrazellularen Matrix

Kollagen ist das haufigste Protein in Binde- und Stltzgeweben. (Leonhardt, 1990).
Es kommt beinahe in allen Regionen unseres Korpers vor. Seine Fasern stutzen
unseren Organismus und halten ihn zusammen. Kollagene Fasern haben einen
gewellten Verlauf und kdnnen gestreckt werden, dehnbar sind sie fast gar nicht. Sie
ziehen in verschiedene Richtungen und durchflechten einander. Dabei entsteht ein
stabiles Maschenwerk, das sehr hohen Belastungen standhalten kann.
Proteoglykane bilden Querverbindungen zwischen den Fibrillen aus und festigen
dieses Netzwerk. lhnen kommt also wahrscheinlich eine wichtige Aufgabe bei der
mechanischen Stabilisierung des kollagenen Stitzgewebes zu. In den beiden
folgenden Zeichnungen wird demonstriert, wie ein solches Fasergeflecht in der
Zahnpulpa aussehen konnte. Die erste Skizze (Abb. 34 a) ist ein schematisches
Modell des Kollagen-Proteoglykan-Gerlsts. Es soll verdeutlichen, dass
Proteoglykane sowohl parallele als auch senkrecht aufeinander stehende Fibrillen
miteinander verbinden. Pro D-Periode ist eine Kollagenfibrille von mindestens einem
Proteoglykanprazipitat besetzt. Als Vorlage flr dieses Modell dient ein Ausschnitt aus
der Abb. 34.

Die zweite Zeichnung (Abb. 35 a) dagegen ist eine raumliche Rekonstruktion des
kollagenen Netzwerkes, das auf dem Foto in der Abb. 35, zu sehen ist. Die Proteo-
glykane wurden weggelassen, damit der Betrachter sich auf das Wesentliche, die
variable Anordnung der kollagenen Fibrillen, konzentriert. Die zweidimensionale

Denkweise wird damit auf die dreidimensionale erweitert.
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Abb. 34: Region der Pulpa mit locker verteilten Kollagenfibrillen. Langs- und
querangeschnittene kollagene Fibrillen wechseln einander ab; sie

verbinden sich auch untereinander (Pfeile) und bilden somit Netzwerke.

0,3 M CMB, Vergr.: x 90300
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Abb. 34a: Schematische grafische Darstellung des kollagenen Netzwerkes. Die
Fibrillen schneiden sich oft im 90°-Winkel und werden auch an den

Schnittstellen durch Proteoglykane miteinander verbunden.
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Abb. 35: Das Ein- und Austreten der kollagenen Fibrillen in die Schnittebene

vermittelt dem Betrachter ein raumliches Bild des kollagenen Netzwerkes.
0,06 M CMB, Vergr.: x 90300
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Abb. 35a: Negativzeichnung zum vorherigen Bild. Zur besseren plastischen

Darstellung wurde auf die Proteoglykanprazipitate verzichtet.
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8. Diskussion

In der medizinischen Forschung sind vor allem im Bereich der Physiologie und
Pathophysiologie des menschlichen Korpers noch sehr viele Fragen offen.
Zahlreiche Reaktionsmechanismen und -partner sind noch nicht bekannt und stellen
ein Risiko bei der Gabe von Medikamenten dar. Um ganz spezielle Pharmaka
entwickeln zu kdnnen, die prazise ein Leiden bekampfen, miussen alle anderen fur
den Wirkstoff in Frage kommenden Reaktionspartner erkannt und ausgeschaltet
werden. Dazu ist ein umfassendes Wissen der Chemie und Morphologie des
Menschen notwendig. Die Histologie als ein Teilbereich der Morphologie tragt dazu
bei, die genaue Lokalisation einer chemischen Verbindung zu eruieren. Mit exakt
definierten Farbreaktionen, z. B. in der Immunhistologie, wird eine gewahlte Struktur

optisch hervorgehoben und eine Verwechslung ausgeschlossen.

In unserem Fall wurde ein besonderes Augenmerk auf die extrazellulare Matrix der
menschlichen Zahnpulpa gelegt. Wir untersuchten die darin enthaltenen Kollagene,
Glykosaminoglykane und Proteoglykane nach Farbung mit Cupromeronic Blue, eine
Methode, die hier erstmals an der Pulpa angewandt wurde und die generell in der
Bindegewebeforschung zu neuen Erkenntnissen gefuhrt hat. Auch wir kdnnen einige
Entdeckungen zum Verteilungsmuster und zum raumlichen Aufbau extrazellularer

Matrixbestandteile verzeichnen.

In Zellndhe:

Im eigentlichen Bindegewebe der Zahnpulpa bilden kollagene Fibrillen bzw. Fasern
ein gleichmaliges, lockeres Netzwerk, wie man schon in lichtmikroskopischen
Praparaten sehen kann. Die Kollagene vom Typ | und Ill sind dabei am haufigsten
vertreten (Schroeder, 2000). Auffallig ist die von mehreren Autoren beschriebene und
durch eigene Versuche bestatigte Verdichtung dieses Faserwerkes um Nerven und
grolkere Gefalde. Die Proteoglykane weisen ein ahnliches Verteilungsmuster auf.
Galeotti et al. (1990) fanden sie im Uberfluss an den Basalmembranen von
Gefallwanden und Nervenfasern, und in Gebieten mit dicken Kollagenfaserbindeln.
Diese Aussage deckt sich mit unseren Ergebnissen.

Auch an den in der Schweinelunge untersuchten Basalmembranen entdeckte
Erlinger (1992) Proteoglykane. Durch Experimente mit Enzymverdauung identifizierte

er die daran asoziierten GAGs als Heparansulfate. Der chemische Nachweis der
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einzelnen Matrixbestandteile konnte von uns nur immunhistochemisch unter dem
Lichtmikroskop, nicht aber mit der CMB-Methode erbracht werden, da keine Enzyme
verwendet wurden, um organische Strukturen zu schonen. In der Nahe von Zellen
mit einer Basallamina fanden wir folgenden Aufbau der extrazellularen Matrix:
Kollagen vom Typ IV an den Basalmembranen von Endothelzellen und
Schwann’schen Zellen, mit Anlagerungen von Proteoglykanen, die in gleichmaligen
Abstanden an den Zelloberflachen verteilt sind. Darauf folgte eine ca. 1 ym breite
Schicht mit parallelen, teils sehr dicht beieinanderliegenden Kollagenfibrillen. Sie sind
querangeschnitten, ebenso wie die Nervenfasern, bzw. die Gefalle, was bedeutet,
dass sie entlang derselben verlaufen. Erst weiter peripher wird das Nerven- oder
Gefallsystem von spiralig oder ringférmig angeordneten Fibrillen umsponnen. Die
senkrecht aufeinanderstehenden Kollagenfibrillen sind Uber Proteoglykanketten
miteinander verbunden und stabilisieren somit einzelne Axone oder Gefalistrange
gegeneinander und in ihrem Verlauf. Ob Kollagene generell auch Verbindungen zu
den Heparanen an der Basalmembran besitzen, Ilasst sich nicht mit
hundertprozentiger Sicherheit sagen. In manchen elektronenmikroskopischen
Aufnahmen allerdings sieht es so aus, als wirden solche Verknupfungen tatsachlich
existieren (Abb. 21). Vernetzungen finden sich also einerseits zwischen den
Kollagenfibrillen, die aufeinander senkrecht stehen koénnen, und andererseits
zwischen Kollagenfibrillen und den Basalmembranen von Zellen. Weder bei Erlinger
(1991) noch bei Scott (2002) sind solche Vernetzungen in dieser Weise beschrieben
und koénnten ein neues Licht auf die Organisation von Binde- und Stltzgewebe

werfen.

In der Odontoblastenschicht:

Die Odontoblasten befinden sich in der Peripherie der Zahnpulpa und umgeben sie
gleichsam wie eine Mauer. lhre Zellkorper liegen dicht beieinander und sind Uber
Zonula adhaerens und gap junctions miteinander verbunden (Abb. 26, 27) Diese
Masse an Zellen und das gleichzeitige Fehlen von interzellularen Rdumen macht das
seltene Vorkommen von Kollagenen und Proteoglykanen zu einer logischen
Konsequenz. Die Behauptung von Schroeder (2000), dass die histologisch sichtbar
gemachten Fasern der peripheren Pulpa nichts anderes seien, ,als eine Anhaufung
von Glykoproteinen und GAGs, die histochemisch Faserstrukturen vortauschen®
(Schroeder, 2000), trifft also nicht zu. Mit der CMB-Methode kénnen ganz deutlich

gewellte Kollagenfibrillen ausgemacht werden, an denen in regelmaligen Abstanden
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Proteoglykan-Prazipitate angeheftet sind (Abb. 33). Sie befinden sich oft in der Nahe
der Zellkontakte in Form von kleinen, parallelen Fibrillenblindeln (Abb. 26, 27). In
ihrer raumlichen, elektronenmikroskopischen Darstellung zeigen Ségaard-Pedersen
et al. (1990), dass kollagene Fibrillen tatsachlich vom pulpalen Bindegewebe durch
die Odontoblastenschicht hindurch bis ins Pradentin und Dentin ziehen. Sie verlaufen
grolitenteils gerade durch die dentinbildende Schicht, einige Quervernetzungen sind
jedoch nicht zu Ubersehen. Es handelt sich hier wahrscheinlich um die von Karl von
Korff 1906 erstmals mit Silberimpragnation dargestellten und beschriebenen Fasern,
die das kollagene Gerust fur das sogenannte Manteldentin bilden sollen. Als
Manteldentin wird andererseits die aullerste, 10-30 um dicke Dentinschicht
bezeichnet, die parallel zur Schmelz-Dentin-Grenze verlauft (Schroeder, 2000). Uber
die Existenz dieser von Korff'schen Fasern sind sich die Wissenschaftler bis heute
noch nicht einig. Anhand unserer vorliegenden Ergebnisse aber kdonnen wir mit
Sicherheit bestatigen, dass kollagene Fibrillen in der Odontoblastenschicht zu finden
sind. Wie bereits weiter oben erwahnt, weisen sie dieselben Eigenschaften auf wie
die Kollagenfibrillen im pulpalen Bindegewebe: Sie sind parallel angeordnet und
durch Proteoglykane miteinander verknupft. Somit missen wir auch von Seltzers und
Benders (1965) Behauptung, dass es sich um verzweigte oder netzférmige Fibrillen
handelt, abweichen: Kollagenfibrillen bilden keine Verzweigungen. Diese Aussage ist
sehr leicht nachzuvollziehen, halt man sich das morphologische Modell der
Kollagensynthese vor Augen. Die Grundstruktur besteht aus einer Kette dreier sich
immer wiederholender Aminosauren. Drei dieser Ketten wiederum lagern sich zu
einer Tripelhelix zusammen (Loffler und Petrides, 1998). Mehrere Tripelhelices
ergeben eine Kollagenfibrille. Die Konstruktion dieser Fibrille ist stabil und in sich
abgeschlossen; es gibt also keine Moglichkeit, eine Verzweigung zu bilden. Die
retikularen Fasern, die Seltzer und Bender (1965) gesehen haben, waren demnach
im Prinzip wohl nur optische Tauschungen; doch auch die dreidimensionale
Darstellung von Sogaard-Pedersen et al. (1990) zeigt ganz deutlich ein Netzwerk von
Kollagenfibrillen in der Odontoblastenschicht. Es muss daher noch weitere
Erklarungen fur dieses Phanomen geben. Eine finden wir bei Mallinger et al. (1988):
Der Autor Plenk Jr. setzt sich darin in einem Kapitel mit der Anordnung von
Kollagenfibrillen in Knochen und im Zahnbein auseinander. Seiner Meinung nach
Uberkreuzen sich kollagene Fibrillen spitzwinkelig; eine Ubersichtsaufnahme der
extrazellularen Matrix kann daher den Eindruck erwecken, die Fibrillen wirden sich

verzweigen. In Wirklichkeit aber laufen sie lediglich dicht aneinander vorbei.
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Im Pradentin:

Auch im Pradentin gab es einige Entdeckungen, die der Wissenschaft in Zukunft
noch viele Fragen aufwerfen werden. In der Abb. 25 wird deutlich, dass zwischen
den Tomes’'schen Fasern eine Vielzahl von proteoglykanassoziierten Kollagenen
verlaufen. Sie sind dichter gepackt als in der Odontoblastenschicht und im lockeren
Bindegewebe. Dies bestatigen auch Ségaard-Pedersen et al. (1990) mit einer Studie
uber Dentin und Pulpa mit dem Scanning-Elektronenmikroskop. Sie fanden
allerdings eine Parallelitat der Fasern zur inneren Dentinoberflache, die wir in
unseren Aufnahmen nicht direkt so nachweisen kdnnen; in den CMB-Bildern ziehen
die Kollagenfibrillen scheinbar kreuz und quer durch das Pradentin (Abb. 25). Das
lasst vermuten, dass sie trotz ihrer hohen Dichte nicht sehr viele Querverbindungen
miteinander eingehen: Waren zwei Fibrillen namlich Uber mehrere Proteoglykane
miteinander verknupft, lagen sie zwangslaufig parallel. Weshalb also diese
Unordnung zwischen den Odontoblastenfortsatzen? Es konnte einen Zusammen-
hang mit der Kalzifikation geben, die an der d-Bande der Kollagene beginnt.
Dermatansulfate besetzen die d-Bande und hemmen daher diesen Prozess. Durch
eine ,chaotischere” raumliche Anordnung ist es vielleicht moglich, die DS leichter
abzuspalten und die Mineralisierung beginnen zu lassen. Die Kollagene wurden hier
also eine andere Funktion erfullen.

Das ist aber eine Theorie, die sich allein auf cytologische Befunde nicht stitzen lasst.
Laut Schroeder (2000) ist das kollagene Gerust jedoch der Ausgangspunkt fir die
Manteldentinbildung (s.0.); ein direkter Zusammenhang zwischen den Kollagenen

und der Mineralisierung des Pradentins ist daher nicht von der Hand zu weisen.

Die Messwerte:

Ein Teilaspekt der Auswertung der durchgeflihrten Versuche war die metrische
Bestimmung extrazellularer Matrixbestandteile. Die Durchmesser kollagener Fibrillen
von einigen Korperteilen sind bereits gemessen und aufgeschrieben worden. Zum
Vergleich werden hier ein paar Angaben nach Loffler (1999) genannt: Durchmesser
der Kollagene im Knorpel = 15-25 nm, in der Cornea = 30 nm, in der Haut = 60 nm
und in den Sehnen = 30-130 nm; unsere Werte von ca. 35-40 nm in der Zahnpulpa
sind in der Mitte anzusiedeln. Abweichungen sind bei der Bandenlange festzustellen;
wahrend Loffler (1999) und Mallinger (1988) sie mit 64-67 nm fur die Zahnpulpa

angeben, sind es bei uns durchschnittlich nur 50 nm. Die Breite der Prazipitate wurde
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von Erlinger (1995) in der Gingiva auf 6-7 nm festgelegt; mit einem
durchschnittlichen Wert von 8 nm weichen wir kaum von seinem Ergebnis ab. Die
Nadellange der kollagenassoziierten Proteoglykane variiert am starksten. Wir
erreichten Messwerte zwischen 43,5 und 98,5 nm. Einen Richtwert anzugeben ist
daher nicht sehr sinnvoll. Freie Hyaluronsaureprazipitate kdnnen sogar 10 mal so

lang werden.

Das dreidimensionale Modell:

Obwohl sich so viele Morphologen und Biochemiker mit dem Aufbau der
extrazellularen Matrix beschaftigt haben, gibt es doch kaum ein raumliches Modell
des Fasersystems. Das liegt wahrscheinlich auch daran, dass Kollagene in
verschiedenen Korperregionen unterschiedliche Organisationen aufweisen: In den
Sehnen sind die Fibrillen ganz Uberwiegend streng parallel angeordnet und liegen
sehr dicht beieinander, wahrend die Kollagene der Haut scheinbar durcheinander
verlaufen und keinen Hinweis fir ein hdheres System geben. Parallele Fibrillen sind
ebenfalls in der Cornea zu entdecken, wenngleich sie auch in Schichten vorliegen.
Jede einzelne Schicht weist dabei eine andere Ausrichtung auf. Im echten
Bindegewebe der Zahnpulpa sind die Kollagenfibrillen locker verteilt und eher
ungeordnet. Erst in GefalRnahe verdichten sie sich zu dicken Fibrillenblindeln. Dabei
durchflechten sich die einzelnen Fibrillen zweier sich kreuzender Blndel und gehen
elektrostatische Bindungen Uber ihre Proteoglykanketten mit ihren Bindungspartnern
ein. Diese Quervernetzungen geben dem Stltzgewebe einen guten mechanischen
Halt.

Scott beschreibt im Jahr 2002 die Form der Proteoglykan-Molekule noch naher. Er
identifiziert sie unter dem Elektronenmikroskop als hufeisenférmige Korper, die an
jedem ihrer beiden Enden eine Kopie der negativen Ladung tragen. Auf den uns
vorliegenden Aufnahmen ist diese Hufeisenform nicht zu erkennen; die Prazipitate
stellen sich immer — sowohl an langs- als auch an querangeschnittenen kollagenen
Fibrillen — als gerade, nadelférmige Gebilde dar. Einigkeit herrscht mit Scott (2002) in
Bezug auf die Bindestellen der Proteoglykane. Es gibt einwandfrei eine
Quervernetzung zweier Kollagenfibrillen Uber Proteoglykanbricken, also muss es
auch zwei Bindestellen geben. Am Kollagen dagegen muss man sich die
Bindemaoglichkeiten rund um die einzelne Fibrille angeordnet vorstellen. So wird es
ermoglicht, mehr als zwei Fasern durch mehrere Proteoglykane miteinander zu

verknupfen. Im Stroma der Cornea eines Kaninchens demonstriert Scott 1991 eine
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Verbindung von vier Kollagenfibrilen, die in einer Reihe liegen. An
querangeschnittenen Fasern in einer Arbeit von Erlinger erkennt man pro Fibrille ca.
4-5 Prazipitate, die sich in alle Richtungen erstrecken und scheinbar zufallig
Verbindungen mit benachbarten Kollagenen eingehen (Erlinger, 1992). So ahnlich
wie im Bindegewebe der Schweinelunge sehen auch die Quervernetzungen der
Kollagenfibrillen in der Zahnpulpa aus. Aggregate der Proteoglykane wie in den
Versuchen zur menschlichen Gingiva von Erlinger et al. im Jahre 1995 zeigten sich

bei uns allerdings nicht.
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9. Zusammenfassung

In dieser Doktorarbeit wurde zum ersten Mal das Bindegewebe der menschlichen
Zahnpulpa mit dem von Scott entwickelten Farbstoff Cupromeronic Blue angefarbt
und untersucht. Die Methode wird erst seit ca. 15 Jahren in der Histologie
angewandt; sie erschlieBt der Wissenschaft neue Moglichkeiten in der
Bindegewebeforschung, denn mit seinen positiven Ladungen ist der Farbstoff in der
Lage, extrazellulare Matrixbestandteile so schonend einzuhillen, dass von ihren
raumlichen Strukturen nichts zerstort wird. Selbstverstandlich erfordert so eine
authentische, malstabsgetreue Darstellung von Geweben auch eine sanfte
Vorbehandlung; zu diesem Zweck wurde bei der Gewinnung des Zahnmarkes auf
EntkalkungsmalRnahmen und Enzymverdauung verzichtet. Mit dieser Strategie

erzielten wir folgende Ergebnisse:

1. Ein Vergleich zwischen der TEM ohne und mit CMB-Farbung zeigt, dass ein
sicherer Nachweis von Proteoglykanen an kollagenen Fibrillen nur mit dem

Farbstoff Cupromeronic Blue gegeben ist.

2. Kollagenassoziierte Proteoglykane stehen oft senkrecht zur Fibrillenachse und
verbinden zwei Fibrillen miteinander; sie kdnnen aber ebenso gut schrag oder
sogar parallel zur Kollagenfibrille verlaufen, oder eine Fibrille Gberspringen

und sich erst an die Ubernachste anheften.

3. Nach der von Scott aufgestellten ,One proteoglycan — one binding site” —
Theorie enthalten die im Bindegewebe der menschlichen Zahnpulpa vorkom-
menden kollagenassoziierten Proteoglykane Dermatan- und Chondroitin-
sulfate, da die Prazipitate eindeutig an die d-Bande angeheftet sind. In dieser
Untersuchung wurden Chondroitin-6-sulfat und Dermatansulfat immunhisto-

chemisch in der Zahnpulpa des Menschen nachgewiesen.

4. Kollagenfibrillen, die entlang von GefalRen und Nerven ziehen, konnen uber

die Proteoglykane der Basalmembranen mit ihnen verbunden sein.
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5. Kollagenfibrillen treten nicht nur in parallelen Bundeln auf, sondern ihre
einzelnen Fibrillen durchkreuzen sich und bilden Netzwerke. Man findet hier

Proteoglykan-Brucken zwischen nicht parallelen Fasern.

6. Die extrazellulare Matrix zeigt in Gefall- und Nervenndhe einen typischen
Aufbau: 1. Eine Basalmembran mit Proteoglykanen, 2. Kollagenfibrillen, die
entlang des Gefalles oder Nervs ziehen, und 3. Kollagenfibrillen, die in einem

gewissen Abstand senkrecht dazu verlaufen.

Die Ergebnisse veranschaulichen, wie ein Binde- und Stitzsystem im menschlichen
Korper aufgebaut sein kann. Ob sich unser Modell auch auf andere Bindegewebe
ubertragen lasst, werden spatere Forschungen auf diesem Gebiet beweisen. Das
von uns untersuchte Material stammt ausschliel3lich von gesunden Zahnen; Nerven,
GefalRe und extrazellulare Matrix befinden sich also in ihrem physiologischen
Zustand. Interessant ware in diesem Zusammenhang eine vergleichende Studie mit
pulpitischen Zahnen und der CMB-Methode. Fur zuklnftige Versuche zur Pathologie

des Bindegewebes in der Zahnpulpa hoffe ich einen Grundstein gelegt zu haben.
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