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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemein

Diese Studie befasst sich mit der Physiologie der Dentin-Pulpa-Einheit. Fir die
Vitalerhaltung eines Zahnes ist die Pulpa mit ihren verschiedenen Zell- und
Nervenfasertypen verantwortlich (Goldberg & Smith, 2004; Lesot et al., 1993; Mjor et al.,
2002; Pashley & Liewehr, 2006). Auch das Dentin ist involviert, da es dort durch einen
externer Stimulus zur Freisetzung von chemotaktischen Molekilen wie
Wachstumsfaktoren kommt, welche an die Zellen der Pulpa weitergeleitet werden
(Goldberg & Smith, 2004; Ruch et al., 1995; Tziafas et al., 2000). Daraufhin kénnen die
Zellen, Nervenfasern und Blutgefalle der Pulpa reagieren (Byers, 1994; Goldberg &
Smith, 2004; Gronthos et al., 2000; Mjor et al., 2002; Pashley & Liewehr, 2006). Die
daraus resultierenden Schutz-Reaktionen der Pulpa sind vielfaltig (Lesot et al., 1993;
Sloan & Smith, 1999; Smith et al., 1995). Es sind bis heute noch nicht alle
physiologischen Aspekte der Vitalerhaltung der Pulpa bekannt (Goldberg & Smith,
2004). Der Zusammenhang der verschiedenen physiologischen Reaktionen innerhalb
der Dentin-Pulpa-Einheit ist noch unzureichend erforscht (Goldberg & Smith, 2004).

FUr diese Studie wurde die Pulpaphysiologie mit Hilfe eines Tierstudienmodells
untersucht. Dabei dienten Wistar-Ratten als Versuchstiere. Die systemische
Desensibilisierung mit Capsaicin (Buck & Burks, 1986; Lawson, 1987; Szolcsanyi, 2004)
wurde als Studienmodell gewahlt. Der Einfluss der daraus resultierenden
Veranderungen des sensorischen Nervensystems (Caviedes-Bucheli et al., 2005;
Heyeraas et al., 1996; Jacobsen & Heyeraas, 1996; Krage et al., 2002a und c) auf die
Entwicklung der sympathischen Fasern sollte erforscht werden. Die Ausschittung des

sympathischen Neuropeptid Y wurde immunhistochemisch nachgewiesen. Es wurde die
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Neuropeptid Y-Ausschuttung verschiedener Pulparegionen untersucht und miteinander
verglichen. Dazu wurde das Pulpengewebe von Ratten verschiedener Altersklassen
analysiert. So sollte erforscht werden, ob es zu einer Veranderung im
Innervationsmuster der sympathischen Fasern im Verlauf der Zahnalterung in den

verschiedenen Pulparegionen nach sensorischer Desensibilisierung kommt.

1.2 Pulpa-Dentin-Komplex
1.2.1 Anatomie

Abbildung 1:

Zahnaufbau
__Dentin_ Der Pulpa-Dentin-Komplex funktioniert als eine
) ' ; Einheit (Pashley, 1996), die Verbindung zwischen
\ f ~ Dentn und  Pulpa  wird durch die
(f):or;t.o: / Odontoblastenschicht hergestellt (Abb. 1). Die
blasten- | . : . I
schicht | Zellkdrper der Odontoblasten liegen einschichtig und

,}: palisadenartig im Pulpencavum direkt unterhalb des
Dentins, sie bilden die Verbindung von Pulpa und
Dentin. Die Odontoblastenfortsatze ziehen entlang
des frisch sezernierten Pradentins bis tief in die

= mineralisierte Dentinmatrix (Jean et al., 1986). Das

Pulpengewebe selbst besteht grofitenteils aus extrazellularer Matrix, in die verschiedene

Zelltypen eingelagert sind. Der organische Hauptbestandteil ist Kollagen Typ | und lli

(Magloire et al., 1982). Es kommen aber auch Elastin, Fibronektin, Glycosaminoglykane
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und Proteoglykane als organische Bestandteile der Pulpamatrix vor (Mangkornkarn &
Steiner, 1992; Lukinmaa et al., 1991).

In der Schicht der Odontoblasten befinden sich sowohl ein terminales Gefal3netz als
auch einige terminale Nervenendigungen (Byers, 1994). Zwischen den Odontoblasten
konnten auch Kollagenfibrillen (Salomon et al., 1991) und Proteoglycane nachgewiesen
werden (Yoshiba et al., 1996). Direkt unterhalb der Odontoblastenschicht liegt die
zellfreie Zone nach Weil (Gotjamanos, 1969a). Hier gibt es ein groRes Netzwerk
unmyelinisierter Nervenfasern und viele BlutgefalRe. Tiefer pulpenwarts schlief3t sich die
zellreiche Zone nach HOhl an (Gotjamanos, 1969b). Dort findet man Fibroblasten,
undifferenzierte Mesenchymzellen, Stammzellen, immunkompetente Zellen sowie
Nervenfasern und Blutgefalde. Diese Zone ist in der Kronenpulpa starker ausgepragt als
in der Wurzelpulpa. Unterhalb der zellreichen Zone befindet sich der Pulpenkern. Dort
liegen hauptsachlich Fibroblasten, grol3e Blutgefale und Nerven (Pashley & Liewehr,

2006).

Das Dentin selbst besteht aus einer Kollagenmatrix, in die Apatitkristalle eingelagert
werden (Linde, 1989). Die Bildung von Dentin kann zeitlebens erfolgen, wobei man drei
Arten von Dentin unterscheiden kann. Das Primardentin wird regular wahrend der
Zahnentwicklung vor dem Zahndurchbruch von den Odontoblasten gebildet (Morse,
1991). Im weiteren Verlauf nach Durchbruch der Zahne entwickelt sich sekundares
Dentin (Morse, 1991), welches ebenfalls eine gleichmallige Struktur aufweist, aber
langsamer gebildet wird. Es wird hauptsachlich am Dach und Boden der Pulpakammer

gebildet, wodurch diese flacher wird (Pashley & Liewehr, 2006).
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Kommt es zu einer Reizung des Pulpengewebes entwickelt sich Tertiardentin lokal an
der Stelle des Reizes. Ist der Reiz schwach und es gibt noch verbleibende
postmitotische Odontoblasten wird reaktives Dentin gebildet (Lesot et al., 1993; Smith et
al., 1995). Gewebewachstums-Faktoren, wie TGF-B, sinduf die Erhohung der
Sekretionsrate der Odontoblasten verantwortlich (Sloan & Smith, 1999). Sind die
Odontoblasten durch einen starken Reiz oder eine Verletzung untergegangen, wird
reparatives Dentin gebildet (Lesot et al., 1993). Odontoblastendhnliche Zellen, auch
sekundare Odontoblasten genannt, sind fur die Sezernierung dieser Dentinart
zustandig. Dazu zahlen die Zellen der zellreichen Zone nach Hohl, wie Fibroblasten und
undifferenzierte Mesenchymzellen. In der Literatur wird auch Uber die Existenz pulpaler
Stammzellen diskutiert, die in der Lage seien sollen, Gewebe wie Dentin, zu ersetzen
(Gronthos et al., 2000). Zur Bildung von Reparaturdentin missen Progenitorzellen des
Pulpengewebes rekrutiert und zu odontoblastenahnlichen Zellen umgewandelt werden,
welche wiederum zur Bildung der Dentinmatrix angeregt werden mussen. Dieser
Vorgang wird durch die Anwesenheit von TGF-, BMPs und andere Wachstumsfaktoren
gesteuert (Sloan & Smith, 1999; Tziafas et al., 1998). Die Struktur dieser Dentinform ist
sehr unregelmallig und variationsreich (Mjor & Nordahl, 1996). Zum Teil ist das
Reparaturdentin atubular aufgebaut und wird auch Fibrodentin genannt. Dadurch
verringert sich die Permeabilitat des Dentins (Tziafas et al., 2000), so dass die Pulpa vor

aulderen Einflussen geschutzt wird.
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1.2.1.1 Zelltypen

Im Pulpengewebe gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Zellen (Goldberg & Smith,
2004; Mjor et al., 2002; Pashley & Liewehr, 2006). Die Odontoblasten sind dabei die
hochst differenzierten Zellen in der Pulpa (Pashley & Liewehr, 2006). Der haufigste
Zelltyp ist jedoch der Fibroblast (Mjor et al., 2002). Es kommen aber ebenso
undifferenzierte Mesenchymzellen, Stammzellen, immunkompetente Zellen und
Endothelzellen vor (Goldberg & Smith, 2004; Gronthos et al., 2000; Mjor et al., 2002;
Pashley & Liewehr, 2006; Roberts-Clark & Smith, 2000). Zu den immunkompetenten
Zellen zahlen Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen und Dendritenzellen (Goldberg &

Smith, 2004; Pashley & Liewehr, 2006).

1.2.1.2 Nervenfasertypen

Der Pulpa-Dentin-Komplex zahlt zu den am dichtesten innervierten Geweben des
Korpers. Die sensorischen Nervenfasern der Pulpa entstammen dem Ganglion
trigeminale. Sie ziehen vom Apex bis in die koronale Odontoblastenschicht und in das
Pradentin. Einige Fasern reichen bis in das Dentin (Byers, 1984; Byers et al., 1988;
Byers & Narhi, 1999). Die meisten sensorischen Fasern der Pulpa sind nozizeptive
Fasern (Hargreaves el al., 2006) Um eine Schmerzsensation hervorzurufen muss nur

eine kleine Anzahl dieser sensorischen Fasern aktiviert werden (Narhi et al., 1992).
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Tabelle 1:

Nervenfasern der Pulpa (modifiziert nach Pashley & Liewehr, 2006)

Fasertyp Lokalisation der | Schmerz- Myelinisation | Leitungs-

Nervendigungen Charakteristik geschwindigkeit

A-B Hauptsachlich scharf vorhanden 30-70 m/sec
entlang der
Pulpa-Dentin-
Grenze

A-0 Hauptsachlich scharf, vorhanden 6-30 m/sec
entlang der stechend
Pulpa-Dentin-
Grenze

C Vermutlich in der | dumpf nicht 0,5-2 m/sec
ganzen Pulpa vorhanden
verteilt
sympathisch Als Nervenplexus nicht 0,7-2,3 m/sec
entlang der vorhanden
Blutgefalie
uberwiegend in
der Wurzelpulpa

Ein geringer Teil der sensorischen Nervenfasern besteht aus mittelgroRen AB-Fasern.
Sie innervieren hauptsachlich das Dentin und die Dentin-Pulpagrenze an den
Pulpenhornspitzen. Sie sind die Nerven, die auf die mechanische Stimulation des

Dentins reagieren (Narhi, 1985).

Zwischen 25 und 40 Prozent der dentalen Nervenfasern sind dinn-myelinisierte Ad-
Fasern, die vom Nervus trigeminus abstammen und von Schwannzellen umgeben sind.
Die Leitungsgeschwindigkeit dieser Fasern liegt bei 6-30 Metern pro Sekunde. Sie
innervieren das Dentin, das Pradentin und die Odontoblastenschicht im koronalen
Bereich (Byers et al., 1990; Fristad et al., 1994). Die Ad-Fasern reagieren auf eine

Stimulation des Dentinliquors in den Dentintubuli. Sie vermitteln einen scharfen, spitzen
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Schmerz (Narhi, 1985; Narhi et al., 1992). Die hochste Innervationsdichte der Ad-Fasern
liegt in der Spitze des Pulpenhorns vor. Es gibt in der Pulpa einige langsam leitende

dunne Ad-Fasern, die auf Capsaicin empfindlich reagieren (lkeda et al., 1997).

Der Hauptteil der Nervenfasern der Pulpa sind jedoch dunne unmyelinisierte,
langsamleitende C-Fasern. Diese werden durch chemische, thermische oder
mechanische Reize aktiviert. Sie sind also polymodale Nervenfasern, die den dumpfen
Schmerz bei einer Pulpa-Inflammation vermitteln (Narhi et al, 1992). Ihre
Leitungsgeschwindigkeit liegt unter 2,5 Metern pro Sekunde. Sie reagieren auch auf
Capsaicin (lkeda et al., 1997) und Entzindungsmediatoren wie Histamin und Bradykinin
(Narhi 1985; Narhi et al., 1992) durch den Rezeptor TRPV. Dieser reagiert auf
thermische und Saurestimulation und vermittelt eine Hitzeempfindung, woraus eine
Freisetzung von Neurotransmittern resultiert (Hargreaves et al., 2006). C-Fasern werden
im Falle einer Entzindung aktiviert und rufen eine Schmerzsensation hervor. Sie
schuitten bei einer Aktivierung proinflammatorische Neuropeptide wie Substance P (SP),
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) oder Neurokinin A aus (Byers, 1994).
Daraufhin wird der Heilungsprozess im Pulpengewebe durch eine Erhéhung der
Gefallpermeabilitat und eine Erhohung des Blutvolumens eingeleitet (Mjor et al., 2002).
Die C-Fasern verlaufen in der Pulpaperipherie oder entlang von Blutgefalen und
werden bei Pulpaschadigung aktiviert (Pashley & Liewehr, 2006). Die GroRe der
Nervenfasern nimmt in der Kronenpulpa ab. In der Odontoblastenschicht und im Dentin
gibt es nur unmyelinisierte Nervenendigungen (Pashley & Liewehr, 2006). Durch die
Ausschuttung von CGRP und SP sind die sensorischen Nervenfasern an der

Gefaldilatation beteiligt (Andrew & Matthews, 1996).
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Die sympathischen Nervenfasern entstammen dem Ganglion cervicale superius. Sie
uben durch die Freisetzung sympathischer Neuropeptide eine Vasokonstriktion aus
(Berggreen & Heyeraas, 2000; Heyeraas et al., 1994). Ihr Vorkommen ist weniger haufig
als das der sensorischen Fasern (Mjor et al., 2002). Die Anordnung der sympathischen
Fasern unterscheidet sich von der der sensorischen Nervenfasern. Sie sind am
haufigsten netzférmig um die Blutgefalde geschlungen (Pashley & Liewehr, 2006). Zu
lokalisieren sind sie in den Pulpenhornern, aber auch tiefer in der Kronen- und
Wurzelpulpa (Avery et al., 1980). Die sympathischen Fasern liegen als freie
Nervendigungen vor, die hauptsachlich die Arteriolen in der Pulpa innervieren (Zhang et
al., 1998). Bei einer Depolarisation dieser Nervenfasern kommt es zu einer lokalen
Ausschuttung von verschiedenen Neurotransmittern wie Norepinephrin, Neuropeptid Y
(NPY). Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems fuhrt dadurch zu einer
Reduktion des pulpalen Blutflusses und einer Konstriktion der Arteriolen (Pashley &
Liewehr, 2006). Das parasympathische Nervensystem hat keinen Einfluss auf den
pulpalen Blutfluss. Die Funktion der parasympathischen Fasern in der Pulpa ist bis

heute nicht geklart (Olgart, 1996Db).

1.2.2 Physiologie

Die Pulpaphysiologie ist sehr breit gefachert. Interessante Aspekte der Pulpaphysiologie
sind die Mikrozirkulation zur Aufrechterhaltung der Homdostase, die Physiologie der
Odontoblasten und der odontoblastenahnlichen Zellen und die Ausschittung von
Neuropeptiden im Pulpengewebe und deren Funktion. Einige Bereiche sind noch

unzureichend erforscht und daher noch unbekannt.
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Die Physiologie der Dentin-Pulpa-Einheit spielt aus zahnarztlicher Sicht eine grof3e Rolle
bei der Erhaltung der Pulpavitalitat und auch bei der Lokalanasthesie. Bei einer
Lokalanastesie wird die Reizleitung der nozizeptiven Fasern unterbrochen (Pashley &
Liewehr, 2006). Daraus resultiert eine verminderte Ausschuttung der Neuropeptide
Substance P und CGRP mit daraus resultierender Vasokonstriktion. Bei einer Reizung
der Pulpa durch eine Karies, Hitze- oder Kaltereize oder durch die Eroffnung der
Dentintubuli durch eine zahnarztliche Behandlung entsteht ein gegenteiliger Effekt. Hier
kommt es zu einer Depolarisation der sensorischen Fasern. Dadurch werden die
vasodilatativen Neuropeptide freigesetzt, es kommt zu einer Erhdhung des
Blutvolumens und zu einer erhdohten Permeabilitédt der Blutgefalle (Hargreaves et al.,
2006). Es beginnt die anti-inflammatorische Abwehrreaktion der Dentin-Pulpa-Einheit
mit der neurogenen Entzindung, der Immunabwehr und den Reparaturprozessen.
Kommt ein Reiz Uber einen langeren Zeitraum vor, so reagieren die sensorischen
Fasern der Pulpa mit dem sogenannten Nerv-Sprouting, was als Immunreaktion der
Pulpa angesehen wird (Pashley & Liewehr, 2006). Dabei sprossen vermehrt
Nervenfasern an der Stelle des Reizes ein. Fur den Erfolg der zahnarztlichen Therapie
ist eine intakte Physiologie des Pulpa-Dentin-Komplexes unerlasslich. Eine grofie
Bedeutung spielt auch die Bildung von reaktivem und reparativen Dentin. Es dient als

Schutzbarriere fur die Vitalerhaltung der pulpalen Zellen.

1.2.2.1 Mikrozirkulation
Die Pulpa enthalt ein eigenes dichtes Mikrozirkulationsnetz, dessen Hauptfunktion die

Regulation der interstitiellen Umgebung durch den Transport von Nahrstoffen,



Einleitung

Hormonen, Gasen und der Abtransport von metabolischen Abfallprodukten ist (Mjor et
al., 2002). Es handelt sich dabei um ein dynamisches System, welches sich an die
metabolischen Bedurfnisse anpasst.

Bei Entzindungsreaktionen ist das GefalRsystem ebenfalls beteiligt. Dann steigt der
interstitielle hydrostatische Druck in der Pulpa stark an (Stenvik et al., 1972). Das
Gefallnetz ist im subodontoblastischen Raum in drei Lagen unterteilt, das terminale
Netz ist in der auliersten Schicht zu finden. Die mittlere Schicht besteht aus pra- und
postkapillaren Gefallen, die dritte Schicht enthalt ein vendses Gefallsystem (Kishi et al.,
1989). Im Laufe des Lebens kommt es zu einer Reduktion des pulpalen Metabolismus,
daher verandert sich dieser Aufbau. Im adulten Zustand gibt es nur noch eine Lage von
Kapillaren die direkt in Venolen ubergehen (Kishi et al., 1989).

Der Blutfluss in der Pulpa ist héher als in anderen oralen Geweben. Er ist annéhernd so
hoch wie im Gehirn. Die hdchste Kapillardichte ist koronal zu finden. Der koronale
Blutfluss ist verglichen mit dem apikalen doppelt so hoch. 14 Prozent des
Pulpenvolumens bestehen aus Blutgefallen (Zhang et al, 1998). Es gibt zwei Faktoren,
die die arterielle Vasokonstriktion beeinflussen und damit einen Effekt auf den pulpalen
Blutfluss ausuben. Diese Faktoren sind neuronaler und parakriner Natur.

Die neuronale Regulation des Blutflusses erfolgt durch die Ausschittung von
Neuropeptiden durch die sensorischen und sympathischen Nervenfasern (Pashley &
Liewehr, 2006). Der Einfluss kann je nach Neuropeptid vasokonstriktiver oder
vasodilatatorischer Natur sein. Parakrine Faktoren wie Bradykinin (Olgart, 1992),
Prostaglandin oder Histamin werden lokal produziert (Okabe et al., 1989). Sie alle

fuhren zu einer Erhdhung des pulpalen Blutflusses.

10
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Das Gefallsystem der Pulpa weist eine Besonderheit auf. Da die Pulpa von Dentin
umgeben ist, kann sich das Gewebe nicht ausdehnen (Pashley & Liewehr, 2006).
Kommt es zu einer Vasodilatation und erhdhten GefalRpermeabilitat auf Grund einer
Entzindung, resultiert ein erhohter hydrostatischer Druck in Teilen des Pulpengewebes
(Heyeraas & Kvinnsland, 1992). Dieser Druck wird teilweise kompensiert durch eine

Absorption der Gewebeflussigkeit durch Lymphgefalie (Heyeraas & Kvinnsland, 1992).

1.2.2.2 Odontoblasten

Die Odontoblasten sind die hochstdifferenzierten Zellen der Pulpa (Pashley & Liewehr,
2006). Es sind postmitotische sekretorische Zellen mit basalem Zellkern, die von der
Neuralleiste abstammen (Imai et al., 1996). Fibronektin bewirkt eine terminale
Differenzierung der Odontoblasten zu sekretorischen Zellen (Ruch et al., 1996).
Odontoblasten produzieren die Bestandteile der organischen Matrix von Padentin und
Dentin einschlieBlich der Kollagene und Proteoglykane. Interzellular kdonnen sie
Calciumionen fur den Mineralisationsprozess im Dentin transportieren (Linde, 1995;
Linde & Lundgren, 1995). Sie schutten Matrix Metalloproteinasen aus, wodurch eine
Umwandlung von Pradentin in Dentin erfolgt (Caron et al., 1998).

Im Laufe ihrer Aktivitat verandern Odontoblasten ihr Aussehen (Romagnoli et al., 1990).
Sie flachen bei abnehmender Aktivitat ab. Die Grof3e und Anzahl der Zellorganellen wird
ebenfalls mit abnehmender Aktivitat reduziert (Mjor et al., 2002). Die grofdte Aktivitat
zeigen die Odontoblasten wahrend der Bildung von Primardentin. Dann besitzen sie ein
ausgepragtes Endoplasmatisches Retikulum, einen gut entwickelten Golgiapparat und

eine Vielzahl von Mitochondrien und Vesikeln (Goldberg & Smith, 2004). Ihre Zellkorper

11
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liegen im Pulpencavum, ihre Fortsatze ziehen entlang des frisch sezernierten Pradentins
bis tief in die mineralisierte Dentinmatrix (Jean et al., 1986).

Grole saulenformige Zellkorper findet man in der Kronenpulpa (Schellenberg et al.,
1992), im Mittelteil der Pulpa entlang des Wurzelkanals sind sie klein und saulenférmig
(Marion et al., 1991) und in der Wurzelpulpa sind die Zellkérper kubisch flach.

Der Durchmesser eines aktiven Odontoblasten betragt 5-7 ym, die Lange betragt
durchschnittlich 40 pm. Die vaskulare Versorgung der Odontoblasten ist fur ihre
Funktionsfahigkeit von gro3er Bedeutung. Es besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Status der Blutversorgung und dem Ausmal} der Dentinmineralisation (Tobin,

1972).

1.2.2.3 Odontoblastenahnliche Zellen

Die Fibroblasten sind die in der Pulpa am haufigsten vertretenen Zellen (Mjor et al.,
2002). Sie sind hauptsachlich in der Kronenpulpa lokalisierte spindelférmige Zellen.
Fibroblasten bilden sowohl Kollagen Typ-I und Typ-Illl als auch Proteoglykane und
Fibronektin fur die extrazellulare Matrix (Pashley & Liewehr, 2006). Sie dienen als eine
Quelle fur die Matrix-Metalloproteinasen der Pulpa (Pashley & Liewehr, 2006). Es wird
vermutet, dass sich Fibroblasten in odontoblastenahnliche Zellen umwandeln kdnnen
(Fitzgerald et al., 1990).

Die undifferenzierten Mesenchymzellen kommen in der zellreichen Zone unterhalb der
Odontoblastenschicht und im Pulpazentrum in der Nahe der Gefalde vor (Goldberg &
Smith, 2004). Es wird vermutet, dass diese Zellen wie Stammzellen fungieren (Gronthos

et al., 2000). Dabei kommt es zu einer Zellteilung, eine Zelle differenziert sich, die

12
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andere wandert zurlck in die zellreiche Zone und behalt ihre Teilungsfahigkeit (Ruch et
al., 1995). Man vermutet, dass sie die Fahigkeit besitzen, sich zu Fibroblasten oder
odontoblastenahnlichen Zellen umzuwandeln (Goldberg & Smith, 2004). Ein
chemotaktischer Reiz, die Ausschuttung von TGF-B2 (Tzaifas et al., 1998), Zytokinen
oder Bone Morphogenic Proteins (Nakashima 1994) konnen die Migration und
Proliferation dieser Progenitorzellen auslosen. Die Wachstumsfaktoren und Zytokine
leiten die Differenzierung zu odontoblastenahnlichen Zellen ein (Tzaifas et al., 1998) und

regen die Sezernierung von Reparaturdentin an.

1.2.2.4 Sonstige Zellen

In der gesunden Pulpa konnten viele immunkompetente Zellen nachgewiesen werden
(Goldberg & Smith, 2004). Makrophagen befinden sich hauptsachlich in der
Nachbarschaft von BlutgefalRen. Ihre Aufgabe in der Pulpa ist einerseits die
Phagozytose, andererseits die Weiterleitung von Antigenen an T-Zellen (Pashley &
Liewehr, 2006). Kommt es in der Pulpa zu einer Entzindungsreaktion, reagieren die
Makrophagen mit der  Ausschuttung  verschiedener  Entzindungs- und
Wachstumsfaktoren (Pashley & Liewehr, 2006). Die Dendritenzellen werden auch
Antigen-prasentierende Zellen genannt. Sie besitzen Typ llI-Antigene (Pashley &
Liewehr, 2006). Ein Grolteil der Lymphozyten sind T- Lymphozyten (Pashley & Liewehr,
2006). B-Lymphozyten kommen nur vereinzelt vor (Goldberg & Smith, 2004). Mastzellen
kommen selten in der gesunden Pulpa vor. Sie sind bei Entzindungsprozessen in der

Nahe der Blutgefalle gehauft zu finden (Pashley & Liewehr, 2006).
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In der Pulpa kommen auch Endothelzellen vor (Roberts-Clark & Smith, 2000). Kommt es
durch eine Praparation, eine Karies, eine irreversible Pulpitis oder einer Nekrose zum
Untergang von pulpalen Zellen, wird der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
freigesetzt (Tran-Hung et al., 2006). Dadurch werden die Endothelzellen aktiviert, es
kommt zu einer Angiogenese (Roberts-Clark & Smith, 2000), die den Heilungsprozess in
der Pulpa unterstutzt (Roberts-Clark & Smith, 2000). Kommt es zu einer Verletzung der
Endothelzellen, schitten diese ebenfalls Molekule aus, die eine Entzindungsreaktion

und die Einleitung des Heilungsprozesses initiieren (Tran-Hung et al., 2006).

1.2.2.5 Neuropeptide

In der Pulpa kommen einige Neuropeptide vor, die von verschiedenen Nervenfasertypen
freigesetzt werden. Die sensorischen C-Fasern und Ad-Fasern setzen SP und CGRP
frei (Narhi et al.,, 1992; lkeda et al., 1997). Die Pulpa besitzt die hochste SP-
Konzentration aulerhalb des zentralen Nervensystems (Brodin et al., 1981). SP und
CGRP bewirken eine Vasodilatation (Heyeraas & Kvinnsland, 1992; Andrew &
Matthews, 1996), eine Plasmaextravasation (Kerezoudis et al., 1993b) und sie
beeinflussen die Proliferation von T-Lymphozyten (Okiji et al., 1997). Wahrend einer
Entzindungsreaktion kommt es neben einer Nervenaussprossung auch zu einer
erhohten Expression von CGRP und SP in direkter Nachbarschaft zum
Entzindungsgeschehen (Kimberly & Byers, 1988; Byers, 1992).

Eine Aktivierung der Nozizeptoren durch Capsaicin ruft eine periphere Freisetzung
dieser Neurotransmitter hervor (Hargreaves et al., 1994). Einige Studien unterstutzen

daher die Schlussfolgerung, dass Capsaicin-sensitive Nervenfasern eine Hauptquelle
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von SP und CGRP darstellen, um die Mikrozirkulation der Pulpa zu regulieren (Olgart,
1996a; lkeda et al., 1997).

Die sympathischen Fasern schitten bei einer Aktivierung an ihren terminalen
Endigungen NPY aus (Uddmann et al., 1984). Diese Ausschuttung reduziert den
pulpalen Blutfluss um mehr als 80 Prozent, da NPY eine Vasokonstriktion auslost (Kim
et al.,, 1996b). Fristad und Kollegen (1995b) fanden heraus, dass es nach einer
Denervation des Nervus alveolaris inferior zu einem verringerten Gehalt an SP und
CGRP, aber nicht von NPY kommt. Daher wird vermutet, dass die sympathischen
Fasern in der Pulpa auch dazu dienen, die Ausschuttung von SP und CGRP durch eine

prasynaptische Inhibition zu verhindern (Kerezoudis et al., 1993a).

1.3 Capsaicin

1.3.1 Vorkommen

Bei Capsaicin handelt es sich um ein Hauptalkaloid unter den Capsaicinoiden, welches
nur aus Frichten der Pflanzengattung Capsicum gewonnen wird (Buck & Burks, 1986).
Seine Anwendung ist in der Nahrungszubereitung, der pharmazeutischen Industrie und
der Medizin weit verbreitet (Prasad et al., 2005). Capsaicin ist der Hauptbestandteil von
Chilischoten (Buck & Burks, 1986). Chili wird seit 7000 Jahren angebaut und als
Nahrungsmittelzusatz in vielen Regionen der Welt aufgrund seiner einzigartigen Scharfe
und seiner konservierenden Eigenschaft verwendet (Kang et al., 2001). Eine Wirkung
auf spezifische Rezeptoren ubt Capsaicin bei Saugetieren und Menschen in Form eines

Hitze- oder Scharfereizes beim Verzehr von Chilischoten aus (Wu et al., 2005).
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1.3.2 Pharmakologie

Capsaicin ist ein Vanillylamid der 8-Methyl-6-nonensaure (Abb. 2).

Abbildung 2:
Strukturformel des Capsaicins

- s A CH;

Capsaicin

Der pharmakologische Wirkungsmechanismus von Capsaicin lauft in zwei Phasen ab.
Initial kommt es zu einer exzitatorischen Phase verbunden mit Schmerzen und/oder
Entzindungszeichen. Darauf folgt die Phase der Analgesie (Szallasi & Blumberg, 1999)
(Abb. 3). Durch Capsaicin kommt es zur selektiven Reizung bestimmter Nozizeptoren
(Narhi et al., 1992), die normalerweise auf thermische oder chemische Reize reagieren.
Capsaicin bindet an einem ligandengesteuerten lonen-Kanal, dem Transient receptor
potential vanilloid 1 (TRPV1) (Kim et al., 2006).

Der oft schmerzhaften Erhitzung am Ort der Capsaicin-Applikation wird durch eine
vermehrte Durchblutung des Gewebes entgegengewirkt (Barrett et al., 2003). Zweck ist
die Warmeabfuhr, wobei es zu einer lokalen Rétung und sogar zur Odembildung
kommen kann, ahnlich einer Verbrennung (Tang et al., 2004).

Einige Studien haben gezeigt, dass es durch Capsaicingabe zu einer Apoptose von
kanzerogenen Zellen kommen kann (Lee et al.,, 2004; Kim et al., 2004), wobei die
Wirkung zeit- und dosisabhangig ist (Kim et al., 2005). Capsaicin stimuliert die Lipid-

Freisetzung aus dem Fettgewebe und hat dadurch eine anti-adipése Wirkung (Kawada
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et al., 1986). Die pharmazeutische Verabreichung von Capsaicin ist seiner
antiarthritischen und analgetischen Wirkung zuzuordnen, welche durch eine
Desensibilisierung der Nozizeptoren zustande kommt (Kress & Zeilhofer, 1999).

Wird Capsaicin oberflachlich auf die Haut oder Mucosa aufgetragen, ruft es eine lokale
Desensibilisierung hervor, die nach einigen Tagen abklingt (Szolcsanyi et al., 1990;
Maggi, 1991). Unter einer systemischen Desensibilisierung versteht man eine
langanhaltende Chemoanalgesie und Schwachung der Thermoregulation gegen Hitze
(Buck & Burks, 1986; Szolcsanyi, 2004). Die Dauer der Desensibilisierung ist
dosisabhangig (lkeda et al., 1997). Oberflachlich aufgetragenes Capsaicin depolarisiert
und erregt polymodale C-Fasern (Marsh et al., 1987), aber es erregt keine C-mechano-
oder C-thermoempfindliche Rezeptoren (Szolcsanyi et al., 1988).

Eine neonatal verabreichte systemische Gabe wiederum fuhrt zu einem Ausfall von 89%
der unmyelinisierten C-Fasern und 36% der myelinisierten A-Fasern (Lawson, 1987).
Capsaicin scheint allerdings keine Wirkung auf schnellleitende Ad-Fasern und AB-

Fasern auszuuben (lkeda et al., 1997).
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Abbildung 3:

Wirkungsmechanismus von lokal appliziertem Capsaicin
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1.3.3 Transient receptor potential vanilloid 1

Der Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) gehort zur Gruppe der TRP-Kanale
(Transient receptor potential channels). Diese werden in sechs Unterfamilien gegliedert.
Der TRPV1 zahlt dabei zur Gruppe der Vanilloidrezeptor-verwandten TRP-Kanale
(Clapham, 2003). Alle Rezeptoren dieser Unterfamilie bestehen aus sechs
Transmembransegmenten und einer Porenregion, welche einen hydrophoben Abschnitt

besitzt (Vannier et al.,, 1998). Damit ist die Struktur ahnlich wie die der
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spannungsgesteuerten Kaliumkanale. Alle Mitglieder der TRPV-Subfamilie sind an der

Hitze- und Schmerzwahrnehmung beteiligt (Clapham, 2003).

Der TRPV1 ist ein nicht-selektiver Kationenkanal (Caterina et al., 1999). Eine
Aktivierung dieses Rezeptors wird durch Temperaturen Uber 42°C und durch Capsaicin
ausgelost. Ein saures extrazellulares Milieu kann dazu noch stimulierend auf den
TRPV1 einwirken (Caterina et al., 1997). Entzindungsmediatoren l6sen bei diesem
Rezeptor ebenfalls einen Stimulus aus (Prescott & Julius; 2003; Cesare et al., 1999).

Da der Rezeptor sowohl fur die Hitze-, als auch fur die Reizwahrnehmung durch
Capsaicin verantwortlich ist, wird derselbe Transduktionsmechanismus aktiviert wie bei
einer Verbrennung (Caterina et al., 1997). Ein thermisches oder chemisches Signal 16st
einen lonenfluss aus, wodurch Nervenzellen depolarisiert werden, und ein Signal an das

Zentralnervensystem gesandt wird (Wu et al., 2005).

Der TRPV1 wurde in den Neuronen der dentalen Pulpa nachgewiesen, wo er vermutlich
an der Schmerzwahrnehmung beteiligt ist (Chaudhary et al., 2001; Ichikawa &
Sugimoto, 2000a und b; Renton et al., 2003). Es zeigt sich auch, dass 37% der primaren
sensorischen Neuronen vom Ganglion trigeminale, die die Pulpa versorgen, TRPV1-
immunoreaktiv sind (Ichikawa & Sugimoto, 2000a). Lee und Kollegen (2004) fanden
heraus, dass bei Ratten nach neonataler Desensibilisierung mit einer hohen

Capsaicindosis eine reduzierte Anzahl an TRPV1 nachweisbar ist.
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1.3.4 Auswirkung auf die Pulp

Wenige Studien haben sich mit der Auswirkung von Capsaicin auf den Dentin-
Pulpakomplex auseinandergesetzt. Dabei wurde sowohl die lokale als auch die
systemische Capsaicinwirkung untersucht.

Raab und Kollegen (1996) fanden heraus, dass es nach einer systemischen
Capsaicingabe zu einer Veranderung in der Zahnhartsubstanz kommt. Es findet
einerseits ein Verlust ganzer Odontoblastengruppen statt, andererseits kommt im
Vergleich zur Kontrollgruppe bis zu dreimal mehr Pradentin vor. Der Verlauf der
Dentintubuli scheint gestort (Raab et al., 1996). Es ist anzunehmen, dass die capsaicin-
sensitiven Fasern der Pulpa einerseits einen Einfluss auf die Dentinreifung und
andererseits auf die Bildung von Reparaturdentin ausuben (Raab et al., 1996).

Weitere Studien zeigten einen destruktiven Effekt der systemischen Capsaicingabe auf
die Zahnhartsubstanzbildung anhand kraterformiger Defekte im Dentin (Krage et al.,
2002b; Seltmann et al., 2007). Dabei wurde gleichzeitig der Einfluss der Mikrozirkulation
mit Hilfe von NOS-3 Knockout-Mausen untersucht (Krage et al., 2002b). Es zeigte sich
ein groRerer Einfluss auf die Entstehung von Dentindefekten nach systemischer
Capsaicin-Applikation (Krage et al, 2002b). Die Dentinbildung kann an den
Pulpenhdrnern und am zentralen Pulpenboden um bis zu 75 Prozent vermindert sein
(Heyeraas et al., 1996; Jacobsen & Heyeraas, 1996). In seltenen Fallen kommt die
Dentinbildung komplett zum Erliegen (Heyeraas et al., 1996). Nach neonataler
Desensibilisierung zeigt sich ein signifikanter Abfall der Vickers Mikroharte im Dentin,
wobei angenommen werden kann, dass dieser Effekt durch eine Beeintrachtigung der
Dentinapposition zustande kommt (Krage et al., 2005). Es ist anzunehmen, dass ein

Fehlen der nozizeptiven Neuropeptide die Aktivitat der Odontoblasten einschrankt
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(Krage et al., 2005). Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass das Neurotoxin
Capsaicin eine direkte toxische Wirkung auf die Odontoblasten ausubt (Krage et al.,
2005).

Des Weiteren kommt es zu einem funktionellen Verlust der sensorischen Fasern in der
Pulpa. Sowohl die Ad- als auch die C-Fasern sind zahlenmaRig stark reduziert (Krage et
al., 2002a und c). Sowohl der Verlust der sensorischen Fasern als auch die reduzierte
Mikrozirkulation nach der Desensibilisierung uben einen negativen Einfluss auf die
Odontoblasten und somit auf die Dentinbildung aus (Krage et al., 2002c).

Ein weiterer Effekt der neonatalen Desensibilisierung ist die Reduktion der
Neurotransmitter-Ausschuttung. Es kommt zu einer Reduktion der Expression von SP
und CGRP um bis zu 50 Prozent (Caviedes-Bucheli et al., 2005; Jacobsen & Heyeraas,
1996; Heyeraas et al., 1996). In der Odontoblastenschicht und deren Umgebung
konnten nach systemischer Capsaicingabe keine nozizeptiven Neuropeptide
nachgewiesen werden (Krage et al., 2005). Das Capsaicin bindet an den spezifischen
TRPV1-Rezeptor der Zellmembran der C-Neuronen (Ichikawa & Sugimoto, 2000a).

Eine lokale Applikation niedrig konzentrierten Capsaicins auf das Pulpengewebe ubt
einen exzitatorischen Effekt auf die Leitungsfahigkeit der pulpalen langsam leitenden
Ad- und C-Fasern aus (lkeda et al., 1997). Eine hohe Konzentration blockiert diese und
die schnellleitenden Ad-Fasern (lkeda et al., 1997).

Okumara und Kollegen (2005) konnten nachweisen, dass die Odontoblasten von Wistar-
Ratten Uber TRPV1-Kanale verfugen, womit Capsaicin wahrscheinlich einen direkten

Einfluss auf die Odontoblastenfunktion austiben kann.
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1.4 Neuropeptid Y

1.4.1 Vorkommen

Das Neuropeptid Y (NPY) ist ein 36-Peptidamid (Abb.4) und gehort zur Familie der
pankreatischen Polypeptide (McCullough et al., 1998). Es ist ein Neurotransmitter des
zentralen und peripheren Nervensystems, der seine Wirkung durch Aktivierung
bestimmter Rezeptoren (Y1-Y6) ausubt (McCullough et al., 1998). NPY st in

sympathischen Nervendigungen mit Noradrenalin co-lokalisiert (Uddman et al., 1998).

Abbildung 4:
Strukturformel: Neuropeptid Y

Tyr - Pro - Ser - Lys - Pro - Asp - Asn - Pro - Gly - Glu -
Asp - Ala - Pro - Ala - Glu - Asp - Met - Ala - Arg - Tyr -
Tyr - Ser - Ala-Leu-Arg-His-Tyr-1Iso-Asn-Leu -

Iso - Thr- Arg - GIn - Arg - Tyr — NH

1.4.2 Funktion

Das Neuropeptid Y ist physiologisch an der zentralnervosen Steuerung von Hunger,
Angst, Stress und Schmerz beteiligt (Hansel et al, 2001). Es beeinflusst den zirkadianen
Rhythmus, die Angiogenesis (Zukowska-Grojec et al., 1998), die Immunantwort, die
Modulation von Entzindungsreaktionen (Haug & Heyeraas, 2003; Caviedes-Bucheli et
al., 2006), die prasynaptische Regulation von Neurotransmittern, die Steuerung der
Motilitat im Gastrointestinaltrakt und die Blutgefal3kontraktion (Wahlestedt & Reis, 1993).
NPY ist ein potenter Inhibitor der SP-induzierten Vasodilatation (Fallgren et al., 1989).
Es potenziert dabei auch die Wirkung anderer Vasopressoren und spielt dadurch eine

zentrale Rolle bei der Blutdruckregulation (Zukowska-Grojec et al., 1998). NPY kann
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seine Wirkung durch sechs verschiedene an G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Y1 —
Y6) vermitteln (Zukowska-Grojec et al., 1998). Durch deren Aktivierung kommt es zu
einer Inhibition der Adenylatzyklasen und dadurch zu einer Steigerung der
intrazellularen Kalziumkonzentration, wobei der genaue Mechanismus bis jetzt noch

unbekannt ist (Zukowska-Grojec et al., 1998).

1.4.3 Auswirkung auf die Pulpa

NPY ist das zweithaufigst ausgeschuttete Neuropeptid der humanen Pulpa (Caviedes-
Bucheli et al., 2006). Die pulpalen BlutgefalRe exprimieren den NPY-Rezeptor Y1, durch
den das NPY seine Wirkung entfalten kann (Uddman et al., 1998). NPY kommt in
gleicher Konzentration bei Milchzahnen und permanenten Zahnen vor (Rodd &
Boissonade, 2002). Die sympathischen freien Nervenendigungen, die es ausschutten,
sind Uberwiegend entlang der grof3eren Blutgefalde in der Wurzel (Heyeraas et al., 1993)
und mittleren koronaren Region zu finden, ohne dass sie die Odontoblastenschicht
erreichen (Rodd & Boissonade, 2002).

Es gibt eine enge Beziehung zwischen den pulpalen Blutgefalen und dem NPY-
immunreaktive perivaskularen Plexus (Zhang et al., 1998). Man nimmt an, dass eine
Konstriktion dieser Gefalle durch NPY ausgelost wird (Olgart et al., 1989). Rodd und
Boissonade (2003) fanden heraus, dass 80 Prozent der BlutgefaRe durch ein
prominentes perivaskulares Netzwerk NPY-immunreaktiver Fasern begleitet werden.
Eine hohe Innervationsdichte hangt mit dickwandigen Arteriolen zusammen. Allerdings
zeigen sich im Pulpenhorn neben den dunnen Arteriolen ebenfalls NPY-assoziierte

Fasern (Rodd & Boissonade, 2003).
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Appliziert man NPY auf die dentale Pulpa, so kommt es zu einer Reduktion des pulpalen
Blutflusses durch eine Vasokonstriktion &hnlich der, die durch eine elektrische
Stimulation der sympathischen Fasern ausgelost wird (Kim et al., 1996a und b). Eine
gesunde Pulpa zeigt eine geringe Ausschuttung von NPY, die hochste Freisetzung zeigt
sich bei einer akuten irreversiblen Pulpitis (Caviedes-Bucheli et al., 2006). Wahrend des
Entzindungsprozesses steigt die NPY-Freisetzung an. Sie spielt eine wichtige Rolle in
der sympathischen Vasoregulation (Caviedes-Bucheli et al., 2006). Es kommt zu einer
Steigerung der durch Noradrenalin hervorgerufenen Vasokonstriktion als Antwort auf die
Vasodilatation, die durch die Neuropeptidfreisetzung sensorischer Fasern hervorgerufen

wird (Kim et al., 1996a).

In karidsen Zahnen steigt die NPY-Ausschuttung (Rodd & Boissonade, 2002), wobei bei
milder Karies signifikant mehr NPY freigesetzt wird als bei profunder Karies (El Karim et
al., 2006). Hier verlaufen die NPY-immunoreaktiven Fasern eher frei und unabhangig
von Gefalden und in den Pulpenhornern sogar durch die Odontoblastenschicht hindurch
bis in das Dentin (El Karim et al., 2006). Dasselbe Bild zeigt sich sechs Tage nach
Axotomie des Nervus alveolaris inferior (Fristad et al., 1995a). Bei einer experimentell
herbeigefuhrten Pulpitis zeigt sich ein erhohtes Sprouting der NPY-freisetzenden Fasern
in direkter Nachbarschaft zum neugebildeten Reizdentin (Haug & Heyeraas, 2003).
Diese Tatsache unterstutzt die Hypothese, dass NPY eine regulierende Rolle bei der
Bildung von Reizdentin besitzt.

Desweiteren zeigt sich, dass NPY die Migration und Proliferation von Endothelzellen
und daruber hinaus die Kapillarentstehung begunstigt (Zukowska-Grojec et al., 1998).

Eine Neubildung der Blutgefalie ist ausschlaggebend fur jeden Heilungsprozess. Da
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durch die NPY-Freisetzung eine Hemmung der SP-Ausschattung in der Pulpa erfolgt, ist
anzunehmen, dass NPY dadurch eine anti-inflammatorische Wirkung auf das
Pulpengewebe ausubt (El Karim et al., 2006). Interessanterweise zeigt sich nach einer
Kavitatenpraparation kein Sprouting der NPY-immunoreaktiven Fasern (Haug et al.,
2001). Nach Verletzungen mit Freilegung des Pulpengewebes verandert sich ebenfalls
die Morphologie der NPY-freisetzenden sympathischen Fasern nicht (Oswald & Byers,

1993).
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2. Fragestellung und Ziel der Studie

In der Pulpa dentis gibt es eine Vielzahl von Zellen, die alle zusammen den
Dentinpulpakomplex bilden. Dieser Komplex wird durch die darin befindliche Innervation
und Mikrozirkulation in seiner Physiologie beeinflusst und aufrechterhalten. Kommt es
zu einer Veranderung im Innervationsmuster oder der Mikrozirkulation, so kann die

gesamte Pulpaphysiologie nachhaltig verandert werden.

In dieser Studie sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Entwicklung der
Dentinpulpa-Einheit Uber die Zeit von 30-155 Tagen auf die Reduktion oder Elimination
der sympathischen Nervenfasern der Pulpa in der mit Capsaicin behandelten Ratte hat.
Zum einen sollte der Einfluss der Altersstufen auf die NPY-Ausschuttung der
sympathischen Nervenfasern dargestellt werden. Zum anderen wurde die Rolle der
systemischen Desensibilisierung durch Capsaicin in diesem Zusammenhang untersucht.
Dies soll dazu beitragen, die Physiologie des Dentin-Pulpakomplexes besser zu

verstehen und neue Wege in der Therapie von Pulpaerkrankungen zu finden.

Arbeitshypothesen:
1) Nach einer systemischen Desensibilisierung kommt es in der Rattenpulpa zu
einer Veranderung der NPY-Freisetzung.
2) In den verschiedenen Altersstufen wird es Unterschiede in der Quantitat der

Immunreaktionen fur NPY geben.
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3. Material und Methode

3.1 Tierstudienmodell

Die Versuche fanden mit Genehmigung der Bezirksregierung Dusseldorf
(Projektnummer G86/2003) in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf statt. Als Versuchstiere wurden Wistar-Ratten herangezogen.

3.1.1 Capsaicin-Applikation

Es wurde eine Capsaicin-Losung wie folgend beschrieben hergestellt: 50mg
Capsaicin 95% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) wurden in 0,5ml Ethanol 96%
geldst und 0,5ml Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) hinzugefligt. Danach
wurde die Lésung mit 4 ml physiologischem Natriumchlorid aufgeflllt und steril
filtriert. Die Vehicle-Losung fur die Kontrollgruppen wurde genauso hergestellt, wobei
auf das Capsaicin verzichtet wurde. Die Applikationsmenge betrug 50mg Capsaicin
je Kilogramm Korpergewicht. Fur den Versuch wurde neugeborenen Wistar-Ratten
beider Geschlechter am dritten postnatalen Tag die Capsaicin-Losung appliziert. Die
Losung wurde dabei subkutan in die Nackenfalte injiziert. Danach erhielten die
Jungtiere Sauerstoff Uber eine Sauerstoffmaske. Durch die Capsaicingabe kam es
zur Entwicklung von Asthmaanfallen. Daher wurde beim ersten Anzeichen eines
Anfalls ein Hub Asthmaspray mit dem Wirkstoff Fenoterolhydrobromid (Berotec® N
100pug Dosier-Aerosol, Boehringer Ingelheim, Deutschland) verabreicht. Unter
weiterer Sauerstoffgabe erfolgte eine Brustmassage. Wahrend dieser Prozedur lagen
die Tiere unter einer Warmelampe, um einer Unterkihlung vorzubeugen. Sobald der
Asthmaanfall komplett einsetzte, wurde ein weiterer Hub Asthmaspray gegeben.
Nach Beendigung des Anfalls wurden die Jungtiere wieder zum Muttertier gesetzt
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und nach einer und nach sechs Stunden kontrolliert. Eine weitere Kontrolle erfolgte
24 Stunden nach der Desensibilisierung. Danach wurde eine Woche taglich eine
Kontrolle durchgefuhrt, danach erfolgten wochentlich zwei Kontrollen der Tiere.
Genau dasselbe Vorgehen wurde bei den Tieren der Kontrollgruppe angewendet.
Obwohl diese Tiere keinen Asthmaanfall erlitten, wurde auch ihnen das Asthmaspray
verabreicht. Insgesamt wurden 71 Tiere mit Capsaicin und 62 Tiere mit der Vehicle-

Losung behandelt.

3.1.2 Intravitalperfusion und Fixierung

Zum Zeitpunkt von 30, 60, 90 und 155 Lebenstagen wurden jeweils 12 Tiere der
Kontroll- und der Capsaicin-Gruppe geopfert. Vor der Intravitalperfusion wurden die
Tiere mit 100mg Ketaminhydrochlorid (Ketavet® 100mg/ml, Pharmacia&Upjohn,
Erlangen, Deutschland) und 5g Xylazinhydrochlorid 2% (Rompun® 2%, Bayer Vital,
Leverkusen, Deutschland) pro Kilogramm Korpergewicht intraperitoneal anasthesiert.
Fiar die Perfusion wurde der Thorax mit einem medianen Schnitt er6ffnet und die
Rippen und das Sternum entfernt. Dabei wurde vorsichtig das Herz freiprapariert. Mit
einer stumpfen Kanule wurde der Herzmuskel an der Herzspitze sondiert, und es
folgte dann die Perfusion durch den linken Ventrikel. Zunachst wurde mit 0,1M pH
7,4 Phosphatpuffer das Blut aus den Blutgefallen ausgewaschen, wozu das rechte
Herzohr aufgeschnitten wurde. Danach erfolgte die Fixierung nach Zamboni
bestehend aus 4% Paraformaldehyd und 0,2% Pikrinsdure in 0,1AM pH 7,4
Phosphatpuffer. Das Erreichen des gewunschten Fixierungsgrades der Gewebe
zeigte sich daran, dass die Schleimhaute der Tiere gelb gefarbt waren. Sobald der
gewunschte Fixierungsgrad erreicht war, wurden die Kiefer prapariert, halbiert und in

4% neutral gepuffertem Paraformaldehyd fur 24 Stunden nachfixiert. Danach erfolgte
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eine Auswaschung in Phosphatpuffer fur weitere 24 Stunden. Die Kiefer wurden fur
2-4 Wochen, je nach Alter der Tiere, in 25% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
entkalkt. Danach wurden die Kiefer wieder fur 24 Stunden in Phosphatpuffer
ausgewaschen. Es folgte eine 24-stindige Einlage in Phosphatpuffer geldster
Sucrose (10%) bevor die Kiefer in 30% Sucrose, gelost in Phosphatpuffer, bei

-80°C eingefroren und gelagert wurden.

3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Gewebevorbereitung

Zur Immunhistochemie wurden von den linken Unterkieferhalften von jeweils 12
Tieren je Gruppe am Kryostat Leica CM 3050 (Leica Microsystems, Nussloch,
Deutschland) bei -18°C Sagittal-Schnitte von je 50um angefertigt und in

Phosphatpuffer als flotierende Schnitte gesammaelt.

3.2.2 Anti-Neuropeptid Y

Es erfolgten zwei Waschgange fur je funf Minuten in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS). Danach wurden die Schnitte fur 30 Minuten in 0,3%
Hydrogen-Peroxid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) in PBS und Zusatz von 0,5%
TritonX 100® (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) inkubiert. Es schlossen sich sechs
Waschgange mit PBS-TritonX 100® (PBS-TX) an. Die Blockierung von
unspezifischen Bindungen wurde fur 60 Minuten mit 5% Normalserum von der Ziege
(Vektor Laboratories, Burlingame, USA) durchgefuhrt. In eine Losung aus 1%
Rinderserum Albumin (Calbiochem, La Jolla, USA) und 5% Normalserum von der

Ziege wurde der polyklonale Primarantikorper Kaninchen Anti-Neuropeptide Y
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(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) hinzugefugt. Die Schnitte wurden fur 72 Stunden
in dieser Losung bei 4°C inkubiert. Es folgten sechs Waschgange mit PBS-TX. Zur
Inkubation mit dem Sekundarantikrper Ziege Anti Kaninchen, 1:500 (Vektor
Laboratories, Burlingame, USA) wurde dieser in der Blockierungslosung verdunnt
und die Schnitte fur 90 Minuten hinzugefugt. Es schlossen sich wieder sechs
Waschgange mit PBS-TX an. Danach wirkte fur vier Stunden der Avidin-
Biotinperoxidase-Komplex (ABC Standardkit, Vektor Laboratories, Burlingame, USA)
auf das Gewebe ein. Nach dieser Inkubationszeit wurden drei Pufferbader mit PBS
und drei Pufferbader mit Tris-Puffer (TBS) durchgefuhrt. Fur die Chromogen-
Reaktion wurde eine Losung aus in Tris-Puffer gelostem nickelverstarktem 3,3'-
Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) und Hydrogen-Peroxid (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) hergestellt. Die Schnitte fur die NPY-Reaktion verblieben
funf Minuten in dieser Losung. Es folgten zur Unterbrechung der Chromogen-
Reaktion drei Waschgange in Tris-Puffer. Anschlieliend wurden drei Waschgange in
PBS vorgenommen. Die Schnitte wurden anschliel3end in Phosphatpuffer gesammelt
und auf mit Chrom-Alaun-Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und
getrocknet. Es folgte die Gegenfarbung fur 1 Minute, bestehend aus gleichen Teilen
1% Azur Il und 1% Methylenblau geldst in 1% Boraxldsung in einer Verdunnung
1:250 in destiliertem Wasser. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden
Isopropanolreihe dehydriert, zweimal fur je 5 Minuten in Xylol geklart und mit dem
Einschlussmittel DePeX (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)
und Deckglasern abgedeckt. Es wurden wahrend der Versuche Negativkontrollen
durchgefuhrt, indem die Primarantikorper-Losung, bestehend aus 1% Rinderserum-
Albumin und 5% Normalserum von der Ziege ohne Antikorperzusatz verwendet

wurde. Diese Negativ-Kontrollen zeigten durchweg keine Immunfarbung.
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3.3 Histologische Analyse

3.3.1 Lichtmikroskopie und Fotografie

Mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Laborlux D, Leitz, Deutschland) wurden geeignete
Schnitte fur die Analyse ausgewahlt. Die Schnitte sollten den ersten Molaren mit
vollstandigem Pulpalangsschnitt von mesial nach distal aufweisen. Mit der Leica
DC200-Kamera (Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz) wurden dann jeweils die
ausgewahlten Schnitte digital fotografiert. Es wurde je ein Foto in 100-facher und
250-facher VergroRerung des distalen Pulpenhorns, des Pulpencavums und der

mesialen mittleren Wurzelpulpa angefertigt (Abb 5).

Abbildung 5:

Fotografierte Pulparegionen des ersten Molars
a) distales Pulpenhorn

b) Pulpencavum

c) mesiale Wurzelpulpa
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3.3.2 Scion Image

Die Bildanalyse wurde mit Hilfe des Scion Image-Programms, Version 4.0.3.2 (Scion
Corporation, Frederick, MD, USA), durchgeflihrt. Zuerst wurde fir jeden Schnitt ein
Grenzbereich der Immuno-Farbung fir NPY festgelegt. Die Anzahl der Pixel pro
Quadrat-Inch, welche die NPY-Immunfarbung reprasentieren, wurden in jedem
Schnitt gemessen. Die Messung erfolgte in jedem Schnitt in einer definierten Pulpa-
Region, welche flr alle Schnitte identisch war. Dabei stellte eine héhere Anzahl von

Pixeln pro Quadrat-Inch einen héheren Gehalt an NPY in den Nervenfasern dar.

3.4 Studiendesign

96 Wistar-
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12 Kontrolle
12 Capsaicin

12 Kontrolle
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12 Capsaicin

12 Capsaicin
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Unterkiefer
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Foto 100x Tiff
Foto 250x Tiff
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3.5 Statistische Analyse

3.5.1 SPSS

Statistische Unterschiede in der Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch der NPY-positiven
Immunfarbungen wurden mit Hilfe eines SPSS-Programms (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), Version 12.0.1, berechnet. Dazu wurden der Student T-Test und der PostHoc

Bonferroni-Test angewendet.

3.5.2 Student T-Test

Mit Hilfe des Student T-Testes wurden jeweils die Mittelwerte und die
Standardabweichung fur die Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch der Versuchs- und
Kontrollgruppen miteinander verglichen. Der Vergleich erfolgte pro Altersgruppe. Es
handelt sich dabei um einen Vergleich der Mittelwerte zweier unabhangiger
Stichproben bei Normalverteilung. Die Fallzahl muss dabei als bekannt
vorausgesetzt werden. Bei einem Signifikanzniveau von p <0,05 spricht man von

einem signifikanten Unterschied.

3.5.3 PostHoc Bonferroni-Test

Bei dem PostHoc Bonferroni-Test handelt es sich um einen Mittelwertvergleich
mehrerer unabhangiger Stichproben. Es werden paarweise die Gruppenmittelwerte
des T-Tests verglichen. Dabei wird auch eine Gesamtfehlerrate ermittelt. Dadurch
wird das Signifikanzniveau an den Mehrfachvergleich angepasst. Als signifikant wird
ein Signifikanzniveau von p<0,05 angesehen.

Es wurden so die unterschiedlichen Altersklassen der Versuchs- bzw. der
Kontrollgruppe miteinander verglichen, um eine Veranderung der Pixelanzahl

zwischen den verschiedenen Altersklassen darzustellen.
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4. Ergebnisse

Tabelle 2:
Verteilung der Versuchstiere auf die Versuchsgruppen
Altersstufe Capsaicingruppe Kontrollgruppe
30 Tage Nr. 45, Nr. 46, Nr. 47, Nr. 7, Nr. 8, Nr. 9,
Nr. 48, Nr. 49, Nr. 50, Nr. 10, Nr. 11, Nr. 13,
Nr. 51, Nr. 52, Nr. 53, Nr. 14, Nr. 15, Nr. 16,
Nr. 54, Nr. 55, Nr. 56 Nr. 25, Nr. 26, Nr. 27
60 Tage Nr. 29, Nr. 30, Nr. 31, Nr. 39, Nr. 41, Nr. 42,
Nr. 32, Nr. 33, Nr. 34, Nr. 43, Nr. 44, Nr. 70,
Nr. 35, Nr. 36, Nr. 37, Nr. 71, Nr. 72, Nr. 73,
Nr. 38, Nr. 61, Nr. 62 Nr. 74, Nr. 76, Nr. 77
90 Tage Nr. 82, Nr. 83, Nr. 84, Nr. 94, Nr. 95, Nr. 96,
Nr. 85, Nr. 86, Nr. 87, Nr. 97, Nr. 98, Nr. 99,
Nr. 88, Nr. 89, Nr. 90, Nr. 100, Nr. 101, Nr. 102,
Nr. 91, Nr. 92, Nr. 93 Nr. 103, Nr. 104, Nr. 105
155 Tage Nr. 113, Nr. 114, Nr. 115, | Nr. 107, Nr. 108, Nr. 109,
Nr. 116, Nr. 117, Nr. 118, | Nr. 110, Nr. 111, Nr. 112,
Nr. 128, Nr. 129, Nr. 130, | Nr. 119, Nr. 120, Nr. 121,
Nr. 131, Nr. 132, Nr. 133 | Nr. 122, Nr. 123, Nr. 124
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4.1 Histologische Ergebnisse

4.1.1 Distales Pulpenhorn

Im distalen Pulpenhorn findet man sowohl in den Kontroll- als auch in den
Versuchsgruppen sehr wenig NPY-immunreaktive Fasern. Die Reaktionen in den
Pulpenhornern sind generell sehr schwach. In den Versuchsgruppen ist die Anzahl
der Immunreaktionen im Vergleich zu den Kontrollgruppen nochmals reduziert. In der
30-Tage Kontrollgruppe finden sich nur wenige feine NPY-immunoreaktive Fasern im
distalen Pulpenhorn der Tiere Nr. 11, 13 (Abb.6b), 15, 26 und 27. Diese
Immunreaktionen sind sehr zart, zum Teil punktformig. In der 30-Tage
Versuchsgruppe sind nur vereinzelt diskrete Immunreaktionen bei den Tieren Nr. 46,
47 und 51 (Abb.6a) zu erkennen, alle anderen Pulpenhorner zeigen keine sichtbaren

NPY-immunreaktiven Fasern.

Man findet nach 60 Tagen in den Pulpenhdrnern der Kontrollgruppe schwache
Immunreaktionen in Form von strangformigen Fasern bei den Tieren Nr. 42, 44, 71,
72 und 77. Zum Teil zeigen sich auch punktformige Immunreaktionen (Tier Nr. 76,
Abb.7b). In den restlichen Pulpenhornern der Kontrolltiere treten nur wenig NPY-
positive Fasern auf. In den Schnitten der 60-Tage Versuchsgruppen sieht man einige
kornige NPY-positive Fasern bei den Tieren Nr. 29, 33, 35 (Abb.7a), 37 und 38. Die
Pulpenhorner der restlichen Versuchstiere zeigen nur vereinzelt sehr zarte

Immunreaktionen.

Die Tiere Nr. 95, 97, 98, 100, 102 und 105 (Abb.8b) der 90-Tage Kontrollgruppe
zeigen starke perlschnurartige Immunreaktionen im Pulpenhorn. In den anderen
Schnitten dieser Gruppe sind die NPY-positiven Fasern nur sehr fein ausgebildet,

wohingegen bei der Capsaicin-Gruppe dieser Altersstufe nur vereinzelt punktférmige
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NPY-positive Fasern auftreten (Tier 83, 84, 86, 87(Abb.8a), 88, 90), welche zum Tell

nur schwach angefarbt erscheinen.

Die Pulpenhérner der Kontroligruppe im Alter von 155 Tagen enthalten wenige
punktformige immunreaktive Fasern (Tier Nr. 107, 109, 111, 112, 120 (Abb.9b)) mit
ungleichmafligem Verteilungsmuster. Die restlichen Pulpenhorner enthalten nur sehr
vereinzelte schwach gefarbte NPY-positive Fasern. Die Pulpenhorner der Capsaicin-
Tiere im gleichen Alter zeigen nur diskret immun-positive Fasern, welche bei den
Tieren 113, 114, 116, 128 (Abb.9a), 130 und 133 punktférmig Uber das gesamte
Pulpenhorn verstreut sind. Die restlichen Schnitte dieser Gruppe zeigen keine

Immunreaktion.
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Abbildung Nr.6

a) Capsaicin 30 Tage Nr.51, distales Pulpenhorn, 250-fach vergréfRert
b) Kontrolle 30 Tage Nr.13, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrélert

P
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Abbildung Nr.7

a) Capsaicin 60 Tage Nr.35, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrof3ert
b) Kontrolle 60 Tage Nr.76, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrélert
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Abbildung Nr.8

a) Capsaicin 90 Tage Nr.87, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrof3ert
b) Kontrolle 90 Tage Nr.105, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrof3ert
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Abbildung Nr.9

a) Capsaicin 155 Tage Nr.128, distales Pulpenhorn, 250-fach vergroRert
b) Kontrolle 155 Tage Nr.120, distales Pulpenhorn, 250-fach vergrélert
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4.1.2 Pulpencavum

Die Tiere der 30-Tagegruppen zeigen insgesamt eine schwache Immunreaktion im
Gewebe des Pulpencavums. Die Schnitte der Kontrollgruppe zeigen leichte Strange
immunreaktiver Fasern im Zentrum des Pulpencavums bei den Tieren Nr. 9, 10, 14,
15, 16, 25, 26 und 27. Bei den Tieren Nr. 11 und 13 (Abb.10b) finden sich starke
netzartige NPY-positive Fasern im Pulpencavum. In den Schnitten der Tiere Nr. 7
und 8 sind keine Immunreaktionen sichtbar. In den Pulpen der Versuchsgruppe
befinden sich nur einzelne Reaktionsbundel (Tier Nr. 45, 48, 51 (Abb.10a), 53, 54,
55, 56) welche im Vergleich zur Kontrollgruppe diunn erscheinen. Bei dem Tier Nr. 47
sind netzformige Fasern zu erkennen. Die Ubrigen Schnitte enthalten keine

Immunreaktionen.

In der 60-Tage Kontrollgruppe zeigt sich die starkste Immunreaktion in diesem
Pulpagebiet. Man findet bei den Tieren Nr. 39, 41, 42, 73, 76 und 77 (Abb.11b)
perlschnurartige Reaktionen, welche zum Teil netzformig angeordnet erscheinen.
Auch hier ist der Ort der Immunreaktion das Zentrum des Pulpencavums. Die
restlichen Schnitte dieser Gruppe enthalten nur vereinzelt feine immunreaktive
Fasern. Die korrespondierende Versuchsgruppe zeigt ein komplett anderes Bild. Hier
stellen sich die Immunreaktionen kornig und auch punktformig dar (Abb.11a). Die
NPY-positiven Fasern liegen sowohl im Zentrum der Pulpakammer (Tier Nr. 33, 36,
38, 61, 62) als auch direkt innerhalb der Odontoblastenschicht des
Pulpenkammerbodens und -daches (Tier Nr. 30, 31, 32 (Abb.11a), 34). Im
Pulpencavum des Tieres Nr. 37 sind die Immunreaktionen netzférmig ausgebildet.
Bei den Tieren Nr. 29, 32 und 35 sind keine NPY-immunreaktiven Fasern

nachweisbar.

41



Ergebnisse

Man findet nach 90 Tagen in der Kontrollgruppe weniger immunreaktive Fasern.
Diese sind wie auch nach 60 Tagen zentral lokalisiert. Es handelt sich um
perlschnurartige Fasern (Tier Nr. 94, 95 (Abb.12b), 96, 97, 105), welche zum Teil
netzformig angeordnet sind (Tier Nr. 98, 100, 104). In den ubrigen Schnitten der
Kontrollgruppe sind die Immunreaktionen nur schwach ausgepragt. In der
entsprechenden Capsaicingruppe finden sich nur wenige Immunreaktionen (Tier Nr.
82, 83, 84, 85, 86, 89, 91), welche auch hier perlschnurartig geformt sind. Bei den
Tieren Nr. 84 wund 85 (Abb.12a) reichen diese Fasern bis an die
Odontoblastenschicht des Pulpenkammerbodens heran. Im Pulpencavum der Tiere
87, 88 und 90 sind die NPY-immunreaktiven Fasern am starksten ausgepragt. Bei

den Tieren 92 und 93 ist keine Immunreaktion zu erkennen.

Nach 155 Tagen sieht man im Zentrum des Pulpencavums der Tiere Nr. 109, 119
und 121 (Abb.13b) netzformige NPY-immunreaktive Fasern im Pulpagewebe der
Kontrollgruppe. Beim Tier Nr. 111 sind die Immunreaktionen bundelformig und beim
Tier Nr. 120 punktférmig angeordnet. Die anderen Schnitte der Kontrolltiere weisen
nur vereinzelt NPY-positive Fasern auf, bei Tier Nr. 110 sind keine Reaktionen
nachweisbar. In der Versuchsgruppe gibt es wenig immun-positive Fasern. Sie
befinden sich in erster Linie am Boden der Pulpenkammer und ziehen perlschnurartig
innerhalb und oberhalb der Odontoblastenschicht entlang (Tier Nr. 114 (Abb.13a),
115, 128, 129, 130, 131, 132). Bei den Tieren Nr. 113, 116, 128 und 131 kommen
auch netzformige Immunreaktionen vor. Die restlichen Tiere zeigen im Pulpencavum

schwache Immunreaktionen.
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Abbildung Nr.10

a) Capsaicin 30 Tage Nr.51, Pulpencavum, 250-fach vergrof3ert
b) Kontrolle 30 Tage Nr.13, Pulpencavum, 250-fach vergréRert
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Abbildung Nr.11

a) Capsaicin 60 Tage Nr.32, Pulpencavum, 250-fach vergrof3ert
b) Kontrolle 60 Tage Nr.77, Pulpencavum, 250-fach vergréRert
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Abbildung Nr.12

a) Capsaicin 90 Tage Nr.85, Pulpencavum, 250-fach vergrof3ert
b) Kontrolle 90 Tage Nr.95, Pulpencavum, 250-fach vergréRert
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Abbildung Nr.13

a) Capsaicin 155 Tage Nr.114, Pulpencavum, 250-fach vergroRert
b) Kontrolle 155 Tage Nr.121, Pulpencavum, 250-fach vergréRert
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4.1.3 Mesiale Wurzel

In der Wurzelregion sind die Immunreaktionen fur NPY am starksten. Sowohl die
Versuchs-, als auch die Kontrollgruppen zeigen eine hohe Konzentration an NPY-
positiven Fasern, wobei die Kontrollgruppe die starkere Farbung aufweist. Die
immunreaktiven Fasern verlaufen von apikal nach koronal im inneren Drittel der
Wurzelpulpa.

Die Tiere Nr. 7 (Abb.14b), 11, 14, 15 und 27 der 30-Tage Kontrollgruppe zeigt feine
strangformige Reaktionsbundel, welche fast mittig in der Wurzel verlaufen. In der
Wurzel des Tieres Nr. 26 sind die Immunreaktionen netzformig angeordnet. Bei den
ubrigen Tieren der Kontrollgruppe konnen nur vereinzelt NPY-immunreaktive Fasern
nachgewiesen werden. In den Schnitten der entsprechenden Capsaicingruppe
verlaufen an derselben Stelle wie in der Kontrollgruppe dezente immunreaktive
Fasern, welche bei den Tieren Nr. 48, 49, 53 und 55 (Abb.14a) ein netzférmiges
Aussehen besitzen. Die Wurzelpulpa der Tier Nr. 47 und 50 enthalt strangférmige
NPY-positive Fasern. Alle restlichen Wurzeln zeigen schwache Reaktionen, nur bei

Tier Nr. 51 zeigt sich keine Immunreaktion.

Nach 60 Tagen findet man in der Kontrollgruppe bei den Tieren Nr. 39, 41, 42, 44,
70, 71 (Abb.15b) und 77 Reaktionen mit perlschnurartigen Fasern, welche sich zum
Teil netzférmig aneinander lagern. Es kommen auch bundelférmige Reaktionen vor
(Tier Nr. 42, 73, 76). Die Wurzelpulpa der Tiere 43, 72 und 74 beinhaltet nur
schwache Immunreaktionen. Die Tiere Nr. 29, 30, 32, 36, 37, 38, 61 und 62 der
entsprechenden Versuchsgruppe zeigen ebenfalls zum Teil perlschnurartige,
netzférmige Reaktionen. Beim Tier Nr. 35 gibt es bundelartige Faserstrange. Die

NPY-positiven Fasern verlaufen in der Wurzelpulpa von Tier 36 hauptsachlich
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entlang der inneren Odontoblastenschicht (Abb.15a). Die Schnitte der Tiere 31, 33

und 34 weisen wenig immunreaktive Fasern auf.

Die 90-Tage Gruppen zeigen die grofdte Immunaktivitat. In der Kontrollgruppe sind
die NPY-positiven Fasern zum Teil perlschnurartig ausgebildet (Tier Nr. 97, 100).
Uberwiegend bilden sie jedoch untereinander netzférmige Verbindungen aus (Tier
Nr. 94, 95, 96, 98 (Abb.16b), 99, 102, 103, 104 und 105). In der Versuchsgruppe
findet man ebenfalls Uberwiegend netzférmige Fasern (Tier Nr. 82, 83, 84, 86, 87,
89), welche jedoch zarter erscheinen. Vereinzelt verlaufen auch Immunreaktionen
entlang der inneren Odontoblastenschicht (Tier Nr. 84, 85 (Abb.16a)). Sehr wenig

NPY-positive Fasern sind bei den Tieren 88, 91, 92 und 93 zu sehen.

In der Kontrollgruppe der 155-Tage Tiere sieht man viele netzférmige
Immunreaktionen (Tier Nr. 107, 109, 110, 111, 119, 120, 121 (Abb.17b), 124). Es
sind auch punktformige Fasern zu finden (Tier Nr. 108, 112, 122, 123), welche zum
Teil mehr im Zentrum der Wurzelpulpa liegen, als in den anderen Gruppen. Die
Capsaicingruppe zeigt feine NPY-positive Fasern. Es handelt sich meistens um
netzformige Fasern (Tier Nr. 113, 114, 115, 116, 117, 128, 129, 130, 131, 133),
welche direkt unterhalb und bei den Tieren Nr. 115, 129, 130 (Abb.17a), 131 und 132
auch innerhalb der Odontoblastenschicht verlaufen. Hier ist sowohl die innere als

auch die aufRere Odontoblastenschicht betroffen (Abb.17a).
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Abbildung Nr.14

a) Capsaicin 30 Tage Nr.55, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergroRert
b) Kontrolle 30 Tage Nr.7, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergrof3ert
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Abbildung Nr.15
a) Capsaicin 60 Tage Nr.36, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergroRert
b) Kontrolle 60 Tage Nr.71, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergrof3ert
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Abbildung Nr.16
a) Capsaicin 90 Tage Nr.93, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergroRert
b) Kontrolle 90 Tage Nr.98, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergroRert
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Abbildung Nr.17

a) Capsaicin 155 Tage Nr.130, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergrofRert
b) Kontrolle 155 Tage Nr.121, mesiale Wurzelpulpa, 250-fach vergrof3ert
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4.2 Statistische Datenanalyse

4.2 .1 Distales Pulpenhorn

Die statistische Auswertung mit Hilfe von Scion Image zeigt, dass es deutliche
Unterschiede in der Immunreaktion fur NPY zwischen einigen Kontroll- und
Versuchsgruppen gibt. Ein p-Wert von unter 0,05 wurde dabei als signifikant
betrachtet (*). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Pixel pro
Quadrat-Inch zwischen der Kontroll- und Versuchsgruppe bei 60 (p = 0,000) und 90
(p = 0,002) Tagen an Hand der Durchfiihrung des Student T-Tests (Abb.18). Dabei
wurden die Mittelwerte der Kontroll- und Versuchsgruppe der jeweiligen Altersstufe

miteinander verglichen.

Abbildung Nr.18
Student-T Test fur das distale Pulpenhorn
Pixel/inch, unabhangige Stichproben

Capsaicin Kontrolle D
Mittel- |Standard- Mittel- |Standard-
wert  |abweichung wert abweichung
30 Tage (0,001 10,001 30 Tage 10,001 10,001 0,681
60 Tage [0,000 |0,000 60 Tage (0,020 0,015 0,000*
90 Tage [0,000 0,000 90 Tage [0,011 0,011 0,002*
155 Tage (0,001 [0,002 155 Tage 10,003 10,002 0,090
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In der Abbildung Nr. 19 wird die Freisetzung von NPY im distalen Pulpenhorn
grafisch dargestellt. Die Kurve der Kontrollgruppe besitzt eine starke Steigung. Sie
weist die starkste Immunreaktion fur NPY nach 60 Tagen mit 0,02 Pixeln pro
Quadrat-Inch auf. Die Werte der 30 und 155 Tage nahern sich einander an. Bei den
Versuchsgruppen ist die NPY-Ausschuttung nahezu konstant, die Konzentration fallt
nach 30 Tagen leicht ab und steigt erst nach 155 Tagen wieder zum anfanglichen

Wert an (Abb.19).

Abbildung Nr.19
Verteilung von NPY im distalen Pulpenhorn
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Der Vergleich der einzelnen Altersstufen innerhalb der Versuchs- bzw. der
Kontrollgruppen untereinander zeigt signifikante Unterschiede in der Konzentration

immunreaktiver Fasern lediglich zwischen den Kontrollgruppen. Dies betrifft den
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Vergleich der 30 und 60 Tage (p = 0,000) und der 60 und 155 Tage (p = 0,000) mit
Hilfe des Post Hoc/Bonferroni-Tests (Abb.20). In der Versuchsgruppe gibt es keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Pixel zwischen den verschiedenen

Altersklassen (Abb.21).

Abbildung Nr.20
Post Hoc / Bonferroni flr das distale Pulpenhorn der Kontrollgruppe

Abhangige Variable: NPYDH Kontrollgruppe

(N (J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 |-,019040* |,0038914 ,000* -,029803 -,008277
90,00 | -,010061 ,0037103 ,058 -,020323 ,000201
155,00 | -,002118 ,0036382 1,000 -,012180 ,007945
60,00 | 30,00 | ,019040* |,0038914 ,000* ,008277 ,029803
90,00 | ,008979 ,0038914 ,166 -,001784 ,019742
155,00 | ,016922* |,0038227 ,000* ,006349 ,027495
90,00 | 30,00 | ,010061 ,0037103 ,058 -,000201 ,020323
60,00 | -,008979 ,0038914 ,166 -,019742 ,001784
155,00 | ,007943 ,0036382 ,207 -,002119 ,018006
155,00 | 30,00 | ,002118 ,0036382 1,000 -,007945 ,012180
60,00 | -,016922* |,0038227 ,000* -,027495 -,006349
90,00 | -,007943 ,0036382 ,207 -,018006 ,002119

* Die mittlere Differenz ist auf der Stufe ,05 signifikant.
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Abbildung Nr.21
Post Hoc / Bonferroni flr das distale Pulpenhorn der Capsaicingruppe

Abhangige Variable: NPYDH Capsaicingruppe

(N (J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 | ,006891 ,0043863 ,743 -,005270 ,019051
90,00 | ,006696 ,0043863 ,807 -,005464 ,018857
155,00 | ,005452 ,0047377 1,000 -,007683 ,018586
60,00 | 30,00 |-,006891 ,0043863 ,743 -,019051 ,005270
90,00 | -,000194 ,0043863 1,000 -,012355 ,011966
155,00 | -,001439 ,0047377 1,000 -,014574 ,011696
90,00 | 30,00 | -,006696 ,0043863 ,807 -,018857 ,005464
60,00 | ,000194 ,0043863 1,000 -,011966 ,012355
155,00 | -,001245 ,0047377 1,000 -,014379 ,011890
155,00 | 30,00 | -,005452 ,0047377 1,000 -,018586 ,007683
60,00 | ,001439 ,0047377 1,000 -,011696 ,014574
90,00 | ,001245 ,0047377 1,000 -,011890 ,014379

Basiert auf beobachteten Mittelwerten.

4.2.2 Pulpencavum

Im Vergleich zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen zeigt sich auch im
Pulpencavum ein signifikanter Unterschied in der Anzahl NPY-immunpositiver Fasern
zwischen den 60 Tagen Versuchs- und Kontrollgruppen (p = 0,001) und zwischen
den 90 Tagen Versuchs- und Kontrollgruppengruppen (p = 0,003) bei der

Durchfihrung des Student-T Tests (Abb.22).
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Abbildung Nr.22

Student-T Test fur das Pulpencavum
Pixel/inch, unabhangige Stichproben

Capsaicin Kontrolle o
Mittel- |Standard- Mittel- |Standard-
wert  labweichung wert abweichung
30 Tage [35,24 |46,83 30 Tage |27,80 |35,17 0,670
60 Tage [48,03 [143,31 60 Tage 452,15 |352,91 0,001*
90 Tage [13,05 |13,26 90 Tage |243,46 |242,60 0,003*
155 Tage 42,39 |37,58 155 Tage [66,74 |54,67 0,261

Im Pulpencavum ist die Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch im Vergleich zum
Pulpenhorn deutlich erhoht. Die hochste Anzahl immunreaktiver Fasern findet man
auch hier in der 60 Tage Kontroll-Gruppe mit 453,46 Pixel/Inch?. Der Verlauf der
Kurve ist mit dem im Horn (Abb.23) nahezu identisch, abgesehen von der
Pixelanzahl. Von den Versuchsgruppen zeigt ebenfalls die 60 Tage-Gruppe die
hochste Konzentration NPY-positiver Fasern (Abb.23), nach 90 Tagen sinkt die
Anzahl, um nach 155 Tagen wieder leicht anzusteigen. Der Verlauf dieser Kurve ist

allerdings sehr flach im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung Nr.23

Verteilung von NPY im Pulpencavum
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Ein Vergleich innerhalb der Altersklassen der Kontrollgruppe zeigt einen signifikanten

Unterschied in der Reaktionsdichte zwischen den 30 und 60 Tagen (p = 0,000) und

zwischen den 60 und 155 Tagen (p = 0,000) (Abb.24). Innerhalb der Altersstufen der

Versuchsgruppe gibt es auch hier keinen signifikanten Unterschied in der

Konzentration NPY-immunreaktiver Fasern nach der Uberpriifung mit dem Post

Hoc/Bonferroni Test (Abb.25).
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Abbildung Nr.24

Post Hoc / Bonferroni fur das Pulpencavum der Kontrollgruppe

Abhangige Variable: NPYC Kontrollgruppe
(1)) J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 |-424,3400* | 88,03653 ,000* -667,8349 -180,8451
90,00 | -215,6542 | 83,93954 ,082 -447,8175 16,5092
165,00 | -38,9388 82,30949 1,000 -266,5937 188,7160
60,00 | 30,00 | 424,3400* | 88,03653 ,000* 180,8451 667,8349
90,00 | 208,6858 | 88,03653 ,134 -34,8091 452,1808
165,00 | 385,4012* | 86,48373 ,000* 146,2010 624,6013
90,00 | 30,00 | 215,6542 | 83,93954 ,082 -16,5092 447,8175
60,00 | -208,6858 | 88,03653 ,134 -452,1808 34,8091
155,00 | 176,71563 | 82,30949 ,225 -50,9395 404,3702
165,00 | 30,00 | 38,9388 82,30949 1,000 -188,7160 266,5937
60,00 | -385,4012* | 86,48373 ,000* -624,6013 -146,2010
90,00 | -176,7153 | 82,30949 ,225 -404,3702 50,9395

* Die mittlere Differenz ist auf der Stufe ,05 signifikant.
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Abbildung Nr.25

Post Hoc / Bonferroni fur das Pulpencavum der Capsaicingruppe

Abhéngige Variable: NPYC Capsaicingruppe
(1)) J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 | 1856,4242 | 1371,848 1,000 -1946,8248 | 5659,6732
90,00 | 1894,4000 | 1371,848 1,000 -1908,8490 | 5697,6490
155,00 | 1865,0594 | 1481,766 1,000 -2242,9190 | 56973,0379
60,00 | 30,00 |-1856,4242 | 1371,848 1,000 -5659,6732 | 1946,8248
90,00 37,9758 | 1371,848 1,000 -3765,2732 | 3841,2248
155,00 8,6353 1481,766 1,000 -4099,3432 | 4116,6137
90,00 | 30,00 |-1894,4000 | 1371,848 1,000 -5697,6490 | 1908,8490
60,00 | -37,9758 | 1371,848 1,000 -3841,2248 | 3765,2732
165,00 | -29,3406 | 1481,766 1,000 -4137,3190 | 4078,6379
165,00 | 30,00 | -1865,0594 | 1481,766 1,000 -5973,0379 | 2242,9190
60,00 -8,6353 1481,766 1,000 -4116,6137 | 4099,3432
90,00 29,3406 | 1481,766 1,000 -4078,6379 | 4137,3190

Basiert auf beobachteten Mittelwerten.

4.2.3 Mesiale Wurzel

Der Vergleich der Versuchs- und Kontrollgruppen zeigt in der Wurzelpulpa ein

anderes Ergebnis als in den vorher untersuchten Gebieten. Hier stellt sich ein

signifikanter Unterschied in der Anzahl NPY-positiver Fasern zwischen der Kontroll-

und Versuchsgruppe bei 30 Tagen ein (p = 0,01) (Student-T Test, Abb.26).
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Abbildung Nr.26

Student-T Test fur die mesiale Wurzelpulp
Pixel/inch, unabhangige Stichproben

Capsaicin Kontrolle p
Mittel- |Standard- Mittel- |Standard-
wert abweichung wert abweichung
30 Tage (32,85 [63,49 30 Tage (140,40 115,17 0,010*
60 Tage |275,54 (242,60 60 Tage |267,55 |170,66 0,931
90 Tage [333,27 |262,23 90 Tage [558,92 |418,52 0,128
155 Tage |166,16 |154,94 155 Tage [231,09 |232,66 0,470

Die Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch ist im Vergleich zum Pulpencavum nochmals
erhoht (Abb.27). Die hochste Anzahl der Pixel findet man hier in der 90 Tage
Kontrollgruppe mit 558,92 Pixel/Inch?®. Die Kurve steigt sehr steil an und fallt nach 90
Tagen wieder etwas unterhalb des Wertes fur 60 Tage ab. Es zeigt sich eine
geringere Differenz zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen als in den anderen
Gebieten. In den Versuchsgruppen ist die hochste Konzentration der immunreaktiven
Fasern ebenfalls bei 90 Tagen zu finden. Der Verlauf der Kurve ahnelt der der
Kontrollgruppe. Interessanterweise ist die Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch nach 60

Tagen in beiden Gruppen ungefahr gleich hoch.
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Abbildung Nr.27

Verteilung von NPY in der mesialen Wurzel
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Beim Vergleich der verschiedenen Altersstufen in der Kontrollgruppe untereinander
findet sich in diesem Gebiet ein signifikanter Unterschied zwischen 30 und 90 Tagen
(p = 0,02) und zwischen 90 und 155 Tagen (p = 0,02) (Abb.28). Weiterhin zeigen
sich auch signifikante Unterschiede in der Konzentration NPY-positiver Fasern bei
der Versuchsgruppe. Diese Signifikanzen findet man zwischen der 30 und 60 Tage-
Gruppe (p = 0,03) und auch zwischen der 30 und 90 Tage-Gruppe (p = 0,04) bei der

Anwendung des Post Hoc/Bonferroni Tests (Abb.29).
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Abbildung 28

Post Hoc / Bonferroni fur die mesiale Wurzel der Kontrollgruppe

Abhangige Variable: NPYROOT Kontrollgruppe

(1)) J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 |-242,6869* | 81,65565 ,030* -469,0652 -16,3085
90,00 | -300,4198* | 81,65565 ,004* -526,7982 -74,0415
155,00 | -133,3049 | 88,19819 ,830 -377,8215 111,2117
60,00 | 30,00 | 242,6869* | 81,65565 ,030* 16,3085 469,0652
90,00 | -57,7330 81,65565 1,000 -284,1113 168,6454
155,00 | 109,3820 | 88,19819 1,000 -135,1346 353,8985
90,00 | 30,00 | 300,4198* | 81,65565 ,004* .74,0415 526,7982
60,00 | 57,7330 81,65565 1,000 -168,6454 284,1113
165,00 | 167,1149 | 88,19819 ,391 -77,4016 411,6315
165,00 | 30,00 | 133,3049 | 88,19819 ,830 -111,2117 377,8215
60,00 | -109,3820 | 88,19819 1,000 -353,8985 135,1346
90,00 | -167,1149 | 88,19819 ,391 -411,6315 77,4016

* Die mittlere Differenz ist auf der Stufe ,05 signifikant.
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Abbildung Nr.29

Post Hoc / Bonferroni fur das Pulpencavum der Capsaicingruppe

Abhéngige Variable: NPYC Capsaicingruppe
(1)) J) Mittlere Standardfehler | Signifikanz | 95% Konfidenzintervall
Alter | Alter | Differenz
(-J) Untergrenze | Obergrenze
30,00 | 60,00 |-127,1496 | 112,80255 1,000 -439,1434 184,8442
90,00 | -418,5198* | 107,55301 ,002* -715,9942 -121,0454
155,00 | -90,6976 105,46440 1,000 -382,3953 201,0000
60,00 | 30,00 | 127,1496 | 112,80255 1,000 -184,8442 439,1434
90,00 | -291,3702 | 112,80255 ,080 -603,3640 20,6236
155,00 | 36,4520 110,81293 1,000 -270,0389 342,9428
90,00 | 30,00 | 418,56198* | 107,55301 ,002* 121,0454 715,9942
60,00 | 291,3702 | 112,80255 ,080 -20,6236 603,3640
155,00 | 327,8222* | 105,46440 ,020* 36,1245 619,5198
165,00 | 30,00 | 90,6976 105,46440 1,000 -201,0000 382,3953
60,00 | -36,4520 110,81293 1,000 -342,9428 270,0389
90,00 | -327,8222* | 105,46440 ,020* -619,5198 -36,1245

Basiert auf beobachteten Mittelwerten.

4.2.4 Vergleich der Untersuchungsgebiete

Die Grafik Nr.30 zeigt den direkten Vergleich der Quantitat der NPY-immunreaktiven
Fasern innerhalb der drei Untersuchungsgebiete in der Kontrollgruppe. Die grofdte
Pixel-Anzahl ist in der Wurzel nach 90 Tagen zu finden. Im Pulpenhorn sind kaum
nachweisbare Mengen NPY-positiver Fasern zu finden. In der Wurzelpulpa sind in
allen Altersstufen, ausgenommen der 60 Tage, die meisten Pixel pro Quadrat-Inch zu
messen.

Nach 60 Tagen ist im Pulpencavum die grofdte Anzahl von

Immunreaktionen zu finden.
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Abbildung Nr.30

Vergleich der Ergebnisse fur die Kontrollgruppen
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Sieht man sich die Grafik fur die Versuchsgruppe an (Abb.31), erkennt man, dass
nach 30 Tagen die Menge der Pixel pro Quadrat-Inch in der Wurzel und im Cavum
nahezu identisch sind. Wie auch in der Kontrollgruppe sind Immunreaktionen im
Pulpenhorn kaum nachweisbar.

In der Capsaicingruppe ist auch die grof3te Anzahl an Pixeln nach 90 Tagen in der
Wurzelpulpa zu finden. Die Werte in der Wurzel liegen in den Altersstufen ab 60

Tagen deutlich Uber denen des Pulpencavums.
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Abbildung Nr.31

Vergleich der Ergebnisse fur die Capsaicingruppen
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5. Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse

Die systemische Desensibilisierung mit Capsaicin dient als Studienmodell fir die
Untersuchung der Einflisse nozizeptiver Fasern auf den Dentin-Pulpa-Komplex. Um
die Physiologie von Nervenfasern zu untersuchen, gibt es zwei mdgliche
Forschungsansatze. Man kann einerseits einzelne Nerven blockieren, indem man
eine Axotomie durchflhrt (Jacobsen & Heyeraas, 1996). Die andere Mdglichkeit ist
die chemische Desensibilisierung (Krage et al.,, 2002a und b; Krage et al., 2005;
Raab et al., 1996). Dabei wird eine Substanz verabreicht, die die sensorischen
Fasern blockiert. In der vorliegenden Studie wurde die neonatale Desensibilisierung
mit Capsaicin als Versuchsmodell ausgewahlt. Es gibt zahlreiche Studien, die
belegen, dass es nach neonataler Capsaicingabe zu einer irreversiblen Blockierung
der Ad- und der C-Fasern kommt (Buck & Burks, 1986; Lawson 1987; Krage et al.,
2002a).

Daraus resultieren im Dentin-Pulpa-Komplex viele Veranderungen. Die sensorischen
Nervenfasern werden irreversibel blockiert (Krage et al., 2002a). Dadurch kommt es
zu einer starken Reduktion der Ausschuttung der nozizeptiven Neuropeptide, wie
CGRP und SP (Caviedes-Bucheli et al., 2005; Jacobsen & Heyeraas, 1996;
Heyeraas et al., 1996). Nach Capsaicingabe resultiert eine Herabsetzung der
Mikrozirkulation (Raab et al., 1988). Die Physiologie des Dentin-Pulpa-Komplexes
nach neonataler Capsaicin-Applikation wird so komplett verandert. Es gehen ganze
Odontoblastengruppen zugrunde (Raab et al., 1996), wodurch sich die Struktur des
Dentins verandert (Krage et al., 2005; Krage et al., 2002a; Raab et al., 1996). Es
zeigen sich kraterahnliche Defekte im Dentin. Sowohl in der Bifurkation als auch am
Pulpenhorn ist die Dentinbildung reduziert und das Dentin weist eine reduzierte Harte
auf (Krage et al., 2005; Krage et al., 2002b, Jacobsen & Heyeraas, 1996; Heyeraas
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et al., 1996). Diese ganzen Prozesse werden aber auch vom physiologischen
Alterungsprozess des Zahnes beeinflusst.

Die sensorischen Nervenfasern der Pulpa sind fur die Entstehung von
Schmerzsensationen verantwortlich (Pashley & Liewehr, 2006). Nach einer
neonatalen Capsaicin-Applikation kommt es nun zu einer irreversiblen Blockade der
nozizeptiven Fasern (Buck & Burks, 1986), wodurch keine Schmerzempfindung mehr
ausgelost werden kann. Dadurch ist die Desensibilisierung mit Capsaicin fur den
Zahnarzt als Studienmodell interessant. Der Einsatz von Lokalanasthetika bringt
denselben Effekt, allerdings ist die Blockade hier reversibel (Pashley & Liewehr,
2006). In dieser Zeit ist auch die Ausschittung der nozizeptiven Neuropeptide
unterbunden (Pashley & Liewehr, 2006). Dieses Fehlen der Neuropeptide beeinflusst
die Pulpaphysiologie zwar nur kurzfristig, allerdings ist auch hier eine negative
Veranderung in der Pulpaphysiologie nicht ausgeschlossen. Als interessanter Ansatz
zur Therapie von Schmerzen ausgehend von der Dentin-Pulpa-Einheit kann die
langfristige Capsaicin-Applikation auf das Pulpengewebe angesehen werden. Die
vorliegende Studie soll dazu beitragen, uns ein besseres Verstandnis Uber die
Wirkung von Capsaicin auf den Dentin-Pulpa-Komplex zu vermitteln. Dadurch soll
der Ansatz zur Entwicklung einer neuen Therapieform zur Behandlung von
Zahnschmerzen gegeben werden.

Der physiologische Alterungsprozess des Dentin-Pulpa-Komplexes wird bei der
Beobachtung der vier Altersstufen der Kontrollgruppe der vorliegenden Studie
verdeutlicht. Im Laufe der Alterung von 30 bis zu 155 Tagen verandert sich die
Anzahl der NPY-immunreaktiven Fasern (Abb.30). Veerayutthwilai und Kollegen
zeigen in einer Studie aus dem Jahr 2006, dass das Wurzelwachstum bei
Rattenmolaren und die Apexifikation einen grofen Einfluss auf die Pulpa-Dentin-

Einheit ausuben. Das Wurzelwachstum beginnt bei Ratten ab der vierten
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Lebenswoche. Die Apexifikation beginnt mit der siebten Woche und endet mit dem
Schluss des Foramen apicale nach der zwolften Lebenswoche (Abb. 32). Die
hochste Innervationsdichte der sensorischen Fasern findet man in den
Pulpenhdrnern und im Pulpencavum (Mjor et al., 2002). Die hochste Empfindlichkeit
zeigen nozizeptiven Fasern bei der Ratte nach 60 Tagen, danach nimmt sie mit dem

Alter kontinuierlich ab (Veerayutthwilai et al., 2006).

Abbildung Nr.32

Stadien des Wurzelwachstums von Ratten-Molaren
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a) zweiten Lebenswoche b) dritte Lebenswoche
c) vierte Lebenswoche d) siebte Lebenswoche
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e) zwolfte Lebenswoche
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Auch in der menschlichen Pulpa tritt eine Innervation mit nozizeptiven Fasern erst
nach dem Zahndurchbruch, aber vor Beendigung der Apexifikation auf (Pashley &
Liewehr, 2006). Daher ist eine elektrische Testung der Pulpasensibilitat an sehr
jungen Zahnen nicht erfolgreich (Pashley & Liewehr, 2006). Allerdings kommt es
durch die Bildung von Sekundar- und Tertidrdentin im Laufe der Zeit zu einer
Reduktion des Pulpencavums (Morse, 1991). Durch das eingeschrankte
Platzangebot nimmt auch die Quantitat der nozizeptiven Nervenfasern in der Dentin-
Pulpa-Einheit ab (Morse, 1991). Auch mit dem Fortschreiten der Apexifikation ist die
Innervationsdichte der nozizeptiven Fasern rucklaufig (Veerayutthwilai et al., 2006).
Die Odontoblasten werden ebenfalls vom Alterungsprozess des Zahnes beeinflusst.
Mit zunehmendem Alter der Dentin-Pulpa-Einheit ist die Anzahl der Pulpa-Zellen,
besonders der Odontoblasten, rucklaufig (Murray et al., 2002). Dadurch ist die
Moglichkeit der Heilung nach einer Verletzung oder einer Entzindung stark
eingeschrankt (Murray et al., 2002).

In einer noch unveroffentlichten, parallel verlaufenden Studie (Studiengruppe Raab
et al.) ist der Einfluss des Alterungsprozesses auf den Dentin-Pulpa-Komplex zu
erkennen. Es wurde die Ausschuttung von CGRP im distalen Pulpenhorn uber einem
Zeitraum von bis zu 155 Tagen in mit Capsaicin desensibilisierten Ratten und
Kontrolltieren untersucht. In der Abbildung 33 sind diese Ergebnisse grafisch

dargestellt.
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Abbildung Nr.33

Verteilung von CGRP im distalen Pulpenhorn (unveroffentlichte Daten Studiengruppe
Raab et al.)
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Man kann erkennen, dass im distalen Pulpenhorn sowohl der Kontroll-, als auch der
Versuchstiere ein Anstieg in der CGRP-Freisetzung bis zum 60. Tag erfolgt
(unveroffentlichte Daten der Studiengruppe Raab et al.). Die Konzentration fallt in der
Kontrollgruppe nach dieser Zeit ab, bleibt aber bis zum 155. Tag stabil. Dieser Effekt
kann sowohl durch die Reduktion der nozizeptiven Fasern durch die zunehmende
Sekundardentinbildung, als auch durch die Einschnirung am Apex durch den
Abschluss der Apexifikation beeinflusst werden. In der Versuchsgruppe zeigt sich
ebenfalls ein Abfall der Konzentration nach 60 Tagen, nach 90 Tagen kommt es zu
einem Tiefpunkt bevor die Konzentration wieder leicht ansteigt. Dass die Anzahl der

Immunreaktionen fur CGRP in der Versuchsgruppe reduziert ist, erklart sich durch
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die irreversible Blockierung der sensorischen Fasern im Dentin-Pulpa-Komplex

(Jacobsen & Heyeraas, 1996; Heyeraas et al., 1996).

Es ist zu erkennen, dass der physiologische Alterungsprozess einen Einfluss auf die
sensorische Innervation der Pulpa sowohl bei den Kontroll- als auch bei den
desensibilisierten Tieren hat. Allerdings ist die Ausschuttung der Neurotransmitter
CGRP und SP in den neonatal desensibilisierten Ratten insgesamt vermindert
(Jacobsen & Heyeraas, 1996; Heyeraas et al., 1996). Die Apexifikation und
Sekundardentinbildung Ubt indirekt auch einen Einfluss auf die Odontoblasten aus.
Dadurch, dass es nach 60 Tagen zu einer Reduktion der sensorischen Innervation in
der Ratten-Pulpa kommt, erhalten die Odontoblasten weniger Signale der
sensorischen Fasern. Hier gibt es scheinbar einen Zusammenhang zwischen der
Ausschuttung der nozizeptiven Neuropeptide und der Dentinbildung.

In einer weiteren parallel verlaufenden Studie konnte gezeigt werden, dass das
Dentin der Versuchsgruppen Defekte aufweist (Seltmann et al., 2007). Diese Defekte
treten nach 60 Tagen zum ersten Mal auf, werden nach 90 Tagen starker und bilden
sich nach 155 Tagen mengenmalig langsam zuruck (Abb.34). Interessanterweise
unterscheidet sich das Dentin der Versuchs- und Kontrollgruppe nach 30 Tagen
nicht. Innerhalb der ersten 30 Tage gibt es scheinbar keinen Einfluss der neonatalen
Desensibilisierung auf die Odontoblastenfunktion. Dies lasst sich dadurch erklaren,
dass die hochste Innervationsdichte der nozizeptiven Fasern im Pulpenhorn erst
nach 60 Tagen erreicht wird (Veerayutthwilai et al., 2006). Nun tritt jedoch die Frage
auf, welchen Effekt das Capsaicin auf die Odontoblasten ausubt.

Es kommt nach neonataler Capsaicin-Applikation zu einer Destruktion einzelner
Odontoblastengruppen (Raab et al., 1996). Allerdings scheint dieser Defekt nicht in

einem direkten Zusammenhang mit dem Zeitpunkt der Desensibilisierung zu stehen.
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Ansonsten missten nach 30 Tagen bereits Dentindefekte auftreten. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass nicht das Capsaicin selbst die Odontoblasten
schadigt, sondern dass der Verlust der sensorischen Fasern (Krage et al., 2002a)
und somit das Fehlen der nozizeptiven Neuropeptide Substanz P und CGRP
(Heyeraas et al., 1996) einen destruktiven Einfluss auf die Odontoblasten ausubt.
Denn zu dem Zeitpunkt der hochsten Innervationsdichte, namlich nach 60 Tagen,
treten die ersten Defekte im Dentin auf. Sie bleiben auch fir den restlichen
Untersuchungszeitraum bestehen. Eine leichte Ruckbildung nach 155 Tagen lasst

die Bildung von Reparaturdentin vermuten.

Abbildung Nr.34
Elektronenmikroskopische Untersuchung des Dentins im Pulpenhorn (Seltmann et
al., 2007)

Kontrolle 30 Tage Kontrolle 60 Tage Kontrolle 90 Tage | Kontrolle 155 Tage

Capsaicin 30 Tage | Capsaicin 60 Tage | Capsaicin 90 Tage | Capsaicin 155 Tage

Dies spricht dafur, dass die Odontoblasten auf die sensorischen Neuropeptide

angewiesen sind, um regulares Dentin bilden zu kénnen.
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In der vorliegenden Studie sollte nun einerseits der Einfluss des Alterungsprozesses
von 30 bis zu 155 Tagen auf die sympathischen Fasern der dentalen Pulpa
untersucht werden. Andererseits sollte analysiert werden, welche Rolle die
systemische sensorische Desensibilisierung bei der Entwicklung der sympathischen
Nervenfasern in der dentalen Pulpa spielt. Um die Entwicklung der sympathischen
Fasern zu analysieren, wurde der Antikdrper Anti-NPY ausgewahlt. Bei NPY handelt
es sich um ein Neuropeptid, welches durch sympathische Nervenendigungen
ausgeschuttet wird (Uddmann et al., 1998). Es wirkt als Inhibitor der durch Substanz
P hervorgerufenen Vasodilatation (Fallgren et al., 1989). NPY ist einerseits fur die
Vasokonstriktion der pulpalen BlutgefalRe verantwortlich (Kim et al.,, 1996a).
Andererseits kommt es bei einem Entzindungsprozess in der Pulpa zu einer
erhohten Freisetzung von NPY (Haug & Heyeraas, 2003). Daher gibt es vermutlich
auch einen positiven Einfluss von NPY auf die Regenerationsprozesse der Dentin-

Pulpa-Einheit.

Fir die Studie erhielten 48 Wistar-Ratten am ersten bis dritten postnatalen Tag eine
subkutane Injektion von 50 mg Capsaicin je Kilogramm Korpergewicht. Zum
Zeitpunkt von 30, 60, 90 und 155 Tagen wurden je 12 Kontroll- und 12 Versuchstiere
einer Intravitalperfusion und Fixation unterzogen. Nach der Entkalkung wurden
Sagittalschnitte der linken Unterkiefer angefertigt und die Immunhistochemie mit Anti-
NPY durchgefuhrt. Zur Analyse wurden drei Gebiete des ersten Molars fotografiert.
Dabei handelte es sich um das distale Pulpenhorn, das Pulpencavum und die
mesiale Wurzelpulpa. Statistisch wurde die Anzahl der Pixel pro Quadrat-Inch der

NPY-immunreaktiven Fasern fur jeden Schnitt gemessen und ausgewertet.
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Zur Klarung des ersten Teils der Fragestellung dienten die Kontrolltiere, die in die
vier Altersgruppen 30, 60, 90 und 155 Tage eingeteilt und untersucht wurden.
Anhand der NPY-Ausschuttung in den verschiedenen Altersklassen konnte nun der
Einfluss des physiologischen Alterungsprozesses auf die drei verschiedenen
Pulpagebiete untersucht werden. Die untersuchten Gebiete waren das distale
Pulpenhorn, das Pulpencavum und die mittlere mesiale Wurzelpulpa. Das
Pulpenhorn und das Pulpencavum sind als Orte mit der grof3ten Ausschuttung der
nozizeptiven Neuropeptide in der Pulpa bekannt (Veerayutthwilai et al., 2006). Daher

sind diese Gebiete von groliem Interesse.

In der Wurzelregion ist die Ausschuttung von NPY in der Pulpa physiologisch am
grofldten, gefolgt vom Pulpencavum (Haug et al., 2001, Oswald & Byers, 1993). In
den Pulpenhdrnern sind nur einige Fasern zu finden, die NPY-immunreaktiv sind
(Haug et al., 2001). Um den Einfluss des physiologischen Prozesses der Alterung auf
die Entwicklung der sympathischen Nervenfasern zu untersuchen, wurden die vier
Altersgruppen der Kontrolltiere miteinander verglichen. So kann man fur jede
einzelne Pulparegion den Prozess der Alterung analysieren.

Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Unterschied im Pulpenhorn und
Pulpencavum zwischen der NPY-Ausschuttung der 30 und 60 Tage (jeweils
P=0,000) und der 60 und 155 Tage (jeweils P=0,000). Die Wurzelregion zeigt ein
anderes Bild: Hier besteht eine Signifikanz zwischen den 30 und 90 Tagen (P=0,02)
und zwischen den 90 und 155 Tagen (P=0,02). Einen grafischen Vergleich der NPY-
Ausschuttung in den drei Pulpagebieten zeigt die Abbildung 30. Dort sieht man
einerseits den Vergleich der NPY-Konzentration der verschiedenen Altersgruppen,
andererseits den direkten Vergleich der NPY-Konzentration in den untersuchten

Pulpagebieten. Es wird deutlich, dass es im Pulpenhorn nur eine sehr geringe, kaum
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messbare NPY-Freisetzung gibt. Dahingegen zeigt sich ein interessanter Verlauf in
der NPY-Ausschuttung sowohl im Pulpencavum als auch in der Wurzelpulpa. Nach
30 Tagen ist die NPY-Konzentration in der Wurzel fast vierfach hoher als im
Pulpencavum. Nach 60 Tagen wechselt das Verhaltnis, nun ist die Konzentration im
Cavum 1,7-fach im Vergleich zur Wurzelregion erhoht. Im Vergleich dazu zeigen sich
nach 90 Tagen ein Ruckgang im Pulpencavum und ein Anstieg in der Wurzel um das
2,3-fache im Vergleich zum Cavum. In der Gruppe der 155 Tage zeigt sich in beiden
Gebieten eine Reduktion der NPY-Ausschuttung, wobei die Menge in der Wurzel 3,5-
fach hoher ist im Vergleich zum Cavum.

Es lasst sich daraus folgern, dass die sympathischen Nervenfasern im Pulpencavum
ebenfalls durch den Alterungsprozess beeinflusst werden, genau wie die
sensorischen Fasern. Vor Beendigung der Apexifikation nimmt die Konzentration der
Ausschuttung des sympathischen Neuropeptids NPY genauso zu wie die
Ausschuttung des sensorischen Neuropeptids CGRP (Veerayutthwilai et al., 2006).
Im Pulpenhorn wird NPY fast gar nicht freigesetzt, aber auch dort ist die hochste
Konzentration nach 60 Tagen zu finden. Nach dem Schluss des Foramen apikale fallt
die Konzentration von NPY stetig ab. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es einen
Zusammenhang zwischen der Ausschuttung der sensorischen und der
sympathischen Neuropeptide gibt. Es ist anzunehmen, dass auch die zunehmende
Verkleinerung des Pulpencavums durch die Sekundardentin-Bildung (Morse, 1991)

einen negativen Einfluss auf die Quantitat der sympathischen Fasern ausubt.

Um die physiologische Bedeutung der sympathischen Nerven in Dentin-Pulpa-
Komplex zu analysieren, wurden einige Untersuchen an Tieren nach chirurgischer
Sympathektomie durchgefuhrt (Haug et al., 2001; Jacobsen et al., 1998; Uddmann et

al., 1984). Eine chemische oder chirurgische Sympathektomie fuhrt zu einer fast
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vollstandigen Elimination der sympathischen Fasern in der dentalen Pulpa (Haug et
al., 2001; Uddman et al., 1984). Ein wichtiger Aspekt aller Studien, die mit einer
sympathischen oder sensorischen Denervation einhergehen ist, dass die Pulpa die
Fahigkeit besitzt, eine kollaterale Innervation zur Rekrutierung heranzuziehen (Haug
et al., 2001; Holland 1996). Daher eignet sich das Studienmodell mit einer
neonatalen Desensibilisierung durch Capsaicin besonders gut zur Beobachtung der
Wirkung der sensorischen Nervenfasern auf die gesamte Dentin-Pulpaeinheit.

Hierbei kann es nicht zu einer Aussprossung kollateraler Fasern kommen.

Einige Studien an Ratten haben gezeigt, dass es nach Axotomie des Nervus
alveolaris inferior nicht nur zu einem Verlust sensorischer Fasern kommt. Einige
dieser Fasern zeigten im Ganglion trigeminale gleichzeitig eine Immunreaktion fur
CGRP und NPY (Fristad et al.,, 1996a; Wakisaka et al., 1993). Dies lasst den
Verdacht aufkommen, dass nicht alle der NPY-immunreaktiven Fasern vom Ganglion
cervicale superius abstammen (Fristad et al., 1996a). Jacobsen und Kollegen (1998)
haben eine Studie veroffentlicht, die gezeigt hat, dass es nach der Axotomie des
Nervus alveolaris inferior zu einer deutlichen Reduktion der sympathischen Fasern
kam. Eine weitere Studie konnte diese Beobachtung bestatigen (Haug et al., 2001).
Es gibt unterschiedliche Studien, welche alle besagen, dass eine selektive
Denervation einer Nervenfasergruppe zu einer Aussprossung der gegensatzlichen
Nervenfasergruppen fuhrt (Aberdeen et al., 1990; Terenghi et al., 1986; Schon et al.,
1985). Dieses konnte zu der Vermutung verleiten, dass nach einer kompletten
nozizeptiven Desensibilisierung, wie in dieser Studie, die Anzahl der sympathischen
Fasern drastisch ansteigt. Allerdings haben Oswald und Byers schon im Jahre 1993
zeigen konnen, dass es in der Pulpa nach sympathischer Denervation nicht zu einem

Anstieg der sensorischen Innervation kommt.
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In einer gesunden Pulpa fuhrt eine Aktivierung der sympathischen Fasern zu einer
Inhibition der Freisetzung sensorischer Neuropeptide (Kerezoudis et al., 1993a). In
dieser Studie konnte anhand der NPY-Immunreaktionen gezeigt werden, dass ein
Verlust der sensorischen Innervation in der desensibilisierten Rattenpulpa nicht zu
einer Vermehrung der NPY-positiven Fasern fuhrt. Es wurde festgestellt, dass die
Anzahl dieser Fasern nach der neonatalen Capsaicin-Behandlung in allen
Pulparegionen im Vergleich zu den Kontrollgruppen deutlich reduziert wurde. Dabei
zeigen sich in der Wurzelpulpa deutlich mehr Immunreaktionen als in den anderen
Untersuchungsgebieten. Es lassen sich sowohl im distalen Pulpenhorn als auch im
Pulpencavum signifikante Unterschiede in der Anzahl NPY-immunreaktiver Fasern
zwischen den Versuchs- und Kontrolltieren nach 60 (P=0,000 und P=0,001) und 90
(P=0,002 und P=0,003) Tagen feststellen. Dabei ist die Quantitat der
Immunreaktionen bei den Kontrolltieren zu diesen Zeitpunkten deutlich Uber der der

Versuchsgruppe.

Es ist nun anzunehmen, dass eine nozizeptive Desensibilisierung ebenfalls einen
Einfluss auf die Anzahl der NPY-immunreaktiven Fasern ausibt. Anhand der
vorliegenden Studie lasst sich jedoch nicht eindeutig erklaren, wodurch dieser
Einfluss entsteht. Einerseits kann es einen Ruckkopplungsmechanismus geben, der
die dentale Pulpa vor einer zu gro3en Wirkung des sympathischen Nervensystems
schiitzt. Denn ein Uberhandnehmen der sympathischen Neuropeptide wiirde in der
Pulpa bei vermindertem Vorhandensein von SP und CGRP unweigerlich zu einer
stark erhohten Vasokonstriktion fuhren. Dies wirde wiederum zu einer Veranderung
der gesamten Pulpaphysiologie durch eine Minderdurchblutung fuhren. Es hat sich
aber interessanterweise in dieser Studie gezeigt, dass es nicht zu einer vermehrten

Freisetzung von NPY in der Versuchsgruppe kommt. Dennoch kommt es nach
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neonataler Capsaicin-Behandlung zu einer Herabsetzung der Mirkozirkulation (Buck
& Burks, 1986), welche mit der Reduzierung der vasodilatativen Neuropeptide SP
und CGRP erklart werden kann (Caviedes-Bucheli et al., 2005; Jacobsen &
Heyeraas, 1996; Heyeraas et al., 1996). Eine Vermutung dieser Studie legt daher
nahe, dass es nach neonataler Desensibilisierung trotz reduzierter NPY-
Ausschuttung zu einer Reduktion der Mikrozirkulation kommt. Um diese Vermutung
zu beweisen, sollten weitere Untersuchungen der Pulpa zur Mikrozirkulation nach

Capsaicinapplikation durchgefuhrt werden.

In einer Studie haben Fristad und Kollegen (1994) herausgefunden, dass in der
physiologischen Pulpa keine NPY-immunreaktiven Fasern in der Odontoblasten-
schicht nachweisbar sind. Sie sind hauptsachlich entlang der gro3en Blutgefalde in
der Wurzelpulpa und im Zentrum des Pulpencavums lokalisiert (Jacobsen et al.,
1998). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass als Folge einer sensorischen
Denervation NPY-positive Fasern entlang der Odontoblastenschicht und sogar zum
Teil noch im Dentin nachgewiesen werden konnten (Fristad et al., 1996b; Fristad et
al., 1995a). Dabei lasst sich der Effekt der fehlenden sensorischen Neuropeptide auf
die Pulpaphysiologie gut studieren. Damit kann vermutet werden, dass die
sympathischen Fasern den Platz der fehlenden sensorischen Fasern zum Teil
ubernehmen. Auch in kariosen Zahnen konnte NPY in der Odontoblastenschicht
nachgewiesen werden (El Karim et al., 2006). Sogar in unmittelbarer Nachbarschaft
zu neugebildetem Reizdentin wahrend einer Pulpitis konnten NPY-ausschuttende
Fasern entdeckt werden (Haug & Heyeraas, 2003). Es ist anzunehmen, dass es
durch eine vermehrte NPY-Ausschuttung mit der daraus resultierenden Hemmung
der SP-Freisetzung einen anti-inflammatorischen Effekt innerhalb der Dentin-Pulpa-

Einheit gibt (El Karim et al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
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unterstutzen diese Vermutungen nur teilweise. In der Odontoblastenschicht der
Kontrolltiere wurden wie erwartet keine NPY-immunreaktiven Fasern nachgewiesen
(Abb.12b, Abb.13b, Abb.15b, Abb.16b, Abb.17b). Bei den mit Capsaicin behandelten
Tieren konnte mehrfach in verschiedenen Altersstufen eine Lokalisation dieser
Fasern innerhalb der Odontoblastenschicht gefunden werden (Abb.12a, Abb.13a,

Abb.15a, Abb.16a, Abb.17a).

Diese NPY-immunreaktiven Fasern Ubernehmen somit nach Desensibilisierung zum
Teil den Platz der sensorischen Fasern. Dieser Effekt wurde auch nach der Axotomie
des Nervus alveolaris inferior beobachtet (Fristad et al., 1995a). Welche Funktion
diese Fasern Ubernehmen ist jedoch nicht geklart. Man kann aber vermuten, dass
eine direkte NPY-Freisetzung an den Odontoblasten zu einer Einleitung von
Heilungs- und Reparaturprozessen fuhrt (Haug & Heyeraas, 2003), denn wie die
Studie von Seltmann und Kollegen (2007) gezeigt hat, kommt es nach neonataler
Desensibilisierung zwar zu Dentindefekten, welche aber nach 155 Tagen eine

geringe regenerative Tendenz aufweisen.

Ein weiterer Grund fur die Reduktion der NPY-Freisetzung konnte darin gesehen
werden, dass eventuell einige NPY-positive Fasern ihren Ursprung im Ganglion
trigeminale statt im Ganglion cervicale superius haben (Haug et al., 2001; Fristad et
al., 1996a). Diese Vermutung konnte sich bestatigen, da es in allen hier untersuchten
Pulparegionen eine Reduktion in der Anzahl NPY-immunreaktiver Fasern nach
systemischer Capsaicinbehandlung im Vergleich zu den Kontrollgruppen gab. Um
diese Vermutung zu bestatigen, reicht diese Studie allerdings nicht aus. Es sollten
weiterfuhrende Untersuchungen erfolgen, die eine Doppelfarbung fur den Nachweis

von NPY und sensorische Fasern beinhalten.
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Den Verlauf fur die Anzahl der nachgewiesenen Immunreaktionen fur die
Versuchsgruppen in den verschiedenen Untersuchungsgebieten stellt die Abbildung
31 dar. Im Pulpenhorn findet man nach systemischer Desensibilisierung kaum NPY-
positive Fasern. Im Pulpencavum und der Wurzel ist die Konzentration dieser Fasern
nach 30 Tagen fast identisch. Es kommt im Laufe der Reifung jedoch zu einem
drastischen Unterschied in der Menge der Immunreaktionen. Nach 60 Tagen sind die
Konzentrationen in beiden Regionen zwar erhoht, jedoch in der Wurzel um das
funffache zum Cavum. Nach 90 Tagen fallt der Wert im Pulpencavum ab, in der
Wurzel steigt er weiter an und ist jetzt 25-fach hoher als die nachweisbare Menge im
Cavum. In der letzten Altersstufe, die untersucht wurde, konnte ein erneuter Anstieg
der NPY-Freisetzung im Pulpencavum um das 3,3-fache zur 90-Tage Gruppe
nachgewiesen werden.

In der Wurzel ist die NPY-Freisetzung merklich zurickgegangen; sie hat sich halbiert.
Trotzdem liegt der Wert noch vierfach Uber dem des Cavums. Signifikante
Unterschiede in der Menge der NPY-Ausschuttung zwischen den Altersstufen
zeigten die Versuchstiere nur in der Wurzelregion zwischen 30 und 60 Tagen

(P=0,03) und zwischen 30 und 90 Tagen (P=0,04).

In einer Studie von Heyeraas und Kollegen (1996) hat sich gezeigt, dass weder eine
Trennung des Nervus alveolaris inferior noch eine neonatale Capsaicin-Applikation
zu einer Veranderung der Dentinentwicklung in der Wurzel bei Rattenmolaren fuhrt.
Dieser Punkt spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser Studie wider. Im Bereich
der Wurzelpulpa ist der Verlauf der NPY-Ausschuttung zwischen der Kontroll- und
Versuchsgruppe ahnlich. Es gibt nur einen Unterschied in der Menge der NPY-

immunreaktiven Fasern. Der Student-T Test zeigt einen signifikanten Unterschied in
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der Anzahl der Immunreaktionen nach 30 Tagen zwischen der Versuchs- und
Kontrollgruppe (P=0,01).

Dies lasst vermuten, dass die Wirkung der sensorischen Neuropeptide keinen
grolBen Einfluss auf diesen Bereich der Dentin-Pulpa-Einheit ausubt. Die NPY-
positiven Fasern zeigen hier in beiden Gruppen ihre hochste Konzentration nach 90
Tagen. Zu diesem Zeitpunkt fallt die Konzentration der sensorischen Neuropeptide
schon wieder. Dies lasst vermuten, dass die NPY-Freisetzung in der Wurzelregion
erst erfolgen kann, wenn der Einfluss der sensorischen Neuropeptide fallt. Daraus
konnte man schlielRen, dass es einen Mechanismus der Ruckkopplung zwischen der
Ausschuttung sensorischer und sympathischer Neuropeptide in der dentalen Pulpa
gibt. Andererseits kommt es in der Wurzel zu keiner so stark ausgepragten
Reduktion der Pulpakammer durch Sekundardentinbildung wie in der Kronenpulpa
(Morse, 1991). Diese Einschrankung der Pulpakammer ist ein beachtenswerter Effekt

in der Beobachtung der Innervationsdichte des Dentin-Pulpa-Komplexes.

Physiologisch kommt es in der Aufrechterhaltung der Pulpahomeostase zu einem
Gleichgewicht zwischen den sensorischen Neuropeptiden, welche eine
Vasodilatation verursachen, und den sympathischen Neuropeptiden, welche
wiederum eine Vasokonstriktion hervorrufen (Raab et al., 1988). So kann einem
Uberangebot einer Gruppe der Neuropeptide entgegengewirkt werden. Dieser
Mechanismus konnte die Pulpa vor einer kompletten Vasokonstriktion schutzen, die
theoretisch durch ein Uberangebot sympathischer Neuropeptide nach einer
sensorische Denervation entstehen musste (Aberdeen et al., 1990; Terengi et al.,
1986; Schon et al., 1985). Allerdings konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass
sowohl nach Axotomie des Nervus alveolaris inferior als auch nach Sympathektomie

kein Uberangebot der gegensatzlich wirkenden Neuropeptide auftritt (Haug et al.,
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2001; Oswald & Byers, 1993; Fristad et al, 1996a; Wakisaka et al., 1993). In der hier
vorliegenden Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es nach einer
sensorischen Desensibilisierung mit der daraus resultierenden Reduktion der
vasodilativen Neuropeptide (unveroffentlichte Daten der Studiengruppe Raab et al.)
zu einer gleichzeitigen Reduktion von NPY-immunreaktiven Fasern kommt. Es
sollten daher weiterfuhrende Studien zum Ruckkopplungsmechanismus zwischen
den sensorischen und den sympathischen Nervenfasern durchgefuhrt werden, um

die Pulpaphysiologie besser kennen zu lernen.
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5.2 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie deutet an Hand der Ergebnisse der Kontrollgruppen an, dass
die NPY-Freisetzung in der Ratten-Pulpa ein altersabhangiger Prozess ist. Dieser
Einfluss ist in der Wurzelregion wesentlich geringer als im Pulpenhorn und im
Pulpencavum. Es sollte in weiteren Studien untersucht werden, welche Rolle dabei
die Apexifikation und die Einschrankung der Pulpenkammer durch die
Sekundardentin-Bildung spielt.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die NPY-Ausschittung der sympathischen
Nervenfasern durch eine systemische Capsaicin-Gabe gehemmt wird. Die neonatale
Desensibilisierung fuhrt zu einer Reduktion der sensorischen Neuropeptide
(Caviedes-Bucheli et al., 2005; Jacobsen & Heyeraas 1996; Heyeraas et al., 1996).
Hier gibt es vermutlich einen ruckkoppelnden inhibitorischen Effekt auf die
Freisetzung von NPY, um ein Uberangebot von NPY in der Pulpa zu verhindern. Es
konnten NPY-immunreaktive Fasern innerhalb der Odontoblastenschicht von
Pulpenhorn und Pulpencavum der Versuchstiere nachgewiesen werden. Das spricht
dafur, dass die NPY-immunreaktiven Fasern zum Teil den Platz der sensorischen
Nervenfasern einnehmen. Welche Funktion sie bei dieser Lokalisation spielen, sollte

in weiteren Studien analysiert werden.

Diese Studie regt zu weiteren Studien an, da noch nicht hinreichend geklart werden
konnte, ob NPY nur von sympathischen Fasern oder eventuell auch von einigen
sensorischen Fasern freigesetzt werden kann. Dazu sollten weiterfuhrende
immunhistologische Studien mit Hilfe einer Doppelfarbung fur NPY (Anti-NPY)
einerseits und einem Antikorper fur die Detektion von sensorischen Fasern
andererseits (z.B. Anti-Nozizeptin, Anti-Peripherin) durchgefuhrt werden. Nur so kann

sichergestellt werden, ob NPY in der Pulpa ein rein sympathisches Neuropeptid ist.
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Des Weiteren sollte der Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die
Odontoblastenfunktion und -entwicklung besser untersucht werden. Die
Wirkungsweise und das Zusammenspiel der verschiedenen Neuropeptide des
Dentin-Pulpa-Komplexes und deren Auswirkung auf die Odontoblasten muss besser

untersucht und verstanden werden.

Diese Studie hat uns zu einem besseren Verstandnis Uber die Entwicklung der

sympathischen Nervenfasern der dentalen Pulpa gefuhrt und deren Zusammenhang

mit den verschiedenen Altersstufen von Rattenmolaren aufgezeigt.
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Abstract

Immunolokalisation von Neuropeptid Y in der dentalen Pulpa unterschiedlicher
Altersklassen nach neonataler, systemischer Capsaicin-Applikation

Das Pflanzenextrakt Capsaicin bindet an einen unselektiven Kationenkanal, den so
genannten Vanilloidrezeptor. Nach Capsaicingabe kommt es in peripheren
Axonendigungen zu einer Ausschuttung von Substanz P und Cotransmittern. Dabei
konnen hohe Konzentrationen capsaicinempfindliche Nervenfasern selektiv
zerstoren. In der Pulpa dentis werden durch die Applikation von Capsaicin sowohl| A-
O als auch C-Fasern irreversibel blockiert. Die genaue physiologische Auswirkung
der daraus resultierenden Innervationsblockade auf die Funktion der pulpalen Zellen
ist bis heute ungeklart. In einer Vorstudie hat sich gezeigt, dass es durch den
funktionellen Ausfall der nozizeptiven Fasern nach neonataler Capsaicingabe eine
Stoérung in der Dentinbildung gibt. In einer weiteren Untersuchung zeigte sich eine
Veranderung der pulpalen Mikrozirkulation durch eine Ausschattung von
Neuropeptiden nach Aktivierung des vegetativen Nervensystems. Unter dem Einfluss
von Capsaicin kommt es zu einer Abnahme des Blutflusses.

In dieser Studie sollte die Ausschuttung von Neuropeptid Y im Alterungsprozess
zwischen 30 und 155 Tagen bei mit Capsaicin desensibilisierten Wistar-Ratten
beobachtet werden. Es wurde das Pulpengewebe von vier Versuchsgruppen und vier
Kontrollgruppen zur Untersuchung herangezogen. Jede Gruppe besteht aus zwolf
Wistar-Ratten. Alle Tiere der Versuchsgruppen erhielten bis zum dritten Lebenstag
eine subkutane Capsaicinapplikation von 50 mg/kg Korpergewicht. Die Tiere jeweils
einer Versuchsgruppe und einer Kontrollgruppe wurden zum gleichen Zeitpunkt
mittels Intravitalperfusion nach 30, 60, 90 und 155 Tagen geopfert. Das
Pulpengewebe des linken ersten Unterkiefermolars wurde zur Immunhistochemie
mittels Avidin-Biotin-Peroxidasemethode herangezogen und drei Pulpengebiete (das
distale Pulpenhorn, das Pulpencavum und die mesiale mittlere Wurzelpulpa)
analysiert. Um die Ausschittung von Neuropeptid Y zu untersuchen, wurde Anti-
Neuropeptid Y als Antikdrper herangezogen.

Die Auswertung =zeigte, dass es in den untersuchten Pulpengebieten der
unterschiedlichen Altersstufen eine verschieden hohe NPY-Ausschuttung gab. Die
Menge der NPY-Immunreaktionen war bei den Kontrollgruppen hoher als in den
Versuchsgruppen. Die geringste Ausschuttung erfolgte im Pulpenhorn, gefolgt vom
Pulpencavum. Diese beiden Gebiete zeigten in der Versuchsgruppe im Vergleich zur
Kontroligruppe eine starke Reduktion in der NPY-Freisetzung. In der Wurzelregion
fand sich die grofdte Menge NPY-immunoreaktiver Fasern. Die hochste Ausschuttung
von NPY erfolgte in der Kontrollgruppe im Pulpenhorn und —cavum nach 60 Tagen,
in der Wurzel nach 90 Tagen.

Daraus lasst sich folgern, dass die NPY-Ausschuttung in der Pulpa vom
physiologischen Alterungsprozess beeinflusst wird. Der Einfluss von Capsaicin auf
die Wurzelregion ist gegenuber der Kronenpulpa gering. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass eine systemische Capsaicin-Gabe die Ausschittung von NPY
signifikant hemmt. Die fehlenden sensorischen Neuropeptide nach einer
systemischen Desensibilisierung Uben vermutlich einen hemmenden Effekt auf die
Aktivitat sympathischer Nervenfasern in der Pulpa aus.

Dusseldorf, den 18. Marz 2009 AT e AN L T o
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