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l. ZUSAMMENFASSUNG

Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, das Capsaicin eine selektive
Desensitivierung der nozizeptiven Fasern, speziell der Fasern vom C- und Ad-Typ,
hervorruft. Es nimmt weiterhin Einfluss auf die Entwicklung der Dentinbildung, sowie
die Dentinqualitat und Vaskularisierung der dentalen Pulpa. Im Tierstudienmodel mit
der Projektnummer G86/2003 dienten Wistar Ratten als Versuchstiere. Die
systemische Desensitivierung mit Capsaicin wurde als Studienmodell gewahlt.
Grundlage aller Untersuchungen ist die Frage gewesen, welchen Einfluss die
neonatal verabreichte Gabe von Capsaicin Uber die Zeit von 30, 60, 90 und 155
Tagen auf die Entwicklung der Schwannschen Zellen und das Innervationsmuster in
der Rattenpulpa hat. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss auf die S100-
Proteinexpression untersucht, welche ein Marker fur die Schwannsche Zelle ist.
Zusatzlich sollte geklart werden, ob der Alterungsprozess Einfluss auf die
Expression von S100 in der Rattenpulpa nimmt.

48 Tiere wurden in 2 Gruppen unterteilt. Der experimentellen Gruppe wurde
Capsaicin (50mg/kg) subkutan postnatal an Tag 3 injiziert, die Kontrolltiere erhielten
die Tragersubstanz ohne Capsaicin. Alle Tiere wurden anasthesiert, bevor sie durch
kardiale Punktion, Intravitalperfusion und Fixation an 30, 60, 90 und 155 Tagen
geopfert wurden. Die Unterkiefer wurden umgehend herausprapariert und mit dem
Kryostat auf 50 pm Sagittal-Schnitte geschnitten. Das Pulpenkavum wurde
lichtmikroskopisch in hundertfacher Vergrol3erung auf die Expression des Proteins
S100 untersucht und digital fotografiert. Fir die Immunhistochemie wurde die Avidin-
Biotin-Methode angewendet. Die Bildanalyse erfolgte mit der Point Counting
Methode, die statistische Auswertung mittels des Student T-Test, One-Way ANOVA
und Post-Hoc-Bonferroni-Test.

Die Anzahl S100-positiver Zellen nahm in der Kontrollgruppe Uber den
Beobachtungszeitraum signifikant zu (155 und 90 Tage vs. 30 und 60 Tage,
p<0.001). Es konnte kein signifikanter Unterschied von S100-positiv markierten
Schwann-Zellen in der Gruppe der Kontrolltiere an Tag 30, 60 und 155 (0,23+0,02;
0,23+0,02; 0,44+0,04) verglichen mit der Gruppe der Capsaicin behandelten Tiere
(0,20+0,03; 0,20+0,01; 0,43+0,02) beobachtet werden. Hingegen zeigte die Gruppe
der 90 Tage Kontrolltiere einen signifikanten Unterschied (p<0,05) an S100-positiven
Schwannschen Zellen (0,44+0,01) im Vergleich zur Gruppe der 90 Tage Capsaicin-
behandelten Tiere (0,321+0,02). Die Expression von S100 in der dentalen
Rattenpulpa wird im zeitlichen Verlauf deutlich hochreguliert. Zum Zeitpunkt 90 Tage
ist eine signifikante Reduktion der S100 positiven Fasern im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten, die sich im Verlauf bis 155 Tagen wieder aufhebt.
Schlussfolgernd kann man sagen, dass Capsaicin die Expression von S100 im
zeitlichen Verlauf beeinflusst und somit die Ubertragung der Nozizeption und die
Regeneration in den sensorischen Axonen des Dentin-Pulpa-Komplexes der Ratte
zumindest voribergehend beeinflusst werden kann.



II.  ABSTRACT

It has previously been shown that application of Capsaicin leads to desensitization of
nociceptive nerve fibers, especially those of C and Ad subtypes. Furthermore,
Capsaicin has an impact on the quality and the speed of development of dentin as
well as vascularization of dental pulp. In the present experimental study, Wistar rats
were chosen as an animal model. Capsaicin was administered systemically on
postnatal day 3 and analyzed on day 30, 60, 90 and 155. The development of the
Schwann cells as well as innervation patterns in the developing rat pulpa were
analyzed using immunohistochemistry for S100, an established marker for Schwann
cells.

48 animals were split into an experimental and a control group. Capsaicin (50mg/kg)
was administered subcutaneously to 24 animals in the experimental group on
postnatal day 3, while 24 animals in the control group received medium control only.
Animals were sacrificed on days 30, 60, 90 and 155 by intracardial punctation,
intravital perfusion and fixation. The mandible bones were immediately removed and
cut in 50um sagittal sections. Immunohistochemistry was performed on slides
displaying the first molar using the Avidin-Biotin method and an antibody against
S100. S100 positive cell counts were assessed using the point counting method.
Statistical analyses were performed using Student’s t-test, one-way ANOVA and
post-hoc Bonferroni test.

The number of S100-positive Schwann cells increased significantly over time in the
control group (155 and 90d vs. 30 und 60d, p<0.001). There was no significant
difference between the number of S100-positive Schwann cells between the
experimental group and the control group on days 30, 60 and 155. On day 90,
however, there was a significant decrease in the number of S100-positive Schwann
cells in the experimental group versus the control group (p<0.05).

There is a significant increase in S100 expression in the rat dental pulp over the
course of development. But on day 90 there is a significant decrease in S100-
positive Schwann cells compared to the control group; however, this difference is
lost until day 155. Taken together, Capsaicin has an impact on the expression of
S100, which might at least temporally impair the transmission of nociception as well

as axonal regeneration in the developing dentin pulpa complex of the rat.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Entwicklung der Pulpainnervation bei der dentalen Morphogenese

Die Entwicklung des Zahns und seiner Umgebungsstrukturen ist ein auf
molekularer Ebene streng regulierter Prozess, welcher der Morphogenese anderer
Organe (Leber, Niere) in seiner Komplexitat ahnelt (Ten Cate et al.,, 2003). Um
den Embryonaltag 11 bildet sich bei Nagern eine Verdickung des
Oberflachenepithels des ersten Kiemenbogens. Dies wird durch die
Transkriptionsfaktoren Lim-Homeobox (Lhx) 6 und 7 induziert, welche von dem
aus der Neuralleiste stammenden Ektomesenchym sezerniert werden; die
Expression von Lhx-6 und Lhx-7 wird wiederum durch fibroblast growth factor 8
(FGF-8) angeregt (Ten Cate et al., 2003). Experimentelle Daten zeigen, dass die
Sekretion der Transkriptionsfaktoren durch den raumlichen Kontakt mit dem
ersten, nicht aber mit dem zweiten Kiemenbogen hervorgerufen wird; so wird
bereits zu diesem frUhen Entwicklungszeitpunkt die oral-aborale Achse festgelegt
(Grigoriou et al., 1998). Die Entstehung des Zahnkeims aus dem verdickten
Oberflachenepithel wird durch den Transkriptionsfaktor paired box gene 9 (Pax-9)
induziert, welcher seinerseits unter der Kontrolle von FGF-8 steht und dessen
Expression durch bone morphogenetic protein 2 und 4 (BMP-2 und -4) gehemmt
wird. Ubereinstimmend damit sind die Expressionsareale von FGF-8 einerseits
und BMP-2 und -4 andererseits raumlich streng voneinander getrennt (Tucker und
Sharpe, 1999). Insgesamt sind bis zu 90 Gene und deren Proteinprodukte
bekannt, deren Funktionen teils Uberlappen sowie teils antagonistisch wirken, und
die eine wichtige Rolle bei der Zahnentwicklung spielen (Ten Cate et al., 2003)
(Abbildung 1). Insbesondere flur die frihe Zahnentwicklung sind der Botenstoff
sonic hedgehog (Shh) und sein Effektor glioma-associated oncogene (Gli) wichtig,
deren jeweiliger experimenteller Knockout zu nahezu vollstandigem Verlust der
Zahnentwicklung fuhrt (Sarkar et al., 2000). Umgekehrt kann die Zugabe zu Shh
zu kultivierten oralen Epithelien die Ausbildung von Zahnknospen fordern
(Hardcastle et al., 1998). Zumindest scheint Shh die Proliferation des
Zahnknospenepithels zu férdern. Mutationen in Genen wie pituary gland
transcription factor 2 (Pitx-2), SHH oder Pax-9 kdénnen zur Zahnagenesie fuhren,

wie sie bei einigen Syndromen zu beobachten ist (Rakhshan, 2013). Einzelne
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nicht angelegte Zahne kommen in 2 bis 10% der Bevolkerung vor (Ten Cate et al.,
2003).

Difterentiation
Iniiation Marphogenesis and mineralization
—— Secondary
Owal epithelium Dental placode Enamed knot ey
Eg'lf P21 BMP p21  BMP p21 BMP
Pit? SHH Msx2 FGF MsxZ FGF Msxz FGF
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Edar  WNT Edar WNT WHNT
THF
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‘7’ = ?’ - - -
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Zahnentwicklung (hier eines Molaren)
und der daran beteiligten Signalmolekule (Transkriptionsfaktoren kursiv,
Botenstoffe fett). Aus (Ten Cate et al., 2003). Barx, BarH like homologue in
vertebrates; Bmp, Bone morphogenetic protein; Cbfa1, Core binding factor A1;
DIx, Distaless homologue in vertebrates; Edar, Ectodysplasin A Receptor; Fgf,
Fibroblast growth factor; Gli, Glioma-associated oncogene homologue; Lef,
Lymphoid enhancer-binding factor 1; Lhx, Lim-homeobox domain gene; Msx, Msh-
like genes in vertebrates; p21, cyclin-dependent kinase inhibitor 1; Pax, Paired box
homeotic gene; Pitx, pituary gland transcription factor; Shh, Sonic hedgehog; TNF,

tumor necrosis factor; Wnt, Wingless homologue in vertebrates.

Menschen sind heterodont; dies bedeutet, dass jeder Zahn an einer spezifischen
Stelle im Kiefer zu liegen kommt und eine charakteristische Form (und damit
Funktion) besitzt. Diese Anordnung wird auch als patterning bezeichnet. Man
unterscheidet incisiforme, caniniforme und molariforme Zahne (Ten Cate et al.,

2003). Wie genau das patterning bei der Gebissentstehung vermittelt wird, ist
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noch unbekannt; es scheint jedoch auf einer raumlichen und zeitlichen Anordnung
bzw. Abfolge der Expression von Transkriptionsfaktoren zu beruhen (Jernvall und
Thesleff, 2000; Thesleff und Mikkola, 2002; Kassai et al., 2005).

Die Trennung des Ektoderms in dentale und orale Anteile, wie sie fur die weiteren
Schritte der Zahnentwicklung notwendig wird, basiert erneut auf einem
gegenlaufigen Konzentrationsgradienten von Shh und Wnt, wobei Wnt-7 die
Expression von Shh unterdruckt; damit ist dieser Prozess der Segmentation bei
der Entwicklung von Insekten vergleichbar (Sarkar et al., 2000).

Das nun folgende Entwicklungsstadium (E12,5-E13) wird als Knospung
bezeichnet (Matthiessen, 1963). Unter dem Einfluss von BMP, FGF, Shh und Wnt
wachsen Epithelstrange in das unterlagernde Ektomesenchym, welches sich nun
kondensiert. Beim hierauf folgenden Kappenstadium ist in der Zahnanlage bereits
die angedeutete Form des sich entwickelnden Zahns histologisch nachweisbar;
das entstehende Schmelzorgan sitzt wie eine Kappe auf dem verdichteten
Ektomesenchym der Zahnpapille (Abbildung 1). Aus dieser Zahnpapille wird das
Dentin und die Zahnpulpa hervorgehen, wahrend aus dem die Zahnanlage
umgebenden Ektomesenchym der Zahnhalteapparat entsteht. Die abgefalteten
epithelialen  Anteile werden hingegen wahrend des nun folgenden
Glockenstadiums ihre endgultigen Differenzierungen (Ameloblasten,
Odontoblasten) einnehmen (Ten Cate et al., 2003).

Die Zahnpapille wird von undifferenzierten mesenchymalen Zellen gebildet, die
verstreut zwischen locker angeordneten Kollagenfibrillen zu liegen kommen. Zur
Entstehung der darin liegenden Gefall- und Nervenversorgung des sich
entwickelnden Zahns existieren nur wenige Arbeiten. Es konnte gezeigt werden,
dass wahrend des Kappenstadiums zahlreiche primitive Gefalle in die Zahnpapille
einsprossen; diese haben noch keine Verbindung zu den Dentalarterien, sondern
werden zu Beginn aus den gingivalen Gefal3plexus gespeist (Gaunt, 1959). Die
maximale Gefalldichte wird zum Zeitpunkt des Glockenstadiums erreicht, wobei
die Gefalle an der Stelle der spateren Zahnwurzel die hochste Dichte aufweisen.
Dies deckt sich mit dem Resultat immunhistochemischer Farbungen, welche eine
kraftige Expression des Angiogenesefaktors vascular endothelial growth factor
(VEGF) und seines Rezeptors (VEGF-R) durch die Zahnanlage vom Kappen- bis
zum spaten Glockenstadium zeigen (Miwa et al., 2008). Das Schmelzorgan ist im

Gegensatz zur Zahnpapille avaskular.
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Die Innervation der Zahnpapille und der daraus entstehenden Pulpa wird durch
neurotrophe Faktoren gesteuert. In-situ-Hybridisierungsexperimente zeigen, dass
die mRNAs fur nerve growth factor (NGF) und brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) in der Zahnpapille und der entstehenden Pulpa nachgewiesen werden
kénnen und die Intensitat der Expression mit dem Beginn der Innervation korreliert
(Nosrat et al., 1998). Diese neurotrophen Faktoren regen trigeminale Nervenzellen
dazu an, in die sich entwickelnde Zahnpulpa einzuwachsen; in-vitro-Experimente
zeigten einen positiven Effekt der durch kultivierte Pulpazellen sezernierten
Neurotrophine auf die Zellviabilitdt und das dendritische Aussprossen trigeminaler
Neurone (Nosrat et al., 2001). Wahrend hieran mit groer Wahrscheinlichkeit
nerve growth factor (NGF) und brain-derived neurotrophic factor (BDNF) beteiligt
sind, scheinen die Neurotrophine 3 und 4/5 keine wesentliche Rolle zu spielen
(Fried et al, 2000). Trotzdem Kkorreliert auch die Expression der
Neurotrophinrezeptoren low-affinity neurotrophin receptor (LANR) sowie der Trk-
Rezeptortyrosinkinasen A, B und C mit dem Beginn der Innervation (Luukko et al.,
1996). Auch das Vorhandensein von Matrixproteinen wie Laminin-8 (a4p1y1, Lm-
411) ist fur das Einsprossen der Nervenfasern essentiell (Fried et al., 2000; Fried
et al., 2007). Der zeitliche Ablauf der Innervation und der Vaskularisation der
Zahnpulpa sind voneinander unabhangig, was einen wechselseitigen Einfluss
unwahrscheinlich macht. Tatsachlich scheint das zu frihe Einsprossen von
Nervenfasern aktiv durch die Sekretion von neurorepulsiven Faktoren verhindert
zu werden, was die exakte zeitliche Steuerung der Innervation belegt. Einzelne
Nervenfasern ziehen von der Zahnpulpa durch feine Kanale in den
periodontoblastischen Raum und sogar in das Dentin ein (Carda und Peydro,
2006). Nach einer Verletzung folgt das Wiedereinsprossen von Nervenfasern
ebenfalls einem exakt austarierten, komplexen Wechselspiel zwischen den

einwachsenden Fasern und der Pulpamatrix (Byers et al., 2003).

1.2 Rolle der Schwann-Zelle bei der dentalen Nozizeption

Nervenzellen bestehen aus Dendriten, die Signale empfangen (Afferenz), einem
Zellleib mit dem Zellkern und den Zellorganellen sowie Axonen, die ein Signal vom
Zellleib weg hin zu einer weiteren Nervenzelle oder einem Effektororgan leiten
(Efferenz). Fur die Schmerzempfindung (Nozizeption) sind spezialisierte
Nervenfasern verantwortlich, welche im Zahn- und Gesichtsbereich zumeist aus

trigeminalen Neuronen stammen (Sessle, 1987). Dies konnte durch selektive
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Degradationsversuche kleinkalibriger Nervenfasern bis zum Trigeminusganglion
nach Capsaicinapplikation (s.u.) belegt werden(Bombardi et al, 2006).
Nozizeptive Fasern werden in myelinisierte (von Hullzellen umgebene,
schnellleitende) Ad- und unmyelinisierte (langsam leitende) C-Fasern unterteilt
(Beitel und Dubner, 1976; Dubner und Bennett, 1983; Dubner, 1985).

In der Zahnpulpa sind sowohl myelinisierte als auch unmyelinisierte Nervenfasern
darstellbar, deren Zahl im Laufe des Lebens variiert (Johnsen et al., 1983). Die
Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie Bradykinin fuhrt Uber die Aktivierung
von intrazellularen Phosphorylierungskaskaden zu einer Verstarkung und
Aufrechterhaltung des lokalen Schmerzreizes (Korkmaz et al., 2008).

Die Myelinscheiden peripherer Nerven werden von Schwann-Zellen gebildet, die
nach ihrem Entdecker, dem deutschen Anatomen und Naturforscher Theodor
Schwann (1810-1882) benannt sind (Schwann, 1839). Myelinisierende Schwann-
Zellen (MSCs) sind Hull- und Stiatzzellen, welche den in ihr eingehullten
Nervenfasern einerseits Halt bieten und sie andererseits isolieren, was die
Weiterleitung des elektrischen Impulses in der Nervenfaser unterstutzt (Abbildung
2). Die durch die Schwann-Zellen gebildete Isolierschicht wird in Abstanden von
ca. Tmm immer wieder unterbrochen (Ranvier'sche Schnurringe), was eine
,Springende” (saltatorische) Erregungsleitung ermdglicht (Corfas et al., 2004).
Zudem wurde gezeigt, dass die Schwann-Zellen durch Sekretion I6slicher
Mediatoren eine wesentliche Rolle bei der Entzindungsantwort nach
Nervenverletzungen sowie bei autoinflammatorischen Prozessen spielen
(Campana, 2007). So kdnnen Schwann-Zellen durch die Sekretion von TNF-a die
lokale Entzindungsantwort heraufregulieren, was zugleich das neuropathische
Schmerzempfinden verstarkt (Wagner und Myers, 1996). Unsere Arbeitsgruppe
konnte in vorangehenden Arbeiten zeigen, dass eine Herabregulation der
I6slichen Guanylatzyklase (sGC) in entzindeten Odontoblasten wesentliche
Bedeutung fur die Aufrechterhaltung des inflammatorischen Geschehens hat
(Korkmaz et al., 2011).

Neben den MSCs werden noch drei weitere Klassen von Schwann-Zellen
unterschieden: nichtmyelinisierende Schwann-Zellen (NMSCs) sind in Assoziation
mit kleinen Axonen von C-Fasern nachweisbar, wobei eine Schwann-Zelle ein
ganzes Bundel von Nervenfasern mit kleinen Zellauslaufern unterteilt, ohne die

Axone zu umhdullen (sogenanntes Remak-Bundel) (Douglas und Ritchie, 1962;
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Corfas et al., 2004). Perisynaptische Schwann-Zellen (auch terminale Schwann-
Zellen genannt) kommen an der neuromuskularen Endplatte vor, wahrend

Satellitenzellen in Bindung an die neuronalen Zellleiber der peripheren Ganglien

nachweisbar sind (Abbildung 2).

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von myelinisierenden
Schwann-Zellen (MSCs, A), nichtmyelinisierenden Schwann-Zellen (NMSCs,
B) und perisynaptischen/terminalen Schwann-Zellen (PSCs) im Bereich der
neuromuskularen Endplatte. Ax, Axon; S, Schwann-Zelle; N, Nervenendigung;
M, Muskelfaser. Aus (Corfas et al., 2004).

Schwann-Zellen stammen entwicklungsgeschichtlich aus den Zellen der
Neuralleiste, genau wie die Nervenfasern, die sie begleiten (Jessen und Mirsky,
1999; Corfas et al., 2004). Diese multipotenten Vorlauferzellen migrieren aktiv aus
der Neuralleiste in die Peripherie, wo sie sich zu Nerven- und Schwann-Zellen
ausdifferenzieren. Die Differenzierung zur Schwann-Zelle wird durch Expression
der Differenzierungsmarker PO (Myelinprotein 0), GAP43 (growth-associated
protein 43) und F-spondin angezeigt (Jessen und Mirsky, 1999). Im weiteren
Verlauf exprimieren die unreifen Schwann-Zellen dann die 3-Form des Proteins
S100, auf das im weiteren Verlauf noch detaillierter eingegangen werden wird.
Das exakte Signal, welches eine Differenzierung entlang der verschiedenen
Formen von Schwann-Zellen bedingt, ist allerdings noch unbekannt; es scheint
jedoch von der begleiteten Nervenfaser auszugehen (Jessen und Mirsky, 1999).
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Schwann-Zellen spielen bei der Nozizeption zwei entscheidende Rollen:
myelinisierte Ad-Fasern sind in der Lage, einen Schmerzreiz Uber die saltatorische
Erregungsleitung rasch nach zentral weiterzuvermitteln (,stechender” Schmerz),
wahrend die Erregungsleitung in den nichtmyelinisierten C-Fasern eher langsam
erfolgt (,dumpfer® Schmerz). Zudem sind Schwann-Zellen stoffwechselaktiv; eine
Verletzung flhrt zu einem intensiven und reziproken Axon-Glia-Signalaustausch,
welcher Uber Botenstoffe wie nerve growth factor-B (NGF-B), brain derived
neurotrophic factor (BDNF), insulin like growth factor (IGF-1), Erythropoietin (Epo),
Pleiotrophin und glial derived growth factor (GDGF) vermittelt wird (Campana,
2007). Wird ein Nerv durchtrennt, dient die Basalmembran der sich rasch
retrahierenden Schwann-Zelle als Leitstruktur fur das Neuwachstum der
Nervenfaser im Rahmen der posttraumatischen Reinnervation (Jessen und
Mirsky, 2005). Allerdings sind nur altere Schwann-Zellen in der Lage, den Verlust
des begleiteten Axons durch die Freisetzung autokrin  wirkender
Wachstumsfaktoren (/Insulin-Like Growth Factor, Neurotrophin-3, Platelet-Derived

Growth Factor-BB) zu kompensieren (Meier et al., 1999).

1.3 Das S100-Protein

Die S100-Proteinfamilie ist die grofdte Unterfamilie der kalziumbindenden Proteine,
welche ein sogenanntes EF-Hand-Motiv aufweisen, das sich aus einer helix-loop-
helix-Sekundarstruktur mit den beiden a-Helices E und F bildet (Donato, 2001;
Marenholz et al., 2004). S100-Proteine sind kleine, saure Proteine mit einem
Molekulargewicht  zwischen 10 und 12 Kilodalton (kD), welche
charakteristischerweise zwei EF-Doméanen aufweisen: eine N-terminale, S100-
spezifische sowie eine klassische kalziumbindende EF-Domane (Abbildung 3)
(Marenholz et al., 2004). S100-Proteine sind hoch gewebespezifisch exprimiert
und in der Lage, Dimere und Oligomere zu bilden. Fast alle S100-Isoformen
(Suffix -A) werden beim Menschen auf dem langen Arm von Chromosom 1 kodiert
(1921). Ausnahmen bilden das S100A11-Pseudogen (7922-q31) sowie S100B
(21922), S100P (4p16), S100Z (5q14) und Calbindin-3 (Xp22), welches lediglich
als Monomer anzutreffen ist, da die fur die Dimerisierung notwendigen
hydrophoben Residuen bei Calbindin-3 fehlen (Marenholz et al., 2004). Nach
Kalziumbindung kommt es zu einer Konformationsanderung der S100-Proteine,
wodurch eine hydrophobe Bindungstasche freigelegt wird, die die Protein-Protein-
Interaktion mit Zielproteinen wie p53, CapZ oder der Ndr-Kinase ermdglicht
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(Abbildung 3) (Rust et al., 2000; Inman et al., 2002; Bhattacharya et al., 2003).
Hierdurch kénnen durch S100 und seine Interaktionspartner zahlreiche
intrazellulare  Signalkaskaden  (Proteinphosphorylierungen,  Enzymaktivitat,
Kalziumhomoostase, @ Umbau des  Zytoskeletts und  Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren) beeinflusst werden (Ji et al., 2014).

Ndr-kinase

Abb. 3: Struktur der S100-Proteine und Bindungsmadglichkeiten an mogliche
Interaktionspartner. S100 setzt sich aus zwei kalziumbindenden EF-Doméanen
(rot und blau) zusammen, welche jeweils durch eine Scharnierregion (hinge)
verbunden sind. Kalziumbindung an die EF-Motive eroffnet eine hydrophobe
Bindungsregion, an welche Proteininteraktionspartner (hier als Beispiel die Ndr-

Kinase) andocken konnen. Aus (Marenholz et al., 2004).

Bereits 1990 wiesen Mata et al. mit Hilfe elektronenmikroskopischer
Untersuchungen S100 in Myelinscheiden peripherer Nerven nach, wobei die
Immunreaktivitat mit der Dicke der Myelinscheide korrelierte (Mata et al., 1990).
Trotzdem war S100 ultrastrukturell auch in NMSCs nachweisbar, da das Protein
nicht im Myelin selbst, sondern im Zytoplasma und dem Zellkern der Schwann-
Zellen nachweisbar war. Dies belegt, dass S100 einen guten Marker fir Schwann-
Zellen darstellt, wahrend die Nervenfasern selbst keine Reaktivitat mit dem
Antikdrper gegen S100 zeigen (Mata et al., 1990). Der Antikérper gegen S100 ist
daher in der diagnostischen Histopathologie von grof3em Nutzen fur den Nachweis

von Nervenscheidentumoren (Schwannomen) (Kaddu und Kokol, 2016).
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Ichikawa et al. zeigten im Jahre 1998, dass sensible trigeminale
Nervenendigungen in der Zahnpulpa mittels S100-Immunhistochemie darstellbar
sind (lchikawa et al, 1998). Die Autoren Ilegten zudem mittels
Immunelektronenmikroskopie dar, dass alle myelinisierten Nervenfasern und etwa
die Halfte der unmyelinisierten Nervenfasern Reaktivitat mit dem Antikérper gegen
S100 aufwiesen. Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass aus
karidsen Zahnen vermehrt S100 isoliert werden kann; dies ist allerdings auf eine
vermehrte bakteriell induzierte Expression der S100-Isoformen S100A8 und
S100A8/S100A9 durch infiltrierende neutrophile Granulozyten zurlckzufuhren
(McLachlan et al., 2004).

1.4 Modell der Capsaicin-Desensitivierung

Primare sensorische Nervenfaserendigungen verfugen uber den transient receptor
potential vanilloid type 1 ion channel (TRPV1), einen lonenkanal mit
Rezeptorfunktion, der durch Hitze (>42°C), Protonen und Vanilloide wie Capsaicin
(8-Methyl-N-Vanillyl-6-Nonenamid, Inhaltsstoff roter Chillischoten; Abbildung 4)
aktiviert wird, weshalb er auch als Capsaicin-Rezeptor bezeichnet wird (Nagy et
al.,, 2014). Die genannten Stimuli fUhren Uber eine kurzfristige Aktivierung des

Kanals zu einem akuten Schmerzreiz.

Capsaicin (cip: 1548943)

Dihydrocapsaicin (cip: 107982) Homodihydrocapsaicin (cip: 3084336)

Nord ihydrocapsaici N (CID: 168836) Homocapsaici N (CID: 6442566)

-

Abb. 4: Strukturformel von Capsaicin sowie der Capsaicinoide. CID,

compound identifier number. Aus (Fattori et al., 2016).
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Allerdings konnte bereits in den 1990er Jahren an der Haut gezeigt werden, dass
eine konstante Applikation von Capsaicin zu einer Degeneration von intrakutanen
Nervenfasern fuhrt, die auch im weiteren Verlauf nur bis zu 25% reversibel ist
(Reilly et al., 1997; Simone et al., 1998). Diese Resultate bestatigten frihe
Studien, nach denen systemische Administration von Capsaicin zur Degeneration
subepidermaler Nervenplexus flhrte, was ebenfalls auf eine systemische
neurotoxische Wirkung anhaltender Capsaicinexposition hindeutet (Holzer et al.,
1979; Chung et al.,, 1990). Lawson konnte 1986 im Rattenmodell zeigen, dass
eine neonatale Gabe von 50-100mg/kg Capsaicin zu einer ausgepragten
Reduktion unmyelinisierter (89%) und myelinisierter (36%) Nervenfasern fuhrte
(Lawson, 1986). Das histologische Muster des Nervenuntergangs ist hierbei
vergleichbar mit jenem der diabetischen Neuropathie oder der HIV-Neuropathie
(McCarthy et al., 1995; Kennedy et al., 1996). An der Zahnpulpa konnte gezeigt
werden, dass die lokale (intradentale) Applikation von Capsaicin selektiv
kleinkalibrige Nervenfasern in der Zahnpulpa zur Degeneration veranlasst; diese
Degeneration kann bis in die trigeminalen Ganglienzellen nachverfolgt werden,
was die trigeminale Herkunft der Fasern belegt (Bombardi et al., 2006). Die lokale
neurodegenerative Wirkung von Capsaicin auf kleinkalibrige Nervenfasern wurde
auch in vorangegangenen Arbeiten bereits beschrieben (Jancso et al., 1985;
Jancso und Lawson, 1990).

Der exakte Mechanismus, wie systemisch appliziertes Capsaicin zum Untergang
sensorischer Nerven flhrt, ist hingegen noch unverstanden. Es ist belegt, dass
Capsaicin die Apoptose von Nervenzellen durch Aktivierung des Caspase-
Pathways fordert; die Aktivierung des TRPV1-Rezeptors fuhrt zudem zu erhohter
mitochondrialer Permeabilitat (Fattori et al, 2016). Eine erhohte intrazellulare
Kaliziumkonzentration |16st daraufhin den Einstrom von Natriumionen mit passivem
Wassereinstrom aus, was zur Zellschwellung und Membranschadigung der
sensorischen Nervenzellen mit schliellichem Zelluntergang fuhrt. Ob auch
Schwann-Zellen, insbesondere jene der Zahnpulpa, den TRPV1-Rezeptor
besitzen, ist bislang nicht bekannt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die systemische Gabe von
Capsaicin zu einer signifikanten Reduktion myelinisierter wie auch unmyelinisierter

Nervenfasern fuhrt, welche fur das Schmerzempfinden verantwortlich sind.
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Schmerzempfindung in der dentalen Pulpa wird von myelinisierten Ad- und
nichtmyelinisierten C-Fasern vermittelt, welche im Laufe der
Embryonalentwicklung in die Pulpa einwachsen. Beide Fasern sind von Schwann-
Zellen umgeben, fur die das Protein S100 einen hochselektiven Marker darstellt.
Es konnte in vorangehenden Arbeiten gezeigt werden, dass die systemische
neonatale Applikation von Capsaicin (8-Methyl-N-Vanillyl-6-Nonenamid) eine
selektive Desensitivierung der nozizeptiven Fasern hervorruft (Lawson, 1986;
Jancso und Lawson, 1990).

In der vorliegenden Arbeit soll nun am Rattenmodell untersucht werden, inwiefern
die neonatale Applikation von Capsaicin eine Anderung in Anzahl und Dichte der
S100-positiven Schwann-Zellen als Marker fur die nozizeptive Pulpainnervation
hervorruft. Hierzu wurden histologische Schnitte der Zahnanlage zu den
postnatalen Tagen 30, 60, 90 und 155 angefertigt und immunhistochemisch mit
einem Antikorper gegen S100 gefarbt. Zusatzlich soll untersucht werden, ob der
Alterungsprozess Einfluss auf die Dichte und Anzahl S100-positiver Schwann-
Zellen in der Rattenpulpa hat.

Die Arbeit soll so zu einem besseren Verstandnis der Neurophysiologie des
Schmerzempfindens der Zahnpulpa beitragen und eine mdgliche langfristige
antinozizeptive Wirkung von Capsaicin untersuchen, welche insbesondere bei

langanhaltenden trigeminalen Schmerzzustanden hilfreich sein kdnnte.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign

Die Tierversuche fanden mit Genehmigung der Bezirksregierung Dusseldorf
(Projektnummer G86/2003) in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf statt. Als Versuchstiere dienten Wistar-Ratten. Alle Tiere
wurden anasthesiert, bevor sie durch kardiale Punktion, Intravitalperfusion und
Fixation geopfert wurden. AulRerdem wurden weitere Gewebe zur Analyse durch
andere Arbeitsgruppen fixiert und gefroren.

Eine schematische Ubersicht tiber den Studienablauf zeigt Abbildung 5.

2.1.1 Capsaicin-Applikation

Insgesamt wurden 48 Wistar-Ratten zur Gewebeanalyse in zwei Gruppen
unterteilt: eine experimentelle Gruppe, die mit Capsaicin behandelt wurde und
eine Kontrolltiergruppe, denen nur die Tragerlosung ohne Capsaicin verabreicht
wurde.

Die Capsaicin Losung wurde wie folgt hergestellt: 50mg Capsaicin 95% (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) wurden in 0,5ml Ethanol 96% geldst und 0,5ml Tween R
80 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) hinzugefugt. Die LOsung wurde mit 4ml
physiologischer  Natriumchloridlosung aufgefullt und steril filtriert. Die
Kontrollgruppe erhielt die gleiche Lésung, wobei auf die Gabe von Capsaicin
verzichtet wurde. Die Applikationsmenge betrug 50mg Capsaicin pro Kilogramm
Korpergewicht (Lawson, 1986).

Den jeweils 24 Wistar-Ratten der experimentellen Gruppe wurde am 3.
postnatalen Tag eine Dosis von 50mg/kg Koérpergewicht Capsaicin in einer
Tragersubstanz subkutan in die Nackenfalte injiziert. Die Gruppe der Kontrolltiere,
ebenfalls 24, erhielt die gleiche Menge Tragersubstanz ohne Capsaicin am 3.
postnatalen Tag subkutan appliziert.

Durch die Capsaicingabe entwickelten die Tiere der experimentellen Gruppe
Asthmaanfalle, weswegen bei den ersten Anzeichen ein Hub Asthmaspray mit
dem Wirkstoff Fenoterolhydrobromid (Berotec R N 100ug Dosier-Aerosol,
Boehringer Ingelheim, Deutschland) verabreicht wurde. Unter Sauerstoffgabe
erfolgte eine Brustmassage, um die Atmung zu unterstitzen. Die Tiere der

Kontrollgruppe, die die reine Tragerlosung ohne Capsaicin erhielten, entwickelten
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keinen Asthmaanfall. Es wurde ihnen aber ebenfalls das Asthmaspray verabreicht.
Nach Beendigung des Asthmaanfalls und im weiteren Verlauf erfolgte die

Kontrolle des Gesundheitszustandes der Jungtiere.

2.1.2 Intravitalperfusion und Fixierung

Jeweils sechs Tiere der Kontroll- und Capsaicin-Gruppe wurden nach 30, 60, 90
und 155 Lebenstagen geopfert. Vor der Intravitalperfusion wurden die Tiere mit
100mg Ketaminhydrochlorid (Ketavet R 100mg/ml, Pharmacia&Upjohn Erlangen,
Deutschland) und 5g Xylazinhydrochlorid 2% (Rompun R 2%, Bayer Vital,
Leverkusen, Deutschland) pro Kilogramm Korpergewicht intraperitoneal
anasthesiert. Die erste Fixierung des Gewebes erfolgte nach Zamboni (Stefanini
et al., 1967). Die Loésung bestehend aus 4% Paraformaldehyd und 0,2%
Pikrinsaure in 0,1M pH 7,4 Phosphatpuffer diffundierte mittels des hydrostatischen
Druckes uber die GefalRe in das umliegende Gewebe. Der erreichte

Fixierungsgrad zeigte sich an der Gelbfarbung der Schleimhaute.

21.3 Gewebepraparation, Entkalkung und Einbettung

Danach wurden die Kiefer prapariet und in 4% neutral gepufferter
Paraformaldehydlésung flr 24 Stunden nachfixiert. Die Fixierung wurde in
Phosphatpuffer fur 24 Stunden ausgewaschen. Die Entkalkung der Kiefer erfolgte
in 25% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) fur 2-4 Wochen, je nach Alter der
Tiere. In der ersten Woche wurde die EDTA-LOsung taglich gewechselt, spater
nach 3-4 Tagen. Die Auswaschung der Fixierung und die Entkalkung sind wichtige
Schritte in der Vorbereitungsphase. Reste der Fixierung kdnnen zu unspezifischen
Reaktionen am Gewebe in der Phase der Immunhistochemie fuhren, wahrend in
der Entkalkungsphase zugunsten der besseren Bearbeitung der
Zahnhartsubstanz Schaden an der Pulpa auftreten konnen. Nach der
Entkalkungsphase folgte eine weitere Auswaschung fur 24 Stunden in
Phosphatpuffer. Bevor die Kiefer bei —80°C in 30% Sucrose gelost und in
Phosphatpuffer eingefroren und gelagert wurden, folgte eine 24-stindige

Einlagerung in Sucrose 10% geldst in Phosphatpuffer (Bergmann, 2009).

214 Gewebevorbereitung

Die Unterkieferhalften von jeweils 6 Tieren aus jeder Gruppe wurden am Kryostat
Leica CM 3050 (Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland) bei —18°C auf 50um
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Sagittalschnitte geschnitten und anschliel3end in Phosphatpuffer schwimmend bis

zur immunhistochemischen Farbung aufbewahrt.

2.1.5 Avidin-Biotin Peroxidase-Komplex-Methode

Die Gewebeschnitte wurden fur je funf Minuten in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS) zweimal gewaschen und fur 30 Minuten in 0,3% Hydrogen-
Peroxid (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA) in einer PBS und 0,5% TritonX 100R
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) Lésung inkubiert (Hsu et al., 1981). Es folgten
sechs weitere Waschgange mit PBS-TritonX (PBS-TX). Unspezifische
Bindungsstellen wurden blockiert mit 5% Normalserum der Ziege (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) fur 60 Minuten. Der polyklonale Primarantikorper
Kaninchen S100, 1:800 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde in eine L6ésung aus
1% Rinderserum Albumin (Calbiochem, LaJolla, USA) und 5% Normalserum von
der Ziege eingebracht. Die Schnitte wurden bei 4°C fur 72 Stunden in dieser
Lésung auf dem Schuttler kontinuierlich bei niedriger Frequenz inkubiert. Es
folgten sechs Waschgange mit PBS-TX. Der Sekundarantikorper Ziege Anti
Kaninchen, 1:500 (Vector Laboratories, Burlingame, USA) wurde in die
Blockierungslésung gegeben und die Schnitte fir 90 Minuten in diese eingelegt.
Es schlossen sich sechs Waschgange mit PBS-TX an. Auf das Gewebe wirkte
dann fur vier Stunden der Avidin Biotin Peroxidase-Komplex (ABC Standardkit,
Vector Laboratories, Burlingame, USA) ein. Anschliefend wurde das Gewebe
durch drei Pufferbader mit PBS und drei Pufferbader mit Tris-Puffer (TBS) geflhrt.
Eine Losung bestehend aus in Tris-Puffer geléstem nickelverstarktem 3,3'-
Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und Hydrogen-Peroxid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) wurde fur die Chromogenreaktion hergestellt. Dort
verblieben die Schnitte fir die Reaktion 1 Minute lang. Die Chromogenreaktion
wurde unterbrochen, indem drei Waschgange in Tris-Puffer folgten und drei
weitere in PBS. Danach wurden die Schnitte in Phosphatpuffer gesammelt und auf
mit Chrom-Alaun-Gelatine beschichteten Objekttragern aufgezogen und
getrocknet. Die Gegenfarbung, bestehend aus 1% Azur Il und 1% Methylenblau
zu gleichen Teilen geldst in 1% Borax 1:250 verdunnt in destillietem Wasser,
wirkte fur eine Minute ein. In einer aufsteigenden Isopropanolreihe wurden die
Schnitte dehydriert, zweimal fur je funf Minuten in Xylol geklart und mit DePeX

(Serva Electophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) und Deckglasern
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eingedeckt. Negativkontrollen wurden durchgefiuhrt und zeigten keine

Immunfarbung Uber die gesamte Lange der Versuchsreihen an.

216 Lichtmikroskopie

Mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Laborlux D, Leitz, Deutschland) wurden geeignete
Gewebe-Sagittalschnitte ausgewahlt, bevor diese digital mit einer am Mikroskop
installierten Kamera (Leica DM 2500) fotografiert wurden. Die Kriterien
entsprechen denen wie bereits in den Dissertationen von Frau Dr. Bergmann und
Frau Dr. Hahner festgelegt (Bergmann, 2009; Hahner, 2012). Das mesiale
Pulpenhorn und das Pulpenkavum auf Héhe der Schmelz-Zement-Grenze wurden
in 10-facher VergroRerung digital fotografiert. Aus diesen Aufnahmen wurde

jeweils ein beliebiges Gesichtsfeld ausgewahlt.

21.7 Nervenfaserquantifizierung-Point Counting Methode

Die Quantifizierung der S 100-ir erfolgte mit der Point Counting Methode in der
von Korkmaz et al. 2009 beschriebenen Variante (Weibel et al., 1966; Ingersoll et
al., 1984; Korkmaz et al., 2009). Da die Farbungen der einzelnen Aufnahmen
unterschiedliche Qualitaten aufwiesen, wurden jeweils die besten sechs
Aufnahmen einer jeden Gruppe ausgewahlt und statistisch analysiert. Die
Auswahl erfolgte visuell jedoch ohne Bericksichtigung der Anzahl der optisch
erkennbaren S100 ir positiven-Zellen.

Fur die Auswertung nach der Point Counting Methode wurde eine transparente
Millimeterfolie auf den Computermonitor gelegt. Die Millimeterfolie wurde in 20x20
mm groRe Raster unterteilt, so dass ein beliebiges Gesichtsfeld der Aufnahmen
eingerahmt wurde. Es wurden alle S100 ir positiven Zellen gezahlt, die die
Eckpunkte eines 20x20 mm Rasters auf der Millimeterfolie schnitten. Der
Durchschnitt fur jeden Molaren wurde ermittelt, indem die Zahl der Eckpunkte, die
durch eine S100 ir positive Schwann-Zelle geschnitten wurden, durch die

Gesamtzahl der Eckpunkte des Pulpenrahmens geteilt wurde.
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48 Wistar Ratten

30 Tage 60 Tage 90 Tage 155 Tage
n=6 Kontrolle n=6 Kontrolle n=6 Kontrolle n=6 Kontrolle
n=6 Capsaicin n=6 Capsaicin n=6 Capsaicin n=6 Capsaicin

S100 S100 S100 S100

Fotos 10x Fotos 10x Fotos 10x Fotos 10x
Point Counting Point Counting Point Counting Point Counting

Methode Methode Methode Methode

Abb. 5: Grafische Darstellung des Studiendesigns

2.2 Datenverarbeitung und statistische Analyse
2.2.1 SPSS

Mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics (Version 12.0, Chicago, lllinois,
U.S.A.) fur Windows wurde die statistische Auswertung unter fachlicher Anleitung
durch Prof. Dr. Wilhelm Bloch, Deutsche Sporthochschule Koln, durchgefihrt.
Dabei wurden der Student T-Test, der One-Way ANOVA (univariate
Varianzanalysen) und der PostHoc Bonferroni-Test angewendet (Huck et al.,
1974). Die Signifikanzgrenze wurde einheitlich bei p<0.05 festgelegt. Die
Untersuchungsergebnisse wurden in tabellarischer Form mit Office EXCEL
(Microsoft, Seattle, U.S.A.) zusammengefasst. Die graphische Darstellung erfolgte

mit Boxplot-Diagrammen.
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222 Student T-Test

Mit Hilfe des Student T-Tests sind die Mittelwerte und Standardabweichung fir die
Anzahl S-100 ir positive Schwann Zelle, die die Eckpunkte eines 20x20mm-
Rasters gekreuzt haben, der Versuchs- und Kontrollgruppe miteinander verglichen
worden. Der Vergleich erfolgte je Altersgruppe.

223 One-Way ANOVA Test

Anhand des One-Way ANOVA Test wurde getestet, ob mehr als zwei
Altersgruppen sich in ihren Mittelwerten statistisch unterscheiden. Der initiale Test
unterscheidet aber nicht, zwischen welchen Gruppen dieser statistisch signifikante
Unterschied besteht; dazu wurde der PostHoc Bonferroni-Test angewendet.

224 PostHoc Bonferroni-Test

Paarweise @ wurden die  Gruppenmittelwerte  verglichen, um  einen
Mittelwertvergleich mehrerer unabhangiger Stichproben zu erhalten. Die
unterschiedlichen Altersklassen der Versuchs- und Kontrollgruppe wurden so
miteinander verglichen, und es konnten statistisch signifikante Veranderungen in
der Anzahl der S100 immunreaktiv positiven- Zellen zwischen den verschiedenen

Altersklassen dargestellt werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Statistische Analyse: Vergleich der $100-ir positiven Schwann-

Zellanzahl zwischen den Altersgruppen der Kontrolltiere
3.1.1  Altersgruppe 30-Tage (30T) Kontrolltiere

Im Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zelle der 30T-Kontrolltiere (n=6,
Mittelwert 0,2335+£0,02154) zu den 60T-Kontrolltieren (n=6, Mittelwert,
0,2277+0,02268) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der
Student-t-Test offenbarte hierbei einen Signifikanzwert von p=1,0. Die 30T-
Kontrolltiere zeigten aber einen signifikanten Unterschied zu den 90T- (n=6,
0,4392+0,01884, p<0,001) und 155T-Kontrolltieren (0,4370+0,04397, p<0,001)
(Abbildung 6).

3.1.2 Altersgruppe 60-Tage (60T) Kontrolltiere

Der Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zelle der 60T-Kontrolltiere (n=6,
Mittelwert, 0,2277+0,02268) zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den 30T-
Kontrolltieren (n=6, Mittelwert 0,2335+0,02154). Einen signifikanten Unterschied
ergab der Vergleich der 60T-Kontrolltiere zu den 90T- (n=6, 0,4392+0,01884,
Signifikanzwert von <0,001) und 155T-Kontrolltieren (0,4370+0,04397,
Signifikanzwert von <0,001) (Abbildung 6).

3.1.3 Altersgruppe 90-Tage (90T) Kontrolltiere

Die Gruppe der 90T-Kontrolltiere (n=6) zeigte einen signifikanten Unterschied zu
den 30T- (0,2335+0,02154) und 60T-Kontrolltieren (0,2277+0,02268), aber nicht
zur Gruppe der 155-Kontrolltiere (0,4370+0,04397) (Abbildung 6).

3.1.4 Altersgruppe 155-Tage (155T) Kontrolltiere

Der Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zelle zwischen den Gruppen der
155-Kontrolltiere (n=6) zu den Gruppen 30T- (0,2335+0,02154), 60T-Kontrolltiere
(0,2277+0,02268) war signifikant. Die Kontrolltiere 155T zeigten aber keinen
signifikanten Unterschied zur Gruppe der 90T-Kontrolltiere (0,4392+0,01884)
(Abbildung 6).
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Abb. 6: Statistische Auswertung der mittleren S$S100-ir positiven Schwann-

Zellanzahl in der Kontrollgruppe. ***, p<0,001

3.2 Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zellanzahl zwischen den

Altersgruppen der Capsaicin-behandelten (Caps) Tiere
3.21 Altersgruppe 30-Tage (30T) Caps-Tiere

Im Vergleich der 30T-Caps- zu 60T-Caps- und 90T-Caps-Tiere wurde bei (n=6)
kein signifikanter Unterschied (30T: 0,1953+0,03769) (60T: 0,2037+0,01607) (90T:
0,3118+0,02002) detektiert. 30T-Caps-Tiere zeigten aber einen signifikanten
Unterschied zur Gruppe der 155T-Caps-Tiere (0,4342+0,02182) (Abbildung 7).

3.22 Altersgruppe 60-Tage (60T) Caps-Tiere

Die S100-ir positive Schwann-Zellanzahl der 60T-Caps-Tiere (n=6) zeigte einen
signifikanten Unterschied zur Gruppe der 155T-Caps-Tiere (0,4342+0,02182),
wahrend bei Vergleichen der 60T-Caps-Tiere mit der Gruppe der 30T-Caps-Tiere
(0,1953+0,03769) und 90T-Caps-Tiere (0,3118+0,02002) keine signifikanten
Unterschiede gefunden wurde (Abbildung 7).
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3.23 Altersgruppe 90-Tage (90T) Caps-Tiere

Der Vergleich der Gruppe der 90T-Caps-Tiere (n=6) zeigte keinen signifikanten
Unterschied zu den 30T-Caps- (0,195310,03769) und 60T-Caps-Tieren
(0,2037+0,01607). Ein tendenziell erhohter, aber nicht signifikanter, Unterschied
zur Gruppe der 155T-Caps-Tiere (0,4342+0,02182) war zu finden (Abbildung 7).

3.24 Altersgruppe 155-Tage (155T) Caps-Tiere

In Bezug auf die S100-ir positive Schwann-Zellanzahl wurde bei der Gruppe der
155-Caps-Tiere (n=6) ein signifikanter Unterschied zur Gruppe der 30T-Caps-
Tiere (0,1953+0,03769) und 60T-Caps-Tiere (0,2037+0,01607) detektiert. Die
Gruppe der 155T-Caps-Tiere zeigte aber keinen signifikanten Unterschied zur
Gruppe der 90T-Kontrolltiere (0,3118+0,02002) (Abbildung 7).

% %k 5k
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Abb. 7: Statistische Auswertung der mittleren S100-ir positiven Schwann

Zellanzahl in der Capsaicingruppe. ***, p<0,001
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3.3 Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zellanzahl zwischen Kontroll-

und Capsaicin-behandelten (Caps) Tieren
3.3.1 Altersgruppe 30-Tage (30T) Kontroll- und 30T-Caps-Tiere

Beim Vergleichen der S100-ir positiven Schwann-Zellanzahl zeigten 30T-
Kontrolltiere (n=6) (0,2335+0,05276) keine signifikanten Unterschiede zur 30T-
Caps-Tiere (n=6) (0,1953+0,09231) (Abbildungen 8 und 12).

Abb. 8: Reprasentative Mikrofotografien der immunhistochemischen
Farbungen mit dem Antikorper gegen S100 bei Tieren der Altersgruppe 30
Tage. A, B: Tiere der Kontrollgruppe; C, D: Tiere der Capsaicingruppe. d, dentin;
o, Odontoblastenschicht; dp, Zahnpapille/Pulpa.

3.3.2 Altersgruppe 60-Tage (60T) Kontroll- und 60T-Caps-Tiere

Im Vergleich der S100-ir positiven Schwann-Zellanzahl war bei den 60T-
Kontrolltieren (n=6) (0,2277+0,05556) kein signifikanter Unterschied zur Gruppe
der 60T-Caps-Tiere (0,2037+0,03937) zu finden (Abbildungen 9 und 12).
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Abb. 9: Reprasentative Mikrofotografien der immunhistochemischen
Farbungen mit dem Antikorper gegen S100 bei Tieren der Altersgruppe 60
Tage. A, B: Tiere der Kontrollgruppe; C, D: Tiere der Capsaicingruppe. d, dentin;
o, Odontoblastenschicht; dp, Zahnpapille/Pulpa.

3.3.3 Altersgruppe 90-Tage (90T) Kontroll- und 90T-Caps-Tiere

Die Gruppe der 90T-Kontrolltiere (n=6) (0,4392+0,04614) zeigte einen
signifikanten Unterschied zur Gruppe der 90T-Caps-Tiere (n=6) (0,3118+0,04903)
(Abbildungen 10 und 12).
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Abb. 10: Reprasentative Mikrofotografien der immunhistochemischen
Farbungen mit dem Antikorper gegen S100 bei Tieren der Altersgruppe 90
Tage. A, B: Tiere der Kontrollgruppe; C, D: Tiere der Capsaicingruppe. d, dentin;
o, Odontoblastenschicht; dp, Zahnpapille/Pulpa.

3.34 Altersgruppe 155-Tage (155T) Kontroll- und 155T-Caps-Tiere

Bei der Gruppe der 155-Kontrolitiere (n=6) (0,4370+£0,10769) wurde kein
signifikanter Unterschied zur Gruppe der 155T-Caps-Tiere (n=6) (0,4342+0,05344)
gefunden, wenn die S100-ir positive Schwann-Zellanzahl zwischen beiden
Gruppen verglichen wurde (Abbildungen 11 und 12).
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Abb. 11: Reprasentative Mikrofotografien der immunhistochemischen
Farbungen mit dem Antikorper gegen S100 bei Tieren der Altersgruppe 155
Tage. A, B: Tiere der Kontrollgruppe; C, D: Tiere der Capsaicingruppe. d, dentin;
o, Odontoblastenschicht; dp, Zahnpapille/Pulpa.
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Abb. 12: Statistische Auswertung der mittleren S100-ir positiven Schwann-

Zellanzahl in der Capsaicin- und der Kontroligruppe. ***, p<0,001
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4 DISKUSSION

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe von immunhistochemischen
Farbungen auf das Protein S100, eines Markers flr Schwann-Zellen, am
Rattenmodell zwei Fragestellungen nachzugehen.

Zum einen sollte anhand der immunhistochemischen Farbungen die Anzahl S100-
positiver Nervenfasern im zeitlichen Verlauf (zu vier definierten Zeitpunkten)
untersucht werden. Damit sollte der zeitliche Verlauf der postnatalen Entwicklung
der Schwannschen Zellen in der sich entwickelnden Pulpa dargestellt werden; ein
Ruckschluss auf den Myelinisierungsgrad gezogen werden, da Schwann Zellen in
Begleitung aller Axone (sensorisch, sympathisch und parasympathisch,
myelinisiert, unmeyelinisiert) in der dentalen Pulpa vorkommen.

Zum anderen wurde eine Interventionsgruppe einbezogen, der am 3. postnatalen
Tag 50mg/kg Koérpergewicht Capsaicin in einer sterilen Tragersubstanz subkutan
injiziert worden war. Es ist bekannt, dass die systemische Applikation von
Capsaicin zu einer numerischen bzw. funktionellen Reduktion sensibler
Nervenfasern durch die Depletion der sensiblen Neuropeptide CGRP und
Substanz P fuhren kann. Hier sollte untersucht werden, ob Capsaicin auch einen
mittelbaren, oder unmittelbaren Effekt auf die postnatale Entwicklung der
Schwann-Zelle in der dentalen Pulpa wahrend der postnatalen Entwicklungszeit
haben kann, da die Effekte von Capsaicin auf die Schwann-Zelle vollig unbekannt

sind.

41 Die regionale Verteilung der Schwann-Zelle wahrend der postnatalen

Entwicklung der dentalen Pulpa der Kontrolltiere

Die Nervenfasern der dentalen Pulpa treten Uber das Foramen apikale in die
Wurzelpulpa ein und verteilen sich weiter in der zentralen Pulpa (Byers, 1984). Die
dunnen Nervenfaserbundel verzweigen sich in der zentralen Pulpa und bilden
unterhalb der Odontoblastenschicht ein Subodontoblastenplexus (Byers, 1984).
Von diesem Plexus aus reichen die myelinisierten A-delta und A-beta Fasern in
die Odontoblastenschicht, das Pradentin und bis zu 0.2 mm innerhalb der
Dentintubuli (Byers, 1984; Byers and Narhi, 1999). Die nicht myelinisierten C

Fasern reichen bis zum Pradentin wahrend die autonomen Nervenfasern sich in
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der zentralen Pulpa und im Subodontoblastenplexus verteilen (Byers, 1984; Byers
and Narhi, 1999). In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass an postnatal 30
Tagen in der dentalen Pulpa die Schwann-Zellen sich noch nicht in einer
vergleichbaren Ordnung wie das Nervenfaser-Verteilungsmuster darstellen. Ab 60
Tage fangen die Schwann-Zellen an, sich in einer Struktur, die mit der zentralen
Verteilung der Nervenfasern und der Bildung des subodontoblasten Plexus
vergleichbar ist, darzustellen. Die Befunde der vorliegenden Studie zeigen, dass
die Schwann-Zellen sich ab postnatal 60 Tagen in einer Ordnung in der zentralen
Pulpa verteilen und dann unterhalb der Odontoblastenschicht einen Plexus bilden.
Diese Struktur lasst sich am 90. Tag und vor allem an Tag 155 noch intensiver
und deutlicher darstellen. Die Befunde der vorliegenden Studie konnen auf die
Annahme hindeuten, dass Axone oder Schwann- Zellen bei der Bildung dieser
Verteilungsordnung eine fihrende Rolle ibernehmen.

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass S100-ir positive Schwann-Zellen in
den wesentlichen Abschnitten der Pulpa, jedoch nicht im Pradentin und Dentin
nachgewiesen werden konnen. Diese Befunde zeigen, dass die Schwann-Zellen
sowohl wahrend der postnatalen Entwicklung als auch in der adulten Phase nicht
im Bereich des Pradentins oder Dentins vorkommen. Dies kdnnte beispielsweise
mit dem Stoffwechselbedarf der Schwann-Zelle in der Pulpa erklart werden, da die
Axone ihre Zellkérper in den Ganglien haben, wahrend die Schwann-Zellen mit

ihren Zellkérpern in der Pulpa um die Axonen verteilt sind.

42 S100-ir positive Fasern im zeitlichen Verlauf in der sich entwickelnden
dentalen Pulpa

Um die Anzahl an nozizeptiven Fasern in der sich entwickelnden Zahnpulpa der
Ratte zu bestimmen, wurden immunhistochemische Farbungen gegen den
Schwann-Zell-Marker S100 zu definierten Zeitpunkten (30, 60, 90 und 155 Tage)
angefertigt.

Zum Zeitpunkt 30 Tage ergab sich ein Mittelwert von 0,2335 Nervenfasern pro
Eckpunkt, wahrend sich fur 60 Tage alte Tiere ein Mittelwert von 0,2277
Nervenfasern pro Eckpunkt ergab. Dieser Unterschied war statistisch nicht
signifikant (p>0.05).

Der Nachweis von S100-ir positiven Nervenfaserendigungen in der Zahnpulpa im
Rattenmodell deckt sich mit den Ergebnissen von Ichikawa et al. (Ichikawa et al.,

1998). Allerdings weisen die Daten von Ichikawa auch darauf hin, dass ein Teil der
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Nervenfaserendigungen in der Zahnpulpa unmyelinisiert ist, was zu einer
systematisch zu niedrigen Zahl an Nervenfasern durch die von uns gewahlte
Untersuchungsmethode flhren wurde. Neuere Ergebnisse von Henry et al.
bestatigen allerdings, dass der Groliteil der afferenten Fasern in der Zahnpulpa
myelinisiert vorliegt (Henry et al., 2012). Zudem handelt es sich hierbei um einen
systematischen Fehler, der sich in allen Untergruppen der untersuchten Kohorte
(Zeitpunkte und Kontroll- bzw. Interventionsgruppe) reproduzierbar wiederfande
und somit die Aussagekraft der gefundenen Unterschiede nicht wesentlich
schmalert. SchlielBlich zeigen sich auch in Bindung an einen Teil der
unmyelinisierten Nervenfasern Schwann-Zellen (NMSCs) (Corfas et al., 2004;
Campana, 2007), weshalb diese Nervenzellpopulation zumindest teilweise in der
Auswertung mit berucksichtigt werden konnte.

Im Verlauf zu den Zeitpunkten 90 und 155 Tagen zeigte sich dann eine
signifikante Zunahme der Nervenfaserdichte (0,4392 und 0,4370; p<0.05) im
Vergleich zu den Zeitpunkten 30 und 60 Tage.

Es existieren nur vereinzelte Studien zur Dichte der Nervenfasern in der sich
entwickelnden Zahnpulpa; insgesamt scheinen die Nervenfasern zwar im
zeitlichen Verlauf an Anzahl und Verzweigungen zuzunehmen (Luthman et al.,
1992; Luukko et al., 1996), doch die exakte Dichte der Nervenfasern zu
gegebenen Zeitpunkten ist unklar. Dies kann jedoch auch mit der Tatsache
zusammenhangen, dass in den wenigen vorliegenden Arbeiten unterschiedliche
Quantifizierungen verwendet wurden und insbesondere in alteren Arbeiten
ausschlieBlich morphologische (v.a. elektronenmikroskopische) Techniken zum
Einsatz kamen, wahrend in der hier vorliegenden Arbeit ein
immunhistochemisches Nachweisverfahren gewahlt wurde. Insgesamt bestatigen
die hier prasentierten Daten aber somit eine signifikante Zunahme von
myelinisierten und unmyelinisierten nozizeptiven Fasern in der sich entwickelnden
Zahnpulpa der Ratte im zeitlichen Verlauf, da S100 in allen Schwann- Zellen, die

sensible, parasympathische und sympathische Axone umgeben, vorkommt.

4.3 Spezifische und unspezifische Effekte von Capsaicin auf die Axon-
Schwann-Zell-Einheit

Um der Frage nachzugehen, inwieweit eine Capsaicin-Desensibiliserung zu einer
Abnahme der S100-ir positiven Fasern fuhrt, wurde den Ratten der Lasionsgruppe

am 3. postnatalen Tag 50mg/kg Kérpergewicht Capsaicin in einer sterilen
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Tragersubstanz subkutan injiziert. Die Unterkiefer wurden 2zu denselben
Zeitpunkten wie bei der oben naher beschriebenen Kontrollgruppe prapariert und
die Nervenfasern mit dem Antikorper gegen S100 dargestellt.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der S100-ir positiven Fasern in der
Pulpa der Capsaicin-behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt 90 Tage; die Zeitpunkte 30, 60 und 155 Tage zeigten hingegen keinen
signifikanten Unterschied. Somit scheint es durch die Gabe von Capsaicin
entweder zu einer temporaren Reduzierung oder Schadigung von Schwann-
Zellen zu kommen. Bisher wurde der Effekt von Capsaicin nur auf Axonen
untersucht. Daher ist dieser Befund der vorliegenden Arbeit von grundsatzlicher
Bedeutung. Es wurde beschrieben, dass Capsaicin eine systemische
neurotoxische Wirkung auf die Nervenfasern haben kann (Holzer et al., 1979;
Chung et al., 1990). Es ist moglich, dass neben den Axonen auch die Schwann-
Zellen durch die Effekte von Capsaicin betroffen werden kdnnen.

Aufgrund der Beobachtungen in der Kontrollgruppe ist es allerdings
wahrscheinlicher, dass die hier nachgewiesene, physiologische Zunahme der
Schwann-Zellen durch die Capsaicin-Gabe verzogert wird. Es kann angenommen
werden, dass die Schwann-Zellen und Axone entweder gleichzeitig, oder
einzelselektiv betroffen werden. Sollte die Schadigung (Desensibilisierung) nur
selektiv in Axonen vorkommen, kénnte das verzdgerte postnatale Wachstum von
Schwann-Zellen durch die gestorte Interaktionen zwischen Axon und Schwann-
Zelle erklart werden. Da Schwann-Zellen fur die Regeneration der Axone von
grolRer Bedeutung sind, ist dieser Befund von klinischer Relevanz.

Es ist bekannt, dass Axone die Entwicklung von Schwann-Zellen wahrend der
Entwicklung des peripheren Nervensystems (PNS) regulieren (Jessen und Mirsky,
2002, 2005). Auch bestimmen sie nachfolgenden Phanotyp der Schwann-Zelle
(Taveggia et al., 2005). Die mitogenen und trophischen axonalen Signale fUhren
zur Bildung von Schwann-Zellen, die entweder nicht-myelinisierte oder
myelinisierte peripheren Axone umhillen (Nave und Salzer, 2006). Es wurde
beschrieben, dass die Differenzierung von Gliazellen Uberwiegend postnatal
reguliert wird (Nave, 2010). Daher treten klinisch relevante Stérungen bei
demyelinisierenden Erkrankungen in der Adoleszenz und im Erwachsenenalter auf
(Nave, 2010). Diese Ergebnisse zeigten, dass Reize, die die Interaktionen

zwischen Schwann-Zellen und Axon beeinflussen, die postnatale Entwicklung von
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myelinisierten und nicht-myelinisierten Schwann-Zellen beeinflussen kénnen. Da
Capsaicin auf die Axone eine starke Desensibilisierung durch die erhdhte
Ausschuttung der Neuropeptide (CGRP, Substanz P) auslosen kann, ist zu
erwarten, dass die Interaktionen zwischen Axon und Schwann-Zelle wahrend der
postnatalen Entwicklung gestort ist. Wahrend in der Kontrollgruppe eine
physiologische Interaktion zwischen Axon und Schwann-Zelle zu einer
kontinuierlichen Entwicklung der Schwann-Zelle fuhrt, ist es erklarbar, dass durch
eine gestorte Interaktion zwischen Axon und Schwann-Zelle es zu einer
verzogerten Entwicklung der Schwann-Zelle in der Rattenpulpa kommen kann.
TRPV1 ist ein nicht-selektiver Kationenkanal Rezeptor, der in primar sensorischen
Axonen exprimiert wird. Capsaicin kann seine Wirkung Uber die Aktivierung von
TRPV1 in einem Axon (oder Neuron) entfalten. Bisher wurde eine Lokalisation von
TRPV1 in der Schwann-Zelle nicht dargestellt. Daher sind neue Studien nétig, zu
klaren, ob TRPV1 in Schwann-Zellen exprimiert wird. Sollte TRPV1 in Schwann-
Zellen nicht vorkommen, ist es mit groRer Wahrscheinlichkeit moglich, dass die
verzogerte postnatale Entwicklung der Schwann-Zelle durch die gestorte
Interaktion zwischen Axon und Schwann-Zelle Uber die erhohte Aktivitat von
TRPV1 in Axonen reguliert werden kann.

Da ab Tag 90 sich die Quantitat der Nervenfasern und der Schwann-Zelle
annahern, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass die einmalige
systemische Verabreichung von Capsaicin am 3. Tag der postnatalen Entwicklung
bis zum 90. Tag Zeit-abhangig einen reversiblen Effekt auf die Entwicklung der
Schwann-Zelle hat. Ab dem 90. Tag bis zu Tag 155 zeigen sich die Schwann-
Zellen wieder in physiologischer Haufigkeit. Dies zeigt, dass die systemische
Capsaicin-Gabe am 3. postnatalen Tag reversibel wirkt. Diese Befunde deuten auf
einen Zeit- und Dosis-abhangigen Effekt von Capsaicin auf die postnatale
Entwicklung der Schwann-Zelle in der Rattenpulpa hin.

Wenn Schwann-Zellen selektiv von Capsaicin betroffen werden, sollte die Frage
geklart werden, ob Capsaicin seine Wirkung auf die Schwann-Zelle Uber seinen
Rezeptor TRPV1 entfalten kann. Da bislang nicht bekannt ist, ob Schwann-Zellen
den TRPV1-Rezeptor besitzen, konnte die Differenzierungsverzégerung auch
sekundar durch Degeneration oder Ruckzug der begleiteten Axonen (durch die
gestorte Interaktionen zwischen Axonen und Schwann Zelle) induziert werden.

Dies wird durch die Beobachtung gestutzt, dass die Zahl der Nervenfasern zu
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keinem Zeitpunkt signifikant unter die Zahl der in der Kontrollgruppe beobachteten
Fasern sinkt. Zudem ist, wie bereits eingangs beschrieben, ein Capsaicin-
bedingter Nervenfaseruntergang nur bis zu 25% reversibel (Reilly et al., 1997;
Simone et al., 1998). Schlieldlich ist darauf hinzuweisen, dass sich auch
madglicherweise lediglich das Verhaltnis von myelinisierten zu unmyelinisierten
Nervenfasern andern konnte, da Lawson bereits 1986 ein unterschiedliches
Ansprechen dieser neuronalen Populationen auf die systemische Capsaicingabe
beschrieb (Reduktion umyelinisierter Fasern um 89% und myelinisierter Fasern
um 36%) (Lawson, 1986). Daher sollte auch geklart werden, ob die verzdgerte
Entwicklung der Schwann-Zelle myeliniserten oder nicht-myelinisierten oder
beiden Fasern zugeordnet werden kann. Um hingegen direkte Effekte von
Capsaicin auf die Schwann-Zelle nachzuweisen, ware es erforderlich, die
Expression des TRPV1-Rezeptors auf den Schwann-Zellen beispielsweise mittels
Immunhistochemie nachzuweisen.

Eine Verzogerung des Nervenfaserwachstums durch Capsaicin konnte durch eine
Modulation des neuronalen Ansprechens auf NGF erklart werden, die bereits
experimentell nachgewiesen wurde (Winter et al., 1988; Aguayo und White, 1992;
Shu und Mendell, 1999). Denkbar ist eine Verringerung der auto- oder parakrinen
Sekretion oder eine Modulation der Empfindlichkeit, beispielsweise uber
Expressionsanderungen des NGF-Rezeptors (NGFR). Hierflr scheint auch das
Vorhandensein eines entzundlichen Milieus in der Umgebung der Nervenfasern
entscheidend zu sein (Nicholas et al., 1999). Alternativ ware auch ein Signalweg
Uber BDNF vorstellbar, wie er (unabhangig von NGF) fur die Capsaicin-Sensitivitat

vasovagaler Ganglienzellen gezeigt werden konnte (Winter, 1998).
44 Schlussfolgerung

Wir konnten in der vorliegenden Dissertationsschrift zeigen, dass es wahrend der
Pulpaentwicklung des Rattenzahns zu einer signifikanten Zunahme der S100-ir
positiven Schwann Zellen kommt. Die Verteilung der S100-ir positiven Fasern ist
mit der klassischen Verteilung der Axone in der Dentin-Pulpa-Einheit vergleichbar.
Im Vergleich zu den Axonen werden im Pradentin und Dentin keine S100-ir
positiven Fasern detektiert. In der vorliegenden Studie wurde weiterhin dargestellt,

dass die systemische Capsaicingabe am 3. postnatalen Tag die Zahl der S100-ir
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positiven Fasern temporar (30 und 60 Tage) verringert, sich dieser Effekt im
Langzeitverlauf aber wieder aufhebt.

Am wahrscheinlichsten erscheint demnach ein Modell, bei dem die systemische
Capsaicingabe die physiologische Vermehrung von Nervenzellen wahrend der
postnatalen Entwicklung der Pulpa im Zeitraum bis zu 90 Tagen hemmt, diese
Verzdgerung aber nachfolgend bis zum 155. Tag kompensiert wird. Die exakten
molekularen Grundlagen dieser Wachstumsverzdégerung sind unklar, allerdings
ware eine Hemmung der Ausschittung von und/oder Empfindlichkeit fur
neurotrophe Wachstumsfaktoren denkbar. Die Befunde der vorliegenden Studie
deuten daher auf einen Zeit-und Dosis-abhangige Effekt von Capsaicin auf die
postnatale Entwicklung der Schwann Zelle in der dentalen Rattenpulpa hin. Es ist
madglich, dass die verzogerte postnatale Entwicklung durch Interaktionen zwischen
Axon (Uber TRPV1 Rezeptor in Axonen) und Schwann Zelle induziert wird. Da die
Schwann Zellen fur die Regeneration der Axone von grundsatzlicher Bedeutung
sind, sind die Befunde der vorliegenden Studie von wichtiger Kklinischer
Bedeutung, um die Regeneration der Axone unter Lasionsbedingungen

pharmakologisch beeinflussen zu kdnnen.
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