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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einflihrung

1.1.1 Einfuhrung in diese Studie

Dentin und Pulpa sind spezialisierte Gewebe ektodermaler bzw. mesodermaler
Herkunft, die entwicklungsgeschichtlich von der Zahnpapille ab dem zweiten
Embryonalmonat gebildet werden (Sturdevant et al. 1995). Da das Dentin und die
Pulpa eine funktionelle Einheit darstellen, spricht man auch vom Dentin-Pulpa-
Komplex (Sturdevant et al. 1995). Das Dentin ist unterteilt in Manteldentin,
zirkumpulpales und peritubulares Dentin, intertubuléres- und Pradentin (Schumacher
1984). Das Manteldentin, welches an den Schmelz grenzt, wird von den
Mesenchymzellen der Zahnpapille und nicht von den Odontoblasten gebildet
(Schumacher 1984). Alle weiteren Schichten entstehen direkt oder indirekt durch die
Odontoblasten bzw. ihre Fortsatze. Einen besonderen Bereich stellt das Pradentin
dar, welches im pulpanahen Bereich liegt und einen nicht mineralisierten Bereich des
Zahnbeins darstellt (Sato 1983). Strukturen des mineralisierten Dentins stellen die
Dentinkanalchen, Interglobularrdiume und Tomes’sche Kérnerschicht dar
(Schumacher 1984). Die Dentinkanédlchen bilden ein radiar verlaufendes
Kanalsystem mit zahlreichen Seitendsten, das den ganzen Dentinmantel durchzieht
und sich im Manteldentin verzweigt. In ihnen verlaufen Fortséatze der Odontoblasten,
auch als Tomes’sche Fasern bezeichnet (Schumacher 1984). Es zeigt sich, dass die
Odontoblasten im komplexen Ablauf der Dentinentstehung eine wichtige Position
einnehmen und ihre Funktionen somit einen erheblichen Einfluss auf die
Dentinentwicklung haben kénnen, wobei sich diese Studie mit der Aufschlisselung
dieser Odontoblastenfunktionen beschéftigt, bzw. den Einfluss verschiedener
Faktoren auf die Odontoblastenfunktion untersucht, um diese komplexen Ablaufe

weiter aufzuschliisseln.



Die Pulpa vervollstandigt diesen Dentin-Pulpa-Komplex. Das Pulpagewebe besteht
aus einer homogenen Grundsubstanz, in der Zellen, Gefal3e und Nerven eingelagert
sind (Berkowitz et al. 1988; Leonhardt 1985; Schumacher 1984). Sie unterteilt sich
ebenfalls in mehrere Zonen, die sich durch verschiedenste Zellanordnungen
unterscheiden (Ten Cate 1980; Berkowitz et al. 1988; Schumacher 1984; Ketterl
1987). Eine klare Gliederung der Pulpa findet man nur im koronalen Anteil, weshalb
der koronale Anteil, genauer der Bereich der Pulpenhérner, als Untersuchungsregion
fur diese Studie ausgewéhlt wurde, um die Odontoblastenfunktion zu untersuchen.
Hierbei wurde zur Untersuchung der Odontoblastenfunktion als Studienmodell die
neonatal mit Capsaicin desensibilisierten Ratten gewéhlt, da es nach systemischer
Desensibilisierung mit Capsaicin bei neugeborenen Ratten zu einem Verlust von 85-
90% der afferenten C-Fasern und 30% der A-Delta Fasern kommt (Nilsson J. et al.
1985).



1.1.2 Untersuchung der Dentinstruktur nach systemischer Desensibilisierung
mit Capsaicin bei 120 Tage alten Ratten

Der Dentin-Pulpa-Komplex ist ein hochsensibles System, welches auf
Veranderungen der neuronalen und vaskularen Strukturen mit einer veranderten
Dentinstruktur reagiert, wie in vorherigen Studien (Raab et al. 1988) nachgewiesen
wurde.

Bei der Untersuchung des Einflusses der neuronalen Komponente auf die
Odontoblastenfunktion wurde in vorherigen Studien der Einfluss spezifischer
Neurotransmitter, welche von C-und A-delta-Nervenfasern produziert werden, auf die
Dentinentwicklung untersucht. Diese Interaktion zwischen Neurotransmittern und
unterschiedlichen Zelltypen in der Pulpa zeigt die komplexe, physiologische Struktur
der Pulpa auf, die aufzuschlisseln in nachfolgenden Untersuchungen angestrebt
wurde.

Ein Studienmodell zur isolierten Betrachtung der neuronalen physiologischen
Komponente ist die Desensibilisierung neonataler Ratten mit Capsaicin.

Capsaicin ist ein Bestandteil verschiedener Paprikaarten, z.B. der roten Paprika und
des spanischen Pfeffers, der ihnen den scharfen Geschmack verleiht (Buck and
Burks 1986). Die erste chemische Analyse von Capsaicin fand Ende des 19.
Jahrhunderts statt (Russel and Burchiel 1984; Lembeck 1987), und seitdem wurde
das Capsaicin in der Forschung auch als Therapiemittel zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen eingesetzt. Besonders der Einfluss des Capsaicins fir
Forschungsprojekte ist wichtig, da es nach systemischer Desensibilisierung mit
Capsaicin zu einem grofRen Verlust von C- und A-delta Fasern kommt. Daraus
resultiert eine Kaskade von Reaktionen bis hin auf die zellulare Ebene, welche es

aufzuschlisseln gilt.



In  vorherigen Studien wurde die Dentinentwicklung nach neonataler
Desensibilisierung mit Capsaicin bei 120 Tage alten Ratten untersucht (Krage et al.
1999). Bei diesen Tieren zeigten sich grof3e, plaqueartige Dentindefekte mit Arealen
fehlender und irregular geformter Dentintubuli. Es liessen sich kraterartige Defekte
beschreiben, die im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht aufgetreten sind. Wenn man
das Dentin ndher untersucht, zeigen sich Areale mit teilweise ganz fehlenden oder
irregular, inhomogen angeordneten Dentintubuli, jedoch auch Bereiche mit irregular
geformten Dentintubuli und unterschiedlich grof3en Dentintubuli, was ebenfalls bei
der Kontrollgruppe nicht aufgezeigt werden konnte (Krage et al. 1999). Als Ursache
dieser Defekte wurde die Inaktivierung der nozizeptiven Nervenfasern diskutiert,
wobei mit dem Verlust des Schmerzfasersystems eine verminderte Freisetzung von
Neuropeptiden, insbesondere Substance P und Calcitonin gene-related peptide
(CGRP) einhergeht. Dies kann eine Vasokonstriktion der Gefal3e zur Folge haben,
da das Neuropeptid CGRP, ausgelost durch eine Stimulation des
Schmerzfasersystems, normalerweise ein Vasodilatator der umgebenden Gefalie ist
(Krage et al. 1999). In weiterfuhrenden Studien wurde untersucht, ob es aufgrund der
Inaktivierung des nozizeptiven Schmerzfasersystems durch Capsaicin zu einer
verminderten  Neuropeptidfreisetzung und daraus resultierend zu einer
Vasokonstriktion kommt, oder ob es unabhdngig vom Verlust des
Schmerzfasersystems nach systemischer Capsaicindesensibilisierung zu einer
Vasokonstriktion kommt (Porszasz et al. 2002).

Daraus resultierend stellte sich nun die Frage, ob die Dentindefekte, die nach
systemischer Desensibilisierung mit Capsaicin entstanden sind, von einer fehlenden
Interaktion zwischen Odontoblast und sensorischen Nervenfasern oder von einer

Reduktion der Mikrozirkulation, abhangig sind.



1.2 Spezielle Einflihrung

1.2.1 Aufbau, Funktion und Physiologie des Dentin/Pulpakomplexes

Entwicklungsgeschichtlich, biologisch und funktionell stellen die Pulpa und das
Dentin eine Einheit dar, was sich daraus schlussfolgern lasst, dass das Dentin und
die Pulpa mesodermalen Ursprungs sind und sich aus der Zahnpapille entwickeln
(Schroeder 1987). Im Laufe der Umwandlung des im Inneren der Zahnpapille
gelegenen Mesenchyms zum Pulpagewebe ist eine Abnahme der Zelldichte sowie
gleichzeitig eine Zunahme der prakollagenen und kollagenen Fibrillen und der
kollagenen Fasern zu beobachten (Schroeder 1987). Die undifferenzierten
Mesenchymzellen der Papille differenzieren sich grof3tenteils zu Fibroblasten, welche
zu diesem Zeitpunkt in einem hohen MakR fibrillare Elemente synthetisieren. Mit dem
Durchbruch des Zahnes ist die Umwandlung der Papille zur Pulpa abgeschlossen,
wobei in der ausgereiften Pulpa ein Teil der mesenchymalen Zellen, die sich spater
zu Odontoblasten entwickeln, zunadchst im undifferenzierten Zustand verbleibt
(Schroeder 1987). In der Peripherie der Pulpa befindet sich diese spater entwickelte,
zunachst einlagige Odontoblastenzellschicht, die im reifen Zahn haufig mehrschichtig
erscheint, da diese Zellen bei zunehmender Verkleinerung des Kavums
zusammensinken und Formveranderungen erfahren (Schroeder 1987).

Lokalisiert ist diese Odontoblastenzellschicht am Pradentin, das an der Grenze zur
Pulpa liegt und noch nicht vollstandig mineralisiert ist. Sie ist mit diesem Uber Tight
junctions verbunden (Hellwig et al. 1999). In ihrem Aufbau folgen die Odontoblasten
einem regularen Zellaufbau mit einem saulenférmigen Zellkérper, einem basal zur
Pulpa gelegenen Zellkern, und sie besitzen jeweils einen Zellfortsatz, der die
zugehdrigen Dentinkanélchen ausfullt.

In der Wurzelpulpa andert sich die Gestalt der Odontoblasten, die im mittleren
Wurzeldrittel als kubische oder pyramidale Zellen erscheinen und im apikalen
Bereich ganz fehlen konnen (Schafer 2001). AnschlieBend an die
Odontoblastenzellschicht findet sich in der Kronenpulpa eine zellarme Zone, die
sogenannte Weil-Zone, die zahlreiche Fasern enthalt, welche teilweise von den
Odontoblasten sowie von den Fortsatzen der Fibroblasten aus der sich nach innen
anschlielRenden zellreichen Schicht gebildet werden (Pilz et al. 1980).



Diese zellarme Zone findet sich nicht im mittleren und apikalen Drittel der
Wurzelpulpa (Seltzer and Bender 1984).

Des Weiteren besteht die Pulpa zum grofReren Teil aus Fibroblasten, die weniger
differenziert sind und hauptsachlich Kollagen und Fibronektin produzieren und fur
den Umsatz der Interzellularsubstanz verantwortlich sind, die mit Ausnahme der
Weil-Zone in der gesamten Pulpa verteilt sind (Seltzer and Bender 1984).

Die Gefallversorgung der stark vaskularisierten Pulpa erfolgt Gber das Foramen
apicale, durch das die Arterien und Venen in die Pulpa ein- und austreten.

Die Arterien besitzen einen maximalen Durchmesser von 150 pm und ziehen in der
Mitte der Wurzelpulpa oder entlang den Wurzelkanalwanden nach koronal, um sich
dort zu verzweigen (Eifinger 1970). Der Blutfluss in der Pulpa ist relativ hoch, 40-50
ml/min/100g Pulpagewebe, so dass entsprechend zur Verteilung der Blutgefal3e der
Blutdurchfluss im koronalen Bereich etwa doppelt so hoch ist, wie im apikalen
Bereich (Seltzer and Bender 1984). Weiterhin treten am Foramen apicale auch
Nervenfasern ein, die aus dem N. trigeminus und dem autonomen Nervensystem
stammen. Die parasympathischen Nervenfasern stammen aus dem N. facialis und N.
glossopharyngeus, die sympathischen aus dem Halssympathikus.

Im Randbereich der Kronenpulpa verlieren die sensiblen Fasern ihre Myelinscheide
und sind nur noch von Schwann-Zellen umgeben (Eifinger 1970; Miyoshi et al. 1966),
wobei auch freie Nervenendigungen in der Pulpa beobachtet werden kdnnen (Harris
and Griffin 1968). Den Anteil dieser sensiblen, marklosen Nervenfasern in der
Kronenpulpa bilden zu etwa einem Drittel die C-Fasern und zu ungefahr zwei Drittel
die A-Delta-Fasern (Seltzer and Bender 1984). In der Peripherie der Kronenpulpa
fachern sich die Nervenfasern baumartig auf. Dieser Bereich weist etwa 1000
Nervenendigungen pro mm?2 auf. Endaste der Nervenfasern mit einem Durchmesser
von 1um oder weniger ziehen zwischen den Odontoblasten ins Pradentin und Dentin
(Harris and Griffin 1968).

Die Pulpa und das Dentin stellen eine funktionelle Einheit dar, wobei der Pulpa die
Aufgabe zukommt, die Odontoblasten mit Dentinliquor zu versorgen.

Das Primardentin wird von den Odontoblasten gebildet, wobei sich diese wahrend
der Sekretion pulpawarts verlagern und es zuerst im koronalen Bereich gebildet wird
und zum Schluss in der apikalen Region (Romagnoli et al. 1990; Sloan et al. 1998).



Bei normaler Pulpafunktion bilden die Odontoblasten nach Abschluss der
Zahnentwicklung Sekundardentin, welches das circumpulpale Orthodentin darstellt.
Die Dentintubuli sind weitestgehend unterschiedlich im Vergleich zum Primé&rdentin,
obwohl beide von denselben Odontoblasten gebildet werden (Hoffman and Schour
1940). Die Bildungsrate des sekundaren Dentins variiert in verschiedenen Bereichen
des Zahnes und ist ebenfalls altersabhéangig, d.h. bei alteren Zahnen zeigt sich eine
langsamere Rate, die bei jungeren von 8% bis 25 % im Vergleich steigt (Hoffman
and Schour 1940).

Bei dem Einfluss von &ufReren Reizen, wie Karies, ein dentales Trauma oder andere
Gewebsverletzungen kommt es zur Bildung von tertidrem Dentin (Kuttler 1959).
Diese Tertiardentinbildung variiert von einer reguléaren, tubularen Matrix, die sich
jedoch trotzdem von der Matrix des primaren und sekundaren Dentins unterscheidet,
bis hin zu Bildung einer dysplastischen, atubularen Matrix (Lesot et al 1993; Smith et
al. 1995). Tertidrdentin lasst sich in reaktionares und reparatives Dentin
klassifizieren. Reaktionares Dentin wird bei leichteren auf3eren Stimuli von den
verbliebenen, postmitotischen Odontoblasten gebildet, die dann eine erhohte
Regulation der sekretorischen Aktivitdt zur Bildung des reaktiondaren Dentins
aufweisen (Mj6r 1983). Reparatives Dentin wird bei der Einwirkung starkerer aul3erer
Stimuli von neu gebildeten odontoblastendhnlichen Zellen gebildet, nachdem die
urspringlichen, postmitotischen Odontoblasten, die fur die Bildung von prim&rem und
sekundarem Dentin zustandig waren, zerstort wurden. Die Matrix, die dabei gebildet
wird, reicht von einer reguléaren, tubuldren Matrix bis hin zu einer atubularen,
dysplastischen Matrix (Ruch 1995).

Im Rahmen physiologischer Alterungsprozesse produzieren die Odontoblasten
peritubuléares Dentin, das hoch mineralisiert ist und das Lumen der Dentinkanéalchen

in zunehmenden Lebensabschnitt kontinuierlich verkleinert (Schafer 2001).



1.2.2 Physiologie und Neurophysiologie des Nervensystems unter besonderer
Bertucksichtigung der pulpalen Innervation

Der Begriff des Nozizeptors leitet sich vom lateinischen Begriff ,noxius“- schadlich,
verletzend ab und wurde Anfang des 20. Jahrhunderts gepragt (Sherrington 1906).
Im Lichtmikroskop stellt sich die morphologische Grundstruktur des Nozizeptors als
Nervenendigung dar, die aus dunnen, myelinisierten A-Delta-Fasern/Gruppe |llI
(Leitgeschwindigkeiten zwischen 2 und 30 m/s) und unmyelinisierten C-
Fasern/Gruppe IV (Leitgeschwindigkeiten zwischen 0,5 und 2 m/s) bestehen
(Mellinger 1997). Die A-Delta-Fasern sind einzeln von Myelinscheiden umgeben, die
von Schwann-Zellen gebildet werden, wahrend die C-Fasern gruppenweise in die
Schwann-Zellen eingelagert sind, was auch als Remak-Bundel bezeichnet wird (
Mellinger 1997). Die C-Fasern sind im peripheren Nerven haufiger als die A-Delta
Fasern (Scadding 1980). Die C-Fasern haben neben ihren afferenten auch lokale
efferente Funktionen, wie Vasodilatation, Plasmaextravasation und die Modulation
neuronaler Aktivitdt ( Sann and Pierau 1998). Die Pulpa wird innerviert von einem
gro3en Anteil sensorischer Nervenfasern, hauptséchlich C-und A-Delta Fasern
(Byers 1984).

Die C-und A-Delta Fasern stellen die Nozizeptoren in der Pulpa dar und reagieren
auf bestimmte Reize bzw. Noxen mit der Freisetzung von Neuropeptiden und einer
damit beginnenden Kaskade von Reaktionen zum Schutz dieser vor duf3eren Reizen.
Bisher konnte eine Reihe von Neuropeptiden nachgewiesen werden, namlich
Calcitonin-gene-related-peptide (CGRP), Neuropeptid Y, VIP und Substance P
(Olgart et al. 1977; Silverman and Kruger 1987).

Bei der Modulation neuronaler Aktivitatt kommt es zur Freisetzung von
Neuropeptiden, Substance P und Calcitonin-gene-related-peptide, die in den
Zellkorpern der C-Fasern gebildet werden, durch den axoplasmatischen Transport zu
den zentralen und peripheren Nervenendigungen transportiert werden und dort bei

Depolarisation freigesetzt werden (Gamse et al. 1980; Harmar and Keen 1982).



Die C-und A-Delta Fasern stellen einerseits afferente Nachrichtenkanale dar,
andererseits konnen aus ihren Nervenendigungen oben genannte Neuropeptide
freigesetzt werden, wenn das Neuron aktiviert wird. Sie l6sen eine
entztindungsférdernde Gefaldreaktion aus und scheinen die Wirkung der lokalen
Entzindungsmediatoren zu erhéhen und damit den Entzindungsverlauf
entscheidend zu beeinflussen. Diese Reaktionen tragen als neurogene Komponente
zur lokalen Entzindungsreaktion als Antwort auf noxische Reize bei (Schaible and
Schmidt 1997). Beim Auftreten von Schmerz kommt es zur Freisetzung von
korpereigenen, schmerzerzeugenden Mediatoren, u.a. Histamin, Serotonin,
Prostaglandin und Bradykinin (Beck and Handwerker 1974). Es konnte
nachgewiesen werden, dass Prostaglandine der Gruppe E die Bradykininwirkung auf
die Nozizeptoren verstarken ( Handwerker 1976a), was die Wirkung der peripher
wirkenden Analgetika, z.B. Acetylsalicylsaure, erklart, die als
Prostaglandinsynthesehemmer dort einwirken. Prostaglandin fuhrt Gber die
Sensibilisierung der fir die Schmerzempfindung verantwortlichen Nozizeptoren zu
einer vermehrten Ausschittung von CGRP und Substance P, was an den
Endigungen der C-Fasern im Hinterhorn des Rickenmarks wirkt ( Lembeck et al.
1980; Nicoll et al. 1980), jedoch die Nozizeptoren nicht direkt erregen kann
(Kumazawa and Mizumura 1979). Dies bewirkt die Degranulation von Mastzellen, die
mit der Freisetzung von Histamin und Serotonin verbunden ist (Fruhstorfer 1990).
Histamin verursacht ebenso wie Bradykinin neben einer Vasodilatation eine
Steigerung der Kapillarpermeabilitat (Kellet 1986), was zu einer Beeinflussung der
Mikrozirkulation fuhrt.

Fur die pulpale, neurogene Reaktion spielen die Neuropeptide Substance P und
CGRP eine besonders wichtige Rolle (Berggreen et al. 1998). Eine hohe Dichte der
sensorischen Nervenfasern konnte besonders in der Pulpa nachgewiesen werden,

dort genauer in den Wanden der Blutgefalle.



Ein subodontoblastisches Netzwerk von Nervenfasern, die im Zusammenhang mit
der Entzindungsreaktion und den Neuropeptiden Substance P und CGRP stehen,
wurde ausschlief3lich in den koronalen Pulpaanteilen in den Pramolaren und Molaren
nachgewiesen (Berggreen et al. 1998). Bei temperaturabhéngiger Veranderung
reagiert die Pulpa anders als die Haut (Raab 1992). Auf kleine
Temperaturveranderungen zeigt die Pulpa keine mikrozirkulatorische Reaktion. Erst
ab Temperaturen von 43° C und mehr, was dann schon als Noxe gilt, zeigt sich ein
erhohter Blutfluss (Raab 1992). Dies konnte auch schon in friheren
elektrophysiologischen Studien nachgewiesen werden (Matthews 1977; Nahri et al.
1982). In weiterfihrenden Studien wurde die Entwicklung der CGRP1 und NK1
Rezeptoren im pulpalen Gewebe bei Ratten postnatal untersucht (Vandevska-
Radunovic et al. 2003).

Bei den frihen Entwicklungsstadien konnten nur wenige Rezeptoren gefunden
werden. Mit Beginn der Kronen- und Wurzelentwicklung zeigte sich eine héhere Rate
von CGRP1 und NK1 Rezeptoren im umgebenden Zahngewebe (Vandevska-
Radunovic et al. 2003). Nervenfasern, die durch die Neuropeptide CGRP und
Substance P beeinflusst werden, sind an der Innervation der Zahne beteiligt
(Heyeraas et al. 1993; Silverman et al. 1987), regulieren den parodontalen und
pulpalen Blutfluss (Jacobsen and Heyeraas 1997; Vandevska-Radunovic et al. 1998)
und beteiligen sich an der Zellproliferation (Bongenhielm et al. 1995). Die biologische
Aktivitat beider Neuropeptide zeigte, dass sie jeweils auf spezifische Rezeptoren
reagieren. CGRP zeigte eine hohe Affinitat zum CGRP1 Rezeptor (Wimalawansa
1992) und Substance P zum NK1 Rezeptor (Vigna et al. 1994).

Die Darstellung der CGRP1 und NK1 Rezeptoren in der Néhe der Zellen, die den
Alveolarknochen, das Wurzeldentin und der Zement-bildenden Zellen lasst den
Schluss zu, dass die Neuropeptide die Aktivitat der das Hartgewebe bildenden Zellen
entscheidend beeinflussen (Vandevska-Radunovic et al. 2003).

Die NK1 Rezeptoren wurden in der Pulpa von Ratten, die sich in der Entwicklung
befanden und die CGRP1 Rezeptoren m-RNA in der Pulpa von Menschen
nachgewiesen (Fristad et al. 1999; Uddman et al. 1999).
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Weiterhin konnte ein Vorkommen des NK1 Rezeptors an den grofR3en Blutgefalien
nachgewiesen werden und zeigte eine neuronale Kontrolle des Blutflusses in der
Pulpa und des interstitiellen Flissigkeitsdrucks (Vandevska-Radunovic et al. 1998).
Bei Blutgefallen der gingivalen Lamina propria und den Epithelzellen lag ein
erhohtes Vorkommen des NK1 Rezeptors im immunohistologischen Nachweis vor
(Vandevska-Radunovic et al. 2003). Mit dem Elektronenmikroskop wurde das
Vorkommen des NK1 Rezeptors in der Umgebung der Tight junctions im Epithel, der
neutrophilen Granulozyten, der Makrophagen und der epithelialen Zellen im
gingivalen Gewebe bei Ratten nachgewiesen (Goto et al. 2001). Darauf stellten die
Autoren die These auf, dass das Binden von Substance P an den NK1 Rezeptor
einen bedeutenden Einfluss auf die zellulare Entwicklung des Zahnhartgewebes hat
(Goto et al. 2001). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die NK1 und CGRP1
Rezeptoren zu einem spateren Zeitpunkt in der dentalen Entwicklung bereits
nachgewiesen werden konnten. lhre Lokalisation auf verschiedenen Typen von
Hartgewebe-bildenden Zellen, als auch ihr Vorkommen auf den Zellen der gingivalen
Lamina propria und den Tight junctions des Epithels, belegt, dass diese Gewebe
durch die Neuropeptide, die sie umgeben und die dort gebunden werden, einen
Einfluss auf die spateren Stadien bzw. Entwicklung der Kronen- und Wurzelpulpa hat
(Vandevska-Radunovic et al. 2003).
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1.2.3 Geschichte des Capsaicins

Capsaicin ist ein Wirkstoff, der sich hauptséchlich in spanischem Pfeffer- bzw. Chili-
Pflanzen der Gattung Capsicum wiederfindet, ihnen den scharfen Geschmack
verleint (Buck and Burks 1986) und aufRerdem der Gruppe der Vanilloiden
zuzuordnen ist (Tresh 1846; Nelson 1919). Chilis stammen urspringlich aus Sud-
und Mittelamerika, wobei das Tepin bzw. Chilitepin als Ursprungsform der Chilis
angesehen wird.

Vor tausenden von Jahren wurden Chilis von Stidamerikas Ureinwohnern zunachst
in den Waldern gesammelt, spater dann durch Auslese geziichtet, um den Ertrag zu
steigern. Die Mayas, Inkas, Azteken nutzten schon frih Chilis um ihre Speisen zu
wirzen, wobei die Azteken der Pflanze den Namen Chili gaben (Alte
Aztekenmanuskripte, Tlacuilos; http://mexicanfood.tgn.com/msubhis.html).  Die
amerikanischen Ureinwohner verwendeten die Capsicum Pflanze als erstes Mittel
gegen Zahnschmerzen oder arthrithische Gelenkschmerzen (Turnbull 1850).
Christoph Columbus brachte die in Amerika neuentdeckten Chilis im 15. Jahrhundert
mit nach Europa, genauer nach Spanien. Von dort aus verbreiteten sie sich nach
Portugal, weiter nach Afrika und Indien, bis sie spater den ganzen asiatischen Raum
erschlossen. Im 16. und 17. Jahrhundert sorgten die Turken fir eine Verbreitung in
den osteuropaischen Raum (Szallasi and Blumberg 1999). Auf diese Weise fanden
das Chili und seine Verwandten Einzug in fast alle Lander und Kulturen der Welt.

Der lateinische Name der Pflanze wurde von dem franzésischen Botaniker
Tournefort entwickelt und lasst zwei Theorien zur Namensentstehung zu, namlich
zum einen eine Ableitung des griechischen Wortes ,kapto® (bei3en) und zum
anderen des lateinischen Wortes ,capsa“ (Kapsel), in Anlehnung an die
kapselahnliche Frucht, in der die Pfefferkérner liegen (Maga 1975; Naj 1992).

Das Capsaicin wurde 1846 zum ersten Mal isoliert und benannt, wobei die
chemische Struktur erst 1919 aufgeklart wurde und erst im Jahre 1930 eine

Synthese des Capsaicins gelang (Spath and Darling 1930).
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Im Jahre 1928 gelang es, das Capsaicin zusammen mit den pflanzlichen Extrakten
aus Arnica und Belladonna in einem Heilpflaster gegen rheumatische Beschwerden
zu verarbeiten (http://www.hansaplast.de/med_abc/geschichte_abc.asp).

Abb.1: Historischer Druck eines ABC-Pflasters von 1928

Aus: http:/www.hansaplast.de/med_abc/geschichte_abc.asp

Mittlerweile werden Capsaicin-haltige Salben erfolgreich unter anderem gegen
Hexenschuss, Migrane, Gurtelrose, diabetische Neuropathie, postherpetische und
trigeminale Neuralgie eingesetzt, und laufend sto3t die Forschung auf neue
Erkenntnisse und Einsatzmoéglichkeiten (Sawynok 2003).

Daran anknupfend fanden weitere Studien statt. So untersuchte 1940 Nicholas
Jancso, ein ungarischer Pharmakologe, die pharmakologischen Effekte von
Capsaicin und ihren Einfluss auf sensorische Prozesse im Nervensystem (Buck and
Burks 1986).

Diese Untersuchungen wurden 1966 von Janos Szolcsanyi, Gabor Jansco und
Aurelia Jansco-Garbor nach Nicholas Janscos Tod fortgefiihrt. Sie haben gezeigt,
dass die Effekte, die das Capsaicin hervorruft, auf eine Erregung bestimmter
sensorischer Neurone zurickzufihren ist (Jancso 1968; Szolcsanyi 1982; Virus and
Gebhart 1979). 1964 wies Gasparovic erstmalig einen verminderten Substance P-
Gehalt nach systemischer Desensibilisierung mit Capsaicin nach (Gasparovic et al.
1964).
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1977 zeigte eine Studie von Jancso, dass es bei neonatal mit Capsaicin
desensibilisierten Tieren zu einem Verlust der C-Fasern kommt (Jancso et al. 1977).
Diese Erkenntnisse nutzte Leeman 1981 um den Bogen zu schlie3en und formulierte
einen Zusammenhang zwischen dem Schmerzfasersystem, besonders den C-
Fasern und dem Einfluss auf Substance P als Neurotransmitter (Leeman and Gamse
1981). Weitere Untersuchungen zum Capsaicin fanden zu Beginn der achtziger
Jahre an der Universitat in Graz von Lembeck statt. Dabei wurde unter anderem
festgestellt, dass Neurotransmitter wie Substance P einen Einfluss auf die
Mikrozirkulation haben und dass Capsaicin auch einen Einfluss auf einige endokrine
Funktionen und auf biologische Membranen haben (Lembeck and Donnerer 1981;
Lembeck and Donnerer 1983; Lembeck and Holzer 1979). Die analgetische Wirkung
des Capsaicin beruht im Wesentlichen auf dem TRPV1-Rezeptor vermittelten Ca?*-
Einstrom.

Die hohe Ca?*-Konzentration filhrt zur axonalen Degeneration der Schmerzneurone
(Simone et al. 1998). Im Vergleich zu Resiniferatoxin (RTX; ECsp = 7 nM) ist
Capsaicin weniger potent (ECsp = 70 nM), wird aber in der Regel als TRPV1-
Referenz-Agonist verwendet (Smart et al. 2000).

Seitdem wird das Capsaicin von vielen Anatomen, Medizinern und Pharmakologen
als wirksames Hilfsmittel zur Untersuchung des Schmerzfasersystems, bzw. zur
biologischen Funktion der C-Fasern herangezogen. So wird es u.a. auch in der
Zahnmedizin verwendet, um den Einfluss des Schmerzfasersystems auf die

Dentinentwicklung zu untersuchen.
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1.2.4 Chemie des Capsaicins

Capsaicin ist ein Bestandteil verschiedener Paprikaarten und des Chilis, der ihnen
den scharfen Geschmack verleiht (Buck and Burks 1986). Chemisch sind daflr eine
Reihe von Verbindungen verantwortlich, die abgeleitet vom botanischen Oberbegriff
Capsicu als Capsaicinoide bezeichnet werden. Die Hautkomponente bildet das
Alkaloid Capsaicin, welches man auch als Vanillyl-amid der 8-Methylnon-6-ensaure
bezeichnet, mit der Formel C13H27NO3 (Buck and Burks 1986).

Abb. 2: Strukturformel des Capsaicin

Es ist der wirksamste Bestandteil einer Gruppe von Derivaten der Homovanillinsaure,
zu der auch Piperin, der Wirkstoff des schwarzen Pfeffers und Zingerone, der des
Ingwers, gehort (Szolcsanyi et al 1975).

Die diversen Chilisorten und die daraus hergestellten Produkte zeichnen sich durch
unterschiedliche Scharfe aus, je nach Capsaicingehalt, was in der sogenannten
Scoville-Einheit gemessen wird (Scoville 1912). Um nun fur medizinische Praparate
eine genaue Capsaicindosierung zu erreichen, entwickelte der
Pharmawissenschaftler Wilbur L. Scoville 1912 eine Art Thermometerskala fur die
.Hitze" der diversen Chilisorten. Nach ihm wurde dann auch die MaReinheit Scoville-
Einheit benannt, abgekirzt SHU. Diese Mdoglichkeit der Messung wurde heute
abgeldst von der HPLC-Methode (High Performance Lipid Chromatography).

Dabei misst ein hochempfindliches Gerét das jeder chemischen Verbindung eigene
Lichtspektrum und errechnet daraus die Konzentration in mg/kg. Mit 15 multipliziert

ergibt sich daraus dann der Scoville-Wert.
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Abb. 3: Ubersicht der chemischen Eigenschaften des Capsaicin

Aus: http://de.wikipedia.org/wiki/Capsaicin



1.2.5 Pharmakologie des Capsaicins

Capsaicin fuhrt nach Aufnahme von scharfen Speisen zu einer lang anhaltenden
Desensibilisierung von Nervenendigungen in der Mundhohle, allerdings nicht der
Geschmacksnerven. Dies fuhrt dazu, dass regelméfige Konsumenten scharfere
Speisen besser vertragen als andere (Kirschbaum 2003; McGee 1984).

Die Rezeptoren, Uber die das Capsaicin seine Wirkung entfaltet, gehéren der
Gruppe der Hitze-Vanilloid-Rezeptoren an, und hier sind dies im Besonderen der
VR1, der TRPV1 und der SIC. Der TRPV1-Rezeptor war der erste Thermokanal, der
kloniert wurde (Caterina et al. 1997). Chemische Reize, wie unter anderem das
Capsaicin, aktivieren ihn (Tominaga et al. 1998). Des Weiteren wird der TRPV1 von
endogenen Substanzen, wie das Anandamid (ANA), das Arachidonoyl-Dopamin
(NADA) und das N-Oleoyldopamin aktiviert (Di Marzo et al. 2001; Huang et al. 2002;
Chu et al. 2003), jedoch auch durch das inflammatorische Peptid Bradykinin und
durch den Nerve Growth Factor (Chuang et al. 2001). Das Bradykinin und der Nerve
Growth Factor koppeln den TRPV1 an das IP3;, das heil3t sie aktivieren die
Phospholipase C, die ihrerseits IP3 bildet, welches den TRPV1 phosphoryliert und
aktiviert. Ein weiterer Rezeptor, Uber den das Capsaicin seine Wirkung entfaltet, ist
der VR1, der als molekularer Integrator von schmerzhaften chemischen und
physikalischen Stimuli, Hitze tber 48° C oder niedriger pH-Wert, funktioniert. Bei
Wirkung des Capsaicins auf diesen Rezeptor senkt das Capsaicin die
Rezeptorschwelle, so dass es zu leichter Aktivierung dieses durch die
entsprechenden Stimuli kommen kann. In diesem Fall reicht Raumtemperatur aus,
um den Kanal zu 6ffnen (Tominaga et al. 1998; Welch et al. 2000).

Ein weiterer Vanilloid-Rezeptor ist der SIC (stretch-inactivated ion channel). Dieser
Rezeptor konnte ebenfalls kloniert werden und besitzt grofRe strukturelle Homologie

mit dem VR1, wird jedoch von einem anderen Gen kodiert (Xue et al. 2001).
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Uber die pharmakologische Wirkung von Capsaicin gab es in den letzten Jahren
einige Ausfuhrungen (Berstein 1989, Berstein 1991, Cordell and Araujo 1993, Dray
1992, Lynn 1991, Rumsfield and West 1991). Capsaicin fihrt zur selektiven
Erregung unmyelinisierter C-Fasern, was bereits bei niedrigen Dosen zu einer
Freisetzung von Substance P und CGRP fihrt (Szallasi and Blumberg 1994).

Klinisch zeigt sich diese Freisetzung in Form einer initialen Vasodilatation, einer
Hyperalgesie gegentber Druck und Hitze sowie einem Brennen auf der Haut. Die
unangenehmeren Wirkungen schwéachen sich bei fortgesetzter Anwendung
zunehmend ab (Craft and Porreca 1992). Es kommt zu einer Desensibilisierung
gegenuber Hitzereizen, aber nicht zu einer Beeintrachtigung der Sensibilitat oder
Sensorik. Die Wirkungen sind dosisabhéngig. Eine Applikation hoéherer
Konzentrationen fuhrt zu einer schnelleren Desensibilisierung, aber auch zu einem
starkeren Brennen (Craft and Porreca 1992). Vielfach wird empfohlen, Capsaicin
initial mit einer lokalanasthetisch wirksamen Creme anzuwenden, um die
Nebenwirkungen zu mindern (Bernstein 1989; Watson et al. 1993). Als Indikation fur
eine lokale Capsaicintherapie galten bisher neuropathische Schmerzen z.B.
postzosterische Neuralgie, aber auch entzindliche Gelenkschmerzen. Positive
Effekte wurden dabei zum einen durch eine Desensibilisierung hypersensitiver
Nozizeptoren sowie durch eine Modulation eines veranderten zentralen Inputs erklart
(Dubner 1991).

In den letzten Jahren konnte mittels eines ultrapotenten Capsaicinanalogums, dem
Diterpen Resiniferatoxin (RTX) sowie der kompetitiven Capsaicinantagonisten
Capsazepin und Ruthenium Red ein capsaicinspezifischer Rezeptor isoliert werden
(Griffiths et al. 1996; Walpole et al. 1994). Es wurden zwei verschiedene
Rezeptorsubtypen, ein 58-kD-Vanilloidrezeptor (VN 1) und 42-kD-Vanilloidrezeptor
(VN 2), isoliert, die mit ahnlicher Wirksamkeit unterschiedlich in den sensorischen
Ganglien, peripheren Nerven, dem Riuckenmark und in den verschiedenen Regionen
im Zentralnervensystem exprimiert werden (Acs et al. 1995; Chard et al. 1995; Dray
1992; Klopman and Li 1995).
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Topisch angewendet, diffundiert Capsaicin schnell zu den Vanilloidrezeptoren, die
auf der Oberflache der freien Nervenendigungen lokalisiert sind und 0Offnet selektiv
kalziumspezifische lonenkanéle.

Es folgt ein intrazellularer Ca™-Anstieg, der zu einer Depolarisation der Nervenfaser
und einer Exozytose intrazellularer Vesikel, die Neuropeptide enthalten, fuhrt (Chard
et al. 1995; Dray 1992; Dray et al. 1990; Fitzgerald and Woolf 1984; Fox 1995).
Nachfolgend kommt es zur Freisetzung von Substance P, vasoaktives intestinales
Peptid (VIP), Calcitonin-gene-related-peptide (CGRP) und Neurokinin A (NKA), die
nach Abdiffusion enzymatisch gespalten werden (Munn et al. 1997; Saria 1992). Des
Weiteren hemmt Capsaicin Uber eine Unterdriickung des ,Nerve growth factor* den
axonalen Transport neu gebildeter Neurotransmitter von Spinalganglionnéghe zur
Peripherie, was die Auffullung des Depots verzdgert (Fitzgerald and Woolf 1984; Fox
1995; Neeck et al. 1987). Die depletierten Neurotransmitter setzen Histamin aus den
dermalen Mastzellen frei (Berstein et al. 1981). In der initialen Phase kommt es nach
Anwendung von Capsaicin durch eine Vasodilatation zu einer RO6tung, einer
gesteigerten Warmeempfindung und einem Brennen der Haut. Diese sogenannte
neurogene Entzindung setzt 10-20 min nach Capsaicinanwendung ein und halt 30-
60 min an (Jancso et al. 1967). Bei kontinuierlicher Capsaicinanwendung ist nach 24-
72 h keine neurogene Entzindung mehr auslosbar (Wallengren and Hakanson
1992). Die volilstandige Depletion der Neurotransmitter verursacht eine
Unterbrechung der Schmerz- und Juckreizempfindungen. Wenn die Capsaicinzufuhr
unterbrochen wird, flllen sich die Neurotransmitterdepots in 10-18 Tagen (Lotti et al.
1994). Zunachst sind die Nervenfasern gegeniber nozizeptiven Stimuli noch
refraktar, spater werden dann jedoch alle sensorischen Reize wahrgenommen
(Klopman and Li 1995).

Aufgrund seiner spezifischen Wirkung auf periphere Nervenendigung findet topisch
appliziertes Capsaicin Verwendung als Analgetikum bei rheumatischen,
neuropathischen oder neurologischen Schmerzformen (Cordell and Araujo 1993).
Aufgrund der Freisetzung von Histamin aus den dermalen Mastzellen, sprechen
bestimmte Urtikariaformen auf eine Capsaicinbehandlung an (Ebertz et al. 1987).

In weiteren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass topisch appliziertes
Capsaicin durch seine direkte Wirkung auf die polymodalen Nervenfasern im
Gegensatz zu Antihistaminika, auch bei nicht histamininduziertem Juckreiz wirksam
ist (Reimann et al. 2000).
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1.2.6 Physiologische Wirkung des Capsaicins

1.2.6.1 Akute und Langzeiteffekte nach lokaler Capsaicinbehandlung

Eine lokale Capsaicinapplikation auf der unverletzten Haut fihrt zu einer brennenden
Schmerzempfindung und zeigt eine lokale Desensibilisierung dieses Hautbezirkes,
die sich nach einigen Tagen wieder regeneriert (Porszasz and Jancso 1959; Maggi
1991), was auf eine Erregung der polymodalen (MH-) Nozizeptoren und
Warmerezeptoren zurlckzufuhren ist. Das Capsaicin diffundiert schnell zu den
Vanilloidrezeptoren, die auf der Oberflache der freien Nervenendigungen lokalisiert
sind und offnet selektiv kalziumspezifische lonenkanale. Der nachfolgende
intrazellulare Ca?* - Anstieg fiihrt neben einer Depolarisation der Nervenfaser zu
einer Exozytose intrazellularer Vesikel, die Neuropeptide enthalten (Chard et al.
1995; Dray 1992; Fitzgerald and Woolf 1984; Fox 1995; Holzer 1991; Yeats et al.
1992). Dabei werden vorwiegend Substance P, vasoaktives intestinales Peptid (VIP),
Calcitonin-gene-related-Peptid (CGRP) und Neurokinin A (NKA) freigesetzt und nach
Abdiffusion enzymatisch gespalten (Munn et al. 1997; Saria 1992).

Des Weiteren hemmt Capsaicin Uber eine Unterdriickung des ,nerve growth factor*
den axonalen Transport neu gebildeter Neurotransmitter vom Spinalganglion zur
Peripherie hin, was die Wiederauffullung des Depots verzogert (Fitzgerald and Woolf
1984; Fox 1995; Neeck et al. 1987). Die depletierten Neurotransmitter setzen
Histamin aus den dermalen Mastzellen frei (Bernstein et al. 1981; Cappugi et al.
1992; Ebertz et al. 1987; Fox 1995; Hagermark et al. 1978; Jancso et al. 1967; Munn
et al. 1997; Reynier-Rebuffel et al. 1994). In der initialen Phase der topischen
Anwendung von Capsaicin kommt es durch Vasodilatation zu einer R&tung,
gesteigerten Warmeempfindung und Brennen der Haut, besonders aber verstarken
sich Schmerz- und Juckreizempfindung. Diese sogenannte neurogene Entziindung
setzt 10-20 min nach topischer Capsaicinanwendung ein und héalt fir 30-60 min an
(Jancso et al. 1967; Shuster 1995; Wallengren and Hakanson 1992).
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Bei kontinuierlicher Capsaicinanwendung ist nach 24-72 h Kkeine neurogene
Entzindung mehr auslésbar, da die daraus resultierende vollstandige Depletion der
Neurotransmitter eine Unterbrechung der Schmerz- und Juckreizempfindungen
verursacht (Bernstein et al. 1981; Wallengren and Modller 1986; Wallengren and
Hakanson 1992; Yeats et al. 1992).

Es stellt sich eine Desensibilisierung der Nozizeptoren dar, was sich in einer
erhohten Schmerzschwelle gegeniber Hitzereizen &ufRRert (Carpenter and Lynn
1981). So lasst sich einige Tage nach lokaler Capsaicinbehandlung der Haut keine
R6tung mehr auslésen. Neben einer geringeren thermischen Empfindlichkeit steht
die Desensibilisierung der Nozizeptoren gegenuber chemischen Schmerzreizen im
Vordergrund. Bei Ratten fuhrt die Behandlung mit Capsaicin von Axonen im
peripheren Nerven zu einer lang anhaltenden Erhéhung der thermischen
Schmerzschwelle, was sich in einer signifikant verlangerten Latenzzeit der
Schmerzreaktion im ,Hot Plate test” nachweisen lasst(Jancso et al. 1980; Fitzgerald
and Woolf 1982). Die anfangs akut erregende Wirkung von Capsaicin wird nach
einigen Tagen von einer langanhaltenden Desensibilisierung abgelést. Wenn die
Capsaicinzufuhr unterbrochen wird, fullen sich die Neurotransmitterdepots innerhalb
von 10-18 Tagen wieder auf (Lotti et al. 1994). Zunachst sind die Nervenfasern dann
allerdings noch gegeniber nozizeptiven und pruritogenen Stimuli refraktar, spater
werden aber wieder alle sensorischen Reize wahrgenommen (Bernstein et al. 1981,
Klopman and Li 1995). Aufgrund seiner spezifischen Wirkung auf periphere
Nervenendigungen findet topisch appliziertes Capsaicin Verwendung als
Analgetikum bei Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis oder bei
neuropathischen und anderen neurologischen Schmerzformen (Cordell and Araujo
1993; Epstein and Marcoe 1994; Paul et al. 1993; Watson et al., 1988), wird aber
auch zur Therapie bei der hyperreflektorischen, vasomotorischen Rhinopathie
eingesetzt (Eberle and Glick 1994; Paul et al. 1993; Philip et al. 1994; Wolf et al.
1995). Da Substance P an der Freisetzung von Histamin aus dermalen Mastzellen
beteiligt ist, sprechen bestimmte Formen der Urtikaria auch auf eine
Capsaicinbehandlung an (Ebertz et al. 1987; Toth-Kasa et al. 1983).
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1.2.6.2 Physiologische, chronische Effekte nach systemischer

Capsaicinbehandlung

Wahrend sich die lokale Behandlung mit Capsaicin am Ort der entsprechenden
Rezeptoren abspielt und reversibel ist, fuhrt die systemische Capsaicinbehandlung
Zu  neurotoxischen Wirkungen des Capsaicins, die irreversibel sind. Darauf
basierend kommt es bei einer systemischen Capsaicinbehandlung zu einer
irreversiblen Desensibilisierung der C- und A-Delta-Fasern (Szolscanyi et al. 1990;
Maggi 1991). Bei neonatal behandelten Ratten werden die afferenten C-Fasern um
80-90 % und die A-Delta Fasern um 30 % vermindert (Nilsson et al. 1985). Diese
systemische Desensibilisierung wird Uber die Neuropeptide Substance P und
Calcitonin-gene-related-peptide reguliert. Die irreversible Desensibilisierung fuhrt zu
einer verminderten Freisetzung dieser Neuropeptide, was die Summe der
Aktionspotentiale in den C- und A-Delta - Fasern herabsetzt (Marsh et al. 1987;
Taylor et al. 1985; Wood et al. 1988). Nach einem Funktionsverlust der nozizeptiven
Fasern nach systemischer Capsaicinapplikation kommt es zu einer Reduktion der
Neuropeptide Calcitonin-gene-related-peptide und Substance P, was begleitend zu
einer verminderten Mikrozirkulation flhrt (Raab 1992). In vorherigen Studien wurde
nachgewiesen, dass die Stimulation der sensorischen Nervenfasern in der Pulpa
eine Vasodilatation hervorruft, die auf eine Freisetzung von Calcitonin-gene-related-
factor zurtickzufuhren ist (Heyeraas et al. 1993). Auf zellularer Ebene kommt es zu
einer verminderten Neuropeptidfreisetzung, was einen erhdhten Kalziumeinstrom in
die Nervenfasern zur Folge hat, der die Aktionspotentiale herabsetzt (Maggi 1991). In
calciumfreier extrazellularer Losung sind die beobachteten ultrastrukturellen
Verdnderungen sensorischer Neurone im Capsaicin-haltigen Medium deutlich
reduziert oder treten nicht auf (Marsh et al. 1987). Weitere Studien zeigten, dass der
durch Capsaicin ausgelOoste Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration zur
Aktivierung von calciumabhangigen Proteasen fuhrt, die fur den Zelltod
verantwortlich sind (Chard et al. 1995).
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1.3 Ziel der Studie

Die Pulpa stellt ein komplexes, physiologisches System mit verschiedenen Zelltypen
dar, die an den pulpal ablaufenden Prozessen beteiligt sind, wobei die nozizeptive
Innervation einen signifikanten Einfluss auf die pulpalen Abléufe hat.

Hierbei kommt dem Einfluss der Neuropeptide eine Schliisselrolle zu. Weiterhin stellt
das Nichtvorhandensein der Neuropeptide einen wichtigen Einfluss auf die
Dentinentwicklung dar. Es wird ein direkter und indirekter Einfluss der Neuropeptide
auf die Dentinentwicklung diskutiert. Diese Studie soll aufzeigen, welche Anordnung
das Dentin bei Veranderung der neuronalen Komponente zeigt, d.h. wie es sich auf
die Odontoblastenfunktion auswirkt. Hier wurde als Studienmodell die systemisch mit

Capsaicin desensibilisierten 60 Tage alten Ratten gewahlt
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2. Material und Methode

2.1 Tierversuch

2.1.1 Neonatale Capsaicinapplikation

Die irreversible Desensibilisierung der C- und A-delta-Fasern wird bei den
Versuchsratten durch eine Capsaicinapplikation am ersten postnatalen Tag
hervorgerufen, da das Nervensystem zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollstandig
entwickelt ist. Erhielten die Versuchstiere eine Capsaicinapplikation nach Abschlul
der Entwicklung des Nervensystems, kdme es nur zu einer reversiblen
Desensibilisierung, die in unserem Versuch nicht erwtinscht war.

Zehn Wistarratten erhalten intraperitoneal eine Capsaicinapplikation von 50 mg/kg
(600 Scoville-Einheiten) am dritten postnatalen Tag. Es handelt sich dabei um 60 %
reines Capsaicin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (M3403), Taufkirchen, Deutschland)
mit 10% Ethanol und 10% Tween 80 in Kochsalz gelost. Nach Capsaicinapplikation
resultierte eine 30 % Todesrate dieser Tiere, die auf Asthma zurickzufihren war.
Um diese Todesrate zu minimieren, wurde den Versuchstieren nach
Capsaicinapplikation ein Asthmaspray, Aarane N, verabreicht. Dieses Asthmaspray
ist ein Kombinationspraparat aus antiinflammatorisch wirkendem Cromoglicinsaure,
Dinatriumsalz (DNCG) und dem [32-Bronchospasmolytikum Reproterolhydrochlorid
zur Verhutung und Behandlung von allergischem und nicht-allergischem Asthma
sowie Anstrengungsasthma und durch Stress und Infekt ausgeldste Asthmaformen
der Stufe | (intermittierndes Asthma) und der Stufe Il (persistierendes leichtes
Asthma).

Funf Wistarratten mit postnataler Capsaicinapplikation bildeten die Versuchsgruppe,
wahrend weitere funf Wistarratten ohne postnatale Capsaicinapplikation als
Kontrollgruppe gewertet wurden. Nach 60 Tagen wurde bei der Versuchsgruppe die
Pupillenreaktion getestet, um die globalen zerebralen Funktionen zu Uberprifen.
Das Schmerzfasersystem wurde durch die Capsaicinapplikation bereits inaktiviert.
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2.1.2 Intravitale Perfusion und Euthanisierung der Ratten

Fur diese Studie wurden jeweils nur eine Kieferhalfte einer 60 Tage alten Ratte
verwendet, was als Teilstudie im Rahmen der gesamten immunhistologischen
Untersuchung erachtet werden kann. Somit wurden das restliche Tier, entsprechend
die anderen Kieferhalften, das Gehirn, die Zunge und die Augen zur
immunhistologischen Untersuchung herangezogen, die eine intravitale Perfusion,
bzw. Fixierung der Gewebe voraussetzt.

Es erfolgte anfanglich eine Gewichtsdokumentation einer jeden Ratte.

Anhand der nachfolgenden Formeln wurde die Andsthesiemenge an Ketavet (Parke-
Davis, Berlin, Deutschland) und Rampun (Parke-Davis, Berlin, Deutschland), was als

Narkosemittel verwendet wurde, individuell fur jedes Tier bestimmit.

Ketavet: Injektionsmenge 100mg/kg KG
Rompun: Injektionsmenge 5mg/kg KG
Injektionsmenge Ketavet in mg = Gewicht des Tieres in g x 100mg/1000g

Injektionsmenge Rampun in mg = Gewicht des Tieres in g x 5mg/1000g

Injektionsmenge in ml = Injektionsmenge in g/100mg

Anfanglich erfolgte eine kurze Betdubung mittels Kohlendioxid und die
entsprechende Menge an Ketavet und Rompun wurde dem Tier injiziert. Nach
Wirkungseintritt und Uberprifung der Anasthesietiefe erfolgte die Fixierung des
Tieres mittels Kanulen auf einem Korkbrett. Nach Er6ffnung des Thorax und
Entfernung der Costae und des Sternums wurde eine stumpfe Kanule in den linken
Ventrikel geschoben, Uber die der Phosphatpuffer einlaufen konnte. Desweiteren
wurde das rechte Auricula artrii eingeschnitten. Nach 1-2 Minuten wurde der
Phosphatpufferzugang geschlossen, und die Fixierung mit Zamboni-Fixans,
bestehend aus 4% Paraformaldehyd und 0,2% Pikrinsaure erfolgte anschliel3end.
Die Fixierung gelangte nun Uber das arterielle System und weiterhin Uber die
paarigen Arterien, die A. carotides internae und die A. vertebrales in das Gehirn, da
dieses ausschlief3lich Uber diese Arterien perfundiert wird. Die Aa. vertebrales treten
Uber das Foramen magnum in die Schadelbasis ein, wo sie sich zur A. basilaris

verbinden und die medialen und basalen Anteile der Hemisphé&ren versorgen.
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Die Aa. carotides internae treten Uber das Foramen lacerum in den Schéadel ein und
teilen sich in die Aa. cerebri anteriores, die die medialen Anteile der Hemisphéaren
versorgen und in die Aa. cerebri mediae auf, die ihrerseits die temporalen und
frontalen Anteile versorgen (Paxinos 1995). Durch Anastomosen zwischen den Aa.
cerebri anteriores und der Aa. cerebri posterior, die aus der A. basilaris abgehen,
bildet sich der Circulus arteriosus Willisii, der einen wichtigen Kollateralkreislauf fur
die Fixierung darstellte (Liebman 1993).

Aufgrund einer starken Durchblutung dieser Region gelangte die Fixierung innerhalb
von wenigen Sekunden ins Gehirn.

Es erfolgte eine schnelle Ausbreitung des Fixans aufgrund der oben dargestellten
Kollateralkreislaufe, was zum Zusammenbruch wichtiger metabolischer Funktionen
fuhrte und das Tier starb (Drummond and Shapiro 1994; Dirnagl and Meisel 1999).
Eine gute Fixierung lasst sich anhand gelber Zunge, Augen, Nase und Ohren

nachweisen.
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2.2 Praparation der Zahne

Es wurde jeweils der IV. Quadrant einer jeden Ratte, sowohl der nach 60 Tagen mit
Capsaicin desensibilisierten, als auch der 60 Tage alten Kontrollgruppe,
herausprapariert und die restlichen Kiefer und Gewebe, wie oben beschrieben, einer
weiteren Aufbereitung fur die immunhistologische Untersuchung zugefuhrt.
Samtliches Weichgewebe, Muskeln, Bandern, Sehnen, Nerven, wurde entfernt.
Anschlieend wurden kleine Kunststoffblécke mit dem Dentalkunststoff Paladur
(Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) angefertigt, auf die jede Kieferhdalfte einzeln
aufgebracht wurde. Die einzelnen Blocke dienten dabei zur Fixierung der
Kieferhalften und fir ein besseres Handling beim Aufschleifen der Pulpahéhle.

Dabei war zu beachten, dass der Kunststoff zahfliissig sein musste, bevor man die
Kieferhalften darauf fixierte, damit sie nicht in den Kunststoff einsinken, was zur
Unbrauchbarkeit dieser Kieferhélfte gefuihrt hatte. Sie sollten idealerweise auf dem
Kunststoff aufliegen. Nun wurde jede Kieferhélfte bzw. die Zahne, in der Regel drei
Stick in jedem Quadranten, sagittal mit einer feindiamantierten Schleifscheibe
(Komet, Gebr. Brasseler, Lemgo, Deutschland) mit dem Durchmesser 0,5 cm
aufgeschliffen, bis man die Pulpahdhle erreichte.

Wahrend des Beschleifens wurden die Dentin-und Knochenspéane mit Aqua dest.
ausgewaschen. Desweiteren kontrollierte man wahrend des Aufschleifens der
Pulpahothle, ob man sie schon mindestens bis zur Halfte aufgeschliffen hatte, mit
einem Lichtmikroskop Leitz Laborlux D (Wetzlar, Deutschland), was dann

ausreichend war (Abb. 4).
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Abb. 4: Kunststoffblock mit aufgebrachtem IV. Quadranten einer Ratte nach
dem Aufschleifen der Pulpahdhle

Nach dem Aufschleifen der Pulpahohle erfolgte die Entfernung des Weichgewebes
mit 0,2%igem Trypsin. Diese Behandlung erfolgte uber funf Tage bei taglicher
Kontrolle unter dem Lichtmikroskop Leitz Laborlux D (Wetzlar, Deutschland) und

Austausch des Trypsins.
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2.3 Mikroskopie

2.3.1 Rasterelektronenmikroskopie

Nach der Praparation und der Entfernung der Weichgewebe in der Pulpa erfolgte die
Probenvorbereitung fir die Rasterelektronenmikroskopie. Die Proben missen
verschiedenen Bedingungen erfillen, um im Rasterelektronenmikroskop untersucht
werden zu konnen. Die Groesse der Proben muss der Probenhalterung angepasst
werden, die Proben muissen wasserfrei sein, die Oberflache der Proben muss
elektrisch leitend sein und sollte eine mdglichst grol3e Sekundarelektronenausbeute
liefern und frei von stérenden Auflagerungen sein. Es wurden jeweils vier
Kunststoffblécke mit HeiRkleber auf Messingtragern befestigt und anschlieBend die
Wande der Blocke und der Messingtrager mit Leitsilber flr das spéatere Sputtern mit
Gold versehen, um eine bessere elektrische Leitung zu ermdglichen. Die
Probentrocknung erfolgte mit einem Leybold-Heraeus-Gefriertrockner GT 001
(Leybold, Koln, Deutschland), wobei die Proben zuséatzlich Gber Nacht bei 102 Torr
uber Phosphorpentoxid getrocknet wurden. Das Sputtern mit Gold erfolgt 20 min lang
bei 10 Torr und 25 mA in einem Polaron SEM Coater (Gala Instrumente GmbH, Bad
Schwalbach, Deutschland) unter Argoneinstrom. AnschlieRend wurde das Praparat
mit Gold besputtert, wobei wir Schichtdicken von 20-35 nm wahlten. Mit
goldbesputterte Proben lassen sich hochvergrol3ernde Aufnahmen erzielen, die bei
guter Geréateeinstellung und geeignetem Probenmaterial bis 50000fach reichen
konnen. Die mit Gold beschichteten Praparate sollten bis zur Verwendung im
Rasterelektronenmikroskop in einem  feuchtigkeitsgeschitztem  Exsikkator
aufbewahrt werden. Anschlieend wurden die Proben in einem JEOL JSM 35 CF
Rasterelektronenmikroskop (Jeol, Eching, Deutschland) bei 15 kV untersucht,
genauer die pulpalen Horner im koronalen Anteil, mit jeweils 1100facher, 4000facher
und 5400facher VergrolRerung. Es wurde das erste Pulpahorn des ersten Molaren

einer jeden Ratte untersucht.
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3. Resultate

3.1 Dentinstruktur von Capsaicin— und Kontrolltieren unter dem
Rasterelektronenmikroskop

Die Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder der mit Capsaicin
desensibilisierten Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte bereits bei
1100facher VergrofRerung plagueartige, inhomogene Dentinbereiche, die sich
deutlich von anderen Dentinbezirken abheben und die bei der Kontrollgruppe nicht
nachweisbar waren.

Zur Auswertung wurden funf Dentinbereiche jeweils unterschiedlicher Tiere
herangezogen, bei denen allen eine Signifikanz fir die plaqueartig veranderten
Dentinbereiche vorlag, wobei im Vergleich funf Dentinbereiche jeweils
unterschiedlicher Kontrollratten herangezogen wurden.

Es zeigten sich keine regelmaRige Anordnung von Dentintubuli bei diesen
plaqueartigen Dentindefekte bei ausfuhrlicher Untersuchung der koronalen
Pulpenanteile aller Zahne, jedoch waren bei allen Zahnen verschiedener Ratten
diese Dentindefekte nachweisbar.

Bei genauerer Betrachtung dieser Dentindefekte der mit Capsaicin desensibilisierten
Ratten traten Bereiche auf, in denen die Dentintubuli ganz fehlten, jedoch auch
solche, wo Dentintubuli sichtbar waren, die jedoch keine gleichmé&Rigen
Durchmesser aufweisen, sondern irregular geformt waren, was bei weiterer
VergroRerung noch genauer dargestellt wurde.

Bei  4000facher  VergroRerung liessen sich  dieselben  plagueartigen
Dentinverdnderungen noch genauer beschreiben. Innerhalb dieser Defekte zeigte
sich einerseits eine hohe Irregularitat von Dentintubuli, andererseits ein inhomogenes

Aussehen dieser im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 5: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Dentindefekte der Capsaicintiere im
Vergleich zum uniformen Dentin der Kontrolle bei 1100facher Vergréf3erung
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Abb. 6: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Dentindefekte im Vergleich
zur Kontrolle bei 4000facher Vergrél3erung
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Bei noch hoherer Vergrof3erung, 5400fach, liessen sich die vorher erwéhnten
Unterschiede in der Dentinstruktur noch genauer darstellen. Es zeigte sich bei den
mit Capsaicin desensibilisierten Ratten eine erhéhte Irregularitat der Anordnung von
Dentintubuli, besonders innerhalb der plaqueartigen Dentindefekte, erkennen, was
bis hin zu Bereichen ohne Tubuli fihren konnte.

Ebenfalls kann man bei weiterer DetailvergroRerung deutliche Unterschiede in der
GrolRe der Dentintubuli erkennen. Wéahrend die Kontrollgruppe eine uniforme Groéle
der Dentintubuli zeigte, liessen sich bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten
erhebliche GroRRenunterschiede erkennen, die von 10 — 60 pum der sporadisch

ausgewahlten und ausgemessenen Dentintubuli reichten.
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Abb. 7: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Dentindefekte im Vergleich
zur Kontrolle bei 5400facher Vergré3erung
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3.2 Quantitative Analyse der Dentintubuliunterschiede

Zur quantitativen Auswertung der Anzahl und Form der Dentintubuli wurden Bilder
mit 1100facher Vergrdl3erung in ihrer OriginalgréRe mit einem Raster des Microsoft
Office PowerPoint 2003 mit der Skalierung 6x5 belegt. Hierbei schloss das Raster
bindig mit der Bildgrenze ab. Die Auszéhlung erfolgte in zwei Feldern des Rasters in
jedem Bild (Feld 3/3 und Feld 4/4). Die Anzahl der Dentintubuli der mit Capsaicin
desensibilisierten Ratten im Vergleich zur Kontrolle wurde mit dem Programm
Microsoft Excel 2003 graphisch dargestellt. Es wurde jeder Dentintubuli gezahlt,
auch solche die genau auf der Feldgrenze lagen. Die unterschiedliche Grol3e der
Dentintubuli wurde ebenfalls in oben angegebenen Feldern gezahlt und auch mit
dem Programm Microsoft Excel 2003 graphisch dargestellt. Auch hier wurden
unterschiedlich geformte Dentintubuli, die auf der Feldgrenze lagen, mitgezahlt.

Es erfolgte keine statistische Auswertung, da die Tierzahl dieser Versuchsgruppe fir
eine Statistik zu gering war.

Durch Auswertung der rasterelektronischen Bilder konnte bereits vermutet werden,
dass besonders im Bereich der plaqueartigen Dentindefekte der mit Capsaicin
desensibilisierten Ratten eine verminderte Anzahl von Dentintubuli, zudem noch

irreguldar angeordnet, vorherrschte.
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Abb. 8: Graphische Darstellung der Anzahl der Dentintubuli zwischen den mit

Capsaicin desensibilisierten Ratten und der Kontrollgruppe

Die Abbildung 8 stellt graphisch eine verminderte Dentintubulianzahl bei den mit
Capsaicin desensibilisierten Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe dar.

Es zeigt sich eine deutlich verminderte Anzahl der Dentintubuli um 31,7 %.

Bei weiterer qualitativer Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder fiel
eine deutliche Irregularitéat in der Form der Dentintubuli auf zwischen den mit

Capsaicin desensibilisierten Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 9: Graphische Darstellung der irregular geformten Dentintubuli der mit Capsaicin

desensibilisierten Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Abbildung 9 zeigt graphisch bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten eine
absolut gesehen 6,6mal hohere Anzahl an irreguléar bzw. unterschiedlich geformten
Dentintubuli.

Der relative Anteil von irregular geformten Tubuli stieg dabei von 5 % bei der

Kontrollgruppe auf 50 % bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten.
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4. Diskussion

4.1 Physiologie und pathophysiologische Aspekte bei den mit
Capsaicin desensibilisierten Ratten im Bezug auf die Resultate

Frihere Studien zeigten einen grofRen Einfluss der neonatalen Desensibilisierung mit
Capsaicin auf die Odontoblastenfunktion bei 120 Tage alten adulten Ratten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Raab et al. 1996; Krage et al. 2002). Dort wurden
kraterahnliche Defekte aufgezeigt, die als Fehlen ganzer Gruppen von
Odontoblasten bzw. als deren Fehlfunktion diskutiert wurden. Eine histologische
Untersuchung des Dentins zeigte eine homogene Odontoblastenschicht. Daraus
kann man schlie3en, dass diese Krater nicht durch ein Fehlen von Odontoblasten
zustande kamen, sondern dass der Einfluss des Capsaicins einen Stimulus darstellt,
der in seiner Folge zum Verlust der sensorischen Fasern in der Pulpa fihrt. Daraus
resultiert der Untergang von originalen postmitotischen Odontoblasten, die wiederum
von neugebildeten odontoblastenahnlichen Zellen abgelést werden, die dann
ihrerseits fur die Bildung von Reparaturdentin zustéandig sind. Die Dentinmatrix, die
dabei gebildet wird, reicht von einer reguléren, tubularen Matrix bis hin zu einer
atubularen, dysplastischen Matrix (Ruch 1995).

Die Resultate dieser Studie zeigen ebenfalls auch bei den 60 Tage alten Jungratten,
dass der Einfluss der neuronalen Komponente durch den Verlust des
Schmerzfasersystems eine wichtige Rolle auf die Dentinentwicklung spielt.

Diese Dentindefekte wurden ausschlie3lich im koronalen Anteil der Zahne
beobachtet, ebenso auch bei den adulten 120 Tage alten Ratten. Dies ist darauf
zurlckzufiihren, dass ein subodontoblastisches Netzwerk von Nervenfasern, die im
Zusammenhang mit der Entzindungsreaktion stehen, in den koronalen
Pulpaanteilen der Pramolaren und Molaren nachgewiesen wurde (Berggreen et al.
1998).

Die Dentindefekte bei den mit Capsaicin desensibilisierten 60 Tage alten Ratten
befinden sich noch in der Entwicklung und weisen im Vergleich zu den 120 Tagen
alten Tieren eine deutlich erhohte Rate von CGRP1 und NK1 Rezeptoren auf.
CGRP1 und NK1 Rezeptoren sind fur die Entzindungsreaktion und die damit

verbundenen Dentindefekte verantwortlich (Vandevska-Radunovic et al. 2003).

38



Mit Beginn der Kronen- und Wurzelentwicklung zeigt sich eine deutlich erhéhte Rate
der CGRP1 und NK1 Rezeptoren (Vandevska-Radunovic et al. 2003). Auch bei den
60 Tage alten Ratten kann man bereits plaqueartige, inhomogene Bereiche im
koronalen Dentinanteil erkennen, mit inhomogener, jedoch auch vorhandener
Anordnung von Odontoblasten bzw. ihren Fortsatzen in den Dentintubuli.

Es stellt sich nun die Frage, warum es zu einer Funktionsdnderung der
Odontoblasten kommt. Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, welchen
physiologischen Einfluss die nozizeptiven Innervation auf die Pulpaphysiologie hat.

In friheren Studien wurde bereits nachgewiesen, dass die nozizeptive Innervation
eine wichtige Basis in kutaner Zellfunktion und Wachstum darstellt (Holzer 1988;
Holzer and Maggi 1998; Sann and Pierau 1998). Auch wurde gezeigt, dass die
sensorischen Neuropeptide die Aktivierung der sensorischen Nerven in der
Wundheilung vermitteln, wobei eine exogene Applikation die Wundheilung foérdert
(Engin 1998; Kjartansson and Dalsgaard 1987). Somit konnte angenommen werden,
dass die Neuropeptide, die durch das Schmerzfasersystem freigesetzt werden, einen
bedeutenden Einfluss auf die Wundheilung haben.

Weiterhin wurde gezeigt, dass lokal appliziertes Capsaicin die Magenmukosa vor
experimentellen Verletzungen schitzt (Kang et al. 1996).

Es kann zusammengefasst werden, dass sich der lokale und der systemische Effekt

von Capsaicin physiologisch unterschiedlich darstellt.
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4.2 Vergleich des Dentins von den mit Capsaicin behandelten
Tieren zur NOS-3 Knockout Maus unter Beriucksichtigung

physiologischer und pathophysiologischer Faktoren

Mit der Auswahl dieser Studienmodelle wird die Bedeutung beider physiologisch
unterschiedlicher Systeme auf die pulpale Entwicklung dargestellt: zum einen die
pulpale Mikrozirkulation und zum anderen die pulpale, nozizeptive Innervation.

In  vorherigen Studien wurde die Dentinentwicklung nach neonataler
Desensibilisierung mit Capsaicin bei 120 Tage alten Ratten untersucht (Krage et al.
1999), bei der erhebliche Dentindefekte nachgewiesen werden konnten.

Als Ursache dieser Defekte wird die Inaktivierung der nozizeptiven Nervenfasern
diskutiert, wobei mit dem Verlust des Schmerzfasersystems eine verminderte
Freisetzung von Neuropeptiden wie Substance P und Calcitonin gene-related peptide
(CGRP) einhergeht. Dies hat eine Vasokonstriktion der Gefal3e zur Folge, da der
Verlust an Neuropeptid CGRP, ausgelést durch eine Stimulation des
Schmerzfasersystems, eine verminderte Vasodilatation der umgebenden GefalRe
hervorruft (Krage et al. 2001).

In weiterfihrenden Studien wurde untersucht, ob es aufgrund der Inaktivierung des
nozizeptiven Schmerzfasersystems durch Capsaicin zu einer verminderten
Neuropeptidfreisetzung und aufgrund dessen zu einer Vasokonstriktion kommt, oder
ob es unabhdngig vom Verlust des Schmerzfasersystems nach systemischer
Capsaicindesensibilisierung zu einer Vasokonstriktion kommt (Porszasz et al. 2002).
Es wurde nachgewiesen, dass der Verlust der sensorischen Nervenfasern keinen
Einfluss auf die vaskuldren Effekte, wie die durch Capsaicin hervorgerufene
Vasokonstriktion hat (Porszasz et al. 2002).

Hier erhebt sich nun die Frage, ob die Dentindefekte, die nach systemischer
Desensibilisierung mit Capsaicin entstanden sind, von einer fehlenden Interaktion
zwischen Odontoblast und sensorischen Nervenfasern oder von einer Reduktion der

Mikrozirkulation, abhangig sind.
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Um eine Abhangigkeit bzw. Unabhéangigkeit der isolierten Reduktion der
Mikrozirkulation ohne Verlust des Schmerzfasersystems auf die Dentinentwicklung
nachweisen zu kénnen, wird eine unverotffentliche Studie derselben Arbeitsgruppe
angeschlossen. Hierbei wird als Studienmodell die NOS-3 ,knockout® Maus
ausgewahlt, wo das Gen der NOS-3, die Isoform der Stickstoffoxidsynthase
ausgeschaltet wurde.

Die NOS-3 ist eine Isoform der Stickstoffoxidsynthase, die im Endothel etabliert bzw.
produziert wird und fur eine Vasodilatation von Arterien und Arteriolen verantwortlich
ist, da es zu einer Relaxierung der vaskularen, glatten GefalBmuskulatur fuhrt
(Mombouli et al. 1999).

Diese Isoform ist bei der eNOS-Knockout-Maus genetisch entfernt worden, was zu
einer Vasokonstriktion fuhrt.

Die unveroffentlichten Resultate dieser zusatzlichen Studie zeigen nur geringgradige
Veranderungen des Dentins der NOS-3 Knockout Maus im Vergleich zum Wildtyp,
jedoch eine erhdohte Anzahl an Dentintubuli, die an ein Honigwabenmuster erinnert
(Krage et al. 2001). Bei der NOS-3 Knockout Maus zeigen sich zudem teilweise
unterschiedliche Durchmesser der Dentintubuli im Vergleich zum Wildtyp, jedoch
deutlich weniger als bei den mit Capsaicin desensibilisierten Tieren. Zudem lassen
sich keine inhomogen, kraterartigen Bereiche mit teilweise fehlenden Dentintubuli
nachweisen, wie das ebenfalls bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten
auftritt.

Diese Unterschiede in der Dentinentwicklung bei der NOS-3 Knockout Maus im
Vergleich zu den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten lassen den Schluss zu,
dass der Verlust der sensorischen Nervenfasern in der Pulpa einen grofl3eren
Einfluss bzw. einen von der Reduktion der Mikrozirkulation unabhangigen Einfluss
auf die Dentinentwicklung und die Odontoblastenfunktion hat ( Krage et al. 2002).

Mit diesen Resultaten zeigte sich nun der Einfluss den die Mikrozirkulation und die
pulpale, nozizeptive Innervation auf die Odontoblastenfunktion hat. Weitere
Untersuchungen missen klaren, warum sie die zellulare Funktion beeinflussen
konnen, da keine direkte, synaptische Verbindung zwischen Odontoblast und

Nervenfasern existiert (Norlin et al 1999).
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4.3 Dentinentwicklung unter Berucksichtigung der zellularen
Ablaufe bei mit Capsaicin behandelten Tieren im Vergleich zur
NOS-3 Knockout Maus

In mehreren Studien wurden biologische Produkte nachgewiesen, die in der
Forschung eingesetzt werden, um Zellablaufe im Korper nachzuvollziehen (Biro et al.
1997). Die Hautgruppe bilden die Vanilloide, 4-hydroxy-3-methoxybenzyl, zu denen
u.a. auch Capsaicin gehort, aber auch Resiniferatoxin (Hail 2003).

In Anbindung an ihre wichtige Rolle in der Pharmakologie, sind Vanilloide
Neurotoxine, die eine Apoptose und Nekrose in sensorischen Nervenfasern
hervorrufen kbnnen, nachdem sie injiziert wurden (Sugimoto et al. 1998; Sugimoto et
al. 1999; Huira et al. 2002). Apoptose, der programmierte Zelltod, wurde erstmalig
von Kerr, Wyllie und Currie 1960 untersucht, wobei zwischen Apoptose und Nekrose
differenziert wurde (Kerr et al. 1972). Bei der Apoptose kommt es zur Polarisierung
des Chromatins. Dies fuhrt zur Veranderung bzw. Auflosung der Membranen, was
dann zum Untergang der Zelle fihrt und manchmal sogenannte apoptotische
Zellkorper hinterlasst, die von Makrophagen entsorgt werden (Boehringer Mannheim
1998).

Es ist ein linearer Prozess, bestehend aus verschiedenen Phasen. In der
Anfangsphase kommt es zum oxidativen Stress, zur DNA Schadigung und
lonenfluktuation. Dann folgt eine Aktivierung katabolischer Enzyme, Proteasen und
Nukleasen, die letztendlich zur Apotose fuhren (Kroemer et al. 1995). In weiteren
Studien konnten jedoch weitere die Apoptose stimulierende Faktoren nachgewiesen
werden, die die Permeabilitat der Mitochondrienmembran verdndern (Green and
Kroemer 1998; Costantini et al. 2000). Dies ist von der Aktivitat pro-apoptotischer
Bcl-2 zugeordneter Molekile und der Induktion des MPT ,mitochondrial permeabiltiy
transition, was ein Prozess ist, der zur Offnung der nichtspezifischen Proteinporen
fuhrt, abhangig. Es fuhrt dann zur veranderten Permeabilitat auch der inneren

Membran des Mitochondriums (Kroemer and Reed 2000).
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Dies fuhrt zur Zerstérung der mitochondrialen Membranen und zur Freisetzung von
Cytochrom C, AIF (Apoptose-Induktions-Faktor) und der Endonuklease G (Liu et al.
1996; Li et al. 2001).

Der Verlust von Cytochrom C im Mitochondrium und die Induktion von MTP haben
einen groBen Einfluss auf diese Zellen, deren Verlust bzw. Aktivierung zur
bioenergetischen Katastrophe fiuhrt (Kroemer et al. 1995; Skulachev 1996;
Skulachev 1999).

Die Veranderung der Permeabilitat der Mitochondrienmembranen stellt einen
wichtigen Regulierungspunkt fir den programmierten Zelltod dar (Green and
Kroemer 1998).

Von Interesse war hier, ob bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten Uberhaupt
eine Apoptoserate nachgewiesen werden konnte, die dort zum Zelltod der afferenten
Neurone fuhrt.

In einer Studie von Hiura et al. 2002 konnte nachgewiesen werden, dass zwischen
24 und 48 h nach Capsaicindesensibilisierung die Apoptoserate am hdchsten war im
Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend nach 72 h die Apotoserate nach
Capsaicindesensibilisierung keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
aufwies (Hiura et al. 2002).

Sugimoto et al. (1998, 1999) stellte die Apotoserate des trigeminalen Ganglions bei
Ratten nach neonataler Capsaicindesensibilisierung dar, wobei die TUNEL-Methode
angewendet wurde. Die Apoptoserate lag bei insgesamt 19,8 % und zeigte sich
zwischen 12 bis 36 h, mit einem Gipfel von 10,4 % nach 24 h (Sugimoto et al. 1998).
Kai-Kai et al. 1995 untersucht ebenfalls die Apoptoserate im trigeminalen Ganglion
und in den Ganglien des lumbalen DRG (,dorsal root ganglion®) bei Ratten, die
neonatal mit Capsaicin desensibilisiert wurden, wobei sich ebenfalls eine erhthte
Apoptoserate im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte.

Schon Sugimoto zeigte in einer 1999 verdffentlichten Studie verschiedene Details
der Apotose auf, die mit Verdnderungen in weiten intranuklearen Teilen einhergeht,
dann auf das Cytoplasma Ubergeht und in der Kondensation von Cytoplasma und

spater der Fragmentation endet, was zu den apoptotischen Zellkérpern fuhrt.
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Die Untersuchungen bezlglich der Apoptose nach Capsaicindesensibilisierung
bezog sich auf den programmierten Zelltod von Ganglienzellen, wobei sich die Frage
stellte, was passiert im pulpalen Gewebe, bzw. wie lassen sich die Verdnderungen in
der Odontoblastenfunktion erklaren.

Es konnte mittels der TdT-abhangigen X-dUTP-nick-end-labeling (TUNEL)-Reaktion
eine erhdhte TUNEL-positive Zellreaktion in den pulpalen Fibroblasten und in der
Odontoblasten-Zellschicht bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Krage 2002b). In einer weiteren
Untersuchung zeigte sich jedoch, dass keine finalen Stadien der Apoptose bei den
Odontoblasten der mit Capsaicin desensibilisierten Ratten aufzufinden waren, was
den Schluss nahe legt, dass die Odontoblasten keiner normalen Zellproliferation und
Zellzirkulation unterliegen, wie die Fibroblasten (Krage 2002b). Im Vergleich zeigte
sich bei der eNOS-Knockout-Maus zum Wildtyp eine erhdohte TUNEL-positive
Zellreaktionsrate, jedoch konnte im Vergleich zum Wildtyp keine Erhéhung in der
TUNEL-Zellreaktionsrate in der Odontoblastenzellschicht nachgewiesen werden,
sondern nur in den pulpalen Fibroblasten (Krage 2002b). Zur Kontrolle wurden
Untersuchungen der Gewebe mit dem Transmissionselektronenmikroskop
herangezogen, die Anzeichen von Apoptose auf zellularer Ebene in den TUNEL-
positiven Fibroblasten beider Gewebe nachweisen konnte. In den TUNEL-positiven
Odontoblasten der Capsaicingruppe konnte ein DNA Einzelstrangbruch
nachgewiesen werden, der jedoch nicht zu finalen Apoptosestadien fihrte (Krage
2002b). Dies lasst nun den Schluss zu, dass ein spezielles Signalsystem zwischen
den Neuronen und den Odontoblasten besteht, was dazu fuhrt, dass es letztendlich
nicht zu den finalen Apoptosestadien und damit zum Zelluntergang kommt, sondern
dass vorher den weiteren apoptotischen Verlauf abbricht. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann angenommen werden, dass der Verlust des Schmerzfasersystems
bei den mit Capsaicin desensibilisierten Ratten ein zusétzliches Modell darstellt, was
zwar die TUNEL-positive Zellreaktionsrate in der Odontoblastenzellschicht aufweist,
es jedoch nicht zu den finalen Apoptosestadien und damit zum Untergang kommt.
Dies zeigt, dass das nozizeptive System und die Mikrozirkulation in der Pulpa
wichtige physiologische Systeme sind, die einen erheblichen Bestandteil in der
zellularen Interaktion mit der pulpalen Umgebung darstellen.
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4.4 Weiterfuhrende Aspekte

Nach neonataler Desensibilisierung mit Capsaicin lasst sich zusammenfassenden
eine qualitative und quantitative Veranderung der Odontoblasten darstellen.

Dadurch wird gezeigt, dass die nozizeptive Funktion in der Pulpa einen Einfluss auf
den Odontoblasten hat.

In weiteren Studien muss die Physiologie zwischen den in der Pulpa freigesetzten
Neuropeptiden und deren Einwirkung auf die Odontoblastenfunktion geklart werden.
Es stellt sich weiterfihrend die Frage, ob es weitere Einflisse gibt, die auf die
Odontoblastenfunktion einwirken.

Diese Fragen muissen beantwortet werden, um letztendlich die Physiologie des
Odontoblasten und seine Funktion zu verstehen und weiter aufzuschlisseln.

Um diese Fragen zu beantworten, muss ein Studienmodell entwickelt werden, wo
jedes individuelle, physiologische System einzeln untersucht werden kann, ihren

Einfluss einzeln auf die Odontoblastenfunktion nachzuweisen.
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7. Zusammenfassung

Untersuchung der Odontoblastenfunktion nach systemischer neonataler
Capsaicinapplikation

Julia Papenhoff
Poliklinik fir Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde

In vorherigen Studien wurden Dentindefekte bei 120 Tage alten mit Capsaicin
desensibilisierten Ratten gefunden, wobei diskutiert wurde, ob diese Defekte auf eine
Reduktion der Mikrozirkulation oder auf eine fehlende Interaktion zwischen
Odontoblast und nozizeptive Innervation zurickzufiihren ist.

Zur Untersuchung werden Tierstudienmodelle herangezogen, bei denen selektiv
spezifische physiologische Faktoren ausgeschaltet werden, um den Zusammenhang
zwischen der Auswirkung dieser Komponenten auf die Odontoblastenfunktion
darzustellen. Die neonatale Behandlung mit Capsaicin erzeugt bei Ratten ein
Tiermodell, das eine selektive Inaktivierung des nozizeptiven Systems zeigt.

Ziel dieser Studie ist das Ausmal} des neuronalen Einfluss auf die Dentinentwicklung
bei 60 Tage alten mit Capsaicin desensibilisierten Ratten darzustellen.

Dazu erhalten 10 Wistarratten am ersten postnatalen Tag eine Dosis von 40 mg/kg
Kdrpergewicht an Capsaicin systemisch, wobei eine 30% Todesrate dieser Tiere
einer Studiengruppe von fiunf Tieren resultierte. Funf weitere Tiere ohne
Capsaicindesensibilisierung dienten als Kontrollgruppe. Alle Tiere erhielten nach 60
Tagen eine intravitale Perfusion Uber die Vena jugularis mit Zamboni Solution,
nachdem sie vorher anasthesiert wurde, Dann wurden die Kiefer prapariert und mit
einem Rasterelektronenmikroskop wurde die Dentinentwicklung untersucht.

Es zeigten sich beginnende, plaqueartige Defekte, die bei der Kontrollgruppe nicht
gefunden werden konnten. Innerhalb dieser Bereiche zeigte sich eine inhomogene,
nicht gleichméfige Anordnung der Dentintubuli, die jedoch noch vorhanden waren.
Unsere Resultate zeigen, dass die nozizeptiven Veranderungen in der Pulpa einen
Einfluss auf die Odontoblastenfunktion haben. Es gilt die Physiologie dieses
Komplexes weiter aufzuschliisseln

Zusammenfassend ist die Pulpa ein komplexes, physiologisches System, was auf
Veranderungen selektiv spezifischer physiologischer Faktoren in ihrer Umgebung,
hochsensibel mit Veranderung bis hin auf die zellularen Ebene reagiert.
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