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1. Einleitung

In entwickelten Zahnen separieren Odontoblasten und darunter liegende Praodontoblasten
(Hohl-Zellen) die Gewebe der dentalen Pulpa vom Dentin und kleiden als terminal
differenzierte, postmitotische Zellen in einem einschichten Epithel die Pulpakammer aus
(Ruch et al., 1982; Couve et al., 2013; Larmas und Sandor, 2014). Funktionell vereinen
Odontoblasten drei sehr komplexe und scheinbar unabhdngige Funktionen (Couve et al.,
2013). Als sensorische Zellen rezipieren Odontoblasten thermische, mechanische und
chemische Reize. Sie exprimieren mechanosensitive lonenkanéle oder allgemein TRP-Kanéle
(transient receptor potential channels) als Basis von Mechanorezeption und
Signaltransduktion. Ein hypothetisches Modell beschreibt Odontoblasten in ihrer Funktion als
Rezeptoren hydrodynamischer Kréfte in den Dentintubuli, die Signale auch an Neurone
weiterleiten und auf diese Weise an der Schmerzrezeption beteiligt sind (Allard et al., 2000;
Allard et al., 2006; Magloire et al., 2009; Mickle et al., 2015). Die Bildung von Dentin ist
nach géngiger Ansicht die primére Funktion reifer Odontoblasten (Couve et al., 2013).
Funktionale Odontoblasten besitzen duRerst hohe sekretorische Aktivitat. Sie sezernieren
Kollagen | und bilden schlieflich aus einem Geflecht von Kollagenfasern das nicht
mineralisierte Pradentin. Die Mineralisierung des Pradentins und schlieRlich die Bildung von
Zahnhartsubstanz ist genetisch durch sekretorische Kalzium-bindende Phosphoproteine
(SCPP) reguliert (Rajan et al., 2020). Unter pathologischen Bedingungen kénnen auch reife
Odontoblasten oder mesenchymale Stammzellen, die zu odontoblasten-&hnlichen Zellen
differenzieren und irreversibel geschadigte Odontoblasten ersetzen, wieder vermehrt Dentin
als Tertiardentin in den beiden Formen von Reaktions- oder Reparaturdentin bilden. In einer
vollkommen anderen Funktion detektieren Odontoblasten im verzweigten System der
zellularen Immunantwort als Epithelzellen als erste Linie der Verteidigung die Invasion
pathogener kariogener Keime, verstarken diese Information und geben sie an andere
Immunzellen, etwa dendritische Zellen, im Pulpa-Dentin-Komplex weiter (Bleicher, 2014;
Farges et al., 2015).

Bis heute ist es nicht gelungen, primare humane Odontoblasten zu kultivieren.
Alternativ wurde in zahlreichen Ansatzen versucht, Pulpazellen einschlieBlich pulpaler
Stammzellen (DPSC) mit speziellen Kulturmethoden in Zellen mit odontoblasten-dhnlichen
Eigenschaften zu differenzieren (Smith et al., 2016; Itoh et al., 2018; Widbiller et al., 2019a).
Die Isolierung primérer humaner Odontoblasten in vitro wiederum waére &uf3erst

wiinschenswert, weil nur so Details ihrer komplexen Funktionen der Schmerzrezeption, der



Dentinbildung und der Immunkompetenz auf zelluldrer Ebene studiert werden konnten.
Dieses Wissen wére dann die Basis fir therapeutische Ansdtze und Strategien in der
Zahnheilkunde.

In einem zellbiologisch orientierten Projekt einer Arbeitsgruppe der Poliklinik fur
Zahnerhaltung und Parodontologie wurden kirzlich Primarkulturen aus der Pulpa-Dentin-
Grenze humaner Weisheitszahne isoliert. Die Bestimmung der Identitdt und die
Charakterisierung dieser Zellen als Odontoblasten sind schwierige Vorhaben, weil mit
steigender Zahl an Untersuchungen deutlicher wird, dass ein wirklich spezifischer Marker fur
Odontoblasten fehlt. Dennoch geben die Resultate der letzten Arbeiten Hinweise, dass die aus
der Pulpa-Dentin-Grenze isolierten priméaren Zellen einen Odontoblasten-Phénotyp
exprimieren. Sie waéren damit perfekte Kandidaten fir die detaillierte Analyse von
Mechanismen der unterschiedlichen und komplexen Funktionen von Odontoblasten (Gallorini
et al., 2021). Aus dem aktuellen Stand des Wissens ber diese Funktionen sollten sich fiir uns
zielfuhrende Forschungsansatze flr drangende neue Projekte ergeben mit dem Ziel, aus den

Forschungsergebnissen therapeutische Ansétze abzuleiten.

2. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollen zundchst der Ursprung sowie Morphologie und Funktion
von Odontoblasten im Kontext von Weich- und Hartgeweben des Pulpa-Dentin-Komplexes
dargestellt werden. Auf dieser Basis wird dann das aktuelle Wissen dber intrazellulére
Signalwege der Bildung von Dentin und Tertidrdentin als eine der gegenwaértig bekannten
Funktionen von Odontoblasten erortert. Derzeit werden fir diese Funktion vor allem Uber
Wnt/B-Catenin, TGF-B/Smad und FGF vermittelte Pathways in Odontoblasten,
odontoblasten-ahnlichen Zellen und dentalen Pulpazellen diskutiert (Rajan et al., 2020). Die
uber sonic hedgehog (Shh) induzierten Signalwege werden in der vorliegenden Arbeit nicht
diskutiert. Momentan ist nicht bekannt, wie spezifisch die Wnt/B-Catenin-, TGF-B/Smad-
oder FGF-vermittelten Signalwege fur Odontoblasten wirklich sind und wie weit andere
alternative Wege fir die Funktion der Dentin- und Tertidrdentinbildung erforscht wurden. Zu

diesen Fragen soll das in Literaturdatenbanken aktuell verfligbare Wissen erfasst werden.



3. Methode

Die Literaturrecherche wurde am 21.12.2020 von Dr. Knuttel (Universitatsbibliothek
Regensburg; Teilbibliothek Medizin) unter Verwendung der Datenbank MEDLINE® (ber die
Plattform OVID durchgefuhrt. Die Suchstrategie umfasst den Zeitraum von 1946 bis
einschliefllich 18. Dezember 2020. Es wurden die Schliisselworter ,,odontoblasts®,
,dentinogenesis®, ,dental pulp stem cells“ und ,dentin“ insbesondere [odontoblasts]
((Odontoblasts/) OR ((odonto or odontob* or preodontoblast* or pre-odontoblast* or
odontocyt*).ti,ab,kf.)) OR [dentinogenesis] ((Dentinogenesis/) OR (dentinogen*.ti,ab,kf.) OR
(((primary or secondary or tertiary or reaction* or reparative) adj dentin*).ti,ab,kf.) OR
(Dentin, Secondary/) OR ((dentin* adj3 (repair or regenerat* or heal* or mineralization or
differentiation)).ti,ab,kf.) OR ((orthodentin or predentin or metadentin).ti,ab,kf.)) OR [dental
pulp stem cells] ((Dental Pulp/ and (Stem Cells/ or Mesenchymal Stromal Cells/)) OR
(((dental or pulp) adj stem cell?).tiab,kf) OR ((DPSC or DPSCs or hDPSC or
hDPSCs).ti,ab,kf.)) AND [dentin] ((exp dentin/) OR ((dentin*).ti,ab,kf.)) verwendet. So ergab
die Suche zunéchst eine Trefferanzahl von 9007 ohne Duplettenentfernung.

Im Anschluss wurde ein Relevanzranking anhand weiterer Schlisselworter
durchgefuhrt. Die erste Prioritdt umfasst [odontoblasts or dentinogenesis or (dental pulp stem
cells AND dentin)] AND (exp Signal Transduction/) OR ((signal* or pathway* or
transduction* or messenger*).ti,ab,kf.) OR (exp Extracellular Matrix Proteins/) OR (exp
Sialoglycoproteins/) OR (exp Phosphoproteins/) OR (dentin sialophosphoprotein.rn.) OR
((DSPP or dentin sialophosphoprotein or dentin sialo-phosphoprotein or dentin sialoprotein or
dentin phosphoprotein).ti,ab,kf.) OR ("DMP1 protein, human".rn. or "DMP1 protein,
mouse".rn. or "DMP1 protein, rat".rn.) OR (DMP-1 or DMP1 or DMP or (dentin matrix adjl
(protein or phosphoprotein))).ti,ab,kf.) OR (exp Extracellular Matrix Proteins/) OR
(extracellular matrix protein*.ti,ab,kf.) OR (SIBLING?.ti,ab,kf.) OR ((RUNX2 or "runt-
related transcription factor 2" or PEBP2A or "polyomavirus enhancer A binding protein
2").ti,ab,kf.) OR (,RUNX2 protein, human™.rn. or "Runx2 protein, mouse".rn. or "Runx2
protein, rat“.rn.) [molecular mechanisms] mit einer Trefferzahl von 2761. Die Trefferzahl
zweiter Prioritat ohne diese molekularen Terme lag bei 6246. Nach der Untersuchung aller
9007 Datenbankeintrdge auf Dubletten ergaben sich 8992 individuelle Eintrage.

Die Quellen konnten, gegliedert nach erster und zweiter Prioritdt, in das
Literaturverwaltungsprogramm Citavi importiert werden. Mit Hilfe dessen wurden fir die

Arbeit ausschlielflich die 2761 Referenzen erster Prioritdt nach ,,relevant, , nicht relevant®,



,Relevanz unklar und ,aussortierte Dubletten® sortiert. Zusatzlich wurden weitere

Referenzen héndisch hinzugefugt.

4, Ergebnisse
4.1 Struktur des Dentin-Pulpa-Komplexes

Zahne sind ein strukturelles und funktionelles Komposit aus mineralisierten Hartgeweben und
Weichgebe. Die mineralisierten Gewebe Schmelz, Dentin und Zement umschlieRen das
Weichgewebe der Zahnpulpa, das lose im Zentrum des Zahns zu liegen kommt. Anatomisch
und funktionell bilden Dentin und die Zahnpulpa den Pulpa-Dentin-Komplex (Dimitrova-
Nakov und Goldberg, 2014). Im Folgenden sollen zunéchst die einzelnen Stufen der
Odontogenese betrachtet werden. Die dabei aktivierten Gene, Proteine und Signalwege sollten
als molekulare Mechanismen friher Entwicklungsstadien ebenso bedeutend fur spatere

Reparaturprozesse der Pulpa sein.

4.1.1  Zahnentwicklung

Die Entwicklung des menschlichen Gebisses beginnt wahrend der Embryogenese und reift in
den fetalen, neonatalen und postnatalen Phasen. Weil die Lamina dentalis wahrend der
Wourzelbildung der Milchzdhne abgebaut wird, geht auch die Verbindung zwischen den
Knospen der Milchzéhne und der permanenten Zahne verloren. Deswegen gibt es beim
Menschen nur zwei Generationen von Zahnen (Yu und Klein, 2020). Das bleibende Gebiss ist
erst mit Abschluss der Adoleszenz vollstandig ausgebildet (Dimitrova-Nakov und Goldberg,
2014). Ab der funften embryonalen Entwicklungswoche zeigt sich eine durchgehende Schicht
aus verdicktem Epithel. An dieser Stelle befindet sich spater der Ober- und Unterkiefer. Die
sogenannte primare epitheliale Lamina, die Lamina dentalis, fihrt anfanglich zu Zahnleisten,
woraus dann einzelne Z&hne entstehen.

Die eigentliche Zahnentwicklung beginnt ab der sechsten Woche, indem lokalisiert
Verdickungen der epithelialen Lamina auftreten, woraus anschliefend Oberkiefer- und
Unterkieferzahnbdgen ausgeformt werden. Bereits im friihen Stadium wird das Epithel durch
eine Basallamina von dem darunterliegenden Ektomesenchym getrennt. Die Zahnentwicklung
selbst ist Prozess und Resultat der Wechselwirkung zwischen Epithel und darunterliegendem
Mesenchym (Thesleff, 2014). An dieser Stelle fungiert die Basallamina als Bindeglied und

fordert den Austausch sowie epithelmesenchymale Wechselwirkungen, welche wiederum



eine grolRe Bedeutung fir die Odontogenese insgesamt und die Entwicklung der
Zahnplakoden im Besonderen haben.

Die Zahnplakode ist ein erstes Zentrum der Signalgebung in den Epithelien der
Zahnentwicklung und initiiert die Entwicklung individueller Zéhne (Thesleff, 2014). Die
Signalmolekile zwischen den Epithelien wiederum gehoren zu Gruppen konservierter
Molekile wie Wnt, BMP, hedgehog (Shh) oder FGFs. lhre Funktion und Kommunikation
sind in Ubersichtsartikeln ausfiithrlich diskutiert (Yu und Klein, 2020; Thesleff, 2014). Das
Ektomesenchym reagiert mit einer Konsistenzdnderung und Kondensation von Zellen, die
sich spéter in zwei Zelllinien teilen und die Dentalpapille sowie den peripheren Zahnfollikel
bilden. Aus der Dentalpapille gehen schlie}lich Odontoblasten und Pulpagewebe hervor, aus
dem Zahnfollikel entstehen Zementoblasten und Parodontalgewebe (Thesleff und Tummers,
2008).

Die epitheliale Invagination in das Ektomesenchym stellt den Bereich der Zahnkrone
deutlich dar und l&sst erkennen, dass sich der Zahn in unterschiedlichen Stadien entwickelt.
Knospen-, Kappen- und Glockenstadien kénnen nicht eindeutig voneinander getrennt werden,
da die Zahnentwicklung ein kontinuierlicher Prozess ist (Abb. 1). Urspriinglich befindet sich
jeder Zahn in Form einer Knospe (bud). So sind die Zahnknospen der Milch- und
Schneidezdhne ab der achten und die der Milchmolaren ab der neunten embryonalen
Entwicklungswoche sichtbar. Charakteristisch fiir das Knospenstadium und den Ubergang zur
Zahnkappe ist die fortschreitende ektodermale Invagination in das Ektomesenchym, wonach

die Zellen eng gepackt um die Zahnknospe liegen.

EW 11 EW11% EW 12 % EW13 % EW 14 % EW 15 %
Beginn Placodenstadium  Friihes Knospenstadium Spates Knospenstadium  Kappenstadium Frithes Glockenstadium
AuReres Schmelzepithel ~ sekundére Schmelzknoten

\ / / \Zahnleste/
Epithel ‘
Mesenchym Y Y/
L cL Zahnpulpa
. Primarer Schmelzknoten
verdichtetes Zahnmesenchym Yy /4

Zahnpapille a i

Inneres Schmelzepithel

Abb. 1: Zahnentwicklung. Die Zahnentwicklung beginnt im Wesentlichen mit der Verdickung des
Epithels ab der 11. Entwicklungswoche. Nach dem Plakodenstadium ragt das Epithel wéhrend des
frihen und spaten Knospenstadiums immer weiter in das Zahnmesenchym und verdichtet sich mit
diesem. Ab der Entwicklungswoche 14 senden zuerst die priméren und eine Entwicklungswoche
spater die sekundéaren Schmelzknoten Signale zur Bildung und Ausbreitung der Cervixschleife (ansa
cervicalis, CL). Diese besteht aus einem inneren und &ufleren Schmelzepithel und umgibt im
Kappenstadium zunéchst die Zahnpapille, welche im friihen Glockenstadium (EW 15) schon die
eigentliche Zahnpulpa darstellt. Die Abbildung wurde nach (Yu und Klein, 2020) modifiziert.



Fir das nachfolgende Kappenstadium ist neben der sichtbaren Konkavitat des Epithels auch
das fortschreitende epitheliale Wachstum charakteristisch. Das sogenannte Schmelzorgan
lasst sich in ein &duBeres und inneres Schmelzepithel teilen (Dimitrova-Nakov und Goldberg,
2014). Ersteres befindet sich in der Peripherie der Kappe und steht in Kontakt mit dem
peridentalen Mesenchym. Letzteres wird von Zellen gebildet, die durch die Basalmembran
von der spateren Zahnpulpa getrennt sind und die schlielich zu den schmelzbildenden
Ameloblasten differenzieren. In der Mitte des Schmelzorgans an der Spitze der Zahnknospe
bilden Zellen des Epithels den primédren Schmelzknoten (Abb. 1). Als zweites Zentrum von
Zellen fur die Signalgebung steuert der primare Schmelzknoten den Ubergang vom Knospen-
in das Kappenstadium. Er induziert nach der Bildung sekundéarer Schmelzknoten als drittes
Zentrum der Signalgebung schlieRlich die GrofRe und Formgebung der Zahne einschlieRlich
des endgiltigen Hockerreliefs (Thesleff, 2014). Ursprung der Odontoblasten und der
Zahnpulpa ist die aus dem Ektomesenchym gebildete Zahnpapille.

Da der Zahn im letzten Stadium, dem Glockenstadium, nun seine endgultige Form
annimmt, spricht man von der Morphodifferenzierung. Die Stelle, an der das duRere und
innere Schmelzepithel in Verbindung treten, wird als Reflexionszone oder Zervixschleife
(ansa cervicalis) bezeichnet. Diese Zervixschleife verlauft in apikaler Richtung; lber das
Wachstum zervikaler Zellen des Schmelzepithels in tiefere Gewebe entsteht die Hertwig’sche
Epithelscheide. Das praeruptive Kronenwachstum findet mit Hilfe verschiedener
Zellteilungen und indem sich der Bereich der Zahnpapille abgrenzt, statt. Die Hertwig sche
Epithelscheide steuert die Wurzelbildung einschlieBlich der Differenzierung der
Wurzelodontoblasten (Thesleff, 2014). Im spaten Glockenstadium folgt dann die
Differenzierung des inneren Schmelzepithels und der epithelial-mesenchymalen Grenzflache
zur Basalmembran. Diese Zellen wiederum differenzieren in Préameloblasten und
Préodontoblasten und sezernieren schlieflich die schmelz- und dentinbildenden Ameloblasten
und Odontoblasten. Bereits am Ende der Kronenmorphogenese sind die ersten Schichten von
Dentin und Schmelz zu erkennen (Dimitrova-Nakov, 2014). Somit werden Morphogenese
und Zelldifferenzierung wahrend der Embryogenese gekoppelt, indem Praameloblasten und
Prdodontoblasten in Abhéngigkeit ihrer rédumlichen Position und morphogenetischen
Bewegung differenzieren. Diese Bewegung bewirkt die Ausbildung der Krone und den
Beginn der Wurzelbildung. Das kondensierte Ektomesenchym wird auch als Zahnfollikel
oder Zahnsack bezeichnet und ist am Rand des Schmelzorgans und der Zahnpapille
lokalisiert.  Aus ihm entstehen unterstiitzende Zahngewebe wie Zahnzement,

Parodontalligament und Alveolarknochen. Es ist damit indirekt an der Entwicklung sowie an
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der Wurzel- und Zahneruption beteiligt. Aus Schmelzorgan, Zahnpapille und Zahnfollikel
werden schlie3lich Zahnorgan und Zahnkeim gebildet.

Da der Mensch zwei Phasen der Gebisse aufweist, eine priméar voribergehende und
eine sekundar dauerhafte, setzt schon wéhrend der Odontogenese der Milchzéhne die
Entwicklung der bleibenden Z&hne ein. Die Entwicklung der Milchzdhne erfolgt um die
sechste Schwangerschaftswoche aus einer primdren Zahnschicht, wobei es schnell zur
Koexistenz der bleibenden Zahnkeime kommt. Das Ende der Odontogenese liegt zwischen
dem 18. und 25. Lebensjahr mit der Bildung der Zahnwurzel und der Entwicklung der
Weisheitszéhne. Die Entwicklung der bleibenden Z&hne erfolgt auf zwei unterschiedliche
Arten: entweder sukzessiv lingual am Schmelzorgan des Milchzahns oder, wie bei den
bleibenden Backenzahnen, aus der Verlangerung einer anfanglichen Zahnschicht. Auch hier
wird die rdumliche wund zeitliche Entwicklung durch epithelial-mesenchymale
Wechselwirkungen und sequentiellem Signalaustausch durch die Basalmembran gesteuert
(Dimitrova-Nakov und Goldberg, 2014).

4.2 Gewebe des Dentin-Pulpa-Komplexes
4.2.1  Weichgewebe der Zahnpulpa
4.2.1.1 Proteine der Zahnpulpa

Die dentale Pulpa ist ein sehr komplexes, vaskularisiertes und innerviertes Gewebe aus
unterschiedlichen Populationen gewebeansassiger (residente) und nicht-ansassiger Zellen. Die
Bildung der Zahnpulpa beruht auf residenten Zellen mit sekretorischen und
reorganisatorischen Funktionen bei der Entstehung der kollagenreichen extrazellularen Matrix
(ECM). So wurden in der Zahnpulpa eine Menge charakteristischer Zellen identifiziert mit
Odontoblasten, Zellen der Subodontoblastenschicht, Stroma-Fibroblasten oder Pulpoblasten
und mesenchymalen Stammzellen als den am héaufigsten vorkommenden Zellpopulationen
(Veis und Goldberg, 2014).

Pulpazellen besitzen die F&higkeit, alle ECM-Proteine zu produzieren. Zu den
Strukturproteinen zdhlen vor allem die Kollagene Typ | und Typ I in Verbindung mit
Fibronektin und, in geringerem MaR, die Kollagene Typ V und Typ VI sowie Mikrofibrillen,
die hauptsachlich aus Fibrillin aufgebaut sind. Neben den unterschiedlichen Kollagenen
synthetisieren Zellen der Pulpa phosphorylierte nicht-kollagene ECM-Proteine wie die
SIBLING-Proteine DSPP (dentin sialophosphoprotein), DMP-1 (dentin matrix protein 1),
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BSP  (bone sialoprotein),  Osteopontin oder MEPE  (matrix extracellular
phosphoglycoprotein). Auflerdem enthdlt die ECM nicht-phosphorylierte Proteine wie
Osteocalcin, Osteonektin, Tenascin oder Fibronektin und Glycosaminoglykane oder
Proteoglykane wie Decorin (Veis und Goldberg, 2014). Neben dem fucosylierten
Glykoprotein Fibronektin, welches in der Odontoblastenschicht um die BlutgeféRe herum und
in grolRen Mengen im Kern der Pulpa vorliegt, wurden auch andere kleine Glykoproteine
nachgewiesen. Es besteht ein Zusammenhang zwischen Proteoglykanen (PGs) und
Fibronektin, dessen Expression von der Kalziumdosis abhangig ist. Die apikale Region
enthalt eine erhohte Konzentration an Typ I11-Kollagen. Aus dieser Zone konnte ebenso ein
hoher Anteil an Fibronektin extrahiert werden, was auf ein Verhéltnis von 1:1 in der Kollagen
Il zur Fibronektin-Komplexbildung schliefen lasst (Goldberg et al., 2011; Veis und
Goldberg, 2014).

Extrazelluldre Funktionsproteine der dentalen Pulpa sind Wachstumsfaktoren wie
HGF (hepatocyte growth factor), FGF-2 (fibroblast growth factor 2), TGF-R (transforming
growth factor beta), TNFa (tumor necrosis factor a), LEF1 (lymphocyte enhancer-binding
factor 1) oder BMP2 (bone morphogenetic protein 2), das zur groRen TGF-Familie gehort
sowie ihre Rezeptoren. Wichtige extrazellulare Enzyme sind beispielsweise alkalische und
saure Phosphatasen oder Metalloproteasen wie die Kollagenasen MMP-1 oder MMP-8 (Veis
und Goldberg, 2014).

4.2.1.2 Zellen der Zahnpulpa

Nicht-residente Zellen aus dem Blut oder dem Knochenmark gelangen Uber das apikale
Foramen in die Pulpa. Granulozyten sind die Hauptpopulation der Leukozyten (CD45+)
neben CD3+-T-Lymphozyten, CD14+-Monozyten, dendritischen Zellen, natirlichen
Killerzellen (NK), B-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Renard et al., 2016; Gaudin et al.,
2015). Diese teilweise auch residenten Zellen des Immunsystems koordinieren mit anderen,
residenten Makrophagen, Odontoblasten, Pulpafibroblasten, mesenchymalen Stammzellen
oder Nervenzellen immunologische Reaktionen auf kariogene Mikroorganismen und
initiieren Reparaturprozesse geschédigter Gewebe (Galler et al., 2021). Aber nicht nur dabei

ubernehmen die diversen Zelltypen ganz spezifische Aufgaben.
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Nervenzellen

Die dentale Pulpa ist ein sehr dicht innerviertes Gewebe mit der (berwiegend afferenten
Ubertragung von Signalen in das zentrale Nervensystem. Dabei werden zunachst primare
afferente Fasern stimuliert, die letztlich vorwiegend Schmerzempfindung unterschiedlicher
Intensitat auslosen. Damit verbunden ist sehr haufig eine Entziindung der Pulpa, bei der
Nervenfasen wohl nicht nur das Gefihl fir Schmerzen Ubermitteln, sondern die
moglicherweise auch Uber klassische Neurotransmitter an der Regulation der
Entzundungsreaktion selbst beteiligt sind (Zhan et al., 2020).

Pulpafibroblasten

Pulpafibroblasten bilden die gréfite Population der Zellen der Zahnpulpa. Diese schmalen
langlichen Zellen fusiformer Art sind durch desmosomenartige Gap Junctions und Tight
Junctions verbunden. Pulpafibroblasten haben sekretorische Funktion und bilden die
extrazellulare Matrix (ECM) samt Bindegewebe. Die Population der Fibroblasten der Pulpa
ist anscheinend sehr heterogen mit unterschiedlichen Funktionen. Es gibt Hinweise, dass
diese Zellen Wachstumsfaktoren wie BMPs oder TGF-3 sowie die addquaten Rezeptortypen
IA, I und Il exprimieren, ebenso wie VEGF (vascular endothelial growth factor), der die
Vaskularisierung iniitiert (Jeanneau et al., 2017). Diese Faktoren regulieren die
Gewebeerneuerung und Regeneration der dentalen Pulpa (Chmilewsky et al., 2014).
Pulpafibroblasten exprimieren aber auch alle Komponenten des Komplement-Systems
als Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Diese lokale Bildung der kleinen Proteine
aulerhalb der Leber kann den Entziindungsprozess, aber auch den Heilungsvorgang
verstarken. Gleichzeitig bilden Pulpafibroblasten mit diesen Komponenten einen
Membranangriffskomplex (membrane attack complex, MAC), ebenfalls als Funktion des
Immunsystems gegen kariogene Bakterien (Bergmann et al., 2020). Weil Fibroblasten auch
Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors; PRR) wie Toll-like- (TLR) und
NOD-like-Rezeptoren (NLR) exprimieren, unterstitzen sie die Erkennung inflammatorischer
Molekiile. Als Reaktion auf Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated
molecular patterns; PAMP) wie LPS (Lipopolysaccharid) oder LTA (Lipoteichonsédure)
bilden sie proinflammatorische Zytokine und Chemokine (Galler et al., 2021). Diese
protektiven  immunologischen  Funktionen der  Pulpafibroblasten  férdern  den

Regenerationsprozess pulpaler Gewebe.
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Stammzellen in der dentalen Pulpa

Das dentale Pulpagewebe enthédlt Stammzellen, die wegen ihres Ursprungs neurale und
mesenchymale Eigenschaften exprimieren (Galler et al., 2021). Dabei ist die Bezeichnung
,mesenchymale Stammzellen (MSCs)“ eine allgemeine fur Zellen aus dem Bindegewebe oder
Stroma, die in vitro Eigenschaften von Stammzellen exprimieren. Zellen mit einem &hnlichen
Immunphéanotyp und &hnlichen funktionalen Eigenschaften wurden in vielen Organen
nachgewiesen. Eine charakteristische funktionelle Eigenschaft ist die Fahigkeit dieser Zellen,
in geeigneten Medien in vitro in Chondrozyten, Adipozyten oder Osteoblasten zu
differenzieren. Ein Nachweis multipotenter Eigenschaften einzelner Zellen in vivo fehlt
jedoch bisher (Yianni und Sharpe, 2019). Eine andere Eigenschaft dieser Zellen ist die
Expression sogenannter Marker fiir MSCs wie CD90, CD73 oder CD105 (Yianni und Sharpe,
2019; Dominici et al., 2006).

Diese Eigenschaften wurden auch in Zellkulturen nachgewiesen, die aus Pulpagewebe
von Milchzahnen und bleibenden Zéhnen isoliert wurden (Gronthos et al., 2000; Miura et al.,
2003). Die Pulpa von Milchzahnen enthélt eine Population von Stammzellen mit
maoglicherweise multipotenten Eigenschaften, die wahrscheinlich als Hinweis auf ihre
Herkunft Marker von Nerven- und Gliazellen exprimieren (Miura et al., 2003). Aus dem
Pulpagewebe bleibender Zahne bilden Zellen mit hoher Proliferationsrate in Kultur als
Hinweis auf die Fahigkeit zu mineralisieren nach mehreren Wochen in einem
Differenzierungsmedium mit Ascorbinséure, Dexamethason und Phosphat dichte Kérperchen
mit hohem Kalziumgehalt. In immunsupprimierten Mausen bildeten Explantate dieser nun als
DPSC bezeichneten Zellen Dentin-ahnliche Strukturen in einer kollagenen Matrix, zeigten
zytoplasmatische Fortsdtze in die Dentinmatrix und exprimierten Matrixkomponenten wie
Bonesialoprotein, Osteocalcin oder DSPP. Weil diese Zellen in solche mit Eigenschaften von
Odontoblasten differenzierten, wurden sie schlieBlich als odontoblasten-ahnlich (odontoblast-
like) bezeichnet (Gronthos et al., 2000). DPSCs mit diesen Merkmalen kénnen auch aus
Perizyten der Pulpa gewonnen werden, dennoch sind sie sehr wahrscheinlich nicht die einzige
Quelle von DPSCs (Yianni und Sharpe, 2019; Sharpe, 2016).

Die Stammzellen der Pulpa, die in odontoblasten-ahnliche Zellen differenzieren, sind
ein Baustein in der Reparatur von Pulpasch&den durch Trauma oder Karies. Als Konsequenz
schwerer Schdden des Dentins verbunden mit einer Exposition von Pulpagewebe werden

DPSC aktiviert, wandern an den Ort der Schadigung und bilden nach ihrer Differenzierung als
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odontoblasten-ahnliche Zellen Reparaturdentin. Signale ihrer Aktivierung und Rekrutierung

werden unten diskutiert.

Odontoblasten an der Pulpa-Dentin-Grenze

Struktur und Funktion von Odontoblasten werden in einem separaten Kapitel behandelt, weil
sie neben Dentin auch Reaktionsdentin bilden (Kapitel 4.3). Die Prozesse und Signalwege,
die zur Bildung von Dentin und Reaktionsdentin fiihren, sind ein wesentlicher Teil dieser
Arbeit.

4.2.2  Entwicklung von Zahnhartgeweben

Der Zahn besteht aus den mineralisierten Geweben Schmelz und Dentin, die das nicht
mineralisierte, vaskularisierte und innervierte Weichgewebe der Zahnpulpa umgeben.
Wurzelzement als drittes Zahnhartgewebe ist in knochenahnlicher Struktur eng mit dem
Dentin der Zahnwurzel verbunden. Im Folgenden werden Eigenschaften des Wurzelzements
und des Schmelzes nur kurz skizziert. Die Eigenschaften von Dentin hingegen sollen
ausfihrlicher erortert werden, weil die Beschreibung molekularer Mechanismen der
Aktivierung der Funktion dentinbildender Zellen eine zentrale Fragestellung der vorliegenden
Arbeit ist.

4.2.2.1 Wurzelzement

Wurzelzement wird von Zementoblasten als dunnes, kalzifiziertes, nicht-vaskulares Gewebe
gebildet. Es besteht je zur Hélfte aus anorganischem Hydroxylapatit und einer organischen
Matrix aus Proteinen wie Kollagen (Typ 1) und nicht-kollagenen Proteinen wie
Dentinmatrixprotein 1 (DMP-1), Bonesialoprotein (BSP), Osteopontin, Osteocalcin oder
Osteonektin. Ahnlich wie in der Dentinogenese wird die Expression dieser Proteine von
Faktoren wie TGF-, BMPs oder Wnt reguliert. Als zentraler Transkriptionsfaktor wurde
bisher Osx (osterix) identifiziert, der seinerseits, von Wnt oder TGF-R gesteuert, die
Expression etwa von DMP1, BSP oder Osteocalcin kontrolliert. Eine ausfuhrliche Diskussion
dieser Prozesse wurde verschiedentlich publiziert (Baranova et al., 2020; Han et al., 2014a).
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4.2.2.2 Schmelzbildung

Zahnschmelz liegt im Bereich der Zahnkrone in einer diinnen Schicht eng verbunden tber
dem Dentin. Er besteht zu etwa 95% aus Hydroxylapatit und zu nur 5% aus organischer
Matrix. Als schlieBlich nicht-zellulares Gewebe kann Schmelz, anders als Dentin, nach seiner
Bildung bei einer Schadigung, etwa durch Karies, nicht regeneriert werden. Schmelz wird von
Ameloblasten, die aus dem inneren Schmelzepithel entstehen, gebildet, indem sie Proteine
wie Amelogenin, Ameloblastin oder Enamelin als Gerist flir die anschlieRende
Mineralisierung sezernieren (Green et al., 2019). Die organische Matrix wird gegen Ende der
Reife proteolytisch abgebaut, etwa durch die Matrixmetalloproteinase 20 (MMP20), und
Ameloblasten gehen nach erfullter Funktion in die Apoptose. Wie fur die anderen
Zahnhartgewebe auch, wird die Aktivitat der Ameloblasten durch Transkriptionsfaktoren und
Proteine wie Shh (sonic hedgehog), Klk4 (kallikrein-4), Runx2, Wnt/R-Catenin oder die TGF-
R-Superfamilie mit BMPs und TGF-R gesteuert. Auch diese Entwicklung ist an anderer Stelle

ausfihrlich erortert (Baranova et al., 2020; Lacruz et al., 2017).

4.2.2.3 Dentinbildung

Proteine des Dentins

Bei der Entwicklung bleibender Zéhne spielen die Odontoblasten und Hoehls-Zellen, welche
aus den Nervenstdammen abstammen, eine entscheidende Rolle. Sie bilden gemeinsam eine
Schicht am Rand der Pulpa und sind zusatzlich an der Konfiguration der Pulpaauskleidung
beteiligt (Goldberg, 2014b). Die ektomesenchymalen Odontoblasten produzieren alle
Komponenten des tubuldren Orthodentins in einem geschlossenen dichten Epithel an der
Pulpa-Dentin-Grenze. Dentin selbst ist ein nicht-zellulares Hartgewebe, das aus 70%
Hydroxylapatit, 20% organischer Phase und 10% Wasser besteht (Baranova et al., 2020;
Goldberg et al., 2011). Allein Kollagen bildet ungefahr 90% der Proteine der organischen
Matrix. Typ I-Kollagen, dessen Ketten sich zu einer Tripelhelix zusammenfligen, wiederum
ist die haufigste Form des Kollagens, aber auch Typ Il und in geringen Mengen Typ V/IV
wurden nachgewiesen (Goldberg et al., 2011; Christiansen et al., 2000).

Neben den kollagenen Proteinen enthalt Dentin auBer Wachstumsfaktoren und
hunderten anderer Proteinspezies wenige nicht-kollagene, phosphorylierte Proteine der
Familie der small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins (SIBLINGS) wie
Bonesialoprotein ~ (BSP),  Osteopontin ~ (OPN), MEPE  (matrix  extracellular
phosphoglycoprotein), Dentinmatrixprotein 1 (DMP1) und Dentinsialophosphoprotein
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(DSPP). Man vermutet, dass gerade diese Proteine wesentlich an der Mineralisation des
Prédentins beteiligt sind (Fisher und Fedarko, 2003; Goldberg et al., 2011; Veis und
Goldberg, 2014; Widbiller et al., 2019b).

Dentinsialophosphoprotein (DSPP) etwa, das nicht nur in Dentin, sondern auch in
Knochen und sogar in Tumoren nachgewiesen wurde, wird unmittelbar nach der Sekretion
extrazellular von MMP2 und MMP20 in die drei Proteine Dentinsialoprotein (DSP),
Dentinglykoprotein (DGP) und Dentinphosphoprotein (DPP) oder Phosphophoryn (PP)
gespalten. Allerdings ist bis heute nicht bekannt, ob DGP eine Komponente humanen Dentins
ist (Goldberg et al., 2011; Yamakoshi, 2008). Die beiden nattirlichen humanen Proteine DSP
und DPP sind wohl Spaltprodukte der Aktivitdt von BMP1 (Marschall und Fisher, 2010).
Dentinsialoprotein (DSP) ist ein weniger stark phosphoryliertes Protein aus dem N-terminalen
Ende von DSPP und neben DPP mit einem Anteil von 5-8% das haufigste nicht-kollagene
Protein des Dentins. DPP ist als sehr stark phosphoryliertes, extrem saures und Kalzium-
bindendes Protein ein Kristallisationskeim der Dentinmineralisation. Wie Osteopontin (OPN)
ist DSP &hnlich aufgebaut wie Bonesialoprotein (BSP) (Marschall und Fisher, 2010; Ritchie,
2018). Es ist mdoglich, dass die Expression von DSPP durch TGFR-1 inhibiert, durch BMP-2
jedoch aktiviert wird (Thyagarajan et al., 2001; Chen et al., 2008). Dentinmatrixprotein-1
(DMP-1) ist ebenfalls ein sehr stark phosphoryliertes und saures Protein, das in Dentin in
zwei proteolytischen Fragmenten (37 kDa und 57 kDa) des Gesamtproteins vorkommt. DMP-
1 wurde an der Mineralisierungsfront lokalisiert, es bindet an Kollagenfibrillen, bindet selbst
Kalziumionen und ist daher vermutlich ebenso wie DSPP an der Mineralisation von Pradentin
beteiligt (George et al., 1993; Qin et al., 2007). Wahrscheinlich steuert DMP-1 auch die
Regulation der Expression von DSPP und wird selbst von TGFR-1 kontrolliert (Unterbrink et
al., 2002; Narayanan et al., 2006).

Bonesialoprotein (BSP) ist ein weiteres Protein, von dem man annimmt, es fordere
den Prozess der Biomineralisation. Man schatzt, dass dieses sehr stark posttranslational
modifizierte Protein etwa 1% der nicht-kollagenen Proteine des Dentins ausmacht. Die
Funktion von BSP in der Dentinogenese ist jedoch bis heute unbekannt. BSP ist anscheinend
wie Osteopontin ein multifunktionales Protein. Es fordert in Knochen wahrscheinlich die
initiale Bildung von Mineralkristallen wegen seines hohen Gehalts an Glutamat, es ist
allerdings auch ein Faktor in der Tumorbiologie (Kruger et al., 2014).

Osteopontin (OPN) ist ein phosphoryliertes Glykoprotein in der Entwicklung von
Hartgewebe wie Knochen, es hat allerdings auch Funktionen in der Immunregulation. Als

Zytokin fordert es die Immunfunktion in Entziindungsprozessen wahrend der Wundheilung.
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Wie BSP ist auch OPN eines der nicht-kollagenen Proteine der extrazellularen Matrix in
Dentin mit bislang nicht geklarter Funktion (Kruger et al., 2014; Sodek et al., 2000).

MEPE (matrix extracellular phosphoglycoprotein) ist ebenfalls ein phosphoryliertes
Protein mit einer Sequenz von Arg-Gly-Asp (RGD), die das Zellattachment férdert, sowie
Serin-reichen Sequenzen mit Homologie zu DSPP, DMP-1 oder auch OPN (Rowe et al.,
2000). Die Funktion von MEPE ist ebenfalls nicht geklart. Moglicherweise inhibiert sein C-
terminales Fragment (Dentonin) die Differenzierung von Odontoblasten und den Prozess der
Mineralisation (Gullard et al., 2016; Liu et al., 2004).

Andere Strukturproteine des Dentins wie Osteocalcin und Osteonektin, die auch im
Knochengewebe vorkommen, besitzen Bindungsstellen fir Kollagen und Hydroxylapatit. Ihre
Bestimmung in der Bildung von Hartgewebe ist nicht eindeutig geklart, neuere
Untersuchungen verweisen jedoch auch auf endokrine Funktionen (Zoch et al., 2016; Rosset
und Bradshaw, 2016). Verschiedene Proteoglykane, darunter Biglycan und Decorin, sind
ausfihrlicher an anderer Stelle beschrieben (Goldberg et al., 2011; Fisher und Fedarko, 2003).

Mineralisation des Dentins

Dentin wird von den vom Mesenchym abgeleiteten Odontoblasten gebildet. Die
Odontogenese als solche weist Uber einen &hnlichen Satz von Proteinen Parallelen zur
Knochenentwicklung auf. Zu den wichtigsten Strukturproteinen zaéhlen Kollagen Typ I,
Osteocalcin,  Bonesialoprotein ~ (Bsp), Osteopontin,  Dentinmatrixprotein 1 und
Dentinsialophosphoprotein.

Verglichen mit dem ausfihrlich untersuchten Prozess der Schmelzbildung ist die
Regulation der Dentinmineralisierung weniger gut verstanden. DMP1 reguliert die DSPP-
Expression direkt durch die Bindung an seinen Promoter und induziert so die Aktivierung der
Transkription, welche fiir die frihe Odontoblastendifferenzierung wichtig ist (Narayanan et
al.,, 2001; Yu und Kilein, 2020). Der fir die Knochenentwicklung essentielle
Transkriptionsfaktor Sp7 (Osterix) soll ebenfalls an der Aufrechterhaltung von Grél3e und
Form der Molaren und Schneidezahne von Bedeutung sein (Yu und Klein, 2020; Bae et al.,
2018).

Eine entscheidende Rolle spielen neben den transformierenden Wachstumsfaktoren
(TGF) auch Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) beim Ubergang der sekundéren in die
tertidare Dentinogenese, indem sie grundlegend zelluldre Funktionen wie Proliferation,

Differenzierung, Motilitat, Stressaktion, Apoptose und Uberleben steuert. Zur TGF-
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Superfamilie gehdren TGF-B1 und TGF-B3, welche als Marker aktiv die Differenzierung der
Odontoblasten bis hin zur Tertidrdentinbildung férdern (Rajan et al., 2020; Simon et al.,
2011).

Unterschiedliche Arten von Dentin und Dentinbildung

Wahrend der Dentinogenese sezernieren Odontoblasten extrazelluldre Matrixmolekdle
(organische Matrix) wie Kollagen Typ I, das gemeinsam mit Proteoglykanen ein kollagenes
Netzwerk als nicht-mineralisiertes Prédentin bildet. Schliellich setzen Odontoblasten andere,
nicht-kollagene Matrixproteine wie DMP-1 oder DSPP frei, die als Kondensationskerne die
Mineralisation des Pradentins in Form von Hydroxylapatit fordern (Goldberg et al., 2011).
Ausgehend von der Odontoblastenschicht werden zur Peripherie hin Pradentin, intertubuléres
und peritubuldres Dentin als insgesamt zirkumpulpales Dentin sowie Manteldentin an der
Grenze zum Schmelz unterschieden.

Das nicht-mineralisierte Pradentin ist eine 15-20 um dicke Schicht eines Netzwerks
aus Kollagen Typ | (90%) und anderen Proteinen der extrazelluldren Matrix wie den nicht-
kollagen Glykoproteinen, Proteoglykanen und SIBLINGs wie DMP-1 und DSPP. Diese
beiden phosphorylierten Proteine sind Marker der aktiven Dentinbildung und verweisen auf
die sekretorische Phase der Odontoblasten (Goldberg et al., 2011; Couve et al., 2013; Rajan
et al., 2020). In dieser Phase bilden Odontoblasten Primérdentin ber zwei bis drei Jahre mit
einer Rate von etwa 4-8 um/Tag (Couve, 1986; Balic und Mina, 2011). Sobald die Zahnkrone
gebildet ist und der funktionale Zahn aus dem Kiefer in die Mundhohle durchbricht,
transformieren Odontoblasten aus der sekretorischen Phase und der Bildung von Primérdentin
in eine Phase der Reifung mit der Bildung von Sekundérdentin wahrend der gesamten
Lebensphase. Dabei dandern Odontoblasten ihren Phanotyp oder ihre Morphologie und
reduzieren die Dentinbildung auf etwa 0,5 um/Tag (Couve, 1986; Bleicher, 2014; Rajan et
al., 2020). Spatestens jetzt wird im zirkumpulpalen Dentin zwischen intertubuldrem und
peritubuldrem (intratubuldrem) Dentin unterschieden (Holland, 1985; Goldberg et al., 2011).
Nach dem Zahndurchbruch kann Dentin nach einem Verlust, etwa in Folge eines Traumas
wie der Praparation einer Kavitat oder durch Karies infolge der Aktivitat kariogener Bakterien
oder ihrer Produkte, nicht mehr ersetzt werden. Dennoch kann Tertitardentin an der Pulpa-
Dentin-Grenze entlang von Dentintubuli des Primér- oder Sekundardentins gebildet werden.
Je nach Starke des Stimulus unterscheidet man zwischen Reaktionsdentin und
Reparaturdentin (Ricucci et al., 2014a; Smith et al., 1995; Magloire et al., 2001).
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Regulation der Dentinbildung

Die Regulation der Expression kollagener und nicht-kollagener Matrixproteine des Dentins
und damit der Prozess der Mineralisierung durch Odontoblasten ist bisher nur in Ansatzen
bekannt. In der aktuell verfligbaren Literatur sind dafiir Funktionen von Wnt, BMP/TGF-3
oder Shh beschrieben, Signalmolekiile und Signalwege also, die an der Regulation der
Zahnentwicklung allgemein beteiligt sind. Aullerdem kdnnen Enzyme wie die Histon-
Deacetylase (HDAC) als Regulator der Transkription genetischer Information oder die
neutrale Sphingomyelinase 2 (nSMase2), die mit Ceramiden Mediatoren des intrazellularen
Vesikeltransports erzeugt, den Vorgang der Mineralisierung kontrollieren. Ahnlichkeiten der
genetischen Struktur von SIBLING-Genen an einem Genort eines Chromosoms lieen nun
vermuten, dass diese Gene urspringlich aus Genverdopplungen resultierten. Diese
Gruppierung, Ahnlichkeiten der Intro-Exon-Grenzen und Gemeinsamkeiten in den
Exonsequenzen selbst waren Griunde, diese Proteine in einer Familie zusammenzufassen
(Fisher und Fedarko, 2003). Daher darf man auch in der vorliegenden Arbeit annehmen, dass
die Regulation ihrer Expression von gleichen, wenn nicht sogar von identischen
Mechanismen reguliert wird. Diese Regulation sollte temporar und lokal koordiniert und
synchron erfolgen. In den folgenden Abschnitten werden deswegen zunachst Eigenschaften
der Odontoblasten beschrieben. AnschlieRend wird die Bedeutung von Signalwegen fur die

Bildung von Dentin und insbesondere von Tertidrdentin genauer erortert.

4.3 Struktur und Funktion von Odontoblasten
4.3.1 Morphologie der Odontoblasten

Im Lebenszyklus der ektomesenchymalen Odontoblasten werden morphologisch vier Stadien
unterschieden. Als Prdodontoblasten sezernieren die Zellen sehr intensiv Proteine mit hoher
Intensitat und beginnen, Zellpolaritat auszubilden. Die aus Prdodontoblasten differenzierten
postmitotischen sekundaren Odontoblasten nehmen an GréRe bis zu etwa 50 pm zu und
bilden Primérdentin. In transitionalen Odontoblasten, die Sekundérdentin bilden, l&sst die
sekretorische Aktivitat sehr stark nach und die Zahl der Zellorganellen nimmt wahrscheinlich
durch den Prozess der Autophagie ab. Gealterte Odontoblasten schlielich bewahren die
zylindrische Form und enthalten nur noch wenige Zellorganelle um den Zellkern. Diese
Zellen entwickeln ein autolysosomales System mit groRen Vakuolen aus der Verschmelzung
von Autophagosomen und Lysosomen. Diese Vakuolen mit den Markern LC3
(microtubule-associated protein light chain 3) und LAMP2 (lysosome-associated membrane
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protein 2) entwickeln eine dynamische autophagische Aktivitat fur Abbauprozesse von
Organellen und Proteinen. Der kontinuierliche Umsatz vor allem von Mitochondrien, aber
auch anderer Organelle und Proteine, fuhrt zu einer Ansammlung von Lipofuscin als
pigmentierte Aggregate von Proteinen in Autolysosomen (Goldberg, 2014b; Couve, 1986;
Ruch et al., 1995; Couve et al., 2013).

Odontoblasten kleiden als einschichtig geordnetes Epithel an der Pulpa-Dentin-Grenze
die Pulpakammer aus. Dabei ist die zellulare Polarisation eine grundlegende Eigenschaft von
Odontoblasten und das Ergebnis der morphologischen Verédnderung symmetrischer
mesenchymaler Zellen zu asymmetrischen Epithelzellen. Zellpolaritdt kennzeichnet
Unterschiede in Form, Struktur und Funktion innerhalb einer Zelle. Als eng gepackte,
langestreckte, zylinderformige Zellen bilden Odontoblasten ein Sdulenepithel und senden
Zellfortsatze in das tubuldre Pradentin und weiter in das mineralisierte Dentin bis an die
Pulpa-Dentin-Grenze (Abb. 2 und 3). Wéhrend der Bildung von Primardentin ist die
morphologische Verénderung der Odontoblasten das entscheidende Ereignis in der Bildung
des tubularen Dentins (Couve, 1986; Chang et al., 2019).

Abb. 2: Mikroskopische Aufnahmen von Odontoblasten an der Pulpa-Dentin-Grenze. Das
rasterelektronische Bild zeigt einen dichten Rasen von Odontoblasten-Zellkorpern (A). Die Zellkdrper
der Odontoblasten auf faserigem Prédentin senden Zellfortsatze in Dentintubuli (B). Eigentum des
Universitatsklinikums Regensburg (Urheberrecht), flr diese Arbeit Uberlassen von Prof. H. Schweikl
(ZEP).
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Abb. 3: Odontoblasten an der Dentin-Pulpa-Grenze. Das rasterelektronische Bild zeigt im Querschnitt
faseriges Pradentin mit Zellkrpern und einem Zellfortsatz in einem der Dentintubuli (A). Von jedem
der Zellkorper, die dem Pradentin aufliegen, ziehen Zellfortsatze in Dentintubuli. Am rechten Rand
wird die Mineralisierungsfront erkennbar (B). Eigentum des Universitatsklinikums Regensburg
(Urheberrecht), flr diese Arbeit tiberlassen von Prof. H. Schweikl (ZEP).

In polarisierten Epithelzellen wie Odontoblasten werden apikale, laterale und basale
Membranabschnitte unterschieden. Am apikalen Abschnitt, in Odontoblasten zum tubuléren
Dentin, erfolgt der Austausch von Substanzen und Molekulen mit der extrazellularen
Umgebung, im lateralen Abschnitt sind benachbarte Zellen tber spezialisierte Strukturen eng
verbunden und der basale Abschnitt haftet an der Basalmembran oder der extrazelluldren
Matrix (Rodriguez-Boulan und Macara, 2014). Die typische epitheliale Polarisation auch der
Odontoblasten beinhaltet interzelluldre Verbindungen wie Tight Junctions und Adherens
Junctions als Verbindungen zwischen den Aktin-Filamenten benachbarter Zellen,
Desmosomen und Gap Junctions sowie eine Umorientierung der Zellorganellen. Die
Verteilung von Membranlipiden in den verschiedenen Membranabschnitten ist asymmetrisch
und die Expression spezifischer Proteine wie CBR (crumbs), PAR (protease-activated
receptor) oder SCRIB (polarity protein Scribble) fuhrt zur Gestaltung der apikal-basalen
Polaritait (Chang et al., 2019; Martin-Belmonte und Perez-Moreno, 2011). Mit
fortschreitender Reifung verandert sich die Position von Zellorganellen in den Odontoblasten.
Wihrend der Polarisation im Ubergang von Priodontoblasten zu sekundiren Odontoblasten
wandert der Zellkern in den basalen Abschnitt des Zellkorpers, der Membranstapel des Golgi-
Apparats kommt weit apikal davon zu liegen mit den Zentrosomen zwischen diesen beiden

Organellen. Das ausgedehnte endoplasmatische Retikulum (ER) befindet sich lateral entlang
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der Langsachse der Zellen und ein ausgepragt raues ER mit sekretorischen Vesikeln am
Beginn des Zellfortsatzes (Abb. 4) (Ruch et al., 1995).

Abb. 4: Ultrastruktur primédrer Zellen aus der Pulpa-Dentin-Grenze in Kultur. Das
elektronmikroskopische Bild (TEM) zeigt in der unteren der beiden eng aneinander liegenden Zellen
ein sehr ausgepragtes raues endoplasmatisches Retikulum und membranumhilite Vesikel an der
Zellmembran (A). Golgi-Apparat und viele membranumhdillte Vesikel verweisen auf eine hohe
synthetische Aktivitat der Zellen. Extrazelluldr sind langestreckte Kollagenbindel erkennbar (B).
Eigentum des Universitatsklinikums Regensburg (Urheberrecht); die Aufnahmen stammen aus dem
Institut fir Pathologie (Prof. C. Brochhausen); fir diese Arbeit berlassen von Prof. H. Schweikl
(ZEP). Eigenschaften der hier analysierten Zellen (hOD-1) sind nach (Gallorini et al., 2020) publiziert.

Zellfortsatze

Der Zellfortsatz der Odontoblasten entspricht dem apikalen Membranabschnitt von
Epithelzellen und ist eine kontinuierliche Ausdehnung des Zellkdrpers. Fortsdtze der
Odontoblasten enthalten vor allem ein Netzwerk von Proteinen als Zytoskelett bestehend aus
Mikrotubuli, Aktinfilamenten und Intermediérfilamenten (Zwischenfilamente) wie Vimentin
oder Nestin (Holland, 1985). Nestin verweist als vermeintlich neuroektodemaler
Stammzellmarker nochmals auf den Ursprung der Odontoblasten, es hat aber wohl neben
seiner Bedeutung fiir die Zellstruktur verschiedene regulatorische Funktionen (Rubin de Celis
et al.,, 2016). Zellorganelle des Zellkorpers erscheinen im mittleren Abschnitt des
Odontoblastenfortsatzes, werden aber in der Peripherie rasch weniger. Neben den
strukturellen Merkmalen enthdlt der Odontoblastenfortsatz Vesikel des endo- und
exozytotischen Pathways. Die Vesikel des konstitutiven exozytotischen Pathways dienen der
Sekretion von Kollagen und nicht-kollagenen Proteinen fur die Mineralisation des Pradentins
(Holland, 1985; Linde und Goldberg, 1993).
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Primdre Zilien, welche ebenfalls im supranukledren Bereich nachgewiesen werden
konnten (Thivichon-Prince et al., 2009; Magloire et al., 2004), erfullen wesentliche Aufgaben
in der Dentinbildung tUber Wnt-Signalwege, welche in einem spéateren Kapitel detaillierter
beschrieben werden (Couve et al., 2013; Magloire et al., 2009). Sekretorische Vesikel und
phosphatasereiche endozytotische Vehikel wiederum sind Mittel der Sekretion und
Reabsorption. Zum einen durchqueren die Odontoblasten mit ihren Fortsatzen das Pradentin
und verlaufen entweder im inneren Drittel oder entlang der gesamten Dentinléange bis hin zum
Ubergang von Schmelz in Dentin. Odontoblastenverzweigungen sind dinner als die
Zellfortsatze und enthalten kein Nestin, sondern nur Vimentin und Aktin. lhre Aufgabe ist,
die Verbindung zwischen den Tubuli herzustellen, indem sie in winzige Tubuli greifen und
durch die gesamte Dicke des hypermineralisierten peritubuléren Dentins kreuzen (Couve und
Schmachtenberg, 2011; Goldberg, 2014b).

4.3.2  Physiologie der Odontoblasten
4.3.2.1 Bildung von Dentin

Die postmitotische Form der Odontoblasten ist an der Dentinogenese, der Synthese und
Sekretion der extrazellularen Dentinmatrix, beteiligt. Odontoblasten reifen, werden aufgrund
ihrer begrenzten Lebensdauer schliellich von Lysosomen und autophagischen Vakuolen
beladen und werden so zu apoptotischen Zellen (Goldberg, 2014b). Auf diese Wiese
verringert sich mit der Zeit die Anzahl der Odontoblasten in der &ul3ersten Zellschicht. Die
Zellen werden kleiner, bis sie auf eine einzige Zellschicht reduziert sind. Diese wird
vermutlich von Hoehls-Zellen, welche Odontoblasten der zweiten Generation genannt
werden, erneuert (Goldberg und Smith, 2004; Goldberg, 2014b).

Préodontoblasten teilen sich und wandern zum zentralen dufReren Teil der Pulpa. Nun
erfolgen mitotische Teilungen, wobei bei der letzten Teilung solcher Praodontoblasten eine
asymmetrische Teilung auftritt und die groReren der dadurch entstandenen Zellen einen
begrenzenden Kontakt mit der Basallamina herstellen. Die kleineren der Zellen liegen entfernt
von der Basalmembran und sind in der Hoehls-Zellschicht zusammengefasst. Schon
friihzeitig tragen die Odontoblasten zur Bildung des koronalen Dentins bei. Sie synthetisieren
die extrazellulare Matrix, die essenziell fir die Dentinmineralisation ist. Bei der zuerst
gebildeten Dentinschicht handelt es sich um die duRRerste und atubuldre Dentinschicht, welche
im Mantel der Krone auch Manteldentin genannt wird. Danach bilden die Odontoblasten

Primar- und Sekundardentin. Nach Fertigstellung der Krone folgt die Bildung der Wurzel.
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Dabei wandern die Préddontoblasten nach ihrer Differenzierung in radikuldre Odontoblasten
von der zentralen Pulpa in die Peripherie unter die Hertwigsche-Epithelscheide.

Phénotypischen Veranderungen zufolge werden die Epithelzellen zu Zementoblasten
und schlieBlich zu Zementozyten. AuBerdem konnen aus dem Zahnfollikel austretende
Prézementoblasten zu ungebundenen Zellen der Hertwig schen-Epithelscheide gleiten.
Anschliellend beginnt die Wurzelbildung, die dem Zahndurchbruch und der Verlangerung der
Pulpa vorausgeht. Direkt in der Zahnpulpa differenzieren daftr Stammzellen oder
Vorléuferzellen von Odontoblasten und tragen so zur Wurzeldentinogenese bei. Nachdem die
Bildung des &ufleren Dentins abgeschlossen ist, beginnt die Bildung des zirkumpulpalen
Wurzeldentins, welches anfanglich entweder eine tubuldre oder Fibrodentinstruktur aufweist
(Goldberg, 2014a).

Nach Abschluss der Zahnbildung befinden sich die Odontoblasten am Rand der Pulpa,
wobei eine pseudostratifizierte Palisadenstruktur erhalten bleibt. Die primére Dentinogenese
erfolgt unmittelbar nach der Bildung des Manteldentins und wahrend der frihen
Sekretionsphase der Zahnbildung. Nachdem die Synthese und Sekretion von ECM allmahlich
reduziert wird und die autophagischen Aktivitaten zunehmen, kommt eine Periode der
verringerten Aktivitat der Odontoblasten. Das Ende der primdren Dentinogenese setzt mit der
Kaubelastung der Z&hne, dem okklusalen Druck, ein. So sind die Odontoblasten als
postmitotische Zellen nicht nur an der Bildung, sondern auch an der Aufrechterhaltung des
Dentins beteiligt und kénnen wahrend der gesamten Lebensdauer sekundares Dentin bilden.
Das tertidre oder reaktiondre Dentin wird als Reaktion auf karidse L&sionen, Abrasionen oder
die Exposition gegen Dentalmaterialien gebildet (Hosoya et al., 2012; Goldberg, 2014a).

4.3.2.2 Immunfunktion der Odontoblasten

Odontoblasten bilden als &uferste Schicht der Zahnpulpa eine erste natirliche Barriere
zwischen dem mineralisierten Dentin und dem dentalen Weichgewebe. Sie ibernehmen mit
den weit in die Dentintubuli reichenden Zellfortsatzen als Teil des angeborenes
Immunsystems eine Schutzfunktion des Pulpa-Dentin-Komplexes gegen die Uber Dentin
eindringenden pathogenen Mikroorganismen oder andere exogene Reize des Immunsystems
(Yu und Abbott, 2007).

Die anfanglich schnelle Erkennung von pathogenen Mikroorganismen und speziell Pathogen-
assoziierten-molekularen-Mustern (PAMPs) findet uber sogenannte

Mustererkennungsrezeptoren (PRR) wie Toll-like-Rezeptoren oder die Nukleotid-bindende
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Oligomerisierungsdoméne auf der Oberflache der Odontoblasten statt (Staquet et al., 2011,
Yumoto et al., 2018). Die tber PRR vermittelte Zellantwort besteht auf molekularer Ebene
uberwiegend in der Bildung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine und Interferone (IFN).
Auf der zelluldaren Ebene werden Phagocytose, Autophagie und mdglicherweise schlielRlich
Zelltod durch Apoptose oder Nekrose initiiert (Brubaker et al., 2015).

Odontoblasten detektieren mit Mustererkennungsrezeptoren wie TLR4 und TLR2, das mit
TLR6 dimerisiert, konservierte bakterielle Molekile oder PAMPs wie LTA
(Lipoteichonsaure) aus der Zellwand Gram-positiver oder LPS (Lipopolysaccharid) aus der
aulleren Membran Gram-negativer Mikroorganismen (Staquet et al., 2011; Bleicher, 2014).
Die Bindung von LPS oder LTA an TLR4 oder TLR2/TLRG6 initiiert in Odontoblasten
MyD88-abhangige und MyD88-unabhdngige Signalwege zur Bildung pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine Uber den redoxsensitiven Transkriptionsfaktor NF-kB oder
MAPKSs (Staquet et al., 2011; Napetschnig und Wu, 2013; Bleicher, 2014). Nach der
Aktivierung ruhender dendritischer Zellen durch Odontoblasten mittels Zytokine oder
Chemokine sezernieren auch diese pro- oder anti-inflammatorische Zytokine und aktivieren
damit die Immunantwort (Bleicher, 2014). Die durch orale Pathogene ausgeldste
Immunantwort &ulert sich schlieBlich als Entziindungsreaktion. Eine antibakterielle Reaktion
ist auch die Freisetzung von Defensinen, um so pathogene Mikroorganismen in der

proximalen Odontoblastenschicht abzutdten (Yumoto et al., 2018; Zhai et al., 2020).

4.3.2.3 Mechanorezeption - Sensorische Funktion

Neben dem Immunsystem als natlrliche Barriere gegen exogene Krankheitserreger besitzen
Odontoblasten auch die Fahigkeit, thermische Schwankungen sowie chemische und
mechanische Belastungen zu erkennen (Yumoto et al., 2018). Mithilfe der Architektur des
Zahnes lassen sich eindeutige Ruckschlusse auf die Maglichkeiten der mechanosensorischen
Weiterleitung ziehen. Odontoblasten leiten Uber ihre Fortsatze, welche in apikaler Richtung in
die Dentintubuli ragen und dort mit Dentinflissigkeit umgeben sind, Informationen an
Nervenzellen in der Pulpa weiter. Nach einer immer noch aktuellen Hypothese k&nnen
externe Reize durch die in Bewegung gebrachte Dentinfliissigkeit an den dicht gepackten
Nervenkomplex trigeminal sensorischer Axone tbermittelt werden (Brannstrom und Astrom,
1972). Das wirde erkldaren, wieso durch freiliegendes Dentin oder Dentintubuli nach

bakteriellen, mechanischen und chemischen Erosionen des Zahnschmelzes sowie Rezessionen
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der Gingivia Empfindlichkeiten bis hin zu Schmerzen der Z&hne auftreten kénnen (Magloire
etal., 2010).

Da die sensorischen Nervenzellen der Zahnpulpa bis in die Odontoblastenschicht
ragen, ist eine Weiterleitung nozizeptiver Signale vom Odontoblasten zur Nervenzelle
maoglich (Yumoto et al., 2018). Dabei Ubertragen Neurotransmitter wie Glutamat die Signale
zwischen Odontoblasten und den Neuronen der Pulpa (Nishiyama et al., 2016). Im engen
Zusammenhang mit der Mechano- und Nozizeption steht die Expression verschiedener
lonenkandle. Diese sind sowohl an der Nozizeption als auch an der Signallibertragung
beteiligt und ermdglichen das Erkennen nozizeptiver Signale, hervorgerufen durch
verschiedenste externe Stimuli (Yumoto et al., 2018). Neben den spannungsgesteuerten Na+-
Kanélen spielen auch mechanisch- und warmeempfindliche lonenkanédle mit transientem
Rezeptorpotential (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM3, KCa, TREK-1) eine
entscheidende Rolle (Magloire et al., 2010; Yumoto et al., 2018). Wéhrend erstere auf
depolarisierende Strome reagieren und dadurch die Odontoblasten anregen, nehmen zweitere
die Warme, Kalte oder Bewegung der Dentinflussigkeit in den Tubuli wahr (Magloire et al.,
2010; Sole-Magdalena et al., 2018). Die bereits in einem friheren Kapitel erwahnten
primédren Zilien der Odontoblasten besitzen eine doppelte Funktion im Rahmen der
Mechanorezeption. Sie dienen sowohl als Antennen zur Erkennung trophischer Signale als
auch als mechanosensorische Organelle (Couve, 1986; Thivichon-Prince et al., 2009;
Magloire et al., 2010; Couve und Schmachtenberg, 2011)

4.4 Intrazelluléare Signalwege zur Bildung von Dentin und Tertidrdentin
4.4.1 Karies und kariogene Mikroorganismen

Karies z&hlt als Erkrankung der Zahnhartgewebe Schmelz und Dentin neben
Parodontalerkrankungen zu den hdaufigsten Infektionserkrankungen in Deutschland.
Epidemiologische Daten und Fakten aus verschiedenen Landern deuten auf einen Anstieg der
Karieshaufigkeit sowohl bei Kindern als auch Erwachsenen hin (Bagramian et al., 2009;
Mundgesundheit, 2010). Karies umschreibt die Demineralisation der Zahnhartsubstanzen
aufgrund einer anhaltenden Ansdauerung des Mikromilieus Uber die Pellikel adhdrierenden
oralen Mikroorganismen und dem damit verbundenen Abbau der organischen Matrix des
Dentins durch infiltrierende Bakterien. Durch eine bakterielle Infektion initiiert, schreitet die

Karies unter diesem mikrobiellen Einfluss weiter fort. Uber die Demineralisierung von
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Schmelz und Dentin kann dies schlieBlich zu einer Entzindung der Pulpa bis hin zu einer
irreversiblen Pulpitis und einer Schéadigung des Pulpagewebes flihren (Soden et al., 2009).

Die Zusammensetzung eines karieswirksamen Biofilms oraler Keime verandert sich
mit dem Fortschreiten karidser Lasionen. Die friihe Kariesforschung identifizierte Mutans-
Streptokokken als wichtige azidogene und azidurische, pathogenen Keime der Zahnkaries.
Gestitzt von relevanter Literatur wird zunehmend angenommen, dass schon im Biofilm der
frihen Karies, den sogenannten White-Spot Ldsionen, auch andere Streptokokkenspezies
(non-mutans streptococci), beispielsweise S. sanguinis oder S. mitis (Mitis-Gruppe) und
Actinomyces, aber auch Lactobacillus spec und Bifidobacterium vorhanden sind. So geht man
sehr stark von einer Initiierung von Karies durch diese Mikroorganismen aus (Takahashi und
Nyvad, 2011). Aufgrund der differentiellen Ansduerung des Millieus nimmt der Anteil
azidurischer Mikroorganismen zu. Mithilfe moderner Methoden konnten hunderte
Bakterienspezies angewiesen werden und man vermutet, dass mehr als die Halfte dieser
Keime nicht kultivierbar ist (Liu et al., 2020). Daraus schlussfolgert man, dass die Karies
nach heutiger Auffassung als Krankheit anzusehen ist, die nicht von einem einzelnen
pathogenen Keim ausgeht, sondern wvon einer komplexen Gemeinschaft ganz
unterschiedlicher, berwiegend Gram-positiver Bakterienspezies verursacht wird. Dazu
zdhlen neben Streptococcus mutans andere Streptokokkenspezies, Aktinomyzeten,
Laktobazillen, Veillonella, Atopobium, Olsenella, Propionibakterien oder Bifidobakterien, die
in Lasionen der fortgeschrittenen Karies gefunden wurden (Costalonga und Herzberg, 2014;
Kianoush et al., 2014; Liu et al., 2020). Neben einer grof3en Vielfalt Gram-positiver Keime
siedeln aber auch Gram-negative Bakterien wie Prevotella, Porphyromonas oder
Fusobacterium spp in kariosen Lasionen ( Martin et al., 2002; Chmilewsky et al., 2015). In
intakten, gesunden humanen Zéhnen wurden keine Keime entdeckt, Gram-positive und Gram-
negative Bakterien kénnen jedoch Dentin besiedeln, es zerstdren und Uber Dentintubuli, in
denen sie auch identifiziert wurden, Pulpagewebe erreichen (Chmilewsky et al., 2015).
Durchmesser und Dichte der Dentintubuli, Uber die Bakterien und ihre Produkte wie LPS
oder LTA diffundieren kénnen, nehmen mit der Nahe zur Pulpa zu, so dass der Prozess der
Kariesexpansion beschleunigt wird (Galler et al., 2021).

Die Ausbreitung der Karies basiert auf komplexen Wechselwirkungen innerhalb des
dentalen Biofilms. Dort beeinflussen die aziduren, azidogenen und neutralisierenden
Bakterien, im Rahmen ihrer Interaktionen die Kariesaktivitdat durch Demineralisation,
Stabilitdt und Remineralisation (Costalonga und Herzberg, 2014; Rajan et al., 2020; Liu et
al., 2020). Wahrend der Demineralisation werden im Dentin eingeschlossene Mediatoren oder
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Biomolekile in den Dentin-Pulpa-Komplex freigesetzt (Simon et al., 2009; Rajan et al.,
2020). So wurden als Dentinmatrixkomponenten Proteine extrahiert, die als Signalmolekiile
die Antwort von Zellen an der Pulpa-Dentin-Grenze wie Odontoblasten oder Zellen des
Pulpagewebes wie dentale Stammzellen steuern oder die Neubildung extrazellularer Matrix
und deren Mineralisation initiieren. Neben den nicht-kollagenen Proteine wie DSPP, DMP-1,
BSP oder OPN wurden Wachstumsfaktoren wie TGF-R1, BMP-2, PDGF (platelet-derived
growth factor), PLGF (placenta growth factor), EGF (epidermal growth factor) aber auch
bFGF (basic fibroblast growth factor) oder VEGF (vascular endothelial growth factor)
nachgewiesen und freigesetzt (Cassidy et al., 1997; Widbiller et al., 2019b; Ivica et al., 2020;
Galler et al., 2021).

Eine Reaktivierung der Odontoblasten 16st die Immunantwort mit anschlieBendem
Infektionsgeschehen aus. Liegt der Saureangriff der bakteriellen Metabolite nur in milder
Form vor, kann die Infektion neutralisiert werden und die Odontoblasten kehren in ihren
reifen Zustand zurlick. Durch einen schweren physio-pathologischen Reiz jedoch entsteht
eine hyperkalzifizierte Dentinschicht, da die Odontoblasten zwischen ihrem reifen Zustand
und der Sekretion wechseln (Rajan et al., 2020). Es ist jedoch noch nicht abschlielend
geklart, ob diese pathognomonisch fiir die Veranderung des Stadiums sowie der Funktion der
Odontoblasten verantwortlich ist (Simon et al., 2009; Goldberg, 2014a; Rajan et al., 2020).

4.42 Tertiardentin

Der Begriff “tertidre Dentinogenese” wurde neu definiert, um die im Dentin-Pulpa-Komplex
ablaufenden Reaktionen besser unterscheiden und verstehen zu kdnnen (Smith et al., 1995).
Die Bildung von Tertidrdentin beschreibt die Reparatur und Regeneration von Hartgewebe
des Dentin-Pulpa-Komplexes und ist damit ein Prozess der naturlichen Wundheilung (Farges
et al., 2015; Rajan et al., 2020). So unterteilt man je nach Uberleben oder Absterben der
priméren Odontoblastenpopulation in Reaktionsdentin und Reparaturdentin. Reaktionsdentin
entsteht durch die Aktivierung einer Gruppe primarer postmitotischer Odontoblasten, die eine
milde Verletzungen des Zahns, etwa durch eine beginnende Karies, berleben (Smith et al.,
1995; Farges et al., 2011; Farges et al., 2015; Rajan et al., 2020). Reparaturdentin wiederum
wird von einer neuen Generation odontoblasten-&hnlicher Zellen gebildet, die nach dem
traumabedingten Untergang primérer Odontoblasten aus dentalen Stammzellen oder
Vorlduferzellen entstehen (Smith et al., 1995; Cox et al., 1996; Goldberg et al., 2011).
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4.4.2.1 Reaktionsdentin

Das reaktiondre Dentin wird als tubuldres Dentin gebildet. Der Unterschied zum reparativen
Dentin besteht darin, dass das Reaktionsdentin von Odontoblasten selbst synthetisiert wird,
oder, wenn diese veréndert sind, moglicherweise auch von einer Schicht darunterlegender
Hoelscher-Zellen. Als Ursache flr die Bildung reaktiondren Dentins sind friihe und milde
kariose Lé&sionen und Abrasionen der Zahne bekannt (Smith et al., 1995; Goldberg et al.,
2011). Des Weiteren kann der Begriff ,,Reizdentin® verwendet werden, um die Reaktion der
Tertidrdentinbildung zu beschreiben. So ist man urspringlich davon ausgegangen, dass
verschiedene schadliche Mittel, beispielsweise Sduren, bakterielle Stoffwechselprodukte der
Karies, aber auch Restaurationsmaterialien als Pulpa-Reizstoffe fungieren und
Tertidrdentinbildung auslésen kénnen (Baume, 1980; Smith et al., 1995).

So initiierte eine leichte Karies an der Zahnoberflaiche Reaktionen der Pulpa
unterschiedlicher Intensitat im Bereich der mit Mikroorgansimen befallenen Dentintubuli. Die
Zahl der Zellen des Immunsystems stieg, die kompakte Schicht von Odontoblasten wurde
gestort, Odontoblasten selbst wurden Kkleiner und tubuléres Reaktionsdentin wurde gebildet
(Bergenholtz, 1981; Ricucci et al., 2014a). Auch in Zahnen mit Karies mittleren Ausmafes
wurde Tertidrdentin als Reaktionsdentin mit einer deutlichen Grenze zum gesunden
sekundaren Dentin geformt. Weil auch in dieser Art des Tertidrdentins die wenigeren Tubuli
mit denjenigen des Sekundardentins verbunden waren, wurde es noch als Reaktionsdentin
definiert. Die urspriingliche palisadenartige Schicht an Odontoblasten war jedoch im Bereich
des Reaktionsdentins zu einer Lage einzelner Zellen ohne die typische s&ulenartige
Morphologie reduziert. Dennoch verwies die, wenn auch irregulére, tubulare Struktur des
Tertidrdentins auf die
Aktivitat berlebender Odontoblasten (Bjorndal, 2001, 2008; Ricucci et al., 2014a). Nicht-
kollagene Proteine und vor allem Wachstumsfaktoren wie TGF-[3 oder BMPs aus dem karios
geschadigten Dentin sollten die von kariésen Mikroorgansimen oder deren Produkten
betroffenen Odontoblasten zur Bildung von Reaktionsdentin stimulieren (Neves und Sharpe,
2018; Widbiller et al., 2019a). Letztlich ware die Bildung von Reaktionsdentin das Resultat
der Interaktion biologisch aktiver Komponenten wie Wachstumsfaktoren aus dem Dentin mit

noch vitalen Odontoblasten.
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4.4.2.2 Reparaturdentin

Der Prozess der Bildung von Reparaturdentin unterscheidet sich wesentlich von der
Entwicklung von Reaktionsdentin. Reparaturdentin wird nicht von Odontoblasten, sondern
von einer neuen Generation odontoblasten-ghnlicher (odontoblast-like) Zellen der Pulpa als
Reaktion auf einen addquaten Reit gebildet (Smith et al., 1995). Nach extremen Verletzungen
oder Schaden der Zahnhartsubstanz unter Umstdnden mit Exposition der Pulpa kann die
reparative Dentinogenese eine Dentinbriicke bilden, wodurch die Dentinmatrix als Kontinuum
um die Pulpa wiederhergestellt wird. Dabei flhrt eine komplexe Sequenz biologischer
Ereignisse zur Rekrutierung und Differenzierung von Stammzellen oder Vorlauferzellen der
Pulpa zu odontoblasten-ahnlichen Zellen, bevor die Matrixsekretion an der Stelle des
geschadigten Dentins induziert wird (Cox et al., 1992; Smith et al., 1995).

Unser Verstandnis der Odontoblasten-Phanotypen und der Art der Komponenten stitzt
sich jedoch auf die inzwischen gefestigte Tatsache, dass die Dentinmatrix einen Cocktail
biologisch aktiver Molekiile enthélt. Werden diese wéhrend eines Zahntraumas oder der
anschlieBenden Restaurationen freigesetzt, verdndern sie biologische Prozesse im Dentin-
Pulpa-Komplex (Smith et al., 1995; Widbiller et al., 2018; Widbiller et al., 2019b).

Wenn Odontoblasten sehr schweren Stimuli etwa aus tiefen karidsen Lé&sionen
ausgesetzt sind, kénnen Bakterien und ihre Metabolite Odontoblasten irreversibel schadigen.
An dieser Stelle bernehmen dentale Stammzellen im perivaskulédren Bereich der Pulpa
entscheidende Funktionen (Huang et al., 2009a). Momentan nimmt man an, dass sie bei der
postnatalen Homdoostase und bei Reparaturprozessen mitwirken (Rajan et al., 2020; Shi und
Gronthos, 2003). Eine komplexe Kaskade von Zellreaktionen flhrt zur Differenzierung in
odontoblasten-ahnliche Zellen. Diese Zellen mit der Morphologie von Fibroblasten bilden
anstelle von Odontoblasten reparatives Dentin und verhindern so, dass storende Reize die
Zahnpulpa erreichen (Farges et al., 2015; Rajan et al., 2020). Strukturell weist reparatives
Dentin jedoch Unterschiede auf, da der charakteristische tubuldre Aufbau des Dentins
verlorengeht. Stattdessen wird amorphes verkalktes Material in der Art einer dystrophen
Verkalkung abgelagert (Ricucci et al., 2014b; Rajan et al., 2020; Ricucci et al., 2014a). Ob
dieses kalzifizierte Gewebe wirklich Dentin darstellt oder ob es eher eine ektopische
Kalzifizierung mesenchymaler Pulpazellen ist, wird momentan diskutiert (Ricucci et al.,
2014a).
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4.5 Signalwege zur Bildung von Dentin

Die derzeit beschriebenen Signalwege sind fast alle in irgendeiner Weise an der Regulation
der Zahnentwicklung beteiligt, beginnend mit der Bildung von Plakoden bis hin zur spaten
Bildung von Dentin. Zu diesen Pathways zéhlen beispielsweise Wnt, transformierender
Wachstumsfaktor f/BMPs (bone morphogenetic proteins) (TGFB/BMP), hedgehog (SHH)
oder auch Wachstumsfaktoren wie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF). Spezifische
Liganden und Rezeptorproteine auf der Oberflache der relevanten Zielzellen vermitteln die
Interaktion dentaler Epithelien und dem Mesenchym und kreieren so Gradienten, aber auch
Schranken innerhalb dentaler Epithelien fur die Aktivierung spezifischer genetischer
Programme und vor allem Transkriptionsfaktoren. Gerade sie steuern und exekutieren
letztlich die Zytodifferenzierung und Mineralisation. Signalwege tber Wnt, TGF-R/BMP,
SHH oder auch FGF werden von Liganden getriggert, die tber kurze Strecken autokrin oder
parakrin wirken und Uber weite Entfernungen einen morphogenen Gradienten bilden (Pagella
et al., 2020). Im Folgenden werden die fir die Zahnentwicklung und die Dentinbildung
wesentlichen Signalwege, ergédnzt mit der Funktion anderer spezifischer Proteine mit

Signalfunktion, vorgestellt.

45.1 Der Wnt -Signalweg
45.1.1 Allgemeines zum Wnt -Signalweg

Whnt ist neben Notch-Delta, Hedgehog, der groRen Familie der Transforming Growth Factor
beta (TGF-R) sowie den knochenmorphogenetisches Proteinen (BMP) und Hippo eines der
zentralen Signalmolekiile der Ontogenese  (Nusse und Clevers, 2017). Wnt ist als
wachstumsstimulierendes Protein ein Signalmolekil, das Zellproliferation und Zellmigration
induziert, die Physiologie von Stammzellen reguliert und wachsendem Gewebe eine Form
verleiht. In Tumorgewebe ist oft der Wnt-Signalweg als Hyperaktivierung auRer Kontrolle
(van Amerongen und Nusse, 2009). Durch die Aktivierung von Wnt kdnnen Gene exprimiert
werden. Mithilfe verschiedener Klassen an Wnt-Rezeptoren wird die korrekte Formgebung
wéhrend der Entwicklung und der Strukturerhalt in spéteren Phasen reguliert (Goldstein et al.,
2006; Kitajima et al., 2013; Huang und Niehrs, 2014; Schneider et al., 2015; Loh et al., 2016;
Nusse und Clevers, 2017). Wnt-Proteine sind also formgebende Molekiile, die in Geweben

trotz anderer Berichte wohl doch nur tber eine relativ kurze Entfernung in einem Gradienten
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aktiv sind und so konzentrationsabhéngig die Zellphysiologie steuern. Meist ist Wnt zwischen
benachbarten Zellen aktiv (Clevers und Nusse, 2012).

Der Wnt-Pathway selbst ist wegen seiner vielfaltigen Funktionen in verschiedenen
Prozessen sehr kompliziert. Diese Komplexitat spiegelt sich in der groRen Zahl an Liganden
und Rezeptoren wider. Wnt wurde in den verschiedensten vielzelligen Metazoen
nachgewiesen, einschlieflich der 19 Wnt-Gene im humanen Genom. In &hnlich groler
genetischer Vielfalt wird FZD (frizzled) exprimiert, der Wnt-Rezeptor in der Zellmembran
(Clevers und Nusse, 2012). Die vielseitigen Maoglichkeiten der Aktivierung von Wnt-
Rezeptoren wiederum resultieren in einer Vielfalt an intrazellularen Reaktionen, und die
Aktivierung des [-Catenin/TCF- Transkriptionskomplexes ist nur der derzeit am besten

untersuchte Pathway (van Amerongen und Nusse, 2009).

45.1.2 Wnt-Proteine und Sekretion

Die Bezeichnung Wnt stammt urspriinglich aus Arbeiten tber die Ontogenese von Drosophila
und ist eine Abkirzung der Kombination der homologen Gene wingless und Intl, das
zunéchst als Onkogen in der Maus identifiziert wurde. Die Produkte beider Gene gehoren zu
einer Familie konservierter extrazelluldrer Signalmolekile (Rijsewijk et al., 1987). Wnt-
Proteine sind etwa 40 kDa grof3 und beinhalten viele Cystein-Reste. Seit der Darstellung des
ersten Whnt-Proteins, Wnt3A, ist auch bekannt, dass Wnt-Proteine an Lipide, meist
Palmitinséure, gebunden sind. Im endoplasmatischen Retikulum werden Wnt-Proteine durch
Porcupine (Porc), eine transmembrane Acyltransferase, zu dieser lipidgebundenen Form
modifiziert. Fehlt dieses Enzym, verbleiben Wnts im ER und werden nicht sezerniert. Die
Lipide der Wnts tbernehmen also Funktionen in der Sekretion, aber auch in der effektiven
Signalubertragung, indem sie die Bindung von Wnt an seinen Rezeptor unterstitzen (Clevers
und Nusse, 2012). Der intrazellulare Transport sowie der Transport aus der Zelle wird von
Whntless/Evi (WIs), welches zunédchst im Golgi-Apparat vorliegt, reguliert und findet
mdoglicherweise Uber Endosomen statt. AuBerhalb der Zelle werden Wnts von exozytischen
Vesikeln sekretiert und das Notum-Enzym, welches als Deacyclase wirkt, entfernt das Lipid.
Auf diese Weise werden Wnits inaktiviert. Wnts binden an die auf der Zielzelle befindlichen
FZDs oder andere Rezeptoren. Die so zellgebundene Wnts kdnnen sich auf diesem Weg nach
Zellteilung Uber das Gewebe ausbreiten (Abb. 5) (Nusse und Clevers, 2017).
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Abb. 5: Modell der Wnt-Sekretion. Im Endoplasmatischen Retikulum werden Wnt-Proteine durch
Porcupine (Porc) in eine lipidmodifizierte Form (berfiihrt. Als solche und eingehiillt in Endosomen
konnen sie uber WIs in der Zelle und aus der Zelle transportiert werden. Im Interzellularraum werden
sie von exozytischen Vesikeln sekretiert. Indem die Wnt-Proteine an die Membranrezeptoren FZD
binden, kdnnen sie sich tUber Zellen und Gewebe ausbreiten. Die Abbildung wurde nach (Nusse und
Clevers, 2017) modifiziert.

Whnt-Rezeptoren bilden einen Rezeptorkomplex aus zwei Proteinen, ndmlich FZD und die
Korezeptoren LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-related protein). Die FZD-Proteine
besitzen 7-transmembrane (7TM) und eine extrezellulare N-terminale, cysteinreiche Domane
(CRD) (Bhanot et al., 1996; Nusse und Clevers, 2017). Die CRD ist priméar flr die Wnt-
Bindung verantwortlich und besitzt eine Affinitat zu Wnt im nM-Bereich. Charakteristisch fur
die CRD ist neben der Oberflachenbeschaffenheit auch die hydrophobe Tasche, an die das
Whnt-Lipid bindet (Janda et al., 2012; Nusse und Clevers, 2017).

Wahrend der Signaliibertragung kooperieren FZD und das Transmembranmolekiill LRP5/6.
Auf diese Weise wird durch die Bindung des Wnt-Proteins eine Dimerisierung der beiden
Rezeptoren induziert (Nusse und Clevers, 2017). Auf der Zelloberflache treten R-Spondine
als Wnt-Agonisten mit Mitgliedern der LGR5-Familie in Interaktion und verstarken damit die
Whnt-Signalubertragung. ZNRF3 und RNF43 wiederum sind Transmembranmolekiile, die die
Whnt-Signalubertragung hemmen. lhre E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt wirkt auf FZD-
Molekiile und initiiert den Abbau der Rezeptoren. Es ist jedoch bekannt, dass durch die
Bindung von R-Spondin an ZNRF3 dessen Aktivitdt herunterreguliert wird. Neben den
derzeit zehn bekannten FZD-Rezeptoren ist Gprl24 ein weiterer Wnt-Rezeptor oder

Korezeptor von FZD/LRP, welcher bei der Regulierung der Blut-Hirn-Schranke und anderen
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Bereichen des GeféaRsystems durch Wnt, beteiligt ist. Andere Transmembranproteine wie die
Tyrosinkinasen ROR oder RYK kodnnen ebenfalls Wnt binden. ROR enthaltern ein CRD-
Motiv, das demjenigen der FZDs &hnlich ist. In welcher Weise nun die verschiedenen, an der
Rezeption von Wnt beteiligten Membranproteine hoher organisierte Komplexe bilden und
jeweils alternative Pathways starten, ist bis heute nicht bekannt (Bhanot et al., 1996; Nusse
und Clevers, 2017). Interessanterwiese werden Wnt-Rezeptoren nicht nur von Wnts aktiviert.
Beispielsweise kann auch Norrin, das Norrie-Krankheitsprotein, als Ligand fir den
FZD4/LRP5-Komplex fungieren (Nusse und Clevers, 2017).

4.5.1.3 Der kanonische Wnt-Signalweg

Die Vielfalt der Funktionen von Wnt-Liganden und Rezeptoren spiegelt sich in der
Klassifizierung der Proteine und Signalwege wider. So werden nun Wnt-Proteine, die an
FZDs binden und den B-Catenin/TCF-Pathway aktivieren, mitunter als kanonisch bezeichnet.
Sie aktivieren auch den kanonischen Wnt/R-Catenin-Pathway. Nicht-kanonische Wnts
wiederum binden an FZDS und aktivieren kleine G-Proteine wie Rho, JNK (c-Jun N-
terminale Kinase) und damit verschiedene B-Catenin-unabhédngige, nicht-kanonische Wnt-
Pathways. Der Wnt/Calcium-Signalweg ist nochmals besonders, weil hier Gber FZD grofie
trimere G-Proteine aktiviert werden, die ihrerseits (ber die Phospholipase C und die
Proteinkinase C die Freisetzung der second messenger Inositoltriphosphat (IP3) und Kalzium
aktivieren (van Amerongen und Nusse, 2009; Clevers, 2006). Im Folgenden wird der
kanonische Pathway genauer erklart, weil er fur die Bildung von Dentin und Tertidrdentin
bevorzugt analysiert wurde.

Das Schlisselenzym des kanonischen Wnt-Signalwegs ist das zytoplasmatische
Protein R-Catenin. Dessen Stabilitdit wird von dem sogenannten Zerstdrungskomplex
(destruction complex DC) kontrolliert. Das Gerust dieses regulierenden Komplexes stellt das
Tumorsupressorprotein -~ Axin dar, welches mit RB-Catenin sowie einem weiteren
zytoplasmatischen Tumorsupressorprotein  APC (Adenomatosis polyposis coli) und den
beiden konstitutiv aktiven Serin-Threonin-Kinasen CK1a/d (casein kinase la/d) und GSK3a/b
(glycogen synthase kinase-3R) interagiert. Man nimmt an, dass auch das Protein Dvl
(disheveled) fur die Aktivierung des Signalwegs benétigt wird, moglicherweise indem FZD
an DVL bindet und zum einen die Dimerisierung von FZD und LRP férdert und zum anderen
die Wechselwirkung von LRP und Axin ermdglicht. Die Dimerisierung FZD/LRP erleichtert
die Phosphorylierung von LRP durch Proteinkinasen wie GSK3 (Abb. 6).
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Im Wesentlichen unterschiedet man zwischen der Abwesenheit des Wnt-Signals, der
Bindung von Wnt am Rezeptor und der APC-Mutation (Nusse und Clevers, 2017). Wenn die
FZD- oder LRP-Rezeptoren in Abwesenheit von Wnt nicht besetzt sind, wird das an Axin
gebundene B-Catenin konstitutiv und kontinuierlich von CK1 und GSK3 phosphoryliert (Liu
et al., 2002). Das so entstandene phosphorylierte Degron-Motiv des [3-Catenins ist die
Andockstelle flir ein weiteres Protein, die E3-Ubiquitinligase R-TrCP, welches die
Ubiquitinierung und damit den proteosomalen Abbau des R-Catenin induziert (Aberle et al.,
1997; Nusse und Clevers, 2017) (Abb. 6).

Zellmembran

Polaritat
Proliferation

rolfferation ,,

Abb. 6: Inaktivierung des Wnt-Signaltransduktionswegs. Wenn kein Wnt-Protein an die
Zellmembranrezeptoren Frizzled (FZD) oder LRP gebunden ist, ist B-Catenin ein Bestandteil des
Proteinkomplexes (DC-Komplex) aus CKI, GSK3, Axin, APC und B-TrCP. CK1 und GSK-3
phosphorylieren konstitutiv B-Catenin, das anschlieBend durch R-TrCP ubiquitiniert wird. Das
phosphorylierte und ubiquitinierte R-Catenin kann proteosomal abgebaut werden. Im Zellkern bindet
nun das Protein Groucho an den T-Zell-Faktor (TCF) und inhibiert so die Proliferation ders Whnt-
Zielgene.

Bindet WNT an seinen Rezeptor, verlagert sich der in seiner Aktivitat gestorte DC-Komplex
zuné&chst an die Zellmembran. Der durch GSK-33 phosphorylierte LRP-Rezeptor kann nicht
nur GSK-3 in seiner phosphorylierenden Aktivitat direkt hemmen und dadurch -Catenin
stabilisieren, sondern auch die Ubiquitinierung des bereits phosphorylierten R-Catenins
innerhalb des Komplexes blockieren. Als Resultat ist dann ein rascher Konzentrationsanstieg
des R-Catenin und eine Séttigung des Komplexes durch die phosphorylierte Form zu

erkennen. So kann neu synthetisiertes [3-Catenin akkumulieren und in den Zellkern
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translozieren, wo anschlielend die Zielgene aktiviert werden (Li et al., 2012; Azzolin et al.,
2014; Nusse und Clevers, 2017) (Abb. 7).

Zellmembran

Abb. 7. Aktivierung des Wnt-Signaltransduktionswegs. Unter der Wnt-Rezeptorbindung verlagert
sich die Komplexaktivitat zur Zellmembran. Der phosphorylierte LRP-Rezeptor besitzt die Féhigkeit,
den DC-Komplex zu stabilisieren sowie den proteosomalen Abbau des phophorylierten B-Catenins
und seine Ubiquitinierung zu hemmen. Das neu synthetisierte R-Catenin gelangt nun in den Zellkern,
verdréngt das Repressorprotein Groucho, bindet selbst und aktiviert den Transkriptionsfaktor TCF (T-
Zell-Faktor) und damit die Expression Wnt-abhangiger Zielgene.

In mehreren Studien ist die Rede von einer weiteren regulatorischen Doméne im APC-
Protein. Diese [-Catenin inhibitorische Doméane (CID) reguliert den [-Catenin-Spiegel
wahrscheinlich durch eine erhohte Ubiquinierung wesentlich herunter und inhibiert damit die
Transkriptionsaktivitdt von R3-Catenin/Wnt. Maoglicherweise induziert aber auch eine GSK3-
vermittele Phosphorylierung um die CID-Region eine Konformationsanderung des APC-
Proteins und erlaubt so den Zugang der Ubiquitin-Protein-Ligase E3 (Nusse und Clevers,
2017).

4.5.1.4 Die Funktion von Wnt in der Zahnentwicklung und Differenzierung

Nachdem bereits die wesentlichen Abldufe des Wnt-Signalwegs geklart wurden, soll im
Folgenden die Beteiligung des Wnt-Signalwegs an der Zahnentwicklung erléutert werden.

Vor allem der Wnt-R-Catenin Signalweg, welcher auch kanonischer Signalweg genannt wird,
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hat eine bedeutende Funktion als Regulator der Dentinogenese (Ishimoto et al., 2015;
Scheller et al., 2008). Es gab sehr frih Hinweise darauf, dass mehrere Wnt-Gene uber den
Whnt/R-Catenin-Pathway schon wahrend des Knospenstadiums an der Regulation der
Zahnentwicklung beteiligt sind (Thesleff und Sharpe, 1997). So wurde die Expression von
Wnt3a, Wnt4, Wntba, Wnt6, Wnt7b, Wntl0a oder Wntl0Ob {ber die gesamte
Zahnentwicklung berichtet (Dassule und McMahon, 1998). Ein sehr deutlicher Hinweis auf
die unverzichtbare Funktion von Wnt und des kanonischen Wnt-Signalwegs fir die
Dentinbildung kam aus Experimenten, in denen die Information fur die Expression von
Whtless (WIs), ein Chaperon fir die Sortierung und Sekretion von Wnt, spezifisch in
Odontoblasten deletiert wurde. Als Folge davon war die Bildung von Dentin gestort, die
Dicke des gebildeten Dentins war stark reduziert und das VVolumen der Pulpa entsprechend
vergroRert. Wntl0a, B-Catenin, Kollagen Typ | und Dentinsialoprotein waren deutlich
runterreguliert (Bae et al., 2015). Komplementdre Resultate wurden mit einem anderen
experimentellen Ansatz nach Deletion von WIs in Osteocalcin-exprimierenden Zellen erzielt.
Hier wurde ein Zuwachs an Dentin wahrscheinlich wegen einer fehlgesteuerten Wnt-
abhangigen Expression von Runx2 beobachtet (Lim et al., 2014).

Es wurde auch berichtet, dass eine besondere Form des Wnt-Proteins, das Wnt6, den
nicht-kanonischen Wnt/JNK-Weg in dentalen Pulpazellen aktiviert und damit die
Zellmigration und —differenzierung verbessert, die Bildung von Mineralisierungsknoten
fordert und die alkalische Phosphatase (ALP) aktiviert. Das Wnt-Signal erhéht auch die
Expression von Runx2 (runt-related transcription factor 2), Dentinsialophosphoprotein
(DSPP) und Dentin-Matrix-Protein-1 (DMP-1) (Li et al., 2014). Fir Wnt7b wurden ahnliche
Beobachtungen tber die Aktivierung von ERK1/2 berichtet (Chen et al., 2019).

NRP1 (Neuropilin 1) steuert in dentalen Stammzellen den biologischen Prozess der
Zelldifferenzierung, indem eine Zunahme von NRP1 durch Uberexpression auch DMP1,
DSPP und ALP in ihrer Konzentration ansteigen lasst und insgesamt den Prozess der
Mineralisation fordert. Der Abbau von NRP1 erzielt den gegensétzlichen Effekt. Die
Inhibition der Expression von NRP1 blockiert den Wnt/R-Catenin-Pathway und die
Differenzierung der Odontoblasten. So lasst sich der direkte Zusammenhang zwischen
erhdhter NRP-1 Expression und ansteigender Zelldifferenzierung tiber den klassischen Wnt-
Pathway nachweisen (Song et al., 2017a).

Auch Kif3a (kinesin-like protein 3a) ist flr die Differenzierung humaner Pulpazellen Gber
Whnt-Signalwege mdglicherweise nicht ohne Bedeutung. Das verringerte Auftreten von Kif3a

stort die Funktion und Bildung primarer Zilien und fuhrt parallel dazu zu einer reduzierten
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Mineralisation. Des Weiteren fuhrt dieser Abbau zur wesentlichen Beeintrachtigung der
Dentinogenese, indem die Expression von Proteinen wie Rundx2, ALP, DMP-1 und DSPP
gehemmt wird. Passend dazu war die Wnt3a-abhingige Expression von B-Catenin inhibiert,
diejenige von GSK-3R erhéht (Jiang et al., 2016).

Innerhalb eines engen Zeitfensters wird in der Ontogenese der Transkriptionsfaktor
LIM-Homoobox 8 (Lhx8) in kraniofazialen Gewebe aus der Neuralleiste aktiviert. LIM
reguliert wohl auch die Differenzierung des Zahnmesenchyms ber die veranderte Expression
von DSPP, Kollagen Typ | oder Osteocalcin. Uber die Aktivierung des Wnt-Signalweg
hemmt Lhx8 die Dentinogenese, seine Inhibition wiederum fordert die Mineralisation des
Dentins. Lhx8 scheint also die Bildung von Dentin und die Regeneration Uber die Wnt- und
TGFB-Pathways zu steuern (Zhou et al., 2015).

Zusétzlich spielt anscheinend die Festigkeit der extrazellularen Matrix eine
entscheidende Rolle. Die Expression von Markern der odontogenen Differenzierung in
dentalen Stammzellen, unter anderem ALP, Osteocalcin, Osteopontin, Runx-2, BMP-2, DSPP
und DMP-1, war bei zunehmender Festigkeit der kiinstlichen, experimentellen Matrix erhoht.
Der Wnt-Signalweg wird also auch durch mechanische Reize aus der extrazellularen Matrix

beeinflusst und steuert die Proliferation und Differenzierung (Liu et al., 2018a).

4.5.1.5 Die Funktion von Wnt in der Tertidardentinbildung

Die Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Pathways ist ein zentraler Mechanismus der Reparatur
von Schaden des Pulpa-Dentin-Komplexes (Neves und Sharpe, 2018). Wnt-Signale regulieren
auch die Regenerationsfahigkeit der Zahne. In Arealen, in denen Wnt verstarkt exprimiert
wird, liegt das Gleichgewicht physiologischer Zellreaktionen weit auf der Seite von Prozessen
der Heilung der Pulpa nach einer Schadigung verglichen mit Verldufen in die Apoptose als
gesteuerten Zelltod. Im Falle einer Perforation der Pulpa und anschlielender direkter
Uberkappung wurde wahrend der Tertiardentinbildung (Reparaturdentin) an der Stelle der
Uberkappung eine erhéhte Expression von R-Catenin in odontoblasten-ahnlichen Zellen und
Stammzellen der Pulpa nachgewiesen. Auch wahrend der weiteren Differenzierung von
Odontoblasten steigt B-Catenin fortgehend an (Han et al., 2014b). Ahnliche Beobachtungen
wurden nach der Aktivierung von Wnt3a berichtet (Hunter et al., 2015). Kommt es durch das
Fehlen von Wnt-Proteinen zum vermehrten Abbau von BR-Catenin, wird die Differenzierung
der Odontoblasten stark gehemmt, da die Bindung von B-Catenin an Runx-2 und somit auch
die Aktivierung von Runx2 vermindert ist (Ishimoto et al., 2015). Auch BMP9 und Wnt3a
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koénnen wirksame Faktoren der odontogenen Regeneration im Zusammenhang des Wnt-3-
Catenin-Signalwegs sein. Sie wirken synergistisch und induzieren die odontoblastische
Differenzierung (Zhang et al., 2015). Der Wnt/R-Catenin-Pathway tbernimmt also eine
zentrale Funktion in der Bildung von Tertidrdentin durch die Férderung der Proliferation und
der Differenzierung dentaler Stammzellen und Zellen der dentalen Papille (SCAP) (Yoshioka
etal., 2013; Han et al., 2014a; Yoshida et al., 2016).

Whnt in der Bildung von Reaktionsdentin

Wenn Karies noch nicht das Gewebe der Zahnpulpa erreicht hat, sollte wahrend einer
therapeutischen Behandlung so viel Dentin wie moglich erhalten bleiben. Aus dem
demineralisierten Dentin selbst werden Wachstumsfaktoren freigesetzt, die ihrerseits in den
Dentintubuli Odontoblasten und Odontblastenfortsatze erreichen kénnen (Widbiller et al.,
2019b). Man nimmt heute als gesichert an, dass diese Faktoren noch nicht geschadigte
Odontoblasten zur Sekretion von Teritdrdentin als Reaktionsdentin stimulieren. Diese dritte
Form des Dentins wird auf der Oberflache der Pulpa gebildet und verstarkt damit das
vorhandene sekundédre Dentin. Die Wirkung von Wnt speziell auf die Bildung von
Reaktionsdentin wird aktuell mitunter kontrér diskutiert.

So wurde berichtet, dass unter einem Silikatzement tubuléres Reaktionsdentin gebildet
wurde, das Odontoblasten anlag. Nach langerer Zeit wurden sogar Dentinbricken mit
Reaktionsdentin und Reparaturdentin identifiziert. Zu der Zeit exprimierten Odontoblasten
und Pulpazellen die Liganden Wnt3a, Wnt10a und R-Catenin als Hinweis auf die Aktivitat
des den kanonischen Wnt-Pathways (Hara et al., 2021). In einem Mausmodell wurde unter
einer tiefen Kavitdt mit verbleibendem Dentin parallel zur Aktivierung von Wnt in
Odontoblasten und Pulpazellen die Bildung von Reaktionsdentin an der Praparationsstelle
beobachtet. Dieses neue tubuldre Dentin wurde von Odontoblasten gebildet. Allerdings
beeinflusste die Inhibition des Wnt-Pathways die Bildung von Reaktionsdentin nicht
wesentlich. TGF-p oder BMPs unterstitzen die strukturelle Organisation von
Reaktionsdentin, sind aber fir dessen Bildung anscheinend nicht essentiell (Neves und
Sharpe, 2018). In einem ahnlichen Modell wurde nach einer nur leichten oberflachlichen
Schédigung des Dentins die Rate der Mineralisation stark erhoht. Diese Bildung von neuem
Dentin durch Odontoblasten wurde wahrscheinlich durch die Aktivierung des Wnt-Pathawys
mit Wnt3a stimuliert (Zhao et al., 2018).
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Wnt in der Bildung von Reparaturdentin

Wie im Kapitel ,, Tertidrdentin“ bereits besprochen, wird das Reparaturdentin, eine spezielle
Form des Tertiardentins, nicht mehr von Odontoblasten selbst, sondern von odontoblasten-
ahnlichen mesenchymalen Fibroblasten oder Stammzellen der Pulpa gebildet. Grund fir
diesen komplexen biologischen Prozess und die Differenzierung kénnen verschieden starke
Stimuli auf das Pulpagewebe sein. Wenn nach einer starken Schadigung das Pulpagewebe
offen liegt und Zellen absterben, werden Reparaturprozesse von uberlebenden Zellen initiiert
(Han et al., 2014b; Galler et al., 2021).

Einige Autoren berichten vom Zusammenhang zwischen Prozessen des Wnt-
Signalwegs und der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen der Pulpa zu
odontoblasten-ahnlichen Zellen und der damit verbundenen Bildung des Reparaturdentins
(Scheller et al., 2008; Chen et al., 2016; Babb et al., 2017; Song et al., 2017a). Nach einer
schweren, experimentell herbeigefiihrten Schadigung von Pulpagewebe stimulierte die
Anwesenheit kleiner GSK-3-Inhibitoren in abbaubaren Kollagenschwammen die Bildung von
Reparaturdentin. Durch die Inhibition der Aktivitit von GSK-3 unterbleibt die
Phosphorylierung von B-Catenin, es kann in den Zellkern transloziert werden und dort mit
dem Transkriptionsfaktor Tcf die Expression von Zielgenen initiieren. Diese Beobachtung
verweist also sehr deutlich auf die Aktivierung des Wnt/3-Catenin-Pathways als eine
wesentliche Komponente des Reparaturprozesses (Neves et al., 2017). Nach einer
Stimulierung schwer geschadigter Zellen der Pulpa erhdhte auch deren Exposition gegen
Whnt3a die Zellvitalitat sowie die Bildung von Tertiardentin als Reparaturdentin. Pulpazellen
differenzierten unter diesen Bedingungen in odontoblasten-dhnliche Zellen (Hunter et al.,
2015). Mitunter konnen sehr verschiedene Prozesse der Bildung von Reaktionsdentin und
Reparaturdentin auch simultan initiiert sein (Hara et al., 2021).

Der Wnt-Pathway kann aufler Uber Wnt-Liganden auch durch andere Substanzen
stimuliert werden und auf diese Weise die Bildung von Reparaturdentin férdern. So etwa
aktiviert  Lithiumchlorid (LiCl) die Akkumulation von [-Catenin, steigert die
Zelldifferenzierung und folglich die Bildung von Reparaturdentin. Dabei wurde die
Expression von Runx2 wahrend der Differenzierung hochreguliert, jedoch deutlich reduziert,
wenn B-Catenin inhibiert. Umgekehrt wurden Runx2 sowie DSPP, DMP-1, ALP, BSP
(Bonesialoprotein) oder OCN (Osteocalcin) nach einer Stimulierung der Expression von 3-
Catenin durch LiCl hochreguliert. Daher durfte man auch annehmen, dass Runx2 wéhrend der

Differenzierung von Odontoblasten und der Bildung von Reparaturdentin [3-Catenin
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herunterreguliert wird (Han et al., 2014b). In einer &hnlichen Untersuchung wurde LiCl
experimentell als Uberkappungsmaterial verwendet, um die Dentinregeneration und —
reparatur zu aktivieren und die Ausbildung einer vollstandigen Dentinbriicke mit dem Ziel der
Vitalerhaltung der Pulpa gewahrleisten zu kdnnen. Das in Anwesenheit von LiCl gebildete
Reparaturdentin glich strukturell nicht Osteodentin, sondern schien eine tubulare Struktur
aufzuweisen und war damit dem nattrlichen Dentin &hnlicher als etwa Knochen (Ishimoto et
al., 2015).

Auch lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAs) gelten als wichtige Klassen
regulatorischer Molekile in einigen biologischen Prozessen, wie zum Beispiel der
Differenzierung zu odontoblasten-dhnlichen Zellen. Versuchsergebnissen zufolge wird
wahrend der Differenzierung dentaler Pulpazellen zu odontoblasten-dhnlichen Zellen die
Expression  von  IncRNA-DANCR  (anti-differentiation =~ ncRNA)  zeitabhéngig
herunterreguliert. Nach Uberexpression von IncRNA-DANCR wird die Bildung von DSPP
und DMP-1 gestoppt. Daraus schlielft man, dass ein Konzentrationsanstieg von InCRNA-
DANCR die Expression von pGSK-3 und -Catenin stark verringert. Folglich kann IncRNA-
DANCR die Aktivierung des Wnt-B-Catenin-Signalwegs und die damit verbundene
Zelldifferenzierung von Pulpazellen zu odontoblasten-ahnlichen Zellen hemmen. Diese
Verwendung von IncRNA-DANCR sollte daher auch eine Option fir die Bildung von
Reparaturdentin in der Therapie sein (Chen et al., 2016).

Auch ein Crosstalk zwischen BMP2 (bone morphogenetic protein 2) und Wnt ist fir
die Bildung von Reparaturdentin beschrieben. BMP2 fordert Uber die Aktivierung des
kanonischen Wnt-R-Catenin-Signalwegs die Zelldifferenzierung humaner Pulpazellen und
reguliert die Expression von [-Catenin in Odontoblasten hoch. Die BMP-2-stimulierte
Expression von B-Catenin wird wiederum durch die MAPK p38 vermittelt (Yang et al.,
2015). Es wurde jedoch auch von der Beteiligung des kanonische Wnt-Signalwegs an der
Differenzierung von Pulpazellen, einer Mischpopulation von Zellen einschliellich
Stammzellen und Vorldauferzellen, zu odontoblasten-dhnlichen Zellen und der damit
einhergehenden negativen Regulation des Reparaturdentinbildung berichtet. Das im
Zytoplasma identifizierte, Uberexprimierte Wnt10A verstarkte die Proliferation dentaler
Pulpazellen; die ALP-Aktivitdt und die Expression der odontoblasten-spezifischen Gene
DSPP und DMP-1 waren jedoch runterreguliert (Zhang et al., 2014).

42



4.5.1.6 Inhibitoren des Wnt-Signalwegs

Die zentrale Funktion des Wnt-Pathways in der Entwicklung von Geweben, gesamten
Organismen und daher auch in der Entstehung und Progression von Krankheitsbildern
bedingte kontinuierlich die Motivation, spezifische Inhibitoren dieses Signalwegs zu
entwickeln. Ein attraktives Ziel dabei war vor allem der TCF/R-Catenin-Komplex. Leider
erwies sich dieses spezielle VVorhaben bisher nicht als sehr erfolgreich (Clevers und Nusse,
2012). Upstream waren daher Molekile wie Axin interessante Komponenten in der
Regulation des Wnt-Pathways. Axin bildet das Zentrum des Zerstdrungskomplexes, seine
Stabilitat wird durch die ADP-Ribosylierung durch Tankyrase kontrolliert. Die chemische
Verbindung XAV939 stabilisiert Axin, indem es als Inhibitor der Aktivitat der Isoenzyme
Tankyrase 1 und Tankyrase 2 fungiert. Axin wird durch die gehemmte Ribosylierung nicht
mehr abgebaut, daher steigt seine den Zerstorungskomplex stabilisierende Proteinmenge.
Dadurch wird die Phosphorylierung von 3-Catenin und dessen Abbau beschleunigt. In der
Folge sinkt die Transkription R-Catenin-abhangiger Gene (Huang et al., 2009Db).
Bemerkenswert ist hier der Crosstalk zwischen dem WNT/B-Catenin- und dem NF-kB-
Pathway. So wurde die LPS-stimulierte Expression pro-inflammatorischer Zytokine und
Enzyme wie IL-6, TNF-a, iNOS oder Cox-2 durch XAV939 inhibiert. Dieser anti-
inflammatorische Effekt von XAV939 wird anscheinend durch B-Catenin vermittelt (Jang et
al., 2019). Umgekehrt wird 3-Catenin durch die Inhibitoren von GSK-3 stabilisiert und der
Whnt/B-Catenin-Pathway dadurch aktiviert. Effekte der Inhibitoren sowie ihrer Zielproteine
sind an anderer Stelle ausfiihrlicher diskutiert (Clevers und Nusse, 2012). Auch wenn bisher
keine Inhibitoren flir Wnt-Rezeptoren beschrieben sind, sollten die Mdoglichkeiten des
pharmakologischen Eingreifens in den Wnt/-Catenin-Pathway kiinftig in der spezifischen

Therapie in der Zahnmedizin genutzt werden kdnnen.

45.2  Der transformierende Wachstumsfaktor-f3 (TGF-RB) -Signalweg
45.2.1 Allgemeines zur Familie der TGF-R3-Proteine

TGF-R-Proteine dienen als Zytokine der Kommunikation zwischen Zellen. TGFs werden von
vielen verschieden Zelltypen wie Makrophagen, Lymphozyten, Blutplattchen, Epithelzellen,
Fibroblasten, Perizyten oder Endothelzellen gebildet und sezerniert. Wie die meisten
Wachstumsfaktoren sind auch die TGF-R-Proteine als strukturell verwandte Familie

zusammengefasst. Die humanen TGF-R-Proteine werden von derzeit bekannten 33 Genen
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kodiert und sind sowohl als Homo- als auch Heterodimere aktiv. Die heterogene Familie der
humanen TGF-R Proteine umfasst drei Isoproteine von TGF-B, Aktivine (Inhibine), Nodal
(Bmp-16), BMPs (bone morphogenetic proteins) und GDFs (growth and differentiation
factors). Vor allem BMP-2 und BMP-4 scheinen an der Bildung des Skelettes und der
Differenzierung von Hartgewebe beteiligt zu sein (Morikawa et al., 2016). Die Bezeichnung
TGF-i basiert auf der zundchst identifizierten transformierenden Eigenschaft der Molekule
(Roberts et al., 1981). Unter ihnen gilt das TGF-R1-Homodimer als das zuerst erkannte,
biochemisch charakterisierte und am ausfthrlichsten untersuchte Protein. Anhand dessen
wurden weitere Wirkmechanismen der anderen Proteine abgeleitet (Derynck und Budi, 2019).

Alle TGF-B-Proteine werden als grollere Vorstufen mit einem amino-terminalen
Signalpeptid, einem grofRen Prosegment und dem carboxy-terminalen Abschnitt des reifen
und aktiven Molekils synthetisiert (Derynck et al., 1988). TGF-B wird sezerniert und
zunéchst in der extrazellularen Matrix (ECM) im Komplex mit LTBP (latent TGF-R binding
protein) gespeichert. In dieser Form ist das latente TGF-R inaktiviert und wird bei Bedarf
durch kontraktile Krafte Uber Integrine in Verbindung mit Proteasen aktiviert. Die
komplizierte Regulation dieses latenten Zustands und der Freisetzung von TGF-R wiederum
ist nur wenig untersucht, jedoch essentiell fiir die biologische Wirkung (Caja et al., 2018).
Die Aktivitat der TGF-[3-Proteine wird lokal auBerdem durch eine Reihe von Proteinen
reguliert, die selektiv an TGF-R8 binden und so dessen Bindung an Rezeptoren inhibieren. Die
meisten dieser Proteine wie Noggin, Chordin oder Tsg (twisted gastrulation) wirken an BMPs
antagonistisch oder, wie Tsg, abhéngig von umgebenden Bedingungen auch stimulierend
(Derynck und Budi, 2019).

Urspriinglich ist man davon ausgegangen, dass Proteine der TGF-R-Familie die
Entwicklung von Organismen insgesamt und insbesondere die Proliferation, Differenzierung
und das Wachstum der Zellen stimulieren. Dies geschieht in Abhangigkeit von Zelltyp und
Umgebung. Neue Erkenntnisse lassen ebenso darauf schlieen, dass TGF-B als
bifunktioneller Regulator fungiert, indem es Zellprozesse zwar auch stimuliert, grotenteils
jedoch hemmt. So etwa wurden die drei TGF-R-Isoproteine als starke Inhibitoren der
Zellproliferation identifiziert. Eine solche Regulation der Zellproliferation tritt vor allem bei
epithelialen, endothelialen, h&matopoetischen und immunologischen Zellen auf. Sehr
charakteristisch sind jedoch vor allem die Effekte der TGF-R-Proteine auf die
Zelldifferenzierung, die sie auf multiplen Stufen der Entwicklung kontrollieren ( Morikawa et
al., 2016; Budi et al., 2017; Derynck und Budi, 2019). Neben der Zellproliferation und -

differenzierung haben die TGF-R-Proteine Einfluss auf weitere Zellfunktionen. So kdnnen sie
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anscheinend den Zelltod foérdern und hemmen, die Expression von Proteinen der
extrazellularen Matrix (ECM), die Zellmotilitdt und -invasion induzieren sowie
Zellstoffwechsel steuern. Die Deregulierung der Proteine der TGF-R-Familie spielt eine
entscheidende Rolle bei Entwicklungsstérungen, wahrend eine verstarkte Signalausschittung

oder -ubertragung zu Krebserkrankungen und Fibrosen fiihren kann (Caja et al., 2018).

45.2.2 TGF-R-Rezeptoren

Die grol’e Zahl an TGF-B-Liganden findet nur wenige Rezeptoren in der Zellmembran als
Ausgangspunkt der Signalubertragung. Es werden zwei strukturell ahnliche Rezeptortypen,
Typ | und Typ Il, unterschieden. Im Genom von Saugetieren wurden kodierende Sequenzen
flr funf verschiedene Typ I- und sieben Typ ll-Rezeptoren identifiziert, die wahrscheinlich
duale (Serin/Threonin und Tyrosin) Kinaseaktivitaten exprimieren. Ohne Liganden liegen die
maximal 5000 Rezeptoren je Zelle als Monomere, Homodimere oder Heterodimere vor, die
sich erst durch die Bindung eines Liganden (TGF-RB) mit hoher Affinitdt zu heteromeren
Rezeptorkomplexen formieren (Derynck und Budi, 2019). Zusatzlich zu den Rezeptoren
exprimieren Zellen Korezeptoren, die selektiv die Bindung von Liganden an ihre Rezeptoren
unterstitzen. Gut charakterisiert sind die beiden Korezeptoren Betaglycan und Endoglin. Die
Anwesenheit von Betaglycan ist sehr entscheidend fir die Aktivierung von TGF-R-Proteinen,
vor allem von BMP-2 oder BMP-4. Auch RGMs (repulsive guidance molecules) scheinen
bevorzugt als BMP-Korezeptoren zu wirken (Derynck und Budi, 2019).

Mit der Erkenntnis, dass die TGF-B induzierten Signalantworten stark von der
Wechselwirkung mit anderen Signalwegen abhangig sind, lassen sich die unterschiedlichen
Wirkmechanismen der TGF-R-Signalwege besser verstehen. Zunéchst unterscheidet man die
TGF-B-induzierte Smad-Aktivierung von Nicht-Smad-Signalmechanismen, welche durch
unterschiedliche ligandenaktivierte Rezeptorkomplexe initiiert wird, die Smad-
Signalibertragung erganzt und somit zur zelluldren Reaktion beitragt (Derynck und Budi,
2019).

45.2.3 TGF-R-induzierte Smad-Aktivierung

Smad-Proteine sind die Haupteffektorproteine des TGF-R-Signalwegs. Die Bezeichnung
selbst ist eine Kombination von Smad-Proteinen (small) in Caenorhabditis elegans und Mad-
Proteinen (mothers against decapentaplegic) in Drosophila. Es werden mehrere Smad-

Proteine unterschieden. So bilden Smad2, Smad3 und Smad4 Komplexe nach Aktivierung des
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TGF-R-Pathways, Smad6 und Smad7 wiederum sind Inhibitoren dieses Signalwegs (I-
Smads). Andererseits sind Smadl, Smad5 und Smad8 Substrate in der Kaskade der
Aktivierung tber BMPs. Smad-Komplexe kdénnen spezifisch an DNA-Sequenzen binden. Fur
die effiziente Expression von Zielgenen binden sie jedoch an eine Vielzahl anderer
Transkriptionsfaktoren, Chromatin-modifizierende Enzyme oder allgemein Co-Regulatoren
(Tzavlaki und Moustakas, 2020). Abb. 8 stellt ein vereinfachtes Modell der TGF-B-
induzierten Smad-Aktivierung, welche zur Smad-vermittelten Aktivierung der Genexpression
flhrt, dar. Das TGF-R-Dimer wird auf der Zelloberflache prasentiert. Die Signaltibertragung
wird initiiert, indem TGF- an den transmembranen Typll-TGF-R-Rezeptor (TRRII) bindet
und anschlielend aus TRRII und dem Typl-TGF-3-Rezeptor (TRRI) ein heteromerer
Rezeptorkomplex gebildet wird. Das flhrt zur Phosphorylierung der GS-Domane (Glycin-
Serin-reich) des TRRI durch TBRII. Der folglich aktivierte TBRI aktiviert dann wiederum die
Signalkaskade uber die Phosphorylierung C-terminaler Serinreste von Smad2/3 (R-Smad;
receptor-regulated) und ermoglicht diesen die Komplexbildung mit einem Co-Smad (Smad
4) (common-mediator). Das so entstandene Smad-Trimer (R-Smad-4-Komplex) transloziert in
den Zellkern und bindet dort neben anderen Transkriptions- und Kofaktoren an Smad-
regulatorische DNA-Sequenzen der TGF-B-Zielgene, wodurch ihre Expression induziert oder
gehemmt wird (Budi et al., 2017; Derynck und Budi, 2019).
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Abb. 8: Modell der TGF-B-abhdngigen Smad-Aktivierung zur Smad-modifizierten Genexpression.
Nachdem das TGF-R-Protein an den TGF-R-Rezeptor Il (TGF-B RII) gebunden hat, bildet dieser mit
TGF-R RI einen aktivierten Rezeptorkomplex. Nach Phosphorylierung von TGF- RI binden Smad2
und Smad3 an den Rezeptorkomplex und werden ebenso phosphoryliert. Der so aktivierte Komplex
aus Smad2/3 bindet an Smad4. Dieses Smad-Trimer transloziert in den Zellkern und bindet mit
Kofaktoren an die Promotorregion TGF-R-abhdngiger Zielgene (modifiziert nach Budi et al., 2017).

Smad als Verbindungsglied zwischen verschiedenen Transkriptionswegen der EMT

Smads haben nicht nur allein, sondern in Kooperation mit anderen Transkriptionswegen die
Kontrolle Uber Genexpressionen des epithelial-mesenchymalen Ubergangs (EMT). Die
unterschiedlichen Mechanismen einzelner Signalwege ermdglicht es den Smad-Komplexen,
mit verschiedenen Transkriptionseffektoren zu interagieren und eine koordinierte
Genreprogrammierung zu gewahrleisten. Wahrend die Transkription von Zielgenen im
Notch- und Hedghog- ebenso wie im Wnt-Signalweg von deren Effektoren aktiviert wird,
induzieren neben den DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren auch Coaktivatoren und -
repressoren die TGF-R- und BMP-aktivierte Transkription (Derynck et al., 2014).

Smad als Inhibitor des TGF-[ Signalwegs

Die funktionelle Smad-Aktivierung kann auch durch inhibitorische Smad-Protein (Smad6 und
Smad7) gestort werden. Dies geschieht, indem sie mit TRRI assoziiert werden und die R-
Smad-Aktivierung als solches verhindern oder indem die Komplexbildung von R-Smads mit
Smad4 unterbunden wird (Derynck und Budi, 2019).
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Kontextabhangigkeit des TGF-R Signalwegs

Seit mehr als 30 Jahren betreibt man Forschungen im Bereich der TGF-R Signalwege, welche
verschiedene, auch entgegengesetzte Reaktionen in Abhédngigkeit des zelluldren Kontextes
erkennen lieRen. Die Grundlage dieser Kontextabhangigkeit beruht auf der variierenden
Physiologie verschiedener Zellen sowie der Verbindung zwischen dem TGF-R- und dem
Smad-Signalweg. Aktivierte Smad-Komplexe aus Smad 2/3 und 4 zielen direkt auf
Gensequenzen im Zellkern ab. Nach deren Bindung aktivieren oder unterdriicken sie die
Genexpression jedoch nicht allein, sondern in der reversiblen Wechselwirkung mit anderen
DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren oder Transkriptions-Koregulatoren (Kofaktoren). Da
diese von anderen Signalwegen gesteuert werden oder in Abhédngigkeit zu anderen
Signalwegen stehen, ist die durch sogenannte Signalkreuzung auf mehreren Ebenen
entstandene Transkriptionsantwort kontextabhéngig. Darlber hinaus werden Smad-
Aktivierung und Smad-Aktivitditen durch separate Kinase- und Ubiquitinierungswege
reguliert. Hinzu kommt, dass Smad-Komplexe selbst durch die TGF-R-induzierte
Rezeptoraktivierung der Nicht-Smad-Signalwege aktiviert werden kdnnen (Morikawa et al.,
2016).

TGF-R-aktivierte Nicht-Smad-Signalwege

Alle TGF-B-Liganden binden an einen heteromeren Komplex aus Typ I- und Typ II-
Rezeptoren mit intrazellularer Kinaseaktivitat. In diesem Liganden-Rezeptorkomplex
phosphoryliert zunachst der Typ I1-Rezeptor den Type I-Rezeptor, der seinerseits downstream
Kaskaden der Signalubertragung initiiert. Nach aktueller Auffassung bestimmt die Lipid-
Protein-Umgebung des Liganden-Rezeptorkomplexes in der Zellmembran die Art des
aktivierten Pathways. Wahrend der Rezeptorkomplex in Membranbereichen mit Clathrin
wohl die kanonische Smad-Signalkaskade tiber Smad2/Smad3 aktiviert, nehmen anscheinend
Rezeptor-aktivierte, nicht-Smad-Pathways in bisher unbekannten oder aber in caveoldren
Bereichen der Membran ihren Anfang. Caveolae sind stark hydrophobe Membranabschnitte
im Verbund mit dem Protein Caveolin (Kiss und Botos, 2009). Man unterscheidet
verschiedene TGF-R-initiierte, nicht-Smad-Pathways, die etwa uber die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinases), JNK (c-Jun amino
terminal kinase) und p38 MAPK oder aber ber IKK (IkB kinase) im NF-kB-Pathway, Uber
PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) und Akt sowie tber die Rho-Familie kleiner G-Proteine
Zellreaktionen steuern (Abb.9) (Zhang, 2017).
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Diese Pathways ohne Smad-Proteine vermitteln nun Signale, die in der Aktivierung
adaquater Transkriptionsfaktoren wie ATF2 oder c-Jun enden und moglicherweise dabei von
Smad-Proteinen unterstiitzt werden. So etwa wirken Smad-Proteine in Verbindung mit
ERK1/2-regulierten Transkriptionsfaktoren oder ERK1/2 steuert umgekehrt die Aktivitat von
Smad1/2/3, wéhrend die Aktivitat von JNK und p38 wiederum von Smad6/7 reguliert wird.
Anhnliche Effekte sind fiir alternative nicht-Smad-Pathways beschrieben. Auf diese Weise
kontrollieren diese Pathways wiederum Smad-vermittelte Effekte im kanonischen Pathway.
Die Komplexitat dieser Wechselwirkungen ist in Ubersichtsartikeln ausfithrlich dargestellt
(Zhang, 2017; Derynck und Budi, 2019).

Eine zentreale Funktion von TGF-RB ist die Induktion der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT), die Transformation epithelialer Zellen, die ihre typischen Eigenschaften in
diesem Prozess verlieren und in solche mit mesenchymalen Eigenschaften Gbergehen. Dieser
Ubergang ist auch ein wesentlicher Vorgang in der Entwicklung von dentalem Pulpagewebe
einschlieBlich der Zellen an der Pulpa-Dentin-Grenze. TGF-R-aktivierte Nicht-Smad-
Signalwege aktivieren die Zielgentranskription und steuern so die EMT. Die Hauptaufgabe
liegt in der Auflésung der Epithelibergédnge, der Reorganisation und Motilitat des
Zytoskeletts sowie der Translationskontrolle. Die nicht-Smad-Signalwege erfillen hier ihre
Funktion, indem sie auf Smads abzielen und ihre Funktion unterstiitzen. Gleichzeitig steuern
sie die Expression und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und wirken bei deren
Kontrolle mit den Smad-Komplexen zusammen (Abb. 9) (Derynck et al., 2014). So wurde
etwa gezeigt, dass die Aktivierung von ERKZ1/2 wesentlich ist fur die durch TGF-R-
stimulierte EMT, indem die Zelladh&sion abnimmt und die Zellmobilitét steigt. Gleiches wird
fir INK, p38 oder PI3K in ihrer Funktion fir die Organisation des Zytoskeletts oder flr die
Regulation der Zellmigration berichtet (Zhang, 2017).
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Abb. 9: Modell der Aktivierung TGF-R-abhéngiger nicht-Smad-Signalwege. An spezifischen
Membranabschnitten (caveolae) stimuliert die Binding von TGF-R an TGF-R RII die Aktivierung von
TGF-B RI und damit den kanonischen Pathway Uber Smad2/3, aber auch nicht-Smad-Pathways. Der
Einfachheit halber sind hier nur die nicht-Smad-Signalwege ber MAPKSs gezeigt. Diese aktivieren
wiederum spezifische Transkriptionsfaktoren wie ATF2 oder c-Jun, die nun alleine oder mit Smad-
Proteinen die Transkription TGF-R-abhangiger Gene initiieren. Die Abbildung ist modifiziert nach
Derynck et al. (2014), dort sind Pathways ausfuhrlich beschrieben. ShcA (adaptor protein); TAK1
(transforming growth factor-p-activated kinase 1); TRAF 4/6 (TNFR-associated factors 4/6); ATF2
(activating transcription factor 2).

4.5.2.4 Beteiligung von TGF- an der Zahnentwicklung

Mehrere Mitglieder der TGF-R-Familie werden in sich entwickelnden Zahnen vom
Anfangsstadium bis zum Erwachsenenalter exprimiert (Huojia et al., 2005). Dabei ist die
Signalubertragung Uber TGF-B und knochenmorphogenetischem Protein (BMP) fur die
Dentinogenese wesentlich. Die Rolle der TGF-R/BMP-Signalibertragung bei der
Differenzierung von Odontoblasten und der Dentinbildung ist vielfach experimentell
dokumentiert. Ubereinstimmend wurde festgestellt, dass die Smad4-abhéingige TGF-R/BMP-
Signalibertragung fur die Differenzierung von Odontoblasten und die Dentinbildung wéhrend
der Zahnentwicklung entscheidend ist (Yun et al., 2016).

Die Expression von Genen, welche spezifisch fiir verschiedene Entwicklungsstadien
sind, konnte wéhrend der Differenzierung dentaler Pulpazellen in Préodontoblasten und in
adulten Pulpazellen von Rindern nachgewiesen werden. Da die Proliferation nach 14 Tagen

Primérkultur herunterreguliert wurde, war die Expression von Fibronektin und Typ I- und
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Typ Il1-Kollagen-mRNAs als Marker der Zelldifferenzierung erhoht. Die Expression der
alkalischen Phosphatase stieg anscheinend allmahlich, und die mRNA fur Osteocalcin
erschien spat unmittelbar vor Beginn der nachweisbaren Mineralisierung. BMP-2-mRNA
wurde ebenfalls zu einem spéten Zeitpunkt exprimiert, als auch Osteocalcin auftrat.
Rekombinantes TGF-R 1 inhibierte die Aktivitat der alkalischen Phosphatase, wahrend BMP-
2 und BMP-4 sie stimulierten. BMP-4 wiederum erhohte die Expression von Alpha 1 (1) -
Kollagen-mRNA, BMP-2 stimulierte die Osteocalcinsynthese. Diese Ergebnisse zeigen
reprasentativ die regulatorische Funktion dieser Mitglieder der TGF--Familie bei der
Genexpression extrazelluldrer Matrixproteine und der Differenzierung dentaler Pulpazellen zu
Prédodontoblasten (Nakashima et al., 1994).

TGF-B reguliert die Zellproliferation und -differenzierung in verschiedenen Zelltypen
der Zahnpulpa. Wéhrend TGF-81 und TGF-R3 (berwiegend in Odontoblasten exprimiert
werden, zeigt die Pulpa ein hohes Expressionsniveau von TGF-R2. TGF-R1 wird
hauptséachlich durch die Matrixmetalloproteinase 11 (MMP11) aktiviert und erhéht seinerseits
die Expressionsniveaus von MMP20 und Dentinsialophosphoprotein (DSPP) in Pulpazellen.
Das TGF-R1-Prépeptid, das anscheinend hauptséchlich in Odontoblasten synthetisiert wird,
wird Uberwiegend durch MMP2 und MMP20 sowohl in Odontoblasten als auch im Dentin
aktiviert. Die TGF-R1-Aktivitat kann durch den altersbedingten Abbau von DSPP-verwandten
Proteinen verringert werden. TGF-B1 ist somit anscheinend in seinen vielféltigen
biologischen Funktionen an einer komplizierten dynamischen Wechselwirkung mit Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) oder DSPP-verwandten Proteinen beteiligt, die in Zahnpulpa,
Odontoblasten und Dentin vorhanden sind (Niwa et al., 2018).

Der molekulare Mechanismus von TGF-R3 in dentalen Pulpazellen ist nicht klar. Es
konnte beobachtet werden, dass die Expression von DSPP und DMP1 durch TGF-R3 in
primér Kkultivierten dentalen Pulpazellen induziert wurde, jedoch nicht in Osteoblasten der
Calvaria. Die Osteocalcin-, Osteopontin- und Osteonektinexpression war nach Behandlung
mit TGF-B3-3 sowohl in den Pulpazellen als auch in Osteoblasten der Calvaria erhoht.
Dentinsialoprotein (DSP) wurde in der Né&he von mit TGF-B3 nachgewiesen. Diese
Ergebnisse wirden darauf verweisen, dass TGF-R3 durch Hochregulierung der Osteocalcin-
und COL I-Expression in dentalen Pulpazellen eine ektopische Mineralisierung induziert und
die Differenzierung von Stammzellen zu Odontoblasten regulieren kann (Huojia et al., 2005).

Der Bindegewebswachstumsfaktor (CTGF) ist ein nachgeschalteter Mediator fiir
TGF-R1. Die TGF-R1-induzierte CTGF-Expression wird uber den Smad-Signalweg reguliert.
Die Expression von CTGF, TGF-B-1 und p-SMAD2/3 ist gewebespezifisch und
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stadienspezifisch. Der TGF-R1-SMAD2/3-CTGF-Signalweg ist sehr wahrscheinlich an der
Regulation der Amelogenese, der Dentinogenese und der Bildung von Tertidrdentin beteiligt
(Li und Pan, 2018).

TGF-B81 kontrolliert Prozesse in der Embryogenese Uber die Modulation der
extrazellularen Matrix (ECM). Wahrend der Zahnentwicklung werden histomorphogenetische
und zytodifferenzierende Ereignisse durch ECM-vermittelte epithelial-mesenchymale
Wechselwirkungen reguliert. Sowohl die intrazelluldren als auch die extrazellularen Formen
von TGF-R1 werden ortsspezifisch exprimiert. So wurde der Wachstumsfaktor wahrend der
Glockenstadien der Zahnentwicklung parallel zu alkalischer Phosphatase, Fibronektin,
Kollagenen | und 111 und GAGs identifiziert. Diese Daten stiitzen die Hypothese, dass die
Wirkungen von TGF-R1 bei der Zahnentwicklung zu qualitativen Veranderungen in der

Zusammensetzung und Struktur der extrazellularen Matrix beitragen (D'Souza et al., 1992).

4.5.2.5 Beteiligung von TGF-R an der Tertiardentinbildung

Wie bereits erwéhnt, sind die Isoformen des TGF-B an der zellularen Signalubertragung
wahrend der Zahnentwicklung und -reparatur beteiligt. Uber ihre zellulare Lokalisierung oder
Verteilung innerhalb des Zahngewebes im reifen Zahn ist jedoch wenig bekannt. In gesunden
Geweben wurde TGF-R3 mit hochster und TGF-R11 mit schwachster Intensitat nachgewiesen.
Ahnliche Muster wurden bei kariosen Zahnen beobachtet, TGF-R1 bewirkte jedoch eine
erhdhte Expression in Odontoblasten und Pulpazellen kariéser Zahne. Biochemisch waren
grolRere Mengen an TGF-R1 im tertidren Dentin als in priméren Dentinproben nachweisbar.
Die Expression von TGF-R in Odontoblasten und das erhéhte VVorhandensein von TGF-R1 im
tertiaren Dentin legen nahe, dass anscheinend diese Isoform fir das Verhalten von
Odontoblasten und die Modulation der Reaktion des Gewebes auf Verletzungen wichtig ist
(Sloan et al., 2000).

Beteiligung von TGF-R8 an der Bildung von Reaktionsdentin

In mehreren Studien wurde versucht, die Rolle von TGF-R1 bei der Induktion von Apoptose
und ihrer molekularen Mechanismen in Odontoblasten zu charakterisieren. TGF-R1 kann in
MDPC-23 dosisabhéngig den apoptotischen Zelltod induzieren. Negativ mutierte Formen von
Smad2 oder Smad3 blockieren die TGF-R1-induzierte Apoptose anscheinend, wobei die
Smad3-Mutante effizienter ist als die Smad2-Mutante. Das inhibitorische Smad7 hemmt

ebenfalls die TGF-R1-induzierte Apoptose dieser Zellen. Die Uberexpression von Smad7 oder
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der Smad3-dominanten negativen Mutanten wiederum steuert die negative Regulation der
TGF-R1-induzierten Transkriptionsaktivitdt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Smad-
Proteine an der TGF-betal-induzierten Apoptose von Odontoblasten beteiligt sind (He et al.,
2005).

Beteiligung von TGF-R an der Bildung von Reparaturdentin

TGF- spielt eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung dentaler Pulpazellen zu
Odontoblasten, um die reparative Dentinbildung zu induzieren. Dabei wirkt TGF-i3 Uber die
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs) ERK1/2 und p38 zusammen mit dem Smad-
Signalweg.  SB203580, ein  spezifischer  p38-MAPK-Inhibitor, reduzierte die
Phosphorylierung von Smad3, wéhrend es die Phosphorylierung von Smad2 leicht erhohte.
Zusétzlich erhéhte die Hemmung der ERK1/2-Aktivitat mit dem MEKZ1/2-Inhibitor U0126
die TGF-1-vermittelte Phosphorylierung von Smad3. Diese Ergebnisse legten nahe, dass p38
die Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 wéhrend der TGF-R1-Signalibertragung in
menschlichen dentalen Pulpazellen unterschiedlich beeinflusst und ERK1/2 moglicherweise
an dem Prozess beteiligt ist (Wang et al., 2006).

Etwa die Halfte des in der Dentinmatrix enthaltenen TGF-R1 liegt in aktiver Form vor.
TGF-R1 wurde in Verbindung mit dem Latenz-assoziiertem Peptid (LAP), Betaglycan und
Decorin in einem isolierten Dentinmatrixpraparat gefunden. Die Verbindung von TGF-R1 mit
Betaglycan, Decorin und LAP konnte die Verfligbarkeit und biologische Aktivitit dieses
Wachstumsfaktors regulieren und seine Prasentation gegeniiber den TGF-R-Rezeptoren des
Typs | und Il auf Odontoblasten beeinflussen. Wéhrend der Reparatur des Hartgewebes sind
solche Kontrollprozesse wichtig, um die biologischen Wirkungen von TGF-31 auf Zellen zu
stimulieren. AulRerdem gelten Liposomen experimentell als wirksames Tragermaterial flr die
Abgabe von TGF-R1 in vitro. So forderte Liposomen-gebundenes TGF-RB1 nicht nur die
Dentinogenese, sondern erhohte auch die Mineralisierung dentaler Pulpazellen. Dies
unterstreicht das Potenzial des TGF-R1-Signalwegs fur die therapeutische Verwendung
hinsichtlich der Regeneration des Dentin-Pulpa-Komplexes (Jiang et al., 2020).

Ebenso konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der Reaktionsfahigkeit und
Minderung der Signaltibertragung von TGF-R in Odontoblasten zu einer Beeintrachtigung der
Dentinmatrixbildung und sogar zur Pulpa-Obliteration fiihrte. Auch diese Erkenntnis
unterstreicht die schon zuvor erwdhnte wichtige Rolle des TGF-R-Signalwegs fiir die
Dentinbildung und den Schutz der Pulpa (Ahn et al., 2015). Offensichtlich sind die
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Aktivitaten von TGF-R1 und ALP im Prozess der Differenzierung von Odontoblasten und der
Dentinbildung verknupft. So erhohte TGF-R1 auf einem Tragermaterial die Mineralisierung
und die ALP-Aktivitat dentaler Pulpazellen. Die mit TGF-R1 behandelten Zellen exprimierten
Dentinsialoprotein (DSP), Osteopontin (OPN) und Typ I-Kollagen (Col I). Nach einer in
vivo-Transplantation der Zellkulturen formierten sich saulenférmige Odontoblasten und
schlie3lich wurde tubul&res Dentin gebildet (Li et al., 2011).

Auch microRNAs sind anscheinend wesentlich an der Differenzierung dentaler
Pulpazellen zu odontoblasten-ahnlichen Zellen beteiligt. Beispielsweise wurden in einer
reprasentativen Studie 36 differentiell exprimierte microRNAs im Prozess der
Differenzierung identifiziert. Besonders interessant war dabei die Expression von miR-135b,
die wéhrend der Differenzierung dentaler Pulpazellen signifikant herunterreguliert war. Diese
microRNA kodnnte daher ein Regulator der Differenzierung sein. Dabei schienen Smad5 und
Smad4 Zielgene von miR-135b zu sein, die dort an die untranslatierte Region bindet (Song et
al., 2017b).

45.3  Der Signalweg tber den Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)
45.3.1 Allgemeines zu FGF

Die FGF-Familie besteht aus 18 sekretierten Proteinen, die mit signalgebenden
Tyrosinkinase-FGF-Rezeptoren (FGFRs) in der Zellmembran interagieren und ein breites
Spektrum an Funktionen vermitteln (Ornitz und Itoh, 2015; Goetz und Mohammadi, 2013).
Die FGF-Proteine sind in finf Unterfamilien als parakrine und in einer Unterfamilie als
endokrine FGFs sowie in einer weiteren Unterfamilie als intrazellulare FGFs
zusammengefasst.

Sie sind sowohl in frihesten Stadien der Embryonalentwicklung als auch wahrend der
Organogenese an Differenzierung und Wachstum beteiligt. Im erwachsenen Gewebe
vermitteln sie besonders bei Stoffwechsel- und Reparatur- oder Regenerationsprozessen durch
eine Reaktivierung dieser Entwicklungssignalwege ihre Wirkung. Auf zelluldrer Ebene
steuern FGFs das Uberleben wvon Zellen, die Zellproliferation, Zellmigration und
Differenzierung (Ornitz und Itoh, 2015).

54



4.5.3.2 Das FGF-Signalsystem

Reprasentativ fur parakrine und endolkrine FGFs werden im Folgenden die nahe verwandten
Strukturen von FGF2 und FGF19 skizziert. Die konservierte globulare Kerndomane der
Proteine besteht aus 123-Strangen (31-812) in FGF2 (parakrin) und 11B-Strdngen in FGF19
(endokrin). Endokrinen FGFs fehlt der 11R-Strang. Die Schleife, die f-Strang 1 und B-Strang
2 verbindet, und die Region zwischen B-Strang 10 und B-Strang 12 sind Bindungsstellen fur
Heparansulfat am FGF-Rezeptor. Die Konformation der Heparansulfat-Bindungsstelle von
FGF19 unterscheidet sich von derjenigen in parakrinen FGFs.

Das alternative Splicen der kodierenden Sequenzen fur die D3-Doméane der FGF-
Rezeptoren FGFR1, FGFR2 und FGFR3 erzeugt FGFRb- und FGFRc-Isoformen mit
unterschiedlicher Ligandenbindungsspezifitit. FGFRs interagieren mit Heparansulfat der
Zelloberflache tber ihre D2-Domaéne. Heparansulfat ist der obligatorische Kofaktor fir die
parakrine FGF-Signalgebung.

Im terndren Komplex interagiert jeder FGF-Ligand intensiv mit einem FGF-
Rezeptor Uber dessen primére Ligandenbindungsstelle, die D2, D3 und den D2-D3-Linker des
Rezeptors umfasst. Jeder Ligand bindet auch an den angrenzenden Rezeptor im Komplex
uber eine sekundére Ligandenbindungsstelle an der D2-Doméne, die neben der Stelle liegt,
die die Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung vermittelt. Heparansulfat fordert die Bildung des
2:2-parakrinen FGF-FGFR-Komplexes durch gleichzeitige Wechselwirkung mit Liganden
und Rezeptor (Goetz und Mohammadi, 2013).

4.5.3.3 Der FGF-Signalweg

Die Interaktion von FGF-Liganden mit ihren Signalrezeptoren wird durch Protein- oder
Proteoglykan-Kofaktoren sowie extrazelluldre Bindungsproteine reguliert (Ornitz und Itoh,
2015). Bindet FGFs an seinen FGF-Rezeptor (FGFR), so induziert das eine FGFR-
Dimerisierung, in der die Tyrosin-Kinase-Domanen nahe beieinanderstehen. Dies ermdglicht
die Kinaseaktivierung durch Transphosphorylierung. Die aktivierten FGFR-Kinasen
wiederum aktivieren ihre intrazelluléren Substrate durch Phosphorylierung und induzieren so
potenziell interaktive Signalwege, die verschiedene zelluldre Reaktionen, wie
Zellproliferation, das Uberleben der Zellen, aber auch den Zelltod auslésen konnen.
Hauptsubstrate der FGFR-Kinase sind dabei das FGFR-Substrat 20 (FRS2a), das konstitutiv
mit der Rezeptorkinase assoziiert ist, und Phospholipase Cyl (PLCyl) (Goetz und
Mohammadi, 2013).
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Befindet sich FRS2a im aktivierten Zustand, so bindet es an das Adapterprotein
growth-factor-receptor-bound 2 (GRB2). GRB2 rekrutiert dann entweder den Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor son of sevenless (SOS) (Abb. 10) oder das Adapterprotein GRB2-
assoziiertes Bindungsprotein 1 (GAB1) (Abb. 11) an den Signalkomplex. SOS aktiviert die
RAS-GTPase, die die Aktivierung der MAPK-Kaskade einleitet (Abb. 10), wahrend
rekrutiertes GAB1 die membrangebundene Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aktiviert, die zur
Aktivierung der AKT-Kinase (Proteinkinase B) (Abb. 11) fiihrt (Goetz und Mohammadi,
2013).

Regulation der Zellproliferation

Die Bindung von FGF an seinen Rezeptor in der Zellmembran aktiviert die Proteine FRS2a-
GBR1-SOS und die Kaskade RAS-RAF. Die dann durch MAPKK (MEK1/1)
phosphorylierte, aktivierte MAPK (ERK1/2) transloziert vom Zytoplasma in den Zellkern und
aktiviert ihrerseits Transkriptionsfaktoren wie c-FOS oder ETS, um die Transkription
spezifischer Gene einzuleiten. Das Ergebnis dieses Weges ist in erster Linie die Regulation
der Zellproliferation. Allerdings ist auch ein Crosstalk mit Signalwegen mdglich, die
Zelldifferenzierung oder Zellmigration steuern (Abb. 10) (Goetz und Mohammadi, 2013;
Ornitz und Itoh, 2015).
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Abb. 10: Regulation der Zellproliferation. FGF bindet an seinen FGF-Rezeptor (FGFR) und induziert
so eine FGFR-Dimerisierung. Die aktivierten FGFR-Kinasen wiederum aktivieren ihre intrazelluldren
Substrate downstream durch Phosphorylierung wie oben im Text skizziert. (modifiziert nach (Goetz
und Mohammadi, 2013).
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Regulation des Zelltiberlebens

FGF aktiviert Uber seinen Rezeptor die Kette FRS2a-GBR1-GAB1 und letztlich die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K). Die PI3K-aktivierte PDK (phosphoinositide-dependent
kinase) aktiviert dann AKT (Proteinkinase B), die pro-apoptotische Effektoren wie BAD (Bcl-
2 antagonist of cell death) und BAX (Bcl-2-associated X protein) sowie die Apoptose
initiierende Caspase 9 inhibiert. AKT aktiviert den Transkriptionsfaktor FOXO (forkhead box
protein O) und fordert so das Zelltberleben (Abb. 11) (Goetz und Mohammadi, 2013).
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Abb. 11: Regulation des Zelllberlebens. FGFs bindet an seinen FGF-Rezeptor (FGFR) in der
Zellmembran und aktiviert (ber die oben im Text beschriebene Signalkaskade das Zellliberleben
(modifiziert nach (Goetz und Mohammadi, 2013).

Regulation der Zellmotilitat

Die Rekrutierung und Phosphorylierung von PLCyl (Phospholipase Cyl) durch die FGFR-
Kinase vermittelt einen spezifischen Signalweg, von dem angenommen wird, dass er eine
Rolle bei der Zellmigration und Zelldifferenzierung spielt. Mdéglicherweise modifiziert er
auch die RAS-MAPK- und PI3K-AKT-Wege (Abb. 12). Aktiviertes PLCyl katalysiert die
Hydrolyse des Membranphospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2)
zu den beiden intrazelluldren Botenstoffen (second messengers) Diacylglycerin (DAG) und
Inositol-1,4,5,-trisphosphat (IP3)). DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die wiederum
ihre Substrate durch Phosphorylierung aktiviert. Dazu gehoren beispielsweise das

myristoylierte Ala-reiche C-Kinase-Substrat (MARCKS), ein Regulator der Zellmotilitat.
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Ergédnzend dazu stimuliert IP3 die Freisetzung von Kalziumionen aus intrazelluldren
Speichern und 16st dadurch die Aktivierung von kalziumabh&ngigen Proteinen wie der
Phosphatase Calcineurin aus. Aktiviertes Calcineurin induziert die nukleére Translokation des
Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of activated T cells). NFAT stimuliert neben
anderen auch die Expression von Proteinen, die fir die Regulation der Zellmotilitat essentiell
sind (Abb. 12) (Goetz und Mohammadi, 2013).
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Abb. 12: Regulation der Zellmotilitit. Das aktivierte PLCyl katalysiert die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) zu den Botenstoffen Diacylglycerin (DAG) und
Inositol-1,4,5,-trisphosphat (IP3) und Signalwege downstream. Uber die im Text oben beschriebene
Signalkaskade steuern diese die Zellmotilitat (modifiziert nach (Goetz und Mohammadi, 2013).

4.5.3.4 Regulation der FGF-Liganden Aktivitat

Bei der Regulation der FGF-Ligandenaktivitdat ist den verschiedenen FGFs eine
Kernhomologiedomédne von etwa 120 Aminosduren gemeinsam. Diese sind zu einer
globuldren p-trefoil geordnet, ein Faltungsmotiv aus [-Faltblatt und a-Helices mit
Ahnlichkeiten mit einem dreiblittrigen Kleeblatt. Parakrine FGFs haben eine regulire B-
Kleeblattdomane, die aus zwolf B-Stringen (B1-B12) besteht, wohingegen endokrine FGFs
aufgrund des Fehlens des B11-Strangs eine atypische B-Kleeblattdomdane aufweisen. Die

konservierte Kerndoméne wird von stark divergierenden aminoterminalen und
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carboxyterminalen Sequenzen flankiert, die eine Schllsselrolle bei der WVerleihung
unterschiedlicher funktioneller Eigenschaften an FGF spielen.

Die FGF-Aktivitat wird durch mehrere Mechanismen reguliert. Dazu gehéren die
Interkation von FGF-Liganden mit Heparansulfat am FGFR, das alternative Splicen, die
Homodimerisierung und die gezielte proteolytische Spaltung von FGF-Liganden. Unter
diesen ist die Interaktion von FGF mit Heparansulfat die wichtigste. Heparansulfat gilt als
essentieller Kofaktor des FGF-Signalwegs, aber auch als solcher in der durch BMPs, WNTSs
oder Hedgehogs gesteuerten Zellantwort. Es definiert nicht nur die Wirkungsweise von FGFs,
also ob ein FGF parakrin oder endokrin wirkt, sondern tragt auch zu den unterschiedlichen
biologischen Aktivitdten parakriner Liganden innerhalb derselben Unterfamilie bei (Goetz
und Mohammadi, 2013; Ornitz und Itoh, 2015).

4.5.3.5 Regulation der FGFR-Funktion

Bis jetzt wurden vier verschiedene FGF-Rezeptoren (FGFR) beschrieben (Ornitz und Itoh,
2015). Ein prototypischer FGFR besteht aus drei extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen
Doménen (D1-D3), einer Single-Pass-Transmembran-Domane und einer intrazellularen Tyr-
Kinase-Domaéne. Die Ektodomanenregion, die D2, D3 und den D2-D3-Linker umfasst, ist fur
die Ligandenbindung notwendig und ausreichend. Derzeit wird angenommen, dass Doméne 1
und die Sequenz von Aminosauren zwischen D1 und D2 die Ligandenbindungen hemmen
(Goetz und Mohammadi, 2013; Ornitz und Itoh, 2015). Die Spezifitat der Ligandenbindung
durch FGFR1, FGFR2 und FGFR3 wird hauptsachlich durch alternatives Splicen kodierender
Sequenzen der D3-Doméne dieser Rezeptoren bestimmt, wodurch FGFRb- und FGFRc-
Isoformen erzeugt werden. Der Prozess des Splicens ist grundlegend fiir die Etablierung einer
gerichteten FGF-Signalubertragung zwischen epithelialem und mesenchymalem Gewebe.

Das alternative Splicen von FGFR2 ist funktionell am wichtigsten und ist demjenigen von
FGFR1 sehr &hnlich. Die Funktionen von FGFR1 und FGFR2 sind im Prozess der
Ontogenese vielfach redundant (Ornitz und Itoh, 2015). Die FGF-FGFR-Bindung induziert
die FGFR-Dimerisierung, die die intrazelluldren Kinasedoméanen der Rezeptoren
nebeneinanderstellt und so die sequentielle Autophosphorylierung erméglicht. Subtile
Unterschiede in der Rezeptordimerisierung werden durch unterschiedliche Liganden
induziert. Das wird wiederum in Unterschieden in der Rezeptoraktivierung deutlich, woraus

verschiedene biologische Reaktionen resultieren (Goetz und Mohammadi, 2013).
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4.5.3.6 Die Funktion von FGF bei der Zahnentwicklung

Nachdem nun die allgemeinen Grundlagen des FGF-Signalwegs beschrieben wurden, soll auf
die speziellen Aspekte beziiglich der Zahnentwicklung eingegangen werden. Die fir die
Zahnentwicklung charakteristischen epithelialen-mesenchymalen Interaktionen werden von
Wachstumsfaktoren, insbesondere dem FGF, reguliert (Madan und Kramer, 2005). Nachdem
es zunédchst noch widerspruchliche Forschungsergebnisse zu ihrer Wirkung auf die
Odontoblastendifferenzierung gab, zeigen jungste Studien sehr plausibel, dass FGF-2 auf die
Zellen der Odontoblasten-Linie stadienspezifisch wirkt. Eine kontinuierliche Exposition von
Pulpazellen gegen FGF-2 hemmt die Differenzierung von Odontoblasten, wahrend eine friihe
und begrenzte Exposition von Pulpazellen gegen FGF2 zu einer deutlichen Zunahme der
Differenzierung von Odontoblasten fiihrt (Sagomonyants et al., 2017).

FGF-2,-3,-4 und -8 scheinen eine wesentliche Rolle in der Kronenentwicklung zu
spielen, wohingegen die Wurzelentwicklung hauptsachlich durch FGF-2 reguliert wird
(Madan und Kramer, 2005). Besonders im Glockenstadium ist FGF-2, welches meist
innerhalb der Basalmembran zwischen Zahnepithel und Zahnmesenchym zu beobachten ist,
anscheinend mal3geblich fur die Regulation der Zelldifferenzierung und Matrixsekretion
verantwortlich.  Hinweise darauf ergab die Analyse der Expression von
Differenzierungsmarkern wie Dentinsialophosphoprotein, Amelogenin oder der alkalischen
Phosphatase (ALP) mittels Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) (Unda et al., 2001; Tsuboi
et al., 2003). Exogenes FGF-2 verringerte die Genexpression der Differenzierungsmarker,
wobei die Inhibition von endogenem FGF-2 durch Antisense-ODN (oligodeoxynucleotides)
die Genexpression der Marker erhdhte und damit die Schmelz- und Dentinbildung signifikant
forderte (Tsuboi et al., 2003). FGF-2 kann gemeinsam mit FGF-1 an der Kontrolle der
Odontoblasten- und auch Ameloblastendifferenzierung beteiligt sein und vermag in
Kombination mit TGF-B die Differenzierung der Prdodontoblasten zu induzieren (Unda et al.,
2001). Dabei wirken FGF-1 und TGF-B-1 synergetisch und fordern die
Odontoblastendifferenzierung, wahrend FGF-2 die Wirkung von TGF-3-1 so moduliert, dass
eine Polarisierung der Préodontoblasten gefordert wird (Unda et al., 2000).

Besonders bei der Wurzelentwicklung wird FGF als Mediator epithelialer-
mesenchymaler Interaktionen angesehen. Eine intensive Immunféarbung fir FGF-2 wurde in
sich differenzierenden Odontoblasten in allen untersuchten Stadien beobachtet. Dieses

Lokalisierungsmuster von FGF-2 deutet darauf hin, dass der Wachstumsfaktor an dem mit der
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Wurzelentwicklung verbundenen Signalnetzwerk beteiligt sein konnte (Madan und Kramer,
2005).

4.5.3.7 Die Funktion von FGF bei der Bildung von Tertidrdentin

Die Funktion von FGF bei der Bildung von Reparaturdentin

Mitglieder der Familie der FGFs spielen neben der priméren Dentinbildung eine wichtige
Rolle bei der reparativen Dentinogenese. VVorzugsweise sollte die Aktivierung von FGF-2 die
Differenzierung von Odontoblasten inhibieren. Die Behandlung mit FGF-2 stimulierte
zunédchst die Differenzierung verbleibender Vorldauferzellen in Pulpazellkulturen zu
funktionellen Odontoblasten, inhibierte jedoch deren Differenzierung zu reifen
Odontoblasten. Die hemmende Wirkung von FGF-2 auf die Differenzierung von
Odontoblasten wird wahrscheinlich durch die Aktivierung der FGFR/MEK/ERK1/2-
Signalkaskade und die Herunterregulierung der Gber BMPs vermittelten Signaltransduktion
mit negativer oder positiver Wirkung auf die Expression von DMP-1 oder DSPP reguliert
(Sagomonyants et al., 2017).

Histochemische Untersuchungen zeigten, dass anscheinend FGF-23 in
uberexprimierter Form die Dentinmineralisierung und die Dentinogenese negativ reguliert.
Das war an einer reduzierten Mineralisierungsdichte und einem geringeren mineralisierten
Volumen erkennbar. Insgesamt wurden das Zahnvolumen, die reparative Dentinflache, die
Expression des Dentinsialoproteins im Dentin und die Ablagerung von Typ-I-Kollagen und
Osteocalcin in der Zahnmatrix signifikant reduziert. Das Predentinvolumen und die
Expression von Biglycan im Dentin in FGF-23-transgenen Mausen war jedoch im Vergleich
zu Wildtyp-Geschwistern erhoht (Chen et al.,, 2011). Fehlendes FGF-23, das den
zirkulierenden Phosphatspiegel moduliert, indem es die Phosphatreabsorption in den Nieren
kontrolliert, stért die Morphologie und die Proteinexpression des dentoalveoldren Komplexes.
Histologisch ~ und  elektronenmikroskopisch ~ wurde  eine  Unterbrechung  der
Odontoblastenschicht beobachtet. Proteine wie Dentinsialoprotein und Dentinphosphoprotein
zeigten eine veranderte Lokalisation in FGF-23 (-/-)-Proben (Chu et al., 2010).

Die Funktion von FGF in der regenerativen Therapie

Die kontrollierte Freisetzung hoher Dosen des FGF-2 aus Gelatinehydrogelen induziert DMP-
1-positiv kalzifizierte Partikel in der proliferierenden Pulpa, wéhrend eine moderate Dosis
von FGF-2 eine DMP-1-positive Dentinbriicke auf der Oberflache der Pulpa aufbaut.
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Anscheinend verdndert die Dosierung des freigesetzten FGF-2 die Struktur des bei
Dentindefekten regenerierten kalzifizierten Gewebes, das Reparaturdentin. Diese Ergebnisse
verweisen auf neue Therapiemdglichkeiten, da beispielsweise die Dentinregeneration einer
amputierten Pulpa, nicht aber die reparative Dentinbildung in Richtung amputierter Pulpa
durch die Dosierungsanspassung von FGF-2 in biologisch abbaubaren Gelatinehydrogelen
reguliert werden kann (Ishimatsu et al., 2009). Weitere Ergebnisse weisen darauf hin, dass
etwa erhohte extrazellulédre Ca2+-Spiegel zu einer erhdhten FGF-2-Expression durch ERK1/2
und Proteinkinase A (PKA) in Zellen der dentalen Papille und der humanen Pulpa fiihrt. Die
Ca2+-induzierte PKA-AKktivitdt nahm durch die Vorbehandlung mit dem MEK-Inhibitor
PD98059 ab. Dieser Mechanismus kann fir die Entwicklung regenerativer Therapien des

Dentins nitzlich sein (Kanaya et al., 2018).

45.4  Die Funktion von Sphingomyelinasen in der Bildung von Dentin

Sphingomyelinasen (SMases) katalysieren die Hydrolyse von Sphingolipiden wie
Sphingomyelin (SM) zu Ceramid. Neben Sphingosin (Sph) und Sph-1-Phosphat sind
Ceramide Signalmolille (second messengers), die zellularen Stress, Zellteilung,
Zelldifferenzierung oder Apoptose steuern (Clarke und Hannun, 2006). Abhéangig von
Parametern wie dem pH-Wert oder dem Bedarf an Metallionen als Kofaktoren unterscheidet
man derzeit finf Typen von SMasen, wobei die in den Lysosomen lokalisierte saure SMase
sowie die beiden neutralen SMasen (nSMase) die Hauptenzyme der stressinduzierten Bildung
von Ceramiden sind. Die Aktivitat der nSMase wiederum wird durch eine Reihe von Faktoren
angeregt, zu denen Zytokine wie TNF, UV-Licht, Chemotherapeutika oder auch chemische
Stressoren wie Phosphatidylserin, mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Arachidonséure oder
auch Lipopolysaccharid (LPS) gehoren. Die neutrale nSMase2 oder Sphingomyelin-
Phosphodiesterase 3 (Smpd3) mit einer besonderen Funktion im intrazelluldren vesikuléren
Transport von Proteinen im sekretorischen Pathway ist membrangebunden im Golgi-Apparat,
der Plasmamembran und in den Kompartimenten des Vesikelrecycling lokalisiert (Clarke et
al., 2011). Nicht unerheblich, beispielsweise fir den Prozess der Mineralisation, kénnte die
Beobachtung sein, dass nSMase bei hoher Zelldichte bevorzugt in der Zellmembran
lokalisiert ist und allgemein Konfluenz die Lokalisation reguliert (Clarke et al., 2006).
Quantitative Analysen der Lipidmolekule in Exosomvesikeln zeigen neben Cholesterin eine
Anreicherung von Sphingolipiden und Ceramiden, die anscheinend essentiell fur die Bildung
von Exosomen sind (Catalano und O'Driscoll, 2020). Exosomen (30-150 nm) stammen aus
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intrazellularen multivesikuldren Korperchen (multi-vesicular bodies, MVBs) (100-1000 nm),
die ihrerseits Uber zwei verschiedene Mechanismen oder ESCRTs (endosomal sorting
complexes required for transport machinery) entstehen. Der ESCRT-abhangige Weg bendtigt
ESCRT als eine multimolekulare Verbindung von Proteinkomplexen. Der ESCRT-
unabhéngige Pathway hingegen wird Gber nSMAsen gesteuert. Die produzierten Ceramide
sammeln sich in Mikrodoménen in Membranen und induzieren die Knospung und Bildung
intraluminaler Vesikel und schlieBlich MVBs nach bisher im Detail unbekannten
Mechanismen (Catalano und O'Driscoll, 2020).

Die Deletion des Genlokus fiir die neutrale Sphingomyelinase (nSMase2) erzeugte in
Méausen eine neue Form der systemischen juvenilen Hypoplasie oder des Zwergwuchses. Die
SMPD3-Defizienz storte die Homdostase der Bildung von Sphingomyelin, Ceramid und
Diacylglycerol (DAG) im Golgi-Apparat sowie die Bildung von Vesikeln und insgesamt den
sekretorischen Vesikeltransport im Golgi. Damit war auch die Sekretion extrazelluldrer
Matrixproteine inhibiert mit der Folge von Fehlbildungen des Skeletts neben anderen
Anomalien (Stoffel et al., 2016). Die nSMase ist also wesentlich an der Regulation der
Bildung von Knochen, aber auch von Dentin beteiligt. Mause mit der Mutation fragilitas
ossium (fro) exprimieren eine schwere Form von Osteogenesis imperfecta, die hier nicht auf
einem Mangel in der Verfligbarkeit von Kollagen, sondern auf einer Deletion von Smpd3
basiert. Dieser genetische Defekt fihrt zum vollstandigen Verlust der nSMase-Aktivitat und
damit auBer der Knochenfehlbildung auch zu Dentinogenesis imperfecta (Aubin et al., 2005).

Die unbedingte Notwendigkeit der Expression von Smpd3 in Odontoblasten als
Regulator der Mineralisation der extrazelluldaren Matrix der Z&hne wurde auch noch auf
andere Art gezeigt. In Méusen mit der Mutation fro/fro war in mehreren Stadien unmittelbar
nach der Geburt die Mineralisation des Manteldentins vorriibergehend verzogert und als
Folge davon auch die Schmelzbildung gebremst. Allerdings waren auch in den Mutanten
Matrixvesikel Uber die gesamte Kollagenmatrix des Pradentins verteilt. SMPD3 in
Odontoblasten, nicht jedoch in Ameloblasten exprimiert, und die fro-Mutation hatten keinen
Einfluss auf die Differenzierung der Odontoblasten (Khavandgar et al., 2013). In humanen
Zellen des Parodontalligaments erhohte Smpd3 die Expression von Enzymen mit zentraler
Funktion in der Mineralisation wie die alkalische Phosphatase (ALP), Kollagen Typ oder
auch Osterix und Runx2. Mit GW4869 als Inhibitor von nSMase2 ist diese Funktion
gehemmt (Miyauchi et al., 2017).

Auch andere physiologische Funktionen von nSMase wurden vielfach mit

pharmakologischen Inhibitoren untersucht. Neben anderen Molekilen ist GW4869 in
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geringen Konzentrationen ein sehr starker, nicht-kompetitiver Inhibitor der nSMase-Aktivitat
und hemmt als Folge die Freisetzung von Exosomen. GWA4869 inhibiert also den
Lipidmetabolismus, greift jedoch nicht direkt in den Vesikeltransport ein (Catalano und
O'Driscoll, 2020). In bisher unveroffentlichten Analysen einer Arbeitsgruppe an dieser
Poliklinik (Prof. Schweikl, (ZEP/UKR) inhibierte GW4869 partiell die Mineralisation in
Kulturen von Pulpazellen. Der Grund fir diese partielle Inhibition ist momentan noch unklar.
Madglicherweise basiert diese Inhibition auf der Anwesenheit unterschiedlicher oder
unterschiedlich sensitiver Zellpopulationen. Nicht auszuschlieen ist jedoch auch die
Inhibition der Freisetzung nur einer zentralen Komponente der Mineralisation, etwa die

Freisetzung von Kollagen.

455 Die Funktion von Histondeacetylasen

Epigenetische Prozesse, also Mechanismen der Regulation der Genexpression aufgrund einer
chemischen Modifizierung am Chromatin, der DNA oder DNA-assoziierter Proteine ohne
eine Verdnderung der Basensequenz, steuern Zellfunktionen und die Zelldifferenzierung
wahrend der Entwicklung von Organismen. Durch eine Chromatin-Remodellierung, etwa
aufgrund einer kovalenten Modifikation von Histonen durch die reversible enzymatische
Acetylierung oder Methylierung, wird die Zugéanglichkeit der genomischen DNA und damit
die Genexpression verandert. Beispielsweise 0ffnet die Acetylierung von Histonen durch
Histonacetyltransferasen (HAT) die Struktur des Chromatins, wéhrend umgekehrt die
Histondeacetylierung durch Histondeacetylasen (HDAC) in einer Chromatinkondensation und
damit in einer Inhibition der Transkription resultiert (Huynh et al., 2017). Es gibt einige
Hinweise auf die Funktion von HDACs auch flir den Prozess der Mineralisierung von
Hartgewebe. So scheint die Hemmung von HDACs die Differenzierung von Osteoblasten zu
beschleunigen (Schroeder et al., 2004).

Generell ist die reversible Deacteylierung von Histonen durch HDACs ein wichtiger
epigenetischer Mechanismus, um das Gleichgewicht zwischen Knochenbildung und -abbau
zu regulieren. Bisher relativ wenig erforscht, scheint die reversible Histonacetylierung doch
ein sehr wesentlicher Prozess in der Bildung des Dentin-Pulpa-Komplexes zu sein (Yamauchi
et al., 2020). Es gibt inzwischen aus sehr detaillierten Untersuchungen auch Hinweise auf die
Funktion von HDAC:s fur die Dentinbildung und von Mdglichkeiten, durch die Verwendung
von HDAC-Inhibitoren etwa die Differenzierung von Pulpazellen und die Bildung von
Tertidrdentin zu beeinflussen (Duncan et al., 2011). So wurde berichtet, dass die Inhibition
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von HDAC die Mineralisation und die damit assoziierte Expression relevanter Enzyme wie
DSPP, DMP-1, BMP-2/-4 oder Nestin fordern wirde (Duncan et al., 2012, 2013). Auch die
erhdhte Expression von Osteopontin oder BSP und die runterregulierte Expression von
Osteocalcin korreliert mit der Inhibition von HDAC2 (Paino et al., 2014). Neben HDAC?2
wurden andere Isoenzyme wie HDAC4 und HDACS als Modulatoren der Differenzierung
von Pulpazellen in odontoblasten-ahnliche Zellen diskutiert. Die Inhibition der Aktivitat von
HDAC4 und HDACS erhohte die Expression von Dentinsialophosphoprotein, Runx2 oder der
alkalischen Phosphatase (ALP) auf der Transkriptions- und Translationsebene. Osteocalcin
schien auch in dieser Arbeit verstarkt exprimiert worden zu sein, ebenso wie die Fahigkeit der
Zellen insgesamt in vitro zu mineralisieren. Es wurde vermutet, die Inhibition der
Histondeacetylasen konnte ein Schllssel sein, die Regeneration von Zahnhartgewebe zu
beschleunigen (Liu et al., 2018b).

Allerdings ist momentan nicht detailliert bekannt, welche Pathways die Expression
von HDACs stimuliert. An anderer Stelle sind lediglich viele Hinweise ausfihrlicher
diskutiert, wie HDACs multiple Signalwege, die von Zytokinen initiiert werden, integrieren
kdnnen (Bradley et al., 2015). Mdéglicherweise wird die Funktion von MAPK wie JNK/c-Jun
wichtig, und auch der TGF-R1-Pathway tber Smad2/3, Smad4 und NFIC (nuclear factor I-C)
konnte in DPSCs fur die Funktion von HDACs entscheidend sein (Jin et al., 2013).
Beispielsweise scheint die Aktivitdt von NFIC die Bildung der Zahnwurzel spezifisch zu
steuern (Steele-Perkins et al., 2003). Auch der Transkriptionsfaktor KLF4 bendtigt
wahrscheinlich am Ende des TGF-1-Pathways Histondeacetylasen als regulierende
Kofaktoren fir die Induktion der Funktion von Odontoblasten (Tao et al., 2019; Baranova et
al., 2020).
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5. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurden zunéchst der Ursprung sowie die Morphologie und Funktionen der
Odontoblasten im Rahmen der Zahnentwicklung gezeigt. Zu den Funktionen der
Odontoblasten wahrend der Odontogenese liegen zahlreiche experimentelle Hinweise vor, so
dass diese Vorgange sehr detailliert beschrieben werden kénnen. Im Gegensatz dazu wird aus
der fur die vorliegende Arbeit analysierten Datenlage und der daraus verfligbaren Literatur
deutlich, wie gering das aktuelle Wissen tber molekulare Mechanismen im Prozess der
Tertidrdentinbildung weiterhin ist. Dies zeigen die Kapitel der Arbeit, welche die Bedeutung
verschiedener Signalwege in Odontoblasten zur Bildung von Reaktions- oder Reparaturdentin
zunédchst im Allgemeinen und danach im Speziellen behandelt haben. Dennoch sind
besonders Wnt/}-Catenin-, TGF-3/Smad- und FGF-vermittelte Signalwege in Odontoblasten,
odontoblasten-ahnlichen Zellen, Pulpastammzellen und dentalen Pulpazellen als zentrale
Mechanismen der Tertidrdentinbildung beschrieben. Fir diese Prozesse sind moglicherweise
auch die unterstitzenden Funktionen von Sphingomyelinasen und Histondeacetylasen
bedeutsam. So sind die hier erzielten Resultate die Grundlage experimenteller Arbeiten, die
Funktionen verschiedener Signalwege fur die Bildung von Tertidrdentin zu untersuchen. Eine
erfolgreiche Analyse der spezifischen Bedeutung einzelner Signalwege sollte uber ihre
pharmakologische Inhibition oder Uberexpression sowie durch knockdown-Experimente

realisierbar sein.
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6. Zusammenfassung

Odontoblasten trennen das Weichgewebe der dentalen Pulpa vom Hartgewebe des Dentins
und Kkleiden als terminal differenzierte Zellen in einem einschichtigen Epithel die
Pulpakammer aus. Odontoblasten vereinen drei sehr komplexe und scheinbar unabh&ngige
Funktionen. Als sensorische Zellen rezipieren Odontoblasten thermische, mechanische sowie
chemische Reize. Sie exprimieren mechanosensitive lonenkanéle oder allgemein TRP-Kanéle
(transient receptor potential channels) als Basis von Mechanorezeption und
Signaltransduktion. In einer vollkommen anderen Funktion detektieren Odontoblasten im
verzweigten System der zelluldren Immunantwort als Epithelzellen die Invasion pathogener
kariogener Keime, verstarken diese Information und geben sie an andere Immunzellen, etwa
dendritische Zellen, im Pulpa-Dentin-Komplex weiter. Schlief3lich ist die Bildung von Dentin
die primare Funktion reifer Odontoblasten.

Allerdings ist es bis heute nicht gelungen, primare humane Odontoblasten zu isolieren
und in vitro zu kultivieren. Eine Kultur humaner Odontoblasten wére &uf3erst wiinschenswert,
weil nur so Prozesse ihrer komplexen Funktionen auf zelluldrer Ebene studiert werden
kdnnten. Dieses Wissen ware dann die Basis fiir therapeutische Ansétze und Strategien in der
restaurativen Zahnheilkunde. Ein erster Ansatz dazu ware die vertiefte Charakterisierung von
Zellen, die kirzlich in unserer Arbeitsgruppe an der Poliklinik fir Zahnerhaltung und
Parodontologie aus der Pulpa-Dentin-Grenze isoliert wurden. Jedoch ist die ldentifizierung
dieser Zellen als Odontoblasten ein schwieriges Vorhaben, weil ein spezifischer Marker fur
Odontoblasten derzeit nicht bekannt ist. Obwohl die aus der Pulpa-Dentin-Grenze isolierten
primédren Zellen einen Odontoblasten-Phénotyp zu exprimieren scheinen, sollte eine
detaillierte Analyse von Mechanismen der unterschiedlichen Funktionen ihre exakte
Identifizierung ermdglichen.

Daher sollte in einem ersten Schritt in der vorliegenden Literaturarbeit das derzeit
verfiighare Wissen uber intrazelluldre Signalwege der Bildung von Dentin und Tertiardentin
als eine der Funktionen von Odontoblasten vergleichend diskutiert werden. Vor allem sollten
die tiber Wnt/p-Catenin, TGF-B/Smad und FGF vermittelten Pathways in Odontoblasten,
odontoblasten-ahnlichen Zellen und dentalen Pulpazellen erfasst werden. Momentan ist nicht
bekannt, wie spezifisch diese Signalwege fiir Odontoblasten wirklich sind und wie weit
andere alternative Wege fur die Funktion der Dentin- und Tertidrdentinbildung erforscht

wurden.
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Zu diesen Fragen wurde eine Literaturrecherche in der Datenbank MEDLINE® Uber
die Plattform OVID durchgefiihrt. Die von Dubletten bereinigte Suche mit spezifischen
Schlisselwortern ergab 8992 individuelle Eintrdge. Als Ergebnis eines Relevanzrankings
wurde in erster Prioritat eine Trefferzahl von 2761 erzielt, in zweiter Prioritdt ohne
molekulare Terme wurden 6246 Referenzen ermittelt. Diese Quellen wurden in das
Literaturverwaltungsprogramm Citavi importiert. Fur die vorliegende Arbeit wurden
ausschlieBlich die Referenzen erster Prioritdt nach ,relevant®, ,nicht relevant®, ,,Relevanz
unklar® und ,,aussortierte Dubletten* sortiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst noch vor der Analyse spezifischer
Signalwege die Struktur des Dentin-Pulpa-Komplexes dargestellt und die Stadien der
Entwicklung humaner Zahne analysiert. AnschlieRen wurde gezeigt, wie die Signalwege, die
zur Dentinbildung flihren, auch an der Regulation der Zahnentwicklung beginnend mit der
Bildung von Plakoden beteiligt sind. Zu diesen Pathways z&hlen diejenigen Uber Wnt,
TGFB/BMP oder auch Wachstumsfaktoren wie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF).
Whnt ist eines der zentralen Signalmolekiile der Ontogenese und als wachstumsstimulierendes
Protein ein Signalmolekul, das Zellproliferation und Zellmigration induziert, die Physiologie
von Stammzellen reguliert und wachsendem Gewebe eine Form verleiht. Die Komplexitét des
Pathways spiegelt sich in der groRen Zahl an Liganden und Rezeptoren wider und aus der
Aktivierung von Wnt-Rezeptoren in der Zellmembran resultiert bevorzugt ber die
Aktivierung des R-Catenin/TCF-Transkriptionskomplexes eine Vielfalt intrazellulérer
Reaktionen. Der Wnt-R-Catenin Signalweg hat eine bedeutende Funktion als Regulator der
Dentinogenese und ist ein zentraler Mechanismus der Reparatur von Schdden des Pulpa-
Dentin-Komplexes. Dieser Pathway tbernimmt auch eine zentrale Funktion in der Bildung
von Tertidrdentin durch die Forderung der Proliferation und der Differenzierung dentaler
Stammzellen und Zellen der dentalen Papille.

Ein anderer Signalweg zur Dentinbildung wird von transformierenden
Wachstumsfaktoren-B (TGF-R) gesteuert, die als Zytokine der Kommunikation zwischen
Zellen dienen. Die heterogene Familie humaner TGF-R Proteine umfasst drei Isoproteine von
TGF-B, Aktivine (Inhibine), Nodal (Bmp-16), BMPs (bone morphogenetic proteins) und
GDFs (growth and differentiation factors). Vor allem BMP-2 und BMP-4 scheinen an der
Bildung des Skelettes und der Differenzierung von Hartgewebe beteiligt zu sein. Funktionell
binden die TGF--Liganden zun&chst an Rezeptoren in der Zellmembran und aktivieren
Smad- und Nicht-Smad-abhéngige Signaltransduktionsketten. Smad-Proteine sind die

Haupteffektorproteine des TGF-R-Signalwegs. Isoformen des TGF-3 fungieren auch in der
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Zahnreparatur. So war TGF-R1 in Odontoblasten und Pulpazellen karidser Zahne verstarkt
exprimiert und im tertidren Dentin nachweisbar. TGF-3 scheint die Differenzierung dentaler
Pulpazellen zu Odontoblasten zu steuern und so die reparative Dentinbildung zu induzieren.

Die Mitglieder der Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) interagieren
mit signalgebenden Tyrosinkinase-FGF-Rezeptoren (FGFRs) in der Zellmembran und
vermitteln ein breites Spektrum an Funktionen. FGFs sind in den frihesten Stadien der
Embryonalentwicklung und wéhrend der Organogenese an Differenzierung und Wachstum
beteiligt und regulieren im erwachsenen Gewebe Stoffwechsel-, Reparatur- und
Regenerationsprozesse. In der Zahnentwicklung steuern FGFs die charakteristischen
epithelialen-mesenchymalen Interaktionen. FGF2 scheint hier auf die Zellen der
Odontoblastenlinie stadienspezifisch zu wirken, und FGF-2,-3,-4 und -8 sind an der
Entwicklung der Zahnkrone beteiligt. Mitglieder der Familie der FGFs kontrollieren aber
auch die reparative Dentinogenese, beispielsweise (ber die Differenzierung von
Vorlauferzellen in Pulpazellkulturen zu funktionellen Odontoblasten.

Neben diesen klassischen Signalwegen scheinen auch besondere Enzymaktivitaten
wie die der Sphingomyelinasen (SMases) oder der Histonacetyltransferasen (HAT) die
Bildung von Dentin und Tertidrdentin zu fordern. SMases katalysieren die Hydrolyse von
Sphingolipiden wie Sphingomyelin (SM) zu Ceramid, die ihrerseits als Signalmolekiile
zelluléren Stress, Zellteilung oder Zelldifferenzierung steuern. Die Notwendigkeit der
Expression von Smpd3 (Sphingomyelin-Phosphodiesterase 3) in Odontoblasten als Regulator
der Mineralisation der extrazellularen Matrix der Zdhne wurde kirzlich nachgewiesen. Die
reversible Acteylierung von Histonen durch Histonacetyltransferasen (HAT) wiederum ist ein
wichtiger epigenetischer Mechanismus der Regulation des Gleichgewichts zwischen
Knochenbildung und -abbau. Es gibt inzwischen auch Untersuchungen zur Funktion von
Histondeacetylasen (HDACs) in der Dentinbildung und von Madglichkeiten, durch die
Verwendung von HDAC-Inhibitoren etwa die Differenzierung von Pulpazellen und die
Bildung von Tertiardentin zu beeinflussen.

Trotz dieser teilweise sehr detaillierten Kenntnisse von Signaltransduktionswegen ist
das aktuelle Wissen ber molekulare Mechanismen im Prozess der Tertidrdentinbildung
weiterhin sehr gering. Dennoch sind die hier erzielten Resultate eine Grundlage flr
experimentelle Arbeiten, Funktionen verschiedener Pathways fir die Bildung von
Tertidrdentin zu untersuchen. Man darf erwarten, dass die spezifische Bedeutung einzelner

Signalwege durch die Inhibition mit chemischen Substanzen oder knockdown-Experimenten
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und andererseits mittels Uberexpression zentraler Regulatorproteine identifiziert werden

kann.
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