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1. Praambel

1.1. Abkidrzungsverzeichnis

ABCD3
Acoxl|
A.dest.
ALDP
ATP
BMP
Bp
BSA
Ca
cDNA
CeHsOy
CeHsNasO7
CHRS
CLSM
CoA
COX
cRNA
DAB
Dest.
DNA
DSPP
DTT
EDTA

EGF

peroxisomales Membranprotein
Acyl-CoenzymA Oxidase |
destilliertes Wasser
Adrenoleukodystrophie-Protein
Adenosin 5 -triphosphat
Morphogenetische Knochengrae
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Calcium

komplementéare Desoxyribonukleinsaure

Zitronensaure-Monohydrat

Trinatriumcitrat-dihydrat
cerebro-hepato-renale-Syndrom
konfokale Laserscanning-Mikroskopie
Coenzym A

Cyclooxygenase

komplementare Ribonukleinsédure

3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
destilliert

Desoxyribonukleinsaure
Dentinsialophosphoprotein
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermaler Wachstumsfaktor
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EM

ER

Fof

GH

HCI
H,0
HO, -
HE
HepG2

HO

IGF

IgG

IHC
IRD
kDa
KH,POy
Lsg
MnSOD
MRNA
NaCl
NaHPQ
NALD
NaOH
NGF

NTB

Elektronenmikroskopie
endoplasmatisches Retikulum
Fibroblasten-Wachstumsfaktor
Wachstumsfaktor
Salzsaure
Wasser
Wasserstoffperoxid
Hamatoxylin/Eosin-Farbung
humane Hepatoblastomzelllinie
Hemoxygenase
indirekte Immunfluoreszenz
insulindhnlicher Wachstumsfaktor
Imunglobulin G
immunhistochemisdaberfahren
infantile Refsum sche Erkrankung
kilo-Dalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Losung
mitochondrale superoxid Dismutase
Boten-Ribonukleinséure
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
neonatale Adrenoleukodystrophie
Natronlauge
Nervenwachstumsfaktor

Nukleosidtriphosphat
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Oz - Sauerstoff

oC - Osteocalcin

Oxphos - oxidative Phosphorylierung

PCK - Pancytokeratin

PCR - Polymerase Kettenreaktion

PBSA - 2-Phenylbenziardl-5-sulfonséaure

PBS - Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PBT - Phosphat-gepufferte Kochsalzl6sungBtatking-

Reagenz und Tween20

PEX(X) - Gen des Perox(x)

Pexx)p - Peroxifx)

PFA - Paraformaldehyd

PMP(x) - peroxisomales Membranprotein rfx} kDa
PPAR - Peroxisomen-Proliferato aktivierter Rene
PPRE - Peroxisomen-Proliferator-responsivemEerd
PTS - peroxisomale Targetingsequenz

PUFA - mehrfach ungesattigte Fettsauren

RCDP - rhizomelische Chondrodysplasia punctata
RNA - Ribonukleinsaure

ROS - reaktive Sauerstoffspezies

rRNA - ribosomale Ribonukleinsaure

RT - Reverse Transkriptase

SKL - Serin, Lysin, Leucin

Slit - Robo-Rezeptoren

SOD - Superoxid-Dismutase

SNRNA - small nuclear-RNA
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TBS - Tris-gepufferte Kochsalzlésung
TEA - Triethylamin
TGF - transformierender Wachstumsfaktor
Tr - Tropfen
Tris - TRis-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA - transfer Ribonukleinsaure
U - Unit
uv - Ultraviolett
V-CT - Volumen-Computer-Tomograph
Vol - Volumen
wnt - Signalweg
ZNS - zentrales Nervensystem
VAS) - Zellweger Syndrom
ZTL - Zentrales Tierlabor

1.2. Vereinheitlichung der Nomenklatur der peroxisonalen Biogenese, den Peroxinen

Alle Gene, die an der Peroxisomenbiogenese bdtsiligl, werden nach den Richtlinien der
1996 eingefuihrten einheitlichen Nomenklatur als oRerGene (PEX#) bezeichnet
(Distel et al 1996). lhre Genprodukte sind die Rerdroteine (Pex#p), die zu
unterschiedlichen Proteinfamilien gehoéren, in wubiedlichen Zellkompartimenten
lokalisiert sind, jedoch alle funktionell in die ®&isomenbiogenese eingeschaltet sind.
Mittlerweile sind 32 PEX-Gene beschrieben wordele. Bummerierung dieser Gene erfolgte
nach der Erstbeschreibung (Heiland und Erdmann 200 1p wurde 1991 erstbeschrieben
(Tsukamoto et al 1991). Dariber hinaus wurden dengohlichen PEX-Gene nach den
Richtlinien des ,HUGO Gene Nomenclature Commite@/hite et al 1997) benannt. Die
Bezeichnung der Spezies wurde den Namen der Geiehbagsweise der Proteine kursiv in

lateinischen Buchstaben vorangestellt (HBPEX113).
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1.3. Anmerkung zu den Abbildungen

Die Abbildungen der vorliegenden Arbeit wurden elgktronischen
Bildverarbeitungsprogrammen (,Adobe Photoshop 8sNfice 2003, PowerPoint 2003)

bearbeitet.

Diese Abbildungen enthalten nur die Originaldated un keinem Fall wurde eine

inhaltsverandernde Bildbearbeitung vorgenommen.

1.4. Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen

Tabellen

Tabelle 1 :
Tabelle 2 :
Tabelle 3 :

Tabelle 4 :

Tabelle 5 :
Tabelle 6 :
Tabelle 7 :

Tabellen
8aundb

Tabelle 9 :
Tabellel0 :

Tabelle 11:

Abbildungen
Abb.1 :
Abb.2 :

Abb.3 :
Abb.4 :
Abb.5 :
Abb.6 :
Abb.7 :

Bislang bekannte Peroxine
Chronologie der Odontogenese im Mausgmb

In der Tabelle sind alle in der Disagon verwendeten Primer fur die
RT-PCR Analyse von mikrodissektierten Zahngewelsaaumengefasst.

Primarantikorper gegen peroxisomale Proteine usthgesetzte
Verdinnungen

Kommerzielle Sekundarantikérper und eingesetztedanungen
Programmierung des Gewebeinfiltrationsautomaten
Protokoll fur die HE-Farbung

Protokoll fir die Immunhistochemie mit der ABC-Penase-Methode
an Paraffinschnitten

Protokoll fir die Immunfluoreszenz an Paraformaldefixierten
Paraffinschnitten

Ubersicht der Detektion verschiedener peroxisomaleoteine in den
unterschiedlichen Stadien der Zahnentwicklung

Ubersicht (ber peroxisomale Proteine abhangig vaifen
Differenzierungsphasen der spezifischen Zellen iarsehiedenen
Zahngeweben des spaten Glockenstadiums

Biogenesemodell von Peroxisomen

Ubersicht der Morphogenese der verschiedenensZadiien beim
menschlichen Schneidezahn.

Spitze einer Zahnanlage

Sekretorischer Ameloblast.
Differenzierungsphasen eines Ameloblasten.
Darstellung sekretorischer Odontoblasten.

Immunhistochemische Positivkontrollen von Pesorien in Leber und
Speicheldrisen.
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Abb.8 :

Abb.9 :

Abb.10:

Abb.11:

Abb.12:

Abb.13:

Abb.14:

Abb.15:

Abb.16:

Abb.17:

Abb.18:

Abb.19:

Abb.20:
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Abb.22:

Abb.23:

Doppelfluoreszenz fir Maus-anti-Pancytokerai@K26-Antikorper:
Esel anti-Maus TexasRed Nachweis) und DAPI zur fegenfarbung.

Niedrige UbersichtsvergroRerungen der immunhistotischen
Lokalisation von Pex14p in Paraffinschnitten untbredlicher
Entwicklungsstadien (E15.5-P90) des 2.Molaren.

Detailafnahmen der immunhistochemischen Lokalisation Pex14p in
Paraffinschnitten unterschiedlicher Entwicklungdita des 2. Molaren.

Veranschaulichung der unterschiedlich starkenx@somen-
Markierungen im Zahn des spaten GlockenstadiumzisiPex14p und
Katalase.

Ubersichtsaufnahmen von 2. Molaren einer 2 Tagmaitaus im
Glockenstadium.

Hohere VergoRerungen der einzelnen Entwickluhgsen der Amelo-
und Odontoblasten aus Abb.12.

Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung datakaseverteilung in
Amelo- und Odontoblasten verschiedener Differenaigsphasen
(Phasel-3) eines 2.Molaren der Maus.

CLSM-Aufnahmen eines Doppelimmunfluoreszenzprates
(Pex14p und ABCD3).

Verteilung der unterschiedlichen peroxisomalemotdine in
hoheren VergroRerungen der hartsubstanzbildenemenZales
2.Molaren der Maus im spaten Glockenstadium.

CLSM-Aufnahmen der peroxisomalen Proteien ddmasaschnitte
aus den verschiedenen Praparaten mit Zellen in der
Sekretionsphase (Phase3).

Verteilung von Peroxisomen und Mitochondrienverschiedenen

Phasen der Amelo- und Odontoblastenmaturierung hdurc
Doppelimmunfluoreszenz fur Pex14p und Komplexlll r de
Atmungskette.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Dopgallsation
fur Pex14p und verschiedene Intermediarfilamente.
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und verschiedene Intermediarfilamente.

Fluoreszenzmikroskopische UbersichtsaufnahmARI-Farbung
zum Vergleich des Entwicklungszustandes der Zahmeschen
neugeborenen heterozygoten Mausen(+/-) und P&QIMausen

(-/-).
Immunfluoreszenz zur Lokalisation von Pex14p \Mildtyp-
Mausen, heterozygoten Tieren, und P¢xKhockout M&usen.

Mikrodissektion und spezifische RT-PCR-Reaktiof@nmRNAs
von Ameloblasten und Odontoblasten.
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2. Einleitung
2.1. Peroxisomen

Peroxisomen, friher Mikrobodies genannt, sind kdedellorganellen, deren Bedeutung lange
Zeit unbekannt war. Mitte der 50er Jahre hat Rhetmmit Hilfe der Elektronenmikroskopie
in der Niere entdeckt, doch ihre Funktion war unKBahimi 1969; Rhodin 1955). In den
60ern hat der belgische Biochemiker De Duve den &teyReroxisom® fir diese Organellen
vorgeschlagen, weil der B,-Stoffwechsel das einzige gemeinsame funktionelkrkivhal
der in den Peroxisomen vorkommenen Enzyme war (De[1965; De Duve und Baudhuin
1966). Da die Mikrobodies kein Elektronentranspatism zur Energiegewinnung besitzen,
wird der Sauerstoff Gber deren Oxidasen zgDHreduziert, dass jedoch fur die Zellen
schadlich ist. Deshalb enthalten die Peroxisomerh &atalase, welche )@, zu Q+H,0
abbaut (Fahimi 1969; Kleinig und Sitte 1992; Lamaf®87; Lazarow und Fujiki 1985).

Dariush Fahimi entwickelte Ende der 60er Jahre &fethode, um die Katalase in den
Peroxisomen anhand ihrer  peroxidatischen  Reaktionittelsn  Licht- und
Elektronenmikroskopie mit Hilfe von 3,3'Diaminobedin (DAB) im alkalischen Milieu

nachzuweisen (Fahimi 1969; Fahimi und Baumgart 1999

Peroxisomen in Hepatozyten der Leber sind 0,2-g5m Durchmesser und werden nur von
einer einfachen Membran umschlossen. Sie kommegquiiér in eukaryontischen Zellen vor
und haben oft ein kugelférmiges Aussehen. Allerdigipt es auch Zellen, in denen diese
Organellen schlauchférmig ausgepréagt sind (Fahimdi Baumgart 1999). Peroxisomen haben
vielseitige Funktionen im Intermedidr-Stoffwechsebhéngig von der Funktion der
entsprechenden Zelltypen. Deshalb kann lhre Anabhiingig von Gewebeart und Funktion
der Zelle auch variieren und betragt in der Regabe hundert pro Zelle. Durch die grol3e
Variabilitat in Anzahl, Grol3e, Form und Proteindatising, sowie der Fahigkeit zur raschen
Proliferation nehmen die Peroxisomen eine Sondknsteunter den Zellorganellen ein. Jeder
Korperzelle wird somit eine effiziente Anpassung anmlie herrschenden
Stoffwechselbedingungen ermdglicht (Thoms und Ermma005). Die Anzahl der

Peroxisomen wird vermutlich Metabolismus-abhangsgtguert (Chang et al 1999).

Elektronenmikroskopisch kann man eine feingranuldagrix in den Peroxisomen erkennen.
Teilweise sind dort auch verschiedene kristallimes&hlisse enthalten, z.B. Cores mit Urat-
Oxidase oder Marginalplatten mito—Hydroxysaureoxidase B (Fahimi 1974). Man weil}

mittlerweile, dass die kleinen Organellen noch areit Enzyme haben als nur die des
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Wasserstoffperoxidstoffwechsels. Dazu zahlen Enzyder o-und p-Oxidation von
langkettigen Fettsauren und Enzyme fir die Biosgsghvon Cholesterin, Gallensduren und
Etherlipiden (Islinger et al 2006; Li und Gould 200 Insgesamt sind mehr als 130
verschiedene Enzyme in Hepatozytenperoxisomen eaghgen worden (Islinger et al 2007).
Die Ausstattung der Peroxisomen mit den Enzymen vish Gewebe zu Gewebe
unterschiedlich. In einem bestimmten Gewebe kommemals Peroxisomen mit gleicher
Proteinausstattung oder alle peroxisomalen Enzymeelativ gleicher Menge vor. Die
Ausstattung mit den unterschiedlichen Enzymemwpfistom Differenzierungsgrad der Zellen

abhangig, sowie von der Versorgung mit Substréfégir{ig und Sitte 1992).

Die Peroxisomen sind sehr zahlreich in der Lebexp@tiozyten) und der Niere (proximale
Tubuli) vorhanden (Fahimi und Baumgart 1999). Miomdies wurden bisher nur durch
elekronenmikroskopischen Aufnahmen in Odontoblasteschrieben (Provenza 1988), tUber
deren Funktion und der Auspragung dieses Zellkotmpants in Zahngeweben ist nichts
bekannt.

2.1.1. Biogenese von Peroxisomen

Obwohl Peroxisomen bereits 1954 entdeckt wurdeérdasen Herkunft und Biogenese noch
nicht vollig aufgeklart (Platta und Erdmann 200Pgroxisomen enthalten im Gegensatz zu
den Mitochondrien keine eigene Erbinformation (8cettal 2001). Anfangs dachte man, dass
sich die gesamten Peroxisomen vom endoplasmatis&eikulum abknospen. Studien
bewiesen aber, dass alle peroxisomalen MembranMatdxproteine von nuklearen Genen
kodiert werden, an freien Polyribosomen im Cytosyinthetisiert und anschliel3end
posttranslational in existierende peroxisomale Memén importiert werden (Lazarow und
Fujiki 1985). Mit Hilfe der Elekronenmikroskopie wde nachgewiesen, dass die
Membranstrukturen, die man fir Teile des ER gehditt, peroxisomale Proteine enthielten
und Teile katalase-negativer Membrananhange wafehirfii und Baumgart 1999). Zurzeit
wird ein Modell der peroxisomalen Biogenese disktitidass sowohl die Entstehung von
Peroxisomen durch Teilung bestehender Peroxisomenaach die Moglichkeit einer
Entstehung von Peroxisomen aus nicht peroxisomdlembranstrukturen unbekannten
Ursprungs vereint. Kontrovers diskutiert wird wehii@ die Beteiligung des ER an der

peroxisomalen Biosynthese (Platta und Erdmann 2007)

Nur drei der 32 bisher identifizierten Peroxine ex8p, Pex16p und Pex19p — scheinen im

peroxisomalen Membranprotein-lImport eine Rolle gielen (Heiland und Erdmann 2005).

-14-
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Abb.1: Biogenesemodell von Peroxisomemie Darstellung beruht auf einem Modell von Pla&t&rdmann (2007) und
gibt eine Ubersicht uiber die Entstehung, Teilund Eansion der Peroxisomen. Pex3p, Pex16p und Pesiferforderlich
fur die Entstehung der peroxisomalen Membran unwglichen den Import der peroxisomalen MembranjmeteEs wird
diskutiert, dass diese Proteine fir die Neuentstgheon peroxisomalen Vorstufen aus dem ER zustéaedign. Die
Entstehung von reifen Peroxisomen bedarf der Vemsttung dieser Vorlaufervesikel mit bereits vorhameh
Organellen. Die peroxisomalen Membranproteine PexPEx25p und Pex27p sind vermutlich in die Elongig und
Abschnirung von Peroxisomen involviert (Teilung @rganellen). Der Reifungsprozess der Peroxisomieth durch
anschlieBenden Matrixproteinimport Uber die cyteplatischen ,shuttle“-Rezeptoren Pex5p und Pex7p deckn
Andocken an Pex13p und Pexl14p in der Peroxisomemnammit nachfolgender Abgabe der Matrixproteing mi
peroxisomalen Zielerkennungssequenzen und deravsibkation in die Matrix erméglicht.

Wie die peroxisomalen Membranproteine werden auelpdroxisomalen Matrixproteine an
freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert und passlational ins Peroxisom importiert
(Lazarow und Fujiki 1985).

Vom Cytoplasma aus werden die Enzyme direkt ins eémmder Organellen transportiert
(Kleinig und Sitte 1992). Fur den Transport in Bieroxisomen haben die Enzyme spezifisch

peroxisomale Signalsequenzen. Diese Segenzen wende@ytoplasma an spezifische
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Rezeptoren (Pex5p und Pex7p) gebunden wund von ndieRezeptoren zur
Peroxisomenmembran gebracht, wo sie durch einenslEt@onskomplex aus Peroxinen in
die Matrix eingeschleust werden. Zwei von den Sgpwguenzen flr peroxisomale
Matrixproteine sind bekannt: PTS1 und PTS2. PTBtsterbei fur peroxisomale ,targeting”
Signale, wobei das erste aus einer C-terminalerue®agvon 3 Aminosauren mit der
Konsensussequenz (S,C,A) -(K,R,H)-(L,M) bestehti(®els et al 1992), welche von Pex5p
erkannt wird (McCollum et al 1993). Das weniger &ervierte peroxisomale Targeting
Signal 2 mit der Consensussequenz (R,K)-(L,V,D){KBQ)-(L,A) ist bisher nur fir sehr
wenige peroxisomale Matrixproteine beschrieben eordPTS2-Proteine werden Uber Pex7p
zu dem Docking-Komplex der peroxisomalen Membramgportiert (Marzioch et al 1994).
Im Gegensatz zu Mitochondrien kdnnen Peroxisomegarsmoch sehr grol3e gefaltete
Proteine (bzw. Proteinkomplexe) einschleusen. Mmkutiert, dass diese Proteine durch
regulierbare Translokationsporen in die kleinen ldghnellen gelangen (Fahimi und
Baumgart 1999).

Wie bereits in der Praambel vorgestellt, werderemsslle Proteine fur die peroxisomale
Biogenese als ,Peroxine” und deren zugehorige Galse PEX-Gene bezeichnet. 32
verschiedene Peroxine (Pex1p-32p), die an der Beggeder Peroxisomen beteiligt sind, sind
bislang identifiziert worden. Die genauen Funktiorger unterschiedlichen Peroxine sind
noch nicht vollstandig geklart. Eine Ubersicht Uhbdie beim Menschen und anderen

Organismen bekannten Peroxine gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Bislang bekannte Peroxine

Eigenschaften des
Peroxin Organismus evutete Funktion Proteins

AAA-ATPase,
Pexl Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen Matrixproteinimport, KeHusion MAP/cytosolisch
Pex2 Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen Matrixproteinimport, FRé&zeptor Recycling IMP
Pex3 Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen Membranbiogenese IMP
Pex4 Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen Ubiquitin-Konjugation Mg@yRosolisch
Pex5 Hs, Hefen, Sauger, Pflanzen PTS1-Rezeptor MAP/cytosolisch
Pex6 Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen Matrixproteinimport, KeHusion MAP/cytosolisch
Pex7 Hs, Hefen, Séauger, Pflanzen PTS2-Rezeptor MAP/cytosolisch
Pex8 Hefen Matrixproteinimport MAP
Pex9 Yl Matrixproteinimport, Wachstum des Peroxisoms IMP
Pex10 | Hs, Hefen, Sauger, Pflanzen Matrixproteinimport, FRé&eptor Recycling IMP
Pex11 | Hs, Hefen, Sauger, Pflanzen Proliferation IMP
Pex12 | Hs, Hefen, S&uger, Pflanzen Matrixpoteinimport, PTe&btor Recycling IMP

Matrixproteinimport, PTS-Rezeptor Docking und
Pex13 | Hs, Hefen, Sauger, Pflanzen| Recycling IMP
Pex14 | Hs, Hefen, S&uger, Pflanzen Matrixproteinimport, FR&eptor Docking IMP
Pex15 |S Reversibles "Targeting" von PEX6 IMP
Pex16 | Hs, Hefen, S&uger, Pflanzen Membranbiogenese, PMR&tiag" und/oder Import| IMP/MAP
Pex17 | Hefen, Pflanzen Matrixproteinimport, PTS-Rezeptocking IMP
Pex18 | < PTS2-abhéngiger Matrixproteinimport MAP/cytosolisch
Pex19 | Hs, Hefen, S&uger, Pflanzen Membranbiogenese, PMR&fiag" und Import MAP/cytosolisch
Pex20 | Y1, Nc PTS2-abhéngiger Matrixproteinimport MAP
Pex21 |< PTS2-abhangiger Matrixproteinimport MAP/cytosolisch
Pex22 | Hefen Membranbindung/ "Targeting" von Pex4 IMP
Pex23 | Vi, Nc Matrixproteinimport, Proliferation IMP
Matrixproteinimport, PMP "Targeting" und Import.

Pex24 | Y1, Nc Proliferation IMP
Pex25 | Proliferation MAP
Pex26 | Hs, Sauger Matrixproteinimport PMP
Pex27 | S Proliferation MAP
Pex28 | < Dynamik von Peroxisomen, Proliferation IMP
Pex29 | < Dynamik von Peroxisomen, Proliferation IMP
Pex30 | < Dynamik von Peroxisomen, Proliferation IMP
Pex31 |S Dynamik von Peroxisomen, Proliferation IMP
Pex32 | S Dynamik von Peroxisomen, Proliferation IMP

Hs = Homo sapiens, Sc = Saccharomyces cerevisiae, Yl = Yarrowia lipolyica, Nc = Neurospora
crassa, AAA-ATPase = ,ATPases ssociated with diverse cellulactevities”, PMP = peroxisomales
Membranprotein, MAP = Membran assoziiertes Protilk, = integrales Membranprotein. Diese
Tabelle ist eine Auflistung bislang identifizierteeroxine. Die Quellen hierzu stammen von Platta
und Erdmann (2007) und aus der Dissertation voardas Schemenewitz aus Bochum
(Schemenewitz 2003).
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2.1.2.Peroxisomale Erkrankungen

Krankheiten, die auf Funktionsstérungen der Peosren zuriickgehen, kann man in zwei
Gruppen einteilen. Zum einen sind es die peroxisemBiogenesestérungen, zum anderen

sind es peroxisomale Einzelenzymdefekte (FahimiBeumgart 1999; Shimozawa 2007).

Die Erkrankungen, die aufgrund der peroxisomaleagBnesestorungen (PBD) entstehen,
sind diejenigen mit der schwerwiegendsten Verlaufef Es handelt sich um angeborene,
autsomal-rezessiv vererbte Erkrankungen, welchemagsiven Stoffwechselstérungen sowie
Fehlbildungen und Entwicklungsstorungen einhergehad unweigerlich zum Tod der
Patienten fuhren. In Organbiobsien oder Fibrobrdstituren dieser Patienten sind nur
rudimentére Peroxisomen ,ghosts* oder keinerleit®easkturen nachzuweisen. CHRS, das
cerebro-hepato-renale Syndrom, oder auch Zellw8gadrom genannt, ist die schwerste
Verlaufsform der peroxisomalen Biogeneseerkranknndénder mit Zellweger-Syndrom
sterben oft innerhalb der ersten Lebensmonate, adedrse Multiorgan-Defekte vorliegen.
Merkmale dieser Krankheit sind Ossifikationsstomemgdes Schadels mit offenen
Fontanellen, herabgesetzte Muskelspannung (gemei¢ylpotonus), Entwicklungsstérungen
im Gehirn, Blindheit, Taubheit, Leberzirrhose miranischer Gelbsucht und angeborene
Nierenzysten. Die neonatale AdrenoleukodystropNALD) und die infantile Refsumsche
Erkrankung (Infantile Resumsche's Disease=IRD) simildere Verlaufsformen der
peroxisomalen Biogeneseerkrankungen mit ZS-ahnfich&linischen Phanotyp. Die
rhizomelische Chondrodysplasia punctata (RCDP) &he weitere peroxisomale
Biogeneseerkrankung, bei der jedoch nur ein tedereiimportdefekt der PTS2-Proteine
vorliegt (Sacksteder und Gould 2000; Wanders €t9%84; Wanders et al 1985). Fur alle
erwahnten Erkrankungen gibt es bisher keine Therapgiventuell soll zukinftig eine

Gentherapie in Erwégung gezogen werden.

Peroxisomale Einzelenzymdefekte haben einen isetierAusfall der entsprechenden
Stoffwechselfunktion zur Folge. In Organbiobsierio8ibroblastenkulturen dieser Patienten
sind jedoch die Peroxisomen strukturell intakt umsl auf den Einzelenzymdefekt normal
leistungsfahig. Der am besten charakterisierte qigomale Einzeldefekt ist die x-

chromosomale vererbte Adreno-Leukodystrophie (X-ALBei dieser Erkrankung ist der

Fettstoffwechsel gestort, weil ein Lipid-Transpgptetein in der Peroxisomenmembran
mutiert ist. Das Arenokukod/strophie-fPotein (ALDP), heute ABCD1Gen genannt, sorgt

daflr, dass langkettige Fettsauren in die MatrixREroxisomen transportiert und dort durch
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die peroxisomale - Oxidation abgebaut werden kdnMgenn der Transport in diese
Organelle defekt ist, lagern sich die langkettigegtitsauren im Cytoplasma und in der
Plasmamembran von Zellen mit ausgepragtem Lipitigézhsel, z.B. der Nebennierenrinde,
und im Gehirn ab. Im Gehirn werden dadurch die iigeheiden geschadigt und es kommt
durch Entzindungsvorgénge zur Demyelinisierung,deéeNerven mit daraus resultierender
Ausbildung von Lahmungserscheinungen bei den Ratiexerstort. Die Erkrankung kann -je
nach Auspragungsgrad- vom Sauglings- bis ins Ersexsdnalter auftreten. Auch die

Refsum’sche Erkrankung, welche auf einem DefektRigttanoyl-CoA Hydroxylase, einem

Protein des PhytansaurestoffwechselsOkidation), beruht, gehért zu der Gruppe der
Einzelenzymdefekte. Auch Einzelenzymdefekte pemxmer [3-Oxidationsenzyme flhren
zu schweren angeborenen Stoffwechselerkrankungenbidher nicht therapiert werden

kénnen und unweigerlich zum Tod fuhren (Gartner@O0@riher bezeichnet als Pseudo-

NALD oder Pseudo-Zellweger-Syndrom).

Um Therapiekonzepte zur Heilung dieser Krankheitenentwickeln werden Knockout-

Mauslinien als Tiermodelle etabliert, bei denen datsprechende Gen mutiert ist oder fehlt.
An diesen Mausen kann man anschlieBend molekulatko§enese dieser Erkrankungen
erforschen, besser verstehen, Therapiekonzeptac&etw und ausprobieren und eventuell
somit die Uberlebenschancen der Menschen erhohewusmiodelle wurden bereits fir

verschiedene PEX-Gene , PEX5 (Baes et al 1997),2P[EAust und Hatten 1997), PEX13
(Maxwell et al 2003), PEXXl und PEX11@ (Li et al 2002; Li und Gould 2002), R3-
Oxidationsenzyme: ACOX1 (Fan et al 1996), MFP1 (@®Re@004), MFP2 (Martens et al

2008) und SCPX (Seedorf et al 2000) entwickelt, elieen ahnlichen Phanotyp wie beim
Menschen aufweisen. In dieser Dissertation wurdeREx113-Mausmodell dazu verwendet

um Veranderungen in der Zahnentwicklung zu analgsi¢siehe Kapitel 4.3.7).
2.2. Zahnentwicklung

Die Odontogenese ist ein sehr komplizierter emlogyischer Prozess. Die Zahnentwicklung
beginnt mit einer Reihe von ektodermal-mesenchymafeeraktionen, die dem Zahn zu
seiner Differenzierung und Morphologie verhelferab@i spielen auch reziproke Zell- und
Zellmatrixinteraktionen eine Rolle (Linde und Goddf 1993; Otsuji et al 1999). Der exakte
Weg der molekularen Mechanismen wéahrend der Zathmgdting ist zurzeit noch nicht
vollig aufgeklart. Molekulare Interaktionen zwischeEpithel und Mesenchym mit
entsprechenden Rezeptoren und Signalkaskaden, zekitaren Matrixmolekilen,
Wachstumsfaktoren, z.B. BMP4, Fgfs und TGFs wurdsgreits beschrieben. Die
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extrazellulare Matrix und verschiedene Wachstunisfak scheinen eine sehr wichtige Rolle
bei der Zahnentwicklung zu spielen (Fleischmanri28@3; Slavkin et al 1976; Thesleff und
Aberg 1999; Thesleff und Nieminen 1996).

Am Anfang der Zahnentwicklung bildet sich eine kkeileistenartige Verdickung im oralen
Epithel (Zahnleiste), die sich in der weiteren Zalonphogenese an verschiedenen Stellen zur
Zahnknospe, -kappe und -glocke weiterentwickeltnidmues et al 2000; Fleischmannova
2008). Die Induktion und Differenzierung in der K@mmorphogenese wird durch Komplexe
molekulare Mechanismen von Signalzentren, den pamand sekundaren Schmelzknoten

ausgeldst (Fleischmannova 2008).
2.2.1. Chronologie der Odontogenese im Mauseembryo

Eine Ubersicht der verschiedenen Zahnstadien besbtigibt die folgende Tabelle:

Tabelle 2: Chronologie der Odontogenese im Mausemio
Die Zziffern entsprechen dem jeweiligen Embrydagl

Schneidezahn¢ 1.Molar 2.Molar 3.Molar
inferior | superior| inferior | superior| inferior | superior| inferior | superior
Zahnleiste 12,5.-13. 11.-13.
Knospenstadium 13.-14. 13.-14. 16.-187.-18. 18.-23.
Kappen/Glockenstadium 14.-16,5. 14.-18} 14.-19 18.-2p. 18.-2[1.
O e 1?5.- 17.-18. | 18.-19.| 19.-20.| 20.-21. 21.-22.
Ameloblasten 17.-18.| 18.-19.| 19.-20{f 20.-21] 21.-2p. 22.-283.
Pradentin 17.-18.| 18.-19.| 19.-20{f 20.-21 21.-22. 22.-23.
Schmelz 18.-23. | 19.-23.| 20.-23[ 21.-23 22.-23. 23.
Dentin 18.-23.| 19.-23.| 20.-23] 21.-23, 22.-28. 23.

Nach Ruch, 1987, Universidad del Pais Vasco, BilbaSpanien (Schroll 2004)

2.2.2. Zahnleiste

Zu Beginn der Mauszahnentwicklung, am 10. und Irhbiyonaltag entwickeln sich im
Mundhdhlenepithel zwei Leisten (MacKenzie et al 29%lie vestibulare Leiste, aus der sich

das Vestibulum formt, und die orale Leiste, didhsio der Zahnleiste weiterentwickelt.

Letztere entsteht durch Proliferation der basalelteZ des oralen Ektoderms in das darunter
liegende Mesenchym (Provenza 1988). Studien habereigf, dass die Zellen des

anliegenden Mesenchyms aus der Neuralleiste stan{iftegsleff und Sharpe 1997) und

Wachstumsfaktoren zur Differenzierung des Schméhels sezernieren (Fleischmannova
2008).
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2.2.3. Knospenstadium

Durch die immer weiter proliferierenden Epitheleell entstehen Zahnknospen, die vom
mesenchymalen Gewebe umschlossen sind (Fleischvar2@®8; Thesleff et al 1979). Die
Differenzierung der Zahnknospen findet zwischen dembis zum 13. Embryonaltag statt
(Keranen et al 1998). Tabelle2 gibt eine Ubersitiar die Morphogenese der verschiedenen
Zahnstadien.

2.2.4. Kappenstadium

Zwischen dem 13. und 15. Embryonaltag wird dieeti®berflache jeder Zahnknospe vom
Mesenchym eingestulpt und erhalt dadurch ein kagpeges Erscheinungsbild. Ihr

ektodermaler Teil wird als Schmelzorgan bezeichwetl es spater den Schmelz bilden wird.
Der eingestulpte Teil, der mit Mesenchym ausgefsi|twird als Zahnpapille bezeichnet. Sie
ist die Anlage der Zahnpulpa. Die Zahnanlage wiah einem Zahnsackchen umgeben,
welches aus mesenchymalen Zellen besteht und varZdénepithel induziert wurde. Es gibt
ein aul3eres und ein inneres Schmelzepithel. Dakemstegen retikulare Epithelzellen, die
Schmelzpulpa (Jernvall et al 1994). Am 14. Embrjtaga lasst sich der primare

Schmelzknoten histologisch nachweisen (Keraneth £#9@8), der induzierende Faktoren fir

das benachbarte Mesenchym abgibt (Fleischmann®&).20
2.2.5. Fruhes Glockenstadium

Zwischen dem 15. und 17. Embryonaltag nimmt diendakage durch die labiale Eindellung
eine glockenférmige Gestalt an. Das Mesenchym hegt als Zapfen unterhalb vom inneren
Schmelzepithel. Zwischen diesem und der Schmelapeigsteht das Stratum intermedium.
Die sekundaren Schmelzknoten sind am 16. Embryapalachweisbar (Jernvall et al 1994;
Keranen et al 1998) und exprimieren Slitl, Wntl@d &GF8 im Epithel in den sekundaren

Schmelzknoten.
2.2.6. Spates Glockenstadium, Differenzierungsstagn

Die Zellen des inneren Schmelzepithels differemziesich ab dem 17. Embryonaltag zu
Ameloblasten (Keranen et al 1998; Provenza 1988jetUihrem Einflu3 (TGFs) entstehen
aus den, an dem inneren Schmelzepithel anliegendatien der Zahnpulpa die
Odontoblasten (Fleischmannova 2008; Welsch 2008)eléblasten und Odontoblasten sind
beides Zelltypen, die unterschiedliche Zahnhartsuzen bilden (Schmelz und
Dentin=Enamel und Dentinum). Die Odontoblasten &én@n Pradentin zu sezernieren,

welches sich durch Einlagerung von Kalk zu Dentimwandelt und die Zahnpulpa
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zunehmend einengt. Nach der Dentinentstehung weali@eAmeloblasten angeregt die ersten
Schmelzprismen abzuscheiden (Keith 1996). Die Ablakien halten Uber die Tomesschen

Fortséatze Kontakt zum Zahnschmelz (Provenza 1988).
2.2.7. Sekretionsstadium

Zum Zeitpunkt der Geburt, ca. der 21.Tag der Enmajentwicklung, befinden sich beide
Zelltypen in der Sekretionsphase. Die Zellen dd3e&n Schmelzepithels werden squamos
und kappenformig. Die meisten Zellen des retikuid&eewebes der Schmelzpulpa kollabieren
und verschwinden. Von den Ameloblasten werden Stdprismen abgeschieden, die sich zu
unstrukturierten Kristallen entwickeln. BlutgefalRentwickeln sich im umliegenden
Bindegewebe und bringen die Nahrstoffe zu den Ablakten, so dass diese ihre maximale
Grol3e erreichen. Die Zellorganellen nehmen zu uaddern zu den Zellpolen. Der Zellkern
orientiert sich im proximalen Drittel der Zelle. D&olgi-Apparat und das endoplasmatische
Retikulum sind eher in der Mitte lokalisiert. Dastdle Ende der Ameloblasten ist gefullt mit
rauem ER und Sekretionsvesikel. Mitochondrien sibhdr den gesamten Zellkorper verteilt.
Die Schmelzprismen beginnen sich direkt nach dertiDegenese zu formieren. Man kann
die Schmelzbildung auch in 3 Phasen einteilen:nfarays entsteht der Tomessche Fortsatz,
2) anschlie3end formen sich die SchmelzprismernuB) Schluss erfolgt die Mineralisierung
der Schmelzprismen (Provenza 1988).

Die Anzahl der Organellen der Praodontoblasten mehebenfalls zu. Die Zellen werden
langer, differenzieren sich zu sekretorischen Calaasten und produzieren das Primérdentin
(Couve 1986). Die Mineralisierung des Dentins beginoch vor der Entstehung des
Zahnschmelzes. Im Laufe der Dentinbildung zieheh die Odontoblasten in Richtung Pulpa
zurtck. Sie bilden dabei jeweils einen Odontoblasitsatz aus, die in der Gesamtheit als
Tomessche Fasern bezeichnet werden. Mit diesesdpen bleiben die Odontoblasten mit

der ehemaligen Basalmembran in Verbindung (WelS€38QR
2.2.8. Entstehung der Zahnwurzel

Nach der Bildung der Zahnkrone vereinigen sichidasre und &uf3ere Schmelzepithel und
wachsen zusammen in die Tiefe. Zusammen bildewmlisidHertwigsche Epithelscheide des
Zahnes. Sie induziert die Bildung des Wurzeldentitech der Geburt 16sen sich die Zellen
der epithelialen Wurzelscheide auf und aus demegatden Zahnsackchen differenzieren
sich Zementoblasten. Sie umgeben das Wurzeldentin Zement. Des Weiteren

differenzieren sich aus dem Zahnsackchen das Ratioch und der angrenzende
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Alveolarknochen. Durch die Bildung von Zement witié Pulpahothle verkleinert (Provenza
1988; Welsch 2003; Zeichner-David et al 2003).

In der nachfolgenden Zeichnung (Abb.2) sind allescheiebenen Zahnstadien in einer
Ubersicht zusammengestellt.

T L Zahnknospe
/
0
Zahnkappe
Zahnglocke

durchbrechender Zahn
Wurzel entwickelt sich

durchgebrochener Zahn
Waurzel fertig entwickelt

Abb.2: Ubersicht der Morphogenese der verschiedenedahnstadien beim menschlichen
SchneidezahnDas orale Epithel verdickt sich, senkt sich einZdénleiste und entwickelt eine
Zahnknospe. AnschlieRend folgen das Kappen- undk8ltstadium und der fertig entwickelte
Zahn. (Eigene Zeichnung; modifiziert nach Keith iKe1996)).
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2.3. Histologie der Zahngewebe

aulleres Schmelzepithel

Schmelzpulpa

Stratum intermedium
Ameloblasten
Tomes-Fortsatze

Schmelzprismen

Dentin

Pradentin

Odontoblasten

Zahnpulpa

Abb.3: Spitze einer Zahnanlage

Schmelz- und Dentin werden gebildet. Zuerst prasheni die Odontoblasten unverkalktes Pradentin, das
mineralisiert. Die Ameloblasten bilden Schmelzpesmdie im Bereich der Tomes-Fortsatze abgeschieden
werden und auch sekundar mineralisieren (eigereh@eng).

Die Zahne der Saugetiere bestehen aus drei ZabBobatanzen, Schmelz, Dentin und
Zement. Man unterscheidet das Wurzeldentin, welsloesZement Uberlagert wird und das
Kronendentin, das von einer Schmelzschicht Uberzagie Der Zahn befindet sich in einem
Knochenfach im Kiefer und ist mit Haltefasern Uldexs Periodontalligament (Bereich des
Parodontiums) mit dem umliegenden Knochen befestije Wurzelspitze besitzt ein
Foramen, durch das Nervenfasern, Blut- und Lympif§efziehen, um eine ausreichende
Versorgung des Zahnes zu gewabhrleisten.
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2.3.1. Amelogenese

Mitochondrien

Golgi-Apparat

ER

Tomes-Fortsatz

Abb.4: Sekretorischer Ameloblast. Die Zeichnung zeigt die
unterschiedlichen Zonen im Zytoplasma eines seksetoen
Ameloblasten (eigene Zeichnung; modifiziert nactoy@nza 1988)).

Schmelz (Enamel) wird von den Zellen des innerdm&dzepithels, den Ameloblasten (auch
Adamantoblasten genannt) gebildet. Die Umwandlungs dcEpithels geht von der
Hockerspitzenregion aus, bis alle Zellen in Amedskeén differenziert sind (Deutsch und
Pe'er 1982; Fincham et al 1983; Robinson et al 198 Amelogenese erfolgt immer nach
der Dentinogese. Des Weiteren sind die Zellen desren Schmelzepithels notwendig um
Odontoblasten zur Dentinbildung anzuregen. Das ymiedte Dentin der Odontoblasten ist
wiederum der Initiator fir eine weitere Differenzieg des inneren Schmelzepithels
(Kagayama et al 1997; Otsuji et al 1999; ten C&®41 Zeichner-David et al 1997), ein
schones Beispiel fiir den Prozess der reziprokemkirah.

Wahrend Zahnschmelz ektodermalen Ursprungs isirstn alle anderen Hartgewebe vom
Mesoderm ab (Lundgren et al 1998; Torres-Quintahaale2005). Die Ameloblasten
sezernieren eine Schmelzmatrix, die durch Mingealing zur hartesten Substanz des

Kdrpers wird (Provenza 1988).
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Adulte Ameloblasten besitzen eine basale Seite,adiglie Schmelzpulpa grenzt und eine
apikale Seite, welche der Pulpa zugewandt ist. lasalen Zytoplasma liegen viele
Mitochondrien und ein langlicher Kern. In der Mider Zellen befinden sich viele raue ER-
Zisternen und ein ausgedehnter Golgi-Apparat. Apika basal zwischen den Ameloblasten
sind Zellkontakte wie z.B. Tight Junctions, Zonukaghaerentes, Desmosomen und Nexus
ausgebildet. Der Apex enthélt zahlreiche Sekretgeannd Lysosomen, die im sogenannten
Tomes-Fortsatz liegen. Die Granula werden exozytiend beteiligen sich an der
Schmelzmatrixbildung (Welsch 2003).

Der Schmelz besteht zu ca. 95% aus Hydroxylapatita.1% aus organischer Matrix und zu
ca. 4% aus Wasser (Hellwig 2003). Der hohe Minetalaverleint dem Schmelz nur eine
geringe Zugfestigkeit. Die Schmelzharte wird auf M®hsschen Harteskala eine Harte von

6-7 angegeben und steht damit zwischen der vonitApat Quarz (Schroeder 2000).

Viele Kristalle werden zu einzelnen Schmelzprisnaereinigt. Ein Schmelzprisma hat einen
Durchmesser von ca. 5um und eine Lange von 3-9ufwe#st, wobei diese schwer zu
bestimmen ist, da das Prisma in Windungen verlaufd die Krone verschiedene
Schmelzdicken aufweist (Welsch 2003). Die Prismémésede konnen unterschiedliche
Konfigurationen annehmen. Zum einen gibt es die rdnong in einer Art
Schlussellochstruktur, zum anderen solche, diePdésdehuftyp oder zylindrischer Typ
bezeichnet werden (Hellwig 2003).

Der Prozess der Schmelzbildung verlauft nicht kamerlich, sondern schubweise, wodurch
eine spezielle Streifung entsteht, die Retziusifstrg(Li und Risnes 2004; Welsch 2003).
Eine andere Form von Wachstumslinien entstehemningich Ameloblasten wahrend ihrer
Sekretion zuriickziehen und sich hin und her beweget dabei eine Schmelzschicht
hinterlassen, die wellenformig verlauft und HurBmhreger-Streifung genannt wird
(Gaspersic 1995).

Ameloblasten durchlaufen unterschiedliche Reifungdg mit jeweils anderen
Funktionsphasen, so dass auch das Aussehen den/Zelle Zellkontakte, und der
Organellenbestand zu unterschiedlichen Zeitpuniiieren. Man unterscheidet grob vier
Phasen: 1) die Praameloblastenphase, 2) die Difemeingsphase, 3) die Sekretionsphase
und 4) die Maturationsphase. Zunéchst sind die Ablasten flach und sezernieren eine
homogene Schmelzschicht. Das rauhe ER nimmt an eGrdf} freie Polysomen sind zu
finden, der Golgi-Apparat ist aber noch sehr klghase2) (Katchburian und Holt 1972).
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AnschlieRend wachsen die Zellen stark in die Langd hinterlassen einen Cytoplasma-
Fortsatz (Tomes-Fortsatz) (Katchburian und Holt2)9Bie sind nun in der sekretorischen
Phase (Phase3) und besitzen ein ausgedehntesbBRuesnen grol3en Golgi-Apparat, viele
Vesikel und Sekretgranula (Katchburian und Holt2;9%ubota et al 2005). Es entstehen die
Schmelzprismen und der isoprismatische Schmelz.hNd&r Sekretionsphase (Phase4)
verlieren die Zellen an Grol3e, die Zellorganelleerden weniger, die anfanglich produzierte
Matrix wird resorbiert. Die Ameloblasten werden dae flacher, produzieren aber, bevor sie
ganzlich rickgebildet werden, noch eine homogermec8tSchmelz (Smith und Warshawsky
1977). Eine Ubersicht tiber die verschiedenen Aniasen-Stadien gibt Abb.5.

Abb.5: Differenzierungsphasen
eines AmeloblastenDie Zeichnung
zeigt die verschiedenen Stadien, die
ein Ameloblast wahrend seiner
Entwicklung durchlauft. A=
Zytologische Veréanderungen des
inneren Schmelzepithels. B= Es
differenzieren sich die
Praameloblasten. C = Sekretorischer
Ameloblast mit hypertrophischen
Zellorganellen, der Tomes-Fortsatz
bildet sich. D= Schmelzbildung. E=
Aliternde Ameloblasten, die
Zellorganellen sind reduziert (eigene
Zeichnung; modifiziert nach
D.V.Provenza, 1988(Provenza 1988)).

Die Ameloblasten sind mit anderen Zellen der Schmépa, vor allem durch Nexus,
verbunden (Welsch 2003). Dem basalen Teil der Ablatten liegt eine dicke Schicht der

Schmelzpulpa direkt an. Diese Zellschicht wird awgtnatum intermedium genannt. Die
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Kalziumzufuhr in diese Zellschicht erfolgt trandakir, wobei eine Kalzium-ATPase in der

Membran der Ameloblasten eine wichtige Rolle sgMlelsch 2003).

An der Schmelzbildung sind verschiedene Proteindeillgt. Anfangs spielen die
Amelogenine (H202 bindene Proteine) und spéater Eimmeline (saure glykolysierte
Proteine) eine wichtige Rolle in der Amelogenesa @tal 2001; Janones et al 2005; Welsch
2003). Details hierzu sind aber erst wenige bekatuinden am besten untersuchten Proteinen
der extrazellularen Matrix zahlt das AmelogeninnBlaen wurden noch weitere sogenannte
.,Non-Amelogenine* wie Enamelin, Ameloblastin, Tufteund Tuft Protein in der Literatur

beschrieben.

Die Zahnleiste und das Schmelzorgan werden durcithétpellen gebildet, die durch

spezifische Cytokeratin-Filamente charakterisigmtdsDiese Intermediarfilamente bestehen
aus versxhiedenen Cytokeratinen, die von den Hpéhen produziert werden (Domingues et
al 2000). Deshalb sind Antikérper gegen diese $isehen Cytokeratine auch gute Marker

zum Nachweis der Ameloblasten (Ravindranath ef@lL®

Ein entsprechender anti-PanCytokeratin-AntikorpBICK 26) wurde deshalb in dieser
Dissertation zur Markierung der Ameloblasten verdetnMan nimmt an, dass Interaktionen
zwischen Amelogenin und diesem Filamentsystem bestgRavindranath et al 2003;
Ravindranath et al 2001; Tabata et al 1996).
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2.3.2. Dentinogenese

Dentinmatrix

Fortsatz

: ﬁ-\— Junktionskomplex
T—ER

2 — Golgi-Apparat

Q Zellkern
, infranukleare
‘\. Zone

Abb.6: Darstellung sekretorischer Odontoblasten.In dieser

Zeichnung werden die verschiedenen zytoplasmatisctenen

eines sekretorischen Odontoblasten beschriebengengi

Zeichnung; modifiziert nach (Provenza 1988)).

Die Odontoblasten sind Zellen, die fur die Dentidiing zustandig sind. Dentin ist die
Zahnhartsubstanz, die den gréf3ten Anteil des Zahungsiacht und besteht zu 70 Gew% aus
anorganischem Material, zu 20Gew % aus organisch&terial und zu 10 Gew% aus
Wasser (Welsch 2003). Die organische Matrix destibgrenthalt vor allem Kollagen I,
Proteoglykane und Glykoproteine (Carda und Peydd662 Linde und Goldberg 1993;
Welsch 2003). Es gibt verschiedene Arten von Demiobei das Zahnalter und der Ort der
Dentinentstehung fir deren Differenzierung eine l&kalpielt (Provenza 1988). Ebenso
bestehen in der Dentinzusammensetzung auch zwisenschiedenen Spezies Unterschiede:
Zun einen das stetig wachsende Dentin der Nagezwmdanderen das periodisch wachsende

des Menschen. (Linde und Goldberg 1993).

Odontoblasten stammen aus dem Mesektoderm, urdjptiiegtstanden aus eingewanderten
Zellen der Neuralleiste wahrend der KopfentwicklfAgana-Chavez und Massa 2004). Die

Differenzierung der Odontoblasten beginnt an deitz8p der sich spéater entwickelnden
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Zahnkrone. Die dentinbildenen Zellen durchgehemsbavie die Ameloblasten verschiedene
Entwicklungsstadien. Man kann in deren Differenangy vier Stadien unterscheiden: Stadium
der Praodontoblasten, die Sekretionsphase, diegdbgsphase und alternde Odontoblasten.
Wahrend der Sekretionsphase liegt eine hohe AnzahlOrganellen vor, die Zellkdrper sind
lang gewachsen. Bei alternen Zellen nimmt die Cefiananzahl wieder ab und die
Zellkorper verlieren an Hohe (Couve 1986). Die Hdidoblasten (Phase 1) haben einen
minder ausgepragten Golgi-Apparat und weniger E6bafl sie sich weiter entwickeln,
nehmen diese Zellorganellen an GroR3e zu. Sekreb@ri®dontoblasten (Phase 2) sind stark
polarisierte und an Ho6he zunehmende Zellen mit readien Zellorganellen (Golgi,
sekretorische Vesikel und Mitochondrien), die sioberhalb des Zellkerns befinden.
Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikuluntsisi Gegensatz hierzu weiterhin im
basalen Teil der Zellen ausgepragt. Mithilfe deskEbnenmikroskopes kann man einige
kleine Matrix-Vesikel im Manteldentin erkennen, dem distalen Ende der Zellen
abgeschnirt werden. Proteoglykane sind an dieseiXViegikel assoziiert, von denen man
annimmt, dass sie Kalziumionen binden kénnen umditdals Mineralisationskeime wirken
(Arana-Chavez und Massa 2004; Couve 1986). Wernmdie Zellen in der Ubergangsphase
(Phase 3) befinden, sind sie sehr schmal, nichtr melstark polarisiert und besitzen eine
reduzierte Anzahl an Organellen (Couve 1986). Sblg Odontoblasten altern (Phase 4)
werden sie kleiner und noch schmaler. Nur wenigdo#@gnellen befinden sich noch
oberhalb des Zellkerns, stattdessen kommen dortareslirettvakuolen vor. Unterhalb des
Kernes (basal) ist in diesen Zellen somit ein RaunCytoplasma entstanden, der mit den an
Anzahl und Grol3e reduzierten Organellen gefill{@Giuve 1986). Odontoblasten stellen alle
Dentinmatrixbestandeile her und sezernieren diess.aDas ist der Grund, warum die
Organellen in der Sekretionsphase stark an GroRehmen (Arana-Chavez und Massa
2004). Ein Mikrotubulusnetzwerk im Cytoplasma dedo@toblasten sorgt dafir, dass
ausreichend sezerniert und Dentinmatrixvesikel stigeden werden kénnen (Sasaki und
Garant 1996). Die differenzierten Odontoblasteddnl eine saulenférmige Zelllage, welche
am &aufReren Rand der Pulpa liegt. Noch bevor die |dbtesten mit der
Schmelzmatrixsekretion beginnen wird Dentin gehil&rana-Chavez und Massa 2004).
Anfangs sezernieren Odontoblasten das Pradentinlchege spater zwischen den
Odontoblasten und dem mineralisierten Dentin li€gs Pradentin ist eine unmineralisierte
organische Matrix, welche vor allem Kollagen | ¢€iith Sie entsteht wéahrend der
Dentinogenese und bleibt wahrend der weiteren Zahmneklung bestehen. Die

Mineralisierung zum definitiven Dentin erfolgt dar@blagerung von Apatitkristallen. Die
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Dentinbildung weist dabei Ahnlichkeiten mit der Kenentwicklung auf (Linde und
Goldberg 1993). Die Mineralisierung des Dentinsibegvor der des Schmelzes. Durch die
Dentinbildung ziehen sich die Odontoblastenzellkdmgdlmahlich von der Basalmembran der
Ameloblasten zuriick und wandern dabei in RichtueigRUIpa (Tsuchiya et al 2002). Zuriick
bleibt ein Fortsatz, die Tomes-Faser, die in eiimnen Kanélchen liegt und das Dentin
vollstandig durchzieht (Arana-Chavez und Massa 208elsch 2003). In diesem
Odontoblastenfortsatz fehlen wichtige Zellorganglléafur findet man hier eine Menge von
Filamenten und Mikrotubuli (Linde und Goldberg 1%93 So bleiben die
Odontoblastenzellkdrper mit dem Dentin in Verbingumd kénnen auf einem noch nicht
vollstandig geklarten Wege Schmerz Uber Vermittlungier Nervenenden weiterleiten
(Arana-Chavez und Massa 2004). Einen sehr kleirsghd@s organischen Materials nehmen
Fette ein (< 2 Vol%). Es gibt keine einheitlicheszmmensetzung der Fette; es kommen
sowohl Phospholipide als auch Cholesterin, Chalestester und Triacylglycerin darin vor.
Man hat herausgefunden, dass es zu einer schleshtBneralisation fihrt, wenn man Ratten
einer speziellen fettarmen Diat unterzieht. Man3weeiterhin, dass Phospholipide Calcium
binden, was noch durch die Anwesenheit von Phdsingn gefordert wird (Linde und
Goldberg 1993). Odontoblasten enthalten Vimentlarente, typische Intermediarfilamente
mesenchymaler Herkunft, weshalb Antikorper gegessaliFilamente zur Markierung von

Odontoblasten verwendet werden kénnen (Josephs¢ri@99).
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2.4. Zielsetzung der Arbeit

Durch ein komplettes Fehlen oder eine fehlerhafteg@hese der Peroxisomen beim
Menschen entstehen Multiorgandefekte und Missbgeéanbei betroffenen Kindern, die in
schwerster Form bereits wahrend des ersten Lelbeasjazum Tode fuhren. Im
Vordergrund dieser schweren Erkrankungen (Zellwe§gndrom) stehen Defekte des
Zentralnervensystems und degenerative Leberverdngen (Gartner 2000).

Patienten mit milderen Verlaufsformen, die das Ehgznenalter erreichen, kbnnen neben
anderen Organdefekten auch Zahnmi3bildungen awdweisvas die Relevanz der
Peroxisomen in der Entwicklung der Zéhne und Zaiveppe verdeutlicht. So wies der
beschriebene Patient in der Studie von Poll-The ufallegen einen veranderten
Zahndurchbruch, Fehlstellungen und Schmelzveranderu (Enamelhypoplasien) der
Zahne auf (Poll-The et al 2004). Aufgrund diesertsdehe ist anzunehmen, dass
Peroxisomen und der regulare peroxisomale Stoffaedcch in der Zahnentwicklung und
Ausdifferenzierung der Zahngewebe eine wichtigeldRepielen. Jedoch gibt es bislang
keinerlei Information zum peroxisomalen Kompartimeén Zahngeweben. Aus diesem
Grund sollte in dieser Dissertation die morphololgesCharakterisierung des peroxisomalen
Kompartiments in unterschiedlichen Zahngewebenltdjefiihrt werden. Erste Zielsetzung
war es folglicherweise eine optimale Methode zurkdlsation von Peroxisomen in
Zahngewebe zu erarbeiten. Bislang waren Peroxisameler internationalen Literatur in
Zahngewebe nicht auf lichtmikroskopischer Ebene clwésben worden. Dies lag
wahrscheinlich daran, dass die Sensitivitat dewgadeten Verfahren nicht dazu ausreichte
um eine entsprechende Lokalisation der Organellerzunehmen. Mithilfe von einem
sensitiven 3-Schrittverfahren (ABC-Peroxidase Tdghmnd mit der noch sensitiveren
indirekten fluoreszenzmikroskopischen Methode, tepllin dieser Arbeit die optimalen
Vorraussetzungen zur Lokalisaton unterschiedligqegoxisomaler metabolischer Enzyme,
wie auch von Membrantransportern und Biogenesepesie in  Zahngeweben
unterschiedlicher Entwicklungsstufen, geschaffender. Mittels der etablierten Verfahren
sollten erste Aussagen Uber die Verteilung der @aden in unterschiedlichen
Zahngeweben und des Vorkommens der verschiedenekeMeoteine getroffen werden,
um gegebenenfalls Aussagen Uber die HeterogerataPdroxisomen in Zahngeweben zu
machen. Die neu etablierten Verfahren sollten darm Vergleich von Wildtyptieren und

PEX1183 Knockoutmausen, mit einer Storung der Peroxisomutifigration, eingesetzt
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werden, um eventuelle Unterschiede in der Zahnektung bei peroxisomalen

Biogenesestérungen nachzuweisen.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen eindeutige Veramdgen und Funktionsunterschiede der
Peroxisomen in unterschiedlichem Zahngewebe wéahdendEntwicklung und signifikante
Veranderungen der Zahnentwicklung bei den PEXKb-Mausen. Die Befunde weisen

somit auf eine wichtige Funktion der Peroxisomerhmgad der Zahnentwicklung hin.
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3. Material und Methoden
3.1. Versuchstiere, Gerate und Materialien
3.1.1. Versuchstiere

Die verwendeten, Wildtyp-Mause mit genetischen éfigtund C57BL/6J wurden von
Charles River Laboratories erworben und in ein@&zdggch pathogenfreien Umgebung im
Zentralen Tierlabor (ZTL) der Justus-Liebig Univ#is unter standardisierten Bedingungen
gehalten (Temperatur: 22 @) C°, Luftfeuchtigkeit: 55 _(45) %). Der Tag-Nacht-Rhythmus
betrug 12 Stunden. Sterilisiertes pelletiertes $utter (Standarddiat) und Trinkwasser stand
den Tiererad libitum zur Verfligung. Die Haltung der Tiere erfolgte urBertcksichtigung
der Richtlinien des Tierschutzgesetzes der Bungabii Deutschland.

Die transgenen PEXPB1Knockout-Mause mit C57BL/6J genetischem Hintergruvurden

unter vergleichbaren Bedingungen im ZTL durch Varpag heterozygoter Tiere geziichtet.

3.1.2. Laborgeréate

Alphabetische Auflistung der benutzten Laborgerateunter Angabe der Bezugsquelle:

Analysenwaage PB3002 DeltaRange® Mettler Toledo, Giessen

Biometra Trio Thermoblock Biometra, Westburg b.V., Leusddiederlande
Bio-RAD GelDoc 2000 BioRad Laboratories GmbH, Miien
(Geldokumentationsanlage)

Bio-RAD PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories GmbH, Mbean
Fluoreszenzmikroskop (DMRD) Leica, Wetzlar

Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, Mkien
Gewebeeinbettautomat Leica, Wetzlar

Heizmagnetrihrer IKAMAG® Janke & KunkdKA®, Staufen
Kryomikrotom CM 3050 Leica Mikrosysteme, Bensheim
Labor-Spulautomat G 7883 CD Miele Professional, Gitersloh
Lichtmikroskop DMLM Leica, Wetzlar

Rotations-Mikrotom Leica RM 2135 Leica, Wetzlar

Mikrowellenofen, intellowave LG electronics Deutschland Gmi¥illich
P.A.L.M. Microlaser P.A.L.M. Microlaser Techogies GmbH, Bernried
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Paraffin-Ausgiessstation ,Paramat”
pH-Meter inolab pH720
Projektionsmikroskop ,Visopan*“
Reinstwasseranlage Milli-Q

Vortexer VF2

SmartspecTM 3000 spectrophotometer
Streckbad WB 24

Timer TR 118

Tischzentrifuge (Biofuge Fresco)
Ultra-Turax T25

Warmeplatte 13800

3.1.3. Verbrauchsmaterialien

Paul Scherrer Institut, Villingeghweiz
WTW GmbH & Co.KG, Weilheim

Reichert, Optische Werke A.G.WiBsterreich
Millipore, Bedford, MA, USA

Janke & Kunkel, IKA®ahbortechnik, Staufen

BioRad, Heidelberg

E.Vieth, Mikrotome, Mediechnik GmbH, Wiesmoor

Oregon Scientific Gmh¥keu-Isenburg
Heraeus, Hanau
Janke & Kunkel GmbH &IKKG, Staufen

Medax Nagel GmbH, Kiel

Alphabetische Liste der verwendeten Verbrauchsmatéalien unter Angabe der Bezugsquelle:

Deckglaschen, Menzel
Einbettkassetten
Einbettschalchen, Metall
EppendorfgefalRe
Erlenmeyerkolben
Glasgefalie

Immersionsol

Immersionsol, fluoreszenzfrei
Laborflaschen, Fischerbrand
LPC-Microfuge Tubes
Messzylinder
Mikrotomklingen S-35, R-35
Objektrager SuperFrost®Plus
PalmMembraneSlides
PAP-Pen fur Immunfarbungen

Paraffin Paraplast Plus

Fischer Scientific GmbH h&erte

Leica, MicrosystemsrBheim

Leica, Mikrosysteme, Berighe

Eppendorf AG, Hamburg

Fischer, Scientific GmiBthwerte
LABOR-BRAND, H.Kahisee, Giessen

Leica MikrosystemesrBheim

Leica Mikrosysteme, Bensheim

Fischer, Scientific GmbH

P.A.L.M.Microlaser Technoleg GmbH, Bernried
Duran®, Hirschmann® Hechcolor, Deutschland
Produkte fur Medizin AG, Kdlin
R.Langenbrinck, Labor-u. Medteichnik, Teningen
P.A.L.M. Microlaser Technoleg GmbH, Bernried
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinfe

Sigma-Aldrich Chemie Gmistieinheim
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Pipettenspitzen

Reinigungsmilch fir Leitz-Objektive

Safe Lock Tubes

Tubes Standard 13800

3.1.4. Chemikalien

Starlab, Ahrensburg
Leica Mikrosysteme, Bensheim
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, NUrnbrecht

Alphabetische Liste der verwendeten Chemikalien undProteine unter Angabe der Bezugsquelle:

Agarose LE

Bovine Serumalbumin (BSA)

Chloroform

Citronenséaure-Monohydrat

DAPI

DePeX

4',6-Diamidino-2-phenylindol
di-Kaliumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT)

DNA Standard Ladder 100bp

dNTP Mix

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

.First-Strand Buffer" =
(c-DNA Synthese Puffer)
Gelladepuffer

Kaliumdihydrogenphoshat
Ketamin

Mayers Hamalaunlésung
Mowiol

Natriumchlorid

Natronlauge

Roche Diagnostics,AGnnheim
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steimh
Sigma-Aldrich Chen@enbh, Steinheim
Merk KGaA, Darmstadt

Merk KGaA, Darradt

SERVA Electrophsi;eGmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steiimh

Merk KGaA, Dastadt

Invitrogen GmbH, Karlbeu

Promega, Madison, USA

Invitrogen GmbH, kKauhe
Sigma-Aldrich Ghie Gmbh, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie Gmi$teinheim
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Promega, Madison, USA

Merk KGaA, Darmstadt
Ratiopharm GmbHmU

Merk KGaA, Darmstadt
Farbwerke Hoecksgnkfurt

Carl Roth GmbH+Co.KKarlsruhe

Merk KGaA, Darmstadt
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Oligo (dT),.1gPrimer Invitrogen GmbH, Karlsruhe
PCR-Puffer Eppendorf AG, Hamipur

Propylgallat Sigma-Aldrich Chen@mbh, Steinheim
RNaseOUT" (40 U/ul) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Rompun Bayer AG, Leverkase

Sedastress Eurovet Animal HiéeBV, Bladel, Niederlande
Steriles Wasser Braun Melsungen AGelsungen
SuperScript" Il Reverse Transcriptase vitlogen GmbH, Karlsruhe
TAgDNApolymerase Eppendorf AG, Hamburg
Tri-Natriumcitrat-di-hydrat Merk KGaA, Darmstadt

Trypsin Sigma-Aldrich Ghie Gmbh, Steinheim
Tween 20 Merk KGaA, Darmstad

Tris Carl Roth GA#Co0.KG, Karlsruhe
Wasserstoffperoxid Merk KGaA, Darmstadt

Xylol Merk KGaA, Dastadt

3.1.5. Verwendete Kits

Alphabetische Auflistung der verwendeten Kits unterAngabe der Bezugsquelle:

Avidin/Biotin-Blocking Kit Vector Biologische Produkte ki Wertheim
ExtrAvidin Rabbit Peroxidase-Staining Kit Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim
Nova Red Peroxidase-Substrat Vector Laboratories, Burlingar@ay, USA
RNeasy®Lipid Tissue Mini Kit (50) QIAGEN GmbH, Hilden

RNeasy®MicroKit (50) QIAGEN GmbH, Hilden

SuperScript Il RT-Kit Invitrogen GmbH, Karlsauh

3.1.5. Verwendete Primer

Alphabetische Auflistung der verwendeten Primer.Alle Primer wurden von Operon Biotechnologies GmbH
(KéIn) synthetisiert.

-37-



Material und Methoden

Tabelle 3: In der Tabelle sind alle in der Dissertdon verwendeten Primer fur die RT-PCR Analyse von
mikrodissektierten Zahngewebe zusammengefasst.

Annealing-

Gen Primer-Sequenz 5°... 3° Temperatur (°C) Produktgréf3e (bp)

Amelogenin Vorwarts ATGGCTGCACCACCAAATCAT 64 150
Rickwéarts ATGGAGTGGTGGCCAGGAACT

Dentinsialo-

phosphoprotein

(DSPP) Vorwarts TGAGAAATCAGCTGCCCACAGT 64 150
Rickwéarts CTTTCGTCACTTCCGTTAGATTCG

Katalase Vorwarts CACCAGATACTCCAAGGCAAAGG 64 371
Ruckwéarts TAGCCATTCATGTGCCGGTGA

Cytokeratin 14

(K14) Vorwarts AGAGGACGCCCACCTTTCATC 64 150
Ruckwéarts TCGTGGGTGGAGACCACCTT

Peroxin 14

(PEX14) Vorwarts CACTGGCCTCTGTCCAAGAGCTA 64 300
Ruckwéarts CTGACAGGGGAGATGTCACTGCT

28s rRNA Vorwarts CGAAATGCAAGCACGGAGAGT 64 250
Rickwéarts TCGTCCTCCACGATATGGAAGAT

Vimentin Vorwarts  AAGGTGAAATTGGCTAACTTTCACAAG 64 150
Ruckwéarts ACTTTCACGCAGTGCCGAACT

3.1.6. Verwendete Antikorper

Tabellen 4 und 5 geben eine Ubersicht (ber die eedeten Primar- und Sekundarantikorper gegen

verschiedene peroxisomale Proteine, die fir dieumimstochemischen und immunfluoreszenzmikroskogisch

Inkubationen verwendet wurden.

Tabelle 4: Primarantikérper gegen peroxisomale Protime und eingesetzte Verdiinnungen

Isoliert aus folgender | Verdiinnung Verdinnung
Folgendes Antigen Tierspezies IHC/ ABC Immunfluoreszenz Bezugsquelle
Acyl-CoA-Oxidase I, Prof.P.VanVeldhoven,
51kD Untereinheit Kaninchen 1:1000 Leuven, Belgien
Prof. Crane, Brisbane
Katalase Kaninchen 1:1000 1:4000 Qld, Australien
Acyl-CoA-Oxidase I, Prof.P.VanVeldhoven,
23kDa Untereinheit Kaninchen 1:1000 Leuven, Belgien
OxPhoslll Invitrogen/Mol.
(Komplexlll Probes
d.Atmungskette) Maus 1: 500 Deutschland
Abcam/Biozol
PanCytokeratin (PCK-26 Maus 1:10500 Deutschland
Prof. Crane, Brisbane
Pex13p Kaninchen 1: 500 Qld, Australien
Prof. Crane, Brisbane
Pex14p Kaninchen 1:1000 1: 1000 Qld, Australien
Prof. Osumi/Himeji
ABCD3/PMP70 Kaninchen 1: 1000 City, Japan
Prof. J. Gould,
ABCD3/PMP70 Schaf 1. 250 Baltimore MD, USA
-SKL=Serin-Lysin-Leucin Prof. Crane, Brisbane
(PTS1-Targeting-Signal) Kaninchen 1:1000 Qld, Australien
Sigma
Vimentin Maus 1: 5000 Deutschland
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Tabelle 5: Kommerzielle Sekundarantikérper und eingsetzte Verdiinnungen

Folgende Markierung Antigen Verdinnung Bezugsquelle
Alexafluor488 Invitrogen/Mol.Probes
Esel-anti-Kaninchen (gran) 1:1000 (IF) Deutschland
Jackson/Dianova
Esel-anti-Schaf RhodamineRot 1:400 (1K) Deutschland
Vector
Ziege-anti-Maus TexasRot 1:400 (IF USA

3.2. Gewebefixierung und Einbettung

Neben der Fixierung durch Einlegen in die Flussigdenmersionsfixierung) ist seit langem
auch die Fixierung mittels Durchspulen auf dem QGefg Ublich (Perfusionsfixierung)
(Romeis 1989)Dieses Verfahren erbringt bessere Resultate albrdieersionsfixierung und

ist sowohl als Fixierung fur Immunhistochemie umdriunfluoreszenz geeignet.
3.2.1. Fixantien und Puffer

Fixierungs-L&sung

Fixans fur die Immunhistologie und Immunfluoreszenz
4% Paraformaldehyd (w/v)

2% Saccharose (w/v)

in PBS (s.u.)

pH 7,4; immer frisch angesetzt

PBS (,Phosphate buffered saline”) 10x Stammlésung

1,37 M NacCl
81 mM NaHPO,
14 mM KHPO,
pH 7,4

Citratpuffer (10 mM )

Losung A :2,1g GHgO; « H,O ad 100 ml a.d.
Losung B: 14,7g GHsNaO; » H,O ad 500 ml a.d.

15ml Lsg. A + 85 ml Lsg. B, auffillen mit a.d. d600 ml
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Entkalkungs-L8sung = 10%EDTA-L6sung

10% EDTA (w/v)

0,9% NacCl (w/v)

20 mM Tris

pH 7,4

3.2.2. Entnahme der Foten und Perfusionsfixierung

Die Festlegung der spezifischen Zeitpunkte fir Eitnahme der Mausféten richtete sich
nach der Tabelle nach Ru¢®chroll 2004).

Schwangere Mausweibchen mit Foten der intrauteri@etwicklungsstufen E13.5, E15.5,
E18.5 wurden mit einem speziell dafir angefertigt@amsverdampfer narkotisiert. Hierfur
stromt Pressluftin den Behélter, der das Isoflurangas beinhaltain \diesem fiihrten
Schléauche in eine Narkotisierungskammer aus duwitigem Plastik mit Deckel, in dem die

Maus gesetzt wurde. Bei Offnung des Dreiwegehatniims 2 Vol% Isoflurangas ein.

War die Maus narkotisiert, wurde sie herausgenommeghden Ricken gelegt und tber eine
Kopfmaske (abgeschnittenes 50ml Gefal3), in dieigstitofluorangas stromte, weiter

narkotisiert.

Das Fell an der Bauchdecke der schwangeren Mausgewnit einem Langsschnitt medial
geteilt. Danach wurde die Bauchhohle eroffnet, &ett- und Hautschichten seitlich
abprapariert und die Bauchorgane exponiert. Beitlgudhorner wurden freigelegt und die
einzelnen Embryos in den Eihduten samt Plazentgedtallt. Dabei war darauf zu achten,
dass der Stamm der Arteria uterina nicht verletatde. Die Embryonen wurden jeweils tUber
peritoneale Injektion von einem Narkotikumgemisdrkotisiert und nach Fixierung der
Extremitaten mit Nadeln wurde der Thorax zur Pediugiber den linken Ventrikel er6ffnet.
Zur Perfusionsfixation wurde eine 5ml Spritze miti€rlosung gefullt, eine Butterflykanile
wurde angedockt und der Schlauch dieser KanuleNaft| aufgefillt. Dies wurde Uber
Ansaugen mit der Spritze durchgefuhrt, bis die Lafts dem Schlauchsystem in die
Fixierflissigkeit entwichen war. Das NaCl wurde &pllung des Gefalisystems vor dem
Zufuhren der Fixierlésung verwendet, um Verstopg@mgon Kapillaren zu vermeiden und

eine optimale Fixierung zu gewéhren.

Bei groReren Tieren wurde zusatzlich Heparin untritdanitriprussit tber NaCl zugefuhrt,

damit das Blut nicht gerann und sich die Kapill#&@e weiten.
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Nach medianer Offnung des Thorax durch Durchtregndes Sternums wurde das Herz
zwischen den beiden dunklen Lungenfligeln sichtBa. den Foeten waren entsprechend
Foramen ovale und Ductus arteriosus noch offen.delitKantle punktierte man in Richtung

linken Ventrikel. Nach guter Insertion der Nadetugréffnung des rechten Herzohrs wurde
mit Hilfe der verbundenen Spritze die Perfusionsfixng unter gleichbleibenden moderaten
Druck durchgefuhrt. Eine gute Perfusion war antdieltfarbung der Leber und der restlichen
peripheren Organe festzustellen. Bei ungenigendedit@ der Perfusionsfixierung wurde

zusatzlich Fixans in die Bauchhdhle und tber di3grFontanelle in den Schéadel (unter
Schonung des Gehirns) eingespritzt. Der kompletiedfbetus nahm bei guter Fixierung eine
helle Farbe an. Danach wurde der Foetus in eilPi#t gefllltes Becherglas gelegt und Uber

Nacht immersinsfixiert.

3.2.3. Perfusionsfixierung der neugeborenen und 11age alten Tiere
Narkose

Ketamin 65mg/kg Korpergewicht

Xylazin 13mg/kg Korpergewicht

Azepromazin 2mg/kg Kdorpergewicht

Die neugeborenen Tiere wogen zwischen 1,3g und B@gNarkoselésung wurde flr etwa

10 Tiere (d.h. 20g) zusammengestellt.

Bei 20g:

Ketamin = 13pl, (Ketamin 100mg/ml)
Rompun = 12pl, (Xylazin 20 mg/ml)
Sedastress = 4pl, (Azepromazin 10mg/ml)

Ketamin, Xylazin und Azepromazin wurden nacheinanideder Spritze aufgezogen und
gemischt. Die Injektion erfolgte intraperitoneal.

Nachdem die Maus anasthesiert war wurde der Thoagk einem medianem Schnitt und
seitlichem Abschieben der Brusthaut ertffnet. Hief@sste man den Processus xiphoideus,
umschnitt ihn, hob ihn an und durchtrennte dasn8tarit einer Schere. Danach wurden die
Thoraxhalften durch einen kleinen Spreizer auseleagezogen, das Herz durch Spalten des
Herzbeutels freigelegt and an seiner Spitze heemaoggn. Die Herzspitze wurde knapp
abgeschnitten, so dass man in den rechten undnliddentrikel einsehen konnte. Die

Butterflykanule wurde in den linken Ventrikel eiriglert. Fur die Perfusion dieser Tiere war
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die Kanule an eine Perfusionspumpe angeschlossen,nach erfolgter Insertion der

Kanulennadel in den linken Ventrikel angestellt dairDie Perfusionsfixierung erfolgte Gber
5 Minuten. Es wurde stets darauf geachtet, dasaB8chsystem zur Perfusionsfixierung
luftblasenfrei zu halten, um den Verschluss arfleri€seféaRe durch sich |6sende Luftblasen
zu vermeiden. Die Mause wurden nach Er6ffnung daucBhoéhle und des Schadels durch
sagittale Einschnitte anschlieBend 1 Tag in PFA ensionsfixiert.

3.2.4. Perfusionsfixierung der adulten (3 Monate) llen Mause und Entkalkung der

Gewebe

Zu Beginn der Perfusion wurde den Mausen intrapee#l Heparin gespritzt, damit es nicht
zur Blutgerinnung und Verstopfung von kleinen Gefélkam, bevor die Maus perfundiert
war. Es folgte die Tétung mittels Genickbruch. Amgf3end erfolgt dieselbe Préaparation und

Perfusion wie bei den Jungtieren.

Bevor die sagittalisierten Kopfe drei Monate aldulter Mause eingebettet wurden, mussten
sie 6 Wochen mit einer EDTA-LOsung entkalkt werdBafur wurden sie in einem, mit der
EDTA-L6sung gefulltem, Schraubglas im Kuahlfach béiC aufbewahrt. Damit die
Entkalzifizierung optimal verlief, wurden die Kopie Gaze im Glas aufbewahrt. Somit
wurde gleichmaliger Kontakt und Austausch mit detk&kungslésung erreicht. Jeden
zweiten Tag wurde diese Losung ausgetauscht.

3.3. Paraffineinbettung

Die Foten, die Jungtiere und die entkalkten Kogeetwachsenen Tiere wurden durch einen
Medianschnitt alle langs halbiert. Nach Abtrenndeg Kopfhalften vom Rumpf standen von
jedem Tier 2 Kopf- und 2 Korperhalften zur Einbaguwzur Verfigung. Nach Platzieren der
Anteile mit der flachen Schnittflache nach untefemwasserungskafige, wurden diese in die
erste Station mit 70% Ethanol des Gewebeinfiltretgmtomaten gelegt und nach

Entwasserung (Programm siehe Tab. 6) mit Paraffitriert.

Die Einzelschritte der Paraffineinbettung sind @r dachfolgenden Tabelle aufgelistet. Diese
Schritte entsprechen damit auch der ProgrammiedlesgAutomaten.
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Tabelle 6: Programmierung des Gewebeinfiltrationsatomaten

Losung Verweildauer
70% Ethanol 1 Y% Stunden
80% Ethanol 1% Stunden
90% Ethanol 1 Y% Stunden
96% Ethanol 1% Stunden
3x100% Ethanol 1% Stunden
4x Xylol 1 % Stunden

2x Paraplast 2 Stunden

Anschliel3end wurde das infiltrierte Gewebe in Adgbwysschalen positioniert, mit einem
beschrifteten Einmalhalter abgedeckt und mit Peraftigefillt. Nach Abkihlung waren die

Blockchen zum Schneiden mit einem Rotations- odéfittenmikrotom geeignet.
3.3.1. Paraffinschnitte

Die Paraffinbléckchen wurden in dem Schnellhalteree Rotationsmikrotoms der Firma
Leica eingespannt und geschnitten. Zum besserenefsidn wurden die Blocke bei —20°C
kurz vorgekihlt, um dinnere Schnitte mit hoher I@itafertigen zu kénnen. Zusatzlich war
das Mikrotom mit einem Spezialhalter ausgestatiet, es erlaubte, dass der Paraffinblock

auch wahrend des Schneidens mittels Eis gekuhttemekonnte.

Nach dem Schneiden wurde der Paraffinschnitt irraillVasserbad mit einer Temperatur von

ca. 50°C gestreckt. Dadurch werden kleine Unebgégihaius dem Schnitt geglattet.

Danach wurden die Paraffinschnitte, mit einer Dicken 2um auf einen beschichteten
Objekttrager der Firma Langenbrink aufgezogen wmd Zrocknen fur ca. 2-3 min auf eine
Warmeplatte gelegt. Diese Schnitte wurden ansaiié(¥ur die Immunhistochemie und
Immunfluoreszenz eingesetzt. Die Qualitat der flasghnitte und die Zusammensetzung
der Gewebestrukturen der Kopfpraparate (Zahnvastwbrhanden oder nicht) wurde mit

Hilfe von Phasenkontrastmikroskopie ermittelt.
3.4. Tiere fur die Mikrodissektion

Fur die Methode der Mikrodissektion wurde 2 Tage Mause (C57BL/6J) getotet und die
Kopfe dieser Tiere in flissigem Stickstoff schodkgeen. Bis zum Gebrauch wurden sie bei
-80°C gelagert. Die Kopfpraparate wurden dann rmem Gefriermikrotom (ca.7-10um)

geschnitten.
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3.5. Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Eine HE-Farbung wurde angefertigt, um eine klareeiSicht iber die angeschnittenen
Gewebestrukturen der Kopfpraparate zu erhalten Harbung erfolgte nachdem in Tabelle 7

angegebenen Protokoll.

Tabelle 7: Protokoll fur die HE-Farbung

Entparaffinieren: ca. 20 Minuten im Warmesgtk bei 60°C, 3xXylol (je 30s) bei Raumtemperatur

Rehydrieren: 2x 100% Ethanol, 1x 98%90%, 1x 80%, 1x 70%, 1x 50%, 2x a.d. ( je 30s)
Kernfarbung: 10 Minuten Hamatoxilin
Blauen: 10 Minuten unter @@ndem Leitungswasser spuilen

Cytoplasmafarbung: 1-2 Minuten Eosin
Dehydrieren: Alkoholreihe: 50%, 709998, 90%, 96%, 2x100%, 3xXylol (je 30s)

Eindecken: DePex

Hamatoxylinldsung

Die Hamatoxylinlosung (Mayers Hamalaunlésung, Mddgbrauchsfertig), wurde 1:10 mit
aqua dest verdinnt. Bei der Kernfarbung der imnsiobhemischen Schnitte wurde die

Hamatoxylinstammldsung 1:20 verdinnt.

Eosinlésung
100 ml aqua dest

19 Eosin (gelblich)

1 Tr. Eisessig

Die Gefrierschnitte wurden ebenfalls mit HE gefanmn die spezifischen Zellen, fur die
spatere Mikrodissektion, sichtbar zu machen. Dissgrechenden Blocke, von denen die
Schnitte abgenommen wurden, wurden bis zur Miksskgon ohne Verdnderung bei —80°C
verwahrt.

3.6. Immunfarbungen

3.6.1. Prinzip der Immunreaktion in Schnitten

Durch die Kombination von Antikérpern unterschiedkr Spezies kodnnen
Mehrfachnachweise verschiedener Antigene im gleiclsehnitt durchgefuhrt werden.
Hierbei achtet man darauf, dass der PrimarantikGnjpdt in der zu untersuchenden Spezies
hergestellt wird, aus der die Gewebepraparate seammm den Nachweis gebundener
Autoantikorper bei der Sekundarreaktion zu vermeid&eiterhin muss bei der Auswahl
kombinierter Sekundarantikbrper darauf geachtet deer dass keine ungewollten

Interspezies Kreuzeaktionen der kombinierten Ampkd auftreten. Generell sind die unten
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beschriebenen indirekten Immunreaktionen sensit®rdie direkten (Nachweis mit direkt
markierten Primarantikdrpern). Bei indirekten Naeimverfahren kann die Sensitivitat durch
die Zwischenschaltung von mehreren Detektionsgehritnoch erhdht werden (s.u.
ExtrAvidinsystem), was jedoch unter Umstadnden amehhdheren Hintergrundsreaktionen
fuhren kann. Dabei kann die Sichtbarmachung derumggdnen Antigen-Antikdrper-
Komplexe Uuber Enzym-gekoppelte Farbreaktion oderrchdu Fluoreszenz-markierte

Sekundarantikoérper erfolgen.
3.6.2. Immunhistochemischer Nachweis der peroxisoren Proteine

Der immunhistochemische Nachweis wurde an Parafiimgten paraformaldehydfixierten
Gewebes durchgefiihrt. Es wurde streng darauf getaclidtass die Schnitte nicht
austrockneten, damit keine unspezifischen Kreuti@adn auftraten (z.B. evtl. Austrocknen
des Primarantikdrpers auf dem Schnitt bei tUber Nackubationen). Alle Inkubationen

erfolgten bei Raumtemperatur.
3.6.3. Entparaffinieren

Zu Beginn wurden die Schnitte tGber Nacht bei 60AC Inkubator, anschlieend noch
zusatzlich mit Xylol bei Raumtemperatur entparaéfin Zur Rehydrierung wurden die
Schnitte in eine absteigende Alkoholreihe mit 100886, 80%, 70%, 50%, a.d. fur jeweils 2

Minuten Uberfuhrt.
3.6.4. Antigenfreilegung und Antigenwiederherstellng

Fur in Formalin fixierte und in Paraffin eingebétteGewebeproben ist meistens eine
Vorbehandlung zur Sensivitatssteigerung der Angkdeaktion bzw. Demaskierung der
Aldehyd-veranderten Antigene zur Antigenwiedertedhshg in den Gewebeschnitten
unerlasslich. Die am meisten verbreiteten Methodaumr Antigenherstellung sind

Proteasevorbehandlung und Hitzebehandlung (Dingais2€00).

Fir das in dieser Dissertation verwendete Gewebegisich eine Kombination der Protease-

und der Mikrowellenvorbehandlung als optimal.

Die Proteasewirkung beruht auf der Spaltung vondrrquervernetzungen. Dadurch kénnen
auch Antigen- blockierende Bindungen an Proteinaifemt werden. Hierbei korreliert die

Proteolysezeit generell haufig mit der Fixierungsgta weshalb eine optimale und exakte
Fixierung Voraussetzung fur reproduzierbare undigi@e Ergebnisse ist. Zur Anwendung
gelangen verschiedene Proteasen (Hartley 1970yntkonzentration und Einwirkungsdauer
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zur Wiederherstellung der Eigenschaften des nacbmawden Antigens mussen aufeinander
abgestimmt werden. Bei inadaquater Verwendung kasn zur Verminderung der
Immunreaktivitdt und zu einer oft betrachtlicherm@beschadigung kommen. Aufgrund der
Erfahrungen aus unserem Labor habe ich Trypsin emet. Vorversuche von mir zeigten,
dass eine Einwirkungsdauer von 15 Minuten flur dangewebe zu optimalen Ergebnissen
fuhrte. Die verwendete Konzentration (0,01%Trypsb®ruhte auf den Erfahrungen aus
unserem Labor (Grabenbauer 2001; Karnati und BacrAvgayt 2008; Nenicu et al 2007).

Die Mikrowellenbehandlung wurde 3x5min in Citratfeaf pH 6.2 durchgefihrt. Auch hier
musste man die Zeiten und den Mikrowellenpufferspréchend des Gewebes und des
wiederherstellenden Antigens mittels Vorversuchemiteln. Die entsprechenden

Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 8 und 9 lrésioen.
3.6.5. Inhibition der enzymatischen Aktivitat der Reroxidase

Durch 5- minutige Verwendung von 3%®4 in aqua dest, wurde die enzymatische Aktivitat
der endogenen Peroxidase geblockt.

3.6.6. Blocken der unspezifischen Proteinbindungsaten

Die Blocklésung bestand aus PBS-Albumin (4%) urib®% Tween 20, um die unspezifische
Bindung der Antikdrper an die Schnitte zu verhimdend die ,Hintergrundfarbung® schwach

zu halten.

Des Weiteren ist der Loésung Avidin (siehe Tab.8a&)esetzt worden, um endogenes Biotin
abzusattigen, das sonst mit dem Biotin-konjugieZareitantikbrper reagieren kénnte. Vor
allem in Mitochondrien und dem Zellkern ist Biotuorhanden. Dieser Schritt wird fur

mindestens 2 Stunden durchgefuhrt. Die freien BiBindungsstellen des zugesetzten
Avidins werden durch Zusetzen von Biotin in die 8@mnungslosung des Erstantikdrpers
abgesattigt (siehe 3.6.6.).

3.6.7. Erstantikorper

Der Erstantikorper wurde mit einer Losung aus 1%AB® PBS, 0,05% Tween 20 sowie
Biotin (4 Tropfen pro ml) verdinnt und die Losunigighmallig auf die Schnitte verteilt.
Danach erfolgte die Inkubation tGber Nacht bei Rampteratur in einer feuchten Kammer

zum Vermeiden von Austrocknungsartefakten (s.0.)
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3.6.8. Zweitantikorper

Am nachsten Morgen wurde der, mit 1% PBSA und 0,0%%6en 20 verdunnte, biotinylierte
Zweitantikorper aufgetragen. Die Verdinnung destimytierten Ziege-anti-Kaninchen

Antikdrpers war 1:100. Die Inkubation erfolgt bealfntemperatur fur zwei Stunden.
3.6.9. ExtrAvidin-Meerrettich-Peroxidase

Zur lichtmikroskopischen Lokalisation des gebundergotinylierten Sekundarantikérpers
und zur Steigerung der Sensitivitdit des IHC-Veralr wurde Meerrettich-Peroxidase-
gekoppeltes ExtrAvidin in einer Verdinnung von DJingesetzt. Die Schnitte wurden fir
20 min inkubiert und somit die Antikorperbindungskgn detektiert.

Das ExtrAvidin-System ist ein hochaktiviertes Reage und hat eine hohe
Biotinbindungsspezifitdt, durch das aus dem Huhrgge/onnene Avidin. Gleichzeitig fihrt
es nur zu einer niedrigen Hintergrundfarbung duacts Streptomyces avidinii isolierte

Streptavidin.
3.6.10. Histochemischer Peroxidase-Nachweis

Als Substrate fur die Peroxidasereaktion dienteg®,Hind NovaRed (Kit der Firma Vektor).
Die Peroxidasereaktion wurde mit 1:2 verdlinnter ub@s im Vergleich zum
Herstellerprotokoll tber eine Dauer von 7 Minutearathgefiihrt. Sobald die NovaRed-
Substratlosung auf die Schnitte aufgebracht wuedfslgte die schnelle Oxidierung und
Ausprazipitation des Farbstoffes durch die Persadesaktion. Es entstand ein dunkelroter bis
brauner Farbniederschlag je nach Inkubationsda@idierung und Prazipitation des

Farbstoffes wurde mit aqua dest abgestoppt.

Die Schnitte wurden zur Zellkerndarstellung mit Mesy Hamatoxylin gegengefarbt und
anschlieBend 10 Minuten mit Leitungswaser gebl&ie Schnitte wurden mittels einer

austeigenden Alkoholreihe dehydriert, in Xylol fidért und eingedeckelt.
3.6.11. Eindecken der Schnitte

Die Schnitte wurden mit DePex, einem kunstlichenrzHaeingedeckt. Vor der
lichtmikroskopischen Auswertung der eingedeckter@pBrate erfolgte Uber Nacht die

Aushéartung bei Raumtemperatur.

Eine Zusammenfassung des enzymatischen Immunhgstoeterfahrens ist in Tabelle 8

aufgefihrt.
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Tabellen 8a und b: Protokoll fiir die Immunhistochemie mit der ABC-Peroxidase-Methode an
Paraffinschnitten

Die Paraffin-Schnitte wurden tber Nacht in den W&samrank bei 60C° gestellt zum Abtropfen des
meisten Paraffins

Tabelle 8a:
IHC-Schritt und Behandlung Verweildauer
lTag
Entparaffinieren: Xylol I, Xylol II, Xylol IlI je5 min
Reydrieren: 100%, 100%, 96%, 80%, 70%, 50%, aqua dest. 2x je 3 min
Proteolyse: 0,01% Trypsin bei 37C°auf Warmeplatte 15 min
Waschen in PBS 3 x5 min
Citratpuffer pH 6.0 in Mikrowelle (600W) 5 min
Citratpuffer auffullen 5 min
Aqua dest auffillen 5 min
Abkuhlen lassen bei RT (Zur Renaturierung der Proteine) 30 min
Waschen in PBS2 x 5 min
3% H,0, in aqua dest (als endogener Peroxidaseblock) 5 min
waschen in PBS 3 x5min

Schnitte auf Objekttrager mit PAP-Pen Schnitte umfahren (als Eingrenzungsbarriere)

Blocken der unspezifischen Proteinbindungsstellen:

4% PBSA + 0,05% Tween 20 + Avidin aus Kit (4 Tropfen pro ml)

in feuchter Kammer 2h
waschen in PBS 3 x5 min
Priméarantikdrper auftragen:

Verdinnungslésung: 1% PBSA + 0,05% Tween 20 + Biotin aus Kit (4 Tropfen. pro ml),

Inkubation in feuchter Kammer bei RT Uber Nacht
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Tabelle 8b:

IHC-Schritt und Verweildauer

2. Tag
waschen in PBS, Negativkontrollen separat

Kit: Verdinnung 1:100

Waschen in PBS
ExtrAvidin — Meerettich — Peroxidase
Kit: Verdiinnung 1:100
Verdinnungslésung: 1% PBSA + 0,05% Tween 20
Nova Red (Kit)
Kurz vorher pipettieren:
2,5ml aqua dest + 30ul Lsg | - mischen
+ 20ul Lsg Il = mischen
+ 20ul Lsg Il = mischen
+ 20ul Lsg IV - mischen
Mischung auf den Objekttrager
Aqua dest
Kernfarbung: Mayers Hamatoxylin 1:10
unter flieRendem kaltem Leitungswasser spilen (zur Blauung)
Dehydrieren: 50% 70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100%
Xylol I, Xylol I, Xylol 111

Eindecken mit DePex

Sekundarantikdrper auftragen (Ziege anti-Kaninchen IgG-biotinyliert)

Verdinnungslésung: 1% PBSA + 0,05% Tween 20 (in feuchter Kammer)

3 x5 min

2h

3 x5 min

20 min

je7 min
2 X 2 min
5 min
10 min
je 2 min

je5 min

3.7. Immunfluoreszenz-Farbung
3.7.1. Immunfluoreszenz an Paraffinschnitten

Durch besondere Kombination von Primarantikérpeafie aus unterschiedlichen Spezies

isoliert wurden, kénnen auf dem gleichen Schnitthreee verschiedene

nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur Enzym-gekeppkEnmunhistochemie sind die
sekundaren Antikorper bei der Immunfluoreszenz emem Fluorochrom markiert, das bei
Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange Hticeiner langeren Wellenlange
emittiert. Die emittierten Licht-Signale zeigen sbrdas Vorhandensein des gesuchten
Antigens an spezifischen Markierungsstellen in Gmgehnitten. Die Auswertung dieser

Praparate muss jeweils mit spezifischen Fluoreditimma und Fluorezenzmikroskopien

durchgefuhrt werden.
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3.7.2. Antikorper-Einsatz

Auftragen der Antikdrper und Freilegen der Antigemtikbrper-Bindungstellen erfolgte mit
demselben Schema wie in der Immunhistochemie (Sfele3.6.2.-3.6.4.). Da das von uns
ausgewahlte Immunfluoreszenzverfahren eine hohensisvitat als das vorher beschriebene
enzymatische Verfahren besitzt, wurden die Konzagioitnen der Priméar- und
Sekundarantikérper durch Verdinnungsreihen erneuittelt (siehe Tabelle 4+5). Sehr
wichtig bei der Inkubation des Zweitantikorpers wags, direkte langerfristige
Lichtexpositionen zu vermeiden, um das vorzeitigest®leichen der Fluoreszenz-markierten
Sekundarantikérper zu verhindern. Die Inkubatidiolgte deshalb unter Lichtausschluss im
Schrank bei Raumtemperatur.

Abhangig von der Kombination der Primarantikorp&algelle 4) musste darauf geachtet
werden, dass sich diese Antikérper durch lokale eNater Antigene im gleichen
Subkompartiment nicht behinderten. Wenn die Anfikedrgegen ABCD3 und Pex 14p
gleichzeitig zusammen auf einen Schnitt aufgebraaimden, konnte ABCD3 wesentlich
schlechter nachgewiesen werden. Aufgrunddessenewded Antikdrper gegen ABCD3 eine
halbe Stunde vor gleichzeitiger Inkubation mit dami-Pex14p aufgetragen. Im Gegensatz
zu dem Nachweis zweier Membranproteine (ABCD3 umx1Bp) behinderten sich die
Antikdrper gegen ABCD3 und gegen peroxisomale Mptoteine nicht gegenseitig, weshalb
diese gleichzeitig aufgetragen werden konnten. Brienarantikérperreaktion erfolgte Gber
Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemper&i).(Nach dem Waschen der Praparate
erfolgte die gemeinsame Detektionsreaktion mit éei@ekundarantikorpern fiur 2 Stunden
bei Raumtemperatur. Zur besseren Gewebedarstelurden die Zellkerne mit DAPI (4°,6-
Diamidino-2-phenylindol) gegengefarbt. DAPI ist elluoreszenzfarbstoff, der mit den
Nukleinsauren interkaliert und durch fixierte Memen diffundieren kann. DAPI wird unter
dem Fluoreszenzmikroskop mit ultraviolettem Lichbhgaregt und emittiert bei einer

Wellenlange von ca. 400-500 nm blaues Licht.
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3.7.3. Einschlie3en der Praparate

Nach einem kurzen Waschschritt mit aqua dest. wudile Schnitte mit Mowiol 4-88 (einem
mit walrigen Losungen vermischbarem Eindeckmedie@mpedeckt. Als Bleichschutz
wurde dem Mowiol 25% (w/v) Propylgallat zugefugimWie Schnitte méglichst lange stabil
aufbewahren zu kdnnen, wurden sie in Objekttrageekébei 4°C im Kidhlschrank gelagert.

Mowiol Propylgallat

20g Mowiol 4-88 2, 5 g n-Propylgallat
in 80 ml PBS in 50 ml PBS

40 ml Glyzerin (reinst) 50 ml Glycerin
(Aufbewahrung bei -20°C) ( Aufbewahrung bei

4°C im Dunkeln)

3.7.4. Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten Schnittiolgte mit einem Leica DMRD-
Fluoreszenzmikroskop. Von den meisten Praparatedemuanschlielend noch Aufnahmen
am Leica TCS SP2 Laserscanmikroskop gemacht. Hierb@gten die Aufnahmen in der
Regel bei der Standardeinstellung ,Airyl“. Die Resgierung der digitalen Bilder wurde mit

Photoshop (Version 6) durchgefuhrt.

Eine Zusammenfassung des ImmunfluoreszenzverfaiseinsTabelle 9 aufgefiuhrt.
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Tabelle 9: Protokoll fur die Immunfluoreszenz an Paaformaldehyd-fixierten Paraffinschnitten

Die Paraffin-Schnitte wurden zum Abtropfen des tegiParaffins tber Nacht in den Warmeschrank
bei 60C°

IF-Schritt und Behandlung Verweildauer
1.Tag

Entparaffinieren: Xylol I, Xylol II, Xylol IlI je5 min
Rehydrieren: 100%, 100%, 96%, 80%, 70%, 50%, aqua dest. 2x je3 min
Proteolyse: 0,01% Trypsin bei 37C°auf Warmeplatte 10 min
Waschen in PBS3 x 5 min
Citratpuffer pH 6.0 in Mikrowelle héchste Stufe 5 min
Citratpuffer auffullen 5 min
Aqua dest auffillen 5 min
Abkihlen lassen 30 min
Waschen in PBS 3x5 min

Schnitte mit PAP-Pen umfahren (als Eingrenzungsbarriere)

Blocken der unspezifischen Proteinbindungsstellen:

4% BSA in PBS + 0,05% Tween 20

In feuchter Kammer bei Raumtemperatur 2h
Waschen in PBS 3x5 min
Priméarantikdrper auftragen

Verdiinnungslosung: 1% PBSA + 0,05% Tween 20

in feuchter Kammer Uber Nacht
2.Tag
waschen in PBS, Negativkontrollen separat 3x5 min

Sekundarantikorper auftragen
Verdinnungslésung: 1% PBSA + 0,05% Tween 20

Inkubation in feuchter Kammer 2h

waschen in PBS 3x5 min
Kernfarbung: DAPI 10 min
Waschen in PBS 3x5 min
Aqua dest 5 min

Eindecken mit Mowiol 4-88+ Propylgallat im Verhaltnis 3:1
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3.8. ,Laser-capture Microdissection*

Die Mikrodissektion ist eine Methode, die es erlalroteine oder RNA aus einem

bestimmten Zelltyp, der aus dem Gewebe herausggisrhnvird, nachzuweisen. Hierbei

schneidet man nur die spezifischen Zellen aus demeBe aus, von denen man die RNA

gewinnen mdchte oder die zum Proteinnachweis int&eslots verwendet werden sollen.

Von den schockgefrorenen Kopfhalften zwei Tager adtéuse wurden 10um dicke Schnitte
mit dem Leica Kryomikrotom CM 3050 angefertigt, upehr kurz mit Hamatoxylin gefarbt.
Dazu wurden die Gefrierschnitte auf RNAse freie éRbjiger aufgezogen, die mit einer

dinnen Spezialmembran Uberzogen waren.

Die Objektrager wurden mit dem gefarbten Geweberuhds Mikroskop des P.A.L.M. Laser-
Microdissektion-Systems gelegt. Mit dem 40x Trockalnjektiv wurde die Region der
spezifischen Zellen eingestellt, die spater ausgegen werden sollten. Die ausgeschnittenen
Gewebesticke auf der Spezialmembran der Objekttriigeden in den Deckel eines
Eppendorf-GefalRes (1,5ml) katapultiert. 60-80 Zelurden jeweils gesammelt und in dem
Rohrchen direkt mit flissigem Stickstoff schockgeén. AnschlieRend wurde aus dem

gesammelten Gewebematerial Gesamt-RNA isoliert.
3.9. RNA-Isolierung

Um die Primer fur die RT-PCR auszutesten wurde@isamt-RNA aus dem préparierten
Kiefer neugeborener Mause isoliert. Hiefir wurde &iNeasy®Lipid Tissue Mini Kit (50)
der Firma Qiagen eingesetzt. Das Protokoll wurdektivon dem entsprechenden Handbuch
der Firma ubernommenhitp://www1l.giagen.coin Die Bestimmung der RNA-Menge

erfolgte ber OD-Messungen im Photometer, wobeizOD40ug Gesamt-RNA entsprechen.

Die Konzentration der eingesetzten RNA liel3 sichder folgenden Formel berechnen:

Konzentration C = OD - Wert x Verdunnungsfaktor xlhplikationsfaktor

3.9.1. Nachweis spezifischer mRNAs lber RT-PCR

Mittels einer RT-PCR kann man die spezifische Esgian unterschiedlicher mRNAs in
Zellen semiquantitativ nachweisen. Dazu wird eirmideh aus cDNA mit Hilfe von oligo-

dT-Primern und des Enzyms Reverse Transkriptase@ (R&h Isolierung der Gesamt-RNA
hergestellt. AnschlieRend erfolgt der Nachweis ®irspezifischen Gens durch PCR

(Polymerase Chain Reaction) mit spezifischen Pmm&ie PCR Produkte werden Uber

-53-



Material und Methoden

Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und betrrteiin eine Bezugsgrofie zu der zu
guantifizierenden RNA zu haben, verwendet man dachiWeis sogenannter House-Keeping-
Gene, die sich in verschiedenen Geweben maoglicestgan ihrer Expression unterscheiden.
Die ribosomale RNA (rRNA) macht ungefahr 80% ders&@nt-RNA aus. Aufgrund dieser
hohen Prozentzahl an der Gesamt-RNA geht man davendass die Menge der ribosomalen
RNA nur sehr geringe Schwankungen aufweist. Deshalb die Bestimmung der
Expressionsmenge der 28srRNA eine gute Positivkteir die auch von mir zur

semiguantitativen Analyse der Expressionsmusteverdet wurde.
3.9.2. Herstellung der cDNA

Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde mit Hilfe desip&Script Il RT-Kit eine
einzelstrangige cDNA hergestellt. Bei deren Hehstg richtete ich mich genau nach der
Anleitung von der Firma Invitrogen. Die Komponentdaffir wurden einzeln von Invitrogen

bestellt (http://www.biocompare.com).
3.9.3. RT-PCR

Die spezifischen Primer wurden mit dem Primer3-Papgn ausgewahlt und anschlielRend
mit dem Blast-Programm auf eventuelle ahnliche $egen in einer ,Expressed sequence

target” (EST)-Datenbank der Maus uUberprifttg://www.ncbi.nlm.nih.goy Das Protokoll

fur die RT-PCR wurde bei uns im Labor etabliert ah&l Standartprotokoll benutzt (Nenicu et
al 2007). Alle Primer wurden mittels Gradienten P& die beste Annealing-Temperatur

ausgetestet.

Die PCR wurde im i-Cycler (BioRad) mit folgender dR&onszusammensetzung
durchgefuhrt:

PCR-Ansatz (25ul):

1 ul cDNA

2,5 pl PCR-Puffer

0,2 ul 10 mM dNTPs

1 pl Vorwarts-Primer

1 pl Ruckwarts-Primer

0,2 pl TagDNApolymerase

19,1 pl sterilesWasser
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Alle Ansatze wurden bis auf die Tag-Polymerase mumsan pipettiert. AnschlielRend wurden
die Primer hinzugegeben Nach dem Zufligen der Tayteoase erfolgte die PCR-Reaktion
unter den folgenden Bedingungen:

Denaturierung 95°C 30 s
Annealing (Primer Anheftung) 64°C 45 s J 35 Zyklen

Elongation (Kettenverlangerung) 72°C 1 min
Danach erfolgte eine 3 min Kettenverlangerung B&cr

Nach Abschluss der Reaktion wurde automatisch &Gf gekiihlt und zeitnah die PCR-Proben bei -20°C
eingefroren.

Die PCR-Reaktionen wurden auf spezifische Amplifdkasprodukte in Agarosegelen
Uberpruft. Die Gele wurden wie folgt hergestelli5%tige Agarose wurde in 40ml TAE-
Puffer in der Mikrowelle bis zur Auflosung aufgekdcNach dem Abkihlen wurden 0,5 pl

Ethidiumbromid dazugegeben und in das GelgemisdeirGelkammer gegossen.

TAE-Puffer (10x):

108 g Tris

57,1 ml Eisessig
* 100 ml 0,5 M EDTA
*H,Oad 11

pH 8,0

-55-



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Auswahl der Mausentwicklungsstadien fur die Kpfpraparate und deren

morphologische Strukturerhaltung

Die Wahl der Zahnstadien erfolgte nach intensivateraturstadium Utber einen Vergleich
mit der Publikation von Ruch (siehe Tabelle 2, Rut®87), damit alle kompletten
Zahnstadien von der Knospe bis zum ausdifferenzierten Zafiir die Untersuchungen zur

Verfiigung standen.
4.1.1. Morphologische Strukturerhaltung der Kopfpréparate

Die angewandte Perfusionsfixierung mit dem 4% PkAsRs erwies sich als optimal fur die
Zahngewebe. In allen Entwicklungsstadien der Maugede mit diesem Fixans eine sehr
gute allgemeine histologische Strukturerhaltungiedirz Weiterhin wurde eine optimale

Zahnerhaltung mit gut geschlossenen Amelo- und @dbbestenreihen erreicht.

Durch die automatisierte Paraffineinbettung konrdee Gewebepenetration in den
Kopfpraparaten so optimiert werden, dass trotz rgoteedlicher Gewebearten mit
verschiedenen Dichten gute Schnitte aller Maus-Ektungsstadien ohne Rissartefakte
hergestellt werden konnten. Die Schnittdicke korswtgar bis auf 1-2 um minimiert werden,
was eine hochauflosende lichtmikroskopische Analylsee grof3e Hintergrundfluoreszenz

und die optimale Auflésung zwischen unterschiediic®rganellen erst ermdglichte.

Hamatoxylin/Eosin (HE)- und immunhistochemisch getié Schnitte wurden analysiert, um
eine Ubersicht tber die Entwicklungsstufen der Zitm erhalten. Die genaue Analyse aller
eingebettenen Zahnpraparate ergab, dass sich ieztenb Molaren in einem Kiefer des
gleichen Tieres in unterschiedlichen Entwicklungdsn befanden. Deshalb wurde bei den
Untersuchungen im Regelfall der 2. Molar verwen8ei. Nagetieren haben die vergrol3erten
Schneidezahne (Nagezahne) einen unterschiedlicléima im Vergleich zum Menschen,
weshalb diese nicht fir unsere Untersuchungen peragen wurden. Bei genauer Analyse
der Molaren konnten bei 1-3 Tage alten Mausen\adischiedenen Differenzierungsstadien
der spezifischen Zellen der Zahngewebe (Amelohtasted Odontoblasten) nachgewiesen

werden.
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4.2. Etablierung der Methode zum optimalen Peroxismennachweis in Zahngeweben
verschiedener Entwicklungsstadien

Ein im Labor bereits etabliertes Immunhistocheni€&)-Protokoll zum Nachweis
peroxisomaler Proteine an Paraformaldehyd-fixierteédchnitten wurde fur die

Nachweisreaktion peroxisomaler Antigene in Zahndemeangepasst.
4.2.1. Vorbehandlung und Antigenwiederherstellung a Paraffinschnitten

Ohne enzymatischen Andau der Zahngewebe Tnypsin konnten keine peroxisomalen
Proteine in den Paraffinschnitten nachgewiesen ever®a der Zahn sowohl harte als auch
weiche Gewebe besitzt, wurden Praparate mit urtiedlcchen Trypsinandauzeiten
miteinander verglichen. Bei Paraffinpraparaten 8ot um wurden 15 Minuten als optimale
Andauzeit bestimmt. Mit diesen Préaparaten konngglogh keine scharfen mikroskopischen
Bilder der Zahne in hbéheren VergblRerungen aufgeremmuerden. Deshalb wurde die
Schnittdicke minimiert. Der Nachteil zu dinner Stienwar jedoch, dass unterschiedliche
Gewebe der Zahne sehr leicht an Grenzstellen séwis Mit langerer Ubung und
Verwendung der richtigen Blocktemperatur lieRer saber auch vollstandige Zahnanlagen
dunn schneiden. Bei geringer Dicke (1-2um) musstispeechend die Trypsinandauzeit
verringert werden. Bei langeren Andauzeiten kamues Uberverdau der Zellkerne und zum
Herauslosen der DNA, was die anschlielende Immknosastark abschwéchte und die
Gewebeerhaltung stark verschlechterte. Zur Verlbesgeder Schnittpenetration wurde eine
Membranpermeabilisierung mit 0,1% Tritonlésung ndem Trypsinverdau ausgetestet, was
jedoch auch zum Austritt der DNA aus den Zellkerfigrte. Deshalb wurde diese Methode
nicht weiter eingesetzt. Als optimale Vorbehandluexyvies sich die Kombination aus
10minTrypsinverdau (0,01%) mit anschlieRender Mikgthlenbehandlung (siehe Tab.8).

4.2.2. Einsatz von NovaRed als Farbsubstrat fur dideerrettich-Peroxidase

Zur Visualisierung der Peroxisomen mittels Nachwidisr enzymatische Peroxidasereaktion
spielte die Entwicklungszeit zur Prazipitation vblovaRed in den Schnitten eine grol3e
Rolle. Zu kurze Entwicklungszeiten (2-4min), dielgeh in parallel inkubierten Praparaten
mit Leber- oder Darmgeweben gute Ergebnisse egmiekrbrachten in den Zahngeweben
keine positiven Resultate. Es fiel auf, dass 1l:Bimente NovaRed Ldsung und langere
Entwicklungszeiten bessere Resultate lieferten laszentrierte Losung und kirzere

Entwicklungszeiten. Deshalb wurden die Inkubatiefen, im Vergleich zur Beschriebung

der Firma verlangert. Durch eine Reihe von versigmen Entwicklungszeiten konnten 7
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Minuten als optimale Zeit zur Darstellung indivitlee Peroxisomen in Zahngeweben (d.h.
punktformige Farbung) ermittelt werden. Bei langeferoxidasereaktion (>8min) trat
vermehrt unspezifische Hintergrundfarbung im Zyagpha auf, die die Darstellung einzelner
Zellorganellen in Zahngeweben verschleierte odemagiich machte, weshalb die

Farbezeiten immer korrekt eingehalten werden masste

Als Referenzgewebe (Positivkontrolle) zur Standaedung und Optimierung diente in allen
folgenden Experimenten mit Zahnpraparaten sepaPateaffinblocke von Lebergewebe
erwachsener Mause und parallel dazu Ausfihrungsgdag Speicheldrisen im Kopfbereich

der jeweiligen Foetenpraparate (Abb.7).

Abb.7: Immunhistochemische Positivkontrollen von Pexisomen in Leber und SpeicheldrisenVergleichende
Analyse der Peroxisomenverteilung in der Leber uheh Ausfihrungsgéangen der Speicheldrisen durch
immunhistochemische Lokalisation von Pex14p mittids ABC-Peroxidase-Methode. a) Ubersichtsaufnabimes
Leberazinus, b) Ausfiihrungsgang der Mundspeichs@d(Rarotis). Die Lange der Mal3stédbe entspricf@)i250 um
und in (b) 25 pm.

Bei optimaler Markierung war in der Leber ein Gedi der Peroxisomenanzahl bei adulten
weiblichen Mausen nachzuweisen (Abb.7a). Aul3erdermten alle Organellen, wie z.B. auch in
Speicheldrisenausfiihrungsgénge, als deutliche @utdialisiert werden und die diffuse

Hintergrundsreaktion war unter optimalen Bedingumger sehr gering ausgepragt (Abb.7b).
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4.2.3. Immunfluoreszenz kombiniert mit Laserscannig-Mikroskopie fihren zur hohen

Sensitivitat und optimalen Darstellung von Zellbestndteilen

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung sehr rnidei Objekte mit 100-250 nm

Durchmesser, erbrachte die Fluoreszenzmikroskopiscliedene Vorteile, besonders in
Verbindung mit konfokaler Laserscanning-Mikroskqgpigveil die Organellen durch

Lichtemission scheinbar vergrofRert wurden. Deshabnten mit dieser Methode gerade
kleine Organellen (auch unter 10nm), wie sie imrfm@webe vorkommen, noch dargestellt
werden, die mit ABC-Technik und regulérer Lichtnt&kopie nicht erkannt wurden. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode war die fehlende spezifische zytoplasmatische
Hintergrundfarbung, die beim enzymatischen immuoblsemischen Nachweis in geringen
Mengen immer vorhanden war und durch Diffusion \edéldr der Enzymreaktion bei der
Farbstoffprazipitation entstand. Durch Verwendungn vAlexa-Fluor-oder Texas-Rot-

gekoppelten Antikdrpern wurden starke Fluoreszgmzde in den Immunpréparaten erreicht,
die sehr photostabil waren und nicht ausblicherb(8)

PCK + DAPI

Abb.8: Doppelfluoreszenz fiir Maus-anti-Pancytokerain (PCK26-Antikorper: Esel anti-Maus TexasRed
Nachweis) und DAPI zur Kerngegenfarbung.Durch die diinne Schnittdicke und optimale Immuntieak
werden die Cytokeratinfilamente in Ameloblasten jAm Stratum Intermedium (Si) und in der Schmelpaul
(Sp)eindeutig dargestellt. Die Abbildung verdeltligveiterhin die hohe Spezifitdt der Immunreaktida,weder

in der benachbarten Hartsubstanz (Pradentin) nocldein Odontoblasten (Od) Kreuzreaktionen auftreten.
PCK=Pancytokeratin. Der Maf3stab entspricht 20pum.
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Die Reduzierung der Schichtdicke auf mdglichst dirfPraparate ermdoglichte erst die
optimale Darstellung von Zellbestandteilen (z.B.tdSkelettelemente, Peroxisomen oder
Mitochondrien) ohne starke Hintergrundfluoreszendench Streulicht von Organellen aus
anderen Schnittebenen (Abb.8). Die Reduzierungesgsdrte weiterhin auch entscheidend die
Darstellung der Organellen durch Laser-Scan-Mikopsk (siehe hierzu fluoreszenz-
mikroskopische Abbildungen 15, 17 und 20).

4.3. Nachweis der Peroxisomen in Zahngeweben derterschiedlichen

Entwicklungsstadien

Nachdem die methodischen Vorraussetzungen gesohatfeen, wurden die Peroxisomen in

den unterschiedlichen Zahngeweben mittels versehmad Antikdrpern nachgewiesen.

4.3.1. Peroxisomenvorkommen in verschiedenen Zahngeben unterschiedlicher
Entwicklungsstadien

Ubersichtsaufnahmen konnten von Immunfluoreszepzgpaien nur mit Zellkernfarbung
fotografiert werden, weil die peroxisomale Markiegubei niedriger Vergréf3erung nicht von
der Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden warshB sind ab Kapitel 4.3.2. alle
Immunfluoreszenzpraparate von Organellen nur inehgin VergroRerungen fotografisch
dargestellt. Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz wveie¢ Peroxisomenfarbung in
immunhistochemischen Préparaten mit der ABC-PeesdeMethode durch die
Farbstoffprazipitation auch in niedrigen Vergrofdeyen in Bereichen mit hoher
Peroxisomendichte deutlich zu erkennen, weswegenatgebildeten Ubersichten nur mit
dieser Methode dargestellt wurden. In den immuobstmischen Féarbungen der
verschiedenen Entwicklungstadien der Zahne (E18,500) wurde deutlich, dass das
peroxisomale Biogeneseprotein Pex14p, das bestekekfaotein zum Nachweis der
Peroxisomen im Zahngewebe darstellte (Abb.9 und D&%halb werden alle nachfolgenden
Ubersichtsfarbungen mit diesem Marker dargestBiie nachfolgende Abbildung (Abb.9)
gibt eine Ubersicht mit niedrigen VergoRerungen d@&eroxisomenlokalisation
unterschiedlichen Zahnstadien, gefarbt durch Imrstothemie mit Kaninchen anti-Pex14p-
Antikodrper, wahrend Abb.10 die entsprechenden reih®etailaufnahmen darstellt. Dieser
Antikorper erbrachte die besten Markierungsergedenigeglicher Peroxisomen in allen
unterschiedlichen Zahnstadien. Selbst in ganz frietwicklungsstadien lieen sich damit

eindeutig Peroxisomen nachweisen. Somit ist Pex®p ubiquitarer Marker zur
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Abb.9: niedrige UbersichtsvergroRerungen der immunistochemischen Lokalisation von Pex14p in
Paraffinschnitten  unterschiedlicher  Entwicklungsstadien (E15.5-P90) des 2. Molaren.
Am=Ameloblasten, 4S=aulleres, D=Dentin, iS=innerebnm@lzepithel, K=Knochen, M=Mesenchym,
Od=0Odontoblasten, OF=0dontoblasten-Fortsétze, BPaP8i=Stratum intermedium, Sp=Schmelzpulpa,
— =Peroxisomen. Die Lange der Mal3stdbe entsprichii 200
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Peroxisomenlokalisation geeignet mit dem auch @dimage Anzahl dieser Zellorganellen

nachgewiesen werden kann.

Die Ubersichtsfarbungen fiir Pex14p erbrachten, Bassxisomen in allen Zahngeweben und
Entwicklungsstufen vorhanden sind. Wahrend in ngesr VergdlRerungen im E15.5
Entwicklunsstadium nur wenig Organellen in Epitlelen des inneren Schmelzepithels und
in Auslaufern bereits induzierter Mesenchymzell@htbar waren (Abb.9a, 10a), konnten
diese Organellen mit zunehmender Differenzierungr déahngewebe in weiter
fortgeschrittenen Entwicklungsstadien deutlich mgetiesen werden (9b-f, 10b-f). Die
Ansammlung der Peroxisomen in den hartsubstanznahtesilen der Ameloblasten war am
deutlichsten zu erkennen. Im Vergleich zu anderewében epithelialer Herkunft (z.B.
Leber, Mundspeicheldrisen) war jedoch die Anzabseli Organellen in allen verschiedenen
Zelltypen des Zahnes geringer (vergl. Abb.9 mit Alaboder Abb.10 mit Abb.7b).

In hoheren VergrolR3erungen der am weitesten aussliffeerten Ameloblasten- und
Odontoblastenareale der verschiedenen Entwickltunfgss (P2, P3) (Abb.9e+f, 10e+f) war
eine Peroxisomendichtenzunahme eindeutig nachzemeigm Vergleich zum inneren
Schmelzepithel des Knospenstadiums (15.5) (Abbw@agn die Peroxisomen nach dessen
Differenzierung in Ameloblasten des Kappenstadiui$8.5) in héherer nummerischer
Dichte (d.h. vermehrt) vorhanden (Abb.9b+10b). Bidiegenden frihen Odontoblasten mit
noch fehlender Polarisierung enthielten dagegennmuige Peroxisomen (Abb.9b+10b). Im
Rahmen der Polarisierung vermehrten sich die Zgdioellen und wanderten in den apikalen
Fortsatz (P1) (Abb.9d+10d). In den ausdifferenererOdontoblasten waren zum Zeitpunkt
der beginnenden Dentinsynthese (P2) die meistasxBemen im apikalen Fortsatz enthalten
(Abb.9e+10e). Bei fortschreitender Dentinbildundnmadie Organellenanzahl wieder ab (P3)
(Abb.9f+10f). Im ausgewachsenen Zahn (P90) warRdioxisomendichte insgesamt in den
Odontoblasten geringer, jedoch das peroxisomale géotiment im Vergleich zu den

benachbarten Fibroblasten der Pulpa immer nockestausgepragt (Abb.9g).

Ahnlich wie in unterschiedlichen Altersstadien d€rere, zeigten die verschiedenen
Differenzierungsstadien eines Gewebetypes (z.B.arRetoblasten - sekretorische

Ameloblasten) innerhalb des gleichen Zahns sigaifie Unterschiede in der
Peroxisomenanzahl (siehe Kapitel 4.3.2.). In ucteesllichen Zahnstadien (E15.5-P3) waren
aul3er der nummerischen Peroxisomendichtenzunahmb starke Differenzen in der

Auspragung und vorhandenen Mengen der verschiedgmeaxisomalen Proteine im
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Abb.10: Detailaufnahmen der immunhistochemischen Lkalisation von Pex14p in Paraffinschnitten
unterschiedlicher Entwicklungsstadien des 2. Molane. Deutliche Variation der nummerischen Dichte der
Peroxisomen in den verschiedenen Zellen in den rsohiedlichen Zahnentwicklungsstadien.

Am=Ameloblasten, M=Mesenchym, iS=inneres Schmethepi Od=Odontoblasten, OF=0dontoblasten-
Fortsatze, P=Pulpa. Die Lange der Mal3stébe ents@@gim.
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Vergleich zur Pex14p-Markierung vorhanden (siehgitéh 4.3.4.). Deshalb wurden alle
vorhergehenden Ubersichtsfarbungen mit diesem Malkehgefihrt.

Im Vergleich zu Pex14p (Abb.1la,b), waren Peroxsonmit anti-Katalase-Antikdrpern
(Abb.11c,d) in immunhistochemischen Praparaten chéedener Entwicklungsstadien
wesentlich schlechter nachweisbar, wahrend andesweBe im Foetus, z.B. die
Speichelausfuhrungsgange, wesentlich mehr Katadaslielten. Abb. 11 veranschaulicht
deutlich den Unterschied in der Lokalisation deroRsomen durch den anti-Katalase-
Antikdrper im Gegensatz zu anti-Pex14p-Antikérpard. Molaren einer 2 Tage alten Maus.
Alle Fortsatze der Ameloblasten wiesen, im Gegengatdenen, die mit dem anti-Katalase-
Antikdrper markiert worden waren (Abb.11c,d), estarke Immunreaktion in Peroxisomen
in Farbungen mit anti-Pex14p-Antikdrper auf (Abkald). Ameloblasten schienen fast keine
Katalase in den Peroxisomen zu enthalten, wahrendrartsatze der Odontoblasten jedoch
deutliche Markierungen dieser Organellen mit denakéseantikdrper zeigten. Im Gegensatz
hierzu markierte der Pex14p-Antikbrper die Orgaell in  beiden Zelltypen.
Interessanterweise werden in der Literatur jedaalptsachlich anti-Katalase-Antikorper zur
Markierung fur Peroxisomen in verschieden Gewelmtygingesetzt. In Zahngeweben
scheinen jedoch alle peroxisomalen Membranprotemé&/ergleich zur Katalase vermehrt
vorhanden zu sein (siehe Tabelle 10) und eignem deshalb besser zur Darstellung der

Organellen in diesen Zelltypen.

Die kompletten Ergebnisse zur Verteilung aller pesomalen Markerproteine (Pex14p,
Pex13p, Katalase, Acyl-CoA-Oxidase, ABCD3 und aB&L-haltigen peroxisomalen
Matrixproteine) in unterschiedlichen Zahnentwicldsstadien sind in Tabelle 10

zusammengefasst.

Je nachdem welcher Antikorper zur Darstellung Jeestener peroxisomalen Proteine
eingesetzt wurde, zeigte sich nicht nur eine uakeeslliche Haufigkeit, sondern auch eine
andere GrofRe der Peroxisomen, was durch die versmen Expressionsmengen der
spezifischen Markerproteine erklart werden kangnfiikant auffallig waren auch hierbei die
starken Unterschiede in der Expression der verdehien Markerproteine sowie der
Peroxisomenverteilung in den jeweiligen Farbungerverschiedenen Zahnstadien (E15.5-
P90). Vergleichbar mit Pexl14p wiesen alle anderegropsomalen Proteine eine
unterschiedliche Verteilung in Zahnknospe, Zahnkgoc Differenzierungsstadium und

ausdifferenziertem Zahn auf.
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Abb. 11: Veranschaulichung der unterschiedlich staken Peroxisomen-Markierungen im
Zahn des spaten Glockenstadiums mittels Pex14p undatalase. Am = Ameloblasten,
Od=0dontoblasten, Si=Stratum intermedium. Die LatgieMalstabe entspricht 10um.
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Tabelle 10: Ubersicht der Detektion verschiedenergroxisomalen Proteine in den unterschiedlichen Staeh der
Zahnentwicklung

+++
+++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
od+++
+++ ++ ++ ++
+++ +++ Stri+++
Am++
P.+/-
od+++
+++ +++ +++ +++
++++ | +++ Stri+++
Am+
P+/-
+++ +++ Od+ Od+ Od+
odt++ | od+++ | 04 od P+ P+ P+
PH+++ P+++
pt+++ | p+++
+ sehrviel + groR
FH+ viel + mittel
++ wenig + klein
+ sehr wenig
+/- nicht genau identifizierbar
od Odontoblasten
P Pulpa
Si Stratum intermedium
Am Ameloblasten

(wenn kein spezifischer Zelltyp erwéhnt ist, bezietsich die Menge auf alle Zelltypen)
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4.3.2. Unterschiede des Peroxisomenvorkommens in Adngigkeit vom Zelldifferen-
zierungsstadium des gleichen Zahnes

Alle drei mdglichen Phasen in der Differenzierungd Maturierung der Ameloblasten und
Odontoblasten sind erst ab dem spaten Glockensta(®2) in Zaéhnen vorhanden. Deshalb
wurden Ubersichtsaufnahmen der Molaren 2 bis 3 Talgg Mause verwendet, um einen
Einblick in die Unterschiede zwischen den Differiemangsgraden der verschieden Zelltypen
am gleichen Zahn zu demonstrieren. Da der Antikigegen Pex14p die zuverlassigsten und
besten Farbungen der Peroxisomen in unterschiedli&ntwicklungsstadien ermdéglichte,
wurde dieser auch zur Darstellung der Organelldaiieng des gleichen Zahnes im spéaten
Glockenstadium verwendet. Ahnlich wie in untersdhahen Entwicklungsstadien (E15.5-
P3) waren die starken Unterschiede in der Vertgilund der nummerischen Dichte der
Peroxisomen in verschiedenen Phasen der Zelldifteggzeung von Amelo- und Odontoblasten
der Molaren im spaten Glockenstadium (P2) mit begnder Mineralisierung vorhanden
(Abb. 12). In diesem Stadium lassen sich drei Zowerschiedener Reifungsgrade der
Ameloblasten und der Odontoblasten unterscheiderder Anfangsphase (Phase 1) sind
Praameloblasten und Praodontoblasten vorhanden. (Bbdoa und 12Bad). In diesem
Stadium waren die Peroxisomen in beiden Zelltypdeicigmalig verteilt. In der
Differenzierungsphase (Phase 2) beginnen die Zefieh langsam zu differenzieren
(Abb. 12A0b und 12Bse). Die Anzahl der Peroxisomen nahm in beiden ysdih der
Phase2 allméhlich zu. Sobald die ausgereiften Abf@bten und Odontoblasten in die
Sekretionsphase (Phase 3) Ubergingen (Abb. d2Amd 12Baf) fand sich eine hdhere
Peroxisomendichte, vor allem auch in den zur apikaéeite gerichteten Fortsatzen beider
Zelltypen. Am deutlichsten war dieses intrazellael&erteilungsmuster der Peroxisomen in
Ameloblasten zu erkennen. Ahnlich wie die Praamlakibn/-Praodontoblasten und im
Gegensatz zu den Schmelz- und Dentin-sezernierefwhato-/bzw. Odontoblasten, zeigten
alle Zellen sowohl in der Pulpa als auch in dernselzpulpa eine zufallige, gleichmaliige

intrazellulare Verteilung der Peroxisomen.

Die Tabelle 11 gibt eine Ubersicht tiber die Veurg der Organellen, deren Haufigkeit und
scheinbare Gréf3e (d.h. der Starke der Immunregkiticsien Ausdifferenzierungsphasen aller
Zelltypen der Zahngewebe in den unterschiedlicherap&aten zur Lokalisation

verschiedener peroxisomaler Proteine.
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Abb.12: Ubersichtsaufnahmen von 2. Molaren einer Tage alten Maus im Glockenstadium.
A) Ubersichtsaunahme eines Immunhistochemieprégmratit der ABC-Peroxidase-Methode
(IHC) unter Verwendung des anti-Pex14p-Antikdrpexsb, ¢ sind Ausschnitte die in Abb. 12
vergroRert dargestellt werden. B) Fluoreszenzmiapische Ubersichtsaufnahme der
Zellkernverteilung (DAPI-Farbung und UV-Filter) eis Immunfluoreszenz (IF)-Préaparates zur
Lokalisation von Pex14p. d,e,f sind Ausschnittes oi Abb. 13 vergréRert dargestellt werden.
Am=Ameloblasten, Od=0Odontoblasten. Die Lange deB&t@be entspricht 200um.
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Tabelle 11: Ubersicht (ber peroxisomale Proteine diiingig von den Differenzierungsphasen der
spezifischen Zellen in verschiedenen Zahngewebensdepaten Glockenstadiums

Phase 1 Ameloblasten | Odontoblasten | Pulpa Schmelzpulpa | Str.intermedium
Pex14p ++ ++ ++ ++ *
Pex13p ++ ++ ++ ++ *
ABCD3 ++ ++ ++ ++ *
Acoxl -21,5kDa | ++ ++ ++ ++ *
Acoxl - 53 kDa ++ ++ ++ ++ *
SKL ++ ++ ++ ++ *
Katalase ++ ++ ++ ++ *
Phase 2

Pex14p ++ ++ ++ ++ ++
Pex13p ++ ++ ++ ++ ++
ABCD3 ++ ++ ++ ++ ++
Acoxl - 215kDa | ++ ++ ++ ++ ++
Acoxl - 53 kDa ++ ++ ++ ++ ++
SKL ++ ++ ++ ++ ++
Katalase + + + + +
Phase 3

Pex14p +++ +++ +++ +++ +++
Pex13p ++ ++ ++ ++ ++
ABCD3 +++ +++ +++ +++ +++
Acoxl - 21,5kDa | ++ ++ ++ ++ ++
Acoxl - 53 kDa ++ ++ ++ ++ ++
SKL ++ ++ ++ ++ ++
Katalase + +++ +++ ++ +++
Phase 1 = Praameloblasten/Praodontoblasten +++ stark detektierbar + groR
Phase 2 = Differenzierungsphase ++  detektierbar +  mittel
Phase 3 = Sekretionsphase + kaum detektierbar +  klein

*

zu dem Zeitpunkt noch nicht entwickelt
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Hohere  Vergollerungen von Markierungen  fur Pex14p terschiedlicher
Differenzierungsphasen (2 Tage alte Maus, 2. Malar)Hartsubstanz produzierenden Zellen
erbrachten die erwarteten signifikanten Untersahied der Organellenverteilung und
nummerischen Dichte der Peroxisomen in den verdehien Zelltypen. Die starkste
Anh&ufung der Peroxisomen war in den Ameloblasdensich in der Sekretionsphase (Phase
3) befanden, nachzuweisen (Abb. 13c,f). Die Oddagibn enthielten im Vergleich hierzu
weniger Peroxisomen. Dafiur erschien die Dichte dBeroxisomen in der
Differenzierungsphase im Vergleich zu Ameloblad&cht vermehrt zu sein (Abb. 13b,e). In
der Anfangsphase mit Praamelo- und Odontoblastgreil@e gleichmaldige Verteilung und
Dichte der Peroxisomen beider Zelltypen vor (AbRa,tl). Besonders durch die Verwendung
des Immunfluoreszenzverfahrens zur Pex14p-Lokaisatonnten individuelle Organellen
sehr gut dargestellt und Unterschiede zwischen @eantoblasten und den Ameloblasten
besser sichtbar gemacht werden. Besonders reichlielnen Peroxisomen in den
Ameloblasten- und Odontoblastenfortsatzen aufzefind\bb. 13c,f).

Im Vergleich zu Pex14p fielen starke Unterschiedalér Verteilung von Katalase in den
Peroxisomen verschiedener Zelltypen auf (Abb. 14)der Anfangsphase (Phase 1) mit
Praamelo/-odontoblasten ist Katalase bereits gBenmoxisomen detektierbar. Die Organellen
in der Katalasefarbung wiesen ein ahnliches Vemggmuster wie in den Pex14p-Farbungen
auf. In diesem Stadium waren alle Organellen gheiéRig in beiden Zelltypen verteilt. Auch
in der Phase der Differenzierung (Phase 2) zeigteh keine signifikanten Unterschiede
zwischen Amelo- und Odontoblasten. Im Gegensateziigviesen jedoch wiesen beide
Zelltypen in der Phase der Sekretion (Phase 3)kemplett anderes Muster auf als im
Vergleich zu den Pexl14p-Farbungen. Die sezerniererdimeloblasten enthielten kaum

Katalase, wahrend in den Odontoblastenfortsatzercdaym deutlich nachzuweisen war.

Um noch bessere Aussagen Uber eventuelle Untedechie Metabolismus der Peroxisomen
zwischen sezernierenden Amelo- und Odontoblastechemazu kdnnen, wurden weitere
peroxisomale Proteine in spateren Experimentenelmitimmunfluoreszenz nachgewiesen.
Die besten Ergebnisse zur Darstellung dieser Pmteind der Organellen an sich in
unterschiedlichen Zahngeweben gelang tUber Doppalimfiooreszenz mit anschlielRender
CLSM-Analyse.
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Abb.13: Hohere Vergolerungen der einzelnen Entwickihgsphasen der Amelo- und Odontoblasten aus
Abb.12. Vergleich von IHC-Methode (a-c) und IF-Methode Jdth beiden Methoden wurden die Peroxisomen
mittels anti-Pex14-Antikorper lokalisiert. a+d: Bndeloblasten und Praodontoblasten, b+e: Zellenen d
Differenzierungsphase, c+f: Zellen in der Sekreffgrase. Am=Ameloblasten, Od=0Odontoblasten. Die &ang
der MaR3stabe entspricht 10um.
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Katalase

o Katalase Katalase

Abb.14: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Katalaseverteilung in  Amelo- und
Odontoblasten verschiedener Differenzierungsphase(Phasel-3) eines 2.Molaren der MausA) DAPI-
Farbung zur Darstellung der Zellkerverteilung. Uient der unterschiedlichen Phasen wahrend Ameio- u
Odontoblastenentwicklung eines 2.Molaren im spatlockenstadium.a-c Immunfluoreszenz (IF) zur
Katalaselokalisation mit Kernfarbung: a)Praamelgididlontoblasten (Phasel), b) Amelo- und Odontamast
beide in der Differenzierunsphase (Phase2), c)edeih der Sekretionsphase (Phase3). Am=Ameloblasten
Od=0Odontoblasten. Die Lange der Mal3stibe entspriynm.

4.3.3. Verteilung der unterschiedlichen peroxisomeh Proteine abhangig von dem

Maturierungsgrad der Ameloblasten und Odontoblasten

Pex14p und ABCD3 (Lipidtransporter der Peroxisomeminran) waren unter allen
Markerproteinen diejenigen, die am besten in Imniuanészenzpraparaten nachgewiesen
werden konnten und die gleichmaligste Verteilunghredd der Differenzierung der
hartsubstanzbildenen Zellen aufwiesen (Abb. 15¢. Kdimplette Kolokalisation dieser beiden
Proteine in Abbildung 15 beweist die hohe Qualitét angewendeten Methode und die sehr
gute Spezifitat der verwendeten Antikdrper zur Rsamenlokalisation. Beide Proteine
waren in allen Peroxisomen vorhanden, jedoch zelgtd.ipidtransporter ABCD3 eine leicht
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Pex14p + ABCD3

Abb.15: CLSM-Aufnahmen eines Doppelimmunfluoreszergraparates (Pex14p und ABCD3). Die
Doppelimmunfluoreszenz lieferte den eindeutigen hNaagis der Identitdt der dargestellten Organellesn al
Peroxisomen. Anti-Pex14p-Antikdrper (grun, anti-ierhen-AlexaFluor488) und anti-ABCD3-Antikorper (o
anti-Schaf-Rhodamin-Rot), die eine komplette Koldaion beider Proteine erbrachten. Am=Ameloblaste
Od=0dontoblasten. Die Lange der MaR3stabe entsgijnm.
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hohere Praferenz der Markierung von Peroxisomen differenzierten Amelo- und

Odontoblasten im Vergleich zu dem Biogeneseprd®xl4p, was die leicht grine Farbung
einzelner Peroxisomen in Zellen der Pulpa und dghnflzpulpa erklart und auf einen
vermehrten Lipidtransport im Ameloblasten und Odbldsten einweist Obwohl fir alle
peroxisomalen Proteine eine Doppelinkubation mitCAB angefertigt wurde, wurde aus
Platzgrinden in dieser Dissertation nur diejenigeé Rex14p und ABCD3 abgebildet,
wahrend fur alle anderen die Darstellung in Eidaeleszenzen in Gegenuberstellung
zueinander ausgewahlt wurde. Im Vergleich zur @gul Fluoreszenzmikroskopie erreichte
man mit dem konfokalen Lasermikroskop (CLSM) einerbesserte Auflésung der
individuellen Organellen zueinander und deren yatipezifische Verteilung in Zahngeweben
(vergleiche hierzu die Aufnahmen mit héherer Vegning in Abb.16 und 17).

Mit Zunahme des Differenzierungsgrades der Amekiblaund Odontoblasten konnten auch
schwach exprimierte peroxisomale Proteine, wie A&/I-CoA-Oxidase | (Abb. 16f+g) und
alle Matrixproteine mit der C-terminalen peroxisdema Zielerkennungssequenz ,SKL*
(Abb.16e) nachgewiesen werden. Die starksten Auofigbn wurden fir alle
Membranproteine (Pex14p, Pex13p, ABCD3) in den dblasten-Fortsatzen wahrend der
Sekretionsphase gefunden (Abb.16a-c). Im VergleickPex14p und ABCD3 war Pex13p in
geringerer Menge in den individuellen Organellenhamden, was sich durch eine geringere
Fluoreszenzintensitat und kleiner Partikeldarstg)lizeigte. Noch geringfugiger fiel die
Markierung fur das R-Oxidationsprotein Acyl-CoA @ase | aus, welches durch Farbungen
mit zwei unterschiedlichen Antikbrpern gegen dieezwerschiedenen Untereinheiten der
AcoxI bestatigt wurde. In beiden Farbungen zeigth gas gleiche Muster von sehr feinen
Partikeln (Abb.16f+g). Eine vergleichbar geringerkarungsintensitat wurde auch mit dem
Antikdrper gegen die peroxisomale Zielerkennungsseeg (-,SKL®) in verschiedenen
Matrixproteinen erzielt (Abb.16e). Im Gegensatz allen anderen peroxisomalen
Markerproteinen, zeigte die Katalase, wie schorvarhergehenden Kapiteln erwéhnt, ein
komplett anderes Verteilungsmuster. Deren Exprassi@nge war fast vergleichbar mit der
von Pex14p in Zellen in Phase 1 und Phase 2, doaten sekretorischen, ausgereiften
Ameloblasten (Phase 3) war kaum Katalase detektigbb.16d). Im direkt benachbarten
Stratum intermedium, der Schmelzpulpa sowie in @elontoblasten und den Zellen der
Pulpa hingegen war die Katalase auch in diesenmiusteics hoher Menge vorhanden.
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Katalase

3

10pm

ACOX1-53 kDa

-ACOX1-21 kDa

Abb.16: Verteilung der unterschiedlichen peroxisomken Proteine in hoéheren Vergrof3erungen der
hartsubstanzbildenen Zellen des 2. Molaren der Mausim spaten Glockenstadium. Amelo- und
Odontoblasten befinden sich in der Sekretionsp{fasase 3). Lokalisation von Pex14p (a), Pex13pAB;D3
(c), Katalase (d), SKL-haltige Matrixproteine (é3cylCoA-Oxidase-Untereinheit B(53kDa) (f), AcylCoA

Oxidase-Untereinheit C(21kDa)(g). Am= Ameloblastédd=0Odontoblasten, Si=Stratum intermedium. Die
Lange der MaRRstabe entspricht 10um.
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Phase 3

" "Katalase

~ “ ACOX1-53 kDa i’ ACOX1-21 kDa

Abb.17: CLSM-Aufnahmen der peroxisomalen Proteine dr Zahnabschnitte aus den verschiedenen
Praparaten mit Zellen in der Sekretionsphase (Phas8). Lokalisation von Pex14p (a), Pex13p (b) Katalase
(c), SKL-haltigen Matrixproteinen (d), und den @edenen Untereinheiten der AcylCoA-Oxidase 1 )eAt)
besseren Sichtbarmachung der schwacher angefébterisomen im ,,SKL"“-Praparat (d) wurde der Aussithn

leicht hdher vergroRerAm=Ameloblasten, Od=0Odontoblasten. Die Lange deR&td@be entspricht 50um (a-c,
e, f) bzw. 25um (d).
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Wie bereits weiter oben erwéhnt, erfolgte die optanDarstellung der verschiedenen
Proteine mittels CLSM (Abb.17). Hier lassen sicle dinterschiede der peroxisomalen
Enzymverteilung zwischen Amelo- und Odontoblaster gut erkennen. Wie auch mit dem
regularen Fluorezenzmikroskop bereits festgestelitirde die starkste Anfarbung der
Organellen durch den anti-Pex14p-Antikbrper erreichin  Préaparationen  zur

Katalaselokalisation war wiederum das spezifischexrtaflungsmuster dieses Proteins im
Vergleich mit allen anderen zu erkennen. Die Amksien zeigten kaum eine Markierung,
jedoch das Stratum intermedium und die Odontobiasédr deutlich. Im Gegensatz hierzu
zeigten die ,SKL"-haltigen Matrixproteine (Abb. )7tind die Acox1l (Abb. 17e,f) ein

gleichmaliiges Verteilungsmuster in Amelo- und Odblatsten.

4.3.4. Lokalisation von Peroxisomen im Vergleich zuMitochondrien mittels

Doppelimmunfluoreszenz in Zahngeweben

Um das spezifische Verteilungsmuster von Peroxisome Vergleich zu Mitochodrien zu
demonstrieren, beides Organellen, die die 3-Oxadaton Lipiden durchfiihren, wurde eine
Doppel-Féarbung, mittels jeweils eines Antikdrpeegien Pex14p und gegen den Komplex Ili
(OxPhos) der Atmungskette angefertigt. Wie aus ldoinig 18 ersichtlich ist, konnten beide
subzellularen Organellenkompartimente eindeutig goheinander getrennt dargestellt
werden. In diesen Doppelimmunfluoreszenzpréaparaterde ein signifikanter Unterschied
im Verteilungsmuster und in der Organellendichteiseiven den Mitochondrien und
Peroxisomen in Zahngeweben nachgewiesen (Abb. BBaAls Positivkontrollen, zur
Abschatzung der Markierungsqualitat, dienten fle alurchgefuhrten Experiemente das
Mundhdhlenepithel (Abb. 18c) und die Skelettmuskulan Kopf-Hals-Bereich (Abb. 18d).
Die beiden unterschiedlichen Ausschnitte, mit hdossanzbildenden Zellen aus dem 2.
Molaren einer drei Tage alten Maus, wurden bewassigewahlt, um die intrazellulare
Verteilung von Mitochondrien und Peroxisomen in @eéfferenzierungsphase (Phase 2) im
Vergleich zur spaten Sekretionsphase (Phase 3emomstrieren. Wéahrend Mitochondrien
vermehrt in hartsubstanzfernen Arealen in Amelo-d u©dontoblasten in der
Differenzierungsphase (Phase2) lokalisiert waramden die Peroxisomen in Odontoblasten
vermehrt hartsubstanznah (d.h. apikal) vorgefundeshrend die sich in den sich
differenzierenden Ameloblasten in Phase 2 nochivetdeichmalig in den Zellen verteilt
erschienen. Im spaten Sekretionstadium dagegen radsnperoxisomale Kompartiment
vorwiegend die fortsatznahen Anteile der Amelo- uddontoblasten ein und war dort

vermehrt vorhanden. Die Mitochondrien dagegen wdadem Vergleich zu Peroxisomen
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Abb. 18: Verteilung von Peroxisomen und Mitochondréen in verschiedenen Phasen der Amelo- und
Odontoblastenmaturierung durch Doppelimmunfluoreszez fur Pex14p und Komplex Il der Atmungskette.
a) Verteilung beider Organellen in der spaten Déffeierungsphase (Phase 2). b) Verteilung der @flgamin der
spaten Sekretionsphase (Phase 3). Positivkontraller.okalisation von beiden Organellen in Mundledtgpithel
(c) und in der Skelettmuskulatur des Kopf-Hals-B#re (d). Am=Ameloblasten, Mt=Mitochondrien,

Od=0dontoblasten. Farbung: anti-Kaninchen Alexaf88 (grun) gegen Kaninchen-anti-Pex14p, anti-Maesas
Rot (rot) gegen Maus-anti OxPhos.
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vermehrt ins Innere der Zellen. Diese spezifischakalisation der unterschiedlichen
Organellen in verschiedenen Zellanteilen lai3t arg unterschiedlichen Funktionen wahrend

der Hartsubstanzbildung schliel3en.

4.3.5. Lokalisation von Peroxisomen entlang von Cgkeratinfilamenten

In den anfanglichen Untersuchungen dieser Dissantat wurden spezifische
Intermediarfilamentfarbungen zur eindeutigen Idéa@ttion von Amelo- und Odontoblasten
durchgefuhrt. Dabei erwies sich der PancytokerAtitikbrper (PCK-26) als sehr erfolgreich
zur Darstellung des gesamten MundhdhlenepithetsZdenleisten, des inneren und auf3eren
Schmelzepithels des Kappenstadiums, sowie der gesatellen der Schmelzpulpa und aller
Ameloblasten. Im Gegensatz hierzu, wurden die QGudasten mit anti-Vimentin-
Antikdrpern nachgewiesen. Interessanterweise wai@ge Zellen des Stratum intermedium
sowohl positiv fur Cytokeratin als auch Vimentim IDoppelimmunfluorezenzen mit
peroxisomalen Markern fiel auf, dass Peroxisomdm kéufig an Cytokeratinfilamente der
Ameloblasten assoziiert erschienen und am bestemittberen Abschnitt der Zellen zu
erkennen waren. In reguléaren fluorezenzmikroskd@scAufnahmen war dies bereits zu
erahnen (Abb. 14), wahrend die CLSM-Aufnahmen HieriGewissheit erbrachten (Abb.
20). In diesen Darstellungen kommt die Verteilungr dPeroxisomen auch bereits in
Ubersichtsaufnahmen in den unterschiedlichen Zmdhy der Zahngewebe sehr gut zum
Ausdruck. Die besondere Anreicherung dieser Ord¢mmelwird wiederum in den
fortsatznahen Anteilen der Amelo- und Odontoblasteuntlich. Schén zu sehen sind hierbei
auch die Peroxisomen im Stratum intermedium und Senmelzpulpa (Abb. 20a) im
Vergleich zu den peroxisomalen Kompartimenten iteieder Zahnpulpa (Abb. 20b).
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Abb. 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DOmpellokalisation fir Pex14p und verschiedene

Intermediarfilamente. a) Ubersichtsaufnahme zur Lokalisation von Pex14g Gytokeratinen. b) Hohere
VergroRerung von Amelo- und Odontoblasten der fniGekretionsphase (Phase 3). ¢) Ubersichtsaufnabme
Lokalisation von Pex14p und Vimentin, d) héhere gréRerung von Amelo- und Odontoblasten in der fniihe
Sekretionsphase (Phase 3). Am=Ameloblasten, Od=©OUd@sten, Si=Stratum intermedium. Die
Doppelfarbung wurde durch Inkubation mit Kaninclai-Pex14p-Antikdrper/Esel-anti-Kaninchen IgG-

Alexa488 und Maus-anti-Pancytokeratin bzw. Maus-dithentin/Ziege-anti-Maus-TexasRot angefertigt.eDi
Lange der Mal3stdbe entspricht 10pm.
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Abb. 20: CLSM- Ubersichtsaufnahmen von DoppellokaBation fir Pex14p und verschiedene
Intermediarfilamente. a) Ubersichtsaufnahme zur Lokalisation von Pex14pd uCytokeratinen. b)
Ubersichtsaufnahme zur Lokalisation von Pex14p Uidentin, Am=Ameloblasten, Od=0Odontoblasten. Die
Doppelfarbung wurde durch Inkubation mit Kaninclai-Pex14p-Antikdrper/Esel-anti-Kaninchen IgG-

Alexa488 und Maus-anti-Pancytokeratin bzw. Maus-dithentin/Ziege-anti-Maus-TexasRot angefertigt.eDi
Lange der Mal3stdbe entspricht 50pm.
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4.3.6. Erste vergleichende Untersuchungen des persamalen Kompartiments und der
Veranderung der Zahngewebe in PEX1f-Knockout-Mausen

Aus der Literatur ist bekannt, dass Patienten rarbxisomalen Erkrankungen Zahndefekte
und -fehlstellungen aufweisen (Poll-Thé et al. 2004m einen eventuellen Effekt des
peroxisomalen Stoffwechsels auf die Zahnentwicklufestzustellen, wurden erste
Untersuchungen mit PEX#IKnockout-Mausen im Vergleich zu heterozygoten @meund

Wildtypméusen durchgefihrt. PEX3-Knockout-Tiere besitzen einen Defekt in der
Peroxisomenproliferation und versterben bereith fiéich der Geburt. Deshalb konnten alle
folgenden Untersuchungen nur an Zahnen von neugebor Mausen (PO) durchgefihrt
werden. Bei PEX13-Knockout-Mausen waren eine eindeutige Retardierudgr

Zahnentwicklungsstadien (Abb. 21) und vereinzelieden im Zellverband der Ameloblasten

festzustellen.

Es zeigten sich jedoch keine sehr schwerwiegendérerafionen (Verteilungs- oder
Auflésungsstorungen, in dem Epithelverband der Alelsten oder im Zellverband der
Odontobasten), wie sie generell bei starken Defekte spezifischen Transkriptionsfaktoren

zur Steuerung der Zahnentwicklung vorkamen.

Auch die strukturelle Auspragung des peroxisomalkompartiments war in allen

unterschiedlichen Zahngeweben der PEXKhockout-Tiere im Vergleich zu heterozygoten
Tieren (Abb. 22b) und zu Kontrolltieren (Abb. 2Z@rk verandert. Peroxisomen waren in
der Anzahl reduziert, waren jedoch individuell ltiwergro3ert und lagen haufig zu Clustern
gruppiert (Abb. 22c). Bei hoherer Vergrol3erung dielsich die Gruppen von einzelnen
Peroxisomen in diesen Clustern auflésen, die je@dutheutig ein tubulares Erscheinungsbild
aufwiesen. Zukinftige, weitergehende vergleichekligersuchungen mit einer grofReren
Anzahl von Mausen und Markerantikérpern sind jedeowitwendig, um diesen Befund
statistisch abzusichern und eventuelle metabolsthngte Veranderungen der
peroxisomalen Enzyme und andere Proteine des RQOf® lipidstoffwechsels der

verschiedenen subzellularen Zellkompartimente naghisen.
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Abb.21: Fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahen in DAPI-Farbung zum Vergleich des
Entwicklungszustandes der Zahne zwischen neugeborem heterozygoten Mausen(+/-) und

PEX11gKO-Méausen (-/-). A) Heterozygote Maus, B) PEXfidKnockoutmaus. Die Lange der Malstdbe
entspricht 200um.
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Abb.22: Pexl14p in Wildtyp-Mausen, heterozygoten Tien, und PEX11$-Knockout M&ausen.
a) Wildtyp-Mause (+/+), b) heterozygote Mause (+¢))PEX1B-Knockout-Mause (-/-). Am=Ameloblasten,

O=0dontoblasten, Pfeile weisen auf Peroxisomermiugt PEX1B-KO-Tieren hin. Die Lange der
MaRstabe entspricht 10um.
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4.4. Mikrodissektion von Odontoblasten und Ameloblaten zum Nachweis spezifischer

MRNA-Expressionsmuster peroxisomaler Gene in beidezelltypen

Odontoblasten und Ameloblasten wurden nach eineakuirzen Hamatoxilinfarbung der
Gefrierschnitte mit 10um Dicke mit dem Lichtmikragk ausgestattet mit dem
Dissektionslaser, in Phasenkontrastoptik idengfizi(Abb. 23a). Die Zellen des spéten
Glockenstadiums wurden mit einem durchschnittlickgrergielevel von 80 uJ pro Impuls
und einem Schneidedurchmesser von 85um ausgeschriliese Werte bewiesen sich nach
Vorversuchen in einer Testphase mit 10 Schnittenoptimal. Die ausgeschnittenen Zellen
wurden in ein Tube katapultiert. Ca. 70 Zellen vaurgeweils von Amelo- und Odontoblasten
gesammelt (Abb. 23A). Vor der Verwendung der kasthavlikrodissektions-Proben fir die
Gesamt-RNA-Isolierung und RT-PCR-Analyse erfolgieeeTestphase mit Isolierung von
RNA aus eingefrorenen kompletten Mausekiefern réinen. Erst danach wurde die RNA
aus den spezifischen mikrodissektierten Proben semernierenden Ameloblasten und
Odontoblasten des spaten Glockenstadiums isoliedt in der RT-PCR eingesetzt. Zur
Etablierung der PCR-Bedingungen zum Nachweis volNAR verschiedener peroxisomaler
und Amelo- Odontoblasten-spezifischen Proteinen dewurdie Gesamt-RNA aus
Kieferpraparationen von neugeborenen Mausen mih&délerwendet. Fur jedes ausgewahlte
Primerpaar wurde eine Gradienten-PCR zur Ermittidegoptimalen Annealing-Temperatur
durchgefuhrt. Alle Primerpaare erbrachten spezisBanden in der gewinschten Hohe nach
Agarosegelelektophorese. Als spezifische PCR-Markkér Ameloblasten wurden
Amelogenin- und Cytokeratinl4, sowie fur Odontot#asDentinsialophosphoprotein (DSPP)
und Vimentin eingesetzt (Abb. 23B). Bis auf das ¥mtin-Primer-Paar erbrachten alle
Markerprimer die erwarteten PCR-Banden. Interessasise erschienen die Primerpaare zur
Amplifikation der mRNAs der extrazellularen Matrixpeine wesentlich dickere Banden als
die fur Cytokeratin14 bei der Verwendung gleicheenge cDNA. Leider erbrachten auch die
Amplifikation der 28S ribosomalen RNA (28SRNA), diermalerweise zur Standardisierung
der eingesetzten cDNA-Mengen verwendet wird, unteeslliche Ergebnisse in Amelo- und
Odontoblasten. Alle Negativkontrollen (Wasserprgbehlieben ohne unspezifische
Amplikate. Die Primerpaare zum Nachweis von PEXhd Katalase-mRNA funktionierten
beide, zeigten jedoch kaum Unterschiede zwischen wderschiedenen Zelltypen an
(Abb.23B).
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S ©

ausgeschnittene
Am + Od

Zahnknospe

A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1-6 Odontoblasten 7-12 Ameloblasten
1 PEX14 7 PEX14
2 Katalase 8 Amelogenin
3 DSPP 9 Katalase
4 Vimentin 10 K14
5 28sRNA 11 28sRNA
B 6 Wasserprobe 12 Wasserprobe

Abb. 23: Mikrodissektion und spezifische RT-PCR-Rektionen fir mRNAs von Ameloblasten und
Odontoblasten. A) Ubersichtszeichnung zur angewandten Methodes(@igZeichnung). B) Gelelektrophorese
nach erfolgter RT-PCR zur Amplifikation von spegifien mRNAs in Amelo- und Odontoblasten.
Am=Ameloblasten, DSPP=Dentinsialophosphoproteird#Qytokeratin 14, Od=0Odontoblasten, 28sRNA=28S
ribosomale RNA.
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5. Diskussion

Peroxisomen sind ubiquitare Zellorganellen, derennkkon in unterschiedlichen
Organsystemen jedoch sehr stark variieren (Bauni@@®). Bisher liegen keine Studien vor,
in denen Peroxisomen und Zahngewebe immunhistosicbraintersucht wurden. Im Rahmen
der vorliegenden Dissertation sind Methoden etdbliend optimiert worden, um an
Serienschnitten von fétalen, neugeborenen und éseaen Mausen peroxisomale Proteine
im Zahngewebe in hoher licht- und fluoreszenzmikopgscher Auflésung zu detektieren und
damit Uber die Funktion dieser Organellen naherankesse zu erwerben. Mit diesen
Methoden (Fluoreszenzfarbung, Immunhistochemie)dewr peroxisomale Proteine oder
MRNAs wéahrend der Zahnentwicklung (E13.5 bis 3 Mehan Wildtypmausen, sowie der
transgenen Maus, nachgewiesen. Weiterhin wurde UBAr-PCR-Analysen von
mikrodissektierten Material am differenzierten Aoeind Odontoblasten entsprechende
MRNAs nachgewiesen. Die Untersuchungen erbrachiea starke Heterogenitat von
verschiedenen peroxisomalen Markerproteinen in raciéedlichen Zahngeweben. Diese
Heterogenitat konnte auch auf RNA-Ebene zellspgehfbestatigt werden. Weiterhin wurden
erste Veradnderungen in den verschiedenen Zahngewbbe PEX11[3-Knockoutmausen
analysiert, einem Tiermodell mit defizienter Pesmxnenbiogenese durch fehlerhafte
Proliferation dieser Organellen.

5.1. Verschiedene Zahnstadien

Nagetiere als Versuchstiere, wie z.B. Ratten unduddéeignen sich hervorragend zur
Untersuchung der biologischen Funktion der Peromeso und den pathologischen
Konsequenzen bei deren Fehlfunktion. Deshalb wurdbese Tierspezies in der
Vergangenheit auch am haufigsten fir experiment&iiedien Gber Peroxisomen eingesetzt
(Fahimi 1974; Fahimi und Baumgart 1999; GrabenbaR@01). Zur biochemischen
Charakterisierung dieser Organellen wurden vomalleeber- und Nierengewebe verwendet
(Volkl et al 1998). Wie oben erwéhnt gibt es UberdXisomen im Zahngewebe bisher keine
Informationen, obwohl bei Patienten mit peroxisoenaErkrankungen Zahnveranderungen
beschrieben wurden (Poll-The et al 2004). Zum Simdiler molekularen Pathogenese dieser
Zahnveranderungen in entsprechenden Knockoutmawsieod musste jedoch das
Vorkommen der Peroxisomen und deren funktionelleledBéung erst in Wildtypm&usen
wahrend der Zahnentwicklung beschrieben werdenh&lesvurden als Erstes verschiedene
Zahnstadien von Wildtyp C57BL/6J-Mausen gewonneres® Stadien wurden nach der

-87-



Diskussion

Tabelle von Ruch (1987) (Schroll 2004) ausgesuichiler eine gute Ubersicht Giber die
komplette Zahnentwicklung der Maus beschrieben wwur@latsachlich konnten in der
vorliegenden Dissertation an den ausgesuchten Maese komplettes Kontinuum der

Zahnentwicklung mit allen notwendigen Strukturechgewiesen werden.

Die Zuchtung der Entwicklungsstufen E13,5 — E15(K18,5 - PO — P1 - P2 — P3 und P90 (3
Monate) alter Mause ergab eine Reihe von verschexddltersstadien, die geeignet waren,
diverse spezifische Strukturen in der Zahnentwitglwaufzuzeigen. In unserem zentralen
Tierstall wurden die spezifischen Mausstadien dugelzielte Verpaarung zu festgelegten
Zeitpunkten gezichtet. Mittels Plaquekontrolle vaurdm folgenden friilhen Morgen die
Insemination festgestellt, wonach der jeweiligeriierzur Gewinnung der Embryonalstadien
bei bestehender Schwangerschaft und damit zum tEstealkorrekten Entwicklungsstadien
der Zahnanlagen der Mausfoeten festgelegt werdemt&o Die Zahnstadien zeigten das
Zahnleisten-, Knospen-, Kappen-, frihes und sp@teskenstadium, (Differenzierungs- und
Sekretionsphasen). Die adulten Molareb der 3 Momdtien Mause wurden mit fur die
Untersuchung des peroxisomalen Kompartiments itigf@usdifferenzierten Zahngeweben
(ohne Ameloblasten) verwendet. Damit diese adufi#ne mit dem Mikrotom geschnitten
werden konnten, mussten sie entkalzifiziert weraeas nach Romeis (1989) auch nach einer
Entkalkungsperiode von ca. 4 Wochen in EDTA-L6sabgeschlossen sein sollte. Um den
Entkalkungsgrad der erwendeten Praparate festlarstglanden nach Literaturangaben drei
Alternativen zur Verfigung: 1) manuelle Methode RHntgen und 3) Volumen-CT (V-CT)
(Obert et al 2005). In dieser Dissertation wurdee dnanuelle Methode und die
Kalkdichtebestimmung im V-CT verwendet. Im Gegensat der Beschreibung von Romeis
(1989), zeigten die eigenen Versuche wund Vergleichgt Erfahrungen aus
Knochendichtemessungen, dass die Mauszahne ers6n&ochen vollstandig entkalzifiziert
waren. Alle anderen Zahnstadien lieBen sich auate dBntkalzifizierung schneiden (P3
allerdings relativ schwierig). Obwohl 4 MauskodpfieSerien geschnitten wurden, konnten die
Anfangsstadien der Zahnleisten im Stadium E13.5itnmit vollkommender Sicherheit
identifiziert werden. Vermutlich war die Orientiexyi der Kopfe in den Paraffinblécken, zur
Darstellung der kleinen Zahnleiste, nicht optimagignet. Im Gegensatz hierzu, waren in den
anderen Zahnstadien Zahnglocke, Zahnkappe und aiehZahnleisten sehr gut zu
identifizieren, weshalb bei Immunfarbungen die ¥#ung der peroxisomalen Antigene

diesen Strukturen sehr gut zugeordnet werden konnte
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5.2. Methodische Aspekte zum Nachweis peroxisomal@&roteine oder entsprechender
MRNAs in Zahngeweben

5.2.1. Antigenwiederherstellung (,Antigen retrievaf)

Zur Detektion peroxisomaler Proteine wurde die Mdth nach Grabenbauer et al (2001)
modifiziert und speziell fur die Zahngewebe angepalei der enzymatisch mit Trypsin
vorbehandelte formalin-fixierte Paraffinschnittenggsetzt wurden. Generell kann durch
Paraformaldehyd-Fixierung in Verbindung mit der @&fmeinbettung die Antigenizitat des
Gewebes durch die Maskierung von Epitopen und dezédnMderung der Tertiar- und
Quartarstruktur der Proteine sehr stark reduziestden (Boenisch 2006; Montero 2003;
Werner et al 1996). Um die antigenen Epitope filegen werden deshalb verschiedene
Techniken zur Vorbehandlung der Schnitte angewemietklassische Methode ist dabei der
enzymatische Andau mit Enzymen, wie Trypsin, Prenader Pepsin. Hierbei werden die
Eiweil3vernetzungen aufgebrochen, die durch dasfdtaraldehyd erzeugt wurden. Einige
wenige Antigene kdnnen jedoch durch eine enzyntagisorbehandlung zerstort werden und
waren dann nicht mehr nachweisbar. Die Zeitdausretreymatischen Verdaues wird durch
die Wahl der urspringlich verwendet Fixierungs- ugidbettungsbedingungen bestimmt
(Starke und Dauer der Fixierung, sowie Paraffineitumgstemperatur) und ist ebenso von
der Molaritat, Zusammensetzung und dem pH-Wertfidiedie Vorbehandlung verwendeten
Puffers abhangig. Der wichtigste Faktor ist jedoets nachzuweisende Antigen selbst und

der dafiir verwendete spezifische Antikorper.

Eine Erganzung und Alternative zum enzymatischen rd&e stellt die

Mikrowellenbehandlung der Schnitte mit verschiederffern, z.B.Citratpuffer dar. Die
Einwirkung von Hitze, entweder durch Kochen, durdltoklavieren oder durch die
Mikrowellenbehandlung mit anschlieBender langsanfdskiihlungsphase, bietet den
nachhaltigsten Effekt auf die strukturelle Ruckfialj von Proteinen (Boenisch 2006;
Grabenbauer 2001; Montero 2003; Werner et al 1996).

Zum Nachweis von Peroxisomen im Zahngewebe erwads die Kombination aus einem
leichten Trypsin-Andau mit nachfolgender Mikrowaltehandlung in Citratpuffer (pH 6.0)
in den eigenen Untersuchungen als hervorragendygeteiDurch den enzymatischen Andau
mit Trypsin allein konnte nur ein schwaches undudiés Katalase-Signal in Zahngeweben
beobachtet werden. Erst die kombinierte Prozessierumit anschlieRender

Mikrowellenbehandlung ermdglichte die eindeutigenlamdetektion in jedem der einzelnen
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Zahngewebe. Auch Grabenbauer et al (2001) besem;jatass selbst in peroxisomenreichen
Geweben, wie Leber, Darm und Niere, erst die Koiwuiogm dieser Methoden zu einer

Detektion der Peroxisomen als abgrenzbare indiViel@rganellen flhrt.

Die Zeit des Trypsinverdaues und die Trypsinkonzdiain war hierbei unbedingt einzuhalten
(30 min. mit 0,01% Trypsin bei 37°C). Ein zu lang&ndau oder zu lange
Mikrowellenbehandlung fuhrte zu einer komplettemsZ@&ung der sehr sensiblen Anteile des
Zahngewebes (wie z.B. der Zahnpulpa). Eine zu Klirgpsinbehandlung ermdglichte kaum
Peroxisomendetektion als punktférmige Organellemdsrn erbrachte nur leichte diffuse

zytoplasmatische Anfarbungen.

Trotz gleicher Schnittdicke bei identischem Gewebd der gleichen Andauzeit schien die
Penetration derselben Antikérper an die Bindungleste auch bei zusatzlicher

Mikrowellenbehandlung unterschiedlich zu verlauf&s. musste also noch einen weiteren
Faktor geben, der die Farbungen beeinflusste. Ve leerausstellte, war dieser Faktor die
Qualitat der Perfusionsfixierung: Je besser didguBeEmsfixierung der Gewebe war, desto
mehr Quervernetzungen der Proteine waren vorhanddrnumso langer musste der Verdau
durchgefuhrt werden. Erst die optimale Perfusiomsfung ermdglichte eine sehr gute
Strukturerhaltung mit homogener punktformiger Ladation der Peroxisomen in den
verschiedenen Zahngeweben.

5.2.2. Antikorper-Spezifitat und —Sensitivitat

Die optimale Antikorper-Konzentration wurde mitt&erdinnungsreihen ermittelt. Als beste
Konzentration der anti-peroxisomalen Erstantikbrpamwies sich in der Regel eine

Verdinnung von 1:1000. Eine hoOhere Antikorper-Kattegion ergab zusatzlich zur

Detektion des Antigens der Peroxisomen, eine uiispegze Hintergrundreaktion anderer

Gewebsbestandteile. Eine zu hohe Verdinnung liefe kBetektion der Peroxisomen zu.
Optimal wurden die Farbungen bei richtiger Antikénfonzentration in Kombination mit

sehr diinnen Schnitten (2 um), weil in diesen Peiparindividuelle Peroxisomen besonders
gut aufgeldst werden konnten und eine niedrigedfigrundreaktion vorhanden war.

Unspezifische Anfarbungen der Gewebeschnitte kortheoh eine Reihe von Fehlern an
verschiedensten Protokollschritten hervorgerufenrder® So kann eine mangelhafte
Entparaffinierung, ein Uberlanger Verdauungs- urenBskierungsschritt zu unspezifischen
Anfarbungen fihren. Ebenso durfen die Schnitte dsfadls austrocknen, weil ansonsten die

Antikdrperlésung unspezifisch auf dem Schnitt febgten wird. Die haufigste Art der

-90-



Diskussion

unspezifischen Anfarbung wird durch eine nicht gdétepo zusétzliche Bindung eines
eingesetzten Antikorpers an andere Protein-Straktum Gewebe, oft im Bindegewebe,
hervorgerufen. Um die Spezifitdt der immunhistosotien Farbung zu kontrollieren missen
daher verschiedene Kontrollen durchgefuhrt werddm eventuelle Unspezifitaten des
sekundaren Detektionsystems nachzuweisen, sollteegatNkontrollen ohne den
Primarantikdrper in Parallelschnitten, jedoch mdigntischen sekundaren Nachweisschritten
durchgefuhrt werden. Unter den oben genannten Badgen waren die Negativkontrollen
immer sehr sauber, was fur die Qualitat und Spérifler etablierten Methode spricht. Die
Spezifitdt und Sensivitat aller in der Dissertatioerwendeten Primarantikdrper wurden
bereits in verschiedenen Studien mit anderen Gawgbanserer Arbeitsgruppe ausgetestet.
Im ZNS: (Ahlemeyer et al 2007), im Hoden: (Nenid¢wake2007), in der Lunge: (Karnati und
Baumgart-Vogt 2008).

5.2.3. Methoden zum selektiven Nachweis von zellggigschen mRNAs in Zahngeweben

Ribonukleinsdure (RNS) wurde 1931 von Branchet en terischen Zelle nachgewiesen.
Durch grundlegende Arbeiten konnte jedoch erst m&h25 Jahre spater gezeigt werden, wie
wichtig die RNA (bzw. auf Deutsch RNS) fir die zd#ire Eiweil3synthese und den Ablauf
der Kernteilungsvorgange ist (Hall und Spiegelm@&61t Hermann 1956; Nirenberg und
Matthaei 1961; Nomura und Takemori 1960; Volkinaétl958). Die intrazellulare RNA-
Menge steht im direkten Zusammenhang mit der litignger Stoffwechselvorgange zu
stehen und bildet diesbeziglich einen wertvolledikiator fir die metabolische Aktivitat
unterschiedlicher Zelltypen. Die Menge und die ¥igunhg der RNA (vermutlich der
ribosomalen RNA) wurde bereits von Hermann auch Liaufe der Zahnentwicklung
untersucht und hat zum Verstandnis der Entstehudgr Schmelzdefekte beigetragen
(Hermann 1956). Hermann verwendete dafir die Mgtligl-Pyronin-Farbungen nach Unna.
Hiermit konnte er eindeutig nachweisen, dass Ameiod Odontoblasten wahrend der
Zahnentwicklung unterschiedlich sekretorisch akthnd. RNA-Molekile konnen intrazellular
unterschiedliche Funktionen ausuben (Knippers 2046 einen kann RNA genetische
Information tbertragen (=mRNA). Andere RNA-Molekitimgen zur Ubersetzung dieser
Information in Proteine bei (=tRNA und rRNA). Dagithinaus kann RNA auch katalytische
Funktionen ahnlich einem Enzym innehaben (smalleasdRNA=snRNA zum Splei3en oder
small nucleolar RNA=snoRNA zum prozessieren der ARNDie fUr die Proteinsynthese
wichtigen RNAs sind:
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a) die mRNA (messenger RNA) kopiert die auf der Ditlierte Gensequenz und tragt sie
nach dem Spleil3en weiter zu Ribosomen im Cytoplagmanit Hilfe dieser Information die
Biosynthese spezifischer Proteine stattfinden kgKnippers 2006). Jeweils drei im
Leseraster des Polynukleidstrang nebeneinandeznidsg Nukleotide bilden ein Codon, mit
dessen Hilfe sich eine spezifische Aminosaure, idiein Protein eingebaut werden soll,
eindeutig bestimmen lasst. Dieser Zusammenhangeni®é1 von Nirenberg und Matthaei

beschrieben.

b) die tRNA (transfer RNA) kodiert keine genetisch&@ormation, sondern dient als
Hilfsmolekll bei der Proteinbiosynthese, indem s@&zelne Aminoséauren aus dem
Cytoplasma bindet und zum Ribosom transportiert,d@m entsprechenden Anticodon an die
MRNA andockt und somit die entsprechende Aminosé@guenz in entsprechenden

Proteinen determiniert (Knippers 2006).

c) die rRNA (ribosomale RNA), tragt ahnlich wie diRNA, keine genetische Information,
sondern ist am Aufbau des Ribosoms beteiligt uhdbes der Kniipfung der Peptidbindung
auch katalytisch aktiv (Knippers 2006).

Fur unsere Untersuchungen war hauptsachlich demws spezifischer mRNAs im
Zahngewebe von Interesse, weil diese die metabelrsd~unktionen der verschiedenen
Zelltypen kodieren. mRNA macht ungefahr 2% der GesaNA aus.

Grundsatzlich gibt es verschieden Mdglichkeiteretagen exprimierte spezifische mRNAs,
in diesem Falle mRNAs peroxisomaler Proteine undpFachender ,zelltypisch-spezifischer

Marker“, nachzuweisen:

1) Eine Moglichkeit ware morphologisch tber in shkiybridisierung mRNA darzustellen
(Grabenbauer 2001). Diese Methode gestaltet sichizahngeweben aber als Uberaus
schwierig wegen starker Vorbehandlungsnotwendigkeit Freilegung der im Schnitt
fixierten MRNAs, die zu schweren Artefakten der @sthuktur im Paraffinschnitt fuhrt Bei
schwéacherer Vorbehandlung des Gewebes ist die tb@asi des in situ
Hybridisierungsverfahrens entsprechend herabgesetdtinlich wie beim Proteinnachweis
(Grabenbauer 2001; Schad et al 1994).

2) Eine andere Methode wére spezifische mMRNAs RJePCR aus isolierter Gesamt-RNA
aus frisch praparierten und isolierten Einzelzelfathzuweisen. Grundvoraussetzung zur
Untersuchung der spezifischen mRNA Expression itergohiedlichen Zelltypen ist die

Reinheit der isolierten Zellpraparation. Au3erdeémren bei diesem Isolierungsverfahren
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aus Zahnen auch nur geringe Mengen an Zellen geamowerden. Durch die anschliel3end
notwendige Vermehrung uber die Herstellung von @ren Zellkulturen, wirden
Odontoblasten oder Ameloblasten jedoch dediffesrerni und damit ihr Expressionsmuster

verandert werden (Hoffmann et al 2001).

3) Deshalb ist die beste Alternative die Durchfiifgreiner Mikrodissektion zur hochreinen
Isolierung von Zelltyp-spezifischer RNA mit ansefdiender RT-PCR. Hierbei erreicht man
auch einen maximal sensitiven Nachweis spezifiscimer schwacher exprimierter mRNAs.
Daher wurde von uns diese Methode zum NachweiEgpression zellspezifischer RNAs
favorisiert. Hierzu wurde unfixiertes, gefroreneatkrial verwendet (2 Tage alte Mauskopfe).
Paraffineingebettetes und fixiertes Material eigsieh dagegen schlechter, weil die mMRNAs
im Schnitt fixiert sind, deshalb durch starke Vdraedlung freigelegt werden missen und
meist bei der Isolierung fragmentieren. Damit ise dRNA- Qualitat, die man aus
Paraffinschnitten isolieren kann, immer wesentichlechter fur die sich anschlielende RT-
PCR geeignet. Bis jetzt gibt es nur sehr wenigeetdnchungen zur Microdissektion von
Zahngeweben (Hoffmann et al 2001; McLachlan et0@l3. Vielmehr wurde diese Methode
sehr haufig in der Krebsforschung eingesetzt (Baded 2008; Sasano et al 2009). Das man
RNA aus mikrodissektiertem Zahngewebe isolieremkaarde in der Arbeit von Hoffmann
et al. 2001, durch Nachweis der mRNA-Expression Koltagen, Dentinsialophosphoprotein
(=DSPP) und Osteocalcin (=OC) in verschiedenen r#dtadien mikrodissektierter
Osteoblasten nachgewiesen. Auch diese Arbeitsgroppehreibt, dass die Mikrodissektion
die beste Mdglichkeit ist, um eine homogene Pomiagines Zelltyps zu isolieren und deren
RNA-Gehalt zu untersuchen (Hoffmann et al 2001).

Mikrodissektion in Kombination mit RT-PCR wurde werhin von McLachlan und

Mitarbeitern verwendet, um Odontoblasten und diededer benachbarten Zahnpulpa auf
die Expression von DSPP-, Nestin-, Kollagen- lalphd -3alpha-mRNAs zu untersuchen
(McLachlan et al 2003). Hoffmann und Kollegen bitatea zur Isolierung von etwa 120 ng
Gesamt-RNA ca. 50-60 Odontoblasten (Hoffmann e2Cf)1). Deshalb wurden in dieser
Dissertation jeweils ca. 80 Zellen der Amelo- undoBtoblasten ausgeschnitten, um den

Nachweis von 5 verschiedenen mRNAs peroxisomaletere zu ermdglichen.

Die Ergebnisse dieser Dissertation erbrachten, di#iss entsprechenden RNAs aller
untersuchten peroxisomalen Proteine im Zahngeweber (RT-PCR semiquantitativ

nachweisbar waren.
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In der Studie von McLachlan und Kollegen wurde Mested-PCR-Methode angewandt, die
in der Regel zu einer grol3eren Menge spezifisclieduRtes fuhrte (McLachlan et al 2003).
Fur meine Ergebnisse war jedoch eine normale RT-BB& 35 Zyklen ausreichend, was
maoglicherweise auf eine bessere mMRNA-Konserviefimndem mikrodissektierten Material
oder auf verbesserte Isolierungsmethoden von Mikrajan RNA (MicroRNA Kit, Qiagen)

zurluckzufiihren ist.

Die durch RT-PCR gewonnenen Ergebnisse auf RNA-&heamterschieden sich von den
morphologischen Befunden auf Proteinebene. Wahredeén morphologischen Ergebnissen
Katalase kaum in der Differenzierungs- und Seknspbase in den Ameloblasten
nachzuweisen war, scheint nach den RT-PCR Ergebm@s schliessen, die Katalase-mRNA
jedoch in den Ameloblasten vorzuliegen. Zur Erktéyulieses Unterschiedes kommen zwei

Maglichkeiten in Betracht:

a) Selbst die sensitive Immunfluoreszenzmethode zBmoteinnachweis hat eine
Detektionsschwelle, unter der niedrigere Proteirngeemicht nachgewiesen werden kénnen.
Dies konnte nur durch Signalamplifikation der Imrfluareszenzreaktion verandert werden,
z.B. durch catalyzed reporter deposition (CARD)xhatliyramid-Signal-Amplifikation (TSA)
genannt (Grabenbauer et al 2001).

b) Die vorhandene mRNA fir Katalase kdonnte als Reseflr bestimmte Notfallsituationen

in Ameloblasten vorhanden sein, jedoch nur weraigdiatiert werden.

Der exakte Mechanismus zur Erklarung dieser Diskmepmuss in zukinftigen Studien

abgeklart werden.
5.3. Studien aus der Literatur zu Peroxisomen im Zangewebe

Mitte der 50er Jahre des letzten Jahrhunderts wauddee Peroxisomen als erstes in der Niere
und der Leber als ,Microbodies” nachgewiesen (Gamshd Rouiller 1956; Rhodin 1955).
Obwohl diese Organelle bereits vor (Uber 50 Jahretdeekt wurde, wurden ihre
Proteinzusammensetzung und metabolische Funktierstmn neuester Zeit aufgeklart (Volkl
et al 1998). Im Laufe der Zeit hat sich weiterhgrruskristallisiert, dass Peroxisomen in

verschiedenen Geweben sehr heterogene Funktioséihaen (Baumgart 1997).

Genug Studien bewiesen, dass die Peroxisomenaufgabeinterschiedlichen Geweben
vielfaltig sind (Grabenbauer 2001; Lazarow 1987; okémlian und Cutler
1978)(M.Grabenbauer et al 2001, Lazarow 1987, Miiaraund Cutler 1978) und vom
Stoffwechsel der Zelltypen abhéngen (Karnati undrdgart-Vogt 2008; Nenicu et al 2007).
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Bis heute wurden viele Arbeiten zu der Funktion uBidgenese dieser Organellen in
Hefemodellen oder Lebergewebe durchgefuhrt (Yokotd Fahimi 2009). Mein Ziel war
jedoch Zahngewebe nach Peroxisomenvorkommen zwsir@n und deren Funktion in
diesen speziellen Zelltypen zu beschreiben. B jgtirde das Vorkommen der Peroxisomen
in Zahngeweben nur in einem kurzen Satz in dem Buoh Provenza (1988) in
Odontoblasten erwahnt. Uber deren Funktion und \dakommen dieser Organellen in
anderen spezifischen Zelltypen der Zahngewebe e@wch noch nichts bekannt. Meine
Untersuchungen zeigten, dass die Peroxisomen @n allahngeweben vorkommen, dass
jedoch deren Anzahl insgesamt niedriger ist, ata Beispiel in Hepatozyten der Leber oder
in den Speicheldrisen. Weiterhin wurde in diesessBitation nachgewiesen, dass die
Enzymzusammensetzung in den verschiedenen Zahngbgweh stark variiert. Unsere
Befunde zur Heterogenitat der peroxisomalen Enzymenterschiedlichen benachbarten
Zelltypen sind nicht ungewohnlich, sondern werdemcd &hnliche Befunde in anderen
Gewebearten (wie z.B. Neurone versus GliazellerzM® oder somatische Zellen versus

Keimzellen des Hodens) bestétigt (Ahlemeyer eDal72 Nenicu et al 2007).

Da peroxisomale Erkrankungen eindeutig mit Stérander Zahnentwicklung einhergehen,
ist jedoch bewiesen (Poll-The et al 2004), dass Eexoxisomen eine Rolle in der
Zahnentwicklung spielen mussen, deren genaue Fundttijedoch bis heute unbekannt sind.

So zeigten Patienten mit milderen Auspragungen peroxisomalen Biogenesestdrungen
durch PEX1-Gendefekt (siehe auch Kapitel 2.1.2¢mriteutlich verzégerten Zahndurchbruch
und wiesen Zahnfehlstellungen und Schmelzhypoplasif (Poll-The et al 2004). Aus
diesem Grund wurden in meiner Dissertation auchsMgre mit einem Knockout-
Mausmodell flr eine peroxisomale Biogenesestoruway, Pex11R3-KO-Maus mit defekter

Peroxisomenproliferation, durchgefuhrt.
5.4. Auspragung des peroxisomalen Kompartiments imerschiedenen Zahngeweben

Grundsétzlich konnten in dieser Arbeit Peroxisonmeallen unterschiedlichen Zahngeweben
nachgewiesen werden. Diese unterschieden sichhed@) der Grol3e, b) der Form und

Auspragung, c) der Enzymzusammensetzung.

Das peroxisomale Kompartiment wurde im SpezielleAmeloblasten, Odontoblasten,

Stratum intermedium, Zahnpulpa und Schmelzpulp&néharakterisiert.
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5.4.1. Nachweis der Ubiquitéat der Peroxisomen im Zangewebe Uber Antikorper gegen
die Biogeneseproteine Pex13p und Pex14p in der Prisomenmembran

Der beste und homogenste Nachweis der PeroxisomenZahngewebe wurde mit
Antikdrpern gegen Pex13p und Pexl14p erreicht, vdichu weil diese Proteine
Biogeneseproteine darstellen und Biogenese derxiBernen in allen Zellen stattfindet.
Pex13p und Pex14p sind als Dockingproteine aufRegoxisomenmembran flr den Import
peroxisomaler Matrixproteine zustandig. Matrixgiotmport in Peroxisomen beeinhaltet 1)
die Synthese von neuen Matrixproteinen an freiebosomen im Cytoplasma, 2) die
Erkennung der Targeting-Signale (PTS1 und PTS2) Emteine durch zytosolische
Rezeptoren (Pex5p und Pex7ggsweiteren 3) Bindung der Shuttle-Rezeptoren aii3pe
und Pex14p im Dockingkomplex der Peroxisomenmembtamlie Translokation durch die
Membran und 5) die Abgabe der Ladung (=Matrixpragiin die Organellenmatrix sowie
das Recycling der Shuttle-Rezeptoren (Schell-Stetvah 2005).

Sie gehdren zur Gruppe der Peroxin-Proteine, denoxisomale Biogeneseproteine, von
denen bis heute 32 verschiedene Mitglieder ideigifi worden sind (siehe Einleitung).
Besonders in Praparationen mit Pex14p-Markierungessen alle Peroxisomen ein sehr
starkes Fluoreszenzsignal auf und wurden als ,graRede Organellen sichtbar. Im
Vergleich dazu wurden die Fluoreszenzsignale in 1BpxPraparationen schwacher
ausgepragt und wiesen scheinbar ,kleinere* Organatit jedoch &hnlicher Verteilung und
Form auf. Diese Unterschiede sind vermutlich awf derschiedenen Proteinmengen von
Pex13p und Pex14p auf der Peroxisomenmembran zufitken. Auch im Hodengewebe
wurden starke Unterschiede im Vorkommen dieserdmeldockingkomplex-Peroxine bereits
beschrieben (Nenicu et al 2007). Allerdings wiedent beide Proteine auch verschiedene
Verteilungsmuster in unterschiedlichen ZelltyperexXE3p vermehrt in Keimzellen versus
Pex14p vermehrt in Sertolizellen) auf. Durch diéensive Markierung der Peroxisomen
unterschiedlicher Zahngewebe durch anti-Pex14pk@ntier, konnte dieser auch fir
lichtmikroskopische immunhistochemische Ubersictitsprate mit der ABC-Peroxidase-
Technik zur Visualisierung der Peroxisomen, sowie Bestimmung der Peroxisomenzahl
und deren Verteilung in Zahngeweben herangezogemlene In den Pex14p-Farbungen
wurde deutlich, dass a) Peroxisomen in allen ZallenZahngewebe vorhanden sind, b) das
peroxisomale Kompartiment abhangig vom Differenmgsgrad der Zellen verschieden
ausgepragt ist, c) ihre intrazellulare VerteilunggesBnderheiten aufweist und d) sie

vorzugsweise in hdchster Anzahl jedoch im fortsafteem Cytoplasma der Amelo- und

-96-



Diskussion

Odontoblasten vorhanden waren. In ImmunfluoresZ®@opelmarkierungen mit Antikérpern

gegen verschiedene IntermediarfilamentproteineamtidPex14p konnte weiterhin eine starke
Assoziation der Peroxisomen mit diesem Filamengsyeh in  Ameloblasten und

Odontoblasten gezeigt werden (fur die Diskussi@nzui siehe Kap.:5.4.6.).

Da Pex 14p als bester Marker fur alle PeroxisonmeZahngeweben identifiziert werden
konnte, wurde der entsprechende Antikdrper auchStidien an Pex11R-KO-Mausen mit
einem Defekt in der Peroxisomenvermehrung in diBsssertation eingesetzt ( siehe Kapitel
4.3.7.). Im Gegensatz zu den homogenen Pexl4p-i@ehy wiesen Praparationen zum
Nachweis von Stoffwechselenzymen, z.B. Katalaseyaeh Zelltyp starke Variationen auf
und zeigten eine heterogene Enzymverteilung in Renoxisomenpopulation (z.B. wenig

Katalase in ausdifferenzierten Ameloblasten vexseisEnzym in Odontoblasten). Studien in
anderen Organsystemen erbrachten ahnliche Ergebims€8ezug auf die Heterogenitat der
Peroxisomen (Ahlemeyer et al 2007; Nenicu et al720Die Heterogenitat der peroxisomalen
Stoffwechselenzyme und Lipidtransporter wird intepgn Kapiteln (Kapitel 5.5.) unter den

entsprechenden Stoffwechselwegen in Peroxisomen dev@n speziellen Funktion in

Zahngeweben ausfihrlich diskutiert.

5.4.2. Auspragung des peroxisomalen Kompartimentshiunterschiedlichen Zahn- und
Zelldifferenzierungsstadien

In den Ergebnissen mit Pex14p-Farbungen kam klar Ausdruck, dass das peroxisomale
Kompartiment wahrend der Zahnentwicklung und Z&kdenzierung starken Veranderungen
unterliegt. Wahrend in E15.5-E18.5-Zahnstadientikelaenige Peroxisomen gleichmaliig in
allen Zellen verteilt waren, trat mit zunehmendefithgsstadien der Zahne und spezifischer
Ausdifferenzierung der Zahngewebe eine bevorzuglealisation dieser Organellen in den
Zellfortsadtzen der sezernierenden Amelo- und Odwasten auf. Eine &hnliche
differenzierungsabhangige Auspragung des peroximm&ompartiments wurde im Rahmen
der Entwicklung von Zellen des Darmepithels entldeg Krypten-Villus-Achse (Roels et al
1991) und wahrend der Ontogenese und der Ausdifegring unterschiedlicher
Darmabschnitte und der Hepatozyten beschriebenniBart et al 2003; Grabenbauer 2001).
Auch im Rahmen der Arbeit von Grabenbauer et ad{20vurde eine signifikante Zunahme
der Peroxisomen mit zunehmendem Entwicklungsgradvideise in ungeborenen Tieren im
Vergleich zu Embryonen unterschiedlichen Alters tdestellt. Weitere Studien an
Hepatomzellen bewiesen, dass mit zunehmenden Bifferungsgrad von HepG2-Zellen in

Kultur (z.B. nachgewiesen durch Ausbildung von &alllapillaren und der Expression
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spezifischer Enzyme in Peroxisomen) eine zunehmeMdririerung des peroxisomalen
Kompartiments auftrat (Stier et al 1998). Von datgken wurde diese Veranderung auf die
erhohten Mengen und vermehrte Wirkung von PPARaleiveem nuklearen Rezeptor zur
Regulation vieler Gene peroxisomaler Proteien géfiihrt (siehe hierzu auch Kapitel
5.5.3.). Abschliel3end zeigten auch Studien an Kowith&usen mit Peroxisomendefekt, dass
eine vermehrte Wachstumsretardierung erst im letZeittel der Schwangerschaft als

Phanotyp bei diesen Mausen auftrat (Stier et aBJL99

Aufgrund der eigenen Befunde und den ErgebnissafeinLiteratur ist davon auszugehen,
dass Peroxisomen eine entscheidene Rolle im Stofffset hoch ausdifferenzierter Zellen
spielen, so auch in sezernierenden Amelo- und @ttagten. Besondere Unterschiede in
peroxisomalen Stoffwechselenzymen fielen geradeh s diesen Zelltypen auf (siehe
Kapitel 5.5.).

5.4.3. Relation der Peroxisomen zu Intermediarfilaranten in Zahngeweben

Bei der Entwicklung des Zahnes finden viele epiltehesenchymale Interaktionen statt. Die
Zahnleiste und das Schmelzorgan stammen von detheEggllen ab und kdnnen deshalb
auch Uber Cytokeratinmarker nachgewiesen werderhrend Odontoblasten aus dem
Mesenchym rekrutiert werden und deshalb Vimenaniignte besitzen. Somit kdnnen diese
Marker sehr gut fur die Charakterisierung der Veetenen Zahnstadien und Zelltypen
benutzt werden (Domingues et al 2000; Lombard| £082).

Cytokeratin (14, 26) oder Vimentin sind spezifisdheermediarfilamente in Ameloblasten
bzw. Odontoblasten (Josephsen et al 1999; Raviathragt al 2001). In dieser Dissertation
wurden Antikérper gegen diese Marker verwendet, die verschiedenen Zelltypen in
Doppelimmunfluoreszenzpréaparaten mit anti-Pex14pk@rnpern eindeutig zu identifizieren
und nachzuprifen, wo die Peroxisomen intrazelld@kalisiert sind. Die Ergebnisse
erbrachten, dass die Peroxisomen haufig an den ien@k Intermediarfilamenten
nachzuweisen waren. Auch in anderen Studien wurllenfells beschrieben, dass
Vimentinfilamente verschiedene Zellorganellen aremh Ort halten (Lombardi et al 1992).
Fur die Ameloblasten wurde ahnliches gezeigt. AuSbhmelzmatrixproteine, wie
Amelogenin, wurden direkt am Cytokeratin 5 oder rathgewiesen (Ravindranath et al
2003; Ravindranath et al 2001). Nanci und Mitadrekionnten durch Elektronenmikroskopie
zeigen, dass das Amelogenin in sekretorischen Gxamimeloblasten lokalisiert ist, welche

immer in der N&he der Cytokeratinfilamente vorhamdaren (Nanci et al 1985).
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Vermutlich werden Peroxisomen an den Filamentemnterschiedlichen Abschnitten von
bestimmten Zellarten (wie z.B. in dem fortsatznah@€gtoplasma von Amelo- und
Odontoblasten) fixiert, um dort ihre metabolischenlikion auszutiben. Dafur spricht auch,
dass inin vivo Experimenten Peroxisomen zu 95% unbeweglich in delfen lokalisiert
vorkommen, wéahrend nur ca. 5% entlang der Mikroliubktiv zu anderen Zellarealen
transportiert werden (Schrader und Fahimi 2006ay&unani 2002; Wiemer et al 1997).

5.5. Heterogenitat verschiedener peroxisomaler Stofechselwege in unterschiedlichen

Zahngeweben
5.5.1. Peroxisomale Katalase zum Schutz gegen oxigan Stress in Zahngeweben

Wasserstoffperoxid entsteht im menschlichen Organss als nattrlicher Bestandteil bei
verschiedenen Stoffwechselvorgéangen. Peroxisomberha wie bereits in der Einleitung
erwahnt — kein Elektronentransportsystem zur Eegewinnung, weshalb ;O Uber
verschiedene Oxidoreduktasen (peroxisomale Oxidasater Substratoxidation zu .6,
reduziert wird (De Duve 1965; De Duve und Baudhl@®6). Weiterhin sind intrazellulare
Superoxid Dismutasen (SODs) Enzyme, die Uber Umegtzdes Superoxidradikals
Wasserstoffperoxid herstellen. Sie kommen u.a. iyto@asma und in Peroxisomen
(CuznSOD=SO0D1), sowie in den Mitochondrien (MnNnSODER) oder extrazellular
(SOD3) vor. Das intrazellulare, durch SOD entsteleertO,, wird durch Katalase,
Peroxiredoxine oder Glutathion-Peroxidasen in (satd@edlichen Zellkompartimenten
abgebaut. Die verschiedenen lokalisierten IsoenzgereGlutathion-Peroxidasen reduzieren
Wasserstoffperoxid, in dem Energie und Elekronanreektiven Peroxide zu einem kleinen
schwefelhaltigen Molekul, dem Glutathion, abgegelerd. Das Enzym mit der grof3ten
Fahigkeit zum HO,-Abbau ist jedoch die in Peroxisomen enthaltenealkae (De Duve
1965; De Duve und Baudhuin 1966). Neuerdings wirdtgestellt, dass diese Zellorganellen
zusatzlich zur Katalase eine ganze Reihe von vegiteO,-abbauenden Enzymen besitzen,
wie z.B. ein Isoenzym der Glutathion-Peroxidase $Q@ind die Peroxiredoxine 1, 5 und 6
(Immenschuh et al 2003; Schrader und Fahimi 2008lfgrund der Fahigkeit von 4D, zur
Hydroxylradikalbildung durch die Reaktion mit Eis@fenton-Reaktion) gilt es als Zellgift
und muss deshalb rasch enzymatisch durch Peroxidader Katalase abgebaut werden.
Wenn HO, akkumuliert, konnen durch Hydroxylradikalbildungokine, Nuklein- und
Fettsduren geschadigt werden (Boveris et al 19Z@%atzlich erfillt HO, jedoch eine
wichtige Abwehrfunktion bei der Peroxidation vorkteiellen Membranlipiden, wahrend der
Phagozytose durch Makrophagen und anderen Abwétmzgloffler et al 2006). Weiterhin
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scheint HO, eine wichtige Rolle der ,metabolischen Signalgefufmetabolic signalling)
durch Verédnderung des Intermediarstoffwechselpmien (Masters 1996).

Verschiedene Studien zeigen, dass auch bei umgsbedigpgtem Stress an Zahnen, z.B.
durch mechanischen, physikalischen oder chemis@®teess (durch Zug, UV-Lampen,
Kavitatenpraparation, i®D,-Bleichung oder Haftvermittler), reaktive Sauertgpézies
(,Reactive oxygen species“=ROS) in Zahngewebenk staisteigen und somit die Zellen
schadigen koénnen (Spagnuolo et al 2004). AnderaliStuzeigten auch, dass sobald
verschiedene Zelltypen Stress ausgesetzt sindGtigathionspiegel auf sublethale Dosen
steigt (z.B. Odontoblastenreaktion mit Kunststofbeler Haftvermittler) (Noda et al 2005).

In der Literatur gibt es bisher kaum Information ROS oder antioxidativen Enzymen
wahrend der Zahnentwicklung. Sauerstoffradikaledén Zahnentwicklung wurden nur im
Zusammenhang mit Vitamin A beschrieben. Und zwanrkd es zu Entwicklungsstérungen
von Knochen und Zahnen, wenn dieses Vitamin nichausreichenden Mengen zugefihrt
wird. In Abwesenheit von Vitamin A werden vermeROS gebildetVitamin A spielt —
ebenso wie Vitamin E — eine bedeutende Rolle aloAidans (Schwarz et al 1997). Es tritt
als Radialfanger auf und nimmt den aggressiven rSaffradikalen somit ihre schéadliche
Wirkung. Darlber hinaus ist Vitamin A fur die Regey der normalen Zellteilung und —
erneuerung, sowie das Wachstum der Gewebe undtentghleimhéute verantwortlich.
Ahnlich wie Vitamin A oder E wirken Plasmalogenethé&lipide mit einer reaktiven
Vinyletherdoppelbindung, an die auch ROS angelagierden konnen (Brites et al 2004).
Diese Lipide werden wie weiter unten beschriebelfaroxisomen synthetisiert (siehe Kapitel
5.5.2.), so dass ein zusatzlicher ROS-detoxiezider Mechanismus durch diese Organellen
gesteuert wird. Zur Lokalisation der antioxidativenzyme wurde in dieser Dissertation nur
der anti-Katalase-Antikorper verwendet, weil alledaren antioxidativen Proteine in zu
niedrigen relativen Mengen in Peroxisomen vorkommeder multikompartimentell
lokalisiert sind und nicht durch Immunhistochemien ieinem punktférmigen
Verteilungsmuster in Zahngeweben sichtbar gemacktden konnten (eigene, nicht
Abbildungen-integrierte Befunde). Auch Grabenbaued Kollegen haben festgestellt, dass
bei zu niedriger Expression von unterschiedlicherotdthen in Peroxisomen, kein
Organellenmuster mehr nachzuweisen war (Grabenledwak 2001). Jedoch trat hierbei aber
eine diffuse Hintergrundreaktion im Cytoplasma eetsprechenden Zellen auf (Grabenbauer
2001). In dieser Dissertation war in den Odontdklasind im Stratum intermedium eindeutig

Katalase in groBen Mengen in Peroxisomen nachzeweibn Gegensatz dazu war in
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ausdifferenzierten Ameloblasten nur eine leichtBuse Katalasereaktion vorhanden. Diese
Ergebnisse konnten auch mit der sensitiveren Immardszenzmethode verifiziert werden.
Auch hier waren keine eindeutigen punktformigen dajlen in sezernierenden
Ameloblasten mit dem anti-Katalase-Antikérper naokeisen, was fur eine sehr geringe
Expression dieses Proteins in reifen Ameloblaspeicist. Wahrend Ameloblasten nach der
Ausdifferenzierung und dem Abschluss der Schmethygaon ihren Stoffwechsel einstellen
und beim Zahndurchbruch verloren gehen, bleibemn@ibdasten ihr Leben lang erhalten und
produzieren standig Dentin. Deshalb missen veramnutjerade Odontoblasten gut gegen
Sauerstoffradikale geschuitzt werden. Hier konnee giroxisomale Katalase eine wichtige
Rolle spielen. In weiteren Studien wurde beschnelalass bei erhdhten MengenQd die
Odontoblastendifferenzierung  und  -proliferation ekgbelt wird und die
Hemoxygenasel(HO-1)-Produktion und das Dentinsiedephoprotein (DSPP) ansteigt (Lee
et al 2006; Min et al 2008). Da die Ameloblastemiger Katalase enthalten, ist anzunehmen,
dass sie durch reaktive Sauerstoffspezies vermeajeschadigt werden konnen.
Moglicherweise wird dadurch auch der Ameloblaswffwechsel nach erfolgter
Schmelzsekretion eingestellt. Welche Rolle ROS aditsch in der Schadigung der
Ameloblasten, Ausdifferenzierung der Odontoblasteler der anderen Mechanismen der
Zahnentwicklung spielen, muss in zukinftigen Stadiech geklart werden.

5.5.2. Mdgliche Funktion der Peroxisomen in der Sythese von Plasmalogenen,

Cholesterin und polyungesattigten Fettsduren (PUFAN Zahngeweben

In Peroxisomen sind bisher mehr als 130 Enzymehbiesen worden und davon spielen
etwa die Halfte im Fettstoffwechsel eine grof3e &qllslinger et al 2006). In diesen
Organellen wurden sowohl anabole Lipidstoffwechsgjevzur Synthese von Plasmalogenen
als auch katabole Wege zuf und B-Oxidation einer grof3en Vielfalt von Lipidderivaten
beschrieben (Mannaerts und van Veldhoven 1996).

Plasmalogene sitzen in allen Zellmembranen alsreogde ROS-Fanger und schitzen somit
vor den toxischen Wirkungen dieser aggressiven kdée Die ersten drei Schritte der
Plasmalogensynthese zur Herstellung der reaktivieryl&herbindung, finden intrazellulér
ausschlief3lich in Peroxisomen statt. Plasmalogemel®sonders angereichert im Herzen und
im Gehirn und machen ca. 18% der Phospholipideaseth Geweben des Menschen aus. Bei
den Patienten mit dem Zellweger-Syndrom ist dieo¥isomenbiogenese defekt, so dass die
Plasmalogensynthese nicht stattfinden kann unce digsdklasse im Blut und Organen bei

diesen Patienten drastisch erniedrigt ist. Da diez€ntration der Plasmalogene besonders im
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Gehirn und im Herzen hoch ist, sind SchadigunganRlasmamembranen auch in diesen
Organsystemen bei Zellweger-Patienten am starkateerwarten. Tatsachlich kommt es in
Patienten mit peroxisomalen Krankheiten zur Schiidigder Myelinscheiden und zur
Demyelinisierung. Neben den Plasmalogenen konnemutéch bis zu 45% der regularen
Glycerolipide (mit Esterbindungen) Uber den peromialen Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP)- Syntheseweg hergestellt werden (Hajra ét08l0). Phospolipide sind laut Studien
im Zahnschmelz und im Dentin gefunden worden. Bielan dort eine wichtige Rolle bei der
Mineralisation (Goldberg und Septier 2002). Schmeland Denitinphosholipide
unterscheiden sich leicht in ihrer Zusammensetzeg.Anteil der Phosphatidylcholin ist in
beiden Hartsubstanzen etwa gleich.

Weiterhin finden die ersten Schritte der Bildung sdeCholesterins bis zum
Farnesylpyrophosphat in den Peroxisomen statt (e al 2002). Cholesterin ist ebenfalls
ein Bestandteil der Zellmembranen und als Vorstuigwendig zur Synthese der
Hauptkomponente der Steroidhormone und der GalleasaHayashi und Oohashi 1995).
Die Fortsatze der Amelo- und Odontoblasten bestelusneiner langen ,Ausstilpung” der
Zellmembran. Interessanterweise waren auch im dmshen Cytoplasma die meisten
Peroxisomen lokalisiert, die einen hohen Gehalt [&@®xidationsenzymen enthielten.
Eventuell findet dort vermehrt peroxisomale [3-Oimta statt, die zur Herstellung von
Acetyl-CoA-Einheiten flhrt, die in die Cholestenimd Plasmalogensynthese eingeschleust
werden kdnnen (Karnati und Baumgart-Vogt 2009; Ksvet al 2002).

In Studien von Goldberg und Septier (2002) wurdatsédchlich hdéhere Mengen an
Cholesterin an den Odontoblastenfortsatzen naclegewi Sie beschrieben, dass vom
Zellkorper an bis in die Fortsdtze der Cholesteri@id zunimmt, sodass dieses dem
Zellfortsatz eine Art Schutzbarriere bietet. Ebes®bert sich so der Tomessche Fortsatz der
Ameloblasten vor dem, um ihn herum wachsenden, 8khnin anderen Zellen wurde
ahnliches beschrieben, weil auch in diesen Chalaster Zellmembran eine besondere
Stabilitat verleiht (Van Dijck et al 1976). Goldigeund Septier (2002) sprechen von zwei
unterschiedlichen Verteilungsmustern des Choleserin der Plasmamembran: 1)
Cholesterin, das membranasssoziiert in Lipidraft'tkemmt und die auch reich an
ungesattigten Fettsduren und Plasmalogenen sinéseDiLipidrafts haben wichtige
Funktionen in der Endozytose und Signalgebung ven Elasmamembran. 2) Freies
Cholesterin welches in der Zellmembran die Lipidaelpchichten der Odontoblasten- und
Ameloblastenfortsatze stabilisert und schitzt. Ahin Iasst ein Fehlen von essentiellen

Fettsduren (PUFA) die Membranen flr Wasser perreealverden und fuhrt zu einer

-102-



Diskussion

Epithelhyperplasie. PUFA sind Vorlaufer von Prokiadinen und Leukotrienen und
hemmen die Synthese von Entzindungsmediatoren Kifigo durch die ROS-bindende
Wirkung ihrer Doppelbindungen (Goldberg und Sep®£02). Somit schitzen sie die
Plasmamembran oder auch den Surfactantfilm in dergé vor toxischen Schadigungen
(Sosenko 1995; Zoeller et al 1999).

Interessanterweise sind peroxisomale 3-Oxidatiaysea auch fur die Modifikation und
Synthese von mehrfach ungesattigten Fettsduren APWéstandig (Hiltunen et al 1996)
welche u.a. auch in Plasmamembranen Sauerstoffdleddinden kdnnen, z.B. im Surfactant
der Lunge und dort eine wichtige Schutzfunktionneitmen (Sosenko 1995; Zoeller et al
1999). Inden Odonto- und Ameloblasten spielen die PUFA ainb wichtige Rolle in der
Signalubermittlung von der Plasmamembran bei Endseyorgangen (Goldberg und Septier
2002).

5.5.3. Kataboler peroxisomaler Lipidstoffwechsel -Regulation der Lipidhomoostase in
Zahngeweben durch peroxisomal@-Oxidation

Der Abbau von Fettsduren findet in Saugetierzeilenden Mitochondrien und in den
Peroxisomen statt. Fur diese Dissertation war insél#ichen die peroxisomaieOxidation
von Interesse. Bevor eine Fettsaure abgebaut wedden, muss sie durch CoA aktiviert
werden. Peroxisomale Membranen enthalten hierzui awderschiedliche Acyl-CoA-
Synthetasen fur die Aktivierung langkettiger undhirskangkettiger Fettsduren. Diese Acyl-
CoA-Derivate werden Uber ABC-Transporter (ABCD1ddych die Peroxisomenmembran in
die peroxisomale Matrix zuy-Oxidation eingeschleust (s.u.) (Wanders und WatarR006).

In der peroxisomalen Matrix kommen zwei verschiedgiOxidationsketten vor, in denen
jeweils vier hintereinanderfolgende Enzymreaktiostattfinden. Der erste Oxidationsschritt
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt derxigi@ionsketten, der beim Menschen
durch 2 verschiedene Acyl-CoA-Oxidasen katalysmrtl und bei dem bD, entsteht. Dies
sind: 1) die Palmitoyl-CoA-Oxidase (ACOXI) und d2¢ verzweigtkettige (branched-chain)
Acyl-CoA-Oxidase (ACOXII). Eicosanoide wie Prostagtine und Leukotriene werden
durch den 1B-Oxidationsweg abgebaut und anschlieend in vetd€iFzorm Uber die Niere
ausgeschiedema der 13-Oxidationsweg am Abbau von Eicosanoiden entscheliteteiligt
ist und Eicosanoide bei Entztindungsreaktionen imngawebe (Pulpa, Parodontium) eine
Rolle spielen, wurde ein Antikorper gegen ACOXIlwendet, um das Vorkommen dieses

Stoffwechselweges in Zahngeweben zu untersuchenteih@ wurde der peroxisomale
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Lipidtransporter ABCD3 nachgewiesen, der die Liplostrate Uber die peroxisomale
Membran in dig3-Oxidationskette einschleust (s.0.).

Alle Substrate der peroxisomalghOxidation, auch die Eicosanoide = Prostaglandine +
Leukotriene, konnen als Liganden fur nukleare Rewep wirken (u.a.
Peroxisomenpmliferator-&tivierte Rezeptoren=PPARS) und fihren Uber die Aktivierung vo
PPARs zu einer Peroxisomenproliferation und derulktidn der Gene peroxisomaler 3-
Oxidationsenzyme. Prostaglandine und Leukotriensteimen sekundéar nach der Freisetzung
von Arachidonsdure aus den Phospholipiden der 2efioman durch die Wirkung von
Cyclooxygenasen COX1/COX2 oder durch verschiedepexigenasen.

Bei Entziindungsvorgangen werden diese Lipidmedtatmermehrt freigesetzt und kénnen
somit PPARs induzieren, die wiederum Uber PPREARRRSsponsive Elemente) in der
Promoterregion eine Veradnderung und Induktion dktivikdt abhangiger Gene (z.B. der
peroxisomalen 3-Oxidation) auslésen. Hiermit kaorcd die peroxisomale 3-Oxidation die
Homoostase der Liganden nukledrer Rezeptoren imeSemes ,Feed-back Mechanismus*
aufrechterhalten werden (Karnati und Baumgart-\2§i8)

12, 15 Prostaglandin J2 stellt unter anderem eluggmden fiur PPARgamma dar. In neueren
Arbeiten wird weiterhin diskutiert, dass die Akeviing besonders von PPARgamma auch zu
der vermehrten Transkription antioxidativer Enzyrbeitragt, wodurch peroxisomaler
Lipidstoffwechsel und ROS-Stoffwechsel eng miteshem gekoppelt werden (Karnati und
Baumgart-Vogt 2008). Unter anderem stellen sie hdgm fir PPARgamma dar (12,15-
ProstaglandinJ2). PPARs sorgen allgemein fur dienétistase im Lipidstoffwechsel z.B.
durch Einwirkung auf die Lipoproteinsynthese undféenzierung von Adipozytemnd

durch die Regulation der peroxisomalen und mitodnalen 3-Oxidation.
5.5.4. Mogliche weitere Funktionen der Peroxisomeim Ca**-Haushalt der Zahngewebe

ATP-abhangige CGa-Pumpen entlang der Plasmamembran von Amelo- urzh®©blasten
spielen gemeinsam mit Eadlransportern des L-Typs in der Mineralisierung der
Zahnhartsubstanzen eine grof3e Rolle (Linde und dgramd1995; Sasaki und Garant 1986;
Sasaki et al 1997). aATPase-Aktivitat wurde bisher hauptsachlich an Bleismamembran
gefunden (Sasaki und Garant 1986), es sind aberh awcter unterschiedliche
Inkubationsbedingunge in intrazellularen Organelilembranen beschrieben worden (Linde
und Lundgren 1995; Sasaki und Garant 1986).

Neuere Studien zeigen, dass auch Peroxisomen zciu@apeicherung und -freisetzung in

der Lage sind. In diesem Zusammenhang wurde einé’-Kd@ase in der
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Peroxisomenmembran lokalisiert (Drago et al 2008ydRaudhury et al 2006). Der genaue
Mechanismus des peroxisomalen Calciumstranspateder noch nicht geklart. Laut dieser
Studien sollen aber die Peroxisomen eine wichtigkeRm Calcium-Haushalt einnehmen.
Unsere Farbungen haben gezeigt, dass gerade séhP@roxisomen in der Sekretionsphase
differenzierter Amelo- und Odontoblasten in fortsathen Arealen vorkommen. Gerade in
dieser Phase haben die Amelo- und Odontoblastem dinhen Bedarf an Calcium, weil es
ein wesentlicher Bestandteil zur Mineralisierung &hmelz- und Dentinmatrix darstellt.
Zukunftige Studien missen klaren, inwieweit Peroxien in den Fortsatzen der Amelo- und

Odontoblasten tatsachlich in dererfGidaushalt eingeschaltet sind.
5.6. Vergleich von Peroxisomen und Mitochondrien iZahngeweben

Mitochondrien weisen im Vergleich zu anderen Zejiorellen die meisten zellbiologischen
Gemeinsamkeiten zu Peroxisomen auf. Sie entstdbmmse durch Teilung und Proliferation
und ihre meisten Proteine werden an freien Ribosodes Cytoplasmas synthetisiert und
posttranslational in die Mitochondrienmembran odeatrix importiert (Delille et al 2009).
Weiterhin besitzen die Mitochondrien aupkOxidationsenzyme, mit denen sie jedoch ein
engeres Substratspektrum, besonders langkettigesabietn abbauen, und die daraus
entstandenen Reduktionsaquivalente zur spateren-@éiAnnung in die Atmungskette
einschleusen (Mannaerts und van Veldhoven 1996)oddondrien sind dadurch die
.Kraftwerke" der eukaryotischen Zellen. Sie diermm ATP-Produktion. Deshalb finden sich
besonders viele Mitochondrien in Zellen, die sehel vEnergie brauchen, wie z.B.
Muskelzellen (Bennighoff und Drenckhahn 2008).

Da Peroxisomen Fettsduren nur bis C8-Kettenlangdiesgn und die Zwischenprodukte in
Mitochondrien einschleusen, sind beide Organelleatabolisch aneinander gekoppelt
(Mannaerts und van Veldhoven 1996). D.h. die pemxiale [3-Oxidation tragt somit zur
Energiegewinnung der Zelle bei, obwohl Peroxisosalhst keine Energie gewinnen kdnnen,
weil ihnen das Elektronentransportsystem dazu f@kiherts et al 2002; Kleinig und Sitte
1992). Bei Uberladung der Mitochondrien mit Lipidemerden diese im Sinne eines
Uberlaufventils in die Peroxisomen zum Abbau eicbésust, z.B. bei der Behandlung mit
hypolipidamischen Pharmaka. Dabei werden auch HAR3 aktiviert und Peroxisomen
proliferieren stark zur Wiederherstellung der Lipiineostase (Fahimi 1969). Weiterhin
wurde bei peroxisomalen Krankheiten eine Mitochargproliferation beschrieben und
starke pathologische Mitochondrienalterationen miterdnderungen verschiedener

Atmungskettenkomplexe nachgewiesen (Baumgart 20@i).
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Nach Darstellung der Mitochondrien und der Peraxisno mittels anti-KomplexIll der
Atmungskette und anti-Pex14p-Antikorpern, fiel adédss beide Organellen unterschiedliche
intrazellulare Lokalisationen im Zahngewebe auferesWahrend die meisten Peroxisomen,
wie vorher bereits beschrieben, in den Hartsubst@machbarten Fortsatzen der Amelo- und
Odontoblasten zu finden waren, waren die Mitoch@mdvermehrt im darunterliegenden
restlichen Cytoplasma lokalisiert. In anderen Geameldes Kopfbereiches, wie z.B.
Mundhdhlenepithel oder Nackenmuskulatur waren dagdteroxisomen und Mitochondrien
gleichmafig verteilt. Im Vergleich zur Muskulatuitrhoher Mitochondrienzahl und relativ
weniger Peroxisomen enthielten die Zahngewebe ddserMundhohlenepithel in Relation
eine wesentlich hoéhere Anzahl von Peroxisomen. Wfihr die Mitochondrien in
Ameloblasten oder Odontoblasten die Energie fur /AbRangige Transportprozesse liefern
(z.B. Vesikeltransport) sind die apikal lokaliset Peroxisomen vermutlich vermehrt in
Lipidsyntheseprozesse und Schadstoffdetoxifikatioam Schutz der Fortsdtze und

Hartsubstanzen eingeschaltet.

5.7. Erste Hinweise auf veranderte Zahngewebe in Kmtkout-Mausen mit

peroxisomalem Biogenesedefekt (PEXB1-/-)

Bei Patienten mit milder Auspragung von peroxis@naBiogenesedefekten, z.B. mit
Mutationen des PEX1-Gens, wurden Schmelzhypoplas#ahnfehlstellungen und ein
verzogerter Zahndurchbruch beschrieben. Deshalm kaan davon ausgehen, dass ein
Verlust der Peroxisomen oder die Dysregulation plesoxisomalen Stoffwechsels bereits
wahrend der Zahnentwicklung zu krankhaften Ver&mogen der Zahngewebe fihrt. Aus
diesem Grund wurden neugeborene (P0) PBXI@-Mause auf Veranderungen untersucht.

Mittlerweile wurden drei verschiedene Pex1l PraeifPexl&-, -, y-) in Mausen
beschrieben, deren Funktion in den Prozess dexiBermenproliferation eingeschaltet sind
(Li et al 2002; Li und Gould 2002). Von diesem P&xProtein stellt PexBp, das
konstitutionell-regulierte, in den meisten Gewelerkommende Protein, zur Regulation der
Peroxisomenanzahl dar. PEXSEKO-Tiere stellen Uberraschenderweise trotz vorkaed
Peroxisomen, wenn auch in geringer Anzahl, ein gu#odell zur Untersuchung der
molekularen Pathogenese der Organdefekte bei peromilen Erkrankungen dar (Li und
Gould 2002). Da PEXBL-/- Méause bereits am ersten Tag nach der Gebustevben,
mussten die Untersuchungen am Zahngewebe an neagehoM&ausen (PO) durchgefiihrt
werden. Die Ergebnisse erbrachten eine eindeutigiar@ierung der Zahnentwicklung im

Vergleich zu Kontrollméusen des gleichen Alters.itéfein traten im Ameloblastenverband
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grof3e Lucken auf, die in kontrollierten unterschakekr Entwicklungsstadien nie vorhanden
waren. Man konnte deshalb eine Veranderung der éifedten vermuten, wodurch spater,
die in der Studie beschriebenen Schmelzhypoplasiett Zahnfehlstellungen auftreten
kénnten (Poll-The et al 2004). Deutlich konnte mReroxisomencluster und elongierte
tubulare Peroxisomen erkennen, die auch schoniletidl (2002) in Leberzellen bei den KO-
Tieren beschrieben wurden. Ahnlich wie im Zahngesvetheinen auch in der Niere und der
Leber eine Wachstums- und Differenzierungsverzdggriei den PEXIIKO-Tieren
vorhanden zu sein (Li et al 2002) was unter Umstandurch veranderte Reaktion auf
Wachstumsfaktoren bedingt sein kdnnte. Sowohl daandifferenzierung als auch der
Zahndurchbruch wird bekanntermafl3en durch verscheed&achstumsfaktoren gesteuert
(z.B. EGF, TGFs) und veranderte SignaltransdukimolVachstumsfaktorkaskaden fuhrt zu
verlangsamten oder abnormalem Zahndurchbruch (Atise 2002). TGH spielt weiterhin

in der Differenzierung der Odontoblasten eine be&ztale Rolle (Inage und Toda 1996) und
wird wahrend der Reizdentinbildung vorgefunden (Hgat al 2008). Weiterhin scheinen
auch IGFs in der Zahnentwicklung eine grof3e Ralls@elen (Caton et al 2005; Joseph et al
1993; Schroll 2004; Yamamoto et al 2006). IGFs wardh vielen Geweben exprimiert, um
die Gewebedifferenzierung und- proliferation angere sowie Apoptose einzuleiten. IGFs
sind Mediatoren des Somatotropin (Wachstumshormgrowth hormone = GH) welches die
Stutzgewebe zum Wachstum anregt (Knochen, Schibelzjn, Zahnzement) (Li et al 2009).
IGFs spielen eine wichtige Rolle fur das Ausforntem Mandibula und das Wachstum der
Zahne. Einen besonderen Einfluss nehmen sie ardedoblastendifferenzierung und deren
Schmelzsekretion (Caton et al 2005; Joseph et @8)19GF1 ist ein starker Stimulator der
Zellproliferation. In dieser Hinsicht hat IGF1 sogeinen gréReren Wachstumseffekt als
Somatotropin (Young 1995). In einer neueren Stkdiente weiterhin nachgewiesen werden,
das in Zahnorgankulturen die Amelogenin und Enamegfpression durch IGF1-Zugabe stark
anstieg (Caton et al 2005). Deshalb ist davon aemn, dass vermehrte IGF1-
Signaltransduktion eine erhdhte Schmelzsekretiah s&ch zieht. IGF1 scheint im Vergleich
hierzu weniger auf Odontoblasten zu wirken (Catonal 2005). Tatsachlich scheinen
Ameloblasten in einer Art autokrinen Regulation umterschiedlichen Stadien der
Zahnentwicklung selbst IGF1 und dessen Rezeptayathetisieren. In Praameloblasten war
durch in situ Hybridisierung noch keine IGF1-Syrsenachzuweisen, wahrend besonders
sekretorische Ameloblasten im Gegensatz hierzul@EFmRNAexprimierten (Joseph et al

1993). Auch IGF1Rezeptoren werden hauptsachliciuferen und inneren Schmelzepithel
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exprimiert (Joseph et al 1993). Im spaten Gloclahsim ist dieser Rezeptor kaum noch

nachweisbar (Bellone et al 1990).

Interessanterweise wurden Verdnderungen in der IGBignaltransduktion bei
Knockoutmausen mit peroxisomaler Defizienz und #edjer-Syndrom-Phanotyp (PEXp
beschrieben (Baes et al 1997). Weiterhin wurde Baas und Kollegen beschrieben, dass
auch Fibroblastenkulturen der PEX®Vduse mit einer geringen Proliferationsrate awf di
Zugabe von Wachstumsfaktor-Cocktails reagiertemiS&onnten sowohl die Retardierung
der Zahnentwicklung in den PEXAIMausen, als auch die Liickendefekte zu
Unregelmaliigkeiten in der Ameloblastenreihe, adfriBtgen in Wachstumsfaktorkaskaden
zurlckgefuhrt werden. Interessanterweise wurden andgrungen in  der IGF-
Wachstumsfaktorkaskade in PEX@ausen mit Zellweger-Syndrom beschrieben.
Wachstumsfaktoren (wie z.B. NGF, EGF) bewirken wamiin auch strukturelle
Veranderungen der Peroxisomen. Unter ihrem Einfligden diese Organellen vermehrt
tubulare Strukturen aus (Schrader et al 1999)idsad Dissertation wurden auch bei PEK11
F.Mausen im Zahngewebe vermehrt tubuldre Peroxisayamden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Bisgstdrungen der Peroxisomen (hier am
Beispiel der Maus PEXP! gezeigt) auch zu pathologischen Veranderungen im de
Zahngeweben von Mausen fihren, durch die die Zdbkte (z.B. verspéateter
Zahndurchbruch, Zahnfehlstellungen und Schmelzhgsog) bei den entsprechenden

Patienten erklart werden konnten.
Ausblick:

In der vorliegenden Dissertation wurden grundsétteli Arbeiten zur Charakterisierung des
peroxisomalen Kompartiments in verschiedenen Zmdityder Zahngewebe durchgefuhrt und
signifikante Veranderungen in diesem Kompartiment wen Entwicklungsstadien der
Amelo- und Odontoblasten in Knockoutmdusen mit piemmalen Biogenesedefekt
beschrieben. Jedoch mussen in zukinftigen Studeemmdlekularen Mechanismen, die zu
Entwicklungsfehlbildungen der Zahne bei peroxis@maKrankheiten fuhren, aufgeklart
werden. Die PEX13-Mause stellten diesbeziglich ein sehr gutes exarielles

Modellsystem dar, an dem durch selektive Mikrodiise von Amelo- und Odontoblasten
Uber vergleichende Microarray-Analysen, Verdndeemng des Expressionsmusters
spezifischer mMRNAs von Proteinen verschiedener digmsduktions- oder

Stoffwechselwege festgestellt werden kodnnten. Nalfklarung der entsprechenden

intrazellularen Veranderungen, konnten eventuelthameue Therapiemdglichkeiten zur
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Behandlung oder Vorbeugung von Organveranderung@&m &uch von Zahnmissbildungen)
bei Patienten mit peroxisomalen Krankheiten aufggzeerden.
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6. Zusammenfassung

Milde Formen peroxisomaler Krankheiten gehen mikidgnathie, Zahnfehlstellungen und
Schmelzhypoplasien einher. Trotz dieser bekanngdgmdefekte wurden diese Zellorganellen
und deren metabolische Funktion in Zahngewebercfedoch nicht untersucht. Peroxisomen
im Zahngewebe wurden lediglich in der Literatur emer ultrastrukturellen Studie in

Odontoblasten kurz erwéhnt, jedoch nicht naheradttarisiert.

Mein Ziel war es daher herauszufinden, inwieweiesdi Organellen in Zahngeweben
vorkommen und welche Aufgaben sie dort erfullenrkén. Zur Beschreibung peroxisomaler
Veranderungen waéhrend der Zahnentwicklung wurden uddéa verschiedener
Entwicklungsstadien (E13,5-P3 und P90) mit FormajdeFixans perfusionsfixert und zur
morphologischen Auswertung in Paraffin eingebetféeiterhin wurden Kopfpraparate von
Knockoutmdusen mit einem peroxisomalen Biogenes&tef(PEX1B, PO0.5) auf
Veranderung der Zahnentwicklung untersucht. Auflerdevurden in verschiedenen
Zahngeweben spezifische mRNAs peroxisomaler Pmted zelltypspezifischer Antigene
mittels RT-PCR an mikrodissektierten Material vonmélo- und Odontoblasten
nachgewiesen. Nach Etablierung von optimalen meéthbdn Vorraussetzungen zur
subzellularen Lokalisation von Organellen in Panaftfhnitten von Zahngewebe, konnten
mithilfe von monospezifischen Antikdrpern gegensebiiedene peroxisomale Markerproteine
(Katalase, Acyl-CoA-Oxidase |, ABCD3—Lipid-Transper, Biogeneseproteine: Pex13p
und Pex14p) Peroxisomen in verschiedenen Zahngewdibeh indirekte Immunhistochemie
mit ABC-Verfahren oder Immunfluoreszenz lokalisierund deren heterogene
Enzymzusammensetzung in spezifischen Zellen demgiakebe nachgewiesen werden.
Weiterhin wurde das Vorkommen der entsprechendeNAsRn Amelo- und Odontoblasten
gezeigt. Die Ergebnisse erbrachten eindeutig, ®&ssxisomen in allen Zahngeweben in
unterschiedlicher Anzahl und verschiedener Lokaésavorkommen. Jedoch besonders in
sekretorischen Amelo- und Odontoblasten ist diggdikompartiment stark ausgepragt. Im
Gegensatz zu Mitochondrien sind in diesen ZellenRkroxisomen besonders haufig in den
jeweils fortsatznahen Arealen lokalisiert, was gers@n mit dem Vorhandensein deren
metabolischer Enzyme auf eine spezifische Funktibeser Organellen wahrend der
Sekretionsphase schlief3en lasst. Im Gegensatz ant@asten beinhalten Peroxisomen in
Ameloblasten kaum Katalase-Protein, was zu eingirksten Empfindlichkeit der
Ameloblasten gegeniber von reaktiven Sauerstofispe@.B. HO,) fuhren koénnte. In

PEX113-Knockout-Mausen wurden eindeutige Entwicklungsmdeiungen in der
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Auspragung der Amelo- und Odontoblastenanordnumigdenen Maturierung nachgewiesen.
Das PEX1B-Knockout-Maus-Modell scheint sich deshalb gut fikiinftige Studien zur

Untersuchung der molekularen Pathogenese der Zabkhiliungen bei peroxisomalen
Krankheiten zu eignen.
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7. Summary

Patients with mild forms of peroxisomal disordelow facial dysmorphism, suffer from
deformations in dentition and exhibit enamel hyps@. However, no information is
available on peroxisomes in dental and paradeissids. In the peer reviewed literature in
one ultrastructural study peroxisomes were mentianeodontoblasts however, without any
closer characterization. To get some more insightshe functional role of peroxisomes in
dental tissues, in this dissertation the distridoutand enzyme composition of these organelles
were described in different stages of tooth develept (E13.5-P3) and knockout-mice with a
peroxisomal biogenesis defect (PEX11[3, P0.5) im&dehyde-fixed and paraffin embedded
tissue samples. In addition, fresh unfixed head®wamediately frozen to be used for laser-
assisted microdissection of ameloblasts and odtadtsbfollowed by RNA isolation and RT-
PCR analysis for the expression of marker genepéooxisomes and dental specific cell

types.

After establishment of the correct methodologicahditions for subcellular organelle
visualization by adaption of the immunohistochemié®8C-peroxidase method and the
indirect immunofluoreszence technique to dentadugs, peroxisomes and their enzyme
composition were analyzed in different cell typesl @ooth regions using monospecific
antibodies for different marker proteins such asleae, acyl-CoA-oxidase |, ABCD3-lipid-
transporter, Pex13p and Pex14p. Furthermore wetéet¢he corresponding mRNAs of the

peroxisomal genes in ameloblasts and odontoblasts.

The results of this thesis revealed the presencpeadxisomes in all dental tissues with
different intracellular distribution and abundaroetween distinct cell types. A significant
increase of the abundance and a redistributioreaiqisomes were noted during the course of
maturation of ameloblasts and odontoblasts. Inrashtto mitochondria, peroxisomes in
differentiated ameloblasts were localized mainlyhie vicinity of the Tomes process. During
this maturation process a strong heterogeneity evby)somal enzyme content appeared
within distinct cell types. A drastic down regutati of catalase in maturing ameloblasts was
noted in comparison to odontoblasts. The importaridenctional peroxisomal organelles for
tooth development and maturation of ameloblasts @thohtoblasts was demonstrated in
PEX113-knockout-mice in which the dental tissues werautiedifferent to the wildtyp. The
structural defects of ameloblast rows in teeth BXP1S” mice suggest that this animal
model is suitable to study the development of twht deformities occurring in patients with

peroxisomal disorders.
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overall structure of the (D74K) mutant is very similar to
the native one. Even though the salt bridge is corrupted
by point mutation, the N-domain of MmCen1-L
unexpectedly keeps the closed form. The transducin
binding of the (D74K) mutant shows higher signal
amplitudes in the light scattering assay than binding of
the native centrin 1. This study demonstrates detailed
structural aspects of the (D74K) mutant and that
tranducin-centrin interaction is affected by this mutation.
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Alteration of the peroxisomal compartment
during development of dental and paradental
tissues — Heterogeneity of peroxisomal
enzyme content in ameloblasts and
odontoblasts

WeRel I.", Baumgart-Vogt E.'
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Patients with mild forms of peroxisomal biogenesis
disorders show facial dysmorphism and exhibit dentition
problems accompanied by enamel hypoplasia.
However, no information is available on the role of
peroxisomes in dental and paradental tissues.
Therefore, we studied the distribution of these
organelles, their protein composition and the expression
of corresponding genes during dental development and
in mature decalcified teeth in mice. Perfusion-fixed
heads of mice of different developmental stages (E13.5
to adult) were cut in sagittal direction into two halves
and embedded in Paraffin for serial sectioning and
subsequent double-immunofluorescence preparations.
Unfixed heads of newborn mice were frozen in liquid
nitrogen and cryosections used for laser-assisted
microdissection of ameloblasts and odontoblasts, RNA
isolation and RT-PCR analysis. Our results revealed the
presence of peroxisomes already in the bud stage of
dental development. An increase of peroxisome
abundance was noted during differentiation of
ameloblasts and odontoblasts with the highest number
of these organelles in Tomes processes of mature
ameloblasts. A strong heterogeneity of peroxisomal
enzyme content developed within distinct dental cell
types. A drastic down-regulation of catalase in maturing
ameloblasts was noted in contrast to high levels of lipid
metabolizing enzymes in peroxisomes of these cells.
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Downregulation of centrin 2 via RNA
interference in mammalian cells
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Centrins are members of a highly conserved subgroup
of the EF-hand superfamily of Caz*—binding proteins
commonly  associated with  centrosome-related
structures. Centrosomes are the main microtubule
organizing centers in eucaryotic cells and are
composed of two centrioles which are embedded in the
pericentriolar material. During the cell cycle the
centrosome and centrioles duplicate before the cell can
divide properly. Centrin 2 is located in the inner lumen
of centrioles and is assumed to be involved in centriole
duplication. In the present study, centrin 2 was knocked
down in human HelLa-cells and murine NIH3T3 cells via
RNA interference (RNAi). These human centrin 2-
specific RNAi-analyses with Hela-cells revealed
multinuclear cells and cells with an aberrant number of
spindle poles. Our data confirm previous results
obtained in human Hela cells (Salisbury et al. 2002,
Curr.Biol:12:1287). The application of murine centrin 2
specific short interfering RNA to murine NIH3T3 also
induced aberrant numbers of centrioles, but did not
cause an increase of nuclei in the cells. These analyses
indicate that centrin 2 is essential for the centriole
duplication and the correct division of mammalian cells
in general.
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