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1 Theoretische Grundlagen 

1.1 Aufbau und Funktion der Gingiva 

Die Gingiva, auch als marginales Parodont bezeichnet, ist eines der 

Hauptelemente des Zahnhalteapparates (Harndt 1950; Häupl und Lang 1927; 

Weski 1921). Zusammen mit Desmodont, Alveolarknochen und Wurzelzement 

bildet sie das Parodont, ein funktionelles System, das den Zahn umfasst und ihn 

vor allem während mechanischer Belastung fest verankert (Gängler und Arnold 

2010). Das Parodont hält wechselnden Beanspruchungen hinsichtlich Intensität, 

Richtung und Dauer stand (Schroeder et al. 2012; Schultz-Haudt 1963). Es 

gewährleistet in gewissem Rahmen eine Anpassung an funktionelle und 

topographische Veränderungen und die Reparatur nach traumatischen 

Schädigungen (Wolf et al. 2012) . Zusammen mit der Region des harten Gaumens 

wird das Zahnfleisch zu der mastikatorischen Schleimhaut gezählt und ist somit 

Teil der Mundschleimhaut (Orban und Sicher 1946). Es begrenzt den 

Zahnhalteapparat zur Mundhöhle hin. Es deckt Alveolarfortsatz und interdentale 

Knochensepten ab und stellt die periphere Abwehr gegen externe Noxen sicher 

(Hellwig et al. 2010; Morgenroth  und Philippou 1998). Die Gingiva wird apikal 

durch Alveolarmukosa, Mundboden- oder Gaumenschleimhaut begrenzt und 

prinzipiell in drei elementare Regionen unterteilt (Kokubun 1929).  

Das orale Gingivaepithel (OE) stellt vom First der Gingiva die epitheliale 

Auskleidung der Mundhöhle dar. Es bedeckt die vestibulären und oralen 

Oberflächen und wird seinerseits in eine marginale und befestigte, sog. Ăattachedñ 

Gingiva differenziert. Der marginale Teil misst ca. ein bis zwei Millimeter, ist glatt, 

glänzend und fest resilient und bildet den koronalen Anteil des OE (Schroeder 

2000). Er geht palatinal direkt in die Gaumenschleimhaut über. Die attached 

Gingiva weist eine stippelige Konsistenz und eine blassrosa Farbe auf, kann dunkel 

pigmentiert sein und hat eine Ausbreitung von einem Millimeter bis zu sieben 

Millimetern (Hellwege 2003). Beide Regionen werden durch die gingivale Furche, 

die sich etwa auf Höhe der Schmelz-Zement-Grenze befindet, getrennt (Wolf et 

al. 2012). Vestibulär wird die attached Gingiva durch die Linea girlandiformis, 

lingual durch ein Äquivalent begrenzt (Schroeder 2000). 
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1.2 Histologie 

Histologisch handelt es sich bei der Gingiva um ein Gewebe, welches sich 

einerseits aus keratinisierendem, mehrschichtigem Plattenepithel mit 

vierschichtigem Aufbau aus Stratum basale, Str. spinosum, Str. granulosum und 

Str. corneum und andererseits aus der sich dem Epithel anschließenden Lamina 

propria zusammensetzt, die mit diesem papillenförmig verzapft und der dermalen 

Cutis sehr ähnlich ist (Müller 2012). Der generelle Aufbau der Gingiva ist zur 

Übersicht in Abb. 3.3 dargestellt.  

Zum Zahn hin schließt sich das orale Sulkusepithel (OSE) an. Dieses kleidet die 

laterale Wand des Sulcus gingivae aus und geht am Sulkusboden nach apikal in 

das Saumepithel (SE) über (Hellwege 2007). Alle drei Regionen zeichnen sich 

durch eine schnelle Regenerationsfähigkeit aus, wobei das SE ein doppelt so 

hohes Proliferationstempo aufweist wie das OE (Steiniger et al. 2010; Suerbaum 

et al. 2016; Wolf et al. 2012) . Das SE ist durch Hemidesmosomen fest an der 

Zahnoberfläche fixiert und umfasst den Zahnhals zirkulär (Meyer 1967). Es setzt 

sich histologisch aus zwei Schichten zusammen, dem mitotisch aktiven Str.  basale 

und dem nicht mehr teilungsfähigen Str.  suprabasale. Das SE ist von allen Seiten 

durch andere Gewebe begrenzt, nur nach koronal läuft es frei in den Boden des 

Sulcus gingivae bzw. in den interdentalen Col aus (Wolf et al. 2012) . Dem SE wird 

die maßgebliche Rolle für das Verständnis der Entstehung der Parodontitis 

zugeschrieben (Maeda et al. 1994). 

Die Zellen des Saumepithels wandern ohne sich zu differenzieren nach zentro-

koronal ins Str. suprabasale und weiter an die freie Oberfläche heran. Je weiter 

die Zellen nach koronal steigen, desto mehr Lysosomen produzieren sie, die sie 

zur Phagozytose eindringender Mikroorganismen befähigen (Lange und Schroeder 

1971; Lange 1972; Schroeder 1987). 

Der Epithelansatz, der durch Hemidesmosomen und eine ca. 90 nm dicke 

Basalmembran stabilisiert wird, ist als Fixierung des Saumepithels an der 

Oberfläche des Zahnes sehr robust (Oehlke 2019). Diese Fixierung ist jedoch 

keineswegs rigide, sondern wird von stetig neu an die Basalmembran haftenden 

Zellen aus dem Str. suprabasale gebildet. Diese müssen ihre Haftkontakte 

perpetuell lösen und neu aufbauen (Radlanski 2011; Schroeder 2000).  
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Ein Einreißen des Saumepithels ist durch geringe Kraftausübung zwar leicht zu 

bewirken, allerdings nicht am Epithelansatz, sondern ausschließlich interzellulär 

(Gängler und Arnold 2010).  

Außer den SE-Zellen befinden sich im Saumepithel vereinzelt Leukozyten, v. a. 

neutrophile Granulozyten. Anders als im oralen Gingiva- und Sulkusepithel gibt es 

im Saumepithel weder Melanozyten noch Merkelzellen (Schroeder 1987).    Es ist 

für bis zu 80 kDa große Moleküle und sogar Bakterien permeabel (Schroeder 

1987; Steiniger et al. 2010) . Diese werden aber durch die zur Phagozytose 

befähigten Saumepithelzellen sowie neutrophile Granulozyten abgefangen. So 

durchdringen in einem intakten, vollbezahnten Gebiss etwa 30.000 neutrophile 

Granulozyten pro Minute das Saumepithel in Richtung Mundhöhle (Schroeder 

1973). 

Dem Epithel schließt sich direkt das kollagene Faserwerk der Tunica propria 

mucosae an. Der supraalveoläre Faserapparat bildet ein derbes und sehr dichtes 

Gewebe, worin Gefäße und Nerven eingebettet sind (Steiniger et al. 2010) . An 

der epithelial-bindegewebigen Grenzfläche ist das subepitheliale Bindegewebe mit 

dem Epithel durch hohe bindegewebige Papillen, die auch als Reteleisten 

bezeichnet werden, verzapft (Wolf et al. 2004) . Diese können im Alter an Stärke 

zunehmen und sich sogar ähnlich den Papillae fungiformes in der Zunge 

kolbenartig verdicken (Kölliker 1858). 

Ebenso wie die gingivalen Epithelien hat das Bindegewebe des marginalen 

Parodonts eine hohe Umsatzrate, was durch die großen Anteile nicht vernetzten 

Kollagens erklärbar ist (Gängler und Arnold 2010; Sodek 1977). 

 

1.3 GefªÇversorgung 

Die ausgesprochen intensive Blutversorgung der Gingiva in Ober- und Unterkiefer 

wird größtenteils durch die A. maxillaris gewährleistet. Im Oberkiefer sind es von 

distal nach mesial vestibulär und palatinal die Äste A. alveolaris superior posterior, 

A. infraorbitalis, A. palatina major und A. nasopalatina aus der Pars 

pterygopalatina, die die arterielle Versorgung übernehmen (Schulte et al. 2018). 

Die A. alveolaris inferior, die A. mentalis aus der Pars mandibularis und die 

A. buccalis der Pars pterygoidea sowie die A. sublingualis aus der A. lingualis 
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versorgen das Zahnfleisch des Unterkiefers. Der Abfluss geschieht über die 

V. alv. sup. und V. alv. inf., die in den Plexus pterygoideus und die V. maxillaris 

münden, sowie über die V. facialis, die durch das Foramen mentale zieht. Sie 

folgen dem Verlauf der Arterien (Drake et al. 2007; Koller  und Sapra 2021).  

Das Blut aus den drei Quellgebieten, dem Foramen apicale, dem Alveolarknochen 

und den Markräumen sowie der Gingiva selbst wird durch Anastomosen an der 

Zahnwurzel vereint. Die Gefäße bilden das Wurzelgeflecht. Eine Kombination aus 

terminalen Kapillarschlingen und netzartigen Gefäßstrukturen, die terminale 

Endstrombahn, ermöglicht die Versorgung der Gingiva aus der Lamina propria 

über die Bindegewebspapillen bis in das Epithel hinein (Illig 1964b; Schroeder 

2000; Wolf et al. 2004) . Die kleinen Arterien und Arteriolen besitzen im Gegensatz 

zu den ihnen nachfolgenden Kapillaren eine Muskelschicht, die sie befähigt, je 

nach Füllungszustand der folgenden Gefäße sich zu verengen oder zu dilatieren 

(Illig 1964a) . 

 

1.4 Lymphabfluss 

Die feinen Lymphgefäße folgen dem Verlauf der Venen. Die Lymphe fließt zunächst 

in die Nodi lymphoidei submandibulares und submentales, diese münden in die 

Nodi lymphoidei cervcales profundi (Schulte et al. 2018). 

 

1.5 Innervation 

1.5.1 Die Innervation der Gingiva im Allgemeinen 

Das Zahnfleisch wird sensibel vom N. trigeminus (N. V) innerviert (Dieck und 

Fujita 1935). Der fünfte Hirnnerv tritt mit seiner Portio major, dem sensiblen Anteil 

und der anteromedial davon verlaufenden kleineren, motorischen Wurzel seitlich 

des Pons aus und spaltet sich in drei magistrale Äste auf: den N. ophthalmicus, 

den N. maxillaris und den N. mandibularis (Schulte et al. 2018). Er innerviert den 

gesamten Gesichtsbereich sensibel und kann neben mechanischen und 

propriozeptiven Stimuli auch thermische und chemische Reize wahrnehmen 

(Trepel 2008). 
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Im Oberkiefer versorgt der N.  maxillaris mit dem Plexus dentalis superior die 

labialen bzw. bukkalen Areale sowie die Interdentalflächen (Schroeder 2000). Der 

Plexus setzt sich zusammen aus den Rr. alveolares superiores posteriores, die 

direkt aus dem N. maxillaris hervorgehen und Zähne und Gingiva der 

Molarenregion versorgen, sowie dem R. alveolaris superioris medius und den 

Rr. alv. sup. anteriores, die aus dem N. infraorbitalis (Stöhr 1928) treten und die 

Prämolarenregion mit den gingivalen Partien bzw. die Frontzahnregion und das 

labiale Zahnfleisch innervieren (Waldeyer et al. 1993). Signale aus der palatinalen 

Gingiva werden distal von den Nn. palatini majores und mesial von dem 

N. nasopalatinus wahrgenommen (Langford 1989; Stöhr 1928) .  

Der Unterkiefer wird vom N.  mandibularis innerviert. Die Lingualflächen der 

Gingiva werden vom N. lingualis, die Außenflächen posterior in Regio des zweiten 

und dritten Molaren vom N.  alveolaris inferior, mesial davon vom N. buccalis und 

in der Front durch den N. mentalis, der dem N. alveolaris inferior entspringt, 

versorgt (Kondic 2013). 

Die interdentalen Bereiche der Gingiva werden im Oberkiefer durch die palatinalen 

und vestibulären Innervationsfelder, bzw. die lingualen und bukkalen im 

Unterkiefer überlappend erreicht (Rosenbauer 1998; Waldeyer und Fanghänel 

2003). Es ist zumeist eine enge Verbindung zwischen der nervalen und der 

Gefäßversorgung zu beobachten (Plenk und Raab 1969). 

 

1.5.2 Die Innervation der Gingiva im Speziellen 

Die Innervation des menschlichen Zahnfleisches stand in der Mitte des vorletzten 

Jahrhunderts, ausführlicher aber erstmals am Anfang des 20. Jahrhunderts, im 

Mittelpunkt zahnärztlich histologischer Untersuchungen. 

Kölliker beschrieb 1858 das Vorkommen mehrfacher Kapillarschlingen sowie 

einzelner Nervenfasern im Inneren größerer Papillen (Kölliker 1858; 1859). 

Elin untersuchte die Nerven der Mundschleimhaut an Kaninchen (Elin 1871) und 

Botezat an Maulwürfen (Botezat 1907). Beide berichteten, die Mundschleimhaut 

weise Nervenendigungen auf, die zunächst in der Mukosa markhaltig seien und 

im Verlauf in marklose Fasern übergingen, sich weiter verzweigten und netzartig 

mit anderen Fasern zusammenhingen. Die Autoren Jurijewa, Kadanoff, Kokubun, 
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Lautenbach und Sauerwein, Balogh und Csiba, Plenk und Raab, Byers und Holland 

sowie Maeda et al. sind sich einig über das Vorkommen von marklosen, 

Ăultraterminalenñ (Balogh und Csiba 1967) Nervenfasern beim Menschen, die bis 

ins Epithel hinein reichen und dort auslaufen (Balogh und Csiba 1967; Byers und 

Holland 1977; Jurijewa 1913; Kadanoff 1928; Kokubun 1929; Lautenbach und 

Sauerwein 1965; Maeda et al. 1994; Plenk und Raab 1969).  

Während zunächst nur eine spärliche Innervation der Gingiva angenommen wurde 

(Goadby 1923), wurde dies in der Folgezeit durch die Arbeiten von Kadanoff, 

Kokubun, Radden und Ramieri widerlegt (Kadanoff 1927; Kokubun 1929; Radden 

1945; Ramieri et al. 1990) . Durch die ultrastrukturellen Untersuchungen von 

Schnorpfeil und seinen Mitarbeitern konnte die Divergenz der beiden 

letztgenannten Ergebnisse erklärt werden. Sie konnten zeigen, dass keine 

ausgewogene Ausbreitung autonomer Nervenfasern im gesunden Parodont 

vorliegt, sondern vielmehr Bezirke dichter Innervation an dünn bestückte 

Regionen angrenzen und dies eine melierte Innervationsform ergibt (Schnorpfeil 

et al. 1991) .  

Hinweise auf eine vegetative Versorgung der Gingiva ergaben sich erstmalig 

aufgrund der Untersuchungen von Rabinowitsch (Rabinowitsch 1932). Er 

interpretierte  markhaltige Fasern, die dem Verlauf der Gefäße folgten und sowohl 

innerhalb als auch außerhalb der Gefäßwände verliefen, als vegetative 

Nervenfasern des Sympathikus. Da er seine Proben von Hunden und Katzen 

postmortal entnommen hatte , wurden seine Ergebnisse kritisch hinterfragt  

(Lautenbach und Sauerwein 1965).  

Technologien wie die Immunhistochemie und veränderte Fixierlösungen 

ermöglichen heute jedoch auch die Analyse von Gewebeproben, welche einem 

Individuum bis zu mehrere Stunden postmortem entnommen wurden, ohne eine 

nennenswerte Varianz der Ergebnisse hervorzurufen (De Groot et al. 1995; Fink 

und Weihe 1988; Steinriede 2005). Seine Beobachtungen stehen zudem im 

Widerspruch mit der inzwischen allgemein anerkannten Vorstellung in 

einschlägigen Fachbüchern, dass postganglionäre Fasern des Sympathikus 

keineswegs myelinisiert, sondern unmyelinisierte Fasern sind (Berlit 2013; Boron 

und Boulpaep 2012; Schmidt et al. 2013; Seifert 2018; Trepel 2008; Waldeyer  und 

Fanghänel 2009).  
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Zerosi beschrieb freie Nervenendigungen, die zum Teil von zarten sympathischen 

Fasern begleitet wurden und Hattyasy unterschied die das Parodont 

innervierenden Nerven in zerebrospinal sensible und vegetative Fasern (Hattyasy 

1955; Zerosi 1946). Auch Stöhr maß dem Sympathikus eine wichtige Rolle bei der 

Innervation der Gingiva bei (Stöhr 1951). 

Durch Karnovsky's Thiocholin-Methode zur Cholinesterasedarstellung (Karnovsky 

und Roots 1964) und dem fluoreszenzmikroskopischen Katecholaminnachweis 

nach Falck und Torp konnten Plenk und Raab die Existenz cholinesterase-positiver 

sowie adrenerger Fasern im menschlichen Zahnfleisch nachweisen (Falck und Torp 

1962; Plenk und Raab 1969). Sie berichteten, die vegetativen Fasern seien nicht 

nur mit groÇkalibrigen GefªÇen assoziiert, sondern auch Ăisoliert von Kapillaren 

und GefªÇen im Bindegewebe des Papillarkºrpersñ zu finden (Plenk und Raab 

1969). 

Aufgrund des häufig nebeneinander vorkommenden Auftretens von Vesikeln in 

einem Axon vermuteten bereits Jabonero und van der Zypen eine gemeinsame 

vegetative Endstrecke adrenerger und cholinerger Fasern (Jabonero 1953; van 

der Zypen 1967).  

Rajeswari und Satyanarayana beschrieben nach fluorimetrischer und spektral-

fotometrischer Analyse die Existenz cholinerger und u. a. noradrenerger 

Komponenten in humanen Proben gesunder und entzündeter Gingiva (Rajeswari 

und Satyanarayana 1990; Satyanarayana und Rajeswari 1990). 

Erste immunhistochemische Untersuchungen stammen von Luthman, der sich mit 

der Verteilung von Neurotransmittern in pathologisch veränderter Gingiva und 

dem Vergleich zur Neurotransmitterdistribution im gesunden Zustand 

beschäftigte, jedoch keine signifikanten (sig.) Veränderungen des autonomen 

Nervensystems verzeichnen konnte (Luthman et al. 1989) .  

Schnorpfeil et al. konnten allerdings durch ultrastrukturelle Analysen deutliche 

Degenerationsprozesse in entzündlichen Parodontopathien nachweisen 

(Schnorpfeil et al. 1991).  

Nicht nur die hohe Innervationsdichte der Gingiva, sondern ebenso ein großer 

Formenreichtum freier Nervenendigungen und Nervenendkörperchen wurden von 

vielen Autoren hervorgehoben (Balogh und Csiba 1967; Jurijewa 1913; Kadanoff 

1928; Kokubun 1929; Lehner und Plenk 1936; Levi 1965; Plenk und Raab 1969). 
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Allein Ceccherelli beschrieb zehn Formen von Nervenendigungen in oralen 

Schleimhäuten (Cecherelli 1908). Ferner wurde die Existenz von Krause-

Endkolben (Jurijewa 1913; Kadanoff 1928), Meissner-Körperchen (Kadanoff 1928; 

Ramieri et al. 1992), Merkelzellen (Gauweiler et al. 1988; Hashimoto 1972; 

Luzardo-Baptista und Garcia-Tamayo 1974; Moayedi et al. 2018; Ness et al. 1987; 

Nikai et al. 1971; Ramieri et al. 1990)  und freien extra- bzw. intraepithelialen 

Nervenendigungen (Hattyasy 1955; Kadanoff 1928; Lehner und Plenk 1936; 

Maeda et al. 1994) beschrieben. 

Ebenso sollen, wenn auch nur in geringem Maß, drucksensitive Golgi-Mazzoni-

Körperchen in Papillennähe (Kokubun 1929), Ruffini-Körperchen (Warhonowicz et 

al. 2006), und kapsellose, den Ruffini-Körperchen ähnliche Endigungen (Byers et 

al. 1986), die als Dehnungsrezeptoren fungieren, beobachtet worden sein. Ruffini-

Körperchen wurden in weit höherer Ausprägung in der Schleimhaut des harten 

Gaumens nachgewiesen (Halata und Baumann 1999). 

Die Krause-Endkolben (Krause 1860) sind eingekapselt und zählen zu 

Lamellenkörperchen. Sie sind langsam adaptierende Mechanorezeptoren 

(Waldeyer und Fanghänel 2003) und befinden sich nicht in der Subkutis, sondern 

zwischen dem Str. papillare und dem Str. reticulare. Aufgrund ihrer  oberflächlichen 

Lage sind sie sowohl druck- als auch temperaturempfindlich (Tittel 2003) . 

Ruffini-Körperchen sind ebenfalls umkapselte Lamellenkörperchen und haben 

daher einen ähnlichen Aufbau. Allerdings gehören sie zu den schnell 

adaptierenden Mechanorezeptoren (Waldeyer und Fanghänel 2003). Auch die 

Golgi-Mazzoni-Körperchen bzw. paciniformen Körperchen gehören zu den 

bekapselten sensiblen Nervenendigungen. Diese Lamellenkörper besitzen 

mindestens zwei Innenkolben (Welsch 2009) und sind ansonsten ausschließlich in 

der Leistenhaut der Fingerkuppen zu finden. Wie die Ruffini-Körperchen dienen 

sie ebenfalls der Wahrnehmung schneller Bewegungen, insbesondere von 

Vibrationen (Umphred 2000).  

Den freien Nervenendigungen werden die Nozizeption und die kalt- bzw. 

warmspezifische Thermosensorik zugeschrieben (Drake et al. 2007) . 

Die Meissner-Körperchen und Merkelzellen sind berührungs- und tastempfindlich, 

wobei erstgenannte zu den schnell adaptierenden (Ărapidly adaptingñ: RA), 

letztere zu den langsam adaptierenden (Ăslowly adaptingñ: SA) 
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Mechanorezeptoren (Iggo  und Muir 1969) gezählt werden. Meissner-Körperchen 

sind in den Spitzen des Str. papillare direkt unter dem Epithel zu finden (Waldeyer 

und Fanghänel 2003) und gehören wie die Krause-Endkolben zu den 

Lamellenkörperchen. Sie sind bekapselt und von terminalen Schwannzell-Stapeln 

umhüllt (Welsch 2009). 

Die unbekapselten Merkelzellen liegen im Str. basale und Str. spinosum (Waldeyer 

und Fanghänel 2003). Tashibana beschreibt sie innerhalb der epithelialen 

Reteleisten (Tachibana et al. 1982). Sie senden kurze fingerförmige Ausläufer in 

die Peripherie zwischen den Basalzellen (Nikai et al. 1971)  und sind mit ihnen über 

Desmosomen verbunden (Rickelt et al. 2011; Schwartzkopff 1974) . Sie sind für 

das Feingef¿hl und den Tastsinn zustªndig. Durch den ĂMerkelzell-Neurit-

Komplexñ stehen sie ¿ber flache Synapsen mit den myelinisierten dendritischen 

Fasern der Spinalganglienzellen in Verbindung (Chen et al. 1973; Munger 1977; 

Munger et al. 1971; Winkelmann und Breathnach 1973). Sie können kumuliert in 

Clustern, den sog. Haarscheiben (English 1977) oder Ătouch domesñ auftreten 

(Iggo  und Muir 1969). Diese Cluster sind vorzugsweise in der mastikatorischen 

Mukosa, also Gaumen und Gingiva, und in der Gingiva besonders lingual im 

Unterkiefer zu finden (Orban und Sicher 1946; Turner 1983).  

Ultrastrukturelle Analysen (Hartschuh und Grube 1979; Hartschuh und Weihe 

1980) und immunhistochemische Untersuchungen (Gauweiler et al. 1988; 

Hartschuh et al. 1983; Weihe et al. 1998)  weisen auf einen neuroendokrinen 

Charakter der Merkelzellen hin. Moll und Ness und ihre Mitarbeiter unterstützen 

die Annahme des neuroendokrinen Charakters, jedoch wandern die Merkelzellen 

ihrer Ansicht nach nicht aus der Neuralleiste in das Epithel ein, sondern seien 

epithelialen Ursprungs (Moll et al. 1984; Ness et al. 1987) . English und Tachibana 

meinen, Hinweise darauf gefunden zu haben, dass Merkelzellen von Keratinozyten 

abstammen (English 1974; Tachibana und Ishizeki 1981; Tachibana und Nawa 

1980; Tachibana et al. 1982). Andere Autoren hingegen befürworten die 

neuroektodermale Herkunft mit anschließender Immigration der Zellen in das 

Epithel (Breathnach 1971; Fortman und Winkelmann 1977; Hashimoto 1972). Aus 

jüngeren Untersuchungen beschreibt Lumpkin einen Zusammenhang zwischen 

Merkelzellen und der Lichtber¿hrung ĂLight touchñ.  
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Sie vermutet, dass Merkelzellen zur Orientierung im Dunkeln dienen und 

untersuchte dieses an nachtaktiven Tieren, genauer an transgenen Mäusen 

(Maricich et al. 2009). 

 

1.6 Zellulªre Komponenten des Epithels 

Alle nicht-epithelialen Zellen, die neben den Keratinozyten im Epithel von Haut 

und Gingiva vorkommen, werden unter dem Begriff Ăatypische Zellenñ 

zusammengefasst. Ihr Anteil im Epithel liegt bei etwa 10  % (Hellwig et al. 2010; 

Schroeder und Münzel-Pedrazzoli 1970). Da sie im Elektronenmikroskop heller als 

keratinproduzierende Epithelzellen erscheinen, werden sie auch als ĂClear Cellsñ 

bezeichnet (Hellwig et al. 2010; Reddy 2008) . Zu ihnen zählen die Melanozyten, 

Langerhans-Zellen und Merkelzellen. 

Die Melanozyten haben durch ihre langen zytoplasmatischen Fortsätze, die sie 

weit zwischen die angrenzenden Zellen strecken, ein sternförmiges Aussehen und 

liegen im Str. basale (Barker 1967). Sie stammen aus der Neuralleiste (Mayer 

1973) und produzieren sog. Melanosomen. Über ihre Fortsätze setzen die 

Melanozyten nicht nur in der Haut, sondern auch in der Gingiva  melaninhaltigen 

Granula an ihre Umgebung frei und führen damit auch in der Gingiva zu 

unterschiedlichen Färbungen der Gingiva verschiedener Populationen (Müller 

2006). Die Zellen in der unmittelbaren Nachbarschaft der Melanozytenfortsätze 

umschließen diese haubenartig und können so via Phagozytose die sezernierten 

Melanosomen aufnehmen, welche dort zur Pigmentierung führen (Klaus 1969; 

Müller 2006; Okazaki et al. 1976). Der Anteil der Melanozyten im Epithel liegt bei 

7-9 % (Barker 1967) und ist von der Hautfarbe unabhängig. Einzig Melanozyten 

besitzen die Fähigkeit Melanin zu synthetisieren. Katalysiert durch die Tyrosinase 

wird Tyrosin innerhalb der Melanosomen über mehrere Zwischenstufen wie DOPA 

und Dopachinon zu Melanin umgewandelt (Schenk und Leijnse-Ybema 1974). 

Langerhans-Zellen (Langerhans 1868) sind dendritische Zellen (DC), die durch 

ihre charakteristischen tennisschläger-förmigen Birbeck-Granula bereits 

lichtmikroskopisch auffallen (Hoffbrand 2003) . Sie haben ihren Ursprung im 

Knochenmark und sind verwandt mit den Zellen der Monozyten-Makrophagen-

Histiozyten-Reihe (Luthman et al. 1989; Sauget et al. 1986). Langerhans-Zellen 
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befinden sich suprabasal, v. a. aber im Str. spinosum und bilden mit einer Dichte 

von bis zu 500/mm2 dort als antigenpräsentierende Zellen die erste und 

frühzeitige Immunabwehr und können so helfen, eine weitere Antigenpenetration 

zu verhindern (Barrett et al. 1996) .  

Über MHC II -Komplexe aktivieren sie bei einer Immunreaktion hauptsächlich 

T-Helfer-Lymphozyten (Sauget 1986). 

Auf die Rolle der Merkelzellen wurde in Abschnitt 1.5.2 eingegangen. 

 

1.7 Zellulªre Komponenten des Bindegewebes 

Auch das Bindegewebe enthält eine ganze Reihe heterogener Zellarten. Hier sind, 

abgesehen von Fibroblasten, die allein 65 % des gesamten zellulären Anteils 

ausmachen, vornehmlich Mastzellen, Plasmazellen, Makrophagen und 

polymorph-kernige Granulozyten hervorzuheben (Hellwig et al. 2010) . 

 

1.7.1 Mastzellen 

Mastzellen stammen von pluripotenten hämatopoetischen Zellen des 

Knochenmarks ab. Sie beginnen ihre Differenzierung im Knochenmark, bevor sie 

in die bindegewebige und mukosale Peripherie immigrieren und sich dort 

vollständig ausdifferenzieren (Steinsvoll et al. 2004). Sie kommen im 

Bindegewebe v. a. perivaskulär gehäuft vor (Zachrisson 1967). Entlang ihrer 

äußeren Begrenzung weisen sie eine Vielzahl an zytoplasmatischen Fortsätzen 

auf (Lindhe 1986; Schroeder und Page 1990). 

Mastzellen fallen durch eine starke Basophilie auf. Sie resultiert aus der Synthese 

und Speicherung von biologisch aktiven Substanzen, wie proteolytischen 

Enzymen, Histamin, Serotonin (Miller et al. 1978) , dem Proteoglykan Heparin und 

pro-inflammatorischen Zytokinen in den Vesikeln (Miller et al. 1978; Steinsvoll et 

al. 2004). Des Weiteren produzieren Mastzellen die Matrix-Metalloproteinasen 

(MMP) 1, 2 und 8 (Naesse et al. 2003). 

Die Mastzellen sind stark an der Interaktion entzündlicher Prozesse beteiligt und 

nehmen eine wichtige Rolle in der Ăgingivalen Homöostaseñ wahr (Steinsvoll et 

al. 2004). Der Transport von Histamin in die Vesikel der Mastzellen erfolgt 
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Tetrabenazin-sensitiv durch den vesikulären Monoamintransporter 2 (VMAT2) 

(Erickson et al. 1996a).  

 

1.7.2 Plasmazellen, Makrophagen und polymorphkernige 

Granulozyten 

Plasmazellen sind durch Interaktion mit Interleukinen (IL) aktivierte B -

Lymphozyten und ebenfalls meist mit Blutgefäßen assoziiert (Payne et al. 1975). 

Sie sind im Zusammenhang mit pathologischen Veränderungen bedeutend 

(Schroeder und Page 1972) und Teil der humoralen Imm unabwehr. Makrophagen 

sind ebenfalls aktiv an der zellulären Immunabwehr beteiligt (Lindhe 1986; 

Schroeder und Page 1990). Spezielle Rezeptoren ermöglichen die Erkennung von 

Oberflächenmolekülen der Bakterien, die erkannten Antigene werden nach ihrer 

Prozessierung in Phagosomen den T-Zellen präsentiert, was die spezifische 

Immunantwort amplifiziert (Gordon 2002). Makrophagen sezernieren zudem eine 

Reihe biologisch aktiver Substanzen, wie Zytokine und Proteasen (Lee et al. 

1995), wobei insbesondere IL-1 eine Reihe von relevanten immunologischen 

Prozessen initiiert. Makrophagen spielen daher eine Schlüsselrolle bei 

Entzündungen und in der Regulation der Immunabwehr.  

Neutrophile Granulozyten werden wegen der strukturellen Veränderung ihres 

Zellkerns, von stab- zu segmentförmig, auch polymorphkernige Granulozyten 

genannt und sind myeloischen Ursprungs. Sie haben in der Peripherie nach 

Verlassen des Knochenmarks eine geringe Lebensdauer von etwa 24 bis 48 

Stunden (Siegenthaler und Amann-Vesti 2006). Neutrophile Granulozyten 

phagozytieren Pathogene und synthetisieren eine Reihe von Hydrolasen, 

Esterasen, Kollagenasen und weitere mikrobizide Substanzen. Zudem Ăfangenñ 

sie Bakterien mit sog. ĂNeutrophil extracellular trapsñ, Netzen aus DNA, 

Chromatin und Elastase (Brinkmann et al. 2004) . In der Gingiva treten sie wie 

auch in anderen Geweben besonders gehäuft auf, sobald es zu 

Entzündungsprozessen kommt. 
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1.8 Die Pathogenese von Gingivitis und Parodontopathien 

Die entzündliche Parodontalerkrankung ist eine weltweit verbreitete, chronische 

Krankheit bakterieller Genese, die multifaktoriell bedingt ist. Sie kann in allen 

Altersstufen und in verschiedenen Formen, unterschiedlich schnell und in 

variabler Intensität zu einer gegebenenfalls irreversiblen Degeneration des 

Zahnhalteapparates und durch eine daraus folgende Resorption des 

Alveolarknochens zu einem Verankerungsverlust führen (Kornman 2008). 

Die Infektion der oralen Flora mit virulenten Bakterien, die durch einen 

mikrobiellen Zahnbelag (Plaque) am dentogingivalen Saum (Löe 1965) ermöglicht 

wird, ist die primäre Ursache der parodontalen Erkrankung (Page 1999; Page und 

Beck 1997). 

Sekundäre Cofaktoren exogenen Ursprungs und endogene Risikofaktoren 

beeinflussen diese und führen zu einer Dysregulation der vom Wirt ausgehenden 

entzündlichen Immunantwort (Salvi et al. 1997). 

Zu den exogenen Cofaktoren gehören u. a. Stellungsanomalien und anatomische 

Formvariationen, die eine Akkumulation von Plaque fördern, außerdem 

Mundatmung und Rauchen (Genco et al. 1999; Grossi et al. 1994) . Die 

Gesamtheit der endogenen Faktoren fasst die genetische Disposition (Kornman 

et al. 1997; Michalowicz et al. 1991), die Speichelzusammensetzung, die 

Wirtsabwehr sowie das Alter und bestimmte Systemerkrankungen, wie 

beispielsweise Arteriosklerose, Diabetes mellitus, rheumatoide Arthritis und 

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises zusammen (Beck et al. 1996; 

Koller und Sapra 2021; Offenbacher et al. 1999; Pischon et al. 2008). Auch eine 

Assoziation zu chronischer Migräne wurde in jüngerer Zeit beschrieben (Ameijeira 

et al. 2017; Ameijeira et al. 2019; Huang et al. 2021; Leira et al. 2019) .  

Die Kombination der oben genannten Faktoren bestimmt das individuelle 

Erkrankungsrisiko und die Variabilität der Erkrankungsintensität für den einzelnen 

Patienten (Kornman 2008; Mutschelknauss und Diedrich 2000).  

Von den mehr als 700 verschiedenen Bakterienspezies (Chen et al. 2015; Deo 

und Deshmukh 2019; Moore und Moore 1994; Paster et al. 2001), die sich in der 

Mundhöhle des Menschen habituell befinden, ist die Mehrzahl, ausgenommen 

vereinzelter Phylotypen, als Kommensalen stets anzutreffen. Bisher wurden 29 

charakterisierte Phylotypen ausschließlich parodontitis-assoziiert und nicht in 
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gesunder Gingiva beobachtet, andere von den sich konstant in der Mundhöhle 

befindenden Taxa sind opportunistisch pathogen (Kumar et al. 2003; Lenartova 

et al. 2021; Paster et al. 2001) . 

An den durchbrechenden oder frisch gereinigten Zahn adsorbiert durch 

elektrostatische Wechselwirkungen an die Hydroxylapatitkristalle des 

Zahnschmelzes binnen weniger Minuten eine 0,1 bis 1 ȉm dicke Schicht aus 

Glykoproteinen und Immunglobulinen, das sog. ñacquired pellicleñ (Al-Hashimi 

und Levine 1989; König 1987; Lehmann et al. 2009; Marsh und Bradshaw 1995).  

Dieses erworbene Schmelzoberhäutchen wird nun rasch von den in der 

Mundhöhle residenten Mikroorganismen besiedelt (Hsu et al. 1994).  

Zunächst sind dies vornehmlich grampositive aerobe Kokken, die sich mit Hilfe 

von spezifischen Adhäsinen, wie der in ihrer Zellwand eingebauten Teichonsäure, 

an das Pellicle heften (Costerton et al. 1994; Lehmann et al. 2009; Marsh 1994) . 

Ist durch die zuerst periphere Verteilung keine freie Zahnoberfläche mehr für die 

proliferierenden Bakterien verfügbar, breiten sie sich sodann perpendikulär aus, 

indem sie sich durch Koaggregation adhärent zu sog. Ăcorncobñ-artigen 

Strukturen organisieren (Listgarten et al. 1975; Whittaker et al.  1996). Bei 

fortschreitender Läsion und damit einhergehendem Dickenwachstum fällt der pO2 

im Inneren der Plaque deutlich ab, was über die Senkung des Redoxpotentials bis 

auf -141 mV zur Entwicklung eines anaeroben Milieus führt (Dehn 2006; Marsh 

und Martin 2003). 

Die Kommensalen werden zunehmend von einer pathogenen Bakterienflora 

übersät und dienen dieser weiterhin als Fixierung an der Zahnoberfläche 

(Folwaczny und Hickel 2003; Papapanou et al. 2002) . Zu den pathogenen, nicht 

in der gesunden Mundhöhle ansässigen Bakterien, gehören vorwiegend 

gramnegative Anaerobier, wie Mitglieder der Stämme Fusobacteria, 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetae und Deferribacteres. Jedoch sind 

auch Bakterien der grampositiven Taxa, wie die Actinobacteria und Firmicutes den 

parodontopathogenen Mikroorganismen zuzuordnen (Paster et al. 2001). In eine 

amorphe, extrazelluläre Plaquematrix aus Polysacchariden sind die 

Mikroorganismen eingebettet und nehmen in der ausgereifte n Plaque einen Anteil 

von 60-70 Vol.-% ein (Costerton et al. 1994; König 1987; Lehmann et al. 2009; 

Sanderink 2004). 
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Die einzelnen parodontopathogenen Bakterien organisieren sich durch 

Koaggregation mit ihren spezifischen Partnern zu unterschiedlichen Komplexen, 

wie z. B. dem Ăred complexñ und dem Ăorange complexñ (Socransky und Haffajee 

1994; Socransky et al. 1998). Diesen Konglomeraten kommt eine entscheidende 

Bedeutung bei der Entstehung der Parodontitis zu. So schließen sich 

beispielsweise Porphyromonas gingivalis und Tanerella denticola des Ăred 

complexñ mit Fusobacteria spp. aus dem Ăorange Complexñ zusammen (Grenier 

1992), nicht aber mit Aggregatibacter actinomycetemcomitans (AAC) (Eke et al. 

1989), der dem blauen Komplex angehört (Agerbaek et al. 2006; Rogers 1998).  

Der verwobene und ausgesprochen robuste Biofilm, der histologisch strukturiert 

an der Zahnoberfläche durch die bakterielle Besiedlung etabliert wird, verleiht 

den Mikroorganismen Resistenzen sowohl gegen die humorale und zelluläre 

Abwehr des Wirtes als auch gegen nahezu alle antimikrobiellen Substanzen 

(Brown und Gilbert 1993; Costerton et al. 1978; Costerton und Stewart 2001; Xu 

et al. 2000) . 

Durch die Umwandlung der ursprünglichen, physiologisch von Kommensalen 

besiedelten Mundschleimhaut in eine überwiegend pathogene Mikroflora, werden 

immunologische Abwehrmechanismen durch den Wirtsorganismus initiiert , die 

Ausdruck einer klinisch manifesten Gingivitis sind (Papapanou 2002; Salvi et al. 

1997). Bei der etablierten Gingivitis steigt die bakterielle Gesamtlast. Der Anteil 

der pathogenen Erreger verschiebt sich auf ca. 50 %, wohingegen ihr Anteil im 

gesunden Parodont bei etwa 15 % liegt (Karner 2005; Tanner et al. 1998; 

Theilade et al. 1966). 

Zur Abwehr gegen diese bakterielle Bedrohung reagiert das Parodont, und zwar 

vornehmlich das SE, das die erste Kontaktstelle mit den mikrobiellen Pathogenen 

darstellt, durch eine Mobilisierung von Abwehrzellen, die hauptsächlich aus 

Plasmazellen, Makrophagen, Lymphozyten und neutrophilen Leukozyten 

bestehen (Page und Schroeder 1976). Dies führt zu einer gehäuften Produktion 

von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor-Ŭ 

(TNF-Ŭ). Die Zerstörung des Gewebes mit einhergehendem Attachmentverlust, 

resultiert aus der Aktivierung der Produktion ko llagenabbauender Enzyme wie 

z. B. den Matrix-Metalloproteinasen (MMP) (Wolf et al. 2004) . Dieser 

Substanzverlust ist durch die Parameter Sondierungstiefe (ST) und 



Theoretische Grundlagen   29 

Attachmentlevel (AL) klinisch messbar und mit dem Ăred complexñ und Ăorange 

complexñ nach Socransky assoziiert (Socransky et al. 1998; Wolf und Hassell 

2006).  

Nach der aktuellen Einteilung der parodontalen und periimplantären 

Erkrankungen können innerhalb der parodontalen Erkrankungen drei Entitäten 

unterschieden werden. Die erste Entität bilden neben der parodontalen 

Gesundheit die gingivalen Erkrankungen, die zweite die Parodontopathien. Und 

unter der dritten Entität sind alle anderen das Parodont betreffenden Zustände 

erfasst. Die genaue Klassifizierung ist der Tab. 1.1 zu entnehmen.  

Unter dem Begriff der Gingivopathien, bzw. den gingivalen Erkrankungen sind 

alle Erkrankungen der Gingiva, die einerseits plaqueinduziert sein können oder 

andererseits keine Assoziation zu vermehrter Plaquebildung aufweisen, 

zusammengefasst. 
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Tabelle 1.1: Neue Klassifikation der parodontalen und periimplantären 
Erkrankungen modifiziert nach  Jepsen  20 18 . 

 
parodontale 
Gesundheit und 
gingivale 
Erkrankungen/ 
Zustªnde 

parodontale Gesundheit und gingivale 

Gesundheit 

Gingivitis: biofilminduziert 

gingivale Erkrankungen: nicht 

biofilminduziert 

Parodontitis 

Staging ï Stadium I-IV 

Grading ï Grad A-C 

nekrotisierende parodontale Erkrankungen 

Parodontitis  

Parodontitis als Manifestation einer 

systemischen Erkrankung 

andere das Parodont 
betreffende Zustªnde  
 

systemische Erkrankungen und Zustªnde 

mit Einfluss auf das Parodontium 

parodontale Abszesse und Endo-Paro-

Lªsionen 

mukogingivale Deformitªten und Zustªnde 

traumatische okklusale Krªfte 

Zahn- und Zahnersatz bezogene Faktoren 

 
periimplantªre Gesundheit 

periimplantªre Mukositis 

Periimplantitis  

periimplantªre Weich- und Hartgewebsdefizite 

Die neue Klassifikation entstand aus vier ĂKonsensusberichtenñ, die die Ergebnisse des "World 
Workshop on the Classification of Periodontal und Peri-implant Diseases und Conditions 2017ñ 
zusammenfassen (Berglundh et al. 2018; Chapple et al. 2018; Jepsen et al. 2018; Papapanou et 
al. 2018). Die einzelnen neuen Subkategorien, des Stagings und Gradings, die die Parodontitiden 
nªher charakterisieren sollen, sind zur besseren ¦bersicht nicht ber¿cksichtigt. Sie kºnnen in der 
angegebenen Literatur eingesehen werden (Jepsen 2018). 

 

 

Die Gingivitis ist neben Karies die häufigste orale Erkrankung weltweit (Gängler 

und Arnold 2010; Koller und Sapra 2021). Bei der Gruppe der über vierzigjährigen 

Menschen stellen die Parodontalerkrankungen sogar die häufigste Ursache für 

den Zahnverlust dar (Schwenzer und Becker 2000).  

In der Gruppe der Parodontitis sind sämtliche das Parodont betreffenden und von 

Gewebeverlust gekennzeichneten Erkrankungen erfasst (Müller 2006). 
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Die Parodontitis darf jedoch nicht zwangsläufig als die unabwendbare 

Folgeerscheinung einer chronischen Gingivitis verstanden werden.  

Erst wenn weitere Faktoren hinzutreten, ist eine Entwicklung aus der chronischen 

Gingivitis heraus möglich. Sie gilt nach aktuellen pathogenetischen Modellen mit 

einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % als regelmäßige Vorstufe aller 

parodontalen Erkrankungen (Bernimoulin 2003; Loe und Silness 1963; Schätzle 

et al. 2003) . Verschiedene Erscheinungsformen der Parodontalerkrankungen 

können entsprechend der Virulenz, Art und Dichte der Keime auftreten und 

sowohl serologisch, mikrobiologisch als auch zum Teil symptomatisch 

unterschieden werden. 

Wird die gewohnte Mundhygiene nach vorheriger Plaque- und 

Entzündungsfreiheit eingestellt, kann binnen 10-21 Tagen eine Gingivitis 

experimentell induziert werden (Loe et al. 1965). 

Diese von Löe, Theilade und Jensen 1965 entwickelte Methode ermöglicht es, 

unter Ăethisch vertretbaren und ºkologisch validen Bedingungenñ (Weik 2010) 

lokale Entzündungsprozesse am Menschen in vivo zu erforschen und zu 

verstehen. 

Durch die bewusste Abstinenz jeglicher Mundhygiene wird eine 

Plaqueakkumulation erreicht und die Erregerlast im marginalen Parodont 

gesteigert, wodurch die klinischen Entzündungszeichen bis zum Zeitpunkt der 

Wiederaufnahme der Zahnpflege kontinuierlich ansteigen. Hierzu zählen Rötung, 

Schwellung, Exsudation und verstärkte Blutungsneigung, die an der Fließrate der 

Sulkusflüssigkeit (Gingival crevicular fluid, GCF) bzw. der Blutung nach Sondieren 

gemessen werden können. Weiterhin können Ulzerationen und sog. 

Pseudotaschen auftreten (Loe et al. 1965; Page und Schroeder 1976). Letztere 

werden durch die Bestimmung zunehmender ST-Werte ohne einen AL-verlust, 

also die Schädigung parodontaler Strukturen, erfasst. Sie entstehen infolge der 

entzündungsbedingten Schwellung und Hyperplasie der Gingiva (Hellwege 2003; 

Kramer 2009). 

Sämtliche Symptome der gingivalen Entzündung sind nach Entfernung der 

bakteriellen Kontamination durch eine entsprechende Mundhygiene mit effektiver 

Plaquekontrolle vollständig reversibel und eine Restitutio ad integrum ist möglich 

(Loe et al. 1965; Theilade et al. 1966) . 
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1.9 Chemische Kodierung der Neurotransmission 

Die Synthese und Speicherung der einzelnen klassischen Neurotransmitter (NT) 

erfolgt durch spezifische Transportproteine und synthetisierende Enzyme. 

Zusätzlich existieren Neuropeptide, die selbst als Transmitter ausgeschüttet 

werden oder als Kotransmitter bzw. Modulatoren der klassischen 

Neurotransmission fungieren (Kandel et al. 2012). Der immunhistochemische 

Nachweis dieser für jedes Transmittersystem spezifischen Proteine und Enzyme 

bzw. Peptide innerhalb der gingivalen Strukturen erlaubt durch die Zuordnung zu 

den unterschiedlichen Informationsqualitäten die Bestimmung und 

Charakterisierung des präzisen Phänotyps der Innervation der Gingiva.  

Es wird zwischen klassischen und peptidergen Neurotransmittern differenziert, 

die den verschiedenen Transmittersystemen zuzuordnen sind (Kandel et al. 2012; 

Trepel 2008).  

Die NT-Freisetzung erfolgt exozytotisch über spezifische Adhärenzzonen aus 

synaptischen Vesikeln der heterogenen, hoch aktiven Neuronen, in denen die 

jeweiligen NT präsynaptisch gespeichert werden. Diese Vesikel lassen sich je nach 

Transmitterinhalt hinsichtlich ihrer Form und Größe unterscheiden.  

Tab. 1.2 gibt einen Überblick über die verschiedenen Transmittersysteme, die 

jeweilig zur Synthese benötigten Enzyme und die vesikulären Transportproteine, 

die in dieser Arbeit untersucht wurden.  

 

 

 

Tabelle 1.2: Kodierung der verschiedenen , in dieser Arbeit analysierten  
Transmittersysteme durch Synthese - und Transportproteine.  
Transmittersystem  Syntheseenzyme  Vesikuläre Transportproteine  

Cholinerg ChAT VAChT 

Dopaminerg TH, AADC VMAT2 

Noradrenerg TH, AADC, DBH VMAT2 

AADC: L-aromatische Aminosäure-Decarboxylase, ChAT: Cholinacetyltransferase, DBH: Dopamin-

ß-Hydroxylase, TH: Tyrosinhydroxylase, VAChT: vesikulärer Acetylcholintransporter, VMAT: 
vesikulärer Monoamintransporter (Anlauf et al. 2003; Brett 2003; Weihe et al. 2005) . 
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Die hohe Sensibilität der Gingiva wird durch periphere Afferenzen und vielfältige 

Rezeptoren gewährleistet. Innerhalb dieser Afferenzen sind als Neurotransmitter 

besonders die Neuropeptide Substanz P (SP) und Calcitonin gene-related peptide 

(CGRP) zu nennen (Luthman et al. 1988b) . Die Existenz von Glutamat in 

sensorischen Nerven, wie sie in der Haut beschrieben wurde (Carlton et al. 1995; 

Coggeshall und Carlton 1998; Kinkelin et al. 2000; Nordlind et al. 1993) , konnte 

bisher in der Gingiva nicht bestätigt werden.  Immunreakti onen gegen SP und 

CGRP dienen in der vorliegenden Studie als Nachweis für peptiderg sensible 

Afferenzen. Durch spezifische Rezeptoren werden ihre Signale an die Zielzellen 

weitergeleitet.  

Innerhalb des efferenten peripheren Nervensystems sind Acetylcholin (ACh) und 

Nordadrenalin (auch Norepinephrin, NE) von magistraler Bedeutung. ACh ist 

hierbei insbesondere in sympathischen und parasympathischen Nerven innerhalb 

der Verschaltung des ersten präganglionären auf das nachgeschaltete 

postganglionäre Neuron, an der motorischen Endplatte und in postganglionären 

parasympathischen aber auch einigen postganglionär sympathischen Fasern wie 

Sudo- und Vasomotoren zu finden (Drake et al. 2007; Weihe et al. 2005) . NE ist 

hingegen vornehmlich im zweiten sympathischen Neuron lokalisiert (Drake et al. 

2007; Weihe et al. 2005) .  

Aus Acetyl-CoA und Cholin wird unter Beteiligung von der Cholin-

Acetyltransferase (ChAT) ACh gewonnen (Kandel et al. 2012). 

Die Synthese des biogenen Amins Noradrenalin erfolgt aus den Ŭ-Aminosäuren 

L-Phenylalanin bzw. L-Tyrosin über L-Dopa und Dopamin in mehreren 

Reaktionsschritten, die von den in Tab. 1.2 dargestellten Enzymen katalysiert 

werden. Die Wirkung, die das Signal auf unterschiedliche Erfolgsstrukturen durch 

die cholinergen bzw. noradrenergen Fasern ausübt, hängt nicht zuletzt von dem 

entsprechenden durch verschiedene Zelltypen exprimierten Rezeptortyp ab 

(Boron und Boulpaep 2012). 

Für ACh sind zwei große Rezeptorgruppen bekannt, die in weitere Subtypen 

unterschieden und in verschiedenen Regionen beobachtet werden können.  

Die muskarinergen ACh-Rezeptoren (mAChR) sind in der postsynaptischen 

Membran lokalisierte, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die sich in fünf 

Isoformen (M1-M5) aufgliedern lassen (Jöhren 2004). M1, M3 und M5 aktivieren 
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über GŬq-Rezeptoren in der Zielzelle die membranständige Phospholipase C (PLC) 

und hierdurch die Bildung von Inositoltrisphosphat (IP 3) und Diacylglycerol 

(DAG), welche als das Phosphatidylinositol-Phosphat- (PIP-) System 

zusammengefasst wird (Berg et al. 2015; Boron und Boulpaep 2012). M2 und M4 

hingegen entfalten ihre inhibitorische Wirkung über GŬi-Proteine, die ihrerseits 

rezeptorgesteuerte K+-Kanäle öffnen und die Bildung von cAMP sowie die Aktivität 

der Proteinkinase A (PKA) senken (Boron und Boulpaep 2012). Während sich M1, 

M2 und M3 überwiegend im ZNS befinden und M2 v. a. die Geschwindigkeit der 

Impulsweiterleitung am Sinus- und AV-Knoten des Herzens herabsetzt, wurden 

M3 innerhalb der Neuronen der glatten Muskulatur von Gefäßen und 

verschiedenen Organen nachgewiesen (Berg et al. 2015) . 

Nikotinerge ACh-Rezeptoren (nAChR) sind liganden-gesteuerte Ionenkanäle und 

weisen eine deutlich schnellere Signalübertragung auf als die metabotropen 

mAChR. Die nAChR können in die Subtypen N1 (bzw. NM) und N2 (bzw. 

NN)-Rezeptoren unterschieden werden. An der neuromuskulären Endplatte sind 

ausschließlich N1-Rezeptoren zu identifizieren, wohingegen die N2-Isoform die 

entscheidende Rolle bei der cholinergen Signaltransmission des sympathischen 

und parasympathischen Nervensystems vom präganglionären auf das 

postganglionäre Neuron spielt (Boron und Boulpaep 2012).  

Adrenozeptoren gehören zu der Gruppe der metabotropen, G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren und sind besonders affin für NE und Adrenalin. Der 

postsynaptische Ŭ1-Rezeptor aktiviert als GŬq-gekoppelter Rezeptor die PLC und 

damit das PIP-System und steigert so die Ca2+-Freisetzung (Berg et al. 2015) . 

Der Ŭ2-Rezeptor, der präsynaptisch an das inhibitorische GŬi-Protein gekoppelt ist, 

reduziert die cAMP-Konzentration über die Inhibition der Adenyl ylcyclase und die 

Freisetzung von Ca2+  und führt so zu einer Autoinhibition. Die GŬs-gekoppelte ß1-

3-Isoformen steigern über die Aktivierung der Adenyl ylcyclase die Konzentration 

von cAMP (Boron und Boulpaep 2012). 
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1.10 Die neurogene Entz¿ndung 

Die Beteiligung peripherer sensorischer Nervenendigungen an der Entwicklung 

und Aufrechterhaltung von lokalen Entzündungen nach chemischer Reizung oder 

dem Einwirken mechanischer, thermischer bzw. elektrischer Signale, die als 

physikalische Reize zusammengefasst werden, wurde schon früh beschrieben 

(Bayliss 1901; Bruce 1913; Lewis 1927; Stricker 1876) und seit 1967 durch den 

Begriff der neurogenen Entzündung geprägt (Jancsó et al. 1967; Willis 1999). 

Lewis beobachtete nach mechanischer Irritation der Haut durch einen stumpfen 

Gegenstand das Phªnomen der Ătriple responseñ, einer triphasischen Reaktion 

aus lokal begrenzter Rötung, sich in die Umgebung ausdehnendem Erythem (sog. 

Flare) und Ödembildung durch erhöhte Gefäßpermeabilität und daraus 

resultierender Exsudation (Herbert und Holzer 2002; Holzer et al. 1995; Lewis 

1927). Die Flare-Reaktion ist durch eine arteriolische Dilatation zu erklären und 

geht mit einer übermäßigen Schmerzempfindlichkeit einher (Lewis 1936). Ihr 

liegt der sog. Axonreflex zugrunde, eine antidrome Erregungsweiterleitung über 

axonale Verzweigungen innerhalb eines afferenten Neurons ohne synaptische 

Impulsübertragung (du Bois-Reymond 1926; Langley 1900; Lisney und Bharali 

1989; Yaprak 2008). Die im Str. granulosum liegenden freien Nervenendigungen 

der auch im dentalen und parodontalen Gewebe wie Pulpa und Gingiva zahlreich 

vorhandenen, afferenten, nozizeptiven C- und einiger Aŭ-Fasern werden bei 

Stimulation depolarisiert (Jänig und Lisney 1989a; 1989b; Kovaļiļ et al. 2013; 

Winter 2001) und leiten diese Impulse zum einen orthodrom über die Afferenzen 

in das ZNS weiter, wo sie dann ggf. als Schmerz interpretiert werden können, 

zum anderen antidrom über Kollateralen zu den Gefäßen in die Peripherie 

(Szolcsányi 1988). Neben der zentralen Schmerzwahrnehmung fällt somit auch 

der neurogenen Entzündungsreaktion eine wichtige Funktion im Schutz der 

Integrität des menschlichen Organismus zu. 

Bei noxischer Reizung induzieren diese nozizeptiven, capsaicin-sensitiven 

Nervenendigungen u. a. die Freisetzung der Neuropeptide SP und CGRP (Schmelz 

et al. 2000) . 

Die Synthese dieser Peptidtransmitter wurde sowohl in Zellen des Nerven- als 

auch des Immunsystems beschrieben (O'Connor et al. 2004). Diese potenten 

vasoaktiven Neurooligopeptide wirken immunoneuromodulierend und pro-
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entzündlich, indem sie die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und 

Chemokine in Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen amplifizieren sowie 

die Aktivierung und Rekrutierung neutrophiler Granulozyten verstärken (Ansel et 

al. 1997; Cuesta et al. 2002; Guo et al. 2002; Ma et al. 2010; Ma  und Quirion 

2006; Sterner-Kock et al. 1999). 

Anders als ursprünglich postuliert (Spector 1979) sind immunologische 

Mechanismen also keineswegs isoliert zu betrachten, sondern eng mit 

neurogenen und endokrinen Prozessen gekoppelt (Ader 2007; Goetzl und 

Sreedharan 1992; Griton und Konsman 2018; Kavelaars et al. 2000) und auch 

psychogene Aspekte spielen eine wichtige Rolle (Ader 2007; Mayer und Bieger 

2003). Zytokine, Neurotransmitter und Hormone sind Signalmoleküle des 

bidirektionalen Informationsaustausches im Regulationsnetzwerk, ihre 

Rezeptoren werden von Zellen aller drei Systeme exprimiert (Lambrecht 2001).  

Unter dem Begriff der Zytokine sind Interleukine, Interferone, Chemokine, 

wachstums- und kolonie-stimulierende Faktoren zusammengefasst, die in Bezug 

auf ihre Hauptwirkung oder Struktur klassifiziert werden können (Nicola 1994; 

Siegenthaler und Amann-Vesti 2006). 

Zytokine, die in nano- bis picomolaren Konzentrationen einzelne Zellen und deren 

Aktivität beeinflussen, sind kleine, lösliche Polypeptide (Bauer 2008; Speckmann 

2008), die essenziell für eine physiologische Entwicklung des Immunsystems des 

Menschen sind (Rose-John 2003). Sie werden von Zellen des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems, nach Erkennung pathogen-assoziierter molekularer 

Muster (PAMP) über entsprechende Rezeptoren wie Pattern-Recognition-

Receptors (PRRs) (Akira und Hemmi 2003; Janeway 1989; Medzhitov und 

Janeway 2000), aber auch von Endothel- und Epithelzellen sezerniert und wirken 

meist para-, auto- oder juxtakrin, können aber selten auch systemische Wirkung 

entfalten. 

Sie zeichnen sich durch einen dualen Charakter aus (Cavaillon und Adrie 2009; 

Loppnow 2001), da sie sowohl pleiotrop als auch redundant auf ihre 

Zielstrukturen wirken (Loppnow 2001; Ozaki und Leonard 2002; Paul 1989). So 

haben beispielsweise IL-2, IL-9 und IL-12 einen aktivierenden Effekt auf die 

Proliferation von T-Lymphozyten (Asadullah et al. 1997). Über lösliche sowie 

membranständige Rezeptoren (Müllberg et al. 1999; Rose-John et al. 2006) 
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aktivieren die Zytokine ihre Zielzellen, die ihrerseits Mediatoren exprimieren und 

damit die Signalwirkung für weitere Effektorstrukturen inhibieren oder verstärken 

können.  

Die Transkriptionsfaktoren NF-ȇB, AP-1 oder NFAT führen im 

Entzündungsgeschehen die eigentliche Regie, indem durch ihre Aktivierung die 

Biosynthese neuer Zytokine gewährleistet ist. NF-ȇB reguliert die Immunantwort, 

indem es die Transkription von mehr als 150 Proteinen insbesondere der 

Rezeptoren zur Adhäsion und Migration von PMNs, die inflammatorischen 

Zytokine TNF-Ŭ, IL-1, IL-6, IFN-Ȃ, aber auch die Cyclooxygenase 2 (COX-2) und 

dem Major histocompatibility complex I und II (MHC  I bzw. MHC II) aktiviert 

(Hiscott et al. 2001; Ihekwaba et al. 2004; Ingalls  und Golenbock 1995; O'Neill 

und Kaltschmidt 1997; Yamamoto und Gaynor 2001) und wird selbst durch TNF-Ŭ 

bzw. indirekt auch über IL-1ß gesteuert (Hurst et al. 2001; Wahn  und Bachert 

2005; Yamamoto und Gaynor 2001; Zhang et al. 1999). 

Ausschlaggebend für Dauer, Richtung und Intensität des Entzündungsprozesses 

sind demnach das lokal im Mikromilieu vorherrschende Zytokinspektrum (Roitt 

1993) und die an der Immunreaktion beteiligten Zellpopulationen . Ein gestörtes 

Gleichgewicht einzelner Komponenten scheint der Schlüsselfaktor für chronisch 

entzündliche Prozesse und immunpathogenetische Reaktionen zu sein (Casini-

Raggi et al. 1995; Maggi 1998). 

Zu den eher pro-entzündlich wirkenden Zytokinen und Chemokinen zählen u. a. 

IL-1ȁ, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, TNF-Ŭ, MIP-1, MIF und IFN-Ȃ (Speckmann 2008; 

Weik 2010). Eher entzündungshemmend wirken die Zytokine Transforming 

growth factor -ß (TGF-ß), IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 und IL-13 (Cavaillon 2001). 

Bakterielle oder virale Infektionen ini tiieren über eine verstärkte IL-12-Expression 

durch Antigen-präsentierende Zellen (APC) die Freisetzung 

entzündungsfördernder Zytokine wie IL-2, IFN-Ȃ, TNF-Ŭ ¿ber TH1-Zellen (Abbas 

et al. 1996; Mosmann et al. 1986; Trinchieri 2003) , welche ihrerseits Immunzellen 

der unspezifischen Abwehr, wie Makrophagen, Neutrophile und Natürliche-Killer-

Zellen (NK-Zellen) zur Abgabe von IL-1ȁ, IL-8 und TNF-Ŭ triggern. Hier sind 

besonders gramnegative Bakterien zu erwähnen, da der Virulenzfaktor 

Lipopolysaccharid (LPS) als der wesentliche Bestandteil ihrer Membranoberfläche 

die Synthese von IL-1, IL-6 und IL-2 sowie TNF-Ŭ stimuliert (Fearon und Locksley 
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1996; Shapira et al. 1992; Siegenthaler und Amann-Vesti 2006). Sie sind häufig 

mit Parodontalerkrankungen assoziiert (Shapira et al. 1992; Tanner et al. 1979) . 

Es gibt außerdem Hinweise darauf, dass bakterielle Pathogene direkt auf 

nozizeptive Nerven wirken, einen Schmerzreiz auslösen und Entzündungen 

modulieren können (Chiu et al. 2013).  

Toxische Substanzen und Parasiten induzieren hingegen durch die Ausschüttung 

von IL-4 aus den APC eine TH2-Antwort mit Expression von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 

und IL-13 und aktivieren damit die Bildung spezifischer Antikörper durch 

B-Lymphozyten, die außerdem weitere Zytokine produzieren und so selbst 

ebenfalls in die Entzündungsreaktion eingreifen können (Abbas et al. 1996; 

Fearon und Locksley 1996; Trinchieri 2003). 

Regulatorische T-Zellen (Treg) und TH17-Zellen steuern Immunreaktionen, 

insbesondere Autoimmunantworten (Eisenstein und Williams 2009). Sie scheinen 

sich wie auch das TH1/TH2-System gegenseitig zu regulieren. Treg erhalten die 

immunologische Selbsttoleranz (Cederbom et al. 2000; Sakaguchi et al. 2006; 

Steinbrink und Knop 2003), indem sie durch Freisetzung von IL-10 und TGF-ß 

überschießende Immunprozesse hemmen und supprimierend auf TH1- und TH2-

Zellen wirken (Homey 2006; Land 2006; Roncarolo et al. 2006; Suri-Payer und 

Fritzsching 2006; von Boehmer 2005). 

TH17-Zellen werden mit chronischen, autoimmun verlaufenden Entzündungen 

assoziiert (Alber und Kamradt 2007; Bettelli et al. 2007; Langrish et al. 2005)  und 

scheinen auch in die Pathogenese von Parodontalerkrankungen involviert zu sein 

(Allam et al. 2010; Honda et al. 2008; Ohyama et al. 2009) . Durch IL-23 aktiviert, 

sezernieren sie immunregulierende, v. a. pro-inflammatorisch wirksame Zytokine, 

wie IL-1ß, IL-6, IL-17, IL-22, IL-23 und TNF-Ŭ (Boniface et al. 2008; Gaffen 2008; 

Langrish et al. 2005; Maitra et al. 2007; McGeachy und Cua 2008). 

Die Protagonisten der Synthese von IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-Ŭ sind v. a. 

Monozyten, aber auch neutrophile Granulozyten und B-Lymphozyten (Gemmell 

und Seymour 2004; Hagiwara et al. 1995). Auf ihrer Zelloberfläche exprimieren 

sie neben LPS-Rezeptoren, deren wesentliche Rezeptorproteine CD14 und TLR4 

sind (Amar et al. 2001; Iontcheva et al. 2004; Moreno et al. 2004; Remer et al. 

2006) auch die Neurokininrezeptoren NK1, -2 und -3 (Chancellor-Freeland et al. 

1995; Johnson und Torres 1994; Pert et al. 1985; Saloga und Angerer 2006).  
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Werden SP oder CGRP durch noxische Stimuli oder IL-1ß freigesetzt (Herbert und 

Holzer 1994; 2002), so aktivieren sie über ihre Rezeptoren Makrophagen, 

Lymphozyten und Mastzellen (Berczi et al. 1996) und bewirken dort die 

Expression weiterer pro-inflammatorischer Zytokine (Cuesta et al. 2002). Ebenso 

führen TNF-Ŭ, IFN-Ȃ, IL-3 und IL-6 über die NGF-Freisetzung zu einer erhöhten 

intrazellulären Synthese von SP, wobei IL-3 als wichtiger Wachstumsfaktor für 

Mastzellen und sensorische Nervenfasern mit cholinerger Aktivität gilt (Bauer und 

Razin 2000; Saloga und Angerer 2006).  

Durch die enge Beziehung zwischen Mastzellen und sensorischen Neuronen ist 

eine gute Kommunikation zwischen beiden Immunkomponenten gewährleistet, 

und die Mastzellen sind stark am pathophysiologischen Prozess beteiligt. 

Neben den Neuropeptiden SP und CGRP werden weitere inflammatorische 

Mediatoren wie Bradykinin, Histamin, Serotonin und Platelet activating factor 

(PAF) freigesetzt. Hierdurch wird das Entzündungsgeschehen zusätzlich 

stimuliert, weil diese Mediatoren ebenfalls Neuropeptide freisetzen, die die 

Neuroproliferation und -transmission verstärken können (Saloga und Angerer 

2006). Die Freisetzung von CGRP, SP und Neurokinin A (NKA) erfolgt v. a. über 

sensorische afferente, die Ausschüttung des Vasoaktiven intestinalen Polypeptids 

(VIP) und des Peptide Histidine-Methionine (PHM) überwiegend durch 

parasympathische Fasern, während Neuropeptid Y (NPY) hauptsächlich 

sympathischen Ursprungs ist (Saloga und Angerer 2006). 

Die potenten antientzündlichen Neuropeptide VIP und Pituitary adenylate 

cyclase-activating polypeptide (PACAP) und die zentrale Aktivierung des 

Parasympathikus supprimieren die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine in 

gleicher Weise, wie sie die Ausschüttung von antientzündlichen Botenstoffen, wie 

IL-10, induzieren (Borovikova et al. 2000; Delgado und Ganea 2001; Delgado et 

al. 1999a; 1999b; Tan et al. 2009) .  

Neben der Hemmung der Zytokinsynthese und -freisetzung durch die o. g. 

parasympathischen Copeptide, wird auch dem klassischen parasympathischen NT 

ACh eine antiinflammatorische Wirkung zugeschrieben, indem es insbesondere 

über den Ŭ7-Subtypen des nAChR die Freisetzung von TNF-Ŭ und anderen pro-

inflammatorischen Zytokinen aus Makrophagen und Monozyten aber auch aus T-

Zellen verhindert (Nizri et al. 2009; Razani-Boroujerdi et al. 2007; Wang et al. 
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2003). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass sich der cholinerge, anti-

inflammatorische Mechanismus nicht nur auf das vagale Innervationsgebiet 

beschränkt, sondern auch auf die parasympathische Innervation im Mund -, 

Kiefer- und Gesichtsbereich übertragen werden kann (Breivik et al. 2009; Huston  

und Tracey 2009; Scott und Martin 2006).  

Der Einfluss der Katecholamine auf das Immunsystem und die Zytokinsynthese 

in Monozyten ist bidirektional (Husband 1993; Loeper und Crouzon 1904; 

Ottaway und Husband 1992). So besitzen Zellen des Immunsystems auf ihren 

Membranoberflächen Rezeptoren für neuroendokrine Hormone wie 

Katecholamine und Glukokortikoide, während Interleu kine über spezifische, von 

Neuronen exprimierte Zytokinrezeptoren auf die Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennieren-Achse [engl.: Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis] wirken 

(Bergmann und Sautner 2002; Elenkov et al. 2000; Karalis et al. 1997; Luger 

2002). Die Freisetzung von Adrenalin bzw. Noradrenalin hemmt zum einen die 

Expression der inflammatorischen Mediatoren IL-6 und TNF-Ŭ, zum anderen kann 

es jedoch über Einschalten der humoralen Immunachse auch NF-ȇB aktivieren. 

Bergquist et al. beobachteten zudem, dass einige Lymphozyten in der Lage sind, 

endogene Katecholamine zu synthetisieren, was ein Indiz für autokrine 

Rückkopplungsprozesse sein könnte (Bergquist et al. 1994; Kraj et al. 2006) . Über 

die Freisetzung von Glukokortikoiden nach Kontakt mit inflammatorischen Stimuli 

übernimmt die HPA-Achse die negative Rückkopplung des ZNS bei der 

Immunregulation  (Kirschbaum 2006). Als essenzieller anti-entzündlicher 

Opponent gegen pro-inflammatorische Mediatoren wie NF-ȇB hemmt Kortisol die 

Produktion der Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-Ŭ sowie die zelluläre Immunabwehr, 

indem es die Migration von Leukozyten verhindert (Petrovsky et al. 1998; 

Scheinman et al. 1995a; Scheinman et al. 1995b). Dies wird erreicht, indem es 

durch verstärkte Bildung des NF-ȇB-Inhibitors IȇB die Expression der 

Adhäsionsmoleküle ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 und der Chemokine CCL2 

und IL-8 senkt (Atsuta et al. 1997; Cronstein et al. 1992; Miyamasu et al. 1998; 

Refojo et al. 2001). Werden endo- oder exogene noxische Stimuli 

wahrgenommen und verarbeitet, folgt im Hypothalamus die Freisetzung von 

Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) aus Zellen des Ncl. paraventricularis 

(PVN), die die Synthese adrenokortikotroper Hormone (ACTH) in der Hypophyse 
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induzieren. ACTH aktiviert seinerseits die Expression endogener Glukokortikoide 

(GCs) in der Nebenniere (Bateman et al. 1989; Chrousos 1995). So üben 

physische Stressoren und psychosoziale Faktoren eine potent modulierende Rolle 

auf die entzündliche Immunantwort aus (Agarwal und Marshall 2001; Bernstein 

et al. 2006; Black 2003; Black und Garbutt 2002; Kern et al. 2008; Mohr  und 

Pelletier 2006; Ziemssen und Kern 2007). Zytokine interagieren ebenso eng mit 

dem ZNS und dem endokrinen System (Elenkov et al. 2000; Szelényi 2001; 

Szelényi und Vizi 2007). So wird die Produktion immunregulatorischer Zytokine 

wie IL-1, durch GCs gehemmt, gleichzeitig wirken jedoch IL-1 und IL-6 

stimulatorisch auf die Kortisonsynthese (Besedovsky et al. 1986).  

Durch chronisch anhaltende physische oder psychische Stressoren kann der eher 

anti-inflammatorische Charakter der GCs in das Gegenteil umschlagen und die 

Entzündungsreaktionen verlaufen weit ausgeprägter (Black und Garbutt 2002; 

Deinzer et al. 1999; Deinzer et al. 2004; Herbert  und Cohen 1993; Sorrells und 

Sapolsky 2007; Waschul et al. 2003). 

 

1.11 Semaphorine 

Als freigesetzte, transmembranäre oder Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) 

verankerte Glykoproteine sind Semaphorine (SEMAs) nicht nur, wie ursprünglich 

angenommen, zur begrenzenden Regulation der axonalen Bahnfindung als 

Gegenspieler des Nerve growth factor (NGF-) ß befähigt, sondern auch für die 

Regulation der Herz- und Gefäßentwicklung, Embryogenese, Immunmodulation 

und Entstehung von Tumoren verantwortlich (Behar et al. 1996; Dudel und 

Blickhan 2001; Mann et al. 2007; Neufeld und Kessler 2008; Pasterkamp und 

Giger 2009; Suzuki et al. 2008; Toyofuku und Kikutani 2007; Toyofuku et al. 

2004).  

Bislang wurden über 20 verschiedene Semaphorin-Moleküle charakterisiert, 

denen die sog. ĂSema-Domäneñ im N-terminalen Molekülbereich gemein ist und 

die hinsichtlich der Unterschiede im C-Terminus in acht Gruppen unterteilt werden 

können (Raper 2000). Die Klassen 1 und 2 sind dabei ausschließlich in 

Invertebraten, die Klassen 3 bis 7 in Vertebraten und die Klasse V viral zu finden 

(Goodman et al. 1999). Semaphorine der Klasse 3 liegen frei, die der 
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Untergruppen 4 bis 7 membranassoziiert vor. Sie können einen repulsiven, 

attraktiven oder sogar bifunktionalen Charakter haben, je nachdem auf welche 

Zielstrukturen und entsprechende Rezeptoren sie treffen (Zhou et al. 2008) . Als 

spezifische Rezeptoren fungieren Proteine der Plexin-Familie, ferner können 

jedoch einzelne Semaphorine peripher an weitere Rezeptoren des Immunsystems 

binden wie beispielsweise SEMA4A an TIM2 auf T-Zellen (Alt 2007; Kumanogoh 

und Kikutani 2003), SEMA4D an CD72 (Kikutani und Kumanogoh 2003; 

Kumanogoh et al. 2005) oder SEMA7A an Ŭ1ȁ1-Integrin (Suzuki et al. 2007; 

Takamatsu et al. 2010).  

Diese ĂImmun-Semaphorineñ werden maÇgeblich von APCs exprimiert und sind 

durch die Interaktion mit T -Zellen über sog. immunologische Synapsen an der 

Regulation der Immunantwort und der wechselseitigen , teilweise 

antagonistischen Stimulation beider Komponenten beteiligt (Bromley et al. 2001; 

Grakoui et al. 1999; Kikutani und Kumanogoh 2003; Kikutani et al. 2007; Mizui et 

al. 2009; Takamatsu et al. 2010) .  

Eine weitere Gruppe von Semaphorinrezeptoren sind die Neuropiline. Sie 

interagieren im Komplex mit Plexin-A ausschließlich mit SEMA3-Molekülen (He 

und Tessier-Lavigne 1997; Kolodkin et al. 1997; Pasterkamp und Kolodkin 2003; 

Takahashi et al. 1999; Tamagnone et al. 1999). Die repulsive Wirkung der 

axonalen Chemorepellents SEMA3C und 3D, die sie auf eine Vielzahl insbesondere 

sympathischer Neuronen ausüben (Miller et al. 2004; Nakamura et al. 2000) , 

resultiert aus ihrer Interaktion mit Plexin - und Neuropilinrezeptoren (Fujisawa et 

al. 1997; Higuchi et al. 2010; Tamagnone et al. 1999) . Ihnen wird eine 

entscheidende Rolle in der Modulation axonaler Plastizität zugeschrieben 

(Pasterkamp und Giger 2009). Auch innerhalb der SEMA-Klasse 3 existieren 

antagonistisch wirkende Moleküle, so blockieren SEMA3A und 3E durch Bindung 

an den Korezeptor Neuropilin1 den repulsiven Einfluss von SEMA3D (Chen et al. 

1998). 
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2 Fragestellung und Zielsetzung 

Gegenstand der vorliegenden Studie war es, bei Probanden im Alter von 24 bis 

30 Jahren und von 47 bis 77 Jahren im Altersvergleich ein Gesamtbild der 

Innervation der Gingiva in gesundem Zustand und nach Induktion einer 

experimentellen Gingivitis zu erstellen und mögliche Veränderungen der 

chemischen Kodierung bei zunehmendem Entzündungsgrad in beiden 

Altersgruppen aufzuzeichnen und diese miteinander zu vergleichen. 

Durch histologische und immunhistochemische Untersuchungen sollte in je einer 

gesunden und entzündeten Gingivabiopsie derselben Versuchsperson der 

cholinerge, monoaminerge und peptiderge Phänotyp und die genaue Lokalisation 

der jeweiligen Zielstrukturen eingehend dargestellt werden. Nach einer 

Grundcharakterisierung der chemischen Kodierung der Neurotransmission in 

klinisch und histologisch gingival gesunden Proben und dem qualitativen 

Vergleich der Innervationsverhältnisse in entzündeter Gingiva ergaben sich 

weitere Fragen, ob und wie sich die Innervation  sowie die Zielbeziehungen bei 

zunehmendem Alter in gesundem bzw. in entzündetem gingivalem Gewebe ï 

verglichen mit den Proben jüngerer Patienten änderten. Außerdem sollte die 

mögliche Existenz eines cholinerg-monoaminergen Cophänotyps sowie die 

Koexpression peptiderger, insbesondere VIP-erger und NPY-erger, in klassischen 

Transmittersystemen in parodontalem Gewebe, speziell in der Gingiva, 

nachgewiesen bzw. ausgeschlossen werden. 
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3 Materialien und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Chemikalien und Pharmaka 

 

Chemikalien und Reagenzien  Hersteller  

Aceton Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland (DE) 

Bovine Serum Albumine pH 7 (BSA)  Serva, Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE  

Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 x H2O) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

DePeX Einbettungsmedium Serva, Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE 

3,3` -Diaminobenzidin-Tetrahydrochloridhydrat 

(DAB)  

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

di-Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat 

(Na2HPO4 x H2O) 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

(Na2HPO4 x 2 H2O) 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat 

(Na2HPO4 x 12 H2O) 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Eisessig Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Essigsäure  Honeywell Riedel de Haen, Seelze, DE 

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Fluka analytical mounting medium Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Fluorescence mounting medium 

FluorSafe®   

Dako North America Inc. Carpinteria, CA, USA 

Calbiochem, California, USA 

Giemsaôs Azur-Eosin-Methylenblaulösung Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Histo-Comp Paraffin Vogel Histo-Comp, Gießen, DE 

Indirektes Tyramid Reagenz PerkinElmer, Waltham, MA, USA 

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Kupfer(II)Acetat  Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat 

(Cl2Mg x 6 H2O) 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Natriumchlorid (NaCl) (5 M) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 

(NaH2PO4 x H2O) 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Natronlauge (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Nickel-Ammoniumsulfat [(NH4)2Ni(SO4)2]  Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
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Chemikalien und Reagenzien  Hersteller  

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Pikrinsäure Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

2-Propanol, Rotipuran®  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 

Salzsäure (HCl; 5M) (TSA) Merck KGaA, Darmstadt, DE   

TissueClear®  (Xylen-Substitut) Sakura Finetik, Zoeterwoude, Niederlande 

3-(Triethoxysilyl)-Propylamin (C9H23NO3Si) 

(TESPA 2%) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat  

(Na3C6H5O7 x 2 H2O) 

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE 

Triton-X100 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE 

Ultracain®  D-S 1:200.000 Sanofi-Aventis DE GmbH, Frankfurt, DE 

Vectastain Avidin/Biotin Blocking Kit                   Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA 

Vectastain Elite ABC-Kit Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA 

Wasserstoffperoxid 30% Merck KGaA, Darmstadt, DE   

Xylol Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE 
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3.1.2 Puffer und Lºsungen 

 

10 mM Natriumzitratpuffer:  

 

1. Zur Herstellung von 0,1 M Zitronensäurelösung (Lösung A) wurden 21,01 g 

Zitronensäure-Monophosphat in einem Liter A. bidest gelöst.  

2. Zur Herstellung von 0,1 M tri-Natriumzitratlösung (Lösung B) wurden 29,41 g 

Natriumzitrat-Dihydrat in einem Liter A. bidest gelöst.  

3. 54 ml der Lösung A und 246 ml der Lösung B wurden mit A. bidest auf drei 

Liter aufgefüllt , gemischt und der pH überprüft  bzw. gegebenenfalls mit Hilfe 

von Natronlauge auf pH 6,0 eingestellt. 

 

 

50 mM Phosphatpuffer (PBS): 

 

1. 45,00 g Natriumchlorid, 36,05 g Dinatriumhydrogen-phosphat-Dihydrat und 

6,55 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat wurden in 4,5 Liter A. bidest 

gelöst. 

2. Die pH-Einstellung auf 4,5 erfolgte mittels Natronlauge.  

3. Die Lösung wurde auf fünf Liter mit A.  bidest aufgefüllt.  

 

 

Tris-HCl, NaCl-Puffer (TN)-Puffer: 

 

1. 150 ml 5 M Natriumchlorid-Lösung und 250 ml 5 M Salzsäure wurden mit 

4,6 Liter A. bidest auf fünf Liter aufgefüllt und auf dem Magnetrührer gut 

vermischt. 
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3.1.3 Gerªte, Verbrauchsmaterial und Software 

 

Geräte und Instrumente  Hersteller  

Absaugpumpe KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE 

Hybridisierungsofen 400 HY-E (60°C) Bachofer GmbH & Co.KG Laboratoriumsgeräte, 

Reutlingen, DE 

IBM Computer  

Inkubationsofen (16°C/ 37°C)  WTB Binder Labortechnik, Reiskirchen, DE 

Kochplatte Rommelsbacher Elektrogeräte, Dinkelsbühl, DE 

Laborwaage PT 3100 Sartorius AG, Göttingen, DE 

Laserscanning-Mikroskop (Olympus BX50WI) Olympus Optical Co., Hamburg, DE 

Laser für das Laserscanning-Mikroskop 

(Omnichrome Series 43,  

Modell 643-OLYM-A03) 

Melles Griot Laser Group, Carlsbad, CA, USA 

Magnetrührer IKA Labortechnik, Staufen, DE 

Magnetrührstäbchen Brand, Wertheim, DE 

Olympus BX40 F Stereomikroskop Olympus Optical Co., Hamburg, DE 

Olympus Fluoview BX50WI, 

konfokales Laserscanningmikroskop 

Olympus Optical Co., Hamburg, DE 

Olympus Provis AX70 Stereomikroskop Olympus Optical Co., Hamburg, DE 

pH-Meter CG 840 B Schott AG, Mainz, DE 

Reinstwassersystem (Milli-Q) Millipore Corporation, Billerica, MA, USA 

Rotationsmikrotom HM 325 Microm International GmbH, Walldorf, DE 

SPOT RT3 Mikroskop-Kamera (Slider 2.3.1)  Spot Imaging Solutions, Diagnostic 

Instruments, Inc., Sterling Heights, MI, USA  

Tissue-Tek®  Paraffin-Ausbettstation Sakura Finetik, Zoeterwoude, Niederlande  

Tissue-Tek®  VIP Gewebe-Einbettautomat VOGEL, Medizinische Technik und Elektronik, 

Gießen, DE 

Trockenplatte (Präzitherm) Störk Tronic, Stuttgart, DE 

UEC-Force IV Mikroliterzentrifuge UniEquip Laborgerätebau und Vertriebs GmbH, 

Martinsried, DE 

Umluftofen (Typ UT 6)  ThermoElectron LED GmbH, Langenselbold, DE 

Vortex IKA Labortechnik, Staufen, DE 
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Zubehör und Verbrauchsmaterial  Hersteller  

Dippinggefäße Amersham, Buckinghamshire, UK 

Eppendorf safe-lock tubes (Eppis) Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Färbeküvette nach Schiefferdecker  

und nach Hellendahl 

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE 

Inkubationskammern neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, 

Heidelberg, DE 

Kolbenhubpipetten Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Gilson, Inc., Middleton, WI, USA 

Laborflaschen Schott AG, Mainz, DE 

Messbecher und -zylinder  Schott AG, Mainz, DE 

Objektträger (SuperFrost®) 76 x 26 mm  

& Deckgläser 

Menzel GmbH +  Co KG, Braunschweig, DE 

Papierfilter Whatman Ltd., Maidstone, Kent, UK 

Parodontalsonde WHO TRS 621 HuFriedy, Mfg. B.V., Rotterdam, Niederlande 

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Super PAP Pen Immunotech, Beckman Coulter Company, 

Marseille, Frankreich 

Thermometer IKA Labortechnik, Staufen, DE 

Tissue-Tek®  Gewebekassetten Sakura Finetik, Zoeterwoude, Niederlande 

 

 

 

 

Software  Hersteller  

Adobe Photoshop Adobe Systems GmbH, München, DE 

Adobe Photoshop Elements Adobe Systems GmbH, München, DE 

FluoView Olympus, Hamburg, DE 

ImageJ 1.44 National Institutes of Health, Bethesda, MA, 

USA  

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

Spot Advanced Version 3.5.7.1 for Windows  Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, 

MI, USA 

SPSS SPSS Inc., Chicago, Ill., USA 
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3.2 Methodik 

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer größeren klinischen, histologischen 

und immunologischen Untersuchung durchgeführt. Ihr liegt das Design einer 

experimentellen Gingivitis-Studie zugrunde. Die Studie wurde von der 

Ethikkommission des Fachbereiches Humanmedizin der Philipps-Universität 

Marburg genehmigt (Az:  Studie 27/ 03). 

 

3.2.1 Probanden 

Die Studienpopulation umfasste 21 Probanden. In dem vorliegenden 

histologischen Teil der prospektiven Gingivitisstudie wurden die Gewebeproben 

von insgesamt 14 Personen untersucht. Um die Reaktionen der Gingiva auf 

Plaquebildung bei parodontal gesunden Patienten im jungen und 

fortgeschrittenen Alter zu prüfen, wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. 

In der Gruppe A befanden sich sieben Personen im Alter von 24 bis 30 Jahren 

(vier Männer/ drei Frauen) und in Gruppe B sieben Personen im Alter von 47 bis 

77 Jahren (vier Männer/ drei Frauen). 

 

3.2.2 Ausschlusskriterien 

Um mögliche Risiken für die Probanden und eine Verzerrung der Ergebnisse durch 

potenzielle Einflüsse von Vorerkrankungen oder besonderer individueller Einflüsse 

(siehe Punkte b - h) auf die gin givale Gesundheit auszuschließen, entschieden 

Ausschlusskriterien über die Aufnahme in die Studie. Diese wurden in einer 

Auswahluntersuchung (Screening) durch ein anamnestisches Gespräch sowie die 

zahnmedizinische Untersuchung erhoben und beinhalteten folgende Punkte: 

 

a) Die Versuchsteilnehmer mussten allgemeinmedizinisch gesund sein. 

b) Sie mussten Nichtraucher sein und durften auch keine Drogen konsumieren. 

c) Sie mussten über ein nahezu vollbezahntes Gebiss ohne umfangreiche 

prothetische Rekonstruktionen verfügen. Ein dezimierter Zahnbestand von 

weniger als 20 zu bewertenden Zähnen bzw. ab dem Alter von 48 Jahren von 

weniger als acht Zähnen im Bereich der Zähne 15 bis 25, galt als 
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Ausschlusskriterium. 

d) Eine laufende zahnärztliche, orthodontische Behandlung (z. B. Brackets) oder 

funktionelle Störungen durften nicht vorliegen.  

e) Die parodontale Sondierungstiefe von 4 mm durfte nicht überschritten 

werden. 

f)  Es durften keine Anzeichen von akuter Entzündung und 

Parodontalerkrankungen bestehen, wie z. B. spontane Blutungen, 

Schwellungen, Schmerzen, purulente Exsudate oder Zahnlockerungen. 

g) Desinfizierende Mittel oder Medikamente wie Antibiotika und Antiphlogistika 

durften für den Zeitraum von sechs Monaten vor dem Untersuchungsbeginn 

bis zum Studienende nicht eingenommen werden. 

h) Schwangere wurden in die Studie nicht aufgenommen. 

 

Vor ihrer Teilnahme wurden die Probanden vom untersuchenden Prüfer 

umfassend mit Hilfe einer Informationsbroschüre über den Studienablauf und -

sinn aufgeklärt und auf die anonyme Weiterverarbeitung der persönlichen Daten 

hingewiesen. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig und konnte jederzeit ohne 

Angabe von Gründen durch den Probanden abgebrochen werden. Die Teilnehmer 

mussten ihre Einwilligung schriftlich erklären. 

 

3.2.3 Studiendesign 

Die im Screening nach Erhebung der Anamnese und eingehender zahnärztlicher 

Untersuchung ausgewählten Probanden erhielten Anweisungen zur Optimierung 

ihrer häuslichen Mundhygiene durch die nach Bass modifizierte Putztechnik (Bass 

1954) und die Verwendung von Zahnseide. 

Des Weiteren wurde eine professionelle Zahnreinigung in der Abteilung für 

Parodontologie des Zentrums für Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde in Marburg 

vorgenommen. Die entsprechende Adhärenz und Compliance der Probanden 

wurde in einem dreiwöchigen Zeitraum mehrfach kontrolliert. Bei Bedarf wurden 

bei diesen Kontrolluntersuchungen die Mundhygieneinstruktionen wiederholt, 

erneut eine Plaqueentfernung durchgeführt und die Versuchspersonen 

remotiviert, bis sie eine exzellente Mundhygiene (API unter 20 %) vorwiesen 
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(Lange 1978; Lange et al. 1977). Bei der anschließenden Baseline-Untersuchung 

zeigten alle Versuchspersonen eine klinisch vollkommen gesunde Gingiva mit 

Sondierungstiefen unter 3,5 mm ohne Blutung bei Sondierung. Nach Erhebung 

der klinischen Parameter und Entnahme eines ca. 6 x 6 mm großen 

Mukoperiostlappens (Heidemann und Borchard 2005; Helms 2008; Siegel 2006) 

distal des endständigen Zahnes im ersten Quadranten, begann die zweiwöchige 

Phase der kontinuierlichen Plaqueakkumulation zur Induktion einer 

experimentellen Gingivitis. Hierzu wurden die Probanden gebeten, für einen 

Zeitraum von 14 Tagen jegliches Mundhygieneverhalten, einschließlich des 

Verzehrs von abrasiver Nahrung und Kaugummis zu unterlassen. Der zeitliche 

Verlauf der Studie ist schematisch in Abb. 3.1 dargestellt.  

Am Ende dieser zwei Wochen hatte sich bei allen Probanden eine experimentelle 

Gingivitis entwickelt. Die klinische Untersuchung wurde wiederholt und im 

Nachbarquadranten wurde erneut eine mukoperiostale Gewebebiopsie 

entnommen. Im Anschluss an diese Untersuchung erfolgte erneut eine 

professionelle Zahnreinigung mit anschließender Motivation und Instruktion zur 

Mundhygiene.  

Eine Abschlussuntersuchung wurde zwei Wochen später durchgeführt.  

 

 

 

Abb.  3.1 : Zeitlicher Ablauf der Studie  der experimentellen Gingivitis  modifiziert 
nach Helms, Nonnenmacher und Siegel (Helms 2008; Nonnenmacher et al. 2004; 
Siegel et al. 2007). 
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Die klinische Untersuchung erfolgte im Rahmen der vorausgegangenen Arbeiten 

durch Helms und Werner und ist in den entsprechenden Dissertationen 

weiterführend beschrieben (Helms 2008; Werner 2010).  

Die Entnahme und Aufbereitung des Gewebes zu Paraffinblöckchen wurden durch 

die Doktorandin Juliane Wolf vorgenommen.  

Die sich daran anschließenden Arbeitsschritte wurden von der Autorin selbst 

durchgeführt.  Die klinische Untersuchung der Gingiva und die Prozessierung der 

Biopsien bis hin zu den in Paraffinblöcke eingebetteten Proben ist im Folgenden 

zum besseren Verständnis erläutert.  

 

3.2.4 Klinische Untersuchung der Gingiva 

Zur kontinuierlichen Überprüfung des klinischen Zustandes der Gingiva erfolgte 

die klinische Untersuchung zu jedem Untersuchungszeitpunkt standardisiert an 

allen Zähnen jeweils an den vier Messpunkten: mesial, distal, bukkal und palatinal 

bzw. lingual. 

Folgende klinische Messindizes zur Klassifizierung, Analyse und Einschätzung des 

parodontalen Zustandes wurden hierbei erhoben: 

 

¶ Sondierungstiefe mit Blutung nach Sondierung  

Die Sondierungstiefe wurde mit der Parodontalsonde WHO TRS 621 bestimmt 

und 30 Sekunden später die ĂBlutung nach Sondierungñ (BOP: Bleeding on 

Probing) festgestellt. Die Sondierung erfolgte sorgfältig nach dem Grundsatz 

des Ăgentle probingñ bei einem Sondierungsdruck von bis zu 0,25 Newton 

(Walsh und Saxby 1989). Sie ermöglicht eine klare Beurteilung der Stabilität 

des parodontalen Stützgewebes mit einer eventuell auftretenden 

Taschenbildung. (Abbas et al. 1982; Backhus 2005; Listgarten 1980). 

 

¶ Gingivale Rezession  

 Die Messung der Rezessionen (Kassab und Cohen 2003) erfolgte von der 

Schmelz-Zement-Grenze bis zum Gingivarand durch Anlegen der 

Parodontalsonde.  
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¶ Attachment Level 

 Zur zeitnahen Feststellung von möglicherweise auftretendem Verlust an 

parodontalem Attachment während des Untersuchungsverlaufes wurde das  

Attachment Level erhoben (Goodson et al. 1984). Es misst die Distanz von 

klinisch sondierbarem Taschenboden bis zur Schmelz-Zement-Grenze. Bei 

Vorliegen von gingivalen Rezessionen an Zähnen oder einzelnen Zahnflächen 

berechnet sich das Attachment Level aus der Summe von gingivaler Rezession 

und Sondierungstiefe. 

 

¶ Gingival Index nach Lºe & Silness (Loe und Silness 1963) 

 Dieser klinische Parameter dient zur Beurteilung des Entzündungsgrades der 

Gingiva. Es wird hierbei von einer Korrelation zwischen ödematöser 

Schwellung und Rötung in Bezug auf eine erhöhte Blutungsneigung 

ausgegangen (Löe 1967). Es werden vier Entzündungsgrade unterschieden: 

 Grad 0: entzündungsfreie Gingiva ohne pathologische Farbveränderungen 

Grad 1: leichte Entzündung, die mit geringen Farb- und Oberflächen-

veränderungen sowie leichten Ödemen, nicht aber mit BOP einhergeht. 

Grad 2: mäßige Entzündung, die durch Rötung, glasiges Aussehen, ödematöse 

Schwellung und durch BOP gekennzeichnet ist 

 Grad 3: schwere Entzündung, die durch starke Rötung, Hypertrophie und 

 Ulzeration der Gingiva auszeichnet, mit Tendenz zu Spontanblutungen  

   

¶ Plaque-Index nach Silness & Lºe (Silness und Loe 1964) 

 Dieser Index bewertet den Plaquebefall und die Plaquedicke im 

Zahnhalsbereich und berücksichtigt ebenso Sulkus, Zahnoberfläche und 

Gingivarand. Die Einteilung erfolgt in folgende Schweregrade: 

 Grad 0:  keine Plaque 

 Grad 1:  ein dünner Plaquefilm auf Gingiva und benachbarten Zahnflächen, der  

  nur durch ein Abstreichen mit der Sonde sichtbar wird 

 Grad 2: mäßige Plaqueansammlung im Sulkus, auf den Glattflächen und entlang 

 des Gingivarandes, die mit dem Auge sichtbar sind 

 Grad 3: dicker Plaquefilm, der sich bis in den Interdentalraum ausbreitet.  
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3.2.5 Gewebeaufbereitung zur histologischen Untersuchung 

Das Untersuchungsmaterial wurde den Patienten zur Baseline-Untersuchung 

(erste Untersuchung, s. Abb. 3.1) im gesunden Parodontalzustand und bei der 

dritten Untersuchung nach Induktion einer experimentellen Gingivitis  

entnommen. Die Exzisionen erfolgten jeweils distal des endständigen Zahnes des 

ersten bzw. zweiten Quadranten nach Lokalanästhesie des Weichgewebes ca. 

10 mm apikal der Entnahmestelle. Zur Terminalanästhesie wurde Ultracain D-S 

mit einem Adrenalinanteil von 1:200.000 benutzt. Ein Millilit er Injektionslösung 

enthielt 40 mg Articainhydrochlorid. Nach der Entnahme wurde das Gewebe in 

Bouin-Hollande- (BH-) Lösung für 24 bis 48 Stunden immersionsfixiert. 

Anschließend wurden die fixierten Proben gewaschen, entwässert und in Paraffin 

eingebettet. Mit Hilfe des Rotationsmikrotoms HM 325 wurden Serienschnitte von 

7 ȉm Dicke hergestellt und jeweils vier auf einem zuvor silanisierten Objektträger 

(siehe unten) aufgefangen. 

Jeder fünfte Objektträger (OT) wurde mit nur einem Gewebeschnitt bestückt und 

zur Übersicht in Giemsa-Lösung gefärbt. Die restlichen OT wurden für die 

immunhistochemischen Untersuchungen verwendet.  

Das genauere experimentelle Vorgehen wird im Folgenden vorgestellt. 

 

3.2.5.1 Fixierung und Einbettung der Prªparate 

Die von Anlauf und Mitarbeitern etablierten Protokolle waren Grundlage für die 

Fixierung und Einbettung der Proben (Anlauf et al. 2003) . Um einen Strukturerhalt 

und die Stabilität mit einhergehender Härtung des Gewebes zu gewährleisten, 

wurden die Proben fixiert. Sofort nach der Exzision wurden die Präparate in die 

BH-Immersion überführt und 24 bis höchstens 48 Stunden darin fixiert, nachdem 

sie punktuell durch Stecknadeln auf Korkplatten verankert wurden (Fransson et 

al. 1996; Fransson et al. 1999). Für die Fixierung nach Bouin-Hollande wurde ein 

Gemisch aus Formalin, Eisessig und Pikrinsäure verwendet. Dieses dringt schnell 

in das Gewebe ein und gewährleistet eine optimale Erhaltung der antigenen 

Strukturen (Ficke 2013; Gatta et al. 2012).  
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Es wird in eine Stamm- und die eigentliche Fixierlösung unterschieden. Erstere 

kann bei Raumtemperatur bis zu vier Wochen aufbewahrt werden, während die 

Gebrauchs-Fixierlösung stets frisch angesetzt werden muss.  

Für die Stammlösung wurden zunächst 25 g Kupfer-(II) -Acetat und 60 g 

Pikrinsäure (mit 50  % H2O) einzeln in etwas bidestilliertem Wasser (A. bidest) 

gelöst und anschließend zusammen mit A. bidest auf einen Liter aufgefüllt und 

gut durchmischt. Bei Ausfall von Pikratkristallen, wurden diese Salze der 

Pikrinsäure durch Rühren auf einem Magnetrührer und gegebenenfalls durch 

zusätzliches Erwärmen gelöst.  

Die eigentliche Fixierlösung wurde kurz vor der Entnahme der Biopsie angesetzt. 

Hierzu wurden 100 ml BH-Stammlösung, 10 ml säurefreie Formaldehydlösung 

(37%ig) und  1 ml Eisessig in einem Erlenmeyerkolben vermischt. Das eingesetzte 

Volumen der Fixierlösung entsprach etwa dem zehnfachen Volumen des zu 

fixierenden Präparats. Anschließend wurde das Fixationsmittel aus den 

Gewebeproben mehrfach mit 70%igem Isopropanol ausgewaschen, um eine 

Präzipitation des Pikrats zu verhindern. Die Dehydration in aufsteigender 

Alkoholreihe (Tab. 3.1), die anschließende Entziehung des Isopropanols und das 

Einbetten des Gewebes in Paraffin wurden voll automatisiert durch den Tissue-

Tek VIP-Einbettautomaten durchgeführt. Die Inkubation in dem 

Intermediärmedium Tissue Clear® , einem biodegradierbaren Xylen-Substitut, 

dient der Extraktion des Isopropanols, dem sog. Entspriten des Gewebes.  

Hierauf folgte das Einbringen der Probe in ein 56-58 °C heißes Paraffin-Paraplast-

Gemisch, die eigentliche Paraffineinbettung. 

Der Zusatz von verschiedenen im Paraffin-Paraplast-Gemisch enthaltenen 

plastischen Polymeren mit abgestimmten Molekularmassen ermöglichte ein 

schnelleres Eindringen des Paraffins in das Gewebe, was zu einer kürzeren 

Einbettungszeit führte. 

Sobald die Gewebe ausreichend mit Paraffin durchtränkt waren, konnten sie auf 

konfektionierten Kunststoffrahmen in Paraffinblöckchen eingegossen werden. 

Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Schnittfläche des Gewebes auf den Boden 

der Form gerichtet war. Nach vollständiger Aushärtung des Paraffins wurden die 

Blöckchen zur weiteren Verarbeitung zurechtgeschnitten. 
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3.2.5.2 Silanisierung der Objekttrªger 

Um eine möglichst feste Haftung der Gewebeschnitte auf dem OT zu 

gewährleisten, müssen letztere für eine Veränderung der Oberflächenstruktur 

beschichtet werden. Hier hat sich ein Silanisieren der OT mittels Organosilan 

bewährt, bei dem die Polarität der Oberfläche zugunsten der hydrophoben 

Schnitte modifiziert wird.  

Die Objektträgersilanisierung erfolgte wie im Weiteren angegeben:  

Zur makroskopischen Reinigung wurden zuerst sämtliche zerkratzten oder in 

anderer Weise beschädigten OT aus- und die übrigen in spezielle Waschkörbchen 

einsortiert. Die Waschkörbchen ihrerseits wurden in mit 60  °C heißem 

Leitungswasser und etwas Spülmittel gefüllten Waschkisten geordnet, sodass die 

Objektträger gänzlich mit Waschlösung bedeckt waren. Auf einem Schüttler 

wurden die Objektträger eine Stunde gewaschen. Im Anschluss daran wurden sie 

dreifach mit heißem Leitungswasser, danach einmal mit destilliertem und zuletzt 

mit bidestilliertem Wasser (A. bidest) nachgewaschen, um sämtliche 

Spülmittelreste zu entfernen, bevor sie dann zur Entfettung 45 Minuten in 70 % 

Isopropanol auf dem Schüttler gespült wurden. Es folgte die Trocknung der 

gereinigten und entfetteten Gläser im Umluftofen bei 60  °C und ein erneutes 

Aussortieren aller Objektträger, die Verschmutzung oder Kratzer aufwiesen. 

Für die eigentliche Beschichtung wurden die Objektträger für 3 0 Sekunden in eine 

2%ige Lösung TESPA in technischem Aceton getaucht. Hiernach wurden sie 

zweimal jeweils 30 Sekunden in purem technischem Aceton und im weiteren 

Verlauf kurz in A. dest. und anschließend in A. bidest gewaschen und danach bei 

42 °C im Umluftofen getrocknet.  

 

3.2.5.3 Herstellung von Paraffinschnitten 

Zum Schneiden der Präparate wurden die Blöckchen mit der Oberfläche parallel 

zur Messerkante in das Rotationsmikrotom HM 325 eingespannt und die 

Schnittstärke auf 7 ȉm eingestellt. Nach gleichmäßiger und behutsamer 

Bewegung des Messerschlittens über das Präparat wurden die so entstandenen 

Schnitte über die Kaltwasserrutsche (ca. 20 °C) in dem anschließenden ca. 42 °C 

warmen Wasserbad gesammelt. 
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Dieses Heißwasserbad dient der Streckung und Glättung der einzelnen Schnitte. 

Sie wurden hiernach falten- und blasenfrei zu jeweils vier Serienschnitten auf die 

zuvor silanisierten Objektträger aufgezogen. Nach einer Trockenzeit von etwa 

20 Minuten auf einer Heizplatte bei 46 °C, die eine vollständige Streckung und 

Verdunstung des überschüssigen Wassers aus dem Gewebe erlaubt, wurden die 

aufgezogenen Schnitte zur besseren Adhäsion in einem Wärmeschrank bei 60 °C 

über Nacht getrocknet und dadurch das Paraffin von ihnen abgeschmolzen. Die 

getrockneten Paraffinschnitte wurden bis zur weiteren histologischen 

Untersuchung bei Raumtemperatur gelagert. 

 

3.2.5.4 Giemsa-Fªrbung von Paraffinschnitten 

Jeder fünfte Objektträger wurde mit nur einem Gewebeschnitt versehen und für 

die morphologische Übersicht und histometrische Analyse in Giemsa-Lösung 

gefärbt. 

Es handelt sich hierbei um eine Simultanfärbung, da in der methylalkoholischen  

Giemsa-Lösung mehrere Farbstoffe gleichzeitig enthalten sind und im Anschluss 

ausdifferenziert werden. Eosin und ein DNA-Azur B -Komplex sind durch 

molekulare Wechselwirkungen für die charakteristische Färbung der Zellkerne 

verantwortlich (Merck KGaA 2008; Zipfel et al. 1984). Die Färbung wurde bei 

Raumtemperatur in der nachfolgend beschriebenen Weise durchgeführt: 

Nach Entparaffinisierung in Xylol (zwei mal fünf Minuten) wurden die Schnitte in 

absteigender Alkoholreihe rehydriert (Tab. 3.1) und anschließend in A. dest. 

inkubiert, bevor sie in die frisch angesetzte Azur-Eosin-Methylenblaulösung 

(Giemsa) überführt wurden. Die Giemsa-Stammlösung wurde im Verhältnis 1:10 

mit A. bidest verdünnt. Um die Bildung von Farbstoffsedimentationen zu 

verhindern, wurde die in Glycerin und Methylalkohol gelöste Farbstoffmischung 

langsam in das vorgelegte A. bidest filtriert.  
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Tabelle 3.1: Absteigende Isopropanolreihe 
zur Rehydrierung der Paraffinschnitte.  

 

Die Isopropanolreihe wird in umgekehrter 
Reihenfolge (aufsteigende Isopropanolreihe) zur 

Dehydrierung der Schnitte eingesetzt. 

 
 
 

Das Gemisch wurde sodann in eine Färbeküvette gefüllt, in der die Schnitte eine 

Stunde inkubiert wurden. Im weiteren Verlauf wurden die Schnitte nacheinander 

kurz in frisch angesetzte 0,6%ige Essigsäure und 96%igen Isopropanol getaucht, 

um die Rot- bzw. Blautöne auszudifferenzieren. Zuletzt wurden die Schnitte 

jeweils dreimal fünfminütig in absolutem Isopropanol und in Xylol dehydriert, 

bevor sie dann zügig mit dem xylolhaltigen Eindeckmaterial Fluka eingedeckt 

wurden. 

 

3.2.6 Immunhistochemie (IHC) 

Der Nachweis und die qualitative Darstellung spezifischer, makromolekularer 

Komponenten der Innervation in der Gingiva gelangen durch die indirekte 

immunhistochemische Nachweismethode von innervationsspezifischen Proteinen. 

Grundlage hierfür ist die Detektion von Antigenen durch spezifische Antikörper im 

zu analysierenden Gewebe. Die Präzipitation von Antigen mit dem Antikörper kann 

direkt oder indirekt durch verschieden markierte Substanzen sichtbar gemacht 

werden. Die Präparate bzw. Antikörper wurden für den immunhistochemischen 

Nachweis unter Berücksichtigung folgender Bedingungen ausgewählt:  

 

 

 

Xylol 2 x 5 min 

absolutes Isopropanol 2 x 5 min 

96%iges Isopropanol 5 min 

90%iges Isopropanol 5 min 

80%iges Isopropanol 5 min 

70%iges Isopropanol 5 min 

A. dest. 5 min 
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a)  Strukturerhalt des Präparates und Erhalt der Immunogenität  

b)  Zugänglichkeit der Epitope 

c)  Spezifität des applizierten Antikörpers mit hoher Affinität zu einem 

bestimmten Epitop ohne Kreuzreaktionen mit ähnlichen Epitopen. 

Für die morphologische Strukturerhaltung (a) und Zugänglichkeit der Epitope (b) 

wurden die Präparate in BH-Immersion (siehe Abschnitt 3.2.5.1) fixiert. Diese 

Fixierung hat gegenüber der herkömmlichen Formalinfixierung den Vorteil, dass 

die antigenen Determinanten in geringerem Maße durch Kreuzvernetzungen 

maskiert werden. Die Vernetzungen entstehen durch reaktive Gruppen in 

Polypeptidketten von Proteinen und stellen das Funktionsprinzip der Fixierung dar. 

Zusätzlich zu einer Änderung der Fixierlösung können antigene Bindungsstellen 

durch eine Vorbehandlung des Gewebes zurückgewonnen werden. Man spricht 

daher von einer Demaskierung der antigenen Strukturen. In der vorliegenden 

Studie wurde die Epitoprückgewinnung durch die thermische Methode (HIER: 

Heat induced epitope retrieval) erreicht (Shi et al. 1997; Shi et al. 1991) . Das 

genaue Verfahren wird in Abschnitt 3.2.11 erklärt. Um die Existenz spezifischer 

Epitope im Präparat sichtbar zu machen, muss der Antikörper an ein 

Detektionssystem gekoppelt sein. Da die direkte Nachweismethode, bei der ein 

spezifischer Antikörper unmittelbar an ein Chromophor konjugiert  wird, nur wenig 

sensitiv ist, wurde in der vorliegenden Studie die ind irekte Methodik verwandt 

(Abb. 3.2). Dies gewährleistet nicht nur eine hohe Spezifität ( c), sondern auch 

eine große Sensitivität der Antikörper. In diesem Mehrschrittverfahren wird gegen 

das Epitop ein spezifischer, unkonjugierter primärer Antikörper gerichtet, an 

welchen dann ein enzym- oder fluoreszenzmarkierter sekundärer Antikörper 

bindet, der die Visualisierung erlaubt. Hierbei ist darauf zu achten, dass sowohl 

das zu untersuchende Gewebe als auch Primär- und Sekundärantikörper nicht von 

der gleichen Spezies stammen. Der Sekundärantikörper sollte vielmehr gegen die 

Spezies des primären Antikörpers gerichtet sein, daher ausschließlich an diesen 

binden und keine Bindungen mit dem Bioptat eingehen (Liddell und Weeks 1996; 

Taylor und Rudbeck 2013). 
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Abb.  3.2:  Avidin -Biotin -Komplex Methode  modifiziert nach Key 
(Key 2009; Petersen und Pedersen 2013) 

 

3.2.7 Das ĂAvidin-Biotin-Complexñ-Verfahren (ABC-Verfahren) 

Eine Signalverstärkung kann durch eine konjugierte Antigen-Methode, das Avidin-

Biotin-Complex- (ABC-) Verfahren erreicht werden. Diese Technik ist sehr 

empfindlich und basiert auf einer hohen Affinität des basischen Glykoproteins 

Avidin zu Biotin. 

Avidin wird aus Hühnereiweiß gewonnen und ist ein Tetramer mit e iner 

Molekularmasse von etwa 66 kDa, der vier Bindungsstellen für das Molekül Biotin 

(Vitamin H) aufweist (Hsu et al. 1981a; 1981b; Key 2009) . Mit einer 

Affinitätskonstante von 1015 pro Mol, weist dieses Bündnis eine höhere 

Bindungsaffinität als der beste Antigen-Antikörper-Komplex auf (Liddell und 

Weeks 1996) und kann selbst durch proteolytische Enzyme nicht gespalten 

werden. Des Weiteren lässt sich Biotin leicht an primäre Aminogruppen in 

Proteinen konjugieren. Mit seiner Masse von 244 Da stellt es keine sterische 

Hinderung für das biotinylierte Makromolekül dar.  

Da Biotin als Cofaktor und Vitamin bereits in dem zu untersuchenden Gewebe 

vorhanden sein könnte, muss das endogene Biotin in den Proben zunächst mit 
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Avidin und Biotin irreversibel blockiert werden, da es sonst im Folgenden zu 

unspezifischen Bindungen zwischen gewebseigenem Biotin und dem zugesetzten 

Avidin-Biotin-Komplex (AB-Komplex) kommt und daher zu falsch-positiven 

Ergebnissen führt.  

Erst danach erfolgt die Markierung mit dem unkonjugierten Erstantikörper gegen 

den nach entsprechender Inkubationszeit ein biotinylierter Sekundärantikörper 

gerichtet wird. Das dritte Reagenz ist ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Konjugat, das 

nach Vorinkubation bei Raumtemperatur auf die Schnitte aufgetropft wird. Die 

Verwendung von Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) in 

Kombination mit dem gebräuchlichsten Chromogen 3-3ô-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid (DAB) hat sich hierbei besonders bewährt. Um die natürlichen 

Peroxidaseaktivitäten im Gewebe abzufangen, müssen endogene Peroxidasen 

entsprechend durch eine 30-minütige Inkubation in Methanol , dem 3 µl 30%iges 

H2O2 zugefügt wurde, blockiert werden.  

Das an den Primärantikörper kovalent gebundene Biotin dockt an die freien 

Bindungsstellen des Avidins. Die Visualisierung der nachzuweisenden 

Antigenstruktur erfolgt über die Umsetzung des Chromogens (DAB) durch die 

Peroxidase. Nach Hinzugabe von Wasserstoffperoxid wird dieses reduziert und das 

zuvor fast farblose Substrat DAB unter Bildung von Wasser zu dem farbigen 

Endprodukt oxidiert. Es bildet sich ein unlöslicher, selbst in Xylol stabiler, brauner 

Niederschlag. Durch den Zusatz von 0,8 % Ammonium-Nickelsulfat (Ni) konnte 

die Reaktion intensiviert werden (Anlauf et al. 2003) . Dabei entsteht ebenfalls 

durch Oxidation ein schwarzes Farbprodukt. Da Avidin über vier Bindungsstellen 

für Biotin verfügt, kommt es zu einer Komplexbildung, d ie mit der eingangs 

beschriebenen Signalamplifikation einhergeht, die die Sensitivität erheblich 

steigert. 

 

3.2.8 Tyramid-Verstªrkung 

Zusätzlich kann man die immunhistochemische Reaktion durch die Applikation von 

biotinyliertem Tyramid verstärken. Man spricht vo n der Tyramid-Signal-

Amplifikation (TSA) Technologie (Bobrow et al. 1989) . Die TSA wird mit der ABC-

Methode kombiniert und ist wie diese sowohl mit den chromogenen als auch 
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fluorophoren Visualisierungsmethoden kompatibel. Das Verfahren beruht auf der 

Fähigkeit des Tyramids, einer phenolischen Verbindung, an elektronenreiche 

Aminosäuren, vornehmlich Tyrosinreste eines Proteins kovalent zu binden, wenn 

es in oxidiertem Zustand als freies, hoch-reaktives Radikal vorliegt (Wang et al. 

1999). Nach Zugabe des biotinylierten bzw. zusätzlich fluorochrom-markierten 

Phenolderivates, des Tyramids, bindet das Biotin an das Avidin des zuvor 

gebildeten peroxidase-gekoppelten Avidin-Biotin-Komplexes, der wiederum an 

den Sekundärantikörper gebunden ist. In Anwesenheit geringer Mengen von H2O2 

wird das Tyramid nun zu einem kurzlebigen hoch-reaktiven Intermediat oxidiert, 

welches sehr schnell mit den umliegenden Tyrosinresten der Peroxidase reagiert 

(Heine 2011). Die peroxidase-katalysierte Präzipitation des biotingekoppelten 

Tyramids in unmittelbarer Umgebung des gebundenen Erstantikörpers führt zu 

einer Steigerung des Biotinangebotes und so zu einer verstärkten Farbumsetzung 

des Chromogens bzw. zu einer Signalverstärkung der Fluorochrome. In der 

vorliegenden Studie wurde die TSA-Technologie ausschließlich in der 

Immundoppelfluoreszenz eingesetzt. Die quantitativen Untersuchungen basieren 

auf nicht Tyramid-verstärkten single-Staining Methoden. 
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3.2.9 Antikºrper und Detektionssysteme 

Für den immunhistochemischen Nachweis wurden die in Tab. 3.2 beschriebenen 

polyklonalen Erstantikörper verwendet. Die eingesetzten Sekundärantikörper sind 

in Tab. 3.3 dargestellt.  

 

 

Tabelle 3.2: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten polyklonalen  
Erstantikörper.  

Antigen  Abkürzung/ 
Code 

Donor -
spezies  

Verdünnung  Quelle  

DAB/Ni  Doppel -F-  

Calcitonin gene-related 
peptide 

CGRP/Ste rabbit 1:150.000  Yanaihara Institute 
Inc., Shizuoka, Japan 

Choline-
Acetyltransferase 

ChAT AB144P 
(Chem.) 

goat 1:200  Chemicon, Temecula, 
CA, USA 

Chromogranin A CgA lenny9 rabbit 1:8.000 1:300 Weihe et al. 1991 

Dopamin-ß-Hydroxylase DBH Protos rabbit 1:500 1:50 Weihe et al. 2005 

DOPA-Decarboxylase AADC (Chem.) rabbit 1:700 1:80 Weihe et al. 2005 

Neuropeptide Y NPY (Aus) sheep 1:5.000 1:200 Auspep LLC, 
Louisville, KY, USA 

Peptide Histidine-
Methionine 

PHMïYAN2 rabbit 1:10.000   

Protein Gene Product PGP 9.5 rabbit 1:10.000  Ultraclone, Isle of 
Wright, UK 

Substanz P SP L. E. Eiden 
(Bob Eskay) 

rabbit 1:10.000  Serva 

Tyrosinhydroxylase TH sh/45 
(Chem) 

sheep 1:1.000 1:100 Anlauf et al. 2003 

Vesikulärer 
Acetylcholintransporter 

VAChT (1624) goat 1:8.000 1:800 Schafer et al. 1995 

Vesikulärer 

Acetylcholintransporter 

VAChT (80153) rabbit 1:5.000 1:500 Weihe et al. 2005 

Vesikulärer 

Monoamintransporter 2 

VMAT2 (80182) rabbit 1:2.000 1:200 Erickson et al. 1996b 

Vasoaktives Intestinales 

Polypeptid 

VIP Maggi rabbit 1:8.000 1:1.000 Yanaihara Institute 

Inc., Shizuoka, Japan 

von Willebrand Faktor vWF (Dako) rabbit 1:5.000 1:300 Dako 
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Tabelle 3.3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten 
Sekundärantikörper.  

Antigen  Abkürzung/ 
Code 

Donor -
spezies  

Verdünnung  Quelle  

Anti-goat-IgG, biotinyliert  do-a-gt biot.  donkey 1:200 Dianova, Hamburg, 
Deutschland 

Anti-guinea-pig-IgG, biotinyliert  do-a-gp biot.  donkey 1:200 Dianova, Hamburg, 
Deutschland 

Anti-rabbit-IgG, biotinyliert  do-a-rb biot.  donkey 1:200 Dianova, Hamburg, 
Deutschland 

Anti-sheep-IgG, biotinyliert  do-a-sh biot. donkey 1:200 Dianova, Hamburg, 
Deutschland 

Alexa Fluor 488 Streptavidin A488 Strept. donkey 1:200 MoBiTec, Göttingen, 
Deutschland 

Alexa Fluor-647-konjugiertes 
anti-goat-IgG 

do-a-gt 647 donkey 1:200 MoBiTec, Göttingen, 
Deutschland 

Alexa Fluor-647-konjugiertes 
anti-rb-IgG 

chi-a-sh 647 chicken 1:200 MoBiTec, Göttingen, 
Deutschland 

Alexa Fluor-647-konjugiertes 
anti-sh-IgG 

do-a-sh 647 donkey 1:200 MoBiTec, Göttingen, 
Deutschland 

 

 

3.2.10 Validierung 

Um möglichst valide Ergebnisse zu erzielen, wurde die optimale 

Arbeitsverdünnung der Erstantikörper in vorausgehenden Untersuchungen am zu 

untersuchenden Gewebe umfassend austitriert. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 

dargestellt. Die Spezifität der verwendeten Primärantikörper wurde zuvor in 

anderen Studien der Arbeitsgruppe vollständig u. a. durch Präabsorption 

charakterisiert. Hierzu wurden, wie von Weihe et al. für VAChT und VMAT2 

erläutert (Weihe et al. 2005) , alle bis auf die kommerziell erworbenen 

Erstantikörper, zu denen die spezifischen Antigene nicht verfügbar waren, jeweils 

mit einem Überschuss ihrer entsprechenden Antigene, gegen die sie gezogen 

wurden, präabsorbiert. Da die positiven Signale präabsorbiert wurden, die 

Antikörper demzufolge präabsorbierbar waren, kann von ihrer Spezifität 

ausgegangen werden (Weihe et al. 2005). Des Weiteren wurde durch 

Negativkontrollen die Spezifität der Sekundärantikörper speziell in Bezug auf die 

vorliegenden Gingivaschnitte überprüft. Hierzu wurden die Proben anstelle einer 

Verdünnung aus Erstantikörper und BSA-PBS-Lösung (siehe Abschnitt 3.1.2) mit 

reiner BSA-PBS-Lösung betropft . Waren an diesen Schnitten nach erfolgter 
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Inkubation positive Signale nachzuweisen, konnte von unspezifischen Bindungen 

zwischen Sekundärantikörper und Gewebe ausgegangen werden. Zur Messung 

und Kontrolle des Inkubationserfolges wurden in jeder Teilinkubation Proben als 

Positivkontrollen mitgeführt. Hierzu dienten Probenblöcke, bei denen auf 

Schnitten bereits zuvor Immunreaktionen mit den jeweils verwendeten 

Antikörpern nachgewiesen werden konnten. 

 

3.2.11 Immunenzymatisches Nachweisverfahren mit DAB/ Ni 

Zunächst wurden die Paraffinschnitte drei mal zehn Minuten in Xylol 

deparaffinisiert und anschließend zur initialen Rehydrierung für zehn Minuten in 

absolutes Isopropanol getaucht. Die unspezifischen, endogenen Peroxidasen 

wurden hierauf durch eine 30-minütige Inkubation in Methanol unter Zugabe von 

30%iger Wasserstoffperoxidlösung blockiert. Es folgte die Rehydration in 

absteigender Alkoholreihe (s. Tab. 3.1), wobei der 90  %-Schritt übersprungen 

wurde. 

Die bei Fixierung und Einbetten entstandenen Proteinvernetzungen wurden durch 

das sog. Heat induced epitope retrieval (HIER) gelöst und so die Zugänglichkeit 

der Epitope durch Demaskierung wiederhergestellt. Hierfür wurden die Präparate 

15 Minuten in Natriumcitrat-Puffer (pH 6,0) bei 92-95 °C gekocht. 

Nach kurzem Waschen in A. bidest, wurden die Präparate trocken gesaugt und 

die einzelnen Schnitte mit einem PAP-Pen umfahren, um einen hydrophoben Rand 

zu schaffen. Anschließend wurden die Präparate für 30 Minuten in 5 % 

phosphatgepufferter BSA-Lösung inkubiert, um die unspezifischen 

Bindungsstellen zu blockieren. 

Nach kurzem Eintauchen in 1 % BSA-PBS-Lösung wurden die Schnitte zur 

Absättigung endogener Biotinbindungsstellen trocken gesaugt und zunächst mit 

der Avidin-Blockade, mit Avidinstammlösung, die auf 30 % (v/v) mit 1 % BSA-

PBS verdünnt wurde, für 20 Minuten in einer feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur inkubiert. 
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Die Präparate wurden daraufhin zweifach kurz mit A. bidest gespült und für fünf 

Minuten in 1 % BSA-PBS-Lösung getaucht. Die Biotin-Blockade wurde zur 

Sättigung der verbliebenen Avidinbindungsstellen analog der Avidin-Blockade 

durchgeführt. Mit A.  bidest wurden die Proben erneut gewaschen und in 1 % BSA-

PBS gestellt, bevor sie wiederum vorsichtig trocken gesaugt und mit dem 

Primärantikörper über Nacht in einer feuchten Kammer bei 16 °C inkubiert 

wurden. 

Um das Aktivitätsmaximum der Antikörper auszunutzen, wurden die Präparate am 

Folgetag zweistündig bei 37 °C inkubiert, und danach die überschüssigen 

Erstantikörper mit A. bidest abgewaschen. Es folgten weitere Waschschritte 

(3 x 5 min in A. bidest, 10 min PBS) sowie die Inkubation in 0,5  % BSA-PBS zur 

Anpassung der Oberflächenspannung. 

Der biotinylierte Sekundärantikörper wurde in einer Verdünnung von 1:200 auf 

die Schnitte gebracht und bei 37  °C in einer feuchten Kammer 45 min inkubiert. 

Der biotinylierte Sekundärantikörper richtet sich gegen die Fc-Anteile der 

Erstantikörper.  

Nach den oben genannten Waschschritten blieben nur dort Antikörper zurück, wo 

sie an die Fc-Region des jeweiligen Erstantikörpers gebunden hatten. Im 

Anschluss wurden die Schnitte durch Inkubation in 0,5 % BSA-PBS äquilibriert. Es 

folgte die Inkubation mit dem peroxidase -gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex.  

Zur Herstellung dieser AB-Komplex-Lösung wurden zu 1 ml 1 % BSA-PBS 20 µl 

der Avidin-Lösung sowie 20 µl der Biotin-Lösung gegeben und gut vermischt. 

Hierzu war eine Vorinkubation derselben für mindestens 30 Minuten notwendig. 

Wurde eine zusätzliche Verstärkung der immunhistochemischen Reaktion mittels 

Tyramid angestrebt, wurden die Schnitte zunächst fünf Minuten in A.  bidest, 

danach dreimal jeweils fünf Minuten in TN-Puffer gewaschen. 

Anschließend folgte die Inkubation mit dem biotinylierten Tyramid für zehn 

Minuten bei Raumtemperatur, wonach die Schnitte erneut zweimal fünfminü tig im 

TN-Puffer gewaschen wurden.  

Schnitte, die keiner zusätzlichen Tyramidverstärkung unterzogen werden sollten, 

wurden nach der Inkubation mit dem AB -Komplex sofort gespült. Die 

tyramidverstärkten Proben wurden nach der eben genannten zweimaligen 

Aufbereitung im TN-Puffer, gemäß den oben genannten Waschschritten gespült. 
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Nun wurden die Schnitte zunächst in DAB/ Nickel-Lösung fünf Minuten 

vorinkubiert. Hierzu wurden 75  mg DAB und 450 mg Ammonium-Nickelsulfat in 

800 ml PBS gelöst und auf dem Magnetrührer gut durchmischt. Zur Auslösung der 

Farbreaktion wurden 112 µl H2O2 der Lösung zugegeben. 

Die Reaktion wurde nach acht Minuten durch das Überführen der 

Objektträgerküvette in A.  bidest gestoppt. Die Präparate wurden zweimalig in 

A. bidest gewaschen und in aufsteigender Alkoholkonzentrationsreihe (siehe 

Tab. 3.1) und abschließend mit Xylol dehydriert, bevor sie mit dem xylolhaltigen 

Eindeckmedium DePeX eingedeckt wurden. 

 

3.2.12 Immunhistochemische Doppelfluoreszenzmarkierung 

Um im selben Schnitt die Existenz zweier Antigene in der gleichen Zielstruktur und 

gegebenenfalls ihre Segregation oder Koexistenz nachzuweisen, können zwei 

Primärantikörper verschiedener Spezies gleichzeitig appliziert und untersucht 

werden. Dies gelingt nur, wenn äußerst genau darauf geachtet wird, dass beide 

Erstantikörper nicht derselben Spezies, Gattung bzw. Subfamilie entstammen. So 

sollte beispielsweise die Koapplikation zweier Antikörper aus der Unterfamilie der 

Ziegenartigen (Caprinae) vermieden werden, da es sonst zu unspezifischen 

Kreuzreaktionen kommen kann. 

Die immunhistochemische Doppelfluoreszenz-Färbung basiert wie auch die 

immunhistochemische DAB/ Ni-Färbung auf der Bindung von Antikörpern an 

spezifische Epitope von Antigenen. Lediglich die Visualisierung entspricht einem 

anderen Prinzip. Dies wird im weiteren Verlauf erläutert. 

Die Schnitte wurden bis zum Einsatz der Primärantikörper entsprechend der 

immunenzymatischen DAB/ Ni-Färbung behandelt. Allerdings wurde, wenn keine 

Tyramid-Signal-Amplifikation (TSA) gewünscht war, die Blockade der endogenen 

Peroxidasen übersprungen, da der Nachweis nicht auf der peroxidase-

gekoppelten Substratumwandlung mit Farbausschlag beruht, sondern auf einem 

durch angeregte Fluorochrome emittierten Licht verschiedener Wellenlängen. 

War eine TSA geplant, so war der Nachweis zwar derselbe, jedoch wirkt die TSA 

nur peroxidase-katalysiert, weshalb endogene Peroxidasen hier ebenfalls stören. 

Die einzelnen Antikörper wurden bei halbem Ausgangsvolumen in doppelter 
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Konzentration angesetzt, mit der komplementären Antikörpermischung zu 

gleichen Teilen vermischt und so in gewünschter Endverdünnung gleichzeitig auf 

das Gewebe aufgetragen. 

Antikörper und Schnitte wurden in feuchten Kammern über Nacht bei 16  °C, am 

Morgen für weitere zwei Stunden bei 37 °C inkubiert, die nicht -gebundenen 

Antikörper in den entsprechenden Waschschritten abgespült und die Schnitte 

durch die Inkubation in 0,5 % BSA-PBS äquilibriert. Ein biotinylierter spezies-

spezifischer Sekundärantikörper wurde nun gegen einen der beiden 

Primärantikörper gerichtet und wirkte bei 37  °C 45 Minuten auf die Proben ein. 

Nach erneuten Waschschritten und der Äquilibrierung in 0,5 % BSA-PBS wurden 

die Proben, sofern sie einer TSA unterzogen werden sollen, dreimal fünfminütig 

in TN-Puffer gespült, dann zehn Minuten mit biotinyliertem Tyramid bei 

Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend erneut zweifach fünfminütig im TN -

Puffer und gemäß der oben genannten Waschschritte gespült. 

Sowohl die TS-verstärkten als auch die Schnitte, die keiner Amplifikation 

unterzogen wurden, wurden dann im gleichen Mischungsverhältnis aus dem direkt 

markierten Sekundärantikörper gegen den zweiten Erstantikörper und 

Fluorochrom-A 488-konjugiertem Streptavidin gegen den biotinylierten 

Zweitantikörper in einer feuchten Kammer bei 37 °C zwei Stunden inkubiert. Als 

Fluorochrome wurden A 488 (Extinktion bei 499 nm/ Emission 519 nm) und A 647 

(Extinktion 652 nm/ Emission 668 nm) verwendet.  

Nachdem das überschüssige Fluorophor durch die entsprechenden Waschschritte 

abgespült wurde, erfolgte die Eindeckung der Präparate mittels FluorSafe. Da das 

Eindeckmittel auf wässriger Grundlage basiert, erübrigte sich die vorherige 

Dehydration. Die Proben wurden gekühlt und zur Vermeidung des Ausbleichens 

der Fluoreszenzsignale (Quenchen) dunkel aufbewahrt. 

 

  



Materialien und Methoden   69 

3.2.13 Konfokal- und Immunfloureszenzmikroskopie 

Um die Färbeergebnisse zu beurteilen und die Innervationsmuster histologisch in 

der Gingiva untersuchen zu können, wurden die mittels DAB/ Ni gefärbten 

Präparate mit einem Olympus Provis AX 70 Stereomikroskop in der 40-, 100-, 

200- und 400-fachen Vergrößerung im direkten Vergleich gesichtet.  

Die Ergebnisse wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit der digitalen SPOT RT3 

Mikroskopkamera fotodokumentiert. Die zum einen mit dem Kamerat ubus des 

Mikroskops und zum anderen mit einem Computer verbundene Kamera und die 

dazu passende auf dem PC installierte Software Spot Advanced Version 

ermöglichen die digitale Aufnahme von histologischen Schwarz-Weiß-Bildern im 

8- bzw. 16bit Tif-Format. 

Die histologische Auswertung der doppelfluoreszenzmarkierten Proben erfolgte 

mit Hilfe des Olympus FluoView BX50WI konfokalen Laserscanmikroskops. Die 

Immunfärbung wurde durch die digitale Speicherung von 

Falschfarbendarstellungen anhand des kompatiblen Programms FluoView 

dokumentiert. Hierbei wurden die Schnitte mit feinem Laserstrahl abgetastet, der 

die einzelnen Punkte nicht nur flächig, sondern auch in der Tiefe fokussiert, 

wodurch eine maximale Bildschärfe gewährleistet wird. So ist eine präzise 

räumliche Zuordnung und Differenzierbarkeit von unterschiedlichen 

Antigenstrukturen auf kleinstem Raum möglich. Um die getrennte Darstellung 

beider Signale zu gewährleisten, sind Anregungs- und Emissionslicht beider 

Fluorochrome gut voneinander getrennt. 

 

3.2.14 Qualitative Auswertung und Fotodokumentation 

Innerhalb der einzelnen Proben wurden die unterschiedlichen Immunreaktionen 

auf die entsprechenden Antikörper jeweils in der Peripherie subepithelial in den 

Papillen des OE sowie in der Tiefe des Gewebes perivaskulär und frei stets an 

denselben Strukturen fotodokumentiert.  

Abb. 3.3 zeigt eine Gingivabiopsie, in der beispielhaft zwei potenziell zur 

Fotodokumentation geeignete Ausschnitte markiert sind. Die Abbildung soll zur 

Übersicht der beschriebenen Auswahl der Dokumentationsregionen dienen. OSE 

und OE sind gut zu identifizieren . Das SE konnte aufgrund seines festen, durch 
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Hemidesmosomen bedingten Epithelansatzes nicht oder nur teilweise erhalten 

werden. Signale an gefäßassoziierten und frei verlaufenden Nervenfasern wurden 

jeweils peripher (gestrichelt m arkierter Bildausschnitt) unterhalb des OSE in den 

bindegewebigen Verzapfungen und in der Tiefe der Tunica propria mucosae 

detektiert (mit durchgezogener Linie markiertes Quadrat) und in Folgeschnitten 

mit den Immunreaktionen auf andere, innervations -spezifische Antikörper 

verglichen. 

Zum Vergleich der verschiedenen, sich in Alter und Entzündungsgrad 

unterscheidenden Biopsien wurden zur Fotodokumentation jeweils die Strukturen 

herangezogen, die in der jeweiligen Probe die am deutlichsten ausgeprägten 

Signale aufwiesen. Die Regionen der Dokumentation waren in der Tiefe der 

Mukosa und in der Peripherie gefäßassoziiert und gefäßfrei, konnten allerdings 

innerhalb dieser Gebiete in ihrer Position variieren.  

 

 

 

 

 

Abb.  3.3 : Übersicht eines Querschnittes durch die Gingiva in DAB/  Ni -
Färbung.  
Die Bildausschnitte innerhalb der Abb. verdeutlichen exemplarisch die Wahl der Regionen der 
Fotodokumentation. OE: Orales Epithel, OSE: Orales Sulkusepithel, P: Papilla propria, Tpm: 

Tunica propria mucosae. Verwendeter Antikörper: anti-NPY. Maßstabsbalken im Bild = 100 µm. 

P 

 

Tpm 

OE 

OSE 
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Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Einstellungen zur Dokumentation 

innerhalb des Programms SPOT stets identisch waren. Zur besseren Übersicht 

sind in einigen Abbildungen dieser Arbeit die ursprünglichen Fotografien 

zugeschnitten dargestellt. 

Die generelle Auswertung erfolgte auf der gesamten Oberfläche der einzelnen 

Schnitte. Zur qualitativen Auswertung wurden die Immunreaktionen innerhalb der 

Proben zunächst auf ihre Intensität gepr¿ft und Ăblickdiagnostischñ einer 

Skalierung unterzogen. Hierbei wurde die Skala in 10 Einheiten eingeteilt, wobei 

0 keine Expression und 10 eine volle, deutliche Expressionsintensität kodierte. 

Anschließend wurden zur besseren Objektivierung der Beobachtungen in den 

einzelnen Schnitten die Dichte und Lokalisation immunreaktiver Fasern und 

Strukturen beurteilt .  

Für die quantitative Analyse wurde innerhalb der verschiedenen Proben die Zahl 

der für die einzelnen Antikörper positiven Signale ermittelt , ihre Dichte in Bezug 

auf die Gesamtschnittfläche bemessen und diese im Anschluss miteinander 

verglichen.  

Der Flächeninhalt der Oberfläche der einzelnen Schnitte wurde mit Hilfe von 

Adobe Photoshop Elements berechnet. 

Um mögliche Confounder zu minimieren und eindeutige Schlüsse aus der 

Veränderung der Innervation der Gingiva durch die induzierte, experimentelle 

Gingivitis ziehen zu können, wurden die anonymisierten Proben nach Alter, 

Geschlecht und entsprechendem Entnahmezeitpunkt zu Paaren von gesund und 

entzündet zusammengeordnet. Außerdem wurden zur Übersicht Giemsa-

Färbungen der Biopsien angefertigt und im Anschluss auf histopathologische 

Entzündungszeichen gesichtet. 

Da eine paarweise Einteilung der Gewebeproben der jungen und älteren 

Patientengruppe mitunter nur unzureichend realisierbar war, wurden nur die 

Proben zur weiteren Auswertung verwendet, die eindeutig in Matches zuzuordnen 

waren und sich im histologischen Screening als Biopsie-Paare von gesund und 

gingival entzündet, einteilen ließen. 
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3.2.15 Quantifizierung und statistische Auswertung 

Die quantitative Analyse der Dichte der Immunreaktionen gegen die jeweilig 

spezifischen Antikörper der verschiedenen Innervationsqualitäten wurde an DAB/ 

Ni-inkubierten Schnitten mit Hilfe eines Olympus AX70 Mikroskops durchgeführt. 

Stellvertretend für noradrenerg sympathische Fasern wurden Immunreaktionen 

gegen VMAT2, TH und NPY, für cholinerg parasympathische Fasern gegen VAChT 

und VIP, für peptiderg sensorische Fasern gegen CGRP und SP quantifiziert. Die 

Auswertung erfolgte einfach verblindet.  Zu diesem Zweck wurden die OT-

Nummern nach der Inkubation mit DAB/ Ni abgedeckt und jedem OT randomisiert 

und blind ein farbiger Buchstabe zugeordnet. Die Proben wurden anhand der 

Buchstaben ausgewertet und erst nach vollständig abgeschlossener Evaluation 

wurde die Zuordnung der Buchstaben durch Rekonvertierung in die OT-Nummern 

ermittelt und aufgehoben.  

Die Schnitte wurden bei einer Bildauflösung von 9000 dpi gescannt und die 

Schnittflächen mit Hilfe von Photoshop Elements gemessen. 

Die Dichte der gegen die einzelnen Antikörper immunreaktiven vasomotorischen 

und nonvaskulären Nervenfasern wurde durch Auszählen der Blutgefäße, die 

perivaskulär positive Signale gegen die jeweils verwendeten Antikörper zeigten, 

und der Anzahl immunreaktiver nicht gefäßassoziierter Fasern innerhalb des 

Schnittes ermittelt. Hierzu wurde jeweils die gesamte Schnittfläche 

herangezogen.  

Anhand ihrer Lokalisation wurden die immunpositiven Gefäßnerven in 

oberflächliche Fasern, die dem Verlauf der papillären Blutgefäße (papillary blood 

vessels: PBV) folgten und in solche, die perivaskulär entlang der zentral, tief in 

der Tpm verlaufenden Gefäße (deep blood vessels: DBV) zu beobachten waren, 

gegliedert. Letztere Gefäße wurden wiederum in solche unterteilt, die entweder 

zu einem Viertel (+), halb (++) oder fast vollständig (+++) zirkulär von 

Immunreaktionen umgeben waren. Diese Einteilung ist zur besseren Übersicht in 

Abb. 3.4 graphisch dargestellt.  

Zur übersichtlicheren Darstellung wurden diese Parameter jedoch als Summe 

zusammengefasst und jeweils mit den Ergebnissen der unterschiedlichen 

Entzündungsgrade und Altersstufen verglichen. 
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Perpendikulär oder tangential angeschnittene Nerven ohne vaskuläre Assoziation 

wurden ausschließlich tief in der Lamina propria beobachtet und ausgezählt. 

Die Daten sind als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM: 

standard error of the mean) angegeben. Die Berechnung der Mittelwerte erfolgte 

durch die Tabellenkalkulationssoftware Excel (Microsoft). Die Berechnung der 

SEM-Werte und die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software 

Statistical Package for Social Science (SPSS) durchgeführt. Verbundene 

Stichproben zum Vergleich entzündungs-bedingter Veränderungen jeweils in 

jungen bzw. in alten Patienten wurden mit dem Wilcoxon-Test auf statistische 

Signifikanz geprüft. Zur Auswertung altersabhängiger Veränderungen wurde der 

Mann-Whitney Test genutzt. Es galt das allgemeine Signifikanzniveau von 

p <  0,05 =  signifikant (sig.). Die statistische Auswertung des erhobenen 

Datensatzes wurde durch Herrn Dipl.-Math. Jörg Reitze der moreDATA GmbH 

durchgeführt.  

 

 

 

 

 
    -     +  ++           +++ 

Abb. 3.4: Exemplarische Darstellung der quantitativen Auswertung 
positiver Immunreaktionen perivaskulärer Fasern entlang tief 
submukös verlaufender Gefäße.  (-): keine Immunreaktion ; (+ ): viertel -; 
(++ ): halb-; (+++ ): vollzirkuläre Immunreaktion.   
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4 Ergebnisse 

In dem vorliegenden Teil der Studie wurden die Gingivabiopsien von 14 

Probanden histologisch und immunhistochemisch untersucht. Aus der 

ursprünglichen Studienpopulation schieden zwei Versuchsteilnehmer im Alter 

zwischen 47 bis 77 Jahren aus, da ihnen innerhalb des Untersuchungs-zeitraums 

aus gesundheitlichen Gründen eine Antibiotikatherapie vom Hausarzt verordnet 

worden war. Weitere Gingivaproben jeweils gleicher Anzahl gesunder und 

entzündeter Gingivae wurden ebenfalls in der vorliegenden Studie nicht evaluiert, 

da die genaue Zuordnung zu dem jeweiligen Match nicht eindeutig zu treffen war. 

Es wurden die Gewebeproben von jeweils sieben Probanden jeder Gruppe 

untersucht. Die klinischen Ergebnisse wurden in den vorherigen Arbeiten durch 

Helms und Werner eingehend beschrieben 

(Helms 2008; Werner 2010). 

 

4.1 Vorversuche 

4.1.1 Titrationsreihe zur Bestimmung optimaler Konzentration 

Um eine bestmögliche Qualität des Färbeergebnisses mit maximaler 

Signalintensität und minimaler Hintergrundfärbung zu gewährleisten, wurden die 

verwendeten Primärantikörper zunächst in unterschiedlichen Verdünnungen 

getestet. Die ermittelten optimalen Arb eitskonzentrationen sind in Tab. 3.2 unter 

Abschnitt 3.2.9 erfasst. 

 

4.1.2 Negativkontrollen 

Die durch Aussparung der einzelnen Primärantikörper erzeugten Kontrollproben, 

die in jedem Versuch mitgeführt wurden, zeigten keine Reaktionen. Es kann daher 

davon ausgegangen werden, dass die verwendeten Sekundärantikörper keine 

unspezifischen Bindungen mit dem Gewebe eingehen. 
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4.2 Histochemische Fªrbung 

Zur Übersicht wird in Abb. 4.1 exemplarisch ein Paraffinschnitt der gingivalen 

Biopsien gezeigt, die mit Hilfe der Giemsa-Lösung histochemisch angefärbt 

wurden. Das parakeratinisierte Str. corneum (Sc) wird hierbei markant rot -violett 

dargestellt. Mechanische Kräfte, die mit dem Schneiden auf den Schnitt 

einwirken, verursachen ein partielles Ablösen der Hornschicht von dem darunter 

gelegenen Str. granulosum (Sg). Das Str. granulosum ist hellviolett, das 

Str. spinosum (Ssp) etwas dunkler und Str. basale (Sb) dunkel blauviolett gefärbt. 

Die Tunica propria mucosae (Tpm) besitzt aufgrund ihrer Vielzahl an 

Kollagenfasern eine vorwiegend hellviolette Färbung und ist mit dem Epithel 

durch die Papillae propriae (P) verzapft. Der kollagene Faserapparat wird von 

hierin verlaufenden Gefäßen und Nerven sowie von wenigen Fibroblasten und 

atypischen Zellen des Bindegewebes (siehe Kapitel 1.7) durchsetzt. Sie weisen 

eine bläuliche Färbung auf. 

Die Form und die Größe der Papillen zeigten zwischen beiden Altersgruppen eine 

Varianz. Die Papillen scheinen innerhalb der Proben aus der jungen Altersgruppe 

schmaler und deutlich länger, z. T. auch gewundener zu sein, als jene in den 

Gingivae der Gruppe fortgeschrittenen Alters. 

Anhand der ĂGiemsa-Schnitteñ wurde auÇerdem der histologische 

Entzündungsgrad der einzelnen Biopsien festgestellt und dieser mit dem der 

jeweiligen Match-Partner verglichen. Die Ergebnisse dieser 

histomorphometrischen Untersuchung sind im Folgenden dargestellt. Hierbei 

wurde besonderes Augenmerk auf das Bestehen von Zell-Infiltr aten sowie die 

Verteilung von Plasmazellen, PMNs und Makrophagen gelegt. Während 

bestimmte mikroskopisch sichtbare Entzündungszeichen bei annähernd allen 

Proben ermittelt werden konnten, fiel auf, dass die Biopsien der älteren 

Probanden bereits im klinisch gesunden Zustand einige PMNs und eine 

bedeutende Anzahl an Plasmazellen aufwiesen, die zu diesem Zeitpunkt in den 

Proben der jüngeren Teilnehmer fehlten. Die Konzentration von Plasmazellen und 

PMNs erhöhte sich nach Induktion der experimentellen Gingivitis deutlich im 

Vergleich zur Ausgangssituation und in beiden Gruppen annähernd gleichmäßig. 

Makrophagen konnten nicht in gesunden, sondern ausschließlich in gingival 

entzündeten Proben beobachtet werden. Zwei der zur Baseline-Untersuchung 
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entnommenen Proben enthielten ausgeprägte, durch Entzündungszellen 

infiltrierte Bereiche, wohingegen die Biopsien der übrigen Probanden 

diesbezüglich keine Auffälligkeiten zeigten. Die jeweils gesunden Proben zweier 

Teilnehmer im Alter von 60 und 77 Jahren zeigten weitere Anzeichen für eine 

gingivale Entzündung. Da in den korrespondierenden, gingivitisch entzündeten 

Counterparts der klinisch gesunden, aber infiltrierten Proben keine Zunahme der 

Entzündung wahrgenommen werden konnte, wurden diese Matches, wie bereits 

in Kap. 3.2.14 sowie Kap. 4 erwähnt, aus der Gruppe entfernt  und in die weitere 

Analyse nicht mit einbezogen.  

Die Vaskularisierung der Submukosa gesunder Gingiva war im Vergleich beider 

Altersklassen in den Proben der älteren Probanden geringer als in jenen der 

jüngeren Teilnehmer, nach induzierter Gingivitis nahm sie jedoch in beiden 

Gruppen zu. 
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Abb.  4.1: Giemsa -Histochemie eines Querschnittes durch die Gingiva.  
OE: Orales Epithel; P: Papilla propriae, Sb: Str. basale, Ssp: Str. spinosum, Sg: 
Str. granulosum, Sc: Str. corneum. Tpm: Tunica propria mucosae. Maßstabsbalken im Bild 
entspricht 200 µm. 

 

 

4.3 Immunhistochemische Kodierung peripherer Neuronen 

in der gesunden Gingiva 

Die mit anti -humanen Antikörpern behandelten Gingivaschnitte zeigten spezifisch 

verteilte Reaktionsmuster, die nun im Einzelnen genauer beschrieben werden.  

Tabelle 4.1 gibt einen kurzen Überblick über die Veränderungen einzelner 

Reaktionsmuster in gesunder und entzündeter Gingiva im Altersvergleich. 
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4.3.1 Nachweis der noradrenergen Innervation 

Um den monoaminergen Phänotyp genauer zu bestimmen und die einzelnen 

Innervationsformen voneinander zu unterscheiden, wurde die Immunreaktivität  

des vesikulären Monoamintransporters 2 und der verschiedenen, an der 

Katecholaminsynthese beteiligten Enzyme untersucht. 

 

4.3.1.1 Vesikulªrer Monoamintransporter 2 

Für den zur Familie der vesikulären Amintransporter (VATs) gehörenden und für 

katecholaminerge, histaminerge und serotoninerge Neuronen charakteristischen 

vesikulären Monoamintransporter 2 (VMAT2) zeigten sich distinkte 

Immunreaktionen (Abb. 4.2 A, 4.6 A und D, 4.10 A sowie 4.11 A). VMAT2, eine 

der beiden Isoformen des vesikulären Monoamintransporters, das im Gegensatz 

zu seinem Ăneuroendokrinenñ Gegenst¿ck VMAT1, vornehmlich in neuronalen 

Ămonoamin enthaltendenñ Zellen zu beobachten ist und intrazellulªr den 

Transport von Katecholaminen, wie Dopamin, NE und Adrenalin einerseits sowie 

andererseits von Serotonin und Histamin in die Sekretionsvesikel vermittelt (Eiden 

et al. 2002; Weihe und Eiden 2000), wurde in dieser Studie überwiegend 

perivaskulär in Fasern lokalisiert. Hierbei konnten Fasern insbesondere in der 

Tiefe der Submukosa um die dort verlaufenden Gefäße (DBV: deep blood vessels) 

durch VMAT2-Antikörper markiert werden. Sie sind in den jeweiligen Abbildungen 

exemplarisch durch dünne Pfeile hervorgehoben. Die perivaskulären VMAT2-

immunreaktiven ( -ir) Fasern liegen hauptsächlich in der Tunica adventitia, 

strahlen allerdings z. T. in die Media ein. Außerdem konnten auch vereinzelt 

VMAT2-ir nonvaskuläre Nerven (NNn: nonvaskuläre Nerven) beobachtet werden. 

Zum oralen Epithel und in die Papillen ziehen nur ausgesprochen vereinzelt Fasern 

(Abb. 4.5 E). Sie folgen dem Verlauf der in die Papillen ziehenden Gefäße (PBV: 

papillary blood vessels).  
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Ferner färbten sich Zellen mit mastzellähnlicher Morphologie stark VMAT2-positiv. 

Sie sind im bindegewebigen Stroma überwiegend gefäßassoziiert sowohl in der 

Tiefe als auch peripher in den Bindegewebspapillen zu finden und konnten als 

Mastzellen identifiziert werden. In Abb.  4.5 D, E, G und I sind sie durch Blockpfeile 

dargestellt.  

Im Epithel befindliche Langerhans-Zellen waren durch VMAT2 in der DAB/ Ni-

Färbung kaum erkennbar. 

 

4.3.1.2 Enzyme der Monoaminsynthese 

4.3.1.2.1 Tyrosinhydroxylase 

Die Tyrosinhydroxylase (TH), das für die Katecholaminsynthese geschwindigkeits-

begrenzende Enzym, welches die Konversion der Aminosäure L-Tyrosin zu 

L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) katalysiert, konnte besonders in 

perivaskulären Fasern nachgewiesen werden (Abb. 4.2 B, 4.6 B, 4.10 A, 4.11 B). 

TH-positive Fasern waren v. a. in der Tunica adventitia der DBV zu beobachten 

und entsprachen mehrheitlich den VMAT2-positiven Fasern (Pfeile in den 

jeweiligen Abbildungen). Dies konnte einerseits mit Hilfe der DAB/ Ni-

Detektionsmethode an Folgeschnitten und andererseits mittels der 

Doppelfluoreszenzmarkierung beobachtet werden (Abb. 4.2 A-B, 4.3 D-F). Die 

TH- und VMAT2-ir Fasern zogen nur sehr sporadisch mit PBV bis superfizial in die 

Papillen hinauf (Abb. 4.5 F). 

Durch Komarkierung von VAChT und TH konnte keine Koexistenz, wohl aber eine 

Doppelversorgung der gleichen Gefäße (DBV) durch einerseits VAChT- und 

andererseits TH-immunreaktive Fasern nachgewiesen werden (Abb. 4.4 J-L). 

 



Ergebnisse   80 

4.3.1.2.2 L-aromatische Aminosªure-Decarboxylase  

Die Immunreaktivität der L -aromatischen Aminosäure-Decarboxylase (AADC, 

auch: L-Dopa-Decarboxylase (DDC)), die die Reaktion von L-DOPA zu Dopamin 

und CO2 katalysiert, wurde fast ausschließlich perivaskulär in der zentralen 

Submukosa (DBV) detektiert  und befand sich überwiegend an der Grenze 

zwischen Media und Adventitia, z. T. aber auch in der weiteren Peripherie der 

Gefäße (Abb. 4.2 C). In der Fluoreszenz-Komarkierung lag in DDC-ir Fasern eine 

Komarkierung mit TH vor (Abb. 4.3 A-C). 

 

4.3.1.2.3 Dopamin-ɓ-Hydroxylase 

Der Nachweis des Enzyms Dopamin-ß-Hydroxylase (DBH), das für die 

Umwandlung von Dopamin zu Noradrenalin verantwortlich ist, wurde zur 

weiteren Aufklärung eines möglichen noradrenergen Phänotyps herangezogen.  

Dabei wurden DBH-positive Fasern v. a. in Assoziation mit großen und 

mittelgroßen Gefäßen insbesondere an der Grenze zwischen Media und Adventitia 

und der weiteren perivaskulären Umgebung überwiegend submukosal in der 

Lamina propria (DBV) aber auch marginal in den Papillae propriae (PBV) 

identifiziert (Abb. 4.2 D), wohingegen es in nonvaskulären Fasern der tiefen 

Lamina propria (NNn) kaum nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). 

Die Doppelmarkierung zeigte die Koexistenz von DBH und TH (Daten nicht 

gezeigt). 
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4.3.2 Nachweis der cholinergen Innervation 

4.3.2.1 Vesikulªrer Acetylcholintransporter 

Das in cholinergen Neuronen vorkommende, ebenfalls wie VMAT2 protonen-

abhängige Mitglied der VAT-Familie, das vesikuläre Acetylcholin-Transportprotein 

VAChT ist besonders in Fasern lokalisiert, die zirkulär an der Grenze zwischen 

Adventitia und Media von DBV verlaufen (Abb. 4.2 F-G, 4.6 C, 4.10 C und 4.11 C). 

Beide Antikörper gegen VAChT (VAChT 80153 und 1624) zeigten innerhalb der 

Gewebe beider Altersgruppen ein ausgesprochen homogenes 

Immunreaktionsbild (Abb. 4.2 F und G).  

Gelegentlich konnten positive Signale gegen VAChT in gefäßunabhängigen 

Nervenfasern (NNn) identifiziert werden. VAChT-ir Fasern waren zudem peripher 

bis in die Papillenspitzen hinein zu beobachten (Abb. 4.5 A und C) und folgten 

dem Verlauf der Gefäße (PBV). Im Vergleich zu der geringen Dichte VMAT2-

positiver Fasern in den Wänden der PBV zogen ausgesprochen viele VAChT-ir 

Fasern entlang der PBV nach peripher in die Papillenspitzen.  

Verglichen mit der VMAT2-Markierung wirkte die Signalstärke von VAChT zwar 

ebenso distinkt, jedoch eher punktiform.   

Anhand der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung konnte dokumentiert werden, 

dass VAChT-ir und VMAT2-ir Fasern (Abb. 4.4 M-O) nicht koexistent vorliegen, 

jedoch dieselben DBV innervieren (4.2 A-B und F-G). Die segregate Kolokalisation 

konnte ebenfalls für VAChT und TH in perivaskulären Fasern um identische 

Gefäße beobachtet werden (Abb. 4.4 J-L). 

 

4.3.2.2 Cholin-Acetyltransferase das Enzym der Acetylcholinsynthese 

Für die Choline-Acetyltransferase (ChAT), welche die Synthese von ACh aus 

Acetyl-CoA und Cholin katalysiert, konnten Immunreaktionen  insbesondere in 

gefäßassoziierten Fasern innerhalb der Adventitia von DBV beobachtet werden 

(Abb. 4.2 H). Einzelne ChAT-positive, perivaskuläre Fasern zogen aus der tiefen 

Submukosa bis peripher entlang der PBV in die Papillae propriae hinein (Daten 

nicht gezeigt).  

 



Ergebnisse   82 

Außerdem konnten in der tiefen Lamina propria positive Signale für ChAT in freien 

gefäßunabhängigen Fasern (NNn) lokalisiert werden. Es zeigte sich generell ein 

ähnliches, jedoch weniger stark ausgeprägtes Immunreaktionsbild wie das für 

VAChT.  

 

4.3.3 Neurosekretorische Peptidhormone und Cofaktoren 

Da die Neuropeptide keinem einzelnen abgegrenzten Nervensystem zugeordnet 

werden können, werden sie hier in ein efferentes und afferentes peptiderges 

System unterschieden. 

 

4.3.3.1  Efferentes peptiderges System 

4.3.3.1.1 Neuropeptid Y 

Das Neuropeptid Y (NPY), das vasokonstriktiv meist als Kotransmitter in 

noradrenergen Neuronen des peripheren Nervensystems (PNS) fungiert, wurde 

in der Adventitia mittelgroßer und größerer DBV detektiert  (Abb. 4.2 E). NPY-

positive Fasern sind ebenfalls in den Wänden der PBV in den Papillen zu 

beobachten. Einige NPY-positive Fasern befinden sich innerhalb nonvaskulärer, 

im bindegewebigen Stroma verlaufender Nervenstränge. Das Epithel ist diffus, 

überwiegend unspezifisch immunreaktiv. In der Doppelmarkierung von VMAT2 

und NPY bestand in perivaskulären Fasern der DBV (Pfeilspitzen in Abb. 4.3 G-I) 

und selten auch der PBV überwiegend eine Koexistenz beider Proteine. 

 

4.3.3.1.2 Vasoaktives Intestinales Polypeptid 

Das Vasoaktive Intestinale Peptid (VIP) aus der Sekretin/ Glukagon-Familie, 

welches in parasympathischen Fasern des PNS meist mit ACh kolokalisiert ist, 

wurde in den vorliegenden Proben innerhalb von perivaskulär der DBV 

verlaufenden Nervenfasern beobachtet. Hierbei waren die Immunreaktionen in 

der Tunica media eher schwach, insbesondere am Übergang zwischen Media und 

Adventitia sowie der Adventitia aber distinkt dargestellt (Abb. 4.2 I, 4.10 D, 4.11 

D).  
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Innerhalb gefäßunabhängiger Nervenstränge (NNn) in der Propria konnten 

ebenso VIP-positive Signale beobachtet werden. Außerdem war das 

Immunreaktionsmuster gegen VIP bis apikal in die Papillae propriae stark 

ausgeprägt. VIP-ir Fasern konnten größtenteils eindeutig mit Gefäßen in 

Verbindung gebracht werden und waren ebenfalls in der Tunica adventitia der 

papillären Gefäße nachweisbar. 

In der Basalschicht des Epithels konnten Merkelzellen positiv mit VIP markiert 

werden. Die Immunreaktivität gegen VIP zeigte sich v. a. in perivaskulären 

VAChT-ir Fasern in DBV (Pfeile in Abb. 4.2 A-B und D) und PBV.  

Die Doppelmarkierung von VAChT gegen VIP bestätigte die Koexistenz von VIP 

in cholinergen Fasern (Abb. 4.4 A-C). Die Komarkierung von VIP und VMAT2 

zeigte hingegen, dass beide Proteine in der Adventitia und unmittelbaren 

Peripherie identischer Gefäße, ausschließlich separat voneinander lokalisiert 

waren (Abb. 4.4 P-R). 

 

4.3.3.1.3 Peptide Histidine-Methionine 

Ein weiteres Glukagon/VIP-verwandtes Peptid, das ĂPeptide Histidine-

Methionineñ (PHM), welches zusammen mit VIP Teil eines grºÇeren VIP/ PHM-

Prä-Prohormons ist (Mestecky 2005; Siewert 2006), konnte außerordentlich stark 

in der Adventitia von Arterien und A rteriolen identifiziert werden (Abb. 4.2 J). 

Eine spärliche Markierung von PHM konnte auch in kleineren Kapillaren ermittelt 

werden. Ebenso stellten sich PHM-ir Fasern perivaskulär der PBV zum Teil bis 

apikal dar. 

 

4.3.3.2 Afferentes peptiderges System  

4.3.3.2.1 Calcitonin gene-related peptide 

Abb. 4.2 K zeigt die Immunreaktivität des zumeist in sensiblen Nerven 

vorliegenden Neuropeptids Calcitonin gene-related peptide (CGRP) in der Tunica 

adventitia, sowohl in größeren als auch kleinen Gefäßen, wobei ihre relative 

Stärke in kleineren Gefäßen deutlich abnimmt. CGRP-positive Fasern begleiten 

die DBV und ziehen mit ihnen bis in die Papillenspitzen (PBV).  
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Immunreaktionen gegen CGRP konnten außerdem gehäuft in Nerven ohne 

vaskuläre Assoziation, die tief in der Lamina propria verliefen, lokalisiert werden 

(Abb. 4.5 B).  

Mit Hilfe der Doppelfluoreszenzmarkierung konnten CGRP-ir Fasern zusammen 

mit cholinergen und noradrenergen Fasern perivaskulär derselben DBV 

identifiziert werden, die jedoch eine segregate Lokalisation aufwiesen (Abb. 4.4 

D-F bzw. G-I). 

An der Grenze zwischen subepithelialem Stroma und dem Epithel ist die 

Basalmembran stark markiert. Außerdem wurden positive Immunreaktion en für 

CGRP in Merkelzellen des Epithels festgestellt (Daten nicht gezeigt). Einige Stellen 

im basalen Epithel wiesen allerdings zwischen den Papillen, an denen 

Merkelzellen vermutet wurden, nur immunreaktive Verschattungen auf.  

 

4.3.3.2.2 Substanz P 

Die Ausprägung von immunreaktiven Nervenfasern für das Neurokinin 

Substanz P, welches eine nozizeptive und entzündungs-regulierende Wirkung 

aufweist, war besonders perivaskulär zu beobachten (Daten nicht gezeigt) . Das 

Reaktionsmuster war in der Tunica media diffus und in der Adventitia bzw. der 

Grenze zwischen Media und Adventitia insbesondere von DBV klar und punktiform  

ausgeprägt. Daneben waren immunreaktive Fasern für SP besonders reichhaltig 

in perpendikulär bzw. tangential angeschnittenen, in der Tiefe der Submukosa 

verlaufenden, nonvaskulären Nerven zu erkennen. In orale Richtung ziehen 

einzelne immunpositive Fasern vorwiegend gefäßassoziiert mit PBV bis in die 

Papillen. Zusätzliche NNn verlaufen parallel der epithelialen Oberfläche.
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Abb . 4.2 : Katecholaminerge, cholinerge und peptiderge Koinnervation in Gefäßprofilen 
identischer Blutgefäße in nicht entzündeter Gingiva junger Patienten.  Immunreaktionen 
an Folgeschnitten mit spezifischen Enzymen der einzelnen Innervationsphänotypen: 
katecholaminerg (VMAT2, TH, AADC, DBH; A-D), cholinerg (VAChT und ChAT; F-H), und peptiderg 
(NPY, VIP, PHM und CGRP; E, I -K). Zu beachten ist, dass beide gut charakterisierten, polyklonalen 
Antikörper gegen VAChT (VAChT 1624: F, und VAChT 80153: G) ähnliche Immunreaktionsmuster 
aufweisen. Sterne markieren das identische Blutgefäß, Pfeile die positiven Immunreaktionen. 
Maßstabsbalken in K für A-K entspricht 20 µm (Publikation in Vorbereitung). 
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Abb . 4.3 : Doppel fluoreszenzmarkierung der perivaskulären noradrenerge n Innervation  und ihres  
peptidergen Kotransmitters Neuropeptid Y (NPY) in nicht  entzündeter Gingiva junger Patienten.  Die 
horizontalen Panels wurden durch konfokale Laserscanmikroskopie ausgewertet, Panel A-C und D-F sind 
Folgeschnitte. Pfeilspitzen heben die Koexistenz hervor. Maßstabsbalken in F für A-F und I für G-I  entsprechen 
10 µm, Publikation in Vorbereitung. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Abb . 4.4  (umseitig) : Doppelfluoreszenzmarkierung der perivaskulären Innervation in nicht 
entzündeter Gingiva junger Patienten zur Analyse der Beziehung zwischen cholinergen, 
noradrenergen und peptidergen Fasern . Koexistenz von VIP in cholinergen Nerven (Pfeilspitzen in A-C), CGRP 
liegt jedoch segregat von cholinergen (D-F) und noradrenergen ( G-I ) Fasern vor. Zu beachten ist außerdem die 
Segregation von TH und VAChT (J-L) sowie von VMAT2 und VAChT (M-O) und VIP (P-R). Einzelne, komarkierte 
Schnitte sind mit Hilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie als horizontalen Panels dargestellt. Pfeile weisen auf 
die fehlende Koexistenz. Maßstabsbalken entsprechen 10 µm und gelten für das jeweilige Panel, Publikation in 
Vorbereitung. 
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Abb. 4.5 : Verteilung cholinerger (VAChT), noradrenerger (VMAT2, TH) und peptiderg 
sensibler (CGRP) Nervenfasern in den Papillae propriae nicht entzündeter Gingiva junger 
Patienten. Paare von Paraffinfolgeschnitten zeigen cholinerge und CGRP-positive Fasern die dem 
Gefäßverlauf folgend in die Papillen aufsteigenden (Pfeile in A-B) und cholinerge Fasern (Pfeile in C) in 
unmittelbarer Nachbarschaft zu VMAT2-ir Mastzellen (Blockpfeile in D), ohne VMAT2-positive Innervation 
(C-D). Folgeschnitte E-F veranschaulichen das seltene Vorkommen von VMAT2 und TH in perivaskulären, 
in die Papillen aufsteigenden Fasern. Bilder G-I  in Doppelmarkierung zeigen die Präsenz einer elongierten 
VMAT2-ir Mastzelle (Blockpfeil in G), die von cholinergen, papillären Fasern erreicht wird (Pfeile in H-I ). 
Maßstabsbalken in B, D und F gelten für jedes Serienschnittpaar und in I  für G-I entsprechen 20 µm, 
Publikation in Vorbereitung. 
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4.4 Altersbedingte  nderungen der Innervation gesunder 

Gingiva  

Da in der qualitativen Analyse der Innervation der Gingiva die noradrenerge 

Innervation durch die Koexistenz von VMAT2 und allen zur Katecholamin-

synthese notwendigen Enzymen und die cholinerge Innervation durch die 

Koexistenz von VAChT und ChAT bestätigt werden konnte , sind in den folgenden 

Abbildungen die altersbezogenen und entzündungsbedingten Änderungen der 

noradrenergen Innervation exemplarisch durch VMAT2, TH und das die 

noradrenergen Fasern begleitende NPY, die der cholinergen Innervation 

repräsentativ durch VAChT und den peptidergen Kotransmitter VIP dargestellt. In 

Tabelle 4 ist eine Übersicht über die Veränderungen der einzelnen 

Reaktionsmuster in gesunder und entzündeter Gingiva im Altersvergleich 

dargestellt. 

 

4.4.1 Nachweis der noradrenergen Innervation 

4.4.1.1 Vesikulªrer Monoamintransporter 2 

Mit zunehmendem Alter wurden für VMAT2 in den Proben gesunder Gingiva keine 

sig. Veränderungen der Immunreaktionsdichte perivaskulär der DBV im tiefen 

kollagenen Geflecht der Propria mucosae registriert. Peripher in den Papillae 

propriae und in gefäßunabhängigen Nerven tief in der Propria variierte die Dichte 

für VMAT2 ebenfalls nur insignifikant. Abb. 4.6 A und D und Abb. 4.7 zeigen 

exemplarisch die annähernd gleichbleibende Dichte VMAT2-positiver Fasern 

perivaskulär der DBV.  

Die Proben, die Studienteilnehmern im Alter von 47 bis 77 Jahren entnommen 

wurden, zeigten eine beschränkte und ebenfalls nicht sig. Zunahme der Dichte 

VMAT2-postitiver Mastzellen in der zentralen und peripher papillären Submukosa 

verglichen mit denen der jüngeren Probanden (Abb. 4.7).  
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4.4.1.2 Enzyme der Monoaminsynthese 

4.4.1.2.1 Tyrosinhydroxylase 

In Proben gesunder Gingiva der älteren Versuchsteilnehmer konnte im Vergleich 

zu denen jüngerer Patienten eine sig. Abnahme der Dichte immunpositiver 

Signale gegen TH perivaskulär der DBV nachgewiesen werden (Abb. 4.6 B und E 

und Abb. 4.7). In den Wänden der PBV war hingegen ein kaum verändertes, 

schwaches Immunreaktionsmuster zu beobachten. Die geringe Zahl der NNn, die 

positive Signale gegen TH aufwiesen, schien ebenso tendenziell, jedoch nicht sig. 

mit zunehmendem Alter zu sinken (Abb. 4.7).  

 

4.4.1.2.2 L-aromatische Aminosªure-Decarboxylase  

Im Vergleich beider Altersgruppen gab es keine sig. Veränderungen im 

Reaktionsmuster für DDC. Perivaskulär DBV und PBV sowie marginal auch 

innerhalb von NNn konnten allerdings rückläufige Tendenzen der Dichte DDC-ir 

Signale in den Proben der älteren Gruppe beobachtet werden.  

 

4.4.1.2.3 Dopamin-ɓ-Hydroxylase 

Innerhalb der Gewebeproben junger Studienteilnehmer konnten tendenziell mehr 

DBH-positive Fasern wahrgenommen werden als in denen älterer Probanden. Die 

Dichte der zirkulär in DBV verlaufenden DBH-ir Fasern nahm in Proben der älteren 

Versuchsgruppe im Vergleich zu denen der jüngeren sig. ab, wohingegen das 

Immunreaktionsbild für DBH in perivaskulären Fasern der PBV in den Papillae 

propriae und in NNn zentral in der Lamina Propria nur tendenziell abnahm.  

 

4.4.2 Nachweis der cholinergen Innervation 

4.4.2.1 Vesikulªrer Acetylcholintransporter 

Im Altersvergleich zeigten beide Antikörper gegen VAChT (80153 und 1624) keine 

sig. Veränderung des Immunreaktionsbildes in der Peripherie und im tiefen 

bindegewebigen Geflecht der Gingivae (Abb. 4.6 C und F und Abb. 4.8). 
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4.4.2.2 Cholin-Acetyltransferase das Enzym der Acetylcholinsynthese 

Für die Immunreaktionsdichte gegen ChAT konnte weder in perivaskulären 

Fasern der tiefen und peripheren Lamina propria, noch in nicht gefäßassoziierten 

Fasern eine sig. Änderung mit zunehmendem Alter verzeichnet werden.  

 

4.4.3 Neurosekretorische Peptidhormone und Cofaktoren 

4.4.3.1 Efferentes peptiderges System 

4.4.3.1.1 Neuropeptid Y 

Mit zunehmendem Alter zeigten die Immunreaktionsmuster für NPY in 

perivaskulären Fasern der DBV keine sig. Unterschiede. Für die Dichte NPY-

positiver Fasern in PBV und für die bereits in gesunder Gingiva junger Patienten 

geringe Zahl NPY-ir NNn konnte im fortgeschrittenen  Alter allerdings ein sig. 

Rückgang beobachtet werden (Abb. 4.7).  

 

4.4.3.1.2 Vasoaktives Intestinales Polypeptid 

In gesunden Gewebeproben wurden für die Reaktionsdichte von VIP mit 

steigendem Alter generell keine sig. Änderungen ermittelt  (Abb. 4.8). 

 

4.4.3.1.3 Peptide Histidine-Methionine 

Die Immunreaktionen für PHM in den Geweben beider Altersgruppen konnten in 

der Tiefe und peripher in den papillären Verzapfungen in nahezu gleicher 

Ausprägung wahrgenommen werden. 
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4.4.3.2 Afferentes peptiderges System 

4.4.3.2.1 Calcitonin gene-related peptide 

In perivaskulären Fasern der DBV und PBV der Gingiva älterer Versuchsteilnehmer 

vor Induktion einer exp. Gingivitis  wurden im Vergleich zu den Proben jüngerer 

Patienten keine sig. Veränderungen der Reaktionsdichte für CGRP beobachtet. 

Die CGRP-ir NNn waren mit zunehmendem Alter deutlich stärker rückläufig, 

zeigten jedoch ebenfalls keine Signifikanz (Abb. 4.9).  

Ebenso schien die Zahl positiv markierter Merkelzellen bei steigendem 

Lebensalter geringfügig zu sinken. 

 

4.4.3.2.2 Substanz P 

In fortgeschrittenem Alter konnte in gesundem Gewebe in perivaskulären Fasern 

entlang der DBV und PBV eine kaum verminderte Dichte von SP-positiven 

Nervenfasern beobachtet werden. Es konnte allerdings in den Proben älterer 

Patienten ein sig. Verlust von SP-ir NNn verglichen mit den Proben jüngerer 

Patienten verzeichnet werden (Abb. 4.9). 
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Abb . 4.6 : Altersbedingte Änderungen der noradrenergen (VMAT2, TH) und 
cholinergen (VAChT) perivaskulären Innervation nicht entzündeter Gingiva.  Die 
Lokalisation VMAT2-ir, TH-ir und VAChT-ir Fasern perivaskulär der gleichen Blutgefäße (Stern in 
A-C bzw. Punkt in D-F) ist an Paraffinfolgeschnitten von Gewebeproben junger Patienten (A-C) 
im Vergleich zu jenen älterer Patienten (D-F) dargestellt. Die Zahl von VMAT2- und VAChT-ir 
Fasern wiesen keine sig. Veränderungen zwischen beiden Altersgruppen auf, VMAT2-positive 
Fasern zeigten jedoch sinkende Tendenzen. Die Dichte TH-positiver Fasern nahm mit 
zunehmendem Alter sig. ab. Balken in C für A-C und F für D-F entsprechen 20 µm (Publikation 
in Vorbereitung). 
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4.5 Entz¿ndungsbedingte  nderungen der Innervation der 

Gingiva  

4.5.1 Nachweis der noradrenergen Innervation 

4.5.1.1 Vesikulªrer Monoamintransporter 2 

Verglichen mit Gewebeproben gesunder Gingiva jüngerer Probanden waren in 

entzündetem Gewebe derselben Probanden die Immunreaktionsmuster für 

VMAT2 sowohl gefäßassoziiert entlang der DBV und PBV als auch in NNn sig. 

reduziert (Abb. 4.7, Abb. 4.10 B und G). 

In den Gingivabiopsien der älteren Probanden konnte hingegen nach Induktion 

der experimentellen Gingivitis eine sig. Zunahme von Reaktionsmustern in NNn 

und Fasern perivaskulär der DBV tief submukös festgestellt werden (Abb. 4.7, 

Abb. 4.11 A und E). Die Dichte der gefäßassoziierten, VMAT2-ir Fasern entlang 

der PBV änderte sich dagegen nicht sig., zeigte jedoch eine deutlich steigende 

Tendenz (+33,51  %, p=0, 063). Die oben beschriebenen Änderungen der Dichte 

von VMAT2-ir Fasern sind in Abbildung 4.7 dargestellt. 

Die Markierung der Mastzellen innerhalb der Biopsien, die den jungen Probanden 

nach induzierter Gingivitis entnommen wurden, war verglichen mit der 

Mastzelldichte der gesunden Vergleichsprobe insbesondere in der papillären 

Region deutlich erhöht.  

Die entzündeten Gingivae älterer Patienten wiesen demgegenüber im Vergleich 

zu ihrem jeweils gesunden Äquivalent ebenfalls v. a. papillär einen sig. Rückgang 

der Dichte auf, partiell nahm auch die Intensität  der VMAT2-ir Mastzellen ab. 
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4.5.1.2 Enzyme der Monoaminsynthese 

4.5.1.2.1 Tyrosinhydroxylase 

In entzündetem Gewebe jüngerer Patienten nahm die Innervationsdichte für TH 

zirkulär um DBV und PBV im Vergleich zu den Kontrollproben aus gesunder 

Gingiva sig. ab (Abb. 4.7, Abb. 4.10 A und E). Der sig. Verlust positiver 

Markierungen konnte nicht nur perivaskulär, sondern ebenso innerhalb NNn 

verzeichnet werden.  

In den Proben älterer Studienteilnehmer nahm hingegen allein die Zahl der TH-ir 

Fasern in den Papillen sowie der DBV, die zu einem Viertel (+), zur Hälfte (++) 

und vollständig (+++) zirkulär positive Markierungen für TH aufwiesen, sig. zu 

(Abb. 4.7, Abb. 4.11 B und F). Die Dichte gefäßunabhängiger, positiv markierter 

Nervenfasern (78,3%, p=0,176)  und die Summe aller perivaskulären 

Immunreaktionen (+ 63%, p=0,063) in der Tunica propia mucosae zeigte jedoch 

keinen sig. Anstieg. 

Verglichen mit den entsprechenden gesunden Kontrollproben waren die TH-

positiven, zellartigen Strukturen bezüglich ihrer Dichte in entzündeter Gingiva 

junger Studienteilnehmer sig. erhöht, in entzündeten Proben älterer Patienten 

jedoch sig. reduziert. Die entzündungs- und altersbedingten Änderungen der 

Dichte von TH-ir Fasern sind in Abbildung 4.7 zusammengefasst dargestellt. 

 

4.5.1.2.2 L-aromatische Aminosªure-Decarboxylase  

Die Reaktionsdichte von DDC innerhalb der Proben entzündeter Gingiva junger 

Patienten schien in Fasern perivaskulär der DBV und PBV tendenziell, jedoch nicht 

sig. zu sinken. Ebenso konnte auch für die bereits in gesunder Gingiva geringe 

Zahl der DDC-ir NNn eine insignifikant abnehmende Tendenz festgestellt werden. 

Gewebeproben der Patienten fortgeschrittenen Alters zeigten peripher und in der 

Tiefe der Propria keine sig. Änderungen der Dichte DDC-positiver Fasern. Das 

Immunfärbungsmuster für DDC bestand generell nahezu ausschließlich 

perivaskulär der DBV und war dort ebenso matt in gingivitischem wie in 

unversehrtem Gewebe. 
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4.5.1.2.3 Dopamin-ɓ-Hydroxylase 

Die Reaktionsstärke für DBH in perivaskulären Fasern um DBV in Proben der 

inflammatorischen Gingiva jüngerer Probanden zeigte eine sig. Abnahme, 

während sie in den NNn und zirkumvaskulären Nerven der PBV dagegen nicht 

sig., sondern nur tendenziell abnahm (Daten nicht gezeigt).  

In der Propria mucosae der entzündeten Biopsien der Probanden im Alter von 47 

bis 77 Jahren war in perivaskulären Fasern der DBV und Fasern ohne vaskuläre 

Assoziation (NNn) eine leichte, jedoch insignifikante Zunahme der 

Immunreaktivität für DBH zu verzeichnen. In gefäßassoziierten Fasern der PBV in 

entzündetem Gewebe älterer Patienten divergierten DBH-ir Signale im Vergleich 

zu denen in gesunder Gingiva dagegen nur unwesentlich. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.7  (umseitig) : Einfluss von Alter und Gingivitis auf die Dichte von peri - und 
nonvaskulären Fasern noradrenergen Charakters in humaner Gingiva.  Verteilung 
immunreaktiver Fasern (A) perivaskulär tief in der Submukosa verlaufender Blutgefäße, (B) 
perivaskulär papillärer Blutgefäße und (C) ohne vaskuläre Assoziation tief in der Submukosa. 
Abgesehen von sig. reduzierten Immunreaktionen für TH in ( A) und NPY in (B und C), waren 
Änderungen in gesunder Gingiva altersbedingt nicht sig. Zu beachten ist, dass Immunreaktionen 
für VMAT2, TH und NPY entzündungsbedingt in jungen Patienten generell in allen drei Bereichen 
sig. reduziert waren, während sie in Proben der älteren Patienten überwiegend sig. stiegen. Die 
Varianzanalyse erfolgte mittels Wilcoxon-Test für entzündungsbedingte Änderungen bzw. mittels 
Mann-Whitney-Test für altersbedingte Änderungen. (* ): p<0,05; DBV: deep blood vessels; NNn: 
nonvaskuläre Nervenfasern tief in der Submukosa; PBV: papillary blood vessels. 
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4.5.2 Nachweis der cholinergen Innervation 

4.5.2.1 Vesikulªrer Acetylcholintransporter 

Im Vergleich zu gesundem Gewebe war die Dichte der VAChT-positiven, DBV und 

PBV zirkulär begleitenden Fasern in gingivitischem Gewebe junger Probanden sig. 

erhöht (Abb. 4.10 C, F und H). Zudem ließen sich VAChT-ir NNn bei jungen 

Patienten innerhalb entzündeter Proben, verglichen mit denen in gesunder 

Gingiva sig. verstärkt identifizieren (Abb. 4.8). Im Gegensatz dazu zeigte das 

Reaktionsbild für VAChT in gefäßassoziierten Fasern der DBV in Gewebeproben 

älterer Probanden bei zunehmendem Entzündungsgrad keine sig. Änderungen 

(Abb. 4.11 C und G). Perivaskuläre VAChT-ir Fasern entlang der PBV und die NNn 

tief in der Mukosa entzündeten Gewebes älterer Probanden waren zudem sig. 

reduziert. Diese Ergebnisse stellten sich für beide anti-VAChT Antisera, 

VAChT 80153 und VAChT 1624 ähnlich dar (Abb. 4.8).  

Die Dichte immunpositiver Fasern nahm in entzündeten Biopsien junger Patienten 

für VAChT sig. zu, für VMAT2 hingegen sig. ab und verhielt sich zudem in den 

Proben der älteren Patienten für VAChT und VMAT2 nahezu umgekehrt. Die oben 

beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 4.8 dargestellt.  

 

4.5.2.2 Cholin-Acetyltransferase 

ChAT-positive Reaktionsmuster innerhalb der Proben entzündeter Gingiva junger 

Patienten variierten peripher und tief  submukös nicht signifikant. In 

Gewebeproben der Patienten fortgeschrittenen Alters konnte indessen mit 

zunehmender Entzündung eine Reduktion ChAT-ir Fasern in der Tiefe und der 

Peripherie der Propria beobachtet werden. Die Immunfärbung für ChAT war 

insbesondere perivaskulär stark ausgeprägt. 
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Abb. 4.8  (umseitig) : Einfluss von Alter und Gingivitis auf die Dichte von peri - 
und nonvaskulären Fasern cholinergen  Charakters in humaner Gingiva.  
Verteilung immunreaktiver Fasern (A) perivaskulär tief in der Submukosa verlaufender 
Blutgefäße, (B) perivaskulär papillärer Blutgefäße und (C) ohne vaskuläre Assoziation 
tief in der Submukosa. Altersbedingte Änderungen waren nicht sig. Zu beachten ist, 
dass Immunreaktionen entzündungsbedingt für VAChT in jungen Patienten generell in 
allen drei Bereichen sig. erhöht waren. Nonvaskuläre VIP-ir Fasern junger Patienten 
zeigten ebenso eine sig. Zunahme (C). Dagegen zeigten Immunreaktionen in Proben 
älterer Patienten mit zunehmendem Entzündungsgrad eine überwiegend reduzierte 
Dichte, die für VIP in allen Kategorien, für VAChT in B und C sig. waren. Die 
Varianzanalyse erfolgte mittels Wilcoxon-Test für entzündungsbedingte Änderungen 
bzw. mittels Mann-Whitney-Test für altersbedingte Änderungen. (* ): p<0,05;       DBV: 
deep blood vessels; NNn: nonvaskuläre Nervenfasern tief in der Submukosa; PBV: 
papillary blood vessels. 
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4.5.3 Neurosekretorische Peptidhormone und Cofaktoren 

4.5.3.1 Efferentes peptiderges System 

4.5.3.1.1 Neuropeptid Y 

Die Reaktionsdichte für NPY nahm mit zunehmender Entzündung im Gewebe 

jüngerer Probanden in perivaskulären und nicht gefäßassoziierten Fasern in der 

Tunica propria mucosae sig. ab. Außerdem konnte eine sig. Reduktion von NPY-ir 

Fasern perivaskulär der PBV nach induzierter Gingivitis in jungem Gewebe 

ermittelt werde n. Die perivaskulären Immunreaktionen um DBV und PBV, die im 

gesunden Zustand noch klar und eindeutig punktiform zu beobachten waren, 

konnten in entzündetem Gewebe nicht identifiziert werden  (Abb. 4.7).  

Dem entgegengesetzt wiesen die Proben älterer Patienten entzündungsbedingt 

in peri- und nonvaskulären Fasern der zentralen Mukosa sig. mehr NPY-ir Signale 

auf. Ebenso konnte eine Steigerung für NPY-positive Fasern perivaskulär der PBV 

in Proben älterer Patienten mit zunehmendem Entzündungsgrad festgestellt 

werden. Die beschriebenen Änderungen der Dichte von NPY-ir Fasern sind in 

Abbildung 4.7 zusammengefasst dargestellt. 

 

4.5.3.1.2 Vasoaktives Intestinales Polypeptid 

Verglichen mit der Reaktionsdichte für VIP in gesundem Gewebe verschob sich in 

den Proben jüngerer Patienten die Dichte positiver Signale für VIP in 

perivaskulären Fasern entlang den DBV nach der Induktion einer experimentellen 

Gingivitis nur unwesentlich (Abb. 4.10 D und I) . VIP-Markierungen in NNn waren 

hingegen sig. erhöht. Eine steigende Tendenz der VIP-ir Signale konnte außerdem 

perivaskulär der PBV bei jungen Patienten mit zunehmendem Entzündungsgrad 

identifiziert werden (Abb. 4.8). 

Im Unterschied dazu konnte in den Biopsien älterer Patienten 

entzündungsbedingt generell in allen Bereichen der Tunica propria ein sig. 

Rückgang der VIP-positiven Markierung beobachtet werden. VIP-ir Fasern fielen 

v. a. gefäßassoziiert entlang der DBV und PBV auf (Abb. 4.11 D und H).  
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Ferner schien es, als habe sich die Verteilung von VIP-positiven Fasern nach 

induzierter Gingivitis nach zentral verschoben. Die alters- und 

entzündungsbedingten Änderungen der Dichte VIP-ir Fasern sind in Abbildung 

4.8 dargestellt. 

 

4.5.3.1.3 Peptide Histidine-Methionine 

Perivaskulär entlang den DBV und PBV schien die Präzipitationsdichte gegen PHM 

in Biopsien junger Probanden nach induzierter Gingivitis tendenziell, jedoch nicht 

sig. zuzunehmen. 

Die Zahl der PHM-positiven Fasern perivaskulär der DBV und PBV sank in 

entzündeten Gewebeproben älterer Probanden jedoch tendenziell eher ab. Eine 

leichte Abnahme der Markierung für das Peptid HM konnte ferner in NNn der 

Tunica propria älterer Patienten verzeichnet werden. 

 

4.5.3.2 Afferentes peptiderges System 

4.5.3.2.1 Calcitonin gene-related peptide 

Zwischen den Proben aus nicht entzündetem und gingivitisinduziertem 

Zahnfleisch jüngerer Studienteilnehmer konnte für beide Altersgruppen eine sig. 

Steigerung der Immunreaktionen gegen CGRP sowohl in perivaskulären Fasern 

entlang den DBV und PBV als auch in NNn innerhalb entzündeter Gingivaproben 

verzeichnet werden. Insbesondere in den Papillen sowie an ihrem Übergang aus 

der Propria konnte ein deutlicher Anstieg immunreaktiver Fasern für CGRP erfasst 

werden (Abb. 4.9). Weiterhin nahm in gingivitischem Gewebe die Stärke der 

Immunfärbung im Epithel minimal zu.  

In den Proben junger Versuchsteilnehmer konnten im Vergleich zu dem Gewebe 

aus gingival unversehrter Schleimhaut im Epithel der inflammatorischen Gingiva 

annähernd übereinstimmend viele positive Signale für Merkelzellen ermittelt 

werden. In den entzündeten Proben älterer Patienten schien die Zahl indessen 

minimal zu steigen. Die oben beschriebenen Änderungen der Dichte CGRP-ir 

Fasern sind in Abbildung 4.9 zusammengefasst dargestellt. 
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4.5.3.2.2 Substanz P 

Im Vergleich der Gewebeproben unterschiedlicher Genese der jüngeren 

Probanden war keine sig., jedoch tendenzielle Steigerung der 

Immunreaktionsmuster für SP besonders in epitheliale Richtung entlang der 

Papillen bzw. PBV erkennbar (Abb. 4.9). 

In den Proben älterer Probanden konnte entzündungsbedingt ein sig. Zuwachs 

der SP-immunpositiven, perivaskulären Fasern entlang den DBV festgestellt 

werden. Davon abgesehen konnten in älteren Patienten keine sig. Veränderungen 

SP-positiver Immunreaktionsmuster  ermittelt  werden, die Dichte affirmativer 

Signale für Substanz P nahm jedoch mit steigendem Entzündungsgrad v. a. in SP-

ir NNn tendenziell zu (Abb. 4.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.9  (umseitig) : Einfluss von Alter und Gingivitis auf die Dichte peri -  und 
nonvaskulärer  Fasern mit sensibel peptidergem Charakter  humaner  Gingiva.  
Verteilung immunreaktiver Fasern (A) perivaskulär tief in der Submukosa verlaufender 
Blutgefäße, (B) perivaskulär papillärer Blutgefäße und (C) ohne vaskuläre Assoziation tief in 
der Submukosa. SP-positive Signale waren in C in gesunder Gingiva mit zunehmendem Alter 
sig. reduziert. Weitere altersbedingte Änderungen waren nicht signifikant. Die Zahl CGRP-ir 
Fasern zeigte bei zunehmender Entzündung eine sig. Zunahme in allen drei Bereichen und 
beiden Altersgruppen. Ein entzündungsbedingt sig. Anstieg SP-positiver Fasern konnte in 
perivaskulären Fasern tief in der Submukosa ermittelt werden. Die Varianzanalyse erfolgte 
mittels Wilcoxon-Test für entzündungsbedingte Änderungen bzw. mittels Mann-Whitney-Test 
für altersbedingte Änderungen. (* ): p<0,05; DBV: deep blood vessels; NNn: nonvaskuläre 
Nervenfasern tief in der Submukosa; PBV: papillary blood vessels. 
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Abb . 4.10 : Gingivitisinduzierte  phänotyp -spezifische Änderungen der perivaskulären Innervation der 
Gingiva junger Patienten.  Im Vergleich der Folgeschnitte parodontal gesunder (A-D) zu Folgeschnitten 
entzündeter (E-F und G-I ) Gingiva ist für TH (A und E) und VMAT2 (B und G) ein sig. Rückgang, für VAChT (C, F 
und H) eine sig. Zunahme der Immunreaktionsdichte zu beobachten. Die Dichte der VIP-ir Fasern (D und I ) war 
in entzündetem Gewebe nur insignifikant erhöht, zeigte  aber einen steigenden Trend. Die Antisera gegen VAChT 
waren Antiserum #80153 in C, F und #1624 in H. Pfeile illustrieren positive Immunreaktionen. Maßstabsbalken in 
D, F und I  entsprechen 20 µm und gelten für die jeweilgen Folgeschnittgruppen A-D, E-F und G-I  (Publikation in 
Vorbereitung). 
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Abb . 4.11 : Gingivitisinduzierte phänotyp -spezifische  Änderungen der perivaskulären Innervation der 
Gingiva älterer Patienten. Im Vergleich der Folgeschnitte parodontal gesunder (A-D) zu Folgeschnitten 
entzündeter Gingiva (E-H) ist für VMAT2 (A und E), für VAChT (C und G) sowie für VIP (D und H) ein sig. Rückgang 
der Immunreaktionsdichte zu beobachten. Die Dichte der TH-ir Fasern (B und F) war in entzündetem Gewebe nicht 
sig. erhöht, zeigte aber eine steigenden Tendenz. Anti-VAChT-Antisera waren Antiserum #1624 ( C) und #80153 
(G). Pfeile illustrieren positive Immunreaktionen. Maßstabsbalken in D und I  entsprechen 20 µm und gelten für die 
jeweilgen Folgeschnittgruppen A-D und E-H (Publikation in Vorbereitung). 

 
  

C A B 

VAChT 

G F 

VAChT TH 

E 

VMAT2 

D 

VIP 

H 

VIP 

VMAT2 TH 








































































































































































































