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1 Einleitung 

Der Zahnhalteapparat stellt ein zentrales Untersuchungsgut in der vorliegenden Ar-
beit dar; seine Komponenten werden darum im Folgenden beschrieben. Weiterhin 
wird die Proteinfamilie der Fibuline erläutert, welcher in der extrazellulären Matrix 

(EZM) vieler Gewebe eine bedeutende Rolle zukommt. Fibulin-3, -4 und -5 werden 
im Rahmen dieser Arbeit sowohl in Wildtyp- als auch in DDR1-Knockout-Mäusen 

immunhistochemisch untersucht. DDR1 ist ein weit verbreiteter Zelloberflächenrezep-
tor aus der Gruppe der Discoidin-Domäne-Rezeptoren (DDR), die im letzten Ab-
schnitt der Einleitung vorgestellt wird. 

1.1 Der Zahnhalteapparat 

Der Zahnhalteapparat (= das Parodontium) beinhaltet vier grundsätzliche Bestandtei-
le: die Gingiva, das Zement, den Alveolarknochen und das parodontale Ligament 
(PDL). Jede dieser Komponenten unterscheidet sich bezüglich Lokalisation, Gewe-
bearchitektur, biochemischer und zellulärer Zusammensetzung, und doch funktionie-
ren sie gemeinsam als Einheit (Bartold et al. 2000). 

Zu den Hauptaufgaben des Zahnhalteapparats gehören die Verankerung des Zahns 
im Knochen, die Dämpfung der Kaukräfte, die Abwehr äußerer Noxen und die Tren-
nung zwischen Mundhöhlenmilieu und Zahnwurzel (Hellwig et al. 2009). 

1.1.1 Die Gingiva 

Die gesunde Gingiva bedeckt den Alveolarfortsatz und die Zahnwurzel bis zu einem 

Niveau, das leicht koronal der Schmelz-Zement-Grenze liegt. Eine anatomische Ein-
teilung kann in drei verschiedene Bereiche erfolgen: die befestigte, die freie marginale 
und die interdentale Gingiva (Listgarten 1972). 

Die befestigte Gingiva erstreckt sich koronal von der mukogingivalen Grenzlinie bis 
zur gingivalen Furche und ist mit dem darunterliegenden Periost durch Kollagenfa-
sern fest verbunden (Hassell 1993). Die gingivale Furche ist eine flache V-förmige 
Einbuchtung auf der fazialen Gingivaoberfläche, die in 0,5 bis 1,5 mm Abstand pa-
rallel zum Gingivasaum verläuft (Orban 1948). Individuell sehr variabel ist die Höhe 
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der befestigten Gingiva in koronal-apikaler Richtung; makroskopisch ist häufig eine 

oberflächliche Stippelung sichtbar (Bergström 1984). 

Die freie marginale Gingiva besitzt eine koronal-apikale Ausdehnung von zirka 1,5 mm 

(Ainamo und Loe 1966) und liegt jedem Zahn an, ohne aber mit ihm befestigt zu sein. 
Folglich bildet ihre Innenfläche eine Seitenwand des gingivalen Sulkus. Anhand der 
gingivalen Furche ist die freie marginale Gingiva oft klinisch zu erkennen (Hassell 
1993). 

Interdental passt sich die Gingiva der Form, der Größe sowie der Position der an-
grenzenden Zähne an (Schroeder und Listgarten 1997). Im gesunden Zustand füllt 

die Gingiva - als sogenannte interdentale Gingiva oder Papille - den Zahnzwischen-
raum vollständig aus. Die koronale Ausdehnung der Papille erstreckt sich bis zu einem 
Punkt, der unmittelbar apikal von der Kontaktfläche zweier benachbarter Zähne liegt. 
Im posterioren Bereich des Mundes, wo die Kontaktfläche zwischen den Zähnen im 
Normalfall breit ist, besteht die interdentale Gingiva aus zwei Papillen, einer vestibulä-
ren und einer oralen, die durch den Col (Sattel) - einen Bereich nicht keratinisierten 
Epithels - verbunden sind (Hassell 1993). 

Histologisch besteht die Gingiva aus zwei unterschiedlichen Komponenten: den ober-
flächlichen epithelialen Strukturen und dem darunter liegenden Bindegewebe. Die 
Gingivaepithelien können aufgrund ihrer Lokalisation und Zusammensetzung in drei ver-

schiedene Arten unterteilt werden: das orale Epithel, das orale Sulkusepithel und das 
Saumepithel (Nanci und Bosshardt 2006).  

Das orale Epithel erstreckt sich von der mukogingivalen Grenzlinie bis zum Rand des 

Gingivasaums und lässt sich in die freie marginale Gingiva und die befestigte Gingiva 
unterteilen. Das orale Sulkusepithel kleidet den gingivalen Sulkus aus und verläuft 
vom Rand des Gingivasaums bis koronal des Saumepithels. Dieses erstreckt sich 

vom Boden des Sulkus bis zu einem Punkt, der etwa 2 mm koronal des Alveolar-
kamms liegt und ist fest mit der Zahnoberfläche verbunden, um Verschluss- und An-

heftungsfunktionen zu erfüllen (Bartold et al. 2000).  

Während das Saumepithel nicht keratinisiert ist, handelt es sich bei den beiden ora-
len Epithelien um leicht keratinisierte, mehrschichtige Plattenepithelien mit dem typi-
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schen Aufbau der Haut: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum 

und Stratum corneum (Listgarten 1964). Neben epithelialen Zellen finden sich im ora-
len Epithel und im Sulkusepithel Langerhans’sche Zellen (DiFranco et al. 1985), Me-

lanozyten (Barrett und Raja 1997) sowie Merkelzellen (Ramieri et al. 1992). Im 
Saumepithel kann ein schnell proliferierendes Stratum basale von einem mitotisch 
inaktiven Stratum suprabasale unterschieden werden (Bartold et al. 2000). Neben 
polymorphkernigen Leukozyten lassen sich hier - auch in klinisch gesunden Gewe-

ben - Lymphozyten nachweisen (Tonetti et al. 1995). 

Das Bindegewebe (Lamina propria) der gesunden Gingiva besteht zu etwa 60 bis 

65 % aus den Kollagenen I und III, die hochorganisierte, in Orientierung und Durch-
messer verschiedenartige Faserbündel bilden. Es lassen sich dentogingivale, dento-
periostale, alveologingivale, zirkuläre und semizirkuläre, transgingivale, interzirkuläre, 
interpapilläre, periosteogingivale, intergingivale und transseptale Fasern unterschei-
den (Schroeder und Listgarten 1997). Weiterhin sind die Kollagene IV, V und VI ver-
treten (Romanos et al. 1991). 

Neben Fibroblasten enthält das gingivale Bindegewebe neutrophile Granulozyten, 
Monozyten, Mastzellen, Lymphozyten und Makrophagen. Das restliche Volumen wird 
von Blut- und Lymphgefäßen, Nerven und Proteoglykanen eingenommen (Schroeder 
et al. 1973). Letztere sind vertreten durch Dekorin und Biglykan (Häkkinen et al. 

1993). Auch Glykosaminoglykane wie Dermatansulfat sind im gingivalen Bindegewe-
be lokalisierbar (Bartold et al. 1981). 

Die gingivalen Gewebe mit ihrer besonderen Beziehung zur Zahnoberfläche stellen 

die bedeutendste periphere Abwehr gegen mikrobielle Infektionen dar, die zu paro-
dontalen Erkrankungen führen können (Schroeder und Listgarten 1997). 

1.1.2 Das Zement 

Das Zement umgibt das Dentin im Zahnwurzelbereich und ist somit anatomisch be-
trachtet ein Bestandteil des Zahns. Aufgrund seiner Position zwischen Wurzeldentin 

und PDL gehört das Zement funktionell jedoch zum Zahnhalteapparat. Eine der 
Hauptfunktionen des Zements ist es, die Kollagenfasern des PDL mit der Wurzel-
oberfläche zu verbinden. Neben seiner unverzichtbaren Rolle bei der Zahnveranke-
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rung besitzt das Zement wichtige adaptive und reparative Funktionen (Bosshardt und 

Selvig 1997).  

Bestehend aus einer 20-200 µm dicken Schicht mineralisierter organischer Matrix, ist 

das Zement ein avaskuläres, alymphatisches, nicht innerviertes Gewebe, das un-
gleichmäßig von Zementozyten enthaltenden Lakunen durchsetzt ist (Mariotti 1993). 
Etwa 90 % der organischen Matrix bestehen aus Kollagen I und III (Becker et al. 
1991). Die vorherrschenden nicht-kollagenen Proteine der Zementmatrix sind Kno-

chen-Sialoprotein, Osteopontin (Bosshardt et al. 1998), Osteokalzin (Kagayama et al. 
1997) und Osteonektin (Reichert et al. 1992). Außerdem enthält die EZM des Ze-

ments Fibronektin (Komboli et al. 2009), das auch in perizellulären Bereichen in Ze-
mentlakunen nachweisbar ist (Steffensen et al. 1992). Es wird über das Vorhanden-
sein eines sogenannten collagenous attachment protein in der Zementmatrix berich-
tet, das die Adhäsion und Verbreitung parodontaler Zellen fördert, jedoch keine Ver-
wandtschaft zu bekannten Kollagenen oder Verbindungsproteinen zeigt (Wu et al. 
1996). 

Es existieren drei grundlegend verschiedene Zementformen. Die Lokalisation dieser 
Formen zeigt zahnspezifische Verteilungsmuster, kann aber auch an der Oberfläche 
eines einzelnen Zahns variieren: 

Azelluläres afibrilläres Zement enthält weder Kollagenfibrillen noch Zellen und bedeckt 

kleine Schmelzbereiche, insbesondere an der Schmelz-Zement-Grenze und um sie 
herum.  

Azelluläres Fremdfaserzement besteht aus dicht gepackten, kurzen kollagenen Fa-

sern, die etwa senkrecht zur Zahnoberfläche orientiert sind; es findet sich hauptsäch-
lich an zervikalen und mittleren Wurzelbereichen (Bosshardt und Selvig 1997). 

Charakteristisch für das zelluläre Eigenfaserzement sind Zementozyten, die in Laku-

nen sitzen und eine kollagenreiche Matrix produzieren, von der sie umgeben sind. 
Diese Zementform kann an Furkationen und in apikalen Wurzelbereichen beobachtet 

werden (Nanci und Bosshardt 2006). Im zellulären Zement sind im Gegensatz zum 
azellulären Zement Dekorin, Versikan, Biglykan und Lumican in den Lakunen um die 
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Zementozyten und an den Insertionsstellen der Sharpey’schen Fasern nachweisbar 

(Ababneh et al. 1999). 

Es gibt Bereiche, in denen sich zelluläres Eigenfaserzement und azelluläres Fremdfa-

serzement schichtweise überlagern, um dort das sogenannte zelluläre Gemischtfa-
serzement zu bilden (Bosshardt und Selvig 1997).  

1.1.3 Der Alveolarknochen 

Der Alveolarfortsatz besteht aus äußeren Kortikalisplatten (bukkal, lingual und pala-

tinal), die aus Kompakta aufgebaut sind, zentral liegender Spongiosa und dem Kno-
chen, der die Alveolen auskleidet (Alveolarknochen). Die Kortikalisplatte und der Al-

veolarknochen treffen am Alveolarkamm aufeinander (Nanci und Bosshardt 2006). 
Die bukkalen und oralen Kortikalisplatten sind durch interradikuläre und interdentale 
spongiöse Septen verbunden, wobei letztere von Kompakta bedeckt sind (Saffar et 
al. 1997). 

Der Alveolarknochen ist ein spezialisierter Teil des Unter- und Oberkieferknochens, der 
die grundlegende Befestigungsstruktur für die Zähne darstellt. Prinzipiell ist er mit 
anderen Knochengeweben des Körpers vergleichbar, jedoch ist der Alveolarknochen 
stetigen und schnellen Umbauprozessen ausgesetzt, die mit dem Zahndurchbruch 
und der anschließenden funktionellen Beanspruchung durch den Kauvorgang in Zu-
sammenhang stehen (Sodek und McKee 2000). Häufig wird der Alveolarknochen als 

Bündelknochen (bundle bone) bezeichnet (Schroeder 1992), der aus zwei Schichten 
verschiedenartiger Faserbündel besteht. Die äußere, dem PDL anliegende Schicht 
enthält die Sharpey’schen Fasern - dicke, kollagene Faserbündel, die von den Fib-

roblasten des PDL produziert werden - die senkrecht in den Alveolarknochen inserie-
ren. Ein inneres, weniger engmaschiges Fasernetzwerk wird von Osteoblasten syn-
thetisiert und verläuft zwischen den Sharpey’schen Fasern (Saffar et al. 1997). 

Kollagen I (Rao et al. 1979) und V (Bronckers et al. 1986) sind die vorherrschenden 
organischen Bestandteile des Knochens, gemeinsam bilden sie heterotypische Fa-

serbündel (Sodek und McKee 2000). Ebenfalls im Alveolarknochen nachweisbares 
Kollagen III (Wang et al. 1980) formt mit Kollagen I heterotypische Fasern, die als 
Sharpey’sche Fasern in den Alveolarknochen eintreten (Huang et al. 1991). Für mine-
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ralisierte Gewebe wie den Alveolarknochen typische nicht-kollagene Proteine sind 

Knochen-Sialoprotein (Chen et al. 1993), Osteokalzin (Sodek und McKee 2000), Os-
teopontin (McKee et al. 1992), Osteonektin (Termine et al. 1981), Biglykan und 

Dekorin (Bianco et al. 1990). In perizellulären Bereichen in Knochenlakunen ist Fib-
ronektin detektierbar (Steffensen et al. 1992). Neben Chondroitinsulfat finden sich 
auch Hyaluronsäure, Dermatansulfat und Heparansulfat in der EZM des Alveolarkno-
chens (Bartold 1990). Osteoblasten sind für die Produktion nicht-mineralisierter Kno-

chenmatrix (Osteoid) verantwortlich, nach dem Mineralisationsvorgang verbleiben sie 
als Osteozyten in Lakunen (Franz-Odendaal et al. 2006). Resorptive Prozesse wer-

den von Osteoklasten bewerkstelligt (Nanci und Bosshardt 2006).  

1.1.4 Das parodontale Ligament 

Als PDL wird das Bindegewebe bezeichnet, das sich von der Zahnwurzel bis zur in-
neren Wand des Alveolarfachs erstreckt. Die Fasern des PDL bilden ein engmaschi-
ges Geflecht und inserieren als Sharpey’sche Fasern in das Wurzelzement und den 
Alveolarknochen, um so mit beiden Geweben fest verankert zu sein. Es entsteht eine 
Verbindung zwischen Zahn und Knochen, die Befestigung, Schutz und sensorische 
Signale für das Kausystem bietet (Beertsen et al. 1997). Diese herausragende funkti-
onelle Bedeutung zeichnet das PDL als besonders wichtige Komponente des Paro-
dontiums aus. Deshalb stellt sie das zentrale Untersuchungsgut in der vorliegenden 

Arbeit dar und wird im Folgenden eingehend beschrieben. 

Zelluläre Bestandteile 

Malassez’sche Epithelreste (Xiong et al. 2013), Osteoblasten, Osteoklasten, Zemen-
toblasten, Odontoklasten, Monozyten und Makrophagen sind anzutreffende Zellarten 
des PDL (Nanci und Bosshardt 2006). Auch Progenitorzellen sind detektierbar 
(Roguljic et al. 2013). Der vorherrschende Zelltyp ist der Fibroblast, der etwa 35 % 

des Volumens im PDL eines Nagermolars einnimmt (Beertsen 1975). Zu seinen 
Hauptaufgaben zählt die Produktion und Homöostase der EZM (Bartold und 

Narayanan 2006). Verglichen mit gingivalen Fibroblasten zeigen die Fibroblasten des 
PDL eine deutlich höhere Proliferationsrate (Ogata et al. 1995). 
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Bestandteile der extrazellulären Matrix 

Die EZM setzt sich aus einem dichten Netzwerk kollagener Fasern und Fasern des 
elastischen Systems zusammen, die von Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und 

anderen Glykoproteinen umgeben sind (Bartold und Narayanan 2006). Der EZM 
kommt eine Vielzahl bedeutender Aufgaben zu: Durch den Kontakt mit allen Zellen 
des Gewebes gewährleistet sie mechanische Stabilität (Hynes 2009), und ist darüber 
hinaus an vielen biochemischen Prozessen beteiligt, die nachstehend im Zusammen-

hang mit den beschriebenen Komponenten erläutert werden. 

Proteoglykane, Glykosaminoglykane und Glykoproteine  

Proteoglykane sind eine Gruppe besonders stark glykosylierter Glykoproteine auf Zell-
oberflächen und in der EZM. Sie sind aus einem Kernprotein aufgebaut, an das min-
destens eine Kette aus Glykosaminoglykanen angehängt ist. Glykosaminoglykane 
sind Mukopolysaccharide aus sich wiederholenden Disacchariden und lassen sich in 
vier Gruppen einteilen: Heparin/Heparansulfat, Chondroitinsulfat/Dermatansulfat und 
Keratansulfat sind sulfatiert, während Hyaluronsäure die einzige unsulfatierte Unter-
gruppe darstellt und als freies, nicht an ein Protein gebundenes Glykosaminoglykan 
in der EZM vorkommt. Hyaluronsäure hat hervorragende Wasserbindungseigen-
schaften und nimmt so einen im Verhältnis zum Molekülgewicht sehr großen Raum in 
der EZM ein (Ruoslahti 1988). 

Proteoglykane erfüllen eine Vielzahl von Aufgaben in der EZM: Sie binden andere 
Matrixmoleküle wie Kollagene und Fibronektin, regulieren den Durchmesser von Kol-
lagenfibrillen (Vogel et al. 1984), assemblieren und stabilisieren die EZM-Komponenten 

(Oldberg und Ruoslahti 1982) und beeinflussen die Zelladhäsion (Cole et al. 1985), 
die Zelldifferenzierung (San Antonio et al. 1987) und die Zellproliferation (Castellot et 
al. 1982). 

Das kleine leucinreiche Proteoglykan (small leucine-rich proteoglycan = SLRP) Deko-
rin ist in vielen Bindegeweben präsent (Bianco et al. 1990), bindet an Fibronektin 

(Schmidt et al. 1987), TGF-β (Yamaguchi et al. 1990) sowie fibrilläre Kollagene und 
inhibiert die Fibrillogenese in vitro (Vogel et al. 1984). Dekorin befindet sich um die 
kollagenen Fasern im PDL, CD44 auf der Oberfläche von Fibroblasten (Häkkinen et 
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al. 1993). CD44 fungiert als Verbindungsprotein zwischen Zellen und Matrixproteinen 

wie beispielsweise Hyaluronsäure (Aruffo et al. 1990) oder Kollagenen (Wayner und 
Carter 1987). 

Weitere Proteoglykane in der EZM des PDL sind die SLRPs Fibromodulin (Ababneh 
et al. 1998, Watanabe und Kubota 1998) und Biglykan, die an Kollagen I binden und 
die Fibrillogenese beeinflussen (Kalamajski und Oldberg 2007, Schönherr et al. 
1995). 

Die Heparansulfat-Proteoglykane Syndecan-1, -2, -4 und Glypikane sind sowohl auf 
der Oberfläche von Fibroblasten als auch in der EZM nachweisbar. Mit ihnen werden 

Aufgaben in der Zell-Zell-, Zell-Matrix- und Zell-Wachstumsfaktoren-Interaktion asso-
ziiert (Worapamorn et al. 2000). Syndecan-1 bindet an Kollagen I, III und V (Koda et 
al. 1985), Fibronektin (Saunders und Bernfield 1988), Thrombospondin (Sun et al. 
1989) und Tenascin (Salmivirta et al. 1991). Die Expression von Syndecan-1 wird 
durch Wachstumsfaktoren und Zytokine wie TGF-β1, IL-1β und IFN-γ reguliert 
(Worapamorn et al. 2001a). Gemeinsam mit Syndecan-4 ist es relevant für Wundhei-
lungsprozesse (Subramanian et al. 1997). Syndecan-2 ist an der kontrollierten Bil-
dung von EZM-Komponenten beteiligt (Klass et al. 2000) und steht während der 
Entwicklung des Parodontiums bevorzugt mit der EZM von Hartgeweben in Verbin-
dung (Worapamorn et al. 2001b). Glypikan fungiert als Regulator diverser Zellsignal-

wege, unter anderem beeinflusst es den Wnt-Signalweg (Avanesov et al. 2012). 

Neben Proteoglykanen kommen im PDL weitere Glykoproteine vor. Tenascin ist vor 
allem in den Anheftungsbereichen entlang des Zements und des Alveolarknochens 

nachweisbar (Lukinmaa et al. 1991) und moduliert Zelladhäsions- und Zellwachs-
tumsvorgänge (Chiquet-Ehrismann et al. 1986, Chiquet-Ehrismann und Tucker 
2004). Neben Vitronektin (Steffensen et al. 1992) ist auch Fibronektin im PDL vertre-

ten und zeigt ein homogenes Verteilungsmuster (Lukinmaa et al. 1991). Es ist mit Kol-
lagenfibrillen assoziiert (Bartold und Narayanan 2006) und an der EZM-Organisation 
sowie an Zelladhäsionsvorgängen beteiligt (Yamada 1983). 
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Kollagene Bestandteile  

Kollagene Faserbündel machen den Großteil der EZM des PDL aus; sie durchspan-
nen das PDL in verschiedenen Ebenen, um als Sharpey’sche Fasern in den Alveolar-

knochen und das Zement einzutreten (Nanci und Bosshardt 2006).  

Strukturelle Hauptkomponenten dieser Fasern sind Kollagen I und III (Butler et al. 
1975), die sich im Prozess der Fibrogenese an Kernfasern aus Kollagen V anlagern. 
Kollagen V erzeugt darüber hinaus ein mikrofibrilläres Netzwerk zwischen diesen so 

entstandenen Hauptfasern (Becker et al. 1991), die außerdem mit Kollagen XII 
(Karimbux et al. 1992) und XIV (Zhang et al. 1993b) in Verbindung stehen. Im PDL ist 

auch Kollagen VI nachweisbar, das Mikrofibrillen ausbildet, die vor allem Nervenfa-
sern und Blutgefäße umgeben (Becker et al. 1991). Außerdem ist Kollagen VI an der 
mikrofibrillären Struktur der Oxytalanfasern beteiligt (Everts et al. 1998).  

Im entspannten Zustand verlaufen die Kollagenfasern nicht geradlinig von Zement zu 
Alveole, sondern wellenförmig. Da Kollagenfasern unelastisch sind, gewährleistet der 
wellige Verlauf Anpassungsfähigkeit an die Zahnbewegungen in der Alveole, wie sie 
etwa beim Kauen, Sprechen und Schlucken auftreten (Hassell 1993). 

Neben kollagenen Fasern enthält die EZM des PDL auch Fasern des elastischen 
Systems. 

Das System elastischer Fasern 

Strukturell sind alle Fasern des elastischen Systems aus Mikrofibrillen aufgebaut, Un-
terschiede bestehen in der Assoziation dieser Fibrillen mit Elastin. So lassen sich drei 

Faserarten voneinander abgrenzen: reife elastische Fasern, Elauninfasern und 
Oxytalanfasern (Cotta-Pereira et al. 1976, Fullmer und Lillie 1958, Montes 1996). 

Elastische Fasern sind unlösliche Bestandteile der EZM in dynamischen Bindegewe-
ben wie Arterien, Haut, Lungen und Bändern (Kielty 2006). Sie verleihen diesen Ge-

weben besondere elastische Eigenschaften, um der lebenslangen Belastung durch 
Dehnung und Stauchung standzuhalten (Sherratt et al. 2003). Weitere Funktionen 

elastischer Fasern bestehen in der Regulation der TGF-ß-Aktivität (Charbonneau et 
al. 2004) sowie der Interaktion mit endothelialen Zellen (Davis 1993a) und glatten 
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Muskelzellen (Davis 1993b). In der Literatur sind bisher nur spärliche Angaben über 

das Vorhandensein reifer elastischer Fasern im PDL verschiedener Spezies zu finden 
- belegt ist das Vorkommen unter anderem im Alligator (Soule 1967). 

Reife elastische Fasern besitzen einen Kern aus quervernetztem Elastin, das in Mikro-
fibrillen eingebettet ist (Kielty 2006). Die Hauptkomponente der Mikrofibrillen bilden 
die Fibrilline, eine Gruppe von 350-kDa-Glykoproteinen, die von Fibroblasten in die 
EZM sezerniert werden (Sakai et al. 1986). Von den drei bisher bekannten Fibrillinen 

sind Fibrillin-1 und -2 für die Elastogenese relevant (Ramirez und Pereira 1999). Se-
zernierte Fibrillin-1-Moleküle lagern sich in Zellnähe zu lateral und axial konfigurierten 

Kopf-zu-Schwanz-Verbindungen zusammen, indem der N-Terminus eines Moleküls 
mit dem C-Terminus eines anderen Moleküls direkte Bindungen eingeht (Marson et 
al. 2005). Fibrillin-1 kann auch mit Fibrillin-2 interagieren, was in Geweben, in denen 
beide Fibrilline exprimiert sind, zur Entstehung heterotypischer Mikrofibrillen führt (Lin 
et al. 2002). An der Formation von Mikrofibrillen sind außerdem Fibronektin, Integrine 
(Kinsey et al. 2008), Mikrofibrillen-assoziiertes Glykoprotein-1 (Jensen et al. 2001) 
sowie Heparansulfat beteiligt (Cain et al. 2008). Die so entstehenden Bündel aus Mik-
rofibrillen können Makrostrukturen mit einem Kern aus amorphem Elastin bilden oder 
- in nicht-elastischen Geweben - unabhängig von Elastin vorkommen (Sakai et al. 
1986). 

Elastin macht etwa 90 % der reifen elastischen Faser aus (Baldwin et al. 2013). Es 
wird in Form des 60- bis 70-kDa-Vorläuferproteins Tropoelastin von Fibroblasten und 
glatten Muskelzellen synthetisiert (Pasquali-Ronchetti und Baccarani-Contri 1997). 

Tropoelastin ist stark hydrophob. Diese Hydrophobie ist auf das reichliche Vorkom-
men apolarer Aminosäuren wie Alanin, Valin, Glycin und Prolin in der Primärstruktur 
des Proteins zurückzuführen und zeichnet für die besonderen elastischen Eigen-

schaften verantwortlich (Bashir et al. 1989). Zwischen den hydrophoben Aminosäu-
resequenzen kommen periodisch lysinreiche Abschnitte vor (Foster et al. 1973). 

Der Prozess der Elastogenese läuft wie folgt ab: Frisch sezernierte Tropoelastin-
Moleküle lagern sich in der EZM nach und nach an vorhandene Mikrofibrillen an 
(Kielty 2006) und werden durch Transglutaminase mit Fibrillin-1 quervernetzt (Rock et 
al. 2004). Der reversible Vorgang der Koazervation beschreibt einen von der Tempe-
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ratur, der Natriumchlorid-Konzentration und dem pH-Wert abhängigen Prozess, bei 

dem einzelne Tropoelastin-Moleküle miteinander aggregieren, um somit die Voraus-
setzung für die spätere Quervernetzung zu Elastin zu schaffen (Vrhovski et al. 1997). 

Die Aktivität des Enzyms Lysyl-Oxidase führt zur Querverbindung der Lysinreste des 
Tropoelastins. Dieser Vorgang resultiert in der Bildung amorphen Elastins im Kern der 
elastischen Faser (Wagenseil und Mecham 2007). 
Weitere Moleküle, die mit dem Entstehungsprozess elastischer Fasern assoziiert 

werden, sind Fibulin-3, -4 und -5 (Kobayashi et al. 2007). 

In Abbildung 1 ist der Ablauf der Elastogenese schematisch dargestellt. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Assemblierung von Mikrofibrillen und elastischen Fasern (ent-
nommen aus Kielty 2006, S. 3). 
Sezernierte Fibr i l l in-Moleküle lagern sich unter Betei l igung von Mikrof ibr i l len-assozi iertem 
Glykoprotein-1 (MAGP-1) in Zel lnähe zu Mikrof ibr i l len zusammen. In diese lagern sich Tro-
poelast in-Moleküle ein, die durch die Aktiv ität des Enzyms Lysyl-Oxidase (LOX) querver-
netzt werden. Dies führt zur Bi ldung amorphen Elast ins im Kern der reifen elast ischen Fa-
ser. 
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Elauninfasern sind strukturell identisch mit reifen elastischen Fasern, jedoch fällt ihr 

Elastinanteil deutlich geringer aus. Nachweisbar sind sie in Sehnen, im Faserknorpel 
und in den elastischen Schichten der sich entwickelnden Aorta (Gawlik 1965). Im 

PDL der Maus wurde gezeigt, dass ein Geflecht aus Elauninfasern mit benachbarten 
kollagenen Hauptfaserbündeln, der Adventitia von Blutgefäßen, dem Wurzelzement 
und dem Alveolarknochen verbunden ist. Unterstützt durch Oxytalanfasern, die als 
Ankerfilamente fungieren, wird den Elauninfasern eine Bedeutung bei der gleichmäßi-

gen Verteilung der auf die Zähne wirkenden Kräfte zugesprochen (Johnson und 
Pylypas 1992). 

Oxytalanfasern sind rein mikrofibrilläre Strukturen mit einem Durchmesser von etwa 
12 nm (Berkovitz 1990) ohne eingelagertes Elastin (Carmichael und Fullmer 1966) 
und konnten 1958 erstmals im menschlichen PDL nachgewiesen werden. Nach Oxi-
dation mit Peressigsäure ließen sich diese bislang unbekannten Fasern in Gewebe-
schnitten mit Aldehydfuchsin, Orcein oder Resorcinfuchsin anfärben und waren in 
der Folge lichtmikroskopisch detektierbar (Fullmer und Lillie 1958). Obwohl die exakte 
biochemische Zusammensetzung der Oxytalanfasern noch nicht eindeutig definiert 
ist, so ist über den Aufbau von Mikrofibrillen in Bindegeweben generell bekannt, dass 
sie Fibrilline (Sakai et al. 1986), Mikrofibrillen-assoziiertes Glykoprotein (Gibson et al. 
1986), Proteoglykane (Streeten et al. 1983, Völker et al. 1987) und Fibronektin 

(Schwartz et al. 1985) enthalten. Ultrastrukturell wird im Aufbau der Oxytalanfasern 
außerdem eine Kollagen VI-Komponente vermutet (Everts et al. 1998). 

Die Oxytalanfasern des PDL bilden zwischen den kollagenen Fasern ein dichtes drei-

dimensionales Netzwerk, das sich von der Dentin-Zement-Grenze zu weiter apikal 
gelegenen Blutgefäßen erstreckt und nach einem kurzen Verlauf senkrecht zur Ze-
mentoberfläche in eine koronal-apikale Faserausrichtung übergeht. Die Assoziation 

mit Blutgefäßen (Sims 1975) sowie die Beobachtung, dass mechanische Belastung 
die Synthese von Oxytalanfasern anregt (Jonas und Riede 1980), legen nahe, dass 

diesem Fasertyp eine Rolle bei der Wahrung der mechanischen Stabilität des PDL 
zukommt (Strydom et al. 2012). 

Außer im PDL können Oxytalanfasern auch in Sehnen und Bändern, in der Adventitia 
von Blutgefäßen, im Bindegewebe um die Hautanhangsgebilde, im Epi- und Perineu-
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rium (Fullmer und Lillie 1958) sowie in den oberen Hautschichten (Cotta-Pereira et al. 

1976) gefunden werden. 

Im Folgenden werden die Fibuline als eine Proteingruppe, die an der Ausbildung elas-

tischer Fasern entscheidend beteiligt ist, näher beschrieben. 

1.2 Die Fibuline 

Fibuline sind eine Familie extrazellulärer Glykoproteine, die sechs Mitglieder umfasst 

und eine Vielzahl von Aufgaben in der EZM verschiedener Gewebe erfüllt (de Vega et 
al. 2007, Kobayashi et al. 2007). 

1.2.1 Struktur 

Fibuline besitzen eine fibulintypische C-terminale Domäne (Domäne I), der Tandem-
wiederholungen von kalziumbindenden epidermalem Wachstumsfaktor (calcium-
binding epidermal growth factor = cbEGF)-ähnlichen Bausteinen (Domäne II) voran-
gehen. Die sechs Mitglieder der Proteinfamilie können weiter in zwei Klassen unter-
teilt werden:  

Klasse I beinhaltet Fibulin-1 und -2, die aufgrund einer Extradomäne mit drei Anaphy-
latoxin-Einheiten (Domäne III) und einer höheren Anzahl von cbEGF-ähnlichen Bau-
steinen deutlich größer als die Fibuline der Klasse II sind (Argraves et al. 1990). Nur 
Fibulin-2 besitzt am N-Terminus eine N-Domäne, die in ein cysteinreiches Segment 

und ein cysteinfreies Segment unterteilt werden kann (Pan et al. 1993b). Die Struktur 
von Fibulin-1 kann durch alternatives Spleißen in der Domäne III modifiziert werden, 
wodurch vier verschieden lange Varianten entstehen (Argraves et al. 1990). Fibulin-2 

kann in Domäne II durch die Eliminierung eines cbEGF-ähnlichen Bausteins alternativ 

modifiziert sein (Pan et al. 1993b). 

Klasse II umfasst die kürzesten Isoformen der Fibulinfamilie: Fibulin-3, -4, -5 und -7, 

die aus einem zentralen Segment mit fünf cbEGF-ähnlichen Bausteinen und einer  
C-terminalen fibulintypischen Domäne aufgebaut sind. Am N-Terminus tragen sie 
eine modifizierte cbEGF-ähnliche Domäne (Giltay et al. 1999), einzig Fibulin-7 besitzt 
hier stattdessen eine sogenannte Sushi-Domäne (de Vega et al. 2007). Hierbei han-
delt es sich um eine 60 Aminosäuren umfassende Sequenz mit einer speziellen drei-
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dimensionalen Struktur, die einer β-Sandwich-Anordnung entspricht (Norman et al. 

1991). Somit hebt sich Fibulin-7 strukturell von den anderen drei kurzen Fibulinen ab. 
Durch teilweise oder komplette Entfernung von Domäne I entstehen fünf verschiede-

ne Splicingvarianten aus Fibulin-3 (Lecka-Czernik et al. 1995). 

Hemicentin-1 und -2 wurden aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zu den anderen 
Fibulinen zwischenzeitlich als Fibulin-6 und -8 bezeichnet (Argraves et al. 2003, Vogel 
und Hedgecock 2001). Neuerliche Studien haben jedoch gezeigt, dass die beiden 

Proteine einzigartige Eigenschaften und eine neue N-terminale Domäne besitzen, die 
sie von den Fibulinen unterscheiden (Xu et al. 2013). 

1.2.2 Lokalisation und Funktion von Fibulin-1 und -2 

Fibulin-1 und -2 weisen teilweise identische Expressionsmuster auf, das Distribu-
tionsspektrum von Fibulin-2 ist jedoch insgesamt begrenzter (Tsuda et al. 2001). 
Beide Proteine sind in vielen Basalmembranen und Gefäßwänden vorhanden (Kluge 
et al. 1990). Fibulin-1 umgibt außerdem glatte Muskelzellen (Roark et al. 1995) und 
ist im Serum nachweisbar, was für ein EZM-Protein untypisch ist (Kluge et al. 1990). 
Bereits in frühen embryonalen Entwicklungsstadien zeigt Fibulin-1 eine weit verbreite-
te Expression in den Basalmembranen vieler Organe (Spence et al. 1992). Fibulin-2 
wird erst in späteren Embryonalstadien exprimiert und ist ein spezifischer Marker der 

Knorpelentwicklung. Beide Fibuline kommen im Rahmen der Zahnentwicklung an 
Orten der Mesenchym-Epithel-Interaktion vor (Zhang et al. 1996). Während der  
avianen und murinen Herzentwicklung ist sowohl Fibulin-1 als auch Fibulin-2 in den 
endokardialen Polstern nachweisbar, aus denen sich später die Herzklappen und 

Herzsepten entwickeln (Bouchey et al. 1996, Miosge et al. 1998, Spence et al. 1992, 
Zhang et al. 1993a, Zhang et al. 1995). 

Das Bindungsverhalten von Fibulin-1 und -2 zu anderen EZM-Proteinen ist sehr gut 

studiert und erfordert in vielen Fällen die Anwesenheit von Kalzium. Das Bindungs-

spektrum stimmt teilweise überein. So zeigen beide Proteine eine Affinität zu Fib-
ronektin, Nidogen (Balbona et al. 1992, Sasaki et al. 1995a, Sasaki et al. 1995b), 
Aggrekan und Versikan (Aspberg et al. 1999, Olin et al. 2001), Kollagen IV (Pan et al. 

1993a, Sasaki et al. 1995a) sowie zu Tropoelastin (Sasaki et al. 1999). Darüber hin-
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aus ist Fibulin-1 zur Selbstinteraktion fähig und bindet außerdem an Laminin-1 

(Sasaki et al. 1995b) und Fibrinogen (Tran et al. 1995). Fibulin-2 kann mit Perlekan 
(Hopf et al. 2001) und Fibrillin-1 (Reinhardt et al. 1996) Bindungen eingehen, außer-

dem kann es durch kovalente Bindung zweier Moleküle eine Dimerstruktur ausbilden 
(Sasaki et al. 1997).  

Aus dem Bindungsverhalten der beiden Proteine lassen sich ihre biologischen Funk-
tionen ableiten. So verfügen Fibulin-1 und Fibulin-2 durch ihre Beteiligung am Aufbau 

makromolekularer Strukturen über wichtige stabilisierende Eigenschaften in der EZM. 
Die Bindung an Fibronektin führt zur Ausbildung eines mikrofibrillären Netzwerks, an 

dem insbesondere Fibulin-2 beteiligt ist (Sasaki et al. 1995a). Auch elastische Fasern 
enthalten sowohl Fibulin-1 als auch Fibulin-2, wie die Bindungsaffinität zu Tropoelas-
tin respektive Fibrillin-1 bereits vermuten lässt, wobei Fibulin-2 30-fach stärker an 
Tropoelastin bindet (Sasaki et al. 1999). Fibulin-1 befindet sich im amorphen Elastin-
kern der elastischen Fasern, es bindet jedoch nicht an Fibrillin-1 (Roark et al. 1995). 
Fibulin-2 hingegen zeigt eine hohe Bindungsbereitschaft zu Fibrillin-1 und kann nach 
Immunogold-Markierung am Übergang vom Elastinkern zu den Mikrofibrillen in den 
elastischen Fasern der Haut gefunden werden (Reinhardt et al. 1996). Die genaue 
Funktion der beiden Fibuline in der Elastogenese beziehungsweise Fibrogenese ist 
noch weitgehend unbekannt. Studien konnten jedoch bereits zeigen, dass Fibulin-2 

für die Entstehung elastischer Fasern entbehrlich ist, da Fibulin-2-Knockout-Mäuse 
keine anatomischen oder strukturellen Abnormitäten in elastischen Geweben aufwei-
sen (Sicot et al. 2008). 

Die Bindungsaffinität zu den Basalmembranproteinen Nidogen, Laminin, Kollagen IV 
und Perlekan legt eine Bedeutung der Fibuline-1 und -2 beim Aufbau von Basal-
membranen nahe (Pan et al. 1993a, Sasaki et al. 1995a). 

Fibulin-1 kann als einziges im Serum nachweisbares Mitglied der Fibulinfamilie über 
eine Fibrinogenbrücke an Thrombozyten binden. Dieses Phänomen könnte einen 

Mechanismus darstellen, wie Thrombozyten nach Endothelverletzung mit der sub-
endothelialen Matrix interagieren (Godyna et al. 1996). 
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1.2.3 Lokalisation und Funktion von Fibulin-3, -4, -5 und -7 

Die Fibuline-3, -4 und -5 erfüllen verschiedene Funktionen in nicht-elastischen und 
elastischen Geweben. In nicht-elastischen Geweben wird Fibulin-3 in der olfaktori-

schen Glia der Nase (Vukovic et al. 2009) sowie in den inneren und äußeren Seg-
menten von Photorezeptorzellen und Nervenfaserbündeln des Auges exprimiert 
(Marmorstein et al. 2002). Eine Punktmutation an Fibulin-3 führt zu einer degenerati-
ven Netzhauterkrankung, der sogenannten Doyne’schen Honigwaben-Dystrophie 

(Stone et al. 1999). Fibulin-4 ist in Chondrozyten nachweisbar und wird bei Osteo-
arthritispatienten verstärkt exprimiert (Xiang et al. 2006). Die Proliferation und Migra-

tion von Endothelzellen und glatten Muskelzellen wird durch Fibulin-5 inhibiert (Preis 
et al. 2006, Spencer et al. 2005). Die Bindung an glatte Muskelzellen erfolgt vermittelt 
durch die Integrine α5β1 und α4β1 (Lomas et al. 2007). Fibulin-7 wird von Präodon-
toblasten und Odontoblasten während der Zahnentwicklung exprimiert und zeigt eine 
Bindungsaffinität zu dentalen Mesenchymzellen und Odontoblasten. Es lagert sich 
vor allem in der Prädentinmatrix und um die Dentintubuli an. Außerdem interagiert es 
mit Heparin, Fibronektin, Dentin-Sialophosphoprotein und Fibulin-1. Es wird vermu-
tet, dass Fibulin-7 eine Rolle bei der Differenzierung von Odontoblasten und bei der 
Dentinbildung zukommt (de Vega et al. 2007). 

In elastischen Geweben wie der Aorta adulter Mäuse ist die Expression von Fibulin-5 

10-fach höher als die von Fibulin-3 und 12-fach höher als die von Fibulin-4. In der 
Lunge ist Fibulin-5 3-fach stärker exprimiert als Fibulin-3 und sogar 50-fach stärker 
als Fibulin-4. Fibulin-3 ist in der Haut das meist exprimierte kurze Fibulin, 1,5-fach 

stärker exprimiert als Fibulin-5 und 2-fach stärker als Fibulin-4 (Kobayashi et al. 
2007). Die Expression von Fibulin-5 ist in der elastischen Schicht großer Arterien 
stark (Yanagisawa et al. 2002). Während Fibulin-4 in der Gefäßwand großer Arterien 

und Venen sowie kleiner Kapillaren nachweisbar ist, beschränkt sich die Expression 
von Fibulin-3 auf kapilläre Gefäßwände. Alle drei Proteine kommen in Basalmembra-
nen vor sowie im Perichondrium sich entwickelnder Knochen im Mäuseembryo 
(Kobayashi et al. 2007). 
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Sowohl Fibulin-4 als auch -5 werden bereits in frühen Embryonalstadien exprimiert; 

ihre Synthese nimmt in adulten Stadien ab, wird aber durch arterielle Verletzungen 
erneut angeregt (Gallagher et al. 1999, Kowal et al. 1999). 

Die bedeutendste Funktion der kurzen Fibuline manifestiert sich in ihrer Beteiligung 
an der Bildung elastischer Fasern. 

Die Rolle der Klasse II-Fibuline in der Elastogenese 

Die Bedeutung der Klasse II-Fibuline für die Elastogenese wird in Knockout-

Versuchen deutlich. Fibulin-4-Knockout-Mäuse bilden keine elastischen Fasern und 
sterben perinatal (McLaughlin et al. 2006). Das Fehlen von Fibulin-5 führt zu einem 

Phänotyp, der sich durch irreguläre und fragmentierte elastische Fasern in der Haut, 
den Lungen und der Aorta auszeichnet (Nakamura et al. 2002). Fibulin-5-Knockout-
Mäuse reagieren außerdem auf Gefäßverletzungen mit einem veränderten vaskulären 
Remodellierungsprozess, der durch eine verstärkte Neointimabildung, eine unterent-
wickelte Media und eine verdickte Adventitiaschicht gekennzeichnet ist (Spencer et 
al. 2005). Genmutationen in Fibulin-4 oder Fibulin-5 führen in beiden Fällen zu Cutis 
laxa, einem Krankheitsbild, das durch schlaffe, unelastische, oft in großen Falten her-
abhängende Haut geprägt ist (Hu et al. 2006, Hucthagowder et al. 2006). Ein 
Knockout von Fibulin-3 führt zu vergleichsweise schwachen Veränderungen des 
elastischen Gewebes, einzig die Bruchmembran im Auge (Fu et al. 2007) und das 

Vaginalgewebe sind in ihren elastischen Strukturen verändert (Rahn et al. 2009). Die-
se Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Fibulin-4 und -5 für den Prozess der Elasto-
genese von großer Bedeutung sind, während Fibulin-3 hier eher untergeordnete 

Funktionen zukommen und für Fibulin-7 bisher keine Aufgaben beschrieben sind. 

Die jeweilige Rolle von Fibulin-4 und -5 bei der Bildung elastischer Fasern wurde 
durch Choudhury et al. (2009) an Mäusen untersucht. Dazu wurde die Interaktion 

beider Fibuline mit Tropoelastin, Lysyl-Oxidase und Fibrillin-1 analysiert: Die Bin-
dungsaffinität von Tropoelastin ist gegenüber Fibulin-5 deutlich höher als gegenüber 

Fibulin-4, im Fall von Lysyl-Oxidase verhält es sich invers. Außerdem bindet Fibulin-4 
Fibulin-5 mit moderater Affinität. Beide Proteine zeigen eine starke Bindung an den 
N-Terminus von Fibrillin-1. Darüber hinaus wurde dargelegt, dass Lysyl-Oxidase eine 
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hohe Bindungsaffinität gegenüber Fibrillin-1 und Tropoelastin besitzt. Anschließend 

wurden diese Interaktionen hinsichtlich kompetitiver Verhaltensmuster untersucht, mit 
dem Ergebnis, dass Fibulin-4 einen ternären Komplex mit Lysyl-Oxidase und Tropo-

elastin bildet, der durch Fibrillin-1 inhibiert werden kann. Dieser Hemmprozess könn-
te die Anlagerung von quervernetztem Elastin an Mikrofibrillen verstärken. Weiterhin 
inhibiert Fibrillin-1 die Bindung von Fibulin-5 an Tropoelastin. Fibulin-5 kann somit 
entweder an Tropoelastin oder an Fibrillin-1 binden. Dieses kompetitive Verhalten 

wird dahingehend gedeutet, dass Fibulin-5 bei der Heranführung von Elastin an die 
Mikrofibrillen eine Rolle als Chaperon innehat.  

Es wird angenommen, dass Fibulin-4 durch seine Fähigkeit zur Komplexbildung ein 
zentraler Regulator bei der Quervernetzung von Tropoelastin zu Elastin ist, wahr-
scheinlich indem es die Lysyl-Oxidase-Aktivität kontrolliert und das Enzym in enge 
räumliche Beziehung zu Tropoelastin setzt (Choudhury et al. 2009, McLaughlin et al. 
2006). In einer Studie an Fibulin-5-Knockout-Mäusen bildeten sich in der Dermis 
Elastinkügelchen, die nicht in Mikrofibrillen integriert waren. Dies deutet darauf hin, 
dass Fibulin-5 essenziell für die Ausbildung gleichmäßig geformten Elastins und des-
sen Anlagerung an Mikrofibrillen ist (Choi et al. 2009). Fibulin-5 beschleunigt des Wei-
teren den Prozess der Koazervation von Tropoelastin (Wachi et al. 2008). Sobald 
Elastin und Mikrofibrillen in enger räumlicher Beziehung stehen kommt es vermutlich 

zur direkten Interaktion der beiden Strukturen, da sie eine hohe Bindungsaffinität zu-
einander aufweisen (Cain et al. 2008). 

Elektronenmikroskopische Immunogold-Untersuchungen lokalisieren Fibulin-5 in rei-

fen elastischen Fasern am Übergang vom Elastinkern zu den Mikrofibrillen, Fibulin-4 
ist hingegen vor allem innerhalb der Mikrofibrillen detektierbar (Kobayashi et al. 2007). 

In humanem PDL wurde gezeigt, dass die Induktion mechanischen Stresses durch 

Dehnung des Gewebes zu einer vermehrten Expression von Fibulin-5 führt. Ein Un-
terdrücken der Fibulin-5-Expression von Fibroblasten führt zu einer verminderten An-

zahl von Oxytalanfasern, die irregulär orientiert sind (Nakashima et al. 2009). Fibulin-5 
kommt somit nicht nur eine bedeutende Rolle bei der Bildung reifer elastischer Fa-
sern zu, auch an der Entstehung quantitativ und strukturell regulär ausgebildeter 
Oxytalanfasern ist es beteiligt. 
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Kollagenfasern und Fasern des elastischen Systems sind strukturgebende Kompo-

nenten der EZM und interagieren mit Zellen durch Zelloberflächenrezeptoren. Zu die-
sen gehört auch die Gruppe der DDRs, die im Folgenden vorgestellt wird. 

1.3 Die Discoidin-Domäne-Rezeptoren 

Die Familie der DDRs beinhaltet zwei Mitglieder - DDR1 und DDR2 - die Anfang der 
1990er Jahre entdeckt wurden und zu einer Gruppe von Zelloberflächenrezeptoren, 

den Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), gehören (Johnson et al. 1993). Im Menschen 
sind 58 RTKs bekannt, welche in 20 Untergruppen unterteilt werden können. Alle 
RTKs haben eine ähnliche Molekülstruktur mit einer ligandenbindenden Domäne in 

der extrazellulären Region, einer einzigen Transmembranhelix, einer zytosolischen 
Region, die die Tyrosinkinase enthält, und anderen C-terminalen und juxtamembra-
nen Regionen (Lemmon und Schlessinger 2010). Die Bindung von Wachstumsfakto-
ren induziert die Rezeptordimerisierung und folglich die Rezeptoraktivierung. Die da-
raufhin aktivierten Signalwege involvieren RTKs in verschiedenste zelluläre Prozesse 
wie Proliferation und Differenzierung, Zellmigration, Zellmetabolismus und Zellzyklus-
kontrolle (Blume-Jensen und Hunter 2001, Ullrich und Schlessinger 1990). 

1.3.1 Struktur 

Der strukturelle Aufbau der DDRs stellt sich folgendermaßen dar: Am N-Terminus 

befindet sich eine Discoidin-Domäne, die homolog zu Discoidin I ist, einem Protein, 
das von Dictyostelium discoideum sezerniert wird (Kiedzierska et al. 2007). In dieser 
Amöbe fungiert Discoidin I als Lektin, das für die Zellmorphologie, Zelladhäsion und 

die Zytoskelettorganisation verantwortlich ist (Alexander et al. 1992). In DDRs besteht 

die Discoidin-Domäne aus zwei antiparallelen Faltblattstrukturen mit insgesamt acht 
β-Strängen in einer sogenannten Jelly-Roll-Anordnung, in der sich sechs Schleifen 

befinden. Diese bilden eine Kollagenbindungsstelle, welche die Spezifität von DDRs 
für bestimmte Kollagene vermittelt (Abdulhussein et al. 2004, Curat et al. 2001). Im 

Anschluss an die Discoidin-Domäne befindet sich eine Discoidin-ähnliche Domäne, 
die ebenfalls aus zwei β-Faltblattstrukturen mit acht β-Strängen in Jelly-Roll-
Konfiguration aufgebaut ist. Als Funktion für diese Domäne wird eine Beteiligung bei 

der Rezeptoraktivierung durch Kollagene angenommen (Carafoli et al. 2012). Eine 
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extrazelluläre juxtamembrane Domäne unbekannter Struktur verbindet die Discoidin-

ähnliche Domäne mit der Transmembran-Domäne (Laval et al. 1994) und kann durch 
bestimmte membrangebundene Proteasen, sogenannte Sheddasen, geschnitten wer-

den (Vogel 2002). Eine kurze, nur zirka 20 Aminosäuren umfassende Transmembran-
Domäne verbindet die Ektodomäne mit den intrazellulären Bestandteilen der DDRs 
und beinhaltet viele Leucinreste, die einen Leucin-Zipper bilden, der für die Rezep-
toraktivierung essenziell ist (Noordeen et al. 2006). Intrazellulär schließt sich eine zy-

tosolische juxtamembrane Domäne an, die reich an Tyrosin und mit etwa 140 Ami-
nosäuren ungewöhnlich lang ist. C-terminal befindet sich eine Kinase-Domäne mit 

katalytischer Funktion (Di Marco et al. 1993). 

Die DDR1-Untergruppe besteht aus fünf membranverankerten Isoformen, die durch 
alternatives Spleißen entstehen, während die DDR2-Untergruppe nur ein einziges 
Protein umfasst. DDR1a, DDR1b und DDR1c sind funktionale Rezeptoren mit voller 
Proteinlänge, DDR1d und DDR1e hingegen sind verkürzte oder Kinase-inaktive Re-
zeptoren (Alves et al. 2001, Playford et al. 1996). 

1.3.2 Lokalisation 

Beide DDRs sind in adulten menschlichen und murinen Geweben weit verbreitet. 
DDR1 ist in Epithel- und Bindegeweben (Alves et al. 1995) sowie im Gehirn, in der 
Lunge (Perez et al. 1994), in der Niere, in Keratinozyten (Di Marco et al. 1993), im 

Herz, im Muskel, in der Leber und im Pankreas (Laval et al. 1994) exprimiert. In der 
Entwicklung der Maus dient DDR1 als früher Marker für die Bildung neuroektoderma-
ler Zellen (Zerlin et al. 1993). DDR2 zeigt ein teilweise übereinstimmendes Expressi-

onsmuster mit hohem Vorkommen in Herz und Lunge von Mensch und Maus und 
geringeren Expressionslevels in Gehirn, Plazenta, Leber, Skelettmuskulatur und Niere 
humanen Ursprungs. In murinen Geweben ist DDR2 im Gehirn und in den Hoden 

exprimiert (Karn et al. 1993). Für DDR1 wird eine Rolle bei der Tumorinvasion ange-
nommen (Alves et al. 1995). Eine Überexpression von DDR1 ist in humanen Tumor-

geweben beschrieben, insbesondere bei Brustkrebs (Barker et al. 1995), jedoch 
auch in Ovarial- (Laval et al. 1994) und Ösophagustumoren (Nemoto et al. 1997) so-
wie in Gehirntumoren von Kindern (Weiner et al. 1996) und Erwachsenen (Weiner et 
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al. 2000). Im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom ist die Expression von DDR1 ge-

genüber gesundem Gewebe hochreguliert, jene von DDR2 herunterreguliert (Ford et al. 
2007). In bereits metastasierenden Schilddrüsenkarzinomen ist DDR2 eines der weni-

gen Gene, das stark überexprimiert ist (Rodrigues et al. 2007), auch für das Hodgkin-
Lymphom ist eine Überexpression von DDR2 beschrieben (Renné et al. 2005). Zwei 
Studien zeigen Mutationen in DDR1 bei Patienten, die an akuter myeloischer Leukä-
mie leiden und legen somit eine potenzielle Beteiligung von DDR1 in der Pathogene-

se dieser Erkrankung nahe (Loriaux et al. 2008, Tomasson et al. 2008). Eine Expres-
sion von DDR1 kann durch γ-Bestrahlung von Maus-Astrozyten (Sakuma et al. 1995) 

und durch die Überexpression von p53 in Osteosarkomzellen (Sakuma et al. 1996) 
experimentell induziert werden. 

1.3.3 Rezeptoraktivierung durch Kollagene 

Den DDRs kommt innerhalb der Gruppe der RTKs eine Sonderstellung zu, da sie 
durch Kollagene aktiviert werden und nicht durch Wachstumsfaktoren wie für andere 
RTKs üblich. DDRs können Kollagene nur in ihrer nativen, tripelhelikalen Form bin-
den, hitzedenaturierte Proteine werden nicht erkannt (Vogel et al. 1997). Sowohl 
DDR1 als auch DDR2 binden an die fibrillären Kollagene I, II, III und V und werden 
durch diese aktiviert. Das Basalmembran-Kollagen IV aktiviert einzig DDR1 (Vogel et 
al. 1997), wohingegen das nicht-fibrilläre Kollagen X vor allem DDR2 aktiviert 

(Leitinger und Kwan 2006). DDR1 bindet außerdem an Kollagen VIII (Hou et al. 2001). 
Die Kollagene I, II und III enthalten für die Bindung beider DDRs eine sechs Amino-
säuren umfassende Sequenz, die GVMGFO-Domäne (O steht für Hydroxyprolin). Für 

DDR2 existieren darüber hinaus noch weitere Bindungsstellen in Kollagen II und III, 
die noch nicht genau sequenziert sind (Konitsiotis et al. 2008, Xu et al. 2011). 

In der Struktur der DDRs sind bestimme Kollagenbindungsstellen detektierbar. Kon-

servierte Aminosäurereste innerhalb der Schleifen 1, 2 und 4 in der Discoidin-
Domäne sind für die Bindung fibrillärer Kollagene verantwortlich (Ichikawa et al. 2007, 
Xu et al. 2011), bestimmte Molekül-Domänen innerhalb der Schleifen 4 und 6 hinge-
gen sind essenziell für die Aktivierung durch Kollagen IV und existieren nur in DDR1 
(Xu et al. 2011). Es wird außerdem angenommen, dass für die kollagenvermittelte 
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Aktivierung Molekül-Domänen benötigt werden, die außerhalb der Kollagenbin-

dungsstelle auf der Oberfläche der Discoidin-Domäne liegen (Carafoli et al. 2012). Die 
Beteiligung von Korezeptoren am Aktivierungsprozess der DDRs ist noch nicht ab-

schließend erforscht. Bereits durchgeführte Untersuchungen an β1-Integrinen, die 

ebenfalls Kollagene binden können und eine Kinaseaktivität besitzen, zeigten, dass 
sie für die Aktivierung von DDR1 entbehrlich sind (Vogel et al. 2000). 

Die Kollagenbindung führt zur Autophosphorylierung der DDRs; dieser Prozess ver-

läuft sehr langsam und stetig über viele Stunden hinweg, nach 90 bis 120 Minuten 
erreicht er sein Maximum (Vogel et al. 1997). Der Grund für diese zögerliche Reaktion 

bleibt genau wie der exakte Ablauf der Aktivierung der Kinase-Domäne weiterhin un-
klar. Bekannt ist, dass DDR1 auch ligandenunabhängig, also in Abwesenheit von 
Kollagenen, in einer stabilen Dimerform vorliegt (Noordeen et al. 2006), die zugleich 
Voraussetzung für die Aktivierung der Kinase-Domäne ist (Leitinger 2003). Außerdem 
werden spezifische Interaktionen der Leucin-Zipper-Sequenz der Transmembran-
Domäne für die Rezeptoraktivierung verantwortlich gemacht, die extrazellulären und 
zytosolischen Domänen sind für diesen Vorgang jeweils entbehrlich (Noordeen et al. 
2006). Es wird vermutet, dass es nach Kollagenbindung zu Konformationsänderun-
gen innerhalb der Molekülstruktur des Rezeptors kommt, die zu einer Rotation von 
Helices der Transmembran-Domäne im Dimer führen und somit Einfluss auf den Ak-
tivierungsprozess nehmen (Fu et al. 2013). Die Autophosphorylierung von DDR1b 
resultiert in der Ausbildung von Bindungsstellen für die Phosphotyrosin-Bindungs-
Domäne des Downstream-Signalmoleküls Shc (Vogel et al. 1997). Weitere Beispiele 

für Signalmoleküle, die an aktiviertes DDR1 binden, sind Nck2 und Shp-2 (Koo et al. 
2006) sowie Pyk2 (Shintani et al. 2008). Aktiviertes DDR2 interagiert mit ShcA und 
Src (Ikeda et al. 2002). 

1.3.4 Funktion 

Die aktivierten Signalwege involvieren die DDRs so in eine Vielzahl unterschiedlicher 
Aufgaben. Sowohl DDR1 als auch DDR2 üben proliferative (Labrador et al. 2001, 
Olaso et al. 2001) und antiproliferative Funktionen (Franco et al. 2010, Olaso et al. 

2011a) an diversen Zelltypen aus. Auch Differenzierungsprozesse werden beeinflusst, 
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beispielsweise ist DDR1 während der neuronalen Differenzierung von murinen em-

bryonalen Stammzellen hochreguliert (Suzuki et al. 2011). Weiterhin werden Zellad-
häsionsvorgänge durch DDR1 reguliert: Die durch DDR1 gesteuerte Bindung von 

Melanozyten an Kollagen IV spielt eine entscheidende Rolle bei der Platzierung dieser 
Zellen auf der Basalmembran der Epidermis (Fukunaga-Kalabis et al. 2006). DDR1 
wird auch für Zellmigrationsprozesse benötigt, zum Beispiel bei humanen Lun-
genepithelzellen (Roberts et al. 2011). Unabhängig von ihrer Fähigkeit zur  

Kollagenbindung können DDRs die Zell-Zell-Adhäsion beeinflussen. So stabilisiert  
DDR1 das Adhäsionsprotein E-Cadherin auf Zelloberflächen und reguliert die  

E-Cadherin-vermittelte Zellaggregation (Eswaramoorthy et al. 2010). 

Die Bedeutung der DDRs als Kollagenrezeptoren wird in Knockout-Versuchen deut-
lich, da DDR1- und DDR2-Knockout-Mäuse kleiner als Wildtyp-Mäuse sind und ske-
lettale Abnormitäten aufweisen (Labrador et al. 2001, Vogel et al. 2001). Darüber hin-
aus liegen bei DDR-Knockout-Mäusen Fortpflanzungsstörungen vor. So ist die Ein-
nistung der Blastozyste in die Gebärmutterwand bei weiblichen DDR1-Knockout-
Mäusen gestört, außerdem sind sie aufgrund fehlentwickelter Brustdrüsen nicht zur 
Laktation fähig (Vogel et al. 2001). Die Nieren sind ebenso fehlgebildet wie das In-
nenohr von DDR1-Knockout-Mäusen (Gross et al. 2004, Meyer zum Gottesberge et 
al. 2008). DDR2-Knockout-Mäuse zeigen eine beeinträchtigte Wundheilung, die mit 

verminderter EZM-Remodellierung assoziiert ist (Olaso et al. 2011b). Schminke et al. 
(2014) haben gezeigt, dass DDR1-Knockout-Mäuse als Modell für Osteoarthritis im 
Kiefergelenk dienen. Bereits neun Wochen alte Tiere entwickeln diese Erkrankung, 

wobei andere Gelenke, wie etwa das Kniegelenk, nicht betroffen sind. 

Auch auf viele pathologische Bedingungen reagieren Knockout-Mäuse anders als 
Wildtyp-Mäuse. DDR1-Knockout-Mäuse weisen nach Gefäßverletzung eine vermin-

derte Schichtdicke in der Neointima auf (Hou et al. 2001), die Funktion der glatten 
Gefäßmuskelzellen ist ebenfalls herabgesetzt (Hou et al. 2002). Bei Bluthochdruck 

zeigen DDR1-Knockout-Mäuse eine reduzierte entzündliche und fibrotische Antwort 
in der Niere (Flamant et al. 2006), eine Fibrose des Lungengewebes bei Bleomycin-
induzierter Lungenerkrankung bleibt in DDR1-Knockout-Mäusen aus (Avivi-Green et 
al. 2006).  
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Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass DDR1 an der Regulation entzündli-

cher, fibrotischer und degenerativer Prozesse beteiligt ist. 

1.4 Aufgabenstellung 

Die vorliegende Arbeit hat zum einen das Ziel Wildtyp- und DDR1-Knockout-Mäuse 

hinsichtlich ihrer strukturellen Unterschiede im Bereich des Zahns und des Zahnhal-
teapparats zu untersuchen. Ein Erkenntnisgewinn ist erstrebenswert, da DDR1-

Knockout-Mäuse diesbezüglich gänzlich unerforscht sind und im Bereich des Kiefer-
gelenkknorpels bereits gezeigt werden konnte, dass der kollagene Faserapparat die-
ser Tiere im Gegensatz zu Wildtyp-Mäusen unstrukturiert ist (Schminke et al. 2014). 

Es werden histologische Untersuchungen an Schnittpräparaten zahntragender Kie-
fersegmente beider Versuchstiergruppen durchgeführt, die anschließend licht- und 
elektronenmikroskopisch ausgewertet werden. Besonderes Augenmerk wird dabei 
auf das PDL gerichtet.  

Zum anderen wird mittels einer immunhistochemischen Nachweismethode das Vor-
kommen der Fibuline-3, -4 und -5 in den Strukturen des Zahns und des Zahnhalte-
apparats von Wildtyp- und DDR1-Knockout-Mäusen untersucht. Ein Nachweis die-
ser Glykoproteine in dentalen und parodontalen Strukturen der Wildtyp-Maus ist in 
der Literatur noch nicht beschrieben und daher von Interesse, zumal Fibuline funktio-

nell und strukturell wichtige Komponenten in der EZM vieler Gewebe darstellen. Für 
das strukturverwandte Fibulin-7 konnte bereits eine Assoziation mit dentalen Gewe-
ben gezeigt werden (de Vega et al. 2007). Die anschließende lichtmikroskopische 

Auswertung zielt außerdem darauf ab, Übereinstimmungen und Unterschiede im 

Vorkommen der drei genannten Proteine zwischen beiden Versuchstiergruppen zu 
erkennen. 
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2 Material und Methoden 

Hämatoxylin-Eosin- und Elastica-van-Gieson-Färbungen von Paraffinschnitten sowie 
Richardson-Färbungen von semidünn geschnittenen Eponpräparaten wurden licht-
mikroskopisch untersucht. Ultrastrukturelle Untersuchungen erfolgten an Ultradünn-

schnitten, die mit Bleicitrat und Uranylacetat kontrastiert und anschließend transmis-
sionselektronenmikroskopisch ausgewertet wurden. Außerdem wurden immunhisto-

chemische Proteinnachweise mit einem Meerrettich-Peroxidase basierten Polymer-
system durchgeführt.  

2.1 Versuchstiere 

Alle Versuchstiere gehörten dem Mausstamm Sv/129 an. Bei den für die Lichtmikro-
skopie verwendeten Tieren handelte es sich um fünf Wildtyp-Mäuse und fünf DDR1-
Knockout-Mäuse im Alter von 21 bis 35 Wochen. Für elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen wurden eine Wildtyp-Maus im Alter von 31 Wochen und eine DDR1-
Knockout-Maus im Alter von 47 Wochen herangezogen. Die DDR1-Knockout-Mäuse 
wurden entsprechend einer bereits beschriebenen Methode generiert (Vogel et al. 
2001). Alle Versuchstiere entstammen dem Tierstall des Max-Planck-Institutes für 
experimentelle Medizin mit Sitz in der Hermann-Rein-Straße 3 in 37075 Göttingen. 
Die Versuchstiere wurden ad libitum mit Trockenfutter sowie mit Leitungswasser ver-
sorgt. 

2.2 Gewebepräparation 

Das Töten der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation nach Betäubung. Anschlie-
ßend wurden die Ober- und Unterkiefer freipräpariert. Nach Ablösen der Gingiva 

wurden die so erhaltenen Präparate zu Gewebeproben weiterzerkleinert, welche je-

weils einen Molar inklusive umgebendem PDL und Alveolarknochen umfassten. 
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2.3 Fixierung 

Bei der anschließenden Fixierung erfolgte eine Trennung der Gewebeproben in Pro-
ben, die für eine spätere Paraffineinbettung vorgesehen waren und Proben, die im 

weiteren Verlauf in Epon eingebettet wurden. 

2.3.1 Fixierung für Paraffineinbettung 

Die Präparate von fünf Wildtyp- und fünf DDR1-Knockout-Mäusen wurden unmittel-

bar nach ihrer Präparation in gepuffertes Formalin nach Lillie überführt und über 
Nacht bei 4 °C fixiert. 

Gepuffertes Formalin nach Lillie 

30 ml 37 % Formaldehyd (Bestellnummer P733.3, Roth, Karlsruhe) und 100 ml 0,3 M 
Sörensen Puffer mit 170 ml Aqua dest. mischen. 

0,3 M Sörensen-Puffer 

Lösung A: 

20,42 g 0,3 M Kaliumdihydrogenphosphat (Bestellnummer 3904-1, Roth, Karlsruhe) 
in 500 ml Aqua dest. lösen. 

Lösung B: 

85,18 g 0,3 M Dinatriumhydrogenphosphat (Bestellnummer A3599,0500, Appli-
Chem, Darmstadt) in 2000 ml Aqua dest. lösen. 

Für 100 ml Sörensen-Puffer 18,2 ml Lösung A und 81,8 ml Lösung B mischen und 
auf pH 7,4 einstellen. 

2.3.2 Fixierung für Eponeinbettung 

Die Gewebeproben von jeweils einer Wildtyp- und einer DDR1-Knockout-Maus wur-

den unmittelbar nach ihrer Präparation in Karnovsky-Fixans überführt und dort für 1 h 
bei 4 °C gelagert. 
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Karnovsky-Fixans 

58 ml 0,3 M Sörensen-Puffer mit 12 ml 25 % Glutaraldehyd (Bestellnummer 23114, 
Serva, Heidelberg) und 30 ml 10 % Formaldehyd mischen. 

10 % Formaldehyd 

10 g Paraformaldehyd (Bestellnummer 0335.5, Roth, Karlsruhe) in 100 ml Aqua dest. 
lösen bei 70 °C, mit 1 N Natronlauge (Bestellnummer K021.1, Roth, Karlsruhe) klären 
und fixieren, pH auf 7,5 bis 7,8 einstellen. 

2.4 Entkalkung 

Anschließend durchliefen alle Präparate unabhängig von ihrem späteren Einbettme-

dium eine zirka 5-wöchige Entkalkungsphase in 20 % Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA), um die Zahnhartsubstanz und den Alveolarknochen für spätere Gewebe-
schnitte ausreichend zu entkalzifizieren. Die exakte Entkalkungsdauer variierte auf-
grund geringfügiger Größenunterschiede der Gewebeproben um einige Tage. Die 
suffiziente Entkalkung der Präparate wurde durch eine regelmäßig durchgeführte Na-
delprobe sichergestellt. Bei widerstandslosem Eindringen einer Präpariernadel in das 
Präparat wurde die Entkalkung beendet. Es folgte 2-mal 10-minütiges Waschen der 
Präparate in Leitungswasser mit anschließender Lagerung in 70 % Ethanol bei 4 °C 
über Nacht. 

20 % EDTA, pH 7,4 

400 g EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat (Bestellnummer E5134, Sigma-Aldrich, Saint 
Louis, Missouri, USA) in 2000 ml Aqua dest. bei 50-70 °C lösen. 

Tabelle 1: Protokoll zur EDTA-Entkalkung 

Entkalkungswoche EDTA-Wechsel 

1 täglich 

2 jeden zweiten Tag 

3 bis 5 jeden dritten Tag 
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2.5 Einbettung 

Die entkalkten Gewebeproben wurden anschließend in Paraffin beziehungsweise 
Epon eingebettet.  

2.5.1 Einbettung in Paraffin 

Mithilfe eines Einbettautomaten (Duplex Processer, Shandon Elliot, Cheshire, Eng-
land) erfolgte das Dehydrieren und Paraffinieren der Präparate: 

Tabelle 2: Protokoll des Einbettautomaten 

Position Küvetteninhalt Verweildauer 

1 70 % Ethanol 3 h 

2 80 % Ethanol 1 h 

3 90 % Ethanol 1 h 

4 96 % Ethanol 1 h 

5 99 % Ethanol 2 h 

6 Isopropylalkohol 2 h 

7 Isopropylalkohol 1,5 h 

8 Xylol 0,5 h 

9 Xylol 0,75 h 

10 Xylol 0,75 h 

11 Paraplast (52 °C)  6 h 

12 Paraplast (56 °C) 4,5 h 

Ethanol 99 % (Bestellnummer 603-002-00-5, Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover) 
jeweils der entsprechenden Konzentration mit Aqua dest. verdünnt. 

Xylol 98,5 % (CN80.2, Roth, Karlsruhe). 

Isopropylalkohol (Bestellnummer 67-63-0, Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover). 

Paraplast (52 °C) (Paraplast X-tra, Bestellnummer X882.1, Roth, Karlsruhe), Paraplast 
(56 °C) (Shandon Histoplast, Bestellnummer 6774060, Thermoscientific, Runcorn, 
England). 
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Die paraffinierten Gewebeproben wurden daraufhin in vorgefertigte Einbettkassetten 

überführt, die mittels eines Paraffinspenders (Bestellnummer 43900, Medax, Rends-
burg) mit Paraffin aufgefüllt wurden. Die so entstandenen Paraffinblöcke wurden über 

Nacht bei RT ausgehärtet. 

2.5.2 Einbettung in Epon 

Der Einbettvorgang wurde manuell durchgeführt. Nach einer Entwässerung in Etha-
nol folgte die schrittweise Überführung der Proben in Epon, zunächst über ein propy-

lenoxidhaltiges Intermedium und schließlich in reines Epon: 

Protokoll zur Einbettung in Epon 

1. 10 min in 0,15 M Sörensen-Puffer bei 4 °C puffern 
2. 1,5 h in Osmium bei 4 °C lagern 
3. 10 min in 0,15 M Sörensen-Puffer bei 4 °C puffern 
4. 10 min in 30 % Ethanol bei 4 °C lagern 
5. 10 min in 50 % Ethanol bei 4 °C lagern 
6. 10 min in 70 % Ethanol bei 4 °C lagern 
7. 10 min in 90 % Ethanol bei 4 °C lagern 
8. 2x10 min in 99 % Ethanol bei 4 °C lagern 
9. 2x10 min in Propylenoxid (33715, Serva, Heidelberg) bei 4 °C lagern 
10. 1 h bei 4 °C in Gemisch aus 1 Teil Propylenoxid mit 1 Teil Epon aufbewahren 

11. 16 h bei 4 °C in Gemisch aus 1 Teil Propylenoxid und 3 Teile Epon aufbewahren 
12. in spezielle Kunststoffeinbettformen überführen, mit Epon auffüllen, 24 h bei 

60 °C in Wärmeschrank (Bestellnummer VT 6060 M, Heraeus, Hanau) polymeri-
sieren 

0,15 M Sörensen-Puffer 

1 Teil 0,3 M Sörensen Puffer mit 1 Teil Aqua dest. mischen. 
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Osmium 

1 Teil 2 % Osmium-Tetraoxydlösung (Bestellnummer 7436.1, Roth, Karlsruhe) mit 
1 Teil 0,3 M Sörensen-Puffer mischen. 

Epon 

Epon A: 

31 ml Glycidether (Bestellnummer 21045, Serva, Heidelberg) mit 50 ml Dodecenyl-
bernsteinsäureanhydrid (Bestellnummer 20755.01, Serva, Heidelberg) mischen, 

5 min sorgfältig rühren. 

Epon B: 

25 ml Glycidether mit 22,5 ml Methylnadicanhydrid (Bestellnummer 29452.02, Serva, 
Heidelberg) mischen, 5 min sorgfältig rühren. 

60 ml Epon A mit 40 ml Epon B mischen, 1,8 ml 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol 
zugeben (Bestellnummer 36975.01, Serva, Heidelberg), mindestens 5 min sorgfältig rüh-
ren bis ein homogenes, blasenfreies Gemisch entsteht. 

2.6 Gewebeschnitte 

Von den vollständig ausgehärteten Paraffin- beziehungsweise Eponblöcke wurden 
Gewebeschnitte angefertigt. 

2.6.1 Schneiden der Paraffinblöcke 

Zum Anfertigen der 6 µm dicken Gewebeschnitte wurde das Mikrotom Jung Biocut 
2035 (Leica, Nussloch) genutzt, in das die Paraffinblöcke eingespannt wurden. Die 
Schnittebene verlief dabei entweder in Längsrichtung der Zahnwurzel oder senkrecht 

zu dieser, wodurch Wurzellängsschnitte und Wurzelquerschnitte entstanden. Nach 

kurzem Verweilen in einem Streckbad (Bestellnummer 1052, Gesellschaft für Labor-
technik, Burgwedel) bei 40 °C wurden die Schnittpräparate auf Objektträger (Super-

Frost® Plus, Menzel-Gläser, Braunschweig) überführt. Diese wurden zunächst für 
eine Stunde auf einer Wärmeplatte (Bestellnummer 14801, Medax, Rendsburg) bei 
37 °C gelagert, danach erfolgte das vollständige Trocknen der Präparate über Nacht 
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in einem Wärmeschrank (Typ B 5042, Bestellnummer 26061010, Heraeus, Hanau) 

bei 37 °C. 

2.6.2 Schneiden der Eponblöcke 

Mittels des Mikrotoms Ultracut E (Reichert-Jung, Wetzlar) wurden Semidünnschnitte 
mit einer Dicke von 0,9 µm und Ultradünnschnitte mit einer Dicke von 80 nm ange-
fertigt. Die Schnittebene verlief hierbei in Wurzellängsrichtung. Die Semidünnschnitte 
wurden anschließend unter Benutzung eines Glasstabes auf Objektträger (Bestell-

nummer VA31110 002FKB, Knittel Glas, Braunschweig) überführt und einer Richard-
son-Färbung unterzogen (siehe 2.10). Die Ultradünnschnitte wurden mithilfe einer 

Wimper auf Nickelgrids (Athene® Grids, Bestellnummer G201N, Agar Scientific, 
Essex, England) aufgebracht, die zuvor mit 0,3 % Formvar in Chloroform beschichtet 
worden waren. Die Trocknung und Lagerung der Grids erfolgte in einer dafür vorge-
sehenen Grid-Box. 

0,3 % Formvar in Chloroform 

0,3 g Formvar-Pulver (Bestellnummer R1202, Agar Scientific, Essex, England) in 
100 ml Chloroform (Bestellnummer 49,618-9, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA) lösen, anschließend filtrieren. 
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2.7 Hämalaun-Eosin-Färbung 

Der für die Durchführung der Färbung verwendete Färbeautomat (Linearfärber LS-15, 
Artikelnummer 15000, Weinkauf Medizin- und Umwelttechnik, Forchheim) war fol-

gendermaßen programmiert: 

Tabelle 3: Protokoll zur Hämalaun-Eosin-Färbung 

Schritt Position Küvetteninhalt Verweildauer 

1 1 Xylol 10 min 

2 2 Xylol 10 min 

3 3 99 % Ethanol 3 min 

4 4 80 % Ethanol 3 min 

5 5 60 % Ethanol 3 min 

6 6 Aqua dest. 3 min 

7 15 Hämalaun 5 min 

8 14 fließ. Leitungswasser 15 min 

9 7 Eosin 6 min 

10 8 Aqua dest. 0,5 min 

11 9 60 % Ethanol 0,5 min 

12 10 80 % Ethanol 1 min 

13 11 99 % Ethanol 2 min 

14 12 Xylol 10 min 

15 13 Xylol 10 min 

Hämalaunlösung 

Hämalaun nach Mayer (Bestellnummer 1.09249, Merck, Darmstadt) 1:4 mit Aqua 
dest. verdünnen und anschließend filtrieren. 

Eosinlösung 

1 g Eosin (Bestellnummer A0822,0025, AppliChem, Darmstadt) in 1000 ml Aqua 
dest. lösen, vor Gebrauch mit einigen Tropfen Essigsäure (Bestellnummer 
A0662,1000, AppliChem, Darmstadt) ansäuern. 
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Im Anschluss an den Färbeprozess wurden die Gewebeschnitte mit einem Eindeck-

medium (Eukitt®, Bestellnummer 03989, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) 
und einem Deckglas eingedeckt. Nach dem Trocknen wurden die Präparate unter 

einem Lichtmikroskop (PrimoStar, Bestellnummer 415500-0004-00, Zeiss, Göttin-
gen) ausgewertet. 

2.8 Elastica-van-Gieson-Färbung 

Zur Darstellung elastischer Fasern wurden Elastica-van-Gieson-Färbungen einiger 
Paraffinschnitte durchgeführt. Die Elastica-van-Gieson-Färbung ist eine Kombination 
aus einer Resorcinfärbung und einer van-Gieson-Färbung. Sie dient dem Nachweis 

elastischer Fasern, die Resorcinfuchsin elektropolar und über Grenzflächenadsorp-
tion binden. Somit bildet sich eine dunkelviolette Färbung der elastischen Fasern. 
Durch die van-Gieson-Färbung stellen sich Zellkerne schwarzbraun und kollagene 
Fasern rot dar. 

Protokoll zur Elastica-van-Gieson-Färbung 

Die Elastica-van-Gieson-Färbung erfolgte gemäß nachstehendem Protokoll: 

1. entparaffinieren und rehydrieren mit Färbeautomat (Linearfärber LS-15, Weinkauf 
Medizin- und Umwelttechnik, Forchheim): 

Tabelle 4: Protokoll des Färbeautomaten zum Rehydrieren (Elastica-van-Gieson-Färbung) 

Schritt Position Küvetteninhalt Verweildauer 

1 1 Xylol 10 min 

2 2 Xylol 10 min 

3 3 99 % Ethanol 3 min 

4 4 80 % Ethanol 3 min 

5 5 60 % Ethanol 3 min 

6 6 Aqua dest. 3 min 

2. 15 min mit Resorcinfuchsin-Lösung nach Weigert (Bestellnummer 2E-030, Wal-

deck GmbH & Co. Division Chroma, Münster) färben 
3. mit Aqua dest. abspülen 
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4. 5 min mit Eisenhämatoxylin-Lösung nach Weigert (Bestellnummer 1159730002, 

Merck, Darmstadt) färben  
5. 2 min bläuen in fließendem Leitungswasser 

6. mit Aqua dest. abspülen 
7. 10 min mit Pikrofuchsin-Lösung (Bestellnummer 2E-050, Waldeck GmbH & Co. 

Division Chroma, Münster) färben 
8. mit Aqua dest. abspülen 

9. dehydrieren mit Färbeautomat (Linearfärber LS-15, Weinkauf Medizin- und Um-
welttechnik, Forchheim): 

Tabelle 5: Protokoll des Färbeautomaten zum Dehydrieren (Elastica-van-Gieson-Färbung) 

Schritt Position Küvetteninhalt Verweildauer 

10 8 Aqua dest. 3 min 

11 9 60 % Ethanol 3 min 

12 10 80 % Ethanol 3 min 

13 11 99 % Ethanol 3 min 

14 12 Xylol 10 min 

10. eindecken mit Eukitt® und Deckglas 
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2.9 Richardson-Färbung 

An den Semidünnschnitten wurden Richardson-Färbungen durchgeführt. 

Protokoll zur Richardson-Färbung 

Im Folgenden ist das Verfahren der Richardson-Färbung protokollarisch aufgetragen: 

1. mittels Spritze mit Filteraufsatz für 15 s auf 60 °C warmer Heizplatte (Bestellnummer 
2541, Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau) mit Richardson-Lösung inkubieren 

2. mit Aqua dest. gründlich abspülen 
3. auf Heizplatte bei 60 °C trocknen 
4. eindecken mit Eukitt® und Deckglas 

Richardson-Lösung 

Lösung A: 

1 g Azur II (Bestellnummer C.I.52010/52015, Merck, Darmstadt) mit 100 ml Aqua 
dest. mischen. 

Lösung B: 

2 g Methylenblau (Bestellnummer C.I.52015, Merck, Darmstadt) mit 100 ml Aqua 
dest. mischen. 

Lösung C: 

2 g Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Bestellnummer 1.06309.0025, Merck, Darm-

stadt) mit 100 ml Aqua dest. mischen. 

Für 40 ml Richardson-Lösung 20 ml Lösung A mit 10 ml Lösung B und 10 ml Lö-
sung C mischen, anschließend filtrieren. 

  



Material und Methoden 

 
37 

2.10 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

Für ultrastrukturelle Darstellungen wurden Ultradünnschnitte mit Uranylacetat und Blei-
citrat kontrastiert und anschließend unter dem Transmissionselektronenmikroskop (EM 

10, Zeiss, Jena) ausgewertet. 

Protokoll zum Kontrastieren der Ultradünnschnitte 

Die Ultradünnschnitte wurden gemäß folgendem Protokoll kontrastiert: 

1. feuchte Kammer (Petrischale mit angefeuchtetem Filterpapier) mit Parafilm (Be-
stellnummer PM-996, Bemis, Neenah, Wisconsin, USA) auslegen 

2. für jedes Grid einen Tropfen Uranylacetat auf Parafilm platzieren 

3. Grid mit der Oberfläche nach unten auf das Uranylacetat legen, 10 min inkubie-
ren 

4. mit Pinzette greifen, mit 300 ml Aqua dest. waschen; Wasserstrahl nicht direkt 
auf Gewebeschnitt richten, sondern über Pinzette abfließen lassen 

5. trockentupfen 
6. für jedes Grid einen Tropfen Bleicitrat auf Parafilm platzieren 
7. Grid mit der Oberfläche nach unten auf das Bleicitrat legen, 10 min inkubieren 
8. mit Pinzette greifen, mit 300 ml Aqua dest. waschen; Wasserstrahl nicht direkt 

auf Gewebeschnitt richten, sondern über Pinzette abfließen lassen 

9. trockentupfen 

Anschließend wurden die Grids in der Grid-Box aufbewahrt und konnten nach einer 
Trocknungsphase von 30 min transmissionselektronenmikroskopisch untersucht und 

ausgewertet werden. 

1 % Uranylacetat 

0,1 g Uranylacetat-Dihydrat (Bestellnummer 1.08473, Merck, Darmstadt) zu 10 ml 

Aqua dest. geben, 30 min auf einem wippenden Plattformschüttler (Duomax 1030, 
Bestellnummer 543-32205-00-3, Heidolph Instruments, Schwabach) lösen und an-
schließend filtrieren. 
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Bleicitrat 

1,33 g Blei(II)-nitrat (22862-1, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) in 30 ml 
Aqua dest. lösen, 1,76 g Trinatriumcitrat-Dihydrat (Bestellnummer 3580.3, Roth, 

Karlsruhe) hinzufügen und 1 min kräftig schütteln. Den Ansatz 30 min ruhen lassen 
bis zur Umwandlung in Bleicitrat, dabei gelegentlich schütteln. 8 ml 1 N Natronlauge 
zugeben, mit Aqua dest. auf 50 ml auffüllen und erneut schütteln, abschließend filtrie-
ren. 
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2.11 Immunhistochemische Nachweisreaktionen 

An paraffinierten Gewebeschnitten wurden immunhistochemische Nachweisreaktio-
nen für Fibulin-3, -4 und -5 erbracht. Falsch positive Ergebnisse wurden dabei durch 

das Mitführen von Negativkontrollen ausgeschlossen. 

2.11.1 Herkunft und Beschaffenheit der verwendeten Antikörper 

Die verwendeten Antikörper sind eine freundliche Gabe von Prof. Rupert Timpl, Max-

Planck-Institut für Biochemie, Martinsried. Die Produktion der Kaninchen-Antiseren 
gegen Fibulin-3, -4 und -5 folgte einem Standardprotokoll. Alle untersuchten Antikör-
per waren affinitätsgereinigt (Timpl 1982). Sie zeigten keine Kreuzreaktivitäten mit 

anderen Fibulin-Isoformen (Giltay et al. 1999, Kadoya et al. 2005). 

Tabelle 6:  Beschaffenheit und Herkunft der Antikörper 

Ant ikörper Spezies Klonal i tät Wirtst ier Herkunft 

Fibulin-3 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen 

Max-Planck-
Institut für Bio-
chemie, Mar-
tinsried, Prof. 
Timpl 

Fibulin-4 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen 

Max-Planck-
Institut für Bio-
chemie, Mar-
tinsried, Prof. 
Timpl 

Fibulin-5 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen 

Max-Planck-
Institut für Bio-
chemie, Mar-
tinsried, Prof. 
Timpl 
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2.11.2 Protokoll zum immunhistochemischen Nachweis für Fibulin-3, -4 und -5 

Bei den immunhistochemischen Nachweisreaktionen fand das nachstehende Proto-
koll Anwendung: 

1. entparaffinieren und rehydrieren mit Färbeautomat: 

Tabelle 7: Protokoll des Färbeautomaten zum Rehydrieren (immunhistochemischer Nachweis) 

Schritt Position Küvetteninhalt Verweildauer 

1 1 Xylol 10 min 

2 2 Xylol 10 min 

3 3 99 % Ethanol 3 min 

4 4 80 % Ethanol 3 min 

5 5 60 % Ethanol 3 min 

6 6 Aqua dest. 3 min 

2. 10 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 
3. bis Präparatrand trockenwischen, 30 min blocken mit Universalblock (25 µl/Schnitt) 

bei RT in feuchter Kammer (Bestellnummer M920-2, Simport, Bernard-Pilon, Kanada) 
4. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 
5. 20 min demaskieren in Citratpuffer bei 95 °C in Wärmeschrank (UN 55, Bestell-

nummer 8419 8998, Memmert, Schwabach) 
6. 25 min abkühlen lassen bei RT 
7. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 

8. 20 min blocken mit 3 % Wasserstoffperoxid-Methanol (abgedunkelte Küvette!) 
9. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 
10. bis Präparatrand trockenwischen, 2 min vorverdauen mit Protease XXIV (25 µl/Schnitt) 

bei RT in feuchter Kammer 
11. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 

12. bis Präparatrand trockenwischen, 10 min blocken in 1 % TBS/BSA (25 µl/Schnitt) 
bei RT in feuchter Kammer 

13. bis Präparatrand trockenwischen, Antikörper in Antibody Diluent (Konzentration 
1:100) (Bestellnummer 936B-03, Cell Marque, Rocklin, Kalifornien, USA) 

(25 µl/Schnitt) über Nacht bei RT in feuchter Kammer inkubieren 
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14. 3x5 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 

15. bis Präparatrand trockenwischen, 10 min inkubieren mit HiDef Detection™ Amplifier 
(Bestellnummer 954D-11, Cell Marque, Rocklin, Kalifornien, USA) (25 µl/Schnitt) bei 

RT in feuchter Kammer 
16. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 
17. bis Präparatrand trockenwischen, 10 min inkubieren mit HiDef Detection™ Horserad-

ish Peroxidase Polymer Detector (Bestellnummer 954D-12, Cell Marque, Rocklin, Ka-

lifornien, USA) (25 µl/Schnitt) bei RT in feuchter Kammer 
18. 3x3 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 

19. bis Präparatrand trockenwischen, inkubieren mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Lösung 
(25 µl/Schnitt) bei RT in abgedunkelter feuchter Kammer, Farbreaktion unter Licht-
mikroskop beobachten, Inkubation abbrechen sobald Farbreaktion sichtbar  

20. 10 min waschen mit 1-fach konzentriertem TBS-T 
21. 2 min gegenfärben mit Hämalaun nach Mayer 1:4 verdünnt mit Aqua dest. 
22. 10 min bläuen in fließendem Leitungswasser 
23. dehydrieren mit Färbeautomat: 

Tabelle 8: Protokoll des Färbeautomaten zum Dehydrieren (immunhistochemischer Nachweis) 

Schritt Position Küvetteninhalt Verweildauer 

10 8 Aqua dest. 3 min 

11 9 60 % Ethanol 3 min 

12 10 80 % Ethanol 3 min 

13 11 99 % Ethanol 3 min 

14 12 Xylol 10 min 

24. eindecken mit Eukitt® und Deckglas 
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1-fach konzentriertes TBS-T 

100 ml 10-fach konzentriertes TBS mit 900 ml Aqua dest. mischen, 500 µl Tween 20 
(Bestellnummer P5927, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) zugeben. 

10-fach konzentriertes TBS 

48,4 g 200 mM Tris (Bestellnummer 5429.3, Roth, Karlsruhe) mit 175,2 g 1,5 M Nat-
riumchlorid (Bestellnummer 3957.1, Roth, Karlsruhe) auf 2000 ml Aqua dest. bei 
50 °C lösen, pH 7,4 einstellen. 

Citratpuffer 

Lösung A: 

4,2 g Zitronensäuremonohydrat (Bestellnummer 100244.0500, Merck, Darmstadt) in 
200 ml Aqua dest. lösen. 

Lösung B: 

29,4 g Trinatriumcitrat (Bestellnummer 3580.3, Roth, Karlsruhe) in 1000 ml Aqua 
dest. lösen. 

Für 1000 ml Citratpuffer 18 ml von Lösung A und 82 ml von Lösung B mischen und 
mit Aqua dest. auffüllen, pH auf 6 einstellen. 

3 % Wasserstoffperoxid-Methanol 

7 ml 30 % Wasserstoffperoxid (Bestellnummer CP26.5, Roth, Karlsruhe) mit 63 ml 

Methanol (Bestellnummer 4627.2, Roth, Karlsruhe) in lichtgeschützter Küvette mi-

schen. 

Protease XXIV 

45 ml Aqua dest. mit 5 ml 0,05 M Tris-Hydrogenchlorid (pH 7,6), 25 mg Protease 
XXIV (Bestellnummer P8038, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) und 25 mg 
Kalziumchlorid mischen. 
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Tris-Hydrogenchlorid 

6 g Tris in 250 ml Aqua dest. und 36 ml 1 N Hydrogenchlorid (Bestellnummer 
A0658,1000, AppliChem, Darmstadt) lösen, auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen. 

1 % TBS/BSA 

1 g BSA (Bestellnummer A9647-50G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) mit 
100 ml 1-fach konzentriertem TBS mischen. 

DAB-Lösung 

1 Tropfen DAB-Chromogen (Bestellnummer 957D-11, Cell Marque, Rocklin, Kalifor-
nien, USA) mit 1 ml DAB-Pufferlösung (Bestellnummer 957D-12, Cell Marque, Rock-
lin, Kalifornien, USA) in lichtgeschütztem Umfeld mischen. 
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3 Ergebnisse 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der licht- und elektronenmikroskopischen 
Strukturuntersuchungen sowie der immunhistochemischen Nachweisreaktionen dar-
gestellt. 

Für die lichtmikroskopischen strukturellen Untersuchungen wurden Hämalaun-Eosin-, 
Elastica-van-Gieson- und Richardson-Färbungen an Schnittpräparaten zahntragen-

der Kiefersegmente von Wildtyp- und DDR1-Knockout-Mäusen durchgeführt. Die 
elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte an mittels Uranylacetat und Bleicitrat 
kontrastierten Ultradünnschnitten von PDL-Ausschnitten beider Versuchstiergruppen. 

Die immunhistochemischen Nachweisreaktionen für Fibulin-3, Fibulin-4 und Fibulin-5 

wurden an Schnittpräparaten zahntragender Kiefersegmente von jeweils fünf Wild-
typ- und DDR1-Knockout-Mäusen ausgewertet. 

3.1 Licht- und elektronenmikroskopische Strukturuntersuchungen 

Die Hämalaun-Eosin-Färbungen zeigten in Übersichtsdarstellungen (Abbildung 2 A und 
C) sowohl bei den untersuchten Wildtyp-Mäusen als auch bei den DDR1-Knockout-
Mäusen einen regulären und intakten Aufbau der Zähne und des Zahnhalteapparats mit 
histologisch entzündungsfreien Verhältnissen. Die zentral liegende Pulpa enthielt eine 
Vielzahl heterogen geformter Zellkerne und war umgeben von einer homogenen Dentin-
schicht, der sich im Bereich der Zahnwurzel eine Zementschicht anschloss. Eingebettet 

in eine homogene EZM befanden sich vereinzelte, in Lakunen liegende Zementozyten mit 

rundlichen Zellkernen. Variable Breiten der Zementschicht beruhten auf leicht differieren-
den Schnittebenen. In keiner der genannten Zahnkomponenten waren histologische Un-
terschiede zwischen Wildtyp- und DDR1-Knockout-Mäusen erkennbar. Im natürlichen 

Zustand ist der koronalen Dentinschicht der Zahnschmelz aufgelagert. Aufgrund des 
Entkalkungsprozesses der verwendeten Versuchsproben war dieser in den dargestellten 
Abbildungen nicht vorhanden. 

Das PDL, das sich kontinuierlich von Zement zu Alveolarknochen erstreckte, wies licht-
mikroskopisch keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und DDR1-Knockout-Mäusen auf: 
Die Breite des Desmodontalspalts (scheinbare Abweichungen waren unterschiedlichen 
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Schnittebenen geschuldet) sowie der Vaskularisationsgrad waren vergleichbar. In Detail-

aufnahmen (Abbildung 2 B und D) zeigten sich sowohl in Wildtyp- als auch in DDR1-
Knockout-Mäusen geordnete, wellig verlaufende Fasern, die das PDL quer durchspann-

ten und beiderseits in Hartgewebe inserierten: Zahnnah traten die Fasern in das Zement 
ein, zahnfern in den Alveolarknochen. Zwischen den faserigen Anteilen des PDL lagen 
zahlreiche Fibroblasten mit langgestreckten, abgeflachten Zellkernen. Bezüglich der Zell-
dichte der Fibroblasten war kein Unterschied zwischen Wildtyp- und DDR1-Knockout-

Mäusen feststellbar, die höhere Zelldichte in der DDR1-Knockout-Maus in Abbildung 2 D 
war zufällig und bestätigte sich bei Betrachtung aller Schnittpräparate nicht. Auch die 

abgeplatteten Endothelzellkerne der Blutgefäße im PDL ließen keine Abweichungen hin-
sichtlich ihrer Histologie zwischen den beiden Versuchstiergruppen erkennen. 

Im Bereich des Alveolar- und Kieferknochens waren in Lakunen liegende Osteozyten mit 
rundlichen Zellkernen von einer homogenen knöchernen EZM konzentrisch umgeben. Es 
bestanden keine Unterschiede zwischen den untersuchten Wildtyp- und DDR1-
Knockout-Mäusen. Die Endothelzellkerne der knöchernen Blutgefäße waren flach ge-
formt, auch das Ausmaß der Vaskularisation des Alveolar- und Kieferknochens beider 
Versuchsgruppen war vergleichbar.  

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der durchgeführten Elastica-van-Gieson-
Färbungen (Abbildung 3) zeigte sich weder im PDL der Wildtyp- noch der DDR1-

Knockout-Mäuse die für reife elastische Fasern charakteristische dunkelviolette Färbung. 

Die Richardson-Färbungen der Semidünnschnitte des PDL (Abbildung 4 A und C) er-
laubten eine genauere Charakterisierung der Zellform der Fibroblasten. Ihre Zellkörper 

stellten sich langgestreckt und abgeflacht dar. Es zeigte sich eine Orientierung der Fib-
roblasten gemäß dem Verlauf der kollagenen Fasern. Unterschiede zwischen Wildtyp- 
und DDR1-Knockout-Mäusen waren nicht festzustellen. 

Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung des PDL (Abbildung 4 B und D) wurden 
dicht gebündelt liegende Kollagenfibrillen mit ihrer charakteristischen Querstreifung er-

kennbar. Sie verliefen geordnet und parallel zueinander. Die dazwischenliegenden Fib-
roblasten wiesen eine zur Faserverlaufsrichtung parallele Anordnung auf. Es waren keine 
Unterschiede zwischen beiden Versuchstiergruppen detektierbar. 
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Abbildung 2: Hämalaun-Eosin-Färbung. 
A, Kiefersegment einer Wildtyp-Maus mit einwurzel igem Molar. Verbindung zwischen Zahn 
und Knochen durch Zahnhalteapparat; reguläre Ausbi ldung von Pulpa, Dentin, Zement, 
PDL und Knochen. B, Strukturen des Zahnhalteapparats. Well ig verlaufende kol lagene Fa-
sern durchspannen PDL, Insert ion der Fasern in Alveolarknochen (AK) und Zement (Z). Fib-
roblasten (Pfei le) l iegen zwischen Fasern. C, Kiefersegment einer DDR1-Knockout-Maus 
mit zweiwurzel igem Molar. Zahn über Zahnhalteapparat mit Knochen verbunden; Pulpa, 
Dentin, Zement, PDL und Knochen regulär ausgebildet, keine Unterschiede zur Wildtyp-
Maus. D, Strukturen des Zahnhalteapparats. PDL von well ig verlaufenden kol lagenen Fa-
sern durchspannt, Insert ion in Alveolarknochen (AK) und Zement (Z). Fibroblasten (Pfei le) 
l iegen zwischen Fasern, keine Unterschiede zur Wildtyp-Maus. BG=Blutgefäß. 
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Abbildung 3: Elastica-van-Gieson-Färbung. 
A, PDL-Ausschnitt im zahntragenden Kiefersegment einer Wildtyp-Maus. Keine elast ischen 
Fasern im PDL nachweisbar. AK=Alveolarknochen, Z=Zement. B, PDL-Ausschnitt im zahn-
tragenden Kiefersegment einer DDR1-Knockout-Maus. Keine elast ischen Fasern im PDL 
lokal is ierbar, keine Unterschiede zur Wildtyp-Maus. AK=Alveolarknochen, Z=Zement. 
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Abbildung 4: Richardson-Färbung und elektronenmikroskopische Aufnahmen. 
A, PDL-Ausschnitt  im Kiefersegment einer Wildtyp-Maus, Richardson-Färbung. Zel lkörper der 
Fibroblasten (Pfei le) langgestreckt. Z=Zement, AK=Alveolarknochen. B, Kol lagener Faserappa-
rat im PDL einer Wildtyp-Maus, e lektronenmikroskopische Aufnahme. Gebündelte Kol lagenf ibr i l-
len mit geordnetem Verlauf (* ) ,  F ibroblasten (Pfei le) ver laufen paral le l  dazu. C, PDL-Ausschnitt  
im Kiefersegment einer DDR1-Knockout-Maus, Richardson-Färbung. Langgestreckte Fibroblas-
ten (Pfei le),  keine Unterschiede zur Wildtyp-Maus. Z=Zement, AK=Alveolarknochen. D, Kol lage-
ner Faserapparat im PDL einer DDR1-Knockout-Maus, e lektronenmikroskopische Aufnahme. 
Kol lagenf ibr i l len dicht gepackt und gle ichmäßig angeordnet (* ) ,  F ibroblasten (Pfei le) ver laufen 
paral le l  zur Faserr ichtung, keine Unterschiede zur Wildtyp-Maus. 
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3.2 Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-3, -4 und -5  

Zur Erstellung der folgenden Tabellen wurden die spezifischen Reaktionen der drei 
verwendeten Antikörper in verschiedenen Geweben des Zahns und des Zahnhalte-

apparats erfasst. Die erste Tabelle bezieht sich auf die Auswertung der Reaktionen in 

den untersuchten Wildtyp-Mäusen, die zweite Tabelle beinhaltet die Reaktionsergeb-
nisse der DDR1-Knockout-Mäuse. Es wurden fünf verschiedene Mäuse je Versuchs-

gruppe ausgewertet. Bei der Anfertigung der Tabellen wurden die Ergebnisse aller 
Reaktionen einbezogen und das mehrheitlich festgestellte Reaktionsverhalten des 
Antikörpers im jeweiligen Gewebe aufgetragen. Die Abbildungen 5 bis 10 sind hinge-

gen exemplarische Darstellungen der durchgeführten Reaktionen und repräsentieren 

daher nicht ausnahmslos das tabellarisch aufgetragene Reaktionsergebnis. 
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Tabelle 9: Auswertung der immunhistochemischen Nachweisreaktionen in Wildtyp-Mäusen 

Gewebe Fibulin-3 Fibulin-4 Fibulin-5 

Pulpa + + + 

Dentin 
Kronendentin + + + 

Wurzeldentin − − − 

Zement  
EZM − + − 

Zementozytenlakunen + + + 

PDL 
EZM + + + 

Gefäßwände + + + 

Alveolar- und Kie-
ferknochen 

EZM − − − 

Osteozytenlakunen + + + 

Gefäßwände + + + 

+ = positives Reaktionsergebnis; − = negatives Reaktionsergebnis. 

Tabelle 10: Auswertung der immunhistochemischen Nachweisreaktionen in DDR1-Knockout-Mäusen 

Gewebe Fibulin-3 Fibulin-4 Fibulin-5 

Pulpa + + + 

Dentin 
Kronendentin − + + 

Wurzeldentin −	 − − 

Zement  
EZM − − − 

Zementozytenlakunen + + + 

PDL 
EZM + + + 

Gefäßwände + + + 

Alveolar- und Kie-
ferknochen 

EZM − − − 

Osteozytenlakunen + + + 

Gefäßwände + + + 

+ = positives Reaktionsergebnis; − = negatives Reaktionsergebnis. 
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3.2.1 Fibulin-3 in Wildtyp-Mäusen 

In Wildtyp-Mäusen zeigte der Antikörper gegen Fibulin-3 eine positive immunhisto-
chemische Reaktion in der Pulpa, die in der gesamten EZM gleichmäßig ausgeprägt 

war. 

Im Dentin war Fibulin-3 nachweisbar. Es war auffällig, dass sich positive Reaktionen 
auf das Kronendentin beschränkten, das Wurzeldentin zeigte nie eine positive Reak-
tion. 

Die EZM im Zement zeigte keine positive Reaktion für Fibulin-3. In der EZM innerhalb 
der Zementozytenlakunen lagen in perizellulären Bereichen neben positiven auch 

negative Reaktionen vor. 

Im PDL konnte Fibulin-3 sowohl in der EZM als auch in den Gefäßwänden lokalisiert 
werden. Die positive Reaktion war dabei nicht auf bestimmte Bereiche des PDL be-
grenzt, sondern stellte sich in koronalen, mittleren, apikalen und interradikulären Re-
gionen homogen dar. 

Im Alveolar- und Kieferknochen zeigte die EZM ein negatives Reaktionsergebnis für 
Fibulin-3. In perizellulären EZM-Bereichen in Osteozytenlakunen konnten positive Re-
aktionen festgestellt werden. Es waren allerdings auch Osteozytenlakunen mit nega-
tivem Reaktionsergebnis detektierbar. In den Gefäßwänden im Alveolar- und Kiefer-
knochen war die immunhistochemische Nachweisreaktion durchweg positiv. 

Abbildung 5 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-3 im Kie-
fersegment einer Wildtyp-Maus. 
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Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-3 in einer Wildtyp-Maus. 
A, Kiefersegment einer Wildtyp-Maus mit einwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion in 
Pulpa, PDL und Gefäßwänden; schwach posit ive Reaktion im Kronendentin. B, Kno-
chenausschnitt. Posit ive Reaktion in Wand eines Blutgefäßes (BG) und schwach posit i-
ve Reaktion in einigen Osteozytenlakunen (Pfei le). C, PDL-Ausschnitt. Posit ive Reaktion 
in EZM des PDL. Z=Zement, AK=Alveolarknochen. 
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3.2.2 Fibulin-4 in Wildtyp-Mäusen 

Fibulin-4 konnte in Wildtyp-Mäusen immunhistochemisch in der Pulpa lokalisiert wer-
den. Die positive Reaktion war in allen Bereichen der pulpalen EZM homogen ausge-

prägt. 

Im Dentin lag eine positive Reaktion im Kronendentin vor; das Wurzelzement zeigte 
nie eine positive Reaktion für Fibulin-4.  

Im Zement konnte Fibulin-4 in der EZM nachgewiesen werden. Hierbei zeigten ins-

besondere koronale Zementbereiche eine positive Reaktion, in weiter apikal gelege-
nen Regionen war das Reaktionsergebnis hingegen schwächer positiv. In der perizel-

lulären EZM in Zementozytenlakunen war Fibulin-4 lokalisierbar, es waren jedoch 
auch Lakunen mit negativem Reaktionsergebnis detektierbar. 

Ein positiver immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-4 lag in der EZM und in den 
Gefäßwänden des PDL vor. Die EZM zeigte dabei überall eine gleichmäßig positive 
Reaktion für Fibulin-4, lokale Unterschiede konnten nicht festgestellt werden. 

Im Alveolar- und Kieferknochen war in der EZM Fibulin-4 nicht lokalisierbar. In Kno-
chenlakunen zeigte sich in perizellulären EZM-Bereichen eine positive Reaktion. Es 
lagen jedoch auch Osteozytenlakunen mit negativem Reaktionsergebnis vor. In den 
Wänden knöcherner Gefäße konnte Fibulin-4 immer detektiert werden. 

Abbildung 6 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-4 im Kie-

fersegment einer Wildtyp-Maus. 
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-4 in einer Wildtyp-Maus. 
A, Kiefersegment mit einwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion in Pulpa, Zement, PDL und 
Gefäßwänden, schwach posit ive Reaktion im Kronendentin. B, Knochenausschnitt. Posit ive 
Reaktion in Wand eines Blutgefäßes (BG) und in einigen Osteozytenlakunen (Pfei le). C, 
PDL-Ausschnitt. Posit ive Reaktion in EZM von PDL und Zement (Z) sowie in Wand eines 
Blutgefäßes (BG). AK=Alveolarknochen. 
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3.2.3 Fibulin-5 in Wildtyp-Mäusen 

In der Pulpa von Wildtyp-Mäusen war Fibulin-5 durch immunhistochemischen Nach-
weis lokalisierbar, die Reaktion war in der gesamten pulpalen EZM gleichmäßig posi-

tiv. 

Im Kronendentin waren positive Reaktionsergebnisse feststellbar. Das Wurzeldentin 
zeigte in keinem der untersuchten Schnittpräparate eine positive Reaktion für Fibulin-5.  

In der EZM des Zements war die Reaktion für Fibulin-5 negativ. In der EZM in den 

Lakunen um die Zementozyten war ein positives Reaktionsverhalten detektierbar. 
Daneben lagen auch Zementozytenlakunen vor, die eine negative Reaktion zeigten. 

Fibulin-5 konnte in der EZM und in den Gefäßwänden im PDL detektiert werden. Die 
positive Reaktion war dabei nicht auf bestimmte Bereiche des PDL begrenzt, son-
dern stellte sich in koronalen, mittleren, apikalen und interradikulären Regionen des 
Zahnhalteapparats homogen dar. 

Im Alveolar- und Kieferknochen lag in der EZM ein negatives Reaktionsergebnis für 
Fibulin-5 vor. In der lakunären EZM um die Osteozyten war die Nachweisreaktion 
häufig positiv, daneben waren auch negative Reaktionsergebnisse detektierbar. Fibu-
lin-5 konnte in den Wänden der Blutgefäße des Alveolar- und Kieferknochens in allen 
untersuchten Schnittpräparaten lokalisiert werden.  

Abbildung 7 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-5 im Kie-

fersegment einer Wildtyp-Maus. 
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-5 in einer Wildtyp-Maus. 
A, Kiefersegment mit zweiwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion in Pulpa, PDL und Gefäß-
wänden. B, Knochenausschnitt. Posit ive Reaktion in Wand eines Blutgefäßes (BG) und in 
einigen Osteozytenlakunen (Pfei le). C, PDL-Ausschnitt. Posit ive Reaktion in EZM des PDL. 
AK=Alveolarknochen, Z=Zement. 
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3.2.4 Fibulin-3 in DDR1-Knockout-Mäusen 

In der DDR1-Knockout-Maus konnte eine positive Reaktion für Fibulin-3 in der Pulpa 
gezeigt werden, die in allen EZM-Bereichen gleichmäßig ausgeprägt war.  

Im Kronen- und Wurzeldentin waren die Reaktionsergebnisse durchweg negativ.  

Fibulin-3 war in der EZM des Zements nicht lokalisierbar. Im Bereich der Lakunen um 
die Zementozyten zeigte die perizelluläre EZM positive Nachweisreaktionen für Fibu-
lin-3, es waren dort jedoch auch negative Reaktionsergebnisse detektierbar.  

Sowohl in der EZM als auch in den Gefäßwänden des PDL konnte Fibulin-3 nachge-
wiesen werden. Lokale Unterschiede in der Ausprägung der Reaktion waren zwi-

schen koronalen, mittleren, apikalen und interradikulären PDL-Bereichen nicht fest-
stellbar. 

In der EZM von Alveolar- und Kieferknochen konnte Fibulin-3 nicht detektiert werden. 
Neben positiven Reaktionsergebnissen in perizellulären Bereichen der Osteozyten-
lakunen lagen dort auch negative Nachweisreaktionen vor. Eine positive Nachweisre-
aktion für Fibulin-3 war in den Wänden aller knöchernen Gefäße festzustellen. 

Abbildung 8 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-3 im Kie-
fersegment einer DDR1-Knockout-Maus. 
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Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-3 in einer DDR1-Knockout-Maus. 
A, Kiefersegment mit einwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion in Pulpa, PDL und Gefäßwän-
den. B, Knochenausschnitt. Posit ive Reaktion in Wand eines Blutgefäßes (BG) und 
schwach posit ive Reaktion in einigen Osteozytenlakunen (Pfei le). C, PDL-Ausschnitt. Posi-
t ive Reaktion in EZM des PDL, in Wand eines Blutgefäßes (BG) und in Zementlakune (L). 
AK=Alveolarknochen, Z=Zement. 
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3.2.5 Fibulin-4 in DDR1-Knockout-Mäusen 

In der Pulpa von DDR1-Knockout-Mäusen war Fibulin-4 nachweisbar, es zeigte sich 
eine homogene Reaktion in allen pulpalen EZM-Regionen. 

Im Kronendentin waren positive Reaktionen detektierbar. Im Wurzeldentin war Fibu-
lin-4 nicht lokalisierbar. 

In der EZM des Zements war die Reaktion für Fibulin-4 negativ. In den Lakunen um 
die Zementozyten war in perizellulären Bereichen eine positive Reaktion für Fibulin-4 

feststellbar. Es lagen jedoch auch Zementozytenlakunen mit negativem Reaktionser-
gebnis vor.  

Sowohl in der EZM als auch in den Gefäßwänden des PDL konnte Fibulin-4 immun-
histochemisch nachgewiesen werden. Das positive Reaktionsergebnis stellte sich in 
allen Bereichen des PDL gleichmäßig dar und unterlag keinen lokalen Unterschieden. 

Im Alveolar- und Kieferknochen zeigte sich eine negative Reaktion für Fibulin-4 in der 
EZM. In Osteozytenlakunen waren neben positiven auch negative Reaktionsergeb-
nisse feststellbar. Fibulin-4 konnte in den Wänden knöcherner Gefäße stets lokalisiert 
werden. 

Abbildung 9 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-4 im Kie-
fersegment einer DDR1-Knockout-Maus. 
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-4 in einer DDR1-Knockout-Maus. 
A, Kiefersegment einer DDR1-Knockout-Maus mit einwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion 
in Pulpa, PDL und Gefäßwänden. B, PDL-Ausschnitt. Posit ive Reaktion in EZM des PDL 
und in Wand eines Blutgefäßes (BG). AK=Alveolarknochen, Z=Zement. C, Knochenaus-
schnitt. Posit ive Reaktion in Wand eines Blutgefäßes (BG) und in einigen Osteo-
zytenlakunen (Pfei le). 

  

B

A

C

BGZAK PDL

BG

75 µm75 µm



Ergebnisse 

 
61 

3.2.6 Fibulin-5 in DDR1-Knockout-Mäusen 

In der DDR1-Knockout-Maus konnte ein positives Reaktionsergebnis für Fibulin-5 in 
der Pulpa gezeigt werden, das in allen EZM-Bereichen gleichmäßig ausgeprägt war. 

Positive Reaktionen im Dentin beschränkten sich auf das Kronendentin. Im Wurzel-
dentin war Fibulin-5 nicht lokalisierbar. 

Fibulin-5 war in der EZM des Zements nicht lokalisierbar. In den Lakunen der Zemen-
tozyten zeigte sich in perizellulären Bereichen ein positives Reaktionsergebnis für 

Fibulin-5. Es waren jedoch auch Zementozytenlakunen mit negativem Reaktionser-
gebnis detektierbar.  

Sowohl in der EZM als auch in den Gefäßwänden des PDL konnte Fibulin-5 nachge-
wiesen werden. Die positive Reaktion war dabei nicht auf bestimmte Bereiche des 
PDL begrenzt, sondern stellte sich in koronalen, mittleren, apikalen und interradikulä-
ren Regionen des Zahnhalteapparats gleichmäßig dar. 

Fibulin-5 konnte in der EZM von Alveolar- und Kieferknochen nicht nachgewiesen 
werden. In der EZM in den Lakunen um die Osteozyten zeigten sich neben positiven 
Reaktionsergebnissen für Fibulin-5 auch negative Reaktionen. Eine durchweg positi-
ve Reaktion für Fibulin-5 war in den Wänden knöcherner Gefäße feststellbar. 

Abbildung 10 zeigt ein immunhistochemisches Reaktionsergebnis für Fibulin-5 im Kie-
fersegment einer DDR1-Knockout-Maus. 
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Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-5 in einer DDR1-Knockout-Maus. 
A, Kiefersegment einer DDR1-Knockout-Maus mit e inwurzel igem Molar. Posit ive Reaktion in 
Pulpa, Kronendentin, PDL und Gefäßwänden. B, PDL-Ausschnitt.  Posit ive Reaktion in EZM 
des PDL. AK=Alveolarknochen, Z=Zement. C, Knochenausschnitt .  Posit ive Reaktion in Wand 
eines Blutgefäßes (BG) und in ein igen Osteozytenlakunen (Pfei le). 
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4 Diskussion 

Die in dieser Arbeit vorgenommenen strukturellen und immunhistochemischen Unter-
suchungen wurden an dentalen und parodontalen Geweben von Wildtyp- und 
DDR1-Knockout-Mäusen durchgeführt. Obwohl eine vollständige Sequenzierung des 

Mausgenoms zeigen konnte, dass Maus und Mensch sich genetisch stärker von-
einander unterscheiden als bislang angenommen (Church et al. 2009), wird das 

Mausmodell zur Erforschung humaner Phänotypen und Erkrankungen häufig heran-
gezogen. Die Maus ist ein geeignetes Untersuchungsgut, um die genetischen und 
pathobiologischen Ursachen humaner Erkrankungen zu verstehen, da die Gene der 
Maus sowie ihre biochemischen Signalwege und ihre Organfunktionen mit denen des 

Menschen nahe verwandt sind und sich darüber hinaus hervorragende Möglichkeiten 
zur Genmanipulation bieten (Rossant und McKerlie 2001). Letzteres wurde sich auch 
in dieser Arbeit zunutze gemacht. Das Gen, welches die Expression von DDR1 co-
diert, wurde in einer der Versuchstiergruppen gezielt ausgeschaltet, was zur Bildung 
sogenannter DDR1-Knockout-Mäuse führte. In humanen Geweben wäre eine Unter-
suchung von DDR1-Knockout-Phänotypen nicht möglich gewesen. 

Das Mausmodell wurde zur Untersuchung der Embryologie (de Vega et al. 2007), der 
Physiologie (Johnson und Pylypas 1992) und der Pathologie (Izawa et al. 2014) oraler 
Gewebe in der Literatur häufig gewählt, obwohl sich das murine Gebiss in einigen 
Aspekten deutlich vom humanen Gebiss unterscheidet: So weist das adulte murine 

Gebiss pro Quadrant lediglich einen Inzisivus und drei Molaren auf (Peterková et al. 
1995). Der Inzisivus ist bogenförmig und besitzt ein kontinuierliches Wachstum, für 
das eine Stammzellnische am apikalen Ende des Zahns verantwortlich ist (Harada 

und Ohshima 2004). Außerdem ist nur die Labialfläche des Inzisivus mit Schmelz be-
deckt, die Oralfläche hingegen mit Zement (Stern 1964, Warshawsky 1968). Da die 

deutlichsten Abweichungen zwischen humanem und murinem Gebiss im Bereich des 
Inzisivus liegen wurde dieser von den durchgeführten Untersuchungen ausgenom-
men. Es wurden somit nur Molaren und deren Zahnhalteapparate untersucht, 

wodurch sich die Vergleichbarkeit mit menschlichen oralen Geweben erhöhte. 



Diskussion 

 
64 

4.1 Licht- und elektronenmikroskopische Strukturuntersuchungen 

Das Parodontium besteht aus den Bestandteilen Gingiva, Zement, PDL und Alveolar-
knochen (Bartold et al. 2000). Ein hochstrukturierter kollagener Faserapparat durch-

spannt das gesunde PDL und inseriert als sogenannte Sharpey’sche Fasern einer-

seits in das Zement und andererseits in den Alveolarknochen. Somit entsteht die 
Aufhängung des Zahns in seiner Alveole, aufgrund derer der Zahn den biomechani-

schen Belastungen beim Kauen, Sprechen und Schlucken standhält (Hassell 1993). 
Zwischen den faserigen Bestandteilen enthält das PDL Zellen, insbesondere Fib-
roblasten, die parallel zur Faserverlaufsrichtung orientiert und für die Produktion der 

sie umgebenden EZM verantwortlich sind (Bartold und Narayanan 2006, Beertsen 

1975). Die Struktur der EZM wird vorwiegend durch Kollagene bestimmt, die durch 
eine Vielzahl von Kollagenrezeptoren Kontakt zu benachbarten Zellen aufnehmen 
(Gullberg und Lundgren-Akerlund 2002). 

DDR1 ist einer dieser Rezeptoren, der in vielen Geweben exprimiert wird und durch 
die Bindung bestimmter Kollagene aktiviert wird (Vogel et al. 1997). Dass DDR1 auch 
auf der Oberfläche von Zellen adulter oraler Gewebe zu finden ist, erscheint somit 
wahrscheinlich, zumal eine Expression in embryonalen Zahnanlagen bekannt ist 
(Sanchez et al. 1994). Als Kollagene, die von DDR1 gebunden werden und zugleich 
den komplexen Faserapparat im PDL bilden, sind Kollagen I, III und V zu nennen 
(Becker et al. 1991, Butler et al. 1975, Vogel et al. 1997). Histologische Untersu-
chungen in dieser Arbeit gewährleisteten erstmals einen Einblick in die Strukturen 

des Zahns und des Zahnhalteapparats der DDR1-Knockout-Maus. 

Interessanterweise waren weder auf licht- noch auf elektronenmikroskopischer Ebe-
ne Unterschiede zur Wildtyp-Maus bezüglich des Aufbaus von Zahn und Zahnhalte-

apparat feststellbar. Das PDL, das hier besonders eingehend betrachtet wurde, stell-
te sich strukturell und funktionell intakt und entzündungsfrei dar, elektronen-
mikroskopische Aufnahmen zeigten die für das Gewebe typischen parallel angeord-
neten und zu Fasern gebündelten Kollagenfibrillen, die regulär geformte Fibroblasten 

umschlossen. Das Fehlen von DDR1 hatte also histologisch keinerlei Konsequenzen 
für den Aufbau des PDL. In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass DDR1 kol-
lagenabhängige Zelladhäsionsvorgänge reguliert. So ist beispielsweise die durch 
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DDR1 gesteuerte Bindung von Melanozyten an Kollagen IV entscheidend für die 

Platzierung dieser Zellen auf der Basalmembran der Epidermis und die daraus resul-
tierende intakte Hautstruktur (Fukunaga-Kalabis et al. 2006). Eine vergleichbare Be-

deutung von DDR1 für die reguläre Organisation der PDL-Matrix kann durch die vor-
liegenden Ergebnisse jedoch nicht bestätigt werden. Die strukturelle Integrität des 
desmodontalen kollagenen Faserapparats ist vermutlich dadurch zu erklären, dass 
die genannten Kollagene neben DDR1 über eine Vielzahl anderer Bindungsproteine 

verfügen, die den Kontakt zu Zelloberflächen herstellen und somit für eine geordnete 
Faserstruktur ausreichend sind. Hier ist beispielsweise die Gruppe der Integrine anzu-

führen. Sie stellen eine Familie von Transmembranrezeptoren dar, die in viele biologi-
sche Prozesse involviert ist, insbesondere in die Zelladhäsion (Tamkun et al. 1986). 
Bisher sind 18α- und 8β-Untereinheiten bekannt, die 24 Heterodimere ausbilden, von 
denen wiederum vier in der Lage sind, Kollagene zu binden. Namentlich handelt es 
sich hierbei um die Integrine α1β1, α2β1, α10β1 und α11β1 (Popova et al. 2007b). 

Die integrinvermittelte Zell-Matrix-Interaktion ist bei allen kernhaltigen Zellen vorhan-
den (Gullberg und Lundgren-Akerlund 2002). Kollagenbindende Integrine regulieren 
den Kollagenturnover (Lee et al. 1996) und sind an der Assemblierung und Reorgani-

sation dreidimensionaler Kollagennetzwerke beteiligt (Lee et al. 1995, Velling et al. 
2002). Popova et al. zeigten, dass ein Knockout von α11β1 in Mäusen ein unorgani-

siertes PDL im Bereich des Inzisivus zur Folge hat; interessanterweise bleibt hierbei 
das PDL der Molaren intakt (Popova et al. 2007a). Diese Ergebnisse geben einen 
Hinweis darauf, dass α11β1 für die Interaktion von PDL-Fibroblasten mit Kollagenen 

im Inzisivus von großer Bedeutung ist, während im Molarenbereich offenbar andere 
kollagenbindende Rezeptoren entscheidend für die EZM-Organisation sind. Die in 
dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass auch DDR1 auf 
Zelloberflächen im PDL von Molaren nicht essenziell für die Integrität des kollagenen 
Faserapparats ist und die Abwesenheit von DDR1 diesbezüglich durch andere kol-

lagenbindende Rezeptoren hinreichend kompensiert wird. Welche Rezeptoren hier 
von Relevanz sind, gilt es in weiterführenden Untersuchungen herauszufinden. 

Schminke et al. (2014) zeigten, dass die DDR1-Knockout-Maus eine Osteoarthritis  
- also eine entzündlich-degenerative Erkrankung - im Kiefergelenk entwickelt. Phäno-
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typisch äußert sich diese unter anderem in einem degenerierten kollagenen Faser-

apparat im Bereich des Kieferknorpels. Zurückgeführt wird dieses pathologische Bild 
darauf, dass bei Fehlen von DDR1 auf der Oberfläche von Chondrozyten eine kom-

pensatorische Überexpression von DDR2 stattfindet. Diese wiederum resultiert in 
einem Anstieg der Expression der Matrix-Metallo-Proteinase 13 (MMP13), einem En-
zym aus der Gruppe der Kollagenasen, das für den Abbau von Kollagen II in osteo-
arthritischen Gelenken verantwortlich ist (Xu et al. 2005). Die Ausbildung der so ent-

standenen Osteoarthritis bleibt bei der DDR1-Knockout-Maus auf das Kiefergelenk 
beschränkt, andere Gelenke, wie das Kniegelenk, sind unverändert (Schminke et al. 

2014). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zahnhalteapparat der DDR1-Knockout-
Maus untersucht. Das Äquivalent einer entzündlich-degenerativen Erkrankung in die-
sem Gewebe ist die Parodontitis, die ebenfalls mit Gewebezerstörung einhergeht 
(Page et al. 1997). Auch hier ist MMP13 in aktiven Bereichen der Erkrankung über-
exprimiert (Hernandez et al. 2006) und mit dem Abbau der fibrillären Kollagene I und 
III assoziiert (Reynolds und Meikle 1997). Allerdings liegt der Parodontitis ein von der 
Osteoarthritis grundsätzlich unterschiedlicher Pathomechanismus zugrunde. Der An-
stieg von Kollagenasen im parodontal erkrankten Gewebe ist durch die Präsenz pa-
thogener Bakterien begründet, die eine Kaskade von Immunreaktionen des Wirtsor-
ganismus in Gang setzen. Bei fortgeschrittener Inflammation werden in das Gewebe 

eingewanderte Makrophagen aktiviert, was zur Ausschüttung von Interleukin-1β (IL-
1β), Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α), Prostaglandin E2 (PGE2) und MMPs führt. IL-1β 
und TNF-α regen wiederum die ortsständigen Fibroblasten an, PGE2 und MMPs frei-

zusetzen. Die durch diesen Mechanismus sezernierten MMPs führen zur Destruktion 
der kollagenhaltigen EZM (Page et al. 1997). Im Gegensatz zu dem von Schminke et 
al. (2014) eingeführten Osteoarthritismodell, das sich die chondrozytäre Überexpres-
sion von MMP13 und DDR2 in der DDR1-Knockout-Maus zunutze macht, ist ein sol-
cher Zusammenhang für die Entstehung der Parodontitis nicht beschrieben. Dass 

das Fehlen von DDR1 auf der Zelloberfläche von Fibroblasten des PDL zu einer 
kompensatorischen Überexpression von DDR2 mit anschließendem Anstieg der 

MMP13-Ausschüttung führt, ist nicht bekannt und bedarf weiterführender Untersu-
chung. Die vorliegenden Ergebnisse zeigten jedoch keinerlei Anzeichen eines Ent-
zündungsprozesses im Zahnhalteapparat der DDR1-Knockout-Maus. Dies deutet 
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darauf hin, dass kein Zusammenhang zwischen dem Fehlen von DDR1 im murinen 

Zahnhalteapparat und der Entstehung pathologischer Prozesse mit Destruktion kol-
lagener Fasern besteht. Zwar kommt Wirts- und Umweltfaktoren bei der Pathogene-

se der Parodontitis eine wichtige Bedeutung zu, die Anwesenheit parodontopatho-
gener Bakterien ist für die Entstehung der Krankheit dennoch essenziell (Page et al. 
1997) und war im Fall der vorliegenden Arbeit nicht gegeben.  

Wie das Ausbleiben eines Kollagendefekts im Kniegelenk der DDR1-Knockout-Maus 

nahelegt, spielt die Komposition der EZM eine entscheidende Rolle für diese struktu-
relle Veränderung. Die EZM des Knorpels im Kiefergelenk besitzt im Vergleich zum 

Knorpel größerer Gelenke einen höheren Kollagen I- (Benjamin und Ralphs 2004) 
sowie einen geringeren Kollagen II-Anteil (Wadhwa et al. 2005) und scheint daher für 
osteoarthritische Prozesse besonders anfällig zu sein. Da das PDL eine vom hyalinen 
Knorpel des Kiefergelenks deutlich abweichende EZM-Zusammensetzung besitzt ist 
das Fehlen eines Kollagendefekts in der DDR1-Knockout-Maus auch durch diese 
biochemischen Unterschiede zu erklären. 

4.2 Immunhistochemischer Nachweis für Fibulin-3, -4 und -5  

Erstmals wurde das Vorkommen von Fibulin-3, -4 und -5 in dentalen und parodonta-
len Geweben von Wildtyp-Mäusen gezeigt. Dies trägt zur detaillierten Analyse der 

biochemischen Zusammensetzung oraler Gewebe bei, die insbesondere für das Ver-
ständnis parodontaler Erkrankungen wichtig ist. Obwohl sich in den oben diskutierten 
strukturellen Untersuchungen keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und DDR1-

Knockout-Maus zeigten, wurden die immunhistochemischen Nachweisreaktionen 

auch in DDR1-Knockout-Mäusen durchgeführt. Ziel dieses Vorgehens war es an-
hand der nachgewiesenen Proteine exemplarisch zu untersuchen, ob sich die licht- 

und elektronenmikroskopisch gezeigte strukturelle Übereinstimmung der beiden Ver-
suchstiergruppen auch auf biochemischer Ebene fortsetzte.  

Die Fibuline-3, -4 und -5 gehören zu den Klasse II-Fibulinen, die bislang insbesonde-
re mit der Bildung elastischer Fasern assoziiert werden. In Knockout-Versuchen wur-

de gezeigt, dass speziell Fibulin-4 und -5 für die Elastogenese von großer Bedeutung 
sind, denn das Fehlen der Proteine führt zu einem gestörten elastischen Faserappa-
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rat (McLaughlin et al. 2006, Nakamura et al. 2002). Da sich im Rahmen der in der 

vorliegenden Arbeit durchgeführten immunhistochemischen Nachweisreaktionen in 
vielen der untersuchten Geweben das Vorhandensein der Fibuline-3, -4 und -5 be-

stätigte, stellte sich die Frage, ob diese Expression mit dem Vorkommen elastischer 
Fasern vergesellschaftet war. Deshalb wurden im Zuge der strukturellen Untersu-
chungen Elastica-van-Gieson-Färbungen durchgeführt, die das Vorhandensein reifer 
elastischer Fasern belegen sollten. Weder in der Wildtyp- noch in der DDR1-

Knockout-Maus konnten diese jedoch in oralen Geweben gezeigt werden. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die untersuchten Klasse II-Fibuline auch mit EZM-

Komponenten außerhalb reifer elastischer Fasern assoziiert sind. 

Im Folgenden werden zunächst die Ergebnisse der Untersuchungen an Wildtyp-
Mäusen diskutiert, anschließend wird auf Unterschiede im Expressionsverhalten der 
Fibuline-3, -4 und -5 in DDR1-Knockout-Mäusen eingegangen. 

4.2.1 Fibulin-3, -4 und -5 in oralen Geweben der Wildtyp-Maus 

In der Pulpa der Wildtyp-Maus waren Fibulin-3, -4 und -5 nachweisbar. Für Fibulin-1 
und -2 wurde bereits ein Vorkommen im Rahmen der Epithel-Mesenchym-Interaktion 
bei der Zahnentwicklung beschrieben. Beide Proteine sind im dentalen Mesenchym, 
aus dem später die Pulpa hervorgeht, exprimiert (Zhang et al. 1996). 

Bei der Expression der untersuchten Fibuline im Dentin war auffällig, dass diese stets 

auf das Kronendentin beschränkt war, das im natürlichen Gebisszustand von 
Schmelz umgeben ist. Im von Zement umgebenen Wurzeldentin war keine positive 
Reaktion für eines der Proteine feststellbar. Steinfort et al. (1989) zeigten, dass das 

Dentin im Inzisivus der Ratte lokale Unterschiede bezüglich seiner biochemischen 
Komposition aufweist. Dabei unterscheidet sich schmelzumgebenes Dentin von ze-
mentumgebenem Dentin insbesondere hinsichtlich seiner Phosphoprotein-

Zusammensetzung. Das lokal abweichende Expressionsmuster der untersuchten 
Fibuline gibt einen Hinweis darauf, dass sich schmelzassoziiertes und zementassozi-

iertes Dentin auch in Molaren in ihrer biochemischen Zusammensetzung unterschei-
den.  
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Für Fibulin-7, das ebenfalls zur Gruppe der Klasse II-Fibuline gehört und daher nahe 

strukturverwandt zu Fibulin-3, -4 und -5 ist, wird in einer Studie von de Vega et al. 
(2007) über eine Assoziation mit dentalen Geweben berichtet. Es lagert sich vor allem 

in der Prädentinmatrix und um die Dentintubuli an. Ihm wird deshalb eine Rolle bei 
der Differenzierung von Odontoblasten und bei der Dentinbildung zugeschrieben. Die 
in dieser Arbeit gezeigte Lokalisation in der Pulpa und dem Kronendentin adulter 
Mäuse wirft die Frage auf, ob auch Fibulin-3, -4 und -5 eine Rolle bei der Zahnent-

wicklung zukommt. Dazu sind weiterführende Untersuchungen an embryonalen Ge-
weben erforderlich. 

In den Zementlakunen, welche die Zementozyten beherbergen, waren alle drei Prote-
ine perizellulär lokalisierbar. Neben positiven waren dort auch negative Reaktionser-
gebnisse detektierbar, die Ausdruck hochspezifischer immunhistochemischer Nach-
weisreaktionen in lakunären Bereichen des Zements sind. Das Vorkommen von Fibu-
lin-3, -4 und -5 in perizellulären Bereichen ist ein Hinweis darauf, dass die drei Prote-
ine von Zementozyten exprimiert werden. Auch andere Proteine sind speziell in der 
EZM der Zementlakunen nachweisbar, nicht jedoch in der angrenzenden Zement-
matrix, so beispielsweise Versikan (Ababneh et al. 1999). Aufgrund ihrer Position am 
Übergang von Zelle zu mineralisierter Matrix besitzt die EZM der Lakunen offenbar 
eine besondere biochemische Zusammensetzung, die möglicherweise den Minerali-

sationsprozess der angrenzenden Matrix reguliert. Für Fibulin-1 wurde eine Interakti-
on mit Versikan bereits gezeigt (Aspberg et al. 1999). Wegen der positiven Ergebnis-
se der immunhistochemischen Nachweisreaktionen in diesem Bereich ist es denk-

bar, dass auch Fibulin-3, -4 und -5 Bindungsaffinitäten zu diesem Protein der perizel-
lulären Zementmatrix aufweisen. Daneben ist eine Vielzahl weiterer Proteine als Bin-
dungspartner in Betracht zu ziehen, beispielsweise Fibronektin, das in der EZM der 

Lakunen lokalisierbar ist (Steffensen et al. 1992) und sowohl mit Fibulin-1 und -2 
(Balbona et al. 1992, Sasaki et al. 1995a) als auch mit Fibulin-7 (de Vega et al. 2007) 

interagiert. Auch in den Lakunen um die Osteozyten war der Nachweis für Fibulin-3,  
-4 und -5 positiv. Im Hinblick auf die vergleichbare Zusammensetzung von Zement 
und Knochen war das Expressionsmuster der untersuchten Fibuline erwartungsge-
mäß ähnlich. In perizellulären Bereichen von Osteozyten in Knochenlakunen ist eben-
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so Fibronektin nachweisbar (Steffensen et al. 1992); somit kommt es als potenzieller 

Bindungspartner für die untersuchten Proteine auch dort in Frage. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit deuten auf eine strukturelle Bedeutung der Fibuline-3, -4 und -5 in der 

EZM der Lakunen hin, die außerhalb der Elastogenese zu suchen ist, da ein Vor-
kommen elastischer Fasern weder für Zement- noch für Knochenlakunen in der Lite-
ratur beschrieben ist. In den durchgeführten Elastica-van-Gieson-Färbungen konnten 
dort ebenfalls keine Fasern vom elastischen Typ detektiert werden. Möglicherweise 

sind die untersuchten Fibuline am Mineralisationsprozess der EZM von Zement be-
ziehungsweise Knochen beteiligt. 

Während für die untersuchten Fibuline in den meisten dentalen und parodontalen 
Geweben der Wildtyp-Maus ein vergleichbares Vorkommen festzustellen war, zeigte 
sich in der EZM des Zements ein deutlicher Unterschied: Einzig Fibulin-4 konnte dort 
nachgewiesen werden, weder Fibulin-3 noch -5 waren lokalisierbar. Dabei zeigte sich 
eine Lokalisation von Fibulin-4 insbesondere in koronalen Zementbereichen. In dieser 
Region herrscht azelluläres Fremdfaserzement vor, das hauptsächlich aus dicht ge-
packten Kollagenfasern besteht (Bosshardt und Selvig 1997). Das Ergebnis der im-
munhistochemischen Untersuchung legt nahe, dass Fibulin-4 mit einer für diesen 
Zementtyp spezifischen Strukturkomponente interagiert, die vermutlich nicht-kollagen 
ist, denn eine Interaktion von Fibulinen mit Kollagenen konnte bisher nicht gezeigt 

werden. Bislang wurde für Fibulin-4 ein Bindungsverhalten zu Tropoelastin beschrie-
ben (Kobayashi et al. 2007), das ein zentrales Molekül in der Elastogenese darstellt. 
Da elastische Fasern im Zement nicht beschrieben sind, muss Fibulin-4 auch zur In-

teraktion mit EZM-Bestandteilen außerhalb des Systems elastischer Fasern fähig 
sein. Hier kommt erneut Fibronektin in Frage, das nicht nur auf die oben diskutierten 
perizellulären EZM-Bereiche beschränkt, sondern in der gesamten Zementmatrix 

homogen verteilt ist (Komboli et al. 2009). Aufgrund des bereits beschriebenen Inter-
aktionsverhaltens von Fibulin-1, -2 und -7, ist auch für Fibulin-4 eine Interaktion mit 

Fibronektin denkbar. Die Annahme einer spezifischen Affinität von Fibulin-4 zu Fib-
ronektin, die für Fibulin-3 und -5 nicht gilt, steht allerdings in Konflikt zu der oben dis-
kutierten Möglichkeit, dass Fibronektin in perizellulären EZM-Bereichen von Zement 
und Knochen als Bindungspartner für alle drei untersuchten Proteine in Betracht 
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kommt. Ein Erkenntnisgewinn bezüglich der Interaktionsfähigkeit von Fibulin-3, -4 

und -5 mit Fibronektin ist vor diesem Hintergrund erstrebenswert. 

Aus dem abweichenden Expressionsmuster der drei untersuchten Fibuline kann ge-

folgert werden, dass sich die Klasse II-Fibuline in ihrer biochemischen Struktur in ei-
nem Maße voneinander unterscheiden, das ein breiteres Reaktionsspektrum von 
Fibulin-4 mit EZM-Komponenten des Zements zur Folge hat. Bemerkenswert ist, 
dass Kobayashi et al. bereits durch die Durchführung von Bindungsassays ein breite-

res Bindungsspektrum für Fibulin-4 als für Fibulin-3 und -5 beschrieben haben. So ist 
es als einziges der drei Proteine zur Interaktion mit Kollagen IV, Nidogen-2 und En-

dostatin fähig (Kobayashi et al. 2007). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Fibulin-4 
auch in parodontalen Geweben der Wildtyp-Maus ein im Vergleich zu Fibulin-3 und  
-5 erweitertes Expressionsmuster aufweist.  

Interessanterweise war Fibulin-4, genau wie Fibulin-3 und -5, in der EZM von Al-
veolar- und Kieferknochen ungeachtet der großen strukturellen Ähnlichkeit zur EZM 
des Zements nicht detektierbar. Somit ist anzunehmen, dass Zement- und Kno-
chenmatrix Unterschiede in ihrer jeweiligen biochemischen Zusammensetzung besit-
zen, die Grundlage für das positive Reaktionsverhalten von Fibulin-4 im Zement wie 
auch für das negative Reaktionsverhalten im Knochen sind und näherer Ergründung 
bedürfen.  

In der EZM des PDL waren Fibulin-3, -4 und -5 nachweisbar. Die Expression der 
Proteine war in allen Bereichen der PDL-Matrix homogen ausgeprägt und zeigte kei-
ne lokalen Unterschiede. Die dominanteste Komponente der EZM des PDL ist das 

dichte Netzwerk kollagener Fasern, das hauptsächlich aus den Kollagenen I und III 
besteht (Butler et al. 1975). Da für keines der bekannten Fibuline bisher eine direkte 
Interaktion mit diesen Kollagenen gezeigt werden konnte, ist es unwahrscheinlich, 

dass das Expressionsverhalten von Fibulin-3, -4 und -5 durch eine Assoziation mit 
kollagenen Bestandteilen des PDL begründet ist. Neben kollagenen Fasern sind im 

PDL Fasern des elastischen Systems vorzufinden. Diese werden zum einen durch 
Oxytalanfasern verkörpert (Fullmer und Lillie 1958). Dabei handelt es sich um rein 
mikrofibrilläre Strukturen (Berkovitz 1990), die im Gegensatz zu reifen elastischen 
Fasern und Elauninfasern kein Elastin enthalten (Carmichael und Fullmer 1966). Ne-
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ben der Gewebehomöostase werden sie mit der Gewährleistung von Gewebeelasti-

zität in Verbindung gebracht (Sawada 2010). Zum anderen wurden im PDL der Maus 
auch Elauninfasern, also elastische Fasern mit einem geringen Elastinanteil, detek-

tiert, die die Oxytalanfasern funktionell unterstützen (Johnson und Pylypas 1992). Das 
PDL unterscheidet sich also von den anderen in dieser Arbeit untersuchten Gewe-
ben, da es das einzige ist, welches Fasern des elastischen Systems enthält. Daher 
stellt es hinsichtlich des Vorkommens der Fibuline-3, -4 und -5 ein besonders inte-

ressantes Untersuchungsgewebe dar. Fibulin-4 und -5 wurden hinsichtlich ihrer Be-
teiligung bei der Bildung reifer elastischer Fasern eingehend untersucht. Die Haupt-

aufgaben der beiden Proteine werden im Zusammenhang mit der regulären Bildung 
von strukturell intaktem Elastin aus dessen Vorläuferprotein Tropoelastin gesehen 
(Choi et al. 2009, Choudhury et al. 2009, McLaughlin et al. 2006, Wachi et al. 2008). 
Aufgrund der gezeigten Expression kann eine Beteiligung von Fibulin-4 und -5 an der 
Ausbildung der Elastinkomponente der Elauninfasern im PDL angenommen werden. 

In humanem PDL wurden bereits erste Untersuchungen über die Beziehung von 
Fibulin-5 zu Oxytalanfasern angestellt. So wurde gezeigt, dass die Induktion mecha-
nischen Stresses durch Dehnung des Gewebes zu einer vermehrten Expression von 
Fibulin-5 führt. Ein Unterdrücken der Fibulin-5-Expression von Fibroblasten hat eine 
Reduktion der Oxytalanfasern zur Folge; außerdem sind sie irregulär orientiert 

(Nakashima et al. 2009). Daraus kann gefolgert werden, dass Fibulin-5 nicht nur eine 
wichtige Rolle bei der Bildung reifer elastischer Fasern zukommt, auch für die Entste-
hung quantitativ und strukturell regulär ausgebildeter Oxytalanfasern ist es bedeu-

tungsvoll.  

Für Fibulin-4 und -5 sind auch Interaktionen mit mikrofibrillären Bestandteilen der 
EZM beschrieben. Am Aufbau von Mikrofibrillen, welche die überwiegende Kompo-

nente der Oxytalanfasern im PDL bilden, sind Fibrillin-1 und -2 hauptsächlich beteiligt 
(Sawada 2010). Sowohl Fibulin-4 als auch Fibulin-5 zeigen eine hohe Bindungsaffini-

tät gegenüber Fibrillin-1 (Choudhury et al. 2009). Diese bereits bekannte Interaktion 
stellt eine mögliche Erklärung für die positiven immunhistochemischen Nachweise für 
Fibulin-4 und -5 dar. 
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Das Expressionsverhalten im PDL war für alle drei untersuchten Fibuline sehr ähnlich. 

Es waren keine Unterschiede in der Lokalisation oder Intensität der Reaktionen er-
kennbar. Bemerkenswert ist dies, da Fibulin-3 in der Literatur eine untergeordnete 

Bedeutung für die Bildung von elastischen Fasern zugeschrieben wird, die demnach 
auch für die Bildung der im PDL ansässigen Oxytalan- und Elauninfasern anzuneh-
men ist. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Ergebnisse der immunhistochemi-
schen Reaktionen nicht einzig auf eine Interaktion der Fibuline mit den genannten 

Hauptkomponenten des elastischen Fasersystems zurückzuführen sind. Wie in der 
EZM der Zementlakunen und des Zements ist auch im PDL Fibronektin vorhanden 

und weist dort ein homogenes Verteilungsmuster auf (Lukinmaa et al. 1991). Zum 
einen ist Fibronektin mit Kollagenfibrillen assoziiert (Bartold und Narayanan 2006), 
zum anderen besteht für das Protein auch eine Verknüpfung zu Mikrofibrillen. 
Schwartz et al. (1985) vermuten eine Ummantelung von EZM-Mikrofibrillen mit Fib-
ronektin (Schwartz et al. 1985). Aufgrund der Interaktionsfähigkeit von Fibulin-1, -2 
und -7 mit Fibronektin, kann vermutet werden, dass dies auch für Fibulin-3, -4 und  
-5 gilt. Eine Bindung an das im PDL ubiquitäre Fibronektin würde das homogene und 
vergleichbare Expressionsmuster erklären. 

Zusammengefasst enthält das PDL diverse Strukturkomponenten, die als Bindungs-
partner für Fibulin-3, -4 und -5 potenziell in Frage kommen. Neben ubiquitären EZM-

Proteinen, die auch in anderen oralen Geweben vorkommen, sind hier außerdem 
mikrofibrilläre Bestandteile und Elastin als Vertreter des elastischen Fasersystems in 
Betracht zu ziehen. 

Auch in den Gefäßwänden des PDL und des Alveolar- und Kieferknochens waren 
Fibulin-3, -4 und -5 lokalisierbar. Endothelzellen konstituieren Gefäßwände und sitzen 
auf einer Basalmembran, die sie mit dem darunterliegenden Bindegewebe verknüp-

fen (Yousif et al. 2013). Die Hauptkomponenten von Basalmembranen sind Kollagen 
IV (Pöschl et al. 2004) und Laminine (Miner 2008), die Netzwerke ausbilden (Kruegel 

und Miosge 2010), welche durch Perlekan (Hopf et al. 1999) und Nidogene (Fox et 
al. 1991) stabilisiert werden. Neben diesen Proteinen existiert noch eine Vielzahl wei-
terer EZM-Komponenten, die am komplexen Aufbau von Basalmembranen beteiligt 
sind. Hier sind auch Fibulin-1 und -2 anzuführen. Für Fibulin-1 ist eine Interaktion mit 
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Laminin-1 beschrieben (Sasaki et al. 1995b), für Fibulin-2 hingegen mit Perlekan 

(Hopf et al. 2001). Beide Fibuline können Bindungen mit Nidogenen eingehen (Sasaki 
et al. 1995a, Sasaki et al. 1995b). Fibulin-7, das mit Fibulin-3, -4 und -5 nah struktur-

verwandt ist, interagiert mit Endothelzellen (de Vega et al. 2014). Fibulin-4 kann Bin-
dungen mit Kollagen IV und Nidogen-2 eingehen (Kobayashi et al. 2007). Gefäßwän-
de im PDL sind darüber hinaus von einem Netzwerk aus Oxytalanfasern umgeben, das 
die positive Reaktion für die untersuchten Fibuline aus den oben diskutierten Gründen 

ebenfalls erklären könnte. Die verwendete lichtmikroskopische Methode zum Protein-
nachweis zeigte eine positive Reaktion der gesamten Gefäßwand und ließ nicht erken-

nen, ob diese auf eine spezifische Interaktion der untersuchten Fibuline mit der Basal-
membran, den Endothelzellen oder Gefäß-assoziierten Oxytalanfasern zurückzuführen 
war. Dies könnte elektronenmikroskopisch in Immunogold-Nachweisreaktionen einge-
hender analysiert werden.  

Die immunhistochemischen Ergebnisse stimmen mit den dargelegten Erkenntnissen 
aus der Literatur bezüglich der Interaktion von Fibulinen mit Komponenten von Ge-
fäßwänden überein. Sie bestärken die Annahme, dass Fibuline über ein komplexes 
Bindungsrepertoire mit wichtigen strukturgebenden EZM-Komponenten verfügen. 

4.2.2 Fibulin-3, -4 und -5 in oralen Geweben der DDR1-Knockout-Maus 

Bei Betrachtung der Ergebnisse des Nachweises für Fibulin-3, -4 und -5 in der 

DDR1-Knockout-Maus waren neben weitgehender Übereinstimmung mit den Ergeb-
nissen in der Wildtyp-Maus auch Unterschiede zwischen beiden Versuchstiergruppen 
feststellbar. So zeigte sich im Kronendentin der DDR1-Knockout-Maus eine positive 

Reaktion für Fibulin-4 und -5, wohingegen Fibulin-3 hier nicht lokalisiert werden 
konnte. In der Wildtyp-Maus waren alle der untersuchten Fibuline im Kronendentin 
detektierbar. Die auffälligste Abweichung zwischen beiden Versuchstiergruppen war 

im Expressionsverhalten von Fibulin-4 in der EZM des Zements feststellbar. Hier war 
das Reaktionsergebnis in der DDR1-Knockout-Maus negativ, in der Wildtyp-Maus 

positiv. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die dentalen und parodontalen 
Gewebe der DDR1-Knockout-Maus - trotz histologisch festgestellter Übereinstim-
mungen im strukturellen Aufbau - auf biochemischer Ebene von denen der Wildtyp-
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Maus unterscheiden. Auch Schminke et al. (2014) stellten in der DDR1-Knockout-

Maus im Bereich des hyalinen Knorpels im Kiefergelenk eine veränderte biochemi-
sche Komposition der EZM fest. Dabei ist der Anstieg von MMP13 mit der Destrukti-

on von Kollagen II im Sinne eines osteoarthritischen Prozesses verknüpft. In der vor-
liegenden Arbeit ergaben sich im Gegensatz dazu keine Hinweise auf pathologische 
Prozesse im Parodontium der DDR1-Knockout-Maus. Trotzdem sind Unterschiede 
im biochemischen Aufbau der dentalen und parodontalen Gewebe anzunehmen, die 

eine genauere Spezifizierung erforderlich machen. Dabei sollte insbesondere Augen-
merk auf die Zusammensetzung der Zementmatrix gelegt werden, um zu klären, wa-

rum das Fehlen von DDR1 in einer Unterexpression von Fibulin-4 in der EZM des 
Zements resultierte.  
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5 Zusammenfassung 

DDR1 ist ein ubiquitärer Zelloberflächenrezeptor, der Kollagene bindet und durch diese 
aktiviert wird. In der DDR1-Knockout-Maus entwickelt sich im Knorpel des Kieferge-
lenks eine Osteoarthritis, die sich unter anderem in einem unstrukturierten kollagenen 

Faserapparat manifestiert. Diese Erkenntnis gab Anlass für die vorliegende Arbeit, in der 
erstmals dentale und parodontale Gewebe der DDR1-Knockout-Maus histologisch un-

tersucht und mit denen der Wildtyp-Maus verglichen wurden. Es zeigten sich zwischen 
beiden Versuchstiergruppen keine Unterschiede in der strukturellen Konzeption der 
EZM der untersuchten Gewebe Pulpa, Dentin, Zement, PDL und Alveolar- beziehungs-
weise Kieferknochen. Besonderes Augenmerk wurde bei den Untersuchungen auf das 

kollagene Faserwerk des PDL gelegt. Es war regulär ausgebildet und wies keine Merk-
male pathologischer Prozesse auf. Daraus kann gefolgert werden, dass das Fehlen von 
DDR1 auf Oberflächen von Zellen oraler Gewebe phänotypisch keine strukturellen Ver-
änderungen mit sich bringt. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde erstmals das Expressionsverhalten der Klasse II-
Fibuline-3, -4 und -5 in oralen Geweben der Wildtyp- und der DDR1-Knockout-Maus 
untersucht. Fibuline sind wichtige strukturgebende EZM-Komponenten, die Klasse II-
Fibuline werden hauptsächlich mit der Bildung elastischer Fasern assoziiert. Es zeigte 
sich ein Vorkommen von Fibulin-3, -4 und -5 in der EZM der Pulpa, des Kronendentins, 
des PDL und in perizellulären Bereichen von Lakunen in Zement und Alveolar- bezie-

hungsweise Kieferknochen. In der Zementmatrix war einzig Fibulin-4 lokalisierbar. Die 
Lokalisation der untersuchten Fibuline war in der DDR1-Knockout-Maus weitgehend 
übereinstimmend, im Bereich des Dentins und der Zementmatrix waren jedoch Abwei-

chungen feststellbar. Jene Unterschiede deuten darauf hin, dass sich die oralen Gewe-
be von Wildtyp- und DDR1-Knockout-Maus trotz struktureller Vergleichbarkeit bioche-

misch voneinander unterscheiden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Fibulin-3, -4 und  
-5 in der EZM oraler Gewebe weit verbreitet sind und sich in ihrem Expressionsverhalten 
voneinander unterscheiden. Weiterhin geben die dargestellten Ergebnisse einen Hinweis 

darauf, dass den untersuchten Proteinen neben einer Bedeutung in elastischen Fasern 

auch eine bislang unbekannte Rolle bei der EZM-Zusammensetzung außerhalb des 
Systems elastischer Fasern zukommt. 
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