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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Matrix-M etall oproteinasen sind an vielen biol ogischen Prozessen beteiligt, in denendie
Umstrukturierung extrazdl lul&rer Matrix bendtigt wird. Solche Vorgéngesind zum Beispiel die
Embryonal entwicklung, die Bildung und Umstrukturierung von Knochen, die Bildung neuer
Blutgefélie, die M etastas erung von Tumorzellen und die Wundhellung der Hauit.

Indieser Arbeit wurde die Funktion der Matrix-M etall oproteinase-13 (MM P-13) untersucht.
MMP-13 wird in der Embryonal entwicklung und der adulten Maus im Knochengewebe
exprimiert. In der normalen Haut kann keine MM P-13-Expression nachgewiesen werden,
jedochwird ihre Expression nach Verwundung der Haut induziert. Um die Funktion der MM P-
13in der Embryonal entwicklung und der Wundheilung der Haut zu untersuchen, wurdein
dieser Arbeit eine aktuell generierte mmp-13 knock-out Maus detailliert untersucht. Diese
MM P-13-defizienten Mause sind lebensfahig und unterscheiden sichin Gréfie und Aussehen
nicht von K ontrollmausen. Fur die Knochenentwicklung hat das Fehlen der MM P-13keine
signifikanten K onsequenzen. Die Embryona entwicklung der Haut undihre Hombostasein der
adulten Maussind in den MM P-13-defizienten Mausen im Vergleich zu den KontrolIméusen
unverandert. Dieindieser Arbeit durchgefiihrten Wundhellungsexperimentezeigen einenleicht
beschleunigten Wundschlussbel den mmp-13 knock-out Mausenim Vergleich zu den Kontroll-
mausen, wobei der zu Grunde liegende mol ekulare M echanismus noch ungeklart ist. Weitere
wichtige Parameter der Wundheilung wie die Grofe des Granul ationsgewebes, das Rekrutie-
renvon inflammatorischen Zdlen, die Angiogenese, die Bildung einer neuen Kollagen-Matrix
und der Aufbau e ner neuen Epidermismit darunterliegender Basdlmembransindinden MMP-
13-defizienten Wunden im Vergleich zu den K ontrollwunden unverdndert. Damit wurde ge-
zeigt, dassdie MM P-13in diesen Prozessen entweder nicht bendtigt wird oder ihre Funktion
kompensatorisch von einer anderen MM P erfUllt wird. Einmoglicher Kandidat hierfir ist die
MMP-9, dieein der MM P-13 dhnliches Expressionsmuster in der Wundheilung aufweist. In
dieser Arbeit durchgefUhrte Wundheilungsexperimente mit MM P-9-defizienten M&use zeigen
el nen verlangsamten Wundschlussim Vergleich zu KontrolIméusen. Diesdeutet auf einebe-
schleunigende Wirkung der MM P-9 auf den Vorgang des Wundschlusseshin. Diein dieser
Arbelt nachgewiesene Expression von MM P-9 am Wundrand der MM P-13-defi zienten Wun-
den kénnte demnach zu dem beschl euni gten Wundschlussbel den MM P-13-defizienten Wun-
den beitragen.
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2 Einleitung

Ineinem mehrzelligen Organismus gewéhrleistet die Interaktion und Kommunikationvon Zd-
len untereinander und mit der Umwelt, dasskomplexe Aufgaben gemeinsamineinemfunktio-
nellen Verband erfiillt werden kdnnen. Dabel kénnen Zellen Signde Uber Zdll-Z€l- und Zdll-
Matrix-Kontakte oder Uber Signalmol ekiile, die anihre Oberflachenrezeptoren binden, erhal-
ten. An diesen Wegen der Signaltbermittlung sind Mitglieder der Familie der Matrix-
M etall oproteinasen (MM Ps) beteiligt. Zum einen sind sein der Lage, Komponenten der ex-
trazdlularen Matrix zu spaten und dadurch dieInteraktion zwischen Matrix und Zdllezu beain-
flussen, und zum anderen kdnnen sie Signd stoffe wie Wachstumsf aktoren und Zytokine, diean
Strukturen der extrazel lul&ren Matrix gebunden sind, frei setzen. Diesspidlt besondersdannein
wichtigeRolle, wenn schnelle Anderungenim Organismusnétig sind, wiezum Beispiel im Falle
der Verwundung der Haut. Hier ist eine schnelle Reparatur essentiell, um zu verhindern, dass
Krankheltserreger Uber dieoffene Wundein den K 6rper gelangen. Im Umbau der extrazel lu-
l&ren Matrix, der in diesem Prozesseinewichtige Rolle spielt, wird fir MM Psebenfallseine
wichtige Funktion diskutiert. Wiewichtig eine genaue Regulation der Aktivitét der MMPsim
Prozessder Wundheilungist, zeigen Untersuchungen, diedas A uftreten von chronischen Wun-
den oder Keloiden (Bindegewebswucherungenim Narbengebiet) in Zusammenhang mit einer
Fehlregulation von MM Psbringen kénnen (als Ubersichtsartikel : Ravanti und K ahari, 2000).
Ein besseres Versténdnisder Regulation und Funktion der MM Psin diesem Prozessist daher
fur die Entwi cklung neuer Behandlungsmethoden sol cher chronischen Krankheiten von grofer
Bedeutung.

2.1 Die Haut

Die Haut bedeckt die gesamte dul3ere Oberflache des K orpers und stellt damit sein grofdtes
Organ dar. Siedient a s Barriere gegen das Eindringen von Mikroorganismen, schitzt vor
mechani schen, chemi schen und osmoti schen Verletzungen, ist an der Regulation der Korper-
temperatur und des Wasserhaushalts beteiligt und besitzt die Fahigkeit der Resorption und
Exkretion. Nicht zuletzt stellt die Haut als umfassendes Sinnesorgan ein wichtiges
Kommunikationsorgan dar.

2.1.1 Aufbau der menschlichen Haut

Diehumane Haut setzt sich auszwel sehr unterschiedlichen Schichten zusammen, der Epider-
mis(Oberhaut), diedie ul3ere Schicht der Haut bildet, sowieder unter ihr liegenden dickeren
Schicht, der Dermis (L ederhaut). Beide Kompartimente sind durch e nediinnewiderstandsf&
hige Schicht extrazellul&rer Matrix, die Basalmembran, getrennt. Unter der Dermis befindet




2 Einleitung

sich die Subkutis (Unterhaut), die mit ihrem subkutanen Fettgewebe den Ubergang zwischen
der Haut und den darunterliegenden Sehnen und Muskeln bildet (als Ubersichtsartikel : Lever,
1984; Bowden et al., 1987; Fuchs, 1990; Leigh et al., 1994; Holbrook, 1994) (Abb.1).

L hans-Zell .
angerhans-aete Merkel-Zelle ,Hornschicht
Keratinozyten Basalschicht

Basalmembran

Epidermis —
i Melanozyt
s. papillare Blutgefil3e
Dermis
s. reticulare
Talgdriise Fibroblasten
Kollagene
Elastin-
fasern
Fettgewebe

Fettzellen AN o
Haarfollikel SchweiBdriise

Abb.1 Dreidimensionale Darstellung der menschlichen Haut

DieEpidermis

Diehumane Epidermisist ein mehrschichtiges, zum Tell verhorntes (keratinisi ertes) Platten-
epithel, das hauptsachlich aus K eratinozyten besteht. Neben den K eratinozyten befinden sich
inder Haut Me anozyten, Langerhanszellen und Merkel zellen, diezusammen jedoch weniger
als5% der Gesamtzellzahl der Epidermisausmachen. Umihre Funktionzu erfillen, d. h. den
K orper gegen aul3ere Einfllisse zu schiitzen, darf die Epidermisbel gewohnlicher Belastung nur
wenig abgenutzt werden und muss zudem die Fahigkeit besitzen, sich zu erneuern. Siemuss
aber auch elastisch genug sein, um die Bewegungen des K érpersnicht zu behindern. Diese
Voraussetzungen werden durch das Sratum cor neum (Hornschicht) erfiillt, einer Deckschicht
austoten Zellen, dieder Epidermisaufliegt. Das abschilfernde Hornmaterial des Stratum
corneums musswahrend der normalen Homoostase der Haut stetserneuert werden. Hierfur
unterliegen die K eratinozyten einem standigen Proliferations- und Differenzierungsprozess
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(Keratinisierung), der die Epidermisin distinkte Schichten unterteilt (Abb.2): Nach der Zdlltei-
lung von Basal zellenim Sratum basal e (Basal schicht), diedie unterste Schicht der Epidermis
bildet, durchlaufen die Keratinozyten in Stratum spinosum (Stachel schicht) und Stratum
granulosum (K érnerschicht) ansteigende Reifegrade bissieletztlichterminad differenziert ds
tote Keratinozyten vom Stratum cor neumabgestof3en werden (Teraki und Shiohara, 1999;
Wehrli et al., 2000).
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Abb.2 Schematische Dar stellung des Aufbaus der menschlichen Haut und L okalisation der differenzierungs-
spezifisch exprimierten Proteine (veréndert nach Bowden et al., 1987)

Im Stratum basal e befinden sich epiderma e Stammzel len, diekontinuierlich proliferieren. Aus
diesen Stammizellen entstehen vor tibergehend tellungsaktive Tochterzel len (*transent amplifying
cells"), diespéter in dieterminale Differenzierung eintreten. Fir jede der Differenzierungs-
schichtenist die Expression bestimmter Proteine charakteristisch, soz. B. Keratin 5und 14 fir
das Stratumbasale. Diese K eratine werden ab dem Sratum spinosum durch Keratinevom
Typ1und 10 ersetzt. Im Sratumspinosumwird zudem das Hulllproteins Involucrin exprimiert.
Alscharakteristisches Protein des Sratumgranulosumtritt Filaggrin sowie unmittelbar un-
terhal b des Stratum corneums das Strukturprotein Loricrin auf.
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Um diese Homoostase der Haut aufrecht zu erhalten, miissen Proliferation und Differenzierung
der Keratinozyten prézise auf einander abgestimmt sein (Fuchsund Green, 1980; Fuchset al .,
1990). Eine Verschiebung dieses Gleichgewichtszugunsten der Proliferation fiihrtim Falleder
Hautkrankheit Psoriasis (Schuppenflechte) zu einer starken Schuppenbildung der Epidermis.
Ander Regulation dieses Gleichgewichtssind neben Zell-Zdll- und Zd I-Matrix-I nteraktionen
auch parakrin wirkende Faktoren beteiligt. Diese Faktoren wirken nicht nur Kompartiment-
spezifisch, sondern sind auch in der Lage, Signal e zwischen Epidermisund Dermisaustau-
schen. Invitro-Studien haben gezeigt, dass I nterleukin-1 (I1L-1), dasvon Keratinozyten pro-
duziert wird, in dermal en Fibroblasten zur Expression von KGF (keratinocyte growth factor)
und GM-CSF (granul ocyte macrophage colony stimul ating factor) fiihrt. Diese Faktoren
wiederum sind an der Regulation des Gleichgewichtsvon Proliferation und Differenzierungin
den K eratinozyten beteiligt, daseinen korrekten Aufbau der Epidermisgewahrl el stet (Szabowski
et al., 2000).

DieDermis

DieDermisgliedert schindas Sratumpapillare (Papillarschicht) und das Stratumreticulare
(Geflechtschicht) (Abb.1). Das Sratumpapillareenthdt Kollagen Typ VII, welchesdieDermis
mit der Basalmembran verankert und damit eine Verbindung zur Epidermisherstellt. Esstellt
ein sehr lockeres Geflige ausrel ativ diinnen K ol lagenfasern und einem Netz aus El astinfasern
dar. Dagegen ist dastiefer angesiedelte Sratumreticularereich an kréftigen Kollagenfaser-
bindelnvom Typ |, die der straffen Bindegewebsschicht die charakteristische Festigkeit ge-
ben. Zahlreiche El astinfasern gewéhrle sten die Zugel adtizitét der Haut sowiedie Riickordnung
des Fasergeflechtesnach Dehnung.

Das Sratumreticulare grenzt in seinem unteren Bereich an die Subkutis. Die Subkutisenthdt
dasam lockersten gebaute Bindegewebe der Dermis, welchesin der Regel vonvielen Fettzel-
len durchsetzt ist. Dieses Fettgewebe dient vor alem alsKdteschutz und Energiespeicher. An
die Subkutisgrenzt eine Schicht aus Sehnen und Muskeln.

Die Dermisbesteht hauptsachlich aus Fibroblasten, diein eine Matrix aus Strukturproteinen
wieKollagen Typ | und I, Elastin und einer amorphen Grundsubstanz auswasserbindenden
Mucopolysacchariden eingebettet sind. Die mei sten Komponenten der dermalen Matrix wer-
den von den Fibroblasten selbst produziert. Neben den Fibroblasten befinden sichinder Dermis
auch Immunzellen wie M akrophagen und Mastzellen, Blutkapillaren und Nervenendigungen
(asUbersichtsartikel: Lever, 1984; Jung, 1995).

DasNetzwerk an Blutkapillaren, dasdie Dermisdurchzieht, sorgt fir die Bereitstellung von
Na&hrstoffen fir die avaskul &re Epidermis sowiefur die Thermoregulation der Haut. Neben
diesen Aufgaben stellt die extrazelluldre Matrix (ECM) der Dermiseinen Speicherplatz fir
Signa mol ekiilewie Wachstumsfaktoren und Zytokine dar, die durch Spaltung von Kompo-
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nenten der extrazel luldren Matrix sehr schnell ausdieser freigesetzt werden konnen. Die Spal -
tung von Matrixkomponenten wird meist von Matrix-M etal | oproteinasen durchgefiihrt. Sowird
z.B. dieBindung desbFGF (basic fibroblast growth factor) an Perlecan, einer Komponente
der ECM der Dermis, durch den Abbau von Perlecan durch MMP-1 und MMP-3 gel 6st und
bFGF kann sein Aktivitét entfalten (Whitelock et al., 1996). bFGF ist ein Wachstumsfaktor,
der unter anderem die Bildung neuer Blutgefél3ein Prozessen wie z.B. der Wundheilung der
Haut timuliert.

DieBasamembran

DieBasalmembran oder Basallaminaist ein Netzwerk ausextrazellulérer Matrix (ECM), das
die Epidermismit der Dermisverbindet. Sie setzt sich aus den Hauptkomponenten Kollagen
Typ1V, Laminin /10, Entactin und Nidogen zusammen. Diesetreten mit Proteoglykanenwie
Perlecan oder Integrinenin Kontakt. Die Organisation der Basalmembran wird durch multi-
funktionelle Aggregationen ihrer verschiedenen Komponenten miteinander bestimmt. Wah-
rend diebasalen K eratinozyten hauptséchlich Gber Integrine mit der Basalmembran verbunden
snd, verankern FibrillenausKollagen Typ V11 die Basalmembran mit dem dermaen Bindege-
webe. Weitere Haftproteine wie Tenascin, Thrombospondin und Fibronektin sind besonders
bei Wachstums- und Regenerationsvorgangen mit der Basalmembran assoziiert (als Uber-
schtsartikel: Quondamatteo, 2003).

2.1.2 Aufbau der M aushaut

In Aufbau und Struktur unterscheidet sich die Maushaut von der menschlichen Haut nur ge-
ringfligig. Die Epidermisder Maushaut ist zwar diinner alsihr menschlichesHomolog, die
Differenzierung der Keratinozyten |8uft jedoch nach demselben Prinzip ab. Man findet in den
einze nen Differenzierungsschichiten diesa ben charakteristischen Proteineexprimiert.

DieEpidermisist in der neugeborenen Mausin vier deutlich unterscheldbare Zellagen unter-
teilt. Zu diesem Zetpunkt hat die Maushaut mit der menschlichen Haut die meisten Gemein-
samkeiten. In den Wachstumsperioden nach der ersten postnatalen WWoche nimmt die Dicke
der murinen Epidermisdeutlich ab. Allgemein gilt bei der Maus, dassdie Epidermisindicht
behaarten Berel chen sehr diinn, in wenig oder nicht behaarten Regionen wie Pfotenballen und
Schwanz deutlich dicker ausgebildet ist. In der Bauchhaut desMenschen werden 5-12 Zel -
lagen registriert wohingegen die behaarte Riickenhaut der Mausmeist nur 3-4 Zellagen auf-
wel . Daher lassen 5 ch dieverschiedenen Differenzierungsschichten der Epidermisinder Maus
lediglich an der stark verhornten Epidermisder Pfotenballen oder der Schwanzhaut detailliert
untersuchen (Militzer, 1982). Der Ubergang von Epidermiszu Dermisist in der humanen Haut
durch leisten- oder kegelformige, basal e Epidermisvorspringe mit dazwischenragenden
Dermidfortséizen gekennzeichnet. Diese Papillenbil dung fihrt zu e ner Oberfl&chenvergrolzerung,
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so dassdie geféld ose, dicke Epidermisdurch Diffusion von Stoffen aus den Blutgefél3en der
Dermisausreichend erndhrt werden kann. Jedinner diebetreffende Epidermisregionist, desto
einfacher und flacher fallen diese Papillen aus. In der diinnhautigen, dicht behaarten Epidermis
der Mausfehlendiese Papillenvallig.

Untersuchungen an M aushaut und menschlicher Haut haben gezeigt, dasssich die Erkenntnis-
se, diean Maushaut gewonnen werden, groftenteilsauf die menschliche Haut Gbertragen las-
sen.

2.2 Wundheilung der Haut

Diewichtigste Aufgabe der Haut ist es, den Korper gegen dieihn umgebende Umwelt zu
schiitzen. Jegliche Verletzung der Haut muss daher moglichst schnell und effektiv besaitigt wer-
den. DieWundheilung der Haut ist ein komplexer biologischer Reparaturvorgang, bei demeine
Vidzahl von Z€lltypen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Proteasen und Bestandtellen der ex-
trazelluléren Matrix zusammenwirken (alsUbersichtsartikel: Martin, 1997, Singer und Clark,
1999) (Abb.3).

Diemeisten Erkenntnisse diesbeziiglich wurden durch Wundheilungsexperimente an der Maus
gewonnen. Dadiese Erkenntnisseweitgehend mit Analysen von histol ogischen Schnitten hu-
maner Wunden korrelieren, ist diefolgende Beschreibung sowohl fir den humanen alsauch
denmurinen Wundheilungsprozess zutreffend.

2.2.1Bildung einesFibrinpfropfes

Den ergen Schritt im Prozessder Wundheilung der Haut stellt die Bildung einesFibrinpfropfes
dar. Er dientinergter Liniedazu, die Blutung, diedurch die Verletzung von Blutgef &3en auftritt,
zu stoppen und die offene Wundfléche vor Verunreinigungen ausder Umwelt zu schiitzen. Der
Fibrinpfropf besteht hauptsachlich aus Thrombozyten (Bl utpl étchen), dieinein Netz ausFibrin-
fasern eingebettet snd. DieFibrinfasern sind dabei aus Spaltung von Fibrinogen durch Throm-
bin entstanden, dasvon aktivierten Thrombozyten sezerniert wurde. Weitere Bestandteiledes
Fibrinpfropfessind Fibronektin, Vitronektin und Thrombospondin. Zusammen bildenseeine
provisorischeMatrix fur dieMigration von Zdlenwahrend der Wundheilung. Die Aktivierung
der Thrombozyten flhrt aul3erdem zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF (platel et-
derived growth factor), IGF-1 (insulin-like growth factor-1), EGF (epidermal growth factor)
und TGF-B1 (transforming growth factor-B1). Die Freigabe der Wachstumsfaktoren durch
die Thrombozyten stel It den aud 6senden Impul sfiir diefolgenden Vorgange der Wundheilung
dar.




2 Einleitung

Fibrinpfropf

| 1 :Macrophage:
Neatrophil T

Platelet
\ plug

s B B
$a 82w 25%

Fibrinpfropf

t-PA
u-PA

MMP=3;2-3

P @0
pLe

Abb.3 Schematische Darstellung des Wundheilungspr ozesses der Haut

(A) Frithe Phase der Wundheilung: Bildung eines Fibrinpfropfesinfolge einer Verwundung. Von Thrombozyten produ-
zierte Wachstumsfaktoren und Zytokine locken inflammatorische Zellen wie M akrophagen und neutrophile Granul o-
zyten in die Wunde. Diese wiederum produzieren zusatzliche Wachstumsfaktoren, die fir den weiteren Verlauf der
Wundheilung essentiell sind. Keratinozyten am Wundrand beginnen ins Wundbett zu migrieren.

(B) Spétere Phase der Wundheilung: Durch Wachstumsfaktoren und Zytokine, die zu Beginn der Wundheilung vor
allem von Makrophagen produziert wurden, sind Fibroblasten und neue Blutgeféi3e in die Wunde migriert und bilden
nun das Granulationsgewebe. Keratinozyten wandern so lange zwischen Fibrinpfropf und Granulationsgewebe ein,
bis die offene Wundeflache mit einer Schicht an Keratinozyten bedeckt ist (verandert nach Singer and Clark, 1999).
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2.2.2 Entziindungsr eaktion

Neutrophile Granul ozyten und M akrophagen werden nicht nur durch die Zytokineund Wachs-
tumsfaktoren angel ockt, die von Thrombozyten ausgeschittet werden, sondern auch durch
Proteolyseprodukte des Fibrins und anderer Matrixkomponenten. Die Hauptaufgabe der
neutrophilen Granul ozyten besteht darin, dieanfangliche Hlut an verunreinigenden Bakterien zu
besaitigen. Neben dieser Aufgabesind seauch eine Qudlefir pro-inflammatorische Zytokine
wie TNF-o (tumor necrosis factor-or) und Interleukine, die als sehr friihes Signal fuir die
Aktivierung von K eratinozyten und Fibrobl asten dienen. Wenige Tage nach Verwundung endet
die Aktivitét der neutrophilen Granul ozyten und sie werden entweder Uber den Wundschorf
nach aullen abgegeben oder von M akrophagen phagozytiert.

DieAufgabe der Makrophagen besteht darin, tbrig gebliebene pathogene Organismen sowie
Z€ll- und Matrixreste zu phagozytieren. Aul3erdem schiitten seeine Vid zahl an Wachstums-
faktoren und Zytokinenin dieWundeausund verstérken dadurch dieanfanglichen Signale, die
von den Thrombozyten und Granul ozyten ausgesendet wurden. Neben TNF-aund IL-1 pro-
duzieren die Makrophagen noch weitere Wachstumsfaktoren wie TGF-31, TGF-o, bFGF,
HB-EGF (heparin-binding epidermd growth factor), PDGFBB und VV EGF (vascular endothdid
growthfactor), die unter anderem die Migration von K eratinozyten am Wundrand und das
Einwandern von Fibroblastenindie Wunde stimulieren.

2.2.3Bildung des Granulationsgewebes

Vor dlem die Wachstumsfaktoren PDGF und TGF-(31 stimulieren die Fibroblasten am Wund-
rand zur Teilung und zur Einwanderung in die Wunde. Hierfir missen die Fibroblasten, die
normalerweisein einer Kollagen-Typ-I-reichen Matrix liegen, ihre Bindung an Kollagen durch
Reduktionihrer Kollagen-Rezeptoren verringern und die Expression von I ntegrinen, diean
Fibrin, Fibronektin und Vitronektin binden kbnnen, vermehren. DesWeiteren miissen sie Pro-
teasen sezernieren, dieihnen die Migration durch dieextrazel lulérer Matrix durch Degradation
von ECM-K omponenten erméglichen.

Die Aufgabe der in den Wundberei ch eingewanderten Fibroblasten besteht hauptséchlich darin,
Komponenten der extrazel lul&ren Matrix wie Fibronektin und Kollagen Typ | fir den Aufbau
des Granul ationsgewebes zu produzieren. Zusammen mit neu in die Wunde einwachsenden
Blutgefél3en und den bereitsim Fibrinpfropf vorhandenen M akrophagen bilden die Fibroblas-
ten das Granul ationsgewebe. Das Einwandern neuer Blutgefélein dieWundewird vor alem
durch die Wachstumsfaktoren bFGF und VV EGF induziert, die von Makrophagen und von den
Endothelzellen der Blutgefalie selbst ausgeschiittet werden. Die einwandernden Blutgefalie
gewéhrleisten eine Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen.
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2.2.4 Reepithelialiserung

Um dieoffene Wundfl&che mit einem neuen Epithel zu bedecken, beginnen die K eratinozyten,
diesicham Wundrand befinden, in die Wunde einzuwandern. Sobald die Wundoberfldchemit
einer neuen Schicht an K eratinozyten bedeckt ist, beenden siedie Migration und bauen ein
neues mehrschichtiges Epithel auf. Wichtige Regulatorenin diesem Prozesssnd EGF, TGF-q,
HB-EGF und KGF.

Die einwandernden K eratinozyten, die wahrend der Homoostase der ruhenden Haut Gber
Integrinefest mit dem Laminin der angrenzenden Basalmembran verbundensind, |6sendiese
Verbindungen. Diesgeschieht durch einen Wechsal im Expressionsprofil der Integrine. Die
K eratinozyten am Wundrand produzieren nun I ntegrine, die bevorzugt mit Bestandteilen der
provisorischen Matrix, wieFibronektin und Vitronektininteragieren. Nachschub fr dieZel len,
dieindieWundeeinwandern, liefern proliferativ aktive K eratinozyten am Wundrand. Umsich
Ihren Weg zwischen dem Fibrinpfropf und der Matrix zu bahnen, miissen die K eratinozyten
Proteasen produzieren, diedie Bestandtelleder extrazel luléren Matrix besaitigen kénnen. Hierbel
spielen sowohl die Serinprotease Plasmin alsauch MM Pseineentscheidende Rolle. Uber das
»toppsigna®, dasdie Keratinozyten dazu bringt, die Migration zu beenden und ein neues
mehrschichtiges Epithel aufzubauen, ist bisher noch nichtsbekannt.

2.2.5Wundkontraktion und Vernarbung

Nach dem Schlief3en der Wunde transformieren einige Fibrobl asten zu Myofibrobl asten, fir
diedie Expressionvon a-Aktin (o-smooth muscleactin) charakteristischist. o-Aktin verleiht
den Myofibroblasten die Fahigkeit, sich und damit die Wunde zu kontrahieren. Zu diesem
Zeitpunkt produzieren die Fibroblasten grofe Mengen anKollagen Typ . Bel dieser Kontrak-
tion werden die K ollagenfasern zu el nem dichten Geflecht zusammengezogen. Imweiteren
Verlauf der Wundheilung verringert sich die Zahl der Fibroblasten durch Apoptoseund eine
Vielzahl an Blutgefél3en bildet sich zurtick. Das so entstandene Narbengewebeist dadurch
gekennzeichnet, dass Kollagen in dichten parallelen Bindeln angeordnet ist. Die
Umstrukturierung desK ollagenswihrend des Ubergangsvon Granul ationsgewebe zum Narben-
gewebehangt dabe sowohl vonener kontinuierlichen Kollagensynthesed sauchvom Kollagen-
abbau ab. Der Abbau der Kollagenfasern wird dabei groftenteilsvon MM Psdurchgefihrt,
dievon Makrophagen, epidermalen Zellen, Fibrobl asten und Endothel zellen produziert wer-
den.

DurchihreNotwendigkeit beim Migrationsprozessvon Zellen wéhrend des Wundhellungs-
prozessesund der Beteiligung an der Umstrukturierung der extrazel lul&ren Matrix kommt den
MM Psinder Wundheilung der Haut eineentscheidende Rolle zu.
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2.3 Matrix-Metalloproteinasen

Neben den oben beschriebenen Prozessen der Wundheilung sind MM Psan vielen weiteren
biologischen Prozessen beteiligt, in denen die Umstrukturierung extrazel lulérer Matrix enewich-
tige Rollespidlt. Solche Vorgange sind zum Beispiel die Embryona entwicklung, dieBildung
und Umstrukturierung von Knochen, die Bildung neuer Blutgefal3e und die Entstehung und
M etastasierung von Tumorzellen (als Ubersichtsartikel: Vu und Werb, 2000; Nelsonet al..,
2000; Sternlicht und Werb, 20014).

2.3.1Eintellungder MM Ps

MM Pssind eine Gruppe von Enzymen, diealle bekannten Protel nkomponenten der extrazel -
luldren Matrix abbauen kdnnen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt besteht die Familieder MM Ps
aus 21 Mitgliedern. Die MM Ps unterscheiden sich sowohl strukturell alsauchinihrer Fahig-
kelit, jewellseine ganz bestimmte Untergruppe an Matrixprotei nen zu spalten.

Urspriinglichwurden dieMM Psaufgrundihrer Substratspezifitét in K ollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysineund Matrilysine unterteilt. Hinzu kamen die membrangebundenen MMPs, die
ebenfallseinee gene Untergruppedarstellten und die, restlichen® MMPs, diekeiner dieser
Untergruppen zugeteilt werden konnten.

NachdemdieListeder Substrate der MM Psimmer weiter zunahm, wurde eine sequenzielle
Nummerierung der MM Ps e ngeftihrt und die M M Pswerden nun aufgrund ihrer Struktur in
enzelneGruppeneingetelt.

Man unterschel det nun acht Gruppen der MM Ps, von denen fiinf sezerniert werdenund drel
membrangebunden vorliegen (als Ubersichtsartikel: Sternlich und Werb, 2001b; Egeblad und
Werb, 2002) (Abb.4).

2.3.2 Struktur der MM Ps

MM Ps haben eine gemeinsame charakteristische Doméanenstruktur. Alle Mitglieder besitzen
diePré&, diePro- und diekatalytische Doméne.

DieN-terminaePr&Domane, das Signal peptid, adressi ert das naszierende Protein wahrend
der Synthese an das rauhe endopl asmati sche Retikulum und kennzeichnet esdadurch al's
Sekretionsprotein. Auf die Pré-Doméanefol gt die Pro-Doméne, diea sinterner Inhibitor dient.
Cysteinreste einer hochkonservierten Sequenz der Pro-Doméne binden an das Zink-1on des
aktiven Zentrumsund halten dadurch das Enzymin eineminaktiven Zustand. In dieser Form
wird das Enzym auch a'sZymogen bezei chnet. Die Aktivierung der Proteaseerfol gt durch das
Aufbrechen der Cystein-Zink-Bindung und dem Abspalten der Pro-Doméne, waszum Frei-
werden des aktiven Zentrums und dadurch zur Uberfiihrung der MMPinihre aktive Form
fuhrt (Van Wart und Birkedal-Hansen, 1999). Diekataytische Doméaneenthdt die Bindestelle

1
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Minimal-domain MMPs. MMP-7 (matri Iysin)
MMP-26
$imple hemopexin-domain-corkaining MMPS MMP-1 (collagenase-1) MMP-10 (stromelysin-2)
SH H  Hemopexin .
STTEEDD o= MMP-3 (stromelysin-t) - MMP-12
3 g MMP-8 MMP-13 (collagenase-3)

Gelatin-binding MMPs
MMP-2 (gelatinase A)

MMP-9 (gelatinase B)

MMP-11 (stromelysin-3)
MMP-28

SH H  Hemopexin

MMP-21

MMP-14 (MT1-MMP) MMP-24
MMP-16 (MT3-MMP)
MMP-15 (MT2-MMP)

MMP-17 (MT4-MMP)
MMP-25

MMP-23

Abb.4 Proteinstruktur der MMPs

MMPs konnen in acht distinkte strukturelle Gruppen eingeteilt werden, von denen flinf sezerniert werden und drei
membrangebunden (MT-MMPs) vorliegen.

Pre=Pr&Doméne, Pro = Pro-Domane, Catalytic = katalytische Doméne, H = Gelenksregion, Hemopexin = Hemopexin-
ahnliche Doméne, Fi = Kollagen Typ I1-bindende Wiederhol ungselemente von Fibronektin, Fu = Furin-Doméne, TM
= Transmembrandoméne, Vn = Vitronektin-dhnliche Doméne, Cy = zytoplasmatische Doméane, GPI =
Glykosylphosphatidylinositol-verankert, SA = , Signalanker” (leitet die MMP zur Zellmembran), CA = Cystein
Array, 1g-like= Immunglobulin-8hnliche Doméne (verandert nach Egeblad and Werb, 2002)

fur Zr?*, dessen Bindung fur die proteolytische Aktivitéat unerlasdichist. Neben diesen Domé:
nen, dieale MM Psgemeinsam haben, besitzen die me sten MM Ps zuséitzlich spezifische Do-
manen, dieflr ihre Eintellung in acht strukturelle Gruppen herangezogen werden.

Sol ch eine spezifische Doméane kann eine Hemopexin-ahnliche Doméane sein, die tber eine
prolinreiche Gelenksregion mit der katal ytischen Doméne verbundenist. Diese Hemopexin-
ahnliche Doméane vermittelt Protein-Protei n-1nteraktionen mit Substraten und den nattrlich
vorkommenden Inhibitoren der MMPs, den TIMPs (tissue inhibitors of matrix
metdloproteinases).

Weitere spezifische Domanen konnen Kol lagen Typ |1-bindende Wiederhol ungsel ementevon
Fibronektin, Transmembrandoménen, Furin-Doménen und Vitronektin-ghnliche Doménen sein,
diefir einzelne MM Ps charakteristisch sind (als Ubersichtsartikel : Nagase und Woessner,
1999).
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2.3.3Regulation der MM P-Aktivitét

Umihre spezifische Funktion erfillen zu kdnnen, miissen MM Pssowohl im richtigen Gewebe
also auch dort an der passenden Stelle vorhanden sein. Der Zeitpunkt und die Mengeihrer
Expressionigt fur die Ausiibung ihrer spezifischen Aufgaben ebenfalsvon grof3er Bedeutung.
Um durch zulange Aktivitét keinen Schadenim Gewebe anrichten zu kénnen, ist ihre Inakti-
vierung nach Ausiibung ihrer Funktion unerlzsdich (alsUbersichtsartikel: Sternlicht und Werb,
2001b).

DieRegulation der MM Pserfolgt auf mehreren Ebenen: (i) Transkription, (ii) Halbwertszeit
der mRNA, (iii) Sezernierung, (iv) Lokalisation, (v) Zymogen-Aktivierung und (vi) Inhibition
der proteolytischen Aktivitét. MM Psbesitzen sowohl spezifischelnhibitoren, die TIMPs, als
auch einige unspezifischelnhibitoren, wiez. B. daso2-Makroglobulin.

Bisher konnten vier Mitglieder der TIMP-Familie (TIMP-1, -2, -3 und -4) beschrieben wer-
den. Seunterscheiden sichinihrer Fahigkelt die Aktivitét verschiedener MM Pszu hemmen.

Einenwichtigen Kontrollmechanismus stellt die Regulation der Transkription der MM Psdar.
Im gesunden Organismuswird die Transkription von MM P-Genen durch eine Rethevon
Zytokinen und Wachstumsfaktoren wieInterleukine, Interferone, EGF, KGF, bFGF, VEGF,
PDGF, TNF-0. und TGF-B induziert (alsUbersichtsartikel: Fini et al., 1998). Eine Stimulation
dieser Genekannjedoch auch durch UV-Bestrahlung und Ereignissen, die Stressinden Zellen
hervorrufen, bewirkt werden. Auch Hormone kdnnen die Expression von MM Psstimulieren.
Sowirdz.B. durch das Parathormon (PTH) und 1,25-Dihydroxy-Vitamin D, die Expression
der interstitiellen Kollagenasein Osteobl asten und osteobl asti schen Osteosarkomzellenindu-
Ziert (Delaisseet al., 1988).

Die oben genannten Wachstumsfaktoren induzieren Signaltransduktionskaskaden, diedie
Aktivierung der Proteinkinase C (PK C) beinhalten und an deren Endpunkt die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 (Aktivatorprotein 1) erfolgt. AP-1 kann entweder aus Homo-
dimeren aus Mitgliedern der Protoonkogenfamilie Jun, oder aus Heterodimeren aus den
Protoonkogenfamilien Fos, Jun und ATF zusammengesetzt sein. In Zellkulturexperimentenist
AP-1 ein potenter Transaktivator der MMP-1 und MM P-3 Expression (Angel und Karin,
1992). Die DNA-Bindestelleim MMP-1-Promotor fir AP-1 ist elne kurze oktamere Se-
quenzATGAGTCA (TRE="TPA responsvedement”, Angel etal., 1987). Dietranskriptiondle
Regulation der MM Ps hangt jedoch nicht nur von der Aktivierung durch AP-1 ab, sondern
z.B. auchvon Mitgliedern der Transkriptionsfaktorfamilie ETS, die an so genannte PEA-3-
Elemente (" polyomavirusenhancer A-binding protein-3") in den Promotoren der MM Pshbin-
den (Wasylyk etal., 1991).
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Die Transkription von MM Pswird durch externe Stimuli auch reprimiert. Substanzen oder
Faktoren, wel che die Expression von MM Pshemmen, sind Glukokortikoide, Retinoide, TGF-
B und Interferon-y. Im Gegensatz zu Glukokortikoiden, welche Uber einedirekte Protein/
Protein-Interaktion zwischen den Glukokortikoiden und AP-1 MM Pshemmt (Jonat et al .,
1990), reprimiert TGF-[3 deren Expression durch einen AP-1 unabhangigen Mechanismus, an
dem ein TGF-B-antwortendes Element (TIE =" TGF-B inhibitory element™) im Promotor
beteiligtist (Edwardset al, 1987; Kerr et al.; 1989, Kerr et al., 1990).

Posttranskriptiond | kann die Aktivitét der MM Psber dieHabwertszeitihrer mRNA reguliert
werden. Sowird z.B. das Transkript von MM P-13 durch den Wachstumsfaktor PDGF und
Glukokortikoide stabilisiert und durch TGF-f3 destabilisiert (Delany et al., 1995; Vincenti et
al. 2001).

Diemeisten MM Pswerden nach ihrer Expression konstitutiv sezerniert. Esgibt jedoch auch
MM Psderen Sezernierung kontrolliert wird. MM P-8 und MM P-9 werden von sich differen-
Zierenden Granulozyten in spezifischen Granulagespeichert und infolge der Aktivierung der
Granulozyten durch inflammatorische M ediatoren freigesetzt (Hasty et al., 1990; Saarid ho-
Kereetal., 1995).

DieL okalisation der MM Psim Gewebe spielt fur die Austibung i hrer spezifischen Aktivitét
einewichtige Rolle. Die Mechanismen, diezur exakten L okalisation der MM Psfuhren, bein-
halten (i) die Expression von membrangebundenen M T-MMPs, (ii) die Bindung von MM Ps
and Zelloberflachenrezeptoren, (iii) das Vorhandensein von Zell oberflachenrezeptoren von
EnzymenwieuPA, Plasminund Thrombin, dieMMPsaktivieren konnen und (iv) dieK onzen-
tration von MM Psan perizelluléaren Komponenten der extrazelluldren Matrix.

Nach ihrer Sezernierung liegen die MMPs in ihrer inaktiven Proform vor. Ein weiterer
Regulationsmechanimusbestent in deren Aktivierung. Ein Beispid hierfir ist die Aktivierung
der MMP-2. MT1-MMPliegt zuerst ininaktiver Form gebunden an den Inhibitor TIMP-2
vor. Nach Anlagerung von pro-MMP-2an TIMP-216st sich TIMP-2 vonder MT1-MMP
und diesekanninihrer aktiven Form einen grof3en Teil der Pro-Domanevon MM P-2 spalten.
Der Rest der Pro-Domanewird von bereits aktiver MM P-2 abgespalten, was schliefdlich zur
Aktivierungvon MMP-2fihrt (Stronginet al., 1995).

2.3.4 DieWirkungsweiseder MM Ps

MM Pswirken nicht nur dadurch, dass sie Komponenten der extrazelluldren Matrix abbauen.
Neben dieser direkten Wirkungsweisekonnen MM Psauch indirekt das Verhatenvon Zellen
beeinflussen. Diese Mechanismen beinhaten die Verénderung von Zdll-Z€ll- und Z€ll-Matrix-
I nteraktionen, die Aktivierung oder I naktivierung von Rezeptoren und anderen Zell oberfldchen-
proteinen und das Frei setzen oder Abbauen von Wachstumsfaktoren und anderen Signal -
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molekiilen (als Ubersichtsartikel: Sternlicht und Werb, 2001b) (Abb.5). Sowird z.B. durch
das Spalten desECM-Molekiils Decorin durchdieMMPs—1, -2, -3, -7 und—-9 dasanihm
gebundene TGF-f freigesetzt (Imai et al., 1997).

Abb.5 Wirkungsweisen der MM Ps

MMPs wirken nicht nur durch Abbauen von Komponenten der extrazelluldren Matrix, sondern auch durch [1]
Verandern von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, [2] durch Aktivieren oder Inaktivieren von Rezeptoren und
anderen Zell oberflachenproteinen und [ 3] durch Freisetzen oder Abbauen von Wachstumsfaktoren und anderen Signal -
molekilen (verandert nach Sternlicht and Werb, 2001b).

MM Pskonnen jedoch nicht nur Molekile, diemit Komponenten der extrazel luldren Matrix
assoziiert Sind, freisetzen, sondern auch Molekiile, diean der Oberfléachevon Zdlen gebunden
sind. So kann MM P-3 den an die Zéell oberflache gebundenen Heparin-bindenden EGF-&hnli-
chen Wachstumsfaktor (HB-EGF) durch seine Spatung freisetzen (Suzuki et al., 1997). Dabei
kann das Frei setzen von Mol ekilen von der Zelloberflache nicht nur zu Aktivierung eines
Molekulsfihren, sondern auch zur Hemmung eines bereits aktiven Molekils. Sowird die
Mengean aktivem FGF dadurch reduziert, dass der FGF Rezeptor durch MM P-2 gespalten
wird und der frelgesetzte Rezeptor an FGF bindet und FGF dadurch inaktiviert wird (Levi et
al., 1996)

DesWeiteren konnen MM Psparakrine Signa e durch die I naktivierung von Signalmol ektilen
oder der Inaktivierung von Protei nen, die an Signal mol ektilen gebunden sind, beeinflussen.
Angiotensin| und I1, Bradykinin und Substanz P kdnnen von MM Ps gespal ten werden und
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verlieren dadurch ihre physiol ogische Wirkung (Woessner und Nagase, 2000). Im Gegensatz
dazu erhoht die Spaltung von I nsulin-8hnlichen Wachstumsf aktor-Bindeproteinen (IGFBP) die
Verflugbarkeit von IGF (Fowlkeset al., 1999).

EinewetereM 6glichkeit von MMPs, auf das Verhalten von Zellen einzuwirken, ist das Spd -
ten von Nicht-Matrixproteinen, diedadurch ihre Funktion verlieren, ihre Spa tproduktejedoch
vollkommen neuebiologische Aktivitéten besitzen. Ein Beispiel daftir sndMMP-2,-7,-9und
-12, diePlasminogen spaten. Durch die Spaltung verliert Plasminogen seine Wirkung und es
entsteht der Angiogenese-1nhibitor Angiostatin (Patterson und Sang, 1997; O'Relilly et al.,
1999).

2.3.5MMPsin physiologischen Prozessen

Aufgrund dieser vidfétigen Wirkungsmechanismenist esnicht verwunderlich, dassMMPsin
vielen physi ol ogischen Prozessen einewichtige Rolle spiden. Erkenntnisse tber die Funktio-
nen der MM Psin diesen Prozessen haben Studien gegeben, inwelchen MM Psgenerel | oder
In spezifischen Geweben transgen exprimiert wurden oder ihre Funktion ausgeschaltet wurde.
Bel den Vorgangen, in denen MM Pswichtige Aufgaben erfiillen handet esschumdieMigra-
tionvon Z€len, die Entwicklung von Gewebemorphol ogie, die Knochenentwicklungunddie
Wundheilung der Haut (als Ubersichtsartike: VVu und Werb, 2000). Diebisher bekannten Funk-
tionen der MM Psin diesen Prozessen sind im Folgenden beschrieben.

MigrationvonZdlen

MMPssind fir dieMigration von Zellen von Bedeutung, insbesonderevon Zelleninnerhab
der extrazdlularen Matrix. FUr ihreMigration stellt dieextrazelulare Matrix en Hindernisdar,
dasdurch dieproteolytische Aktivitdt von MM Ps beseitigt werden kann. Aul3erdem miissen
diese Zdlenihren Phénotyp von einem adhérenten zu e nem migrierenden wechseln. Dashel [,
siemuiissen Komponenten des Zytoskel ett produzieren, die die Zel lbewegung gewahrleisten.
Weiterhin mussdie Zusammensetzung der Oberflachenmolekiile, diemit der extrazelluldren
M atrix in Verbindung stehen, gedndert werden (als Ubersichtsartikel: Sternlicht und Werb,
2000).

So spielen MMPsz. B. beim Einwandern von Trophoblastenin das mutterliche Gewebeene
Rolle. Sowohl in Mausen dieden TIMP-1 Uberexprimieren d sauchin Méusen, diemit einem
Inhibitor fir Metalloproteasen behandelt werden, kommt es mangels Migration von
Throphoblasten zu Defekten in der Entwicklung der Plazenta (Alexander et al., 1996).

Waeiterhinist bekannt, dassM M Psbeim Wandern von Endothel zel len wéhrend der Angiogenese
sowie beim Rekrutieren von Osteoklasten an die K nochenoberflache wahrend des K nochen-
umbausbeteiligt sind (Fisher et al., 1994; Hiraokaet al., 1998; Sato et al., 1998).
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Gewebemorphologie

Ein weiterer Vorgang, in dem die MMPs eine wichtige Rolle spielen, ist die Gewebe-
morphogenese. Sowird z.B. fir das Entstehen von Verzweigungen des Nierenepithelsdie
Aktivitét von Proteasen benttigt. In Organkulturen konnte gezeigt werden, dassesbel Be-
handlung von Nierengewebe mit M T 1-M M P-Antisense-Oligonukl eotiden zur Reduktion der
Mengean M T1-MMPund parallel dazu zu einer verringerten Ausbildung der Verzweigungen
desNierenepithelskommt (Kanwar et al., 1999).

Auchfur die Entwicklung der weiblichen Brustdriisen sind die MM Psunabdingbar. So zeigen
z. B. Stromdysin-1-defiziente M duse e ne gestorte Entwi cklung der Brustdriisen (Vu und Werb,
2000).

Knochenentwicklung

MM Pssind ebenfallsin der Knochenentwicklunginvolviert. Sofuhrt ein gezieltesAusschaten
von MMP-9in der Mauszu einem Defekt in der endochondralen Knochenbildung (Ersetzen
von Knorpel - durch Knochengewebe) (Vu et al., 1998). Mause mit diesem Defekt akkumu-
lieren hypertrophes Knorpelgewebein der Knochenwachstumszone. Dieser Defekt ist auf ein
gestortes Einwachsen von Blutgefél3en in das hy pertrophe K norpel gewebe zuriickzuf tihren.
Die Expression der MM P-13 in hypertrophen Chondrozyten und Osteobl asten wéhrend der
Embryonal entwicklung und im adulten Knochen 1&sst auf eine Funktion dieser MM Pin der
Bildung und Umstrukturierung des Knochens schlief3en (Gack et al., 1995; Tuckermann et
al.; 2000).

Wundheilung der Haut

Bel der Wundheilung der Haut handelt essich um einen Umstrukturierungsprozess, indemdas
verletzte Gewebe besaitigt und durch neues Gewebe ersetzt wird. Hierbel spielt auch dieMi-
gration verschiedener Zd Itypen ein wichtige Rolle. Fir beide Prozesseist ein proteol ytischer
Abbau extrazelluldrer Matrix notwendig. DassMatrix-M etalloprotei nasen dabei eine bedeu-
tende Rolle spielen konnen, |&sst sich ausihrem spezifischen zeitlichen und raumlichen
Expressionsmuster ableiten. So werden MM P-13 und MM P-9 exklusiv von K eratinozyten
exprimiert, diesich an der vordersten Front desin die Wunde einwandernden Epithelsbefin-
den(Lund et al., 1999). Eine Expression von MMP-13 kann gelegentlich auch in einzelnen
Zdllen desGranul ationsgewebes gefunden werden, wohingegen MM P-2, MMP-11und M T1-
MM P ausschliefdichin Fibrobl asten des Granul ationsgewebes unterhal b des einwandernden
Epithelsexprimiert werden (Lund et al ., 1999). Zu spéteren Zeitpunkten wird die Expression
dieser drel Proteasenvor dlemin Fibroblasten-8hnlichen Zellen direkt unterhalb der neu gebil-
deten Basalmembran beobachtet. MM P-12 findet man in Makrophagen unterhalb desFibrin-
pfropfesexprimiert. In anderen Studien konntefir MM P-3und MM P-10 ebenfallseine Pr&
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senzin Keratinozyten am Wundrand gezeigt werden (Madlener et al ., 1998). Hier wurdedie
Expressonvon MMP-9vor dleminmakrophagen-ahnlichen Zellen des Granul ationsgewebes
gefunden.

Neben der rein deskriptiven Express onsandysekonntefir einigeMM Psauch einespezifische
Funktion bel der Wundheilung nachgewiesen werden. In MM P-3-defizienten M&usen scheint
der Defekt in der Kontraktion der Wunden dieser Mé&use auf elnefehlerhafte Organisation
enesdurch Fibrobl asten gebil deten Aktinfilamentnetzwerks zurtickzufihren zu sein (Bullard et
al., 1999). Der Verlust der MMP-9fihrt in der Wundhellung der Korneazu elnem beschleu-
nigten Wundschluss, der auf einegesteigerte Replikationsrate der Keratinozyten am Wundrand
zuriickzufihrenist (Mohan et al., 2002).

Ineiner Maus, inder die humanen Kollagenase-1 (MMP-1) in Keratinozyten Gberexprimiert
wird, kommt esnicht zu einem erwarteten beschl eunigten, sondern zu einem verlangsamten
Wundschluss(Pilcher etal., 1997). InM&usen, in denen einmutiertesK ollagen Typ I-Mol ekl
exprimiert wird, dasvon K ollagenasen nicht mehr gespaltet werden kann, kommt esebenfals
zu einem verzogerten Wundschluss (Beare et al ., 2003). Diese beiden Befunde zeigen, dass
sowohl einverstérkter asauch ein gehemmter Abbau von extrazel lulérer Matrix sich negativ
auf den Wundschlussauswirkt.

Die Expression der MMP-13 sowohl an der vordersten Front der Keratinozyten, dieindie
Wunde einwandern alsauch in einzelnen Zellen des Granul ationsgewebes| asst einewichtige
Rolledieser MMPim Prozessder Wundheilung vermuten. MM P-13 konnteim Prozess der
Reepithelialiserung, in dem extrazellulére Matrix gespalten werden muss, um K eratinozyten
dieMigration zu ermdglichen, sowiein der Umstrukturierung der neu gebildeten kollagen-
reichen Matrix eineentscheidende Rollespielen.

2.4 Matrix-Metalloproteinase-13

MMP-13, auch K ollagenase-3 genannt, wurde zunéchst in der Maus und der Ratte charakte-
risiert (Henriet et al., 1992; Gack et at., 1994). Sieist homolog zur menschlichen MMP-13,
diemit Hilfee ner humanen Brustkrebs cDNA-Bibliothek kloniert wurde (Freijeet al., 1994).
InBrustkarzinomenwird MM P-13in den Tumorzellen undin einzelnen Falen auchin benach-
barten Bindegewebszedllen exprimiert (Freijeet al., 1994).

Das humane mmp-13 Genist 12,5 kbp lang und gliedert sich in 10 Exons und 9 Introns
(Pendaset al., 1997). Esbefindet sich zusammen mit mehreren anderen MMPs(MMP-1, -7
—8.-3,-10, -12 und 20) auf Chromosom 11q (Pendaset al., 1995). Aufgrund dieser gemein-
samen Lageim Genomwird auf einegeme nsame evolutiondre Herkunft dieser Genegeschlos
sen. Die Expression der MMP-13 flihrt zu einem 2,7 kbp langen Transkript, dasfir ein471
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Aminosauren umfassendes Protein kodiert (Pendas et al., 1997). Mit der Kollagenase-1
(MMP-1) und der Kollagenase-2 (MM P-8) stimmt die MMP-13 in mehr a's50% ihrer Se-
quenz Uberein.

Inder Maus, in der MM P-13 asdasfunktionelle Homol og zur menschlichen MM P-1 angese-
henwird, stellt MM P-13 dieeinzigeinterstitielle Kollagenase dar. [ hr Gen liegt auf Chromo-
som9inder Region A1-A2 (Schorpp et al., 1995). Groéfde und Exon-Intron-Struktur unter-
scheiden sich von der humanen MM P-13 nur geringfgig.

2.4.1 Proteinstruktur der MM P-13

Neben der mit allen MM Ps gemei nsamen charakteri stischen Doménenstruktur, diedie Pr&
Domane, die Pro-Doméne und die katal ytische Doméane umfasst, besitzt dieMMP-13 eine
Hemopexin-ahnliche Domaéne, die tiber eine prolinreiche Gelenksregion mit der katal ytischen
Doméneverbundenist (Abb.6). Diesezusétzliche Doméane vermittelt Substratspezifitéat und
stellt die Bindestelle der natiirlich vorkommenden [ nhibitoren der MMPs, den TIM Psdar.

S‘H H Hemopexin
@ Pro X Catalytic |Zn f\/:@:g:)
S————S

Abb.6 Proteinstruktur der MMP-13
Pre=Pr&Doméne, Pro = Pro-Domaéne, Catalytic = katalytische Doméne, H = Gelenksregion, Hemopexin = Hemopexin-
dhnliche Doméne

2.4.2 Regulation der Transkription der MM P-13

DieExpression der MM P-13 kann durch Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Zell-
Matrix-Interaktion beeinflusst werden.

Eine hohe konstitutive Expression der MMP-13 konnte in Osteosarkomen und
Chondrosarkomen beobachtet werden, wasauf eine Rollein der Bildung von Knochentumoren
hindeutet (Gack et al., 1995; Grigoriadiset al., 1995). Diese Expression der MMP-13 nimmt
sowohl invivo dsauchin kultivierten priméren Knochenzellen und Osteosarkomzellen durch
das Parathormon (PTH), einen Hauptregulator der Kalziumhomoostase, deutlich zu
(Selvamurugan et al., 1998; Porteet al., 1999; Winchester et al., 2000). Fir die Reaktion auf
dasvon PTH ausgel 0st Signal ist ein Bereich im Promotor des mmp-13 Gens unbedingt not-
wenig, der einekonservierte AP-1-Bindestelle (TRE) und ein Osteobl asten-spezifisches Ele-
ment 2 (OSE2) enthdt (Selvamurugan et al., 1998; Porteet al., 1999), wobei das OSE2 von
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Mitgliedern der Cbfa/Runt Transkriptionsfaktor-Familie erkannt wird. Die K ooperation von
bel den Elementenist absol ut notwendig fir die maximal e PTH-abhangige Aktivierung des Pro-
motors. In Ubereingtimmung damit ist die Expression von MM P-13in c-Fos-defizienten M &u-
senreduziert undin Chbfal-defizienten Embryonen voll sténdig ausgeschaten (Porteet al., 1999;
Jmenez et al., 1999). Die Erhdhung der transkriptionellen Aktivitiét von MMP-13 alsAnt-
wort auf eine PTH-Behandlung erfol gt dabei infolgeeiner direkten Interaktion der Cbfa/Runt
Proteinemit AP-1 (Hesset al., 2001).

Neben Hormonen wie PTH regulieren auch Wachstumsfaktoren die Expression der MM P-
13. Sohemmt, IGF-1 und -2 diedurch Interleukin-1 und Oncostatin M induzierte Expression
von MM P-13in humanen artikul&ren Chondrozyten (Hui et al., 2001). Auf der anderen Seite
Induzieren die Wachstumsfaktoren PDGF und bFGF die Transkription von MMP-13, indem
siedieBindung von cFos, FosB, Fra-2, ¢-Jun und JunB an das TRE desMMP-13 Promotors
stimulieren (Rydzid et al., 2000; Varghese et al ., 2000).

TGF-Blist ein Beispid fur einen Wachstumsfaktor, der sowohl inhibierend, dsauch stimulie-
rend auf die Expression von MMP-13 wirken kann. In Osteoblasten hemmt TGF-1 seine
Transkription und verkirzt die Hal blebenszeit der mRNA (Rydziel etal., 1997). Auf der an-
deren Seitestimuliert TGF-B1 die Expressionvon MMP-13in humanen KM ST Fibroblasten
(Uriaetal., 1998).

Neben Hormonen und Wachstumsfaktoren kénnen auch Zytokine auf die Transkription von
MMP-13wirken. Die Expression von MMP-13 kann insbesondere durch Interleukin-1 und -
6 sowiedurch TNFo induziert werden (Kusano et al., 1998; Borden et al., 1996). Esgibt
Hinweise darauf, dassdie Expressionvon MMP-13in Fibroblasten, diesichin der Ndhevon
Brustkrebszellen befinden, durch IL-1ocund IL-1f induziert wird (Uriaet al., 1997).

In Abhéngigkeit von extrazel lul&ren Bedingungen kdnnen auch Integrine die Expression von
MM P-13 beeinflussen. Sowird die Expressonvon MMP-13 durchein Signal, dasdurch den
Kontakt von o:131- und 23 1-1ntegrin mit dreidimensionalem K ollagen ausgel 6st wird, indu-
Ziert (Ravanti et al., 1999).

2.4.3Regulation der proteolytischen Aktivitat der MM P-13

Eine Aktivierung von MM P-13 durch die proteol ytische Abspaltung der Pro-Doménekann
durchMMP-3, MT1-MMP und MM P-2 geschehen, wobei MM P-2 die Aktivierung durch
MT1-MMP potenzieren kann (Knauper et al., 1996a; Knauper et al., 1996b). Neben den
MM Pskann MM P-13 auch durch die Serinprotease Plasmin aktiviert werden (Knaduper et
al., 1996b).

Ebenso ist MMP-13 selbst in der Lage, andere MM Ps zu aktivieren. Soist bekannt, dass
MM P-13 das Pro-MMP-9in seine aktive Form spalten kann (Knéuper et al., 1997).
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EineHemmung der Aktivitdt von MM P-13 erfol gt durch dieInteraktion mit TIMPs. Dabel
hemmt TIMP-3dieMMP-13 effizienter lsTIMP-1. TIMP-1 seinersaitshemmt jedoch mehr

asfinf Mal effektiver als TIMP-2 (Knéuper et al., 1996a).

Eineweitere negative Regulation der MM P-13 stellt ihre Bindung an einen Rezeptor dar, die
zur Interndisierung und zuihrer intrazel lul&ren Degradation fuhrt (Walling et al., 1998, Barmina
et al., 1999).

2.4.4 Substrateder MM P-13

Biochemische Anaysen mit rekombinatem MM P-13 haben gezeigt, dassMMP-13 dienative
Hdix vonfibrillarem Kollagen spaten kann, wobe Kollagen Typ Il am effizientesten gespdten
wird. Die Spaltung resultiert dabei in den typischen % und %2 Fragmenten. Etwasweniger
wirksam spaltet MM P-13Kollagen Typ . Kollagen Typ [ 11 wird von MM P-13 am schlech-
testen abgebaut (Freijeet al., 1994; Knéuper et al., 1996a; Mitchell et al., 1996).

Zusétzlich zu seiner Fahigket, fibrill&resK ollagen zu spalten, iss MMP-13inder Lage Gelatin
abzubauen, was darauf hindeutet, dass M M P-13 auch am weiteren Abbau des Spal tproduk-
tesvon Kollagen beteiligtist (Knauper et al., 1996a). Weitere Substratanal ysen ergaben, dass
MM P-13 das Proteoglykan Aggrecan ebenso wieweitere extrazel luléren Matrixproteinewie
Perlecan, Tenascin C, Fibronektin, Fibrillinund Typ IV, IX, X und X1V Kollagen spalten kann
(Fosang et al., 1996; Knéauper et al., 1997; Ashworth et al., 1999).

MM P-13 kann durch seine Aktivitét neben dem Abbau von K omponenten der extrazel luléren
Matrix auch durch das Freisetzen von bioaktiven Substanzen wirken. So ist z.B. das
Proteoglycan Perlecanist in der Lage, bFGF zu binden. Die Spaltung von Perlecan durch
MMP-13 fuhrt zur Freisetzung von bFGF und dadurch zur Forderung der Angiogenese
(Whitelock et al., 1996).

Die Spatung von Fibrinogen durch MM P-13 verhindert sein,, self-assembly* und dadurch die
Entstehung von grofen Protofibrillen und Fibrinfasern. Dadurch kann durch die Aktivitét von
MM P-13 die Gerinnungsaktivitét von Thrombin um biszu 50% reduziert werden (Hiller et al .,
2000).

Neben Komponenten der extrazelluléren Matrix kann MM P-13 die Serinproteasen o.2-
Antichymotrypsin und den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI)-2 spaten und damit inakti-
vieren (Knauper et al., 1996a).

2.4.5Expression der MM P-13in physiologischen und pathologischen Prozessen

Einebedeutende Rollewird der MMP-13vor dlem bei der Bildung und Umstrukturierung von
Knorpel- und Knochengewebe zugeschrieben. Die MMP-13 wird in hypertrophen
Chondrozyten und Osteobl asten wéhrend der Embryonal entwicklung und im adulten Knochen
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exprimiert (Gack et al., 1995; Tuckermann et al., 2000; Stahle-Backdahl et al., 1997,
Johansson et al., 1997a). Aufgrund dieser Expression wird fir MMP-13 eine Funktionin der
endochondralen Verkndcherung und dem Umbau von K nochengewebe angenommen..

MM P-13-Expression kann auch in vielen verschiedenen Tumoren beobachtet werden (als
Ubersichtsartikel: Leeman et al., 2002). In Brustkrebswird MM P-13 sowohl von Zellen des
Brustkrebsgewebesexprimiert, dsauchineinzelnen Fdlen von Zel len desumliegenden Binde-
gewebes (Freijeet al., 1994). In Studien Uber Plattenepithelkarzinome desK opf-Hals Be-
reichskonnte die Expression von MM P-13 mit der Aggressivitét des Tumorsin Verbindung
gebracht werden (Etoh et al., 2000). Expressonvon MMP-13 konntehier vor dlemin Zelen
nachgewiesen werden, die sich an der ins Gewebe einwandernden Front befinden (Johansson
etal., 1997b). In Meanomen wird MM P-13 hauptséchlichin Tumoren exprimiert, dieeinen
hohen Grad an Invasivitét aufweisen. Auch hier wird MM P-13 an der einwandernden Front
exprimiert (Airolaetal., 1997, Airolaet al., 1999). In Chondrosarkomen zeigen alle bdsarti-
gen Kollagen-bildenden Tumore MM P-13-Expression (Uriaet al., 1998).

Neben der Expressionim Knochengewebe und in Tumorgewebenwird dieMMP-13inWun-
den der Haut exprimiert (Madlener et al., 1998; Lund et al., 1999). Eine Expression der
MMP-13 zeigt Sich hier in Keratinozyten, die nach der Verwundung der Haut vom Wundrand
ausindieWundewandern, um dasoffeneWundgewebemit e ner neuen Schicht an K eratinozyten
zu bedecken. Nachdem die Wunde geschlossenist, wird die Expression der MM P-13 von
Keratinozyten eingestellt. | hre Expression kann ab diesem Zeitpunkt in einzelnen Zellen des
Granul ationsgewebes nachgewi esen werden. Dieses Expressionsmuster und die Fahigkeit der
MMP-13fibrill&resK ollagen zu spaten|&sst e newichtige Funktion der MM P-13im Prozess
der Wundheilung vermuten. Die Untersuchungen, diein dieser Arbeit an e ner mmp-13 knock-
out Mausdurchgeftihrt wurden, sollten helfen, diese Funktion der MM P-13 auf zukl&ren.

2.5 "Knock-out" Mause als Tiermodell

Untersuchungen an humanen Geweben kénnen bisher nur Momentaufnahmen liefern, da
Gewebeneubildungenim Menschen | ediglich an autol ogen Hauttrangpl antaten und nach chirur-
gischen Eingriffen analysiert werden knnen. Neueimmunol ogische, biochemische und
mol ekul arbi ol ogi sche Techniken geben sait kurzem bel Problemwunden durch die Analyseder
Wundflissigkeit Aufschluss Uber das Vorhandensain einzelner Zellen bzw. Faktoren, diean der
Wundheilung betelligt snd. Funktiondle Ablaufemultifaktoridler Prozessewieder Wundheilung
konnen jedoch nur durch Untersuchungen an Tiermodel len aufgeklart werden. Nur ausUnter-
suchungen an knock-out M ausen, konnen Erkenntnisse Uber die Funktion bestimmter Proteine
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im lebenden Gesamtorgani smuserlangt werden. Aus Erkenntni ssen Uber die Konsegquenzen
des Verlustes eines bestimmiten Proteinskonnen Riickschlisse auf seine physi ol ogische Funk-
tion gezogen werden.

Ausdiesem Grund wurden die Untersuchungen zur Funktion der MM P-13in der Embryonal-
entwicklung und der Wundhellung der Haut mit Hilfeeiner mmp-13 knock-out Mausdurchge-
fuhrt.

Diese mmp-13 knock-out Maus, mit deren Hilfedie Rolleder MMP-13 in der Wundheilung
untersucht werden sollte, wurde mit Hilfe des Cre/lox-Systems generiert. Beim Creflox-Sys-
temwird durch gezielte Rekombination ein Stlick DNA ausdem Genom entfernt. Die Rekom-
bination findet dabei zwischen zwei so genannten |oxP-Sequenzen (locus of X-ing over of
bacteriophage P1) statt. EineloxP-Sequenz ist eine 34 Basenpaar (bp) lange Sequenz, die
sichauszwel 13 bp langen Wiederhol ungssequenzen zusammensetzt, diein umgekehrter Ori-
entierung zu einander angeordnet sind. Diese Wiederhol ungssequenzen sind durch einen 8 bp
langen asymmetrischen Spacer voneinander getrennt (Abb.7) (Sauer et al., 1993).

13bp 8bp 13bp
ATAACTTCGTATA- GCATACAT- TATACGAAGTTAT

Abb.7 loxP-Sequenz

Die 34 bp lange Sequenz setzt sich aus zwei 13 bp langen Wiederholungssequenzen, die in umgekehrter Orientierung
zu einander angeordnet sind, zusammen. Diese Wiederholungssequenzen sind durch einen 8 bp langen asymmetrischen
Spacer von einander getrennt.

Die Rekombinase Cre (" cyclization recombination”), eine 38 kDagrof3e Rekombinase des
Bakteriophagen P1, bindet an diese Wiederhol ungssequenzen der |oxP-Sequenzen und kata-
lysiert die Rekombination zwischen den 8 bp langen Spacersequenzen zwel er |oxP-Sequen-
zen. Sind die beiden |oxP-Sequenzen in dersel ben Orientierung indie DNA eingefuigt, wird
der Bereich zwischen den bel den |oxP-Sequenzen alskoval ent geschl ossener Ring entfernt
(Abb.8) (Sauer et al., 1993).

UmeneMaudiniezu generieren, inder ein Genmit Hilfedes Cre/l ox-Systems gewebespezifisch
ausgeschdtet i, miissen zuerst zwel verschieden Maudinien hergestd lt werden: (i) eineMaus-
linie, inder |oxP-Sequenzen essentielle Telle des betreffenden Gensso flankieren, dasssiedie
Funktion des Gensnicht beeinflussen. Ein solchesGenwird dannas"gefloxtes’ Alld (flankiert
von |oxP-Sequenzen) bezeichnet; (ii) eineMaudlinie, in der die Rekombinase Cre unter der
Kontrolle eines gewebe- oder entwicklungsspezifischen Promotorsexprimiert wird. Nach
Verpaarung beider Maudlinien kommt esin den Nachkommen, diedasgefloxte Allel tragen
und diegleichzeitig die Cre-Rekombinasein einem Gewebe oder Zelltyp exprimieren, dort
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d
A

a
‘t } = lox-Stelle (34 Bp)
a ’ C

Abb.8 Entfernen eines DNA-Stiicks mit Hilfe des Cre/lox-Systems

Mittels Rekombination wird die DNA zwischen zwei |oxP-Sequenzen (b), die in derselben Orientierung in die DNA
eingefigt wurden, al's kovalent geschlossener Ring entfernt. Diese Rekombination wird durch die Cre-Rekombinase
katalysiert.

zum Verlust der DNA zwischen den eingef tigten | oxP-Sequenzen. | st die Maushomozygot fir
dasgefloxte Allel, sofuihrt daszum vollstandigen Verlust des Genproduktes (, knock-out*) im
betreffenden Gewebe oder im betreffenden Entwicklungsstadium (Abb.9) (Sauer et al., 1993).

Cre
Expression

Abb.9 Herstellung einer gewebespezifischen knock-out Maus mit Hilfe des Cre/lox-Systems

Ein gewebespezifischer knock-out eines Gens mit Hilfe des Cre/lox-Systems wird durch die Verpaarung einer Maus-
linie, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors exprimiert, mit einer Maus-
linie, diedas betreffende gefloxte Allel tréagt, erreicht. In Nachkommen, die homozygot fur das gefloxte Allel sind und
gleichzeitig die Cre-Rekombinase exprimieren, kommt es zum vollstdndigen Verlust des Genproduktesim betreffenden
Gewebe.
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Zur Untersuchung der Rolleder MM P-13 in der Wundheilung wurde durch den Einsaiz ver-
schiedener Cre-Maudlinien eine Maudlinie hergestellt, inder die MM P-13 spezifischin der
Epidermisder Haut ausgeschaltet werden sollte, und eine, in der die Funktion des mmp-13
Gensin alen Geweben wahrend allen Entwicklungsstadienfehlen sollte.

Mit der Epidermis-spezifischen mmp-13-knock-out Maus sollte e ne mdgli che Funktion der
MMP-13im Prozess der Wundheilung untersucht werden, die spezifisch auf ihre Expression
wéhrend dieses Prozessesin der Epidermiszurtickzufihrenist.

Der Vergleich von Erkenntnissen ausWundheilungsexperimenten, diean der Maudinie, inder
MMP-13indlen Geweben fehlt, geawonnenwerden, mit denen aus\Wundheilungsexperimenten,
diean der Epidermis-spezifischen mmp-13-knock-out Mauserzielt werden, sollte Aufschluss
Uber weitere Funktionen der MM P-13 im Prozess der Wundheilung geben, dienicht im Zu-
sammenhang mitihrer Expressioninder Epidermisstehen. Zudem solltedievallsténdige mmp-
13-knock-out Maus Informationen dartiber liefern, welche Funktion die MM P-13 wéahrend
der Embryonal entwicklung austibt, fr die bisher eine Express on ausschliefdich im Knochen
nachgewiesen werden konnte.

2.6 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion der MM P-13 in Prozessen untersucht werden,
indenen bisher lediglichihre Expression nachgewiesen werden konnte. Zum einenwird die
MM P-13 in embryonaem und adultem K nochen in hypertrophen Chondrozyten und Osteo-
blasten exprimiert und zum anderen findet eine Induktion der Expression der MM P-13inder
verwundeten Haut in K eratinozyten direkt am \Wundrand statt.

Durchdie Herstellung einer MM P-13-defizienten Mauswurde ein Untersuchungsmodel | ge-
schaffen, anwelchem die Funktion der MM P-13in der Embryonal entwicklung und der Wund-
heilung der Haut direkt am lebenden Organismus untersucht werden konnte. Der Vergleich
dieser Prozessein MM P-13-def zienten M &usen mit Kontrollméusen sollte Aufschluss Gber
die K onsequenzen des Fehlens dieses Enzymsim Gesamtorganismus auf diese Prozessege-
ben.
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3Material und M ethoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Bezugsquellen

AllgemeingebréuchlicheChemikaien
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs

SpezidleChemikdien

Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt
B-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg
Bromphenolblau Serva, Heidelberg

2 -Desoxynukleosid-5"-Triphosphate Roche, Mannheim
Dextransulfat Sigma, Deisenhofen
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Di-Natriumkarbonat Merck, Darmstadt
DMSO Merck, Darmstadt
EDTA Merck, Darmstadt
Entellan Merck, Darmstadt
EosnB Sigma, Deisenhofen
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Formamid Merck, Darmstadt
Glyzin Merck, Darmstadt
Hoechstfarbstoff Calbiochem, Schwal bach
Kaziumchlorid Merck, Darmstadt

K etanest Pharmacia GmbH, Erlangen
Kodak D-13 Entwickler Kodak, Paris
Kodak-Fixierer Kodak, Paris
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Magnesiumchlorid
Mayer’sHamalaun (Hamatoxylin)
Methanol

Natriumazetat

Natriumcitrat

NTB-2 Photoemulsion
Nukleosid-5"-Triphosphate
Paraformal dehyd

Phdloidin

Polyvinylpurrolidone (PVP)
Rinderserumal bumin, Fraktion V
RNase A

Rompun

TESPA (3-Aminopropyltriethoxysilane)
Triethanolamine

tRNA (from yeast)

3.1.2 Gerateund Verbrauchsmaterial
Augengel (Vidisic)
Binokular

Biopsie-Stanze ("Biopsie Punch")

Cryostat (CM 3050)

Digita kamera

DNA-Engine Opticon

Einbettschalchen (Tissue Tek® Cyomold)

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs

Kodak, Paris

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Molecular Probes, MoBiTek, Gottingen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Dr. Mann Pharma, Berlin

Leica, Bensheim

Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach
amMain

Leica, Bensheim

Nikon, Dusseldorf

Biozym, Oldenburg

Vogel, Giessen

Entwicklungsmaschine fir Rontgenfilme (Curix 60) Agfa, Minchen

Faltenfilter Filtrak Qualitativ

Gene Screen-Membran

Hybond N* Membran

Leica-Mikraskop

Mikrotom (RM 2155)
Nitrocellulose-Membran

Objekttrager (Super Frost)

Pap Pen-Fettstift (Super Pap Pen-Fine Tip)

neol ab, Heidelberg

NEN Life Science Products,
Amersham, Freiburg

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Schleicher und Schuell, Dassel
neolab, Heidelberg

Polysciences, Inc., Warrington
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Parafilm"M*"

Phosphoimager (Fuji BAS 1500)
Rontgenfilme (Fuji RX)

Skalpell zum Einmalgebrauch, no.20
Spektralphotometer (Gene Quandt pro)
Szintillationsmef3gerét (L S5000TD)
Tischzentrifuge (Biofuge 13)

Tissue Tek® O.C.T.™ Compound
Titertek Multiscan PLUS MK
Tranglluminator

Ultra-Turrax-T25

UV-Lampe

UV-Stratalinker 2400
Vakuum-Konzentrator (,, speed vac")
Wérmeschrank

Waérmetisch

Wasserbad

Whatman 3MM Papier

3.1.3Enzymeund Kits
AMYV reverse Transkriptase
DAB Substrate System
DNase |

peqGOLD RNAPure™
Primeit Il

Proteinase K

Restriktionsnukleasen

RNase A

RNase Inhibitor

Tagq DNA Polymerase
Vectastain ABC Kit
Wizard® DNA Clean-up-Kit

Peching Plastic Packaging, Chicago
Raytest, Straubenhardt

Siemens AG, Stuttgart

Pfm, Koln

Amersham Pharmacia, Freiburg
Beckman, M iinchen

Heraeus, Hanau

Vogel, Giessen

Labsystems, Finnland

Stratagene, Heidelberg

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen

Vetter, Wiesloch

Stratagene, Heidelberg

Bachhofer, Reutlingen

Heraeus, Hanau

Medax Nagel GmbH, Kiel

GFL, Burgwedel

Schleicher und Schuell, Dassel

Promega, Madison

Vector Laboratories, Burlingame
Promega, Madison

peglL ab, Erlangen

Stratagene, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Beverly Promega,

Madison

Roche, Mannheim

Promega, Madison

Sigma, Deisenhofen

Vector Laboratories, Burlingame

Promega, Madison
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3.1.4Radiochemikalien
o -2P-dCTP (370 MBg/ml)
a-*S-dUTP (370 MBg/ml)

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia (Freiburg) bezogen.

3.1.5Antikor per

primare Antikorper:
o Ki-67
o Keratin 5

o Keratin 10
o Loricrin

o Involucrin

o Smooth muscle actin
o CD68

o Neutrophils

o CD31

o Collagen Typ |

o Laminin-5

o a6-Integrin

o Laminin
o. Perlecan

o Nidogen

Novocastra, vertrieben von Medac GmbH, Wedel
freundlicherweise von Dr. L. Langbein (DKFZ, Heidelberg,
Abteilung Zellbiologie (A010)) zur Verfiigung gestel It
BADCO, vertrieben von Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg
BADBCO, vertrieben von Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg
freundlicherweise von Prof. F. Watt (CRUK London Re
search Institute, London, England) zur Verfligung gestellt
Progen, Heidelberg

Serotec, Diisseldorf

Serotec, Dusseldorf

PharMingen, Heidelberg

Chemicon, Hofheim

freundlicherweise von Prof. G. Meneguzzi (Université Nice-
SophiaAnitpolis, Faculté de Médicine, Nizza, Frankreich) zur
Verfligung gestellt

freundlicherweise von Prof. Sonnenberg (The Netherlands
Cancer Ingtitute, Division of Cell Biology, Amsterdam, Nie
derlande)

Progen, Heidelberg

Chemicon, Hofheim

freundlicherweisevon PD. Dr. R. Nischt (Klinik und Poliklinik
fur Dermatologie und Venerol ogie der Universitat Koln, Koin)

zur Verflgung gestellt

alle genannten Antikorper sind gegen Maus-Antigene gerichtet.
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Sekundare Antikorper:

biotinylierter Antikdrper aus Ziege gegen Kaninchen IgG gerichtet (Vector Laboratories,
Burlingame)

Cy3-konjugierter Antikorper aus Esel gegen Ratten-1gG gerichtet (Dianova, Hamburg)
Cy3-konjugierter Antikorper aus Ziege gegen Ratten-1gG gerichtet (Dianova, Hamburg)
Cy3-konjugierterAntikdrper aus Ziege gegen Kaninchen 1gG gerichtet (Dianova, Hamburg)

Cy2-konjugierter Antikorper aus Esel gegen Meerschweinchen 1gG gerichtet (Dianova,
Hamburg)

Alexa-488-konjugierter Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen |gG gerichtet (Molecular
Probes, vertrieben von MoBiTec GmbH, Gattingen)

3.1.6 Oligonuklectidefur diePCR

coll24: 5-TGGGTCACACTTCTCTGGTGT -3
coll 26: 5-TGA TGA CGT TCA AGG AAT TC -3
coll54: 5-CCC AAA CGA ACTTAACTT ACA G -3
coll55: 5-GGT CTT CAT CGC CTGGAC-3

crel: 5-CAA TTT ACT GAC CGT ACA C-3

cre2: 5-TAA TCG CCA TCT TCC AGC AG -3
tublin-Ex2: 5- GGA ACA TAG CCG TAA ACT GC -3
tublin-Ex4: 5-TCACTGTGCCTGAACTTACC -3

coll33: 5- GGT GAT GAT GAT GAT GAT GAC -3
coll34: 5-GTTTGG TCC AGG AGG AAA AGCC-3

3.1.7 Proben fir Southern-Blot Analysen
MMP-13: Nsil/BspTI-Fragment ausdem MM P-13-Targeting-Vektor (#732)

3.1.8 Proben fir Northern-Blot Analysen
GAPDH: Pstl-Fragment des Plasmids pGAPDH-13 (Fort et al., 1985)
MMP-13: Xhol-Fragment der murinen MMP-13 cDNA (Gack et al., 1994)
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3.1.9Hybridisierungssonden fur in situ Hybridisierungen
MMP-13: Fragment ausder MMP-13 cDNA:

Fur dieHerstellung der MM P-13-Hyhbridiserungssondewurde eln Sequenzbereich von Exon
1 bisExon5der MMP-13 cDNA mit Hilfeder PCR-Technik amplifiziert. Hierfir wurde der
sense-Primer ,,coll33*, der zu einem Sequenzbereich im erste Exon des mmp-13 Genskom-
plementdr ist, und der antisense-Primer ,,coll 34“, der zu einem Sequenzbereich im Exon 5
komplementér ist, verwendet. Das Amplifikationsprodukt wurdein den pGEM T-Vektor klo-
niert. Dieser Transkriptionsvektor besitzt zwei verschiedene Promotorsequenzen fir Phagen-
RNA-Polymerasen (SP6 und T7). Zwischen den Promotorsequenzen liegt die"multiplecloning
site" (MCYS), inwelchedascDNA Fragment kloniert wurde. Dieser Vektor (#759) wurde
durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym Stul, fiir wel chessich eine Schnittstellein Exon
3 der MMP-13 cDNA befindet, linearisiert. Die in vitro-Transkription mit der
Phagenpolymerase Sp6 lieferte dann die 246 bp grof3e Hybridisierungssonde, wel che kom-
plementér zu einem Sequenzbereich von Exon 3bisExon 5igt.

MMP-9:  BamHI/Xbal-Fragment ausder MM P-9 cDNA (Reponenet al., 1995)

3.1.10 L 6sungen und Puffer

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCl_; 0,6 mM MgCl.;6,5 mM
Na,HPO 4; 1,5 mM KH_PO,; pH 7,6

20x SSC: 3M NaCl; 0,25 M Na-Citrat; pH 6,5

TBE: 90 mM Tris; 90 mM Borsaure; 2,5 mM EDTA

TE: 10 mM TrispH 8,0; 1 mM EDTA

10x DNA Ladepuffer:  0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylen Cyanol FF; 30%
(v/v) Glycerol

NTE: 0,5N NaCl; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 5mM EDTA

3.1.11 Nahrmedium fUr dieBakterienkultur
TY-Medium: 1% Bacto-Trypton; 1% Hefeextrakt; 0,1% Casaminosauren; 5% NaCl
Bakterienplatten wurden durch Zugabevon 15 g Bacto-Agar/Liter Medium hergestelIt.

3.1.12 Bakterienstamme

E. coli XL1 blue: Genotyp: F::Tn10 proAB+lacl*DZM15, recAl, endA1l, gyrA96, (Na"),
thi, hsdR17 (r, ,m, *), SupE44, relA1, lac
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3.1.13 Mause

AlleMausewurdenim zentralen Tierlabor desDKFZ unter SPF-(spezifiziert pathogenfreien)-
Bedingungenineinem 12-stiindigen Lichtzyklusgehdten. Die Tierehattenfreie Verfligung Uber
Futter (PurinaChow 5008) und Wasser. Die Durchftihrung der tierexperimentellen Arbeiten
erfolgtein Ubereinstimmung mit den Empfehlungen der ATBW (Arbeitgemeinschaft der
Tierschutzbeauftragten in Baden-Wirttemberg). Unter Einhaltung der Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes.

Die Embryonenentnahmewar dem Regierungspréasidium angezeigt (DKFZ 124).

Die durchgefuhrten Wundhel lungsexperimente erfol gten in Rahmen eines genehmigten
Tierversuchsvorhabens(144/01).

mmp-9 knock-out Mause (Duboiset al., 1999) und cmv-cre Mause (Schwenk et al., 1995)
wurden freundlicherwei sevon Dr. Bernd Arnold, DKFZ in Heidel berg, zur Verfigung gestelIt.
keratin-14-creMause (Hue sken et al ., 2000) wurden freundlicherweise von Dr. Jorg Huel sken,
MDC inBerlin, zur Verfligung gestelit.

3.2 Wundheilungsexperimente

Fur die Wundheilungsexperimente wurden stets 7-8 Wochen ate, wei bliche M &use verwen-
det. Unmittel bar vor Versuchsbeginn wurden die Tiere durch intraperitoneal e Injektion von
Ketanest (1 mg/100 /10 g Maus) und Rompun (100 pl 0,2% L 6sung/10 g Maus) betéubt. Im
narkotis erten Zustand wurde den Mausen die Riickenhaut mit einem el ektrischen Rasi erappa-
rat rasiert. Danach wurde dierasierte Riickenhaut mit 70% Ethanol desinfiziert. Anschlief3end
wurdedie Rickenhaut zu einer Falte geformt, deren Mitte die Langsachse der Mausbildete,
und zwel Ma mit einer Biopsie-Stanze ("Biopsy Punch”, Durchmesser 4 mm) durchstochen,
so dassvier kreisrunde Wunden entstanden. Von diesen vier Wunden lagen jeweilszwei sym-
metrisch zur Wirbelsaule der Méuse. Biszum Aufwachen ausder Narkosewurden dieMé&use
auf einen Warmetisch (37°C) gelegt. Um ein Austrocknen der Augen zu verhindern, wurden
ihre Augen mit Augengel behandelt. Nach dem Aufwachen ausder Narkosewurden dieMé&u-
sewieder inihre K&fige zuriickgesetzt. Zu definierten Zeitpunkten (1, 2, 3,5, 7, 10 bzw. 14
Tagen) nach der Wundsetzung wurden die M ause nach Betéubung durch CO, durch zervikae
Didokation getttet.

AuRerliche Dokumentation der Wunden
Nach dem T6ten der verwundeten M duse wurden ihre Wunde mit e ner an ein Binokular
angeschlossenen Digitakameramit gleicher VergroRerung fotografiert.
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3.3 Histologische Methoden

3.3.11solierungvon Embryonen (E16.5)

Um Embryonen des Embryonal stadiums E16.5 zu erhalten wurden weibliche MM P-13-
defiziente M ause oder Kontrollmausemit ménnlichen Tieren der jewellsgleichenMaudinieam
spéten Nachmittag verpaart. Bel Vorhandensein einesVagina pfropfs (“vagina plug") amfol-
genden Morgenwurdeder Mittag a s Stadium der Embryonal entwicklung 0.5 dpc (0.5 days
post coitum”) definiert, dadie cervixstimulierte Ovulation der weiblichen Méause, dieineinem
12 Stundentag-Rhythmus gehaten werden, in der Mitte der Dunkel phase stattfindet.

16 Tage spéter wurden die schwangeren Mause zur | solierung der Embryonen durch Genick-
bruch get6tet, median an der Peritoneal hohl e aufgeschnitten und die 16.5 Tage aten Embryo-
nenisoliert. Die Foten wurden von samilichen embryonalen Hiillen (Dottersack und Amnion)
befreit, sowie die Plazenten an der Nabel schnur entfernt.

3.3.21solierungvon adulten Knochen

Zur | solierung von adulten Knochen, wurden die M @use durch Genickbruch getétet und beide
Hinterbeinevom Korper der M&use abgetrennt. Die Knochen der Hinterbeine (Tibiaund Fe-
mur) wurden anschlief3end von Sehnen und Muskel gewebe befreit.

3.3.3Fixierungund Einbettung von Embryonen und adulten Knochen in Par affin

Sowohl dieisolierten Embryonen asauch die adulten Knochen wurden Gber Nacht bel 4°Cin
4% Paraforma dehyd/1xPBSfixiert. An néchsten Tag wurden siefir 30 minbei 4°Cin 1xPBS
gewaschen. (Sonderbehandlung der adulten Knochen: dieadulten Knochen wurden nach dem
Waschschritt zur Deka zifizierung des Gewebesfir 10 Tagebei 4°Cin Deka zifizierungspuffer
(0,5M EDTA in 1xPBS) inkubiert. Dabel wurde der Dekalzifizierungspuffer alle 3 Tage er-
neuert.) Esfolgte nun ein 30-mindtiger Waschschritt bei 4°Cin 0,85% NaCl. Anschlief3end
wurde das Gewebe zwel Mal fur 15 minin 0,85% NaCl/Ethanol (1:1) bei Raumtemperatur
inkubiert. Diesen Schritten schlosssich enelnkubation fir 15 min und anschliel3end fur zusétz-
liche 30 minin 70% Ethanol/1xPBSbel Raumtemperatur an. Zur weiteren Entwasserung des
Gewebesfolgten Inkubationen in 80% und 95% Ethanol/1xPBSfur jeweils60 min bel Raum-
temperatur. Abschlief3end wurde das Gewebe bei Raumtemperatur drei Mal fir 60 minin
100% Ethanol, zwel Mad fir 30 minin Xylol und schliefdich tber Nacht in Xylol inkubiert. Zur
Einbettung wurden die Gewebefir eine Stunde bel 56°C in Paraffin/Xylol (1:1) unddrel Md
fur eine Stunde bel 56°C in Paraffininkubiert. Anschlief3end wurde das Gewebein Paraffin
eingebettet und bel 4°C gelagert.
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3.3.4 Anfertigen von Par affinschnitten

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden die Paraffinbl 6cke in die Halterung eines Mi-
krotoms (RM 2155, L eica) eingespannt und parallel zum Messer ausgerichtet. Eswurden
dann Schnittevon 8 um angefertigt. Diesewurden in einem Wasserbad bel 42°C gegléttet und
auf beschichtete Objekttrager (Sehe™ "Behandlung von Objekttragern™) transferiert. Die Ob-
jekttréger wurden anschlief3end tber Nacht in enem Warmeschrank bei 42°C getrocknet. Die
Aufbewahrung der Schnitteerfolgtebel 4°C.

3.3.5Isolierung und Fixierung von Wunden

Zudefinierten Zeitpunkten (1, 2, 3, 5, 7, 10 bzw. 14 Tagen) nach der Wundsetzung wurden die
Mause nach Betaubung durch CO, durch zervikale Dislokation getttet. Anschliefiend wurde
der Wundbereich rechteckigim Abstand von 1 mm zum Wundrand ausgeschnitten. Die Wun-
denwurdemit einer Pinzette vorsichtig vom darunterliegenden Gewebe abgehoben. Wenn
notig wurde das Abheben der Wunden sehr vorsichtig mit einer sumpfen Schere unterstiitzt.
Diesovom Tier entfernte WWundewurde auf e ne Nylonmembran (Hybond N*) aufgebracht.
DasAufbringen auf die Nylonmembran erfol gte so, dass die M orphol ogie der Wunde der auf
dem Tierrticken entsprach. Die so auf die Membran aufgezogene Wunde wurde so lange auf
Trockeneisgdegt, bisdas Gewebe voll stdndig durchgefroren war. Dann wurde die Wundemit
einem Einmal-Skalpell der Stérke 20in zwei gleich grof3e Halften geschnitten. Der Schnitt
verlief dabel pardld zuHaarwuchsrichtung desFdls. Diebeiden Wundhdftenwurdenjewells
mit der offenen Wundseite nach unten senkrechtinein mit O.C.T.™Compound gefilltesEin-
bettschd chen gestellt. Das Einbettscha chen wurde zusammen mit der Wundeauf Trockenels
gestellt, so dassdas O.C. T.™Compound langsam fest wurde. Dadurch konntedie Ausrich-
tung der Wunde sehr kontrolliert senkrecht zum Boden des Einbettschél chens gehalten wer-
den. Nachdem die Wunde vollsténdig von festem Tissue Tek umgeben war, wurde dasEin-
bettscha chen mit der Wundein fllissigen Stickstoff eingetaucht, um sicher zu gehen, dassso-
wohl Gewebe asauch Einbettmedium vollstandig durchgefroren waren. Die elngebetteten
Wunden wurden bel - 80°C aufbewahrt.

3.3.6Isolierungund Fixierung von Rucken- und Schwanzhaut

DieMausewurden nach Betaubung durch CO, durch zervika e Did okation getdtet. Zum Ein-
betten der Riickenhaut, wurden zuerst die Fellhaare mit einem el ektrischen Ras erapparat ent-
fernt. Rlcken- und Schwanzhaut wurden von der Maus abgezogen und fur Gefrierschnittein
Einbettsché chen mit Hilfevon O.C.T.™Compound (Ei nbettmedium) eingebettet. HierfUr wurde




3 Material und Methoden

dasin Einbettmedium liegende Gewebe zuerst auf Trockeneislangsamtiefgefroren und an-
schlief3end kurz in flissigem Stickstoff weiter abgekiihlt. Das eingebettet Gewebewurdebei -
80°C aufbewahrt.

3.3.7 Anfertigung von Gefrier schnitten

Die Gefrierproben wurden mittelseines Cryostatenin 5 um dicke Préparate bei -20°C bis-
30°C geschnitten, auf beschichtete Objekttréger aufgebracht, 2 Stunden bel Raumtemperatur
getrocknet und schliefdich bei -80°C gelagert.

3.3.8Hamatoxylin & Eosin-Férbung

Die Hamatoxylin-Eos n-Farbung (HE-Farbung) von Gewebeschnitten stellt elne Standard-
methodein der Histologiedar. Bel dieser Farbetechnik werden basophile Zd lkernemit Hama-
toxylin blau und eos nophile Strukturen wiedas Zytoplasma, Kollagen oder Muskelnmit Eosin
rosabisrot geférbt. DieHE-Farbung ist sowohl fir Gefrier- dsauch fur Paraffinschnittegeeig-
net.

DieinParaffinfixierten Gewebeschnittewurdeninener Xylol/Ethanolrethedeparaffiniert. Hierzu
wurden die Schnitte 10 minin Xylol und je 2 minin 100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und
30% Ethanol inkubiert. Anschlief3fend wurden die Schnittefir 5 minin Mayers Farbel 6sung
Uberfihrt. Die Farbung wurde durch Waschen (1 min) unter flief3endem L eitungswasser ge-
stoppt und die Préparate 20 Sekunden in HCI-Ethanol differenziert. Nach 10 min Wassern
unter flieffendem Leitungswasser wurden die Schnitte 20 Sekunden in 0,5% Eosin geférbt.
Danach wurden die Préparate 3x kurz in Aquabidest getaucht. Anschlief3end erfolgtedie
Entwésserung der Préparatein einer aufsteigenden Alkoholreihe: 3x kurzin 70% Ethanol, 1
minin 95% Ethanol, 1 min 100% Ethanol. Nach 2 min Waschenin Xylol wurden die Schnitte
in Entellan eingedeckt.

Die Gefrierschnittewurden zunéchst 2 Stunden bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach wur-
dendie Schnittefur 10 minin 1% Paraformal dehyd fixiert und 2 minin Aquabidest gewa-
schen. DieHE-Farbung erfolgte wiefr Paraffinschnitte beschrieben.

3.3.9Immunhistochemie

Fur dielmmunfarbung von Gefrierschnitten wurden diebel -80°C gelagerten Obj ekttréger auf
Raumtemperatur gebracht und die Gewebeschnitte mit einem Pap Pen-Fettstift umrandet.
Zunéchst wurden die Schnittefur 5 minin 100% kaltem Methanol (4°C) und fir 10 minin
kaltem Aceton (4°C) fixiert. Anschlief3end wurden die Objekttréger 10 minin PBS gewa-
schen. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitét wurden die Schnitte 10 mininfri-
schem 3% Wasserstoffperoxid in Methanol inkubiert. Hieran schlossen sich 5 min Wasch-
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schrittein Aquabidest und PBS an. Nach dem vollstandigen Abklopfen der Uberschiissigen
WaschflUiss gkeit wurden die unspezifischen Bindungskapazitéten durch einstiindige I nkubation
in Blockl6sung (1% BSA in PBS) abgeséttigt. Nach dem Abklopfen der Blockldsung erfolgte
dielnkubation der Gewebeschnitte mit dem priméaren Antikorper in einer feuchten Kammer
(Inkubati onszeiten und eingesetzte Verdiinnungen der eingesetzten priméren Antikorper sehe
Tab.1). Der primére Antikorper wurdein Blockl 6sung verdinnt.

Die Gewebeschnittewurdendre Ma 5 minin PBS gewaschen. Danachwurdeder bictinylierte
sekundére Antikorper (biotinylierter Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen 1gG gerichtet,
Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories) 1:100 in Blocklésung verdiinnt auf die Schnitte
aufgetragen und 30 min bel Raumtemperatur inkubiert. An die Antikdperinkubation schlossen
sichdrel 5 minWaschschrittein PBSan. Zur Verstérkung deszu erwartenden Signa swurden
die Schnittefur 30 min mit ABC-Reagent (Vectastain ABCKit, Vector: 5ml Blocklésung + 2
Tropfen Reagent A + 2 Tropfen Reagent B), wel ches 30 minvor dem Auftragen auf die Schnitte
angesetzt werden muss, inkubiert. Auf dieselnkubation folgten erneut drel 5 min Waschschritte
iInPBS.

FuUr die Substratreaktion mit Diaminobenzidin (DAB) wurden die Gewebeschnitte unter regel -
méal3ger mikroskopischer Betrachtung mit ca. 100 Wl DAB-L6sung (DAB SubstrateKit, Vector:
5 ml Aquabidest + 2 Tropfen buffer stock solution + 4 Tropfen DAB stock solution+ 2
Tropfen hydrogen peroxid solution) pro Gewebeschnitt bel Raumtemperatur lichtgeschitzt so
langeinkubiert bisein moglicha sarkesSigna und gleichzeitigmoglichst geringer unspezifischer
Hintergrundsférbung zu sehen war (maximal 20 Minuten). Zum Abstoppen der Férbereaktion
wurde die Substratl 6sung abgeklopft und die Schnitte 10 minin Leitungswasser gewaschen.
DAB-Abfallewurden alsKarzinogenabfal entsorgt.

Danach erfol gte eine Gegenféarbung des Gewebes mit Hamalaun. Zur Farbung der Zellkerne
wurden die Objekttréger 5mininfrischfiltrierte Mayers Farbel 6sung getaucht, anschlief3end 1
min unter flief¥endem L eitungswasser abgespiilt und danach zur Differenzierung 20 Sekunden
in saures Ethanol tberfthrt (0,5% HCI in 70% Ethanal, v/v).

Nach 10 min Spulen unter flief3endem L eitungswasser wurden die Schnitteje2 minineiner
aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 90%, 95% und 100%) entwassert. Zur Vorbehand-
lung fUr das Eindeckenin dem Xylol-haltigen Einbettmittel Entellan wurden die Schnittean-
schlielfend 5mininXylol inkubiert.
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Antigen hergestellt in Verdiinnung Inkubation
Ki-67 Kaninchen 1:750 30 min bei RT
Keratin-10 Kaninchen 1:250 1 Stunde bei RT
Loricrin Kaninchen 1:100 1 Stunde bei RT
o-sma* Maus 1:500 tiber Nacht bei 4°C

* der primére Antikorper, der gegen oi-smooth muscle actin gerichtet war, war direkt biotinyliert. In diesem Fall fiel die
Inkubation der Schnitte mit einem sekundéren Antikorper weg. Auf die Inkubation mit dem priméren Antikorper folgte
direkt die Inkubation mit dem ABC-Reagent.

Tab.1: Primére Antikoérper, welche fur die Immunhistochemie eingesetzt wurden

3.3.10Indirektel mmunfluor eszenz

Fur dieindirekte mmunfluoreszenz wurden diebel -80°C gel agerten Objekttréger auf Raum-
temperatur gebracht, die Gewebeschnitte mit einem Pap Pen-Fettstift umrandet und fixiert. Je
nach nachzuwei sendem Antigen variiert die Fixiermethode (Tab.2). Danach wurden die Ob-
jekttrager 10 minin PBS gewaschen. Vor der Inkubation mit dem primaren Antikorper wur-
dendie Schnittefir 30 min mit Blockl6sung (1% BSA in PBS; Ausnahme: Keratin 10, Loricrin
und Involucrin mit 10% Ziegenserumin PBSblockieren) benetzt. Die priméren Antikorper
wurdenin der Blockl 6sung verdiinnt. Dielnkubation erfolgtein einer feuchten Kammer (Inku-
bationszeit und eingesetzte Verdiinnung des priméren Antikorperssiehe Tab.2).

Nach demdrei Mal 5 min Waschen der Préparatein PBS wurde der sekundére Antikorper
(2:400) zusammen mit Hoechstfarbstoff (1:1000) in Blockl6sung verdinnt auf die Schnitte
aufgetragen. Mit dem Hoechstfarbstoff wurden die Zel lkerne blau gegengeférbt. Dielnkubati-
on erfolgteim Dunkeln fir eine Stunde bel Raumtemperatur. Vor dem Eindecken mit dem
Einbettmedium Mowiol wurden die Schnittedrei Ma 5 minim Dunkeln mit PBS gewaschen
und kurzin Aquabidest eingetaucht. Biszur Auswertung der Farbung wurden die Prgparateim
Dunkelnbel 4°C aufbewahrt.
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Antigen hergestellt in | Verd. Fixierungsart Inkubation sekundirer Antikorper
. 1 min Methanol (4°C), . Cy3-konjugierter Antikorper aus Esel
ob-Integrin Ratte 1:400 . 5 2 hbei RT
2 min Aceton (-20°C) gegen Ratten IgG
5 min 80% Methanol . . L L .
. iiber Nacht bei Cy3-konjugierter Antikdrper aus Ziege
CD31 Ratte 1:100 (4°0), .
. . 4°C gegen Ratten IgG
2 min Aceton (-20°C)
5 min 80% Methanol B . o L .
. tiber Nacht bei Cy3-konjugierter Antikdrper aus Ziege
CD68 Ratte 1:100 (4°0), .
. . 4°C gegen Ratten IgG
2 min Aceton (-20°C)
5 min 80% Methanol . . L s .
. . iiber Nacht bei Cy3-konjugierter Antikorper aus Ziege
Collagen I Kaninchen 1:100 (4°C), . .
. . 4°C gegen Kaninchen IgG
2 min Aceton (-20°C)
. . . . iiber Nacht bei Cy3-konjugierter Antikdrper aus Ziege
Involucrin Kaninchen 1:800 keine Fixierung . K
4°C gegen Kaninchen IgG
. . . 5 . Cy2-konjugierter Antikdrper aus Ziege
Keratin 10 Kaninchen 1:250 2 min Aceton (-20°C) 1 hbei RT .
gegen Kaninchen IgG
X Meer- . . iiber Nacht bei Cy2-konjugierter Antikorper aus Esel
Keratin 5 . 1:500 2 min Aceton (-20°C) . .
schweinchen 4°C gegen Meerschweinchen IgG
. . Alexa-488-konjugierter Antikdrper aus
. . 1 min Methanol (4°C), . .
Laminin Kaninchen 1:200 . . 2 hbei RT Ziege
2 min Aceton (-20°C) .
gegen Kaninchen IgG
. . Alexa-488-konjugierter Antikdrper aus
L . 1 min Methanol (4°C), . .
Laminin-5 Kaninchen 1:2000 . . 2 hbei RT Ziege
2 min Aceton (-20°C) .
gegen Kaninchen IgG
L. . . . . Cy3-konjugierter Antikorper aus Ziege
Loricrin Kaninchen 1:100 2 min Aceton (-20°C) 1h bei RT .
gegen Kaninchen IgG
5 min 80% Methanol . . o . .
. . iiber Nacht bei Cy3-konjugierter Antikorper aus Ziege
Neutrophils Ratte 1:100 (4°0), .
. . 4°C gegen Ratten IgG
2 min Aceton (-20°C)
. . Alexa-488-konjugierter Antikorper aus
. . 1 min Methanol (4°C), . .
Nidogen Kaninchen 1:2000 . . 2 hbei RT Ziege
2 min Aceton (-20°C) .
gegen Kaninchen IgG
1 min Methanol (4°C), . Cy3-konjugierter Antikorper aus Esel
Perlecan Ratte 1:4000 . . 2 hbei RT
2 min Aceton (-20°C) gegen Ratten IgG

Tab.2: Primére Antikorper, die fir die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt wurden
Verd.=Verdinnung, h=Stunde, min=Minute, RT=Raumtemperatur

Die spezifisch gebundenen Fluorochrom-konjugierten Antikérper wurden auf den Schnitten
mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskopes DM LB (L eica) betrachtet. Fur die verschiedenen

Fluorochromewurden folgende Filter verwendet:

Fluorochrom Farbe Filter Hersteller
Hoechstfarbstoff blau A Leica
Cy3 rot N2.1 Leica
Cy2 griin I3 Leica
Alexa-488 griin I3 Leica

Tab.3: Liste der Filter, mit denen die einzelnen Fluorochrome unter dem Mikroskop betrachtet wurden
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3.3.11 Phalloidin-Férbung

Phdloidinist ein zyklisches Peptidtoxin desgriinen Knollenbl &terpilzes Amanita phal loides.
Seaine Eigenschaft an polymerisiertesF-Aktin zu binden, wird dazu verwendet, Aktinfilamente
sichtbar zu machen. Dasverwendete Phall oidin war mit dem Fluorochrom Alexa-488 konju-
giert (Molecular Probes) und fiihrte dadurch zu einer griinen Farbung der Aktinfilamente auf
den Gewebeschnitten.

Fur diePhdloidin-Farbung wurden diebe -80°C gel agerten Objekttrager 2 Stunden bel Raum-
temperatur aufgetaut und getrocknet. Anschlief3end wurden die Gewebeschnitte mit einem
Pap Pen-Fetttift umrandet undfixiert. DieFixierung erfolgteftir 10 minin 4% Paraforma dehyd/
1x PBSbel Raumtemperatur. Esfolgten drel 5-minitige Waschschrittein 1x PBS. Anschlie-
[fend wurden die Schnitte nochma sfir 5 minin katem Aceton (-20°C) fixiert. Danach wurden
die Schnitteerneutedrei Md fur 5 minin 1x PBS gewaschen. Die Schnittewurdennunineine
feuchte Kammer (3MM-Papier mit 1x PBSangefeuchtet) gelegt und fiir ene Stunde mit Block-
|6sung (1% BSA in 1x PBS) bedeckt. Anschlief3end wurde die Blockierl 6sung abgekl opft und
die Schnittemitje20 pl Alexa-488-konjugiertes Phalloidin (5 pl Phalloidinin 200 pl Block-
|6sung + 0,2 Wl Hoechstfarbstoff) bedeckt. Nach 20-mintitiger Inkubation wurden die Schnitte
drei Mal fir 5minin 1x PBS gewaschen. Zum Eindecken wurden die Objekttrager kurzin
Aquabidest getaucht und anschlief3end die Schnittemit Mowiol eingedeckt.

3.3.12 Statistische Auswer tung von histologisch gefar bten Schnitten

Vermessung des A bstandes der Wundrénder

Zur Vermessung des A bstandes zwi schen den Wundréndern wurden Gefrierschnitte von Wun-
den 1, 2, 3,5 bzw. 7 Tage nach Verwundung in 50-facher Vergroferung mit einer mit einem
Mikraskop verbundenen Digitdkamerafotografiert. Auf demdigitaen Bild der jewelligen Wunde
wurdeder Abstand zwischen den Wundrénder mit Hilfeder Software™ Adobe Photoshop 7.0
ausgemessen. Hierfur wurde das"Messwerkzeug' verwendet. Zur Umrechung der erhatenen
Messdaten auf die Einheit [mm], wurde eine definierte 1 mm lange Strecke mit Hilfe des
Messwerkzeugs ausgemessen. Der so erhaltene M esswerte diente zur Umrechnung der Wund-
Messwerteauf dieEinheit [mm].

Bestimmung der GroiRe des Granul ationsgewebes

Zur Vermessung der Grof3e des Granul ati onsgewebeswurden Gefrierschnitte von Wunden 1,
3,5,7,10 bzw.14 Tage nach Verwundung mit einer an ein Binokular angebrachten Digitakamera
fotografiert. Mit Hilfe der Software " Adobe Photoshop 7.0" wurde die Flache desjewelligen
Granul ationsgewebes bestimmt. Hierfir wurde mit dem Werkzeug "L asso" die Flachedes
Granulationsgewebeseingekreist. Unter "Histogramm”" konntedie Anzahl der Pixdl, welchein
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der mit dem Lasso eingekrei sten Fléche enthalten war, abgel esen werden. Durch die Bestim-
mung der Pixelzahl e nesdefinierten Quadratmilimeterskonnten die bestimmten Pixel zahlen auf
[mm?] umgerechnet werden.

3.3.13In Situ Hybridisierung an Gewebeschnitten (Wilkinson und Green, 1990)

Behandlung von Objekttrégern

Die Objekttréger wurden durch aufeinanderfol gendes Eintauchen in 10% HCI/70% Ethanol,
Aquabidest und 100% Ethanol gespiilt und anschlief3end bel Raumtemperatur trocknen las-
sen. Die Beschichtung erfol gte durch 10-sekindiges Eintauchen der Objekttrager in eine 2%
TESPA/Aceton-L 6sung. Nach zweimaligem Waschen in 100% A ceton und einmal Waschen
in Wasser wurden die Objekttrager getrocknet.

Radioaktive Markierung von RNA durchinvitro Transkription

Dieinvitro Transkription wurde zur Herstellung von ,,antisense” und,, sense RNA-Sequen-
zen von elnem Transkriptionsvektor (pGEM-4, Promega, Mannheim) durchgefihrt. Die
Transkriptionsvektoren besitzen zwei verschiedene Promotorsequenzen fir Phagen-RNA-
Polymerasen (SP6, T7 bzw. T3). Zwischen den Promotorsequenzenliegt die,, multiplecloning
ste’ (MCYS), inwelchedascDNA Fragment kloniert worden war. Die cDNA-Sequenz wird
nun an beiden Seiten von den Promotoren flankiert, so dasseine,, sense”- und ,, antisense” -
Transkription moglich wird. Durch Linearisierung der Transkriptionsplasmide mittels
Restriktionsendonukleasen, deren Erkennungsstellenin der MCSdistal von den Promotor-
sequenzen liegen, wurde der nicht fUr die Transkription benétigte Promotor von der cDNA-
Sequenz abgetrennt. Dadurch konnten durch zwei Linearisierungsansétze von einem
Transkriptionsvektor zwel Matritzen hergestel It werden, diejeweilsfur die,, sense” oder ,,anti-
sense”’ Transkription benutzt werden konnten. Das,, sense”* - Transkript wurde asK ontrollefr
das Vorhandensein von Hintergrundsignal verwendet.

Dieinvitro Transkription wurdein Anwesenheit von o-*S-UTP und unmarkiertem ATP,
CTPund GTPdurchgefihrt.

Lineariserung der Transkriptions-Plasmide

Zur Linearisierung wurde einewassrige Plasmid-DNA-L 6sung durch Zugabe von 10-fach
konzentrierten Puffer/Salz-L sungen einfir diejewellige Restriktionsendonukl ease notwendi-
gesMilieu, entsprechend den Herstellerangaben, eingestellt. Pro ug DNA wurden 2-3U
Redtriktionsendonukl ease zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestensdas 10-
fache desVVolumensder zugesetzten Enzym/Glycerin-L 6sung. Dielnkubation der Reaktions-
ansdtze erfol gte (wenn vom Hersteller nicht andersempfohlen) bel 37°C fir mindestens2 h.
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Nach dem Verdau wurden dielinearisierten Plasmide mit Phenol/Chlorof orm extrahiert und
prézipitiert. Nach dem Waschen und Trocknen der DNA wurden siein sterilem Wasser gel st
undihreKonzentration auf 1 pg/pl eingestellt.

Invitro Transkription

Zur radioaktiven Markierung des Transkriptswurde o-*S-UTP alsNukleotid verwendet. In
einem 20 pl Transkriptionsansatz wurden 1 pg/pl DNA in 1x TSC-Puffer (40 mM TrispH 8,
10 mM MgClI2,20mM DTT, 10 mM NaCl, 4 mM Spermidin, 50 pg/ml BSA) mit 20 mM
DTT,2U RNasin, 625 uM rNTPs(ohneUTP), 50 uCi o-*S-UTPund 30 U Phagenpolymerase
(T7, T3 oder SP6) 1 Stunde 30 Minuten bel 37°Cinkubiert.

Darauf wurdedie Plasmid DNA 15 minbei 37°C unter Zugabevon 30 ug tRNA und 3U RQ1
DNaseverdaut. Esfolgte eine Phenol/Chlorform-Extraktion, um die Proteine zu extrahieren.
DasRNA-Transkript wurde zur Entfernung nicht eingebauter Nukleotide zweima mit2M
NH Acund 2,5 Volumen Ethanol gefallt. Nach der letzten Zentrifugation (10 min bei 13000
rpm, Eppendorf-Tischzentrifuge) wurde das Pellet getrocknet und in 50 Wl 200mM DTT auf-
genommen. 1 pl davonwurdein 3ml Szintillationd 6sung gemessen. Dierestliche Probewurde
wiederin2M NH Ac und 2,5 Volumen Ethanol aufgenommen und biszum Gebrauch bei -
800C aufbewahrt.

Vorbehandlung der Gewebeschnitte: ,, Préhybridiserung,

Bel dieser Behandlung wurden die angefertigten Schnittefr die Hybridiserung mit der RNA-
Probe derart vorbereitet, dass die aufgetragene Probe in das Gewebe eindringen kann,
unspezifische Bindungen vermieden werden und dasRNA:RNA-Hybrid nicht ausdem Gewe-
bediffundierenkann.

Die Objekttréger mit Gewebeschnitten, die zur Hybridis erung vorgesehen waren, wurdenin
ein Glasfarbegestell transferiert. Die Préhybridisierung der Schnitte erfol gte durch Eintauchen
der Gestelleindie mit 250 ml der folgenden L 6sungen vorbereiteten Glaskiivetten:

Nachdem die Gefrierschnitte auf Raumtemperatur (RT) gebracht worden waren (ca. 2h auf-
tauen bel RT), wurden die Schnitte zur Fixierung fur 20 mininfrisch hergestelltem 4% Para-
formadehyd (PFA) in 1x PBSinkubiert. Nach zweima Waschenin 1x PBS (je5min) erfolgte
einVerdauim Gewebemit Proteinase K (10 mg/ml, Endkonzentration: 500 pl/250 ml) in 1x
PBSfur 15minbe RT. Darauf erfolgteeineweltere Fixierung in 4% Paraforma dehyd/1x PBS
far 5 minund Waschenin 1x PBSfur 5 min. Diedarauf folgende 10-minttige Inkubationin
einer Triethanolamin/Ess gsaureanhydridl6sung (3,125 ml:0,625 ml/250ml Wasser) diente zur
Neutraliserung positiver Ladungen und damit zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen.
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Nach 5 min Waschenin 1x PBSwurden die Gewebeschnittein einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (je 1 minin 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% Ethanol), entwassert und danach
bei RT getrocknet.

Hybridiserungsregktion

Diein Ethanol aufbewahrteradioaktiv markierte RNA Probe (siehe" Invitro Transkription™)
wurde 10 min bei 13000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) abzentrifugiert und einmal mit 70%
Ethanol gewaschen und nochmal s zentrifugiert. Das Prazi pitat wurde getrocknet und in 100
mM DTT (1/10 des Hybridis erungsvolumens) aufgenommen. Dabei wurde die spezifische
Aktivitéat der RNA-DTT-L6sung auf 1,5x 10°cpm/pl eingestelIt (entspricht 1,5x 10° cpm/pl in
der Gesamthybridisierungd 6sung).

DieHybridisierungd 6sung enthielt folgende Bestandteile: 1x Hyb-Sal z (10x Hyb-salt: 0.2%
Polyvinylpurrolidone, 0.2% Ficoll, 0.38% NaH.PO, pH 6.8, 50mM EDTA, 3M NaCl, 0.1
M TrispH 8), 50% Formamid, 10% Dextransulfat, 10mM DTT, 10 Wl tRNA (10 mg/ml) und
10% RNA-DTT-L6sung (1,5 x 10° cpm/pl). Um die Probe vol | sténdig zu denaturieren, wurde
dieHybridisierungs dsung vor dem Auftragen auf die Gewebeschnitte 3 Minuten bei 90°C
inkubiert und auf Eisabgeschreckt.

Dievorhybridiserten Schnittewurden mit e nem Pap-Pen-Fettstift krel SSFormig umrundet, um
ein Mischen von verschiedenen Hybridiserungd 6sungen auf demsel ben Objekttréger zu ver-
meiden.

20l Hybridiserungd 6sung wurden auf einenvorhybridiserten Schnitt gleichmédg verteilt und
mit einem Stick Parafilm abgedeckt. Wenn moglich wurden auf einen Objekttréger sowohl ein
Schnitt mit der antisense-Probe und der Parallel schnitt mit der entsprechenden sense-Probe
hybridisert.

Zur Inkubation der Objekitrager wurde eine Plastikschale mit 3MM Whatman-Filter und einer
Lage Aluminiumfolieausgd egt. DasFilterpapier wurdemit 2x SSC, 50% Formamid getrankt.
Die Objekttrager wurden in die Schale gelegt, diese mit einem Deckel abgedi chtet und tber
Nacht bei 55°Cineinem Warmeschrank inkubiert.

Waschen der hybridis erten Gewebeschnitte

Nach der I nkubation wurden die Objekttrager ausder feuchten Kammer genommen und wieder
indie Glasférbegestelle gestellt. DasWaschen der Schnitte erfol gt unter stringenten und ®S-
stabilisierenden Bedingungen. Dieseswurde durch die hohe Formamidkonzentration (50%),
dieden Schmelzpunkt der RNA:RNA-Duplexe herabsetzt, durch dierelativ hohe Temperatur
von 65°C und durch die Anwesenheit von b-Mercaptoethanol , wel chesvor der Oxidation des
Schwefdlsschiitzt, erreicht.
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Die Farbegestelle mit den Objekttréagern wurdenin die mit 250 ml der folgenden L dsungen
vorbereiteten Glaskésten eingetaucht:

2x SSC, 50% Formamid, 20 mM b-Mercaptoethanol bei 37°C 15min
2x SSC, 50% Formamid, 20 mM b-Mercaptoethanol bei 65°C 30min
2x SSC, 50% Formamid, 20 mM 3-Mercaptoethanol bei 37°C 2h

NTE (0,5M NaCl, 10mM TrispH 8.0,5mM EDTA) bel 37°C  15min

NTE mit RNase (Endkonz.: 20 pg/ml) bei 37°C 15min
NTEbei 37°C 15min
2x SSC, 50% Formamid, 20 mM 3-Mercaptoethanol bei 37°C 30min
2x SSChel RT 15min
0.1x SSChei RT 15min

Eine Entwéasserung der Schnitteerfolgtein einer aufsteigenden Alkoholreihe:

30% Ethanol, 0.25M NH,OAc 2min
50% Ethanol, 0.25M NH,OAc 2min
70% Ethanol, 0.25M NH,OAc 2min
80% Ethanol 2min
90% Ethanol 2min
95% Ethanol 2min
100% Ethanol 2min

Anschlief3end wurden die Objekttrager bel RT getrocknet, mit einem Klebeband in einer
Expositionskassette befestigt, und Uber Nacht ein Rontgenfilm aufgel egt.

Beschichten der Objekttrager mit einer Photoemulsion

Die NTB-2 Photoemulsion (K odak) wurdein einer Dunkelkammer in e nem Wasserbad bel
42°C geschmol zen und 5 ml davon mit 0,6 M NH Ac 1.1 verduinnt. Das Gemischwurde dann
moglichst blasenfrel inein Gefal3 eingefUllt, das speziell zur Beschichtung der Objekttrager
angefertigt wurde. Diese Vorrichtung wurde dann in das Wasserbad (42°C) gestellt, umdie
Photoemulsionfliissig zu haten. Nach Entfernen der Blasen ausder Photoemulsonwurdendie
Objekttrager nacheinander durch Eintauchen in die Photoemulsion beschichtet. Dabel sollte
die Photoemul sion so gleichmaél3ig wie moglich auf den Objekttragern vertellt sein. Diebe-
schichteten Objekttrager wurden im Dunkeln 2 h getrocknet. Danach wurden sie in
Polyoxymethylen Farbegestelle gestellt, in die entsprechenden Férbetroge el ngepackt und mit
Aluminiumfolieumwicket. Die Objekttrager wurden mehrere Tage (wenigstens 5, hchstens
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15) bei 4°C exponiert. Die Expositionsdauer wurde von der Stérke des Signal's, wel ches auf
dem Uber Nacht angel egten Rontgenfilm (sehe " Waschen der hybridiserten Gewebeschnitte”)
zusehenwar, abhéngig gemacht.

Entwickeln, Férben und Mikroskopieren der Schnitte
Nach Ablaufen der Expositionsdauer wurden die Objekttréger in folgenden L 6sungen entwi-
ckdt:

Kodak D-19 Entwickler (50 ml + 200 ml Leitungswasser) 3min
K odak-Fixierer (250 ml + 250 ml Leitungswasser) 4min
Letungswasser 2x5min

Die Schnittewurden getrocknet und mit Hamatoxylin-Eosin gegengeféarbt (sehe"Hama aun-
Eosin-Farbung"). Nach Trocknen der Objekttrager wurden Semit dem Eindeckmittel Entellan
eingedecket.

3.4 Allgemeine DNA-Techniken

3.4.1 Spektrophotometrische K onzentrationsbestimmung

DieBestimmung der Nukleinsaurekonzentration erfol gte tiber die M essung der optischen Dichte
(OD) bei 260 nmim Abgleich gegen dasverwendete L sungsmittel. Einer OD 260 = 1 ent-
sprechen 50 pg/ml doppel stréngiger DNA, 40 pg/ml RNA bzw. 33 pg/ml einzelstréngiger
Oligonukleotid-DNA.. Zur Bestimmung der Verunreinigung mit Proteinenwurdeauf}.erdemdie
OD bei 280 nm bestimmt. Bei einem Quotienten OD 260/ OD 280 zwischen 1,6 und 2,0
kann die DNA ohneweitere Reinigung verwendet werden.

3.4.2 Phenol/Chlor ofor m-Extr aktion

Zur Reinigung von Nukl e nsdure-L 6sung von Proteinen wurde diese mit dem gleichen Volu-
mensenes Phenol/Chloroform/l soamylakohol-Gemisches (50:49: 1) gut gemischt. Zur Phasen-
trennung wurde 3Minbei 13000 rpmund RT inder Heraeus-Tischzentrifuge zentrifugiert, die
obere Phase abgenommen und noch einmal mit dem gleichen Volumen Chloroform auf die
gleicheWeiseextrahiert.

3.4.3Falungvon Nukleinsiuren

Diegel6ste DNA wurde mit 1/10 des Volumens 3 M Natriumazetatl 5sung (pH 4,8) und dem
2,5-fachen VVolumen Ethanol gemischt. Das Prézipitat wurde bei 13000 rpmin der Heraeus-
Tischzentrifuge, 10 min pdletiert. Zur Entfernung von Salzresten mit 70% Ethanol gewaschen
und anschlieffend im Vakuum getrocknet.
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3.4.4Plasmid DNA Mini-Pr&paration

DieBakterienkoloniewurdein 2 ml N&hrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/ml)
Uber Nacht bei 37°C geschittelt. 1,5 ml der Kultur wurden bei 13000 rpmin der Heraeus-
Tischzentrifuge 1 Minute pelletiert. DasPellet wurdein 125 pl Puffer P1 (50mM TrispH 8,0;
10mM EDTA; 100 pg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabevon 125 pl Puffer P2 (alka-
lischer Losung: 0,2 M NaOH; 1% SDS) und Mischenwurden 125 pl Puffer P3 (3 M Natrium-
azetat (pH 4,8)) zugegeben. AnschlieRend wurdeim Uberstand mit 0,7-fachem Volumen
Isopropanol die Plasmid-DNA prézipitiert und durch 10 min Zentrifugation bei 13000 rpmin
der Tischzentrifuge sedimentiert. Abschlief3end wurdedie Plasmid-DNA getrocknet und in 50
pl Aquabidest gel 6.

3.4.5Plasmid-DNA M axi-Pr apar ation mittelsl onenaustauscher -Saulen-
chromatographie

200 ml Sdektionsmedium (TY + 100 pg/ml Ampicillin) wurden mit dem gewtiinschten Bakterien-
klon angeimpft und tber Nacht bel 37°C geschittelt. Die Bakteriensuspensionwurde 10 min
bei 4000 x g sedimentiert, dasPelletin 10 ml Puffer P1 (50 mM TrispH 8,0; 10mM EDTA,;
100 pg/ml RNase A) resuspendiert und die Bakterienin 10 ml P2 (0,2 M NaOH; 1% SDS)
far 5min bei Raumtemperatur lysiert. Das Bakterienlysat wurde mit 10 ml P3(3M Kaium-
azetat pH 4,8) neutrdisert (10 minauf Eis), bei 4°C und bel 2000 x g 30 minlang zentrifugiert.
DieGewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfevon,, Quiagen-tip-500“ Saulen (Quiagen
Inc.) laut Herstellerprotokoll. Nach Elution der Plasmid-DNA von der Sdulewurde diese mit
dem 0O, 7-fachen Volumen I sopropanol bei Raumtemperatur gefallt, bel 10000 x g und RT
pelletiert, mit 70% Ethanol gewaschen, dasPrézipitat im Vakuum getrocknet und anschlief3end
IN 500 pl Wasser gel 6st.

3.4.6 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

EineEinheit (1U) ener Restriktionsendonukleaseist definiert sdie Enzymmenge, die 1 pg
DNA desPhagen| ineiner Stunde verdaut. In der Regel wurde ein 2-3facher Uberschussan
Enzym verwendet, um einen vollstandigen Verdau zu gewahrleisten. In einer wassrigen DNA-
L 6sung wurden durch Zugabe von 10-fach konzentrierten Puffer/Sa zl Gsungen die Bedingun-
genfir diejewellige Restriktionsendonukl ease entsprechend den Herstel lerangaben eingestdlt.
Pro pug DNA wurden 2-3 U Restriktionsendonuklease zugegeben. Das Reaktionsvolumen
betrug mindestens das 10-fache des Volumensder zugesetzten Enzym/Glyzerin-L6sung. Die
Inkubation der Reaktionsansétze erfol gte (wenn vom Hersteller nicht andersempfohlen) bei
37°Cfur 1-2h.
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3.4.7 Phosphorylierung von Oligonukleotiden und Linkern

Etwa 2 pg Oligonukleotid- oder Linker-DNA wurden mit 1 pl 10 mM ATPund 1 pl T4-
Polynukleotid-Kinase (10 U/ul) ineinem Endvolumen von 10 yl mit Kinase- Puffer (66 mM
TrispH 7,6; 100mM MgCI.; 15mM DTT; 1 mM Spermidin; 0,2 mg/ml BSA) versetzt. Die
Reaktion erfolgte eine Stunde lang bel 37°C und wurde durch Einfrieren bei -20°C abge-
stoppt.

3.4.8 Auffillen von 5" -Uber hdngen, Abbau von 3'-Uber hangen

DieDNA wurdemit 2l 10mM DTT, 1 il 10 mM dNTP-Mix (je 10 mM dATP; dCTR,
dGTPunddTTPin10mM TrispH 7,5), 2 Wl 10x Polymerasepuffer (7OmM TrispH 7,5; 70
mM MgCI.; 500 mM NaCl) und 1 pl E. coli DNA-Polymerase| (Klenow-Fragment, 5 U/ul)
ineinem Endvolumen von 20 ul versetzt. Nach 30 min Reaktion bel RT erfolgte eine Phenol/
Chloroform-Extraktion.

3.4.9Ligation von DNA-Fragmenten

Diezuligierenden DNA-Fragmentewurden mit 2l 10x Ligationspuffer (50mM TrispH 7,4;
10mM MgCL,; 10mM DTT; 1mM Spermidin; 1 mM ATP) und 1 ul T4- DNA-Ligase (2U/
W) versetzt undinenem Endvolumenvon 20 Wl 4 hbel 16°Cinkubiert.

3.4.101solierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Zur Isolierung eines bestimmten DNA-Fragmenteswurdedie DNA-LAsungineinem Aga
rosegel entsprechender Konzentration aufgetrennt. Nach der Elektrophoresewurde das Gel
im UV-Durchlicht sichtbar gemacht, die gewtinschte Bande ausgeschnitten und mit Hilfe des
»Qiaquick Gdl ExtractionKits* (Qiagen) aufgereinigt.

3.4.111solierung von genomischer DNA

Fur die Bestimmung des Genotyps der Nachkommenschaft der Maudlinien wurde zunachst
aus Schwanzbiopsien der zu untersuchenden Tieregenomische DNA isoliert. Dazuwurdendie
Biopsienin 700 ul ,, Tailbuffer,, (50 mM Tris-HCl, pH 8; 100mM EDTA, 100 mM NaCl, 1%
SDS) und Zugabevon 50 pl Proteinase K (10 mg/ml) bei 56°C tiber Nacht verdaut. Durch
Zugabevon 250 yl 6 M NaCl-L 6sung und anschliel¥endem 2-mindtigen Schiitteln die Proteine
ausgefallt und durch Zentrifugation (13000 rpm, 7 min) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit
500 Wl Isopropanol versetzt und fir 2 min durch Schiittelnbel RT inkubiert. Durch 10-minttige
Zentrifugation wurde die ausgefdlene genomische DNA pdlletiert, fir eine Stundean der L uft
getrocknet undin 500 pl Aquabidest aufgenommen.
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Dielsolierung genomischer DNA aus Epidermisund Dermiserfolgte ebenfallsnach diesem
Protokoll (zur Trennung von Epidermisund Dermiswurdedie Schwanzhaut vom Schwanz der
Maus abgezogen und fir 15 Sekunden in ein 58°C - 60°C warmes Wasserbad eingetaucht.
Anschlief3end konnte die Epidermismit Hilfe einer Pinzette von der Dermis abgezogen wer-
den).

3.4.12 Elektrophor etische Auftrennung von DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden, je nach Grof3e der zu
trennenden Fragmente, horizontale Agarosegele mit 0,4% bis 2% Agarosegehalt elngesetzt.
Dieentsprechende Agarosemenge wurde daf Ur in TBE-Puffer durch Erhitzenin der Mikro-
welege 61, verdampftes Wasser ersetzt und Ethidiumbromid zu einer Endkonzentrationvon 1
pg/ml zugegeben. Nach Abkiihlen auf etwa 60°C wurde das Gel in das Gel bett mit Kamm
gegossen. Die Proben wurden mit 1/10-Volumen 10x Auftragungspuffer (25% (w/v) Ficoll
400, 0,25% (w/v) Bromphenolblau und 0,25% (w/v) Xylencyanol) versetzt undin dieausge-
sparten Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bel etwa 100 V. Nach der
elektrophoretischer Auftrennung konnten die DNA-Fragmenteim UV-Durchlicht Sichtbar ge-
macht und zur Dokumentation fotografiert werden.

3.4.13 RadioaktiveMarkierung von DNA-Fragmenten

Fir die Hybridisierung von Southern Blots und Northern Blotswurden DNA-Proben nach
dem"randompriming"-Verfahren nach Feinberg und Vogel stein (1983) radioaktiv markiert.
HierfUr wurdedas"primeit” Kit der Firma Stratagene eingesetzt.

30nglinearisierte DNA wurdenin 23 il Aquabidest aufgenommen, mit 10 pl Primerldsung
versetzt und zur Denaturierung fur 5minbel 100°C inkubiert und anschlief3end auf Eisabge-
kihlt. Nach Zugabe von 10 pl 5x dCTP-Reaktionspuffer, 5 pl o-*2P-dCTP (370 MBg/ml)
und 2 Wl T7-DNA-Polymerase (1U/pl) wurdeder Ansatz fir 10 minbei 37°Cinkubiert. Die
Abtrennung nicht eingebauter Radionukleotide erfolgte mit Hilfe desWizard® DNA Clean-
up-Kits (Promega) nach dem Protokoll desHerstellers. Dabel wird dieradioaktiv markierte
DNA an eine Saulenmatrix gebunden, gereinigt und anschlief3end durch Elution gewonnen.
Der Einbau der radioaktiv markierten Nukleotidewurde durch Messenvon 1 pl desEluatesim
Szintillationszéhler (LS5000T D, Beckman) bestimmt. Unmittelbar vor ihrem Einsatzwurdedie
radioaktiv markierte Probefir 3 min bei 100°C denaturiert.
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3.4.14 Blotten von DNA-Gelen (" Southern Blot™")

Mit spezifischen Restriktionsenzymen verdaute, genomische DNA wurdeauf eéinem Agarose-
gel geeigneter Konzentration aufgetrennt. Nach dem Lauf wurde das Gel mit einem seitlich
angelegten Lineal fotografiert. Anschlief3end wurdedas Gel 30 minin 0,25N HCI denaturiert
und 30 minin 0,4 NaOH neutralisiert. Zum Transfer der DNA ausdem Agarosegel auf eine
Hybond N*-Nylonmembran (A mersham) wurde die Kapillarbl ottechnik (Southern, 1975)
verwendet. Der Transfer wurde mit 20x SSC Uiber Nacht bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Anschlief3end wurde nach kurzem Spiilen der Membranin 2x SSC, die DNA durch Bestrah-
lung mit UV-Licht (Stratalinker 2400-Autocrosslink-Modus) kovalent an die Membran ge-
bunden.

3.4.15Hybridisierungder Membran mit einer radioaktiv markierten Sonde

DieNylonmembran wurdein einer Hybridisierungsréhre mit 20 ml Hybridisierungs 6sung
("Church-Gilbert-Puffer": 1 mM EDTA, 0,25 M Phosphatpuffer, 7% SDS) fir 2 Stunden bel
65°CimHybridiserungsofen (Bachofer, Reutlingen) vorhybridisert. DieHybridis erungd 6sung
wurde anschlief3end durch 5 ml frische ersetzt und 2-5 x 10° cpm hitzedenaturierte Probe (5
min bel 100°C) hinzugegeben. Die Rohrewurde Uber Nacht bei 65°C inkubiert. Zur Entfer-
nung unspezifisch gebundener Radioaktivitét wurde die Membran unter Rotieren der Réhre
wiefolgt gewaschen: 20 Minuten 2x SSC/0,1% SDS, 20 Minuten 1x SSC/0,1% SDSund 20
Minuten 0,5x SSC/0,1% SDS. Anschlief3end wurde ein Rontgenfilm aufgel egt und je nach
Stérke des Signalsmit Verstarkerfolie bei -80°C belichtet.

3.4.16 Polymer ase-K etten-Reaktion (,, polymer ase-chain-reaction“, PCR)

In der Polymerase-K etten-Reaktion wurden ausgehend von zwei sequenzspezifischen
Oligonuklectiden (Primer), diekomplement&r zu den Endbereichen der vorgel egten Matrizen-
DNA sind, DNA-Fragmente, dieinnerhalb der Primer liegen, mit der temperaturbestandigen
Tag-Polymerase kopiert und amplifiziert. Die Resktion erfolgtein e nem Gesamtvolumenvon
20 W unter denfolgenden Bedingungenineinem,,Hybad-Cycler” (Biozym, Hess. Oldendorf):

2u 10 x PCR-Puffer (166 mM (NH,),SO,, 670 mM Tris-HCl pH 8,8, 67 mM MgCl,,
50 mM b-Mercaptoethanol, 67 mM EDTA)

2ul DMSO

1 25 mM dNTP-Losung (dATP; dCTP; dGTP; dTTP; pH 7,0)

je0,5ul Primer (50 pmol/ul)

05u Tag-Polymerase (2,5 Units; Sigma, Deisenhofen)

1 genomische DNA (Schwanzbiopsie) bzw. 10-500 ng cDNA

mit Aquabidest auf 20 pl aufgefillt
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DieDenaturierung der DNA erfolgtebei 94°C fur 2 min, dieHybridisierung bel der fir die
verwendeten Primer optimalen Temperatur fr 1 min 30 sek und die DNA-Synthesebei 65°C
(asFaustregd gilt, dassdie Tag-Polymerase pro Minute DNA-Fragmente von 1 kb syntheti-
seren kann). Die Amplifikationsprodukte wurden durch gel el ektrophoreti sche Auftrennung
und Anfarben mit Ethidiumbromid kontrolliert.

3.4.17 Her stellung chemo-kompetenter E.coli Bakterien

100 ul desBakterienstamm E.coli XL 1bluewurdenin 5 ml LB-M edium gegeben und tber
Nacht bei 37°C unter Schiittelninkubiert. Am néchsten Tag wurden die 5 ml Bakterienkultur
mit 100 ml L B-Medium verduinnt. Diese Kultur wurde unter Schiitteln bel 37°C biszu einer
OD,,,=0,5-0,8inkubiert (ca. 2 Stunden). Nach 15-minttigem Abkihlenauf Eisfolgteeine
Zentrifugation bei 5000 rpm fir 10 min bei 4°C (Beckmann-Zentrifuge, JCL-Rotor). Das
Pellet wurde mit 50 ml steriler 0,1 M CaCl_-L6sung durch sehr vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren vollstandig resuspendiert und auf zwel Zentrifugenrohrchen vertellt. Nach 30-
mindtiger Inkubation auf Eiswurden die Bakterien abzentrifugiert (4000 rpm, 5min, 4°C,
Heraeus-Megafuge). Die Pelletswurdeninje2,5ml 0,1 M CaCl./10% (v/v) Glycerin-Losung
vorschtig resuspendiert und vereinigt. 100 Wl Aliquotsdieser Bakterienl 6sung wurdeninfliiss-
gem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

3.4.18 Transfor mation kompetenter Bakterien

45 pl kompetente Bakterien wurden mit 5 pl el nesLigati onsansatzes gemischt und 20 min auf
Eisgestellt. Nach einem Hitzeschock bel 37°C fir 3 min und Inkubation fir 3min auf Eis,
wurden 300l TY -Mediummit Ampicillin (100 pg/ml) zugegeben und die Kultur fir 20minbel
37°C geschiittelt. Anschlief3end wurde der Ansatz fir 2 min zentrifugiert (4000 rpmin einer
Tischzentrifuge). 250 ul des Uberstandes wurden anschlieffend abgenommen. Nach
Resuspendieren des Pelletswurde der Ansatz auf einer Agarplatte (1,5% Bacto-Agarin TY -
Medium + 100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und biszum Erschel nen makroskopischer Kolo-
nienbel 37°Cinkubiert.

3.5 RNA-Methoden

3.5.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Geweben

Zur Prdparation von Gesamt-RNA aus Gewebe wurde das pegGOLD RNAPure™-Kit
(pegLab) verwendet. Dasjeweilige Gewebe (Wunden, Knochen) wurdein Corex-Rohrchen
mit Hilfeeines Ultra-Turrax-T25-Homogenisators (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik) in
PeqGold-L 6sung (pegGOL D RNAPure™) homogenisiert und anschlief3end 5 min auf Eis
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stehen lassen. Nach Zugabe von 1/5 Ausgangsvol umen Chlorof orm wurde dasHomogenat 15
Sekunden lang geschiittelt. Anschlief3end wurde das Gemisch fir 10 min auf Eisstehen lassen.
Esfolgteeine 5-mintitige Zentrifugation bei 12000 g (K uhlzentrifuge, Eppendorff). Danach
wurde der wassrige Uberstand entfernt und die RNA durch Zugabe von 1/2 Ausgangsvolumen
I sopropanol bei -20°C Uber Nacht ausgefallt. Dieausgefdlte RNA wurdeam néchsten Tag fur
10 min mit 12000 g abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pell et getrocknet.
AnschlieRend wurdedie RNA in Aquabidest resuspendiert. Nach einer Phenol/Chloroform-
Extraktion wurde die RNA erneut ausgeféllt und in DEPC-behandeltem Aquabidest aufge-
nommen. Von der RNA-LOsung wurde nun die Konzentration bestimmt
(" Spektrophotometrische K onzentrationsbestimmung'”) und anschlief3end ihre Qualitét mittels
Gelelektrophorese Uberpriift (Sehe” Gel el ektrophoresevon RNA™)

3.5.2RT-PCR (Reverse Transkriptase PCR)

Jawells 1-2 ug denaturierte Gesamt-RNA (70°C fir 3Min) wurdeineinem Volumenvon 20
mit den Oligonukleotid-Primern,, OligodT* (Gibco) wiefolgt reverstranskribiert: 5mM MgCl,,
50mM KCl, 10mM Tris-HCI pH 8,3, 1 mM Desoxynukleotid-tri phosphate, 50 pmol Primer,
2,5U AMV-Reverse Transkriptase sowie 1,7 U RNase-Inhibitor. Der Ansatz wurde40 Min
bei 41°C und 10 Min bel 65°C inkubiert und anschlief3end auf Eisgestellt.

3.5.3 Gelelektrophorese von RNA

15 pg Gesamt-RNA wurdein Denaturierungspuffer (21% deionisierte Glyoxall6sung, 73%
DMSO, 15 mM Na,HPO, pH 6,9) aufgenommen, fiir 8 minbei 50 Cinkubiert und anschlie-
[fend fUr 5 minauf Eisgestellt. Nach Zugabe von 1/6 Volumen RNA-L adepuffer (50% Glyce-
rin, 10mM Na,HPO,, 0,4% Bromphenolblau, 0,5 pg/ul Ethidiumbromid) wurden die Proben
ineinem 1,4% Agarosegel in 10mM Na,HPO, pH 6,9 aufgetrennt. Die Elektrophorese er-
folgtefir 2-3 Stunden bel einem Stromflussvon 80 mA bisdie Bromphenolblaufront ca. 6 cm
weit gewandert war. Wéhrend der Elektrophoresewurde der Laufpuffer zwischen Anodeund
Kathodezirkuliert.

3.5.4 Transfer von RNA auf Nylon-Membranen (,, Norther n-Blot*)

DasRNA-Ge wurde nach beendeter Elektrophorese unter UV-Licht mit einem Lineal foto-
grafiert. Das Gel wurde auf eine Glasplatte platziert, worauf Schdrel Lagen mit 10x SSC (1,5
M NaCl; 0,15M Na,Citrat x 2 H,0) getranktes 3-MM-Papier befanden, diein ein mit 10x
SSC gefllltesReservoir hineinragten. Auf dasGel wurde L uftblasenfrel die Nylon-Membran
gelegt, auf diesewiederum 3-lagig 3-MM-Papier (ebenfalsmit 10x SSC getrankt), Uber wel-
chesein Kleenex-Stapd geschichtet wurde. Dieser wurde mit e nem Gewicht beschwert. Mit-
telsKapillarkréftewurde die F tiss gkeit nach oben gesaugt und somit dieRNA auf dieMem-
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brantransferiert. Das,, Blotten, erfolgte Uber Nacht; anschlief3end wurde die Membranin 2x
SSC gewaschen. Zur kova enten Fixierung der RNA an die Membran, wurde die Membran
mit UV bestrahlt (Stratalinker 2400-Autocrossink-Modus).

3.5.5Hybridiserungder RNA

Nach der kovalenten Fixierung der RNA an die Membran wurdediesein einer Réhremit 15
ml Hybridiserungd 6sung (" Church-Gilbert-Puffer: 1 mM EDTA, 0,25 M Phosphatpuffer, 7
% SDYS) ineinem Ofen bel 65°C unter Rotation fir mindestens eine Stunde prahybridisiert.
Danach wurdedieHybridiserungd 6sung durch 5 ml neue Hybridis erungd 6sung ausgetauscht
und diesemit ca. 1x 10° cpm/ml radioaktiv-markierter Probe, diezuvor 3 Minuten bei 100°C
denaturiert wurde, versetzt. Die Hybridisierung erfolgte bel 65°C tiber Nacht. Zur Entfernung
unspezifisch gebundener Radioaktivitéat wurde die Membran unter Rotieren der Réhrewie
folgt gewaschen: 20 Minuten 2x SSC/0,1% SDS, 20 Minuten 1x SSC/0,1% SDSund 20 min
0,5x SSC/0,1% SDS. Anschlief3end wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und je nach Stérke des
Signdsmit Verstérkerfoliebei -80°C belichtet. Sollte eine Membran nach Hybridis erung mit
einer anderen Probe hybridisert werden, sowurdedie urspriingliche Probe durch 10-mindtige
Inkubation in kochender 0,1% SDS-L 6sung entfernt. Dieerneute Hybridis erung erfolgtedann
wie oben beschrieben.
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DieWundheilung der Haut ist ein komplexer Vorgang, der mehrere Prozesse beinhaltet, in
denen der Auf- und Abbau von extrazelluldrer Matrix einewichtige Rolle spielt. So muss
extrazelluldre Matrix abgebaut werden, um Keratinozyten dieMigrationindie Wunde zu er-
maoglichen, wahrend fUr das Einwandern von Fibroblasten undinflammatorischen Zel leninden
Wundberei ch eine provisorische Matrix aus Fibrinfasern aufgebaut wird (als Ubersichtsartikel :
Martin, 1997; Singer und Clark, 1999).

Beim spezifischen Abbau extrazd lulérer Matrix spidendieMatrix-Metdl oproteinasen (MMPs)
einezentraleRolle(Matrisanetal., 1990). Sesindinder Lage die Komponenten der extra
zelluldren Matrix zu spaten. In den einzel nen Phasen der Wundheilung zeigen dieverschiede-
nen MM Pssowohl zeitlich dsauch 6rtlich ein spezifisches Expressonsmuster. Dieswel st auf
einestarke Beteiligung der MM Psbei der Wundheilung hin (Madlener et al., 1998).

Insbesondere die Matrix-Metall oproteinase-13 (MM P-13) scheint hierbel eéinwichtigeRolle
zu spielen. Aufgrund ihres Expressionsmustersund der Fahigkeit, fibrill&resK ollagen zu spal -
ten (Freijeetal., 1994; Knduper et al., 1996a; Mitchell et al., 1996) wird vermutet, dassdie
MM P-13 extrazelluldre Matrix abbaut, um Zellen, wie Keratinozyten, Fibroblasten und
inflammatorischen Zellen dieMigrationwahrend der Wundheilung zu erméglichen.

DieM echanismen, diewadhrend der Wundheilung zur Aktivierung desmmp-13 Gensfuhren,
und die Frage, wel che konkrete Funktion diese Protease in diesem Prozess tibernimmt, konn-
ten bisher noch nicht geklart werden.

UmdieRolleder MMP-13inder Wundheilung zu untersuchen, wurdeeine M M P-13-defiziente
Maushergestellt. Mit dieser Maudiniewurden Wundhellungsexperimente durchgeftihrt, umdie
Auswirkungen des Verlustesder MM P-13 auf den Wundheilungsprozess zu untersuchen.

4.1 Herstellung von mmp-13 knock-out Mauslinien

Zur Analyseder Funktion der MMP-13in der Wundheilung wurde durch den Einsatz ver-
schiedener Cre-Maudinien eineMaudlinie hergestellt, in der dieMMP-13 spezifischinder
Epidermisder Haut ausgeschaltet werden sollte, und eine, in der die Funktion des mmp-13
Gensin alen Geweben wahrend allen Entwicklungsstadien fehlen sollte.

In der gefloxten mmp-13 Maus (mmp-137ovfiox = /> hergestel It von Dr. B. Hartenstein,
DKFZ, Heidelberg, in Zusammenarbeit mit Prof. Z. Werb, University of California, San
Francisco), diezur Herstellung der beiden mmp-13-knock-out Maudlinien verwendet wurde,
tragt das mmp-13 Gen eineloxP-Sequenz im Intron zwischen Exon 2 und Exon 3 (Abb.10).
DesWeiteren befindet sich einvon zwel |oxP-Sequenzen flankiertesNeomycin-Minigen (Neo-
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minigen) im Intron zwischen Exon 5 und Exon 6. Dadie Exons 3, 4, und 5fur diekatal ytische
Doméneder MMP-13 kodieren, wird im Falleeiner voll standigen Rekombination durch Cre
diekatalytische Funktion der Protease zerstort.

Hemopexin

Doménenstruktur

Pre| Pro i ‘ ‘ ‘
des Proteins der MMP-13: katalytisch

Genlocus der

MMP-13:
i penFl ey ey ey I e A

Neominigen
<= {5 >/
+
[ stratum coneun Cre-Rekombinase
2
5
3 -
S| stratum spinosum keratin 14-cre cmv-cre

( s HZF -
[

Abb.10 Herstellung von mmp-13-knock-out Mauslinien mit Hilfe des Cre/lox-Systems

Die Rekombination der |oxP-Sequenzen, die die Exons 3 und 5 des mmp-13 Gensflankieren, durch die Rekombinase
Cre fuhrt zum Verlust der proteolytischen Funktion der MMP-13, da die Exons 3, 4 und 5 fUr die katalytische
Domane der Protease kodieren. Wird Cre unter der Kontrolle des keratin 14-Promotors exprimiert, der im Sratum
basaleder Epidermisaktiv ist, fuhrt dies zu einem Epidermis-spezifischen knock-out der MMP-13. Die Expression
von Cre unter der Kontrolle des cmv-Promotors, der bereitsin sehr frilhen Phasen der Embryonal entwicklung aktiv
ist, fuhrt zu einem vollsténdigen Verlust der Funktion der MM P-13in allen Geweben. wt = Wildtyp; I>/>> = gefloxt;
-/- = durch Crerekombiniert.

stratum basale

Dermis

Die Epidermis-spezifische mmp-13-knock-out Mauswurde durch Verpaarung der mmp-1319¢
flox Maus mit einer Maudlinie, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle desendogenen
keratin 14-Promotorsexprimiert, generiert (diekeratin 14-cre Mauswurde freundlicher-
weisevon Dr. J. Huelsken, Max-Delbriick-Zentrum fir Molekulare Medizinin Berlin, zur
Verflgung gestellt; Huelsken et al., 2002). Der keratin 14-Promotor ist spezifischin den
Keratinozyten des Sratumbasal e aktiv. Diesfihrt dazu, dassdie MM P-13 nach erfol gter
Rekombination in der gesamten Epidermisfehlt, daalle Schichten der Epidermisausden
K eratinozyten der Basal schicht hervorgehen (Abb.10).
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Fur dieHerstellung der Maudinie, inder die Expressonvon MMP-13in allen Geweben aus-
geschaltet ist, wurde die mmp-13">/flox Maus mit einer Mauslinie verpaart, die die Cre-
Rekombinaseunter der Kontrolle des menschlichen Cytomega ovirus (cmv) minimal-Promo-
torsexprimiert (cmv-cre). Dieser Promotor ist bereitsin sehr friihen Phasen der murinen Em-
bryogenese aktiv (Schwenk et al., 1995), was zur Rekombination des gefloxten mmp-13
Alldsinalen ZelendesKorper fuhrt (die cmv-cre Mauswurdefreundlicherweisevon Dr. B.
Arnold, DKFZ, Heidelberg zur Verfligung gestelIt) (Abb.10).

Fur diefolgenden Untersuchungen wurden jeweils M ause el ngesetzt, die homozygot fir das
gefloxtemmp-13 Allel waren und die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle desentsprechen-
den Promotors exprimierten (, mmp-13"2/19/k14-cre’ und ,, mmp-13">/1/cmy-cre*).

4.1.1 Genotypisierung der mmp-13-knock-out Mauslinien

Fur die Herstellung der MM P-13-defi zienten M audinien wurde die gefloxte mmp-13 Maus-
linie mit der entsprechenden Cre-Maudlinie verpaart (keratin 14-cre bzw. cmv-cre). Fir die
genotypische Analyseihrer Nachkommen wurde die PCR-Technik verwendet. Hierfir wurde
der sense-Primer ,,col126*, der zu einem Sequenzbereich im flinften Exon desmmp-13 Gens
komplement&r ist, und der antisense-Primer ,, col124*, der zu einem Sequenzbereichim Exon 6
komplementér ist, verwendet. Mit Hilfedieser spezifischen Primer wurden PCR-Reaktionen
mit DNA, die aus Schwanzbiops en der Nachkommen der angesetzten Verpaarungenisoliert
wurde, durchgefihrt. Durch gel el ektrophoretische Auftrennung der PCR-Reaktionen konnte
das 2,7 kb grof3e Amplifikationsprodukt des gefloxten mmp-13 Allels (>/1>) vom 1,2 kb
grof3en Amplifikationsprodukt des Wil dtyp mmp-13-Allels (wt/wt) unterschieden werden.
Durch dasFehlen von Exons 5 im rekombinierten mmp-13 Allel (-/-) ergibt sich hierfur kein
Amplifikationsprodukt (Abb.11A).

Zum Nachweisdesrekombinierten mmp-13 Allelswurde der sense-Primer ,, coll54*, der zu
elnem Sequenzbereichim zwelten Exon komplementér ist, und der antisense-Primer ,, col 155",
der zu einem Sequenzbereichim sechsten Exon komplementér ist, verwendet. Die Fotografie
der gelelektrophoreti sch aufgetrennten PCR-Reaktionen in Abbildung 11B zeigt das 1,3 kb
grofie Amplifikationsprodukt des rekombinierten mmp-13 Allels. Fur das Wildtyp und das
gefloxte mmp-13 Alld erh@lt man kein PCR-Produkt, dadie Entfernung zwischen dem sense-
und dem anti sense-Primer fir eene Amplifikation unter den gewahlten PCR-Bedingungen zu
groi3igt.
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wtiwt /1> -I-

2,7kb =—>

1,2kb =

coll 54

B ] <= B>

coll 55

5,0 kb

coll 54

1,3 kb

wtiwt >/ -/-

1,3kb =—>

+cre - cre +cre

1,0kb =—>

Abb.11 Prinzip der genotypischen Analyse der Nachkommenschaft der M &use aus den Ver paar ungen mmp-
13fodflox i keratin 14-cre und mmp-13Mo4io x cmv-cre

Der Wildtyp, der gefloxte und der durch Cre rekombinierte L ocus des mmp-13 Genssind bei den Abbildungen (A) und
(B) mit dem jeweils verwendeten Primer-Paar (durch Pfeile gekennzeichnet) schematisch dargestelt.

(A) Gelelektrophoretisch aufgetrennte PCR-Reaktionen, die mit Hilfe der Primer ,,coll 24" und ,,coll26* durchgefuhrt
wurde. Bei Méusen, die das Wildtyp mmp-13 Allel tragen (wt/wt), kann ein Amplifikationsprodukt von 1,2 kb und bei
Mausen, die das gefloxte mmp-13 Allel tragen (>/1>) ein Amplifikationsprodukt von 2,7 kb nachgewiesen werden. Fir
dasdurch Crerekombinierte mmp-13 Allel (-/-) ergibt sich kein Amplifikationsprodukt, daExon 5 als komplementére
Sequenz des Primers,,, coll 26" fehlt.

(B) zeigt dieim Agarosegel aufgetrennte PCR-Reaktionen, die mit den Primern ,,coll54" und ,, col155" mit DNA einer
wt/wt, >/> und -/- Maus durchgefiihrt wurden. Bei Verwendung der DNA der -/- Maus kann ein 1,3 kb grof3es
Fragment amplifiziert werden. Fur die DNAs der wt/wt und I>/i> Mé&use ergibt sich kein Amplifikationsprodukt, da
unter den gewdahlten Bedingungen die Entfernung der Primer fur eine Amplifikation zu gro3ist.

(C) zeigt die gelel ektrophoretisch aufgetrennten PCR-Reaktionen, die mit den Primern ,,crel* und,, cre2" durchgefiihrt
wurden. Ist die untersuchte Maus Tréger des cre Gens (+cre) so ergibt sich ein 1,0 kb groRes Amplifikationsprodukt.
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Zum Nachweisdes Gensder Cre-Rekombinase wurde eine PCR-Reaktion mit dem anti-
sense-Primern " crel” und dem sense-Primer "cre2" durchgefiihrt, die zu Sequenzbereichen
destransgenen Konstrukteskomplementér sind. Die gel el ektrophoretische Auftrennung der
PCR-Reaktion zeigt ein 1,0 kb grofRes Amplifikationsprodukt (Huelsken et al., 2002)
(Abb.11C).

4.1.2 Uberpriifung der Rekombinationseffizienz desgefloxten mmp-13 Allelsin den
mmp-13 knock-out Mauslinien

Die Rekombinati onseffizienz der Cre-Rekombinasein den generierten Maudinien wurde mit
Hilfe des Southern Blot Verfahrensmit DNA aus verschiedenen Geweben tberprft. Die
DNA aus Schwanzbiops en bzw. Epidermisund Dermiswurde hierfir mit dem Restriktions-
enzym Pst | verdaut und e ektrophoretisch aufgetrennt. Als Sondefir dieHybridiserung diente
ein 1,3 kb grof3es Fragment, das einen Bereich von Exon 1 und Exon 2 Uberspannte und durch
den Verdau mit den Restriktionsenzymen Nsi | und BspT | ausder DNA des Targeting Vek-
torsgewonnen wurde. Mit dieser Sonde kann fir das gefloxte mmp-13 Allel eine Fragment
mit elner Groéf3e von 4,95 kb und fir das durch Cre rekombinierte mmp-13 Allel mit einer
Grolevon 2,3 kb detektiert werden (Abb.12A).

Mit der DNA auseiner Schwanzbhiopsie einer mmp-13"o/lx Maus, diealsKontrolle diente,
konnteim Autoradiogramm eine Hybridis erungsbande der Grol3e desgefloxten mmp-13 Al-
lels (4,95 kb) nachgewiesen werden (Abb.12B). In der Epidermisund Dermisder mmp-13"1¢
flos/k14-cre Mauswurde jeweils e ne schwache Hybridisierungsbande der Gréfze desdurch
Crerekombinierten mmp-13 Allels (2,3 kb) und eine starke Hybridis erungsbande der Groflie
desgefloxten mmp-13 Allelsdetektiert. Dieszeigt, dassdie Rekombinase der gefloxten mmp-
13 Allelein den Keratinozyten der Epidermisnur unvollstandig erfolgtist. Inder Dermisals
Kontrollgewebeware nur eine Hybridisierungsbande der Grofie desgefloxten mmp-13 Allels
zu erwarten gewesen. Die schwache Hybridisierungsbande der Grof3e des durch Cre
rekombinierten mmp-13 Allels ist auf eine Verunreinigung der Dermis-Fraktion durch
Keratinozyten der Haarfollikel zurlickzufiihren, diein die Dermishineinragen. Die DNA der
mmp-131o¥i/cmy-creMaudlinie, in der die Expression von Cre zu einer Rekombination des
gefloxten mmp-13 Allelsin allen Geweben fuhrt, zeigt wie erwartet ausschliefdlich eine
Hybridisierungsbandevon 2,3 kb (Abb.12B). In dieser Linie hat e ne Rekombination der
gefloxten mmp-13 Allele demnach voll sténdi g stattgefunden (mmp-13"¢"/cmv-cre= mmp-
13"/cmv-cre).

56



4 Ergebnisse

A 0,0 kb 2,5kb 50kb 7,5kb 10,0 kb
I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1
Targeting Vektor —|
4,95 kb
12 3 4 5 neomini © 7 8 9 10
[ ]
— o H—be i
—_— /,% T
Sond
P s
Pst I Nsil BspTIII /,’ Pstl Pstl
I -7
23kb e
7
' - e
1 2 I 6 // 7 8 9 10
i /
T Sonde
Pst1 Pst1
B keratin 14-cre cmy-cre

>/> >/> >/> >/>

Schwanz Epidermis Dermis  Schwanz

— 495kb (>/>)

— 23kb (/)

Abb.12 Analyse der Rekombinationseffizienz des gefloxten mmp-13 Allels in den generierten mmp-13
knock-out M &usen

(A) Schematische Darstellung des gefloxten mmp-13 Allels (I>/t>) und des durch Crerekombinierten mmp-13 Allels (-
/-). >>= loxP-Sequenz

(B) zeigt das Autoradiogramm eines Southern Blots, der zur Analyse der Rekombinationseffizienz in den generierten
mmp-13-knock-out Mauslinien durchgefiihrt wurde. Es wurde DNA aus einer Schwanzbiopsie einer mmp-13o¢flox
Maus, DNA aus Epidermis und Dermis einer mmp-13"/o/keratin 14-cre Maus und DNA aus einer Schwanzbiopsie
einer mmp-131o/io/emy-cre Maus isoliert, mit dem Restriktionsenzym Pst | verdaut und gel el ektrophoretisch aufge-
trennt. Die Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde, die zu einem Sequenzbereich von Exon 1 bisExon 2
komplementar ist, zeigt fir die mmp-137°9flox Maus eine Hybridisierungsbande der GréRe des gefloxten mmp-13 Allels
(4,95 kb), fur Epidermis und Dermis der mmp-13'ofo/keratin 14-cre Maus eine starke Hybridisierungsbande der
GrofRe des gefloxten mmp-13 Allelsund eine schwache Hybridisierungsbande der Grof3e desdurch Cre rekombinierten
mmp-13 Allels (2,3 kb). Fir die mmp-131oio/cmy-cre Maus kann ausschliefdlich eine Hybridisierungsbande der
Grof3e des durch Cre rekombinierten mmp-13 Allels nachgewiesen werden.
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Aufgrund der unvollstdndigen Rekombination des gefloxten mmp-13 Allelsin der Epidermis
der mmp-13foio/k14-cre Maudiniewurde diese Maudiniefir keineweiteren Untersuchun-
genverwendet. Allefolgenden Analysenin dieser Arbeit wurden mit der mmp-13"/cmv-cre
Maudiniedurchgeftirt.

Dadie Rekombination des gefloxten mmp-13 Allelsin der mmp-137/cmv-cre Maudliniein
alen ZdItypen attfindet, dso auchin den Keimzellen, ergeben sich aus Verpaarungen zweier
mmp-13"/cmv-cre M ause auch ohnedie Expression der Cre-Rekombinase stetsvollstandige
mmp-13-knock-out Mause. Daher wurde bei der Ziichtung der mmp-13-knock-out Mause
ab der 2. Generation auf die Expression der Cre Rekombinase verzichtet. Eswurden nur noch
mmp-13-knock-out Mause verwendet, die das Gen fir die Cre-Rekombinase nicht mehr
besal?en (mmp-13" = MM P-13-defizient = mmp-13-knock-out).

AlsKontrollmausewurden in alen Untersuchungen mmp-13fo4lox M ause verwendet.

4.1.3 Analyseder Rekombination der gefloxten mmp-13 Alleleauf RNA-Ebene

Nachdem auf DNA-Ebene bestétigt wurde, dass die Rekombination des gefl oxten mmp-13
Alldsinder Schwanzbiopsieder MM P-13-defizienten Maulinievollsténdig Stattgefunden hat,
wurde die Express on desrekombinierten mmp-13 Genszuséizlich auf RNA-Ebeneandysiert
(Abb.13).

Hierfr wurde Gesamt-RNA ausFemur und Tibiader Hinterbeinevon mmp-13"- Mausen und
von Kontrollmausen isoliert und mit Hilfe der Northern Blot Methode analysiert. Eswurde
RNA aus Knochengewebe verwendet, dadie MMP-13 im Knochen, nicht jedoch in der
unverwundeten Haut exprimiert wird (Gack et al., 1995; Madlener et al., 1998; Tuckermann
et al., 2000). AlsHybridisierungssonde dienteein MM P-13-cDNA-Fragment (Gack et al .,
1994). Zur Quantifizierung der aufgetragenen mRNA-Mengewurde die Membran mit der
GAPDH-cDNA hybridisiert (Fort et al., 1985).

Wiein Abbildung 13 gezeigt, konnteim Gegensatz zu K ontrollméusenin Knochenvon MM P-
13-defizienten Mausen kein Transkript fur MM P-13 detektiert werden, auch kein, wievom
rekombinierten Locuserwartetes, trunkiertes Transkript. DasFehlen destunkierten Transkriptes
in der mmp-13-knock-out Maus deutet darauf hin, dassdiesesinstabil ist und sehr schnell
abgebaut wird.

DiesesErgebnisléasst darauf schlief3en, dassin der MM P-13-defizienten Mausweder MM P-
13 Transkripte noch MM P-13 Protein vorhanden sind.
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Abb.13 Analyse der vollstandigen Rekombination des gefloxten mmp-13 Allels der MM P-13-defizienten
Mausauf RNA-Ebene

Nach Isolierung von Gesamt-RNA aus Femur und Tibia der Hinterbeine einer Kontrollmaus (I>/>) und einer
mmp-13" Maus (-/-) wurden diese gel el ektrophoreti sch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran Ubertragen. Nach der

Hybridisierung mit der radioaktiv markierter MMP-13 cDNA folgte eine Kontrollhybridisierung mit der GAPDH-
cDNA der Ratte. Im Knochen der mmp-13" Maus kann kein Transkript der MM P-13 nachgewiesen werden.

4.2 Phanotypische Analyse der MM P-13-defizienten M ause

Anhand der Analysender DNA und RNA konntedeutlich gezeigt werden, dassin der MMP-
13-defizienten Maudinie das gefloxte mmp-13 Alle vollstandig rekombiniert wurdeund die
Expression dieses durch Cre rekombinierten mmp-13 Allels zu keinem stabilen Transkript
fuhrt. DieseMaudiniewurde daher fur diefol genden Untersuchungen zur Funktion der MM P-
13 verwendet.

4.2.1 Embryonalentwicklungder MM P-13-defizienten M duse

ErsteMMP-13 Expression kann am Tag 14.5 der Embryonal entwicklung der Mausin einzel-
nen Zellen desHinterhauptbeinsgezeigt werden (Gack et al., 1995). Am Tag 16.5 kann zum
ersen Md einestarke Expression der MM P-13 ausschliefdichin Rohren- und Schédelknochen
gezeigt werden (Gack et al., 1995).

Um zu untersuchen, ob sich der Verlust der MM P-13 auf die Embryona entwicklung der Maus
auswirkt, wurde daher die Morphologie von 16.5 Tage alten Embryonen von MMP-13-
defizienten M&usen mit der von KontrolIméusen verglichen (Abb.14). Hierfir wurden Embry-
onen von mmp-13-knock-out M &usen und Kontrollméusen in Paraformal dehyd fixiert, durch
eineaufsteigende Alkoholreihe entwéassert und in Paraffin eingebettet. Von den eingebetteten
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Embryonen wurden 8 um dicke Schnitte angefertigt und auf beschi chtete Objekttréger aufge-
zogen. Die Andysehigtologisch (Hamatoxylin & Eosn=HE) gefarbter Gewebeschnittezeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den mmp-13-knock-out Embryonen und den
Kontrollembryonen.

Wirbel-
sdule

Luft-

rohre Zunge

Lunge ; Thymus

Herz

Leber
Darm

Vulva

Abb.14 Embryonen am Tag 16.5 der Embryonalentwicklung

16.5 Tage alte Embryonen von Kontroll- (I>/>>) und mmp-13-knock-out (-/-) M&usen wurden in Paraformal dehyd
fixiert, durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und in Paraffin el ngebettet. Von den eingebetteten Embryonen
wurden 8 pum dicke Schnitte angefertigt und histologisch (HE) geférbt. Der Vergleich der Embryonen zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen den mmp-13-knock-out Mé&usen und den Kontrollméusen.

Embryona entwicklung desK nochens

Am Tag 16.5 der Embryona entwicklung wird die MMP-13 in Réhren- und Schadelknochen
und dort spezifisch in hypertrophen Chondrozyten der Knochenwachstumszone und Osteo-
blasten exprimiert (Gack et al., 1995).

Zudiesem Zeitpunkt der Entwicklung hat der Prozessder endochondralen Ossifizierungin
einigen Knochen, wiez. B. dem Oberschenkelknochen der Hinterbeine (Femur) bereitseinge-
setzt. In diesem Vorgang wird K norpel gewebe, das bereits die Form des spéteren Knochens
besitzt, nach und nach durch Knochensubstanz ersetzt. Proliferierende Chondrozytenim zen-
tralen Teil desKnorpel sdifferenzieren zu so genannten hypertrophen Chondrozyten. Diese
Zdlen sezernieren eineKnorpel-ECM, diedielnvasion von Blutgefél3en erlaubt. Nach erfolg-
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reicher kapillarer Versorgung der Region der hypertrophen Chondrozyten, sterben dieseab
und werden durch Osteobl asten ersetzt, die durch die Blutgefa3e in die Knochenanlage gel an-
gen. Die hypertrophe Knorpel matrix im Zentrum des Knochenmodel Iswird wahrend der
Vaskularisierung degradiert und durch von Osteobl asten sezernierte, knochenspezifischeMa
trix ersetzt.

Um zu untersuchen, ob der Verlust der MM P-13 Auswirkungen auf diesen Prozesshat und es
dadurch zu e ner morphol ogi schen Verdnderung der Knochenanl age des Femur kommt, wur-
dedieser auf den angefertigten Gewebeschnitten der 16.5 Tage alten Embryonenim Detail
analysert (Abb.15). Der Vergle ch des Femurs eines mmp-13-knock-out Embryosmit einem
Kontrollembryoin Abbildung 15 zeigt kel ne gravierenden Unterschiedeinihrer Morphologie.
Lediglich dieZoneder hypertrophen Chondrozyten im zentralen Bereich der Knochenanlage
istim Femur desMM P-13-defizienten Embryosim Vergleich zu dem Kontrollembryo gering-
flgig vergrolert. Ob dieser geringfligige Unterschied auf Schwankungen zwischen einzelnen
Embryonen oder auf den Verlust der MM P-13 zurtickzuf Uhrenist, miissen Untersuchungen
einer grof3eren Anzahl an Embryonen zeigen. Dieser nur geringfligige Unterschiedinder zellu-
l&ren Zusammensetzung der Knochenanlagelasst vermuten, dassdieMMP-13indiesem Pro-
zessentweder kel ne essentielle Aufgabe erfiillt, oder ihre Funktion wéahrend der Knochen-
entwicklung von einer anderen MM P kompensatorisch ibernommenwird.
>/> -/-

Abb.15 Embryonale Knochenentwicklung der mmp-13-knock-out Mause ist nicht gravierend verandert im
Vergleich zu den Kontrollmausen

(A) und (B) zeigen histologisch (HE) geférbte Gewebeschnitte des Oberschenkelknochens (Femur) am Tag 16.5 der
Embryonal entwicklung von Kontroll- (>>/t>) und mmp-13-knock-out (-/-) Mausen in unterschiedlicher VergroRerung.
(-----) markiert die Zone der hypertrophen Chondrozyten. Balken entspricht 500 pm.
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