4 Ergebnisse

Embryonal entwicklung der Haut

Abdem Tag 15.5 der Entwicklung der Maus sind ale epidermalen Schichten angelegt und die
Verhornung setzt ein. Zu diesem Zeitpunkt besteht die Epidermisauseiner Schicht saulenformiger
Basalzellenund meist drei bisvier dartiberliegenden Zelllagen (Militzer, 1982). Um die Ent-
wicklung der Haut in den mmp-13-knock-out M &usen zu anaysieren, wurde die Haut auf den
angefertigten Gewebeschnitten der 16.5 Tage aten Embryonenim Detail untersucht (Abb.16).
Der Vergleich der embryonaen Haut der MM P-13-defi zienten M&use mit den Kontrollméusen
zeigtehierbei keine Unterschiede. Dieser Befund steht in Ubereingtimmung mit Untersuchun-
gen, diegezeigt haben, dass die MM P-13 wahrend der Embryonal entwicklung nicht in der
Haut exprimiert wird (Gack et al., 1995).
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Abb.16 Aufbau der Haut am Tag 16.5 der Embryonalentwicklung
Der Vergleich von Rickenh&uten auf histologisch (HE) geférbten Paraffinschnitten von 16.5 Tage alten Kontroll- (1>/1>)
und mmp-13"- Embryonen (-/-) zeigt keine signifikanten Unterschiede. Balken entspricht 100 pm

4.2.2 Phanotyp adulter MM P-13-defizienter M éuse

In der adulten Maus wird MMP-13 ebenso wie wahrend der Embryonalentwicklung im
Knochengewebeexprimiert (Tuckermann et al., 2000). Ob sich der Verlust von MM P-13 auf
das L angenwachstum der Mause auswirkt, wurde untersucht, indem im Alter von 5 Wochen
MM P-13-defiziente M &use und K ontrollméuse beztiglich ihrer Korpergrof3e verglichen wur-
den (Abb.17). Eszeigtesich kein signifikanter Unterschiedin Grof3e und Aussehen der Méau-
*.
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Abb.17 GroRe und Morphologie adulter mmp-13-knock-out M duse unter scheiden sich nicht signifikant von
Kontrollméausen

Die Abbildung zeigt den Vergleich einer 5 Wochen alten mmp-13-knock-out Maus (-/-) mit einer 5 Wochen alten
Kontrollmaus (>/1>).

Morphol ogieadulter Knochen

Um auch in der adulten Maus die Auswirkungen des Verlustes der MM P-13 auf den Kno-
chen, indemsiekondtitutiv exprimiert wird, zu untersuchen, wurden vonin Paraffin eingebette-
ten Oberschenke knochen von zwolf Wochen dten, weiblichen MM P-13-defizienten Mausen
und Kontrollmausen Gewebeschnitte angefertigt und histologisch (HE) geféarbt (Abb.18). Auf
diesen Schnitten wurdeinsbesondere die Wachstumszone des K nochens untersucht, die, wie
im Folgenden beschrieben, entsteht:

Wéhrend der Embryonal entwicklung schreitet vom verknocherten Zentrum desanfanglichen
Knorpe snach beiden Seiten jeweil seine Ossifizierungsfront voran, auf deren proximaer Seite
sich die Osteoblasten und auf der distalen Seite sich die hypertrophen Chondrozyten befinden,
dieausdem distalen Chondrozytenreservoir differenzieren. Die hypertrophen Chondrozyten
induzieren diekapillare Angiogenese, sterben ab und werden durch Osteobl asten ersetzt.
Dadurch wird die Ossifizierungsfront immer weiter zentripeta verschoben. Nach einiger Zeit
beginnen die Chondrozyten distal der Ossifizierungsfront zu proliferieren, bevor sein hyper-
trophe Chondrozyten differenzieren. Siebilden el nen epiphysaren Knorpel. Dadurchwerden
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dieknorpeligen Enden des Rohrenknochens vorwarts geschoben, wahrend das eigentliche
L dngenwachstum desKnochensan der Stelle der proliferierenden Chondrozyten stattfindet.
DieZoneder Ogteoblasten, der hypertrophen Chondrozyten und proliferierenden Chondrozyten
wird als Wachstumszone bezeichnet. Die Chondrozyten des epiphysaren Knorpels
hypertrophieren nach einiger Zeit ebenfdlsundleiten die Bildung e nessekundéren Ossifikations-
zentrumsein. Blutgefalie wandern in diesen Bereich ein und Osteobl asten beginnen mit der
Sekretion von Knochenmatrix, dienachfolgend mineraisert.

DieExpression der MM P-13in hypertrophen Chondrozyten und Osteobl asten |1 8sst eine Funk-
tionin der endochondralen Ossifizierung des Knochensvermuten.

B
Ch
pCh p
hCh
hCh

Abb.18 Knochenwachstumszone 12 Wochen alter M ause

Von in Paraffin eingebetteten Oberschenkelknochen von 12 Wochen alten Kontroll- (>/>) und mmp-13-knock-out (-/
-) Méusen wurden Gewebeschnitte angefertigt und histologisch (HE) gefarbt.

(A) zeigt Ubersichtsaufnahmen von den Wachstumszonen der Oberschenkelknochen. In der Breite der Wachstums-
zone ist kein Unterschied festzustellen.

(B) zeigt Detailaufnahmen der Wachstumszonen der Oberschenkelknochen. Die Wachstumszone des mmp-13-knock-
out Knochens setzt sich aus verhdltnismailig mehr hypertrophen Chondrozyten zusammen als die des Kontroll-
knochens. Wachstumszone (Wz), Knochenmark (Km), proliferative Chondrozyten (pCh), hypertrophe Chondrozyten
(hCh). Balken entspricht in (A) 500 um und in (B) 50 pm
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Diemikroskopische Analyse der Wachstumszone zeigte keine gravierenden Unterschiede
zwischen den MM P-13-defizienten Knochen und den Kontrollknochen. Wiein der embryo-
nalen Knochenanlage scheint lediglich die Zoneder hypertrophen Chondrozyteninden MM P-
13-defizienten M&useim Vergleich zu den Kontrollméusen etwas vergrof3ert zu sein. Auch hier
miissen jedoch Untersuchungen von einer grof3eren Anzahl an Mausen zeigen, ob dieser Be-
fund auf den Verlust der MM P-13 zurtickzufihren ist, oder ob es sich um Schwankungen
handelt, dievon Maus zu Mausauftreten kbnnen. Dieveranderte Grof3e der Zone der hyper-
trophen Chondrozyten hat jedoch keine gravierenden Auswirkungen auf dasWachstum der
Knochen, wasder Grofl3envergleich der adulten Méusein Abbildung 17 zeigt.

M orphol ogie und epidermal e Differenzierung in der adulten Haut

Diekollagenhaltige Dermisder Haut befindet sich in einem préaziseregulierten Gleichgewicht
zwischen K ollagenproduktion und -abbau. Bei dem kollagenabbauenden Enzym desMen-
schen handelt es sich um die MMP-1, a s deren funktionelles Homolog die MM P-13 der
Mausangesehenwird. Um zu untersuchen, ob der Verlust der MM P-13 zur Entwicklung einer
Fibroseder Haut fiihrt, die durch einen verminderten Abbau desK ollagens zustande kommen
konnte, wurde die Morphologie der Riickenhaut von 8 Wochen, 6 Monate und 1 Jahr alten

8 Wochen 6 Monate 1 Jahr
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Abb.19 Riickenhaut von 8 Wochen, 6 Monate und 1 Jahre alten Mé&ausen

Der Vergleich von histologisch (HE) geférbten Gefrierschnitten von Riickenh&uten von 8 Wochen, 6 Monate und 1 Jahr
alten mmp-13"- Mausen (-/-) und Kontrollméusen (I>/1>) zeigt keine signifikanten Unterschiede. Die kleinen Bildaus-
schnitte zeigen die Epidermisin hoherer VergroRerung. (Ep) Epidermis, (D) Dermis, (Sk) Subkutis, (M) Muskelgewe-
be. Balken in der Ubersichtsaufnahme entspricht 250 um; Balken in der Detail aufnahme entspricht 50 pm.
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MM P-13-defizienten M &usen und K ontrollméusen mit Hilfe histologischer (HE) Farbung von
Gewebeschnitten analysiert (Abb.19). Dabeil zeigte sich zwischen der Haut der MM P-13-
defizienten Mause und der der Kontrollmausekein signifikanter Unterschiedin der Morpholo-
ge

Infolge des Alterungsprozesses, in dem es zu elner Verschiebung des Gleichgewichtsvon
Kollagensynthese und K ol lagenabbau zugunsten des K ollagenabbaus kommt, reduziert sich
der dermaeAntell der Haut. Diese Tendenzist in der 6 Monate alten Haut bereits zu erkennen
undwirdinder 1 Jahr alten Haut ganz deutlich sichtbar. Dassin diesem Prozesskein Unter-
schied zwischen den MM P-13-defizienten M&usen und den KontrolIméusen festzustel leni &,
|&sst darauf schlief3en, dassweder die Produktion von Kollagen durch die Fibroblasten noch
der Abbau von Kollagen durch Proteasen in den MM P-13-defizienten Mausen gestort ist.
Dieser Befund gilt sowohl fir die Riickenhaut der Mause, alsauch fir ihre Schwanzhatt.

Der Befund, dasseskeine Auffalligkeitenin der Entwicklung der Haut der MM P-13-defizienten
Méausegibt, wurde durch die Anaysevon Markerproteinen der epidermalen Differenzierung
untermauert. HierfUr wurden diese Markerproteine auf Schnitten der Schwanzhaut von MM P-
13-defizienten M &usen und K ontrollméusen mit Hilfeimmunhi stol ogischer Farbung und mittels
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht (Abb.20). Fir diese Anaysen wurde Schwanzhaut ver-
wendet, dahier die Epidermismehr Zellagen aufwei st dsdieder Riickenhaut und dadurch die
Anaysen erleichtert. Fur dieverschiedenen Differenzierungsphasen der Epidermisist die Ex-
pression von bestimmten Komponenten des Zytoskel etts charakteristisch.

AlsMarkerproteinfir die Basalschicht der Epidermisdiente Keratin 5. Alsfrihe Marker der
Differenzierung, diein allen suprabasa en Schichten exprimiert werden, wurden Keratin 10 und
Involucrinverwendet. Alsspéter Marker der Differenzierung dientedas Strukturprotein Loricrin.
AlsMarker zum Nachweisproliferierender Zellen wurde Ki-67 verwendet, dasvon Zellen
exprimiertwird, diesichinder Zdlteillung befinden.

Bei keinem von diesen Markern konntein seiner Expression eln Unterschied zwischen den
mmp-13"- Mausen und den KontrolIméusen festgestel It werden (Abb.20). Keratin 5wirdin
beiden Fallen ausschlieldich von Keratinozyten der Basalschicht exprimiert. Im Anteil anpro-
liferierenden Keratinozyten in der Basal schicht zeigt sich ebenfallskein signifikanter Unter-
schied. Die Expression des spaten MarkersLoricrin beschrénkt sich auf das Sratum corneum
und Keratin 10 und Involucrin werden in beiden Linien von allen suprabasalen Schichten
exprimiert.
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Abb.20 Epidermale Differenzierung der mmp-13-knock-out M&use ist unver éndert

Querschnitte von Schwanzhéuten 7 bis 8 Wochen alter mmp-13-knock-out Méuse (-/-) und Kontrollmause (>>/1>)
wurden histologisch (HE) geférbt und sowohl das proliferationsspezifische Protein Ki-67 (braun) als auch die
differenzierungsspezifischen Proteine Keratin 5 (grtin), Involucrin (rot), Keratin 10 (braun) und Loricrin (braun)
mittels Immunfluoreszenz bzw. mmunhistochemie sichtbar gemacht. Die Zellkernewurde bei den Immunfluoreszenz-
Nachweisen mit Hoechstfarbstoff (blau) und bel den immunhistochemischen Nachweisen mit Hamatoxylin (blau)
gegengeférbt. Balken entspricht 100 pm.

Die Analyseder MM P-13-defizienten M&use zeigt, dass das Fehlen der MM P-13 zu keinem
gravierenden Unterschied in der Embryona entwicklung fuhrt. Im adulten Zustand zeigen diese
ebenfdlske nenauffaligen Phanotyp. Inder Haut konntezwischen MM P-13-defizienten Méusen
und Kontrollmausen weder in der Entwicklung nochin der Homoostase ein Unterschied fest-
gestel It werden.

4.3 Wundheilungsexperimente

Die Expression von MM P-13 wahrend der Wundheilung der Haut deutet auf einewichtige
Funktion dieser Proteasein diesem Prozesshin (Madlener et al., 1998). In einer heilenden
Wundewird MM P-13 an der vordersten Front desin die Wunde einwandernden Epithel svon
Keratinozyten exprimiert. Diese Expression|asst auf eéineRollevon MMP-13im Abbau extra-
zdlul&rer Matrix schlief3en, um den am Wundrand befindlichen Keratinozyten dieMigration zu
ermdglichen. Zu spéteren Zeitpunkten, wenn die Wunde bereitsgeschlossenist, wirddieMMP-
13 von einzelnen Zellen des Granul ationsgewebes gebildet. Eswird diskutiert, dassdie MM P-
13 am Umbau der neu gebildeten K ollagenmatrix im Wundbereich betelligtist.
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DieMechanismen, diewahrend der Wundheilung zur Aktivierung desmmp-13 Gensfihren,
und die Frage, wel che Funktion diese Protease in diesem Prozess tibernimmt, solltenin dieser
Arbeit durch die Auswertung von Wundheilungsexperimenten mit den MM P-13-defizienten
M &usen besser verstanden werden.

4.3.1 Durchfthrung der Wundheilungsexperimente

Zur Untersuchung desWundhellungsprozesseswurde die Riickenhaut von MM P-13-defi zienten
Mé&usen und Kontrollméusen verwundet (Abb.21). Hierflr wurden 7 bis8 Wochen dtewelb-
licheMausenarkotisert, dieRlickenhaut rasert und mit Hilfeener Biopse-Stanzevier Exzisons
wunden mit einem Durchmesser von 4 mm so gesetzt, dassjeweils zwei der vier Wunden
beztiglich der Wirbe sdule symmetrisch zueinander lagen. Nach 1, 2, 3,5, 7, 10 bzw. 14 Tagen
wurden die verwundeten M ause getttet. Die &ulderliche M orphol ogie wurde durch Fotogra
fieren der Wunden dokumentiert. Zwel der vier Wunden wurden anschlief3end fur histologische
Analysen eingebettet, wahrend die anderen beiden Wunden fur die Préparation von RNA
verwendet wurden (detaillierte Beschrelbung sehe Materia und M ethoden).

Einbetten in
Einbettgel

Setzen von
Wunden

S =

Nylonmembran Einbettschélchen

histologische Analysen

Abb.21 Schematische Darstellung der Durchfiihrung der Wundheilungsexperimente

7 bis 8 Wochen alte weibliche M&use werden narkotisiert, die Riickenhaut rasiert und mit Hilfe einer Biopsie-Stanze
vier Exzisionswunden mit einem Durchmesser von 4 mm so gesetzt, dassjeweilszwei der vier Wunden beztiglich der
Wirbelséule symmetrisch zueinander liegen. Nach definierten Zeitpunkten werden die verwundeten M&use getotet.
Zwei der vier Wunden werden fir histologische Analysen eingebettet, wahrend die anderen beiden Wunden fiir die
Préparation von RNA verwendet werden.
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4.3.2 Expression der MM P-13wahrend der Wundheilung

Um zu zeigen, dassin den Wunden, diein dieser Arbeit untersucht wurden, MMP-13, wiein
anderen Arbeiten beschrieben (Madlener et al., 1998; Lund et al ., 1999), am Wundrand von
Keratinozyten und zu spéteren Zeitpunkten in einzelnen Zellen des Granul ationsgewebes
exprimiert wird, und diese Expression in den MM P-13-defizienten Wunden nicht mehr vor-
handenist, wurde die Expression der MM P-13 auf Gefrierschnitten von Wunden 1 und 7 Tege
nach Verwundung mit Hilfeder in situ Hybridisierungstechnik nachgewiesen. Mit dieser Tech-
nik 1&sst sich die Expression von Genen direkt im entsprechenden Gewebe auf Einzelzellebene
nachweisen. Als Sondefur dieHybridisierung diente ein 246 bp grol3es RNA-Transkript, das
zu einem Sequenzbereich von Exon 3 bisExon 5 desM M P-13 Transkriptes komplementér ist
(antisense-Probe).

In den Wunden der Kontrollmause konnteam Tag 1 nach Verwundung eine Expressionvon
MMP-13 in K eratinozyten am Wundrand beobachtet werden. In den Wunden der MM P-13-
defizienten Mause konnte hingegen keine Expression von MM P-13 nachgewiesen werden
(Abb.22A). Am Tag 7 konnteim Gegensatz zu den mmp-137-Mausen in den K ontrol Imausen
eine Expression von MMP-13inwenigen Zellen des Granul ationsgewebes detektiert werden
(Pfeil; Abb.22C).

Der Befund, dassdie MM P-13-defizienten M&use auch wahrend der Wundheilung keineMMP-
13 exprimieren, wurdemit Hilfe der RT-PCR-Technik bestétigt (Abb.22B). Hierzu wurde
Gesamt-RNA aus Wunden ein Tag nach Verwundung von drel verschiedenen MMP-13-
defizienten M&usen und drei verschiedenen Kontrollméusenisoliert und mittel sreverser Tran-
skription in cDNA-Sequenzen tUbersetzt. AlsNachweisder erfolgreichen cDNA-Synthese
und zur Uberpriifung der cDNA auf K ontamination durch genomische DNA, wurdeeine PCR-
Resaktion zum Nachwel sdes Transkriptesvon b-Tubulin durchgefiihrt. Hierf ir wurde der sen-
se-Primer "Tubulin-Ex2", der zu einem Sequenzbereichin Exon 2 komplementér ist, und der
antisense-Primer "Tubulin-Ex4", der zu einem Sequenzbereichin Exon 4 komplementér i,
verwendet. Durch gelel ektrophoretische Auftrennung der PCR-Resktion erhdlt man fir die
cDNA &n 300 bp grolResAmplifikationsprodukt. Bei einer Kontamination durch genomische
DNA wrde man noch ein zuséizliches 900 bp grofRes Amplifikationsprodukt erhalten, wasin
diesem Experiment nicht der Fall war. Fur die PCR-Reaktion zum NachweisdesMMP-13-
Transkripteswurdeder sense-Primer ,,col154", der zu einem Sequenzbereichim zweiten Exon
komplementér ist, und der antisense-Primer ,, coll55*, der zu einem Sequenzbereichim sechs-
ten Exon komplementédr ist, verwendet. Die gelel ektrophoretische Auftrennung der PCR-Re-
aktionen zeigt bei den drei Kontrollwunden das 480 bp grof3e Amplifikationsprodukt, nicht
jedoch bel den drei MM P-13-defizienten Wunden.
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Abb.22 Keine Expression von MM P-13 in mmp-13-knock-out Wunden 1 und 7 Tage nach Verwundung

Auf Gefrierschnitten von Wunden (A und C) wurde die Expression von MMP-13 mittels in situ Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten antisense-Probe fir MMP-13 sichtbar gemacht.

(A) zeigt die Expression von MMP-13 (Pfeil) am linken Rand einer Kontrollwunde (>/1>) und den entsprechenden
Bereich einer mmp-13-knock-out (-/-) Wunde einen Tag nach Verwundung. (Ep) Epidermis, (D) Dermis, (Fp) Fibrin-
pfropf. Der Pfeil deutet jeweils auf den Wundrand. Balken entspricht 100 pm.

(B) Nachweis der Expression von MMP-13 in Wunden ein Tag nach Verwundung mittels RT-PCR mit Gesamt-RNA
vonjeweilsdrei Kontroll- (>/1>) und mmp-13-knock-out (-/-) Wunden. Als Beweisder erfolgreichen cDNA-Synthese
wurde eine PCR-Reaktion zum Nachweis des Transkriptes von 3-Tubulin durchgefiihrt.

(C) zeigt einen Ausschnitt des Granulationsgewebes einer Kontroll- (t>/1>) und einer mmp-13-knock-out (-/-) Wunde
7 Tage nach Verwunden. Der Pfeil zeigt auf eine MMP-13 exprimierende Zelle. Balken entspricht 50 um.
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4.3.3 M akroskopische Analyseder Wundheilung

Um zu untersuchen, ob ein Unterschied in der Wundheilung zwischen den MM P-13-defi zienten
Mausen und K ontrollmausen besteht, wurden Wunden 1, 2, 3, 5, 7, 10 und 14 Tage nach der
Verwundung durch Fotografieren makroskopisch dokumentiert (Abb.23). Einen Tag nach
Verwundung hat sichin beiden Linien stetsein Fibrinpfropf gebildet, der die Wundflache be-
deckt und als provisorische Matrix fur die Migration an der Wundheilung beteiligter Zellen
dient.

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 14

>/>

Abb.23 M akroskopische Betrachtung des Wundheilungspr ozesses

Wunden von Kontroll- (>/>>) und mmp-13-knock-out Mé&usen (-/-) wurden 1, 2, 3, 5, 7, 10 und 14 Tage nach
Verwundung mit gleicher VergroRerung fotografiert.

Zwischen dem Verlauf der Wundheilung der Kontrollmause und der mmp-13-knock-out M&useist hierbel kein signi-
fikanter Unterschied festzustellen.

Am Tag 2 nach der Verwundung it e ne Wundkontraktion und einedamit verbundene Reduk-
tion der Wundflache sowohl bel den Wunden der MM P-13-defizienten M ausen alsauch bei
den Kontrollméause zu erkennen.

Am Tag 3 und Tag 5 nach der Verwundung verringert sich die Wundfl&che durch die Wund-
kontraktion geringfugig weiter. Am Tag 7 hat sich sowohl bei den Wunden der MM P-13-
defizienten Mause alsauch bei denen der Kontrollmause der Wundschorf abgel 6st und die
verschl ossene Epidermiskommit darunter zum Vorschein. Zu diesem Zeitpunkt sind sowohl die
Wunden der MM P-13-defizienten Mé&use a sauch dieder Kontrollméuse geschlossen. Am
Tag 10 und Tag 14 schreitet die Heilung der Wunde weiter voran, so dass die ehemalige
Wundfl&che kaum mehr sichtbar ist.

Durch diese dulerer Betrachtung der Wunden konntekein signifikanter Unterschied zwischen
der Wundheilung der MM P-13-defizienten Mause und der Kontrollmausefestgestel It werden.
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