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Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird die Struktur der dentalen und parodontalen Ge-
webe der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus vergleichend untersucht.
AnschlieBend werden Matriline, kollagenbindende Proteine der Extrazellularmatrix
(EZM), in dentalen und parodontalen Geweben der Wildtyp-Maus und der DDR1-

Knockout-Maus nachgewiesen.

In der folgenden Einleitung werden die Matriline, die Discoidin-Domane-
Rezeptoren (DDRs) und das Parodontium, das ein zentrales Untersuchungsgut

dieser Arbeit darstellt, beschrieben.

1.1 Das Parodontium

Der Begriff des Parodontiums beschreibt alle den Zahn umfassenden und den
Zahn tragenden Gewebe (Nanci und Bosshardt 2006). Es wird durch die beiden
Hartgewebe Zement und Alveolarknochen sowie die beiden Weichgewebe
Gingiva und parodontales Ligament (PDL) gebildet. Dentales Zement, Alveo-
larknochen und PDL bilden sowohl entwicklungsgeschichtlich als auch funktionell
eine Einheit (Schroeder 2000). Jede parodontale Komponente weist einen beson-
deren Aufbau und eine charakteristische Struktur auf. Die Funktion des Parodon-
tiums ist nur durch strukturelle Integritat und Interaktion zwischen den parodonta-

len Komponenten mdéglich (Nanci und Bosshardt 2006).

1.1.1 Die Gingiva

Die Gingiva ist der Teil der oralen Mukosa, der den Zahnhals und den zahntra-
genden Teil des Alveolarknochens bedeckt (Cho und Garant 2000) und wird kli-
nisch in interdentale Gingiva, freie marginale und befestigte Gingiva unterteilt.
Grundsétzlich beinhaltet die Gingiva epitheliale Strukturen sowie das darunter lie-

gende Bindegewebe.

Das orale Epithel bildet die epitheliale Auskleidung der freien marginalen sowie
der befestigten Gingiva (Bartold et al. 2000). Es zeigt den typischen vierschichti-

gen Aufbau eines verhornten Plattenepithels (Schroeder und Theilade 1966). In
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oralem Epithel finden sich neben den strukturgebenden Keratinozyten Langer-
hans-Zellen (DiFranco et al. 1985), Melanozyten (Barrett und Raja 1997) und Mer-
kel-Zellen (Righi et al. 2006).

Das orale Sulkusepithel stellt die Fortflihrung des oralen Gingivaepithels in den
gingivalen Sulkus dar und bildet dessen laterale epitheliale Auskleidung. Im Ge-
gensatz zum oralen Gingivaepithel verhornt das Plattenepithel des oralen Sul-
kusepithels nicht (Hassell 1993). Orales Epithel und orales Sulkusepithel sorgen
fur eine kontinuierliche epitheliale Auskleidung und Uben vor allem eine Schutz-
funktion aus (Bartold et al. 2000).

Das nicht keratinisierte Saumepithel gestaltet die Anheftung epithelialer Zellen an
die Zahnoberflache ebenso wie zum umliegenden gingivalen Bindegewebe
(Hassell 1993). Es bildet mit basalen und suprabasalen Zellen zwei Zellschichten
aus, die mit ihrer hohen mitotischen Aktivitat stetig in Richtung des Sulkusbodens
migrieren (Cho und Garant 2000). Zusatzlich spielt das Saumepithel eine zentrale
Rolle in der Wirtsantwort auf bakterielle Infektionen (Page et al. 1997). Dies zeigt
sich in der Existenz von Abwehrzellen im Saumepithel entziindeter wie auch ge-

sunder Parodontien (Schroeder und Listgarten 1997).

Die EZM der gingivalen Lamina propria beinhaltet Kollagen |, insbesondere als
Bestandteil des suprakrestalen Faserapparats, sowie Kollagen lll, IV, V und VI
(Narayanan et al. 1983, Romanos et al. 1991). Glykosaminoglykane wie Der-
matansulfat und Chondroitinsulfat (Bartold et al. 1981) und Proteoglykane wie
Decorin und Biglykan (Hakkinen et al. 1993) sind ebenfalls Bestandteile des gingi-
valen Bindegewebes. Die groBe Anzahl an BlutgefédBen in der Lamina propria

zeigt die gute Blutversorgung der Gingiva (Schroeder und Listgarten 1997).

1.1.2 Das Zement

Das Zement ist ein mineralisiertes, nicht vaskularisiertes Gewebe, das die denta-
len Wurzeloberflachen bedeckt (Hassell 1993). GemaB ihrem Gehalt an Zemento-
zyten und Kollagenfasern kénnen generell vier Zementtypen beschrieben werden,

die an kennzeichnenden Stellen an der Zahnwurzel vorkommen:
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Azellulares, afibrillares Zement findet sich in Zementinseln auf zervikalem Schmelz
nahe der Schmelz-Zement-Grenze (Hassell 1993). Aufgrund des Fehlens von Ze-
mentozyten sowie kollagener Bestandteile erflillt dieser Zementtyp keine klare
Funktion und kann als entwicklungsbedingte Besonderheit gesehen werden
(Bosshardt und Selvig 1997).

Azellulares, fibrillares Zement bedeckt vor allem das koronale Drittel der Wurzel-
oberflache und beinhaltet die desmodontalen kollagenen Faserblindel, die als
Sharpey-Fasern in das Zement inserieren. Es sorgt fir die Verankerung des Zahns
in der Alveole (Cho und Garant 2000).

Zellulares Eigenfaserzement beinhaltet Zementozyten sowie von Zementoblasten
sezernierte kollagene Fasern. Es fungiert vor allem als Reparaturzement (Hassell
1993).

Zelluldres Gemischtfaserzement beinhaltet neben Zementozyten auch von Ze-
mentoblasten sezernierte Fasern sowie Sharpey-Fasern desmodontaler Herkunft.
Es findet sich interradikuldr und im apikalen Wurzeldrittel (Bosshardt und Selvig
1997).

Apatitkristalle bilden den gréBten Anteil der anorganischen EZM von dentalem
Zement. Die organische Matrix besteht indessen zu groBen Teilen aus Kollagen |
und geringen Mengen an Kollagen Il (Birkedal-Hansen et al. 1977). Glykosamino-
glykane und Proteoglykane kommen nur in zellhaltigem Zement sowie in Assozia-
tion mit den kollagenen Sharpey-Fasern vor (Ababneh et al. 1998, Ababneh et al.
1999). Osteonectin, Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialoprotein zeigen sich
assoziiert mit Zementoblasten (MacNeil et al. 1995, Takano-Yamamoto et al.
1994). Zusatzlich kann in dentalem Zement das cementum attachment protein
(CAP), ein kollagenes Attachmentprotein, nachgewiesen werden, das keine Ahn-
lichkeit mit anderen bekannten Kollagenen oder Attachmentproteinen zeigt (Wu et
al. 1996).
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1.1.3 Der Alveolarknochen

Der Alveolarknochen sorgt fur die kndcherne Verankerung des Zahns (Cho und
Garant 2000) und stellt zudem ein dynamisches Gewebe dar, das aufgrund der
funktionellen Reize von Zahnbewegungen einem standigen Remodellierungspro-
zess unterliegt (Saffar et al. 1997). Der knécherne Alveolarfortsatz kann in den Al-
veolarknochen, der dem Zahn zugewandt ist und das knécherne Zahnfach aus-
kleidet, sowie eine zentrale Spongiosa und eine auBere Kortikalis unterteilt wer-
den (Sodek und McKee 2000).

Der dem Zahn zugewandte Alveolarknochen wird als Bindelknochen beschrie-
ben, in dem einerseits ein zum Zahnfach paralleles System kollagener Fasern be-
steht und in den andererseits die kollagenen Fasern des Desmodonts als Shar-
pey-Fasern inserieren (Nanci und Bosshardt 2006). Der Alveolarkamm stellt die
Verbindung von Biindelknochen und &uBerer Kortikalis dar (Hassell 1993). Durch
die zahlreichen Perforationen des Alveolarknochens besteht eine vaskulare und

nervale Versorgung des Desmodonts (Cho und Garant 2000).

Kollagene machen den gréBten Anteil der EZM des Alveolarknochens aus. Kol-
lagen |1, 1ll; V, VI und XlI kénnen im Blndelknochen des Alveolarknochens nach-
gewiesen werden (Karimbux et al. 1992, Lukinmaa und Waltimo 1992, Wang et al.
1980). Osteopontin, Osteocalcin (Bronckers et al. 1994), Bone Sialoprotein (Chen
et al. 1991) und Proteoglykane (Bartold 1990) machen den gréBten Anteil nicht-

kollagener Proteine im Alveolarknochen aus.

1.1.4 Das parodontale Ligament

Das PDL stellt ein hoch spezialisiertes, faserreiches Bindegewebe dar, das sich
zwischen Alveolarknochen und dentalem Zement erstreckt. Mit seinem Aufbau
wird das Desmodont seiner Hauptaufgabe, der Verankerung des Zahns in seiner
Alveole, gerecht (Nanci und Bosshardt 2006). Die Faserblindel des PDL zeigen in
entspanntem Zustand einen gewellten Verlauf und inserieren als Sharpey-Fasern
in die mineralisierte Matrix des Zahnzements sowie des Alveolarknochens
(Hassell 1993). Histologisch kann das PDL in drei Regionen eingeteilt werden: Die

dem Knochen zugewandte Region ist reich an Zellen und BlutgeféBen, die ze-
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mentnahe Seite ist durch dichte, gut geordnete Kollagenbiindel charakterisiert,
wahrend die mittlere Zone eher diinne Kollagenfasern und wenige Zellen beinhal-
tet (Cho und Garant 2000).

Das PDL steht in der vorliegenden Arbeit im Zentrum der strukturellen Untersu-
chung der dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus und der DDR1-
Knockout-Maus. Zellulare Komponenten und die Bestandteile der EZM des PDL

werden somit im Folgenden detailliert beschrieben.

1.1.4.1 Zellulare Bestandteile

Fibroblasten bilden den gréBten zellularen Anteil des PDL (Beertsen 1975) und
sind im histologischen Bild mit ihren Zellleibern parallel zur Richtung der desmo-
dontalen Kollagenfasern ausgerichtet (Beertsen et al. 1997). Im elektronenmikro-
skopischen Bild stellen sich Fibroblasten des PDL mit einem groBen Anteil an en-
doplasmatischem Retikulum dar (Cho und Garant 2000). Die hohe Proteinsynthe-
seleistung der desmodontalen Fibroblasten zeigt sich in einem im Vergleich mit
anderen Bindegeweben ungewdhnlich hohen Kollagenturnover (Sodek 1977). In-
vitro-Experimente belegen, dass desmodontale Fibroblasten durch Zugbelastun-
gen, ahnlich der Belastung bei Mastikation, zur Synthese von Kollagen | stimuliert
werden (Howard et al. 1998).

Undifferenzierte, mesenchymale Zellen stellen Progenitorzellen des PDL dar, die
sich in Osteoblasten, Zementoblasten und desmodontale Fibroblasten differen-
zieren kénnen (Roguljic et al. 2013). Die Funktion epithelialer Zellen der Malassez-
Epithelreste im Desmodont ist unklar, sie scheinen jedoch eine einzigartige

Stammzellpopulation innerhalb des PDL darzustellen (Xiong et al. 2012).

AuBerdem beinhaltet das PDL Osteoblasten, Osteoklasten, Monozyten, Zemen-
toblasten und Odontoklasten (Nanci und Bosshardt 2006).

1.1.4.2 Komponenten der Extrazellularmatrix

Die Komponenten der parodontalen EZM lassen sich in kollagene und nicht-

kollagene Bestandteile unterteilen.
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Kollagene Komponenten

Die desmodontalen Hauptfasern bestehen aus Kollagen | und Kollagen Il (Huang
et al. 1991). Kollagen V kann ebenfalls als Bestandteil des desmodontalen Faser-
apparats nachgewiesen werden. Einerseits zeigt sich Kollagen V mit Kollagen |
assoziiert in heterotypischen Filamenten der Kollagenfasern (Birk et al. 1988), an-
dererseits kann Kollagen V in Bereichen zwischen den kollagenen Hauptfasern
nachgewiesen werden (Becker et al. 1991). Der Anteil von Kollagen V hat einen
modulierenden Einfluss auf den Durchmesser der Hybridfibrillen (Adachi und
Hayashi 1986).

Als fibrillenassoziiertes Kollagen kann Kollagen Xll ebenso im Desmodont nach-
gewiesen werden (Karimbux et al. 1992) und ist flr die Entwicklung eines regula-
ren desmodontalen Faserapparats essentiell (Reichenberger et al. 2000). Neben
der Entwicklung des kollagenen Faserapparats spielt Kollagen XII zusammen mit
Kollagen | auch in der desmodontalen Regeneration als Antwort auf orthodonti-

sche Zahnbewegung eine Rolle (Karimbux und Nishimura 1995).

Das fibrillenassoziierte Kollagen XIV kann ebenfalls in Assoziation mit den kolla-

genen Hauptfasern aus Kollagen |, Ill und V gefunden werden (Zhang et al. 1993).

Kollagen VI ist hingegen in einem mikrofibrillaren Netzwerk im Desmodont vertre-
ten (Becker et al. 1991), das mit Oxytalanfasern assoziiert ist. Oxytalanfasern wei-
sen einen Aufbau aus Mikrofibrillen auf (Cotta-Pereira et al. 1976) und zeigen mit
ihren Hauptfasern eine Orientierung in koronal-apikaler Richtung (Sims 1973).
Oxytalanfasern verbinden das dentale Zement mit weiter apikal liegenden Blutge-
faBen (Sims 1975).

Nicht-kollagene Komponenten

Zu den nicht-kollagenen Proteinen der EZM des PDL zahlen Glykoproteine, Gly-

kosaminoglykane und Proteoglykane.

Die Glykoproteine Fibronectin (Connor et al. 1984) und Vitronectin (Matsuura et al.
1995) sind im PDL weit verbreitet. Hingegen sind Tenascin (Lukinmaa et al. 1991),

Osteonectin und Bone Sialoprotein (Matsuura et al. 1995) insbesondere in den At-
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tachmentzonen von Desmodont und Knochen sowie Desmodont und Zement
nachweisbar. Laminine sind Bestandteile von Basalmembranen desmodontaler
BlutgefaBe. Zusatzlich sind Integrine wie Integrin alpha2betal an Zelloberflachen

desmodontaler Fibroblasten nachweisbar (Steffensen et al. 1992).

Im Allgemeinen zeigen im PDL nachweisbare Glykoproteine Interaktionen mit kol-
lagenen Bestandteilen der EZM. Wéhrend Integrin alpha2betal generell als Kol-
lagenrezeptor fungiert (Staatz et al. 1990), beeinflusst der Tenascin-X-Subtyp in
vitro die Expression von Kollagen VI (Minamitani et al. 2004). Zudem modulieren
Osteonectin (Rentz et al. 2007) und Fibronectin (Speranza et al. 1987) in vitro die

Ausbildung von Kollagen I-Fibrillen.

Im PDL finden sich die Glykosaminoglykane Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,

Hyaluronsaure und Heparansulfat (Munemoto et al. 1970).

Neben Versican, einem groBen, Chondroitinsulfatseitenketten beinhaltenden Pro-
teoglykan (Hakkinen et al. 1993, Zimmermann und Ruoslahti 1989), sind im PDL
vor allem small leucine-rich proteoglycans (SLRPs), also Proteoglykane, die aus
einem leucinreichen Kernprotein bestehen, nachweisbar. Decorin, Biglykan
(Hakkinen et al. 1993) sowie Lumican und Fibromodulin (Matheson et al. 2005)
sind Bestandteile der desmodontalen EZM. Als Zelloberflachen-assoziierte Prote-
oglykane kénnen sowohl Syndecan-1 und -2 (Worapamorn et al. 2002) als auch
CD44 (Hakkinen et al. 1993) im PDL nachgewiesen werden.

Lumican, Fibromodulin und Decorin beeinflussen die Ausbildung parodontaler
Kollagenfibrillen (Matheson et al. 2005). Zudem spielt Biglykan in der Fibrillogene-
se in Sehnen eine entscheidende Rolle (Zhang et al. 2006). Decorin interagiert zu-
satzlich mit Kollagen VI-Mikrofibrillen (Bidanset et al. 1992). Des Weiteren zeigt
das integrale Membranproteoglykan Syndecan in vitro eine Bindungsaffinitat zu

Kollagen | (Sanderson et al. 1992).

Da in der vorliegenden Arbeit Matriline in dentalen und parodontalen Geweben
der Maus nachgewiesen werden, wird im Folgenden die Familie der Matriline na-

her beschrieben.
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1.2 Die Matriline

Matriline sind nicht-kollagene Glykoproteine der EZM, die als Matrilin-1 (Paulsson
und Heinegard 1981), -2 (Dedk et al. 1997), -3 (Wagener et al. 1997) und -4
(Wagener et al. 1998b) einer Proteinfamilie angehdéren. In Abhangigkeit vom Ent-
wicklungsstand eines Individuums kénnen Matriline in der EZM unterschiedlicher

Gewebe nachgewiesen werden (Klatt et al. 2002).

1.2.1 Domanen der Matriline: Aufbau und Funktion

Als Proteine gleicher Herkunft bestehen Matriline aus &hnlichen Domanen, deren
Anzahl sich je nach Matrilinform unterscheidet: von-Willebrand-Faktor-A-
ahnlichen Doménen, epidermal growth factor (EGF)-ahnlichen Domé&nen und

c-terminalen Alphahelices.

Von-Willebrand-Faktor-A-&hnliche Doméanen sind nicht nur in Matrilinen (Kiss et
al. 1989) zu finden, sondern unter anderem auch als von-Willebrand-Faktor im
Blutgerinnungssystem (Sadler et al. 1985), als Doménen nicht-fibrillarer Kollagene
(Chu et al. 1990), in Proteinen des Komplementsystems (Hinshelwood et al. 1999)
oder in Integrin alpha-Untereinheiten (Calderwood et al. 1997). Diese Doménen
zeigen die Fahigkeit, Proteine der EZM wie fibrillare Kollagene (Pareti et al. 1987),
Hyaluronsaure (Kielty et al. 1992) oder Proteoglykane (Paulsson und Heinegard
1979) zu binden. Die Existenz von je einer metal ion-dependent adhesion site
(MIDAS)-Sequenz in den von-Willebrand-Faktor-A-ahnlichen Doménen der Matri-
line unterstutzt die Annahme einer dortigen kationenabh&ngigen Bindung von
EZM-Komponenten (Chen et al. 1999). Neben der Bindung von Komponenten der
EZM ermoglichen die von-Willebrand-Faktor-A-&hnlichen Doméanen eine Fila-
mentbildung der Matriline (Chen et al. 1995) sowie zusammen mit der

c-terminalen Alphahelix die Ausbildung von Oligomeren (Zhang et al. 2008).

EGF-ahnliche Domanen beinhalten unter anderem eine kalziumbindende Struktur,
die fur die Protein-Protein-Interaktion EGF-ahnlicher Doméanen essentiell ist
(Handford et al. 1991). Den EGF-&hnlichen Doméanen der Matriline fehlen in ihrer
Primarstruktur essentielle Basen fir diese Kalziumbindung (Wagener et al. 1997),

weshalb Interaktionen Uber die EGF-ahnlichen Doménen in Matrilinen nicht erfol-
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gen. Die EGF-ahnlichen Doménen haben dariber hinaus keinen Einfluss auf die
Oligomerbildung der Matriline (Zhang und Chen 2000). Es liegt die Vermutung na-
he, dass die EGF-dhnlichen Domanen in Matrilinen vor allem als Abstandhalter
zwischen den von-Willebrand-Faktor-A-dhnlichen Strukturen fungieren (Deak et
al. 1999).

Am c-terminalen Ende eines Matrilinmolekiils finden sich funf Heptadensequen-
zen, die in einer alpha-helikalen Sekundarstruktur mit gleichartigen Sequenzen
coiled-coil-Strukturen ausbilden kénnen (Dames et al. 1998). Als Oligomerisa-
tionsdomanen befahigen sie Matriline, sowohl Homo- als auch Heterooligomere
auszubilden. Diese werden Uber Disulfidbriicken zwischen zwei c-terminalen Cys-
teinen stabilisiert, die den Heptadensequenzen der Alphahelix direkt vorgeschal-
tet sind (Beck et al. 1996, Wu und Eyre 1998). lonische Wechselwirkungen zwi-
schen den Matrilinmolekdlen, die aus der besonderen Anordnung von Ladungen
der Aminosauren innerhalb der Heptaden resultieren, modulieren zusatzlich die

Ausbildung von Oligomeren (Beck et al. 1997).

Phylogenetische Analysen weisen auf eine gemeinsame Abstammung aller Matri-
line von einem Vorldufermolekdl hin. Innerhalb der von-Willebrand-Faktor-A-
ahnlichen Strukturen weisen die n-terminale Faktor-A-Struktur von Matrilin-1 und
die Faktor-A-Struktur von Matrilin-3 sowie beide Faktor-A-&hnlichen Strukturen
von Matrilin-2 und Matrilin-4 die gréBten Ubereinstimmungen auf (Deék et al.
1999).
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1.2.2 Struktur der Matrilinmolekiile

Matrilin-1 wurde zun&chst als cartilage matrix protein (CMP), gebunden an Prote-
oglykane in fetalem Knorpel der Rindertrachea, beschrieben (Paulsson und
Heinegard 1979). Ein murines Matrilin-1-Molekll hat ein Molekulargewicht von
52 kDa (Paulsson und Heinegard 1981) und beinhaltet ein n-terminales Signal-
peptid, zwei von-Willebrand-Faktor-A-ahnliche Strukturen, die durch eine zentrale
EGF-&hnliche Domane getrennt sind, sowie eine c-terminale Alphahelix (Aszodi et
al. 1996, Jenkins et al. 1990, Kiss et al. 1989).

Mit einem Molekulargewicht von 104 kDa in der Maus ist Matrilin-2 das gréBte
Matrilinmolekdl (Piecha et al. 1999) und unterscheidet sich durch seine zehn EGF-
ahnlichen Doménen sowie eine eigene kennzeichnende Sequenz von den ande-
ren Matrilinformen (Deak et al. 1997, Muratoglu et al. 2000). Alternatives SpleiBen
in der eigenen, kennzeichnenden Sequenz des Matrilin-2-Molekdils resultiert in
zwei Proteinvarianten, deren jeweiliges Vorkommen die Oligomerbildung und die

posttranslationale Modifikation von Matrilin-2 beeinflusst (Li et al. 2012).

Im Vergleich zu Matrilin-1, -2 und -4 fehlt Matrilin-3 die zweite von-Willebrand-
Faktor-A-ahnliche Struktur (Belluoccio und Trueb 1997, Belluoccio et al. 1998,
Wagener et al. 1997) und beinhaltet vier EGF-ahnliche Sequenzen. Matrilin-3
weist zudem, ebenso wie Matrilin-2 (Deak et al. 1997), im Anschluss an das
n-terminale Signalpeptid eine positiv geladene Sequenz auf (Wagener et al. 1997).
In der Maus besitzt ein Matrilin-3-Molekil ein Molekulargewicht von 49 kDa

(Wagener et al. 1997).

Ein Matrilin-4-Molekull beinhaltet ebenfalls vier EGF-&hnliche Domé&nen und be-
sitzt in der murinen Form ein Molekulargewicht von 66 kDa. W&hrend in der
Maus Splicingvarianten auftreten, in denen die n-terminale Faktor-A-Doméne
fehlt (Wagener et al. 1998b), existieren im Menschen Varianten, in denen lediglich
drei, zwei oder eine EGF-ahnliche Doméane vorhanden sind (Wagener et al.
1998a).

10
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M signal peptide RN VWA O EGF

positively charged [ oligomerization unique

Abbildung 1: Struktur der Matrilinmolekiile (modifiziert nach Wagener et al. 2005, S. 3324).

Die Matrilinmolekile Matrilin-1, -2, -3 und -4 (matn 1, matn 2, matn 3, matn 4) setzen sich aus
von-Willebrand-Faktor-A-&hnlichen Domé&nen (VWA), aus EGF-&hnlichen Doméanen (EGF), aus Oli-
gomerisationsdomanen (oligomerization) und aus eigenen, kennzeichnenden Sequenzen (unique)
zusammen. Alle Matrilinformen beinhalten ein n-terminales Signalpeptid (signal peptide). Matrilin-2
und Matrilin-3 beinhalten zudem im Anschluss an das Signalpeptid eine positiv geladene Sequenz

(positively charged).

1.2.3 Heterogenitat der Matrilinoligomere

Wahrend Matrilin-1 im Gewebe vergleichsweise homogen als Trimer zu finden ist
(Paulsson und Heinegard 1981), zeigen Matrilin-2 (Deak et al. 1997), -3 (Wagener
et al. 1997) und -4 (Klatt et al. 2001) in vivo beziglich der Oligomerbildung eine
Heterogenitat. Die Region zwischen von-Willebrand-Faktor-A-&dhnlicher Doméne
und coiled-coil-Doméne ist eine Region, die in allen Matrilinen eine potentielle
Prozessierungsstelle darstellt (Ehlen et al. 2009, Klatt et al. 2001, Zhang et al.
2008). In-vitro-Untersuchungen belegen eine mdégliche Prozessierung von Mat-
rilin-3 und -4 durch die Aggrecanasen ADAMTS4 und ADAMTSS (Ehlen et al.
2009). In vivo ist ADAMTS5 an der intrazelluldren Prozessierung von Matrilin-4
beteiligt (Groma et al. 2011). Weitere Mdglichkeiten, die zur Heterogenitat der

Matriline im Gewebe beitragen kdnnen, sind eine unvollstandige Oligomerisierung

11
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der Untereinheiten (Zhang und Chen 2000) sowie alternatives SpleiBen (Li et al.
2012).

1.2.4 Lokalisation von Matrilinen

Matriline zeigen wahrend der Embryonalentwicklung eine weite Lokalisation. Mat-
rilin-1 (Mundlos und Zabel 1994), -2 (Deak et al. 1997), -3 (Kleemann-Fischer et al.
2001) und -4 (Klatt et al. 2002) sind in den knorpeligen Embryonalanlagen der Ex-
tremitaten nachweisbar. In embryonalem Schédelknochen kénnen ebenfalls alle
Matriline lokalisiert werden (Klatt et al. 2002). Im Gegensatz zu Matrilin-1 und
Matrilin-3 ist Matrilin-2 nicht innerhalb des Mesenchyms embryonaler Extremita-
ten zu finden, sondern in Mesenchym, welches die embryonalen Anlagen um-
schlieBt (Segat et al. 2000).

Matrilin-3 ist zusammen mit Matrilin-1 im embryonalen lleum nachweisbar, ist
sonst jedoch embryonal wie postnatal vornehmlich in skelettalen Strukturen loka-
lisiert (Klatt et al. 2000, Klatt et al. 2002). Hingegen kommt Matrilin-1 wahrend der
Embryonalentwicklung zusétzlich transient im Herzen, an Banderinsertionsstellen
in den Knochen sowie in der Haut vor (Segat et al. 2000) und kann in Retina-
schichten von Mensch- und Hihnerembryonen nachgewiesen werden (Mundlos
und Zabel 1994, Tsonis und Goetinck 1988). Matrilin-2 und Matrilin-4 zeigen eine
weite extraskelettale Verteilung in embryonalen Geweben. Sie sind in der Haut
sowie im Stroma embryonaler Organe wie Lunge und Niere nachweisbar (Klatt et
al. 2002). Darlber hinaus ist Matrilin-4 als am weitesten verbreitete Matrilinform in

embryonalem Gehirnmesenchym und Somiten vertreten (Klatt et al. 2001).

Alle Matriline sind zudem in Epiphysenknorpel nachweisbar. Sie weisen hier in ih-
rer Verteilung neben Uberlappungen auch Unterschiede auf. Dies deutet auf eine
unterschiedliche Expression wahrend der Differenzierung von Chondrozyten in
Wachstumsknorpel hin. Matrilin-1 kann sowohl in der Reservezone als auch in der
proliferativen Zone und der oberen hypertrophen Zone von Wachstumsfugen
nachgewiesen werden (Aszddi et al. 1996, Klatt et al. 2002). Im Vergleich zu Mat-
rilin-1 ist das Auftreten von Matrilin-2 in der Reservezone geringer, Matrilin-4 hin-

gegen weist eine geringere Expression in der oberen hypertrophen Zone auf (Klatt
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et al. 2002). Die Verteilung von Matrilin-3 in der Epiphyse &hnelt der von
Matrilin-1. Die Ausbildung von Heterooligomeren aus Matrilin-1 und Matrilin-3
zeigt deren Koexpression in der Epiphyse (Wu und Eyre 1998). Auf mRNA- (Zhang
und Chen 2000) sowie auf Proteinebene (Klatt et al. 2002) bestehen jedoch eben-

falls Unterschiede in der Verteilung.

Nach der Geburt sind Matrilin-1 (Paulsson und Heinegard 1981) und Matrilin-3
(Wagener et al. 1997) in der EZM von Knorpelstrukturen nachweisbar. Wéahrend
Matrilin-1 in Knorpelstrukturen, die lebenslang Knorpel bleiben, fortdauernd ver-
treten ist, ist das Auftreten von Matrilin-3 in diesen Strukturen mit der Geburt be-
ginnend verringert (Klatt et al. 2002). Komplementér dazu findet sich Matrilin-2
postnatal in skelettalen Strukturen im Perichondrium, im Periost und in der Osteo-

blastenschicht trabekuldren Knochens (Deak et al. 1997).

Im Gegensatz zu Matrilin-1, das lediglich im Auge adulter Mause nachweisbar ist
(Aszddi et al. 1996), zeigen Matrilin-2 und Matrilin-4 in extraskelettalen Strukturen
postnatal eine weite Verteilung. Matrilin-2 und Matrilin-4 sind unter anderem in lo-
ckerem Bindegewebe, in straffem Bindegewebe, in glatter Muskulatur, Herzmus-
kulatur sowie in nervalen Strukturen nachweisbar (Dedk et al. 1997, Klatt et al.
2001, Piecha et al. 1999). Wahrend Matrilin-4 in den Anlagen der Inzisivi nachge-
wiesen werden kann (Klatt et al. 2001), zeigt sich Matrilin-2 im in Entwicklung be-
findlichen PDL der Inzisivi neugeborener Mause (Piecha et al. 1999). Im menschli-
chen Zahn ist Matrilin-2 in der gesamten Pulpa nachweisbar. Das Vorkommen
von Matrilin-4 ist in der menschlichen Pulpa indessen auf den Odontoblasten-
saum beschrankt (Chen et al. 2011).

1.2.5 Interaktionen der Matriline

Matrilin-1 (Chen et al. 1999), -2 (Piecha et al. 1999), -3 (Klatt et al. 2000) und -4
(Klatt et al. 2001) bilden in der EZM filamentdse Netzwerke aus. Filamente von
Matrilin-1 und Matrilin-3 sind in vitro sowohl kollagenabhangiger als auch kol-
lagenunabhangiger Beschaffenheit (Chen et al. 1999, Klatt et al. 2000).

Kollagene Strukturen sind bedeutende Bindungspartner aller Matriline. Die vor-

nehmlich in Knorpelstrukturen vorkommenden Matrilin-1 (Winterbottom et al.
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1992) und Matrilin-3 binden an Kollagen lI-Filamente (Fresquet et al. 2007). Mat-
rilin-1 ist sogar als integrale Komponente an deren Aufbau beteiligt (Winterbottom
et al. 1992). Im Gegensatz dazu interagiert Matrilin-2, das eine breite Verteilung in

faserreichen Bindegeweben zeigt, mit Kollagen | (Piecha et al. 2002).

Matrilin-1 (Fresquet et al. 2010), -3 (Budde et al. 2005) und -4 (Brachvogel et al.
2013) zeigen Bindungsaffinitaten zu Kollagen IX. Zusatzlich bindet Matrilin-1 Gber
einen Komplex mit Decorin oder Biglykan an Kollagen VI. Aufgrund der gleichzei-
tigen Affinitat von Matrilin-1 zu Kollagen |l kann dieser Komplex zur Vernetzung
von Kollagen VI-Mikrofibrillen und Kollagen IlI-Filamenten fihren. Matrilin-3 und
Matrilin-4 sind ebenfalls in Komplexen mit Decorin oder Biglykan und Kollagen VI
zu finden (Wiberg et al. 2003).

Matriline interagieren ebenfalls mit nicht-kollagenen Bestandteilen der EZM. Mat-
rilin-1 formiert mit dem Proteoglykan Aggrecan kovalente Bindungen, deren An-
zahl sich mit steigendem Alter des Knorpelgewebes erhdht (Hauser et al. 1996).
Uber Integrin alphalbetal interagiert Matrilin-1 in vitro mit Chondrozyten und Fib-
roblasten und moduliert so Zelladhdsion und Zellausbreitung (Makihira et al.
1999). Matrilin-1, -3 und -4 weisen auBerdem Bindungsaffinitdten zum cartilage
oligomeric matrix protein (COMP) auf (Mann et al. 2004). Matrilin-2 zeigt hingegen
in vitro Fahigkeiten zur Bindung von Fibronectin, Fibrillin-2 und zur Bildung von

Komplexen mit Laminin-1 und Nidogen-1 (Piecha et al. 2002).

Aufgrund der Fahigkeit, filamentdse Netzwerke zu bilden und kollagene wie nicht-
kollagene Bestandteile der EZM zu binden, kdnnen Matriline die strukturellen Be-

standteile der EZM verknUpfen.

1.2.6 Matriline in Mausmodellen

Knockout-Versuche an Mausen zeigen, dass Matrilin-1 (Aszddi et al. 1999), -2
(Matés et al. 2004) und -3 (Ko et al. 2004) ohne Effekt fiir die skelettale Entwick-
lung sind. Bezuglich Matrilin-4 sind keine Knockout-Versuche publiziert. Das Feh-
len eines Matrilins wird nicht durch eine vermehrte Expression der anderen Mat-

rilinformen kompensiert (Ko et al. 2004).
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Ultrastrukturell weisen Matrilin-1-Knockout-Mause interessanterweise in Epiphy-
senknorpel dickere Kollagen Il-Fibrillen auf, denen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen die netzwerkdhnliche Organisation fehlt. Ein funktioneller Knockout des
Matrilin-3-Gens in Mausen scheint die Differenzierung embryonaler Knorpelzellen
und die Knochendichte adulter Knockout-M&use zu beeinflussen sowie in einer
erhéhten Pravalenz von Osteoarthritis bei Fehlen eines funktionalen Proteins zu

resultieren (Nicolae et al. 2007).

1.2.7 Matriline in pathologischen Prozessen

Matrilin-1 und Matrilin-3 spielen in der Pathologie entziindlicher Gelenkerkran-
kungen eine Rolle. In arthrotischem Knorpel ist die Expression von Matrilin-1
(Okimura et al. 1997) wie auch von Matrilin-3 (Pullig et al. 2002) im Vergleich zu
gesundem Knorpel erhdht. Darlber hinaus ist Matrilin-1 im Serum von Patienten
mit rezidivierender Polychondritis nachweisbar (Saxne und Heinegard 1995). Die
von-Willebrand-Faktor-A-&hnliche Domé&ne aus Matrilin-3 férdert in vitro in
Chondrozyten die Expression von Osteoarthritis-assoziierten Genen (Klatt et al.
2009), insbesondere die Ausschlttung von Interleukin-6 (Klatt et al. 2013).

Mutationen im fur die von-Willebrand-Faktor-A-Struktur des Matrilin-3 kodieren-
den Genlokus kénnen zur Ausbildung des Krankheitsbilds einer Multiplen Epiphy-
sealen Dysplasie (MED) flhren, einer Osteochondrodysplasie, die durch friih ein-
setzende Osteoarthritis und irreguldre Verkndcherung im Bereich der Epiphysen
charakterisiert ist (Chapman et al. 2001, Unger et al. 2001). Mutationen, die zu ei-
ner MED flUhren, betreffen Basen des Matrilin-3-Gens, die fir die Ausbildung der
Sekundéarstruktur der von-Willebrand-Faktor-A-&hnlichen Doméane essentiell zu
sein scheinen (Mabuchi et al. 2004). Eine intrazellulare Akkumulation der falsch
gefalteten Proteine im rauen endoplasmatischen Retikulum und eine gestorte Dif-
ferenzierung der epiphysealen Chondrozyten ist die Folge (Leighton et al. 2007).
Mutationen im Matrilin-3-Gen sind auBerdem mit dem Auftreten einer Bilateralen
Hereditdren Mikroepiphysealen Dysplasie (Mostert et al. 2003) und einer idiopa-

thischen Handosteoarthritis (Stefansson et al. 2003) assoziiert.
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Matrilin-2 kann hingegen im Zuge regenerativer Prozesse nachgewiesen werden.
Es zeigt sich in Assoziation mit der Regeneration peripherer Nerven (Malin et al.
2009), in Wundheilung (Ichikawa et al. 2008) und Leberregeneration (Szabo et al.
2007). Im Pulpa-Dentin-Komplex kann Matrilin-2 zusammen mit Matrilin-4 in der

Gewebsantwort auf einen kariésen Reiz nachgewiesen werden (Chen et al. 2011).

Matrilin-4 zeigt sich in Umbauprozessen der EZM. Es kann wéahrend des fibroti-
schen Umbaus der Herzmuskulatur nach myokardialer Ischamie nachgewiesen
werden (Barallobre-Barreiro et al. 2012) und spielt in Reorganisationsprozessen

des Stromas bei kornealen Typ I-Dystrophien eine Rolle (Szalai et al. 2012).

Im Folgenden wird die Familie der DDRs beschrieben. Ihre Funktion wird in der
vorliegenden Arbeit anhand eines Knockout-Modells in dentalen und parodonta-

len Geweben der Maus naher untersucht.

1.3 Die Discoidin-Domane-Rezeptoren

Die Familie der DDRs umfasst die Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2
(Johnson et al. 1993), deren charakteristische extrazelluldre Discoidin-Doméne ei-
ne Homologie zu Discoidin I, einem Lectin aus dem Schleimpilz Dictyostelium

discoideum (Poole et al. 1981), zeigt.

1.3.1 Struktur

DDRs sind Rezeptortyrosinkinasen, die aus sechs Proteindoméanen bestehen. Die
n-terminale, extrazellulare Discoidin-Doméne beinhaltet kollagenbindende Regio-
nen flr sowohl fibrillare als auch nicht-fibrillare Kollagene (Xu et al. 2011). Es folgt
eine Discoidin-ahnliche Doméne, die an der kollageninduzierten Rezeptoraktivie-
rung beteiligt ist (Carafoli et al. 2012). Die Discoidin-dhnliche Domé&ne und die da-
rauf folgende extrazelluldre Juxtamembrandoméne (EJXM) beinhalten Glykosylie-
rungsstellen (Carafoli und Hohenester 2013). Die EJXM-Domaéne stellt die Verbin-
dung zur Transmembrandoméne des Proteins her und fungiert als Angriffsstelle
fir membranstandige Matrixmetalloproteinasen. Im Zuge dieses sogenannten

sheddings kann die kollageninduzierte Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase re-
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guliert werden (Fu et al. 2013b). Die Transmembrandomane ist flr die Ausbildung
ligandenunabhangier Dimere essentiell und spielt mit ihrer Leucin-Zipper-Region
eine Rolle in der Rezeptoraktivierung (Noordeen et al. 2006). Die intrazellulare
Juxtamembrandomane (IJXM) als Verbindung der Transmembrandoméne mit der
Kinasedomane stellt mit ihren Tyrosinbasen Bindungsstellen fur Effektoren dar,
die essentiell fir die Signaltransduktion sind (Fu et al. 2013a). Es folgt die katalyti-
sche Kinasedoméne sowie ein kurzer c-terminaler Schwanz (Valiathan et al.
2012).

Die Untergruppe der DDR1 umfasst funf Isoformen. Die Isoformen DDR1a,
DDR1b und DDR1c sind funktionale Rezeptortyrosinkinasen, die sich durch alter-
natives SpleiBen in der IUXM-Domaéne, beziehungsweise der Kinasedoméne un-
terscheiden (Playford et al. 1996). Im Gegensatz dazu stellen DDR1d und DDR1e
inaktive Rezeptortyrosinkinasen dar (Alves et al. 2001). Die DDR2-Untergruppe

wird lediglich durch ein Protein reprasentiert (Valiathan et al. 2012).

1.3.2 Expression

Wahrend der Embryonalentwicklung ist DDR1 vor allem in Gehirn, aber auch in
embryonalen Organen, skelettalen Strukturen und interessanterweise auch in den
Zahnanlagen nachweisbar (Sanchez et al. 1994). In der frlihen Mausentwicklung
wird DDR1 besonders von neuroektodermalen Zellen exprimiert (Zerlin et al.
1993). In adultem Gewebe kann DDR1 insbesondere in Gehirn, Lunge, Placenta
und Niere lokalisiert werden (Di Marco et al. 1993, Perez et al. 1994). DDR2 zeigt
sich in embryonalen wie adulten neuralen Geweben (Lai und Lemke 1994) und
kann dartber hinaus vor allem in adulten Geweben wie Herz und Lunge, aber
auch in Niere, Placenta, Leber und Skelettmuskel nachgewiesen werden (Karn et
al. 1993).

DDR1 ist in maligne entarteten Geweben epithelialen Ursprungs Uberexprimiert
(Alves et al. 1995). Dies weist auf eine mdégliche Rolle in der Tumorentwicklung
hin. DDR1 ist unter anderem in Bronchialkarzinomen (Ford et al. 2007), Gehirntu-
moren (Weiner et al. 2000) und serésen Ovarialkarzinomen hochreguliert (Quan et

al. 2011). Eine hohe Expression von DDR2 zeigt sich in malignen Tumoren wie
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Mammakarzinomen (Ren et al. 2013), Schilddriisenkarzinomen (Rodrigues et al.
2007) und in Hodgkin-Lymphomen (Willenbrock et al. 2006).

1.3.3 Bindung von Kollagenen

DDRs werden durch Kollagen I, I, lll und V aktiviert (Shrivastava et al. 1997).
Wahrend DDR1 zuséatzlich Kollagen IV (Vogel et al. 1997) und Kollagen VIII (Hou et
al. 2001) bindet, zeigt DDR2 Bindungsaffinitat fir Kollagen X (Leitinger und Kwan
2006). Die Ausbildung der nativen, tripel-helikalen Form fibrillarer Kollagene ist flr

die Aktivierung der DDRs essentiell (Vogel et al. 1997).

DDR1 und DDR2 interagieren mit Kollagen Il und Ill an dessen GVMGFO-Motiv
(Xu et al. 2011). Osteonectin (Giudici et al. 2008) und von-Willebrand-Faktor
(Lisman et al. 2006) binden an mit dem GVMGFO-Motiv Uberlappenden Doméa-
nen. DarUber hinaus weist DDR2 an fibrillaren Kollagenen weitere Bindungsstellen
auf (Konitsiotis et al. 2008). Da das GVMGFO-Motiv nicht in Kollagen IV vorhan-
den ist (Parkin et al. 2011), bindet DDR1 hier ebenfalls anderweitig.

1.3.4 Rezeptoraktivierung

DDR1 liegt ligandenunabhangig in Dimeren vor (Abdulhussein et al. 2008), deren
Ausbildung flir die Interaktion mit extrazellularen Kollagenen wichtig zu sein
scheint (Leitinger 2003). Eine Aktivierung der DDRs flihrt zu einer Autophosphory-
lierung, welche, verglichen mit anderen Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGF-
Rezeptor (Dengjel et al. 2007), ungewodhnlich langsam und lang andauernd ist
(Vogel et al. 1997). Experimente mit dem Tyrosinphosphataseinhibitor Pervanadat
weisen auf eine mogliche Relevanz der Aktivitdt von Phosphatasen fir die Phos-
phorylierung von DDR1 hin (L'héte et al. 2002). Darliber hinaus stellt die endozy-
totische Aufnahme kollagenaktivierter Rezeptortyrosinkinasen und deren an-
schlieBende Ruckfuhrung in die Zellmembran einen wichtigen Schritt in der Auto-

phosphorylierung dar (Mihai et al. 2009).
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1.3.5 Interaktion mit anderen Signalwegen

Die Phosphorylierung von DDR1 ist in epithelialen Brustzellen abhé&ngig vom
Wntb5a/Frizzled-Signalweg (J6nsson und Andersson 2001). DDR1 zeigt des Weite-
ren eine Interaktion mit dem Notch-Signalweg (Kim et al. 2011) und interagiert in
glatten Muskelzellen mit dem Src-Signalweg (Lu et al. 2011). DDR2 bendtigt
ebenfalls die Aktivitdt von Src, um die maximale Tyrosinphosphorylierung zu er-
reichen (Ikeda et al. 2002).

Wéhrend die kollageninduzierte Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen unabhan-
gig von Integrinen ablauft (Vogel et al. 2000), beeinflussen aktive DDRs die Aktivi-
tat von Integrinen (Xu et al. 2012).

1.3.6 Funktion

DDRs modulieren als transmembrandse Rezeptoren zelluldre Aktivitdten wie Ad-
hasion (Xu et al. 2012), Migration (Herrera-Herrera und Quezada-Calvillo 2012),
Differenzierung (Zhang et al. 2011) und Proliferation (Kawai et al. 2012).

1.3.6.1 Erkenntnisse aus Erkrankungen

Mutationen im menschlichen Gen fir DDR2 kdénnen zur Ausbildung einer Sonder-
form der Spondylo-Meta-Epiphysealen Dysplasie flhren, die durch kurze Glied-
maBen und abnorme Kalzifizierung gekennzeichnet ist (Bargal et al. 2009). DDR1-
und DDR2-Knockout-Mause sind ebenfalls kleinwlchsig (Labrador et al. 2001,
Vogel et al. 2001). Wahrend der Knockout von DDR1 in Kalzifizierungsstérungen
der Fibula resultiert (Vogel et al. 2001), flhrt ein Knockout von DDR2 zu verkulrz-
ten GliedmaBen als Folge einer Chondrozytenproliferationsstérung (Labrador et
al. 2001).

DarUber hinaus weisen DDR1- und DDR2-Knockout-Mé&use eine beeintrachtigte
Fortpflanzung auf. DDR1-Knockout-Mause zeigen Implantationsstérungen der
Blastozyste und Laktierungsstérungen der Brustdrise (Vogel et al. 2001). DDR2-
Knockout-Mause weisen Ovulationsstérungen (Matsumura et al. 2009) und eine

Beeintrachtigung der Spermatogenese auf (Kano et al. 2010).
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DDR1-Knockout-Mause entwickeln im Kiefergelenk eine Osteoarthritis, die sich
ultrastrukturell in einer Desorganisation des Kollagennetzwerks im Knorpel zeigt
(Schminke et al. 2014). AuBerdem weisen DDR1-Knockout-M&use strukturelle
Veranderungen sowohl im cochledren System, die zu Innenohrschwerhérigkeit
flhren (Meyer zum Gottesberge et al. 2008), als auch in der glomeruldren Basal-
membran der Niere, die in einer Proteinurie resultieren, auf (Gross et al. 2004). Der
Knockout von DDR1 fihrt in an Alport-Syndrom leidenden M&usen zu einer ver-
zbgerten Ausbildung einer renalen Fibrose (Gross et al. 2010). Dagegen sind
DDR2-Knockout-Mause anfalliger fur die Ausbildung einer experimentell induzier-
ten Leberfibrose (Olaso et al. 2011b). In DDR2-Knockout-Mausen ist zudem die
dermale Wundheilung beeintréchtigt (Olaso et al. 2011a).
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1.4 Aufgabenstellung

DDRs sind Rezeptortyrosinkinasen, die sowohl Kollagene binden als auch durch
fibrillare Kollagene aktiviert werden. Im Folgenden soll mithilfe eines Knockout-
Modells untersucht werden, wie sich das Fehlen des DDR1 auf die Struktur den-
taler und parodontaler Gewebe der Maus auswirkt. Insbesondere das PDL, ein
hoch spezialisiertes Gewebe, dessen EZM von fibrillaren Kollagenen dominiert
wird, soll in der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus eingehender unter-
sucht werden. Hier kommen neben lichtmikroskopischen auch elektronenmikro-
skopische Methoden zum Einsatz. Zudem wird die Struktur der weiteren dentalen
und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus

lichtmikroskopisch vergleichend untersucht.

Matriline sind Proteine der EZM, die in Wachstumsprozessen, insbesondere wah-
rend der Embryonalentwicklung und im Wachstumsknorpel, eine Rolle spielen.
Sie zeigen filamentbildende sowie kollagenbindende Eigenschaften. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob anhand immunhistochemischer Metho-
den Matriline in der hauptséchlich aus Kollagenen bestehenden EZM dentaler und
parodontaler Gewebe der Wildtyp-Maus nachweisbar sind. Der immunhistoche-
mische Nachweis von Matrilinen in der DDR1-Knockout-Maus soll zudem Hinwei-
se darauf geben, ob der DDR1-Knockout zu einer verdnderten biochemischen

Zusammensetzung der EZM dentaler und parodontaler Gewebe fihrt.
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2 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden dentale und parodontale Gewebe der Maus
lichtmikroskopisch untersucht. Zudem wurde die Ultrastruktur des PDL der Wild-
typ-Maus und der DDR1-Knockout-Maus mithilfe elektronenmikroskopischer Me-
thoden eingehend untersucht. Neben der strukturellen Darstellung der dentalen
und parodontalen Strukturen sowie der ultrastrukturellen Darstellung des PDL lag
das Hauptaugenmerk auf dem immunhistochemischen Nachweis von Matrilinen
in dentalen und parodontalen Geweben der Wildtyp-Maus und der DDR1-

Knockout-Maus.

2.1 Versuchstiere

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden an Geweben 22 bis 35 Wo-
chen alter Sv/129 Wildtyp-Mause und DDR1-Knockout-Mause durchgefiihrt. Die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an Geweben 31 bis 47 Wo-
chen alter Sv/129 Wildtyp-Mause und DDR1-Knockout-M&use vorgenommen.
Insgesamt konnte auf einen Pool von 11 Wildtyp- und 14 DDR1-Knockout-

Mé&usen zurtickgegriffen werden.

Das angewandte Verfahren zur Generierung von DDR1-Knockout-Mausen ist in

der Literatur eingehend beschrieben (Vogel et al. 2001).

2.2 Gewebepraparation

Die Mause wurden nach Betaubung durch zervikale Dislokation get6tet. Anschlie-
Bend wurden Maxilla und Mandibula prapariert und die Gingiva entfernt. Zwecks
verbesserter Fixierung und Entkalkung wurden die Préparate in Segmente von je

einem Molar und den diesen umgebenden Alveolarknochen getrennt.

2.3 Gewebefixierung

Im Folgenden wird die unterschiedliche Vorgehensweise der gewéahlten Gewebe-

fixierung zur Einbettung in Paraffin und in Epon beschrieben.
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2.3.1 Gewebefixierung zur Einbettung in Paraffin

Die Gewebe wurden fir mindestens sechs Stunden bei 4 °C in gepuffertem For-

malin nach Lillie inkubiert.

gepuffertes Formalin nach Lillie, pH 7,4:
20 ml 37 % Formaldehyd (# P733.3, Roth, Karlsruhe, DE)
66,6 ml 0,3 M Sérensen-Puffer

mit Aqua dest. auf 200 ml auffillen

0,3 M Soérensen-Puffer:

Lésung A: 20,42 g 0,3 M KH,PO, (# 3904-1, Roth, Karlsruhe, DE)
mit Aqua dest. auf 500 ml

Lésung B: 85,18 g 0,3 M Na,HPO, (# A3599,0500, AppliChem, Darmstadt, DE)
mit Aqua dest. auf 2000 mi

182 ml Lésung A + 818 ml Lésung B, pH 7,4 einstellen

2.3.2 Gewebefixierung zur Einbettung in Epon

Die Gewebe wurden fir 1 h bei 4 °C in Karnovsky-Fixans fixiert.

Karnovsky-Fixans:

58 ml 0,3 M Sérensen-Puffer

12 ml 25 % Glutaraldehyd (# 23114, Serva, Heidelberg, DE)
30 ml 10 % Paraformaldehyd

10 % Paraformaldehyd:

10 g Paraformaldehyd (# 0335.5, Roth, Karlsruhe, DE)
in 100 ml Aqua dest. I16sen bei 70 °C

mit 1 N NaOH klaren und fixieren, pH 7,5-7,8 einstellen
NaOH (# 6885.2, Roth, Karlsruhe, DE)

2.4 Entkalkung

Die Gewebe wurden anschlieBend fir vier bis sechs Wochen in 20 % Ethylendia-

mintetraessigsaure (EDTA) entkalkt.
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20 % EDTA pH 7,4:

895 ml Aqua dest.

105 ml 5 N NaOH

200 g EDTA (# CNO06.3, Roth, Karlsruhe, DE)

in lichtgeschutzter Flasche fur 1-2 h bei 50-70 °C auf MagnetrUhrer rihren, pH 7,4

einstellen

Die Kiefersegmente einer Maus wurden in je 15 ml 20 % EDTA entkalkt. Wahrend
der gesamten Entkalkung wurden die EDTA-R6hrchen lichtgeschitzt auf einer
Wippe gelagert. In der ersten Entkalkungswoche wurde das Medium té&glich, in
der zweiten Woche an jedem zweiten Tag und ab der dritten Woche jeden dritten
Tag gewechselt. Als Erfolgskontrolle diente eine Nadelprobe, mit der die Durch-

gangigkeit einer Nadel durch das entkalkte, erweichte Gewebe getestet wurde.

AnschlieBend wurden die Praparate zwei Mal flir 10 min in Leitungswasser gewa-

schen und bis zur Einbettung in 70 % Ethanol bei 4 °C gelagert.

2.5 Einbettung

Die lichtmikroskopisch untersuchten Praparate wurden in Paraffin eingebettet. Die
elektronenmikroskopisch untersuchten Praparate wurden hingegen in Epon ein-

gebettet.

2.5.1 Einbettung in Paraffin

Die fixierten und entkalkten Gewebe wurden in einem Einbettautomaten (Duplex
Processer, Shandon Southern Products LTD, Runcorn, UK) gemaB folgendem

Protokoll Uber eine aufsteigende Alkoholreihe in Paraffin tGberflhrt:
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Tabelle 1: Aufsteigende Alkoholreihe im Einbettautomaten

Position Medium Inkubationszeit
1 70 % Ethanol 3h

2 80 % Ethanol 1h

3 90 % Ethanol 1h

4 96 % Ethanol 1h

5 99 % Ethanol 2h

6 Isopropylalkohol 2h

7 Isopropylalkohol 1,5h
8 Xylol 0,5h
9 Xylol 0,75 h
10 Xylol 0,75 h
11 Paraplast (52 °C) 6h

12 Paraplast (56 °C) 4,5 h

99% Ethanol (# 603-002-00-5, Chemievertrieb Hannover, Hannover, DE), Etha-
nolverdiinnungen hergestellt Gber Verdinnung mit Aqua dest.

Isopropylalkohol (# 67-63-0, Chemievertrieb Hannover, Hannover, DE)

Xylol (# CN80.2, Roth, Karlsruhe, DE)

Paraplast 52 °C (# X882.1, Paraplast X-tra, Roth, Karlsruhe, DE)

Paraplast 56 °C (# 6774060, ThermoScientific, Runcorn, UK)

Jedes Kiefersegment wurde anschlieBend mithilfe eines Paraffinerhitzers
(# 43900, Medax, Rendsburg, DE) und einer Kalteplatte (PARA COOLER B, RWW
Medizintechnik, Forchheim, DE) in Paraffin (1/3 Paraplast 52 °C, 2/3 Paraplast
56 °C) gegossen. Die Praparate wurden so in den der PraparatgroBe entspre-
chenden Foérmchen positioniert, dass die spéatere Schnittrichtung in koronal-
apikaler Richtung verlief. Es folgte die Aushartung der Paraffinblécke Gber Nacht

bei Raumtemperatur (RT).
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2.5.2 Einbettung in Epon

Die fixierten und entkalkten Gewebe wurden zur Vorbereitung der Epon-
Einbettung fir 10 min in 0,15 M Sérensen-Puffer (1 Teil 0,3 M Sérensen + 1 Teil
Aqua dest.) bei 4 °C gegeben. Es schloss sich die Einbettung gemaB folgendem

Protokoll an:

1. 1,5hbei 4 °C in Osmium

2. 10 minin 0,15 M Soérensen-Puffer bei 4 °C

3. 10 minin 30 % Ethanol bei 4 °C

4. 10 min in 50 % Ethanol bei 4 °C

5. 10 min in 70 % Ethanol bei 4 °C

6. 10 min in 90 % Ethanol bei 4 °C

7. 2x10 min in 99 % Ethanol bei 4 °C

8. 2x15 min in Propylenoxid (# 33715, Serva, Heidelberg, DE) bei 4 °C
9. 1 hin 1:1 Epon und Propylenoxid

10.16 hin 3:1 Epon und Propylenoxid

AnschlieBend wurden die Gewebe in Epon eingebettet. Auf eine mégliche Schnitt-
richtung in koronal-apikaler Richtung wurde geachtet. Im Folgenden wurden die
Praparate bei 60 °C fir 24 h im Trockenschrank (VT 6060 M, Heraeus, Hanau, DE)
gehartet.

Osmium:
1 Teil wassriges OsO, (# 74361.1, Roth, Karlsruhe, DE)
1 Teil 0,3 M Sérensen-Puffer

Epon:

6 Teile Epon A + 4 Teile Epon B

pro 100 ml Zugabe von 1,8 ml Accelarator 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol
(# 36975.01, EPON accelerator DMP-30, Serva, Heidelberg, DE), 5 min blasenfrei

rihren

Epon A:
31 ml Glycidether 100 (# 21045, Serva, Heidelberg, DE)
50 ml Dodecenylbernsteinsdureanhydrid (# 20755.01, Serva, Heidelberg, DE)
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Epon B:
25 ml Glycidether 100
22,5 ml Methylnadicanhydrid (# 29452.02, Serva, Heidelberg, DE)

Epon A und Epon B jeweils 5 min separat rihren.

2.6 Gewebeschnitte

Im Folgenden werden die gewéhlten Methoden zur Anfertigung von Gewebe-
schnitten der Paraffinblécke und der Eponblécke sowie deren Weiterverarbeitung

erlautert.

2.6.1 Gewebeschnitte der Paraffinblocke

Mit einem Mikrotom (Jung Biocut 2035, Leica, Wetzlar, DE) wurden Gewebe-
schnitte einer Dicke von 6 um angefertigt. Wichtig fir die Beurteilung der Schnitt-
qualitdt war ein durchgehender Parodontalspalt in koronal-apikaler Richtung. Die
Schnitte wurden in ein 40 °C warmes Wasserbad (# 1052, GFL, Burgwedel, DE)
gegeben und anschlieBend auf SuperFrost® plus Objekttrager (# J1800AMNZ,
Menzel, Braunschweig, DE) Uberflhrt. Einer Lagerung auf einem Heiztisch
(# 14801, Medax, Rendsburg, DE) bei 37 °C schloss sich eine Lagerung der Ob-
jekttrager im Trockenschrank (# B5042, Heraeus, Hanau, DE) Uber Nacht bei
37 °C an.

2.6.2 Gewebeschnitte der Eponblécke

Mit dem Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert-dung, Wetzlar, DE) wurden sowohl
Semidunnschnitte einer Dicke von 900 nm als auch Ultradiinnschnitte einer Dicke
von 80 nm angefertigt. Die Semidinnschnitte wurden mithilfe eines Glasstabs auf
Objekttrager (# VA31110 002FKB, Knittel Glass, Braunschweig, DE), die Ultra-
dinnschnitte hingegen mithilfe einer Wimper auf mit 0,3 % Formvar in Chloroform
beschichtete Nickelgrids (# G201N, Agar Scientific, Essex, UK) tUberfihrt.
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0,3 % Formvar Chloroform:

0,3 g Formvar (# R1202, Agar Scientific, Essex, UK)

in 100 ml Chloroform (# 49618-9, Sigma-Aldrich, St.-Louis, Missouri, USA) I16sen,

abschlieBend filtrieren

2.7 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

In der Farbemaschine (Linearfarber LS-15, Weinkauf Medizintechnik, Forchheim,

DE) wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebe gemaB nachstehendem Proto-

koll einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen:

Tabelle 2: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Position Medium Inkubationszeit
1 Xylol 10 min
2 Xylol 10 min
3 Ethanol 99 % 3 min
4 Ethanol 80 % 3 min
5 Ethanol 60 % 3 min
6 Aqua dest. 3 min

7 Hamalaun (1:4) 5 min
8 flieBendes Leitungswasser 15 min
9 Eosin 6 min
10 Aqua dest. 0,5 min
11 Ethanol 60 % 0,5 min
12 Ethanol 80 % 1 min
13 Ethanol 99 % 2 min
14 Xylol 10 min
15 Xylol 10 min

Hamalaun (1:4):

Mayers Hamalaunlésung (# 109249, Merck, Darmstadt, DE)

gebrauchsfertige Losung
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Eosin:

1 g Eosin yellowish (# E-6003, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

1000 ml Aqua dest.

2 Tropfen 100 % Essigsaure (# A0662,1000, AppliChem, Darmstadt, DE) vor Far-

bung hinzugeben

Das anschlieBende Eindecken der Praparate erfolgte wie unter 2.10 beschrieben.

2.8 Immunhistochemie

Anhand der gewahlten immunhistochemischen Methode erfolgte ein Nachweis

der Matriline in dentalen und parodontalen Geweben der Maus.

2.8.1 Verwendete Antikorper

Bei dem verwendeten Antikdrper gegen Matrilin-1 handelt es sich um einen po-
lyklonalen Antikérper aus Rohserum des Kaninchens. Die Antikdérper gegen Mat-
rilin-2, -8 und -4 stellen affinitdtsgereinigte, polyklonale Antikérper aus dem Ka-

ninchen dar.

Die verwendeten Antikérper wurden freundlicherweise von Prof. Susanne Grassel,
Zentrum fur Medizinische Biotechnologie, Universitat Regensburg, sowie der For-
schungsgruppe Prof. Raimund Wagener, Institut fir Biochemie I, Universitat Kéln
zur Verflgung gestellt. Die spezifischen Bindungseigenschaften der verwendeten
Antikorper gegen Matrilin-1 (Hauser und Paulsson 1994), -2 (Deak et al. 1997) , -3
(Klatt et al. 2000) und -4 (Klatt et al. 2001) sind publiziert, die verwendeten Anti-

kdrper zeigten zudem keine Kreuzreaktivitdten zu anderen Matrilinisoformen.
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In der folgende Tabelle sind die verwendeten Antikérper gegen Matrilin-1, -2, -3

und -4 aufgefihrt:

Tabelle 3: Verwendete Antikérper

Antikérper Spezies Klonalitat Wirtstier Herkunft

Matrilin-1 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen Prof. Gréassel,
Regensburg

Matrilin-2 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen Prof. Wage-
ner, Kéln

Matrilin-3 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen Prof. Wage-
ner, Kéln

Matrilin-4 Mensch, Maus polyklonal Kaninchen Prof. Wage-
ner, Kéln

2.8.2 Entparaffinierung und Rehydrierung

In der Farbemaschine (Linearfarber LS-15, Weinkauf Medizintechnik, Forchheim,

DE) wurden die in Paraffin eingebetteten Praparate gemaB nachfolgendem Proto-

koll entparaffiniert und rehydriert:

Tabelle 4: Entparaffinierung und Rehydrierung der Praparate

Position Medium Inkubationszeit
1 Xylol 10 min

2 Xylol 10 min

3 Ethanol 99 % 3 min

4 Ethanol 80 % 3 min

5 Ethanol 60 % 3 min

6 Aqua dest. 3 min
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2.8.3 Protokoll Immunhistochemie

1. Entparaffinierung mit Maschine (siehe 2.8.2 Entparaffinierung und Dehydrie-
rung)

2. 10 min Waschen in 1XTBS-T

3. Objekttrager moglichst nah an Préparatrand trockenwischen

30 min Zugabe von Universalblock (# 71-00-61, KPL, Gathersburg, USA), 25 pl

pro Schnitt

. 3x3 min Waschen in 1XTBS-T

B

5

6. 20 min Antigendemaskierung in Citratpuffer bei 95 °C

7. 3x3 min Waschen in 1xTBS-T

8. 20 min Blocken in 3 % H,0O,-Methanol unter Lichtausschluss

9. 3x3 min Waschen in 1xTBS-T

10.Objekttrager méglichst nah an Praparatrand trockenwischen

11.2 min Vorverdau, Zugabe von Protease 24, 25 pl pro Schnitt

12.3x3 min Waschen in 1XTBS-T

13.Objekttrager moéglichst nah an Praparatrand trockenwischen

14.10 min Blocken, Zugabe von 1 % TBS/BSA, 25ul pro Schnitt

15. Praparate abklopfen

16.Zugabe des primaren Antikdrpers, 1:100 verdinnt in Antibody Diluent (# 938B-
03, Cell Marque, Rocklin, USA) tber Nacht bei RT, 25 pl pro Schnitt

17.3x5 min waschen in 1XTBS-T

18.Objekttrager méglichst nah an Praparatrand trockenwischen

19.10 min Zugabe HiDef Detection™ Amplifier (Mouse & Rabbit) (# 954D-11, Cell
Marque, Rocklin, USA), 25 pl pro Schnitt

20.3x3 min Waschen in 1xTBS-T

21.0bjekttrager mdglichst nah an Préparatrand trockenwischen

22.10 min Zugabe HiDef Detection™ HRP Polymer Detector (# 954D-12, Cell
Marque, Rocklin, USA), 25 pl pro Schnitt

23.3x3 min Waschen in 1xXTBS-T

24.0Objekttrager moglichst nah an Préparatrand trockenwischen

25.Zugabe DAB unter Sicht, 25 pl pro Schnitt

26.10 min Waschen in 1XTBS-T
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27.2 min Gegenférben in Hamalaun (1:4)

28.10 min Blauen in Leitungswasser

1XTBS-T:
1000 ml 1XTBS
500 pl 0,5 % Tween 20 (# P2287, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

1XTBS:
100 ml 10xTBS
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffllen

10xTBS:

24,2 g 200 mM Tris (# 5429.3, Roth, Karlsruhe, DE)
87,6 g 1,5 M NaCl

mit Aqua dest. auf 1000 ml aufftillen, pH 7,4 einstellen

Citratpuffer, pH 6:

Lésung A: 4,2 g Zitronensduremonohydrat (# 100244.0500, Merck,
Darmstadt, DE)
200 ml Aqua dest.

Lésung B: 29,4 g Trinatriumdicitrat (#3580.3, Roth, Karlsruhe, DE)
1000 ml Aqua dest.

18 ml Lésung A + 82 ml Lésung B

mit 900 ml Aqua dest. auf 1000 ml auffillen, pH 6 einstellen

3 % H,0,-Methanol:
7 ml 30 % H,O, (# 1.07210.1000, Merck, Darmstadt, DE)
63 ml Methanol

in lichtgeschitzter Kivette mischen

1 % TBS/BSA:
1 g BSA (# A9647-50G, Sigma-Aldrich, St.-Louis, USA)
mit 100 ml 1XTBS mischen
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Protease 24:

25 mg Protease XXIV (# P8038, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
45 ml Aqua dest.

25 mg CaCl,

5ml 0.05 M Tris-HCI

pH 7,6 einstellen

0.05 M Tris-HCI:

6 g Tris (# 5429.3, Roth, Karlsruhe, DE)

250 ml Aqua dest.

36 ml 1 N HCI

mit Aqua dest. auf 1000 ml aufftillen, pH 7,6 einstellen

DAB:
1 Tropfen Chromogen DAB (# 957D-11, CellMarque, Rocklin, USA)
1 ml Substratpuffer (# 957D-12, CellMarque, Rocklin, USA)

2.8.4 Dehydrierung der Praparate

In der Farbemaschine wurden die Praparate gemaB nachstehendem Protokoll de-
hydriert:

Tabelle 5: Dehydrierung der Praparate

Position Medium Inkubationszeit
1 Ethanol 60 % 3 min

2 Ethanol 80 % 3 min

3 Ethanol 99 % 3 min

4 Xylol 10 min

5 Xylol 10 min

33



Material und Methoden

2.8.5 Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse

Pro Antikérper wurden mindestens drei voneinander unabhdngige immunhisto-
chemische Reaktionen an Schnitten unterschiedlicher Wildtyp-Mause bezie-
hungsweise DDR1-Knockout-M&use ausgewertet. Es konnte auf einen Pool von

11 Wildtyp- und 14 Knockout-M&usen zurtickgegriffen werden.

Im Sinne einer Erfolgskontrolle der immunhistochemischen Ergebnisse wurde in
jeder Versuchsreihe mindestens ein Praparat als Negativkontrolle mitgefthrt. Die
Negativkontrolle wurde anstatt einer Inkubation mit Antikdrper tber Nacht mit An-
tibody Diluent inkubiert. Falsch positive Reaktionsergebnisse konnten somit aus-

geschlossen werden.

2.9 Richardson-Farbung der Semidiinnschnitte

Die angefertigten Semidinnschnitte wurden mithilfe von Richardson-L&sung kon-
trastiert. Die Schnitte wurden auf einer Heizplatte (# 2541, Janke & Kunkel, Stau-
fen) bei 60 °C fur 10 s mit der Lésung inkubiert. AnschlieBend folgte das Spulen

der Schnitte mit Aqua dest. und das Trocknen bei 60 °C auf einer Heizplatte.

Richardson-L&sung:

Lésung A: 1 g Azur Il (# C.1.52010/52015, Merck, Darmstadt, DE)
auf 100 ml Aqua dest.

Lésung B: 2 g Methylenblau (# C.1.52015, Merck, Darmstadt, DE)
auf 100 ml Aqua dest.

Lésung C: 2 g Na,B,O;, (# 1.06309.0025, Merck, Darmstadt, DE)
auf 100 ml Aqua dest.

20 ml Lésung A + 10 ml Lésung B + 10 ml Lésung C mischen und filtrieren

2.10 Eindecken der Praparate

Das Eindecken der Praparate erfolgte mit Deckglasern (# BBO18018A1, Menzel
Glaser, Braunschweig, DE) und dem Eindeckmedium Eukitt® (# 03989-100ML,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
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2.11 Kontrastierung der Ultradiinnschnitte

Die Kontrastierung der Ultradinnschnitte wurde mit Uranylacetat und Bleicitrat

gemaB nachstehendem Protokoll durchgefiihrt:

1. in feuchter Kammer Parafilm (# PM-996, Bemis, Neenah, Wisconsin, USA)
platzieren

2. jedes Grid auf einem Tropfen Uranylacetat in feuchter Kammer fir 10 min bei
RT platzieren

3. waschen in 300 ml Aqua dest. je Grid, anschlieBend Grids mit Papierserviette
vom Rand ansaugen

4. in zweiter Petrischale Parafilm platzieren

5. jedes Grid auf einem Tropfen Bleicitrat in feuchter Kammer fir 10 min bei RT
platzieren

6. waschen in 300 ml Aqua dest. je Grid, anschlieBend Grids mit Papierserviette

vom Rand ansaugen, 30 min trocknen lassen

Uranylacetat 1 %:

0,1 g Uranylacetat-Dihydrat (# 1.08473, Merck, Darmstadt, DE)

auf 10 ml Aqua dest.

30 min auf Plattformschttler (# 543-32205-00, Heidolph, Schwabach, DE) I6sen,

anschlieBend filtrieren

Bleicitrat:

1,33 g Pb(NO,), (# 228621, Sigma-Aldrich, St.-Louis, Missouri, USA)

in 30 ml Aqua dest. I6sen

1,76 g N3 CgH;0,) x 2 H,0O (# 3580.3, Roth, Karlsruhe, DE) hinzugeben, 1 min lang
schutteln

30 min zur Umwandlung in Bleicitrat stehen lassen, gelegentlich schitteln

8 ml 1 N NaOH zugeben

mit Aqua dest. auf 50 ml auffillen und mischen

leichte Tribung abzentrifugieren

pH 12 kontrollieren, abschlieBend filtrieren
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2.12 Mikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte mithilfe eines Primostar Lichtmikro-
skops (# 415500-0004-000, Zeiss, Gottingen, DE). Die elektronenmikroskopische
Auswertung erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop (EM10, Zeiss, Jena,
DE).
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen der dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus und
der DDR1-Knockout-Maus dargestellt. Zudem erfolgt eine Darstellung der Ergeb-
nisse der immunhistochemischen Nachweisreaktionen der Matriline in dentalen

und parodontalen Geweben der Wildtyp-Maus sowie der DDR1-Knockout-Maus.

3.1 Dentale und parodontale Gewebe der Wildtyp-Maus und der
DDR1-Knockout-Maus

Die Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsaufnahmen der zahntragenden Kiefersegmente
zeigen die Struktur der dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus
und der DDR1-Knockout-Maus (Abbildung 2: A, C). Die murinen Molaren wiesen
einen regelrechten Zahnaufbau auf. Die zentrale Pulpa, das die Pulpa umgebende
Dentin und das Wurzelzement der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus
waren regelrecht ausgebildet und zeigten eine vergleichbare Histologie. Der
Zahnschmelz der murinen Molaren wurde durch die unter 2.4 aufgefiihrte Entkal-
kung der Zahne in EDTA herausgel6st, er fehlt somit in den histologischen Abbil-

dungen.

Das PDL, der Alveolarknochen und das dentale Zement als Komponenten des
Parodonts der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus zeigten sich in
Ubersichtsaufnahmen sowie in Detailaufnahmen in intaktem Zustand und in ver-
gleichbarer Histologie. Die Gingiva als vierte Komponente des Zahnhalteapparats

fehlte aufgrund der unter 2.2 aufgeflhrten Préparation der Gewebe.

Die Zellen des PDL, vornehmlich Fibroblasten, waren in eine dichte azidophile
EZM eingebunden (Abbildung 2: B, D). Zudem lagen die zellularen Komponenten
im PDL der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus in vergleichbarer An-
zahl vor. Die EZM des PDL beinhaltete insbesondere Kollagen, das die parodon-
talen Hauptfasern (Abbildung 2: B, D, schwarze Pfeile) bildet. Die parodontalen
Hauptfasern durchspannten das PDL und inserierten in das dentale Zement sowie

in den Alveolarknochen. Die Insertionsstellen der desmodontalen Kollagenfasern
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in das dentale Zement befanden sich apikal der Insertionsstellen in den Alveo-
larknochen. Der zusétzlich gewellte Verlauf der Kollagenfaserbtindel ist insbeson-
dere in Abbildung 2, Detailaufnahme B zu erkennen. Abweichungen in der Breite
des Parodontalspalts waren den leicht abweichenden Schnittebenen der Prapara-

te geschuldet.

Im Alveolarknochen wurden in der Wildtyp-Maus und in der Knockout-Maus ver-
einzelt Osteozyten in ihren Lakunen angeschnitten. Der Alveolarknochen wies zu-
dem eine dichte, azidophile EZM auf. Auch das dentale Zement der Wildtyp-Maus
und der DDR1-Knockout-Maus zeigte sich in intaktem Zustand sowie in ver-
gleichbarer Histologie. Das dentale Zement stellte sich im koronalen Drittel der
Zahnwurzel zellfrei, somit als azellulares, fibrillares Zement dar (Abbildung 2, B,
D). In weiter apikal gelegenen Bereichen und im Bereich von Wurzelfurkationen
konnten hingegen Anschnitte von Zementozyten im Sinne zellularen Zements ge-
funden werden. Im Parodont der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus
fiel auBerdem die groBe Anzahl angeschnittener BlutgeféaBe auf. Diese befanden
sich im PDL, im Alveolarknochen, im Ubergang zwischen beiden Geweben sowie

in tieferen Regionen des Kieferknochens in vergleichbarer Anzahl.

Die Richardson-Farbung der Semidinnschnitte zeigte das dentale Zement, das
PDL und den Alveolarknochen in intakten Verhéltnissen (Abbildung 3: A, C). Wéah-
rend sich das abgebildete azellulare Faserzement zellfrei darstellte, befanden sich
im Alveolarknochen Osteozyten, die in ihren Knochenlakunen angeschnitten wur-
den. Anschnitte von BlutgefaBen fanden sich, vereinbar mit der Darstellung in den
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen, im Alveolarknochen wie auch im PDL (Abbildung
3: A, C, nicht ausgefillte Pfeile). Die spindelférmigen Zellleiber der desmodonta-
len Fibroblasten waren in der oben genannten Verlaufsrichtung der parodontalen
Kollagenfasern angeordnet. Die Fibroblasten des PDL der Wildtyp-Maus und der
DDR1-Knockout-Maus zeigten eine vergleichbare Form und Orientierung (Abbil-
dung 3: A, C, schwarze Pfeile). Die Zellform und deren Ausrichtung in der
Richardson-Farbung der Semidinnschnitte lieB, ebenso wie die Darstellung des
Zements und des Alveolarknochens, auf eine vergleichbare Struktur der parodon-

talen Komponenten der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus schlieBen.
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Die elektronenmikroskopische Darstellung des desmodontalen Faserapparats der
Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus zeigte kollagene Mikrofibrillen, die
sich zu den Faserblindeln des PDL zusammenlagern (Abbildung 3: B, D). Die Mi-
krofibrillen innerhalb eines Faserblindels wiesen eine gleichférmige Orientierung
auf. Die Organisation der Mikrofibrillen zu Faserblindeln zeigte im Vergleich von

Wildtyp-Maus zu DDR1-Knockout-Maus keine Unterschiede.
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Abbildung 2: Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von Zahn und Zahnhalteapparat der Maus.

Ubersichtsaufnahmen von Molaren der Wildtyp-Maus (A) und der DDR1-Knockout-Maus (C). Bei-
de Préaparate mit regularem Zahnaufbau: intakte Gewebe der Pulpa, des Dentins und des Zements
sowie intaktes Knochengewebe und PDL. Zahnschmelz durch Entkalkung in EDTA herausgelost.

Detailaufnahmen von Molaren der Wildtyp-Maus (B) und der Knockout-Maus (D). Kollagene Fa-
serblindel des PDL (schwarze Pfeile) durchspannen den Parodontalspalt und inserieren in denta-
les Zement (Z) und Alveolarknochen (AK). Anschnitte desmodontaler BlutgeféaBe (BG) sowohl in

der Wildtyp-Maus als auch in der DDR1-Knockout-Maus.
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Abbildung 3: Richardson-Farbungen und Elektronenmikroskopie des PDL.

Richardson-Farbungen des PDL der Wildtyp-Maus (A) und der DDR1-Knockout-Maus (C). Anord-
nung der spindelférmigen Zellleiber der Fibroblasten (schwarze Pfeile) des PDL in Verlaufsrichtung
der kollagenen Hauptfasern. Zement (Z) und Alveolarknochen (AK) in intaktem Zustand. Ange-
schnittene GefaBe (nicht ausgefillte Pfeile) in Alveolarknochen und PDL.

Elektronenmikroskopie des PDL der Wildtyp-Maus (B) und der DDR1-Knockout-Maus (D). Kol-
lagenfibrillen des PDL der Wildtyp-Maus und der DDR1-Knockout-Maus in vergleichbarer Orien-

tierung und Organisation.
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3.2 Immunhistochemischer Nachweis der Matriline an Molaren in

Kiefersegmenten der Wildtyp-Maus

Die Auswertung der immunhistochemischen Nachweisreaktionen fir Matrilin-1,
-2, -3 und -4 wurde in den verschiedenen Geweben der zahntragenden Kiefer-
segmente der Wildtyp-Maus durchgeflihrt. Die Auswertung erfolgte in den Gewe-
ben Pulpa, Dentin, Zement, PDL und Knochen. Im Detail erfolgte eine weitere
Aufgliederung der Auswertung im Bereich des Dentins in Kronen- und Wurzelden-
tin, im dentalen Zement in EZM und Zementozytenlakunen, im PDL in EZM und

GefaBwande sowie im Knochen in EZM, Osteozytenlakunen und GefaBwénde.

Matrilin-1 konnte in Wildtyp-M&usen sowohl in der EZM der dentalen Pulpa als
auch im koronalen Dentin nachgewiesen werden. Wéhrend sich in der gesamten
pulpalen EZM eine positive Immunhistochemie fir Matrilin-1 zeigte, konnte Mat-
rilin-1 lediglich im koronalen Dentin lokalisiert werden. Im Wurzeldentin konnte
Matrilin-1 hingegen nicht nachgewiesen werden. Die EZM des dentalen Zements
zeigte ebenfalls ein negatives Ergebnis der Immunhistochemie flr Matrilin-1. Al-
lerdings konnte Matrilin-1 in Zementozytenlakunen des Zements nachgewiesen
werden. Matrilin-1 konnte in der EZM des PDL lokalisiert werden. Das Reaktions-
ergebnis zeigte hier einen faserartigen Charakter. Zudem konnte Matrilin-1 im
PDL nicht auf einzelne Bereiche begrenzt, sondern homogen im gesamten PDL
nachgewiesen werden. Eine ebenfalls positive Immunhistochemie fir Matrilin-1
zeigte sich in desmodontalen GefaBwénden. In der EZM des Knochens konnte
Matrilin-1 hingegen nicht nachgewiesen werden. In Osteozytenlakunen zeigte sich
dagegen ein positives Ergebnis der Immunhistochemie fir Matrilin-1. Matrilin-1
konnte allerdings nicht in allen Osteozytenlakunen lokalisiert werden. In GefaB-
wéanden im Knochengewebe konnte Matrilin-1 nachgewiesen werden. Abbil-
dung 4 zeigt das Ergebnis einer immunhistochemischen Nachweisreaktion von

Matrilin-1 in den dentalen und parodontalen Geweben einer Wildtyp-Maus.

Matrilin-2 konnte in Wildtyp-Mé&usen in der EZM der dentalen Pulpa nachgewie-
sen werden. Die Immunhistochemie fir Matrilin-2 zeigte hier ein tUber die gesamte
EZM der Pulpa verbreitetes positives Ergebnis. Hingegen konnte Matrilin-2 im

Kronen- wie Wurzeldentin nicht lokalisiert werden. In der EZM des dentalen Ze-
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ments konnte Matrilin-2 ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Aufgrund fehlen-
der Anschnitte war der immunhistochemische Nachweis von Matrilin-2 in Zemen-
tozytenlakunen nicht beurteilbar. Im PDL zeigte sich sowohl in GefaBwénden als
auch in der EZM eine positive Immunhistochemie fir Matrilin-2. Matrilin-2 konnte
in der gesamten EZM des PDL nachgewiesen werden und war im PDL nicht auf
einzelne Bereiche begrenzt. Es fiel im PDL zudem ein faserartiges Reaktionser-
gebnis auf. In der EZM des Knochens konnte Matrilin-2 hingegen nicht lokalisiert
werden. In GefdBwanden im Knochengewebe und in Osteozytenlakunen zeigte
sich ein positives Ergebnis des immunhistochemischen Nachweises von
Matrilin-2. Matrilin-2 konnte allerdings nicht in allen Osteozytenlakunen lokalisiert
werden. Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse zweier immunhistochemischer Nach-
weisreaktionen von Matrilin-2 in den dentalen und parodontalen Geweben zweier
Wildtyp-Mause.

Matrilin-3 konnte in Wildtyp-M&usen in der gesamten EZM der dentalen Pulpa in
homogener Verteilung lokalisiert werden. Die Immunhistochemie fur Matrilin-3
zeigte hingegen im koronalen wie radikularen Dentin ein negatives Ergebnis. Ein
ebenfalls negatives Reaktionsergebnis zeigte sich in der EZM des dentalen Ze-
ments, wahrend der immunhistochemische Nachweis von Matrilin-3 in Zemento-
zytenlakunen aufgrund fehlender Anschnitte nicht beurteilbar war. In der Gefai-
wand desmodontaler GefaBe und in der EZM des PDL konnte Matrilin-3 nachge-
wiesen werden. In der desmodontalen EZM zeigte der positive immunhistochemi-
sche Nachweis von Matrilin-3 eine homogene Verteilung im gesamten PDL. Es fiel
hier ein faserartiges Reaktionsergebnis auf. In der EZM des Knochens und in Os-
teozytenlakunen konnte Matrilin-3 nicht nachgewiesen werden. Ein positives Er-
gebnis zeigte die Immunhistochemie fir Matrilin-3 hingegen in GefaBwéanden im
Knochen. Abbildung 6 zeigt das Ergebnis einer immunhistochemischen Nach-
weisreaktion von Matrilin-3 in den dentalen und parodontalen Geweben einer
Wildtyp-Maus.

Matrilin-4 konnte in Wildtyp-Mé&usen in der gesamten EZM der dentalen Pulpa in
homogener Verteilung lokalisiert werden. Im koronalen wie radikuldren Dentin
zeigte sich dagegen ein negatives immunhistochemisches Ergebnis fir Matrilin-4.

In der EZM des Zements konnte Matrilin-4 ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
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Der immunhistochemische Nachweis von Matrilin-4 in Zementozytenlakunen war
aufgrund fehlender Anschnitte nicht beurteilbar. In der EZM des PDL konnte Mat-
rilin-4 lokalisiert werden und zeigte in der EZM des gesamten PDL eine homoge-
ne Verteilung. Der immunhistochemische Nachweis von Matrilin-4 zeigte im PDL
zudem ein faserartiges Reaktionsergebnis. Des Weiteren konnte Matrilin-4 in Ge-
faBwanden im PDL lokalisiert werden. Im Knochen konnte Matrilin-4 dagegen
weder in der EZM noch in Osteozytenlakunen nachgewiesen werden. In GefaB-
wanden im Knochen zeigte sich ein positives Ergebnis der Immunhistochemie fur
Matrilin-4. Abbildung 7 zeigt das Ergebnis einer immunhistochemischen Nach-
weisreaktion von Matrilin-4 in den dentalen und parodontalen Geweben einer

Wildtyp-Maus.
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In der folgenden Tabelle ist die Auswertung des immunhistochemischen Nach-
weises der Matriline in den untersuchten Geweben der Wildtyp-Maus dargestellt.
In die Auswertung wurden alle durchgeflihrten immunhistochemischen Reaktio-
nen einbezogen. Pro Antikdrper wurden mindestens drei voneinander unabhéngi-
ge Reaktionen an Schnitten unterschiedlicher Mause ausgewertet. Es konnte auf

einen Pool von 11 Wildtyp-Mé&ausen zurtickgegriffen werden.

Tabelle 6: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilinen an Molaren in Kiefersegmenten

der Wildtyp-Maus

Gewebe Matrilin- Matrilin- Matrilin- Matrilin-
1 2 3 4
Pulpa + + + +
Dentin koronal + - - _
radikular - - — _

Zement EZM - - - -

Zementozytenlakunen + n. b. n. b. n. b.
PDL EZM + + + +
GefaBwande + + + +

Knochen EZM - - - -

Osteozytenlakunen + + - -
GefaBwande + + + +
+ = positive Reaktion; — = negative Reaktion; n. b. = nicht beurteilbar.

Wahrend die oben aufgeflhrte Tabelle auf Grundlage der Auswertung aller durch-
gefuhrten immunhistochemischen Reaktionen erstellt wurde, zeigen die folgenden
Abbildungen 4 bis 7 exemplarisch immunhistochemische Reaktionen an ausge-
wéhlten Praparaten und reprasentieren daher nicht ausschlieBlich das mehrheitli-

che Reaktionsergebnis.
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Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-1 an Molar in Kiefersegment

der Wildtyp-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positive Reaktion insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Reaktionsergebnis in Osteozytenlakune (schwarzer Pfeil) und in GefaBwand eines
BlutgeféBes (BG). Negatives Ergebnis in EZM des Knochens.

C: Positive Reaktion in EZM des PDL, hier faserartiges Ergebnis, und in Osteozytenlakunen des

Alveolarknochens (schwarze Pfeile). EZM von Zement (Z) und Alveolarknochen (AK) negativ.
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N

Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-2 an Molaren in Kiefersegmen-

ten der Wildtyp-Maus.

Ubersichtsaufnahmen (A, C) und Detailaufnahmen (B, D).

A, C: Positive Reaktion insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Ergebnis in GefaBwand eines BlutgefdBes (BG) und in Osteozytenlakunen (schwarze
Pfeile). EZM des Knochens negativ.

D: Positives, faserartiges Reaktionsergebnis in EZM des PDL. EZM von Zement (Z) und Alveo-

larknochen (AK) negativ.
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-3 an Molar in Kiefersegment

der Wildtyp-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positive Reaktion insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Ergebnis in GefdBwand eines BlutgefaBes (BG). Osteozytenlakunen (schwarze Pfeile)
und EZM des Knochens negativ.

C: Positives, faserartiges Ergebnis in EZM des PDL und in GefaBwand eines desmodontalen Blut-

gefaBes (BG). EZM von Zement (Z) und Alveolarknochen (AK) negativ.
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-4 an Molar in Kiefersegment

der Wildtyp-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positive Reaktion insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Ergebnis in GefdBwand eines desmodontalen BlutgefaBes (BG) und in EZM des PDL,
hier faserartig. EZM von Alveolarknochen (AK) und Zement (Z) negativ.

C: Positives Ergebnis in apikalem BlutgefaB (BG). Osteozytenlakunen (schwarze Pfeile) und EZM

des Kieferknochens (K) negativ.
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3.3 Immunhistochemischer Nachweis der Matriline an Molaren in

Kiefersegmenten der DDR1-Knockout-Maus

Die Auswertung der immunhistochemischen Nachweisreaktionen fir Matrilin-1,
-2, -3 und -4 wurde in der DDR1-Knockout-Maus, analog der Auswertung in der
Wildtyp-Maus, in den Geweben Pulpa, Dentin, Zement, PDL und Knochen durch-
gefuhrt. Im Detail erfolgte ebenfalls eine weitere Aufgliederung der Auswertung im
Bereich des Dentins in Kronen- und Wurzeldentin, im Zement in EZM und Zemen-
tozytenlakunen, im PDL in EZM und GefdaBwéande sowie im Knochen in EZM, Os-

teozytenlakunen und GefaBwéande.

In DDR1-Knockout-Mausen konnte Matrilin-1 in der gesamten EZM der dentalen
Pulpa in homogener Verteilung nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich im ko-
ronalen Dentin ein positives Ergebnis des immunhistochemischen Nachweises
von Matrilin-1. Im Wurzeldentin konnte Matrilin-1 hingegen nicht nachgewiesen
werden. In der EZM des dentalen Zements konnte Matrilin-1 ebenfalls nicht loka-
lisiert werden. Hingegen konnte Matrilin-1 in Zementozytenlakunen des Zements,
in der EZM des PDL und in desmodontalen GefaBwéanden lokalisiert werden. Das
Reaktionsergebnis zeigte in der EZM des PDL einen faserartigen Charakter und
im gesamten PDL eine homogene Verteilung. In der EZM des Knochens konnte
Matrilin-1 hingegen nicht nachgewiesen werden. Dagegen konnte Matrilin-1 in
Osteozytenlakunen lokalisiert werden, allerdings konnte Matrilin-1 nicht in allen
Osteozytenlakunen nachgewiesen werden. Zudem zeigte der immunhistochemi-
sche Nachweis von Matrilin-1 in GefaBwéanden im Knochengewebe ein positives
Ergebnis. Abbildung 8 zeigt das Ergebnis einer immunhistochemischen Nach-
weisreaktion von Matrilin-1 in den dentalen und parodontalen Geweben einer
DDR1-Knockout-Maus.

In DDR1-Knockout-Mausen konnte Matrilin-2 in der gesamten EZM der dentalen
Pulpa in homogener Verteilung lokalisiert werden. Im koronalen und radikularen
Dentin konnte Matrilin-2 hingegen nicht nachgewiesen werden. In der EZM des
dentalen Zements konnte Matrilin-2 ebenfalls nicht nachgewiesen werden. In Ze-
mentozytenlakunen konnte Matrilin-2 dagegen lokalisiert werden. Auch in der

EZM des PDL und in desmodontalen GefaBwanden zeigte sich ein positives im-
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munhistochemisches Reaktionsergebnis. In der desmodontalen EZM zeigte sich
ein faserartiges Reaktionsergebnis mit einer Verteilung Uber das gesamte PDL. In
der EZM des Knochens konnte Matrilin-2 dagegen nicht lokalisiert werden. In Os-
teozytenlakunen zeigte sich hingegen ein positives Reaktionsergebnis des im-
munhistochemischen Nachweises von Matrilin-2. Jedoch konnte Matrilin-2 nicht
in allen Osteozyten nachgewiesen werden. Eine positive Immunhistochemie fir
Matrilin-2 zeigte sich in GefaBwanden im Knochengewebe. Abbildung 9 zeigt das
Ergebnis einer immunhistochemischen Nachweisreaktion von Matrilin-2 in den

dentalen und parodontalen Geweben einer DDR1-Knockout-Maus.

Matrilin-3 zeigte in DDR1-Knockout-M&usen in der gesamten EZM der dentalen
Pulpa ein positives immunhistochemisches Reaktionsergebnis. Weder im korona-
len und radikuldren Dentin noch in der EZM des dentalen Zements konnte Mat-
rilin-3 lokalisiert werden. Hingegen konnte Matrilin-3 in Zementozytenlakunen
nachgewiesen werden. Matrilin-3 konnte in der EZM des PDL und in desmodon-
talen GefaBwénden lokalisiert werden. In der desmodontalen EZM fiel ein faserar-
tiges Reaktionsergebnis der Immunhistochemie fir Matrilin-3 auf. Zudem zeigte
das positive Reaktionsergebnis in der gesamten EZM des PDL eine homogene
Verteilung. In der EZM des Knochens und in Osteozytenlakunen konnte Matrilin-3
hingegen nicht nachgewiesen werden. In GefaBwénden im Knochen zeigte der
immunhistochemische Nachweis von Matrilin-3 dagegen ein positives Reaktions-
ergebnis. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis einer immunhistochemischen Nach-
weisreaktion von Matrilin-3 in den dentalen und parodontalen Geweben einer
DDR1-Knockout-Maus.

Matrilin-4 konnte in DDR1-Knockout-M&usen in der gesamten EZM der dentalen
Pulpa nachgewiesen werden. Hingegen konnte Matrilin-4 weder im Kronen- und
Wurzeldentin noch in der EZM des Zements und in Zementozytenlakunen nach-
gewiesen werden. Im PDL zeigte sich in der EZM sowie in GefaBwéanden ein posi-
tives immunhistochemisches Ergebnis fur Matrilin-4. Das Reaktionsergebnis zeig-
te in der gesamten EZM des PDL eine homogene Verteilung. Es fiel ein faserarti-
ges Reaktionsergebnis in der desmodontalen EZM auf. In der EZM des Knochens
und in Osteozytenlakunen konnte Matrilin-4 hingegen nicht lokalisiert werden. Je-

doch zeigte der immunhistochemische Nachweis von Matrilin-4 in GefaBwénden
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im Knochen ein positives Ergebnis. Abbildung 11 zeigt das Ergebnis einer im-
munhistochemischen Nachweisreaktion von Matrilin-4 in den dentalen und paro-

dontalen Geweben einer DDR1-Knockout-Maus.

In der folgenden Tabelle ist die Auswertung des immunhistochemischen Nach-
weises der Matriline in den untersuchten Geweben der DDR1-Knockout-Maus
dargestellt. In die Auswertung wurden alle durchgeflhrten immunhistochemi-
schen Reaktionen einbezogen. Pro Antikdrper wurden mindestens drei voneinan-
der unabhangige Reaktionen an Schnitten unterschiedlicher DDR1-Knockout-
Méause ausgewertet. Es konnte auf einen Pool von 14 DDR1-Knockout-Mausen

zurtckgegriffen werden.

Tabelle 7: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilinen an Molaren in Kiefersegmenten

der DDR1-Knockout-Maus

Gewebe Matrilin- Matrilin- Matrilin- Matrilin-
1 2 3 4
Pulpa + + + +
Dentin koronal + - - _
radikular - - - _

Zement EZM - - - -

Zementozytenlakunen + + + -
PDL EZM + + + +
GefaBwande + + + +

Knochen EZM - - - -

Osteozytenlakunen + + - -
GefaBwande + + + +
+ = positive Reaktion; — = negative Reaktion.

Wahrend die oben aufgeflhrte Tabelle auf Grundlage der Auswertung aller durch-
gefuhrten immunhistochemischen Reaktionen erstellt wurde, zeigen die folgenden
Abbildungen 8 bis 11 exemplarisch immunhistochemische Reaktionen an ausge-
wéhlten Praparaten und reprasentieren daher nicht ausschlieBlich das mehrheitli-

che Reaktionsergebnis.
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750 ym

Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-1 an Molar in Kiefersegment

der DDR1-Knockout-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positive Reaktion insbesondere in Pulpa, koronalem Dentin und PDL.

B: Positives Reaktionsergebnis in Osteozytenlakunen (schwarze Pfeile) und in GefaBwand eines
BlutgeféBes (BG). Negatives Reaktionsergebnis in EZM des Knochens.

C: Positive Reaktion in Zementozytenlakunen (nicht geflillte Pfeile) und in EZM des PDL, hier fa-

serartiges Reaktionsergebnis. EZM von Alveolarknochen (AK) und Zement (Z) negativ.
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-2 an Molar in Kiefersegment

der DDR1-Knockout-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positives Ergebnis insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Reaktionsergebnis in Zementozytenlakune (nicht gefiiliter Pfeil), in EZM des PDL, hier
faserartig, und in Osteozytenlakunen (schwarzer Pfeil). EZM von Zement (Z) und Alveolarknochen
(AK) negativ.

C: Positives Ergebnis in GefaBwand eines BlutgefaBes (BG) und in Osteozytenlakunen (schwarze

Pfeile). EZM des Knochens negativ.
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Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-3 an Molar in Kiefersegment

der DDR1-Knockout-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positives Reaktionsergebnis insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Ergebnis in GefaBwand von BlutgefaBen (BG). Osteozytenlakunen (schwarze Pfeile)
und EZM des Knochens negativ.

C: Positives Ergebnis in Zementozytenlakunen (nicht ausgeflillte Pfeile), in GefaBwand desmodon-
taler BlutgefaBe (BG) und in EZM des PDL, hier faserartiges Reaktionsergebnis. EZM von Zement
(Z2) und Alveolarknochen (AK) negativ.
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750 ym

Abbildung 11: Immunhistochemischer Nachweis von Matrilin-4 an Molar in Kiefersegment

der DDR1-Knockout-Maus.

Ubersichtsaufnahme (A) und Detailaufnahmen (B, C).

A: Positives Reaktionsergebnis insbesondere in Pulpa und PDL.

B: Positives Ergebnis in GefdBwand eines BlutgefédBes (BG). Osteozytenlakunen (schwarze Pfeile)
und EZM des Knochens negativ.

C: Positives Ergebnis in EZM des PDL, hier faserartiges Reaktionsergebnis. EZM von Zement (2)

und Alveolarknochen (AK) negativ.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand eines Knockout-Modells die Auswir-
kungen des Fehlens des Kollagenrezeptors DDR1 auf die Struktur dentaler und
parodontaler Gewebe der Maus untersucht. Anhand des immunhistochemischen
Nachweises von Matrilinen wurde zudem die biochemische Zusammensetzung
der dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus und der DDR1-

Knockout-Maus beschrieben.

Die Aufschlisselung der biochemischen Komposition der EZM ist Voraussetzung
fir das Verstédndnis der Homdostase parodontaler und dentaler Gewebe. Auch
Erkenntnisse hinsichtlich der Kollagenrezeptoren dienen dem Verstandnis physio-
logischer Prozesse innerhalb der untersuchten dentalen und parodontalen Gewe-
be. Die Pathologie entziindlicher Erkrankungen des Parodonts ist ebenfalls nur
vor dem Hintergrund detaillierter Kenntnisse der EZM-Zusammensetzung der be-

teiligten Gewebe verstandlich.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an dentalen und parodonta-
len Geweben der Maus durchgeflihrt. Im Gegensatz zum Menschen weist das
murine Gebiss pro Quadrant je einen Inzisivus und drei Molaren auf (Peterkova et
al. 1995). Lediglich die labiale Kronenflache der murinen Inzisivi ist von Schmelz
bedeckt (Beertsen und Niehof 1986). Murine Inzisivi wachsen konstant nach und
weisen an ihrem proximalen Ende in der sogenannten zervikalen Schleife eine Ni-
sche fur epitheliale Stammzellen auf (Harada et al. 1999). Sie nehmen somit eine
Sonderstellung im murinen Gebiss ein, die sich des Weiteren in einer von murinen
Molaren abzugrenzenden Modulation der Zahneruption zeigt (Popova et al. 2007).
Trotz bestehender genetischer Unterschiede zwischen Maus und Mensch
(Church et al. 2009) stellt das murine Gebiss ein geeignetes und verbreitetes Mo-

dell zur Untersuchung dentaler und parodontaler Gewebe dar.

Die Etablierung von Knockout-Modellen ist eine géngige Methode, um RuUck-
schlisse auf Funktionen von Proteinen in vivo zu gewinnen. Mithilfe von Knock-
out-Versuchen an Mausen konnte die Relevanz von Proteinen der EZM flr die

Entwicklung und Struktur dentaler und parodontaler Gewebe aufgezeigt werden.
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Die Ausbildung von Alveolarknochen und dentalem Zement (Ye et al. 2008) sowie
physikalische Parameter wie die Harte der mineralisierten Gewebe Alveolarkno-
chen und Schmelz (Chiu et al. 2012) werden durch extrazelluldre Proteine modu-
liert. Proteine der EZM wie Lumican, Fibromodulin oder Decorin beeinflussen zu-
dem die reguldre Ausbildung desmodontaler Fasern (Matheson et al. 2005). Wah-
rend die Funktion des Kollagenrezeptors Integrin alphalibetal mittels Knockout-
Versuchen in dentalen und parodontalen Geweben der Maus untersucht ist
(Popova et al. 2007), sind Knockout-Versuche der DDR-Familie bezlglich ihrer

Auswirkungen auf dentale und parodontale Gewebe bisher nicht publiziert.

4.1 Dentale und parodontale Gewebe der DDR1-Knockout-Maus

DDR1 stellt in der heutigen onkologischen Forschung einen potentiellen prognos-
tischen Marker fir Tumorerkrankungen dar (Miao et al. 2013). DDRs sind zudem
kollagenbindende Rezeptoren, die unter anderem Féhigkeiten zur Bindung der
fibrillaren Kollagene I, lll und V zeigen (Shrivastava et al. 1997). Diese Kollagene
sind wesentliche Bestandteile der Hauptfasern des PDL (Birk et al. 1988, Huang
et al. 1991).

Die untersuchten dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus und der
DDR1-Knockout-Maus zeigten weder strukturelle noch ultrastrukturelle Unter-
schiede. Obwohl DDR1 wahrend der Embryonalentwicklung in Zahnanlagen ex-
primiert wird (Sanchez et al. 1994), zeigten DDR1-Knockout-Mause einen zu Wild-
typ-Mausen vergleichbaren Zahnaufbau mit Pulpa, Dentin und Zement. Die Struk-
tur des Zahnschmelzes konnte aufgrund der vorbereitenden Entkalkung nicht be-
urteilt werden. Alveolarknochen und PDL der DDR1-Knockout-Maus wiesen

lichtmikroskopisch ebenfalls keine strukturellen Auffalligkeiten auf.

DDR1-Knockout-Mause entwickeln im Kiefergelenk eine Osteoarthritis, die sich
durch ein desorganisiertes Kollagennetzwerk im Gelenkknorpel auszeichnet
(Schminke et al. 2014). Im Gegensatz dazu waren im elektronenmikroskopischen
Bild die kollagenen Mikrofibrillen und deren Ausrichtung in Faserblindeln im PDL
der DDR1-Knockout-Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus nicht verandert. Wah-

rend der Knockout extrazellularer Matrixproteine in Veranderungen der Fibril-
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lenultrastruktur resultiert (Matheson et al. 2005, Norris et al. 2007), hat der
Knockout des Kollagenrezeptors DDR1 keinen Effekt auf die Ultrastruktur der Kol-

lagenfasern des PDL.

Schminke et al. (2014) beschreiben eine kompensatorische Hochregulierung von
DDR2 in Knorpelzellen und eine damit verbundene Hochregulierung von MMP13
und Matrixdegeneration als Pathomechanismus der Osteoarthritis im Kiefergelenk
der DDR1-Knockout-Maus. DDR1 kann in Ratten wé&hrend der Embryonalent-
wicklung in Zahnanlagen nachgewiesen werden (Sanchez et al. 1994). Somit ist
auch von einer Exprimierung von DDR1 in den untersuchten dentalen und paro-
dontalen Geweben der Maus auszugehen. Parodontale Zellen sind auBerdem
grundsétzlich in der Lage, MMP13 zu exprimieren. Dies ist insbesondere im Zuge
entziindlicher Parodontalerkrankungen der Fall (Trombone et al. 2009). Neben
dem Nachweis von Entztiindungsmarkern sind die Anzahl vorhandener Entzin-
dungszellen, die Anzahl angeschnittener BlutgefaBe sowie eine Degeneration der
EZM Parameter, anhand derer eine Parodontitis lichtmikroskopisch nachgewie-
sen werden kann (de Molon et al. 2014). Die zellularen Komponenten des PDL der
DDR1-Knockout-Maus wiesen im vorliegenden Fall auf entzindungsfreie Verhalt-
nisse hin. Zudem gaben die lichtmikroskopische Struktur der EZM des PDL, des
dentalen Zements und des Alveolarknochens sowie die Anzahl der angeschnitte-
nen BlutgefaBe im PDL keinen Hinweis auf das Bestehen einer Entzindung des
Zahnhalteapparats. Somit kann von entziindungsfreien Verhaltnissen in den pa-

rodontalen Strukturen der DDR1-Knockout-Maus ausgegangen werden.

Auch die Ultrastruktur der kollagenen Hauptfasern des PDL ist durch den Knock-
out von DDR1 unbeeintrachtigt. Mdglich ist, dass aufgrund der geringeren Affini-
tat von MMP13 zu den Kollagenen | und lll, den Hauptkollagenen des PDL, im
Vergleich zu Kollagen Il (Knduper et al. 1996) eine isolierte Hochregulierung von
MMP13 in vivo nicht zu einer Hydrolyse parodontaler Kollagene fuhrt. Die DDR1-
Knockout-Maus entwickelt zwar im Kiefergelenk, jedoch interessanterweise nicht
im Kniegelenk, eine Osteoarthritis (Schminke et al. 2014). Das Kiefergelenk weist
im Vergleich zum Kniegelenk Unterschiede in der biochemischen Zusammenset-
zung der EZM des gesunden Gelenkknorpels auf. Diese duBern sich insbesondere

in einer verdnderten Expression von Kollagen | (Benjamin und Ralphs 2004). In

58



Diskussion

diesem Zusammenhang ist denkbar, dass das Ausbleiben eines Kollagendefekts
in der EZM dentaler und parodontaler Gewebe der DDR1-Knockout-Maus mit der
zum Kiefergelenk unterschiedlichen Komposition der EZM zu begriinden ist. Ins-
besondere im PDL kénnte der komplexe Aufbau der kollagenen Hauptfasern aus
Kollagen I, lll (Huang et al. 1991), V (Birk et al. 1988), Xl (Karimbux et al. 1992)
und X1V (Zhang et al. 1993) eine Hydrolyse durch MMP13 verhindern.

Die Hochregulierung von DDR2 und die damit einhergehende Expression von
MMP13 in Knorpelzellen stellt ein Schllsselereignis in der Pathogenese der Oste-
oarthritis dar (Xu et al. 2007). Zudem ist in Knorpelzellen die kompensatorische
Hochregulierung von DDR2 bei Knockout von DDR1 beschrieben (Schminke et al.
2014). Ob in Fibroblasten des PDL eine Hochregulierung von DDR2 ebenfalls eine
vermehrte Expression von MMP13 bewirkt und ob eine Hochregulierung von
DDR2 bei Knockout von DDR1 in desmodontalen Fibroblasten Uberhaupt erfolgt,

bedarf weiterer Untersuchungen.

Des Weiteren ist zu bedenken, dass neben DDR1 und DDR2 die Familie der In-
tegrine eine weitere Gruppe kollagenbindender Rezeptoren darstellt. Integrine
zeigen in vitro unter anderem Bindungsaffinitaten zu den desmodontalen Haupt-
kollagenen | (Xu et al. 2000) und lll (Hamaia et al. 2012). Integrin alphal1beta1
spielt im PDL muriner Inzisivi wahrend des Zahndurchbruchs eine entscheidende
Rolle (Popova et al. 2007). Zusatzlich ist in Primaten Integrin alpha2betal an Zell-
oberflichen desmodontaler Fibroblasten nachweisbar (Steffensen et al. 1992).
Obwohl DDR1 die Bindung von Betal-Integrinen an fibrillare Kollagene in vitro
moduliert (Staudinger et al. 2013), ist aufgrund der unverénderten Struktur und
Ultrastruktur des PDL der Molaren der DDR1-Knockout-Maus eine von Integrinen
bestimmte Interaktion zwischen Fibroblasten und Kollagenfibrillen des PDL denk-
bar. Die Kompensation des DDR1-Knockouts durch die Aktivitat von Kollagenre-
zeptoren wie der Integrine kann auch als Erkl&rungsansatz fur die unveranderte
Struktur der weiteren untersuchten dentalen und parodontalen Strukturen der

DDR1-Knockout-Maus dienen.
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4.2 Matriline in Kiefersegmenten der Wildtyp-Maus

Matriline sind Proteine der EZM, die in Wachstumsprozessen, insbesondere wah-
rend der Embryonalentwicklung und im Wachstumsknorpel, eine Rolle spielen
(Klatt et al. 2002). Matrilin-2 kann im PDL muriner Inzisivi lokalisiert werden
(Piecha et al. 1999), wahrend Matrilin-4 in den Anlagen von Inzisivi der Maus (Klatt
et al. 2001) nachgewiesen werden kann. Die vorliegende Arbeit ist hingegen die
erste Studie, die die Expression von Matrilin-1, -2, -3 und -4 systematisch an Mo-

laren in Kiefersegmenten der Maus untersucht.

In der gesamten Pulpa menschlicher Zdhne kann Matrilin-2 nachgewiesen wer-
den. Matrilin-4 ist hingegen auf den pulpalen Odontoblastensaum menschlicher
Zahne begrenzt (Chen et al. 2011). Matrilin-4 konnte in der vorliegenden Arbeit,
ebenso wie Matrilin-1, -2 und -3, in murinen Molaren in der gesamten EZM der
Pulpa in homogener Verteilung nachgewiesen werden. Im Vergleich mit der hu-
manen Pulpa lasst dies auf eine breitere Expression von Matrilinen in der pulpalen
EZM muriner Molaren schlieBen. Matrilin-2 und Matrilin-4 sind in der menschli-
chen Pulpa wahrend der Gewebsantwort auf einen karidsen Reiz nachweisbar
(Chen et al. 2011). Aufgrund ihrer Bindungseigenschaften und ihrer Fahigkeit fila-
mentdse Netzwerke auszubilden, kénnten Matriline in diesem Zusammenhang in

der Pulpa eine Rolle in der Vernetzung der Komponenten der EZM spielen.

Im Dentin muriner Molaren konnten Matrilin-2, -3 und -4 nicht lokalisiert werden.
Matrilin-1 konnte dagegen im Dentin muriner Molaren auf koronale Bereiche be-
grenzt nachgewiesen werden. Anhand des unterschiedlichen Gehalts von Phos-
phoprotein in Kronen- und Wurzeldentin konnte die unterschiedliche biochemi-
sche Zusammensetzung von Kronen- und Wurzeldentin schon friih belegt werden
(Steinfort et al. 1989). Die vorliegenden Ergebnisse in der Expression von
Matrilin-1 unterstitzen diese Feststellung. Inwiefern Matrilin-1 Funktionen inner-
halb der koronalen Dentinmatrix von Mausen Ubernimmt, bedarf weiterer Unter-
suchungen. Matrilin-2 wird in vitro von menschlichen Pulpazellen exprimiert, die
sich zu Odontoblasten differenzieren (Wei et al. 2008). In diesem Zusammenhang

ist es mdglich, dass der Nachweis von Matrilin-1 im koronalen Dentin muriner
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Molaren mit einer Expression durch die Odontoblastenfortsédtze in den Dentinka-

nalchen zu begrinden ist.

Alle Matriline zeigten in der mineralisierten EZM des dentalen Zements ein negati-
ves immunhistochemisches Ergebnis. Wahrend Matrilin-2, -3 und -4 aufgrund
fehlender Anschnitte in Zementozytenlakunen nicht nachgewiesen werden konn-
ten, zeigte Matrilin-1 in Zementozytenlakunen dagegen ein positives immunhisto-
chemisches Ergebnis. Im menschlichen dentalen Zement weisen Proteoglykane
wie Decorin und Lumican mit einem auf Zementozytenlakunen begrenzten Vor-
kommen ein dhnliches Expressionsmuster auf (Ababneh et al. 1999). Denkbar ist
eine Interaktion der Matriline mit Proteoglykanen wie Decorin (Wiberg et al. 2003)
in der EZM der Zementozytenlakunen. Der auf die nicht mineralisierten Bereiche
der EZM in Zementozytenlakunen begrenzte Nachweis deutet auBerdem auf eine
mogliche Rolle von Matrilin-1 in der Mineralisation der Zementmatrix hin. Auf-
grund der Fahigkeit Kollagene miteinander zu vernetzen kénnte Matrilin-1, &hnlich

wie Decorin (Mochida et al. 2009), die Mineralisation der EZM modulieren.

In der EZM des PDL konnten Matrilin-1, -2, -3 und -4 nachgewiesen werden. Der
faserartige Charakter des immunhistochemischen Ergebnisses lasst auf eine Ko-
lokalisation mit kollagenen Hauptfasern des PDL schlieBen. Lediglich fir
Matrilin-2 ist eine Bindungsaffinitat zu Kollagen |, dem Hauptvertreter der kollage-
nen Fasern des PDL, bekannt (Piecha et al. 2002). Eine Interaktion von Matrilin-4,
das unter anderem in Geweben wie Bédndern und Sehnen nachweisbar ist (Klatt et
al. 2001), mit Kollagen | ist ebenfalls denkbar. Matrilin-1 (Winterbottom et al.
1992) und -3 (Fresquet et al. 2007) weisen hingegen insbesondere Bindungsaffini-
taten zu Kollagen Il auf, dessen Vorkommen typisch fur Knorpelgewebe ist. M6g-
lich ist, dass Matrilin-1 und -3 in vivo bis jetzt nicht nachgewiesene Bindungsaffi-
nitdten zu Kollagenen des PDL aufweisen. Die Kolokalisation mit kollagenen
Hauptfasern lieBe sich des Weiteren auch mit einer Interaktion der Matriline mit
kollagenbindenden Proteoglykanen wie Decorin (Keene et al. 2000) oder Biglykan

(Schénherr et al. 1995) erklaren.

Wéhrend Matrilin-2 in regenerativen Prozessen nachgewiesen werden kann (Malin

et al. 2009), ist Matrilin-4 insbesondere wahrend Umbauprozessen der EZM loka-
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lisierbar (Barallobre-Barreiro et al. 2012). Die EZM des PDL, die von kollagenen
Fasern dominiert wird, unterliegt aufgrund der wirkenden mastikatorischen Krafte
einer konstanten Umstrukturierung, die sich in einem hohen Kollagenturnover
zeigt (Sodek 1977). In diesem Zusammenhang kann sowohl der Nachweis von
Matrilin-2 als auch von Matrilin-4 in der EZM des PDL als Zeichen einer konstant
ablaufenden Neuorganisation der EZM interpretiert werden. Dartiber hinaus konn-
ten in der EZM des PDL auch Matrilin-1 und Matrilin-3 nachgewiesen werden, die
im Gegensatz zu Matrilin-2 und Matrilin-4 im Zuge degenerativer Erkrankungen
wie Osteoarthritis im Knorpel vermehrt lokalisierbar sind (Okimura et al. 1997,
Pullig et al. 2002). Der parodontale Zustand der untersuchten Mause weist nicht
auf das Bestehen einer entziindlichen Erkrankung hin. Somit ist der Nachweis von
Matrilin-1 und Matrilin-3 im PDL weniger als Anzeichen einer Degeneration des
Desmodonts zu sehen. Vielmehr ist der erfolgte Nachweis von Matrilin-1 und Mat-
rilin-3 im PDL im Zusammenhang mit der oben genannten Assoziation der Matrili-
ne mit Kollagenen beziehungsweise mit kollagenbindenden Proteinen erklarbar.
Ob sich im Zuge einer Parodontitis, einer chronisch-degenerativen Erkrankung
des Parodonts (Yucel-Lindberg und Bage 2013), die Expression der Matriline
- insbesondere von Matrilin-1 und Matrilin-3 - verandert, ist in weiterflihrenden

Untersuchungen zu kléren.

Alle Matriline konnten im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen im Bereich
der GefdBwand desmodontaler GefaBe nachgewiesen werden. Da Endothelzell-
verbande generell keine EZM aufweisen, ist ein erfolgter Nachweis der Matriline
als extrazellulare Matrixproteine der subendothelialen Basalmembran wahrschein-
lich. In der dermo-epidermalen Basalmembran ist Matrilin-2 nachweisbar und
zeigt Bindungsaffinitdten zu den Basalmembrankomponenten Fibrillin-2, Fib-
ronectin und Laminin-1-Nidogen-1-Komplexen (Piecha et al. 2002). Die bekann-
ten Bindungsaffinitaten von Matrilin-2 wiesen auf eine Exprimierung von Matrilin-2
in der Basalmembran desmodontaler GeféBe hin. Interessanterweise konnten
auch Matrilin-1, -3 und -4 im Bereich von GefaBwanden im PDL lokalisiert wer-
den. Interaktionen mit Basalmembrankomponenten sind fur diese Matrilinformen

nicht publiziert.
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Auch im Bereich von GefaBwanden im Knochen konnten Matrilin-1, -2, -3 und -4
lokalisiert werden. In Verbindung mit dem erfolgten Nachweis der Matriline in
desmodontalen GefaBwéanden weisen die vorliegenden Ergebnisse auf eine im
Vergleich zum Menschen weitere Expression von Matrilinen in Basalmembranen

von Mausen hin.

In der EZM des Knochens zeigte die Immunhistochemie fir alle Matriline ein ne-
gatives Ergebnis. Matrilin-1 und Matrilin-2 konnten hingegen in Osteozytenlaku-
nen lokalisiert werden. Eine &hnliche Verteilung weisen sulfatreiche Proteoglykane
auf, deren Expression im Alveolarknochen auf die unmineralisierte, Osteozyten
umgebende EZM in Osteozytenlakunen begrenzt ist (Smith et al. 1997). Eine In-
teraktion der Matriline mit sulfatreichen Proteoglykanen in der nicht mineralisier-
ten EZM der Osteozytenlakunen ist somit denkbar. Neben Aufgaben in der Me-
chanotransduktion (Tatsumi et al. 2007) modulieren Osteozyten die Mineralisation
der Knochenmatrix (Powell et al. 2011). Mdéglich ist in diesem Zusammenhang,
ahnlich der Vermutung zu Matrilin-1 in Zementozytenlakunen, eine Modulation der
Mineralisation in Osteozytenlakunen durch Matrilin-1 und Matrilin-2. Beide Gly-
koproteine konnten nicht in allen Osteozytenlakunen immunhistochemisch nach-
gewiesen werden. Dies spricht einerseits fur eine hochspezifische immunhisto-
chemische Nachweisreaktion der Matriline. Andererseits lasst sich aus dem auf
bestimmte Osteozytenlakunen begrenzten Nachweis von Matrilin-1 und Matrilin-2
schlieBen, dass der Kieferknochen ein dynamisches Gewebe darstellt, in dem
sich einzelne Areale hinsichtlich ihrer biochemischen Zusammensetzung unter-

scheiden.

Bemerkenswert ist, dass der immunhistochemische Nachweis der vier unter-
schiedlichen Matrilinformen in dentalen und parodontalen Geweben der Wildtyp-
Maus ein ahnliches Muster zeigte. In der EZM des PDL, in der EZM der Pulpa und
in GefaBwanden in PDL und Knochen konnten alle Matriline einheitlich nachge-
wiesen werden. Wahrend der Nachweis der Matriline in Zementozytenlakunen
aufgrund fehlender Anschnitte nicht verglichen werden konnte, wurden lediglich
im koronalen Dentin und in Osteozytenlakunen Unterschiede festgestellt. Ahnlich
der Expression der Matriline wahrend der enchondralen Knorpelentwicklung (Klatt

et al. 2002) konnten in dentalen und parodontalen Geweben der Wildtyp-Maus
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somit neben Unterschieden viele Gemeinsamkeiten in der Nachweisbarkeit der
Matriline festgestellt werden. Denkbar ist in diesem Zusammenhang, dass Matrili-
ne aufgrund ihrer &hnlichen Verteilung gleiche Funktionen austben. Knockout-
Versuche bezlglich der Matriline und ihr Nachweis im Knorpel werfen die Frage
nach einer funktionellen Redundanz der Matriline auf (Aszodi et al. 1999). Dage-
gen sprechen allerdings die auch in der vorliegenden Arbeit gezeigten Unter-

schiede in der Nachweisbarkeit der Matrilinformen.

Generell kann aus den Ergebnissen des immunhistochemischen Nachweises der
Matriline geschlossen werden, dass Matrilin-1, -2, -3 und -4 in der EZM der un-
tersuchten dentalen und parodontalen Gewebe der Wildtyp-Maus eine strukturel-

le Bedeutung zukommt.

4.3 Matriline in Kiefersegmenten der DDR1-Knockout-Maus

Um neben Erkenntnissen Uber die Struktur und Ultrastruktur dentaler und paro-
dontaler Gewebe der DDR1-Knockout-Maus einen Einblick in deren biochemi-
sche Komposition zu erlangen, wurde der immunhistochemische Nachweis der
Matriline in den Geweben der DDR1-Knockout-Maus im Vergleich zur Wildtyp-
Maus durchgeftihrt. Der immmunhistochemische Nachweis der Matriline eignet sich
insofern zur Charakterisierung der EZM dentaler und parodontaler Gewebe der
DDR1-Knockout-Maus, als dass Matriline Bindungsaffinitdten zu kollagenen so-
wie nicht-kollagenen Strukturen aufweisen, die in der EZM dentaler und parodon-
taler Gewebe vorhanden sind. Eine durch den DDR1-Knockout bedingte Verédnde-
rung der Bindungseigenschaften der Kollagene kdnnte, insbesondere in der EZM
des PDL, in einem zur Wildtyp-Maus unterschiedlichen Ergebnis des immunhisto-
chemischen Nachweises der Matriline resultieren. Eine mdégliche, strukturell sowie
ultrastrukturell nicht nachweisbare Veranderung der biochemischen Zusammen-
setzung der dentalen und parodontalen Gewebe der DDR1-Knockout-Maus
kénnte somit anhand des immunhistochemischen Nachweises der Matriline dar-

gestellt werden.

Der vergleichende immunhistochemische Nachweis von Matrilinen an Molaren in

Kiefersegmenten der DDR1-Knockout-Maus und der Wildtyp-Maus ergab in der
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EZM der Pulpa, des Dentins, des Zements sowie des PDL und des Knochens
vergleichbare Reaktionsergebnisse. Auch in GefaBwanden von Knochen und PDL
sowie in Osteozytenlakunen konnten Ubereinstimmende Ergebnisse festgestellt
werden. Lediglich im Bereich der Zementozytenlakunen ergaben sich nicht ein-
heitliche Ergebnisse, die jedoch den fehlenden Anschnitten von Zementozyten-
lakunen der Wildtyp-Maus geschuldet waren. Wahrend Matrilin-1, -2 und -3 in
Zementozytenlakunen der DDR1-Knockout-Maus nachgewiesen werden konnten,
war das Ergebnis des immunhistochemischen Nachweises von Matrilin-4 negativ.
Vergleichbar mit den Ergebnissen des immunhistochemischen Nachweises der
Matriline in Osteozytenlakunen, sprechen die vorliegenden Ergebnisse in der
DDR1-Knockout-Maus flr eine nicht einheitliche Expression der Matriline im Be-

reich von Zementozytenlakunen.

Die immunhistochemische Nachweisbarkeit der Matriline in dentalen und paro-
dontalen Geweben der Maus ist somit unabhéangig von der Expression des Kol-
lagenrezeptors DDR1. Im Gegensatz zur veranderten EZM des Kiefergelenks der
DDR1-Knockout-Maus (Schminke et al. 2014) gibt der immunhistochemische
Nachweis der Matriline in dentalen und parodontalen Geweben der DDR1-
Knockout-Maus keinen Hinweis auf eine Veranderung der biochemischen Zu-
sammensetzung der EZM. Auch eventuelle aus dem DDR1-Knockout resultieren-
de veranderte Bindungseigenschaften parodontaler und dentaler Kollagene zeig-
ten sich nicht in einem veranderten immunhistochemischen Nachweis der Matrili-
ne. Eine eventuelle durch den DDR1-Knockout bedingte Modulation der Interakti-
on von Matrilinen mit nicht-kollagenen Bindungspartnern, die gleichzeitig Bin-

dungsaffinitat zu Kollagenen aufweisen, ist somit ebenfalls unwahrscheinlich.

Die immunhistochemischen Ergebnisse stimmen mit den zuvor aufgefthrten licht-
und elektronenmikroskopischen Resultaten tberein. Der DDR1-Knockout resul-
tiert in dentalen und parodontalen Geweben der Maus weder in Auffalligkeiten in
der Struktur und der Ultrastruktur, noch in der biochemischen Komposition hin-

sichtlich der Nachweisbarkeit von Matrilinen.
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5 Zusammenfassung

DDRs stellen Rezeptortyrosinkinasen dar, die sowohl Kollagene binden als auch
durch fibrillare Kollagene aktiviert werden. Anhand eines Knockout-Modells konn-
te in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das Fehlen von DDR1 keinen
Effekt auf die lichtmikroskopische Struktur dentaler und parodontaler Gewebe der
Maus hat. Auch ultrastrukturell bestanden im Bereich des PDL, eines hoch spe-
zialisierten Gewebes, dessen EZM von fibrillaren Kollagenen dominiert wird, keine

Auffélligkeiten.

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, in der der immunhistochemische
Nachweis von Matrilin-1, -2, -3 und -4 systematisch an Molaren in Kiefersegmen-
ten der Wildtyp-Maus durchgefihrt wurde. Matriline stellen filamentbildende und
kollagenbindende Proteine der EZM dar, die insbesondere in Knorpelstrukturen
und in embryonalen Geweben nachgewiesen werden kdnnen. Sie konnten ein-
heitlich in der EZM der dentalen Pulpa, in der EZM des PDL sowie in GefaBwan-
den im PDL und im Knochen lokalisiert werden. Unterschiede in der immunhisto-
chemischen Nachweisbarkeit von Matrilin-1, -2, -3 und -4 bestanden in der Wild-
typ-Maus im Bereich des koronalen Dentins und in Osteozytenlakunen. Generell
kommt somit Matrilinen in der EZM dentaler und parodontaler Gewebe der Maus

eine strukturelle Bedeutung zu.

Matrilin-1, -2, -3 und -4 konnten ebenfalls in dentalen und parodontalen Geweben
der DDR1-Knockout-Maus nachgewiesen werden. Mittels des Vergleichs der im-
munhistochemischen Ergebnisse konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt wer-
den, dass der Knockout von DDR1 keinen Effekt auf die biochemische Zusam-
mensetzung der dentalen und parodontalen Gewebe der Maus hinsichtlich der

immunhistochemischen Nachweisbarkeit der Matriline hat.
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