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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Sehnen
Sehnen sind Teil des straffen Bindegewebes undeamien Organismus als Verbindungsglied

von Knochen und Muskel. Sie Ubertragen die Koninakkraft des Muskels auf den Knochen
und ermdglichen somit die Bewegung des Skeletts.

Jeder Muskel besitzt eine proximale (Ursprungssehned eine distale Sehne
(Insertionssehne). Die Verbindung der Sehne zumkklusird als myotendindser Ubergang
bezeichnet.

Die Enthesis oder osteotendindser Ubergang besthdeé Sehnen-Knochen-Verbindung.
Man unterscheidet zwischen der Insertion am Pe(i<sbchenhaut) oder Uber Sharpeysche-
Fasern (mineralisierte Kollagenfasern) des Knocherksder apophysaren Ansatzzone. Diese
ist aus folgenden Zonen aufgebaut: Sehne, nichtenalisierter Faserknorpel und
mineralisierter Faserknorpel sowie Knochen. Diezenale Ubergang gewahrleistet die
graduelle Kraftibertragung, fangt entstehende Dbeldstungen auf und verhindert das
Ausreif3en der Sehne am Knochen (Spalazzi, Doty. 2086). Innerhalb dieser Enthesis
sowie in Bereichen erhohter Druckbelastung findeh €omponenten der extrazellularen
Matrix des Knorpels in der Sehne (Yoon and Hali$5).

Morphologische Unterschiede der Sehnen ergebendsiath spezifische Belastungsarten je
nach Lage der Sehne und lokalen biomechanischewrdérhissen. So erscheinen
Beugesehnen rund, wohingegen Streckersehnen amth dlusbreiten (Benjamin, Kaiser et al.
2008). Stark mechanisch belastete Sehnen z.B. dad,HSehnen in Regionen erhdhter
Spannung oder Sehnen, die in unterschiedliche &Rigleih umgelenkt werden, sind zusatzlich
von Sehnenscheiden umhillt. Diese sind zur Mindgmer Reibung und Verbesserung des
Gleitens mit Synovialflissigkeit gefullt. Neben d8ehnenscheide existieren auch andere
umgebende Gewebe wie die Bursae und das zweisig@ctiraratenon (z.B. in der
Achillessehne), welche ebenfalls vor Reibung undnideessionskraften schitzen (Kannus
2000; James, Kesturu et al. 2008)

Die Sehne ist grundsatzlich ein bradytrophes, dtbffwechselarmes Gewebe. Es ist nur
sparlich mit Nerven innerviert und besitzt nur eigeringe Kapillarversorgung. Die
Ernahrung des Sehnengewebes erfolgt meist durcfusiin der Gewebsflissigkeiten

(Benjamin, Kaiser et al. 2008).
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1.1.1 Hamstringsehne und Achillessehne
In dieser Doktorarbeit wurde mit Sehnen zweier cl@iexdener Lokalisationen der

Unterextremitdt gearbeitet: den sogenannten Hamgsighnen und der Achillessehne.
Hamstringsehnen befinden sich seitlich des Kniegal¢Abb. 1).

Hamstringsehne ist dabei ein klinischer SammellHegr die Sehnen dell. semitendinosus,
M. semimembranosusd M. gracilis. Sie werden oft in Kreuzbandoperationen als agmlo

(korpereigene) Transplantate verwendet.

Abbildung 1 Lokalisation der humanen
Hamstring- und Achillessehne.Die Sehnen des
M. semitendinosus, M. semimembranosuas M.
gracilis (rot markier), die als ,Hamstringssehnen*
zusammengefasst werden, befinden sich seitlich
und medial, d.h. innen, am Knie.

Die Achillessenne setzt sich audV.

gastrocnemiusind M. soleuszusammen!{

) und liegt dorsal (d.h. hinten) am Knie
http://people.uleth.ca/~little/PE2110/funcanatomy/2
back%20muscle.jpg.

A
} )

o Y \"—,_‘ A -
Bdapted by N G. Little !nd'm\‘!an})e(-‘-moﬂ. EDCand Fox, K1 (19590
Conzeptx ol Huron Anato my and Physiclogy Erown Dubuque Fig. 520

Die Achillessehne ist die starkste Sehne des Osgars. Sie besteht aus der lateralen und
medialenM. gastrocnemiusind derM. soleusSehne Sie verbindet die Wadenmuskulatur mit

dem FersenbeirCalcaneus

1.1.2 Blutversorgung
Die Sehne enthalt nur wenige BlutgefalRe (Lang 198@)n findet sie hauptsachlich in den

Regionen der myo- und osteotendindsen Ubergange. GeifaRe des Paratenons laufen
transversal ins Sehnengewebe und richten sich indoténon longitudinal zu den
Kollagenfasern aus. Sie penetrieren jedoch nighadilagenfaserbiindel (O'Brien 1997).

Die Angiogenese (Gefal3neubildung) wird durch Waghsfaktoren kontrolliert.
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Der Wachstumsfaktor VEGF (Vascular endothelial dglowactor) beeinflusst u.a. die

Migration und Proliferation von Endothelzellen. &mmt im gesunden Sehnengewebe nur in
geringen Mengen vor, wohingegen er beispielsweaisdeigenerativen Achillessehnen hoch
exprimiert vorliegt (Pufe, Petersen et al. 2005)¢ Bngiogenese wird im Sehnengewebe
durch Inhibitoren wie Endostatin Gberwacht. Endirstaein Fragment von Kollagen XVIII,

ist in der Lage, die Signaltransduktion des VEGFKequrimieren. Die Wechselbeziehung von
VEGF und Endostatin und damit verbunden die Angiege in Sehnen ist abhéngig von

mechanischen Einflissen (Pufe, Kurz et al. 2005).

1.1.3 Aufbau der Sehne
Die Hauptkomponente der Sehnenmatrix ist das Kellagyp I. Es wird in der Sehne im

Rahmen eines standigen Remodellingprozesses (UnmWdau/Strukturierung) u.a. durch
mechanische Reize erneuert (Abb. 4). Kollagen Thggt in der Sehne hoch organisiert vor
und bildet den Grundbaustein eines komplexen dra&dsionalen Matrix-Netzwerkes.

Aus der reinen Aminosauresequenz des Kollagens tebntsintrazellular bei der
Kollagensynthese eireHelix, wobei jede dritte Aminosaure im Kollageny@h ist.

Drei o Helices lagern sich zum Prokollagen zusammen. MactAusschleusung (Exozytose)
des Prokollagens aus der Zelle werden die globul®e und C -terminalen Propeptide
extrazellular prozessiert und das Prokollagen duf@hervernetzungen zu helikalem
Tropokollagen umgebaut (Canty and Kadler 2002).

5 Tropokollagen-Strange bilden die Mikrofibrille, omon schlie3lich mehrere eine
Kollagenfaser formen. Entscheidend fir die Widemskraft und Qualitat der
Kollagenmatrix ist dabei die Quervernetzung der l&g#nfasern durch verschiedenste
Enzyme.

Kollagenfasern sind im Lichtmikroskop schon erkeambhr Durchmesser betragt 1- 50 pm
(Kannus 2000). Diese Baueinheit (Kollagenfaserdvitn Folgenden hierarchisch zu immer
groBeren Einheiten (Faszikeln) zusammengesetzt, cheel jeweils von einer
Bindegewebsschicht, dem Endotenon, umgeben sinth.(8p Das Endotenon enthélt die
BlutgefalRe und Nerven und ermoglicht auRerdem dbste@ der einzelnen Faszikel
gegeneinander.

Die Kollagenfasern werden zu Sekundéarbindeln zusangefasst. Das tertiare Blndel
enthalt mehrere Sekundéarbindel und jede Einhed wam Epitenon umbhiillt. Der fibrillare

Aufbau der Sehne ist Grundlage ihrer hohen mecblaamsWiderstandkraft.
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Abbildung 2 Hierarchischer Aufbau der Sehne.Kollagenfibrillen lagern sich zu Kollagenfasern
zusammen. Mehrere Kollagenfasern formen das Prinddd, mehrere Primarbindel das
Sekundarbundel und mehrere Sekundarbiindel formemediarbindel. Alle Bundel/ Faszikel sind
jeweils von Endotenon umhiillt. Die &ufRere Binded®maehicht bezeichnet man als Epitenon (Sharma
and Maffulli 2005)

Die humane Achillessehne beispielsweise tragt wihdes Laufens 4000- 9000 N (Curwin,
Vailas et al. 1988). Nach 2 % Langendehnung werkike Sehne ihre wellenférmige
Anordnung der Kollagenfasern. Die maximale Langéndeg der Sehne betragt 8 %.
Danach kommt es zur irreversiblen Deformation bzur. Ruptur der Sehne (Wang 2006).
Haufig gehen einem Sehnenriss Mikrotraumen oderemagtive Verdnderungen der
Sehnenmatrix z.B. in der Quervernetzung der Koliéagern voraus (Curwin, Vailas et al.
1988).

1.1.4 Extrazellulare Matrix (EZM)
Die EZM umgibt die Zellen, wird von ihnen synthedi$ und beinhaltet neben der

Grundsubstanz vor allem die Bindegewebsfasern. Biedegewebsfasern der Sehne
umfassen hauptsachlich kollagene- aber auch albstizasern.

Kollagen ist das am meisten vorkommende ProteirDimganismus (Liu, Yang et al. 1995;
Yang, Crawford et al. 2004). Es ist als Hauptkongrda des Bindegewebes Teil von Sehnen,
Knochen, Haut und Knorpel. Neben dem Kollagen Typdiches im Allgemeinen zu 65- 80
% am Trockengewicht der Sehne beteiligt ist, smdler extrazellularen Sehnenmatrix auch
Kollagen Typ 1ll, V, Xl und XIV enthalten.

Kollagen Typ Il ist das zweit haufigste KollagerrdSehne. Es steht im Gleichgewicht mit
Kollagen Typ | und ist fur dessen Fibrillogenesagé&raufbau) verantwortlich.
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Wahrend der Heilung verletzter Sehnen findet sieth Kollagen Typ Il im Narbengewebe
(Liu, Yang et al. 1995). Die anderen Kollagene bken die Quervernetzung der Kollagen
Typ I-Fasern.

Elastin, mit einem Anteil von 1- 2 % am Trockengehtj ermoglicht der Sehne erst die
Elastizitat. Es ist um das Doppelte seiner Langendar (Scott 2003). Intrazellular wird
Tropelastin synthetisiert, dessen Monomere wahréed Elastogenese an Mikrofibrillen
(Fibrillin 1 und 1) angelagert und quervernetzt nden (Mithieux and Weiss 2005). Eine
elastische Faser besteht aus dem Hullprotein Ehastim und den Elastin-Mikrofibrillen. Der
Anteil der elastischen Fasern steigt in verletzBahnen hingegen deutlich an (Jozsa and
Balint 1978; Jozsa, Balint et al. 1979).

Die Grundsubstanz enthélt die interstitielle Fl§ksit, Proteoglykane und Glykoproteine.
Proteoglykane sind aus einem Kernprotein und eioeler mehrerer gebundener
Glykosaminoglykanketten zusammengesetzt. Sie meguli die Kollagen-Fibrillogenese,
beeinflussen die Aktivitat der Wachstumsfaktorend ubestimmen das viskoelastische
Verhalten der Sehne. Aufgrund ihrer negativen Lgdund Hydrophilie kbnnen sie das
50fache ihres Gewichtes an Wasser binden (Karpakkdanen et al. 1991). Der
Gesamtanteil der PGs teilt sich auf 90 % kleinegkheucine-rich proteoglycan“ (SLRP) und
10 % grol3e Proteoglykane auf.

Das wichtigste Proteoglykan in der Sehne ist De&cos gehort zur Gruppe der SLRP-
Familie. Das 90- 140 kDA schwere Decorin bindetameKollagen Typ | auch Fibronektin
und beeinflusst bzw. inhibiert die Fibrillogeneses bindet am C-Term der entstehenden
Kollagenfibrille und reguliert so Quervernetzungemd den Abstand der Kollagenfibrillen
zueinander (Abb. 3) (Reed and lozzo 2002).

In Decorin-Knockout-Tieren beispielsweise ist dasll&gen-Netzwerk mit veranderter

Faserausrichtung und erhdhter Faserlange nur Eysacgt (Nakamura, Hart et al. 2000).

Abbildung 3 Beteiligung des Proteoglykans
Decorin an der Fibrillogenese. Decorin (weil)
bindet die sich formende Kollagenfibrille

(verschiedene Graustufen) nahe ihres C-Terms und

reguliert die Fusion und den Abstand zwischen den
Fibrillen (Reed and lozzo 2002).
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Aggrecan gehdort zu den modulér aufgebauten, gréfBeteoglykanen. Es ist ein Knorpel-
spezifisches Matrixprotein, welches in der Sehne inugeringer Menge vorkommt. Bei
Druckbelastung andert sich die Verteilung der ldainnd grofien PGs von 90 % zu 10 % auf
je 50 % (Yoon and Halper 2005). In der Sehne diaggrecan als ,,Schmierstoff* und hilft
beim Gleiten der Fibrillen gegeneinander.

Glykosaminoglykane kommen in der Sehne seltenealoim Knorpel. Es findet sich in der
Sehne hauptséchlich Dermatansulfat. Chondroitiasu#ft nur in Zonen erhéhten Drucks
nachweisbar, Heparansulfat dagegen nur im myotésdim Ubergang (Jarvinen, Kannus et
al. 1991; Jozsa, Kvist et al. 1991; Kannus 2000).

Glykoproteine mit 50- 100 kDa besitzen eine kleegneZuckerkomponete als die
Proteoglykane. Im Sehnengewebe konnten z.B. FiktomeTenascin C und Undulin
nachgewiesen werden (Jozsa, Kvist et al. 1991; #sand Jozsa 1991).

COMP (Cartilage oligomeric matrix protein) ist ai&lykoprotein in der Sehne ebenfalls
exprimiert und findet sich insbesondere in beardpgan Sehnen. Mdglicherweise ist COMP
an der Widerstandskraft gegeniiber Druck beteiligi bewahrt vor Uberlastungen. Das
erklart den Zusammenhang der COMP-Expression inclDtelasteten Arealen und den
relativ geringen Verletzungshaufigkeiten bei eredintCOMP-Gehalt (Smith and Heinegard
2000).

Die Zusammensetzung der EZM variiert je nach Beardpung (Wang 2006). So konnte der
Zusammenhang von mechanischer Belastung oder figaumd erhdhter Kollagen Typ I-
Synthese sowohh vivo als auchn vitro in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen werden
(Abb. 4) (Curwin, Vailas et al. 1988; Langberg, Bogal et al. 2001).

I Collagen type I synthesis and degradation i Mechanical loading

TGEF-h
G + 1GF-BI
-1, M-6
FL:F

PG, VEGF

Abbildung 4 Mechanische
Induktion der Kollagen Typ I-
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1.1.5 Zellulare Bestandteile
Das Sehnengewebe ist relativ zellarm, es beinhalteb % Zellen (Trockenmasse). 95 % der

enthaltenen Zellen sind Sehnenzellen. 5 % andelspeies wie Knorpel-, glatte Muskel-
oder Endothelzellen kdnnen in der Sehne nachgewigseden.

Die Aufgabe der Sehnenzellen ist die Synthese oérazellularen Matrix, wie deren
Degradation und Neustrukturierung wahrend des Reftiogprozesses. Sie sind
mechanosensitiv und knnen damit tber eine Mechamsxtuktion den Umbau der Matrix als
Antwort auf veranderte biomechanische Belasturtgjéren (Abb. 4) (Chiquet, Renedo et al.
2003; Asundi and Rempel 2008). Ein Synonym fur $elellen ist Tendozyt (Latein: tendo
= Sehne). Noch nicht vollstandig differenzierte Maferzellen werden als Tendoblasten
bezeichnet. Sie erscheinen abgerundeter und hesigree hohere Proliferations- und
Syntheseleistung. Ihre GroR3e variiert von 20- 7Q Gehnenzellen sind dagegen 80- 300 pum
grol3 (Kannus 2000). Eine typische humane Sehnenaatleinen spindelférmigen Zellkdrper
mit langlichem Nukleus. Sie liegen zwischen den l&gg¢nfasern der EZM in Reihe
hintereinander.

Mithilfe ihrer langen Zellfortsatze halten Sehndtere(Ralphs, Benjamin et al. 1998) zu den
Nachbarzellen in Reihe Kontakt. Sehnenzellen expren die Gap Junction Proteine,
Connexin 32 und 43. Gap Junctions agieren als dwmiSynapsen und spielen dabei eine
Rolle bei der Mechanotransduktion zwischen den Narctellen. Connexin 32 verbindet
Sehnenzellen in Reihe.

Sehnenzellen, die zudem mit ihren flugelartigent$&étzen die Kollagenfasern umgreifen,
interagieren mit den Sehnenzellen aus den Nachbamréiber Gap Junctions aus Connexin
43 (Waggett, Benjamin et al. 2006).

Ebenfalls in Sehnenzellen nachweisbar sind Adharetikontakte, die Aktinfilamente
(Ralphs, Waggett et al. 2002) benachbarter Sehtenzeerbinden. Longitudinale Aktin-
Stressfasern sind Uber N-Cadherin und Vinculin rha der Zelle in Zugrichtung

miteinander verbunden (Wall and Banes 2005).

1.1.6 Interaktion zwischen Zellen und extrazellewt@viatrix, Adhasion
Die Interaktion einer Zelle zur AuB3enwelt und z.Bu Tragermaterialien wird durch

verschiedene Adhéasionsmolekile gewaéhrleistet. Adhasberuht dabei auf der
Wechselwirkung von zelleigenen Adhéasionsproteinendar EZM. In der Sehne sind die
Matrixkomponenten Kollagen Typ | und Fibronektiroprinente Adhasionsstrukturen (Qin,
Yang et al. 2005).
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Transmembrane Proteine in der Sehnenzellplasmanaemiibertragen Reize von auf3en
durch eine intrazellulare Signaltransduktion Ubersehiedene Botenmolekule innerhalb der
Zelle. Die spezifische Bindung eines Liganden are dixtrazellulare Doméne des
Transmembranproteins stellt dabei den adaquatendaei

Derzeit sind drei unterschiedliche Adhésionsmolgkippen beschrieben: die Selektine, die
Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie. Jeld@pielen davon nur die Integrine in der
Sehne eine Rolle. Sie sind fir den Kontakt der 8ebelle zur extrazellularen Matrix
verantwortlich. Eine Inhibierung der Integrin-Matinteraktion kann in der Induktion des
Zelltodes resultieren (AbiEzzi, Gesink et al. 1995)

In Fibroblasten konnte beispielsweise nach Hemnadergntegrin-Signaltransduktion mittels
Blockierung der intrazellularen Tyrosin-Kinase eerbéohte Apoptoserate beobachtet werden
(Hungerford, Compton et al. 1996).

Man unterscheidet derzeit 24 verschiedene Integdigesich jeweils aus einer der @8ind
einer der 8B Untereinheiten zusammensetzen. Sie sind Transnaapitwteine mit einer
extrazellularen und intrazellularen Domane.

Die Bl-Untereinheit ist in Sehne/ Sehnenzellen bisher hdmfigsten beschrieben (Yao,
Bestwick et al. 2006; Sendzik, Shakibaei et al. @0liganden der extrazellularefpil-
Domane der Integrine sind Kollagen, Laminin undréitektin. Die typische Bindungsstelle
innerhalb der Liganden ist die RGD Sequenz, einenAs@uresequenz aus Arginin (R),
Glycin (G) und Asparaginsaure (D). Die intrazeltel®omane des Integrins interagiert Gber
eine Vielzahl intrazellularer Botenstoffe mit vengenen Komponenten des Zytoskeletts.
Man unterscheidet die Integrin-assoziierten Mawndiakte in fokale Adhasion, fibrillare und
3D-Matrix-Adhéasion (Abb. 5). Je nachdem welche Weitéheiten des Integrins bzw. welcher
Adhasionskomplex angesprochen wird, variiert diéofge der intrazellularen Signalkaskade
und die Zellantwort.

Die Zelle ist somit in der Lage, Uber Integrine gefien verschiedenen Zellumgebungen bzw.
zweidimensionalen (2D) und dreidimensionalen (3Djtikierungen in der Zellkultur sowie
Oberflachenstruktur und Chemie von Biomaterialien unterscheiden. Vinculin, ein
Zytoskelettprotein, agiert dabei als eine wichtigontaktstelle der Integrine zum
intrazellularen Aktin-Zytoskelett. Uber die Adhassgualititen kann via Integrine im
Folgenden letztendlich das Genexpressionsprofil dentiit der Differenzierungszustand der
Zellen beeinflusst werden (Berrier and Yamada 2007)
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der Integrin-ermittelten Signaltransduktion. Je nach
angesprochenem Integrinkomplex bzw. nach angespnechUntereinheiten unterscheidet sich die
intrazellulare Signalkaskade (Berrier and Yamadar20

1.1.7 Sehnenmarker und Differenzierungsgrad
Zur Identifikation eines bestimmten Zelltypes werdéarkermolekile bendtigt, anhand derer

die Zellart von anderen unterschieden werden k&m.wére es theoretisch mdglich
ausdifferenzierte Sehnenzellen von Vorlaufer-, Enele, oder Knorpelzellen zu separieren.

In der Literatur werden einige Markermolekile fighB8enzellen beschrieben. Jedoch sind sie
nicht spezifisch und wurden auch in anderen Gewegpéa Knorpel) und Zellen (wie
Knorpelzellen) neben der Sehne nachgewiesen.

Scleraxis, ein Helix-loop-Helix-Transkriptionsfakio kann in allen Phasen der
Sehnenzellentwicklung nachgewiesen werden (Schareihyung et al. 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass Scleraxis die Kollagen Typnit&se in Sehnenzellen aktiviert (Lejard,
Brideau et al. 2007).

Tenomodulin ist ein Transmembranprotein in SehnBéndern und Epimysium der
Skelettmuskeln. In geringen Mengen konnte es ebenfa anderen Geweben wie Herz,
Leber und Augen nachgewiesen werden. Es wird vder&ds induziert und z&ahlt zu den
Markermolekulen der Sehne (Shukunami, Takimotd.&Q06; Murchison, Price et al. 2007).
Es reguliert die Sehnenzellproliferation, steuem dellgehalt der Sehne und beeinflusst den

Kollagenfibrillen-Durchmesser (Docheva, Hunzikeakt2005).
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Das Glykoprotein Tenascin C wird in der gesundemn8eexprimiert, wo es an der
Kollagenfibrillen-Organisation beteiligt ist. Ter@s ist aber auch bei verletzten Sehnen im
Faserknorpel assoziiert aber auch in der Nahe Jamg&alen vorzufinden. Die 300 kD
Isoform wirkt vermutlich an der Faserknorpelentstad bei degenerierten Sehnen mit (Riley,
Harrall et al. 1996).

Aufgrund der relativen Zellarmut der Sehne kanndieer Zellisolierung nur eine begrenzte
Anzahl von Zellen gewonnen werden. Die Expansion3&hnenzellen in der Zellkultur ist
fur den kinstlichen Gewebeersatz unumganglich. dtitgenderin vitro-Kulturdauer kann
allerdings ein phanotypischer Drift (Yao, Bestwiek al. 2006) wahrgenommen werden.
Dieser ist z.B. erkennbar an einer zunehmend rcimellen Morphologie der typischerweise
lang gestreckten, multipolaren Sehnenzellen. Ebestdeekannt, dass Veranderungen in der
sehnentypischen Genexpression auftreten (Almaraguétine et al. 2008). Das Einbringen
von kultivierten Zellen in eine dreidimensionale gbung unterstitzt moglicherweise die
Stabilisierung der sehnenspezifischen Gen- uncePtpression. Als Grinde hierfir werden
die Interaktionen der Zellen mit der Umgebung, dlar EZM und benachbarten Zellen
diskutiert (Kleinman, Philp et al. 2003).

1.2 Sehnenverletzung
36.6 % aller Verletzungen des Bewegungsapparatntam Knie auf, 19.9 % an Knéchel

und Ful3 und in 7.7 % der Falle ist die Schulterdsten.

Haufige Diagnosen bei muskuloskelettalen Verletemngind: Zerrungen (32.6 %), Bander-/
Meniskusrisse (21.5 %), Bruche (10.5 %) und L&siomen Muskel und Sehne (8.8 %)
(Steinbruck 1999). Epidemiologische Daten beleg#ass Sehnenverletzungen bei einem
mittleren Alter von 33 Jahren bei Mannern und 48rdia bei Frauen auftreten (Clayton and
Court-Brown 2008).

Gerade Achillessehne, Kreuzband und Rotatorenmatiectder Schulter sind haufig
betroffene Verletzungsareale (Rees, Wilson et @062 Man unterscheidet in spontane
Rupturen und Uberlastungsverletzungen (Septembbawy@Inus et al. 2007).

Tragt man die Haufigkeit der Verletzung gegen désrAler Patienten ab, so ergibt sich flr
jede Sehne eine andere Darstellung z.B. fur dielldskehne und di&l. quadricepsSehne
(Sehne des Oberschenkelstreckers) (Abb. 6).
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Abbildung 6 Alters- und geschlechtsspezifische Vestlungskurven der SehnenverletzungDie
Haufigkeit derM. quadriceps femoriSehne (links) und der Achillessehne (rechts) ltaagig von
Alter und Geschlecht (Clayton and Court-Brown 2008)

Daran ist zu erkennen, dass Verletzungen der Adsd#lhne zumeist bei jungen, sportlichen
Patienten vorkommen. Verletzungen der Quadricepssetties Kniegelenkes treten im

Gegensatz dazu haufig zwischen dem 40.- 80. Ledensjuf (Clayton and Court-Brown

2008) und sind wahrscheinlich auf Alterung des Gmse als intrinsischer Faktor

zurlickzufihren.

Wahrend des Alterungsprozesses sind in der Seme \&rminderung der Zellzahl, der

elastischen Fasern und der Durchblutung schon ab 8@. Lebensjahr zu beobachten
(Amlang and Zwipp 2006).

1.3 Sehnenheilung
Sehnenheilung kann prinzipiell von zwei verschiegenLokalisationen ausgehen. Die

Heilung wird als intrinsisch bezeichnet, wenn siecth Proliferation und EZM-Sekretion der
Sehnenzellen vor Ort geschieht. Extrinsische Hgilbaruht hingegen auf der Migration von
Zellen aus umgebenden Geweben (Sharma and M&f00b).

Bei extrinsischer Heilung kommt es haufig zur Faiora von Narbengewebe und
Adhasionen mit umgebenden Geweben, die das Glééindern (Koob and Summers
2002).

Unabhangig vom beteiligten Zelltyp kbnnen zeitli¢hteasen wahrend des Heilungsprozesses
einer verletzten Sehne unterschieden werden (AbbDi& erste, hamorrhagische Phase

beginnt durch Verletzung kleiner Kapillaren bzwnutungen im Gewebe unmittelbar nach

11



Einleitung

dem Sehnentrauma. Die im Blut enthaltenen Zellemnlassen vor Ort die Rekrutierung

anderer Zelltypen und den Beginn der zweiten Phase.

Die entzundliche Phase spielt sich zwischen 248iStunden nach der Verletzung ab. Hier
infiltrieren Makrophagen und Leukozyten das Gewebchstumsfaktoren und Zytokine

werden freigesetzt.

Danach folgt die Proliferationsphase von Fibrol@asoder Sehnenzellen vor Ort, welche
schlie8lich in der Remodellingphase die vorhand&Z®/l abbauen, neu synthetisieren,
wieder aufbauen und strukturieren. Diese letztesPhanfasst Monate bis zu einem Jahr
(Aspenberg 2007; Woo 2009). Das Hauptproblem déiriighen Sehnenheilung sind die

lange Dauer sowie die Narbenbildung mit einhergdberunktionsminderung (Sharma and
Maffulli 2005).

Abbildung 7 Phasen der

\ \‘!‘ \{L Sehnenheilung nach
\{E /-ﬁm* g Aspenberg a Hamatom nach
%I‘l R 7 Sehnenverletzung, b Invasion
wj/r ® ?ﬁ_w von Zellen und Proliferation des
| b ,’ 7~ ( 'xi'.' Paratenons, ¢ Einwachsen von
; /f’-- -\_\'a,:\ *’{ BlutgefalRen und Nervenbahnen,
" " d loser Kollagenkallus, e

mechanische  Stimulation, f
/ Reifung und Remodelling
| >  (Aspenberg 2007).

Ebenfalls kann eine Instabilitat oder Steifigkeutor( allem Kreuzband) im verletzten

Sehnenareal auftreten. Die Notwendigkeit der utiteeten Sehnenheilung gegeniber der
korpereigenen Heilung wird ersichtlich, wenn mar dieu-synthetisierte Sehnenmatrix
betrachtet. Die Ausrichtung der Kollagenfibrillearéndert sich im Laufe der Zeit und unter
normaler biomechanischer Belastung. Das neue Gewrtigedoch wahrscheinlich in seiner

Biomechanik dem nattrlichen, gesunden Gewebe mintgprechen (Hildebrand, Jia et al.
2002).
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1.4 Therapien und Probleme
Zu den herkdmmlichen (konservativen) BehandlunggrSehnenverletzung zahlen nach wie

vor die Ruhigstellung und Fixierung. Gerissene ®ehsind jedoch ohne Operation nur
behandelbar, wenn die Enden der Sehne nah beienkeagen.

Operative (chirurgische) Therapien teilt man inskiache Sehnennaht unter Anwendung
spezieller Nahttechniken und Sehnentransplantagion Geeignete Nahttechniken mit nicht
resorbierbarem Fadenmaterial nach Kirchmayer, Kes8ecker, Bunnel (Abb. 8) finden
genauso wie Fibrinverklebung Anwendung.

Als Sehnentransplantate verwendet man hauptsachlitbtransplantate, d.h. Gewebe aus
dem eigenen Korper. Verbunden hiermit ist jedocte &florbiditdt am Entnahmeort.

Da operative Behandlungen bei Sehnenverletzungen diz Transplantation von autologen
Sehnen ebenso wie die natlrliche SehnenheilungleniEntstehung von Narbengewebe und
Einschrankungen der Leistungsfahigkeit verbundend,siwerden neue Ansétze zur
verbesserten Sehnenheilung bendétigt.

K ® | [® @ fi
KA BonnelNaht  § Abbildung 8 Schematische Darstellung
@ @ ‘ . | der Nahttechniken. Links: Kessler Naht,
| [ Iy [ rechts: Bunnel Naht (Herbort, Haber et al.
'\ : \ 2008).
W -  <ieE;

Das Riskio einer Reruptur nach einer Sehnenoperasiogeringer als bei nicht-operativen
Behandlungen jedoch kommen héaufig Komplikationee Wifektionen oder Adh&sionen in
der postoperativen Phase hinzu (Khan and Careyh&0i8). In einer Studie von Cetti et al.
ergaben sich nach Operation von rupturierten Aessiéhnen aul3erdem in der Mehrheit der
untersuchten Patienten Kollagendegenerationengakuntzindungen und Nekrosen (Cetti,
Junge et al. 2003). Nicht zu vergessen sind distemtnden Morbiditaten am Entnahmeort

der Transplantate.
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Verwendet man die Patellarsehne zum Kreuzbandersaid nach 2 Jahren noch immer
klinische, histologische und radiologische Aufigileiten am Patienten zu beobachten
(Kartus, Movin et al. 2001).

Zur Evaluation der postoperativen Sehnenheilungdererin der Medizin verschiedene

klinische Scoresysteme angewandt (Abb. 9).

Lysholm Knee Scoring Scale VISA-A-GFragebogen
. . Bei diesem Fragebogen bezieht sich der Begriff .Schmerz® speziell auf
Lm}.'lp (5 points) Schmerzen der Achillessehnenregion
one 5
Shight or periodical 3
Severe and constant 0 1. Fir wie viele Minuten verspiiren Sie nach dem ersten Aufstehen ein Steifigkeitsgefiihl
. i i jon?
Support (5 points) in der Achillessehnenregion?
N?“C 5 100 Min ‘ T00] 90 | 80 | 70| 60| 50 40 30] 2| 10| 0 | OMin
Stick or crutch 2 min | min | min | min | min| min | min | min | min | min | min
Weight-bearing impossible 0 001 2 3 4 5 6 7 8 9 10  ....PUNKTE
kmg “.5 points) . . 2. Nachdem Sie fiir den Tag aufgewdrmt sind, haben Sie Schmerzen, wenn Sie die
No locking and no catching sensations 15
o - . N Achillessehne tiber der Kante einer Treppenstufe dehnen? (Knie gestreckt halten)
Catching sensation but no locking 10
Locking Starker, Kein
: heftigerSchmerz D O O O O O O O OO O Schmerz
gﬁiﬁﬂly g 012345678910 e uPUNKTE
Locked joint on examination 0
Instability (25 points) 3. Nachdem Sie 30 Minuten auf ebenem Untergrund gegangen sind, haben Sie in den
Never giving way 25 darauf folgenden 2 Stun@en Schmerzen? (Wenn Sie wegen $[I'1merzen nicht auf
Rarely during athletics or other severe ebenem Untergrund 30 Minuten gehen knnen, kreuzen Sie bei dieser Frage 0 an.)
exertion . 20 Starker, Kein
Frequently during athletics or other heftiger Schmerz 0 O O O O O O O O O O Schmerz
severe exertion (or incapable of 012345678910 verveenPUNKTE
participation) 15
0"“’5‘?“3“! in d?illy_aCliVilies 10 4. Haben Sie Schmerzen, wenn Sie mit normaler Geschwindigkeit die Treppe
Often in daily activities 5 heruntergehen
Every step 0
Pain (?g points) Starker, Kein
N heftigerSchmerz O O O O O O O O O O O Schmerz
lone . . 25 012345678 910
Inconstant and slight during severe
exertion 20
Marked during severe exertion 15 5. Haben Sie Schmerzen wahrend oder unmittelbar nachdem Sie 10 (einbeinige)
Mark;cll( on or after walking more than Zehenstinde auf einer flachen Unterlage ausgefiihrt haben?
m 10
Marked on or after walking less than
2 km 5 Starker, Kein
Constant 0 heftigerSchmez O O O OO OO OO OO  Schmerz
onstant 012345678910
Swelling (10 points)
None 10
On severe exertion 6 6. Wie oft kdnnen Sie ohne Schmerzen auf einem Bein hiipfen?
On ordinary exertion 2 EAMEEAR AR R EA AR
Constant 0 mal [ mal | mal| mal| mal| mal| mal | mal | mal| mal| mal
Stair-climbing (10 points) 0 1 2 3 4 56 7 8 9 10 ..PUNKIE
No problems 10
Slightly impaired 6
One step at a time 2 7. Uben Sie derzeit Sport oder andere kimperliche Aktivititen aus?
Impossible 0
Squatlzﬁ'lg (5 poirlts) O  0_ Nein, gar nicht; wegen der Achillessehnensymptome
No problems 5 O 4_Verdndertes Trainings + Wettkampfverhalten verglichen mit dem Zustand vor
Slightly impaired 4 Beginn der Symptome
o
rm be’.’t‘:l“d 90 (2) O 7_Volle Trainings + Wettkampfbelastung, aber nicht auf dem gleichen Niveau als
mpossible vor Beginn der Symptome
O 10_ Voll belastbar
oder
Trainings + Wettkampfbelastung auf dem gleichen oder auf héherem Niveau als
vor Beginn der Symptome
wrees PUNKTE

Abbildung 9 Ausziige aus klinischen Scoresystememd Lysholm-Score zur Beurteilung von

Kreuzbandverletzungen und B VISA-Score zur Evatuater verletzten Achillessehnen.

Die Regeneration verletzter Kreuzbander wird beispieise anhand eines Lysholm-Scores
und die einer Achillessehne mit dem VISA-Score talir Es gibt des Weiteren unzahlige
Modifikationen der bestehenden Scores (JohnsorSamith 2001; Lohrer and Nauck 2010).
In beiden dargestellten Scoresytemen werden Megkmaé Schmerz, Schwellung und
Beweglichkeit/ Belastbarkeit abgefragt.
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Histologische Bewertungssysteme werden in der Humealizin nicht angewandt. Zur
Verbesserung der Gewebeheilung werden einige Témiiea des Tissue Engineering bereits

verwendet

1.5 Sehnen Tissue Engieering

1.5.1 Biomaterialien
Viel versprechend ist der Einsatz von Biomateralie verletzten Sehnen. Das Biomaterial

Ubernimmt zeitweilig die Funktion der extrazell@ér Matrix. Es bietet den Zellen am
Verletzungsort ein Gerust zur Adhasion und Matmeduktion sowie stimulierende Zell- Zell-
als auch Zell- Matrixkontakte. An ein Biomateriaemden zudem weitere Anforderungen
gestellt. Es soll biokompatibel sein, d.h. keingzZindungsantwort auslosen und dieselben
mechanischen Kennwerte aufweisen wie das urspdmgliGewebe. Es muss eine
interkonnektierende Porositat aufweisen, um eifsténdiges Eindringen der Zellen und ihre
dreidimensionalen Interaktionen zu gewahrleisteleidBfalls sollte es in geeigneter Kinetik
biodegradierbar sein und die Degradation erst naAafbau der neuen Gewebematrix
beginnen. Es hat idealerweise eine optimale Olmddidstruktur zur Unterstltzung der
Zelladharenz und ist reproduzierbar herzustellen.

Man unterteilt generell in natirliche und synthelts Materialien. Naturliche Materialien
besitzen vergleichbare biomechanische Kennwerte deis zu ersetzende Gewebe und
ahnliche physiologische Qualitdten. Im Gegensatzud&bnnen synthetische Materialien
reproduzierbar und in groRerer Zahl hergestelltderr Sie sind auRerdem nicht infektits
(Rosso, Marino et al. 2005).

Beispiele fur synthetische Tragermaterialien simalyglykolsaure (PGA) und sein Co-
Polymer Polylaktid-Co-Glykolidsaure (PLGA). Zu deatlrlichen Materialien zahlt z.B. eine
dezellularisierte Sehnenmatrix.

In kunstlichen Sehnendefekten wurden in wissensiattedn Studien bisher verschiedenste
Biomaterialien eingesetzt, um die Heilung und Sgaéh einer geordneten EZM zu
beschleunigen.

Als naturliche Tragersubstanzen wurden fir die $e@hitosan (Bagnaninchi, Yang et al.
2007), ein Polymer aus Chitin, Seide (Altman, Hoetrmal. 2002), Kollagen und zellfreie
(dezellularisierte) Sehnen/ Membranen beschrielaen Kikukawa et al. 2009).

Das Entfernen des immunogenen Materials (=Zellemjhindezellularisierte Sehnen oder die

Dinndarm-Submukosa als Biomaterial erst attraktiv.
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Sie haben den Vorteil, dass sie extrazellulare iMamponenten enthalten, die bei
verschiedenen Spezies konserviert (unveranderty smd die Adhasion der Zellen, die
Migration und Proliferation unterstitzen (Ingrampriissis et al. 2007). Jedoch ist die
Prozedur zum Entfernen aller ortsstandigen Zellear ichemisch-physikalische Methoden
teilweise mit dem Verlust der geordneten Matrixstin und Gefahr von Rickstdnden der
Dezellularisierungsagentien verbunden. AuRerdenebeslas Risiko der Ubertragung von

Krankheitserregern.

1.5.2 Zellfreie Tragermaterialien
Kommerziell erhéltlich sind bisher nur zellfreie abermaterialien. Beispiele sind

.GraftJacket" (Wright Medical Technology), eine lbalie Matrix aus humaner Dermis oder
.TissueMend” (TEI Biosciences, Stryker Orthopaejlicaelches aus fotaler Rinderhaut
produziert wird. “Restore”, hergestellt von Depuytl@paedics, und das ,CuffPatch* der
Firma Organogenesis basieren auf einer zellfremcipen Dinndarm-Submukosa (Longo,
Lamberti et al. 2010). Abbildung 10 deutet an, déiederzeitigen Transplantate jedoch nicht
anndhernd den biomechanischen Anforderungen emiakten Sehne entsprechen (Dourte,
Kuntz et al. 2008).

B0 Abbildung 10
| e TR G Biomechanisches Verhalten
40 1 GrafJacket der zellfreien
== TissueMend Lo
= — Restore Tragermaterialien. 4
30 .
s i kommerzielle
% 20 Matrixscaffolds (Gratft
@ Jacket, TissueMend, Restore
10 4 —T— und Cuffpatch) im Vergleich
;,f"/ i ' zur M. infraspinatus Sehne
g ' ' == ' der Schulter des Hundes
0.0 02 04 06 08 1.0
Grip-to-Grip Strain (canine) (Dourte, Kuntz et al.
2008).

1.5.3 Synthetische Biomaterialien in der Sehneuhagil
Die Mehrheit der synthetischen Biomaterialien flas Sehnen Tissue Engineering sind

degradierbare Polyester (Liu, Ramanath et al. 2008)
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Das Spektrum reicht von PGA Uber PLA und deren GlgrRer PLGA. lhre
Degradationsprodukte sind die naturlichen MetaboMilchsaure und Glykolsdure und
folglich in geringen Konzentrationen nicht toxisch.

PGA wurde in Rahmen der vorliegenden Arbeit ebénfaitersucht. Es ist ein resorbierbares
Tragermaterial mit einem Molekulargewicht von c@.0®0 kDA. Die Resorptiom vivo ist
fur das ungewobene PGA der Firma Alpha Researcidénhiind 60 Tagen angegeben. Die
mechanische Festigkeit betragt in Folge von HydmIypach 7 Tagen noch 50 % (Alpha
Research).

PLGA fand in dieser Arbeit ebenfalls Anwendung. Menomere sind Uber Esterbindungen
miteinander verknupft (Abb. 11). Es weist eine h@heegradationszeit als PGA auf.

PLGA findet aufgrund seiner Charakteristika nebemdinsatz im Tissue Engieering auch
z.B. Anwendung bei der parentalen Darreichung veadikbmenten (Luck, Pistel et al. 1998).

(a) 0 (o) (€) ﬁ

I
-PEI—-—I:“—CJ— —|—L;I-—é ﬂTn —E;H—r‘—'] CH;.—C E‘+

Abbildung 11 Chemische Strukturformeln der Biomateralien. (a) Polymilchsaure (PLA), (b)
Polygykolsdure (PGA) und (c) PLGA. (Liu, Ramanailale 2008).

Die Biodegradierbarkeit und Eignung der Polyesterdrthopéadische Zwecke wurde belegt
(Athanasiou, Niederauer et al. 1996).

Entscheidend fur die Tauglichkeit des Biomaterisiddie biomechanische Widerstandskraft.
Sie lasst sich bei synthetischen Materialien ineerkinie durch die Geometrie, welche Uber
verschiedenste Verarbeitung des Polymerfadenscbtraierden kann, bestimmen. Bezogen
auf Zellbesiedelung, Matrixexpression aber auch haeische Kennwerte erweisen sich
Konstrukte mit linear ausgerichteter Geometrie Bematerial-Fasern entsprechend den
Kollagenfasernin vivo im Vergleich zu ungeordneten Fasern als bessdgrgte(Moffat,
Kwei et al. 2009; Inui, Kokubu et al. 2010).

Eine weitere mogliche Optimierung ist das Aufbringen Zellen auf die Konstrukten, die
selbststandig extrazelludare Matrixbestandteile pragten. Jedoch missen dabei Faktoren wie
Besiedelungsstrategie und -dichte, Zellzahl Adh@si¥italitdt und EZM-Produktion
beriicksichtigt werden. Vorteil von eingebrachtenllefe ist deren gewebetypische

Matrixsynthese und Strukturierung der EZM.
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Nachteilig bei der Verwendung allogener Zellen idie maogliche koérpereigene

AbstolRungsreaktion nach Implantation.

Denkbar zur Unterstitzung der Matrixsynthese vor €ind mesenchymale Stammzellen,
Haut-Fibroblasten und Sehnenzellen (Liu, Chen.e2@)6). Obwohl Stammzellen erfolgreich
in vivo eingesetzt werden konnten, bleibt jedoch die Fraaggh einer sicheren und stabilen

Differenzierung ungeklart (Juncosa-Melvin, Boivina¢é 2006).

1.5.4 Fibrin im Tissue Engineering
Fibrin ist ein naturlicher Bestandteil des Blutphes. Die Iosliche Vorstufe Fibrinogen

reagiert wahrend der Blutgerinnung mit der Endoege, Thrombin, zu einem stabilen,
unléslichen Fibrinpolymer, welches in der Lage éste Wunde zu verschliel3en.

In der Humanmedizin werden humanes Fibrinogen umambin verwendet, um mdgliche
Antikdrperreaktionen gegen Fremdproteine zu verpreid Fibrinkleber dient als
hamostatisches Mittel und zur Unterstiitzung der dierilung (Janmey, Winer et al. 2009).

Es ist beschrieben, dass Fibnmvivo als auchin vitro nach wenigen Tagen schrumpft und
nach 4 Wochen degradiert ist. Der Vorteil des Iibtydrogels liegt in der guten
Zellverteilung im Gel und in der relativ einfachétandhabung. Kombiniert mit einem
zugfesten Biomaterial wurde das Fibringel berensSehnen Tissue Engineering angewandt
(Sahoo, Ouyang et al. 2006)

1.6 Sehnendefektmodelle
Die Uberwiegende Mehrzahl der experimentellen Datan Sehnenheilung stammt aus

Tierversuchen. Im Vergleich zu klinischen Studiednken im Tierversuch statistisch
aussagekréftige Daten durch hoéhere Fallzahlen uediger Variabilitét zwischen den
Individuen erhoben werden (Lin, Lee et al. 1999%nkKchen werden aufgrund ihrer Grol3e
im Vergleich zu Mausen und Ratten haufig als Vdnstiere fur chirurgische Eingriffe
verwendet. Man kann generell zwei Versuchsansatrscheiden. Bei der Transsektion der
Sehne wird diese komplett durchtrennt, wohingegenpartiellen Defekt die umgebenden
Fasern intakt verbleiben. Zunachst sollen Beisgigld ranssektionen folgen.

Kryger und Mitarbeiter veroffentlichten 2007 einei@e in der ein 1,5 cm langer Defekt der
M. flexor profundusSehne (Sehne des Beugemuskels des Unterarmeszeiliularisierter

M. flexor digitorum profunduSehne repariert wurde.
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Es wurde zusatzlich beschrieben, dass alle eirgegetZelltypen adaquat waren
(Stammzellen aus dem Fett und Knochenmark, Sehiemzend Zellen der Sehnenscheide)
(Kryger, Chong et al. 2007).

Die Arbeitsgruppe um Philajamaki beschrieb im JaB008 einen kompletten
Achillessehnendefekt (Pihlajamaki, Tynninen et &008). Nach Freilegen des
Achillessehnenkomplexes wurden 2 der 3 Sehnen 22 pnaximal zum Calcaneus
geschnitten. Nach Verndhen der Sehnenstimpfe \galé&eNaht, wurden sie mit einer PGA-
Membran umhillt. Anhand dieser Studie wurde beldgss ImmobilisierungostOP keinen
Einfluss auf die Biodegradation des BiomaterialSAR oder auf die Narbenbildung besitzt.
Partielle Defekte wurden u.a. von verschiedenen elsgruppen verwendet, um
unterschiedliche Aspekte der Sehnenheilung zu sutben.

Vergleichend analysierten Chen und Mitarbeiter karmell erhaltliche Transplantate aus
porciner Dinndarm-Submukosa (,Restore”) mit eineolldgen-Biomaterial (Chen, Willers
et al. 2007). Autologe Patellar-Sehnenzellen wurdigtir auf die Implantate gebracht und in
einen rechteckigen, 7 x 8 mnDefekt der Rotatorenmanschette der Schulter desri¢hens
eingebracht (Abb. 12). Die Implantation der autelmgZellen flhrte zur verbesserten

Sehnenheilung verglichen mit den zellfreien Korénol

Muscle-tendon Muscle

Discarded Junction

el Rotator Cuff

Tend
TENOCYTE-BIOSCAFFOLD TREATMENTS: e
—
ACI-Maix Restore —) 3
= SeT AW o .
-+ Greater

Tuberosity

_’

I =

HUMERUS
CONTROL

(RE-IMPLANTATION)
TREATMENT

Tenocytes seeded onto bioscaffolds
In vitro tenocyte expanslon
Patella l
Digestion in collagenase
Biopsy harvest from patella tendon

Abbildung 12 Partieller Defekt in der lapinen M. supraspinatusSehne der Rotatorenmanschette.
Versuchsaufbau zur Biomaterial-unterstitzten Seffieikmg. Der rechteckige Defekt wurde anhand

zweier mit autologen Zellen besiedelten Biomatenatepariert (Chen, Willers et al. 2007).

Fur die Achillessehne sind aul3erdem folgende Medmkchrieben worden:

Ein mit Knochenmark-Stammzellen (BMSC) besiedeRkédwin-PLGA-Konstrukt wurde in
einen 1 cm langen Achillessehnendefekt NergastrocnemiusSehne eingenaht (Ouyang,
Goh et al. 2003).
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Besiedelte Scaffolds wiesen bessere MorphologieSiedigkeit der heilenden Sehne sowie
ein geringeres Mal3 an infiltrierten Entzindung®zelgegeniber den zellfreien PLGA-
Konstrukten auf.

Young und Mitarbeiter setzten einen 1 cm langerekteh dieM. gastrocnemiu$ehne und
vernahten die Kollagen-Implantate Gber eine mowifie Kessler Naht. Als Kontrolle diente
der Defekt mit der Naht allein. Herausgefunden werklonnte eine gré3ere biomechanische
Widerstandskraft der mit mesenchymalen Stammzéksnedelten Konstrukte gegentiber den
genahten Defekten (Young, Butler et al. 1998).

Liu et al. untersuchten den Effekt des Zelltyps hf#- und Hautzellen) auf die
Sehnendefektheilung an 45 Schweinen. Ungewobenes P@germaterial, welches mit
Haut- oder Sehnen-Fibroblasten besiedelt wurdedevumit einer Dinndarm-Submukosa
umhallt. Nach Freilegen dévl. flexor digital superficialisSehne wurde ein 2 cm grol3es
Sehnenstick prapariert, das Zell-Konstrukt imp&tund durch eine Kessler Naht fixiert.
Die Konstrukte wurden 7 Tage vitro vor der Implantation in die Sehne kultiviert. Nagh
14 und 26 Wochen wurde festgestellt, dass die Katistrukte histologisch und mechanisch
den zellfreien Kontrollen Uberlegen waren (Liu, Glet al. 2006).

Alle Arbeiten zeigen die Vorteile von implantiertetellen auf den Tragermaterialien im
Vergleich zu Biomaterialien allein. Im Rahmen dregebeit sollte ebenfalls ein partieller
Sehnendefekt im Kaninchen untersucht werden. Desikmde Defekt maximaler Grol3e wird
in der medialerM. gastrocnemiusehne des Achillessehnenkomplexes reproduzierican 2
Uber dem Fersenbein durch PGA repariert. Der Effeh im Vlies implantierten
ausdifferenzierten Sehnenzellen auf die Heilung @t sollte im Weiteren untersucht

werden.
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2. Zielstellung

Funktionseinschrankungen nach Sehnenverletzungestehmn selbst nach einem
medizinischen Eingriff mehrere Monate. Die Heilugpght zudem einher mit der Formation
von Narbengewebe, welches mit teils stark redweidstomechanischer Stabilitdt assoziiert
sein kann.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war, die liHeg von Sehnendefekten durch
Implantation dreidimensionaler (3D)-Biomaterial-ksbiukte zu unterstitzen.

Es sollte nach Isolierung und Expansion der Sehelemzin der zweidimensionalen (2D)
Kultur die 3D-Anzucht auf dem Biomaterial erfolgeXls synthetische Biomaterialien fanden
Polyglykolsdure (PGA) und das Co-Polymer PLGA Andemg. Eine natirliche
Sehnenmatrix (porcine Achillessehne) sollte ebé&nial Grundziigen evaluiert und mit den
synthetischen Tragermaterialien verglichen werden.

Ein Arbeitsansatz war, herauszufinden, ob Sehnlemzet der 2D-Kultur dedifferenzieren.
Des Weiteren ergab sich die Frage, ob sie, eingbbra eine dreidimensionale Umgebung,
einen stabileren Differenzierungsstatus im Vergilezar 2D-Kultur aufweisen und sich der
Sehne annahern. Die Sehnenzell-Konstrukte solitenVieiteren in Histologie, Protein- und
Genexpression mit der intakten Sehne sowie mi2BeExpansionskultur verglichen werden.
Augenmerk wurde in den Analysen auf charakterisesSEZM-Komponenten von Sehne und
Knorpel ebenso wie auf Sehnen- und Knorpel-typisataaskriptionsfaktoren gelegt.

Nach derin vitro-Optimierung sollte das Biomaterial-Sehnenzell-Kamg in einem
Tiermodell untersucht werden. Mithilfe eines pdi#ie Achillessehnen-Defektes im
Kaninchen sollten Rickschlisse auf die Eignung blesiedelten Biomaterials gezogen
werden. Zur Beurteilung der Sehnendefektheilunghnéicund 12 Wochen sollte ein
systematisches Scoresystem, das klinische unddgstohe Kriterien nutzt, selbst erarbeitet
werden. Kontrollgruppen sollten zum einen Aufschludiber die korpereigene
Heilungskapazitat geben sowie zum anderen das trdtallogener Sehnenzellen aufdecken,
an der Formation eines neuen Gewebes mitzuwirkelthes das Ursprungsgewebe imitiert.
Die Abhangigkeit des Expressionsprofils der Sehakerz vom Kultursystem sollte in dieser
Arbeit kritisch betrachtet werden. Dieses Wissen inuvitro-Biologie von Sehnenzellen
kénnte eine Basis fur weitere Untersuchungen im8&efissue Engineering darstellen.

Die Arbeit sollte Aufschluss Uber die Eignung voA° zur Defektheilung geben und

Ubertragbare Analysetools fur die Bewertung der n8eheilungin vivo bereitstellen.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Wichtige Laborgerate

Agarose-Gelelektrophoresekammer Comphor Mini

Bioanalyser

Brutschrank Hera cell 150
cDNA-Zykler Master Cycler
Feinwaage APX 60
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40
Invertmikroskop Axiovert 25
GelDoc 2000

Kamera Canon Eos Digital
Kamera Olympus XC30
Kryostat Microm HM 550
Mikroskop Axioskop 25
Mikrotiterplattenphotometer GENius
Nano Drop 1000
Paraffinschneidegerat HM 350
PCR-Zykler Opticon

Roller Mixer Stuart SRT9D
Sterilbank Hera Safe

Ultra Turrax T25

Unglasierter Mérser und Pistel
UV-Filtersatz 09
UV-Filtersystem XF 03
UV-Filtersystem XF 103-2
Wasserbad (Paraffin) HIR Z 097

3.1.2 Verbrauchsmittel

BobRaboratories, Inc., USA,
Agilent Technologies, Inc., USA
Thermo Electron Coaion, DE
Eppendorf, DE

Denver Instruments, USA
Carl Zeiss, DE

Carl Zeiss, DE

BioRad Laboratories, Inc., USA
Canon, DE

Olympus, JP

Fisher Scientific, DE

Carl Zeiss, DE

Tecan Tradik@, CHE

Peglab, DE
Microm, DE

BioRad Laboratories, INGAJ
Bibby Scientific Litad, UK
Thermo Scientifd&

IkaWerke, DE
VWR InternatiQizE

Carl Zeiss, DE

Omega Optical, USA

Omega Optical, USA

Kunz Instrumgbis

Neben Ublichen Laborutensilien wie Pipetten, Pgetpitzen, Glaswaren, etc:

6, 12, 96 Well Platten
Alginat

Nunc, Sarstedt (Zelikw)| DE
Sigma-Aldrich, USA
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Biopsie Stanze, 4 mm, 3 mm

Filterréhrchen, Bioreaktorrorchen (gasdurchlassig)

Deckglaschen

Einfriergefal? Kryocontainer
Heparinspritze, 1 ml

Kantle, Microlane 23G, 25G
Kryomold Intermediate
Kryoréhrchen

Membranfilter, 0,2 um
Objekttrager (super frost)

PGA, Soft PGA Felt TE (1,1 mm dick)
PLGA

Skalpell

Spinnerflaschen

Steriflip, 200 pm

Tissue Tek

Transwell, 0,4 um

Ultra-Low Attachment Platten
Zellkulturflaschen, T25, T75, T175

Zellschaber

3.1.3 Chemikalien

4, 6 -Diamidino- 2- phenylindol (DAPI)
Aceton> 99,8 %

Agarose, high resolution

Alcianblau 8GS

Brom-Chloro-Propanol

Calciumchlorid
Trichlormethan/ Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM:Ham's F12 1:1
Entellan

Eosin G

Pfm, DE

TPP, CHE

Menzel Glaser, DE
Nalgene, USA
Braun, DE
BD Bioscience, USA
Sakura, USA

VWR, CA

Satorius, DE
R.Langenbrinck, DE
Alpha RestaDE

Ethicon, DE

Feather, JP
Bellco, USA
Sarstedt, DE

Sakura, USA
Corning Inc., USA
VWR, USA
Sarstedt, DE

TPP, CHE

Roche Qraostics GmbH, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Carl Roth GmbH undit® DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH uaid KG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH und &&, DE
Biochrom AG, DE
Merck KGaA, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
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Eselserum

essentielle Aminoséauren, 50 x MEM-AS
Essigséaure (Eisessig)

Ethanol

Ethidiumbromidlésung, 1 %
Fluoresceindiacetat (FDA)

Fluoromount

Formalin, 35 %

fetales Kalberserum (FKS)

GeneRuler DNA ladder, ultra low range
Gentamycin

Glycin

Guanidin HCL

HANKSs Salt Solution

Hamatoxylin nach Harris

Kernechtrot

Kollagenase NB5

Kaliumchlorid

L-Glukose, 10 %

L-Glutamin, 200 mM lyophilisiert fir 5 ml

Loading Dye Solution, 6x Konzentrat (Ladepuffer

fur DNA-Gele)

Mercaptoethanol

Natriumazid, NaN3

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS), 20 %
Natrium-Ethylendiamintetraacetat (Na-EDTA)
Paraffin

Paraformaldehyd, 4 % in PBS (PFA)
Partricin, 50 mg/ml

Penicillin / Streptomycin, 10000 IU / 10 mg/ ml
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Poly-L-Lysin

Propidiumiodid (PI) (1 mg/ml)

Chemicon, USA
Biochrom AT
Merck KGaA, DE
Merck KGaA, DE
Carl Roth GmbH ual KI5, DE
Fluka, Steinheim, DE
Southern Biotech, USA
Hedinger GmbH & Co. KG, DE
Biochrom AG, DE
Fermeimésrnational Inc., CA
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Karlsruhe, D
Biochrom AG, DE
Carl Roth GmbH undki®, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Serva Elektrophoresis, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Merck KGaA, DE
Biocbm AG, DE

Fermentas International Inc., CA
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Carl Roth Gmiottl Co KG, DE
CadtRGmbH und Co KG, DE
Merck KGaA, DE
Carl Roth Gminid Co KG, DE
Biochrom AG, DE
ioBhrom AG, DE
Biochrom AG, DE
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich (Ka), USA
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Proteaseinhibitoren complete mini
Qiazol

RNAlater

RLT-Lysepuffer

Saccharose

Tissuecol Duo S, 2 ml Immuno (Fibrinkleber)
TRIShydrochlorid (Tris)

Tris Base

Triton X 100

Trypanblau, 1 %

Trypsin / EDTA-LAsung (10 x)
Tween-20

TissueTek

Vitamin C

3.1.4 Fertigsysteme, Kits
QuantiTec Gene Expression Assay

QuantiTec Reverse Transcription Kit
RNA Nano Lab Chip

RNase freies Dnase Kit

RNeasy Mini Kit

Tagman Gene Expression Assay

3.1.5 Antikorper und PCR-Primer

3.1.5.1 Antikdrper

Tabelle 1 Antikdrper fur die Immunfluoreszenz

Antigen Antikorper

Roche Diagog$smbH, DE
Qiagen, DE
Qiagen, DE
Qiagen, DE
Sigma-Aldrich, USA
Bavdeutschland GmbH, DE
Carl Roth GmbH und CG&KDE
Merck KGaA, DE
Sigma-Aldrich, USA
Biochrom AG, DE
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sakura Finetek, NL
Sigma-Aldrich, USA

Qiagen, DE
Qiagen, DE
Agilent Technologies, INdSA
Qiagen, DE
Qiagen, DE
Applied Biosystésa

Faktor| Firma

B1-Integrin

Integrin

monoklonal Maus Anti Hum#1i-

20 Chemicon
International, USA
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Decorin polyklonal Kaninchen Anti Human 20 Acris  Antibodies
Decorin GmbH DE
Kollagen Typ | | polyklonal Kaninchen Anti Human 50 Acris  Antibodies
Kollagen Typ | GmbH, DE
Kollagen Typ Il | polyklonal Kaninchen Anti Human 50 Acris  Antibodies
Kollagen Typ Il GmbH DE
Vinculin monoklonal Maus Anti Human Vinculin 40 Sng-Aldrich, DE
Kaninchen Alexa 555 Esel Anti Kaninchen IgG 200 itrogen, DE
Kaninchen Alexa 488 Esel Anti Kaninchen IgG 200 itrogen, DE
Maus Alexa 488 Esel Anti Maus 1gG 200 Invitrogerks D
Kontrolle Maus 1gG 20 Invitrogen, DE
Kontrolle Kaninchen 1gG 20 Invitrogen, DE

3.1.5.2 PCR-Primer

Tabelle 2 PCR-Primer der Firma Applied Biosystem(AJ Qiagen (Q)

Gen Primersequenz Sonde/ NM bp
Vorwarts/ rickwarts

Aggrecan | A NM_0132272.2 93

Kollagen | Q | GGCAACGATGGTGCTAA/ AATGCCTGGTGAACGTG | 138

Typ | GACCAGCATCACCTCTGTC

Kollagen | A NM_000090.3 66

Typ I

COMP A NM_000095.2 101

Decorin A NM_133503.2 77

Elastin A NM_001081753.1 71

HPRT A NM_000194.1 100

Scleraxis | A NM_001080514.1 63

Sox 9 A NM_000346.2 102
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3.1.6 Puffer und Losungen

3.1.6.1 Zellkultur

Zellkulturmedium
DMEM: Ham's F12 1: 1 mit je 1 % Vitamin C, Penigill Streptomycin, Partricin,
essentiellen Aminosauren, L-Glutamin

Wachstumsmedium
Zellkulturmedium mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS)

Einfriermedium
90 % FKS + 10 % DMSO

2,5 % Alginatbeschichtung
2,5 g Alginat ad 100 ml 0,15 M NaCl

2 % Agarosebeschichtung
2 g Agarose ad 100 ml steriles PBS

Poly-L-Lysin-Ldsung (Glasplattchenbeschichtung):
500 ul Poly-L-Lysin + 49,5 ml steriles PBS

Kollagenaseldsung (enzymatischer Abbau der exitddastn Sehnenmatrix)
0,1 % Kollagenase + 0,5 % FKS in Zellkulturmedium

Dezellularsierungspuffer
1 % SDS, 0,2 % Natriumazid, 5 mM Na-EDTA, 0,4 % HM®rotease-Inhibitoren in 0,5 M
Tris-Puffer (pH 8,0)

3.1.6.2 Histologie

Alcianblaulésung (Alcianblau-Farbung):
0,5 g Alcianblau ad 50 ml 3 % Essigsaure (pH 2,5)

HCI-Ethanol (Elastika-Farbung)
97,3 ml 96 % Ethanol + 2,7 ml 37 % HCI

Natriumcarbonatlésung (Von Kossa-Farbung)
5 g NaCO; + 200 pl Formaldehyd (35 %) ad100 ml Aqua dest.

3.1.6.3 In situ Immunfluoreszenz

TBS 1x:
100 ml 0,5 M TRIS HCI + 100 ml 1,5 M NaCl + 800 Adjua dest.

Blockierungslésung
5 % Eselserum + 1 % Triton X 100 in 1 x TBS
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Primar-/ Sekundarantikdrper
jeweilige Verdunnung in Blockierungslosung (sietab@lle 1)

3.1.6.4 Lebend-Tot-Farbung

Propidiumiodid-Gebrauchslésung (PI):
50 pl der Originallésung (1 mg/ ml) + 4,95 ml PBS

Fluoresceindiacetat-Stocklésung (FDA):
3 ug FDA je 1 ml Aceton

Fluoresceindiacetat-Gebrauchslésung:
5 ul FDA Stocklésung + 4,995 ml PBS

3.1.6.5 Genexpressionsanalyse

TE (Tris-EDTA)-Puffer (Agarose Elektrophorese)
10 mM TRIS HCL + 1 mM Na-EDTA in Aqua dest.

Probenpuffer (Agarose Elektrophorese)
6 x Ladepuffer 1:6 in TE Puffer

TAE-Puffer 50x (Agarose Elektrophorese)
2 M TRIS Base + 1 M Essigsaure + 0,1 M Na-EDTA

Ethidiumbromid Bad (Agarose Elektrophorese)
20 pl Ethidiumbromid in 400 ml Aqua dest.

RNA-Lysepuffer (RNA Isolierung)
1,5 ml RLT-Puffer + 15 pp-Mercaptoethanol

3 % Aqgarose Gel:
4,5 g Agarose in 150 ml TAE-Puffer

3.1.7 Software
Mikroskopie CellD Imaging Software Olympus Eurdalding GmbH, DE

Statistik GraphPad Prism 5 GraphPad Software, USA
RT-PCR Opticon Monitor 3 MJ Research, Inc., USA
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3.1.8 Medikamente fur den Tierversuch

Augensalbe Bepanthen Bayer, DE
Domitor Pfizer, DE
Gentamycin WDT, DE
Ketamin WDT, DE
Rimadyl Pfizer, DE
Rompun Bayer, DE
T61 Intervet, DE

3.1. 9 Humane/ lapine/ porcine Sehnen-Spender
Mensch:

60 Spender, Geburtsjahre von 1924 bis 1991

Kaninchen:
30 New Zealand White Rabbits im Tierversuch; welhnli2,8 bis 3,8 kg, Charles River, DE
Schwein:

Hybridschweine, 3- 6 Monate alt, aus kooperierendidreitsgruppen
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3.2. Methoden
3.2.1. Grundtechniken der Zellkultur

3.2.1.1 Zellisolierung via Explantkultur

Nach steriler Praparation der humanen wie auchlaj@nen Sehnen bzw. Entfernen des
Muskel- und Fettgewebes sowie des Paratenons uibehBps wurden die Sehnen in etwa 4
mn? kleine Stiicke geteilt.

Fur die Explantkultur wurden diese Gewebestlckeinme T25 Zellkulturflasche Uberfuhrt
und mit Wachstumsmedium versorgt. Sehnenzellen sréenl nach etwa 14 Tagen aus dem

Gewebe auf die Zellkulturplastik aus und konntepagxiert werden.

3.2.1.2 Enzymatische Zellisolierung

Eine weitere Moglichkeit, Sehnenzellen aus ihrertrazellularen Sehnenmatrix
herauszulésen, war der enzymatische Abbau. Hierfiendtigte man 0,1 %
Kollagenaselosung, welche 17 h in der Spinnerflaseiter permanentem Rihren bei 36 rpm
im Brutschrank auf die zerkleinerte Sehne einwirkidrig gebliebene Matrixbestandteile
wurden mit Hilfe eines Zellfilters (Steriflip, 10@m Porengrof3e) entfernt. Die Zellen im
Durchlauf wurden bei 40@ pelletiert, im frischen Wachstumsmedium gespild im eine

Zellkulturflasche tberfuhrt.

3.2.1.3 Kultivierung und Expansion von Sehnenzellender Monolayerkultur

Die Kultivierung von Sehnenzellen erfolgte im Brligank in gesattigter Luftfeuchtigkeit bei

37 °C und 5 % Kohlendioxid. Nach Erreichen von 8K®&nfluenz wurden die Zellen mit 5

% Trypsinlosung von den Zellkulturflaschen geldie Zellen wurden suspendiert und bei
400 ¢ fur 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde ansdBéad in neuem Medium suspendiert
und in einer groReren Zellkulturflasche (z.B. T1&pandiert. Zellen einer konfluenten

Flasche wurden zur Expansion auf zwei bis drei idaschen verteilt.

3.2.1.4 Auftauen und Einfrieren von Sehnenzellen

In Stickstoff gelagerte Zellen wurden mdoglichst selh auf 37 °C erwarmt, mit
Wachstumsmedium versetzt und zentrifugiert. Dastddentrifugation bei 406 entstandene
Pellet konnte zusammen mit frischem Wachstumsmediusine T75 Flasche gegeben und

zur weiteren Kultivierung in den Brutschrank gdstekerden.
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Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zunéchst Bit% Trypsinldsung von den
Zellkulturflaschen gelost und nach dem Pelletiedench 5 min, 4003 in Einfriermedium

suspendiert und in Kryogefalie abgefillt. Vor degdrang in flussigem Stickstoff wurden sie
zunachst tber spezielle EinfriergefaRe (Kryocomigimit einer Geschwindigkeit von -1 °C

pro Min auf -80 °C gebracht.

3.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Um die Zellzahl verlasslich zu erfassen, wurden dedlen wie beschrieben trypsiniert,
pelletiert und in einem definierten Volumen neupmisliert. Ein Aliquot der Zellsuspension
wurde 1: 10 in Trypanblau verdinnt. Der Bestimmuleg Gesamtzellzahl in der Neubauer
Zahlkammer wurde folgende Berechnung zu Grundeggele

Zellzahl der 4 Quadrate/ 4 * Verdiinnungsfaktor® £0 Zellzahl/ ml

3.2.1.6 Oberflachenbeschichtung
Wahrend der Kultivierung von Sehnenzellen auf Trégeerialien war oft das Abwandern

der Zellen aus der angelegten 3D-Kultur auf didkdéurplastik zu beobachten. Ziel sollte
daher sein, die Zellzahl auf dem Konstrukt konstanhalten. Miteinander verglichen wurden
Beschichtungen aus Alginat, Agarose und die Ula+lAttachment Platten bezuglich der
Sehnenzellmorphologie und der visuell wahrnehmb#anhstumsrate.

Standard im Labor war die Beschichtung der Zellkpliatte mit 2,5 % Alginatldsung.
Hierfir wurde die steril filtrierte Alginatlésungua die Platte gegeben, verteilt und Reste
abgesaugt. Durch langsame Zugabe von 0,1 M g£ai@ung polymerisierte die
Beschichtung nach 15 min. Nachdem die tberschissigeng abgenommen wurde, wurde
zweimal mit 0,15 M NaCl-Lésung gewaschen.

Fur die 2 % Agarosebeschichtung wurde selbige irvilerowelle gelést und heil3 mit einem
Filter mit der Porengréf3e von 0,2 um steril filttjeum anschlieRend auf der Platte diinn
gegossen und noch mal mit PBS gespult zu werdes.Ultra-Low Attachment Platte war
gebrauchsfertig zu erwerben.

3.2.1.6 Beschichtung von Glasplattchen mit Poly-lydin
Untersuchungen der Morphologie wie auch der Pretgiression mittels

immunhistologischer Farbungen erforderten die Bkdieng der Zellen auf sterilen

Glasplattchen. Diese konnten angefarbt unter deknddkop gut betrachtet werden.
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Da Glas keine attraktive Adhasionsgrundlage fir nBabkellen darstellte, wurden die
Plattchen als erstes nach dem Waschen in PBS fiinir Bnit einer 1 % Poly-L-Lysin-Losung
beschichtet. Diese trocknete Uber Nacht im Brutadhrab, bevor Sehnenzellen im

Wachstumsmedium auf den beschichteten Glasplatehsgesat wurden.

3.2.2 Dezellularisierung der porcinen Sehnenmatrix
Um eine Sehnenmatrix als Tragermaterial anwendenkdunen, mussten zuerst alle

ursprunglichen Zellen tber osmotischen Schock imaAdest. und chemische Detergenzien
entfernt werden. Zunachst wurde die Sehne prapame in gleichmafig kleine, 1 cm lange,
Stlicke zerteilt. Ebenso war darauf zu achten, dissSticke eine einheitliche Dicke
aufwiesen. Im Anschluss wurden sie in destilliertdfasser bei -20 °C eingefroren und am
nachsten Tag aufgetaut. Es folgten 24stiindige kkoen in Dezellularisierungspuffer und
destilliertem Wasser. Zur Desinfektion kam ein 8tlm 70 % Ethanol hinzu. Dieser wurde
ebenfalls durch mehrmaliges Waschen in sterilem RB8ernt, um eine Zytoxizitat
verbliebener Ethanolriickstéande auszuschliel3en.

Zur Auflockerung der kompakten kollagenen Sehnerimabllten Ultraschallimpulse bei 70

W fir 45 sec und 50 % Amplitude verwendet werden.

3.2.3 Besiedelungsstrategien von Tragermaterialien
Aufgabe war, eine geeignete Methode zu etablieZetien effizient und dauerhaft auf der

Tragersubstanz zu fixieren. Alle Kulturen, ob stetii oder dynamisch besiedelt, wurden nach
den folgenden Besiedelungen in einer Alginat-betitbien Platte Uber insgesamt 4 Wochen
kultiviert. Der Mediumwechsel fand alle 2- 3 Tagatts

Folgende Kulturformen wurden angefertigt:

Statische Besiedelungsstrategien

3.2.3.1 Adhasionskultur

2 Millionen Zellen wurden je cMmTragermaterial als Suspension auf das Tragerrahteri
pipettiert und ohne Medium fur 30 min zur Adhé&sionden Brutschrank gestellt, um die
Zellen nicht vom Tragermaterial zu spulen. Danacfolgte die Zugabe von frischem
Wachstumsmedium. Das Volumen der Zellsuspensioanterte sich am Volumen des
Biomaterials. Fiir 100 minBiomaterial wurden 100 pl Zellsuspension zur Adlbrds

verwendet.
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3.2.3.2 Transwellkultur

Die Zellsuspension, welche 2 Mio. Sehnenzellen lmdtete, wurde mit der Pipette langsam
in 1 cnf Tragermaterial einmassiert. Eine 6 Well Plattedeumit einem Transwell bestiickt
und bis zur Membran des Inserts mit Wachstumsmediefitilt. Das Konstrukt wurde nach 1

h gewendet und weitere 24 h auf der Transwellmemkudiviert.

3.2.3.3 Massenzellkultur

Sehnenzellen wurden mit 409 fir 5 min pelletiert und alle Flissigkeit sorgfglti
abgenommen. Mit einer Pipettenspitze wurden 10gsl| Zellpellets angesaugt und auf dem
Membranfilter abgesetzt. Aus einem Pellet konnterhmare Massenzellkulturen angefertigt
werden.

Der Membranfilter wurde zuvor zurechtgeschnittaripklaviert
und auf einem Metallbriickchen in einer Petriscipddé¢ziert, die
bis auf Filterhdhe mit Medium aufgefillt wurde. #\0L3). Das
Pellet befand sich an der Luft- Medium- Grenze.

Abbildung 13 Darstellung einer 3D-Massenzellkultur. Zwei
Sehnenzell-Pellets an der Medium-Luft-Grenze aufi #dembranfilter, welcher auf einer Stahlbrike

lag.

3.2.3.4 Zentrifugationskultur

Zunachst wurde das Biomaterial auf die GroRe eibeshs der 96 Wellplatte steril
ausgestanzt und hineingelegt. Die ZellsuspensioMi(2 Zellen/ cnf Vlies) wurde danach
auf das Material gegeben und bei 4900r 5 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension abgenommen, das Konstrukt gewenatktdie Suspension erneut auf das

Biomaterial zentrifugiert.

3.2.3.5 Fibrin-assoziierte Biomaterialkultur
Auf 1 cnt sterile Tragersubstanz (PGA; PLGA,

o= =

. dezellularisierte Sehne) wurden 2* 618ehnenzellen mit

Ca VE 20
. It/ | Hilfe von Fibrinkleber fixiert
PGA

\

G
p /‘ >\ | Abbildung 14 Darstellung von 3D-Fibrinkulturen. Vier PGA-
o Y . \’ Fibrinkulturen in Zellkultur-Petrischalen.
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Hierzu mussten die Zellen zuerst trypsiniert undlegiert werden. Nach gewissenhaftem
Entfernen des Uberstandes, wurden exakt 100 pl ¥tacismedium zum trockenen Pellet
gegeben. Zu 100 ul Zellsuspension wurden 50 plifogen pipettiert und luftblasenfrei
homogenisiert. Die Suspension wurde vorsichtigdad Scaffold pipettiert und dort mit, in
PBS 1: 10 verdinnten, Thrombin fiir 10 min polymeri(Abb. 14).

Dynamische Besiedelungsstrategien

3.2.3.6 Rollerkultur

Das Tragermaterial wurde direkt in 5 ml Zellsuspemsdie 2* 16 Zellen je cm Vlies
enthielt, gegeben und im Bioreaktor- Falconréhrchemelches den Gasaustausch
gewahrleistete, auf dem Rollermischer bei 36 rpn¥fih im Brutschrank gedreht (Abb. 15).

Abbildung 15 Darstellung der Rollerkulturen.

Auf dem Rollermischer im Brutschrank kultivierte
') PGA-Rollerkulturen im Bioreaktorréhrchen.

Fur die Spinnerflaschenkultur wurde ein Titandrgéibogen
und autoklaviert. Das Biomaterial wurde in der
Spinnerflasche auf dem Draht senkrecht in den
Flussigkeitsstrom gehéngt (Abb. 16). Die Spinnsdie
wurde mit einer Zellsuspension, die 2*°®ehnenzellen je
cn’ Vlies beinhaltete, gefiillt, so dass das Medium das
Scaffold gut bedeckte. Die Kultur wurde bei 75 rpm
Brutschrank fur 72 h geruhrt.

Abbildung 16 Darstellung einer Spinnerflaschenkultw. Dynamische Besiedelung des Biomaterials

in der Spinnerflasche.
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3.2.3.8 Besiedelung einer dezellularisierten Matdxrch Injektionstechnik

Die Aufgabe war, eine zuvor dezellularisierte Sefmatrix homogen sowohl in der Mitte wie
auch am Rand des Gewebes zu rezellularisierenUmhumantelung der Sehne wurde diese
mit Alginat Uberzogen und mit Cagllosung polymerisiert (siehe Oberflachenbeschiaiptun
Nach dem Aushéarten des Alginats wurden 100 pl ddisZspension (1 Mio. Zellen/ cm
Sehne) mit Hilfe einer Heparinspritze und eineBanule langsam in die dezellularisierten
Sehnenstlcke injiziert.

3.2.4 Histologie
Zur vergleichenden Analyse der Gewebestruktur esolliGefrierschnitte und fir den

Tierversuch Paraffinschnitte angefertigt werderraffiaschnitte ermdglichten trotz héherem

Arbeitsaufwand einen besseren Gewebestrukturerhalt.

3.2.4.1 Gefriereinbettung und -schnitte
Das Gewebe wurde prapariert. Nach 15 min Fixierdagh steriles 4 % Paraformaldehyd

(PFA), diente eine steril-filtierte 30 % Saccharb$sung der Entwasserung des Gewebes
Uber 24 Stunden via Diffusion.

Anschliel3end wurde das Gewebe in das Einbettungametissue Tek luftblasenfrei gelegt,
in fluissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zuriteeen Bearbeitung bei -80 °C im Tiefkihler
gelagert.

Langsschnitte der Sehnen wurden mit einer Schokigdvon 7 um im Kryostat angefertigt.
3D-Konstrukte aus PGA oder PLGA wurden dagegen rashhv@n 10 pm Gefrierschnitten
begutachtet.

3.2.4.2 Paraffineinbettung und -schnitte
Zunachst erfolgte die Fixierung des Gewebes mieHibn 4 % PFA in PBS. Um die lapinen

Achillessehnen in Paraffin einzubetten, war es mudetwendig, das Gewebe jeweils 24 h in
aufsteigender Alkoholreihe (70, 80, 96, 100 %) mtw&ssern. Es folgten Inkubationen in
Xylol und schliefZlich in Paraffin, bevor sie ohnafiblasen in die Paraffin-Kassetten tber
Metallformen gegossen werden konnten. Geschnitiedlen die erkalteten Paraffinblécke in

7 um, um sie mit den Sehnen-Gefrierschnitten verigés zu kbnnen.

Grundlegend fir alle folgenden histologischen Féadam galt, dass Gefrierschnitte zunachst
bei Raumtemperatur aufgetaut wurden. Paraffinshrfitngegen mussten zunachst Uber
Xylol und eine absteigende Alkoholreihe entparaéiinwerden.
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3.2.4.3 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung
Diese Farbung diente der Darstellung der allgenmeik®rphologie. Hamatoxylin farbte

basophile, saure Substrate in den Zellen wie z.Bkléinsduren und Endoplasmatisches
Reticulum (z.B. Zellkern) blau. Eosin hingegen férblle acidophilen, basischen Strukturen
wie Zytoplasma-Proteine oder Kollagen rot.

Die Gewebeschnitte wurden in Hamatoxylin fir 6 ngefarbt und im Anschluss in
Leitungswasser geblaut. Zur Gegenfarbung wurde A4 mi Eosin gebadet und nach
mehrmaligem Spilen in Aqua dest. Uber die aufsteigeAlkoholreihe entwéssert und mit

Entellan konserviert.

3.2.4.4 Alcianblau-Farbung
Alcianblau als Phthalocyanin, mit Kupfer als Zeldtam, farbte elektrostatisch saure

Proteoglykane blau. Diese Farbung wurde gewahlt,das Vorkommen Knorpel-typischer
Matrixkomponenten in den Sehnenpréaparaten zu vsseian. Die Schnitte wurden dafir
zunachst fir 3 min in 1 % Essigsaure gebracht, ammdn 1 % Alcianblau-Lésung fir 30
min gefarbt zu werden. Abgespult wurde mit 3 % gs&ure. Folgend auf den Waschschritt
in destilliertem Wasser, wurde als Gegenfarbung deltkerne Kernechtrot verwendet.
Entwassert wurden die gefarbten Praparate Uberaifsteigende Alkoholreihe und Xylol.

Mit Hilfe von Entellan wurden sie haltbar gemacht.

3.2.4.5 Elastika-Farbung
Der positiv geladene Resorcin-Fuchsin-Farbstoffdosich wahrend der Farbung polar ans

negativ geladene Elastomuzin, welches die Hull$thder elastischen Fasern bildete.

Nach 5 min Inkubation in der Resorcin-Fuchsin-Lagwvurde mit Aqua dest. gespult und
fur exakt 60 sec mit HCI-Ethanol differenziert. MatO0 min Waschung in Leitungswasser
und Aqua dest. wurden die Zellkerne mit Kernech&mogefarbt. Zur Konservierung wurde
Uber einen aufsteigenden Alkoholgradienten und KXyatwassert und mit Entellan

eingedeckelt.

3.2.4.6 Von Kossa-Farbung
In der Von Kossa-Farbung stellten sich Calciumsatzsv. eine calcifizierte Matrix,

charakteristisch fir Knochengewebe, schwarz dag. $hnitte wurden fur 30 min in 2,5 %

wassriger Silbernitratlbsung im Dunkeln gefarbt wlahach mehrfach in Aqua dest. gespuilt.
Es folgte die Reduktion fir 7 min mit der Natriumwmanat-Losung. Es wurde grindlich in

Aqua dest. gespult und 10 min in Kernechtrot gefddanach wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und naclr émk@bation in Xylol eingedeckelt.
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3.2.5 In situ indirekte Immunfluoreszenzmarkierung
Durch die affine Bindung eines Antikdrpers konntgpezifische Antigene z.B. innerhalb

eines Gefrierschnittesin( situ) identifiziert werden. Um freie Bindungsstellenfadem
Objekttrager vor der Immundetektion zu ,verdeckewyrde der Schnitt zuerst mit einer
proteinreichen Losung blockiert. Es kam 5 % Esalserzum Einsatz. Wenn ein
intrazellulares Antigen nachzuweisen war, wurde Bleckierungslosung 0,1 % Triton X
100 zugesetzt, um die Zellmembran zu permeab#isieund fir den Antikérper das
Zytoplasma zugénglich zu machen. Als Isotypkongrollwurden Antikdrper derselben
Subklasse des jeweiligen Primarantikérpers verwend@&rbungen ohne Priméarantikdrper
kontrollierten zudem die unspezifische Reaktivités Sekundarantikorpers.

Alle Farbeschritte wurden zum Verdunstungsschutzimer feuchten Kammer durchgefihrt,
um die Antikbrpermenge gering zu halten. Der Pranékorper wurde in der
Blockierungslésung verdinnt (Tab. 1), nach Entfierder Blockierung direkt aufgetragen
und far 45 min inkubiert. Pro Schnitt waren etwa |50 n6tig. Es folgten 3 grindliche
Waschschritte mit 1x TBS-Puffer, um alle nicht getbenen Immunglobuline zu entfernen
und falsch-positive Ergebnisse zu verhindern.

Der mit einer fluoreszierenden Gruppe (Alex 48&xad 555) gekoppelte Sekundarantikdrper
konnte auf die Schnitte aufgegeben werden und wetmenfalls fur 45 min im Dunkeln
inkubiert. Dieser Sekundarantikdrperlosung wurdedern der DAPI-Farbstoff 1:200
zugesetzt, welcher durch Interkalation in der DNén dZellkern erkenntlich machte. Nach
dreimaligem Waschen in 1x TBS-Puffer, wurden diérfite mit Hilfe von Flouromount
konserviert und mit dem Fluoreszenzmikroskop naelm dAusharten ausgewertet. Zur
Verfiigung standen UV Filter, die das Lichtspektrawischen 500 - 550 nm, etwa 330 nm

und 450 - 490 nm biundelten und das Objekt zur Eamsanregten.

3.2.6 Lebend-Tot-Férbung
Vitale Zellen besalRen im Zytoplasma Esterasenjndaer Lage waren, Fluoresceindiacetat

(FDA) zu Fluorescein zu metabolisieren. Diese Zelerschienen in der Farbung griun.
Propidiumiodid (PI) hingegen durchdrang nur totdlete bzw. Zellmembranen, die pords
waren. Tote Zellen wurden daher rot angefarbt.

Nachdem die Konstrukte dreimal mit PBS gewascheml@n um Mediumreste zu entfernen,
wurden sie mit der FDA-Gebrauchslésung fur 15 men 3¥ °C inkubiert. Es wurde erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Die PI-Losung hatteudaramin Zeit im Dunkeln in die DNA
der toten Zellen zu interkalieren. Ungebundene $taffmolekile wurden durch drei

Waschschritte in PBS entfernt. Analysiert werdenrke mit dem Fluoreszenzmikroskop.
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3.2.7 Genexpressionsanalyse

3.2.7.1 RNA-Isolierung

RNA Isolierung aus Sehnengewebe

Um sicherzustellen, dass nur Sehnen-RNA gewonneh miusste das Gewebe zuerst sauber
vom Binde-, Muskel und Fettgewebe prapariert werd®as Gewebe wurde zur
Stabilisierung der Ribonukleinsduren tber Nacht Bei’C in einem denaturierenden
RNAlater-Puffer gelagert. Die RNA-Isolierung erftdgam darauf folgenden Tag. Da mit
verschiedenen Ausgangsmaterialien gearbeitet wurglgaben sich unterschiedliche

Isolierungsablaufe.

Bei einer geringen Sehnenmenge (z.B. Kaninchen3etunele das Gewebe durch flissigen
Stickstoff tiefgefroren und unter Eiskihlung mitnd€lurrax in RNA-Lysepuffer (Qiazol)
homogenisiert.

Bei humanen Proben, die meist mehr Gewebe umfasstarde die Sehne in einen
unglasierten Mdrser gegeben und vorsichtig mit raine Stickstoff gekuhltem Stempel zu
einem Pulver zerstof3en. Verhindert wurde das Agftades Gewebes durch stetige Zugabe

von Stickstoff. Das Sehnenpulver wurde sofort ikidten Qiazol aufgenommen.

Es schloss sich in beiden Fallen eine Phenol-CfdareExtraktion an. Nach Zugabe von 200
pul Chloroform je 1,0 ml Qiazol und anschlieBendemiriitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde bei 12090 15 min gekuhlt zentrifugiert. Nur die obere wégsr
Phase enthielt RNA-Moleklle und wurde vorsichtigoigpetiert. Zur RNA-Fallung wurde
das gleiche Volumen an 70 % Ethanol in DEPC-Wazsgeflugt.

Dieses Gemisch wurde auf die Qiagen RNA-Saule gesgebnd an die enthaltene
Silicamembran gebunden. Die RNA konnte dann, eatsgnd der Qiagen Arbeitsanleitung,
Uber verschiedene Waschschritte mit unterschieghicPuffersystemen eluiert werden.
DNase-Losung wurde zwischen den WaschschrittentZighé fir 15 min eingesetzt, um

Kontaminationen zu beseitigen.
RNA-Isolierung aus Zellen

Als erster Schritt wurde der RNA-Lysepuffer auf dierher mit PBS gewaschenen Zellen
gegeben.
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Mit dem Zellschaber konnte der Boden der Zellkdlashe griindlich abgeschabt und die
Zell-Puffer-Mischung suspendiert, komplett abgene@nmund in ein Reaktionsgefal
Uberfihrt werden. Nachdem das gleiche Volumen an%QAlkohol in DEPC-Wasser

dazugegeben wurde, wurde die RNA wieder Uber dag€i Saule eluiert.

RNA-Isolierung aus besiedelten Biomaterialien (z.BGA)

Das gefrorene, mit Sehnenzellen besiedelte Biomaatevurde in gekihltem Qiazol
aufgenommen und sofort auf Eis geturraxt bis emmadygene Flissigkeit entstand. Zu 1,5 ml
Gemisch wurde 0,3 ml Brom-Chloro-Propanol dazugegaimd 15 min bei Raumtemperatur
geschuttelt. Nach 45 min Zentrifugation bei 16@P0nd 4 °C konnte die wassrige Phase
abgenommen und gleiches Volumen 70 % Ethanol dgelbgs werden. Das Eluat wurde

nach Aufreinigung mit der Qiagen Saule im Folgenblein-80 °C gelagert.

3.2.7.2 RNA Quantitats- und Qualitatsmessung
Die Konzentration der RNA wurde zunachst photorselri mit dem Nano Drop 1000

bestimmt. Das Gerat war zudem in der Lage, mdgli€betaminationen der RNA-Proben
durch Proteine oder Phenolreste aus der Isoliemittgls der Quotientenangabe von 260/ 280
nm aufzudecken. Ein Wert um 2 galt als ,reine” RNA.

Die Qualitat der RNA jedoch wurde genauer mit deimaBalyser Uberprift. Die Methode
beruhte auf der elektrophoretischen AuftrennungRteben in den Mikrokandlen des RNA
Chips. Die Konzentration der Proben konnte mitéddines Fluoreszenzmarkers, eines in die
Ribonukleinséure interkalierenden Farbstoffes (Nd&hwe Konzentrat), im Gerat erfasst
werden.

Aussage Uber die RNA-Qualitdt wurde durch Analyss &&augetier-charakteristischen
Banden ribosomaler RNA, 18 und 28 S, in der Getedgkorese bzw. Uber deren
Degradationsprodukte gewonnen. Der Kennwert dafiar vder RIN-Wert (RNA-
Integritatsnummer) zwischen 1 und 10. Er galt @&s Qualitatsmerkmal. Nur RNA-Proben

mit einem RIN Wert Gber 7 fanden Einzug in die P@Ralysen.

3.2.7.3 cDNA-Synthese
Die Umschreibung der isolierten RNA icopy DNA wurde mittels QuantiTec Reverse

Transkription Kit von Qiagen unter Eiskiihlung dugefiihrt. Alle Reagenzien und die RNA
wurden zunéchst aufgetaut. Der Arbeitsablauf teiltd in zwei Schritte. Anfangs wurde die
genomische DNA mittels Wipeout Buffer bei 42 °C fimin eliminiert.
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Es folgten nach der Abkihlung die Zugaben des RimdtrMixes sowie der Reversen
Transkriptase im QuantiScript RT-Puffersystem. Riaktion fand im cDNA-Zykler fur 15
min bei 42 °C statt. Es wurde im Weiteren davongagangen, dass die Konzentration der

cDNA der der eingesetzten RNA entspricht.

3.2.7.4 Real-time RT PCR
Mit Hilfe der real-time RT PolymerasekettenreaktiofPCR) konnten bestimmte

Gensequenzen selektiv vervielfaltigt und detektiegtden. Das PCR-Programm bestand aus
einem Denaturierungs-, einem Annealing- und eindondgationsschritt.

Die Denaturierung (95 °C) diente der Auftrennungs deNA-Doppelstranges, um im
Annealingschritt (55 °C) eine Hybridisierung der R@rimer an die entstandenen
Einzelstrange zu ermdglichen. Wahrend der Elongati¢72 °C = optimale
Reaktionstemperatur der Tag-Polymerase) verknumfterPolymerasen die Startermolekiile
(Primer) mit den freien Nukleotiden zum komplemeemaZweitstrang. Theoretisch erfolgte
eine exponentielle Vermehrung der DNA mit jedem ldgk

Es kamen genspezifische Sonden (Primer) zum Eif$atelle 2), welche komplementar zu
einem typischen und konservierten Bereich der naghisenden Gensequenz waren. Diese
Sonden trugen an ihrem 5° Ende eine Fluoreszenggr(lpAM Farbstoff) und am 3" Ende

einen Quencher.

A B
Fnmat Sonde
i)
—
3 8 1 15
Emigs -r;% Ermrszion %ﬁ" =
= - mi
3 —_— —JJ 5 5 ... i
?g‘ [
(F) Fleoreszenzaruppe
| e
LH B — & @ Quencher

Abbildung 17 Schematisches Funktionsprinzip der vewendeten PCR-SondenQuantiTectProbe
Prinzip der Firma Qiagen (A) und TagMan Prinzip Bema Applied Biosystem (B).

Qiagen (Abb. 17A) lieferte Sonden, welche nach dem QuUaui Probe Prinzip
funktionierten. Durch die Bindung der Sonde aniA war die rAumliche Nahe zwischen
fluoreszierendem Reporter und Quencher, die Voedmssg der Inhibition, nicht mehr
gegeben. Die emittierte Fluoreszenz konnte dahbremél des Annealing- Schrittes detektiert

werden.
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Sonden der Firm&pplied Biosystems(Abb. 17B) fungierten nach dem TagMan Prinzip.
Hier konnte durch den Fluoreszenz-Resonanz Enefgensfer (,FRET", sterische
Hinderung) bei der Bindung an die DNA keine Fluasse detektiert werden. Im Laufe der
Elongation entfernte die Polymerase mit ihrer TExX®nuklease-Aktivitdt die
Fluoreszenzgruppe von der Sonde, die dann frei aditvn emittierte. Die Detektion erfolgte

hier wahrend der Elongationsphase.

Die Starke des Fluoreszenzsignals war dabei priopaitzur Menge des PCR-Produktes. Die
Auswertung erfolgte mittels der C(t)-Werte der eilnen Proben. Ein C(t)-Wert entsprach
genau dem PCR-Zyklus, bei welchem die Fluoreszeem 8chwellenwert (treshold)

Uberschreitet. Pro Well wurden 20 pul Ansatz pipettiwelcher sich aus den Komponenten

cDNA, Master Mix, Primer und Wasser zusammensdizeelle 3):

Tabelle 3 PCRPipettierschema pro Well
Qiagen| AB

cDNA 1l 1l

Master Mix | 10 ul 10 pl

Primer 2 ul 1l
PCR Wasser 7 ul 8 ul

Die Hypoxanthin —Phosphoribosyltransferase (HPReI), Enzym des Purinstoffwechsels,
wurde als interne Kontrolle bei jedem einzelnen A@Rf verwendet. Die Expression des
Zielgenes wurde durch die Expression des Refer@iszgeormalisiert. Die relative

Quantifizierung basierte auf daAnC(t)-Auswertung von Pfaffl (Pfaffl 2001).

3.2.7.5 Effizienzbestimmung
Notwendigerweise sollte die Effizienz der Primeerlgsiert werden. Wahrend eines idealen

Laufes und unter theoretisch perfekten Bedingun@i@ine Begrenzung durch fehlende
Nukleotide, Primer, Sonden, etc) wurde eine Verdlopyp der cDNA innerhalb eines PCR-
Zyklus erreicht. Entscheidend dabei war auch diedBngskapazitat des Primers an die
gesuchte Gensequenz. Um diese Qualitat zu untesuelurden cDNA-Verdinnungsreihen
mit mindestens 5 Stufen @ua = 100; 10; 1; 0,1 und 0,01 ng/ ul) angelegt. Hgtéoein
normaler PCR-Lauf mit 45 Zyklen.
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Durch die graphische Auftragung der logarithmiert®NA-Konzentration gegen den C(t)-
Wert, konnte man anhand der Steigung der GeradeRftizienz berechnert = 10*™.

Die Effizienzwerte sollten im Bereich zwischen W&l 2,1 liegen.

3.2.7.6 Agarose-Gelelektrophorese als Qualitatskohé
Bei der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-AfiRpte sollte gezeigt werden, dass die

richtige Gensequenz vervielfaltigt wurde. Zunachsirde ein 3 % Agarosegel hergestellt.
Dafur wurden 4,5 g Agarose eingewogen, auf 150 ntl TAE-Puffer aufgefillt, durch
Erhitzen in  der Mikrowelle gelost und Iluftblasenfrein die Agarose-
Gelelektrophoresekammer Comphor Mini gegossen.Hbiden wurden nach Ausharten des
Gels mit 6 pl TAE-Puffer und 2 ul Ladepuffer vemtetind vorsichtig in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Zu beachten war die Ausuiet) des Gels im elektrischen Feld. Die
negativ geladenen Proben wanderten in 2 Stunderi2iV zum Pluspol. Im Anschluss
wurde das Gel im Ethidiumbromidbad gefarbt und an @elDoc-UV-Einheit fotografiert.
Anhand des eingesetzten GeneRuler DNA-Markers lortié Grolle des Amplifikates

Uberpruft werden.

3.2.8 Tierversuchsmodell

Das in vitro-optimierte PGA-Konstrukt sollte im Kaninchen-Tierguchsprojekt mit der
Genehmigungsnummer G 0396/09, entsprechend deandeht Tierschutzbestimmungen,
untersucht werden. Es wurde die lapine Achillessehls groRte und starkste Sehne im

Organismus gewabhilt.

3.2.8.1 Implantatherstellung und Qualitatsanalyse
Lapine Zellen der drei praparierten Achillessehtr@ngie (mediale und lateral®/.

gastrocnemiusund M. flexor digitorum superficialiSehne) wurden von zwei Spendertieren
durch enzymatische Zellisolierung gewonnen und Ullreei Passagen in der Zellkultur
expandiert. In der vierten Passage konnten mitedi¢ximéarzellen die PGA-Fibrinkulturen
angelegt werden. Auf ein 8 mm rundes PGA-Vlies wurdtets 2 Millionen Sehnenzellen
aufgebracht und 7- 8 Tage vitro kultiviert. Die Qualitat der Implantate bestimmteam
durch eine Lebend-Tot-Farbung. Am Tag der Implaotatvurde ein 3 mm Stiick heraus
gestanzt und in den Defekt implantiert. Vom PGA+{Resirden histologische Farbungen

vorgenommen.
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3.2.8.2 Versuchsdesign
Mit 4 Etablierungstieren wurde das Sehnendefektthadesgetestet. 24 New Zealand White

Rabbits (Kaninchen) wurden in drei Versuchsgruppeuofallig eingeordnet. Das
Korpergewicht der Tiere am Tag der Operation betrwgschen 2,8 und 3,8 kg. Sie
bewohnten die Kéafige zu zweit oder dritt und bekarRatter und Wassed libitum

Tiere der Leedefektgruppe bekamen nur den 3 mnagesn Sehnendefekt. In der PGA-
Gruppe implantierte man ein zellfreies PGA-Fibrindstrukt wahrend der Sehnendefekt der
Haupt-Versuchsgruppe mit dem Sehnenzell-PGA-Vegsriert wurde. Analysiert wurde die
Heilung der kunstlich verletzten Sehne nach 6 uhtlVbchen.

3.2.8.3 Sehnendefektmodell
Das Kaninchen wurde durch intramuskulare Injektton 12 mg/ kg KG Ketamin und 120

pl/ kg KG Domitor narkotisiert. Nach Rasur des ldmbeines und weiteren Vorbereitungen
des sterilen Eingriffs, wurde der Achillessehnenktax freigelegt und die Sehnenstrédnge der
Achillessehne vorsichtig voneinander getrennt.

2 cm Uber dem Fersenbein (Calcaneus) in der Mitbsksinz der medialeM. gastrocnemius
Sehne wurde mit Hilfe einer 3 mm Biopsiestanzeraitder Defekt gesetzt. Dieser verblieb
entweder als ,Leerdefekt” ungeflllt oder wurde dureGA in Kombination mit Fibrin
stabilisiert. Das PGA-Fibrin-Konstrukt mit und ohn&ehnenzellen wurde mit
Einzelknopfnahten (6.0 Vicryl Faden) in der Sehreeft (Abb. 18).

Nach der Implantation wurde das Paratenon undieges Blatt derFascia crurisdurch eine
kontinuierliche Naht mit einem resorbierbaren Vitagien (6.0 Vicryl Faden) geschlossen.
Die Kutisnaht erfolgte mit einem 5.0 ProlenefadeerniEinzelknopfhefte.

Post OP und 3 weitere Tage wurde Rimaldyl mit e@nzentration vom 4 mg/ kg KG zur
Analgesie und Gentamycin (5 mg/ kg KG) zur Antileicsppliziert. Die Hautfaden wurden
nach 8 Tagen entfernt. Die Tiere
konnten sich ohne Immobilisierung in
ihren Kafigen bewegen.

ol Abbildung 18 Implantiertes PGA-
Konstrukt in lapiner, medialer M.
~ gastrocnemius Sehne. Das Sehnenzell-
PGA-Konstrukt wurde mit 8 Knopfheften
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3.2.8.4 Bewertung des Tierversuches/ Scoresysteme
3 Wochen nach dem Eingriff wurde der Bewegungsdilaher Tiere Gberprift und im selbst

entworfenen klinisch-makroskopischen Score aufgenem

Nach 6 und 12 Wochen wurden die Tiere mit 0,3 ngl/kkG Rompun und 0,6 ml/ kg KG
Ketamin in eine tiefe Narkose gelegt und mit intnakaler Injektion von T61 getotet.

Am Tag der Implantatentnahme wurden Merkmale wierwéehsungen, Schwellung,
Verdanderung der Sehnenfarbe, Oberflache oder biiegr des PGAs anhand des
Makroscores (Tab. 4) bewertet und fotodokumentiBds exakt 3 cm lange Implantat-
Sehnenstick wurde zudem entnommen und gewogen.

Basis fur den zweiten und dritten Score waren lagtsche Farbungen. Der histologische
Score (Tab. 5) umfasst Ergebnisse der HamatoxIgirEsowie der Alcianblau-Farbung.
Durch die Resorcin-Fuchsin-Farbung konnten AussageGehalt und Verteilung elastischer

Fasern im Sehnengewebe getroffen werden (Tab. 6).

Tabelle 4 Klinisch, makroskopischer Score

KLINISCH Pkt | Gewebefarbe Pkt
Belastung/ Gangbild/ Lahmheit Weil3, gldnzend, wie Umgebung 1
Bein belastet 1 |Matt weil3 oder rosa 0
Bein nicht belastet, Lahmheit 0
Oberflache im Defektbereich
Schwellung/ Rétung Glatt, intakt 1
Keine Schwellung, keine Rétung 2 | Hockerig, rau 0
Tastbare Schwellung, keine R6tung 1
Tastbare Schwellung, R6tung 0 | Benachbarte Sehnenstrénge
Unveréndert 1
MAKROSKOPISCH Verandert (rau, rosa, narbig, dick,...) 0
Verbindung der Sehne mit Haut/
Verschieblichkeit
Nicht verwachsen, verschieblich 1 |Einzelne Sehnenstrangeer
Gastrocnemius Sehne
Adhasion, nicht verschieblich 0 |Normal verwachsen 1
Adhésion, stark verwachsen 0
Verbindung der Sehne mit Paratenon/
Verschieblichkeit
Nicht verwachsen, verschieblich 1 |Niveau des Defektes
Adhasion, nicht verschieblich 0 | Auf Sehnenniveau 1
Uber Sehnenniveau 0
Sehnenriss
Nicht vorhanden 1 | Ubergang Vlies zum gesunden Gewebe
Rénder
Vorhanden 0 |Kein Ubergang sichtbar, Vlies integriert | 1
Spalten, Kallusgewebe, ausgerissene 0
Defektrander
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Form der Achillessehne
Normal 3 | Defekt
Leicht verdickt 2 | Defektgrof3e etwa 3 mm 1
Mittelmafiig verdickt 1 | Defekt vergroRRert, nicht eindeutig 0
abgrenzbar

Stark verdickt 0 |Grole: breit, lang
Entzindung Bemerkungen:
Nicht vorhanden 1
Vorhanden (Odeme, Schwellung, R6tung gtc)
Tabelle 5 Histologischer Score

Pkt
Matrixorganisation der gesamten Sehne
Wellenférmig, dicht und parallel angeordnete katlag Fasern 2
Teils kompakt, teils locker oder ungeordnet 1
Loser Zell-Matrix Verbund, ungeordnet (,Granulasgewebe") 0
Proteoglykangehalt (Alcianblau-Férbung)
Normal 1
Fokal erhoht 0
Zellularitat/ Zell-Matrix-Verhaltnis
Physiologische Zelldichte 2
Lokal erhdhte Zelldichte 1
Uberwiegend erhohte Zelldichte oder verminderteriat 0
Zellausrichtung
Uniaxial 2
In Arealen ungeordnet, zu 10-50% 1
Uber 50% ungeordnet 0
Zellverteilung
Homogen, physiologisch 1
Fokal, zelldichte Areale 0
Morphologie der Zellkerne (Sehnenzellen)
Uberwiegend lang gestreckt, heterochromatisch (@zyt)l 2
Gemisch, 10 bis 30% grof3 oval, euchromatisch odignmwrph heterochromatisch 1

Uberwiegend groR oval, euchromatisch oder polymbgtlerochromatisch Tendo-, Fibroblas{én

Organisation des Fullgewebes im Tendonkallus

Homogen, gesamtes Gewebe sehnenéhnlich 2
Heterogen, lokale Abweichungen oder schwer abgemzb 1
Gesamte Sehne komplett verandert 0
Ubergang Defekt zum normalen Gewebe

Scaffold weitestgehend integriert, keine LuckenRend sichtbar 2
Erkennbarer Ubergang 1
Abrupter Ubergang, Spalten/Liicken sichtbar, dehaicKallusgewebe 0

45



Methoden

Ausmal der Kallushildung

Normal (nur im Defektbereich oder deutlich lokadis) 1
UberschieRend (ganzer Sehnenstrang verandertck®rdi 0
Degenerative Veranderung /Gewebemetaplasie

Nicht vorhanden 3
MaRige Odembildung 2

Starke Odeme mit Fetteinschliissen, Zelluntergagnéide Ablagerungen, Faserdestruktion 1

Knorpel-, Knochenbildung (Alcianblau-, von Kossaibting) 0
Vaskularisierung

Hypo-vaskularisiert (wie gesunde Sehne (v.a. ki&agillaren)) 1
Hyper-vaskularisiert 0
Entziindung

Keine Infiltrate 1
Infiltrierende Entziindungszellen (z.B. NeutrophMakrophagen, Lymphozyten, 0
Fremdkorperriesenzellen))

Tabelle 6 Elastischer Faser Score

Elastische Faser- Menge (Resior-Fuchsin-Farbung) Pkt
der Kontrollsehne vergleichbar, nicht vorhanden 2
mehr elastische Fasern 1
Deutlich mehr Fasern als Kontrolle 0
Elastische Faser- Verteilung (Resoreiuchsin-Farbung)

Kontrolle/ nicht vorhanden 3
fokal (< 1/3): auf Defektbereich begrenzt 2
fokal (< 1/3): im umliegenden Sehnengewebe 1
generalisiert (2/3), in gesamter Sehne inklusivéekibereich 0

3.2.9 Statistik

Alle Daten wurden mit Hilfe der GraphPad Prism %t8are ausgewertet und dargestellt. Die

graphischen Abbildungen zeigen den Mittelwert uad 8tandardfehler des Mittelwertes

(SEM). Als statistischer Test wurde aufgrund devergleichenden Gruppenanzahl die

ANOVA-Analyse mit dem Bonferronie-Test ausgewablas Signifikanzniveau wurde mit

p< 0,05 bestimmt.
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5. Ergebnisse
Das Ziel dieser Doktorarbeit war, die langwierigeeh®enheilung durch geeignete

Tragermaterialien zu unterstttzen. Es sollte zaatieZweck zunachst ein dreidimensionales
(3D) Sehnenzell-Konstrukt etabliert werden, welcimeklistologie und Expressionsprofil mit
der natiirlichen Sehne moglichst viele Ubereinstimgam zeigt.

Aufbauend auf dien vitro-Analysen sollte das optimierte 3D-Konstrukt inem partiellen
Achillessehnen-Defektmodell im Kaninchen im Hinkliauf seine Auswirkung auf die

Sehnenheilung getestet werden.

5.1 Etablierung einer geeigneten 3D Besiedelungsategie fur
Biomaterialien
Zunachst sollten Strategien zur gleichmaRigen wet die gesamte Versuchszeit konstanten

Fixierung der Sehnenzellen auf dem Tragermatee&tsget werden. Aufgrund der leichten
Verfligbarkeit wurden alle Etablierungsarbeiten kotnmerziell erhaltlichen Polyglykolsaure
(PGA)-Vliesen durchgefuhrt. Beim direkten Vergleieimer Biomaterial-Kultur mit der 2D-
Kultur und der Sehne wurde jedoch PLGA wegen selapgsameren Degradationszeit
eingesetzt. Die folgenden Besiedelungen entstanderiaufe dieser Doktorarbeit und
beinhalteten verschiedene Versuchsreihen zu uhiediichen Zeitpunkten mit sowohl

humanen als auch lapinen Sehnenzellen.

5.1.1 Morphologie besiedelter Konstrukte in Abh&keit von der
Besiedelungsstrategie
Es sollten folgende Besiedelungsstrategien lichtoskopisch verglichen werden: Die

Adhéasionskultur, bei der Sehnenzellen fir 30 mih dem Biomaterial adharierten, die

Transwellkultur, bei der das Sehnenzell-Pellet dutie Transwellmembran mit Ndhrmedium
versorgt wurde und die Zentrifugationskultur, diét fdilfe eines Zentrifugationsschrittes

angefertigt wurde. Des Weiteren wurden die Fibritky bei welcher die Zellsuspension

durch Fibrinkleber am Biomaterial fixiert wurde udgé dynamisch besiedelten Kulturen aus
der Spinnerflasche und dem Bioreaktorrohrchen zoalyse herangezogen. Da PGA als
ungewobenes und dichtes Vlies verwendet wurde,drealichtmikroskopische Beobachtung

der Zellen nur im Randbereich moglich.

Sowohl die Adhasionskultur als auch die Transwétilku/Abb. 19) zeigten nur eine sparliche
Besiedelung des PGA-Vlieses mit den Zellen. Nach T4 und Tag 28 waren mehr Zellen
auf den Boden der Zellkulturplastik abgewanderiaalsdem PGA-Konstrukt.
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Transwellkultur

| Zentrifugationsku

Fibrinkultur

Spinnerflaschenkultur

o 200 pm

Abbildung 19 Lichtmikroskopische Aufnahmen der SehlenzeII-PGAKontrukte mit

unterschiedlichen Besiedelungsstrategien.Besiedelung des PGA mit Sehnenzellen durch
Adhasions-, Transwell-, Zentrifugations-, FibriRoller- und Spinnerflaschenkultur jeweils nach 14
Tagen Kulturdauer, Messbalken 200 pm.

Die Fibrinkultur zeigte sowohl nach 14 Tagen alshaiiber den gesamten vierwdchigen
Versuchszeitraum eine gleichmafige Verteilung é&ém8nzellen auf dem PGA-Vlies.

Es konnte in allen fibrinfixierten Ansatzen die Aidung von EZM zwischen den PGA-
Fasern beobachtet werden, aus dem Vlies herausiadg@omaterial-Fasern waren stets mit
Sehnenzellen bewachsen. Das lichtmikroskopische @ Zentrifugationskultur wies nach
14 Tagen Zellkonglomerate auf. Nach 28 Tagen ezsei diese Vliese dicht bewachsen und
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von extrazellularer Matrix (EZM) bedeckt. Die Rolalturen waren hingegen
gekennzeichnet durch vereinzelte Zellaggregatecheelocker an den Biomaterial-Fasern
hingen. Nach 4 Wochen waren die Vliese frei voriezel

In der dynamischen Besiedelung der Spinnerflascheenv nach 14 Tagen Kulturdauer

ausgedehnte Zellcluster zu beobachten.

5.2 Beschichtung der Zellkulturplatten
Eine Abwanderung der Sehnenzellen aus den 3D-Kantauf die Zellkulturplastik konnte zu

Beginn der Arbeiten dieses Projektes oft beobadktetien. Es sollte daher eine Alternative
gefunden werden, die den Zellverlust durch Abwamadgrvon den Konstrukten minimiert.
Plattenbeschichtungen aus 2,5 % Alginat sowie aUs Rgarose wie auch die kommerziell
erhaltlichen Ultra-Low Attachment Platten wurdentemander verglichen. Wahrend nach
sechs Tagen noch bei keiner Beschichtung Zellewanderten, konnten nach vier Wochen
viele Zellen auf den Beschichtungen aus Alginat imdBesonderen aus Agarose beobachtet
werden (Abb. 20).

Agarose-beschichteter Plattenboden PGA-Fibrinkultur «
L) A

200 pm

Abbildung 20 Lichtmikroskopischer Nachweis der Zelabwanderung aus den KonstruktenDer
mit 2 % Agarose beschichtete Plattenboden derdebtle (links), auf welchem die PGA-Fibrinkultur
(rechts) 28 d kultiviert wurde. Auf der Plattend@sbtung sind abgewanderte, adh&rente, lapine

Sehnenzellen erkennbar, Messbalken 200 pm.

Der Unterschied war die bessere Zellvertraglichlasts Alginatbodens gegentuber der
Agarosebeschichtung.

Unterschiede zwischen den Alginatkonzentrationennken nicht beobachtet werden. Am
besten schnitt die Ultra-Low Attachment Plattejadpch war sie die teuerste Anwendung.
Die Sehnenzell-Konstrukte wurden entsprechend didsalyse auf Alginat beschichteten

Platten gezlchtet.
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5.1.2 Vitalitdt besiedelter Konstrukte in Abhaneedgkvon der
Besiedelungsstrategie
Einen Eindruck Uber die Vitalitat der Zellen in denterschiedlich besiedelten Konstrukten

gewann man durch die Lebend-Tot-Farbung. Vitaldefekrschienen grin, wahrend tote
Zellen aber auch unspezifisch gefarbte PGA-Faserair@er roten Fluoreszenz zu erkennen
waren.

Die Vitalitatsfarbungen der Adhasions- und Trandikudiur wiesen genau wie auch in der
Lichtmikroskopie bereits zu Beginn der Kulturdakaum mehr Zellen auf und beinhalteten
nach 21 Tagen nur wenig Areale mit vitalen Zellablf. 21).

Die 3D-Kulturen, die durch Zentrifugation hergektelurden, offenbarten genauso wie in der
Lichtmikroskopie Zellcluster aus jedoch vitalen [Bal

Innerhalb der Fibrinkultur konnte man viele griuriggbte Zellen entdecken, die die typischen
Matrixsegelchen bildeten. Die Anzahl der toten &elwar in allen angelegten Fibrinkulturen
und zu allen Analysezeitpunkten sichtbar gerinderdéee der lebenden Zellen. Als weiteres
wichtiges Charakteristikum konnte in diesem Kulistem eine Zellproliferation im Laufe
der Kulturdauer beobachtet werden (siehe auch 28p.

Die Sehnenzell-Rollerkultur erwies sich als spérllzesiedelt aber mit guter Vitalitat der
wenigen Zellen.

Die Spinnerflaschenkultur zeigte lebende jedoclhaaice Vielzahl an toten Zellen.
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T <
Transwellkultu ,

Adhéasionskultur

Fibrinkultur

Rollerkultur Spinnerflaschenkultur

Abbildung 21 Lebend-Tot-Farbung der Sehnenzell-PGAKontrukte mit unterschiedlichen
Besiedelungsstrategien Adhasionskultur, Transwellkultur, Zentrifugation#km nach 21 Tagen,

Fibrinkultur, Rollerkultur und Spinnerflaschenkultutach 14 Tagen Kulturdauer, Messbalken 200 um.

5.1.3 Histologie besiedelter Konstrukte in Abhakegigvon der
Besiedelungsstrategie

Es wurden an 10 pm Gefrierschnitten HE-Farbungerchdefihrt, um einen besseren

Uberblick tiber die Morphologie der 3D-Konstruktegawinnen.
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Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin violett angdd das Zytoplasma, EZM wie auch die
PGA-Fasern durch den Eosin-Farbstoff rosa. Die Aigigng solcher Gewebeschnitte von
3D-Kulturen erwies sich jedoch als schwierig. PGanKtrukte, die wenig synthetisierte

EZM enthielten, die die Biomaterial-Fasern zusammedt) zerissen beim Schneiden.
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Abbildung 22  Hamatoxylin-Eosin-Farbung  der  SehnenzéPGA-Kontrukte — mit
unterschiedlichen BesiedelungsstrategierAdhéasionskultur, Zentrifugationskultur, Transweltku
nach 21 Tagen, Fibrinkultur, Spinnerflaschenkulitnd Rollerkultur nach 28 Tagen Kulturdauer,

Messbalken 100 pm.
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Adhasions-, Transwell- und Zentrifugationskultufembarten histologisch nach 21 Tagen
Kulturdauer nur wenige Zellen auf den PGA-Faserb(A22). Es konnte in der HE-Farbung
dieser Kultursysteme kaum EZM dargestellt werden.

Die Fibrinkultur wies nach 28 Tagen im Allgemeinerehr Zusammenhalt der einzelnen
Biomaterial-Fasern auf. Es konnten groRe Areale cldurMatrix gebundener,
zusammenhangender PGA-Fasern dokumentiert werdee. ieu ausgepragte EZM und
Reste des Fibrinklebers waren in dieser Kulturfeehr gut erkennbar. Des Weiteren lagen
degradierende, fragmentierte PGA-Fasern und ldmgh@le Sehnenzellkerne vor.

Die dynamische Roller-PGA-Kultur fihrte zu einerarken Degradation des PGA-
Biomaterials, was an der starken, unspezifischerrbskaffanlagerung und den
Faserbruchsticken zu erkennen war. Die histologidesirbung der Spinnerflaschenkultur
zeigte Adhasionen von Sehnenzellen entlang der P&®&rn. Der Gehalt an Sehnenmatrix

war jedoch sichtbar geringer gegeniber der Fibtlioku

Diese morphologischen und histologischen Analysémtén zur Selektion der Fibrinkultur
als fur Sehnenzellen geeignetes 3D-Kultursystemz8igte eine konstante und gleichmalige
Besiedelung des Tragermaterials bei relativ eirdadderstellung. Des Weiteren war eine
Synthese der typischen EZM in dieser Kulturfornallen Analysen deutlich detektierbar. Sie
sollte im Folgenden mit der Sehne, der 2D-Kultud wter Massenzellkultur verglichen

werden.
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5.3 Genexpressionsanalysen
Die Analysen zur Genexpression wurden als sendifigthode gewahlt, um den Einfluss der

Kultivierungsbedingungen auf Sehnenzellen in detersohiedlichen 2D- und 3D-Systemen
zu identifizieren. Als Bezugspunkt sollte die natfsehne dienen.
Zunachst waren Kontrollen zur Qualitdt der isogartRNA durchzufihren, sowie die

Effizienz aller verwendeter PCR-Primer und derenpiifikatgrof3en zu bestimmen.

5.3.1 RNA-Qualitatskontrolle
Mit Hilfe des RNA-Chip-Systems der Firma Agilent rde Uber die elektrophoretische

Auftrennung der RNA-Proben deren Qualitat bestimbds Qualitatsmerkmal, die RNA-

Integritatsnummer (RIN-Wert), wurde Geréat-internsadem Verhaltnis der 18 und 28 S
Bande in der Elektrophorese bestimmt. Fur die P@RKsen kamen nur Proben in Frage,
die einen RIN-Wert tGber 7 besalRen (Pfaffl 2001).
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Abbildung 23 Analyse der RNA-Proben mittels RNA-Chp-Systems. Gelelektrophorese der
isolierten RNA aus zwei humanen Sehnen, 2D-Kul8D, Massenzellkultur und 3D PLGA-Kultur
nach 14 und 28 Tagen. Erkennbar sind die 18 unfl B&nden Die griine Bande stellte die Lauffront

des Fluoreszenzmarkers dar.

Die in der Abbildung 23 exemplarisch dargestellRrnben wiesen alle- au3er den humanen
Sehnen- RIN-Werte Uber 7 auf. Die humanen Sehnbepro enthielten oft
Degradationsprodukte, welche als zuséatzliche Bamstightbar wurde und konnten nicht fir

die PCR verwendet werden.
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5.3.2 Effizienzbestimmung
Die verwendeten PCR-Primer fur die Zielgene Koltadep |, Kollagen Typ lll, Decorin,

COMP, Aggrecan, Scleraxis, Sox®l-Integrin und HPRT mussten auf ihre PCR-Effizienz

untersucht werden. Aus der graphischen Darstellongy. der Funktionsgleichung der
Geraden wurde mit deren Anstieg die Effizienz ettt (Abb. 24). Zudem galt der

Regressionskoeffizient als Gutemerkmal der Effizeralyse (Tab. 7).

Effizienz Kollagen Typ |
40 -

30 +

5’3 20 \.

y=-3,5857x + 23,238

Abbildung einer

Effizienz-Auswertung am Beispiel des

24 Darstellung

R”=0,9992 10 Kollagen Typ I-Primers. Die C(t)-Werte
des PCR-Laufes abgetragen gegen die
‘ ‘ ‘ 0 ‘ ' | logarithmierte Konzentration der
4 -3 2 -1 0 1 2
log (ng) eingesetzten cDNA in ng.

Es ergaben sich folgende Werte (Tabelle 7):

Tabelle 7 Ermittelte PCR-Effizienzen aller verwdadePrimer fir humane, kultivierte Sehnenzellen
und Sehnen-Gewebeproben

Effizienz Sehnenzellenin vitro R2 Effizienz Sehne R?
Kollagen Typ | 1,88 0,9953 | Kaollagen Typ | 19 0,9992
Kollagen Typ 1l 1,82 0,9964 | Kollagen Typ IlI 1,95 083
Decorin 1,85 0,9835 | Decorin 1,85 0,9967
COMP 2,11 0,9985 | COMP 2,1 0,9935
Scleraxis 19 0,9961 | Scleraxis 1,87 0,996
Aggrecan 2,03 0,9895 | Aggrecan 1,87 0,993
Sox9 1,96 0,9935 | Sox9 2,11 0,9929
B1-Integrir 1,8¢ 0,983 |B1-Integrir 1,6 0,999¢
HPRT 1,97 0,9973 | HPRT 1,98 0,9998

Diese Effizienzen wurden in der PCR-Kalkulation m&faffl miteinbezogen (Pfaffl 2001).

5.3.3 Agarose-Gelelektrophorese als Qualitatskbatro

Eine weitere PCR-Kontrolle sollte herangezogen weeydum die GroRe des PCR-
Amplifikates in Zweierbestimmung nachzuweisen. Rasmplarische Bild (Abb. 25) einer
cDNA-Gelelektrophorese zeigte Proben, die witIntegrin-, Sox9-, Decorin-, COMP-,

Kollagen Typ llI- und | - Primern vervielfaltigt wden.
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Aul3er beim Sox9 konnten in keiner Bahn Nebenpragukichgewiesen werden. Es war eine
distinkte Bande zu erkennen. Mit Hilfe des GeneRDINA-Markers konnten die
Molekulargewichte der Amplifikate ermittelt werdeBie stimmten mit den Angaben der

Hersteller fur die zu amplifizierenden Fragmenterém (vgl. Tab. 2).

75bp  103bp 77 bp 101bp 66bp 131 bp

Abbildung 25 cDNA Gelelektrophorese
von PCR-Amplifikaten humaner Proben.
Von links: mit 1-Integrin B1-Int.)-, Sox9-,
Decorin (Dec)-, COMP-, Kollagen Typ |l

ST ATy - R VI oto] V IS "GN [ GINI (Kol 1I1)-, Kollagen Typ I (Kol I)- Primern
gewonnene Amplifikate, M = Marker.

5.3.4 Genexpression in der 2D-Kultur in Abhéngitiken der Kulturdauer
Humane Sehnenzellen wuchsen in der Zellkultur lamgsEs wurden mindestens sechs

Passagen benotigt, um eine ausreichende Zellzahtliéli3D-Kulturen zur Verfigung zu
haben. Bekannt ist, dass Zellen in der Zellkul@ufig ihren charakteristischen Phéanotyp und
ihre Genexpression verandern, d.h. dedifferenzieren

Zu ermitteln war, der Einfluss der Kulturdauer bder Passagenzahl auf die Genexpression.
Dafur wurde in diesem Versuch die Genexpressionemamer Hamstring-Sehnenzellen
dreier verschiedener Patienten in den Passage gerauer analysiert. Die Genexpression
fur typische Sehnenmatrixkomponenten wie Kollageyp T, Decorin oder Scleraxis als
Sehnen-Transkriptionsfaktor wurde betrachtet. Ebensirde Augenmerk auf Knorpel-
Matrixkomponenten (Aggrecan, Sox9) gelegt, um em@gliche Transdifferenzierung der
Sehnenzellen in Richtung Knorpel identifizieren Zodnnen. Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) wurde in allen PADRlysen als interne Kontrolle
(Housekeeping-Gen) gefuhrt (Abb. 26).
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Abbildung 26 Relative Genexpression humaner Sehneellen in unterschiedlichen Monolayer
PassagenGegen das Referenzgen, HPRT, normalisierte Genssiprefur Kollagen Typ |, Decorin,
Scleraxis, Aggrecan und Sox9 von humanen Hams8gtyienzellen der Passagen 3, 6, 7, 8, und 12.
Mittelwert und SEM *0,05, **p<0,01.

Weder in der Genexpression der Hauptmatrixkompa@meKillagen Typ I, des wichtigen
Proteoglykans Decorin, des ,Sehnenmarkers® Sclsraxich des Knorpel-Matrixproteins
Aggrecan konnte eine signifikante Abweichung iniadshder Passagen 3- 12 aufgedeckt
werden. Sox9, ein chondrogener Transkriptionsfaktorgegen war in seiner Genexpression
in Passage 6 signifikant gegenuber der drittenpgledauch der siebenten und zwdlften
Passage erhoht.

5.3.5 Genexpression in Abhangigkeit vom Kultursys{@D/ 3D) im Vergleich
zur Sehne

Im Vergleich zur nativen Sehne sollte dokumentigrerden, welchen Einfluss die

Kultivierung der Sehnenzellen in der 2D- und 3D-P-&ultur auf deren Genexpression hat.
Alle Diagramme zeigen die relative mRNA-Expressibezogen auf die Sehne und
normalisiert gegen das Referenzgen HPRT (Abb. 27).

Zu bemerken war eine deutliche Veranderung der Geassion aller untersuchten Zielgene

zwischen Sehne und 2D-Kultur.
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Abbildung 27 Relative Genexpression extrazellularer Matrixkomponenten und des

Transkriptionsfaktors Scleraxis in der Sehne im Vegleich zu 2D- und 3D-Kulturen. Mittelwerte
und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Gemesgion von (A) Kollagen Typ I, (B) Kollagen
Typ lll, (C) Decorin, (D) COMP, (E) Scleraxis, (Bggrecan ermittelt durch real-time RT PCR,
normalisiert auf intaktes Sehnengewebe, ReferenagdRiT, *p<0,05, n> 3.

Die Genexpression von Kollagen Typ | war in aliervitro-Kulturen hoéher als in der Sehne.
Gerade in der 2D-Kultur war eine starke Erhéhungegéber der Sehne zu beobachten. Diese
Expressionssteigerung konnte jedoch durch Einbnirdgr Zellen in eine 3D-Kultur, gerade
in der Biomaterial-Kultur, nach 28 Tagen wieder eygg¢ werden (Abb. 27A). Das
Expressionslevel der PLGA-Kultur nach 28 Tagen e&an der Sehne angenéhert.

Die Kollagen Typ lll-Genexpression war wieder sfdgw@nt in der Monolayer-Kultur zur
Sehne erhoht.
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Kollagen Typ Il wurde in der Massenzellkultur iriser Genexpression um ein Vielfaches
gesteigert, sank aber nach 28 Tagen wieder abedrPdGA-3D-Kultur verblieb Kollagen
Typ Il auf einem &hnlichen Expressionslevel wigler Sehne (Abb. 27B).

Bei der Bewertung von Decorin, einem wichtigen Poglykan der Sehne, fiel eine
signifikante Reduktion in der 2D-Kultur auf. Durclie 3D-Kultivierung der Sehnenzellen
lie3 sich die Genexpression wieder in Richtung $elsteigern (Abb. 27C). In der
Massenzellkultur nach 28 Tagen war diese Erh6haggmliber der 2D-Kultur signifikant.
COMP, als typisches Knorpelmatrixprotein, welcheghain der Sehne exprimiert wird,
zeigte in der 2D-Kultur aber auch in der PLGA-Kultnach 14 Tagen eine Reduktion der
relativen mRNA-Menge gegeniiber dem Sehnengewebe. NDassenzellkultur hingegen
fuhrte zu einer Steigerung nach 14 und besondesis B& Tagen (Abb. 27D). Die PLGA-
Kultur zeigte nach 28 Tagen eine der Sehne ahn{geexpression.

Scleraxis, als Transkriptionsfaktor der Sehne, wagllen angelegten Proben signifikant
gegenuber dem Gewebe reduziert, konnte aber uDt&e8lingungen leicht induziert werden
(Abb. 27E).

Das Knorpelmatrixprotein Aggrecan war in allen Rmobm Vergleich zur Sehne in seiner

Expression reprimiert, stieg nur in der Massenzdilik im Kulturverlauf an (Abb. 27F).

5.4 Vitalitat der 3D-PLGA-Kulturen
Vor den histologischen Farbungen und den Protemesspponsstudien sollte die Vitalitat der

Sehnenzellen auf dem neuen PLGA-Biomaterial unthtswerden. Lebend-Tot-Farbungen
der PLGA-Vliese aller 4 Spender bewiesen eine i#itd Besiedelung der gesamten PLGA-
Flache mit einer hohen Vitalitat der Zellen. Ebekeante im Laufe der Kultivierung von 2
zu 4 Wochen eine Proliferation, d. h. Zellvermelg,ui\bb. 28) beobachtet werden.
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PLGA-Kultur 14d PLGA-Kultur 28d ,

-
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Abbildung 28 Lebend-Tot-Farbung der PLGA-Konstrukte. PI-FDA-Farbung der humanen PLGA-
Fibrinkultur nach 14 und 28 Tagen. Messbalken 200 L

5.5 Histologische und immunhistologische Ergebnisse Abhangigkeit vom
Kultursystem (2D/ 3D) im Vergleich zur Sehne
Die Morphologie der humanen Hamstringsehne, der KRbur sowie der 3D-

Massenzellkultur und 3D-PLGA-Kultur nach jeweils #d 28 Tagen wurde durch HE-
Farbungen uberprift (Abb. 29).

Die Sehne war gekennzeichnet durch wellenformigekagge Kollagenfasern, die die uniaxial
ausgerichteten Sehnenzellen enthielten. Die kleifeltkerne der Sehnenzellen waren oval
und lang gestreckt.

In der Monolayer oder 2D-Kultur waren die Zellenb@er, ungerichtet, hatten zumeist
rundlich-ovale Zellkerne und den typischen spiniletigen Zellkorper mit langen
Zellfortsatzen. Extrazellulare Matrix konnte niclgtektiert werden.

Die Massenzellkultur, als Tragermaterial-freie Kult diente der Charakterisierung der
Zellen, wenn Zell-Zellkontakte gegeben waren aberldteraktion der Zelle zur Matrix zu
Beginn der Kulturzeit fehlte. Die Sehnenzellen lagelletiert auf einem Membranfilter an
der Medium-Luft-Grenze. Nach 14 Tagen besal3en elieiZeinen runden Zellkern und keine
Orientierung, nahmen aber nach 28 Tagen besomlelsriunteren Zelllage des Pellets eine
Langsausrichtung mit ausgestreckter Zellform unwlidhen Kernen an. Die Synthese der
Sehnenmatrix konnte besonders nach 28 Tagen bdebaarden. Es waren mehr Zellen im
Vergleich zur Sehne enthalten.

Innerhalb der PLGA-Kultur wuchsen Sehnenzellenroniiden Zellkernen entlang der Fasern.
Es war jedoch zu erkennen, dass sie EZM bildeten.

Nach 28 Tagen war auf3erdem die Degradation der &emal-Fasern detektierbar. Eine

lineare Ausrichtung der Zellen war durch die Georaetes Biomaterials nicht moglich.
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Abbildung 29 HE-Farbung von Sehne und Sehnenzelldn 2D- und 3D-Kultur. HE-Farbung einer
humanen Hamstringsehne, einer 2D-Kultur, einer Easslikultur wie einer PLGA-Kultur nach 14
und 28 Tagen an Gefrierschnitten, Messbalken 50 um.

Um ein genaueres Bild der Matrixausbildung in demsghiedenen Kultursystemen und den
Interaktionen der Zellen zum Biomaterial zu erlangevurden immunhistologische
Farbungen der Komponenten Kollagen Typ | und fiL-Integrin und Vinculin an

Gewebeschnitten und an mit Sehnenzellen besiedeGésplatichen als 2D-Kultur

durchgefuhrt.

Abbildung 30 prasentiert den Immunfluoreszenz-Nagkwon Kollagen Typ |.
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2D/ Monolayer

Massenzellkultur 14d

PLGA-Kultur 14d

PLGA-Faser

Abbildung 30 Immunhistologischer Nachweis der Kollgen Typ I-Proteinexpression.Kollagen
Typ I-Proteinexpression der Sehne und 2D-KulturMergleich zur 3D-Massenzellkultur und 3D-
PLGA-Fibrinkultur nach jeweils 14 und 28 Tagen. Bleslken 200 pm.

Wahrend die Sehne parallel verlaufende Kollagenféswel mit eingebetteten Sehnenzellen
offenbarte, fand man in beiden 3D-Kulturen und tkenaVersuchszeitpunkten Kollagen Typ |
ohne Orientierung. Im Vergleich der Massenzellkultnd PLGA-assoziierten Kultur nach 14
Tagen mit dem spateren 28-Tage-Zeitpunkt konnte dinhdhung der zellassoziierten,
netzartigen Kollagen Typ I-Expression festgested#itden. Ebenfalls konnten Kollagen Typ Il

wie auchpl-Integrin und Vinculin innerhalb der PLGA-Konsttakimmunmarkiert werden.
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Die Knorpel-typische Kollagen Typ ll-Expression wau beiden Zeitpunkten und in allen
Kultursystemen schwach.fl-Integrin, als Adhasionsmolekil zwischen Zelle und
extrazellularer Matrix aber auch Vinculin als irelularer Bestandteil der Zell-Matrix-

Interaktion waren dagegen deutlich zu erkennenh{ngezeigt). Expressionsunterschiede
lieRen sich zwischen den Zeitpunkten jedoch nieliektieren.

5.6 Dezellularisierte porcine Sehnenmatrix als Tragrmatrix
Grundgedanke dieser Arbeiten war, neben synthetiscfragermaterialien wie PGA und

PLGA eine natirliche Sehnenmatrix als Tragermdtdiia die humanen Sehnenzellen zu

testen.

100pm

Abbildung 31 Histologische Untersuchung der De- und?e'zellula;isierung im Vergléi_(':—hmz'ur

gesunden Sehne.HE-Farbung von humaner, intakter Hamstringsehnerciper, zellfreier,
dezellularisierter Achillessehne mit und ohne UWittallbehandlung und mit humanen
Hamstringsehnenzellen rezellularisierter porcinehifessehne, Messbalken 100 um.

Um spatere immunologische AbstoRungsreaktion vivo bei Transplantation der
rezellularisierten Sehnenmatrix zu verhindern, wuardzunachst alle urspringlichen

Sehnenzellen aus dem Gewebe entfernt.
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Der Erfolg dieser Arbeitsschritte wurde vor der &kgarisierung anhand von HE-Farbungen
Uberprift (Abb. 31). Es wurden keine Zellkerne bzkeine Zellen innerhalb der
Sehnenmatrix nach der Dezellularisierung gefunden.

Schwierig war, eine gleichmalige Neubesiedelunghmmhanen Sehnenzellen zu erreichen.
Hierfir wurden Ultraschallimpulse fir 45 Sekundeai 0 W und 50 % Amplitude
eingesetzt, um die Matrix aufzulockern und fur dieuen Zellen besser zugénglich zu
machen. Jedoch musste festgestellt werden, dagslthgenen Fasern ihre Langsausrichtung
verloren. Es fand sich nur noch eine ungeordnetéridaDaher wurde ohne Ultraschall
weitergearbeitet.

Die Neubesiedelung oder Rezellularisierung der 8ajaschah lUber verschiedene Strategien
wie z.B. Injektion der Zellsuspsension in die Selifentrifugation der Zellen in die Matrix,
Inkubation in der Zellsuspension oder via Adhaskaitsir.

Leider konnte stets nur der Randbereich der Maturd die aufgelockerten
Kollagenfaserbindel mit Zellen besiedelt werdere Rompakte Sehnenmatrix konnte mit
keiner Besiedelungsstrategie erfolgreich von dellededurchdrungen werden, sie blieb in
den Versuchen weitestgehend zellfrei.

Es wurde zudem ein Verlust der in die kollagenerMagingebrachten Zellen wahrend der
weiteren Kultivierung der neu-besiedelten Sehnenmaim Lauf der Versuchszeit
beobachtet. Nach mehreren Versuchsdurchlaufen mnit maRigem Erfolg wurde die

natirliche Sehnenmatrix als Biomaterial im Rahmieseas Projektes nicht weiter verfolgt.

5.7 Evaluation der Speziesunterschiede in Morpholag und Anatomie

In Vorbereitung eines Tiermodells im Kaninchen wandlie Sehnenzellen des Kaninchens
mit den humanen verglichen. Wahrend der Explamakoltur fiel auf, dass lapine

Sehnenzellen in der Zellkultur insgesamt einemidiegn Zellkorper und kirzere Zellfortsatze
gegenuber den humanen Zellen besal3en (Abb. 32)eiMaeiliel? sich insgesamt eine héhere

Wachstumsgeschwindigkeit gegeniiber den humanereSedlfen beobachten.
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200 pm

Abbildung 32 Speziesabhéngiger Morphologievergleich der Zellen wahrend der
Explantationskultur. Auswandernde Sehnenzellen aus humanen und lapetereSgewebestlicken,

Messbalken 200 pum.

Die Kaninchen-Achillessehne wies anatomische Uaokeesle zur humanen auf. Der lapine
Achillessehnenkomplex bestand dabei aus der mediafel lateralenM. gastrocnemius
Sehne und deM. flexor digitorum superficialisSehne, welche durch Para- und Peritenon
voneinander getrennt vorlagen (Abb. 33). Der FdreenWadenmuskel Abstand betrug etwa
3- 4 cm.

Abbildung 33 Lapine

Anatomie des freigelegten
Achillessehnenkomplexes.

Laterale und mediale M.

laterale M. gastrocnemius Sehne )
gastrocnemiusSehne undM.

diale M. gast jus Seh . .
MESIRS S aanseenoneia=ane flexor digitorum superficialis

M. flexor digitorum superficialis Sehne Sehne beim Kaninchen.

5.8 Tierversuchsmodell

5.8.1 Versuchsdesign
30 Kaninchen wurden in den Versuch miteinbezodermand von 2 Spendertieren wurden

mit allogenen Sehnenzellen die PGA-Transplantatgdseellt.
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Vor Beginn des Hauptversuches wurde zusatzlich areeen, zwei 6-Wochen- und zwei 12-
Wochen-Tiere, das Sehnendefektmodell etabliert.

Das mittlere Korpergewicht der Tiere lag bei 3,2 (297 bis 3,8 kg). Drei verschiedene
Versuchsgruppen wurden gewdahlt und jeweils 4 Tipre Zeitpunkt zugeordnet. Der
Leerdefekt beinhaltete den unbehandelten 3 mm masta Defekt in der medialeM.
gastrocnemiusSehne und sollte den Selbst-Heilungsprozess abildie PGA-Implantation
sollte den stabilisierenden Effekt des Biomatenweks auch den Fibrineffekt erkennen lassen.
Das mit lapinen, allogenen Sehnenzellen besied@iestrukt stellte die Hauptgruppe des
Tierversuches dar.

5.8.2 Qualitatsanalyse des zu implantierenden Kokists
Um sicherzustellen, dass nur kompakt besiedelte -R{&%5e mit vitalen Zellen in die

Kaninchensehne implantiert wurden, wurden mikrogdape Analysen und Lebend-Tot-
Farbungen der Konstrukte durchgefuhrt.

Lapine Sehnenzellen wurden uber 3 Passagen expauodt mit Hilfe von Fibrinkleber in
der vierten Passage auf dem PGA fixiert.

Nach 7 Tagenn vitro-Kultivierung waren ausgepragte Matrixsegel zwisclien heraus
ragenden Biomaterial-Fasern zu erkennen. Die Zellmsen zudem einen spindelférmigen
Zellkorper auf (Abb. 34). Die Vitalitatsfarbung effbarte mehrheitlich griin fluoreszierende,
vitale und nur wenige tote Zellen.

:PGA-ImpIantat: Lichtmikroskopie b A-Implantat: Lebevn d-Tot-Farbung

3

vitro-Kultivierung) in Lichtmikroskopie und Lebend-To&fung, Messbalken je 200 um.

5.8.3 Bewertung des Tierversuches mittels makrdskbpm Score
Die Heilung des 3 mm groRen Sehnendefektes wurdéd G6aund 12 Wochen mit dem

Makroscore (Tab. 4) analysiert.
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3 Wochen nach der Operation wurde bei jedem Tigutaehtet, ob Lahmheit oder eine
tastbare Schwellung der Achillessehne vorlagens®®eobachtung floss in die Bewertung
des makroskopischen Scores ein. Es konnten beziikeiner Storungen im Bewegungsablauf
oder eine Verschlechterung des Allgemeinbefindesigéstellt werden.

Am Tag der Euthanasie wurden alle weiteren Merknmaiedem Score bewertet und die
Gesamtpunktzahl bestimmt. Die Fotographien derertesi Hinterlaufe der Versuchstiere
belegten den ersten Eindruck (Abb. 35).

Die Kontrollsehnen (jeweils rechts im Bild) ersalea in allen Gruppen weil3 glanzend mit
glatter Oberflache und gegeneinander verschiebbanerelnen Sehnenstrangen.

Im Leerdefekt nach 6 Wochen hingegen war meist émaliche Schwellung, eine hdckerige
raue Oberflache der operierten aber auch der bbadem M. gastrocnemiusSehne zu
beobachten. Es traten bei allen Tieren Verwachsunged Adhasionen zwischen dem
operierten, medialen Sehnenstrang mit dem Parateleoiraszie und ggf. der Haut auf.

.. B [
| Leardefekt ! Kontrolle I | PGA | Kontrolle PGA + Zellen ' Kontrolle

Adhasion

Abbildung 35 Lapine Hinterlaufe am Tag der Explantaion. Von links nach rechts: Leerdefekt,
zellfreies  PGA-Fibrin-, und Sehnenzell-PGA-Impldnta jeweils  (links)  operierter
Achillessehnenskomplex und (rechts) Kontrolle zukWéchen-Zeitpunkt.

Bei den zellfreien PGA-Implantationen fand man daks haufig Adhasionen. Insgesamt
konnte bei den eingenahten Biomaterial-Konstrukésm Uber dem Niveau der Sehne
stehender Defekt erkannt werden.

Das mit Achillessehnenzellen besiedelte Implangthn Wochen hingegen wirkte weniger
geschwollen und die Sehne mit dem ungebenden Gemetiger verwachsen.
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In allen Gruppen war der urspringlich 3 mm rundéekieam Tag der Explantation schmaler
und verlangert.

Nach 12 Wochen Heilungsphase und mit zunehmendgraDation des Biomaterials lieferte
das Sehnenzell-PGA-Vlies die makroskopisch bestggelinisse.

Die graphische Darstellung der Scorepunktzahlesr dliere nach 6 (Abb. 36 links) und 12
Wochen (Abb. 36 rechts) sind im Folgenden abgebilde

Als Kontrolle diente die nicht operierte Achillebse des rechten Hinterlaufes. Sie erreichte
die hochste und maximale Punktzahl. Kaninchen, d&ehnendefekt unbehandelt blieb,
erreichten nach 6 Wochen die wenigsten Punkte. IDiplantation des PGA-Fibrin-
Konstruktes erhthte das Score-Ergebnis und durchrifgen von autologen Sehnenzellen
im Konstrukt konnten die meisten Punkte erreichtdea. Die Werte der Sehnenzell-PGA-
Gruppe waren aufRerdem signifikant hoher als die Ladesdefektes. Jedoch erlangten alle

Gruppen signifikant weniger Scorepunkte als dieigde Kontrolle (p< 0,001).
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Abbildung 36 Auswertung des makroskopischen Scoresach 6 und 12 WochenErgebnisse des

makroskopischen Scores nach 6 und 12 Wochen, deltystnd Mittelwerte und SEM, ***g0,001,
**p <0,01.

Die Tendenz, dass das mit Sehnenzellen besied8lte\Ries der Kontrolle am &hnlichsten
war, blieb auch bei den 12-Wochen-Tieren besteBén.Punktzahl fiel im Allgemeinen in
allen Versuchsgruppen hoéher aus als nach 6 Woakan,jedoch weiterhin signifikant
geringer als in der Kontrolle.
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5.8.4 Bewertung des Tierversuches mittels der Sefeweichte
Ein weiteres Beurteilungskriterium fur die Sehnehimg nach der Sehnenoperation war das

Gewicht der Sehnen-Explantate. Das Gewebe wpod¢ mortementnommen, auf genau 3
cm zugeschnitten und gewogen. Abbildung 37 steéditSkhnengewichte 6 und 12 Wochen
nach der Sehnenoperation der einzelnen Versuchsgnup mg dar.

Zusatzlich zur operierten medialdh. gastrocnemiusSehne des Achillessehnenkomplexes
wurde auch das Gewicht der benachbarten, lateMlegastrocnemiu$ehne aufgelistet und
ebenfalls mit der rechten Kontrollsehne verglichen.

Wahrend die Kontrollsehnen in allen Gruppen undeiden Zeitpunkten annéhernd gleich
viel wogen, hatten die behandelten medialen Setdsen grof3te Gewicht innerhalb der
jeweiligen Gruppe.

Besonders in der Leerdefekt-Gruppe zeigte sich @adkochen eine starke Erhdhung des
Gewichtes der nicht-operierten Nachbarsehne. Dief@nz zwischen rechter Kontrolle und
implantierter Sehne war beim 6-Wochen-Zeitpunktgamnngsten, wenn ein besiedeltes PGA-
Konstrukt implantiert wurde.

6 Wochen 12 Wochen
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Abbildung 37 Sehnengewichte 6 und 12 Wochen nachrdgehnen-Operation in mg.Gewichte der
operierten, medialen und der benachbarten latefdlegastrocnemiussehne sowie der jeweiligen
Kontrollsehne, Mittelwert und SEM abgebildet, *¥®,001, **p< 0,01, *p< 0,05. S.: Sehne.

12 Wochen nach der Sehnenoperation wiesen alleudlesgruppen vergleichbare und

insgesamt niedrigere Werte auf. Die operierte Setaestets signifikant schwerer als die
Kontrolle (p< 0,001).
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5.8.5 Bewertung des Tierversuches mittels histsldggm Score
Der Histoscore basiert auf der Auswertung der HBd WB-Farbungen (Tab. 5) der

paraffinierten Gewebeschnitte.

Die HE-Farbung der intakten Kontrollsehne (Abb. 38igte eine dichte Kollagenmatrix, mit
wellenférmig angelegten Kollagenfasern. Zwischen #&asern lagen in Langsrichtung die
Sehnenzellen, erkennbar durch den dunkleren, téoletdnglichen Zellkern. Der Zellgehalt

war gering.

Sehnen, die einen unbehandelten Defekt enthieltieasen 6 Wochen nach der Operation eine
starke Hyperzellularitat auf. Die EZM war stark gelbckert, teils mit Licken im Gewebe
und 6dematisiert, erkennbar an der hellen Eosibidy. Sie beinhaltete zudem zahlreiche
groer-lumige Kapillaren.

Die Implantation von stabilisierendem Biomateriatlvesserte generell das Erscheinungsbild
der Sehnenmatrix. Zwar konnten auch hier Hyperlsltét und Hypervaskularitat im
Vergleich zur gesunden Sehne beobachtet werden,Odganisation und Struktur des
Gewebes war jedoch deutlich gegeniiber dem Leerdefabessert. Ebenfalls in beiden
PGA-Gruppen konnten starke EntzindungsreaktioneB. (mfiltrierende Eosinophile,
Fremdkorperriesenzellen) und ein deutlicher Ubeggaom PGA zum Sehnengewebe
wahrgenommen werden.

12 Wochen nach der Sehnenverletzung waren zwaemnogerierten Sehnen noch immer
mehr Zellen enthalten, die Defektareale wie auch idgplantierte PGA hingegen konnten

kaum noch ausgemacht werden.

Die Alcianblau-Farbung wurde zusatzlich gewahlt, undgliche Knorpel-Proteoglykan-
Bildung nach dem Sehnendefekt zu identifizierere Bésunde Sehnenmatrix enthielt kaum
sulfatierte Proteoglykane, wurde daher nur leichefagpt. Die Erhdhung des
Proteoglykangehaltes war im Leerdefekt dagegeridewnd multifokal. In den Biomaterial-
implantierten Gruppen befanden sich nur wenigedegiykane, die Blaufarbung der PGA-
Fasern galt als unspezifisch.

In den 12-Wochen-Proben konnten Knorpel-spezifisttarixkomponenten nur noch im

Leerdefekt nachgewiesen werden.
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Kontrolle AB

Leerdefekt HE Leerdefekt AB

Sehnenzellen + PGA HE Sehnenzellen + PGA AB

Abbildung 38 Histologische Farbungen der operierterSehnen zum 6-Wochen-ZeitpunktLinks:
HE-Farbung und rechts: AB-Farbung an 7 um Paraffingten, erste Reihe: rechte Kontrollsehne,

zweite Reihe: Leerdefekt, dritte Reihe: PGA-Fibfionstrukt, vierte Reihe: PGA-Sehnenzell-
Implantat, Messbalken 200 um.
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Dargestellt sind in Abb. 39 die Resultate des haglischen Scoresystems nach 6 (lins) und 12

Wochen Heilungsphase (rechts).
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Abbildung 39 Auswertung des histologischen Scoresaoh 6 und 12 WochenErgebnisse des
histologischen Sores nach 6 und 12 Wochen, Datiseptiert als Mittelwert mit SEM, ***p 0,001,
**p< 0,01, *p< 0,05.

Die gesunden rechten Achillessehnen bestimmtennthgimale Punktzahl, namlich 20
Punkte. Es fand sich eine signifikante Reduktiom 8eorepunktzahl im Vergleich zur
Kontrolle in allen Gruppen nach 6 Wochen Heilungseh (p< 0,001). Der Leerdefekt
erzielte dieselbe Punktzahl wie das Sehnenzell-RG#s, beim zellfreien PGA-Fibrin-
Konstrukt waren hingegen die wenigsten Punkte tekdieren.

12 Wochen postoperativ hatten die Tiere der LeekdeBruppe die beste Morphologie. Das
Sehnenzell-PGA-Implantat war leicht dem PGA-Fibviies in der Scorebewertung
Uberlegen.

Zum Nachweis der Knochenmatrixsynthese in den héde Sehnen wurden Von Kossa-
Farbungen durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wureie Knochenpraparat verwendet. Hier
war eine Schwarzfarbung des Knochenareals klarepbdchten. Im Gegensatz dazu war in
keiner der Von Kossa-gefarbten Sehnenproben misendé Matrix zu finden. Die Sehne mit

und ohne Defekt enthielt folglich keine kndcherenteile (nicht gezeigt).
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5.8.6 Bewertung des Tierversuches mittels Elastischaser Score

Abbildung 40 Histologische Begutachtung der elastihen Fasern im Sehnengeweb®&esorcin-
Fuchsin-Farbung an 7 um Paraffinschnitten von kadisehne, Leerdefekt, zellfreiem PGA und PGA-
Sehnenzell-Implantat 6 Wochen nach dem SehnendeRfkile weisen auf elastische Fasern,
Messbalken 100 pm.

Die Resorcin-Fuchsin-Farbung lieferte des Weiteine Aussage Uber Gehalt und

Verteilung der elastischen Fasern im Sehnengewdigebildet sind Farbungen von Sehnen,
welche nach 6 Wochen Heilungszeit entnommen wurden.

In den Kontrollsehnen waren einzelne, parallel 2a &ollagenfasern laufende, elastische
Fasern zu erkennen. Alle Tiere mit operierten Sehgeben viele parallele und vor allem

-anders als in den Kontrollsehnen- zahlreiche gedaufende, sowie auch Gefa3-assoziierte
elastische Fasern preis (Abb. 40).

12 Wochen nach der Sehnenverletzung wiesen diedéfskt-Tiere am ehesten eine

Abweichung zur intakten Sehne durch erhdhten HEitestergehalt auf.
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Der Elastischer Faser Score (Tab. 6) half dabe&, \trteilung wie auch den Gehalt an

elastischen Fasern innerhalb der Sehne zu beurteile
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Abbildung 41 Auswertung des Elastischen Faser Scaeach 6 und 12 WochenErgebnisse des
Elastischen Faser Scores nach 6 und 12 Wochenn Paéisentiert als Mittelwert mit SEM, **%p
0,001, **p< 0,01, *p< 0,05.

Nach einer sechswdchigen Heilungsphase konnte ddmeSzell-implantat das beste
Ergebnis erzielen (Abb. 41).

Wahrend nicht stabilisierte Sehnen der LeerdefedtelTdie grof3te Differenz zur Kontrolle

nach 12 Wochen aufwiesen, konnten mehr Scorepwakid®GA allein und von besiedelten
PGA im Elastischen Faser Score erreicht werden.
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5.9 Variation der PGA-Biomaterial-Geometrie
Im Rahmen eines Kooperationsprojektes war es ntgglic einem Pionierversuch PGA-

Vliese, mit einer definierten Topologie fir die Aemdung mit Sehnenzellen zu testen. PGA-
Faden der Starke 8.0 wurden am Institut fir Polyonechung Dresden in der Abteilung fur
Verbundwerkstoffe von Frau Breier mittels bestimn8&cktechnik verarbeitet.

Makroskopie:

Lebend-Tot-Farbung

200 prm

Abbildung 42 Darstellung des gestickten PGA-VlieseOben: Makroskopische Fotographie von
gestickten (links) und ungewobenem PGA (rechts}temun lichtmikroskopische Aufnahme und
Lebend-Tot-Farbung eines 28 Tage alten, mit lapiAehillesssehnenzellen besiedelten gestickten
PGA-Fibrin-Konstruktes, Messbalken 200 um.

Durch die Geometrie der Fadenablage wie auch diast~adenmaterial selbst bestand dabei
die Mdglichkeit, je nach Erfordernis, biomechanesd¢tennwerte und Degradationszeiten des
Vlieses zu variieren. Abb. 42 zeigt den makroskdpes Vergleich des gestickten PGAs mit
dem ungewobenen kommerziell erhéltlichen PGA ireeiRetrischale. Das gestickte PGA
wurde mittels Spinnerflaschenkultur, Zentrifugaskaltur und Fibrinkultur mit lapinen

Achillessehnenzellen besiedelt.
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Analog zum kommerziellen, ungewobenen PGA der Firdpha Research zeigte die
Fibrinkultur auch hier beste Ergebnisse. In demthukroskopischen Aufnahme des
besiedelten PGA-Fibrin-Konstruktes erkannte manhn&8 Tagen Kulturdauer lang
gestreckte Zellkorper und eine ausgepragte EZM, diee Poren des Biomaterials fast
vollstéandig ausfullt. In der Lebend-Tot-Farbung wigegse Matrixbildung um die Fasern und

an den PGA-Fasern, synthetisiert durch eine Viélzaaler Zellen, ebenfalls zu detektieren.
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6. Diskussion
Veranderungen der extrazellularen Matrix (EZM) &shne entweder durch Uberlastung,

durch Krankheiten oder den Alterungsprozess si@dlipponierend flr Sehnenverletzungen
(Sharma and Maffulli 2005). Sie koénnen in Verbingumit starken mechanischen
Belastungen den Riss der Sehne verursachen. Dielicla Heilung der Sehne geschieht
langsam, dauert Monate bis Jahre. Problematischi dstbdie Synthese von Narbengewebe
(James, Kesturu et al. 2008). Dieses weist eineeandgete EZM auf und ist in seinen
biomechanischen Eigenschaften gegenuber dem Sedwebg verédndert. Es resultieren
Funktionseinschrankungen oder Instabilitaten im &gungsablauf.

Selbst bei Patienten mit medizinisch versorgten n8etherletzungen treten diese
Narbengewebe auf. Zudem existiert derzeit keine aBdlungsstrategie, die die
biomechanischen und morphologischen Gegebenheiieer egesunden Sehne nach
Verletzung vollstandig wiederherstellen kann unthidaine Regeneration ermdglicht (Tozer
and Duprez 2005).

Die ex vivo Gewebezucht (Tissue Engineering) bemuiht sich uatalerem um die
Nutzbarmachung von Biomaterial-unterstiitzten Imiaeemn zur Verbesserung der
Gewebeheilung. Dem Patienten werden korpereigefienZzentnommen, in der Zellkultur
expandiert und zusammen mit einem biomechanischnidgén, biokompatiblen und
biodegradierbaren Tragermaterial als Implantat durin den Patienten gebracht. Dieses
Konstrukt besitzt idealerweise die Fahigkeit, Seimmatrix selbststéandig aufzubauen und die

Heilungsphase zu verkirzen (Bagnaninchi, Yang.&Cf7).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine dreidimenaien Sehnenzell-Tragermaterial-
Verbindung konstruiert und etabliert, die die nittie Sehne im Hinblick auf Morphologie
und Expressionsprofil imitieren sollte. Nach dervitro-Optimierung wurde dem vivo
Einsatz im Achillessehnendefekt des KaninchenssggteZur reproduzierbaren Analyse der
Biomaterial-unterstitzten Sehnenheilung im Tiernlodevurden drei umfassende

Scoresysteme etabliert: der makroskopische, daslbigsche und der Elastische Faser Score.
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6.1 Etablierung einer geeigneten 3D-Besiedelungsategie flr
Polyglykolsdure (PGA)
Zur Etablierung einer Methode fir die Fixierung v@ehnenzellen auf dem PGA-

Tragermaterial, wurden sechs Strategien hinsi¢chtidalitat der Zellen, Morphologie und
Histologie miteinander verglichen.

Die Adhéasionskultur wurde Uber eine 30minltige Aglbdsphase der Sehnenzellen auf das
Biomaterial hergestellt. Dieses Kultursystem st ufflgdi in der Literatur zur
Biomaterialbesiedelung mit Sehnenzellen beschriet@en (Qin, Yang et al. 2005; Deng,
Liu et al. 2009; Moffat, Kwei et al. 2009). Die daljeweils durchgefihrte Adhasionszeit
wurde mit 30 min bis 4 h angegeben. Die Dauer a#ra&ion einer Zelle ist abhangig von der
Oberflachenbeschaffenheit und muss auf jeden Zelliyd jedes Biomaterial abgestimmt
werden. Fir ungewobenes PGA scheint eine Adhasdngan 30 min nicht ausreichend
gewesen zu sein und resultierte in einer geringesieBlelungsrate. Nicht adhéarente Zellen
wurden durch zu frihe Zugabe des Zellkulturmediwaggewaschen.

Die Transwellkultur bestand aus einem SehnenzdiéiPe welches Uber die
Transwellmembran mit N&hrmedium versorgt wurde.dér Lebend-Tot-Farbung konnte
nachgewiesen werden, dass es innerhalb der Kultehr nvitale Zellen auf der
Transwellmembranseite als auf der Membran-abgewan@eite gab. Die gleichmaliige
Versorgung der Zellen mit Nahrmedium Uber das gésa®A-Vlies war demzufolge nicht
gegliickt. Der Einsatz von Adhasions- und Transwdllk zur gleichmafigen und tber der
Versuchszeit konstanten Zellbesiedelung eines Tméaferials konnte in der vorliegenden
Arbeit fir Sehnenzellen nur als bedingt geeignetrtedt werden. In der Lichtmikroskopie,
Vitalfarbung sowie den histologisch gefarbten Gafchnitten waren bereits nach 14 Tagen
Kulturdauer nur noch wenige Zellen auf dem PGA-¥lrel erkennen.

Dies konnte eine Folge der Oberflachenbeschaffenties PGA-Fadens sein. In einer
Ubersichtsarbeit von Liu und Mitarbeitern wurde déydrophobe Charakter der
Polyesteroberflache - inklusive PGA- als Hinderfiis die Zelladhasion benannt und die
Notwendigkeit zur Oberflachenbeschichtung abgeiléite, Ramanath et al. 2008).

In beiden Kultursystemen war ein Zellverlust Uber Kulturdauer zu erkennen, der durch
Zelltod oder Abwanderung der Zellen aus dem Vlie$ den KulturgefaRboden erklart
werden kann. Um die Migration zu reduzieren, bietath eine Beschichtung der
Kulturschalenoberflache an, die den Zellen keinsrgishende Adhésion erlaubt. Normale
Zellkulturplastik (Polystyrol) besitzt eine negatiyeladene hydrophile Oberflache und
unterstitzt die Zelladhasion. Hydrogele hingegend sheutral geladen und halten als
Beschichtung Zellen in der Suspension.
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Sie sind fur Gase und Nahrstoffe zuganglich, Zelddrer kénnen die Hydrogele nicht
passieren (Ghidoni, Chlapanidas et al. 2008). kash Kopplung des Alginat-Hydrogels mit
dem Arg-Gly-Asp (RGD)-Motiv konnten Knorpelzellen der Arbeit von Jeon et al. an das
Alginatgel adharieren (Jeon, Powell et al. 2010).

Auf der Beschichtung des Zellkultur-Plattenbodemss 2,5 % polymerisierten Alginat, auf
dem die Konstrukte kultiviert wurden, fand eine ewginschte Zelladhasion und Proliferation
der Sehnenzellen nach dem 7. Tag statt, welchéMimalerung der Zellzahl auf dem PGA
Uber die Versuchszeit fuhrte. Neben dem Alginatichaes urspringlich in der Natur die
Zellwande von Braunalgen und einiger Bakterien ibsadrt, kam als Platten-Beschichtung
auch Agarose zum Einsatz. Agarose, BestandteiRd#lgen, zeigte in dieser Arbeit weniger
Zellvertraglichkeit im Vergleich zum Alginat. Nadfontakt der Zellen auf dem 3D-Fibrin-
Konstrukt mit der Agarose erschienen sie kleined abgerundet. Die verwendete steril-
filtrierte Agarose besal’ jedoch keine hochreindkdiur-Qualitéat und war moglicherweise
Endotoxin-belastet. Daher wurden Alginat-beschightlatten fur die Kultivierung der 3D-
Konstrukte gewahlt und die Beschichtung in regeiigefd Abstanden erneuert. Wahrend der
Degradation des PGAs kam es zur Ansduerung des stmebmediums durch saure
Metabolite (Athanasiou, Niederauer et al. 1996))/che die Migration der Zellen vom
Tragermaterial auf den Plattenboden madglicherwergerstitzte und das Vorkommen toter
Zellen erklart.

Die Zentrifugationskultur, bei der die Sehnenzelierdie Poren des ungewobenen Vlieses
direkt auf die Fasern zentrifugiert wurden, offeanach 14 Tagen eine ungleichmafiige
Besiedelung mit Zellkonglomeraten aus jedoch wit&dellen. In der Histologie konnten nur
wenige adharente Zellen auf den PGA-Fasern detelterden. Die Zellen aus den Clustern
waren jedoch nach der Zentrifugation noch in degd,aich zu teilen. Demzufolge erschien
das Vlies nach 28 Tagen dichter mit Zellen bewathged mit extrazellularer Matrix
bedeckt. Godbey et al. verglichen die Zellbesiengluon PGA-Vliesen mit Muskelzellen
mittels Zentrifugation- und Spinnerflaschenkulturdubewerteten die Zentrifugationskultur
wegen eines hoheren Proteingehaltes wie einer wnhdkellaktivitdt auf den Vliesen als
effizientere Methode (Godbey, Hindy et al. 2004).

Der Fibrinkleber zur Fixierung der Sehnenzellen dein Tragermaterial war in der Lage,
Zellen gleichmalig Gber die gesamte Konstruktfléohererteilen und die Abwanderung aus
dem Konstrukt zu reduzieren. In allen Analysen wigs Fibrinkultur eine gleichmafige
Zellverteilung, geringe Abwanderung, eine ausgeler&yM sowie raschere Zellvermehrung

im Vlies auf.
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Der als Medizinprodukt anerkannte Fibrinkleber &hénwendung als Wundverschluss und
zur Blutstillung. Er enthalt neben den Komponentabrinogen und Thrombin weitere
Blutplasmabestandteile wie z.B. Wachstumsfaktodem,als Stimulus fur die Zellen wirken
kénnten (Virchenko, Aspenberg et al. 2008).

Anitua et al. beschrieben eine verstarke Kollaggp FSynthese und vermehrte Proliferation
von Sehnenzellen, wenn sie in Kontakt mit Fibriansien (Anitua, Sanchez et al. 2006).
Fibrin ist eine korpereigene Substanz zum WundWuse und kann daher problemlos
degradiert werdenn vitro konnte dieser Abbauprozess in dieser Arbeit inserber 28 Tage
Kulturdauer ebenfalls beobachtet werden. Die kiohstl Matrix des Fibrins, welches die
Sehnenzellen umgab, kann ebenfalls als positivewnz auf die Zellen wirken. Es ist
bekannt, dass Sehnenzellen neben den Zell-Zellkkmmaauch ausgepragte Zell-Matrix-
Kontakte besitzen. Die Kontaktstelle zwischen Zeltel Matrix sind die Integrine (Chiquet,
Renedo et al. 2003). Eine Anderung der IntegrinrEsgion auf der Zelloberflache resuliert
aul3erdem in einem geanderten Adhasionsverhaltand2800). Durch Bindung bestimmter
Kombinationen aus je einer- und einerp-Untereinheit des Integrins der Zelle kénnen
unterschiedliche intrazellulare Signalwege angesiofdverden. Fokale Adhasionsstellen
resultieren in der Aktivierung eines bestimmtenn@lgieges, welcher sich von der Kaskade,
die durch eine 3D-Umgebung induziert wird, unteesgbt. Die Sehnenzelle ist so in der
Lage, die Qualitat ihrer Umgebung wahrzunehmen ri@erand Yamada 2007) und die
Proteinsynthese nach den aktuellen Erfordernissesteriern. So liel3e sich unter anderem die
verbesserte Vitalitat und Morphologie der Fibrirtkulgegeniber den anderen matrixfreien
Systemen erklaren.

Mit dynamischen Kultivierungstechniken sollte dasl£&iner besseren Adh&sion und eines
optimierten Stoffaustausches verfolgt werden. Digeavandten Kulturen, Rollerkultur und
Spinnerflaschenkultur, unterschieden sich in Rideheindigkeit, Lage, Fixierung und
Beweglichkeit des Biomaterials in der erzeugte®8tmg.

Die dynamische Besiedelung der PGA-Konstrukte aes 8pinnerflasche und dem
Bioreaktorrohrchen wurde jeweils fur 72 h zur Adbéasder Zellen durchgefihrt. Mit Hilfe
der Stromung sollten die Zellen gleichmalig auf B&A-Konstrukt aufgetragen und die
Nahrstoffversorgung optimiert werden (Vunjak-Noveip Obradovic et al. 1998; Burg,
Holder et al. 2000). Die danach folgende Kultivigguerfolgte statisch auf einer Alginat-
beschichteten Platte. Die Rollerkultur, welche inorBaktorréhrchen durchgefiihrt wurde,
zeigte nach 14 Tagen eine grol3e Menge an toterrZellie locker an den PGA-Fasern

hingen.
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Diese wurden wahrend des Waschprozesses bei dend€ot- wie auch den HE-Farbung
abgel6st. Es konnten daher in den gefarbten Pr#émacer Rollerkultur nur wenige vitale,
adharente Sehnenzellen sichtbar gemacht werden.

Die Sehnenzellen, die in der Spinnerflasche durehStkrémung der Zellsuspension auf das
Vlies aufgetragen wurden, waren in der Lage, EZBbé@sondere ab 14 Tage Kultivierung
auszubilden.

Das histologische Préparat wies ebenfalls sichthgixneubildung nach. Nur die Lebend-
Tot-Farbung liel3 viele tote, rot gefarbte ZelleResmen. Trotz bekanntem Zusammenhang
von Sehnenzellvitalitat und mechanischer Stimutatikonnten durch diese dynamischen
Kultursysteme keine gunstigen Besiedelungen dergérraterialien erzielt werden.
Maoglicherweise waren die Scherkrafte, die in deinBgrflasche und im Bioreaktorrohrchen
wirkten, nicht den physiologischen mechanischerflissenin vivo gleichzusetzen. Zellen
kénnen durch zu starke biomechanische Belastungptdpe einleiten. Eine Verminderung
der Drehzahl sowohl in der Roller- als auch in depinnerflaschenkultur kdnnte
gegebenenfalls Vorteile bringen. Lin et al. gelasgm Gegensatz dazu, Kreuzbandzellen auf
Dexonfaden mittels einer dynamischen Besiedelurgjriem Orbitalschittler mit 60 rpm fur
24 h effizient aufzubringen. Hier folgte ebenfadlae unbewegte, statische Kultivierung (Lin,
Lee et al. 1999).

Die Degradation des PGA-Fadens war ab 21 Tageruidaltier in allen Kultursystemen an
Faserbruchsticken und einer unspezifischen Anfé@rlder Fasern durch den FDA- oder
Hamatoxylin-Farbstoff zu erkennen.

Anhand der Auswertung dieser drei Analysen zur Molpgie, Vitalitdt und Histologie
wurde die Fibrinkultur in dieser Arbeit als das &ghnenzellen effektivste System bestimmit.
In der Literatur lassen ebenfalls Beispiele zur Andung des Fibrinkultursystems zur

Besiedelung eines Biomaterials ausmachen (Saho@r@wet al. 2006).

6.2 Genexpression der Sehnenzellen in der 2D-Kultun Abhangigkeit von
der Kulturdauer
Aufgrund der Zellarmut des Sehnengewebes war ag, e Zellen nach der Isolation aus

dem Gewebe in der Zellkultur bis zur gewiinschtelizZkl zu vermehren. Diese Expansion
fand als Monolayer (2D-Kultur) statt. Zum Besiedeines Tragermaterials waren meist sechs
bis acht Passagen notig. Es war dabei eine lei¢bténderung der Morphologie in den

hoheren Passagen (ab Passage acht) zu beobachten.
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Es sollten im Verlauf der Kulturdauer im Monolayenittels real-time RT PCR
Veranderungen im Expressionsprofil fur wichtige MaKomponenten untersucht werden.
Die Genexpression von in den Passagen 3, 6, 7,d81@nbefindlichen Zellen wurde fur
Kollagen Typ | und Illl, Decorin als charakteristisc Matrixbestandteile der Sehne und
Scleraxis als Transkriptionsfaktor der Sehnen-Emhajentwicklung untersucht. Um auch
maogliche Hinweise auf eine Transdifferenzierung 8ehnenzellen in Richtung Knorpel zu
erhalten, wurden die Knorpelkomponenten Aggrecand uder Knorpel-typische
Transkriptionsfaktor Sox9 herangezogen. Eine Tréfiesdnzierung wird definiert als
Umwandlung eines Zelltyps in einen anderen. Clegyl WKollegen erérterten die
Heraufregulation von Sox9, Kollagen Typ Il und Aeggan als fibrochondrogene
Differenzierung und Charakteristikum in chronis@rlgtzten Sehnen (Clegg, Strassburg et al.
2007). Zwar zeigte Sox9 in der 6. gegenuber derP3dssage eine Erhéhung der
Genexpression, diese wurde aber in Passage 7- f@erinaund verblieb auf einem
einheitlichen Level wie in der Passage 3. Somitnten in den Untersuchungen keine
deutlich unterschiedlichen Ergebnisse der untetsachGene nachgewiesen werden.
Sehnenzellen der Passage 6- 8 wurden demnacheiBeasiiedelung der Tragermaterialien
verwendet. Kollagen Typ | und Kollagen Typ Ill, Aggan und Scleraxis (ab der sechsten
Passage) wurde in den héheren Passagen geringeniexp Yao et al. vertffentlichten 2006
eine Studie, die im Laufe den vitro-Kulturzeit GUber 8 Passagen fur Sehnenzellen einen
,phanotypischen Drift* belegte. Eine Verminderungr decorin Expression, ein Anderung
des Verhéltnisses der Kollagen Typ lll zu | Synthesxd eine zunehmend abgerundete
Sehnenzell-Morphologie wurden von mehreren Arbeifsgen ebenfalls beschrieben
(Bernard-Beaubois, Hecquet et al. 1997; Yao, Bestwt al. 2006; Almarza, Augustine et al.
2008).

6.3 Primer-Effizienz und Bestimmung der RNA-Qualtit&t in nativen
Geweben gegentber in vitro- kultivierten Zellen
Zunachst galt es, aus allen Sehnen-Proben hoclyeerticht-degradierte Ribonukleinsaure

(RNA) mit einem RIN-Wert gréf3er 7 zu gewinnen. kr dliteratur gelten RIN-Werte Gber 5
als empfehlenswert fir PCR-Analysen (Pfaffl 2001).

Die Isolierung aus dem Sehnengewebe erwies sicwisgh. Wahrend bei der RNA-
Isolierung ausn vitro-kultivierten Proben, wie den 3D-Konstrukten oder @D-Kultur, fast
ausschlief3lich RIN-Werte Uber 7 erreicht werdenriten, waren die Qualitaten der Gewebe-

RNA geringer.
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Erklarend kann hierfir die Zellarmut des Gewebed damit verbunden der geringe RNA-
Gehalt sowie Art und Menge der EZM betrachtet werdgbenfalls zu bertcksichtigen ist die
Kompaktheit der Kollagenmatrix inklusiver der zanbhen Quervernetzungen. Im Rahmen
der Phenol-Chloroform-Extraktion ist es denkbarssdaeben der negativ geladenen RNA
auch negativ geladene Bestandteile der extrazedlul&ehnenmatrix mit aufgereinigt wurden.
Fur Aggrecan ist die Inhibition der PCR-Reaktiorrdits beschrieben worden (McKenna,
Gehrsitz et al. 2000). Grol3e Matrixfragmente konR&A binden und bei der Zentrifugation
sedimentieren, kleinere Polysaccharidfragmente ébraudem wahrend der Aufreinigung in
Losung gehen und die RNA prazipitieren (Wang amdj&nann 2010).

Ebenfalls spielten das Alter und Vorerkrankungenhdeananen Spender eine Rolle. Die Zeit
von der Entnahme der Sehne aus dem Menschen bisutarbeitung und das verwendete
Puffersystem, in dem die Sehne transportiert wundgen aul3erdem von grof3er Bedeutung
und logistisch schwer beeinflussbar. RNA liel3 sitiguter Qualitéat aus Sehnen isolieren,
wenn sie sofort nach der Praparation in RNA-stadigénden Puffer (RNAlater) oder in
flissigen Stickstoff gelegt wurden.

In der Effizienzbestimmung und der Agarose-Geletgiiorese wurde die Gute der
verwendeten PCR-Primer betrachtet. Eine Effizieaz 2 entspricht einer Verdopplung der
cDNA pro PCR-Zyklus. Mit den PCR-Primern dieser éditbwurden Werte von 1,82 bis 2,11
erzielt. Werte Uber zwei und unter 1,8 rihren vadrf8ktoren und Kontaminationen her. In
der Literatur werden aber Primer-Effizienzen zwestii,8 bis 2,1 als ausreichend akzeptiert
(Ramakers, Ruijter et al. 2003).

Auffallend waren zudem die unterschiedlichen E#fiien eines PCR-Primers jeweils flr
Sehnengewebe und vitro-kultivierte Sehnenzellen. Dabei kommt dasselbenBim&n zum
Tragen wie bei der RNA-Qualitéat. Die extrazellul@ehnenmatrix enthalt eine Vielzahl an

Komponenten, die mogliche Inhibitoren der PCR-Rieaktlarstellen.

6.4. Genexpression der Sehnenzellen in Abhangigkeibm Kultursystem
Die 3D-Kultivierung konnte hilfreich sein, den silab Differenzierungsgrad der

Sehnenzellen wahrend dex vivePhase aufrecht zu erhalten. Die Genexpression der
unterschiedlichen Kultursysteme (2D- und 3D-Kultyresollte im direkten Vergleich mit
intaktem Gewebe mittels real-time-RT PCR untersuariden. Analysiert wurden dabei die
Sehne, die Monolayerkultur (2D) und die beiden 3@tiren, Massenzellkultur und PLGA-

assoziierte Kultur zu 2 und 4 Wochen.
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Das synthetische Co-Polymer aus Glykolsdure undcchddure (PLGA) wurde zu diesen
Versuchen aufgrund seiner langeren Degradationspha¥ergleich zu PGA herangezogen.
Die Kombination von PLGA mit einem Fibringel alsIkehikel konnte von Sha'ban et al. flr
Knorpelzellen bereits erfolgreich prasentiert werdg@ha'ban, Kim et al. 2008). Ein weiteres
PLGA-Gelsystem wurde von Vaquette et lagéschrieben. Dién vitro-Degradation des mit
mesenchymalen Stammzellen besiedelten Alginat-PK®BAstruktes wurde mit 7 Wochen
angegeben und via Verlust der Biomechanik beobafWéguette, Slimani et al. 2010).

Die Massenzellkultur bestand aus einem Zellpeltgs Uber einen Membranfilter mit
Zellkulturmedium versorgt wurde. Dieses Biomatefiale Kultursystem ist der
Transwellkultur vergleichbar und diente der grugéleden Charakterisierung der Zellen in
3D-Umgebung (Schulze-Tanzil, Mobasheri et al. 2004)

Betrachtet man die Genexpression der Hauptmatripiom@ante Kollagen Typ | fallt auf, dass
die Expression im Gegensatz zur 2D-Kultur und des$&nzellkultur in der PLGA-Kultur
nach 28 Tagen auf einem &hnlichen Level lag wigeinSehne. Bei jedem Passagieren in der
Zellkultur entfernt man deren EZM durch den Einsdes Enzyms Trypsin und regt so
maoglicherweise die Transkription der Hauptmatritbedteile an. Durch die
Langzeitkultivierung auf einem Biomaterial regutisich diese Produktion im Laufe der Zeit.
Dieselbe Tendenz konnte auch bei Kollagen Typnlider 2D- und 3D-Massenzellkultur
detektiert werden. Die PLGA-Kultur hingegen enthilederum sowohl nach 14 als auch
nach 28 Tagen vergleichbar viel Kollagen Typ llewdie Sehne.

Decorin, COMP, Aggrecan und Scleraxis wurden imd&begtz zu den Kollagenen in der 2D-
Kultur geringer exprimiert als in der Sehne. GerdaeReduktion von Decorin diskutierten
Yao et al. und Bernard-Beaubois als Indiz fur diedifferenzierung von Sehnenzellen
(Bernard-Beaubois, Hecquet et al. 1997; Yao, Bestvet al. 2006). Die Steigerung der
Genexpression von Kollagen Typ | sowie die Reduktion Scleraxis innerhalb eines 3D-
Sehnenzell-Kollagengels im Vergleich zur equinerhriee wurde von Taylor ebenfalls
beschrieben (Taylor, Vaughan-Thomas et al. 2009).

Eine Transdifferenzierung der Sehnenzellen zu Keledipnlichen Zellen konnte durch die
Analyse von Aggrecan und COMP ausgeschlossen weksekam in der PLGA-Kultur nicht
zu einer Steigerung der mRNA-Menge Uber das Selwvesun im Gegensatz zur
Massenzellkultur. COMP erfullin vivo die Funktion des Kompressionschutzes, wird
besonders in Regionen erhdhten Druckes bereitgesims konnte die Erhéhung der COMP-
Expression in der Massenzellkultur durch den Drdek oberen auf die unteren Zelllagen

erklaren.
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Eine mogliche Redifferenzierung der Sehnenzellercldiinbringen in eine 3 dimensionale
Umgebung konnte scheinbar anhand der SteigerungEdpression der Proteoglykane
Decorin und Aggrecan sowie des Glykoproteins CORNPViergleich zur 2D-Kultur erreicht

werden. Ebenfalls konnte im Gegensatz zu der 2DeiKubeobachtet werden, dass die
Genexpression von Kollagen Typ | und 1l in der Biaterial-Kultur nach 28 Tagen auf

Sehnenniveau lag.

6.5 Proteinexpression und Histologie von Sehnenzatl in Abhangigkeit
vom Kultursystem
Das charakteristische Erscheinungsbild der Sehmewvellig angelegten Kollagenfasern als

wesentliche Gewebekomponente und den in Reihenldage spindelférmigen Sehnenzellen
konnte histologisch dargestellt werden. Im Gegensai den vergroRerten und nicht
ausgerichteten Zellen der 2D-Kultur waren in dersBmzellkultur nach 28 Tagen die Zellen
der unteren, zum Membranfilter gewandten, Zelldahic LAngsausrichtung zu finden.
Maoglicherweise beeinflussten sowohl die Drucklast dberen Zellschichten als auch das
bessere Nahrstoffangebot die Vitalitat der SehrlemzeExtrazellulare Matrix konnte im
Interzellularraum detektiert werden. Zellen derrebeZelllage wirkten durch die schlechtere
Nahrstoffversorgung nicht vital. In der Biomatergalsoziierten Kultur fand sich die Matrix
ebenfalls nach 28 Tagen zwischen den PLGA-Fasem.degradierenden PLGA-Fasern

wurden mit der neu-synthetisierten Matrix festesamamengehalten als nach 14 Tagen.

Die Qualitat der extrazellularen Matrix sollte d&®iteren durch die Immunmarkierung mit
Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern Uberprift werdén der Kollagen Typ I-Féarbung

konnte jeweils nach 28 Tagen vergleichend zum IgkeIZeitpunkt ein starkeres Signal, d.h.
mehr Kollagen nachgewiesen werden. Jedoch konrgekdbagen noch keine Orientierung
aufweisen. Dies geht konform mit den Zeiten der Baeflingphase der Sehnenheilung. 4
Tage nach der Sehnenverletzung beginnt die Synters&ollagenfibrillen und erst nach 7
Wochen erscheint die kollagene Matrix morphologidaistologisch normal und mit einer
gesunden Sehne vergleichbar (Jack 1950). Im Gegenlsau bemerkten Hannafin und
Mitarbeiter schon nach 4wochiger mechanischer Séiimn unter anderem eine histologisch
intakte Gewebestruktur van vitro-kultivierten M. flexor digitorum profundu$ehnenzellen

(Hannafin, Arnoczky et al. 1995). Lin et al. untétsten ebenfalls die Ausrichtung der

synthetisierten Sehnenmatrix durch mechanischeutition.
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Bereits 5 Wochen nach dem Besiedeln der DexonfadinKreuzbandzellen fanden sie
lineare Matrixfaserbtindel (Lin, Lee et al. 1999).

Des Weiteren gibt es Vertffentlichungen, die betegelass parallel ausgerichtete
Biomaterial-Fasern die Orientierung der EZM uni@zn (Inui, Kokubu et al.; Moffat, Kwei
et al. 2009).

6.6 De- und Rezellularisierung einer porcinen Sehmenatrix zur
Verwendung als Tragermaterial
Neben den synthetischen Polymeren in dieser Anpeitde in einigen Pionierversuchen

tierische Sehnenmatrix (Achillessehne vom Schweils) Tragermaterial getestet. Diese
Tragersubstanz ist unter anderem interessant zuerbdizken groBer Sehnendefekte und
zum Gewahrleisten einer sehnenadhnlichen Biomechaauiigrund der vorliegenden
spezifischen Faserausrichtung (Saber, Zhang 2040).

Die EZM auch anderer Kollagen Typ | reicher Gewelne die Dunndarm-Submukosa,
humane Dermis oder Rinderhaut werden Dbereits scHdimisch zellfrei als
Sehnenersatzmaterial eingesetzt (Dourte, Kuntkz 20a8).

Die Dezellularisierung der Sehnenstiicke lield sich Hilfe physikalisch-chemischer
Bearbeitung gut durchfiihren. Die anschlielendelogische Farbung zeigte keine Zellen/
keine Zellkerne mehr in der kollagenen Matrix. Bea die urspringlichen Sehnenzellen
erhalten, kénnte es bei Implantation der Matrixinen fremden Organismus zu Entzindung
oder AbstoRungsreaktionen oder zu Ubertragungen Koankheiten kommen. Die
physikalischen Methoden zum Aufbrechen der Zellmemlund Entfernen der Zellfragmente
Uber Spulschritte sind nicht effizient genug zurz8kilarisierung und werden auch in der
Literatur haufig mit Enzymen und/ oder chemischeatebgenzien kombiniert (Gilbert,
Sellaro et al. 2006).

Zur Rezellularisierung dieser dezellularisiertentiitavurden simultan zur PGA-Besiedelung
unterschiedliche Methoden evaluiert. Die Sehneameilvaren zwar in der Lage, an den
aulReren Fasern zu haften, jedoch gelang es niehtlichte Matrix zu durchdringen. Ingram
beschrieb eine Ultraschallbehandlung von 360 W flir min als hilfreich zur
Rezellularisierung der Sehne (Ingram, Korossis ket 2007). Die Auflockerung der
Sehnenmatrix durch 70 W Ultraschallimpulse fur é6 m dieser Arbeit resultierte jedoch in
einer irreversiblen Denaturierung und der Zerstgrder Faserorientierung. FlUr den spateren
Einsatz als Tragermaterial ist eine intakte, bidma@isch belastbare Matrix jedoch

unumganglich.
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Die Bestrahlung mit Ultraschallimpulsen wurde nievgitergefuhrt. Es kamen Adhasions-,
Zentrifugations-, Roller- und Fibrinkultur und digektion von Sehnenzellen in eine Alginat
umhllte Sehnenmatrix zum Einsatz. Tischer und ég@h prasentierten in der 2009
publizierten Arbeit mit der Injektion autologer K&l in die dezellularisierte Sehne viel
versprechende Ergebnisse (Tischer, Aryee et aD)201

Im Rahmen dieses Versuches konnte bisher mit k&8trategie eine erfolgreiche, der PGA-
Fibrinkultur entsprechende, Besiedelung erzieltdear In der Vertffentlichung von Kryger
2007 sind Rezellularisierung nach 7 Tagen Kultuedagezeigt, die nur die Oberflache der
natirlichen Sehnenmatrix benetzen. Erst nach deslaimmation in einen Sehnendefekt
konnten Zellen in der Mitte der Sehnenmatrix erktdeerden (Kryger, Chong et al. 2007).
Nach 14 Tagemn vitro-Kulturdauer konnten im Versuch kaum Zellen auf 8ehnenmatrix
nachgewiesen werden. Entweder kam es zur Abwangerdar Zellen auf die
Plattenbeschichtung oder zum Zelltod. Ursachenfilidkdnnten eine zu geringe Zellzahl
verbunden mit dem Fehlen der Zell-Zellkontakte sdtbhenso ist es moglich, dass das
artfremde Kollagen negativen Einfluss auf die huema8ehnenzellen hatte oder sich trotz des
finalen Waschprozesses noch toxische Detergenazideri dichten Kollagenmatrix befanden.
Weiterhin denkbar ware, dass durch den Dezellidggiisgsprozess wichtige Komponenten
zerstort oder ausgespult wurden. Shea et al. miégen eine Studie zum Verhalten von
humanen Sehnenzellen gegentber 7 verschiedendreieallextrazellularen Matrices. Sie
gaben an, dass sowohl Proliferation als auch Mawduktion bei Adhasion auf nicht
chemisch behandelten (quervernetzten und steribsie Dermis-Matrixen erhdht waren
(Shea, McCarthy et al. 2010).

Omae lieferten einen interessanten Vorschlag ztolgeeichen Rezellularisierung einer
zellfreien Sehnenmatrix. Sie siedelten Stammzeberm 50 pm dicken Langsschnitten
dezellularisierter Sehne an und bindelten mehbmsedelte Langsschnitte zu einem
Verband. Dieses Konstrukt zeigte nach Implantation einen Kaninchen-Patellar-
Sehnendefekt in Histologie und Genexpression eiBenefit gegentber der zellfreien,
geblindelten Kontrolle (Omae, Sun et al. 2011). Bidmanische Stimulation ist ebenfalls ein
Werkzeug zur erfolgreichen Rezellularisierung utabiden Differenzierung der Zellen vor
Ort. Abousleiman et al. prasentierten eine Gewelrmder Nabelschnurvene, welche mit
Hilfe von Kollagengel mit mesenchymalen Stammzebeniedelt wurde. Das Konstrukt wies
nicht nur einen Sehnen-ahnlichen Phénotyp auf sandech mechanische Kennwerte, die

anndhernd denen intakter Sehnen entsprachen (kbuoas, Reyes et al. 2009) .
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6.7 Einfluss eines Sehnenzell-PGA Konstruktes aufelSehnenheilung im
Kaninchenmodell
Nachdem die Biomaterial-Fibrin-Kultur etabliert uodarakterisiert werden konnte, sollte im

Rahmen dieses Projektes die vivoTestung erfolgen. Als Modellsehne wurde die
Achillessehne als grof3te Sehne des Organismus tjew@dem ist die klinische Relevanz
durch die hohe Verletzungshaufigkeit der Achilléssebelegt (Hess 2009).

Tierversuche sind fur komplexe Fragestellung unurgtiéh. Die wéhrend der Sehnenheilung
aktive  Kombination und jeweilige Konzentration \&redenster Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Hormone ist noch nicht hatwend bekannt und kann demzufoige
vitro nicht nachgestellt werden. Des Weiteren kdnnenaseth Versuchen neue chirurgische
Techniken evaluiert werden (Gupta and Lee 2007Heru wird das Transplantat vivo
kontinuierlich mechanisch belastet. Die Biomechasjkelt eine zentrale Rolle bei der
Sehnenheilung (Wang 2006). Zwar existiert eine 24kl an Literaturstellen zum Thema
doch die Varianz der angewandten biomechanischerulation auf kultivierte Sehnenzellen
ist enorm. Fir die Stimulation dreidimensionalesiedelter Konstrukte sind z.B. 10 %
axialer Zug Uber 8 Stunden und 0,25 Hz (Webb,Hdibck et al. 2006), 2,4 % Zug alle 5 min
Uber 8 Stunden (Juncosa-Melvin, Shearn et al. 2008d8)1 % Zug bei 1 Hz und 30 min am
Tag (Kuo and Tuan 2008) beschrieben.

Eine weitere Beschrankung der Sehnenheilunygitro ist die Beteiligung unterschiedlicher
Zelltypen im Organismus.

Kaninchen sind verbreitete Tiermodelle. Sie zaldanden grol3ten Kleintieren und relativ
kostengunstig in Haltung und Zucht. Im Vergleich Maus und Ratte kbnnen wegen ihrer
Groéfe chirurgisch komplexe Operationen durchgefivetden. Sehnendefektmodelle im
Kaninchen sind auch vielféaltig beschrieben.

Durch die abweichende Anatomie des Kaninchens voemde¢hen (Doherty, Koike et al.
2006) wie auch die Unterschiede in der Zellbiolagjied die Daten aus Tierversuchen jedoch
nicht ohne weiteres auf den Menschen tbertragbar.

In der Handhabung der lapinen Sehnenzellen fiegdi@ere Wachstumsgeschwindigkeit im
Vergleich zu den humanen Sehnenzellen auf. Ebeesgten Kaninchenzellen kleinere
Zellkorper und kurzere Zellfortsatze. Es sind im utader Entwicklung eines
Medizinproduktes weitere Grof3tiermodelle und augiméine Kohortenstudien notwendig.

Ob das PGA-Fibrin-Implantat fur die Sehnenheilimgivo, im Kaninchen, geeignet ist und
welche Auswirkungen es auf die Heilung hat, wurdecd Evaluation mittels Scoresystemen

ermittelt.

88



Diskussion

6.7.1 Bewertung des Tierversuches mittels makraskbpm Score
6 und 12 Wochen nach der Sehnenoperation wurdelellang der verletzten Achillessehne

begutachtet. Diese Zeitpunkte werden in vielen Aelpeverwendet, da sie die wichtige
Remodellingphase der Sehnenheilung abdecken, &vélaWochen nach der Sehnverletzung
startet (Halici, Karaoglu et al. 2004; Sharma araffMIli 2005).

Der Tierversuch umfasste zwei Kontrollgruppen ainel Hauptgruppe. Zur Beurteilung des
Selbstheilungsprozesses blieb der 3 mm grol3e Askéhnendefekt in der medial&h
gastrocnemiusSehne in den Leerdefekt-Tieren unbehandelt. Um Eféekt von PGA und
Fibrin zu bestimmen, erhielt die PGA-Gruppe nuisdieohne Zellen.

Das Potential autologer Sehnenzellen auf dem P®AAR-Konstrukt die Gewebeheilung
durch eigene Matrixproduktion zu unterstitzen, kerdurch die Hauptgruppe herausgestellt
werden. In der Veroffentlichung von Liu et al. wardler Benefit eingebrachter Zellen
(Sehnen- und Hautzellen) auf ungewobenem PGA-Tndgterial auf die Sehnenheilung der
M. flexor digitalis superficialisder Achillessehne von Schweinen belegt. Nach aridi 26
Wochen wurde festgestellt, dass die Zell-Konstruhkistologisch und mechanisch den
Kontrollen (PGA ohne Zellen) Uberlegen waren (Lthen et al. 2006). Eine verbesserte
Sehnenheilung in Gegenwart eines besiedelten gdEsnStammzellen des Knochenmarks)
im Vergleich zum zellfreien Fibringel in einem kolegpen Achillessehnendefekt, welcher mit
einer Kessler Naht repariert wurde, konnte auch @bong und Mitarbeitern in Kaninchen
gezeigt werden (Chong, Ang et al. 2007).

Der makroskopische Score enthielt klinische Charaitika wie Schwellung, Anderung im
Bewegungablauf oder Verhalten, die bereits 3 Wochmcth der Sehnenoperation
dokumentiert wurden. Diese konnten bei keinem Teobachtet werden, was auf eine
verhaltnismaRig gute Vertraglichkeit des Defektnilsdschlie3en lasst. 6 Wochen nach der
Sehnenverletzung wurden weitere Merkmale der Sdtmileimg z.B. Grad der Schwellung,
Oberflachenbeschaffenheit, Verwachsungen oder riaieg des Biomaterials in die Sehne
im Makroscore erfasst. Der unoperierte Achillessefiomplex des rechten Hinterlaufes
diente als Kontrolle. Im Gegensatz zu den weil3zgaden und den verschiebbaren einzelnen
Sehnenstrangen der Kontrolle offenbarten TiereLa@erdefektgruppe deutlich geschwollene
Sehnen. Adhasionen zwischen den SehnenstrangenPeet@andineum und der Haut fanden
sich in allen operierten Tieren aller Gruppen, \&a$ eine extrinisische Heilung schliel3en
lasst. Adhasionen behindern das physiologischetéblaler Sehnenstrange und reduzieren

deren Funktion.
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Es konnte bisher keine Straegie ermittelt werdéesadFormationen zu verhindern. Es sind
meist zusétzliche Operationen nétig (Koob 2002). iNuder Sehnenzell-PGA-Gruppe waren
diese Adhéasionen weniger ausgepragt.

Mit Hilfe des Scores konnte dieses verbessertehénsangsbild in der Hauptgruppe (PGA+
Sehnenzellen) gegeniber den Versuchskontrollenusgearbeitet werden. Jedoch konnte
nach 6 Wochen noch keine liickenlose Integration Biesnaterials in das umgebende
Sehnengewebe beobachtet werden.

Konform dazu beschreiben auch Ouyang und Young ichillkssehnendefekt diese
makroskopische Auffalligkeit (Young, Butler et 4B98; Ouyang, Goh et al. 2003).

12 Wochen post OP kann dieser Trend ebenfalls giewarden. In allen Gruppen erhéhen
sich die Score-Punktzahlen im Vergleich zu 6 Woclie gesunde, rechte Kontrolle blieb
jedoch unerreicht. Eine Schwellung und Entzinduagnke nach 12 Wochen nicht mehr
erfasst werden. Philamaki et al. beschrieben ekoenpletten Achillessehnendefekt, in dem
die die Shnenstimpfe adaptierende Naht mit eineA-F8@mbran umhillt wurde. Hierbei
konnte im Kaninchen ebenfalls eine nachlassendev@iting von 3, 6 Wochen und 12
Wochen in allen Versuchsgruppen beobachtet werdigha{amaki, Tynninen et al. 2008).

6.7.2 Bewertung des Tierversuches mittels der Sejeweichte
Zu den Versuchszeitpunkten, 6 und 12 Wochen, wwide3 cm langes Sehnen-PGA-

Explantat gewonnen, das Gewicht ermittelt und reit gesunden Sehne des rechten Beines
verglichen. Die gesunden Kontrollen hatten in all&gren in etwa dasselbe Gewicht, was auf
eine genaue Sektion deutet. Die Zunahme des Geasiciaich der Verletzung korreliert dabei
vermutlich mit Wassereinlagerung und Schwellung @esvebes. Fur die Wasserbindung in
der Sehne sind die Proteoglykane von herausragdetgutung (Yoon and Halper 2005).
Die Steigerung des Gehaltes an GlykosaminoglykdRéey, Harrall et al. 1996) wie auch
an Proteoglykanen (Riley, Harrall et al. 1994) kenbereits in heilenddyl. supraspinatus
Sehne des Menschen nachgewiesen werden. Im KaniACieeversuch 15 Tage nach
induziertem Achillessehnenriss wurde von Reddyl.etia erhohter Wassergehalt gegentuber
der Kontrolle nachgewiesen (Reddy, Stehno-Bittell €1999).

Ebenso kann die Gewichtszunahme durch die masgivhése von Kallusgewebe verursacht
worden sein.

Sowohl die operierte mediale als auch die lateklegastrocnemiusSehne hatten groRRere
Gewichte als die Kontrollen, wobei die Defektseh(medialeM. gastrocnemius$Sehne) am

schwersten waren.
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Das Gewicht war nach 6 Wochen in der SehnenzellH8B4ppe der gesunden Kontrolle am
nahesten. Nach zwolf Wochen spiegelten alle Vesyrcippen dhnliche Werte wider.

Das Gewicht der lateralevl. gastrocnemiusehne ist insbesondere in den Leerdefekt-Tieren
gegenuber der gesunden Kontrolle erhdht. Hier @emkein Biomaterial die Zuglast, daher
kam es in den Leerdefekt-Tieren vermutlich zu Udsiting der Nachbarsehne &ahnlich der
operierten Sehne. Uberlastungen resultieren in @egéon der EZM und wiederum zum
Anstieg der Proteoglykan-Expression und Odematisgdes Gewebes.

6.7.3 Bewertung des Tierversuches mittels histsbgm Score
Die histologische Begutachtung der Sehnenheilunigareh von histochemisch gefarbten

Gewebeschnitten wird von einem Grol3teil der wisseailtlichen Arbeiten nur Uber wenige
Parameter durchgefihrt. Es finden sich nur wenigeroientlichungen, die mehrere
Charakteristika in einem Scoresystem zusammenfads&oya und Mitarbeiter publizierten
2008 einen Sehnenscore fur einen Kaninchen-Rotat@aschetten-(Schultersehnen)-
Defekt, der Merkmale wie Zellularitat, Vaskularit&&aserdurchmesser sowie die Ausrichtung
von Fasern und Zellen einbezieht (Yokoya, Mochizeikial. 2008). Movin et al. bewerten
neben diesen Merkmalen zusatzlich die Form dek&eile der Sehnenzellen (Movin, Gad et
al. 1997). Kannus und Mitarbeiter beschreiben eiogalen ausgestreckten Zellkern als
Merkmal einer ausdifferenzierten Sehnenzelle (Kanr2000). Jedoch ist bisher kein
einheitliches, Scoresystem zur Charakterisierum@amnaterial-unterstitzten Sehnenheilung
verfligbar.

Im Zuge dieser Arbeit sollte daher ein umfassendehr-parametrischer Score aufgestellt
werden. Der vorgeschlagene Score basiert dabedaufAuswertung von HE- und AB-
Farbungen. Dies gewahrleistet neben der Analyse @ewebemorphologie auch die
Begutachtung der Synthese von Knorpel-spezifisttmmponenten (Proteoglykanen) in der
heilenden Sehne. Es ist bekannt, dass Sehnen ik stachanisch belasteten Arealen
Proteoglykane bilden. So zeigte die supraspinatusSehne der Rotatorenmanschette in der
Schulter aufgrund der hohen Druckbelastung in deiaAblau-Farbung durch die starke
Blau-Farbung (Benjamin and Ralphs 1998) das Vorkemnon Proteoglykanen. In diesem
Tierversuch konnte ebenfalls die Proteoglykansysghevéahrend der Sehnenheilung,
hauptséachlich jedoch in den Sehnen der Leerdefieke T detektiert werden. Der Gehalt
dieser Knorpelmatrix-Marker war in den unbesiedeltend besiedelten PGA-Gruppen
sichtbar geringer. Die Sehnen-Gewebeschnitte davdaéhen-Tiere zeigten nur noch in den

Leerdefekten Blau-Farbungen.
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Morphologische Parameter wie Dichte und degeneralferanderungen der kollagenen
extrazellularen Matrix, Zellausrichtung, Vaskulgrsing waren ebenso Bestandteil des
Histoscores wie die Integration des Biomaterialdas Sehnengewebe, Kallusbildung und
Infiltration von Entziindungszellen. Unterschiedeisohien den Versuchsgruppen konnten
insbesondere 6 Wochen nach dem Sehnendefekt walnngegn werden. Im Gegensatz zur
dicht gepackten Sehnenmatrix der Kontrolle mit ieiHe liegenden Sehnenzellen war die
Sehnenmatrix der Leerdefekte stark aufgelockerthielh grof3-lumige Blutgefale und
erschien auf ganzer Lange ungeordnet.

Zwar fanden sich in den Sehnen mit PGA-ImplantatevEntziindungszellen, jedoch besal3en
sie eine strukturiertere EZM als der Leerdefekt.ui@ et al. berichteten ebenfalls von
Entzindungsprozessen bei der Implantation einelfadgen-Gels (Young, Butler et al. 1998).
Ceonzo et al. schlugen vor, die Entzindung nach -R#Aantation, welche durch die
Abbauprodukte hervorgerufen wird, via Komplementsieung tGber C5a Blockierung, zu
reprimieren (Ceonzo, Gaynor et al. 2006). Hier mjadsch bedacht werden, dass durch den
Entzindungsprozess eine Vielzahl von Zytokineng&setzt werden, die wiederum uber
Chemotaxis weitere Zelltypen rekrutieren konnerB.(Z-ibroblasten). Einwandernde und
ortsstandige Fibroblasten sind fur die Sehnenhgikssentiell (Sharma and Maffulli 2005).
Ergebnisse der Scorebewertung belegten, dass mcNeatsuchsgruppen nach 6 Wochen
kaum untereinander unterschieden und signifikantder gesunden Kontrolle abwichen.

12 Wochen nach dem Sehnendefekt waren in der HE1Rgrdie Defektareale kaum mehr
vom gesunden Sehnengewebe zu unterscheiden. Digudhsgruppen erzielten hdhere
Punktzahlen im histologischen Score als nach 6 \&iochrreichten aber das Kontrollniveau
nicht, was vermuten lasst, dass die Sehnenheilanly b2 Wochen noch nicht abgeschlossen
war. Nagasawa und Mitarbeiter beschrieben eberdalserbesserte Histologie der heilenden
Achillessehne im Kaninchen 12 Wochen nach dem kiiheh Sehnendefekt gegeniuber 6
Wochen. Sie fanden longitidinale Ausrichtung derli&genfasern jedoch wurden die
biomechanischen Kennwerte zu diesem Zeitpunkt deperierten Kontroll-Achillessehne
ebenfalls nicht erreicht (Nagasawa, Noguchi e2@08).

Die Van Kossa-Farbung wurde als Analyse gewahlt, inmden Sehnenpraparaten die
Calcifizierung der EZM nachzuweisen. Salingcarnboon et al. wiesen in Sehnenzelllinien
eine Alkalische-Phosphatase-Aktivitat an der minenaDetektionsgrenze nach, jedoch
konnte diese Aktivitat durch Zugabe von BMP2 in@uziverden. Die Mdglichkeit zu einer
Transdifferenzierung von Sehnenzellen zu Knochenxrexpremierenden Zellen ist daher

denkbar (Salingcarnboriboon, Yoshitake et al. 2003)
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In keiner der postoperativen Gewebeschnitte konpdoch die Synthese einer

knochentypischen Matrix dargestellt werden.

6.7.4 Bewertung des Tierversuches mittels Elastischaser Score
Das Vorkommen von Elastin bzw. elastischen Fasermlar EZM der Sehne ist in der

Literatur mit 1- 2 % angegeben (Kannus 2000).

Elastische Fasern in der Sehne erhdhen die Etasttes Gewebes und ermdglichen nach
einer Zugbelastung die Rickdehnung des Gewebes.

Um diese Fasern in den Gewebeschnitten sichtbamathen, wurden Resorcin-Fuchsin-
Farbungen durchgefuhrt. Menge und Verteilung kamnieithilfe eines dritten Scores
dokumentiert werden. In den gesunden Kontrollselwaren wenige zu den Kollagenfasern
parallel verlaufende Fasern in der EZM zu erkenterden Leerdefekten nach 6 Wochen
waren Fasern zu sehen, die sowohl an den neuefR&@eéssoziiert schienen als auch parallel
und quer zur Matrixausrichtung verliefen. Sie waredem nicht nur auf den Defektbereich
begrenzt. Fur den elastischen Knorpel sind solcler gzur extrazellularen Matrix
verlaufenden elastischen Fasern ebenfalls besemrig¢bithieux and Weiss 2005). Das
konnte ebenfalls ein Indiz fir die Anpassung dehrfeeamatrix an die gesteigerten
biomechanischen Belastungen nach der Sehnenverietaein. Die Instabilitdt des
Sehnengewebes flhrte zu einer raschen Synthese¢Ben) elastischer Fasern. Der Gehalt
an elastischen Fasern war in der Sehnenzell-PGAgérugeringer und ahnlicher zur
Kontrolle als in der PGA-Gruppe.

Zytokine und Wachstumsfaktoren haben eine Schligdigebei der Gewebeheilung (Maffulli,
Moller et al. 2002). Aus der Literatur ist bekandéss entziindungsfordernde Zytokine wie
TNFa (John, Lodka et al. 2010) und I113-1Qi, Chi et al. 2006) in kultivierten Sehnenzellen
die Genexpression von Elastin beeinflussen. In @egd von Entzindungsprozessernvivo
sprache dies fur die Beteiligung von Zytokinen &amodelling der Sehne. Das Vorkommen
von TNFa in Synovialflissigkeit und Il-1 in entztindlicherel&nken, in der Umgebung von
Sehnen, wurde in der Literatur schon belegt (EV&99).

Nach 12 Wochen verringerte sich die Menge und estem nur noch in den Leerdefekten

elastische Fasern gesehen werden.

Dieses Scoresystem, welches auf der Analyse vedeher Charakteristika der
Sehnenheilung beruht, wurde fur das Tiermodell eitstBeim Menschen sind beim

Heilungsprozess Unterschiede denkbar.
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So wahrt die Heilung eines Defektes beim Menschemgdr, wahrend das
Regenerationspotential beim Kaninchen hoher istocle sind die Merkmale der heilenden
Sehne mit Hypozellularitat, verstarkter Angiogeneser Kallusbildung fiir den Menschen

ebenfalls beschrieben (Moller, Evans et al. 2000).

6.8 Variation der PGA-Geometrie
Durch ein Kooperationsprojekt gelang es in diesdreRt, PGA-Vliese zu untersuchen, die

eine bestimmbare geometrische Ausrichtung der BienasFasern aufwiesen. Am Institut
fur Polymerforschung in Dresden, in der Abteilunyg ¥erbundwerkstoffe, wurden mittels
eines Stickverfahrens Tragermaterialien hergesteditsind dabei verschiedenste Stickmuster
denkbar. Durch die beeinflussbare Ausrichtung demmBterial-Fasern kann die Adh&sion
und vor allem die Ausrichtung der neu synthetisiefEZM unterstitzt werden. Des Weiteren
kbnnen verschiedene Fasermaterialien miteinandembkoert werden. Moffat und
Mitarbeiter untersuchen PLGA-Biomaterialiem vitro mit Sehnenzellen aus einer
Schultersehne. Sie stellten linear ausgerichtet€sAPungeordnetem PLGA gegeniber und
fanden heraus, dass die Sehnenzellen an beideridlig@emetrien adharierten und EZM
ebenfalls entlang der Faser-Ausrichtung synthetesie Die EZM, die jedoch auf den linearen
PLGA-Fasern entstand, wies eine deutlich bessemm@&thanik, selbst nach der Degradation
des Biomaterials und Uber die gesamte Versuchsagit(Moffat, Kwei et al. 2009). Inui
publizierte 2009 eine Arbeit mit Poly-L-LaktidsauiLLA)-Tragermaterialien
unterschiedlicher Ausrichtung und Oberflachenbe$ehbeit. An dem linearen Material
konnte neben einer vermehrten Zelladhasion auchBdibehaltung der biomechanischen
Kennwerte Uber die Versuchszeit beobachtet werbhem, (Kokubu et al. 2010). Auch Shang
et al. beschrieben eine verbesserte Adh&sion urlter@d Proliferationsrate bei der
Kultivierung von Bandzellen des Mundraumes auf PLE#Sern, die linear ausgerichtet und
guervernetzt wurden (Shang, Yang et al. 2010).

Im Rahmen dieses Projektes wurde das gestickte Yli@a-mit verschiedenen Strategien mit
Sehnenzellen besiedelt. Dabei kamen die Zentriioigat die Spinnerflaschen- und die
Fibrinkultur zum Einsatz. Die Zentrifugation konmecht erfolgreich durchgefihrt werden,
da die Maschenweite zu grof3 war und die Sehnenzeitt wie beim ungewobenen PGA
hangen blieben. Die Zellzahl auf dem Plattenbodachnder Zentrifugation war in den

gestickten PGA-Vliesen hoher als in den ungewobé&heben.
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Diskussion

Sahoo et al. kombinierte gestickte PLGA-Mikrofasamt Nanofasern, die die Poren
verkleinern halfen und zu einer verbesserten Zaiferation und zur verstarkten Kollagen
Typ I, Decorin und Biglykan Synthese im Vergleich len PLGA-Mikrofaser ohne
Nanofasern fihrten (Sahoo, Ouyang et al. 2006).

Die Spinnerflaschenkultur zeigte in den Analysen\d&alitdt und der Histologie nur wenige
vitale, adharente Zellen. Sie war vergleichbar et PGA-Spinnerflaschenkultur. Die
Fibrinkultur erwies sich auch fir diese Tragermatevariante in den Analysen als
effizienteste Besiedelung.

Auch die Kombination der gestickten PGA-Vliese amtleren Biomaterialien ist méglich und

konnte sowohl Adharenz als auch Matrixausbildunigstitzen.

6.9 Ausblick
Um das genaue Schicksal der implantierten Sehrenzetl vivo aufzuklaren, wéren

Versuche mit markierten Zellen sinnvoll. Die Intdian von Sehnenzellen mit
immunkompetenten Zellen ist nur wenig erforsche)lisaber eine wissenswerte Grundlage
zum Verstandnis der Sehnenheilung dar.

Im partiellen Defekt blieben die Seitenrander nedem gestanzten Sehnendefekt erhalten
und schwéchten die Effekte moglicherweise durchvése Entlastung des Implantates ab.
Ein kompletter Sehnendefekt z.B. ein Rupturmodelérev interessant, um die
Widerstandskraft des PGA vivo zu testen.

Durch Kenntnis der biomechanischen Kennwerte den&d&ann eine Biomaterialgeometrie
bestimmt werden, die diesen Verhaltnissemivo nahe kommit.

Derzeit versagen Implantate nach Sehnenoperation#n da sie sich von der
Knochenansatzstelle 16sen. Hier ware eine Co-Kielting verschiedener Zelltypen z.B.
Knochen- und Sehnenzellen in Kombination mit umdeiedlichen Biomaterialien bzw.
unterschiedlicher Materialverarbeitungen eine Miweit, eine Enthesis zu konstruieren.
Des Weiteren waren Arbeiten im Sehnen Tissue Eegimg mit Verbundwerkstoffen
denkbar. Mineralische Fasern haben das PotenimlAdsauerung des Zellkulturmediums
durch die Degradation der synthetischen Polyesterneutralisieren und folglich die
Biokompatibilitdt zu erhéhen.

Der Einsatz von mechanischer Stimulationvitro auf die 3D-Implantate ist nach dem

heutigen Stand zudem unumganglich fir weitere Momrsgen zur Sehnenheilung.
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Diskussion

Die naturliche Sehnenmatrix konnte zwar bisher tnioh Erfolg rezellularisiert werden, hat
aber das Potential groRe Sehnendefekte zu Ubedwtaknd die Zuglast ohne
Transplantatschéaden vor Ort aufzunehmen. Eine Qgrtimg von Zellzahl und Strategie zur

Wiederbesiedelung erscheint demzufolge lohnenswert.
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Zusammenfassung

7. Zusammenfassung
Die Kombination der steigenden Fallzahlen von Sehedetzungen durch den

demographischen Wandel sowie der verstarkten Ausjibwon Leistungssportarten mit
ungenugenden medizinischen Behandlungsmdglichkeitki@rt den Bedarf an alternativen
Lésungen. Das Konstruieren von Sehnengewebe auBeatba Organismus stellt einen viel
versprechenden Ansatz hierfir dar. Ziel dieser Arbear es, einen implantierbaren
Sehnenzell-Biomaterial-Verbund herzustellen unaeseiEinfluss auf das Heilungsergebnis
zu untersuchen.

Zunachst wurden sechs Strategien zur Besiedelund?ed/glykolsdure (PGA)-Scaffolds mit
Sehnenzellen genutzt und das Konstrukt im Hinbl&K Histologie, Morphologie und
Vitalitat der aufgebrachten Sehnenzellen untersudtg handelte sich um statische
Besiedelungsverfahren (Adhasions-, Transwell-, degations-, Fibrinkultur) sowie zwei
dynamische Techniken (Roller- und Spinnerflaschéoken).

Um den Einfluss des Kultursystems auf das Diffei@mmgsprofil von Sehnenzellen zu
bestimmen, wurden Histomorphologie und Expressigpisther Sehnenkomponenten in
dreidimensionalen (3D) Polylaktid-Co-Gykolsédure GA) Fibrinkulturen sowie Biomaterial-
freien 3D-Massenzellkulturen mit der fir die Zep@xsion notwendigen zweidimensionalen
(2D) Monolayerkultur und der intakten Sehne velgic. Das Expressionsprofil wurde
auBerdem in der Monolayerkultur Uber 12 Passageobdobtet. Im partiellen
Achillessehnendefekt des Kaninchens wurden scidie3tie komplexen biologischen
Reaktionen eines Organismuses auf ein mit Sehrlenzkésiedeltes oder zellfreies PGA-
Fibrin-Konstrukt beleuchtet. Als Kontrolle dientambehandelte Sehnendefekte. Zu der
Beurteilung der Heilung wurde ein mehrstufiges 8sgstem erstellt.

Beim Vergleich der Besiedelungstechniken wurdeklesatz der Fibrinkultur fir die Arbeit
mit Sehnenzellen als effizienteste Strategie audbgi#wDie Daten gaben Hinweise auf eine
Dedifferenzierung der Zellen in der 2D-Kultur imrekten Vergleich zur Sehne. Diese
konnten durch Einbringen der Zellen in ein 3D-Systeduziert werden. Als Anzeichen einer
Redifferenzierung in den 3D-Kulturen synthetisiargie Zellen Sehnenmatrixkomponenten
und spezifische Transkriptionsfaktoren auf einemmliéhen Niveau wie die Sehne,
insbesondere nach 4 Wochen Kultivierungsdauer. Béargleich der beiden 3D-Systeme
waren jedoch Unterschiede im Expressionsprofil enkexr.

Uber den Beobachtungszeitraum von 3- 12 Passaggterzeliein vitro-expandierten Zellen
keine signifikant veranderte Expression der meistetersuchten Gene, so dass fur die
Herstellung der Konstrukte Zellen der Passagefl ¥erwendung fanden.
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Zusammenfassung

Das Implantat erwies sich bei der makroskopischewdstung der Defektheilung nach 6 und
12 Wochen, beim Vergleich der Sehnengewichte sdaeieder histologischen Auswertung
nach 6 Wochen als vorteilhaft im Vergleich zu deamiollen.

Mit dieser Doktorarbeit konnte erstmals ein umfasgee, mehrteiliger Score erstellt werden,
der eine Vielzahl der Charakteristika der Sehnduhgi abbildet und Ubertragbar die
Bewertung einer Biomaterial-unterstttzten HeilumgSehnendefekt ermdglicht.

Des Weiteren wurden erste Versuche mit einer ddaekierten naturlichen Sehnenmatrix

und gestickten PGA-Vliesvarianten als weiterfiheendAlternativen durchgefuhrt.
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Abstract

8. Abstract

The combination of increasing case numbers of tendqries induced by demographic
change and intensified competitive sports with ffisient medical treatment assert the need
of alternative solutions. Engineering of tendorsuss outside the organism constitute a
promising strategy. Aim of this study was to proeluc tenocyte-biomaterial-composite for
further implantation and to analyse its influenocetendon healing.

At first six strategies seeding cells onto polyglyc acid (PGA) scaffolds were used. The
construct was inspected for histology, morphology avitality of cells. Static seeding
procedures (adhesion, transwell, centrifugation dibdngel-culture) and two dynamic
seeding procedures (roller and spinnerflask-cultwexe compared.

To identify the influence of the culture system tte state of tenocyte differentiation
histomorphology and expression of typical tendomrmgonents were compared. The
investigations included the three-dimensional (3mjly(lactide-co-glycolide)- (PLGA)-
fibringel-culture, the 3D high density culture, yepansion-culture and also healthy tendon.
Additionally, the expression profile was monitor@d expansion-culture (2D) over 12
passages. Complex biological reactiamwivo to seeded PGA-fibringel-culture and cell free
PGA-construct were detected in a partial tendoreaedf rabbit Achilles tendon. Untreated
defects served as controls. A multi-level scoretesyswas designed to monitor tendon
healing.

The fibringel-culture was chosen to be the mostiefit seeding strategy for the work with
tenocytes. Collected data gave indication of déedkhtiation of tenocytes cultured in 2D-
culture in direct comparison to tendon tissue. rinse of tenocytes in 3D-cultures reduced
the impression of de-differentiation. Indicatorstehocytes re-differentiation in 3D-cultures
were expressions of matrix components and trartgmmifactors at a similar level compared
with tendon especially after 4 weeks of culturegir®ifferences in expression profile could
be detected when both 3D-systems were comparednMikeo cultured tenocytes showed no
change in expression profile in most analysed gemesn monitored over 12 passages.
Therefore, cells of passage 6— 9 could be useenigineering tendon constructs.

The implant offered better macroscopical scorerateand 12 weeks as well as reduced
tendon weight and better histology after 6 weekapared to the empty defect or PGA alone.
A new comprehensive multi-part score was estaldisbelisplay a multitude of
characteristics of tendon healing that is transferéo other biomaterial-supported healing of
tendon defects. Furthermore, pioneer tests witkeltidarised natural tendon and embroidered
PGA scaffolds were conducted.
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