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1.Einleitung

1.1 Sehnenverletzungen

Haufig gesehene Verletzungen in der orthopadisch-unfallchirurgischen Praxis sind
Sehnen- und Bandverletzungen. Verletzungen der Kreuzbdnder im Knie und der
Rotatorenmanschette an der Schulter spielen eine grofRe Rolle im Versorgungsalltag.

Die Diagnostik konnte sich durch den Einsatz von CT- und MRT- Untersuchungen in den
letzten Jahrzehnten erheblich weiterentwickeln. Unveréndert blieben hingegen die
therapeutischen Ansatze. Der Goldstandard in der Versorgung von Rupturen des
vorderen Kreuzbandes ist die autologe Sehnentransplantation der Patellar- bzw. Grazilis-
/Semiteninosussehne. In  der operativen Versorgung von  Rupturen der
Rotatorenmanschette ist haufig eine primare Naht indiziert. Ist diese aufgrund eines zu
grolRen Defektes nicht moglich, ist oft nur noch ein Debridement der Wundrander sinnvoll.
Bei jungeren Patienten kann in diesen Féallen versucht werden, durch Muskel-Sehnen
Transfers die Funktion der Schulter zu erhalten und Folgeschaden abzuschwéchen. Diese
Verfahren sind jedoch aufwendig und der Rehabilitationsprozess schwierig und
langwierig.

Primar nicht operable Rotatorenmanschettendefekte sind problematisch, da der
Humeruskopf progredient kranialisiert und so im Endstadium die Supraspinatussehne
unter dem Akromion vollstandig zerstéren kann. Durch die so veranderte Biomechanik
des Schultergelenkes kann es zu einem schnelleren Voranschreiten von irreperablen
VerschleiBerscheinungen  kommen. Diesen Zustand bezeichnet man als
.Defektarthropathie®.

Die stetig steigende Lebenserwartung stellt gesteigerte Anspriiche an Funktion und
Leistungsfahigkeit des Korpers. Die Entwicklung von neuen und effizienteren
Behandlungskonzepten, die zu funktionell besseren Ergebnissen fiihren, erscheint daher
wichtiger als je zuvor.

Das ,tissue engineering” von Binde- und Stitzgewebe ist ein junges Gebiet der Medizin.
Es versucht, die Problematik von primar irreparabler Knochen-, Knorpel- und
Sehnendefekten zu l6sen. Dabei soll in vitro erstelltes und belastungsfahiges Gewebe die
Aufgaben des beschadigten Gewebes nach Implantation Gbernehmen. Trotz intensiver
Bemuhungen und eines rasanten Fortschrittes in den letzten Jahren ist ein
routinemafiger Einsatz heute noch nicht mdglich. Insbesondere die Herstellung von

artifiziellem und funktionsfahigem Sehnengewebe steht noch am Anfang.
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1.2 Aufbau und Struktur von Sehnen und der extrazel luldren Matrix

Sehnen sind anatomische Strukturen, die primar fir die Kraftiibertragung von Muskeln auf
Knochen verantwortlich sind und somit Bewegungen ermoglichen (1). Ihr Aufbau ist
komplex und sorgt fir eine hohe Reil3festigkeit gegeniiber longitudinal angreifenden
Kraften.

Tenozyten sind zellulare Bestandteile in Sehnengewebe und werden von einer

extrazellularen Matrix (EZM) umgeben.

1.2.1 Morphologie und Metabolismus von Tenozyten

Tenozyten sind anteilsmaRig die groRte Zellpopulation in Sehnen (2). Tenozyten zeigen in
Sehnen Neugeborener ein morphologisch uneinheitliches Zellbild. Adulte Tenozyten sind
jedoch elongierte und spindelférmige Zellen (3), die zwischen den einzelnen
Kollagenfasern liegen. Sie haben einen Durchmesser von 8-300 um und besitzen lange
und dianne Zellfortsatze, die fur die Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen notwendig sind
(2). Auch der Zellkern zeigt eine elongierte Form und erstreckt sich annahernd Uber die
komplette Zelllange (3).

Sowohl das reichlich vorhandene raue endoplasmatische Retikulum als auch der gut
entwickelte Golgi Apparat weisen auf Syntheseaktivitdt hin. Die jedoch nur vereinzelt
gelegenen Mitochondrien sprechen fur einen geringeren intermediaren Stoffwechsel (3,
4). Tenozyten kdnnen Energie sowohl aerob als auch anaerob generieren. Allerdings
dominiert mit zunehmendem Alter die anaerobe Energiegewinnung und die
Syntheseaktivitat der Tenozyten verringert sich (5).

Tenozyten sind fur die Synthese der Bestandteile der EZM sowie fir deren Abbau

verantwortlich. Im Folgenden soll der hierarchische Aufbau der EZM beschrieben werden.

1.2.2 Zusammensetzung und Aufbau der extrazellulare  n Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) des Sehnengewebes besteht aus der Grundsubstanz,
elastischen und kollagenen Fasern sowie aus einem geringen Anteil anorganischer
Bestandteile (2). In den folgenden Absatzen soll der Aufbau der EZM von Sehnengewebe

nun genauer erlautert werden.

1.2.2.1 Kollagene

Kollagenfasern bestehen aus Polypeptidketten (a-Ketten), wobei jede dritte Aminoséaure
Glycin ist. Aulerdem sind sie durch posttranslatorische Verdnderungen reich an
Hydroxyprolin (6, 7). Drei solcher a-Polypeptidketten formen eine rechtsgangige helicale

Tertiarstruktur (8). Anhand der unterschiedlichen Zusammensetzung ihrer priméaren

2
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Polypeptidketten kann man Kollagene in verschiedene Typen unterteilen. Auch werden
fibrillare Kollagene, die das Grundgerist eines Gewebes bilden von |fibril-associated
collagens with interrupted tripple helices* unterschieden (9, 10), welche fur die Vernetzung
der fibrillaren Kollagene mit anderen Bestandteilen der EZM verantwortlich sind (9, 11).

In Sehnengewebe ist Kollagen Typ | mit 70-80% des Trockengewichtes (12) der
dominierende Bestandteil und in einer hierarchischen Struktur (s. Abb. 1) organisiert (13,
14). Das Peptid ist ca. 300 nm lang, setzt sich aus 2 al-Ketten und einer a2-Kette
zusammen und wird durch Abspaltung von randstéandigen Peptiden aus einem
Vorlaufermolekil gebildet (15). Das Enzym Lysyl-Oxidase sorgt durch eine terminale
Modifikationen der Telopeptide fur die Interaktionen zwischen den Kollagenmolekilen, so
dass diese anschliel3end axial mit einer Peptidlange von ca. 234 Aminosauren zu Fibrillen
organisiert werden (16). Diese Fibrillen stellen die grundlegende Organisationseinheit des
Sehnengewebes dar und weisen ein charakteristisches Diffraktionsmuster mit einer D-

Periode von 67 nm auf (17).

Collagen Collagen Collagen Primary Secondary Tertiary Tendon unit
molecule fibril i fiber bundle | fiber bundie fiber
(subfascicle) (fascicle) bundie

‘ ‘\2—?-«—\ -0
; 5 OO -— Endotenon

~ |
&

Bm

iy

3
)

Fibroblast

280 nm —r
CL
o9

1 nm 100 nm 1—20 pm 20—200 um

TRENDS in Biotechnology

Abbildung 1: Silver, F. H.et al. (14): hierarchischer Aufbau der Kollagenfaserstruktur ei ner Sehne . Die
Organisation in Fibrillen, Faszikel und Fasern wird durch lockeres Bindegewebe (Epi- bzw. Endotenon)
vorgenommen. Tenozyten sind fir die Synthese des Kollagens verantwortlich

Weiterhin ist auch Kollagen Typ lll in Sehnengewebe vorhanden. Durch den geringeren
Fibrillendurchmesser, verglichen zu Kollagen Typ |, sorgt das sich homogen aus drei al
Polypeptidketten zusammensetzende Kollagen Typ lll, weniger fur Stabilitat, sondern fur
eine hohe Gewebeelastizitat (18, 19). DarUberhinaus wird der Fibrillendurchmesser von
Kollagen Typ | im Sehnengewebe durch die Interaktion mit Kollagen Typ Il geregelt (20).
Degenerativ veranderte Sehnen zeigen dabei eine hohere Expression an Kollagen Typ I,
da dieses Strukturprotein auch in rupturierten Sehnen hochreguliert wird (21).

Kollagen Typ V, Typ VI, Typ Xl und Typ XIV kommen in Sehnengewebe nur in geringem
Anteil vor (22).
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Neben diesen verschiedenen kollagenen Fasergeweben sind auch weitere Proteine in der
EZM vorhanden, die verschiedene Regulationsaufgaben erfiillen und mit Kollagenfibrillen

und Tenozyten interagieren.

1.2.2.2 Glykoproteine und Proteoglykane

Decorin ist ein Proteoglykan und Bestandteil der EZM in Sehnengewebe, aber auch in
Knorpel und Knochen zu finden (23). Das bogenférmige Kernprotein besteht aus 10
repetitiven leucinreichen Aminosauresequenzen in der Hauptdomane und besitzt zwei
Bindungsstellen fir fibrillare Kollagene, die je von ca. 40 Aminosauren gebildet werden
(24, 25). Durch diese Bindungsstellen am Decorin werden Form und Durchmesser der
einzelnen Kollagenfibrillen sowie deren Anordnung untereinander reguliert (26, 27). Durch
die Bindung von negativ geladenen Glucosaminoglykanseitenketten am Decorinmolekail,
die sowohl parallel als auch orthogonal zu den Kollagenfibrillen angeordnet sind, wird die
Stabilitat der interfibrillaren Region hergestellt, welche etwa 16 pN betragt (28). Weitere
Vertreter der Familie der leucinreichen Proteoglycane wie Lumican, Biglycan und
Fibromodulin haben eine ahnliche Funktion fur die fibrillare Kollagenorganisation wie
Decorin (29).

Die Tenascine sind Glykoproteine, welche die Interaktion von Zellen mit der EZM
beeinflussen sowie Zellproliferation und Zellmorphologie regulieren. Fibronektin, ebenfalls
ein Glykoprotein, ist auch funktionell in Zelladhasion und Zellmigration involviert. Werden
die Syndecan-4 Bindungsstellen von Fibronektin durch Tenascin-C besetzt, welches in
Sehnengewebe exprimiert wird, kommt es zu einer Proliferationshemmung der Tenozyten
(30). Die Interaktion des Transmembranproteins Syndecan-4 mit Fibronektin ist fir die
Organisation und Ausbildung des Zytoskeletts wichtig, welches in Tenozyten die typische
elongierte Zellform bedingt (31).

Desweiteren  regulieren Tenascine intrazellulare  Signalwege, die ebenfalls
entscheidenden Einfluss auf die Zellmorphologie haben. So vermindert Tenascin-C die
Aktivitat von RhoA und erhoht die Expression des Adapterproteins tau 14-3-3, zwei
entscheidende Proteine fur die Organisation des Zytoskeletts (32, 33). Das Zytoskelett
einer Zelle ist dynamischen Auf- und Abbauprozessen unterworfen und tragt maf3geblich
zur Ausbildung der Zellmorphologie bei. Die Interaktion zwischen Tenascin-C, Fibronektin
und Syndecan 4 sowie die Regulation intrazellularer Signalwege, werden in Abbildung 2

schematisch dargestellt.
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Abbildung 2 maodifiziert nach Chiquet-Ehrismann, R. et al. (34): Funktion von Syndecan und Tenascin C.
Syndecan-4 interagiert mit Fibronektin und beteiligt sich an der Organisation des intrazellularen Zytoskeltts.
Tenascin-C blockiert diese Interaktion und die elongierte Zellform geht verloren. Auch durch intrazellulare
Regulationsmechanismen (Rho A und tau 14-3-3) beeinflusst Tenascin-C die Zellmorphologie.

Neben dem Kollagenfasergeriist, den bereits aufgezahlten Proteinen der EZM und
anorganischen Bestandteilen existieren weitere Proteine, die dominant in Sehnengewebe
exprimiert werden. Sie sind diagnostisch und prognostisch von grof3er Bedeutung, da
durch ihr Vorhandensein in Zellkulturen spezifisch ein tenogenes Expressionsmuster

nachwiesen werden kann.

1.2.2.3 spezifische Expression in Sehnengewebe

Ein solches in Sehnengewebe spezifisch exprimiertes Protein ist Scleraxis. Es handelt
sich um einen Transkriptionsfaktor mit einem typischen Helix-Schleife-Helix Motiv. Die
spezifische Expression von Scleraxis in Vorlauferzellen von Sehnengewebe zeigt, dass
Scleraxis eine Differenzierung von Mesodermzellen in Band- und Sehnengewebe bewirkt.
Scleraxis wird aber auch in adulten Tenozyten exprimiert, so dass dieser
Transkriptionsfaktor heute als ein wichtiger tenogener Differenzierungsmarker bewertet
wird (35-37). Neben Scleraxis stellt auch Tenomodulin einen wichtigen
Differenzierungsmarker von Band- und Sehnengewebe dar.

Tenomodulin ist ein Typ Il Transmembranprotein und wird in Bindegewebe exprimiert (38,
39). Es ist fur die Proliferation von Tenozyten von Bedeutung und fir die Ausbildung einer
intakten  Kollagenfibrillenstruktur  notwendig (40). Ein positiver Einfluss der
Scleraxisexpression auf die Tenomodulinexpression konnte durch ihr ebenfalls frihes
Auftreten wahrend der Entwicklung von Sehnengewebe abgeleitet werden (41).

Die Wachstumsfaktoren ,Fibroblast Growth Factor 4 und 8" (FGF4 und FGF8) kdnnen
durch eine Interaktion im ,mitogen-activated protein“ (MAP) Kinase Pfad die Steigerung
der Expression von Scleraxis und Tenomodulin bewirken (42, 43).

Der streng hierarchisch organisierte Aufbau des Sehnengewebes verleiht ihm eine hohe

Stabilitat und Reil3festigkeit. Bei supramaximaler Beanspruchung kann jedoch auch
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Sehnengewebe rupturieren. Nachfolgend soll auf relevante orthopadisch klinische
Sehnenrupturen eingegangen werden und insbesondere die Pathogenese, Klassifikation

und Therapiemoglichkeiten von Rupturen der Rotatorenmanschette beschrieben werden.

1.3 Klinisch relevante Sehnenrupturen

Clayton R. A et al. konnten in ihren epidemiologischen Untersuchungen die haufigsten
klinischen Sehnen- und Bandrupturen identifizieren. Achillessehnenrupturen sind mit einer
Inzidenz von 11,33% die haufigsten Sehnenrupturen, gefolgt von Rupturen des vorderen
Kreuzbandes mit einer Inzidenz von 8,06%. Wesentlich seltener treten Rupturen der
Patellarsehne und der langen Bizepssehne auf. Hier betragt die Inzidenz 0,68%
(Patellarsehne) und 0,53% fur die lange Bizepssehne. Ein ebenfalls klinisch relevantes
Problem sind Rotatorenmanschettenrupturen (RMR) mit einer Inzidenz von 3,73%, die
sowohl Manner als auch Frauen (m:w ca. 1:1) in h6herem Lebensalter (durchschnittliches
Erkrankungsalter: m: 47,5 Jahren; w: 57,2 Jahren) betreffen, und deren Behandlung
schwierig ist (44).

Die RMRen koénnen atiologisch in akute traumatische Rupturen und chronisch
degenerative Rupturen eingeteilt werden. Die Mehrzahl der Rupturen (ca. 95%) ist
chronisch degenerativ bedingt und betriff vor allem &ltere Patienten. Die Préavalenz im
Kollektiv der Patienten tber 60 Jahre betragt ca. 30%. Jingere Patienten erleiden fast
ausschlieR3lich akut traumtische Rupturen der Rotatorenmanschette mit einer Pravalenz
von ca.5-8% (45).

Da die Therapie irreparabler Sehnenrupturen der Rotatorenmanschette mittels ,tissue
engineering” bzw. ,tissue regeneration” durch autologe Zellen und Scaffoldmaterialien das
Thema dieser Arbeit ist, soll auf Diagnostik und Therapiemdglichkeiten der RMR genauer

eingegangen werden.

1.4 Die Rotatorenmanschette

1.4.1 Aufbau und Funktion der Rotatorenmanschette

Die Rotatorenmanschette besteht aus dem M.supraspinatus, dem M.infraspinatus, dem
M.teres minor und dem M.subscapularis. Diese Muskeln haben alle ihren Ursprung an der
Scapula und umgeben das Schultergelenk haubenférmig. Der M.supraspinatus, der
M.infraspinatus und der M.teres minor inserieren am Tuberculum major und der M.
subscapularis am Tub. minor des Humeruskopfes. M.infraspinatus und dem M.teres minor
sorgen fur die AuRenrotation, der M. subscapularis fur die Innenrotation und der M.

supraspiantus fir die Abduktion im Schultergelenk. Eine weitere Aufgabe aller Muskeln

6
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der Rotatorenmanschette besteht in der Zentrierung, Stabilisierung und Kompression des
Humeruskopfes in die konkav geformte Cavitas glenoidalis (46). Funktionell muss auch
die lange Bizepssehne zur Rotatorenmanschette gerechnet werden, da ihr ebenfalls ein
stabilisierende und zentrierende Wirkung auf den Humeruskopf in der Gelenkpfanne

zugeschrieben wird (47).

Abbildung 3 A und B: Aufbau und Muskeln der Rotator enmanschette  (M.suprascapularis/a,
M.infrascapularis/b, M.teres minor/c, M.subscarpularis/d) umhillen das Schultergelenk. Sie ermdglichen
Bewegung und sorgen flr Stabiltdt. A: Ansicht von dorsal B: Ansicht von lateral (Sobotta Anatomieatlas, 20.
Auflage 1993, Urban u. Fischer)

1.4.2 Pathophysiologie von Rotatorenmanschetenruptu ren

Schulter- und Nackenschmerzen besitzen eine Préavalenz von 15,4% mit einer deutlichen
Geschlechts- (Frauen>Manner) und Altersabhangigkeit (alt>jung) (48). Die Haufigkeit von
RMR und des Impingementsyndroms steigt mit zunehmenden Lebensalter an und kann
zu einer signifikanten Bewegungseinschrankung im Schultergelenk sowie zu starken
Schmerzzustanden fuhren.

Die Gesamtpravalenz asymptomatischer RMRen liegt bei ca. 23% mit einem deutlichen
Anstieg im Kollektiv der Uber 80-jahrigen auf ca. 51% (49). Primar asymptomatische
Sehnenrisse der Rotatorenmanschette neigen mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 51%
dazu, in ein symptomatisches Stadium Uberzugehen, was mit erheblichen funktionellen
Beeintrachtigungen im Alltag einhergehen kann (50, 51).

Bis heute ist die genaue Pathophysiologie der Entstehung einer RMR nicht vollstandig
geklart. Es existieren verschiedene Konzepte, die unterschiedliche auslésende Ursachen
annehmen. Allgemein anerkannt ist, dass degenerative Veranderungen zur RMR fihren,
wahrend traumatische Ereignisse fur die Pathogenese im hoheren Lebensalter von
untergeordneter Bedeutung sind und nur bei jungen Menschen Bedeutung besitzen (52,
53).

Ein wichtiger Faktor fur die Entstehungspathogenese von RMRen ist das Hohertreten des
Humeruskopfes und die damit verbundene mechanische Kompression der Sehnen der

Rotatorenmanschette im subacrominalem Raum, zwischen Humeruskopf und Acromion.
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Rupturierte  Sehnen zeigen charakteristische histologische Veranderungen, wie
Kalzifizierungen, zellular chondrale Dedifferenzierungen, mukdse Degenerationen und
lipomatdse Einlagerungen (54, 55). Auch auf zellularer Ebene wurden strukturellen
Veranderungen als pathogenetisch wichtige Merkmale der Sehnendegeneration
nachgeweisen. Durch Modifikation der normalen Konfiguration des Kollagengeristes
sowie durch die Infiltration von Fibroblasten und vaskularen Gewebes in das
Sehnengewebe wird die Entstehung eines Risses begiinstigt (56).

Das Wissen um diese pathologischen Verdnderungen und die Beobachtung von
typischen Lokalisationen von Rissen sowie von typischen Rissformen der
Rotatorenmanschette fiihrte zur Entstehung verschiedener Klassifikationssysteme. Einige
der wichtigsten und haufig angewandten Klassifikationen sollen folgend kurz beschrieben

werden.

1.4.3 Klassifikation der Rotatorenmanschettenruptur en

1934 beschrieb Codman die Entwicklung einer Partialruptur an der artikularen Flache der
Supraspinatussehne im Bereich des Humeruskopfes (57).

Neer teilte die RMR 1983 in drei Stadien ein: Durch rezidivierende exzessive (Uber-)
Beanspruchungen des Schultergelenks kommt es zu Odembildungen und vereinzelten
Blutungen im Bursa- und Sehnengewebe (Stadium [), die zu Fibrosierungen von
Schleimbeutel und an der Sehne fihren (Stadium Il). Diese Veranderungen bedingen
schlieBlich partielle bzw. transmurale Rupturen der Rotatorenmanschette (Stadium III).
Das sukzessive Auftreten dieser Veranderungen konnte charakteristischen Altersklassen
zugeordnet werden (58).

1990 fuhrte Patte ein Klassifikationssystem ein, das neben der Ausdehnung des Risses
auch seine Lokalisation in der sagittalen und frontalen Ebene mit bericksichtigt. Auch die
Integritdt des langen Kopfes der Bizepssehne sowie der trophische Zustand der
Muskulatur sind weitere Parameter dieser Klassifikation (59).

Thomazeau erarbeite 1997 eine radiologische Einteilung, die sich am trophischen
Zustand der Muskulatur orientiert. Dieser wird anhand magnetresonanz-tomoraphischer
Bilder beurteilt und in 3 Schweregrade eingeteilt (60). Insbesondere der trophische
Zustand der Muskulatur ist ein wichtiger Parameter fir die Prognose der RMR (61).
Millstein und Snyder unterteilten 2003 die RMR in 4 Grade, die sie nach ihrer Lage und
Ausdehnung klassifizierten. Dem ersten Grad entsprechen oberflachliche Lasionen, die zu
einer Irritation synovialer Strukturen flihren und eine Ausdehnung von weniger als 1 cm
aufweisen. RMR, die eine Ausdehnung von mehr als 3 cm aufweisen und sich Uber

mehrere Sehnen erstrecken koénnen, wurden als Maximalvariante dem vierten Grad
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zugeordnet. Aul3erdem wird in dieser Klassifikation zwischen gelenkseitig gelegenen
Rupturen (A=artikular), schleimbeutelseitig gelegenen Rupturen (B=bursal) und
transmuralen Rupturen (C=complete) unterschieden (62).

Im deutschsprachigen Raum wird im Klinischen Alltag haufig die Einteilung nach
Habermayer verwendet. Habermayer ordnete die Rupturen nach ihrer Lokalisation und

definierte 3 spezifische Zonen

Zone A: ventrale Abschnitte mit Subscapularissehne, Rotatorenintervall und
langer Bizepssehne

Zone B:  kranialer Abschnitt im Bereich der Supraspinatussehne

Zone C: dorsale Lasionen im Bereich der Mm. infraspinatus und teres minor
Die Verlangerungslinie der Spina skapulae trennt Zone B von Zone C
(63)

Jedoch koénnen bis heute weder die verschiedenen histologisch deskriptiven
Klassifikationssysteme (58, 59, 62), noch die Einbeziehung klinischer Parameter wie Alter
(53, 64), Dauer der Symptomatik (65, 66), Geschlecht (67, 68), Bewegungsausmal? (66,
69) und Grad der Muskelkraft (66, 69, 70), auch aufgrund teils widersprichlicher
Datenlage, eine eindeutige Entscheidungsgrundlage fir das therapeutische Vorgehen
liefern (71).

1.4.4 Spontanheilungsprozess von Sehnengewebe

Der spontane Heilungsprozess von Sehnengewebe ist langwierig und fuhrt fir Patienten
selten zu Klinisch  zufriedenstellenden  Ergebnissen. Das Ausmall  der
Regenerationsfahigkeit ist limitiert. Ein Grund dafir ist die schlechte Blutgefal3versorgung
(72). Der spontane Heilungsprozess kann in drei Hauptphasen unterteilt werden. Diese
missen nicht streng aufeinander folgen, sondern kdnnen teilweise Uberlappend ablaufen
(73).

In der ersten Woche nach Defektentstehung kann das Einwandern von
Entzindungszellen in das verletzte Areal beobachtet werden. In dieser inflammatorischen
Phase wird vor allem nekrotisches Gewebe resorbiert.

Dieser Phase schliefdt sich eine Phase gesteigerter Kollagensynthese an, in der der
Kaorper versucht den Defekt zu decken.

Nach ca. sieben Tagen beginnt die dritte und letzte Phase des Heilungsprozesses. Diese

Phase bezeichnet man als Rekonstruierungsphase. Diese Phase ist von individuell
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unterschiedlicher Dauer und endet mit der Bildung eines funktionell weniger belastbaren
Narbengewebes (73) (74).

Durch strukturelle Modifikationen des Aufbaues der EZM entspricht das so entstandene
Narbengewebe in seiner funktionellen mechanischen Belastbarkeit nicht nativem
Sehnengewebe. Allerdings kann gerade dieser Selbstheilungsprozess bei grof3en
transmuralen RMRen nicht beobachtet werden. Dies ist auch ein Grund, weshalb die
Therapie bis heute schwierig und fur Patienten aufwandig und langwierig ist. Im folgenden
Abschnitt sollen Grundziige therapeutischer Behandlungsméglichkeiten kurz aufgezeigt

werden.

1.4.4 Behandlung von Rotatorenmanschettenrupturen

RMRen werden heute, wann immer moglich, einer operativen Versorgung zugefihrt. Falls
eine operative Therapie nicht méglich sein sollte, kommt in Ausnahmefallen auch eine
primar medikamentos/physiotherapeutisch konservative Therapie in Betracht.

Die medikamentése Therapie sollte vorzugsweise mit den nichtsteroidalen
antiinflammatorischen Substanzen Naproxen (75) oder Diclofenac durchgefiihrt werden,
da sich diese Préaparate gegeniber anderen antiinflammatorischen Medikamenten
Uberlegen zeigten (76). Physiotherapeutische Therapiemallinahmen zielen auf die
Kraftigung der noch nicht geschadigten Muskulatur sowie auf die Wiederherstellung bzw.
Optimierung der Zentrierung des Humeruskopfes im Gelenk und der Dehnung der
Schultermuskulatur ab. Im Rahmen einer konservativen therapeutischen Anwendung
sollte jedoch auch die Huft-und Rumpfmuskulatur mit eingeschlossen werden (77).
Begleitend werden physikalische Therapieverfahren zur Behandlung der entziindlichen
Prozesse im Subacromialraum angewandt. Eine weitere Moglichkeit besteht in der
lolakeln Infiltrationstherapie mit Kortison, die einen unmittelbaren
entziindungshemmenden Effekt hat. Es konnte in vergleichenden Studien gezeigt werden,
dass die klinischen Ergebnisse einer systemischen Applikation von Kortikosteroiden durch
Injektion in die Glutealregion einer lokalen Therapie durch Injektion in die
Subacrominalregion vergleichbar sind (78).

Durch die konservativen Therapiemalinahmen kann eine Verbesserung des
Bewegungsumfanges und eine Reduktion des subjektiven Schmerzempfindens erreicht
werden. Daraus ergibt sich folglich eine hdhere Belastungsfahigkeit des Schultergelenkes
(79). Trotzdem ist in vielen Féllen eine primar operative Therapie anzustreben, um die
volle Funktionsfahigkeit des Schultergelenkes dauerhaft wiederherzustellen.

In der operativen Versorgung hat sich in den letzten Jahren zunehmend ein Ubergang von

offenen Methoden hin zu athroskopischen Verfahren vollzogen. Altere Untersuchungen
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sahen im Gesamtergebnis einen Vorteil der offenen Operationsmethode (80). Wird jedoch
als Beurteilungskriterium der University of Carlifornia at Los Angeles Score (UCLA-Score)
verwendet, scheinen beide Operationsverfahren klinisch gleichwertige Ergebnisse Uber
einen Beobachtungszeitraum von einem bzw. acht Jahren zu liefern (81, 82). Die kiirzere
postoperative Erholungsphase und eine schnellere Widereingliederung in den normalen
Alltag sprechen jedoch in vielen Fallen fir die Anwendung der minimal invasiven
Vorgehensweise (83).

Allerdings sind 2 Jahre nach operativer Therapie, insbesondere bei transmuralen
Rupturen, in Bezug auf Muskelkraft und Bewegungsumfang immer noch Defizite
gegenuber der gesunden, nicht operativ versorgten Seite festzustellen (84). Nur 27% bis
74% aller Patienten, die sich einer offenen Rotatorenmanschettenoperation unterzogen,
gaben ein zufriedenstellendes oder exzellentes postoperatives Resultat nach einem
Beobachtungszeitraum von 13 Jahren an (68). Desweiteren konnte durch
magnetresonanztomographische Nachuntersuchungen gezeigt werden, dass bis zu
57,6% aller Patienten mit einer transmuralen Ruptur eine erneute Ruptur der

Rotatorenmanschette nach operativer Therapie erleiden (85).

1.4.5 irreparable Rotatorenmanschettenrupturen

Primar nicht reparable RMRen stellen, aufgrund der teilweise subjektiv unbefriedigenden
postoperativen Ergebnisse, ein grolRes Problem dar. Passende und geringe
Donormorbiditat verursachende autologe Sehnentransplantate, wie sie bei Rupturen des
vorderen Kreuzbandes existieren, gibt es bislang in der Versorgung von RMRen nicht.
Der Einsatz von allogenen Sehnentransplantaten ist in solchen Fallen nur selten ein
adequater Losungsansatz und ist keine klinische Routine (86). Aufgrund des erhdhten
Infektionsrisikos und einer moglichen Abstol3ungsreaktion empfahl Moore 2006 die
klinische Anwendung nicht (87).

Muskel-Sehnentransferoperationen des M.lattissimus dorsi (88), des M.pectoralis major
(89), des M.deltoideus (90) und des M.teres major (91) sind aufwendige operative
Versorgungsoptionen und ihr Eisatz ist bis heute limitiert. So ist der postoperative
Rehabilitationsbedarf enorm und die funktionellen Ergebnisse sind nicht immer
zufriedenstellend (92).

Der endoprothetische Gelenkersatz mit einer inversen Schulterprothese ist haufig die
einzige definitive Versorgungsmaglichkeit dieser Rupturen. Die Indikationsstellung erfolgt
insbesondere wenn der pathologische Endzustand einer Defektarthropathie eingetreten
ist. Trotz Verlustes der Muskelkraft des M.supraspinatus wird durch Medialisierung und

Kaudalisierung die Biomechanik des M.deltoideus verbessert und somit eine weitgehende
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Bewegungsfahigkeit des Schultergelenkes erhalten. Durch die teilweise auftretende
Lockerung der Prothese kann es im Behandlungsverlauf zu diversen Problemen kommen
(93, 94).

Einen moglichen Losungsansatz bietet daher das ,tendon tissue engineering” (TTE). Es
konnte zukinftig in der Versorgung von priméar irreparablen RMR eine alternative

Therapiemdglichkeit liefern.

1.5 Tendon Tissue Engineering

Das TTE verfolgt das Ziel, ersatzfahiges Sehnenmaterial bereits in vitro zu konstruieren
und es dann anschlieBend in Sehnendefekte in vivo zu implantieren, wo es sofort als ein
funktionsfahiges Ersatzgewebe in situ zur Verfigung steht. Zu diesem Zweck werden
unterschiedliche Zelltrdgermaterialien mit verschieden vitalen Zellenarten besiedelt und
mit verschiedenen Methoden zur funktionellen Qualitatssteigerung behandelt. In der
Vergangenheit wurden bereits verschiedene Zelltrdger aus unterschiedlichen Materialien

verwendet, die sowohl Vor- als auch Nachteile in der Verwendung fir das TTE besitzen.

1.5.1 Zelltragermaterialien im TTE

Legt man die mechanische Funktion von Sehnengewebe zugrunde, sollte der optimale
Zelltrager eine grof3e mechanische Festigkeit, insbesondere gegeniber Zugbelastungen,
besitzen. Eine hohe Biokompatibilitat und Biofunktionalitat missen gefordert werden
sowie eine regelbare Degradation des Materials nach Implantation, um die problemlose
Hybridisierung mit vitalem Zellmaterial zu ermoglichen. Eine leichte intraoperative
Handhabung sowie eine gute Formanpassung der zellbesiedelten Konstrukte sind

praktische Anspriiche an den idealen Zelltrager (95).

1.5.1.1 Polyester

Ein haufig verwendetes Material sind abbaubare Biopolymere aus Glykolsaure (PGA),
Milchsaure (PLA), L-Milchsaure (PLLA) oder eine Kombination aus beiden Polymeren
(PLGA).

PGA Zelltrager weisen eine hohe Widerstandsfahigkeit gegentber mechanischen
Belastungen auf (96), zeigten jedoch im Vergleich zu PLGA- und PLLA-Zelltragern einen
durch schnellere Degradation bedingten frihzeitigen Integritatsverlust. Diese schnelle
Degradation fuhrt zur Bildung von sauren Degradationsprodukten, die mdglicherweise zu
einer lokalen oder systemischen inflammatorischen Reaktion fihren kénnen (100). Ein
weiterer limitierender Faktor fir den Gebrauch von Polyestern im Rahmen des TTE ist

ihre Hydrophobitat, die zu einer geringen initialen Zellanhaftung fuhrt (99). Nach
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Besiedelung von PLLA- und PLGA-Polymeren zeigten die Zellen eine tenozytenahnliche
Morphologie und verglichen mit PLGA und PGA Polymeren konnte die hdchste
Proliferationsrate auf PLLA Polymeren erreicht werden (97, 98).

Der Verbundwerkstoff Ethisorb (Ethicon, Norderstedt) konnte bereits zeigen, dass er bei
Verwendung in einem Kaninchenmodel keine erhohte inflammatorische Reaktion
hervorruft (101). Ein moglicher Grund liegt eventuell in der langeren Resorptionszeit des
PDS Anteils, so dass geringere Mengen toxischen Potenzials pro Zeiteinheit freigesetzt
werden. Die durchschnittlichen Resorptionszeiten der im Rahmen des ,tissue

engineering“ verwendeten Biopolymeren zeigt Tabelle 1.

1.5.1.2 Kollagenderivate

Kollagen Typ 1 ist das dominierende Strukturprotein in Sehnengewebe, so dass
Kollagenderivate haufig als Zelltrager fiur das TTE verwendet werden. Als Grundlage fur
solche Kollagenmatrices dienen sowohl rekombinant erzeugtes Kollagen als auch
Kollagene tierischen Ursprungs. Bei letztgenannten besteht jedoch die Gefahr einer
allergischen AbstoRungsreaktion und der xenogenen Krankheitsiibertragung (102).

Fur Kollagengele konnte eine gute Besiedelungsfahigkeit gezeigt werden, jedoch missen
sie aufgrund mangelnder mechanischer Festigkeit durch weitere Materialien erganzt
werden (103). Durch die Kombination von Kollagengelen mit Kollagenvliesen konnte eine
erhdhte mechanische Festigkeit bei weiterhin guter Biofunktionalitat erreicht werden (104,
105). So zeigten zellbesiedelte Kollagenvliese, die in einen Patellarsehnendefekt
implantiert wurden, annéhernd dreiviertel der mechanischen Belastbarkeit von nativem
Patellarsehnengewebe (106). Als Weiterentwicklung kénnte eine stabile basale
Kollagenmembran, in der die Kollagenfasern dicht gepackt liegen, in offenporige
Kollagenvliese fir die Aufnahme von Zellen integriert werden und so einen hohe
Beanspruchbarkeit gegeniiber Zugbelastungen bei guter Besiedelbarkeit garantieren.
Aufgrund von technischen Schwierigkeiten bei der Verarbeitung besiedelter
Kollagenderivate, der moéglichen Immunreaktion und der begrenzten mechanischen
Festigkeit, verglichen mit anderen synthetischen Zelltrdgermaterialien, ist der klinische
Einsatz jedoch weiterhin problematisch (107, 108). Die Resorptionszeit von Kollagenen

nach Implantation liegt dabei zwischen denen von PGA und PDS.

Tabelle 1: Resorptionszeiten von Materialen im ,tissue engineering” (Herstellerangaben)

| Kollagen | PGA | PDS

Resorptionsdauer in Tagen ‘ 60-140 ‘ 90 ‘ 210
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1.5.2.3 Zuckerpolymere

Die Zuckerpolymere Chitin, Chitosan, Alginat oder Agarose fanden trotz ihrer hydrophilen
Eigenschaften kaum Verwendung als Zelltrdgermaterialien fur die Regeneration von
Sehnenersatzgewebe, wurden aber haufiger als Scaffoldmaterialien fir Knorpel- oder
Knochenersatzgewebe eingesetzt (109, 110). Durch ihre guten
Zelladhasionseigenschaften und die nachgewiesene hohe Zellproliferationsrate nach
Besiedelung weisen sie eine befriedigende Biofunktionalitat auf (109). Ein weiterer Vorteil
der Verwendung von Zuckerpolymeren, ist die Moglichkeit, wahrend der technischen
Fertigung die Porositat der Strukturen bis hin zu Mikrokanalen entsprechend den
Erfordernissen des Zielgewebes einzustellen und so eine gute Verteilung der Zellen im
Zelltrager zu garantieren (111).

Durch die Kombination des positiv geladenen Chitosan und der negativ geladenen
Hyaluronsdure, einem repetitiv linear aufgebauten Glykosaminoglykan, kénnen die
biomechanischen Eigenschaften des Konstruktes verbessert und die Produktion des
wichtigen Strukturproteins Kollagen Typ 1 in vivo angeregt werden (112, 113).

Eine weitere Kombinationsmoglichkeit besteht durch die Verbindung von Chitosan mit
anionischem Alginat, wodurch die unbefriedigende Zellanhaftung verbessert werden
konnte (114).

Eine weitere wichtige Frage im TTE ist die Wahl geeigneter Zellen fur die Besiedelung der
Zelltrager in vitro. In der Vergangenheit wurden bereits Erfahrungen mit verschiedenen
Zellarten gesammelt. Nachfolgend soll auf die am haufigsten verwendeten Zellarten

eingegangen werden und mdgliche Schwierigkeiten ihrer Verwendung erlautert werden.

1.5.2 Zellarten im TTE

Zellen, die fur die Besiedelung der Zelltrager im Bereich des TTE zur Anwendung
kommen, sollten idealerweise aus autologem Gewebe gewonnen werden, um
AbstoRungsreaktionen zu vermeiden. Eine ausreichende Anzahl von vitalen Zellen nach
Isolation, eine hohe Expansionsfahigkeit in in vitro Kulturen sowie ein stabiles tenogenes
Expressionsmuster wahrend der Kultivierung sind wichtige Voraussetzungen, um optimale

Ausgangsbedingungen fiir die in vitro Konstruktion von Sehnengewebe zu schaffen (115).

1.5.2.1 Tenozyten

Tenozyten stellen die groRte Zellfrakion im Sehnengewebe dar (2, 12) und durch ihre
Fahigkeit zur Produktion von tenogener EZM eignen sie sich ideal zur Besiedelung auf
Zelltragern im TTE. Die Isolation von Tenozyten aus Sehnengewebe kann mittels
enzymatischer Gewebeverdauung (EGV) (96) oder durch Zellauswanderung (ZAW) (1186,

117) erreicht werden.
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Mit Tenozyten besiedelte PGA Zelltrager, lieferten zur Uberbriickung eines
Sehnendefekts sowohl in einem Maus- als auch einem Huhnmodell (berzeugende
histologische und biomechanische Ergebnisse (96, 118). Es konnte in diesen Versuchen
gezeigt werden, dass Tenozyten nach Implantation in vivo Uberlebensfahig sind und das
Potential zur Produktion einer tenogenen EZM besitzen.

Allerdings ist die in vitro Kultivierung von Tenoyzten diffizil, da es mit zunehmender
Zellpassage zu einer Veranderung der Zellmorphologie und der Genexpression der
Tenozyten kommt. Die Zellproliferationsrate ist hierbei jedoch konstant. Die Zunahme von
abgerundeten, morphologisch dedifferenziert erscheinender Zellen bei gleichzeitiger
Verminderung von elongierten tenogenen Zellen sowie eine erhdhte Kollagen Typ |l
Expression bei gleichbleibender Gesamtkollagenexpression in Verbindung mit einer
verminderten Expression des Proteoglykans Decorin, konnten in hdéheren Zellpassage
beobachtet werden (119). Eine Verbesserung des tenogenen Expressionsmusters in in
vitro Kulturen konnte in Untersuchungen humaner Tenozyten in einer high-density Kultur
durch einen leichten Anstieg der Expression des Transkriptionsfaktors Scleraxis, sowie
eine konstante Kollagen Typ | Expression hachgeweisen werden (116).

In Tierversuchen konnte durch die intratendinése Injektion des Enzyms Kollagenase, dem
selben Enzym, das auch in dieser Arbeit wéahrend der EGV zur Zellisolation verwendet
wurde, das Auftreten eines chondrogenen Phéanotyps und von Ossifikationen beobachtet
werden (120).

Da autologe Tenozyten fiir das TTE aus nativem Gewebe gewonnen werden, muss nach
einem geeigneten Spendergewebe gesucht werden, dessen Verlust zu geringen
Funktionsbeeintrachtigungen beim Spender fuhrt. Der Verlust der Sehne des M.
semitendinosus und der langen Bizepssehne haben, verglichen mit anderen
Sehnenstrukturen, einen deutlich geringeres Funktionsdefizit zur Folge, das jedoch
individuell unterschiedlich ausgepréagt sein kann. Die Sehnen des M. semitendinosus und
der langen Bizepssehne stellen somit eine mdogliche Zellquelle fur die Gewinnung

humaner autologer Tenozyten dar.

1.5.2.2. mesenchymale Stammzellen

Es gibt adulte und embryonale Stammzellen, die ein unterschiedliches Potenzial zur
Differenzierung und Gewebebildung beistzen. Im Rahmen des TTE werden adulte
mesenchymale Stammzellen verwendet, da sie leicht zuganglich sind und ihr
Differenzierungspotenzial in Stitz- und Speichergewebe nachgewiesen werden konnten
(122).
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Die Mdglichkeit der Differenzierung bei erhaltener Vitalitat von rundlichen mesenchymalen
Stammzellen in elongierte tenozytendhnliche Zellen in vivo konnte durch
Fluoreszenzuntersuchungen nachgewiesen werden (122).

Auch konnten stammzellbesiedelte Konstrukte wie Kollagengele und PLGA Zelltréger eine
histologisch belegbare Verbesserung der Gewebeneubildung in Sehnendefekten zeigen,
die sich in einer erhdhten Produktion von Kollagen Typ | und Typ Il belegen liel3.
Zuséatzlich fand sich eine Verbesserung der biomechanischen Festigkeit dieser
Regenerate verglichen mit Regeneraten, die initial mit nicht zellbesiedelten Konstrukten
Uberbrickt worden waren (123, 124).

Obwohl mesenchymale Stammzellen relativ einfach aus Knochenmark gewonnen werden
kénnen, bendtigt man fir ihre invasive Gewinnung zumeist ein anasthesiologisches
Verfahren. Neuere Untersuchungen fanden, dass auch in Fettgewebe Zellen mit
multipotentem Potential vorhanden sind, die Knochenmarkstammzellen in ihrem
Differenzierungsvermégen ahneln (125). lhre Gewinnung ist wesentlich einfacher und mit
weniger Risiken verbunden.

Ein weiteres Problem stellt die geringe Zellausbeute an MSC's nach Isolation aus dem
Knochenmark dar, sowie deren sinkende Anzahl im Knochenmark und ihre verminderte
Differenzierungsfahigkeit mit zunehmendem Alter (126). Es sind aber gerade altere
Menschen, die im Mittelpunkt der Bemihungen fiir eine Therapie mit in vitro erzeugtem
Sehnenersatzgewebe stehen. Auch hier stellen neue Quellen der Stammzellgewinnung,

wie Fettgewebe oder Nabelschnurblut, mégliche Alternativen dar.

1.5.2.3 dermale Fibroblasten

Dermale Fibroblasten wurden als Zellen zur Konstruktion von Sehnengewebe in vitro oder
in vivo bisher nur selten eingesetzt. Jedoch konnten sowohl in in vitro Experimenten, in
denen sie statischen Zugbelastungen ausgesetzt waren, als auch in in vivo
Defektmodellen mit Zelltragertberbriickung, den Tenozyten vergleichbare histologische
und biomechanische Ergebnisse erzielt werden (127, 128). Somit stellen auch dermale
Fibroblasten einen mdglicherweise geeigneten Zelltyp fir das TTE dar.

In tierexperimentellen Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe scheint die Datenlage darauf
hinzuweisen, dass autologe Tenozyten gegenudber nativen (=unbehandelten)
Knochenmarkszellen aber auch gegeniber in vitro Kkultivierten mesenchymalen
Stammzellen ein héheres Potenzial zur Erzeugung von neuem Sehnengewebe besitzen.
Dies betraf sowohl die biomechanischen als auch die histologischen Eigenschaften des
gebildeten Sehnenregeneratgewebes (Daten noch nicht verdffentlicht).

Die Gewinnung von Tenozyten ist ohne gréRere Spendermorbiditdt mdglich und eine

Differenzierung in Kultur, wie bei mesenchymalen Stammzellen, nicht notwendig. Im
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Vergleich zu Fibroblasten ist unsere Arbeitsgruppe der Auffassung, dass die Mdglichkeit
der Synthese funktionell weniger belastbarer EZM, wie beispielsweise bei der Entstehung
von Narbengewebe, bei der Verwendung von Tenozyten geringer ist als bei anderen
Zellarten. Aus diesen Griunden wurde entschieden, im Rahmen dieser Arbeit humane
Tenozyten zu verwenden.

Nach Besiedlung der Zelltrdger mit vitalen Zellen existieren einige schon beschrieben
Methoden, um die Qualitat zellbesiedelter Konstrukte vor mdglicher Implantation zu
erhdéhen. Einige erfolgsversprechende Methoden werden im nachsten Abschnitt

beschrieben.

1.5.3 Strategien zur Qualitatssteigerung zellbesied  elter in vitro Konstrukte

Um die Qualitdt des in vitro erzeugten Sehnenersatzgewebes zu verbessern, werden
verschiedene Verfahren angewandt. Oberflachenveranderungen der Zelltrager sollen eine
verbesserte Zelladhdrenz erzielen, duch die Zugabe von Wachstumsfaktoren soll die
Zellproliferation gesteigert werden und die Applikation von Zugspannung ermdglicht die

Nachahmung von in vivo Belastungen des Sehnengewebes.

1.5.3.1 Oberflachenverénderungen der Zelltrager

Oberflachenveranderungen von Zelltrager, die den einleitenden und wichtigen Schritt der
Adhasion von Zellen an den Zelltrdgern unterstiitzen sind von besonderer Bedeutung, da
eine schnelle und gute Zelladharenz der erste und wichtigste Schritt fir eine effiziente
Besiedelung darstellt. Hierzu wurden bereits verschiedene Ansatze untersucht, die im
Folgenden kurz umrissen werden sollen.

Integrine sind Transmembranproteine, deren extrazellulare Doméne mit kurzen RGD-
Aminosauresequenzen (Arg-Gly-Asp) interagiert und somit fur die initiale Zellanhaftung
entscheidende Funktion besitzt. Durch die Beschichtung von Seidenzelltragern mit diesen
kurzen Aminosauresequenzen konnte die Zellanhaftung um 250% und die Produktion des
Strukturproteins Kollagen | um 410% gesteigert werden (129). Fibronektin besitzt
ebenfalls RGD Aminosauresequenzen und seine Verwendung zur Modifikation von
artifiziellen Oberflachen konnte ebenfalls eine Verbesserung der Zellanhaftung
nachweisen (97, 130).

Ferner konnte durch die Erzeugung von Nanofasern auf Zelltragern, die eine Steigerung
der Porositat und des Oberflachen-Volumen-Verhéltnisses bewirken, eine Verbesserung
der Zellanhaftung und Zellproliferation sowie eine Steigerung der Matrixproduktion
gefunden werden (131, 132).
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1.5.3.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren regeln und stimulieren durch die Interaktion mit zellularen Proteinen
eine Vielzahl von zellularen Funktionen wie Proliferation, Differenzierung und
Matrixproduktion. Die genauen Ablaufe dieser Interaktionen und
Regulationsmechanismen sind bis heute noch nicht vollstandig verstanden (95).

Es konnte gezeigt werden, dass die separate Applikation von Wachstumsfaktoren wie
bFGF, ,Platelet Derived Growth Factor-BB* (PDGF-BB) und ,Insulin-like Growth Factor-1*
(IGF-1) eine Steigerung der Zellproliferation verursacht. Die grOf3te Steigerung jedoch
konnte durch eine Kombination von drei Wachstumsfaktoren (b-FGF: 5 ng/ml + IGF-1:
100 ng /ml + PDGF-BB: 50 ng/ml) erzielt werden (133).

Diese Option stellt eine gute Mdoglichkeit dar, eine schnelle in vitro Expansion und
Proliferation von priméar isolierten Tenozyten, auf bereits besiedelten Zelltragern zu
erreichen. Da der Einsatz von Wachstumsfaktoren das Risiko eines ungesteuerten
Zellwachstums birgt, bedarf es weiterer in vivo Versuche, um die Mdglichkeit einer

benignen oder malignen Neoplasie auszuschlief3en.

1.5.3.3 mechanische Stimulation

Sehnen haben die Funktion, die Muskelkrafte auf den Knochen zu Ubertragen und
Bewegungen zu ermdglichen. Dabei sind sie zyklischen Zugkraften ausgesetzt. Diese
biologischen Belastungen werden im TTE versucht durch Applikation externer
Zugbelastungen auf die zellbesiedelten Konstrukte in vitro zu imitieren.

Eine externe mechanische Belastung fuhrte in in vitro Untersuchungen bei zweiwdchiger
Kultivierung mesenchymaler Stammzellen in Kollagengelen zu einer signifikant héheren
Zellzahl, einer Erhohung der Kollagenproduktion sowie zu einer Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften wie Reil3festigkeit und Elastizitditsmodul (134). Eine tégliche
zyklische Belastung mit 4 Hz mit einer maximalen Beanspruchungsspitze von 2 MPa
scheint den in vivo auftretenden Belastung am &hnlichsten zu sein und erzielte, im
Vergleich zu anderen Belastungsmustern, die besten biomechanischen Ergebnisse (135).
Nach Implantation von zuvor in vitro mechanisch belasteten zellbesiedelten Konstrukten
konnte eine Verbesserung der biomechanischen Regeneratparameter gezeigt werden.
Verglichen mit nativen Sehnen konnte nach Defektlberbriickung und vorheriger
mechanischer in vitro Stimulation 70% (vs 55% nicht mechanisch stimuliert) der
maximalen Ausreil3kraft und 85% (vs 55% nicht mechanisch stimuliert) der linearen
Steifigkeit erreicht werden (106).

Jedoch fanden die hier beschrieben Methoden bis heute nur in wenigen publizierten

Studien Anwendung. Dies liegt unter anderem daran, dass sie zeitaufwendig, bisher nicht
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standardisierbar und teuer in der Durchfiihrung sind. Ein routinemafiger klinischer Einsatz
ist daher noch nicht abzusehen.
Einen dem TTE &hnlichen Ansatz, der sich jedoch von der Grundidee vom tissue

engineering” unterscheidet, stellt die sogenannte in situ Regeneration dar.

1.6 in situ Regeneration

Das TTE versucht, funktionelles und stabiles Sehnengewebe durch verschiedene
Methoden in vitro zu konstruieren und dieses anschlieRend zu implantieren. Die in situ
Regeneration verfolgt demgegeniber das Ziel, nach der Besiedelung von Zellentragern
mit vitalen Zellen in vitro, eine mdglichst schnelle Implantation dieser Konstrukte zu
ermdglichen. Somit soll sich stabiles Gewebe durch funktionelle Belastung in vivo
ausbilden und sich gleichzeitig an die individuellen Belastungen anpassen. Die

verwendeten Zellarten und Zelltragermaterialien entsprechen denen des TTE.

1.7 Fragestellung

Es existieren zahlreiche in vivo Tiermodelle, bei denen nach in vitro Besiedelung von
Zelltragern mit Tenozyten ein Sehnendefekt Gberbrickt wurde (96) (118). Einige dieser
Untersuchungen beschrieben das Expressionsverhalten und die Morphologie tierischer
Tenozyten wahrend der in vitro Kultivierung (119). Auch beschéftigten sich mehrere
Untersuchungen mit der Biofunktionalitat und der Biokompatibilitét tierischer Tenozyten
mit verschiedenen Zelltragern mit teils iiberzeugendem Erfolg. Die Ubertragbarkeit von
Daten aus Experimenten an tierischen Zellen ist jedoch nur bedingt auf die humane

Situation zulassig.

1.7.1 Donorgewebe

Aufgrund des beschrankten Zugangs zu geeignetem humanem Gewebematerial
verwendeten nur wenige experimentelle Untersuchungen humane Tenozyten. Eine
wichtige Fragestellung der in situ Regeneration ist die Suche nach geeigneten humanen
Donorgeweben.

Eine denkbare Mdglichkeit stellt die lange Bizepssehne dar, die im Rahmen der
operativen Sanierung von RMR aufgrund sekundarer Schadigung haufig durchtrennt wird.
Der heirbei entstehende Kraftverlust ist klinisch vernachlassigbar, so dass nur eine

geringe Donormorbiditat erzeugt wird.
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In der operativen Versorgung von Rupturen des vorderen Kreuzbandes stellt die Sehne
des M. semitendinosus ein etabliertes autologes Sehnentransplantat dar, das ebenfalls
nur zu einer geringen Donormorbiditéat fuhrt.

Das vordere Kreuzband ist keine Sehne und kann auch primér nicht zur Isolierung von
Tenozyten herangezogen werden, da der Defekt und das klinische Defizit fiir den Spender
zu grol3 waren. In dieser Arbeit soll das vordere Kreuzband, eine ligamentére Struktur, als
Vergleichsgruppe zu Sehnengewebe dienen und wird im Rahmen von

Knieprothesenimplantationen gewonnen.

1.7.2 Zellisolationsmethodik und Differenzierungsve rhalten

Neben der Frage eines passenden Donorgewebes existieren zwei verschiedene
Mdglichkeiten, Zellen aus Sehnengeweben zu isolieren. So besteht die Mdglichkeit, Zellen
durch enzymatische Gewebeverdauung (EGV) (96) (136) und durch Zellauswanderung
(ZAW) (116) aus dem Ausgangsgewebe zu separieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die verschiedenen lIsolationsmethoden und die
verschiedenen humanen Sehnengewebe, wie die Bizepssehne, das anteriore Kreuzband
und die Sehne des M. semitendinosus anhand verschiedener Parameter auf ihre Eignung
zur Verwendung in der in situ Regeneration zu prifen. Zudem sollte eine Abschatzung der
Zytotoxizitat des fur die EGV verwendeten Enzyms Kollagenase | erfolgen.

Da fur die spatere Besiedelung der Zelltrdger Tenozyten in ausreichender Menge zur
Verfligung stehen muissen, wurde die maximale priméare Zellausbeute aus den
verschiedenen Ausgangsgeweben durch die verschiedenen Isolationsmethoden
vergleichend untersucht.

Desweiteren sollte geklart werden, ob sich die isolierten primaren Tenozytenkulturen in
ihrer Morphologie sowie im Expressionsverhalten wichtiger Gene des Sehnengewebes
unterscheiden und ob die Tenozytenkulturen eine stabile tenogene Differenzierung nach
mehreren Zellpasssagen bewahren kdnnen. Um eine Dedifferenzierung in die
chondrogene Zellreihe bzw. in die osteogene Zellreihe festzustellen, wurde den
Tenozytenkulturen das  Expressionsmuster von  Knorpel-, Knochen- und

Bindegewebszellen gegeniibergestellt.

1.7.3 Zelltragermaterialien

Eine weitere wichtige Fragestellung der in situ Regeneration ist die Suche nach
geeigneten Zelltrdgermaterialien. Die vorliegende Arbeit untersuchte deshalb auch die
Besiedelbarkeit und das Proliferationsverhalten humaner Tenoyzten auf einem PGA/Poly-

P-Dioxanon (PDS) Zelltrager (Ethisorb), der bislang vorwiegend zum Verschluss von
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Duralecks verwendet wurde, und einem Kollagenvlies mit einseitig verstarkender
Membran aus bovinem Perikard (Shoulder Patch).

Abschlieend sollte die biomechanische Ausrei3kraft der ZelltrAger nach 56-stindiger
Vorinkubation in Zellkulturmedium nach U-Naht Befestigung bestimmt werden, um
Ruckschlisse auf die klinische Anwendbarkeit bei der

Rotatorenmanschettenrekonstruktion zu gewinnen.
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2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patienten

Bei den Gewebeproben zur Gewinnung humaner Tenozyten handelte es sich um
Gewebereste, die bei Operationen in der orthopédischen Klinik Grol3hadern anfielen. Sie
wurden steril entnommen und in Transportmedium bis zur weiteren Verarbeitung
aufbewahrt. Es konnten Gewebestiicke der langen Bizepssehne bei Primarimplantationen
einer Schulterendoprothese (@ Patientenalter: 67 Jahre) sowie Gewebestiicke des
anterioren Kreuzbandes bei Neuimplantation einer Knieendoprothese (@ Patientenalter:
70 Jahre) gewonnen werden. Zudem wurden humane Tenozyten jugendlicher Spender
aus Geweberesten der Sehne des M.semitendinosus isoliert, welche zur Rekonstruktion
des anterioren Kreuzbandes genutzt wurde (& Patientenalter: 17 Jahre). Die Gewinnung
aller Zellen erfolgte gemafR den Richtlinien der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen; die Daten der Spender wurden anonymisiert. Tabelle 2 bietet eine
Ubersicht aller Spender. Keinem Patienten wurde dabei zusatzlich Gewebematerial, das
Uber die notwendige Resektion wahrend des Operationsverfahrens hinausging,

entnommen.

Tabelle 2: Patientenkollektiv

Patienten ID Alter Geschlecht Diagnose Operation

Primarimplantationen

1 79 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

Primarimplantationen

2 60 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

o Primarimplantationen

3 70 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

o Primarimplantationen

4 67 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

o Primarimplantationen

5 62 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

o Primarimplantationen

6 76 Weiblich Omarthrose _
Schulterendoprothetik

7 54 Weiblich Omarthrose Primarimplantationen
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Schulterendoprothetik
o Primarimplantationen
8 74 Weiblich Gonarthrose ,
Knieendoprothese
o Primarimplantationen
9 79 Weiblich Gonarthrose ,
Knieendoprothese
_ Primarimplantationen
10 61 Mannlich Gonarthrose ,
Knieendoprothese
o Primarimplantationen
11 68 Weiblich Gonarthrose _
Knieendoprothese
o Primarimplantationen
12 63 Weiblich Gonarthrose _
Knieendoprothese
Primarimplantationen
13 70 Mannlich Gonarthrose _
Knieendoprothese
Primarimplantationen
14 74 Weiblich Gonarthrose _
Knieendoprothese
o VKB Ersatzplastik
15 16 Weiblich VKB Ruptur _ .
(Semitendinosus)
_ VKB Ersatzplastik
16 36 Mannlich VKB Ruptur _ ,
(Semitendinosus)
o VKB Ersatzplastik
17 12 Weiblich VKB Ruptur _ ,
(Semitendinosus)
o VKB Ersatzplastik
18 16 Weiblich VKB Ruptur _ ,
(Semitendinosus)
o VKB Ersatzplastik
19 13 Weiblich VKB Ruptur _ ,
(Semitendinosus)
, VKB Ersatzplastik
20 14 Mannlich VKB Ruptur _ _
(Semitendinosus)
o VKB Ersatzplastik
21 11 Weiblich VKB Ruptur _ _
(Semitendinosus)
2.1.2. Vliese

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Vliese auf Besiedelungseffizienz
und Primarstabilitat getestet.

Ethisorb Dura Patch ist ein synthetischer und resorbierbarer Vlies aus einem Vicryl
(Polyglactin 910) und einem PDS Garn, der einseitig nochmals durch einen geférbten

Poly-P-Dioxanon (PDS) Film benetzt wurde. Polyglactin 910 ist ein Copolymer, dass zu
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ca. 90% aus ,polyglycolic acid“ (PGA) und zu ca.10% aus ,polylactic acid“ (PLA) besteht.
Im Folgenden wird dieses Vlies deshalb als PGA/PDS Vlies bezeichnet. Die pordse
Struktur erlaubt das Einwachsen von kérpereigenem fibrotischem Gewebe, wahrend die
einseitige Benetzung durch den gefarbten PDS Film nur in geringem Male eine
Penetration von Cerebralflissigkeit zulasst und somit fir eine optimale Abdichtung sorgt.
Sein Flachengewicht betragt 0,025 g/cm®. Er wird bereits klinisch zur temporaren
Deckung von Leckagen der Dura mater encephali bzw. spinalis verwendet. Seine
Resorptionszeit nach Implantation betragt ca. 90 Tage. (Herstellerangaben)

Das Shoulder Patch der Firma TETEC ist ein Kollagenvlies, das durch eine basale

Verstarkungsmembran zusatzlich an Stabilitat gewinnt. Dies ist insbesondere fir die

postoperative Stabilitéat von groRer Bedeutung. Das Kollagenvlies besitzt eine Hohe von
3,4-4,0 mm und ein Flachengewicht von 200-250 g/m?. Die PorengroRe betragt 110-150

um (Herstellerangaben).

Abbildung 4: Kollagenvlies (Shoulder Patch) und PGA/PDS Vlies (Ethisorb). dargestellt sind Vliese, die
in dieser Arbeit verwendet wurden. Das Kollagenvlies liegt mit der Verstarkungsmembran dem Boden auf. Der
Ethisorb Dura Patch liegt mit der gefarbten, und mit einem PDS Film Giberzogenen Seite, nach oben

A: Kollagenvliese (Shoulder Patch)

B: Polyglactin 910/PDS (PGA/PDS) Vlies (Ethisorb)

2.1.3. Gerate und Verbrauchsmaterialien

DMEM/Ham’'s F12 Biochrom, Berlin, Deutschland

DMEM/Ham’'s F12 Biochrom, Berlin, Deutschland

Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Autoklav H+P Labortechnik, Oberschleifheim,
Deutschland

Bacillol AF Bode Chemie, Hamburg, Deutschland

Brutschrank Binder, Tuttlingen, Deutschland

Cellulose-Acetat-Filter 0,2 pum Whatman, Dassel, Deutschland

Cellulose-Acetat Filter 0,22 pm Beckton Dickson Labware, Le point de
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Einbettférmchen Cryomold
GroR3e: 15x15x5 mm

25x20x5 mm
Deckglaser
Einwegskalpelle GroRRe 15
Elektrophoresekammer,
Typ Horizon 11.14
ELISA Analysegerét ,microplate reader”
Erlenmeyer Kolben
Ethisorb ,Durapatch” 6x4 cm
Eukitt
Fadenhalter
flussiger Stickstoff
Gefrierschrank
Gewindeschraube Grol3e 8
Gigasept R AF
Heizblock
Kamerasystem Axio Cam MRc 5
Knochenbiopsiestanze 38,0 mm
Kryo-Réhrchen

Kryo-Thermogefass

Kryotom, Modell CM 3050

Kryotommesser

Laborhandschuhe puderfei GroRe M
Grolie S

Lichtmikrokop, Modell Axioskop 40

Lichtmikrokop, Modell Axiovert 40 CFL

light cycler Kapillaren 20 pl

light cycler Zentrifugenadapter

light cycler, Modell 2.0

Lineal 30 cm

Material und Methoden

Claix, Frankreich

Sakura, Zoeterwounde, Niederlande

Menzel, Braunschweig, Deutschland
Medizin AG, Kdln Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

MWG Biotech, Munchen, Deutschland
Schott Duran, Wertheim, Deutschland
Ethicon, Norderstedt, Deutschland
O.Kindler, Freiburg, Deutschland
Vedena, Braak, Deutschland

Air Liguide, Dusseldorf, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Ettinger, Hofolding, Deutschland
Schilke&Mayr, Norderstedt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zeiss, Minchen, Deutschland

Biomed, Miinchen, Deutschland

Nunc, Kamstrupvej, Danemark

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Leica, Schalksmiuhle, Deutschland

Jung, Heidelberg, Deutschland

Lohmann & Rauscher, Wien, Osterreich

Zeiss, Munchen, Deutschland

Zeiss, Munchen, Deutschland

Roche Diagnostic, Mannheim,
Deutschland
Roche Diagnostic, Mannheim,
Deutschland
Roche Diagnostic, Mannheim,

Deutschland

Sanford, Hamburg, Deutschland
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Nahtfaden Ethibond Exel 2 (22 mm)
Neubauer Zahlkammer
Objekttrager
PCR Analysegerét,
Modell Fluor-S™ Multilmager
PCR Maschine, DNA engine
PCR Test Réhrchen
Photometer, Modell Gen Quant I
Pipetierhilfe 0,2 ul-2 pl

1 pl-10

2 ul-20 pl

20 pl-100 pl

50 ul-200 pl

100 pl-1000 ul
Pipetierhilfe elektrisch, Typ accu-jetR
pro)
Pipettenspitzen (10ml, 200 ml, 1000 ml)
RNase freie Pipettenspitzen
RNase freies Wasser
Schttler, Modell MTS4
Serumpipetten
A ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)
Shoulder Patch (Kollagenvlies)
Spannungsgerat

Standardgesichtsmasken

sterile Einwegpinzetten

sterile Handschuhe
sterile Petri-Schalen
sterile Pinzette
sterile Schere

steriles Abdecktuch

Sterilwerkbank, Modell Hera safe
Stickstofftank

Material und Methoden

Ethicon, Norderstedt, Deutschland
Karl Hecht Assistnet, Althau, Schweiz
Menzel, Braunschweig, Deutschland

Biorad, Munchen, Deutschland

Biorad, Munchen, Deutschland
G.Kisker, Steinfurt, Deutschland
Pharmazia Biotech, Cambridge, England
Gilson, Middleton, USA

Brand, Wertheim, Deutschland

Gilson, Middleton, USA

G.Kisker, Steinfurt, Deutschland
Ambion, Kassel, Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Corning incorporated, New York, USA

Tetec, Reutlingen, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

Molnlycke  health  care, Goteborg,
Schweden
Angiokard  Medizintechnik,  Freiburg,

Deutschland

Semperit, Wien, Osterreich

Nunc, Kamstrupvej, Danemark
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sengewald, Rohrdorf-Thansau,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Testrohrchen 1,5 ml
Tischzentrifuge, Modell 5417R
Tissue-Tek

Wagepapier 9x11,5 cm
Warmeplatte

Wasserbad
Wasserstrahlpumpe
96-WellPlatten

24-Well Platten

Zell Filter 100 pm
Zellkulturflaschen

(80 cm?, 175 cm?, 500 cm?)
Zentrifuge, Multifuge, Modell 1L-R
Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Zwickuniversaltestmaschine,
Modell Z010

2.1.4. Chemikalien und Reagenzien

Amphotericin B Losung 250ug/ml
Ascorbinsaure (Pulver)
Kollagenase | alpha 1
Dimethylsulfoxid

DNA ,loading dye*“ (6x)

DNA Leiter 100 bp (0,1 pg/ul)
Eosin Y-Lésung

Ethanol (Oberflachendesinfektion)

Ethanol 70%

Ethanol 96 %

Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml

fetales Kéalberserum (FCS)

Hamalaun n. Meyer Losung

Material und Methoden

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sakura, Zoeterwounde, Niederlande
Macherey Nagel, Dirren, Deutschland
Medax, Rendsburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Nunc, Kamstrupvej, Danemark

Nunc, Kamstrupvej, Danemark

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

Nunc, Kamstrupvej, Danemark

Heraeus, Hanau, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

Beckton Dickson Labware, Le point de
Claix, Frankreich

Zwick/Roell, Ulm, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Apotheke Universitat Munchen
Innenstadt, Miinchen, Deutschland
Apotheke Universitat Minchen
Innenstadt, Miinchen, Deutschland
Apotheke Universitat Minchen
Innenstadt, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Apotheke Universitat Minchen
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Innenstadt, Minchen, Deutschland

L-Glutamin 200 mM Biochrom, Berlin, Deutschland

light cycler FastStart DNA Masterpys Roche Diagnostic, Mannheim,
SYBR Green | Deutschland

MEM-Aminoséauren (50x) Biochrom, Berlin, Deutschland
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml Biochrom, Berlin, Deutschland
Phosphat-gepufferte-Salzlésung (PBS) Biochrom-Seromed, Berlin, Deutschland
Rnase Inaktivationsspray Ambion, Kassel, Deutschland

Sucrose Merck, Darmstadt, Deutschland

TAE Puffer (10x) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Trypan Blau 0,4% Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Trypsin/EDTA Lésung (10x) Biochrom, Berlin, Deutschland

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland
Zellproliferationsreagenz WST-1 Roche Diagnostic, Mannheim,

Deutschland

2.1.5. Fertigkombinationen von Biochemikalien

dNTP Set Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
light cycler primer Set Search LC, Heidelberg, Deutschland
Reverse Transkription System Promega, Madison, USA

RNeasy Mini Kit Quiagen, Hiden, Deutschland

Tag Polymerase mit Puffern Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
2.1.6. Medien

Zellkulturmedium fir Tenozyten/Chondrozyten:

DMEM/Ham’s F12

+10% FCS

+ 2 mM L-Glutamin

+ 1250 pg/ml Ascorbinsaure (140 uM)

+ Aminséauren (L-Arginin HCL: 6,3 mg/ml, L-Cystin: 1,2 mg/ml,

L-Histidin HCL H,O: 2,1 mg/ml, L-Isoleucin: 2,6 mg/ml, L-Leucin: 2,6 mg/ml, L-
Lysin HCL: 3,65 mg/ml, L-Methionin: 0,75 mg/ml, L-Phenylalanin: 1,6 mg/ml, L-
Threonin: 2,4 mg/ml, L-Tryptophan: 0,5 mg/ml, L-Valin: 2,3 mg/ml, L-Tyrosin: 1,8
mg/ml)
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+ 60 U/ml Penicillin/Streptomycin (60 pg/ml)
+ 27 nM Amphotericin B (25 ng/ml)

Zellkulturmedium fir Fibroblasten/Osteoblasten:

DMEM
+10% FCS

+ 60 U/ml Penicillin/Streptomycin (60 pg/ml)

Einfriermedium:

70% Zellkulturmedium

20% FCS
10% DMSO

2.1.7. Zellkulturen

primare humane Tenozyten s. Tabelle 2 Isolation im Zellkulturlabor am Klinikum

S. 22

humane Fibroblasten

Humane Osteoblasten

der Universitat Minchen (Grof3hadern)
Provitro, Berlin, Deutschland

Provitro, Berlin, Deutschland

primare humane Chondrozyten (cDNA Isolation im Zellkulturlabor am Klinikum

im Labor bereits vorhanden)

2.1.8. Primer

der Universitat Minchen (Grof3hadern)

Tabelle 3: Sequenzen und Amplifikatlange der Primer fir die RT-PCR

Gen Primer Sequenz Amplifikatl ange

1. GAPDH Sense: GAGTCCACTGGCGTCTCCAC 188 bp
Antisense: GGTGCTAAGCAGTTGGTGGT (137)

2. Kollagen Typ |, Sense: GGCCCAGAAGAACTGGTACA 200 bp
alpha 1 Antisense: GGCTGTTCTTGCAGTGGTAG (137)

3. Kollagen Typ I, Sense: CCAGGAGCTAACGGTCTCAG 103 bp
alpha 1 Antisense. CAGGGTTTCCATCTCTTCCA (137)

4. Decorin Sense: TGCTGTTGACAATGGCTCTC 192 bp
Antisense: GCCTTTTTGGTGTTGTGTCC (137)

5. Fibronektin Sense: ATGATGAGGTGCACGTGTGT 135 bp
Antisense: CTCTTCATGACGCTTGTGGA (137)
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6. Tenascin-C Sense: TCAAGGCTGCTACGCCTTAT 230 bp
Antisense: GTTCTGGGCTGCCTCTACTG (137)
7. Scleraxis Sense: CCTGAACATCTGGGAAATTTTAC 111 bp
Antisense: CGCCAAGGCACCTCCTT (116)
8. Tenomodulin Sense: CCATGCTGGATGAGAGAGGT 123 bp
Antisense: CTCGTCCTCCTTGGTAGCAG (137)
9. Osteopontin Sense: TTGCTTTTGCCTCCTAGGCA 430 bp
Antisense: GTGAAAACTTCGGTTGCTGG (138)
10. Aggrecan Sense: CACTGTTACCGCCACTTCCC 183 bp
Antisense: ACCAGCGGAAGTCCCCTTCG (139)

Tabelle 4: Primer fur die relative Quantifizierung durch ,real-time* PCR. Die Primersequenzen sind Eigentum
der Firma Search LC und kdénnen daher in dieser Arbeit keine Erwahnung finden. Die verwendeten Lot-
Nummern sowie die Anzahl an Vergleichskopien in den Lésungen sind aufgefiihrt.

Gen Lot -Nummer -Kopien Firma

Cyclophilin B 120906 (2,8x10°); 090408 (3,1x10°); Search LC
Kollagen Typ |, alpha 1 290606 (5 x10°); 020608 (2,1x10%) Search LC
Decorin 140508 (4,5x10%; Search LC

2.1.9. Computerprogramme

Graph Pad Prism 3.0 Statistische Auswertung
Roche Molecular Biochemicals Light real-time PCR

cycler software version 3.5

Multianalyst version 1.1 PCR
Softmax Pro 4 Proliferation assay
TestXpert version 12.1 Biomechanische Testung der

Vliese in Universalprifmaschine
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1. allgemeine Bemerkungen

Entsprechend den Standards fur das Arbeiten an vitalen humanen Zellen unter sterilen
Bedingungen, wurden alle Arbeiten der Zellkultur unter einer Sicherheitswerkbank
durchgefuhrt. Die Erwdrmung aller verwendeten Medien und Ldsungen erfolgte im
Wasserbad bei 37<C kurz vor ihrer Verwendung .

Soweit nicht anders erwahnt erfolgte die Inkubation der Zellen in einem Inkubator, der

folgende Umgebungsatmosphére erzeugte:

Temperatur 37C
CO, Gehalt 5%
Luftfeuchtigkeit 95%

Zur Herstellung von Zellpellets wurde die Zellsuspension in einer Zentrifuge fir 5 min bei

1500 rpm und einer Temperatur von 20C zentrifugiert.

2.2.1.2. Zellisolation humaner Tenozyten

Das Patientenmaterial wurde wahrend der Operationen steril enthommen und in
Zenrifugenréhrchen, die mit Transportmedium gefillite waren, transportiert. Das
Transportmedium besal3, im Gegensatz zu normalem Zellkulturmedium, einen 3-fach
héheren Anteil an Penicillin/Streptomycin. Es folgte der Transport ins Zellkulturlabor. Hier
wurden die Proben maximal 7 h bis zur weiteren Verarbeitung bei -4C gelagert.

Zur Vorbereitung der Zellisolation wurden zwei Petri-Schalen mit je 10 ml

Zellkulturmedium und zwei Petri-Schalen mit 10 ml sterilem PBS gefullt.

Abbildung 5 : benétigte Materialien zur Zellisolation . Die Praparate wurden mit Schere und Skalpell
zerkleinert und anschlieBend in den mit Zellkulturmedium gefillten Petri-Schalen aufbewahrt.
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AnschlieBend wurde das Gewicht der beiden mit Zellkulturmedium gefillten Petri-Schalen
bestimmt. Die Gewebestucke wurden einmal mit PBS gewaschen und danach in ca. 1 cm
groRe Sticke geschnitten. Dabei wurde darauf geachtet, fremde Gewebsanteile wie
Bindegewebe und BlutgeféRe, zu entfernen. Durch Bestreichen der Sehnenfaszikel mit
der stumpfen Skalpellseite wurden kleinere Oberflachendefekte gesetzt, um den Zellen
ein leichteres Auswandern zu ermdglichen sowie einen leichteren enzymatischen Zugang
wahrend des Verdauungsprozesses zu schaffen. Durch erneute Bestimmung des
Gewichtes der mit Sehnensticken beladenen Petri-Schalen konnte aus der Differenz der
beiden Messwerte das eingesetzte Gewebegewicht quantitativ nach folgender Formel

bestimmt werden.

Gewebegewicht = G(g) — G(r) 1)

G(g)= Gewicht der Petrischalen mit den Gewebestlicken

G(r)= Rohgewicht der Petrischalen mit Zellkulturmedium

Abbildung 6: Sehne nativ und nach Praparation . dargestellt ist eine Bizepssehne nach Explantation im
Operationssaal und Transport ins Labor

A: Sehne in nativem Zustand in mit PBS gefullter Petri-Schale

B: Sehne nach Préaparation in mit Zellkulturmedium geflllter Petri-Schale

2.2.1.2.1. Zellisolation durch EGV

Fur die Isolation humaner Tenozyten durch EGV wurde ein modifiziertes Protokoll nach
Cao D et alund Cao Y et al (96, 136) verwendet. Zunéchst wurde lyophilisiertes Enzym
Kollagenase | (0,2%) in DMEM aufgelost und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe uber
eine Cellulose-Acetat Membran (0,22 um) steril filtriert. Nun wurden die praparierten
Sehnenstiicke in Kollagenase | (0,2%) im Brutschrank inkubiert, um Sehnenfaszikel zu
verdauen und somit Zellen freizusetzten. Sobald die Sehnenstiicke sichtbar zersetzt
waren (ca.16-20 h) und die Flussigkeit ein milchiges Aussehen bekam, wurde der Verdau
beendet und die Zellsuspension Uber einen Zellfilter (100 pm) filtriert, um grobe
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Gewebestuicke zu entfernen. Anschliel3end wurde die gereinigte Suspension zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde nochmal in PBS gewaschen und schlief3lich in 5 ml Zellkulturmedium
aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl (s. 2.2.1.3, S.33) wurden die Zellen in

groRe Kulturflaschen (175 cm?) ausgeséat und in Kultur genommen.
2.2.1.2.2. Zellisolation durch ZAW

Fur die Isolation humaner Tenozyten durch ZAW wurde das Protokoll nach Schulze-Tanzil
et al (116) verwendet. Die praparierten Sehnenstiicke wurden in mit Zellkulturmedium
gefillten Petri-Schalen inkubiert. Dabei wurden initial 4 ml Kulturmedium in die Petri-
Schalen geflllt, um den Sehnensticken eine bessere Adharenz am Kulturboden zu
ermdglichen. Nach 24 h wurde das Volumen auf 10 ml erganzt, welches auch bei den
anschlielenden Medienwechseln im Abstand von 3-4 Tagen jeweils ersetzt wurde. Nach
ca. 2-3 Wochen waren erste migrierende Tenozyten um die adharenten Gewebestlicke
herum sichtbar. Sobald die auswachsenden Zellverb&nde eine Konfluenz von ca. 90%
erreichten, wurden die Sehnenstiicke mit einer sterilen Pinzette vorsichtig aus den Petri-
Schalen entfernt und in eine neue mit 4 ml Kulturmedium gefillte Petri-Schale gelegt.
Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nun wurden die adhéarenten
Tenozyten passagiert und in kleine Kulturflaschen (80 cm?) ausgesét. Fir die weitere
Kultivierung in folgenden Zellpassagen wurden groRe Kulturflaschen (175 cm?)

verwendet.

2.2.1.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl/ml wurde mit Hilfe einer Neubauer Z&hlkammer bestimmt. Das
resuspendierte Zellpellet wurde im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau gemischt (je 10 ul). Da
dieser Farbstoff die intakte Zellmembran vitaler Zellen nicht durchdringen kann, konnten
lebende Zellen von toten Zellen durch fehlende Farbstoffaufnahme unter dem
Lichtmikroskop unterschieden werden. Zur genauen Zellzahlbestimmung wurden 4
Grol3quadrate eines Hamozytometers (HZ) ausgezahlt. Die Zellzahl/ml wurde nach

folgender Formel errechnet:

Zellzahl/ml = Zellzahl (HZ)/4 x Vf x 10* (2)
Vf = Verdiinnungsfaktor= 2

2.2.1.4. Wechseln des Zellkulturmediums

Zellkulturmedium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Hierfir wurde das alte
Zellkulturmedium abpipettiert und die Zellen einmalig mit sterilem PBS gewaschen.
Danach wurde neues Zellkulturmedium zugegeben und die Zellen erneut im Brutschrank

inkubiert.
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2.2.1.5. Zellkultivierung

Die Zellpassage erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 90%. Nach einmaligem
Waschen der Zellen mit sterilem PBS wurde Trypsin/EDTA (1%) zugegeben. Nach 5-10
min Inkubationszeit im Brutschrank losten sich die Zellen von der Unterlage und auch die
Zell-Zell-Kontakte wurden gel6st, so dass abgerundete und vereinzelt liegende Zellen
vorlagen. Dieser Vorgang wurde durch optische Kontrolle mit einem Lichtmikroskop
verifiziert. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von Zellkulturmedium im
Uberschuss terminiert. Das im Zellkulturmedium enthaltene FCS besitzt einen hohen
Proteinanteil. Diese Proteine kdnnen kompetitiv um die Bindungsstelle am katalytischen
Zentrum des Trypsins konkurrieren und eine weitere Proteolyse weitgehend verhindern.
Schlie3lich wurde die Suspension zentrifugiert und nach Aufnahme des Zellpellets in
Kulturmedium erneut in Kulturflaschen (175 cm?) ausgesét. Die Zellzahl betrug hierbei
zwischen 1x10° und 1,625x10° Zellen.

2.2.1.6. Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Grundlage fur das Einfrieren der Zellkulturen bildete das Zellpellet. Das Zellpellet wurde in
1,5 ml kaltem Einfriermedium (70% Zellkulturmedium, 20% FCS und 10% DMSO)
resuspendiert und in Kryorohrchen ubertragen. Das DMSO verhindert die Bildung von
Kristallen wahrend des Einfriervorgangs. AnschlielRend wurde die Suspension ziigig bei -
80T eingefroren und nach 4 wdchiger Lagerungszeit in Stickstoff (ca. -195C) zur
Langzeitlagerung tberfihrt.

Zur erneuten Kultivierung vorgesehene Zellkulturen wurden aus dem Stickstoff
genommen und im Wasserbad bei 37C aufgetaut. Sobald sich der Eiszylinder vom
Kryoréhrchen l6sen lief3, wurde dieser in 10 ml frischem Zellkulturmedium verdiinnt. Die
Verdinnung sollte den zytotoxischen Effekt des DMSO abmildern. Durch anschliel3ende
Zentrifugation bildete sich ein Zellpellet. Dieses wurde nochmals in PBS gewaschen und
schlie3lich in Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellen konnten nun erneut in ,tripple“
Zellkulturflaschen (500 cm?) mit einer Anzahl von bis zu 1x10%Kulturflasche ausgeséat

werden.

2.2.1.7. Zytotoxizitatsbestimmung der Kollagenase |

Fur dieses Experiment wurden humane Fibroblasten verwendet. Die Zellen befanden sich
bei Beginn des Experimentes in der vierten Zellpassage. Je 1x10° Zellen wurden in einem
Volumen von 20 ul suspendiert und in 50 ml Zentrifugenréhrchen, die mit 1 ml 0,2%iger
Kollagenase | geflllt waren, pipettiert. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank. Die

Auswertung erfolgte nach 0,5 h und nach 2 h.
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Zunichst wurden die Zentrifugenréhrchen zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend
verworfen. Das gebildete Zellpellet wurde einmalig in PBS gewaschen und danach in 100
ul frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl/ml erfolgte nach
der Trypan Blau Methode (s. 2.2.1.3, S. 33). Zu jedem Auswertungszeitpunkt wurden 6

Proben ausgezahlt.

2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1. RNA Isolation

Als Grundlage zur Isolation der Gesamt-RNA diente das Zellpellet humaner Tenozyten
der 3. Zellpassage. Die Zellen wurden durch Zugabe von 350 pul Lysispuffer aufgeldst und
anschliel3end bis zur weiteren Verwendung bei -80C eingefroren.

Die Gesamt-RNA fiir die Genexpressionsanalyse wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Fi.
Quiagen) laut Herstelleranleitung isoliert. Zur Homogenisierung des Lysats wurden grobe
Partikel mittels eines ,Shredders* (Fi. Quiagen) abgetrennt. Durch Zugabe von Ethanol
(70%) wurde die RNA gefallt und anschlieBend an eine ,Mini Spin Saule* gebunden. Dem
mehrmaligem Waschen der RNA mit den Puffern ,RPE* und ,RW1" folgte ein Verdau
noch vorhandener DNA durch DNase | fur 10 min. AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA
getrocknet und danach mit 30 pl RNase freiem Wasser eluiert. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die RNA bei -80C gelagert.

Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde photometrisch bestimmt. Zunachst wurde die
Gesamt-RNA im Verhéltnis 1:25 mit RNase-freiem Wasser verdinnt. Die Konzentration
wurde durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm
ermittelt. Die Reinheit der Gesamt-RNA konnte durch die Bildung des Quotienten
OD260nm/OD2gonm  @bgeschatzt werden, wobei der Quotient den Wert 1,6 nicht

unterschreiten sollte.

2.2.2.2. cDNA Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte nach dem Prinzip der komplementéren Basenpaarung mit
dem ,Reverse Transcription System“ (Fi. Promega, Mannheim) unter Einsatz 1 g
Gesamt-RNA. Vor der reversen Transkription wurde die RNA fur 10 min bei 70C
denaturiert. Nach Zugabe des ,Mastermixes” erfolgte die cDNA Synthese in einem
.Thermocycler* (Fi Biorad, Minchen). Der ,Mastermix* setzte sich aus folgenden

Komponenten zusammen:

RNA 1 pg (Volumen 10,4 pl=x ul RNA plus x pl Wasser
MgCl, 4 ul
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RT-Puffer 10x 2 u
dNTPs 2 pl
RNase Inhibitor 0,5 ul
~primer* 0,5 ul
reverse Transkriptase 0,6 ul

Fur die Transkription wurde folgendes Programm verwendet:

Schritt Dauer Temperatur
Bindung der Primer an die RNA 10 min 25T
Transkription (Synthese der cDNA) 60 min 42<C
Denaturierung der reversen Transkriptase 5 min 95T

Die erstellten cDNA Transkripte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.

2.2.2.3. RT-PCR und real-time PCR

2.2.2.3.1. RT-PCR

Grundlage fir die Durchfihrung der RT-RCR zur Genexpressionsanalyse waren die
cDNA Transkripte. Folgende Reagenzien wurden fir eine RT-PCR Ansatz mit einem

Endvolumen von 20 pl verwendet.

cDNA 1 pl (2 ul Tenomodulin)
~primer” sense 0,5 ul

~primer* antisense 0,5 ul

PCR Puffer 10x 2 ul

dNTPs 0,2 pl

MgCl, 1l

Tag Polymerase 0,1 ul

RNase freies Wasser 14,7 pl (13,7 pl Tenomodulin)

Als endogene Kontrolle diente das von jeder Zelle exprimierte Haushaltsgen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Dieses Gen sollte weitgehend
keiner Regulation durch exogene oder endogene Stimulationen unterliegen und somit
konstant exprimiert werden. Die jeweils analysierten Gene konnten anschliel3end relativ
auf die Expressionsstarke des Haushaltsgens bezogen werden. Als negative Kontrolle

diente bei jedem Experiment je eine Probe bei der das Probenvolumen durch 1 pl RNase
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freies Wasser ersetzt wurde. Als Differenzierungskontrolle zu anderen muskuloskelettalen
Geweben diente die cDNA humaner Osteoblasten, Fibroblasten und Chondrozyten. Die
Primersequenzen, sowie die Lange der jeweiligen Amplifikate konnen Tabelle 3 (S. 29)
entnommen werden.

Fur die genspezifische Amplifikation wurde folgendes Programm benutzt:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
Denaturierung 3 min 95T 1
Amplifikation 30 sec 95T

45 sec 50-64TC 34

1 min 72
Endpolymerisation 10 min 72 1
Ende 4C

AnschlieRend wurden die Proben fir hdchstens 2 Tage bei -4T im Kihlschrank gelagert
und auf ein Agarosegel aufgetragen. Den theoretischen Ablauf eines Zykluses einer

.polymerase chain reaction* (PCR) verdeutlicht Abbildung 7.

Abschnitt eines Ziel-Gens auf zuvor synthetisierter cDNA J

3 5

ACGGA AATTC

1. Denaturierung 95°C

TGCCT TTAAG

5 3‘1
TGCCT

3" 5

ACGGA ___ AATTC .

/; ]/ 2_ Anlagerung der , primer”™

TGCCT .. TTAAG .

5 3
AATTC

3 5

ACGG A ___ AATTC .

_—
TGCCT R —— -
s UL 3. Elongation

TGCCT ... TTAAG .

5 3
1
: a_wiederholung des Zyklus

Abbildung 7: Der PCR Zyklus schematisch . Schematische Darstellung des Ablaufs eines RT-PCR Zyklus.
Durch Wiederholung dieses Zyklus wéachst die Anzahl der Amplifikate exponentiell.

2.2.2.3.2. real-time PCR

Um die Genexpression der einzelnen Gruppen vergleichend darstellen zu kdnnen, wurde
fur das Strukturprotein Kollagen Typ | (al) und fur das Proteoglycan Decorin eine real-
time PCR durchgefihrt. Die cDNA Transkripte wurden im Verhaltnis 1:10 mit RNase
freien Wassers verdinnt. Es wurden Primersets (Fi. Search LC, Heidelberg), die Primer,
Standard Stabilisatoren, Standards und eine positive Kontrolle enthielten, benutzt. Zur

Detektion der Fluoreszenz wurde der Farbstoff Sybr Green | verwendet. Dieser Farbstoff
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interkaliert unspezifisch in doppelstrangige DNA und sorgt damit flr einen proportionalen
Anstieg des Fluoreszenzsignals in Bezug zu den PCR Amplifikaten wahrend der

exponentiellen Phase der PCR. Fir einen real-time PCR Lauf wurde folgender Ansatz

pipettiert:
cDNA (1:10 verdunnt) 10 pl
~primer” (sense und antisense) 2 ul

SYBR Green | Mix (DNA Polymerase, Reaktions-Puffer, 2 ul
MgCI2, dNTP und SYBR Green | dye)

RNase freies Wasser 6 ul

Als Berechnungsgrundlage der Effizienz eines jeden Laufes dienten jeweils 3
Standardverdinnungen (10°-10%), die je doppelt angesetzt wurden. Um die
Vergleichbarkeit einzelner Experimente sicherzustellen, wurde ein Effizienzunterschied
der einzelnen Laufe von 0,05 akzeptiert. Zur Durchflihrung der real-time PCR diente das
Gerat LightCycler 2.0 System (Fi. Roche, Mannheim). Das verwendete Programm folgte

nachstehenden Parametern:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
Denaturierung 10 min 95 1
Amplifikation 10 sec 95<C

10 sec 68T 35

16 sec 72T

Jeder Lauf wurde mit einer negativen Kontrolle durchgefiihrt, in der das Probevolumen
durch 10 pl RNase freies Wasser ersetzt wurde. Am Ende jedes Experimentes wurde eine
Schmelzkurvenanalyse erstellt, um spezifische Amplifikationen von madglichen
Nebenprodukten unterscheiden zu kénnen und somit die Reinheit der Amplifikate zu
kontrollieren.

Als endogene Kontrolle diente das Haushaltsgen Cyclophilin B. Alle Proben wurden vor
Durchfuhrung der real-time PCR auf diesen Wert normiert, um folgend eine relative
Quantifizierung der einzelnen Proben zu ermdglichen. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm ,Roche Molecular Biochemicals Light cycler software version 3.5 nach der |fit

point“ Methode.
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2.2.2.4. Agarose Gelelektrophorese

Die RT-PCR Amplifikate wurden zur Analyse auf Agarose-Gele aufgetragen. Zunachst
wurden 10 ml TAE-Puffer mit 90 ml destilliertem Wasser versetzt. Fir ein 2%iges Gel
wurden dieser Mischung 2 g Agarose beigemengt und in der Mikrowelle erhitzt. Nach
kurzer Abkuhlzeit auf ca. 40-50C wurden 2 pl Ethid ium-Bromid (EtBr)-Losung (10mg/ml)
unter standigem Rihren hinzugegeben. Nach dem Ausgief3en in die Gelkammer wurde
die Agarose fur 30 min polymerisiert.

Die RT-PCR Amplifikate wurden mit 3 pl sechsfach konzentriertem ,loading dye* gemischt
und je 12 pl der Proben wurden in die Geltaschen pipettiert. Als Standard wurden 5 pl
einer 100 bp Leiter in die benachbarten Taschen der Proben gegeben. Die Auftrennung
der Amplifikate erfolgte schlie3lich durch Anlegen einer Spannung von 80 V und einer
Stromstarke von 66 mA fir ca. 1,5 h.

Die Auswertung der aufgetrennten Amplifikate erfolgte mit dem Fluor-STM Multimager (Fi.

Biorad, Mlnchen) und der Software ,Multianalyst” version 1.1.

2.2.3. Zellzahlbestimmung auf den Vliesen

Zur Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitdt auf den Vliesen wurde die Methode nach
Schmitt SC et al (140) modifiziert. Das biologische Vlies war zweischichtig, bestehend aus
einem pordsen Kollagengeriist mit einer einseitigen Verstarkungsmembran, um eine
hohere Ausreil3festigkeit zu erreichen (Shoulder Patch, Fi. TETEC, Reutlingen). Zum
anderen wurde ein Vlies auf ungefarbter PGA Basis verwendet, der einseitig durch einen
PDS Film beschichtet wurde (Ethisorb, Fi. Ethicon®, Norderstedt).

Mit Hilfe einer sterilisierten Knochenbiopsiestanze (Durchmesser 8,5 mm) (Fi. Biomed®,
Jena) wurden runde Stanzen aus den Vliesen entnommen. Anschliel3end erfolgte eine
Inkubation in Zellkulturmedium fir 24 h im Brutschrank. Diese MalRnahme diente zum
einen der Verbesserung der initialen Ern&hrungsbedingungen der Zellen auf den Vliesen
und zum anderen sollte verhindert werden, dass die Vliese nach Besiedelung weitere
Flissigkeit aufnehmen konnten.

Mit einer sterilen Pinzette wurden die Vliese danach in 96-Well Platten mit flachem Boden
umgesiedelt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Vliese den Boden komplett
bedeckten. Somit konnte sichergestellt werden, dass humane Tenozyten nicht neben den
Vliesen adharieren konnten.

Die zuvor kultivierten Tenozyten der vierten Passage (Bizepssehne) wurden durch
Trypsinierung von den Kulturflaschen geldst und anschlieRend mit Hilfe der Trypan Blau
Methode gezahlt (s. 2.2.1.3, S. 33). Das Zellpellet wurde in Zellkulturmedium

resuspendiert. SchlieBlich wurden 2x10* Zellen in einem Gesamtvolumen von 20

39



Material und Methoden

vorsichtig auf die Vliese pipettiert. Es folgte eine erneute Inkubation fir 2 h im
Brutschrank, um die Tenozyten auf den Vliesen adharent werden zu lassen. Nun wurde
das Volumen durch Zugabe von Zellkulturmedium auf 200 pl erganzt. 100 ul
Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage durch frisches Medium ersetzt. Als Kontrolle
dienten adhéarente Tenozyten in gleicher Zellzahl, unbesiedelte Vliese sowie reines
Zellkulturmedium.

Die besiedelten Vliese wurden nach 48 h und 2 Wochen in Doubletts ausgewertet. Hierfur
wurden 20 pl des Gesamtvolumens (200 ul) abpipettiert und durch das gleiche Volumen
(20 pl) WST-1 Reangenz (water soluble tetrazolium) ersetzt. Durch erneute Inkubation fur
2 h im Brutschrak konnten die Mitochondrien lebender Tenozyten durch ihr intaktes
Dehydrogenasen System das schwach rot gefarbte Tetrazoliumsalz (4-[3-(4-lodophenyl)-
2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene Disulphonat) in den wasserléslichen
dunkelroten Farbstoff Formazan umsetzten. Diesen Vorgang verdeutlicht schematisch
Abbildung 8.
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Zellbesiedelter Viies. Im Uberstand Zugabe des schwach roten Das mitochondriale Dehydrogenasensystem

Zellkulturmedium Tetrtazoliumsalzes in den Uberstand ~ wandelt das Tetrazoliumsalz in stark rot gefarbtes

Formazan um und setzt es in den Uberstand frei.

Formazn absorbiert Licht der Wellenlange 450 nm

Abbildung 8: Versuchsaufbau zur Absorptionsmessung schematisch. schematische Darstellung des

Versuchsaufbaues zur Bestimmung der Zellvitalitat auf zellbesiedelten Vliesen. Nur vitale Zellen sind in der
Lage, das Tetrazoliumsalz in wasserldsliches Formazan umzuwandeln. Die Absorptionsmessung erfolgte bei
450 nm.

Um das Formazan homogen im Uberstand zu verteilen, wurde die 96-Well Platte fir 3 min
mit 500 rpm mit dem MTS4 Schiittler (Fi. IKA Labortechnik®, Staufen i.Br.) bewegt.
AnschlieRend wurden 100 pl des Uberstandes in eine neue 96-Well Platte tberfiihrt und
danach spektralphotometrisch durch den microplate reader En. (Fi. MWG Biotech®,
Munchen) bei einer Wellenlange von 450 nm ausgewertet.

Anschlieend wurden die ermittelten optischen Dichtewerte anhand einer Standardkurve,
die mittels Tenozyten gleicher Isolationsmethode, Ausgangsgewebes und Zellpassage

erstellt wurde, in absolute Zellzahlen umgerechnet.
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2.2.4. biomechanische Priufug der Fadenausreil3kraft

Die Vliese wurden fur 56 h in Zellkulturmedium vorinkubiert. Diese Zeit entspricht der
Zeitspanne, die minimal notig ware, um eine Zellbesiedelung der Vliese in vitro
vorzunehmen, die Zellen auf den Vliesen adhérieren zu lassen und die Vliese schlie3lich
zu implantieren. Innerhalb dieser Zeitspanne ist von keiner wesentlichen
Festigkeitsveranderung der Vliese durch Produktion an EZM der Tenozyten auszugehen,
so dass die ermittelten Ausrei3kréfte ungeféahr denen zellbesiedelter Vliese entsprechen.

Nun wurden die Vliese mit Hilfe eines Lineals und eines Skalpells in 0,5 cm breite Streifen
geschnitten. Um eine rechteckige Form auch bei den Kollagenvliesen zu erreichen,
wurden die beiden abgerundeten Enden durch einen horizontalen Schnitt abgetrennt.

Somit hatten die verwendeten Vliese die gleiche geometrische Form.

Abbildung 9 : Préparation eines Vlieses vor dem Anbringen einer U- Naht. Praparation eines
Kollagenvlieses in 0,5 cm lange Streifen. Das Lineal wurde vertikal positioniert und die Vliese mit einem
Skalpell scharfkantig durchtrennt.

AnschlieRend wurde eine U-Naht Befestigung mit Hilfe eines Nadelhalters im Abstand von
mindestens 0,7 cm zur jeweiligen Kante angebracht. Der Abstand zwischen den beiden
Einstichsstellen betrug ca. 0,3 cm. Als Nahtmaterial wurde Ethibond EXCEL (Ethicon,
Norderstedt), ein nicht resorbierbares Faden der Fadenstarke 2 (22 mm) verwendet. Der
Faden wurde an beiden Enden mit jeweils 3 Knoten zusammengefiihrt und eine Schlaufe
belassen. Somit konnten die préaparierten Proben spéter in die Testmaschine eingespannt
werden. Entsprach ein Einstich nicht den oben genannten Kriterien wurde die Probe
verworfen. Dies war nétig, da mit einem zweiten Einstich der gesetzte Defekt vergroRert,
und die zu testende Primarstabilitat beeinflussen werden wirde. In Abbildung 10 wird die

Stichfihrung zum Anbringen einer U-Naht Befestigung gezeigt.
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Abbildung 10: Darstellung eines U-Naht Stiches. Anbringen einer U-Naht an einem Kollagenvlies. Erster
Einstich ca. 0,7 cm von der oberen Kante entfernt. Zweiter Einstich im Abstand von ca. 0,3 cm zur ersten
Einstichstelle.

A: erster Stich einer U-Naht ca. 0,7 cm Abstand zur oberen Kante

B: Zweiter Einstich in gleicher H6he mit einem Abstand von ca. 0,3-0,5 cm vom ersten Einstich entfernt

Die Fadenenden wurden beidseitig zu einer Schlaufe verknotet und um zwei
Gewindeschrauben (Starke 8) gefuhrt. Diese Schrauben wurden anschlieRend in
vorgebohrte Locher eines Metallring eingefihrt und dieser in die Zwick
Universaltestmaschine Z010 (Fi. Zwick/Roell, Ulm) eingespannt. Es wurde darauf
geachtet, dass die Zugkraft, die an beiden Vliesenden wirkte, axial zum eingespannten
Vlies angreifen konnte.

Die Prifgeschwindigkeit betrug 8 mm/min. Es wurde keine Vorkraft angefahren, so dass

auch schon kleinste Kraftzunahmen im Prifprotokoll aufgezeichnet wurden.

2.2.5. Histologie

2.2.5.1. Besiedelung der Vliese mit humanen Tenozyten

In einem Erlenmayer Kolben wurde TAE-Puffer mit Agarose (1%) angerihrt und in der
Mikrowelle zum Kochen gebracht. Anschlieend wurde der Erlenmeyer Kolben mit
Alufolie bedeckt und die noch kochende Agarose unter die Sterilwerkbank transportiert. Je
1 ml wurde in 24-Well Platten ausgegossen und fur 24 h bei Raumtemperatur unter der
Sterilwerkbank auspolymerisiert. Diese Mal3nahme sollte verhindern, dass es bei der
Besiedelung der Vliese zu einem Anheften der Tenozyten am Boden der 24-Well Platten
kommen konnte.

Fur die histologische Auswertung wurden ca. 0,5x0,5 cm grof3e Stlicke mit einer sterilen
Schere aus den Vliesen ausgeschnitten und in die vorbereiteten 24-Well Platten gelegt.
Es folgte eine Inkubation in Zellkulturmedium fur 24 h im Brutschrank. Nun wurde das
Kulturmedium vollstandig abpipettiert und 3x10* Zellen in einem Volumen von 50 pl
Zellkulturmedium vorsichtig auf die Vliese gegeben. Danach wurden die 24-Well Platten

mit dem Certomat MO Il (Fi. Sartorius®, Géttingen) fiir 5 min bei 200 rpm bewegt, um eine
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homogene Verteilung der Zellen in den Vliesen zu erreichen. Es folgte eine erneute
Inkubation im Brutschrank fir 2 h, um die Tenozyten nun letztlich auf den Vliesen
adharent werden zu lassen. AnschlieRend wurde Zellkulturmedium zugegeben, um ein
Gesamtvolumen von 1,5 ml zu erreichen.

Die histologische Auswertung der zellbesiedelten Vliese erfolgte nach 48 h und nach zwei
Wochen (14 Tagen) in Doubletts. Das Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Als Kontrolle diente je ein nicht zellbesiedelter Vlies.

2.2.5.2. Einbetten und Schneiden der zellbesiedelten Vliese

Die Vliese wurden vorsichtig aus dem Kulturmedium genommen und zweimal mit PBS
gewaschen. Um eine bessere Verklebung zwischen Zellen und Vliesen zu erreichen,
wurde eine Inkubation in 5%-iger Sucrose fir 30 min bei -4C vorgenommen.
AnschlieRend wurden die Biopsieschalen luftblasenfrei mit TissueTek gefillt und die
Praparate in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bis zur weiteren
Verwendung bei -20C.

Mit dem Kryotom CM 3050 (Fi. Leica, Bensheim) wurden 10 um dicke Schnitte angefertigt
und auf Objekttragern aufgetragen. Um eine stéarkere Fixierung der Schnitte auf den
Objekttragern zu erzielen, folgte eine Lagerung fir 5 min bei 50C auf einer Warmeplatte.
Anschlieend wurden die Objekttrager mit den Préparaten in Alufolien eingewickelt und

bei -20C zwischengelagert.

2.2.5.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung.) der Schnitte

Die Schnitte wurden aus dem Gefrierschrank genommen und aufgetaut. Danach folgte
eine Inkubation fir 5 min in Hamatoxylin. Nun wurden die Schnitte mit destilliertem
Wasser gespiilt, bis das ablaufende Wasser farblos war. Es folgte eine Gegenfarbung mit
Eosin fir 1,5 min, um kationische, eosinophile Strukturen zu farben. AnschlieRend wurden
die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe dehydriert und folgend zweimalig in Xylol
geklart. Als Eindeckmittel wurde Eukitt (Fi. O. Kindler GmBH®, Freiburg) verwendet. Es
folgte die Trocknung der Schnitte fir 24 h. Schlie3lich wurden reprasentative Aufnahmen

der gefarbten Schnitte mit der Axio Cam MRc 5 angefertigt.

2.2.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte durch nicht parametrische Testverfahren. Die
Ergebnisse wurden als Median mit unterem und oberen Quartil (Boxplot) bzw. Mittelwert +

Standardabweichung dargestellt.
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Es wurde ein Kruskal Wallis Test durchgefiihrt, um statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den 3 primaren Ausgangsgeweben festzustellen. Anschlieend wurde ein
Dunn’s post Test verwendet, um Unterschiede in den Versuchsgruppen zu quantifizieren.

Wurden Daten des gleichen Ausgangsgewebes auf statistische Signifikanz hinsichtlich
der unterschiedlichen Isolationstechniken verglichen, wurde ein Mann-Whitney Test
verwendet.

Um Daten identischer Zellen zu zwei differenten Zeitpunkten auf statistisch signifikante
Unterschiede zu prufen, wurde ein Wilcoxon-paired Test durchgefiihrt.

Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant, ein Wert von p<0,01 als statistisch

hochsignifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellausbeute

Vor jeder Zellisolation wurde die eingesetzte Gewebemenge bestimmt und anschlie3end
auf die gewonnene Zellzahl bezogen. Bei der Zellisolation durch sukzessive ZAW wurden
fur das anteriore Kreuzband 0,27 g + 0,23 g, fiir die Bizepssehne 0,11 g + 0,10 g und fir
die Semitendinosussehne 1,66 g + 1,94 g an humanem Ausgangsgewebe eingesetzt.
Nach ca. 6-8 Wochen konnten ungefahr 75x10° Zellen aus dem jeweiligen
Spendergewebe generiert werden.

Bei der Zellisolation durch EGV wurden fir das anteriore Kreuzband 0,68 g + 0,29 g, fur
die Bizepssehne 0,34 g + 0,20 g und fir die Semitendinosussehne 0,84 g + 0,47 ¢
eingesetzt. Die hohere Menge an verwendetem Gewebe fiur die Zellisolationen durch
EGV, als fur die Zellisolationen durch ZAW, wurde gewahlt, um einem erwarteten héheren
Verlust vitaler Zellen durch die enzymatische Destruktion im Vergleich zu dem
schonenderem Isolationsverfahren der sukzessiven ZAW entgegenzuwirken.

Es zeigte sich, dass durch die EGV deutlich mehr Zellen in kurzerer Zeit (&
Verdauungszeit: 17 h) gewonnen werden konnten. Dabei konnte bezogen auf den
Gewebeeinsatz aus vorderen Kreuzbandern sowie aus Bizepssehnen (Biopsien alterer
Spender) eine grofiere Zellausbeute generiert werden als aus Semitendinosussehnen, die
von jingeren Spendern stammten. Berticksichtigt man die eingesetzte Gewebemasse, so
konnte aus vorderen Kreuzb&andern die grof3te Zellmenge isoliert werden. So lag die
durchschnittliche Zellausbeute aus den vorderen Kreuzb&ndern um den Faktor 76,9 Uber
der aus Biopsien der Semitendinosussehne jungerer Spender (p<0,01). Auch aus
Bizepssehnen konnten mehr Zellen gewonnen werden als aus Semitendinosussehnen.
Dieser Unterschied war aber statistisch nicht signifikant.

Der Unterschied in der Zellausbeute zwischen den Biopsien aus der Bizepssehne un dem
VKB éalterer Spender war ebenfalls nicht signifikant. Die Ergebnisse wurden in Abbildung

11 zusammengefasst.
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maximale gewonnene Zellzahl/eingesetzte Gewebemas se durch enzym.
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Abbildung 11 : Zellausbeute nach EGV . Die durch enzymatische Gewebeverdauung gewonnene Zellzahl
wurde auf die eingesetzte Gewebemenge bezogen (n=7). **p<0,01 (Kruskal-Wallis Test mit Dunn‘s post Test)

3.2 Zellmorphologie der priméaren Zellkulturen

Bei der Zellisolation durch Zellauswanderung konnten nach ca. einer Woche erste
vereinzelte tenozytenartige Zellen mit langer spindelférmiger Morphologie um das nativen
Geweben beobachtet werden (s. Abb. 12 A). Mit zunehmender Kultivierungszeit stieg die
Zahl der migrierten tenozytenartigen Zellen um das Ausgangsgewebe und die Zelldichte
erreichte nach ca. 3 Wochen eine Konfluenz von ca. 90%. Zuerst konnten einige
Tenozyten in der Umgebung der nativen Sehenstiicke beobachtet werden, spater bildeten
sich einzelne proliferierende Zellverbande. AuRerdem konnte deutlich die Ausbildung von
Zell-Zell Kontakten mit zunehmender Konfluenz beobachtet werden (s. Abb. 12 C/D).

Der Prozess der Zellauswanderung beschleunigte sich in  den folgenden
Auswanderungszyklen. Nach Umbettung in neue Petri-Schalen waren bereits nach 2-3
Tagen erneut adhédrente tenozytenartige Zellen zu sehen, die nach ca. einer Woche
wieder eine Konfluenz von 90% erreichten (s. Abb. 12). Die Morphologie sowie die
Zellzahl, die aus den nativen Sehnenstiicken gewonnen werden konnte, entsprachen
wahrend dieser Auswanderungszyklen grob den Beobachtungen vorheriger Zyklen. Auch
eine zunehemde Seneszenz, die eine veminderte Proliferationsrate bewirken wirde,
konnte nicht bemerkt werden. Abbildung 12 stellt die Zellmigration wéhrend eines solchen

Aswanderungszykluses chronologisch dar.
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Abbildung 12 : Chronologie der Zellauswanderung . Zellisolation durch ZAW (1. Auswanderungszyklus) in
Petri-Schalen am Beispiel einer Biopsie des vorderen Kreuzbandes (VergrofRerung: 10x). Zu sehen sind die
nativen Sehnenstiicke sowie aus ihnen migrierende Tenozyten. Fir die weiteren Gewebearten verlief die
ZAW analog. Die Bildung eines proliferierenden Zellverbandes und die zunehmende Ausbildung von Zell-
Zellkontakten sind zu beobachten.

A: nach 8 Tagen

B: nach 11 Tagen

C: nach 16 Tagen

D: nach 22 Tagen

Nach zweimaligen Passagieren der primaren Zellkulturen zeigte sich sowohl in den durch
ZAW als auch in den durch EGV gewonnenen primaren Tenozytenkulturen eine
zunehmende Anzahl von morphologisch dedifferenziert erscheinenden Zellen. Diese
stellten sich als groRe abgerundete Zellen dar, die vereinzelt zwischen weiterhin
spindelférmigen, tenozytenahnlichen Zellen lagen. lhr Zytoplasma sowie ihr Zellkern
waren gegentber der schlanken elongierten tenogenen Zellmorphologie deutlich
verbreitert. Es konnte beobachtet werden, dass auch diese Zellen Zellkontakte mit
elongierten, spindelférmigen Zellen besafl3en. lhre Anzahl nahm mit zunehmender
Kultivierungszeit und Zellpassage in allen Zellkulturen zu. Abbildung 13 verdeutlicht das
Auftreten dieser vereinzelt auftretenden, dedifferenziert erscheinenden Zellen in den
verschieden Tenozytenkulturen, gewonnen sowohl durch ZAW als auch durch EGV.
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Abbildung 13 : priméare Tenozytenkulturen Passage 3.  primére Tenozytenkulturen der dritten Zellpassage.
A: anteriores Kreuzband. B: Bizepssehne. C: Semitendinosussehne. 1: EGV. 2: ZAW.

Die Pfeile deuten auf dedifferenzierte abgerundete Zellen die neben tenozytenartigen elongierten Zellen zum
Liegen kommen. (VergrofRerung:10x)

Mikroskopisch schien der Anteil an dedifferenzierten Zellen in Zellkulturen, die primar
durch EGV gewonnen worden waren, tendenziell hoéher zu sein. Um dies zu
verdeutlichen, wurden bei 10-facher VergroRerung aus je 4 Kulturen aller
Ausgangsgewebe der dritten Zellpassage je 2 Gesichtsfelder ausgezahlt und der Anteil
morphologisch dedifferenziert erscheinender Zellen an der Gesamtzellzahl bestimmit.
Dabei wurde in jedem Gesichtsfeld eine Gesamtzellzahl von mindestens 10 und
héchstens 30 Zellen gefordert. Abbildung 14 stellt die Ergebnisse der Auszahlung der
einzelnen Tenozytenkulturen graphisch dar.

48



Ergebnisse

Anteil dedifferenzierter Zellen im Gesichtsfeld pri marer
Tenozytenkulturen

Anteil dedifferenzierter Zellen im Gesichtsfeld

.
i

Kreuz. v Kreuz. a Bizeps. v Bizeps. a Semitend. v Semitend. a

Abbildung 14 : Anteil dedifferenzierter Zellen im Gesichtsfeld . Anteil dedifferenzierter Zellen im
Gesichtsfeld priméarer Tenozytenkulturen (Zellpassage 3). Die Auszahlung erfolgte unter dem Lichtmikroskop
bei 10-facher VergréRerung.

Kreuz.: anteriores Kreuzband. Bizeps.: Bizepssehne. Semitend.: Semitendinosussehne. v: enzymatische
Gewebeverdauung. a: Zellauswanderung. (n=4)

Der hochste Anteil dedifferenzierter Zellen pro Gesichtsfeld wurde unabhangig vom
verwendeten Ausgangsgewebe in Kulturen, die durch EGV gewonnen wurden, gefunden.
Die Werte lagen auch im Durchschnitt stets Uber den Vergleichswerten von Kulturen,
deren Zellen durch ZAW isoliert worden waren (s. Abb. 14). Diese Ergebnisse korrelierten
mit den Beobachtungen, die primar nur bei Kontrolle der Zellkulturen wahrend des
Wechsels des Zellkulturmediums unter dem Lichtmikroskop wahrgenommen wurden. Es
handelte sich hierbei jedoch lediglich um eine Tendenz ohne statistsiche Signifikanz.

Die Feststellung eines hoheren Anteils dedifferenzierter Zellen in Kulturen nach EGV war
madglicherweise auf den Kontakt der Tenozyten mit dem Enzym Kollagenase | wahrend
des Isolationsvorganges zurtick zufihren. Um Hinweise fir diese Hypothese zu erhalten

wurde eine Zytotoxizitatsanalyse dieses Enzyms durchgefihrt.

3.3 Zytotoxizitatsanalyse des Enzyms Kollagenase |

Um die Zytotoxizitat des bei der EGV verwendeten Enzyms Kollagenase | abschatzen zu
kénnen, wurden humane Fibroblasten fir 0,5 h bzw. 2 h in 0,2%iger Enzymldsung
inkubiert und anschlieend ausgezahlt. Durch diesen Versuch sollten die Folgen des
enzymatischen Einflusses wahrend der Gewebeverdauung auf die Zellvitalitat
abgeschétzt und eine mogliche Erklarungsgrundlage fir die differente Zellmorphologie der

primaren Zellkulturen geliefert werden.
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prozentualer Verlauf der Zellzahl im zeitlichen Ver lauf
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Abbildung 15 : Uberlebensrate von Fibroblasten in Kollagenase |. prozentualer Verlauf tberlebender

humaner Fibroblasten (Zellpassage 2; Ausgangszellzahl 105) in 0,2%iger Kollagenase | Lésung (n=6)

Die Zellzahl verringerte sich bereits nach 0,5 h auf 6,5% + 2,05% des Ausgangswertes
von 1x10° Fibroblasten. Nach 2 h konnten mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer und der

Trypanblau Zahimethode (s. 2.2.1.3 S. 33) keine vitalen Fibroblasten mehr nachgewiesen
werden (s. Abb. 15).

Nach der mikroskopischen Beurteilung der Zellmorpholgie in den in vitro Kulturen durch
die unterschiedlichen Isolationsverfahren, wurde eine weiterfiihrende

molekularbiologische Analyse der Tenozytenkulturen durchgefihrt.

3.4 Molekularbiologie

3.4.1 Expressionsverhalten wichtiger Strukturprotei ne

Um Unterschiede im Differenzierungsgrad und im Expressionsmuster der einzelnen
Gewebe nach den unterschiedlichen Isolationsmethoden zu untersuchen, wurde in der

dritten Zellpassage die Expression wichtiger Strukturproteine und Differenzierungsmaker
mit Hilfe der RT-PCR analysiert.
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Enzymatische Gewebeverdauung Zellauswanderung

fco

GAPDH 181bp

Kollagenlal 200 bp
Decorin 192bp
Kollagen !l 103bp
Tenascin-C ~ 230bp

T — Fibronektin ~ 135hp
Scleraxis 111 bp

Tenomodulin 123 bp

Osteopontin 430 bp
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Abbildung 16: Genexpression von Tenozyten. Gezeigt sind die Ergebnisse der RT-PCR Auswertungen auf
2%igen Agarosegelen primérerer Tenozytenkulturen (Zellpassage 3). Die Expression wichtiger
Strukturproteine sowie osteogener (Osteopontin) und chondrogener (Aggrecan) Dedifferenzierungsmaker sind
dargestellt. Als Referenzgen diente GAPDH.

K: anteriores Kreuzband B: Bizepssehne S: Semitendinosus. Kontrollen: f=Fibroblasten (Passage 6) c:
Chondrozyten (primare Kultur Passage 3) o=Osteoblasten (Passage 2)

Die wichtigen Strukturproteine des Sehnengewebes wie Kollagen Typ |, Decorin sowie
Kollagen Typ Il wurden von allen Tenozyten der priméren Ausgangsgewebe durchgéngig
exprimiert. Insbesondere zeigt das Proteoglykan Decorin in den Tenozytenkulturen eine
hohere Expression als in Zellarten anderen muskuloskelettalen Ursprungs (Kontrollen:
Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten) (s. Abb. 16 Zeilen 2-4).

Sowohl die Expression von Tenascin-C als auch von Fibronektin, zwei Glykoproteinen,
die fur die Zell-Matrix Interaktion wesentlich sind, war in allen priméren Tenozytenkulturen
durchgéngig nachweisbar und von etwa gleicher Starke wie in den Kontrollen (s. Abb. 16
Zeile 5-6).

Scleraxis als tenogener Differenzierungsmaker konnte ebenfalls in fast allen
Tenozytenkulturen nachgewiesen werden. Die einzige Ausnahme stellte die Probe eines
anterioren Kreuzbandes dar, bei dem die Zellisolation durch ZAW durchgefuhrt worden
war. Die Expression des Transkriptionsfaktors Scleraxis wurde auch in den anderen

Zellkulturen muskuloskelettalen Ursprungs (Kontrollen: Fibroblasten, Chondrozyten und
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Osteoblasten) nachgewiesen, wenngleich tendenziell in geringerer Starke (s. Abb. 16
Zeile 7).

Ein wichtiger Differenzierungsmaker fur tenogenes Gewebe ist das Transmembranprotein
Tenomodulin. Seine Expression konnte lediglich in einer Tenozytenkultur der dritten
Zellpassage nachgewiesen werden, deren Zellen aus einer Semitendinosussehne
stammten, die durch EGV gewonnen worden war. In den Kontrollkulturen konnte eine
schwache Tenomodulinexpression in Chondrozyten und Osteoblasten nachgewiesen
werden (s. Abb. 16 Zeile 8).

Ein charakteristisches Protein fir Knochengewebe ist Osteopontin. Zellkulturen von drei
Semitendinosussehnen, deren Tenozyten durch EGV isoliert worden waren, exprimierten
dieses Protein. Bei Zellen die durch ZAW isoliert worden waren, zeigte sich in sechs von
sieben Fallen des anterioren Kreuzbandes, bei einer von sieben Bizepssehnen und bei
funf der sieben Semitendinosussehnen ein positives Expressionsverhalten fir dieses
Strukturprotein. In den Kontrollkulturen exprimierten Fibroblasten dieses Protein nur
schwach und Osteoblasten dieses Protein starker als die Tenozytenkulturen, wogegen
der Nachweis in Chondrozyten negativ blieb (s. Abb. 16 Zeile 9).

Aggrecan als Protein der EZM, wird insbesondere in Knorpelgewebe exprimiert. Bis auf
eine Ausnahme (Semitendinosussehne; ZAW) konnte die mRNA Expression dieses
Proteins in allen primaren Tenozytenkulturen nachgewiesen werden. In den
Kontrollkulturen exprimierten Chondrozyten und schwach auch Fibroblasten dieses

Protein, Osteoblasten waren negativ (s. Abb. 16 Zeile 10).

3.4.2 quantitative mRNA Analyse von Kollagen Typ | und Decorin

Kollagen Typ | und Decorin sind zwei wesentliche Strukturproteine der EZM. Sie sind
wichtig fur die Bildung von funktionell hochwertigem tenogenem Gewebe in vitro sowie in
vivo. Um Unterschiede im Expressionsverhalten dieser beiden wichtigen Proteine in den
einzelnen Versuchsgruppen festzustellen, wurde fur diese beiden Strukturproteine ein
gquantitativer Vergleich des mRNA Gehaltes durchgefuhrt. Die RNA wurde aus den
primaren Tenozytenkulturen extrahiert. In den folgenden Abbildungen 17 und 18 sind die
Ergebnisse der quantitativen mRNA Bestimmung relativ zu dem ,Haushaltsgen”

Cyclophilin B zusammengefasst.
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Relative Quantifizierung von Kollagen Typ | alpha 1
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Abbildung 17 : relative Quantifizierung des m-RNA Gehaltes von Kol lagen Typ | alpha | . relative
Quantifizierung des m-RNA Gehaltes von Kollagen Typ | alpha | in Relation zu Cyclophilin B. Die RNA wurde
aus priméren Tenozytenkulturen (Zellpassage 3) isoliert. (n=7). * p<0,05 (Mann-Whitney Test)
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Abbildung 18 : relative Quantifizierung des m-RNA Gehaltes von Dec  orin. relative Quantifizierung des m-
RNA Gehaltes von Decorin in Relation zu Cyclophilin B. Die RNA wurde aus primaren Tenozytenkulturen
(Zellpassage 3) isoliert. (n=7). * p<0,05 (Mann-Whitney Test). **p<0,01 (Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s post
Test).

Zellen der Bizepssehne, die durch EGV isoliert worden waren, zeigten einen héheren
MRNA Gehalt an Kollagen Typ | verglichen mit Proben desselben Ausgangsmaterials
aber ZAW als Isolationsmethode (p<0,05) (s. Abb. 17). Allerdings war der mRNA Gehalt
an Decorin in Zellkulturen der Bizepssehne als primares Ausgangsgewebe héher, wenn
diese durch ZAW anstatt durch EGV gewonnen worden waren (p<0,05) (s. Abb. 18).
Wurden die beiden unterschiedlichen Zellisolationsmethoden in Zellkulturen der anderen
primaren Ausgangsgewebe (anteriores Kreuzband und Semitendinosussehne) verglichen,

zeigten sich &hnliche Verhaltnisse wie bei der Bizepssehne, aber ohne statistische
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Siginifkanz. Tendenziell war die Expression an Kollagen | Typ | in allen Zellkulturen, die
durch EGV gewonnen worden waren, hoher, wahrend die Expression an Decorin in
Zellkulturen, deren Zellen durch ZAW gewonnen worden waren, héher lag. Die einzige
Ausnahme dieser Beobachtung stellten Zellkulturen der Semitendinosussehne in Bezug
auf ihr Decorinexpressionsniveau dar (s. Abb. 18).

Wurden die unterschiedlichen primaren Ausgangsgewebe miteinander verglichen, konnte
eine signifikant h6here Expression an Decorin in Zellkulturen der Bizepssehne verglichen
mit Zellkulturen der Semitendinosussehne festgestellt werden, wenn beide Kulturen durch
ZAW aus dem Ausgangsgewebe gewonnen wurden (p<0,01) (s. Abb. 18). Die Expression
an Kollagen Typ | war hingegen in allen Untersuchungsgruppen ungefahr identisch (s.
Abb. 17).

Das Expressionsniveau von Kollagen Typ | und Decorin in Zellkulturen der Bizepssehne
und des vorderen Kreuzbandes, die durch EGV isoliert worden waren, war tendenziell
gleich. Das Kollagen Typ | Expressionsniveau in Vergleichskulturen der
Semitendinosussehne lag tendenziell unter dem der anderen beiden Ausgangsgewebe (s.
Abb. 17), das Decorin Expressionsniveau war jedoch etwas hdher (s. Abb. 18).

Die anschlieBend durchgefiihrten Besiedelungsexperimente wurden mit Zellkulturen der

Bizepssehne (gewonnen durch ZAW) der vierten Zellpassage durchgeftihrt.

3.5 Bestimmung der Zellproliferation auf Vliesen

Die Ermittlung der primaren Zellausbeute aus den unterschiedlichen Geweben hatte
gezeigt, dass aus Biopsien der Bizepssehne die hdchsten durchschnittlichen Zellzahlen
isoliert werden konnten (s. Abb. 11). Aul3erdem besafl3en die Tenozytenkulturen der
Bizepssehne die héchsten Durchschnittswerte im Expressionsverhalten wichtiger
Strukturgene (s. Abb. 17 und 18). Desweiteren konnte ein tendenziell geringerer Antell
morphologisch veranderter Zellen in Kulturen, die durch ZAW gewonnen wurden,
festgestellt werden (s. Abb. 14). Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden
Experimente zur Zellproliferation ausschlie3lich mit Zellen durchgefihrt, die durch ZAW
aus der Bizepssehne isoliert worden waren.

Tenozyten der vierten Passage (2x10*) wurden auf zuvor ausgestanzten Vliesen
angesiedelt und anschlieRend in 6-well Platten kultiviert. Die Auswertung erfolgte nach 2
Tagen und 14 Tagen durch Messung der Extinktion des Uberstandes bei einer
Wellenlange von 450 nm. Schematisch ist die Extinktionsmessung in Abbilung 8 (S. 40)
abgebildet.
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Zellproliferation humaner Tenozyten auf Vliesen
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Abbildung 19 : Proliferation von Tenozyten auf Vliesen im Verlauf . absolute Zellzahlen auf

Kollagenmatrixvliesen (Shoulder Patch) und PGA/PDS Vliesen nach 2 und 14 Tagen Kultivierungszeit.
Zellkultivierung ohne Vliese diente als Kontrolle. Die gemessenen Extinktionswerte wurden mit Hilfe einer
Standardkurve in absolute Zellzahlen zurlicktransformiert. (n=6). * p<0,05 (Wilcoxon paired Test)

Nach zwei Tagen Kultivierungszeit zeigte sich, dass auf beiden Vliesen weniger vitale
Zellen vorhanden waren (Ethisorb: 7,85x10* + 4,12x10* Shoulder Patch: 4,43x10* *
2,07x10% als in den Kontrollen ohne Vliese (Zellen: 16,32x10* + 6,08x10%) (s. Abb.19).
Nach 14 Tagen konnte sowohl auf beiden Vliesen (Ethisorb: 2,41x10° + 2,07x10°;
Shoulder Patch: 1,41x10°+ 1,29x10°), als auch in den Kulturen ohne Vliese (Zellen:
2,86x10°+ 1,09x10°) eine hohere absolute Zellzahl als Tag 2 beobachtet werden. Auch
nach 14 Tagen waren tendenziell mehr Zellen auf den PGA/PDS Vliesen (Ethisorb)
nachweisbar als auf den Kollagenmatixvliesen (s. Abb. 19).

Aufgrund groRRer Schwankungen in den gemessenen Zellzahlen nach 14 Tagen in den
Gruppen der zellbesiedelten Vliese, konnte kein signifikanter Unterschied in den
absoluten Zellzahlen an beiden Auswertungstagen, sondern nur in der Kontrollgruppe
ohne Kultivierung auf Vliesen festgestellt werden (p<0,05). Jedoch zeigte sich eine
tendenziell hohere Proliferationsrate auf den Ethisrob Vliesen (p=0,09) zwischen Tag 2
und 14 im Vergleich zu den Shoulder Patch Vliesen (p=0,15) (s. Abb. 19).

3.6 Histologien zellbesiedelter Viiese

Fur die Darstellung der Verteilung der Tenozyten in den Vliesen wurden 0,5x0,5 cm groR3e
Vliese mit 3x10° Zellen besiedelt und Kryoschnitte dieser Proben nach 2 Tagen und 14
Tagen angefertigt. Es wurden horizontale Schnitte oberflachennaher Schichten sowie

basaler Schichten durch die Vliese hergestellt. Dies war erforderlich, da somit zwischen
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einer nur oberflachlichen Zelladhérenz und einer Penetration vitaler Zellen auch in tiefere
Schichten der Vliese unterschieden werden konnte. Um einen Uberblick iiber die
Verteilung der Zellen in den Vliesen zu gewinnen wurden diese, nach einer Einbettung in
5%iger Succrose (s. 2.2.5.2 S.43), mit einer H.E.- Farbung gefarbt. Ein Vitalitdtsnachweis
der auf den Vliesen angesiedelten Tenozyten wurde in dieser Arbeit nicht gefiihrt. Die
Abbildungen 20 zeigen reprasentative Schnitte durch beide Vliesmaterialien nach einer
Biesiedelungszeit von 2 Tagen. Die Abbildungen 21 verdeutlichen das Verteilungsmuster

der Zellen nach einer Besiedelungszeit von 14 Tagen.

Abbildung 20 : H.E-Farbung von zellbesiedelten Vliesen nach 2 Tagen . H.E-Farbung zum Vergleich von
zellbesiedelten Kollagenvliesen (Shoulder Patch) und PGA/PDS Vliesen (Ethisorb). Die Kultivierungszeit der
besiedelten Vliese betrug 2 Tage. Zellen waren sowohl auf PGA/PDS Vliesen als auch auf Kollagenvliesen
entlang der Vliesfasern adharent. Reprasentative Aufnahmen. VergréRerung 20x. A: oberflachliche Schicht
Kollagenvlies. B: basale Schicht Kollagenvlies. C: oberflachliche Schicht PGA/PDS Vlies. D: basale Schicht
PGA/PDS Vlies. (n=2)

Sowohl auf dem Kollagenvlies als auch auf dem PGA/PDS Vlies waren mehr Zellen in
den oberflachlichen als in den basalen Schichten nachweisbar. Die Zellen adhérierten
Uberwiegend den Fasern der Vliese. Ein deutlicher Unterschied in der Zellzahl zwischen
den verwendeten Vliesen konnte nicht festgestellt werden.

Sowohl auf dem Kollagenvlies als auch auf dem PGA/PDS Vlies konnte zu diesem
Auswertungszeitpunkt eine hdhere Zellzahl in oberflachlichen Vliesschichten festgestellt
werden (s. Abb. 20).
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Die Farbung der PGA/PDS Vliese gestaltete sich sehr schwierig, da sich die Fasern in der
Alkoholreihe wahrend des Farbevorganges teilweise auflosten. Dies schrénkte die
Beurteilbarkeit dieses Vliestyps ein. Dieser Effekt fuhrte, insbesondere nach einer

Kultivierungszeit von 14 Tagen, zu einer sehr schwierigen Auswertungssituation.
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Abbildung 21: H.E-Farbung von zellbesiedelten Vliese  n nach 14 Tagen. H.E Farbung zum Vergleich von
zellbesiedelten Kollagenvliesen (Shoulder Patch) und PGA/PDS Vliesen (Ethisorb). Die Kultivierungszeit der
besiedelten Vliese betrug 14 Tage. Reprasentative Aufnahmen. Zu sehen ist eine deutliche Faserdegradation
der PGA/PDS Vliese (C und D). VergréRerung der Kollagenvliese 20x. VergroRerung der PGA/PDS Vliese
10x. A: oberflachliche Schicht Kollagenvlies. B: basale Schicht Kollagenvlies. C: oberflachliche Schicht
PGA/PDS Vlies. D: basale Schicht PGA/PDS Vlies. (n=2)

Nach einer Kultivierungszeit von 14 Tagen konnte im Verglichen zu 2 Tagen keine héhere
Zellzahl in den oberflachlichen Schichten beider Vliese festgestellt werden. Jedoch fanden
sich in den basalen Schichten beider Vliese, insbesondere im Kollagenvlies, mehr Zellen
zu diesem spateren Beobachtungszeitpunkt. Die Zellen waren immer noch an den
Vliesfasern adharent. Diese Aussage sowie Aussagen zur detektierbaren Zellzahl,
konnten fur die PGA/PDS Vliese nach 14 Tagen Kultivierungszeit aufgrund der
schnelleren Faserdegeneration in den Alkoholreihnen wahrend des Farbevorgangs nicht

mehr getatigt werden.

3.7 maximale Fadenausreil3kraft durch U-Naht Befesti  gung

Die biomechanischen Eigenschaften gegentber Zugbelastungen sind fir die klinische

Anwendbarkeit der potentiellen Zelltragermaterialien sehr wichtig. Nach einer 56-
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stundigen Vorinkubation in Zellkulturmedium, welche in Anlehnung an die klinische
Situation gewahlt wurde, erfolgte die Messung der maximalen Fadenausrei3kraft
unbesiedelter Vliese nach einer U-Naht Befestigung. Es zeigte sich, dass Kollagenvliese
(14,48 N = 3,58 N) deutlich hohere Zugbelastungen tolerierten als PGA/PDS Vliese (2,11
N + 0,48 N) (p<0,01) (s. Abb. 22). Alle Vliese rissen immer im Bereich der Einstichstelle
der Faden, der schwachsten Stelle dieser Konstrukte.

maximale FadenausreiRkraft nach U-Naht Befestigung
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Abbildung 22 : Fadenausreil3kraft nach U-Naht Befestigung . Bestimmung der maximalen
Fadenausreif3kraft nach U-Naht Befestigung mit der Zwick Universaltestmaschine. Die Einstiche lagen

mindestens 0,7 cm von der Kante entfernt. Die Stichbreite betrug 0,3 cm. (n=6). **p<0,01 (Mann-Whitney
Test)
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Zellisolation

Die Suche nach adaquatem autologem Donorgewebe und den passenden Zelltypus ist
eine wesentliche Grundsatzfrage der in-situ Regeneration von Sehnengewebe. Tenozyten
stellen neben mesenchymalen Stammzellen einen vielversprechenden Ansatz dar. lhre
Isolation aus dem Ausgangsgewebe ist jedoch schwierig.

Es existieren in degenerativ verdndertem Sehnengewebe neben Tenozyten andere
Zellen, deren fibrochondrales Expressionsmuster auf eine Metaplasie schlielen lasst
(141, 142). Eine Trennung dieser verschiedenen Zellarten wahrend des
Isolationsvorganges erscheint diffizil. Ebenfalls komplex ist die vollstandige Separation
umliegenden Bindegewebes von Sehnengewebe wahrend der Gewebepraparation. Zwar
zeigte sich, dass sich Zellen des Hullgewebes einer Sehne in Proliferation und Seneszenz
den Tenozyten ahnlich verhalten, jedoch nicht als identisch anzusehen sind (143). Diese
Faktoren erschweren wahrend des Zellisolationsvorganges deutlich die Gewinnung
spaterer reiner primarer Tenozytenkulturen.

Die ZAW als eine Mdglichkeit der Zellisolation aus Geweben hat den wesentlichen
Nachteil, dass vitale Tenozyten erst nach einer Kultivierungszeit von ca. 1-3 Wochen
gewonnen werden kdnnen (116) und deren Anzahl zudem noch gering ist. Isolierungszeit
und Zellmenge sind jedoch fir den klinischen Einsatz entscheidende Parameter, auch
wenn diese Methode fir isolierte Zellen insgesamt schonender erscheint. Eine
Maoglichkeit, zukiinftig die Zellausbeute durch diese Isolationsmethode zu erhéhen, kdnnte
eine Optimierung der initial beschriebenen Methode sein, indem man die Sehnenstiicke
sofort in Zellkulturflaschen statt in Petri-Schalen platziert. Dies erlaubt zwar nur einen
Auswanderungszyklus, fuhrt aber, anders als bei sukzessiver ZAW in Petri-Schalen mit
Umbettung der einzelnen Sehnenstlicke, zu einer héheren initialen Zellausbeute aufgrund
des groflReren Platzangebotes. AuRerdem kdnnte dieses Vorgehen zum Einsparen einer
Zellpassagierung und zur Erzeugung von homogeneren Zellkulturen mit Zellen gleichen
Alters fuhren.

Eine weitere Methode der Isolierung von Tenozyten aus Sehnengewebe ist die EGV nicht
zellularer Strukturen durch das Enzym Kollagenase | (0,2%). FUr die klinische Bedeutung
dieser Methode spricht die Moéglichkeit, innerhalb kurzer Zeit vitale Zellen zu generieren.

Jedoch konnen die Folgen des enzymatischen Einwirkens auf die Zellvitalitat,
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Zellproliferation, Zellmorphologie und Zelldifferenzierung bisher nur unzureichend
abgeschéatzt werden. Lui, P et al. konnten in einem in vivo Experiment zeigen, dass die
Injektion von Kollagenase | in die Patellarsehne einer Ratte zu ektopen Ossifikationen und
zur Ausbildung chondrogen differenzierter Zellen fihrte (120). Dies ist vereinbar mit der in
unserer Studie gemachten Beobachtung, dass tendenziell eine erhdhte Rate an
morphologisch veranderten Tenozyten in Zellkultur nach EGV gefunden wurde.

Bedenklich scheint auch, dass das Enzym Kollagenase bei systemischer Aufnahme zu
einer inflammatorischen Immunantwort mit erhéhter Infektionsrate fuhrt (144). Vor einer
klinischen Anwednung dieses Verfahrens missen daher noch umfangreiche
Untersuchungen zur Unbedenklichkeit dieses Enzyms und seines Einflusses auf die
Zellen durchgefhrt werden. Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt die Verwendung dieses

Isolationsverfahren wohl vorerst nur experimentellen Versuchsansatzen vorbehalten.

4.1.2 Zytotoxizitatsprifung des Enzyms Kollagenase Typ |

Kollagenase Typ | ist ein Enzym, das zum Abbau wesentlicher Strukturkomponenten der
EZM in Sehnengeweben fihrt. Es wurde in einem Tiermodell von Warden, S. J zur
Untersuchung der Pathogenese degenerativer Sehnenerkrankungen verwendet (145). In
der vorliegenden Arbeit wurde es zur Zellisolation aus naturlichem Sehnengewebe
benutzt.

Um die Toxizitat der Kollagenase | auf Zellen einschéatzen zu kdénnen, der sie wahrend der
EGV ausgesetzt waren, wurden Fibroblasten einer frilhen Zellpassage in Kollagenase |
gegeben und die Zellvitalitéat zu zwei Zeitpunkten untersucht.

Fibroblasten wurden verwendet, da die humanen Tenozyten dieses Versuches bereits mit
dem Enzym in Kontakt gekommen waren (EGV) bzw. nur in sehr begrenzter Anzahl
vorhanden waren (ZAW). Fibroblasten besitzen zwar &hnliche Eigenschaften wie
Tenozyten (127), weisen aber auch einige andere Eigenschaften, wie beispielsweise im
Proliferationsverhalten, auf (146). Daher sind die Ergebnisse dieses Versuchsansatzes
somit nur bedingt auf Tenozyten Ubertragbar, eine Tendenz scheint jedoch ableitbar zu
sein.

Es ist auch zu bertcksichtigen, dass wahrend der Gewebeverdauung zur Zellisolation
Tenozyten innerhalb eines festen Gewebeverbandes liegen und somit geschutzter vor der
Toxizitat einer enzymatischen Destruktion sind. Jedoch ist die Frage der Zelltoxizitat um
so wichtiger, als die aus der EZM im Rahmen der Verdauung herausgelosten Zellen direkt
dem Enzym Kollagenase | ausgesetzt sind und genau diese Zellen spéater kultiviert und
auf den Vliesen angesiedelt werden. Das Ausmald des schitzenden Effektes der

Sehnenfaszikel ist zwar nur schwer abzuschétzen und konnte in diesem Versuchsaufbau
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nicht rekonstruiert werden, jedoch ist die Wirkung des Enzyms auf die bereits
herausgeldsten Zellen die entscheidende Fragestellung dieses Versuchsabschnittes
gewesen. In diesem Zusammenhang gilt es aber auch zu bedenken, dass aufgrund des
Fehlens der Strukturen der EZM in diesem Versuchsaufbau eine geringere Anzahl an
Bindungsstellen fur das katalytische Zentrum des Enzyms zur Verfigung stand. Zur
Sattigung wirden somit vermehrt Bindungsstellen an zellularen Proteinen aufgesucht
werden. Somit kdnnte das Ausmal des zelltoxischen Effektes des Enzymes Kollagenase

| in diesem Versuch wahrscheinlich zu hoch bestimmt worden sein.

4.1.3 Zellzahlbestimmung und Zellproliferationsanal  yse auf Vliesen

Die photometrische Bestimmung der Zellvitalitdt ist ein etabliertes Verfahren in
experimentellen  Versuchsanordnungen (147). Kommt dieses Verfahren zur
Zellzahlbestimmung und Proliferationsmessung im Uberstand von zellbesiedelten Vliesen
zur Anwendung, ergeben sich Besonderheiten bei der Durchfiihrung, die bei der
Beurteilung der Ergebnisse beachtet werden miissen.

Durch eine 24stundige Vorinkubation der Vliese in Zellkulturmedium sollten die initalen
Ernahrungsbedingungen der adhéarierenden Tenozyten verbessert werden. Allerdings
nahmen die Kollagenvliese aufgrund ihrer schwammartigen Konstruktion mehr
Zellkulturmedium auf als die PGA/PDS Vliese. Beim Umsetzen der Vliese in 96-Well
Platten wurde ein Teil dieses aufgesogenen Kulturmediums als Uberstand sichtbar.
Dieser Uberstand wurde vor der Zellbesiedelung abpipettiert, um die Volumina der
Uberstande auf den Vliesen zu minimieren, da maogliche Volumenunterschiede zu einem
Verdinnungseffekt des Formazans hétten fiihren kdnnen und so einen geringeren
Extraktionswert bzw. eine geringere Zellzahl vorgetautscht hatten.

Die histologische Auswertung zeigte, dass die Tenozyten nicht nur in oberflichennahen,
sondern auch in basalen Schichten beider Vliese vorhanden waren und an den
Vliesfasern  adharierten. Wie diese Zellen anteilsmaBig wahrend des
Auswertungsvorganges an der mitochondrialen Umsetzung des Tetrazoliumsalzes
teiinehmen konnten, blieb ungeklart. So kénnte aufgrund fehlender Teilnahme am
Umsetzungsvorgang von Zellen in basalen Schichten trotz einer hohen tatsachlichen
absoluten Zellzahl, der gemessene optische Dichte Wert tendenziell zu niedrig bestimmt
worden sein. Dieser Effekt hatte mdglicherweise aufgrund des Dickeunterschiedes der
Vliese (Kollagenvlies ca. 3,5 mm - PGA/PDS Vlies ca.1l mm) einen deutliche héheren

Einflul3 bei Versuchsreihen mit Kollagenvliesen gehabt.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 hohere Zellausbeute aus degenerativem Sehneng  ewebe

Es zeigte sich, dass durch die EGV mehr Zellen in kirzerer Zeit generiert werden kénnen,
als durch die ZAW. Interessant ist dabei die Beobachtung, dass bei der
Gewebeverdauung aus Proben Aalterer Spender (Kreuzband und Bizepssehne) mehr
Zellen isoliert werden konnten als aus der Sehne des M. Semitendinosus, die von
jungeren Spendern stammte. Im Gegensatz hierzu konnte diese Beobachtung bei
Anwendung der ZAW nicht getatigt werden.

Untersuchungen an degenerativ veranderten Sehnen haben gezeigt, dass diese, typische
Veranderungen aufweisen, unter anderem eine Modifikation der Kollagenmatrixstruktur.
Birch, H.L. et al. konnte zeigen, dass viel beanspruchtes Sehnengewebe einen geringeren
Umsatz an Kollagen Typ | und IlI zeigt, so dass die Kollagenfibrillen bis zu ihrem Abbau
langere Zeit in der EZM verbringen (148). Weiterhin konnte diese Arbeitsgruppe in
degenerativem Sehnengewebe des Pferdes einen verringerten Durchmesser der
Kollagenfibrillen sowie einen hoheren Gehalt an Kollagen Typ 1l bei gleichem
Gesamtkollagengehalt feststellen (149). Diese Veranderungen der Kollagenmatrix in
degenerativem Sehnengewebe kodnnten moglicherweise einen besseren Schutz der
Tenozyten vor der enzymatischen Zeltoxizitdt bedingen und somit die hdohere
Zellausbeute aus diesen Sehnen erklaren.

Einen anderen Erklarungsansatz liefert moglicherweise die Beobachtung von Lui, P. et al.,
der ektope Ossifikationen in einem Kollagenase-induzierten Sehnendegenerationsmodell
fand (120). Diese Ossifikationen konnten, &hnlich der modifizierten Kollagenmatrix in
degenerativem Sehnengewebe, einen héheren Schutz zellularer Sehnenbestandteile vor
enzymatischer Zersetzung darstellen. Allerdings erscheint die Entstehung solcher
Ossifikationen wahrend eines Zeitraumes von ca. 17 h schwer moglich, so dass diese
Vemutung sehr fraglich zu sein scheint.

Eine weiteres Erklarungsmodell fir diese Beobachtung kdnnte eine Zunahme der
Vernetzung von Kollagenfibrillen durch die ,cross links® sein. Diese nehmen mit
steigendem Alter an Anzahl zu. Cross links sind trivalente intermolekulare Verbindungen
aus (Hydroxylysil Pyridinolin (HP) und Lysyl Pyridinolin (LP). Sie werden durch
enzymatische Aktivitdt zwischen den fibrillaren Strukturen des Kollagens gebildet,
stabilisieren diese und verleihen der Sehne somit eine hdhere mechanische Stabilitat.
Kollagen-Umbauprozesse verlangsamen sich mit zunehemdem Alter, so dass ein
vermehrtes Vorkommen solcher cross-links resultiert. Zusatzlich sorgt eine nicht-

enzymatische Reaktion zwischen den Kollagenfibrillen dafiir, dass die Anzahl der cross-
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links im Alter steigt (150). Aul3erdem kann eine Anh&ufung von ,advanced glycation end
products” im Sehnengewebe fir die Zunahme der Steifigkeit von Sehnen in hdherem Alter
mitverantwortlich gemacht werden (151). Die altersbedingte stérkere interfibrillare
Vernetzung des Kollagenverbands konnte einen Schutz der Zellen wahrend der
enzymatischen Verdauung darstellen und somit die hohere Zellausbeute aus Proben
alterer Spender erklaren.

Eine weitere typische Verdnderung in degenerativen Sehnen- und Bandgewebe ist die
deutlich héhere Zelldichte im Vergleich zu jungem Gewebe (152, 153). Dieses Phanomen
koénnte ebenfalls die hdhere Zellausbeute aus Sehnengewebe alterer Spender durch die
EGV bedingen.

Allerdings lasst sich die Zunahme der Zelldichte in degenerativ verandertem Gewebe
nicht ausschlielich auf eine Zunahme der Tenozytenanzahl zurtickzufihren. So konnte
Glazebrook, M. A. et al. in viel belasteten Sehnen der Ratte, bedingt durch
Vaskularisierung, vermehrt endotheliale Zellen sowie Fibroblasten finden (154). Es bedarf
der Klarung, ob eine hothere primare Zellausbeute aus degenerativ verandertem
Sehnengewebe durch die EGV zugleich das Vorhandensein von tenozytenfremden
Zellen, wie endothelialen Zellen, bedeutet. Diese Hypothese konnte jedoch durch die
molekularbiologische Genexpressionsanalysen dieser Arbeit, die im Folgenden diskutiert

werden, nicht gestiutzt werden.

4.2.2 Unterschiede in der Expression von Kollagen T yp | und Decorin in priméren

Tenozytenkulturen

Die Tenozytenkulturen der dritten Zellpassage wurden auf ihr Expressionsmuster
wichtiger Strukturgene des Sehnengewebes untersucht.

Es zeigte sich in allen Tenozytenkulturen, unabhangig von der Isolationsmethode sowie in
allen Kontrollgeweben eine durchgangige Expression an Kollagen Typ | und Decorin. Es
ist bekannt, dass diese Proteine in Sehnengewebe, jedoch auch in Knochen- und
Knorpelgewebe exprimiert werden (155-157). Sowohl ein verminderter Gehalt an Decorin
wie auch an Kollagen Typ | in der EZM von Sehnengewebe fihrte in biomechanischen
Untersuchungen von Zhang, G et al. und Chokalingam, K. et al. zu einer Reduktion der
linearen Festigkeit des Gewebes (158, 159). Da diese Proteine somit wesentlich flr diese
wichtige Eigenschaft von Sehnengewebe sind, wurden die qualitativen Ergebnisse der
RT-PCR durch eine quantitative Messung des mRNA Gehaltes genauer untersucht.
Tenozyten, die durch EGV isoliert worden waren, besal3en in der dritten Zellpassage eine
hohere Expression an Kollagen Typ | verglichen mit der ZAW, auch wenn dieser

Unterschied nur in Kulturen von Spendern einer Bizepssehne zu einem signifikanten
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Unterschied fiihrte. In Arbeiten von Chen, C. H. et al. und Bosch, G. et al. wurde gezeigt,
dass aufRere Einflussnahmen, wie Laser Bestrahlung und extrakorporale Schockwellen
Applikation eine Regulation, wenn auch gegenldufig, der Kollagen | Expression in
kultivierten Tenozyten bedingen (160, 161). Es ist daher mdglich, dass durch den Kontakt
wahrend des Isolationsvorganges von Tenozyten mit dem Enzym Kollagenase |, das eine
inflammtorische Noxe darstellt, es zu einer up-Regulation der Kollagen | Expression kam.

Die Richtigkeit dieser Annahme wird wahrscheinlicher durch die Untersuchung von Xue,
M. et al., der eine deutliche Zunahme der Kollagen Typ | Synthese in Tenozytenkulturen,
die aktiviertem Protein C ausgesetzt wurden, zeigte (162). Dieses Vitamin-K abhangige
antikoagulatorische Protein wird durch Thrombin in aktiviertes Protein C verwandelt und
inaktiviert zusammen mit Protein S und Phospholipiden die aktivierten Faktoren V und VIII
(163). Aktiviertes Protein C hat einen antiinflammatorischen Effekt, indem es neben der
Inhibition der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen auch die NO Synthese
inhibiert und ist in postinflammatorischen Zustanden vermehrt nachweisbar (164).
Kollagenase | stellte wéhrend des Isolationsvorganges eine inflammatorische Noxe dar,
so dass sich spatere in vitro Tenozytenkulturen in einem postinflammatorischen Zustand
befunden haben kdnnten. Es ist davon auszugehen, dass in einem postinflammatorischen
Zustand, neben Protein C auch tenozyteneigene postinflammatorische Proteine
synthetisiert werden. Nehmen diese Proteine ebenfalls Einfluss auf die Kollagensynthese
der Tenozyten, so konnte die Beobachtung einer vermehrten Kollagensynthese in
Tenozytenkulturen auch in einem postinflammatorisch Zustand nach EGV mdglicherweise
erklart werden. Allerdings ist dies rein hypothetisch und erfordert in zukinftigen
Untersuchungen die Identifikation solcher Proteine, die bislang nicht erfolgte.

Allerdings scheint auch die Zellmorphologie Einfluss auf die Kollagenexpression zu
nehmen. So konnten Li, F. et al. eine Korrelation zwischen einer elongierten
Zellmorpholgie und einer erhéhten Kollagen Typ | Expression nachweisen (165).
Ahnliches konnte durch Thampatty et al. gezeigt werden, der in Tenozyten, die auf einer
speziellen Membran geziichtet wurden und die Zellen in eine elongierte Form zwang,
auch noch in der vierten Zellpassage eine tenozytenspezifisch hohe Tenomodulin und
Kollagen | Expression nachweisen konnte (166). Wurden morphologisch und
phanotypisch ,dedifferenzierte” Tenozyten, die auf einem normalen Boden Kkultiviert
worden waren, im weiteren Verlauf des Experiments ebenfalls auf der speziellen
Membran kultiviert und in eine elongierte Zellform gezwungen, stiegen sowohl die
Tenomodulin- als auch die Kollagen | Expression wieder an (167). Diese Arbeit zeigt,
dass der Verlust der typischen Zellmorphologie nicht ausschlie3lich eine passive Folge
des veranderten Expressionsverhaltens der Zelle ist, sondern selbst aktiven Einfluss auf

das Expressionverhalten zu haben scheint (168).
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Diese Ergebnisse scheinen jedoch widersprichlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit, da
wir tendenziell einen hdheren Anteil abgerundeter, wenig elongierter Zellen in Kulturen
nach EGV beobachteten. In genau diesen Kulturen war jedoch die Kollagen Typ |
Expression aller drei Versuchsgruppen hoher als in Kulturen nach Isolation durch ZAW.
Moglichwereise kam es zu einer Uberlagerung der inflammatorischen bzw.
postinflammatorischen (s. oben) vermehrten Kollagen Typ | Synthese durch die
enzymatische Verdauung, die den Verlust des Phanotyps, mit konsekutiver Reduktion der
Kollagen Typ | Produktion in Kultur Gberwog.

In den Zellkulturen aus der langen Bizepssehne und des vorderen Kreuzbandes zeigte
sich eine héhere Expression an Decorin, wenn diese durch ZAW gewonnen wurden. In
Untersuchungen von Karousou, E. et al. und Corps, A. N. et al. konnten festgestellt
werden, dass in rupturierten Sehnen, nicht aber in degenerativ verdnderten Sehnen, eine
gesteigerte Decorinexpression vorhanden ist (169, 170). Diese Daten wurden in einer
Untersuchung von Yokota et al. fur die rupturierte Supraspiantussehne bestéatigt (171). Er
zeigte, dass der Decoringehalt noch lange Zeit nach Ruptur der Sehne auf einem
erhdhten Niveau verbleibt. Wahrend des Zellisolierungsvorganges durch ZAW wurde
durch Zerschneiden des Sehnengewebes in ca. 1 cm grol3e Sticke eine kunstliche
Sehnenruptur erzeugt. Durch anschlieRende Kultivierung in Zellkulturmedium konnten
daraus resultierende genetische Regulationsvorgdnge stattfinden, die méglicherweise zu
einer erhdhten Decorinexpression gefiihrt haben kdnnten. Im Gegensatz dazu konnten
diese Genregulationsvorgange aufgrund der sofortigen Platzierung der Sehnenstiicke in
Enzymlésung und daraus resultierender veranderter Umgebungsbedingungen nicht in der
Gruppe der EGV nachgeweisen werden.

Hinweise, warum dieser Effekt jedoch in Proben jingerer Spender einer
Semitendinosussehne nicht zu beobachten war bzw. hier sogar eine tendenziell hdhere
Expression an Decorin in Kulturen, die durch EGV gewonnen wurden, zu sehen war,
konnte im Rahmen dieser Arbeiten nicht gefunden werden. Dies kdnnte eine
Fragestellung kinftiger Untersuchungen sein.

Es muss berticksichtigt werden, dass die Spender vorderer Kreuzbander und der langen
Bizepssehnen aufgrund degenerativer Gelenkerkrankungen der Knie- und
Schultergelenke, haufig praoperativ mit Corticoidinjektionen behandelt worden waren.
Chen, C. H et al zeigten, dass Corticoide zu einer geringeren Expression von Kollagen
Typ | und Decorin fuhren (172). Kulturen von Spendern einer Bizepssehne oder eines
vorderen Kreuzbandes exprimierten jedoch nicht weniger Kollagen Typ | und Decorin als
Kulturen von jungen Spendern einer Semitendinosussehne. Somit konnten diese
Ergebnisse nicht durch Beobachtungen dieser Arbeit verifiziert werden. Mdglicherweise

spielt auch der dauerhafte inflammatorische Zustand der arthrotischen Gelenke bei der
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Expression der untersuchten Gene eine Rolle. Da hierzu allerdings keine histologischen
Ergebnisse vorlagen, kann dartiber keine Aussage getroffen werden.
Im Folgenden soll auf qualitative Unterschiede in der Genexpression wichtiger Proteine in

Sehnengewebe eingegangen werden.

4.2.3 Expressionsmuster und Dedifferenzierungspoten tial priméarer

Tenozytenkulturen

Alle Zellkulturen der dritten Zellpassage zeigten durchgangig eine schwache Expression
von Kollagen Typ lll, was mit einem tenogenen Expressionsprofil vereinbar ist. Wie von
Maeda, E. et al. gezeigt werden konnte, bedingen Zugbelastungen Regulationsvorgange
der Kollagen Typ lll Expression, jedoch existiert auch eine basale Expression in nicht
belasteten Sehnengewebe (173).

Weiterhin fand sich auch eine durchgéngige Expression von Tenascin-C in allen
Versuchs-, wie auch in allen Kontrollgruppen. Mechanische Belastungen konnten in
frihen Untersuchungen von Chiquet-Ehrismann, R et al. und Eliasson, P. et al. ihren
Einfluss auf die Regulation der Expression dieses Proteins der EZM nachweisen (174,
175). Da alle Sehnen der Versuchsgruppen in vivo Zugbelastungen ausgesetzt sind, war
eine Tenascin-C Expression in den primaren Tenozytenkulturen zu erwarten und mit
einem tenogenen Expressionsprofil vereinbar. Allerdings schien die Tenascin-C
Expression, verglichen mit dem Expressionsniveau anderer Strukturproteine, stark
ausgepragt zu sein. In der Arbeit von Taylor, S. E. et al. wurde ein niedriges
Expressionsniveau von Tenascin-C mit einem tenogenen Expressionsmuster assoziiert
(176), was fur eine Dedifferenzierung der untersuchten Tenozytenkulturen in dieser Arbeit
sprache und in Ubereinstimmung mit den zellmorphologischen Ergebnissen und anderen
Expresssionsmustern von Strukturproteinen steht. Ubereinstimmend hierzu beobachteten
Fischer et al., dass eine hohe Tenascin-C Expression durch Blockade der Syndecan-4
Bindungsstellen mit Fibronektin zu einer veranderten Zellmorphologie fihrt (31). In dieser
Arbeit konnte tendenziell eine héhere Anzahl morphologisch dedifferenzierter Zellen in
Kulturen, die durch EGV gewonnen wurden, festgestellt werden. In Kkinftigen
Untersuchungen sollte durch eine quantitative vergleichende Messung untersucht werden,
ob eine Veranderung der Zellmorphologie wirklich mit einer erhdhten Teascin-C
Expression einhergeht. Dies ist von besonderer Bedeutung, da Trylovich, D. J. et al.
bereits zeigen konnte, dass Zellen mit einer spindelférmigen Morphologie eine bessere
initiale Adhéarenz an artifiziellen Oberflachen aufweisen als Zellen mit abgerundeter
Morphologie (177), was flur die Effektivitat spaterer Besiedelungsverfahren auf artifiziellen

Oberflachen wie Kollagen oder PGA/PDS von hoher Relevanz ist.
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Fibronektin wurde ebenfalls in allen analysierten Tenozytenkulturen sowie in allen
Kontrollgeweben exprimiert. Riley G. konnte darstellen, dass es &hnlich wie Tenascin-C in
chronisch degenerativ verandertem Sehnengewebe vermehrt synthetisiert wird (178), was
seine Expression in Zellkulturen der Bizepssehne und des vorderen Kreuzbandes von
alteren Spendern erklart. Es existieren aber auch Arbeiten, wie von Asundi, K. R. et al.,
die eine basale Expression in gesundem Sehnengewebe wie der Semitendinosussehne
nachweisen konnten (179).

Die Expression von Tenascin-C und Fibronektin konnte jedoch auch in Knochen- und
Knorpelgewebe nachgewiesen werden (180, 181). Somit kann die Expression dieser
Proteine in primaren Tenozytenkulturen nur schwacher Hinweis fir eine tenogenen
Differenzierung sein, jedoch nicht als beweisend angesehen werden. Auch hier sollte in
Folgeversuchen mittels einer quantitaiven Analyse der Fibronektingehalt in den
verschiedenen Spendergeweben analysiert werden.

Tenomodulin ist ein Transmembranprotein, das einer positiven Regulation des
Transkriptionsfaktors Scleraxis unterliegt und wie von Shukunami, C. et al. beschrieben,
sehr spezifisch in Sehnengewebe exprimiert wird (41). Aufgrund zu geringer Zellzahlen
konnte eine Expressionsanalyse von Tenomodulin in der ersten Zellpassage direkt nach
Zellisolation nicht durchgefuhrt werden. In der dritten Zellpassage nach Isolation konnte in
dieser Arbeit, bis auf eine Ausnahme, die Tenomodulinexpression nicht nachgewiesen
werden. Dies spricht fir einen schnellen Verlust des tenogenen Expressionsmusters in in
vitro Zellkulturen, was Yao, L. et al bereits belegen konnte (119).

Auch Zhu et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass Tenozyten, die in zweidimensionaler in vitro
Kultur geziichtet wurden, ihre elongierte Zellform und gleichzeitig auch ihr spezifisches
tenogenes Expressionsmuster verloren, was an einer sinkenden Expression von
Tenomodulin und Kollagen | mit zunehmender Zellpassage zu beobachten war (167). Der
fehlende Nachweis einer Tenomodulinexpression in fast allen Kulturen dieser Arbeit stitzt
diese Beobachtungen und bestarkt die Notwendigkeit, nach verbesserten in vitro
Kultivierungsbedingungen zu suchen, die eine ausreichenden Zeitraum zur Vermehrung
von Tenozyten fir die Besiedelung von Vliesen erméglichen ohne jedoch das
Expressionsmuster zu beeinflussen.

In den Kontrollgeweben konnte sowohl in Chondrozyten- als auch in Osteozytenkulturen
eine sehr schwache Expression von Tenomodulin nachgewiesen werden. Dies steht in
Einklang mit neuen Untersuchungen der Arbeitsgruppen von Jelinsky, S. A. et al und
Watahiki, J. et al., die zeigten, dass Tenomodulin dominant in Sehnengewebe, jedoch
auch in sehr geringem Mal3e in anderen Gewebearten gefunden werden kann (182, 183).
Scleraxis ist ein Transkriptionsfaktor, der in der aktuellen Literatur wie bei Kuo, C. K. and

Tuan, R. S. ebenfalls als ,Markerprotein“ einer tenogenen Differenzierung dient (184). In
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dieser Arbeit konnte die Expression, bis auf eine Ausnahme, durchgangig in allen
Tenozytenkulturen der dritten  Zellpassage nachgewiesen werden. Dieses
Expressionsverhalten spricht widerum gegen eine frihzeitige Dedifferenzierung von
Tenozyten in zweidimensionalen in vitro Zellkulturen. Allerdings konnte das
Vorhandensein einer Expression dieses Transkriptionsfaktors auch in Geweben wie
Knorpel und Knochen gezeigt werden (176). Daher erscheint der alleinige Nachweis einer
Scleraxisexpression in Zellkulturen nicht eindeutig fur ein tenogenes Expressionsmuster
zu sprechen und muss als weniger spezifisch als eine Tenomodulinexpression beurteilt
werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Daten dieser Arbeit die Annahme
einer raschen Dedifferenzierung von Tenozyten nach Zellisolation in einer
zweidimensionalen in vitro Zellkultur stéarken.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten, dass in allen Zellkulturen eine Aggrecanexpression,
einem Protein der EZM in Knorpelgewebe, nachzuweisen war. Die Arbeitsgruppe von de
Mos M. et al. konnten bereits das chondrogene Dedifferenzierungspotenzial von isolierten
Tenozyten nachweisen (185). AulRerdem befinden sich Chondrozyten
physiologischerweise in der Ubergangszone von der Sehne zum Knochen (186), was
diese Expression in den Zellkulturen teilweise erklaren kann. Aufgrund der nicht
durchgefuhrten RT-PCR fur Aggrecan aus Zellkulturen direkt nach der Zellisolation kann
nicht eindeutig abgeschatzt werden, ob eine chondrogene Dedifferenzierung der in vitro
Kulturen oder eine priméare Isolation chondrozytendhnlicher Zellen fir die starke
Aggrecanexpression in den Tenozytenkulturen verantwortlich war.

In einigen Zellkulturen konnte auch ein Expression des dominant in Knochengewebe
vorhandenen Proteins Osteopontin nachgewiesen werden. Bekannt ist, dass ektope
Ossifikationen in degenerativ veranderten Sehnen vorhanden sind (120), obgleich sich bei
der Praparation der Sehnen kein makroskopischer Anhalt fiir das Vorliegen einer solchen
heterotopen Ossifikation ergab. Ein weiterer Erklarungsansatz konnte wiederum eine
Dedifferenzierung der Tenozyten in der in vitro Kultivierung sein, wenngleich eine solche
Dedifferenzierung bis heute in publizierten Arbeiten nicht gezeigt werden konnte. In
zukUnftigen Arbeiten sollte durch eine Analyse des Expressionsmusters primarer
Tenozytenkulturen direkt nach Isolation und im weiteren Verlauf der in vitro Kultivierung
das Dedifferenzierungspotential abgeschatzt und die Reinheit der Kulturen nach Isolation
abgeklart werden.

Es soll nun genauer auf Zelladharenz und Proliferationsverhalten von Tenozyten auf

Vliesen eingegangen werden.

68



Diskussion

4.2.4 Initale Zelladharenz und -proliferation auf z  ellbesiedelten Vliesen

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die initiale Zelladhédrenz und Zellproliferation von
Tenozytenkulturen auf den kommerziell erhéltlichen Vliesen Ethisorb (synthetisch) und
Shoulder Patch (biologisch) zu analysieren. Sowohl zwei wie auch 14 Tage nach
Zellbesiedlung konnten vitale Zellen auf beiden Vliesen nachgewiesen werden.

Ethisorb, ein resorbierbarer PGA/PDS Vlies, bietet Zellen eine gute Adhérenz, wie in den
Arbeiten von Schmitt, S. C. et al. und Wunsch, L. et al. gezeigt wurde (140, 187). Dies
widerspricht aber anderen Arbeiten, die polymeren Geweben eine schlechte Zelladhérenz
zusprechen (188).

Die Arbeitsgruppe von Skodacek, D. et al. fand, dass der PDS Anteil des Ethisorb Vlieses
hauptsachlich fur die Zellvitalitat auch nach Implantation verantwortlich zu sein scheint
(189). Unsere Daten starken diese Beobachtungen von Skodacek et al., inshesondere im
Vergleich des PGA/PDS Vlieses zu dem Shoulder Patch Vlies auf Kollagenbasis. Es
fanden sich nach zwei wie auch nach 14 Tagen tendenziell mehr vitale Zellen auf dem
PGA/PDS Vilies, als auf dem Kollagenvlies. Einschrankend muss festgehalten werden,
dass verglichen mit der Kontrollgruppe (Zellen ohne Vliese) auch auf dem PGA/PDS Vlies
eine deutlich geringe Uberlebensrate nach Besiedelung gefunden wurde. Dies spricht fiir
eine eingeschrankte Biokompatibilitdt auch der synthetischen Materialien. Diese
Beobachtung kénnte aber auch Folge eines unzureichenden Besiedelungsverfahrens der
Zellen auf dem Vlies sein. Eine wichtige Zielsetzung zukinftiger Arbeiten muss daher die
Verbesserung der Effektivitét der Besiedelungsverfahren sein, um eine héhere Zellvitalitat
nach Besiedelung zu erreichen.

Nicht nur die initial gute Zelladh&renz sondern auch eine gute Zellproliferation auf Ethisorb
Vliesen wurde von Schmitt, S. C. et al. beschrieben (140). Eine Zellproliferation auf dem
Ethisorb Vlies wurde auch in dieser Arbeit beobachtet, sie war jedoch ebenfalls geringer
als in Kontrollen (Zellen ohne Vlies). Dies lasst auf eine Inhibition der Proliferation auf
artifiziellen Oberflachen wie den PGA/PDS Fasern gegeniber dem reguléaren
Proliferationsverhalten schliel3en.

Nach Abschluf3 der jeweiligen Technik der initialen Besiedelung der Vliese, verteilen sich
die Zellen durch Migration und Proliferation in den Zelltrdgern. In einer Arbeit von
Hillmann, G. et al. zeigten zellbesiedelte Ethisorb Tamponaden nach einer
Besiedelungszeit von zehn Tagen adharente Zellen an Vliesfasern sowie eine homogene
Verteilung der Zellen in den Tamponaden (190). Diese Daten konnten durch die
Ergebnisse dieser Arbeit nach einer Besiedelungszeit von zwei Tagen bestétigt werden.

Die Tenozyten adharierten an den Vliesfasern und wiesen eine homogene Verteilung in
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den Vliesen auf. Auf Grund der zunehmenden Faserdegradation konnte 14 Tage nach der
Zellbesiedelung hieriiber keine valide Aussage mehr getatigt werden.

Ein immer wieder diskutiertes relevantes Anwendungsproblem fiir den klinischen Einsatz
aller Polyestervliese ist die mogliche inflammatorische Immunantwort durch
Zerfallsprodukte nach Implantation, die in einem Tiermodell von Safdar, A. et al
beschrieben wurden (191). Jedoch erfreuen sich synthetische Polymere in vielen
Bereichen der Medizin als Implantatmaterialien grof3er Beliebtheit ohne zu relevanten
Problemen zu fihren.

Die Daten dieser Arbeit, die eine tendenziell bessere Zellproliferation auf dem synthetisch
hersgestelltem Ethisorb Vlies sahen, bediirfen einer kritischen Uberpriifung, sind jedoch
ermutigend, da die Verwendung von synthetischen Vliesmaterialien grof3e technische
Vorteile, gerade im Hinblick auf die Primarstabilitat des Scaffolds, mit sich bringt.

Die Beobachtungen von Unsal, B. et al. widersprechen jedoch den Ergebnissen dieser
Arbeit, da Unsal einen Vorteil in Zelladharenz und Proliferationsverhalten auf Vliesen mit
Kollagenmatrix als Grundstruktur fand (192). Dies bestatigen unsere Ergebnisse nicht, da
sowohl nach zwei wie auch nach 14 Tagen weniger Zellen auf Proben der Kollagenvliese
(Shoulder Patch) nachgewiesen wurden als auf den Proben von Ethisorb Vliesen. Takata,
T. et al und Marinucci, L. et al. zeigten, dass Zellen die auf Kollagenschw&dmmen
angesiedelt wurden, erst nach 1,5 h adharierten und erst nach 24 h zu proliferieren
begannen, um anschlieRend ein gutes Proliferationsverhalten aufzuweisen (193, 194).
Dies konnte mdoglicherweise die in dieser Arbeit gefundene geringere Zellzahl nach 48-
stindiger Besiedelungszeit auf den Kollagenvliesen erklaren, nicht jedoch nach
zweiwdchiger Besiedelungszeit.

Einen mdglichen Erklarungsansatz, die geringere Zellzahl nach zweiwdchiger
Besiedelngszeit zu erklaren, liefert Beier, J. P. et al. in seiner Arbeit, der zwar eine
Proliferation von vitalen Zellen auf Kollagenvliesen nach 14-tagiger Besiedlungszeit
zeigen konnte, jedoch auch eine vermehrte Apoptoserate in Kollagenschwammen
detektierte. Die Arbeitsgruppe fihrte als mdglichen Grund eine zu hohe Dichte der
Kollagenfasern in Schwammen an, die eine Proliferation hemmen und schlieBlich zu
vermehrter Apoptose fuhren kénnte (195).

Desweiteren ist die Zellproliferation auf Kollagenmatrizes abhangig wvon der
Besiedelungszellzahl und der Festigkeit des Ausgangsmaterials, wie Hadjipanayi, E. et al.
zeigte (196). Die Einflusse dieser beiden Parameter wurden in der vorliegenden Arbeit
nicht ndher untersucht und bieten somit eine mdgliche Erklarung fir die geringere
Proliferation auf Kollagenschwammen verglichen mit PGA/PDS Vliesen. Es konnte aber
von Matsumura, Y. et al. gezeigt werden, dass sich eine zu hoch gewahlte

Besiedelungszellzahl auf Kollagenmatrixzelltragern negativ auf die spatere Zellvitalitat
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auswirken kann (197). Daher sind weitere Untersuchungen zur Optimierung der
Besiedelungszellzahl und der Beschaffenheit der Kollagenschwamme und ihrer Porositéat
fur einen klinischen Einsatz zur Sehnenregeneration dringend notwendig.

Einschrankend muss gesagt werden, dass die meisten publizierten Untersuchungen nicht
mit primaren humanen Tenozyten, sondern vorrangig mit Fibroblasten und Osteoblasten
durchgefuhrt wurden, da das TTE erst in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus des
Interesses getreten ist. Deshalb kénnen die Ergebnisse der zitierten Studien nur bedingt
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erklaren. Insbesondere auch deshalb, da
festgestellt werden konnte, dass die Zellarten durchaus einen wichtigen Einfluss auf das
Besiedelungsverhaltens hat (198).

Neben der Biokompatibilitdt sind fur den Kklinischen Einsatz von Vliesen die
Materialeigenschaften wichtige Parameter, um einerseits das operative ,handling” zu
verbessern und andererseits eine akzeptable postoperative Stabilitdt zu erzielen. Daher

wurde in dieser Arbeit die Reil3festigkeit der beiden Vliesmaterialien untersucht.

4.3.4 Untersuchungen der Fadenausreil3krafte

Fur den klinischen Einsatz von Vliesen zur Defektdeckung gréRerer RMR ist die
postoperative Stabilitdt, insbesondere gegentber Zugbelastungen, ein entscheidender
Parameter. Hierbei ist nicht nur die Zugbelastung des Vlieses wichtig, sondern die
Festigkeit der eingebrachten Nahte, die das Vlies an der nativen Sehne befestigen.
Winsch, L. et al zeigten, dass Ethisorb Vliese nach siebentédgiger Besiedelungszeit
durchschnittlich einer Zugbelastung von 22,54 N standhielten (187). Nach dieser kurzen
Kultivierungszeit nach Zellbesiedelung ist von keiner wesentlichen Anderung der
biomechanischen Eigenschaften, durch die von den Zellen produzierte EZM, auszugehen.
Die basale Verstarkungsmembran des kollagenen Shoulder Patch Vlieses tolerierte
durchschnittlich Zugbelastungen von 181,81 N (Daten wurden von der Firma TETEC,
Reutlingen, Germany zur Verfligung gestellt). Hierbei handelte es sich aber

um Messungen, bei denen keine Vorinkubation der Membranen in Zellkulturmedium
stattgefunden hatte.

Da die Durchstechungsstellen des Nahtmaterials an den Vliesen besonders kritisch
gegenuber Zugbelastungen sind, stand die FadenausreiRkraft in unserem Versuch im
Zentrum des Interesses. Die Fadenausreif3kraft wurde in der vorliegenden Arbeit nach 56-
stindiger Vorinkubation in Kulturmedium analysiert, was in etwa der klinischen Situation,
wie z. B. bei der Besiedelung von kollagenen Membranen mit Chondyrozyten, entspricht.
Unsere Ergebnisse zeigten, dass deutlich héhere Zugbelastungen zum Fadenausril3 bei

Kollagenvliesen fiihrten als bei dem synthetischen Ethisorb Vliesen.
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Ein Modell zur Berechnung der am Schultergurtel wahrend einer Abduktionsbewegungen
wirkenden Muskelkrafte wurde von Dan Karlsson und Bo Peterson beschrieben (199).
Dabei muss die Sehne des M.supraspinatus Kréaften, die je nach Winkelstellung bis zu
100 N betragen konnen, standhalten. Verglichen mit den in unserer Studie ermittelten
Kraften, die zum Fadenausrifd in beiden Vliesen fiihrten, wirde dies bedeuten, dass beide
analysierten Vliese in der getesteten Form nicht fir den klinischen Einsatz geeignet
waren.

Dennoch ist der Stellenwert insbesondere der PLA- und PGA-Polymere in der Medizin
hoch. Sie kommen in diversen Maodifizierungen bei in vitro und in vivo Versuchen zur
Knochen- und Knorpelregeneration vor (200). Strukturelle Modifikationen lassen sich
relativ einfach durchfiihren. So kénnen geeignete Netzwerke oder Schaume entstehen,
die die gewlnschten Zug- und/oder Steifigkeitsanforderungen aufweisen. Allerdings kann
die Verschiebung des pH Wertes in den saueren Bereich durch hydrolytische
Spaltprodukte wie Glykol- und Milchsaure zu einer komplikationsreichen
inflammatorischen Gewebereaktion filhren (201). Aus diesem Grund wird diese
Materialgruppe in den letzten Jahren, insbesondere fir die klinische Verwendung, eher
kritisch bewertet. Aufgrund grof3er Vorteile synthetischer Scaffoldmaterialien, wie die
milhelose Anpassung von Reil3festigkeit, Porengrdof3e und Degradationsgeschwindigkeit,

wird dieser Materialgruppe aber auch in Zukunft Aufmerksamkeit im TTE zukommen.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Irreparable Sehnenverletzungen stellen nach wie vor ein grof3es therapeutisches Problem
dar. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit sich Tenozyten aus
verschiedenen Ursprungsgeweben fir das scaffoldbasierte TTE eignen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten aus allen untersuchten Ausgangsgeweben
(Bizepssehnen, vorderen Kreuzbandern und Semitendinosussehnen) sowohl durch EGV
wie auch durch ZAW vitale Zellen isoliert werden. Durch die EGV konnte eine groRRere
absolute Zellausbeute generiert werden und die fir den Isolationsvorgang bendtigte Zeit
war deutlich geringer als bei der ZAW. Dabei konnten aus Sehnengewebe Aalterer
Spender, insbesondere aus Bizepssehnen, mehr Zellen als aus Biopsien jlngerer
Spender (Semitendinosussehnen) gewonnen werden. Jedoch zeigten Zellen, die durch
die EGV separiert wurden, in der in vitro Kultur tendenziell einen hdheren Anteil
morphologisch dedifferenzierter Zellen als die Zellkulturen, die durch ZAW generiert
wurden.

Das Genexpressionsverhalten war in allen Ausgangsgeweben, unabhangig von der
verwendeten Isolationsmethodik, ahnlich. Wesentliche tenogene Strukturgene wie
Kollagen Typ | und lll, Decorin, Tenascin-C und Fibronektin wurden in allen Zellkulturen
der dritten Zellpassage exprimiert. Die Expression des tenogenen
Differenzierungsmarkers Scleraxis konnte in fast allen, die des Differenzierungsmarkers
Tenomodulin, bis auf eine Ausnahme, in keiner Tenozytenkultur nachgewiesen werden.
Dies, sowie die starke Expression an Aggrecan, einem Marker der Chondrozyten, und der
vereinzelte schwache Nachweis einer Osteopontinexpression, deuten auf das
Dediffernezierungspotenzial der Tenozyten in Kultur hin.

Die quantitative Expressionsanalyse der Strukturgene Kollagen Typ | und Decorin zeigte,
dass in Kulturen der Bizepssehne, die durch EGV gewonnen wurden, eine héhere
Expression an Kollagen Typ | nachweisbar war. Die Decorinexpression verhielt sich
entgegengesetzt. In Kulturen des vorderen Kreuzbandes war die gleiche Tendenz
erkennbar, die jedoch in Kulturen der Semitendinosussehne nicht festzustellen war.
Aufgrund der Zelltoxizitit des enzymatischen Isolationsverfahrens und der
Beobachtungen morphologischer Dedifferenzierungen der Zellen in der in vitro Kultur,
sowie unter Bericksichtigung der quantitativen Expressionsanalysen, kommt die
vorliegende Arbeit zu dem Schluss, dass Zellkulturen, gewonnen durch die schonende
ZAW aus der Bizepssehne, flr zukinftige Untersuchungen zu favorisieren sind.

Jedoch muss kritisch angemerkt werden, dass fir den Klinischen Einsatz die

Zellgewinnung durch EGV deutlich effizienter ist. Mdglicherweise kann durch eine
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Zusammenfassung

Optimierung dieses Isolationsverfahrens hinsichtlich der Zytotoxizitdt des Enzyms
Kollagenase | eine Verbesserung der Zellqualitéat erreicht werden.

Zellen der vierten Zellpassage, die aus Bizepssehnen durch ZAW gewonnen wurden,
konnten sowohl auf einem Kollagenvlies (Shoulder Patch) als auch auf einem
synthetischen PGA/PDS Vlies (Ethisorb) angesiedelt werden. Die Zellen adharierten auf
beiden Vliesen an den Vliesfasern, waren jedoch zwei Tage nach Besiedelung,
insbesondere auf den Shoulder Patch Vliesen, vor allem in oberflachlichen Vliesschichten
nachweisbar. Sowohl zwei als auch 14 Tage nach Zellbesiedlung waren auf den
PGA/PDS Vliesen tendenziell mehr Zellen nachweisbar als auf den Kollagenvliesen. Nach
zwei Wochen Besiedelungszeit konnte eine Zunahme der Zellzahlen auch in den basalen
Vliesschichten histologisch festgestellt werden. Die histologischen Auswertungen der
PGA/PDS Vliese zu diesem Zeitpunkt waren aufgrund von Faserdegradation jedoch nur
eingeschrankt beurteilbar.

Eine wesentliche Anforderung, die fir den klinischen Einsatz von Vliesen zur Deckung
von RMR zu erfillen ist, ist die Materialfestigkeit gegentber Zugbelastungen. Die
maximale Zugbelastung bis zum Fadenausriss nicht zellbesiedelter Vliese nach
Vorinkubation in Kulturmedium war bei Shoulder Patch Vliesen deutlich héher als bei
Ethisorb Vliesen. Verglichen mit Zahlen aus der Literatur lag die Fadenausreif3kraft jedoch
deutlich unter Zugkraften, die physiologisch an den Sehnen der Rotatorenmanschette
wirken. Dies lasst den klinischen Einsatz beider Vliese zur Deckung grof3er transmuraler
RMR in der untersuchten Form fraglich erscheinen. Hier bieten insbesondere die
synthetischen Vliese auf Grund ihrer technisch gut reproduzierbar einzustellenden
Materialeigenschaften einen Vorteil gegentiber den biologischen Vliesen, bei denen dies

nur in sehr engen Grenzen maglich ist.
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6. Fazit und Ausblick

Unsere Arbeitsgruppe ist der Meinung, dass die in situ Regeneration grof3e Vorteile
gegenuber dem klassischen ,tisuee engineering“ besitzt. Sie ist technisch leichter
durchfuhrbar und orientiert sich naher an klinischen Fragestellungen. Dies ist von grol3er
Bedeutung, da eine mogliche spatere klinische Anwendung Grundlage der
Forschungsarbeiten unseres Labors ist. Deshalb denken wir, dass die in situ
Regeneration eher in der Lage ist, klinisch Anwendung zu finden als in vitro gefertigte
artifizielle Gewebe des ,tissue engineering”.

Zukunftige Experimente unserer Arbeitsgruppe werden als Ausgangsgewebe fir die in
situ Regeneration die Bizepssehne favorisieren. Sie ist einfach zu gewinnen, besitzt gute
Kultivierungsfahigkeiten und ist den anderen verwendeten Sehnen dieser Arbeit in ihrem
Genexpressionsverhalten gleichwertig.

Aufgrund der langen Kultivierungszeit ist davon auszugehen, dass sich die Zellisolation
durch ZAW klinisch langfristig nicht durchsetzten wird. Deshalb sollte nach weiterem
Optimierungspotential der EGV gesucht werden. Dauer der enzymatischen Verdauung,
sowie Enzymkonzentration konnten noch weiter optimiert werden. Erste kleinere
Experimente unserer Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass eine fraktionierte
Zellgewinnung, beispielsweise alle 2 Std, eine hthere primare Zellausbeute generieren
konnte.

Eine Zellproliferation ist sowohl auf Polyestervliesen, als auch auf Kollagenvliesen
madglich. Das Ethisorb Vlies besitzt leider keine hohe Resistenz gegenuber
Zugbelastungen, so dass nach Implantation Risse des Vlieses sehr wahrscheinlich wéren.
Das Shoulder Patch (Fi.TETEC, Reutlingen) Iliefert gute mechanische
Zugbelastungsergebnisse. Sein Verhalten nach in vivo Implantation sollte in
tierexperimentellen Arbeiten, beispielsweise an einem Schafmodel, weiter untersucht
werden.

Ich bin davon Uberzeugt, dass dieser Forschungsbereich aufgrund der Klinischen

Relevanz an Bedeutung gewinnen wird.
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