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1. EINLEITUNG 
1.1. Aufbau des Sehnengewebes  
Sehengewebe ist ein hochstrukturiertes Bindegewebe und ein essentieller 

Bestandteil des muskuloskeletalen Systems (Kannus, 2000). Die Funktion der 

Sehne besteht darin, die Verbindung zwischen knöchernen Strukturen und der 

Muskulatur herzustellen (Doschak and Zernicke, 2005). Sie gewährleistet Stabilität 

und ermöglicht Bewegungen. Aufgrund ihrer hochorganisierten Architektur hält eine 

Sehne hohen Belastungen stand und ermöglicht unter Zugkräften ein leichtes 

Gleiten der beteiligten Strukturen um die von der Muskelkontraktion generierte Kraft 

an die Knochen zu übermitteln. Da sie sich an die jeweils vorliegenden 

Beanspruchungen adaptiert, ist die spezifische, Morphologie einer Sehne stark 

variabel und von ihrer anatomischen Lokalisation abhängig (Frank et al., 1999). An 

der sog. ‚myotendinous junction’ findet sich die Verbindung zwischen Muskel und 

Sehne während die fibröse oder fibrokartilaginäre Verbindung zwischen Sehne und 

Knochen ‚osteotendinous junction’ genannt wird (Doschak and Zernicke, 2005). Die 

muskulotendinöse Insertionsstelle besteht zum größten Teil aus Kollagenfasern und 

Tenozyten, die in einer hochstrukturierten Extrazelluläre Matrix (EZM) eingebettet 

sind (Dykyj and Jules, 1991).  

 
 

 

Abb.$ 1:$ Lichtmikroskopische$ Aufnahme$ von$ Sehnengewebe$ mit$ Toluidinblau$ Färbung.$ Die$
wellenförmige$ Struktur,$ die$ Sehnen$ in# vivo$ aufweisen$ ist$ deutlich$ erkennbar.$ In$ die$
hauptsächlich$ aus$ Kollagen$ Typ$ I$ bestehende$ EZM$ (M)$ sind$ längliche$ Tenozyten$ und$
Tenoblasten$(Pfeile)$eingebettet.#Vergrößerung:$150x.#
$
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Die einzelnen Sehnen werden von weichen und fibrinösen Bindegewebsstrukturen 

ummantelt, welche die durch Bewegung entstehende Reibung minimieren und die 

Sehne somit schützen (Kannus, 2000). Da es sich bei Sehnengewebe um ein 

bradytrophes, schlecht vaskularisiertes Gewebe handelt, werden seine Zellen 

hauptsächlich mittels Diffusion aus dem umliegenden Synovialgewebe mit 

Nährstoffen versorgt (Fenwick et al., 2002). 

 

1.1.1. Sehnenzellen – Tenozyten und Tenoblasten 
Native Sehnen und Bänder sind ein zellarmes und bradytrophes Bindegewebe und 

bestehen aus speziellen Fibroblasten, den Tenozyten, eingebettet in von ihnen 

produzierte EZM. Das Verhältnis von Zellen und Matrix nimmt im humanen 

Sehnengewebe mit zunehmendem Alter physiologischer Weise ab (Chuen et al., 

2004). Nur durch ein Trauma oder einen pathologischen Vorgang wird dieses 

Verhältnis wieder gesteigert (Frank et al., 1999). Die Matrix produzierenden Zellen 

der Sehne sind die Tenozyten und die Tenoblasten. Mit 90-95% bilden Tenozyten 

den größten Anteil aller Zellen im Sehnengewebe. Sie besitzen ein typisch lang 

gezogenes, spindelförmiges Aussehen, liegen überwiegend einzeln im Gewebe und 

besitzen charakteristische lang gestreckte Zellfortsätze (Pseudopodien), welche den 

Zell-Zell bzw. Zell-Matrix Kontakt ermöglichen (Benjamin and Ralphs, 2000; Chuen 

et al., 2004; Woo et al., 2006). Diese Morphologie der Tenozyten ist von besonderer 

Bedeutung, da durch sie trotz wachsender Mengen EZM während der Entwicklung, 

der Kontakt zwischen den Zellen gewährleistet wird und ein kommunizierendes 

Netzwerk entsteht. Der Informationsaustausch erfolgt dabei über sog. ‚gap-junctions’ 

welche direkte Verbindungen und Informationsaustausch zwischen einzelnen Zellen 

gewährleisten (Ralphs et al., 1998).  

Tenozyten variieren in ihrer Größe zwischen 80 und 300µm, wobei ihr Zellkern oft 

oval und länglich ist. Tenoblasten hingegen haben eine ovoide Form und sind 

Cluster-förmig im Gewebe eingelagert. Juveniles Sehengewebe, ist durch das 

Vorkommen vieler Tenoblasten gekennzeichnet, die eine noch höhere 

Stoffwechselaktivität als adulte Tenozyten aufweisen (Kannus, 2000). Auf 

ultrastruktureller Ebene sieht man sowohl bei Tenozyten als auch bei Tenoblasten  

viele aktive Zellorganellen, wie z.B. ein sehr ausgeprägtes raues endoplasmatisches 

Retikulum, einen gut entwickelten Golgi-Apparat, viele Ribosomen sowie zahlreiche  
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Mitochondrien, die die hohe metabolische Aktivität widerspiegeln (Schulze-Tanzil et 

al., 2004a). 

  
 

 
 

 
 

1.1.2. Extrazelluläre Matrixkomponenten der Sehne 
Um den mechanischen und biologischen Anforderungen ihrer Umgebung gerecht zu 

werden, produzieren die Tenozyten eine für Sehnengewebe charakteristische, 

hochstrukturierte und funktionell angepasste sehnenspezifische EZM. Einerseits 

stellt die EZM die Grundlage für Proliferation, Differenzierung und Migration für die in 

ihr eingelagerten Zellen dar (Kuo and Tuan, 2003), andererseits ermöglichen die 

Zellen ihrerseits durch ihre Aktivität eine fortlaufende, dynamische Restrukturierung 

der EZM. Die Produktion einer gewebsspezifischen EZM ist somit maßgeblich 

verantwortlich für Gewebsmorphologie, Entwicklung und adäquate Funktion einer 

Sehne (Rosso et al., 2004). Die genaue Zusammensetzung der EZM im 

Sehengewebe, variiert stark, je nach spezifischer Anpassung und Belastung. Die 

wichtigsten Komponenten hierbei, sind Kollagenfasern, Proteoglykane (PG’s) und 

Glykoproteine (GP’s) (Milz et al., 2009). 

Abb.2:$ Elektronenmikroskopische$ Aufnahme$ von$ Sehnengewebe.$ Ein$ Tenozyt$ (T)$ mit$
prominentem$ Nukleus$ (N)$ ist$ in$ eine$ hauptsächlich$ aus$ Kollagen$ bestehende$ EZM$ (M)$
eingebettet.$ Ausgeprägte$ Pseudopodien$ (p)$ gewährleisten$ ZellTMatrix$ Interaktion$ und$
Kommunikation.$Einzelne$Kollagenfasern$(Pfeile)$sind$erkennbar.$Vergrößerung:$3000x$
$
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1.1.2.1. Die kollagenen Bestandteile der EZM 
Zwischen 70-80% des Trockengewichtes des Sehnengewebes besteht aus 

Kollagen. Damit ist Kollagen der Hauptbaustein der EZM in der Sehne (Calve et al., 

2004). Kollagene werden von reifen Tenozyten produziert und bilden die 

grundlegende strukturelle Einheit des Sehnengewebes. Die einzelnen Kollagen 

Polypeptide bilden Triple-Helixes die sich selbstständig zu Kollagen Fibrillen 

organisieren, welche wiederum durch intermolekulare Querverbindungen 

untereinander vernetzt sind (Kuhn, 1969; Tkocz and Kuhn, 1969).  

Das häufigste Kollagen im Sehnengewebe ist Kollagen Typ I mit einem Anteil von 

über 70% am Trockengewicht. Das zweithäufigste Kollagen mit ca. 8% ist Kollagen 

Typ III. Es kommt vor allem im Epi- und Endotendon vor. Nach einer Verletzung wird 

es verstärkt in der frühen Heilungsphase des Gewebes exprimiert und seine 

Produktion nimmt während den späteren Phasen ab (Buckwalter and Hunziker, 

1996; Woo et al., 2000). Generell nimmt der Durchmesser der Kollagenfasern 

während des Heilungsprozesses ab, was zu einer verminderten Zugbelastbarkeit 

und einem Stabilitätsverlust führt (Ehrlich et al., 2005; Jarvinen et al., 2004). 

Kollagen Typ V ist ein kleineres Kollagen, es verbindet die anderen Kollagentypen 

untereinander und reguliert damit den Aufbau der fibrillären Struktur des Gewebes 

(Wenstrup et al., 2004). Neben Kollagen Typ XX welches ebenfalls zu geringen 

Anteilen in Sehnen und Bändern vorkommt, wurden zumindest im Huhn, die 

Kollagene Typ XII und XIV beschrieben (Gelse et al., 2003; Young et al., 2000; 

Zhang et al., 2003). 

Kollagene werden intrazellulär in einer löslichen Form, dem Tropokollagen 

synthetisiert. Um die nachfolgende Exozytose zu ermöglichen, werden die 

Tropokollagene am endoplasmatischen Retikulum an bestimmten Prolin- und 

Lysinresten hydroxyliert. Vom C-terminalen Ende ausgehend, kommt es danach zur 

Bindung der Triple-Helix. Nach der Exozytose wird das C-terminale Ende 

enzymatisch abgespalten und es kommt zur Polymerisation der Kollagene, durch 

intermolekulare Querverbindungen an Lysin- und Hydroxylysinresten. Diese 

Aggregate aus unlöslichen Kollagenmolekülen bilden Mikrofibrillen die sich ihrerseits 

zu einzelnen Kollagenfibrillen zusammenfügen. Einzelne Kollagenfibrillen lassen sich 

mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) darstellen und haben einen 

Durchmesser von 100-500nm (Zhang et al., 2005). Aus ihnen entstehenden die 
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Kollagenfasern welche lichtmikroskopisch erkennbar sind und die von dem weichen, 

bindegewebigen Endotenon ummantelt werden (Kastelic et al., 1978). (Abb. 3).  

Mit ihren mechanischen Eigenschaften sind die Kollagenfasern für die 

charakteristische sinusoide Wellenform, die mikroskopisch im Sehnengewebe zu 

sehen ist und eine Dehnbarkeit von 1-3% ermöglicht, verantwortlich (Butler et al., 

1984; Raspanti et al., 2005). Mehrere Kollagenfasern bilden gemeinsam ein 

Subfaszikel, welche wiederum in primäre, sekundäre und tertiäre Faszikel unterteilt 

werden. Die einzelnen Einheiten der Subfaszikel sind jeweils von einer weiteren 

Schicht Endotenon umschlossen. Die tertiären Faszikel haben einen Durchmesser 

von 1000-3000µm der jedoch in direkter Weise mit der Größe der entsprechenden 

Sehen korreliert. Die Sehnen per se besteht aus solchen tertiären Faszikeln, welche 

als Einheit von einer Bindegewebsschicht, dem Epitenon, begrenzt werden (Kannus, 

2000). Die vaskulären, lymphatischen und neuronalen Leitungsbahnen, welche die 

Tenozyten versorgen, verlaufen innerhalb des Endotenons während das die Faszikel 

umgebende Epitenon Blutgefässe und Bahnen für die Lymphgefäße und Nerven 

bereitstellt (Ochiai et al., 1979). Das Paratenon ist eine weitere Bindegewebsstruktur 

durch welche die Blutgefässe in die Sehnen gelangen und Endo- und Epitenon 

versorgen. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Abb.3:$Schematische$Darstellung$des$Aufbaus$und$der$Struktur$von$Sehnen.$$
Aus$Towler$und$Gelbermann,$2006.$
$



 6 

1.1.2.2. Proteoglykane und Glykoproteine 
Den zweitgrößten Anteil an EZM-Bestandteilen bilden die Proteoglykane (PGs). Sie 

bestehen aus einem Kernprotein, welches durch Bindungen mit diversen 

Glykosaminoglykanketten modifiziert werden kann. Man kann zwei Gruppen von 

PGs unterscheiden. Zum einen die ‚SLURPS’ (small leucin-rich proteoglycans) 

welches relativ kleine Leucin-reiche PG’s sind. Zu dieser Gruppe gehören Decorin, 

Fibromodulin, Biglycan, Lumikan und Epiphycan. Sie besitzen die Eigenschaften 

Wachstumsfaktoren zu binden und mit anderen Matrixmolekülen in Interaktion zu 

treten (Iozzo and Murdoch, 1996; Yoon and Halper, 2005). Zum anderen die 

modulär aufgebauten PG’s wie Aggrecan, Neurocan, Versican, Brevican, Perlecan, 

Agrin und Testican (Rees et al., 2009). Auf Grund ihrer negativen Ladung und 

Hydrophilität haben PG’s und Glykosaminoglykane eine hohe 

Wasserbindungskapazität. 55% des Gesamtgewichtes einer Sehne besteht aus 

Wasser und liegt überwiegend in PGs gebunden an der EZM vor. Das so 

angelagerte Wasser ermöglicht ein wechselseitiges Gleiten der Kollagenfibrillen und 

ist auch für den zellulären Austausch und Stoffwechsel von großer Bedeutung 

(Franchi et al., 2007).  

 

Dem in der Sehne am häufigsten vorkommenden PG Decorin kommt bei der 

Wasserbindungskapazität in der Sehne eine entscheidende Rolle zu (Rahaman and 

Mao, 2005). Decorin kann an die meisten Kollagen Typen binden und somit den 

Durchmesser der Fibrillen regulieren. Durch diese Eigenschaft hat Decorin große 

Bedeutung für die Zellentwicklung und das Wachstum. Seine Hochregulation 

während der Heilungsphase in rupturiertem Bändergewebe bestätigt und 

unterstreicht seine wichtige Rolle in der Bildung einer adäquaten EZM (Kydd et al., 

2005). Decorin und Biglycan besitzen beide die Möglichkeit transforming growth 

factor β (TGF-β) zu binden und können somit maßgeblichen Einfluss auf Proliferation 

und Differenzierung des Gewebes nehmen (Yoon and Halper, 2005). Anders als 

Decorin wird Biglycan jedoch nur in der Frühphase der Wundheilung hochreguliert 

(Kydd et al., 2005).  

 

Fibromodulin kann, wie Decorin, die Kollagene Typ I und II binden. Dies geschieht  

jedoch an einer anderen Stelle der Moleküle. Das führt dazu, dass Fibromodulin die 

Bildung von größeren und reiferen Kollagenfibrillen induziert (Yoon and Halper, 
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2005). Knockout-Versuche konnten zeigen, dass Fibromodulin eine wichtige Rolle 

für die Ausbildung, die Steifigkeit und den Erhalt der Integrität des Sehnengewebes 

spielt (Jepsen et al., 2002).  

 

Das Transmembran-Glykoprotein Tenomodulin (37kDa) kommt nur in Sehnen, 

Bändern und dem Auge vor und seine Expression wird von dem Transkriptionsfaktor 

Scleraxis reguliert (Shukunami et al., 2006). Sein Verlust führt zu einer 

herabgesetzten Tenozytenproliferation mit verminderter Tenozytendichte und einer 

abnormen Kollagenfibrillen Produktion mit erhöhten fibrillären Durchmessern 

(Docheva et al., 2005). Es ist deshalb ein wichtiger Marker für die Tenogenese 

(Jelinsky et al., 2010). 

 

Die mechanische Beanspruchung, welcher eine Sehne ausgesetzt ist, wirkt sich 

direkt auf die Expression der verschiedenen PGs aus. So induzieren die auf die 

Sehnen wirkenden Zugkräfte die Produktion des kleinen Moleküls Decorin (37kDa) 

wohingegen Kompression die Produktion des größeren, hydrophileren Aggrecans 

(46kDa) bewirkt. Im Bereich der Sehnenmitte findet man deshalb ein Verhältnis von 

90%:10% zwischen kleineren und größeren PGs während sich dieses, in Bereichen 

in denen das Gewebe auch Druckkräften ausgesetzt ist, bis hin zu einem Verhältnis 

von 1:1 verschieben kann (Yoon and Halper, 2005). 

 

Ähnlich wie die PG’s bestehen die Glykoproteine aus einem glykolisierten 

Kernprotein nur ist der Grad der Glykosilierung bei ihnen geringer. Die adhäsiven 

Glykoproteine besitzen die Eigenschaft Markomoleküle oder Zellen untereinander zu 

binden. Im Sehengewebe finden sich im wesentlichen adhäsive GPs wie Fibronektin, 

Tenascin-C, Thrombospondin und Undulin (Kannus, 2000).  

Fibronektin (450kDa) kommt auf der Zelloberfläche und in der EZM vor und spielt 

eine wichtige Rolle in der Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktion indem es an 

Fibronektin– und Kollagenrezeptoren an der Zelloberfläche binden kann (Kannus et 

al., 1998). Dadurch beeinflusst Fibronektin den Aufbau des Zytoskelettes und die 

Zellmigration und kann die Adhäsion verschiedener Komponenten induzieren. In 

nekrotisierendem oder frisch rupturiertem Sehnengewebe konnte eine deutliche 

verstärkte Expression von Fibronektin nachgewiesen werden (Tillander et al., 2002). 
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Das hexamere Multidomain-Glykoprotein Tenascin-C ist ein Protein mit elastischen 

Eigenschaften und der Eigenschaft sich unter mechanischer Belastung um ein 

Vielfaches auszudehnen (Hsia and Schwarzbauer, 2005). Physiologisch ist es an 

Orten mit hoher mechanischer Beanspruchung lokalisiert, im Sehnengewebe liegt es 

sowohl an kollagene Fasern angelagert, als auch perizellulär vor (Jarvinen et al., 

2000). Die durch Di-Sulfid-Brücken verbundenen Untereinheiten werden durch die 

von Integrinen (EZM-Rezeptoren) übertragene mechanische Beanspruchung 

reguliert (Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2004).  

 

Elastische Bestandteile wie das Elastin machen 1-2% des Trockengewichts der 

Sehne aus (Kannus, 2000) und können in Bändern zu einem noch höheren Anteil 

vorkommen (Mithieux and Weiss, 2005). Elastin ist ein unlösliches Polymer welches 

aus einem löslichen Vorläufermolekül dem Tropoelastin synthetisiert wird. Die 

Elastinfasern verlaufen in der EZM parallel zu den Kollagenfasern des Gewebes. 

Neben ihrer Fähigkeit sich unter Spannung auf die doppelte Länge auszudehnen, 

sind sie für die Rückstellkraft des Gewebes verantwortlich (Scott, 2003). 

 
1.1.3. EZM und Tenozyten Interaktion 
Die EZM Produktion kann von den Tenozyten als Reaktion auf extrazelluläre Stimuli 

entsprechend angepasst werden. Eine wichtige Rolle bei diesem Prozess wird den 

‚gap junctions’ zugeschrieben. Dieses sind interzelluläre Verbindungen, über die 

Kommunikation und Stoffaustausch stattfindet (McNeilly et al., 1996). Die zwei 

verschiedenen Arten dieser ‚gap junctions’ die für die Homoeostase der Sehne 

entscheidend sind, werden durch das Vorkommen verschiedener Connexine 

definiert. So wird über ‚gap junctions’ vom Connexin-32 Typ die Kollagensynthese 

gesteigert, während Connexin-43 ‚gap junctions’ diese hemmen (Waggett et al., 

2006). Hierbei ist Connexin-32 in Richtung der Zugbeanspruchung angelegt, 

während Connexin-43 ubiquitär im Sehnengewebe exprimiert wird. Dieses Prinzip 

ermöglicht es auf erhöhte Zugbeanspruchung mit erhöhter Matrixproduktion zu 

reagieren.  

Eine wesentliche Rolle bei der Interaktion zwischen Zellen und EZM spielen auch 

spezifische  EZM-Rezeptoren, wie die unter 1.3 genauer beschriebenen Integrine. 

Von besonderer Bedeutung im Sehnengewebe ist hierbei β1-Integrin, welches unter 

anderem den Ras-Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAPK) Signaltransduktions-
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weg aktivieren und so Proliferation, Differenzierung und Überleben der Zellen 

steuern kann (Giancotti and Ruoslahti, 1999; van der Flier and Sonnenberg, 2001). 

Die initiale Bindung der Integrine an ihre EZM Liganden leitet deren Aktivierung ein 

und führt zur Bildung eines fokalen Adhäsionskomplexes (Burridge and 

Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Diese wiederum führen zur Bildung bzw. 

Rekrutierung verschiedener Signalmediatoren wie Protein Kinasen (FAK (Fokale 

Adhäsionskinase), ILK (Integrin-linked Kinase), Src (Tyrosinkinase), 

Adaptorproteinen (Shc (src homologous collagen like), Grb-2, Crk und kleinen 

GPTasen (Rho, Ras (Rat sarcoma Proto-Onkogen)), die den MAPK Signalweg 

entweder direkt oder mit Hilfe von Wachstumsfaktorrezeptoren induzieren können 

(Giancotti, 1997; Shakibaei et al., 1999; Wary et al., 1996). 

 
1.1.4. Signalübertragung im Sehnengewebe 
Die EZM-Zell Interaktion ist von zentraler Bedeutung für das Überleben der 

Tenozyten sowie für die Homoeostase des Gewebes. Dem in dieser Arbeit 

untersuchte Ras-MAPKinase Signalweg kommt hierbei eine besondere Bedeutung 

zu. Kollagene binden an den Integrinrezeptor der wiederum mit dem IGF-Rezeptor 

assoziiert ist und es kommt zur Komplexbildung mit Shc, einem Adapter-Protein, 

welches ursprünglich als Proto-Onkogen identifiziert wurde (Ravichandran, 2001; 

Shakibaei et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass Shc mit den β1-, α1- und 

α5-Integrinuntereinheiten assoziiert und somit Signale aus dem Extrazellularraum 

weiterleitet, welche durch IGF-1 noch verstärkt werden (Shakibaei et al., 1999). Shc 

wird an FAK gebunden und leitet entweder alleine oder synergistisch mit Grb-2 die 

weitere Signalkaskade ein (Schlaepfer et al., 1998). Es kommt zur Komplexbildung 

zwischen Shc/Gbr-2/Erk und zur endgültigen Aktivierung der MAPKinasen 

(Shakibaei et al., 1999). Die Enzyme, welche diese Signalkaskade vermitteln, sind 

MAPKinase (MAPK), MAPKinase-Kinase (MAPKK) und MAPKinase-Kinase-Kinase 

(MAPKKK). Die MAPKinasen werden durch Phosphorylierung von Tyrosin- und 

Threoninresten aktiviert und können in den Zellkern translozieren wo sie wiederum 

verschiedene Transkriptionsfaktoren aktivieren (Shaw and Saxton, 2003). So können 

extrazelluläre Signale innerhalb kurzer Zeit zu einer veränderten Genexpression 

führen. Die Genprodukte der hieran beteiligten sog. ‚immediate early genes’ (IEGs) 

sind u.a. Transkriptionsfaktoren der fos- und jun-Familien, welche weitere Gene 
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aktivieren oder selbst Effektorproteine, die den gewünschten Effekt vermitteln 

(Murphy and Blenis, 2006).  

Besonders die MAPKinasen p44 (Erk1) und p42 (Erk2) sind an der Vermittlung von 

intrazellulären Signalprozessen beteiligt und bilden sog. ‚Schlüssel-Kinasen’. Die 

‚mitogen activated protein kinase / Erk kinases 1/2’ (MEK1/2) phosphorylieren Erk1/2 

und regulieren dadurch deren Aktivität. Aktiviertes Erk gelangt in den Zellkern und 

reguliert dort ebenfalls die Aktivität verschiedener Transkriptionsfaktoren (Kanbe et 

al., 2009; Shakibaei et al., 2006).  

Es wurde berichtet, dass die Ausübung von Scheer- oder Zugkräften auf 

Herzmuskel-, glatte Muskel- und Endothelialzellen zu einer Aktivierung des MAPK 

Signalweges führt (Sadoshima and Izumo, 1997; Shyy and Chien, 1997; Takahashi 

and Berk, 1996). Da Sehengewebe kontinuierlich diesen Kräften ausgesetzt ist, hat 

der MAPK Pathway auch hier eine entscheidende Bedeutung (Chiquet, 1999). Wie 

entscheidend dieser Signalweg für die Vitalität eines Zellverbandes ist, zeigt sich 

darin, dass seine Inhibition mit Apoptose und Gewebsuntergang einhergeht 

(Shakibaei et al., 2001; Yang et al., 1997).  

 
1.2. Mesenchymale Stammzellen (MSZ) 
1.2.1. Was sind MSZ 

Stammzellen sind nichtspeziallisierte Vorläuferzellen, welche in nahezu allen 

Organen und Gewebstypen identifiziert werden konnten. So konnten sie unter 

anderem aus zirkulierendem Blut, Knochenmark, Muskelgewebe, Fettgewebe, 

Pankreas, Haut, Nervensystem und anderen Geweben isoliert werden (Alexanian 

and Sieber-Blum, 2003; Bottai et al., 2003; Cancedda et al., 2003; Caplan, 1991; Till 

and McCulloch, 1980; Wickham et al., 2003; Williams et al., 1999; Zuk et al., 2001). 

Im Gegensatz zu embryonalen oder fetalen Stammzellen, sind MSZ pluripotent und 

können zu verschiedenen Zelllinien differenziert werden, jedoch nicht zu 

vollständigen Organen, Organsystemen oder Organismen (Pittenger et al., 1999). 

Diese gewebsständigen oder zirkulierenden Vorläuferzellen gewährleisten 

Regeneration und Erhalt der Gewebe und Organe, die sie ursprünglich gebildet 

haben.  

In den 60er Jahren beschrieben Friedenstein und Kollegen eine Population adulter 

Zellen im Knochenmark, die sich in vitro zu Osteoblasten differenzieren ließen 

(Friedenstein et al., 1966). In den 70er Jahren definierte die gleiche Gruppe die 
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Zellen als klonale Zellen aus dem Knochenmark mit der Fähigkeit an Plastik zu 

adhärieren und sich durch Zugabe bestimmter Stoffe in vitro zu Adipozyten, 

Chondrozyten und Osteoblasten zu differenzieren (Friedenstein et al., 1974; 

Friedenstein et al., 1976). Die Zellpopulation mesenchymaler Vorläuferzellen, die 

heute nach einem international anerkannten Protokoll mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation und Plastikadhärenz isoliert wird, benutzen vielen wissenschaftliche 

Gruppen teils jedoch unter verschiedenen Bezeichnungen (Gregory et al., 2005; 

Pittenger et al., 2002; Pittenger et al., 1999). Die Begriffe ‚Mesenchymale 

Stammzellen’, ‚Mesenchymale Vorläuferzellen’ und ‚Knochenmark-Stromazellen’ 

bezeichnen jedoch alle die gleiche Zellpopulation. Da diese aber eine heterogene 

Population mit mindesten drei Untergruppen sind und die für Stammzellen 

charakteristische asymmetrische Teilung nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden 

konnte, wird von der ‚International Society of Cellular Therapy’ der Begriff 

‚Multipotente Mesenchymale Stromazellen’ (MSZ) favorisiert (Horwitz et al., 2005; 

Javazon et al., 2004; Sekiya et al., 2002). Aus verschiedenen Geweben und Species 

gewonnene MSZ konnten unter entsprechenden Kulturbedingungen zu Adipozyten, 

Chondrozyten, Osteoblasten, Muskel- und Periodontalgewebe, Hepatozyten im 

Endoderm und neuronalen Zellen im Ektoderm differenziert werden (Brazelton et al., 

2000; Caplan, 1991, 2007; Carlberg et al., 2001; Chamberlain et al., 2007; Conget 

and Minguell, 1999; Csaki et al., 2007; Fortier et al., 1998; Kramer et al., 2004; 

Krampera et al., 2007; Majumdar et al., 2000; Otto and Rao, 2004; Pittenger et al., 

1999; Short et al., 2003; Yoon et al., 2005).  

Die Verwendung von MSZ im Tissue Engineering hat mehrere Vorteile. So sind 

adulte MSZ leicht verfügbar, können dem Patienten direkt entnommen werden und 

ihre Verwendung zieht weder eine sekundäre Schädigung an der Entnahmestelle, 

noch kontroverse ethnische Diskussionen nach sich (Tuan et al., 2003). Im Vergleich 

zu der Arbeit mit embryonalen Stammzellen ist außerdem das Risiko Neoplasien zu 

entwickeln deutlich geringer. 

 

1.2.2. Vorkommen von MSZ 
MSZ finden sich in einer Vielzahl von Geweben. So konnten sie aus dem 

Knochenmark, Synovium, Knorpel, Fettgewebe, Periost, Nabelschnurblut, Milz, 

Thymus, Herzmuskel, Plazenta, Dermis, Endothel der Blutgefässe und periphärem 

Blut isoliert werden (Bieback et al., 2004; Brooke et al., 2009; Caplan et al., 1997; 
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Crisan et al., 2008; De Bari et al., 2006; Dicker et al., 2005; Fickert et al., 2003, 

2004; Friedenstein et al., 1987; Giovannini et al., 2008; Huss et al., 2000; Kern et al., 

2006; Koerner et al., 2006; Kogler et al., 2004; Krampera et al., 2007; Poloni et al., 

2008; Riekstina et al., 2009; Sakaguchi et al., 2005; Ukai et al., 2007; Zuk et al., 

2002; Zvaifler et al., 2000). Heute nimmt man an, dass sich in jedem Gewebe 

mesenchymale Vorläuferzellen befinden. 

Die am weitesten verbreitete Methode MSZ zu gewinnen ist ihre Isolation aus dem 

Knochenmark (KM). Das Knochenmark wird dabei aspiriert und anschließend 

antikoaguliert. Über Zentrifugation mit einem Dichtmedium wie Ficoll oder Percol 

wird die Fraktion der mononukleären Zellen abgetrennt und unter 

Zellkulturbedingungen kultiviert (Caplan, 1991). MSZ machen dabei 2-3% der 

mononukleären Zellen im  KM aus. Aus dem KM isolierte Zellen haben in vitro eine 

Fibroblasten-artige Morphologie: lange, spindelförmige Zellen, breite, flachere 

Zellen, sowie kleinere, schnell proliferierende Zellen (Colter et al., 2001).  

Eine weitere gute Möglichkeit zur MSZ Isolierung bietet die Gewinnung aus 

Fettgewebe und sowohl im Menschen als auch im Tiermodel ist die Entnahme von 

Fett zum Beispiel durch „Liposucction“ eine gute Alternative zur wesentlich 

invasiveren KM-Punktion (Yamamoto et al., 2007; Zuk et al., 2001).  

 

1.2.3. Charakterisierung der MSZ 
Die ‚International Society for Cellular Therapy’ definiert in einem Positionspapier 

Minimalkriterien, die erfüllt sein müssen, damit Zellen als mesenchymale 

Stromazellen klassifiziert werden können (Dominici et al., 2006). Wie oben erwähnt, 

definieren sich MSZ hauptsächlich über ihre Adhäsionsfähigkeit in Monolayer 

Zellkultur und ihr Differenzierungspotential zu Knochen, Knorpel und Fett. Außerdem 

sollten sie die molekularen Marker CD105, CD73 und CD90 exprimieren und 

gleichzeitig negativ für die Marker haematopoetischer Zelllinien wie z. B. CD45 und 

CD34 sein (Csaki et al., 2007; Dominici et al., 2006). 

 

1.2. 4. MSZ und Tissue Engineering 
Das Tissue Engineering hat sich in den letzten Jahren als ein relativ neues 

Forschungsgebiet mit wachsender Geschwindigkeit entwickelt. Das Ziel hierbei ist 

mit Hilfe biowissenschaftlicher Methoden in vitro Konstrukte herzustellen, welche 

Organ- oder Gewebsfunktionen ersetzen, verbessern oder wieder herstellen können 
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(Langer, 2000). Dies scheint ein vielversprechender Ansatz zu sein um klinisch 

problematische Krankheitsbilder bzw. Gewebsdefekte zu heilen.  

Sehnenverletzungen durch Mikro- oder Makrotraumen durch Sport- oder 

Alltagsverletzungen, antibiotische Chinolonbehandlungen oder anderer Genese sind 

in der klinischen Behandlung besonders anspruchsvoll (Bosch, 2000; Hankemeier et 

al., 2007; Sendzik et al., 2005; Shakibaei and Stahlmann, 2001, 2003). Dies ist 

durch die bradytrophen Eigenschaften der Sehne bedingt, die nur eingeschränkt 

regenerationsfähig ist und sehr langsam heilt (Ahmed et al., 1998; Moller et al., 

2000; Schulze-Tanzil et al., 2004a). Ähnlich wie bei Knorpel und Knochendefekten, 

werden zur Sehnenrekonstruktion auto- und allogene Transplantate benutzt, die 

jedoch teils unbefriedigende Resultate liefern (Frank et al., 1999; Herrington et al., 

2005; Woo et al., 2006). Bei Autografts sind hauptsächlich Gewebsnekrosen am 

Entnahmeort (donor site morbidity) und die daraus resultierende Muskelschwäche 

problematisch (Kartus et al., 2001; Seo et al., 2009).  Bei frischen oder 

kryokonservierten Allografts stehen Probleme wie Abstoßungsreaktionen, 

Immunoinkompatibilität, Übertragung von Erregern und mangelnde Durchblutung 

des Implantats im Vordergrund (Getgood and Bollen, 2010). Auch azelluläre 

synthetische Prothesen, die in den 80er Jahren favorisiert wurden und anfänglich 

gute Ergebnisse zeigten, konnten über längere Zeit nicht den natürlichen 

mechanischen Anforderungen gerecht werden (Laurencin and Freeman, 2005).  

 

 
 Abb.4:$Schematische$Darstellung$der$Strategien$des$in#vitro$Tendon$Tissue$Engineering.$

Nach$Bagnaninchi$et$al.,$2006.$
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Andere Ansätze benutzen biologisch abbaubare und verträgliche synthetische 

Trägerstrukturen auf die Tenozyten oder MSZ aufgebracht werden (Krampera et al., 

2006; Rosso et al., 2005) (Abb. 4). Die bereits unter 1.2 erläuterten Eigenschaften 

der MSZ machen sie zu idealen Zellen für das Tissue Engineering. Ihre Pluripotenz 

prädestiniert sie im Besonderen um bindegewebige Strukturen zu erzeugen.  

Außerdem sind sie mit relativ geringem Aufwand in ausreichender Zahl zu gewinnen 

und in vitro expandierbar ohne ihr Differenzierungspotential zu verlieren (Caplan and 

Goldberg, 1999; Pittenger, 2008). Ein weiterer Vorteil ist, dass sie als adulte 

Vorläuferzellen auch beim erwachsenen Patienten stets verfügbar sind und direkt 

entnommen werden können (Tuan et al., 2003). 

 

 

1.3. Integrine (extrazelluläre Matrix-Rezeptoren) 
1.3.1. Struktur und Funktion der Integrine 
Die Adhäsion zwischen Zellen und Zellen bzw. Zellen und EZM spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Zellproliferation und Differenzierung. Die Integrine, 

welche diese Adhäsionsvorgänge vermitteln, sind transmembranäre, heterodimere 

Glykoproteine, die sich aus nicht kovalent gebundenen α- und β-Untereinheiten 

zusammensetzen (Garcia, 2005; Rosso et al., 2004) (Abb. 5). Tamkun prägte den 

Begriff ‚Integrin’, welcher sich auf die integrative Funktion dieser 

Zellmembranrezeptoren mit EZM Bestandteilen und Teilen des Zytoskelettes der 

Zelle bezieht (Tamkun et al., 1986). Die Kombination aus α- und β-Untereinheit ist 

maßgeblich für die Ligandenspezifität des jeweiligen α/β-Dimeres. Momentan sind 

18 α- und 8 β-Untereinheiten beschrieben, die untereinander insgesamt 24 

Heterodimere bilden können (Hynes, 2002; Thomas et al., 2006). Die Integrine 

kommen in den unterschiedlichsten Zellen vor und können mit verschieden EZM 

Komponenten Bindungen eingehen wobei die jeweiligen Matrixmoleküle wiederum 

Bindungsstellen für verschiedene Integrine aufweisen können (Hynes, 1992). Die bi-

direktionalen Signalkaskaden, die dies ermöglichen, sind daher vielfältig. Xiong et al. 

stellten 2001 erstmalig mittels Röntgenstrukturanalyse ein Integrinmolekül, den αvβ3-

Integrinrezeptor, dar (Xiong et al., 2001). Die einzelnen Monomere bestehen jeweils 

aus einer großen extrazellulären Domäne, die mit Liganden interagiert, einer 

transmembranären Domäne, die in der Zellmembran verankert ist und einer 
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intrazellulären Domäne, welche wiederum mit zytoplasmatischen Strukturen 

interagiert. Die α-Monomere der Integrine haben ein Molekulargewicht zwischen 150 

und 200kDa und setzen sich aus 1000 – 1150 Aminosäuren zusammen, das 

Molekulargewicht der β-Monomere (außer β4) liegt zwischen 90 und 110kDa und sie 

bestehen aus 730 – 800 Aminosäureresten (Shimaoka et al., 2002). Die 

verschiedenen Integrine haben spezifische Funktionen obwohl sie oft die gleichen 

Liganden binden. Dies liegt darin begründet, dass die Liganden an unterschiedlichen 

Bindungsstellen und mit unterschiedlicher Affinität an das entsprechende Integrin 

binden (Jones and Walker, 1999).  

 

 
 

 

 
1.3.2. Regulation der Integrinfunktionen 
Als spezifische Transmembranrezeptoren vermitteln Integrine den Informationsfluss 

zwischen Zellen und EZM und haben entscheidenden Einfluss auf Proliferation, 

Funktion, Stoffwechsel und Differenzierung der Zellen (Lin and Bissell, 1993). Die 

Integrin vermittelte und modifizierte Adhäsion spielt außerdem bei der Migration und 

Verankerung der Zellen sowie bei der Verarbeitung von extrazellulären Stimuli und 

ihrer Umsetzung durch die Zelle eine Schlüsselrolle (Juliano et al., 2004; Otey et al., 

1990). Die Bindung eines Liganden führt zur Annäherung verschiedener Integrine an 

Abb.5:$$Schematische$Darstellung$eines$Integrinrezeptors$mit$seinen$Untereinheiten.$
$
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das Aktin-Zytoskelett und zur Bindung von fokalen Adhäsionskomplexen. Zusammen 

steuern sie den Informationsfluss zwischen EZM und dem intrazellulären Raum 

(Garcia, 2005). Eine Vielzahl von intrazellulären Signalkaskaden ist an diesen 

Prozessen beteiligt. Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Integrine spielt die 

Phosphorylierung bestimmter Target Proteine (Clark and Brugge, 1995). Es wurde 

mehrfach gezeigt, dass hierbei besonders die Src-Kinase-Familie, die Serin-

Threonin-Kinase Proteinkinase C (PKC), die Mitogen-activated-Kinase (MAPKinase), 

die Tyrosin-Kinase FAK (fokale Adhäsionskinase) und die Integrin-linked Kinase 

(ILK) (Lafrenie and Yamada, 1996) eine besondere Rolle spielen. Phosphoryliert 

werden zum einen Enzyme wie die Src-Kinasen oder FAK, zum anderen 

Zytoskelettmoleküle wie α-Aktinin, Talin, Paxillin, Vincullin oder Tensin, aber auch 

die Integrine selbst (Volberg et al., 2001). Eine entscheidende Rolle bei der 

Rezeptorfunktion spielt auch die Bindung von bivalenten Kationen (Ca2+, Mg2+, Mn2+) 

an die α-Untereinheit der Integrine (Ivaska and Heino, 2000; van der Flier and 

Sonnenberg, 2001). Trotz ihrer Fähigkeit unabhängig von anderen Rezeptoren 

Signale zu übermitteln, kann die Signalkaskade durch Wechselwirkung mit 

Wachstumsfaktoren noch um ein Vielfaches komplexer sein und eine entsprechende 

Feinmodulation ermöglichen (Eliceiri, 2001). Im Rückschluss bedeutet dies, dass die 

von Wachstumsfaktoren vermittelten Effekte teils auch von einer Adhäsion zwischen 

den Zellen und der Matrix abhängig sein können. 

 

1.3.3. Integrine und Tendon 
Aufgrund ihrer vielfältigen Wirkweisen spielen die meisten Integrine eine wichtige 

Rolle im Sehnengewebe. Eine wesentliche Rolle spielen hierbei die Rezeptoren für 

Kollagen Typ I, die Untergruppe der β1-Integrine und im Besonderen die Integrine 

α1β1 und α2β1, welche die wichtigsten Oberflächenrezeptoren für die Bindung von 

Kollagenen in der Sehne darstellen (Tulla et al., 2001). Während α1β1-Integrin 

vorwiegend nicht-fibrilläres Kollagen bindet, wird fibrilläres Kollagen (z.B. Typ I) 

bevorzugt durch α2β1 Integrin gebunden.  

Stimuliert man Integrine mechanisch direkt an der Zelloberfläche, werden 

intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert (Schmidt et al., 1998). Mechanische 

Stimulation des Gewebes führt über β1-Integrin zur Aktivierung des MAPK 

Signalweges (Lal et al., 2007). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass MMP-13 
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vermitteltes Matrix-Remodelling durch α1- und α2-Integrininhibition vermindert und 

durch β1-Integrin Aktivierung verstärkt werden kann (Ravanti et al., 1999).  

 

1.3.4. Remodelling der EZM durch MatrixMetalloProteinasen (MMPs) 

Die EZM im Tendon wird aktiv und kontinuierlich von Tenozyten auf-, um- und 

abgebaut. Eine tragende Rolle kommt hierbei den MMPs und ihren Inhibitoren, den 

Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinasen (TIMPs) zu. Beim Menschen sind 22 

MMPs und 4 TIMPs beschrieben, deren Expression in unterschiedlichen 

Gewebetypen variiert (Bramono et al., 2004; Nagase and Woessner, 1999; Sternlicht 

and Werb, 2001). Die Organisation und Reorganisation der Matrix muss 

genauestens reguliert werden. Die MMP Konzentration in normalen Zellen ist gering, 

wird aber durch entsprechende Stimuli wie Zytokine, Wachstumsfaktoren oder 

Interaktionen mit der EZM hochreguliert (Bramono et al., 2004). MMP-1, welches vor 

allem die Kollagene Typ III und I abbaut, wird nach einem Trauma vermehrt gebildet 

und beispielsweise in rupturiertem Sehnengewebe 1000-fach mehr exprimiert als in 

gesundem Gewebe (Jones et al., 2006; Riley et al., 2002). Eine wichtige Rolle bei 

der Regulation der MMPs spielt ihre Interaktion mit Wachtumsfaktoren, welche die 

MMP Produktion induzieren bzw. inhibieren können während die MMPs gleichzeitig 

durch Matrixremodelling in der Matrix vorliegende Wachstumsfaktoren freisetzen 

können (Nagase and Woessner, 1999). 

 

 

1.4. Wachstumsfaktoren 
1.4.1. Wachstumsfaktoren im Tendon 

Wachstumsfaktoren (engl. Growth Factors ‚GFs’) sind Proteine die von 

verschiedensten Zellen produziert und sezerniert werden und autokrin oder parakrin 

wichtige Signale für die Proliferation, Differenzierung und die Homöostase eines 

Gewebsverbandes oder einzelner Zellen liefern. Wachstumsfaktoren können ihre 

Wirkung direkt entfalten oder im intrazellulären Raum bzw. der EZM gespeichert 

werden und erst zeitversetzt zu ihrer Sekretion einen Effekt bewirken. Aktuell werden 

Wachstumsfaktoren im Tissue Engineering hauptsächlich dazu verwendet, Zellen, 

z.B. Stammzellen, in bestimmte Zellarten zu differenzieren. So werden 

beispielsweise bestimmte Wachstumsfaktoren verschiedenen 
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Differenzierungsmedien zugegeben um den gewünschten Effekt zu erzielen. Für die 

tenogene Differenzierung ist die Datenlage dünn und die bisherigen Versuche eine 

Tenogenese zu bewirken, bleiben größten Teils experimentell. Einige der 

Wachtumsfaktoren für die in der Literatur ein Effekt auf das tenogene Potential 

beschrieben wurde, sollen in dieser Arbeit zur Verwendung kommen. 

 

1.4.2. IGF-1 

Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) auch bekannt als Somatomedin C stimuliert die 

Produktion von Kollagenen und anderen Matrixkomponenten in Sehnen und 

Bändern in Dosis-abhängiger Weise (Abrahamsson, 1991; Abrahamsson and 

Lohmander, 1996; Abrahamsson et al., 1991). Bei Sehnenverletzungen wird die  

IGF-1 Produktion hoch reguliert was Tenozyten zur Proliferation und zur Migration 

an die Verletzungsstelle anregt (Kurtz et al., 1999; Tsuzaki et al., 2000). Die Heilung 

wird dadurch verbessert bzw. beschleunigt (Chen et al., 2008). Sowohl die Struktur 

des Regenerationsgewebes als auch seine biomechanischen Eigenschaften ließen 

sich durch IGF-1 verbessern (Dines et al., 2007).  Schnabel und Kollegen  konnten 

zeigen, dass MSZ in denen das IGF-1 Gen hochreguliert wurde, nach Injektion in 

verletztes Sehnengewebe zu einem signifikant besseren histologischen Ergebnis 

führten (Schnabel et al., 2009). Es wurde auch gezeigt, dass mechanische 

Beanspruchung der Sehne zu einer verstärkten Expression von IGF-1 führt (Scott et 

al., 2007). 

 

1.4.3. TGF-β1 

Transforming Growth Factor β ist ebenfalls von großer Bedeutung für Proliferation 

und Matrixproduktion im Sehnengewebe. Aus der TGF-β Superfamilie wurden bis 

jetzt drei für Säugetiere relevante Isoformen (TGF-β1-3) identifiziert.  

Besonders TGF-β1 spielt im Sehnengewebe eine entscheidende Rolle bei der 

Produktion verschiedener Komponenten der EZM (Dahlgren et al., 2005; Klein et al., 

2002). In vitro fördert TGF-β1 die Zellproliferation, Regeneration, Migration und hat 

Einfluss auf verschiedene Wundheilungsprozesse (Chang et al., 1997; Kashiwagi et 

al., 2004). Beim Heilungsprozess der Sehne in unterschiedlichen Lokalisationen 

konnte TGF-β1 im Gewebe nachgewiesen werden (Dahlgren et al., 2005; Lee et al., 

1998; Tsubone et al., 2004). Es wurde außerdem gezeigt dass TGF-β bei 
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Verletzungen des Sehnen- und Bandapparates verstärkt exprimiert wird (Sakai et al., 

2001).  

 

1.4.4. BMP-12 
Bone Morphogenic Protein-12 (BMP-12) das auch als growth differentiation factor-7 

(GDF-7) oder cartilage derived morphogenetic protein-3 (CDMP-3) bekannt ist, 

gehört auch zur TGF-β Superfamilie. BMP-12 induziert bei ektopischer Applikation 

die Bildung von Sehnen-ähnlichem Gewebe (Wolfman et al., 1997). Außerdem 

reguliert BMP-12 die Synthese von EZM Komponenten und den Kollagenen Typ I 

und III (Wang et al., 2005). Es wurde außerdem gezeigt, dass GDF 5, 6 und 7 in 

ähnlichem Maße einen positiven Effekt auf die Sehnenheilung haben (Forslund and 

Aspenberg, 2001, 2002). In Kombination mit anderen Stimuli wie mechanischer 

Beanspruchung konnte zudem die Bildung von sehnenartigem Gewebe beobachtet 

werden (Forslund et al., 2003). Durch Zusatz von rekombinantem BMP-12 zu 

Sehnenabrissmodellen konnte eine Zunahme in Stärke und Steifheit des 

Regenerationsgewebes von 300% bewirkt werden (Seeherman et al., 2008). 

Außerdem zeigten Violini und Mitarbeiter, dass MSZ nach in vitro Behandlung mit 

BMP-12 ein gewisses tenogenes Potential aufweisen (Violini et al., 2009). 

 

1.4.5. PDGF 
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) induziert die Expression anderer 

Wachstumsfaktoren wie IGF-1 und stimuliert die Synthese von Kollagen und 

anderen EZM Bestandteilen in vitro (Aspenberg and Virchenko, 2004; Stein, 1985; 

Wang et al., 2004; Yoshikawa and Abrahamsson, 2001). Eine beschleunigte EZM 

Synthese und verbesserte Heilungsprozesse konnten nach PDGF Gentransfer auch 

in vivo nachgewiesen werden (Nakamura et al., 1998). Die Isoform PDGF-bb kann 

nach einer Ruptur im ganzen Sehnengewebe nachgewiesen werden und Zellen für 

die Wundheilung rekrutieren indem sie z. B. auf MSZ stark chemotaktisch wirkt 

(Fiedler et al., 2004; Tsubone et al., 2004). Costa und Kollegen konnten zeigen, 

dass PDGF-bb verschiedene Zellpopulationen im Sehnengewebe zur Proliferation 

anregt und verstärkte Proteinsynthese bewirkte (Costa et al., 2006). 

 

 

2. FRAGESTELLUNG DER ARBEIT 
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Traumatische Verletzungen und andere entzündliche Erkrankungen von Sehnen 

sind eine wesentliche Ursache eingeschränkter Beweglichkeit des 

Bewegungsapparates und münden sehr oft in Tendinopathie. Die Behandlung von 

lang anhaltenden Tendinopathien (Veränderungen der Sehnen infolge von 

Mikrotraumen, Alterungsprozessen, mangelnder Belastung und Überbelastung) ist 

oft frustrierend da Sehnengewebe infolge seiner schlechten Vaskularisierung sehr 

bradytroph und nur gering regenerationsfähig ist. Der Sehnenüberlastungsschaden 

ist eine der häufigsten Ursachen für Bewegungsausfälle und Sportverletzungen. 

Verschiedene klinische und experimentelle Versuche wurden unternommen, um die 

Heilung von Sehnen zu ermöglichen und zu verbessern.  

So kommt seit einigen Jahren die autologe Tenozyten Transplantation zum Einsatz. 

Während der Expansionsphase der Tenozyten in der Monolayer Kultur kommt es  

zunächst zu phänotypischen Veränderungen der Zellen. Sie nehmen eine 

Fibroblasten ähnliche Gestalt an und produzieren untypische extrazelluläre 

Matrixbestandteile. Diese Dedifferenzierungsprozesse resultieren in Zellen, die nicht 

in der Lage sind, einen bestehenden Sehnendefekt funktionell befriedigend zu 

ersetzen. Sie haben ihr tenogenes Potential verloren. 

Es muss also nach Möglichkeiten gesucht werden, eine ausreichende Anzahl an 

Tenozyten in vitro zu gewinnen, das tenogene Potential dieser Zellen aufrecht zu 

erhalten und somit Material zu gewinnen, welches im Rahmen der Transplantation 

Sehnendefekte adäquat und funktionell decken kann. Die Verwendung von MSZ in 

der Geweberegeneration und im Tissue Engineering ist wünschenswert, realistisch 

und bereits weit verbreitet. Stammzellen müssen nach einer Verletzung Signale 

erhalten, welche dazu führen, dass sie in das betroffene Gewebe migrieren, dort 

proliferieren und schließlich differenzieren. 

Die Kombination von MSZ mit primär isolierten Tenozyten ist neu und unerprobt. 

Jeder einzelne Schritt braucht umfangreiche Kenntnis über die zellbiologischen und 

materialtechnischen Grundlagen. Die Kombination beider Zellarten wirft neue Fragen 

über Zelldifferenzierung, Zellmigration, Stoffwechselleistung und Stoffaustausch, 

also über die wechselseitige Beeinflussung der Zellen auf. Viele Fragen sind an 

Einzelschritten weder studierbar noch vorhersehbar, sondern zeigen sich erst nach 

Ko-Kultivierung der Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Ko-Kultur 

exemplarisch untersucht. 
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Folgende Fragen wurden im Hinblick auf die Bedeutung der MSZ in der 

Sehnengeweberegeneration im Allgemeinen und ihrem möglichen Einsatz im Tissue 

Engineering von Sehnengewebe im Speziellen formuliert: 

 

1. Welchen Einfluss haben IGF-1, TGF-β1, BMP-12 und PDGF-bb auf das 

Differenzierungspotential von MSZ zu Tenozyten? 

 

2. Welchen Einfluss haben IGF-1, TGF-β1, BMP-12 und PDGF-bb auf den 

MAPKinase-Signalübertragungsweg während der Tenogenese in vitro? 

 

3. Können die primär isolierten Tenozyten in einem drei dimensionalen Ko-

Kulturmodell (Tenozyten & MSZ), in den MSZ  Tenogenese induzieren? 

 

4. Haben verschiedene MSZ/Tenozyten Mischungsverhältnisse (100%MSZ 

90/10, 70/30, 50/50, 100%Tenozyten) einen qualitativen Einfluss 

während der Tenogenese? 

 

5. Ist dieser Vorgang ohne die Zugabe von Wachstumsfaktoren möglich? 

 

6. Existiert ein intensiver Zell-Zell-Kontakt oder ein Austausch zwischen 

Tenozyten und MSZ? 

 

7. Kann eine Tenogenese bei MSZ alleine durch Zugabe von Überstand 

aus der Tenozyten-Monolayer-Kultur induziert werden? 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
3.1. Materialien 
3.1.1. Spender  

Das Fettgewebe zur Isolation der caninen mesenchymalen Stammzellen (MSZ) und 

das Sehnengewebe zur Gewinnung der caninen primären Tenozyten, konnten in 

enger Kooperation mit Frau Prof. Dr. U. Matis aus der Tierchirurgischen Klinik der 

Ludwig-Maximilians-Universität, München an frisch euthanasierten Hunden 

entnommen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Gewebe aus Tieren im Alter 

von 2 bis 12 Jahren gewonnen. Für die Ko-Kultur Experimente wurden jeweils Zellen 

aus dem selben Tier verwendet.  

 

3.1.2. Reagenzien & Verbrauchsmaterialien 
2-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich, München, Germany 
30% Acrylamid / Bis Solution 37,5:1 (2,6%C)  Bio-Rad, München, Germany 
Ammoniumpersulfat     Bio-Rad, München, Germany 
BC Assay Kit      Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich 
BCIP/NBT Solution     Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich 
Bromphenol Blau     Sigma-Aldrich, München, Germany 
Butanol       Fluka, Buchs, Schweiz 
Cryoröhrchen      Nunc, Wiesbaden, Germany 
Dexamethason      Sigma-Aldrich, München, Germany 
Dimethylsulfoxid, getrocknet, max.0,05%H2O  Merck, Darmstadt, Germany 
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat   Roth, Karlsruhe, Germany 
(Na2HPO4 x 2 H2O)  
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium   Biochrom, Berlin, Germany 
Epon       Plano, Wetzlar, Germany 
Eppendorf ep T.I.P.S., versch. Größen   Eppendorf, Hamburg, Germany 
Ethanol (96%)     Merck, Darmstadt, Germany 
Fetales Kälberserum     Biochrom, Berlin, Germany 
Gel-Blotting Nitrocellulose Papier  Schleicher & Schuell, Dassel, Germany 
Glukose  Merck, Darmstadt, Germany 
Glutaraldehyd  Merck, Darmstadt, Germany 
Glycerol 87%  Sigma-Aldrich, München, Germany 
Glycin  Sigma-Aldrich, München, Germany 
Ham’s F-12 Medium  Biochrom, Berlin, Germany 
Hank’s Salt Solution  Biochrom, Berlin, Germany 
Isopropanol  Merck, Darmstadt, Germany 
Kaleidoskope prestained standards  Bio-Rad, München, Germany 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Roth, Karlsruhe, Germany 
Kupfernetze  Schmied-Laborbedarf, Germany 
Leupeptin  Sigma-Aldrich, München, Germany 
L-Glutamin (200mM)  Biochrom, Berlin, Germany 
Magnesiumchlorid (MgCl2) min. 99%  Sigma-Aldrich, München, Germany 
MEM-Amino Acids (50x) ohne L-Glutamin  Biochrom, Berlin, Germany 
Methanol  Merck, Darmstadt, Germany 
Natriumchlorid (NaCl) min. 99,5%  Sigma-Aldrich, München, Germany 
Natronlauge (NaOH)  Merck, Darmstadt, Germany 
Nunc EasyFlask, 25, 75 & 175 cm3  Nunc, Wiesbaden, Germany 
Nunclon Zellkulturschalen 8,8 & 21,5 cm2  Nunc, Wiesbaden, Germany 
Osmiumtetraoxid (OsO4)  Plano, Wetzlar, Germany 
Parafilm  American National Can Neenhah, WC, USA 
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Paraformaldehyd     Merck, Darmstadt, Germany 
Pasteur Pipetten     Brand, Wertheim, Germany 
PBS Dulbecco (1x) mit Ca2+, Mg2+   Biochrom, Berlin, Germany 
Penicillin/Streptomycin 10000U/10000µg/ml  Biochrom, Berlin, Germany 
Pepstatin      Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 
Phenylmethylsulfonylfluorid    Sigma-Aldrich, München, Germany 
Polyethylenbecher     Plano, Wetzlar, Germany 
Reagenzgläser      Hecht-Assistent, Sondheim, Germany 
Reaktionsgefäße     Brand, Wertheim, Germany 
Rundfilter      Schleicher und Schuell, Dassel, Germany 
Salzsäure (HCl)      Merck, Darmstadt, Germany 
Skim Milk Powder     Fluka, Buchs, Schweiz 
Sodium dodecyl sulfat     Bio-Rad, München, Germany 
Styrol       Merck, Darmstadt, Germany 
TEMED       Bio-Rad, München, Germany 
Trispuffer Hydrochlorid (Tris-HCl)   Sigma-Aldrich, München, Germany 
Triton X 100      Sigma-Aldrich, München, Germany 
Trypsin/EDTA Solution in  PBS 0,05%/0,02%  Biochrom, Berlin, Germany 
(w/v) ohne Ca2+, Mg2+ 
Tween 20      Bio-Rad, München, Germany 
Vitamin C       Sigma-Aldrich, München, Germany 
Zell Schaber (steril)     Nunc, Wiesbaden, Germany 

 

3.1.3. Antikörper 
3.1.3.1. Primär-Antikörper 
Anti- Kollagen Typ I (PAB 749)    Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Kollagen Typ III (PAB 750)   Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- β1-Integrin (MAB 1965)    Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Laminin (PAK 1953)    Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Cartilage-specific proteoglycans (MAB2015) Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Osteocalcin (PAB1857)    Millipore GmbH, Schwalbach, Germany. 

Anti- β-Aktin (A4700)     Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Adiponectin (ACRP302-S)    Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- Decorin      Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Anti- ERK 1/2 (610032)     BD Biosciences, Belgium 

Anti- Shc (610082)     BD Biosciences, Belgium 

Anti- Caspase 3 (AF835)    R&D Systems, Abingdon, UK 

Anti- Tenomodulin N-14 (sc-49325)   Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 

Anti- Tenomodulin C-20 (sc-49324)   Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 

Anti- Scleraxis (ab58655)    Abcam Antibodies, Cambridge, UK 

Anti- CD105 (BM2221)     Acris, Hiddenhausen, Germany 

Anti- CD90 (BM2343)     Acris, Hiddenhausen, Germany 

Anti- CD45 (SM3025)     Acris, Hiddenhausen, Germany 

Anti- CD34 (SM1095)     Acris, Hiddenhausen, Germany 
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3.1.3.2. Sekundär- Antikörper 
Sheep anti-rabbit (alk. Phosph.) IgG   Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Sheep anti-mouse (alk. Phosph.)  IgG   Millipore GmbH, Schwalbach, Germany 

Mouse anti-goat (alk. Phosph.)  IgG   Dianova, Hamburg, Germany 

Rabbit anti-goat (Rhodamin Red) IgG   Dianova, Hamburg, Germany 

Rabbit anti-goat (FITC) IgG    Dianova, Hamburg, Germany 

Immunogold GAR (Gold gekoppelt 5nm)  Amersham, Braunschweig, Germany 

Immunogold GAR (Gold gekoppelt 10nm)  Amersham, Braunschweig, Germany 

 

3.1.4. Wachstumsfaktoren 
Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)   Acris, Hiddenhausen, Germany 

Transforming Growth Factor β1 (TGF- β1)  Acris, Hiddenhausen, Germany 

Bone Morphogenic Protein 12 (BMP-12)  Acris, Hiddenhausen, Germany 

Platelet Derived Growth Factor BB (PDGF-bb)  Acris, Hiddenhausen, Germany 

 

3.1.5. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Accu Jet (Pipettierhilfe)     Brand, Wertheim, Germany 
Analysenwaage      Mettler, Giessen, Germany 
Autoklav Systec V95     Systec, Wettenberg, Germany  
Blotting-Einheiten     Bio-Rad, München, Germany 
Calibrated Densitometer GS-800    Bio-Rad, München, Germany 
Cryo Freezing Container     Nalgene, New York, USA 
Eismaschine      Ziegra, Isernhagen, Germany 
Elektrophorese-Einheiten    Bio-Rad, München, Germany 
ELISA Reader 680      Bio-Rad, München, Germany 
Inkubator      Labotec, Göttingen, Germany 
Inkubator      New Brunswick Scientific, Edison, USA  
Kühlschränke      Liebherr, Ochsenhausen, Germany 
Lichtmikroskop      Zeiss, Jena, Germany 
Magnetrührer      Heidolph GmbH, Schwabach, Germany 
Magnetrührer Variomag Mono    Thermo Corp., Langenselbold, Germany 
Neubauer-Zählkammer     Zeiss, Jena, Germany 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 40CFL  Zeiss, Jena, Germany 
Research Pipetten     Eppendorf, Hamburg, Germany  
Schüttler      Sartorius, Göttingen, Germany 
Stickstofftank      Thermo Corp., Langenselbold, Germany 
Tiefkühlschrank -80°C VX 570E    Thermo Corp., Langenselbold, Germany 
Tischzentrifuge Mikro 200R    Hettich, Tuttlingen, Germany 
Transmissionselektronenmikroskop (EM-10)  Zeiss, Jena, Germany 
Transmissionselektronenmikroskop (EM-900)  Zeiss, Jena, Germany 
Wärmeschrank Stabilitherm    Thermo Ind. SAS, Chateau Gontiere, France 
Wasserbad      GFL, Burgwedel, Germany 
Zellkulturbench Hera Safe    Thermo Corp., Langenselbold, Germany 
Zentrifuge Rotana 460R    Hettich, Tuttlingen, Germany  
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3.2. Methoden 
3.2.1. Gewinnung und Isolierung der primären Tenozyten 
3.2.1.1. Tenozyten in Monolayer 

Sehnengewebe wurde von frisch euthanasierten Caninen aus der Achillessehne 

unter sterilen Bedingungen entnommen und in Transportmedium (Ham’sF12/DMEM) 

überführt. Im Zellkulturlabor folgten Spülgänge mit Hanks Salz-Lösung. Die 

Sehnenstücke wurden mittels Skalpell zerkleinert (2 – 5 mm große Stückchen) und 

alles Bindegewebe wurde sorgfältig entfernt. Anschließend wurde erneut mehrfach 

gespült. Die Sehnenstückchen wurden dann in eine mit normalem Zellkulturmedium 

(Hams-F12/DMEM 1:1, 10% FCS, 1% Partricin Lösung, 1% Penicillin/Streptomycin 

Lösung (10000IU/10000IU), 75µg/ml Ascorbinsäure, 1% essentielle Aminosäuren 

und 1% Glutamin) gefüllte Petrischale überführt und unter Standardbedingungen 

(5% CO2, 37°C) inkubiert.  

 

 
 

 

Nach mehreren Tagen fingen die Tenozyten an aus dem Gewebe auszuwandern 

und adhärierten am Boden der PS wo sie weiter proliferierten. (Abb. 6). Sobald eine 

ausreichende Zelldichte erreicht war, wurde das Sehnenstück in eine neue PS 

umgesetzt, die Petrischale mit Hanks Salz-Lösung gespült, die Zellen mit Trypsin 

abgelöst und nach Zentrifugation in Zellkulturflaschen überführt. Hier wurden bis zu 

einer 70-80% Konfluenz kultiviert. Insgesamt wurden die für die Experimente 

gewonnenen und verwendeten Tenozyten 3 mal passagiert (P3) und für spätere 

Verwendungszwecke mit DMSO 10% in FCS kryokonserviert.  

Abb.$6:$Phasenkontrastmikroskopische$Aufnahmen$von$aus$einem$Sehnenstückchen$(S)$in$eine$
Petrischale$(PS)$auswandernder$Tenozyten.$Vergrößerung:$A:$30x;$B:$60x.$
$

PS 
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3.2.1.2. High-Density Kultur (HD-Kultur) 
Für die HD-Kultur (Abb. 7) wird auf eine sterile Stahlnetzbrücke ein Filter aus 

Nitrozellulosepapier aufgelegt. Beides wird in einer kleinen Petrischale platziert die 

mit dem gewünschten Medium gefüllt wird. Anschließend werden 7-8µl 

Zellsuspension mit je ca. 1 Mio. Zellen auf den Filter an der Medium-Luft Grenze 

pipettiert und unter Standartbedingungen inkubiert. Die Zellen werden bei dieser 

Methode durch Diffusion an der Medium-Filter Grenze mit Mediumbestandteilen 

versorgt. Nach ca. 24h kondensieren die Zellen und bilden eine 3D-HD-Kultur.  

 

 
 

 

 

Die hohe Zelldichte ermöglicht in diesem Kulturmodell einen intensiven Zell-Zell 

Kontakt und bietet die Möglichkeit in vivo ähnliche organoide Strukturen auszubilden. 

Die HD-Kulturen wurden mit oder ohne Wachstumsfaktoren für 14 Tage inkubiert. 

 

3.2.2. Isolierung der MSZ aus dem Fettgewebe 

Das Fettgewebe wurde zeitnah euthanasierten Hunden aus dem 

Unterhautfettgewebe entnommen und in Transportmedium überführt. Im 

Zellkulturlabor wurde das Fettgewebe zunächst zerkleinert und dann für 1-2 h bei 

37°C im Wasserbad mit Kollagenase verdaut. Anschließend wurde die Zellmasse 

durch einen Zellstrainer mit 75µm Porengröße pipettiert. Die resultierende 

Zellsuspension wurde nach Zentrifugation mit 12 ml Standartzellkulturmedium in 

eine T75 Zellkulturflasche ausgesät und unter Standartbedingungen inkubiert. Nach 

4 Tagen wurden die nicht adhärierten Zellen mit Hanks Salz-Lösung abgespült und 

Abb.7$:$Schematische$Darstellung$des$HighTDesnsity$Massenkulturmodells$(A).$$
(B)$Photographie$von$HighTDensity$Kulturen$in$Petrischale$mit$Medium$(Lupenvergrößerung).$
$
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verworfen. Die adhärenten Zellen wurden weiter inkubiert und expandiert. Die erste 

Passage erfolgte sobald sich 4-5 konfluente Kolonien gebildet hatten. Das Medium 

wurde alle 3 Tage gewechselt und die Zellen wurden passagiert sobald sie 60-70% 

konfluent waren. Die gewonnenen Zellen wurden entweder sofort für Experimente 

verwendet oder für eine spätere Nutzung kryokonserviert. 

 

3.2.3. Die in vitro Differenzierung MSZ  

3.2.3.1. Adipogenese  
Die adipogene Differenzierung der MSZ zu Adipozyten wurde im Monolayer auf six-

well-plates durchgeführt wie bei Pittenger et al. 1999 beschrieben (Pittenger et al., 

1999). Hierfür wurden 20,000 Zellen pro well ausgesät und bis zur Konfluenz 

kultiviert. Dann wurden die Zellen über 72 h mit adipogenem Induktionsmedium 

inkubiert, bestehend aus DMEM Basismedium, 10% FCS, Penicillin/Streptomycin 

Lösung (10000 IU/10000 IU/100ml), 1µM Dexamethason, 0,2 mM Indomethacin, 0,1 

mg/ml Insulin und 1mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX). Im Anschluss wurden die 

Zellen wiederum für 24h mit adipogenem Erhaltungsmedium inkubiert, bestehend 

aus DMEM Basismedium, 10% FCS, Penicillin/Streptomycin Lösung (10000 

IU/10000 IU/100ml) und 0,1 mg/ml Insulin. Dieser Behandlungszyklus wurde 4x 

wiederholt und im Anschluss wurden die Zellen abermals für eine Woche mit 

adipogenem Erhaltungsmedium behandelt. Die Zellen für die Negativkontrolle 

wurden in normalem Zellkulturmedium mit 10% FCS inkubiert. 

Der histologische Nachweis von gebildeten Fettvakuolen innerhalb der Adipozyten 

wurde mittels Oil-Red-O Färbung erbracht. Hierfür wurden die Kulturen mit eiskaltem 

3% Formalin fixiert, 2 min. mit eiskaltem 50% Ethanol gespült, für 20 min. mit 0,2% 

Oil Red O Lösung inkubiert und anschließend mit Leitungswasser gespült. Die 

Monolayer- und HD-Kulturen wurden mittels Lichtmikroskop (Leica) oder TEM 

(Zeiss, EM900) analysiert und die Bilder digital gespeichert. 

 

3.2.3.2. Osteogenese 
Die osteogene Differenzierung der MSZ zu Osteoblasten wurde sowohl in Monolayer 

auf six-well-plates (Pittenger et al., 1999), als auch in HD-Kultur durchgeführt (Csaki 

et al., 2009). Für die Monolayer-Kultur wurden 20,000 Zellen pro well ausgesät und 

bis zur Konfluenz kultiviert. Die HD-Kultur wurde wie oben beschrieben durchgeführt. 

Die Kulturen wurden über 2 Wochen mit osteogenem Differenzierungsmedium 
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kultiviert, welches alle 3 Tage erneuert wurde und wie folgt zusammengesetzt war: 

DMEM Basismedium, 10% FCS, Penicillin/Streptomycin Lösung (10000 IU/10000 

IU/100ml), 10-7 M Dexamethason, 10mM β-Glycerophosphat und 50µM Ascorbat-2-

Phosphat. Die Negativkontrollen wurden mit normalem Zellkulturmedium und 10% 

FCS inkubiert.  

Der histologische Nachweis der mineralisierten Matrixeinlagerungen in den 

Osteoblastenkulturen wurde mittels von Kossa Färbung erbracht. Die Kulturen 

wurden hierfür für 10 min. mit Methanol fixiert, 3x mit Aqua dest. Gespült, für 1 h im 

Dunkeln mit Silbernitrat Lösung inkubiert, wieder mit Aqua dest. gespült, für 5 min. 

mit Pyrogallischer Säure (1,2,3-Trihydroxybenzene) inkubiert, nochmals mit Aqua 

dest. gespült und mit 5% Natrium-Thiosulfat Lösung fixiert. Die Zellkerne wurden mit 

0,1% Nuclear-fast-red Lösung gegengefärbt. 

Die Monolayer- und HD-Kulturen wurden mittels Lichtmikroskop (Leica) bzw. TEM 

(Zeiss, EM900) analysiert und die Bilder digital gespeichert. 

 
3.2.3.3. Chondrogenese 
Die chondrogene Differenzierung der MSZ zu Chondrozyten wurde in HD-Kultur 

durchgeführt (Pittenger et al., 1999). Die Kulturen wurden über 14 Tage mit 

chondrogenem Differenzierungsmedium behandelt. Es enthielt DMEM Basismedium, 

D-(+)-Glukose 0,35g/100ml, ITS+1 Mediumzusatz (10µg/ml Insulin, 5,5µg/ml 

Transferrin, 5ng/ml Selenium, 0,5 mg/ml bovines Albumin, 4,7 µg/ml Linolsäure, 0,1 

mM Ascorbat-2-Phosphat, 10-7 M Dexamethason und Penicillin/Streptomycin Lösung 

(10000 IU/10000 IU/100ml). Dem Differenzierungsmedium wurden vor jedem 

Mediumwechsel 10 ng/ml frisches hTGF-β1 zugefügt. Die Negativkontrollen wurden 

mit normalem Zellkulturmedium und 10% FCS behandelt. 

Zum histologischen Nachweis von Knorpel-spezifischen Proteoglykanen (CSPG) 

wurden die HD-Kulturen in Tissue-Tek eingebettet, mit flüssigem Stickstoff 

kryokonserviert und bei -80°C gelagert. Anschließend wurden mittels Kryomikrotom 

5-7µm dicke Schnitte angefertigt welche auf Superfrost plus Objektträger 

aufgebracht, bei Raumluft getrocknet und für 20s mit Aceton fixiert wurden. 

Anschließend wurde für 2 h eine Färbung mit Alcianblau (0,05% Alcianblau in 3% 

Essigsäure (pH 1,5) plus 0,3 M MgCl2) durchgeführt um die extrazellulären CSPGs 

anzufärben. 
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Die HD-Kulturen wurden mittels Lichtmikroskop (Leica) und TEM (Zeiss, EM900) 

analysiert und die Bilder digital gespeichert. 

 

3.2.4. Ko-Kulturen aus primären Tenozyten und MSZ 
3.2.4.1. Monolayer Ko-Kultur 
Die Monolayer Ko-Kulturen wurden auf runden Deckglasplättchen durchgeführt, 

welche in einer kleinen Petrischale liegend inkubiert wurden. Die Tenozyten und 

MSZ wurden dafür im Verhältnis 50%/50% gemischt und ausgesät. Ca. 2500 Zellen 

wurden pro Glasplättchen verwendet. Die Zellen wurden mit normalem 

Zellkulturmedium mit 10% FCS unter Standartbedingungen für 1, 2 und 5 Tage 

inkubiert. 

 

3.2.4.2. HD-Ko-Kultur 
Die HD-Ko-Kulturen wurden wie oben beschrieben hergestellt. Für die Ko-Kulturen 

wurden MSZ und primäre Tenozyten im Verhältnis 90:10, 70:30 und 50:50 gemischt 

und mit oder ohne Zusatz von Wachtumsfaktoren (je 5ng/ml IGF-1/TGF-β1) über 14  

Tage inkubiert.   

 
3.2.5. PKH-Membranfärbungen 

3.2.5.1. In Monolayer Kultur 
Verwendet wurde ein ‚PKH Membran Labeling Kit’ (Sigma). MSZ wurden mit dem 

fluoreszierenden Membran Farbstoff PKH26 rot markiert, Tenozyten mit PKH67 

grün. Hierfür wurden jeweils 1 Mio. Zellen in Suspension 3x mit PBS gespült um 

FCS Reste zu entfernen. Danach wurden die Zellen im 200µl ‚diluent C’ 

resuspendiert und mit 1µl des PKH Farbstoffes versetzt und durchmischt. Nach einer 

Inkubationszeit von 5  min. wurde die Reaktion mit 400 µl FCS abgeblockt. Die so 

markierten Zellen wurden in ein neues Tube überführt und 3x mit normalem 

Zellkultur Medium gespült. Die erfolgreiche Anfärbung wurde 

Fluoreszenzmikroskopisch evaluiert und die Zellen anschließend in Monolayer 

ausgesät und unter normalen Zellkulturbedingungen kultiviert. 

 

3.2.5.2. In HD-Kultur 
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Das PKH Membran Labeling der MSZ und Tenozyten wurde wie oben für Monolayer 

beschrieben durchgeführt. Die gefärbten Zellen wurden im Anschluss im Verhältnis 

50/50% in Suspension gemischt und anschließend wurden HD-Kulturen, wie oben 

beschrieben, hergestellt. Nach 14 Tagen Kultivierung mit normalem Zellkultur 

Medium wurden die Proben kryofixiert, bei  -80°C gelagert, später mittels Kryotom 5-

7 µm Schnitte angefertigt und unter dem Immunfluoreszensmikroskop analysiert. Die 

Bilder wurden digital gespeichert. 

 
3.2.6. Western Blot Analyse 

Die Proben wurden mit HANKS gespült und anschließend mit Lysismix (Lysispuffer, 

PMSF und Pepstatin) für 30 min. auf Eis lysiert. Nach jeweils 15 min. wurde mit einer 

Pipette homogenisiert. Das Lysat wurde im Anschluss in ein Eppendorf-Tube 

überführt und für 30 min. bei 4°C zentrifugiert. Der so gewonnene Überstand wurde 

in ein neues Eppendorf-Tube überführt und bei -80°C eingefroren, das Pellet wurde 

verworfen. 

Im Anschluss folgte die Proteinbestimmung mittels „Bicinchonic Acid System“ wobei 

BSA als Standart verwendet wurde. Das Zelllysat wurde daraufhin für 10 min. mit 2-

Mercaptoethanol auf einem Heizblock bei 95°C reduziert. Im Anschluss wurden die 

Proben auf eine gleiche Gesammtproteinkonzentration eingestellt (500ng/ml). 

Die Proben wurden im Anschluss auf 5-12% SDS-Polyacrylamidgelen und einem 

4%igen Sammelgel erst 15 min. bei 80V, dann 60 min. bei 120V, elektrophoretisch 

aufgetrennt. Danach wurden die Proben mittels Transblot-Elektrophorese-Apparatur 

(Bio-Rad, München, Germany) für 1h bei 120V auf eine Nitrocellulose-Membran 

transferiert. Zum Blocken von unspezifischen Bindungen wurden die Membranen 

nach dem Transfer für 2h bei RT auf einem Schüttler mit Blocking-Buffer behandelt. 

Nach dem Blocking wurde mit dem jeweiligen Primärantikörper über Nacht im 

Kühlschrank inkubiert. Am nächsten Morgen wurde der Primärantikörper durch 3-

maliges 10-minütiges Spülen mit Blocking-Buffer entfernt und die Membranen für 

1,5h bei RT auf einem Schüttler mit adäquatem Sekundärantikörper inkubiert. Dieser 

wurde anschließend wiederum durch 3-maliges, je 10-minütiges Spülen mit 0,1M 

Tris-Buffer entfernt. Im Anschluss folgte der Nachweis der spezifischen Epitop-

Antikörper-Bindungen durch Entwickeln mit BCIP/NBT (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-

Phosphat/Nitro-Blue-Tetrazolium) Solution als Substrate für die Alkaline-

Phosphatase gekoppelten Sekundärantikörper im abgedunkelten Milieu.  
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3.2.7. Densitometrie 
Computergestützt erfolgte die semi-quantitative Auswertung der Immuno-

blottingergebnisse mittels Densitometrie durch Ausmessung der Intensität der von 

dem entsprechenden Antikörper markierten Proteinbanden auf der Membran 

(Quantity one, Bio-Rad,  München, Germany). 

 

3.2.8. Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen 
Die zuvor mit PBS gespülten Zellen im Monolayer wurden zur Fixation 30 min. mit 

Karnovsky Lösung bedeckt und anschließend mit einem sterilen Cell-Scraper 

abgeschabt. Die so gewonnene Suspension wurde bei 5000rpm für 5 min. 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im nächsten Schritt mit 1%iger Osmiumtetraoxid 

(OsO4)-Lösung in Phosphatpuffer fixiert und im Anschluss mittels aufsteigender 

Alkoholreihe entwässert. Im Folgenden wurden die Proben in Epon eingebettet und 

mit einem Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert, Heidelberg) geschnitten. Danach 

wurden die Schnitte mit 2%igem Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert und mit 

TEM (Zeiss, EM900) analysiert. 

Die Zellen in HD-Kultur wurden als Ganzes mit Karnovsky fixiert und des Weiteren 

wie oben beschrieben behandelt. 

 

3.2.9. Immunelektronenmikroskopie 
Die entnommenen Zellen im Monolayer wurden 2 x 3 min. mit PBS gespült und 

anschließend für 30 min. mit jeweils 4 ml Paraformaldehyd 3% und Glutaraldehyd 

0,25% bedeckt um sie zu fixieren. Danach wurden die Zellen mit einem sterilen Zell-

Schaber abgelöst, in Eppendorftubes überführt und für 5 min bei 5000rpm 

zentrifugiert. Nach einem erneuten Spülgang mit PBS wurden die Proben in 200µl 

PBS suspendiert und abermals zentrifugiert. Die Pellets wurden im Anschluss mittels 

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Die Einbettung der Proben erfolgte im 

ersten Schritt mit einer Behandlung der Zellpellets mit 50%/50% LR White/Ethanol 

welches nach 24h und 2-maligem Wechseln des Gemisches durch 100% LR White 

ersetzt wurde. Danach wurden die Pellets in neue Tubes überführt, auf Eis gelagert 

und mit LR White unter Zugabe eines Accelerators eingebettet. Die jetzt 

polymerisierten Proben wurden über Nacht im Kühlschrank gelagert und am 
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nächsten Tag entnommen und getrocknet um im nächsten Schritt ultradünn 

geschnitten zu werden. Die Schnitte wurden wie folgt weiter behandelt:  

(1) 1% BSA bei RT für 30 min.;  

(2) testikuläre Chondroitinase (500 U/ml) für 5 min. zur Freilegung der 

Epitope;  

(3) PBS1% / BSA 0,5% / Tween20 für 5 min. bei RT; 

(4) Primärantikörper (1:50 in PBS1% / BSA0,5% / Tween20 über Nacht bei 

4°C; 

 (5) Spülen mit PBS1% / BSA0,5% / Tween20 für 5 min. bei RT; 

(6) Sekundärantikörper (1:50 in PBS1% / BSA0,5% / Tween20) für 30 min. bei 

RT; 

(7) Spülen, danach 5 min. bei RT; 

(8) Kontrastierung mit 1% tannic acid für 20 min. bei RT, mit Osmium für 10 

min. bei RT und mit 2% Uranylacetat für 30 min. bei RT 

Nach erneutem Spülen wurden die Schnitte schließlich unter TEM (Zeiss, EM900) 

untersucht. 

Die Zellen in HD-Kultur wurden als Ganzes entnommen und des Weiteren wie oben 

beschrieben behandelt. 

 

3.2.10. Immunfluoreszenz 
Die entnommenen Zellen wurden 3 x mit PBS gespült und im Anschluss für 30 min. 

mit Methanol fixiert und erneut mit PBS gespült. Als nächstes wurden die 

unspezifischen Bindungen mit 1%igem PBS/BSA blockiert. Die Primärantikörper 

wurden im Verhältnis 1:30 – 1:50 mit 1%igem PBS/BSA versetzt und über Nacht bei 

4°C inkubiert. Danach wurde 3x mit PBS gespült und anschließend mit 

Sekundärantikörper (1:50 mit 1%igem PBS/BSA) für 1h im Dunkeln inkubiert. Nach 

erneutem 3-maligem Spülen mit PBS wurden die Proben an einem 

Fluoreszenzmikroskop (Leica) untersucht. 

 

3.2.11. Endozytose / Exozytose Assay 
Um einen eventuell stattfindenden, aktiven Stoffaustausch zwischen den Zellen via 

Endozytose- und Exozytosevorgänge nachzuweisen, wurde mittels Immunogold 

konjugierten Sekundärantikörpern, die dem Kulturmedium hinzugefügt wurden, ein 

Endozytose-/ Exozytose Assay durchgeführt. Je 500.000 MSZ und primäre 
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Tenozyten wurden in Zellkulturmedium suspendiert. MSZ wurden mit 10nm 

Goldpartikel konjugierten Sekundärantikörpern für 10 min. auf dem Schüttler 

inkubiert und im Anschluss 3 x 5 min. mit PBS/BSA gespült.  Primäre Tenozyten 

wurden mit 5nm Goldpartikel konjugierten Sekundärantikörpern für 10 min. auf dem 

Schüttler inkubiert und im Anschluss 3 x 5 min. mit PBS/BSA gespült. MSZ und 

primäre Tenozyten wurden im Anschluss im Verhältnis 1:1 wieder suspendiert und in 

Ko-Kultur gebracht und für 24 bzw. 48h inkubiert. Die entnommenen HD-Kulturen 

wurden mittels TEM evaluiert. 

 

3.2.12. Kultivierung von MSZ in HD-Kultur mit Überstand von primären 
Tenozyten aus Monolayer-Kulturen 

Um die aktiven Interaktionen und den Stoffaustauch zwischen MSZ und primären 

Tenozyten genauer analysieren und darstellen zu können, haben wir HD-Kulturen 

aus 100% MSZ mit dem Überstand von 100% primären Tenozyten aus Monolayer-

Kultur über 14 Tage kultiviert. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. 

Zusätzlich wurden HD-Kulturen aus 100% MSZ oder 100% primären Tenozyten und 

HD-Ko-Kulturen aus MSZ und Tenozyten im Verhältnis 1:1, als Kontrollversuche 

ebenfalls über einen Zeitraum von 14 Tagen kultiviert. Diese Kulturen wurden jeweils 

mit normalem Medium bzw. mit Zusatz von je 5ng/ml IGF-1/TGF-β1 inkubiert. Alle 

HD-Kulturen wurden mittels TEM evaluiert. 

 

3.2.13. Kryokonservierung von HD-Kulturen für Immunfluoreszenz-
untersuchungen 

Die entnommenen Proben wurden kurz gespült und nachfolgend in kleine, mit 

Tissue-Tek gefüllte Aluminium-Cups überführt, mittels Stickstoff kryofixiert und dann 

bei -80°C gelagert.  Für histologische und immunhistologische Untersuchungen 

wurden 5-7µm dicke Schnitte angefertigt und Lichtmikroskopisch ausgewertet. 

 
 
 
 
 
4. ERGEBNISSE 
In der vorliegenden Arbeit wurde das tenogene Potential  caniner MSZ in einem Ko-

Kulturmodell untersucht. Um zu gewährleisten dass tatsächlich mit MSZ und 
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primären Tenozyten gearbeitet wird und um die angemessene Evaluation der 

Ergebnisse des Hauptteils zu gewährleisten, wurden die entsprechenden Zelltypen 

morphologisch und  immunhistochemisch charakterisiert.  

 

4.1. Kultivierung der MSZ in Monolayer-Kultur 
4.1.1. Morphologie - Lichtmikroskopie 

Die im Monolayer kultivierten MSZ waren phasenkontrastmikroskopisch polymorph, 

spindelförmig und fibroblastenartig (Abb. 8). Sie hatten teils plumpe, teils feine 

Pseudopodien und einen sternförmigen Charakter mit teils großen, gedrungenen 

Zellkörpern und prominenten, granulierten Nuklei. 

Die Zellen suchten aktiv interzellulären Kontakt und Koloniebildung konnte nach 3-5 

Tagen in Kultur beobachtet werden. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Kultivierung der Tenozyten in Monolayer-Kultur 

4.2.1. Morphologie - LM/TEM 

Abb.$8:$Phasenkontrastmikroskopische$Darstellung$ $der$MSZ$ im$Monolayer$nach$2$Tagen$(A)$
und$nach$7$Tagen$in$Kultur$(B).$Vergrößerung:$80x.$
Vergrößerung:$A:$10x;$B:$40x.$$
$
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Die primär isolierten Tenozyten zeigten im Monolayer eine lang gestreckte und 

spindel- oder sternförmige Morphologie mit lang gezogenen Zellkerne. Die entspricht 

der typischen Sehnenzellmorphologie.  

Zusätzlich bildeten die Zellen lange zytoplasmatische Pseudopodien aus welche sich 

teils netzwerkartig verzweigten und interzelluläre Kontakte herstellten (Abb. 9). Dies 

unterstreicht die Vitalität der verwendeten Tenozyten. 

 

 
 

 

 

 

 

 

Im TEM zeigten die primären Tenozyten eine typisch spindelartige Form mit einem 

großen ovalen Nukleus und im Zytoplasma zahlreiche Zellorganellen (Abb.9). Über 

die Pseudopodien vermittelte Zell-Zell Kontakte konnten ebenfalls dargestellt werden 

(gap-junctions).  
 

 

4.3. Charakterisierung der MSZ 

4.3.1. Nachweis Stammzell spezifischer Marker auf MSZ mit IF 
Mittels Immunfluoreszenz wurden MSZ-spezifische Marker auf den isolierten MSZ 

markiert und durch Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt. Die im Monolayer 

kultivierten Zellen zeigten sich durchweg stark positiv für die Marker CD105+ und 

Abb.9$ Lichtmikroskopische$ Aufnahme$ mit$ Toluidinblau$ behandelter$ Tenozyten$ (A).$
Transmissionselektronenmikroskopische$Aufnahme$ von$ in$ML$ gezüchteter$ Tenozyten$ (t)$ (B).$
Nukleus$ (N)$ und$ Nukleolus$ (Nk)$ sind$ deutlich$ zu$ erkennen$ und$ raues$ endoplasmatisches$
Retikulum$(rER)$und$Mitochondrien$(Mi)$weisen$auf$stoffwechselaktive$Zellen$hin,$die$EZM$(M)$
produzieren.$ Lange$ Pseudopodien$ (p)$ suchen$ aktiven$ Kontakt$ zu$ benachbarten$ Zellen$ und$
EZM.$Vergrößerung:$A:$80x;$B:$10.000x.$
$
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CD90+ und negativ für die hämatopoetischen Stammzellmarker CD34- und CD45- 

(Abb. 10). 

 

 

 
 
 

 
4.3.2. Differenzierung MSZ 
Eine international anerkannte Methode um nachzuweisen, dass es sich bei einer 

isolierten Zellpopulation tatsächlich um MSZ handelt, ist ihre Differenzierung zu 

verschiedenen Zelltypen. Diese wird durch Zusatz von in der Literatur genau 

definierten Induktionsprotokollen für Adipogenese, Chondrogenese und 

Osteogenese erreicht. Das Differenzierungspotential der isolierten caninen MSZ 

wurde entsprechend untersucht.  

 

4.3.2.1. Adipogenese 
MSZ die mit adipogenem Induktionsmedium im Monolayer kultiviert wurden, zeigten 

im Phasenkontrastmikroskop deutlich mehr Zellvakuolen als die Kontrollkulturen. 

Durch Oil-Red-O Färbung konnte gezeigt werden dass diese Vakuolen neutrale 

Abb.$ 10:$ Immunfluoreszenzmikroskopische$Darstellung$ der$MSZTspezifischen$Marker$ CD105,$
CD90$und$der$haematopoetischen$Marker$CD45,$CD34$auf$MSZ.$Vergrößerung:$60x$
$
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Fette enthielten. Dieser Nachweis gelang in 80-90% der induzierten Zellen. In den 

Kontrollen hingegen ließ sich kein Fett nachweisen (Abb. 11). 

 
 

 

 

 

Um die morphologischen Eigenschaften der neu gebildeten Adipozyten genauer zu 

analysieren, wurden sie mittels TEM untersucht. Innerhalb der Zellen konnten große 

Einlagerungen von Lipid-Tröpfchen dargestellt werden (Abb.12).  

 
 

 

Abb.$11:$Phasenkontrastmikroskopische$Aufnahmen$von$mit$adipogenem$ Induktionsmedium$
behandelten$MSZ$(induziert)$und$mit$normalem$Medium$inkubierten$MSZ$(Kontrolle)$mit$Oil$
Red$ O$ Färbung.$ Lipidvakuolen$ sind$ in$ den$ induzierten$ MSZ$ deutlich$ zu$ erkennen$ (Pfeile).$
Vergrößerung:$ATB:$5x;$CTD:$10x;$ETF:$40x.$
$

Abb.12:$ (A)%(B)$ Elektronenmikroskopische$Aufnahmen$ adipogen$ induzierter$MSZ.$Die$ Bildung$ von$
Fettzellen$ (F)$ mit$ zahlreichen$ Lipid$ Vakuolen$ (*)$ ist$ deutlich$ erkennbar.$ Die$ Adipozyten$ (F)$
produzieren$ Matrix$ Komponenten$ (M)$ und$ zeigen$ stoffwechselaktive$ Zellorganellen$ wie$
Mitochondrien$(Mi).$(C)$Immunogoldmarkierung$von$Adiponectin$(Pfeile)$zeigt$Anlagerungen$in$der$
EZM.$Vergrößerung:$A:$2.500x;$B:$5000x;$C:$20.000x.$
$

P*

p
p

* 
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Nach 23-tägiger Inkubation mit adipogenem Induktionsmedium konnte mittels TEM 

nachgewiesen werden, dass nahezu 100% der behandelten MSZ einen adipogenen 

Phänotyp hatten. Die Zellorganellen dieser Adipozyten, insbesondere die 

Mitochondrien, waren weit entwickelt und ausgeprägt, was auf eine hohe 

Stoffwechselaktivität hindeutete. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 

Adipozyten in einer gut strukturierten EZM eingebettet waren.  

 

4.3.2.2. Osteogenese 
Die MSZ wurden für drei Wochen mit osteogenem Induktionsmedium in Monolayer 

kultiviert (Abb. 13). Mit der Behandlung wurde begonnen nachdem die Zellen 

Konfluenz erreicht hatten. Nach der osteogenen Induktion änderte sich der Phänotyp 

der Zellen von einem fibroblastenartigen hin zu einem polygonalen Aussehen. 

Außerdem war die Bildung kleiner Knötchen zu beobachten. Zur Evaluation 

mineralischer Einlagerungen wurde von Kossa Färbung verwendet und mineralische 

Bestandteile innerhalb der neu gebildeten Matrix konnten positiv angefärbt werden. 

Die Kontrollen behielten ihren fibroblastenähnliche Morphologie und waren negativ 

für von Kossa Färbung. 

 
 

 

 

 

Die TEM Analyse der osteogen differenzierten MSZ HD-Kultur zeigte vitale, sehr 

stoffwechselaktive Zellen mit einem hohen Euchromatin Anteil im Nukleus, vielen 

Abb.$13:$Phasenkontrastmikroskopische$Aufnahmen$von$mit$osteogenem$ Induktionsmedium$
behandelten$MSZ$(induziert)$und$mit$normalem$Medium$inkubierten$MSZ$(Kontrolle)$mit$von$
Kossa$Färbung.$Mineralische$Einlagerungen$sind$in$den$induzierten$MSZ$deutlich$zu$erkennen$
(Pfeile).$Vergrößerung:$ATB:$5x;$CTD:$10x;$ETF:$20x.$
$
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Zellorganellen wie Mitochondrien, rauem ER und Golgi-Apparat und zahlreichen 

Zellfortsätzen. Innerhalb einer organisierten EZM konnten eine Vielzahl dicker 

Fibrillen dargestellt werden (Abb. 14).  

 

 
 

 

 

 

 

 

4.3.2.3. Chondrogenese 
Für die chondrogene Differenzierung der MSZ mussten den in vivo Verhältnissen 

ähnliche Kulturbedingungen geschaffen werden. Als adäquates Kulturmodell wurden 

HD-Kulturen eingesetzt. Die mit chondrogenem Induktionsmedium behandelten 

Zellen, zeigten bereits nach einem Tag einen runderen, knötchenartigen Phänotyp 

während die Kontrollen sich weiterhin mit typischer MSZ Morphologie präsentierten. 

Die nach 14 Tagen Kultivierung durchgeführte Alcianblau Färbung zeigte einen 

Abb.$ 14:$ (A)%(B)$ Elektronenmikroskopische$ Aufnahmen$ osteogen$ induzierter$ MSZ.$ Die$
gebildeten$Osteoblasten$(Os)$zeigen$hohe$Konzentrationen$von$Euchromatin$(E)$im$Nukleus$(N)$
und$zahlreiche$Zellorganellen$(Mitochondrien,$raues$ER,$Golgi$Apparat).$Die$Zellen$produzieren$
dicke$ Matrixfibrillen$ (Pfeile)$ und$ lagern$ diese$ im$ extrazellulären$ Raum$ an$ (*).$ (C)'
Immunogoldmarkierung$ von$ Osteocalcin$ zeigt$ Anlagerung$ an$ große$ Kollagen$ Typ$ I$ Fibrillen$
(Pfeile).$Vergrößerung:$A:$2.500x;$B:$5000x;$C:$20.000x.$
$
$
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hohen Anteil knorpelspezifischer Proteoglykane in den induzierten Kulturen (Abb. 

15). Die Kontrollen ließen sich mit Alcianblau nicht markieren. 

 

 
 

 

 

 

Die TEM Aufnahmen der mit chondrogenem Differenzierungsmedium behandelten 

Zellen zeigten eine chondrozytenartige Morphologie mit runden oder ovalen Zellen 

(Abb.16). In inneren und mittigen Lagen der Schnitte ließen sich 

knorpelknötchenartige Strukturen darstellen, die von einigen fibroblastenartigen 

Zellschichten umgeben waren, ähnlich dem Perichondrium in vivo. Zwischen den 

neu gebildeten Chondrozyten lagerten sich sehr dünne, hoch strukturierte EZM  

Fibrillen an. Die Matrix, die in den äußeren Bereichen zwischen den 

fibroblastenartigen Zellen gebildet wurde, war im Gegensatz dazu dicker und dichter 

(Abb. 16). Die immunelektronenmikroskopische Proteoglykan Markierung zeigte 

deutliche Akkumulation von Kollagenfibrillen innerhalb der Matrix. 

 

 

 

Abb.$ 15:$ Lichtmikroskopische$ Aufnahmen$ von$ mit$ chondrogenem$ Induktionsmedium$
behandelten$ MSZ$ (induziert)$ und$ mit$ normalem$ Medium$ inkubierten$ MSZ$ (Kontrolle)$ mit$
Alcian$ Blau$ Färbung.$ Knorpelspezifische$ Proteoglykane$ sind$ in$ den$ induzierten$ MSZ$ durch$
deutliche$Blaufärbung$zu$erkennen.$Vergrößerung:$ATB:$10x;$CTD:$20x.$
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4.4. Charakterisierung der Tenozyten  
4.4.1. Charakterisierung der Tenozyten in HD-Kultur, Morphologie TEM 

Die in HD-Kulturen kultivierten unbehandelten primären Tenozyten zeigten im TEM  

einen geschlossenen Zellverband aus vitalen, spindelförmigen Tenozyten, die 

interzelluläre Kontakte ausbildeten sowie aktiv EZM produzierten. Die Organellen 

wie raues endoplasmatisches Retikulum (rER), Mitochondrien oder der Golgi-

Apparat waren gut entwickelt und wiesen auf eine hohe Syntheseaktivität und 

Vitalität der kultivierten Tenozyten hin. Die Produktion von reichlich fibrillären 

Matrixkomponenten die sowohl extra- als auch intrazellulär nachgewiesen werden 

konnten, unterstrich die Syntheseleistung der Zellen (Abb. 17). 

 

Abb.$ 16:$ (A)+(B)$ Elektronenmikroskopische$ Aufnahmen$ chondrogen$ induzierter$ MSZ$ in$
HDTKultur.$ Die$ runden$ oder$ ovalen$ Chondrozyten$ (c)$ umgibt$ ein$ Netzwerk$ aus$
extrazellulären$ Matrixfibrillen$ (M).$ Die$ Zellen$ zeigen$ gut$ entwickelte$ Zellorganellen$ und$
sind$ von$ einer$ Schicht$ flacher,$ fibroblastenTartiger$ Zellen$ umgeben,$ ähnlich$ dem$
Perichondrium$in#vivo.#(C)$Immunogoldmarkierung$von$KnorpelTspezifischem$Proteoglycan$
(Pfeile)$ zeigt$ deutliche$ haufenartige$ Anlagerungen$ an$ Kollagenfibrillen$ innerhalb$ der$
Matrix.$Vergrößerung:$A:$2.500x;$B:$5000x;$C:$20.000x.$
$
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Immunelektronenmikroskopisch ließen sich sowohl nach 7 als auch nach 14 Tagen,  

der Sehnenmarker Tenomodulin und Kollagen Typ I in den HD-Kulturen nachweisen. 

Das goldmarkierte Kollagen Typ I lag hierbei an den Fibrillen innerhalb der EZM 

angelagert vor, während Tenomodulin clusterförmig gebunden ebenfalls innerhalb 

der Matrix nachgewiesen wurde. 

 

4.4.2.  Nachweis Tendon spezifischer Marker auf Tenozyten mit IF 
Zum Nachweis sehnentypischer Marker auf den verwendeten primären Tenozyten 

wurde eine Immunfluoreszenzanalyse durchgeführt.  

Alle analysierten HD-Kulturen waren positiv für die Kollagene Typ I und Typ III sowie 

für β1-Integrin und den sehnenspezifischen Marker Tenomodulin. Dies belegte, dass 

die isolierte Zellpopulation eine Reihe wichtiger Sehnenmarker exprimierte und es 

sich bei den Zellen um typische primäre Tenozyten handelte (Abb. 18). 

 

  

Abb.$17:$Elektronenmikroskopische$Aufnahmen$caniner$Tenozyten$(t)$in$HDTKultur$nach$7$und$
14$Tagen.$Geschlossener$ Zellverband$mit$ vitalen$Nuklei$ (N),$ Zytoplasma$und$EZM$ (M)$ (A;B).$
Immunelektronenmikroskopisch$ ließen$ sich$ Kollagen$ Typ$ I$ (C)$ und$ Tenomodulin$ (D)$ in$ allen$
Kulturen$nachweisen.$Vergrößerung:$A:$2.500x;$B:$5000x;$CTD:$20.000x.$
Vergrößerung:$A:2.500x;$B:5.000x;$CTD:20.000x.$
$
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4.4.3. Proteinexpression Tenozyten (HD-Kulturen) 
Um die Tenozyten auch auf der Proteinebene genauer zu charakterisieren wurde 

eine SDS-Page Analyse durchgeführt. Die Zellen wurden hierfür jeweils nach 1, 7 

und 14 Tagen entnommen und die Proteinexpression untersucht. Die für 

Sehnengewebe essentiellen Kollagene Typ I und III wurden in allen Kulturen 

exprimiert. Für Kollagen Typ I konnte eine zunehmende Produktion festgestellt 

werden, während die Kollagen Typ III Expression über 14d weitestgehend gleich 

blieb. Gleiches traf auch für das Membranprotein Laminin, das Adhäsions- und 

Signaltransduktionsmolekül β1-Integrin und die Signaltransduktionsmoleküle Shc 

und ERK1/2 sowie das Transmembranprotein Tenomodulin zu. (Abb. 19) Die 

Darstellung der Proteinexpression in Tenozyten Reinkultur erlaubte es die im 

Anschluss durchgeführten Versuche mit Mischkulturen und die Zugabe von GFs 

besser zu evaluieren (Abb. 19). 

Abb.$18:$Immunfluoreszenzanalyse$der$sehnenTtypischen$Marker$Kollagen$Typ$I,$Kollagen$Typ$
III,$β1TIntegrin$(β1TInt.)$und$Tenomodulin$(TeM)$auf$Tenozyten$im$Monolayer.$$
Vergrößerung:$40x$
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4.5. Behandlung der Tenozyten mit Wachtumsfaktoren 

4.5.1. IGF-1, TGF-β1, BMP-12 und PDGF-bb 
Um die Vorgänge der Tenogenese genauer zu verstehen und zur Prüfung möglicher 

Verbesserungsmöglichkeiten wurden die Tenozyten in HD-Kultur mit den 

Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-β1, BMP-12, PDGF-bb (je 10ng/ml) und einer 

Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 (je 5ng/ml) behandelt. Für diese 

Wachstumsfaktoren wurden sowohl proliferations- als auch regenerationsfördernde 

Eigenschaften im Sehnengewebe beschrieben (Roshan et al. 2008). Weiterhin sollte 

geprüft werden, ob die ultrastrukturelle Qualität des entstehenden Gewebes durch 

Zugabe von Wachtumsfaktoren signifikant verbessert werden kann. Die HD-Kulturen 

wurden jeweils über 14 Tage kultiviert und Entnahmen erfolgten nach 7 bzw. 14 

Tagen.  

 

4.5.1.1. Auswirkungen auf die Proteinexpression 
Das extrazelluläre Matrixprotein Kollagen Typ I wurde in den mit IGF-1, TGF-β1, 

BMP-12, PDGF-bb (je 10ng/ml) und mit einer Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 

(je 5ng/ml) behandelten Kulturen auf etwa gleichem Niveau exprimiert, wobei die 

Expression nach 14 Tagen Kultivierung höher war als nach 7 Tagen in Kultur (Abb. 

Abb.$19:$Westernblot$Analyse$caniner$Tenozyten$nach$Kultivierung$mit$normalem$Medium$in$
HDTKultur$ für$ 1,$ 7$ und$ 14$ Tage.$Deutliche$ Expression$ sehnenspezifischer$ Proteine$ nach$ 1,$ 7$
und$14$Tagen.$
$
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20). Die stärkste Proteinproduktion konnte in den Kulturen beobachtet werden, die 

mit einer Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 (je 5ng/ml) behandelt wurden. Die 

Kollagen Typ I Produktion der mit BMP-12 und PDGF-bb behandelten HD-Kulturen 

lag sowohl nach 7 als auch nach 14 Tagen unter der der Kontrollgruppe aus 100% 

unbehandelten Tenozyten. Die einzeln mit IGF-1 bzw. TGF-β1 behandelten HD-

Kulturen zeigten eine Kollagen Typ I Expression auf dem Niveau der Kontrollen. Die 

Synthese des housekeeping Proteins β-Aktin unbeeinflusst. 

 

 
 

 

 

Kollagen Typ III wurde ebenfalls in allen HD-Kulturen exprimiert (Abb. 21). Seine 

Konzentration war in allen Fällen nach 7 Tagen deutlich höher als nach 14 Tagen. 

Der bereits für Kollagen Typ I beobachtete Effekt einer verstärkten Expression in der 

mit IGF-1 und TGF-β1 behandelten HD-Kultur zeigte sich auch für Kollagen Typ III. 

Allerdings nur nach 7 Tagen Kultivierung. Nach 14 Tagen in Kultur bewegte sich die 

Kollagen Typ III Produktion in allen HD-Kulturen auf einem etwa gleichen Niveau. 

Die Produktion des housekeeping Proteins β-Aktin blieb von den 

Wachstumsfaktoren unbeeinflusst.  

Eine wichtige Rolle bei der Matrixentstehung im Bindegewebe spielt das Protein 

Decorin. Es bindet an Kollagen Typ I Fibrillen und ist somit auch in der Sehne von 

Bedeutung und ein geeigneter Marker für Sehnengewebe. Die Decorinsynthese 

Abb.$20:$Westernblot$Analyse$für$Kollagen$Typ$I$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$
mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$
$
$
$
$
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variierte nicht stark zwischen den einzelnen HD-Kulturen und das Protein wurde 

nach 7 und 14 Tagen auf etwa gleichem Niveau exprimiert (Abb. 22).  

 
 

 

 

Anders als auf die Kollagene Typ I und III die nach Behandlung mit IGF-1 und TGF-

β1 leicht verstärkt exprimiert wurden, schien die Behandlung mit dieser Kombination 

nach 7 Tagen einen leicht dämpfenden Einfluss auf die Decorinsynthese zu haben. 

Dieser Effekt kehrte sich nach 14 Tagen um wobei die Decorinproduktion zu diesem 

Zeitpunkt in der IGF-1/TGF-β1 Gruppe am höchsten war. Nach 7-tägiger Kultivierung 

war die Decorinproduktion in der BMP-12 Gruppe am höchsten, nach 14 Tagen 

bewegte sie sich wiederum auf Kontrollniveau. Die Expression des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb unverändert. 

 
 

Abb.$21:$Westernblot$Analyse$für$Kollagen$Typ$III$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$
Kultivierung$mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$

Abb.$22:$Westernblot$Analyse$für$Decorin$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$
mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$
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Einer der wichtigsten Sehnenmarker ist das Protein Tenomodulin (TeM) da es fast 

ausschließlich im Sehnengewebe exprimiert wird. Die TeM Synthese in den 

Kontrollkulturen war nach 7 Tagen höher als die in den mit Wachstumsfaktoren 

behandelten Kulturen (Abb. 23). Nach 14 Tagen sank die Expression in der Kontrolle 

leicht. Die mit PDGF-bb inkubierten HD-Kulturen produzierten nach 14 Tagen 

deutlich mehr TeM als nach 7 Tagen und als alle anderen Gruppen. Alle 

behandelten HD-Kulturen synthetisierten nach 7 Tagen Kultivierung weniger TeM als 

die Kontrollkulturen wohingegen die TeM Produktion in allen behandelten Kulturen 

nach 14 Tagen über der in der Kontrolle lag. Die Synthese des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb unverändert. 

 
 

 

 

Das Signalmolekül β1-Integrin, mit seiner engen funktionellen Beziehung zu 

Kollagen Typ I spielt im Sehnengewebe ebenfalls eine wichtige Rolle. Die 

Expression von β1-Integrin befand sich nach 7-tägiger Inkubation in allen Gruppen 

auf etwa dem gleichen Niveau wobei seine Synthese in der mit IGF-1/TGF-β1 

behandelten Kultur sowohl nach 7, als auch nach 14 Tagen im Vergleich mit den 

anderen HD-Kulturen mit leicht erhöht war (Abb. 24). In den mit einzelnem IGF-1 

und TGF-β1 inkubierten HD-Kulturen sank die β1-Intregin Produktion nach 14 Tagen 

im Vergleich zu 7 Tagen deutlich ab. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den 

übrigen Kulturen blieb die Synthese jedoch stabil. Die Expression des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb unverändert. 

Abb.$23:$Westernblot$Analyse$für$Tenomodulin$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$
mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$
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Der MAPKinase Signalübertragungsweg ist für eine geordnete Proliferation und eine 

Aufrechterhaltung des Zellphänotyps von entscheidender Wichtigkeit. Das 

Adapterprotein Shc sowie die Signalmoleküle ERK 1/2 sind Schlüsselproteine dieser 

Signalkaskade. Shc nimmt hierbei eine wichtige Rolle als intrazellulärer 

Signalvermittler ein. Nach 7-tägiger Kultivierung der Kontrolle und der mit 

Wachstumsfaktoren behandelten HD-Kulturen zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede in der Expression von Shc (Abb. 25). Alle HD-Kulturen enthielten 

ungefähr die gleiche Menge des Proteins. Nach 14 Tagen in Kultur war die Shc 

Synthese in der Kontrollprobe deutlich gestiegen. Im vergleich zur Shc Synthese die 

nach 7 Tagen nachweisbar war, stieg der Shc Gehalt in den behandelten Kulturen 

nach 14 Tagen ebenfalls leicht an. Sie alle bewegten sich jedoch auf einem etwa 

gleich hohem Niveau unterhalb dem der Kontrolle. Expression und Synthese des 

housekeeping Proteins β-Aktin blieb in allen HD-Kulturen unverändert. Die 

Konzentration der ebenfalls am MAPKinase pathway beteiligten Proteine ERK 1/2  

wurde nach 14 Tagen in Kultur bei allen mit Wachstumsfaktoren behandelten HD-

Kulturen herunter reguliert (Abb. 26). Die Konzentration beider Isoformen (44kDa 

und 42kDa) lag hierbei in den behandelten Kulturen  deutlich unter der in der 

Kontrollprobe. 

Abb.$24:$Westernblot$Analyse$für$β1TIntegrin$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$
mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$



 49 

 

 

 

Hierbei zeigten die Behandlungen mit IGF-1, TGF-β1, IGF-1/TGF-β1, BMP-12 und 

PDGF-bb einen in dieser Reihenfolge steigenden expressionshemmenden Effekt. 

Nach 7-tägiger Behandlung waren die Werte einander ähnlicher wobei sie auf dem 

Niveau der Kontrolle lagen. Diese wiederum war im Vergleich zum ERK 1/2 Gehalt 

nach 14 Tagen jedoch auch deutlich niedriger. Die Konzentration des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb in allen HD-Kulturen unverändert. 

 

 

Insgesamt zeigte die Westernblotanalyse keine signifikanten Unterschiede bei der 

Proteinexpression in den mit Wachstumsfaktoren behandelten Tenozytenkulturen. 

Alle analysierten Proteine wurden ähnlich hoch wie in der unbehandelten Kontrolle 

Abb.$25:$Westernblot$Analyse$für$Shc$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$mit:$
(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$

Abb.$26:$Westernblot$Analyse$für$ERK1/2$caniner$Tenozyten$in$HDTKultur$nach$Kultivierung$
mit:$(A)$nor.$Med.;$(B)$IGFT1;$(C)$TGFT$β1;$(D)$IGFT1/TGFTβ1;$(E)$BMPT12;$(F)$PDGFTbb.$
$
$
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exprimiert. Deutliche Unterschiede ließen sich nur im Vergleich zwischen den nach 7 

Tagen entnommenen und den nach 14 Tagen entnommenen Kulturen feststellen. 

 

4.6. Behandlung der MSZ mit Wachstumsfaktoren 
MSZ können, wie oben erläutert, in vitro durch Zugabe bestimmter Induktionsmedien 

zu verschiedenen Bindegewebszellen wie Adipozyten, Chondrozyten oder 

Osteoblaten differenziert werden (Csaki et al., 2007; Pittenger et al., 1999). Die 

hierfür benötigten Induktionsmedien enthalten zumeist Wachstumsfaktoren, welche 

eine gezielte Proliferation und Differenzierung induzieren und aufrechterhalten. Ein 

international einheitlich anerkanntes Induktionsmedium um in MSZ Tenogenese zu 

induzieren, ist bis dato nicht beschrieben. Wohl aber gibt es einzelne Berichte, die 

darauf hin weisen dass unter gewissen Umständen eine verstärkte Proliferation und 

Differenzierung hin zu sehnenartigen Gewebstrukturen bzw. erhöhte 

Heilungseigenschaften in MSZ induziert werden können (James et al., 2008). Eine 

Auswahl der Wachstumsfaktoren, für die die genannten, anabolen Effekte 

beschrieben wurden, kam im Folgenden Experiment zum Einsatz. Hierbei wurden 

canine MSZ in HD-Kulturen mit den Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-β1, BMP-12, 

und PDGF-bb alleine in einer Konzentration von je 10ng/ml, oder mit einer 

Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 zu je 5ng/ml behandelt. Ziel dieser 

Untersuchungen war festzustellen ob und inwiefern diese Wachstumsfaktoren einen 

Einfluss auf Tenogenese canine MSZ haben. Als Kontrollen wurden HD-Kulturen 

aus 100% Tenozyten und 100% MSZ angefertigt. Die Kultivierung erfolgte über 

einen Zeitraum von 14 Tagen und HD-Kulturen wurden nach 7 und 14 Tagen 

gewonnen. Die Auswertung erfolgte durch TEM zur Bewertung der Ultrastruktur und 

durch SDS-Page zur Analyse der Proteinsynthese. 

 
4.6.1. Auswirkung auf die Ultrastruktur und EZM (TEM) 

Da die EZM im Sehnengewebe für Funktionalität und Integrität von entscheidender 

Bedeutung ist und diese nur auf ultrastruktureller Ebene zufrieden stellend analysiert 

und bewertet werden kann, wurden die HD-Kulturen mittels TEM evaluiert. Die 

ultrastrukturelle Auswertung der HD-Kulturen  ergab folgendes Bild: 
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In der Kontrolle aus 100% Tenozyten zeigte sich nach 7- und 14-tägiger Kultivierung 

ein ähnliches, uniformes Bild. Wie die TEM Aufnahmen zeigen, bildeten die 

Tenozyten einen geschlossenen Zellverband mit zahlreichen interzellulären 

Kontakten aus. Im Interzellulärraum war extensive Matrixproduktion zu beobachten 

und die Zellen zeigten ein hohes Maß an Stoffwechselaktivität. Darauf wiesen die 

zahlreich vorhandenen Zellorganellen wie Mitochondrien, raues endoplasmatisches 

Retikulum, prominente, euchromatin-reiche Nuklei und die Menge der von den 

Zellen produzierten und sezernierten Matrixkomponenten hin. Außerdem war die 

typisch längliche und spindelförmige Morphologie der Tenozyten deutlich zu 

erkennen. (Abb. 27: Tenozyten)  

In der HD-Kultur aus unbehandelten 100% MSZ hingegen ließ sich kein 

geschlossener Zellverband erkennen. Zu sehen waren nur vereinzelt vitale  Zellen 

mit teils intakten, teils deformierten Nuklei. Die Zellen zeigten deutliche 

Apoptosezeichen wie Einschnürungen der Plasmamembran, ‚apoptotic bodies’ und 

frei liegende Zellorganellen von abgestorbenen Zellen. (Abb. 27: MSZ). 

In der mit 10ng/ml IGF-1 behandelten Kultur ließen sich durch TEM neben einigen 

vitalen, auch viele deformierte Zellen erkennen. Diese bildeten keinen 

geschlossenen Zellverband aus und wiesen zum Teil ebenfalls Apoptosemerkmale 

auf.  

Abb.$27:$Elektronenmikroskopische$Analyse$caniner$MSZ$und$Tenozyten$ in$HDTKultur$nach$7$
und$14$Tagen.$Kultivierung$mit:$Kontrollen:$nor.$Med.;$(A):$IGFT1;$(B):$TGFTβ1;$(C):$IGFT1/TGFT
β1;$ (D):$ PDGFTbb;$ (E):$ BMPT12.$ Teils$ vitale,$ teils$ deformierte$ Nuklei,$ strukturierte$ und$
unstrukturierte$ EZM$ Komponenten$ (M)$ und$ Vesikel/Vakuolen$ (V)$ sind$ in$ einigen$ Bildern$
erkennbar.$Die$mit$IGFT1/TGFTβ1$behandelten$MSZ$(C)$ähneln$der$100%$Tenozytenkultur.$Die$
mit$BMPT12$behandelten$MSZ$nach$einer$Inkubationsdauer$von$14$Tagen$ebenfalls.$Tenozyten$
(t).$Vergrößerung:$2.500x$
$
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Der interzelluläre Raum war ausgeprägt und ein gewisses Maß an Matrixproduktion 

war erkennbar, diese war jedoch unstrukturiert und hatte keinerlei Organisation. 

Vereinzelt waren in den Zellen Vakuolen oder Vesikel zu erkennen. (Abb. 27: A).  

Die mit TGF-β1 behandelten HD-Kulturen zeigten ein ähnliches Bild (Abb. 27: B). 

Auch hier waren Apoptosezeichen in teils vitalen, teils deformierten Zellen 

auszumachen, die wiederum eine unstrukturierte und ungeordnete EZM 

produzierten. Die Übersichtsaufnahmen der mit IGF-1 oder TGF-β1 alleine 

behandelten HD-Kulturen glichen eher denen der 100% MSZ Kultur als der 100% 

Tenozyten Kontrolle wobei apoptotische und degenerativ veränderte Zellen weit 

häufiger waren als gesunde und vitale Zellen. Eine gewisser anabolischer Effekt 

konnte nichts desto trotz beobachtet werden.  

Die Behandlung der HD-Kulturen mit einer Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 (je 

5ng/ml) hatte deutlich andere Auswirkungen (Abb. 27: C). Hier waren im TEM  

sowohl nach 7, als auch nach 14 Tagen ausschließlich vitale Zellen zu sehen, die 

enge interzelluläre Kontakte ausgebildet hatten und einen uniform geschlossenen 

Zellverband bildeten. Die Zellen synthetisierten eine strukturiert aussehende EZM, 

welche im Interzellularraum deutlich erkennbar war und diesen fast ganz ausfüllte.  

Morphologisch entsprachen viele der vorgefundenen Zellen einem typischen 

Tenozyten indem sie einen spindelförmigen, lang gezogenen Zellkörper mit langen 

Pseudopodien hatten. Außerdem zeigten die analysierten Zellen einen hoch 

entwickelten, voll ausgeprägten Proteinsynthesapparat mit zahlreich vorhandenen 

Zellorganellen. Ein potentieller Synergismus zwischen IGF-1 und  TGF-β1 könnte für 

die beobachteten Effekte verantwortlich sein, da diese im Gegensatz zu den mit IGF-

1 oder TGF-β1 alleine behandelten Kulturen stehen. 

HD-MSZ-Kulturen die mit 10ng/ml PDGF-bb behandelt wurden, zeigten wiederum 

viele deformierte Zellen neben wenigen die ein vitales Bild boten. Die Zellen bildeten 

keinen geschlossenen Verband und interzelluläre Kontakte waren nicht so zahlreich 

wie in der mit IGF-1/TGF-β1 behandelten Gruppe. Es konnte Matrixproduktion 

festgestellt werden und die Zellen bildeten zahlreiche Vakuolen oder Vesikel aus. 

Die Proteinsynthese, zu erkennen an den entsprechenden Zellorganellen und an 

den sezernierten Proteinen im extrazellulären Raum, war höher als bei den alleine 

mit IGF-1 und TGF-β1 inkubierten Kulturen. Doch auch hier machte die EZM einen 

ungeordneten, unstrukturierten Eindruck (Abb. 27: D). 
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 Die TEM Aufnahmen der mit BMP-12 (10ng/ml) behandelten MSZ HD-Kulturen 

zeigten nach 7 und nach 14 Tagen große Differenzen. So waren die Zellen nach 7-

tägiger Kultivierung zwar noch größtenteils vital, zeigten sich aber unstrukturiert und 

teils auch mit beginnenden Deformationen. Matrixproduktion war vorhanden aber 

diese machte einen unorganisierten Eindruck und füllte die teils größeren 

interzellulären Räume nicht vollständig aus. Nach 14 Tagen entsprach das Bild 

zunehmend dem der 100% Tenozyten Kontrolle. Es war ein geschlossener 

Zellverband aus morphologisch typischen tenozyten-artigen Zellen zu sehen, welche 

eine strukturiert anmaßende EZM produzierten. Der Matrixsaum füllte große Teile 

des perizellulären Raums und interzellulären Kontakte waren ausgeprägt und 

zahlreich. 

Der beschriebene Versuch ergab zwar gewisse Hinweise auf, von den 

Wachstumsfaktoren induzierte, Zellproliferation und  Matrixsynthese, über Qualität 

und Eigenschaften dieser in vitro hergestellten Gewebe ließ sich aber durch die 

alleinige elektronenmikroskopische Analyse keine endgültige Aussage treffen. 

Deshalb wurde im nächsten experimentellen Schritt die Proteinsynthese der 

jeweiligen Kulturen analysiert.  

 

4.6.2. Auswirkungen auf die Proteinexpression 

Um die oben beschriebenen Effekte der Wachstumsfaktoren auf die MSZ in HD-

Kulturen auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurde im Folgenden die 

Proteinexpression bestimmter sehnenspezifischer Proteine, wichtiger 

Signalübertragunsmoleküle und EZM Komponenten analysiert. 

Die Westernblotanalyse der mit verschiedenen Wachstumsfaktoren behandelten 

HD-Kulturen für die wichtigen Matrixkomponenten Kollagen Typ I und Kollagen Typ 

III zeigte eine konstante Expression beider Proteine in der 100% Tenozyten 

Kontrolle. Beide Kollagene wurden nach 7 und nach 14 Tagen Kultivierung auf etwa 

gleichem Niveau exprimiert. (Abb. 28: A). In der 100% MSZ Kultur hingegen ließ sich 

zu keinem Zeitpunkt Kollagen Typ I oder Kollagen Typ III nachweisen. (Abb. 28: B). 

Das Gleiche galt für die mit IGF-1 und TGF-β1 alleine inkubierten Kulturen. Auch in 

diesen HD-Kulturen war keines der beiden Kollagene nachweisbar. (Abb. 28: C, D). 

Die Kombination von IGF-1/TGF-β1 (je 5ng/ml) hatte, wie schon im TEM gezeigt 

einen anderen Effekt auf die Kulturen. Kollagen Typ I wurde nach 7-tägiger 



 54 

Kultivierung in den Kulturen exprimiert, jedoch zu einem geringeren Maße als in der 

100% Tenozyten Kultur. Nach 14 Tagen stieg die Kollagen Typ I Expression deutlich 

und erreichte in etwa das Niveau der Tenozyten Kontrolle. Die IGF-1/TGF-β1 

Behandlung hatte ebenfalls ähnliche Effekte auf die Expression von Kollagen Typ III. 

Auch hier war bereit nach 7 Tagen Kollagen Typ III Expression nachweisbar, welche 

sich nach 14 Tagen jedoch nur noch leicht steigerte und zu keinem Zeitpunkt das 

absolute Niveau der Tenozyten Kontrolle erreichte. (Abb. 28: E). Für die mit PDGF-

bb bzw. mit BMP-12 behandelten Kulturen zeigte sich bei der Kollagenexpression 

ein ähnliches Bild. Beide Gruppen zeigten nach 7 und nach 14 Tagen marginale 

Expression der entsprechenden Kollagene wobei zwischen der PDGF-bb Gruppe 

und der BMP-12 Gruppe keine signifikanten Unterschiede feststellbar waren. (Abb. 

28: F,G). Die Synthese des housekeeping Proteins β-Aktin blieb jeweils 

unbeeinflusst. 

 

 

Die Matrixproteine Decorin und der Sehnenmarker Tenomodulin (TeM) wurden 

ausschließlich in den HD-Kulturen exprimiert, in denen zuvor auch eine Kollagen Typ 

I und III Produktion nachgewiesen werden konnte (Abb. 29). In der Positivkontrolle 

aus 100% Tenozyten war die Decorinsynthese nach 7 und 14 Tagen gleich stark 

ausgeprägt. (Abb. 29: A)  

 

Abb.$ 28:$ Westernblot$ Analyse$ der$ Proteine$ Kollagen$ Typ$ I$ und$ Typ$ III$ in$ caninen$ MSZ$ und$
Tenozyten$in$HDTKultur$nach$je$nach$7$Tagen$(1.$Bande)$und$14$Tagen$(2.$Bande).$$
Kultivierung$mit:$(A)$Tenozyten:$nor.$Med.;$(B)$MSZ:$nor.$Med.;$CTG:$MSZ$mit$jeweils;$(C)$IGFT1;$
(D)$TGFTβ1;$(E)$IGFT1/TGFTβ1;$(F)$PDGFTbb;$(G)$BMPT12.$
$
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Die 100% MSZ Kultur und die mit IGF-1 und TGF-β1 behandelten Kulturen zeigten 

keinerlei Decorinproduktion (Abb. 29: B, C, D). 

Die mit IGF-1/TGF-β1 behandelten HD-Kulturen zeigten sowohl nach 7, als auch 

nach 14 Tagen eine Decorinsynthese die über der der Tenozyten Positivkontrolle 

lag, wobei sie nach 14 Tagen, im Vergleich zu 7 Tagen, nochmals stark anstieg 

(Abb. 29: E). 

Die beiden mit BMP-12 und PDGF-bb behandelten HD-Kulturen wiesen nach 7 und 

14 Tagen eine Decorin-Konzentration vergleichbar mit der der Positivkontrolle auf 

(Abb. 29: F, G). Die Konzentration des housekeeping Proteins β-Aktin blieb 

unbeeinflusst. 

Die TeM-Konzentration in der Positivkontrolle aus 100% Tenozyten war im Vergleich 

zu allen anderen mit Wachstumsfaktoren behandelten MSZ-Kulturen am höchsten. 

Nach 7 Tagen lag eine starke Expression vor und nach 14 Tagen in Kultur kam es 

zu einem leichten Abfall der TeM-Konzentration. In den Kulturen aus 100% 

unbehandelten MSZ und den alleine mit IGF-1 und TGF-β1 behandelten MSZ ließ 

sich keine TeM Synthese nachweisen (Abb. 29: B, C, D). 

Die mit IGF-1/TGF-β1 in Kombination inkubierten HD-Kulturen zeigten nach 7 Tagen 

eine TeM-Konzentration auf etwa halbem Niveau der Tenozytenkontrolle. Nach 14 

Tagen zeigte sich ein Konzentrationsanstieg von TeM auf das Niveau der 

Positivkontrolle (Abb. 29: E).  

bb.$ 29:$ Westernblot$ Analyse$ der$ Proteine$ Decorin$ und$ Tenomodulin$ in$ caninen$ MSZ$ und$
Tenozyten$in$HDTKultur$nach$je$7$Tagen$(1.$Bande)$und$14$Tagen$(2.$Bande).$$
Kultivierung$mit:$(A)$Tenozyten:$nor.$Med.;$(B)$MSZ:$nor.$Med.;$CTG:$MSZ$mit$jeweils;$(C)$IGFT1;$
(D)$TGFTβ1;$(E)$IGFT1/TGFTβ1;$(F)$PDGFTbb;$(G)$BMPT12.$
$

A
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Die mit PDGF-bb behandelten HD-Kulturen synthetisierten nach 7 und 14 Tagen nur 

sehr geringe Mengen Tenomodulin (Abb. 29: F). 

Gleiches gilt für die BMP-12 Gruppe, in der nach 7 Tagen kaum TeM-Expression 

feststellbar war. Nach 14-tägiger Kultivierung kam es in dieser Gruppe zu einem 

starken Anstieg der TeM-Produktion, die beinahe das Level der Tenozyten 

Positivkontrolle erreichte (Abb. 29: G). Die auch auf ultrastruktureller Ebene 

sichtbaren Veränderungen der Kulturen nach 14 Tagen Behandlung mit BMP-12 war 

somit auch auf Proteinebene im Sinne eines deutlichen Anstiegs des Markerproteins 

Tenomodulin erkennbar. Die Konzentration des housekeeping Proteins β-Aktin 

wurde nicht beeinflusst. 

Weiterhin wurde die Expression des Proteins β1-Integrin untersucht. Die 

Proteinanalyse von β1-Integrin spiegelte die bisherigen Ergebnisse wieder. Auch β1-

Integrin wurde in der Positivkontrolle aus 100% Tenozyten, sowohl nach 7, als auch 

nach 14 Tagen, auf gleich hohem Niveau synthetisiert (Abb. 30: A). 

 

 

Keinerlei β1-Integrin-Synthese war wiederum in den Kulturen aus 100% 

unbehandelter MSZ, mit IGF-1 behandelten MSZ und mit TGF-β1 behandelten MSZ 

nachzuweisen (Abb. 30: B, C, D). Die Behandlung der MSZ mit IGF-1/TGF-β1 hatte 

zur Folge, dass nach 7 Tagen β1-Integrin auf dem Niveau der Positivkontrolle 

produziert wurde. Nach 14 Tagen Kultivierung, kam es nochmals zu einem leichten 

Anstieg (Abb. 30: E). Auch in den mit PDGF-bb inkubierten HD-Kulturen war β1-

Abb.$30:$Westernblot$Analyse$der$Proteine$β1TIntegrin$in$caninen$MSZ$und$Tenozyten$in$HDT
Kultur$nach$je$nach$7$Tagen$(1.$Bande)$und$14$Tagen$(2.$Bande).$$
Kultivierung$mit:$(A)$Tenozyten:$nor.$Med.;$(B)$MSZ:$nor.$Med.;$CTG:$MSZ$mit$jeweils;$(C)$IGFT1;$
(D)$TGFTβ1;$(E)$IGFT1/TGFTβ1;$(F)$PDGFTbb;$(G)$BMPT12.$
$
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Integrin Synthese nachweisbar, allerdings auf einem deutlich niedrigerem Niveau als 

in der Kontrolle aus 100% Tenozyten (Abb. 30: F). Auf dem selben Niveau wurde β1-

Integrin in den für 7 Tage mit BMP-12 behandelten HD-Kulturen exprimiert. Nach 14 

Tagen in Kultur stieg die β1-Integrin-Synthese auf das Niveau der Positivkontrolle 

an. (Abb. 30: G). Die Synthese des housekeeping Proteins β-Aktin wurde nicht 

beeinflusst.  

 

Die Analyse der am MAPKinase Signalübertragungsweg beteiligten Proteine Shc 

und ERK 1/2 ergab ein den bisher beobachteten Expressionsmustern sehr ähnliches 

Bild. 

 

 

 

Das Adaptorprotein Shc, welches neben seiner Rolle im MAPKinase Pathway auch 

am Anfang zahlreicher anderer Signalkaskaden steht, wurde in der Positivkontrolle 

aus 100% Tenozyten nach 7 und nach 14 Tagen auf gleich hohem Niveau 

exprimiert. In den Kulturen aus 100% MSZ, den mit IGF-1 behandelten Kulturen und 

den mit TGF-β1 behandelten HD-Kulturen war hingegen keine Shc Produktion 

festzustellen (Abb. 31: B-D). Die mit IGF-1/TGF-β1 HD-Kulturen synthetisierten Shc 

sowohl nach 7,  als auch nach 14 Tagen, jedoch in sehr deutlich niedrigeren 

Konzentrationen als die Positivkontrollen (Abb. 31: E). In der für 7 und 14 Tage mit 

PDGF-bb inkubierten HD-Kultur und in den für 7 Tage mit BMP-12 kultivierten HD-

Kulturen ließen sich jeweils nur Spuren des Proteins detektieren. In der BMP-12 

Abb.$31:$Westernblot$Analyse$der$Proteine$Shc$und$ERK$1/2$in$caninen$MSZ$und$Tenozyten$in$
HDTKultur$nach$je$7$Tagen$(1.$Bande)$und$14$Tagen$(2.$Bande).$$
Kultivierung$mit:$(A)$Tenozyten:$nor.$Med.;$(B)$MSZ:$nor.$Med.;$CTG:$MSZ$mit$jeweils;$(C)$IGFT1;$
(D)$TGFTβ1;$(E)$IGFT1/TGFTβ1;$(F)$PDGFTbb;$(G)$BMPT12.$
$
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Gruppe kam es hierbei nach 14-tägiger Inkubationsdauer zu einem leichten 

Konzentrationsanstieg (Abb. 31: F, G). Die Synthese des housekeeping Proteins β-

Aktin blieb unbeeinflusst. 

Wie bereits erwähnt, spielt die MAPKinase ERK 1/2 bei Differenzierung- und 

Proliferationsvorgängen eine wichtige Rolle. Sie wird durch Phosphorylierung 

aktiviert und führt somit zu einer weiteren downstream Aktivierung des MAPKinase 

Signalweges. In den HD-Kulturen aus 100% Sehnenzellen lag bereits nach 7 Tagen 

eine deutliche ERK 1/2 Expression vor. Diese blieb nach 14 Tagen auf gleichem 

Niveau konstant (Abb. 31: A). Wie schon bei den oben analysierten Proteinen war 

bei den unbehandelten MSZ und den mit IGF-1 bzw. TGF-β1 behandelten MSZ 

keine ERK 1/2  Synthese feststellbar (Abb. 31: B, C, D). Nach Stimulation der MSZ 

mit der Kombination aus IGF-1/TGF-β1 wurde eine ERK 1/2-Expression bereits nach 

7 Tagen beobachtet. Diese lag jedoch etwas unter der Konzentration die in der 

Positivkontrolle gemessen wurde. Nach 14-tägiger Behandlung mit IGF-1/TGF-β1, 

konnte eine ERK-Konzentration festgestellt werden die der der Positivkontrolle 

entsprach (Abb. 31: E). ERK 1/2  wurde nach 7 und nach 14 Tagen auch in den mit 

PDGF-bb behandelten HD-Kulturen nachgewiesen, jedoch in deutlich geringerer 

Konzentration als in der Positivkontrolle und den mit IGF-1/ TGF-β1 behandelten 

HD-Kulturen. Außerdem ging die ERK-Konzentration nach 14 Tagen leicht zurück 

(Abb. 31: F). Die mit BMP-12 behandelten HD-Kulturen exprimierten nach 7 Tagen 

ERK 1/2 auf dem Niveau der mit PDGF-bb behandelten HD-Kulturen, allerdings war 

in dieser Gruppe nach 14-tägiger Behandlung ein deutlicher Anstieg der ERK-

Synthese zu beobachten (Abb. 31: G). Die Expression des housekeeping Proteins β-

Aktin wurde nicht beeinflusst. 

 

Das Protein Caspase-3 ist eine Cysteinprotease, die zur Familie der ‚cysteinyl-

aspartate specific proteases’ (caspases) gehört. Die sequentielle Aktivierung dieser 

Caspasen spielt eine entscheidende Rolle bei der Induktion von Apoptose 

(Harrington et al., 2008). Sie liegen als Proenzyme vor, die durch proteolytische 

Spaltung in die aktive Form des Enzyms überführt werden (Wyllie, 1997). Caspase-3 

wird außerdem zu den sog. Effektor-Caspasen gezählt (u.a. Caspase-3, 6, 7), 

welche selbst zelluläre Proteine, wie das am Cytoskelettaufbau beteiligte Aktin oder 

Lamin, spalten. Ihnen vorgeschaltet sind die sog. Initiator-Caspasen (u.a. Caspase 
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8, 9), welche die pro-enzymatischen Formen der Effektor-Caspasen spalten und 

somit aktivieren (Boatright and Salvesen, 2003). Die aktive Form der Caspase-3, 

deren Expression in den HD-Kulturen auch in dieser Arbeit im Folgenden analysiert 

wurde, eignet sich daher gut als Marker für apoptotische Zellen und spiegelt somit 

auch die Vitalität der Kulturen wieder (Porter and Janicke, 1999). Die 

Westernblotanalyse der aktiven Form der Caspase-3 ergänzte die vorangegangenen 

Ergebnisse eindrucksvoll (Abb. 32).  

 

 

 

So war in den HD-Kulturen die zuvor für die meisten der analysierten Proteine die 

höchste Syntheseaktivität zeigten, die 100% Tenozyten Kultur und die mit der 

Kombination aus IGF-1/TGF-β1 behandelten MSZ Kulturen, keine Caspase-3 

Aktivität nachweisbar (Abb. 32: A, E). Es befanden sich demnach keine, oder nur 

sehr wenige apoptotische Zellen in diesen Kulturen. Die HD-Kulturen aus 

unbehandelten MSZ und mit IGF-1 oder TGF-β1 alleine behandelten MSZ, in denen 

keine oder nur vernachlässigbare Konzentrationen aller analysierten Proteine 

vorhanden waren, zeigten hingegen eine sehr deutliche Expression von aktiver 

Caspase-3 (Abb. 32: B, C, D). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Mehrzahl der 

Zellen in diesen Kulturen apoptotisch sind. In der PDGF-bb und der BMP-12 Gruppe, 

wurde aktive Caspase-3 wiederum nur nach 14-tägiger, jedoch nicht nach 7-tägiger 

Abb.$32:$Westernblot$Analyse$der$Proteine$active$CaspaseT3$in$caninen$MSZ$und$Tenozyten$in$
HDTKultur$nach$je$nach$7$Tagen$(1.$Bande)$und$14$Tagen$(2.$Bande).$$
Kultivierung$mit:$(A)$Tenozyten:$nor.$Med.;$(B)$MSZ:$nor.$Med.;$CTG:$MSZ$mit$jeweils;$(C)$IGFT1;$
(D)$TGFTβ1;$(E)$IGFT1/TGFTβ1;$(F)$PDGFTbb;$(G)$BMPT12.$
$
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Behandlung exprimiert (Abb. 32: F, G). Die Expression des housekeeping Proteins 

β-Aktin wurde nicht beeinflusst. 

 
 

4.7.  Ko-Kultur aus mesenchymalen Stammzellen und primären Tenozyten in 
HD-Kulturen in verschiedenen Mischverhältnissen 

Im nächsten Schritt dieser Arbeit, wurde das tenogene Potential von primären 

Tenozyten auf MSZ in einem HD-Ko-Kultur System evaluiert. Hierfür wurden die 

MSZ, die primären Tenozyten (Ten) als Kontrollen und die Ko-Kulturen in den 

Mischverhältnissen 90:10 MSZ/Ten, 70:30 MSZ/Ten und 50:50 MSZ/Ten, in HD-

Kulturen überführt und über einen Zeitraum von 14 Tagen mit normalem 

Zellkulturmedium kultiviert. Um die entstandene Ultrastruktur der Zellen in 3D-HD-

Kultur und die Bildung von extrazellulärer Matrix zu analysieren, wurden die HD-

Kulturen mittels TEM (Zeiss, EM900) ausgewertet.  

 

4.7.1. Auswirkung auf die Ultrastruktur und EZM (TEM) 
 

 
Abb.$ 33:$ Elektronenmikroskopische$ Analyse$ caniner$MSZ/Tenozyten$ in$ HDTKultur$ und$ KoTKultur$
nach$14$Tagen.$Kultivierung$mit:$Kontrollen,$nor.$Med.$Tenozyten$(t).$Teils$vitale,$teils$deformierte$
Nuklei$ (N),$ strukturierte$ und$ unstrukturierte$ EZM$ Komponenten$ (M)$ und$ Vesikel/Vakuolen$ (V)$
sind$in$einigen$Bildern$erkennbar.$Enge$ZellTZell$Kontakte$zeigen$sich$in$der$100%$Tenozytenkultur$
und$ in$allen$KoTKulturen$ (Pfeile).$Die$100%$MSZTKultur$zeigt$deutliche$Apoptosezeichen$und$ frei$
liegende$Zellorganellen.$Vergrößerung:$obere$Reihe:$2.000x;$untere$Reihe:$5.000x.$
$
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Nach 14-tägiger Kultivierung war in den TEM Aufnahmen der Kontrolle aus 100% 

primären Tenozyten ein geschlossener Zellverband mit zahlreichen, ausgeprägten 

Zell-Zell Kontakten und extensiver Matrixproduktion sichtbar. In höherer 

Vergrößerung konnten einzelne, dicke Matrixfibrillen im Interzellulärraum abgebildet 

werden. Die Zellen zeigten eine typische Tenozytenmorphologie mit elongierten, 

spindelförmigen Zellkörpern und langen, dünnen Pseudopodien. Die Tenozyten 

hatten einen funktionierenden Proteinsyntheseapparat mit prominenten, 

euchromatin-reichen Nuklei, zahlreich vorhandenen Mitochondrien, ausgeprägtem 

rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) und zahlreichen Golgi Apparaten. Diese 

vitalen, äußerst stoffwechselaktiven Zellen produzierten in großem Umfang eine 

hochstrukturierte, gut organisierte EZM (Abb. 33: Tenozyten). In der Kultur aus 

unbehandelten MSZ war ein grundlegend anderes Bild sichtbar. Die Zellen waren  

apoptotisch mit deformierten Nuklei und es war kein geschlossener Zellverband 

erkennbar. Weiterhin waren einzelne, frei liegende Zellorganellen, Plasmamembran- 

(‚membrane blebbing’) und Zellkerneinschnürungen ('apoptotic bodies’) und 

Zelltrümmer weitere Hinweise auf vermehrt gesteigerte Apoptose (Abb. 33: MSZ). 

Im Gegenteil dazu zeigten die TEM Aufnahmen der Ko-Kulturen aus MSZ und 

Tenozyten, in allen Mischverhältnissen, ein morphologisches Bild, welches dem der 

Kultur aus 100% Tenozyten ähnelte. In den Übersichtsaufnahmen war in allen 

Kulturen ein geschlossener Verband aus vitalen Zellen erkennbar, die typische 

morphologische Charakteristika von Tenozyten aufwiesen: voll ausgebildete 

Zellorganellen wie zahlreiche  Mitochondrien, rER, Golgi Apparate und Nuklei, die 

einen hohen Euchromatin Gehalt aufwiesen. In einigen Zellen der Ko-Kulturen waren 

Vesikel oder Vakuolen auszumachen, was wiederum auf aktiven Stoffwechsel und 

Zell-Zell Kommunikation hindeutete. Die in den interzellulären Raum sezernierten 

Matrixbestandteile bestanden überwiegend aus dicken, gut organisiert und 

geordneten Fibrillen. Es ließen sich mittels TEM keine signifikanten  Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Mischverhältnissen der einzelnen Ko-Kulturen 

nachweisen. 

Um noch eingehender die Zusammensetzung der im TEM nachgewiesenen, neu 

gebildeten EZM in den Ko-Kulturen zu analysieren wurden des Weiteren 

immunelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt und die HD-Ko-

Kulturen mit Antikörpern gegen Kollagen Typ I und Tenomodulin markiert. 
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Immunelektronenmikroskopisch zeigte sich in den 90:10 MSZ/T, 70:30 MSZ/T und 

50:50 MSZ/T Ko-Kulturen folgendes Bild:          

 

 

Die immunelektronenmikroskopische Analyse von Kollagen Typ I ergab eine 

deutliche Markierung in allen untersuchten Kulturen. Die Goldpartikel waren direkt an 

die dicken Fibrillen angelagert und gleichmäßig an den Fibrillen verteilt und lagen 

einzeln vor. Die Ultrastruktur des fibrillären Matrixnetzwerkes weist außerdem 

typische Sehnencharakteristika auf. So konnte beispielsweise die klassische 

Wellenform der Kollagenfibrillen dargestellt werden. Die Immunogoldmarkierung für 

den sehnentypischen Marker TeM war für die Validität der Ergebnisse von großer 

Wichtigkeit. Goldmarkiertes Tenomodulin konnte ebenfalls in allen untersuchten Ko-

Kulturen nachgewiesen werden. Da Tenomodulin ein Proteoglykan ist lag es anders 

als Kollagen Typ I, cluster-förmig zwischen dem Netzwerk aus Kollagenfibrillen vor 

(Abb. 34). Auch TeM wurde deutlich in allen Ko-Kulturen nachgewiesen, was 

Hinweise auf eine stattgefundene Tenogenese gab.   

Abb.$ 34:$ Immunelektronenmikroskopische$ Analyse$ caniner$ MSZ/Tenozyten$ in$ KoTKultur$
nach$ 14$ Tagen.$ In$ allen$ KoTKulturen$ sind$ Kollagen$ Typ$ I$ (dicke$ Pfeile)$ und$ Tenomodulin$
(schmale$ Pfeile)$ nachweisbar.$ Einzelne$ Goldpartikel$ sind$ erkennbar$ (Insets).$ Die$ im$
Interzellularraum$(I)$zwischen$den$Tenozyten$(t)$angelagerte$EZM$(M)$ist$hochstrukturiert$
und$weißt$typische$Sehnencharakteristika$auf.$Vergrößerung:$15.000x.$
$
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4.7.2. Auswirkungen auf die Proteinexpression 
Um die ultrastrukturellen und immunomorphologischen Ergebnisse zu bestätigen 

und um die neu gebildete EZM genauer zu quantifizieren und tenogene 

Signalkaskaden  zu analysieren, wurde im nächsten Schritt die Proteinexpression 

mittels SDS-PAGE untersucht. Für die Westernblotanalyse wurden die HD-Kulturen 

aus MSZ, Tenozyten und die verschiedenen Ko-Kulturen zum Einen mit normalem 

Medium und zum Anderen jeweils mit der Kombination aus den Wachstumsfaktoren 

IGF-1 und TGF-β1 (je 5ng/ml) inkubiert. Ziel hierbei war festzustellen, ob diese 

Wachstumsfaktoren, die in den vorangegangenen Experimenten den größten 

positiven Effekt auf Tenozyten und MSZ hatten, auch die Effekte der Ko-Kultur 

zwischen MSZ und Tenozyten beeinflussen und/oder verstärken können. Die HD-

Kulturen wurden jeweils nach 7 und 14 Tagen genommen und analysiert. 

 
 

 

 
Kollagen Typ I wurde in allen analysierten Kulturen mit Ausnahme der aus 100% 

unbehandelter MSZ exprimiert (Abb. 35). Generell war die Konzentration sowohl in 

den unbehandelten Kulturen, als auch in den mit IGF-1/TGF-β1 behandelten 

Kulturen nach 7 Tagen deutlich geringer als nach 14 Tagen. Auffällig war außerdem, 

dass die Kollagen Typ I Expression in behandelten und unbehandelten Tenozyten 

nach 7 Tagen keine signifikanten Unterschiede aufwies, wohingegen sie nach 14 

Tagen in der mit IGF-1/TGF-β1 behandelten Probe höher lag als in der 

unbehandelten (Abb. 35: A, F). Außerdem zeigte sich in den unbehandelten Ko-

Abb.$35:$Westernblot$Analyse$von$Kollagen$Typ$I$in$KoTKulturen$caniner$MSZ/Tenozyten$in$HDT
Kultur$nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$
(D/I)$70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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Kulturen eine Steigerung der Konzentration mit dem steigenden Gehalt von 

Tenozyten in der Ko-Kultur (Abb. 35: C, D, E). So war die Kollagen Typ I Synthese in 

der unbehandelten 50:50 MSZ/Tenozyten Ko-Kultur am höchsten (Abb. 35: E). 

Dieser Trend war in den unbehandelten HD-Kulturen auch nach 14 Tagen 

feststellbar, nicht jedoch in den mit Wachstumsfaktoren behandelten Ko-Kulturen 

(Abb. 35: C, D, E). Hier war die Kollagen Typ I Expression nach 7 und nach 14 

Tagen in den 90:10 und 70:30 Ko-Kulturen auf etwa gleichem Niveau, in der 50:50 

Ko-Kultur lag sie etwas höher (Abb. 35: H, I, J).  Kollagen Typ I Synthese war auch 

in den mit IGF-1/TGF-β1 behandelten MSZ nachweisbar. Sie lag nach 7 und nach 

14 Tagen etwa auf dem jeweiligen Niveau der unbehandelten Ko-Kultur mit dem 

MSZ/Tenozytenverhältniss 70:30 (Abb. 35: D, G). Die Synthese des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb jeweils unbeeinflusst.  

 

  

 

Die Kollagen Typ III Synthese lag in der Positivkontrolle aus 100% Tenozyten nach 

7-tägiger Kultivierung höher als nach 14 Tagen in Kultur und war insgesamt in den 

Tenozyten konstant stark (Abb. 36: A). Die unbehandelten MSZ Kulturen wiesen 

nach 7 und 14 Tagen jeweils nur Spuren von Kollagen Typ III auf (Abb. 36: B). Eine 

Steigerung des Kollagen Typ III Gehalts konnte, wie schon für Kollagen Typ I, mit 

steigendem prozentualem Anteil der Tenozyten an den unbehandelten Ko-Kulturen 

nach 7 und 14 Tagen beobachtet werde (Abb. 36: C, D, E). Zwischen behandelten 

Abb.$36:$Westernblot$Analyse$von$Kollagen$Typ$ III$ in$KoTKulturen$ caniner$MSZ/Tenozyten$ in$
HDTKultur$nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$ (A/F)$100%$Tenozyten;$ (B/G)$100%$MSZ;$ (C/H)$
90/10;$(D/I)$70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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und unbehandelten Tenozyten HD-Kulturen war zu keinem Zeitpunkt ein 

signifikanter Unterschied bei der Kollagen Typ III Synthese auszumachen (Abb. 36: 

A, F). Ebenso waren keine Kollagen Typ III Konzentrationsunterscheide zwischen 

behandelten und unbehandelten Ko-Kulturen feststellbar (Abb. 36: C-E, H-J). Eine 

leichte Steigerung des Kollagen Typ III Gehalts mit dem Anteil der an den Ko-

Kulturen beteiligten Tenozyten, konnte aber auch bei den mit IGF-1/TGF-β1 Ko-

Kulturen beobachtet werde (Abb. 36: H, I, J). Die mit der Kombination aus IGF-1/ 

TGF-β1 inkubierten MSZ exprimierten sowohl nach 7, als auch nach 14 Tagen, 

Kollagen Typ III auf dem Niveau der jeweiligen unbehandelten Tenozytenkontrolle 

(Abb. 36: A, F). Die Synthese des housekeeping Proteins β-Aktin wurde nicht 

beeinflusst.  

 

Des Weiteren wurde die Produktion des sehnentypischen Proteoglykans TeM 

untersucht. TeM wurde in den unbehandelten Tenozyten sowohl nach 7, als auch 

nach 14 Tagen erwartungsgemäß exprimiert. Die Expression nach 14 Tagen, lag 

leicht über der nach 7 Tagen nachgewiesen (Abb. 37: A). In den unbehandelten 

MSZ fand zu keinem Zeitpunkt TeM Synthese statt (Abb. 37: B). Die unbehandelten 

Ko-Kulturen zeigten nach 7 Tagen alle TeM Synthese wobei diese in der im 

Verhältnis 90:10 MSZ/Tenozyten gemischten Ko-Kultur am höchsten war. Die TeM 

Synthese nahm mit steigendem prozentualem Anteil der Tenozyten in den Ko-

Kulturen ab. Sie lag in der 70:30 Ko-Kultur leicht höher als in der Positivkontrolle und 

in der 50:50 Ko-Kultur auf etwa dem selben Niveau wie in der Positivkontrolle (Abb. 

37: C, D, E). Ein umgekehrtes Bild zeigte sich in den unbehandelten, für 14 Tage 

kultivierten Ko-Kulturen. Hier lag die TeM Konzentration in der 90:10 Ko-Kultur auf 

Abb.$37:$Westernblot$Analyse$von$Tenomodulin$in$KoTKulturen$caniner$MSZ/Tenozyten$in$HDT
Kultur$nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$
(D/I)$70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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dem Niveau der Kontrolle und stieg mit steigendem Tenozytenanteil in den Ko-

Kulturen weiter an (Abb. 37: C, D, E). In den mit IGF-1/TGF-β1 behandelten 

Tenozyten zeigte sich nach 7 und 14 Tagen eine TeM Expression, die keine 

signifikanten Unterschiede zur Positivkontrolle aufwies (Abb. 37: F). Die mit 

Wachstumsfaktoren behandelten MSZ zeigten TeM Expression auf etwa demselben 

Niveau (Abb. 37: G). Die behandelten Ko-Kulturen zeigten ein anderes 

Expressionmuster als die unbehandelten. So war die TeM Synthese in der 

behandelten 90:10 Ko-Kultur, nach 7 Tagen, deutlich geringer als in der 

Unbehandelten (Abb. 37: C, H). In den für 7 Tage mit IGF-1/TGF-β1 behandelten 

Ko-Kulturen nahm die TeM Expression dann mit steigendem Tenozytengehalt zu 

und erreichte in der 50:50 Ko-Kultur die höchste Konzentration (Abb. 37: H, I, J). 

Nach 14-tägiger Kultivierung der verschiedenen Ko-Kulturen mit Wachstumsfaktoren 

zeigte sich ein ähnliches Bild. Die TeM Konzentration war in der 90:10 Ko-Kultur am 

geringsten und stieg von der 70:30 zur 50:50 Ko-Kultur jeweils leicht an. Allerdings 

waren hier die Konzentrationsdifferenzen verschwindend gering (Abb. 37: H, I, J). 

Die Konzentration des housekeeping Proteins β-Aktin wurde nicht beeinflusst. 

 

 

 
 
Die Westernblotanalyse von β1-Integrin zeigte eine deutliche Expression des 

Proteins in den unbehandelten Tenozyten Kulturen, welche nach 14 Tagen deutlich 

höher lag als nach 7-tägiger Kultivierung (Abb. 38: A). In den unbehandelten MSZ 

waren hingegen jeweils nur verschwindend geringe Spuren von β1-Integrin 

nachweisbar (Abb. 38: B). In den unbehandelten Ko-Kulturen in verschiedenen 

Abb.$ 38:$Westernblot$ Analyse$ von$β1TIntegrin$ in$ KoTKulturen$ caniner$MSZ/Tenozyten$ in$ HDT
Kultur$nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$
(D/I)$70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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Mischverhältnissen zeigte sich ein Anstieg der β1-Integrin Konzentration mit 

steigendem Anteil von Tenozyten an der Ko-Kultur. Sowohl nach 7, als auch nach 14 

Tagen erreichte die jeweilige 50:50 Ko-Kultur das β1-Integrin Expressionsniveau der 

jeweiligen Positivkontrolle. Die β1-Integrin Konzentration lag in allen unbehandelten 

Ko-Kulturen nach 14 Tagen jeweils höher als nach 7 Tagen (Abb. 38: C, D, E). Alle 

mit IGF-1/TGF-β1 behandelten Kulturen und Ko-Kulturen exprimierten nach 7-

tägiger Kultivierung ähnlich hohe Mengen β1-Integrin (Abb. 38: F-J). Nach 14 Tagen 

ließ sich in den behandelten Ko-Kulturen wiederum ein Anstieg der β1-Integrin 

Konzentration nachweisen, der mit dem steigenden Tenozytengehalt der Ko-

Kulturen einher ging (Abb. 38: H,I,J). Die behandelten Tenozyten zeigten nach 14 

Tagen eine leicht erhöhte β1-Integrin Synthese im Vergleich zur Positivkontrolle, die 

behandelten MSZ exprimierten β1-Integrin auf dem Niveau der unbehandelten 90:10 

Ko-Kultur (Abb. 38: F, G). Die Expression des housekeeping Proteins β-Aktin blieb 

unbeeinflusst.  

Des Weiteren wurde das am MAPKinase Pathway beteiligte Signalprotein Shc 

untersucht. 

 

 

Nach 7 Tagen Inkubation mit normalem Medium war eine deutliche Shc Expression  

in den Tenozyten Kulturen nachweisbar, die nach 14 Tagen deutlich absank (Abb. 

39: A). In der Kultur aus unbehandelten MSZ waren nach 7 und 14 Tagen jeweils nur 

Abb.$ 39:$Westernblot$ Analyse$ von$ Shc$ in$ KoTKulturen$ caniner$MSZ/Tenozyten$ in$ HDTKultur$
nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$(D/I)$
70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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Spuren von Shc nachweisbar, was Hinweise darauf gab, dass wenigstens einige, 

noch stoffwechselaktive Zellen in den Kulturen vorhanden waren (Abb. 39: B). In den 

diversen unbehandelten Ko-Kulturen wurde Shc zu beiden Entnahmezeitpunkten 

stark exprimiert. Wie schon bei einigen der anderen analysierten Proteine stieg die 

Shc Synthese mit dem Gehalt der Tenozyten in der jeweiligen Ko-Kultur. Die Shc 

Konzentration lag hierbei in allen Ko-Kulturen nach 7 Tagen jeweils höher, als in der 

entsprechenden Ko-Kultur nach 14-tägiger Kultivierung (Abb. 39: C, D, E). Die mit 

den Wachstumsfaktoren IGF-1/TGF-β1 behandelten Tenozyten exprimierten nach 7-

tägiger Kultivierung Shc im gleichen Ausmaß wie die unbehandelten Tenozyten. 

Nach 14 Tagen synthetisierte die behandelte Kultur jedoch deutlich mehr Shc als die 

Kontrolle (Abb. 39: F). Die behandelten MSZ exprimierten nach 7 Tagen in Kultur 

äquivalente Shc Mengen wie die behandelten und unbehandelten Tenozyten. Nach 

14-tägiger Inkubation mit IGF-1/TGF-β1 lag die Shc Expression auf dem Niveau der 

Positivkontrolle aus unbehandelten Tenozyten (Abb. 39: G). Im direkten Vergleich 

zwischen den über 7 Tage kultivierten Ko-Kulturen zeigte sich, dass die 

verschiedenen behandelten und unbehandelten Ko-Kulturen jeweils etwa gleich viel 

Shc produzierten. Lediglich in der behandelten 50:50 Ko-Kultur war die Shc 

Expression leicht erhöht. Auch bei den behandelten, nach 14 Tagen in Kultur 

ausgewerteten Ko-Kulturen, ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der Shc 

Synthese zu den unbehandelten Ko-Kulturen feststellen (Abb. 39: H, I, J). Die 

Konzentration des housekeeping Proteins β-Aktin wurde nicht beeinflusst.  

Neben Shc, spielen auch die Isoformen des Proteins ERK eine entscheidende Rolle 

im MAPKinase Signalübertragungsweg. In den unbehandelten Tenozyten Kulturen 

lag die ERK 1/2 Synthese nach 7-tägiger Kultivierung deutlich höher als nach 14 

Tagen (Abb. 40: A). In den unbehandelten MSZ Kulturen ließ sich zu keinem 

Zeitpunkt eine ERK 1/2 Synthese feststellen (Abb. 40: B). Die unbehandelten Ko-

Kulturen in den verschiedenen Mischverhältnissen zeigten hingegen, zu beiden 

Entnahmezeitpunkten, alle eine deutliche ERK1/2 Expression. Insbesondere die 

44kDa Isoform wurde nach 7-tägiger Inkubation nicht so stark exprimiert wie die 

42kDa Isoform des Proteins. In den jeweiligen Ko-Kulturen im Verhältnis 90:10, 

wurden beide Isoformen gleich stark exprimiert (Abb. 40: C, D, E). Im Gegensatz 

hierzu, wurde in den Ko-Kulturen im Verhältnis 70:30 und 50:50 jeweils die 42kDa 

Isoform verstärkt exprimiert während sich die Gesamtkonzentration von ERK 1/2 mit 
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dem Anteil der Tenozyten an der Ko-Kultur steigerte (Abb. 40: D, E). Bei den mit 

Wachstumsfaktoren behandelten Ko-Kulturen war nach 7 Tagen die gleiche 

Steigerung, proportional zum Tenozytengehalt der jeweiligen Ko-Kultur, der ERK 1/2 

Expression erkennbar (Abb. 40: H, I, J).  

  

 

Nach 14 Tagen blieb diese jedoch aus und alle behandelten Ko-Kulturen 

synthetisierten ERK 1/2 auf dem gleichen Niveau wie auch die behandelten 

Tenozyten und MSZ. Die ERK Synthese lag hierbei in allen mit IGF-1/TGFβ1 

behandelten Kulturen auf gleichem Niveau, etwa doppelt so hoch, wie in der 

unbehandelten Tenozytenkontrolle (Abb. 40: F-J). Die Expression des housekeeping 

Proteins β-Aktin blieb unbeeinflusst.  

 

  

Abb.$40:$Westernblot$Analyse$von$ERK$1/2$in$KoTKulturen$caniner$MSZ/Tenozyten$in$HDTKultur$
nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$(D/I)$
70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$

Abb.$41:$Westernblot$Analyse$von$aktiver$CaspaseT3$(17kDa$Fragment)$in$KoTKulturen$caniner$
MSZ/Tenozyten$in$HDTKultur$nach$7$und$14$Tagen$Kultivierung.$(A/F)$100%$Tenozyten;$(B/G)$
100%$MSZ;$(C/H)$90/10;$(D/I)$70/30;$(E/J)$50/50;$(FTJ)$kultiviert$mit$je$5ng/ml$IGFT1/TGFTβ1.$
$
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Um das Ausmaß möglicher Apoptose in den einzelnen Kulturen zu untersuchen 

wurde die Schlüssel-Caspase-3 untersucht. Aktive Caspase-3 war in den Tenozyten 

Kontrollen nicht nachweisbar (Abb. 41: A). Im Gegensatz dazu wurde aktive 

Caspase-3 in den unbehandelten MSZ-Kulturen deutlich exprimiert. In den 

unbehandelten MSZ lag die aktive Caspase-3 Konzentration nach 7-tägiger 

Kultivierung etwas höher als nach 14-tägiger Kulturdauer (Abb. 41: B). So war ein 

Großteil der sich in dieser Kultur befindlichen Zellen apoptotisch, während die Zellen 

in den übrigen Kulturen zum größten Teil vital waren oder zumindest keine 

Apoptosezeichen zeigten. Alle übrigen Kulturen zeigten keine aktive Caspase-3 

Expression (Abb. 41: C-J).  

Die Proteinexpressionsanalysen der behandelten und unbehandelten Ko-Kulturen 

zeigten deutlich, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den analysierten 

HD-Kulturen feststellbar waren. Die Wachstumsfaktorkombination aus IGF-1/TGFβ1 

hatte somit nur geringfügigen Einfluss auf Zellproliferation und Synthese der 

analysierten Proteine. Außerdem wurde deutlich gezeigt dass in den unbehandelten 

Ko-Kulturen eine Proteinsynthese erreicht wurde, die vergleichbar mit der der 

Tenozytenkontrolle war. Die Konzentration der analysierten Proteine korrelierte 

hierbei nur geringfügig mit dem Tenozytengehalt der Ko-Kulturen. So konnte für viele 

Proteine gezeigt werden, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Mischverhältnissen von MSZ und Tenozyten bestanden.   

 

4.7.3. PKH Färbung Ko-Kultur aus MSZ und Tenozyten in HD-Kultur 

Um die Verteilung der Tenozyten und MSZ innerhalb der HD-Ko-Kulturen zu 

analysieren und auszuschließen, dass insbesondere die TEM Bilder nur eine 

bestimmte Zellpopulation widerspiegeln, wurden die Zellen mit fluoreszierendem 

PKH Membranfarbstoff behandelt und anschließend in HD-Kultur gebracht. MSZ 

wurden mit rotem PKH Farbstoff (PKH26) behandelt, Tenozyten mit grünem PKH 

Farbstoff (PKH67). Der PKH Farbstoff ermöglicht es die Membran vitaler Zellen 

anzufärben, in Kultur zu bringen und ihre Verteilung zu verfolgen. Die HD-Kulturen 

wurden für 7 und 14 Tage inkubiert. Die Analyse der HD-Kulturen zeigte, dass 

sowohl nach 7, als auch nach 14 Tagen, beide Zelltypen gleichmäßig über die 

gesamte HD-Kultur verteilt vorlagen. Es war keine Anhäufung eines Zelltypes in 

bestimmten Regionen der Kultur feststellbar (Abb. 42). 
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4.7.4. PKH Färbung Ko-Kultur aus MSZ und Tenozyten in Monolayer 
Um die Effekte, die in den vorherigen Experimenten beschrieben wurden genauer zu 

erklären und die für Differenzierungsvorgänge äußerst wichtigen Zell-Zell 

Interaktionen darstellen zu können, wurden im Folgenden Ko-Kulturen aus 50%MSZ 

und 50% primären Tenozyten mit fluoreszierendem PKH Membranfarbstoff 

behandelt und im Monolayer über mehrere Tage kultiviert. MSZ wurden, wie schon 

im vorherigen Versuch rot (PKH26), Tenozyten grün (PKH67) markiert.  

Nach 1-tägiger Kultivierung zeigen die Übersichtsaufnahmen eine gleichmäßige 

Verteilung der verschiedenen Zelltypen (Abb. 43: a, b). Es bildeten sich erste Zell-

Zell Kontakte aus und die Zellen bildeten lange Pseudopodien um aktiv mit Zellen 

vom anderen Typ in Kontakt zu treten. Nach 2-tägiger Inkubation waren weiterhin 

aktive interzelluläre Kontakte vorhanden und die Tenozyten zeigten die für diesen 

Zelltyp typische Entwicklung ausgedehnter, langer Pseudopodien mit denen sie aktiv 

den Kontakt zu MSZ suchten (Abb. 43: c, d). Die intensiven Zell-Zell Kontakte 

konnten auch nach 4 Tagen in Kultur beobachtet werden (Abb. 43: e, f) und blieben 

bis zum Ende der Kultivierung nach 7 Tagen bestehen (Abb. 43: g, h). Außerdem 

konnte ein Stoffaustausch zwischen den verschiedenen Zelltypen beobachtet 

werden. So wurden Vesikel gebildet und aktiv ausgetauscht (Abb. 43: e, f, h). Zum 

Abb.$ 42:$ HDTKulturen$ mit$ PKHTFärbung$ behandelt$ zur$ Analyse$ der$ Verteilung$ der$
verschiedenen$ Zellpopulationen.$ Es$ zeigt$ sich$ eine$ gleichmäßige$ Verteilung$ beider$ Zelltypen$
über$die$gesamte$HDTKultur.$Vergrößerung:$20x,$Balken:15$μm$
$
$
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Beispiel waren rote Vesikel, die den MSZ entstammen, in grünen Tenozyten 

nachweisbar (Abb. 43: Insets e, f, g) und Vesikel, die Teile der Plasmamembran der 

grün gefärbten Tenozyten enthielten, waren in rot gefärbten MSZ zu sehen (Abb.43: 

Inset f). 

 

 

 

4.8. Endo-/Exozytose Assay 
Da die vorherigen Ergebnisse aus dem Monolayer PKH Versuch klare Hinweise auf 

einen aktiven interzellulären Stoffaustausch gaben, es allerdings mittels der PKH 

Färbemethode nicht möglich war diesen genauer zu erklären bzw. zu 

charakterisieren, wurde im Folgenden ein Endozytose/Exozytose Assay 

durchgeführt. In den mit PKH gefärbten Zellen konnten Vesikel des jeweils anderen 

Zelltyps festgestellt werden. Wo sich diese Vesikel genau befanden, intrazellulär, 

membrangebunden oder extrazellulär, konnte jedoch nicht mit Sicherheit 

nachgewiesen werden. Um diesbezüglich eine Aussage treffen zu können, wurden 

die verschiedenen Zelltypen mit goldgekoppelten Sekundärantikörpern 

unterschiedlicher Größe inkubiert. Tenozyten und MSZ wurden hierfür jeweils 

getrennt in Suspension gebracht und für 10 min. mit den entsprechenden 

Abb.$43:$KoTKultur$aus$50%$MSZ$(rot)$und$50%$Tenozyten$(grün)$mit$PKHTFärbung.$a'Monolayer$
KoTKultur.$Nach$ einem$bzw.$ zwei$ Tagen$ in$ Kultur$ konnten$ interzelluläre$ Kontakte$ (Pfeile)$ und$
ZellTZell$Kommunikation$beobachtet$werden$(bTd).$Diese$verstärkten$sich$nach$4$Tagen$(eTf)$und$
blieben$ bis$ zum$ Ende$ der$ Inkubation$ (7d)$ erhalten$ (gTh).$ Die$ Zellen$ suchten$ aktiv$ den$
interzellulären$Kontakt$(*)$und$tauschten$Vesikel$aus$(Insets).$Rote$Vesikel$sind$in$grünen$Zellen$
erkennbar$ (dicke$ weiße$ Pfeilspitzen)$ und$ grüne$ Vesikel$ in$ roten$ Zellen$ (dünne$ weiße$
Pfeilspitzen).$Vergrößerung:$aTc:$100x,Balken$60$μm;$dTh:$200x,$Balken$30$μm.$
$
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Antikörpern inkubiert. Tenozyten mit 5nm großen Goldpartikeln, MSZ mit 10 nm 

großen Goldpartikeln.  

  

 

Die immunelektronenmikroskopische Analyse zeigte deutlich, dass die Zellen die 

jeweiligen Goldpartikel mittels Endozytose aufgenommen hatten (Abb. 44). So 

waren, sowohl im Zytoplasma der Tenozyten als auch an ihre Membran gebundene 

5nm Goldpartikel zu sehen (Abb. 44: Tenozyten). Auch in den Aufnahmen der MSZ 

waren intrazellulär gelegene und membrangebundene 10nm Goldpartikel sichtbar 

(Abb. 44: MSZ). Nach mehrmaligem Spülen wurden Tenozyten und MSZ wiederum 

in Suspension in eine 50%/50% Ko-Kultur überführt und für weitere 48h inkubiert. 

Die immunelektronenmikroskopischen Bilder der Ko-Kultur zeigen deutlich 

Goldpartikel beider Größen (5nm und 10nm) innerhalb der jeweils abgebildeten 

Zellen (Abb. 44: 50/50). Der aktive Stoffaustausch, der hiermit belegt wurde, 

Abb.$ 44:$ Immunelektronenmikroskopische$ Aufnahmen$ von$ mit$ 5nm$ Goldpartikeln$
inkubierten$primären$Tenozyten$(dünner$Pfeil)$und$mit$10nm$Goldpartikel$inkubierten$MSZ$
(dicker$Pfeil)$nach$48h$Inkubation.$ In$der$KoTKultur$aus$50%$Tenozyten$und$50%$MSZ$sind$
deutlich$5nm$und$10nm$Goldpartikel$innerhalb$der$selben$Zelle$zu$erkennen.$Extrazellulärer$
Raum$ (E),$ Nukleus$ (N),$ Mitochondrien$ (Mi),$ Pseudopodien$ (p),$ Vakuolen$ (v),$ ZellTZell$
Kontakte$(*).$Vergrößerung:$20.000x.$
$
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geschah zum Teil durch die Produktion von Vesikeln, zum Teil durch direkte 

Endozytose- und Exozytosevorgänge. So waren, besonders an Stellen, an denen 

aktiver Zell-Zell Kontakt über Pseudopodien oder Membrankontakte beobachtet 

werden konnte, Anhäufungen verschiedener Goldpartikel zu sehen. Auch innerhalb 

von Aus- oder Einstülpungen der Plasmamembran lagen diese gehäuft vor. 

 

 

4.9. Supernatant Versuch 
Die vorangegangenen Versuche, insbesondere die PKH Ko-Kulturen und der  

Endozytose/Exozytose Assay zeigten, dass zwischen Tenozyten und MSZ eine 

intensive interzelluläre Kommunikation mit aktivem Stoffaustausch zwischen den 

Zellen stattfindet. Im folgenden Versuch sollte nun festgestellt werden, ob die von 

den Tenozyten sezernierten Stoffe alleine einen ausreichenden Stimulus darstellen 

um die MSZ zur Tenogenese anzuregen. Hierfür wurden HD-Kulturen aus 100% 

MSZ mit dem Überstand aus Tenozytenmonolayerkulturen für 7 oder 14 Tagen 

inkubiert. Als Positivkontrollen wurden Tenozyten und MSZ mit normalem Medium 

kultiviert, MSZ mit einer Kombination aus IGF-1/TGF-β1 (je 5ng/ml) oder HD-Ko-

Kulturen aus 50% Tenozyten und 50% MSZ. Die HD-Kulturen wurden mittels TEM, 

Immunelektronenmikroskopie und SDS-PAGE ausgewertet. 

 

 
 
Abb.45:$ Elektronenmikroskopische$ Analyse$ caniner$ MSZ/Tenozyten$ in$ HDTKultur$ und$ KoT
Kultur$ nach$ 7$ und$ 14$ Tagen.$ Überstand$ von$Monolayer$ Sehnenzellkulturen$ führt$ bei$MSZ$
HDTKulturen$ zu$ tenogener$ Matrixproduktion.$ Strukturierte$ EZM$ Produktion$ (M)$ der$
Tenozyten$ (t)$ und$ enge$ ZellTZell$ Kontakte$ (*)$ sind$ (außer$ 100%$ MSZ)$ in$ allen$ Kulturen$
erkennbar.$Vergrößerung:$2.000x.$
$
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In der Kontrolle aus 100% Tenozyten war nach 7 und 14 Tagen ein geschlossener 

Zellverband aus vitalen Zellen nachweisbar. Die Zellen zeigten eine typische  

Tenozytenmorphologie mit lang gezogenen Zellkörpern und ausgeprägte, 

spindelförmige Pseudopodien. Es waren zahlreiche interzelluläre Kontakte zu 

erkennen und die Zellen produzierten eine hochstrukturierte EZM (Abb. 45). Die 

100% MSZ Kontrolle zeigte einzelne Zellen die deutliche Apoptosezeichen 

aufwiesen. So waren nach 7 und 14 Tagen, keine interzellulären Kontakte und kein 

geschlossener Zellverband erkennbar (Abb. 45). In den mit den Wachstumsfaktoren 

IGF-1/TGF-β1 behandelten MSZ HD-Kulturen und der Ko-Kultur aus MSZ und 

Tenozyten im Verhältnis 50:50 war, wie auch unter 4.6 bzw. 4.7 beschrieben, ein der 

100% Tenozytenkultur sehr ähnliches Bild zu erkennen. Sowohl nach 7, als auch 

nach 14 Tagen, waren vitale Zellen die enge Zell-Zell Kontakte ausgebildet hatten 

und eine gut organisierte EZM produzierten nachweisbar (Abb. 45). In den HD-

Kulturen, die mit dem Überstand aus im Monolayer kultivierten Tenozyten inkubiert 

wurden, war deutliche Matrixproduktion nachweisbar. Weiterhin  waren die Zellen 

spindelförmig mit langen Zellfortsätzen und bildeten einen zusammenhängenden 

Zellverband. Die Zellen waren sehr stoffwechselaktiv und verfügten über einen 

ausgeprägten Proteinsyntheseapparat bestehend aus großen Mengen rER, 

zahlreichen Mitochondrien und prominenten, euchromatinreichen Nuklei. Die 

Supernatant Kultur ähnelte somit deutlich der 100% Tenozytenkultur. Dieses Bild 

zeigte sich sowohl nach 7-tägiger, als auch nach14-tägiger Kultivierung (Abb. 45).  

Um die neu gebildete EZM genauer zu klassifizieren und auf ultrastruktureller Ebene 

sehnentypische Matrixkomponenten wie Kollagen Typ I und den Sehnenmarker 

Tenomodulin nachzuweisen, wurden die HD-Kulturen im Folgenden immunmarkiert 

und mittels TEM ausgewertet. Hierfür wurden die Kulturen nach 14-tägiger 

Inkubation ausgewertet. Auf eine Immunmarkierung für die entsprechenden Proteine 

in der Negativkontrolle aus 100% unbehandelten MSZ wurde verzichtet, da hier 

keine Expression von EZM Molekülen zu erwarten war.  Sowohl Kollagen Typ I als 

auch Tenomodulin, ließen sich in den Kontrollen aus 100% Tenozyten, mit IGF-1/ 

TGF-β1 behandelten MSZ und der 50:50 Ko-Kultur jeweils deutlich nachweisen. Die 

Kollagen Typ I Moleküle lagen dabei gleichmäßig auf den Kollagenfibrillen verteilt 

vor.  Die Tenomodulin Moleküle dagegen haufenweise zwischen den 

Kollagenfibrillen gebündelt (Abb.46). Einzelne Goldpartikel die an Epitope auf den 
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jeweiligen Proteinen gebunden hatten, waren in höheren Vergrößerungen deutlich 

erkennbar (Abb. 46: Insets).   

  

 

In den MSZ, die mit dem Überstand aus im Monolayer gezüchteten Tenozyten 

behandelt wurden, war in der immunelektronenmikroskopischen Analyse ebenfalls 

eine deutliche Markierung für Kollagen Typ I und für Tenomodulin nachweisbar. 

Auch hier waren die mit Goldpartikeln markierten Kollagen Typ I Moleküle zahlreich 

und lagen gleichmäßig auf den Kollagenfibrillen vor. Die Tenomodulin Moleküle 

hingegen ließen sich wie in den Kontrollen, clusterförmig innerhalb der Matrix 

nachweisen (Abb. 46).  

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Tenozyten lösliche Stoffe/Faktoren ins 

Medium sezernieren, welche bei den MSZ in HD-Kultur Tenogenese induzieren 

können.  

 

 

 
 

Abb.$ 46:$ Immunelektronenmikroskopische$ Analyse$ caniner$ MSZ/Tenozyten$ in$ HDTKultur$ und$
KoTKultur$nach$14$Tagen.$Strukturierte$EZM$Produktion$(M)$der$Tenozyten$(t)$und$enge$ZellTZell$
Kontakte$ (*)$ sind$ in$ allen$ Kulturen$ erkennbar.$ Insets:$ Immunelektronenmikroskopische$
Aufnahmen$ von$ immunmarkiertem$ Kollagen$ Typ$ I$ (a)' (dicker$ Pfeil)$ und$ Tenomodulin$ (b)'
(dünner$Pfeil).$Vergrößerung:$15.000x.$
$
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5. DISKUSSION 
Mehr als 30 Millionen Sehnen- und Ligamentverletzungen werden jährlich weltweit 

gemeldet (Maffulli et al., 2003). Sie sind damit sehr häufig und stellen die Medizin  

vor große therapeutische Herausforderungen. Da es sich bei Sehnen um 

bradytrophes, schlecht durchblutetes Gewebe handelt, sind die intrinsischen 

Regenerationsfähigkeiten begrenzt. Daher können auch schon wiederholte 

Überbeanspruchung und wiederkehrende kleinere, klinisch unauffällige Verletzungen 

zu bleibenden Schäden im Sehnengewebe führen. Kommt es in der Folge zu einer 

höhergradigen Überdehnung, kann das vorgeschädigte Gewebe komplett reißen.  

Die Therapiemöglichkeiten sind begrenzt. Klinisch relevant und praktikabel sind 

heute die Sehnennaht, die Sehnenverlagerung und Sehnentransplantate wie 

Autografts, Xenografts und synthetische Prothesen (Jackson et al., 1992; Olson et 

al., 1988; Sabiston et al., 1990). Diese Methoden haben jedoch nur eingeschränkte 

Therapieerfolge nachzuweisen (Goh et al., 2003). Dies ist hauptsächlich durch die 

Bildung von fibrösem Narbengewebe während der Heilung bedingt, welches dem 

nativen Sehnengewebe funktionell und qualitativ unterlegen ist (Favata et al., 2006). 

Neben den augenscheinlichen Vorteilen des ‚Goldstandards’ Autograft Therapie, wie 

geringen immunologischen Komplikationen und schneller Integration in den 

Gewebsverband, hat ihre Verwendung auch einige Nachteile. Dazu gehören die 

längere Operationsdauer durch den zusätzlichen Zeitbedarf zur Gewinnung des 

Grafts, der Funktionsverlust an der Entnahmestelle des Sehnentransplantates und 

die begrenzte Verfügbarkeit von verwendbarem Gewebe.  Außerdem wurde schon 

früh gezeigt, dass sich auch im Vergleich zur natürlichen Heilung, das durch 

Autograft-Therapie gebildete Neotendon von dem ursprünglichen, unverletzten 

Gewebe in seinen mechanischen und morphologischen Eigenschaften stark 

unterscheidet (Salamon et al., 1970).  

Bei der Verwendung von Allografts, stehen Probleme wie immunologische 

Reaktionen, Krankheitsübertragungen und nicht zuletzt die mangelnde 

Spenderverfügbarkeit im Vordergrund (Getgood and Bollen, 2010). Prothesen und 

Scaffolds aus verschiedensten, biologisch abbaubaren und nicht abbaubaren 

Materialien wie Polyester, Polyethylen, Teflon, Gore-tex und zahlreiche Andere zum 

Sehnenersatz haben ebenfalls zu keinem Zeitpunkt befriedigende Outcomes 

geliefert (Chen et al., 2009; Gonzalez, 1959; Goodship et al., 1980; Grau, 1958). Die 

Ursache für die beschriebenen Probleme besteht hauptsächlich in einer 
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insuffizienten, unstrukturierten und schlecht integrierten EZM die während des 

Regenerationsprozesses gebildet wird (Reddy et al., 1999; Sharma and Maffulli, 

2005b). Ursache hierfür ist wiederum ein fehlerhaftes, unzureichendes Matrix 

Remodelling, welches in der letzten Phase des Heilungsprozesses stattfindet 

(Sharma and Maffulli, 2005a).  

Tendon Tissue Engineering ist ein vielversprechender neuer Ansatz, der die 

Möglichkeit bietet die Gewebsheilung im Vergleich zu den oben beschriebenen, 

klassischen Methoden qualitativ zu verbessern und zu beschleunigen und dadurch 

weniger Komplikationen und Funktionseinschränkungen zu verursachen. Ziel der 

interdisziplinären Ansätze des Tissue Engineering (TE) ist es hierbei im Gegensatz 

zum Austausch oder Ersatz der Sehne, eine vollständige Regeneration, also 

Restitutio ad integrum, zu erreichen. Die Hauptkomponenten die im TE zum Einsatz 

kommen, sind die entsprechenden Zellen, Biomaterialien oder Scaffolds, welche an 

der Stelle des Defekts eingebracht und integriert werden, und Zytokine oder sonstige 

Biomoleküle, welche die jeweils gewünschten biologischen Effekte vermitteln (Yin et 

al., 2010).  

Vor diesem Hintergrund war es daher Ziel der vorliegenden Arbeit Zellen und 

Wachstumsfaktoren zu identifizieren und zu charakterisieren, die sich für neue, 

erfolgsversprechende Ansätze im Tissue Engineering nutzen lassen. 

 

5.1. Kultivierung und Differenzierung der MSZ  
Ein Zelltyp mit dem im Tissue Engineering intensiv gearbeitet wird, sind die MSZ. 

Für die vorliegende Arbeit wurden MSZ aus dem Fettgewebe von Hunden isoliert 

und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und Behandlung mit verschiedenen 

Differenzierungsmedien charakterisiert. 

Im ersten Schritt der Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die isolierten 

Zellen MSZ Marker CD 105+ und CD 90+ exprimierten, während die 

haematopoetischen Stammzellmarker CD 45- und CD 34- negativ waren. Dies ist 

eine der Voraussetzungen, die erfüllt sein müssen um sicherzustellen, dass es sich 

tatsächlich um MSZ handelt (Csaki et al., 2007; Dominici et al., 2006; Mageed et al., 

2007; Mareddy et al., 2007). Ein weiters essentielles Merkmal ist die Fähigkeit der 

MSZ sich unter adäquaten Kulturbedingungen zu verschiedenen Zelllinien 

differenzieren zu lassen (Dominici et al., 2006; Pittenger et al., 1999). In dieser 

Arbeit wurde die Differenzierung zu Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten 
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jeweils mittels, Lichtmikroskopie, TEM und Immunelektronenmikroskopie 

nachgewiesen.  

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass mit adipogenem Induktionsmedium 

behandelte, aus caninem Fettgewebe isolierte MSZ, charakteristische Eigenschaften 

von Adipozyten entwickelten. So konnten mikroskopisch mittels Oil Red O Färbung 

Lipideinlagerungen innerhalb der Zellen dargestellt werden, die dann im TEM  

eindeutig bestätigt wurden. Außerdem konnten Mitochondrien vom Lamina cristae 

Typ und eine strukturierte, fein fibrilläre EZM nachgewiesen werden. Mittels 

Immunogoldmarkierung konnte des Weiteren auch das adipozyten-spezifische 

Protein Adiponectin nachgewiesen werden (D'Andrea et al., 2008). Diese Ergebnisse 

verifizieren eindeutig, dass sich die MSZ unter den verwendeten Kulturbedingungen 

zu Adipozyten differenziert hatten.  

Die osteogene Differenzierung wurde lichtmikroskopisch mit von Kossa Färbung 

nachgewiesen. Es ließen sich hierbei mineralisierte Knötchen in den differenzierten 

Osteoblasten darstellen. Die TEM Analyse der Ultrastruktur zeigte rundliche Zellen 

mit zahlreichen Organellen, die eine aus dickeren Fibrillen bestehende, 

hochstrukturierte EZM synthetisierten. Eine weitere Bestätigung für stattgefundene 

Osteogenese gab die Immunmarkierung des Proteins Osteocalzin, welches mittels 

IEM nachgewiesen wurde und das ein Oseoblasten-spezifischer Marker ist (Ducy, 

2000; Ducy et al., 2000).  

Chondrogenese wurde im ersten Schritt durch Alcianblau Färbung des ‚cartilage 

specific proteoglycans’ (CSPG) in den mit chondrogenem Induktionsmedium 

behandelten MSZ HD-Kulturen nachgewiesen. Ultrastrukturell konnte gezeigt 

werden, dass der Zellphänotyp rundlicher wurde und sich Knorpelknötchen gebildet 

hatten. Die neu differenzierten Chondrozyten zeigten hohe Euchromatin Anteile im 

Nukleus und eine Anhäufung verschiedener Zellorganellen, was als Hinweis auf 

äußerst aktive Proteinsynthese gilt. Diese gesteigerte Syntheseleistung der Zellen 

spiegelte sich in der Produktion einer aus feinen, dünnen Fibrillen bestehenden EZM 

ab, in welche die Zellen eingebettet waren. Die Knorpelknötchen waren außerdem 

von einer Schicht flacherer, fibroblasten-artiger Zellen umgeben, die innerhalb einer 

aus dickeren Fibrillen bestehenden EZM lagen. Diese Strukturen entsprechen dem 

Perichondrium wie es in vivo zu finden ist. Immunelektronenmikroskopisch ließ sich 

des weiteren CSPG innerhalb der Matrix nachweisen, was ein weiterer Hinweis auf 

stattgefundene Chondrogenese war (Boatright and Salvesen, 2003).  
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5.2. Kultivierung der Tenozyten in Monolayer- und HD-Kultur 
Die für diese Arbeit verwendeten primären Tenozyten wurden zunächst eingehend 

charakterisiert um zu gewährleisten, dass es sich bei den für die Versuche 

verwendeten Zellen um vitale, die typischen Merkmale aufweisende Tenozyten 

handelt. Des Weiteren war eine eingehende Charakterisierung wichtig um 

sicherzustellen, dass es sich bei den isolierten Zellen tatsächlich um Tenozyten 

handelt und um valide Kontrollen zu erhalten.  

Mittels Immunfluoreszenz konnten in den primären Tenozyten Kollagen Typ I und III, 

die mit Abstand häufigsten Kollagene im Sehnengewebe, nachgewiesen werden 

(Calve et al., 2004). Des Weiteren waren alle Zellen positiv für β1-Integrin und 

Tenomodulin, zwei weitere wichtige Sehnenmarker (Docheva et al., 2005; 

Shukunami et al., 2005). Die TEM Analyse von HD-Kulturen aus primären Tenozyten 

zeigte, dass die Zellen in diesem Kulturmodell einen geschlossenen Zellverband 

ausbildeten und Matrix in den interzellulären Raum sezerniert wurde. Außerdem 

waren ausgeprägte interzelluläre Kontakte erkennbar, die teils punktuell, teils 

großflächig angelegt waren.  

Ein hoher Euchromatingehalt im Nukleus ist Hinweis auf einen gesteigerten 

Zellmetabolismus (Schulze-Tanzil et al., 2004a). Die Zellkerne unserer Kulturen 

zeigten einen auffallend hohen Anteil von Euchromatin, was Hinweis auf gesteigerte 

Proteinsyntheseleistungen in den analysierten HD-Kulturen war. 

Immunelektronenmikroskopisch ließen sich auch die Proteine Kollagen Typ I und 

Tenomodulin nachweisen. Diese Proteine werden ebenfalls von vielen 

wissenschaftlichen Arbeitsgruppen als Sehnenmarker verwendet (Docheva et al., 

2005; Schulze-Tanzil et al., 2004a; Shukunami et al., 2005). Die Westernblotanalyse 

der entsprechenden HD-Kulturen zeigte über den gesamten Kultivierungszeitraum 

eine deutliche Synthese von Kollagen Typ I und III sowie Laminin, Tenomodulin, β1-

Integrin und den Signalmolekülen ERK1/2 und das Adaptorprotein Shc. Es ist 

bekannt, dass der MAPKinase pathway die zelluläre Proliferation und 

Differenzierung verschiedener Zelltypen beeinflusst (Chiquet, 1999; Shakibaei and 

Merker, 1999; Shakibaei et al., 2001; Shakibaei and Stahlmann, 2001). Unsere 

Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des MAPKinase pathways auch im 

Sehnengewebe einen entscheidenden Einfluss auf Vitalität und 

Proliferationsfähigkeit der Zellen zu haben scheint. Die Westernblots der 
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analysierten Proteine zeigten eine gewisse Synthesesteigerung nach 7 und 14 

Tagen. Dies ist auf die Zellproliferation innerhalb der Kulturen und somit die 

steigende Matrixproduktion zurückzuführen. 

 

5.3. Auswirkung verschiedener Wachtumsfaktoren auf die Tenogenese 
5.3.1. In Tenozyten (HD-Kulturen) 

Im folgenden Teil der Arbeit sollte analysiert werden, ob durch die Behandlung mit 

verschiedenen Wachstumsfaktoren die Tenogenese beeinflusst werden kann und 

welche Auswirkungen diese Behandlung auf Proteinexpression und Qualität des 

entstehenden Zellverbandes hatte.  

Die Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-β1, IGF-1/TGF-β1 in Kombination, PDGF-bb 

und BMP-12 wurden ausgewählt, weil für sie jeweils positive Einflüsse auf 

Proliferation, Funktion und Differenzierung im Sehnengewebe beschrieben wurden 

(Abrahamsson and Lohmander, 1996; Costa et al., 2006; Dahlgren et al., 2005; 

Fiedler et al., 2004; Klein et al., 2002; Tsuzaki et al., 2000; Wang et al., 2005; 

Wolfman et al., 1997). 

Bei der Behandlung von Tenozyten in HD-Kultur mit diesen Wachstumsfaktoren 

ließen sich bei der Proteinexpression jedoch keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den unbehandelten Tenozyten und den behandelten Tenozyten  

nachweisen. Die Proteinexpression von Decorin, Tenomodulin, β1-Integrin sowie 

ERK1/2 und das Adaptorprotein Shc in  den nativen Sehnenkulturen entsprach 

weitestgehend der der mit Wachstumsfaktoren behandelten Kulturen. Die 

Expression von Kollagen Typ I war sowohl in den behandelten als auch in den 

unbehandelten Tenozyten nach 14 Tagen deutlich höher als nach 7 Tagen.  Für 

Kollagen Typ III traf das Gegenteil zu, wobei die Konzentration nach 14 Tagen in 

Kultur wieder leicht unter dem Niveau der für 7 Tage kultivierten Kulturen lag. Dies 

entspricht dem normalen Expressionsmuster in kultiviertem Tendon, wobei in frühen 

Stadien der Proliferation mehr Kollagen Typ III produziert wird und im Verlauf die 

Kollagen Typ I Produktion zunimmt, während die Kollagen Typ III Synthese 

gleichzeitig herunter reguliert wird (Liu et al., 1995). In den mit der Kombination aus 

IGF-1/TGF-β1 behandelten HD-Kulturen, konnte eine verstärkte Expression der 

Matrixmoleküle Kollagen Typ I und III und von β1-Integrin beobachtet werden. Dies 

ist darauf zurückzuführen, dass beide Wachstumsfaktoren die EZM Produktion 

positiv beeinflussen (Abrahamsson, 1991; Abrahamsson and Lohmander, 1996; 
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Kashiwagi et al., 2004). Für die anderen analysierten Proteine konnte dieser Effekt 

nicht nachgewiesen werden. Durch die Westernblotanalyse konnten wir zeigen, dass 

durch Behandlung der Tenozyten mit Wachstumsfaktoren keine signifikanten 

Verbesserungen der Tenogenese auf Proteinebene bewirkt werden konnte. Lediglich 

eine leichte Zunahme der Matrixproduktion in mit IGF-1 und TGF-β1 behandelten 

Kulturen konnte belegt werden. Obwohl die Wachstumsfaktoren keinen 

entscheidenden Einfluss auf die Tenogenese per se zu haben scheinen, konnte 

durch die vorliegenden Ergebnisse doch gezeigt werden, dass das 

‚Microenvironment’ des verwendeten Kulturmodells durchaus die Voraussetzungen 

bietet um Tenogenese zu ermöglichen und zu fördern. So ist bekannt, dass 

dreidimensionale Kultursysteme sich stabilisierend auf den Phänotyp von Tenozyten 

auswirken und intensivere Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen ermöglichen als 

Monolayerkulturen (Schulze-Tanzil et al., 2004a). Auch für Chondrozyten sind 

ähnliche Effekte beschrieben (Shakibaei et al., 1993). Das verwendete Kulturmodell 

spiegelt also die in vivo Bedingungen deutlich besser wieder als Monolayerkulturen 

und kann somit die Differenzierung und Proliferation der Zellen fördern. 

 

5.3.2. In MSZ (HD-Kulturen) 
Wie oben mehrfach erläutert, besitzen MSZ die Kapazität sich zu mehreren Zelllinien 

differenzieren zu lassen (Csaki et al., 2007; Pittenger et al., 1999).  Dies geschieht 

über genauestens definierte Induktionsmedien, die oft einen Cocktail von  

verschiedenen Wachstumsfaktoren und anderen anabolen Biomolekülen beinhalten 

(Pittenger et al., 1999). Für die Differenzierung von MSZ zu Tenozyten allerdings ist 

in der Literatur kein solches Induktionsmedium beschrieben (Pittenger et al., 2002). 

Es existieren lediglich einzelne Berichte über gewisse positiv proliferative  Effekte, 

die über die Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-β1, PDGF-bb und BMP-12 auf MSZ 

vermittelt werden (Fiedler et al., 2004; James et al., 2008; Lou et al., 1999; Schnabel 

et al., 2009; Violini et al., 2009; Wang et al., 2005). In dieser Arbeit wurde der Effekt 

dieser Wachstumsfaktoren auf die Ultrastruktur und die Proteinexpression caniner 

MSZ analysiert.  

Die TEM Aufnahmen der mit je 10ng/ml IGF-1, TGF-β1, PDGF-bb, BMP-12 oder 

einer Kombination aus IGF-1/TGF-β1 (je 5ng/ml) behandelten MSZ Kulturen, zeigten 

eine ungeordnete Proliferation und teils apoptotische, teils fibroblastenartige Zellen 

die eine höchst unstrukturierte Matrix produzierten. Diese Ergebnisse stehen im 
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Einklang mit Berichten von gesteigerter Matrixproduktion in MSZ durch die 

verwendeten Wachstumsfaktoren, die jedoch nicht ultrastrukturell analysiert wurden 

(Schnabel et al., 2009; Violini et al., 2009; Wang et al., 2005). Im Gegensatz hierzu, 

konnten wir nachweisen, dass in den mit einer Kombination aus IGF-1 und TGF-β1 

behandelten MSZ ein morphologisches Bild zu sehen war, welches sehr der 

Kontrolle aus 100% Tenozyten ähnelte. Hinter diesen Ergebnissen vermuten wir 

synergistische Effekte, die erst durch die Kombination der beiden 

Wachstumsfaktoren ihre Wirkung entfalten können. Als Ursache für diese 

beobachteten additiven Effekte von IGF-1 und TGF-β1 kommen mehrere 

Erklärungen in Frage.  So ist beispielsweise bekannt, dass TGF-β1 die Expression 

von IGF-1 Rezeptoren fördert (Tsukazaki et al., 1994). Außerdem könnte die 

Kombination zweier Wachstumsfaktoren Signalkaskaden aktivieren, welche durch 

den alleinigen Einsatz eines Wachstumsfaktors nicht aktiviert werden würden, was 

wiederum ursächlich für additive Effekte auf Zelldifferenzierung und Proliferation sein 

könnte (Yaeger et al., 1997).  

Die mit BMP-12 behandelten MSZ zeigten nach 7-tägiger Inkubation ein sehr 

ähnliches Bild wie die übrigen mit einfachen Wachstumsfaktoren behandelten 

Kulturen. Interessanter Weise konnten wir nach 14 Tagen jedoch eine Morphologie 

darstellen, die wiederum sehr an die unbehandelte Tenozytenkontrolle erinnerte. In 

der Tat konnten auch Violini und Kollegen zeigen, dass BMP-12, zumindest in MSZ 

aus dem Pferd, ein tenogenes Potential besitzt (Violini et al., 2009). Die vorliegenden 

Ergebnisse belegen, dass BMP-12 auch in unserem Kulturmodell gewisse tenogene 

Effekte auf canine MSZ zu haben scheint. Möglicher Weise wird aber eine längere 

Inkubationszeit benötigt um dieses Potential auszuschöpfen. Die TEM Analyse der 

HD-Kulturen verifizierte, dass sich durch den Einsatz von Wachstumsfaktoren in 

allen behandelten Kulturen, ein gewisses Maß an Zellproliferation induzieren ließ. 

Diese war zumeist jedoch ungeordnet und unspezifisch, was wiederum durch die 

Spezifität der verschiedenen Wachstumsfaktoren begründet scheint.  

Bei der Behandlung der MSZ in HD-Kultur mit den Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-

β1, PDGF-bb und BMP-12 zeigte sich auf Proteinebene, dass in den Kulturen in 

denen schon die TEM Analyse eine unorganisierte Matrixproduktion und Zeichen 

des Zelluntergangs offenbarte, viele Proteine gar nicht oder nur in verschwindend 

geringen Konzentrationen exprimiert wurden. In den mit IGF-1/TGF-β1 behandelten 
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MSZ wurden außerdem alle anderen analysierten Proteine im Vergleich zu den mit 

anderen Wachstumsfaktoren behandelten Kulturen, am stärksten exprimiert. 

Ein wichtiger Marker für apoptotische Zellen ist aktive Caspase-3 (Sendzik et al., 

2005). Die Expression von aktiver Caspase-3 gab auch in dieser Arbeit weitere 

wichtige Hinweise für die Interpretation der TEM Ergebnisse. So konnten wir 

interessanterweise hohe Konzentrationen von aktiver Caspase-3 in genau den 

Kulturen nachgewiesen, die auf ultrastruktureller Ebene durch ungeordnete 

Matrixproduktion und teils apoptotische Zellen auffielen. Somit konnten wir sowohl 

ultrastrukturell als auch auf Proteinebene bestätigen, dass in den entsprechenden 

Kulturen Apoptose stattgefunden hat. Interessanter Weise boten die mit PDGF-bb 

und BMP-12 behandelten Kulturen ein gänzlich anderes Bild. Hier war eine aktive 

Caspase-3 Synthese erst nach 14 Tagen nachweisbar. Ursächlich hierfür könnte 

eine nach 7 Tagen zwar noch ungeordnet erscheinende, aber dennoch keine 

Apoptose auslösende Zellproliferation sein, während der erst nach 14-tägiger 

Inkubation pro-apoptotische Signalkaskaden in Gang gesetzt wurden. Somit sind 

diese Ergebnisse hinsichtlich der Qualität der beobachteten Tenogenese von 

entscheidender Bedeutung. Sie belegen, dass lediglich in den mit IGF-1/TGF-β1 

behandelten MSZ die Qualität der elektronenmikroskopisch nachgewiesenen 

Tenogenese ausreichend war um keine Apoptose zu induzieren und ein der 100% 

Tenozytenkontrolle qualitative ähnliches Niveau zu erreichen. Ein weiterer wichtiger 

Hinweis auf Tenogenese konnte durch den Nachweis von Tenomodulin in den mit 

IGF-1/TGF-ß1 behandelten Kulturen erbracht werden (Shukunami et al., 2005). Die 

Tenomodulin Expression lag hier nach 14 Tagen in Kultur fast auf dem Niveau der 

Positivkontrollen.  

 

5.3.3. Diskrepanz zwischen Proteinexpression und Ultrastruktur 
Die unterschiedlichen Einflüsse der verschiedenen Wachstumsfaktoren lassen sich 

durch ihre Spezifität erklären. So zeigte sich, dass die Wachstumsfaktoren IGF-1 

und TGF-β1 für sich alleine keine Effekte auf die behandelten Zellen hatten bzw. 

nicht in der Lage waren eine gezielte Differenzierung zu vermitteln. Ihre Kombination 

jedoch, zeigte deutliche Anzeichen für verstärkte Matrixproduktion und 

elektronenmikroskopisch ein, der 100% Tenozytenkultur sehr ähnliches 

morphologisches Erscheinungsbild.  
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Gleiches traf für die über 14 Tage mit BMP-12 behandelten MSZ zu. Erst die 

Proteinanalyse von aktiver Caspase-3 ließ Aussagen über die Qualität der im TEM 

dargestellten Tenogenese in diesen beiden Kulturen zu, die sich morphologisch nicht 

hätten differenzieren lassen (Sendzik et al., 2010). Eine mögliche Erklärung für die 

gesehenen Effekte ist die Aktivierung des MAPKinase pathways, die auf 

Proteinebene durch Expression der Proteine ERK1/2 und Shc in den 

entsprechenden Kulturen nachgewiesen werden konnte, am eindrücklichsten in den 

mit IGF-1/TGF-β1 behandelten Kulturen, welche wiederum die qualitativ 

hochwertigste Tenogenese zeigten. Es ist bekannt dass IGF-1 die durch Shc 

induzierten, über den MAPKinase Signalweg vermittelten Effekte noch verstärkt 

(Shakibaei et al., 1999). Dies könnte einer der Gründe für die tenogenen Effekte der 

Wachstumsfaktorenkombination IGF-1/TGF-β1 sein.  

 

5.4. Effekte der Ko-Kultur auf die Tenogenese 
Ein vielversprechender Ansatz die Differenzierung von Stammzellen zu einem 

gewünschten Zelltyp zu erreichen scheint die Ko-Kultivierung mit einer anderen 

Zellpopulation zu sein. Adulte Vorläuferzellen aus dem Hippocamus einer Ratte 

zeigten beispielsweise nach Ko-Kultivierung mit Astrozyten eine neuronen-typische 

Morphologie (Recknor et al., 2006). Zirkulierende endotheliale Vorläuferzellen in Ko-

Kultur mit neonatalen Kardiomyozyten können zu kardiomyogenen Zellen 

differenzieren und embryonale Stammzellen, die mit Hepatozyten ko-kultiviert 

wurden, zeigten ein deutlich gesteigertes chondrogenes Differenzierungspotential 

(Koyanagi et al., 2005a; Koyanagi et al., 2005b; Lee et al., 2008). 

Auch für MSZ scheinen diese Beobachtungen zuzutreffen. So gibt es zahlreiche 

Berichte, dass schon die alleinige Zugabe von MSZ auf einen Sehnengewebsdefekt, 

die Heilung und Proliferation beschleunigt (Awad et al., 2003; Juncosa-Melvin et al., 

2005; Juncosa-Melvin et al., 2006; Ouyang et al., 2004; Ouyang et al., 2003). 

Mehrere Berichte weisen darauf hin, dass direkter Zell-Zell Kontakt mit 

ausdifferenzierten Zellen entscheidend für die Differenzierung von MSZ sein könnte 

(Alexanian and Sieber-Blum, 2003; Ball et al., 2004; Csaki et al., 2009; Plotnikov et 

al., 2008; Richardson et al., 2006). So konnten Csaki et al. beispielsweise zeigen, 

dass die Ko-Kultur aus MSZ und primären Osteoblasten, osteogene Effekte auf die 

MSZ hatte und diese sich zu Osteoblasten differenzieren ließen (Csaki et al., 2009). 
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Hierfür war zum einen intensiver Zell-Zell Kontakt zwischen den verschiedenen 

Zelltypen und zum anderen der Austausch löslicher Faktoren verantwortlich.  

Interessanterweise zeigten aber auch andere Arbeiten, dass direkter interzellulärer 

Kontakt für die entsprechende Differenzierung nicht zwingend notwendig ist 

(Gerstenfeld et al., 2003; Gerstenfeld et al., 2002). Luo et al. wiesen nach, dass die 

indirekte Ko-Kultur zwischen aus Knochenmark isolierten MSZ und Tenozyten ohne 

direkte Zell-Zell Kontakte die Expression von sehnentypischen Genen fördert (Luo et 

al., 2009). Dies wird von Luo et al. auf einen löslichen Faktor, der aber nicht genauer 

beschrieben wurde, zurückgeführt der von den Tenozyten ins Medium sezerniert 

wird und die beschriebenen Effekte vermittelt. Es ist auch bekannt, dass Osteozyten 

alleine durch lösliche Stoffe, die ins Medium abgegeben werden, Osteogenese in 

MSZ fördern können (Csaki et al., 2009; Heino et al., 2004). Shimode et al. 

berichteten einen umgekehrten Mechanismus (Shimode et al., 2007). Sie konnten 

zeigen, dass Medium in dem humane Knochenmarks MSZ kultiviert wurden, 

proliferationsfördernde Effekte auf Fibroblasten hatte. Auch diese Beobachtungen 

wurden einem löslichen Faktor zugeschrieben der in diesem Fall von den MSZ 

sezerniert wurde (Shimode et al., 2007). Ähnliches wurde auch von MSZ und 

neuronalen Stammzellen berichtet (Lou et al., 2003). Der Charakter dieser 

Interaktionen und die genauen Mechanismen, die ihnen zugrunde liegen, werden 

allerdings noch nicht vollständig verstanden und müssen eingehender untersucht 

werden.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das tenogene Induktionspotential von primären 

Tenozyten auf MSZ im Monolayer und in HD-Ko-Kultur analysiert um ein besseres 

Verständnis der Mechanismen zu erlangen, welche der tenogenen Differenzierung 

von MSZ zugrunde liegen. So konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal, deutlich 

gezeigt werden, dass die Ko-Kultur aus MSZ und primären Tenozyten eine tenogene 

Differenzierung der MSZ auslöst. Dies zeigte sich sowohl auf ultrastruktureller Ebene 

durch eine typische Tenozytenmorphologie in den untersuchten Ko-Kulturen, als 

auch auf Proteinebene. In den Ko-Kulturen wurde außerdem ein 

Proteinexpressionsmuster nachgewiesen, welches überwiegend dem der 100% 

Tenozytenkulturen glich. Signifikante Unterschiede konnten weder zwischen 

unterschiedlichen Mischverhältnissen zwischen MSZ und primären Tenozyten, noch 

zwischen unbehandelten und mit IGF-1/TGF-β1 behandelten Ko-Kulturen festgestellt 
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werden. Insbesondere die Expression von β1-Integrin spielt eine entscheidende 

Rolle in der Zell-Matrix Interaktion und ist essentiell für die Erhaltung des Zell 

Phänotyps von verschiedenen Geweben (Schulze-Tanzil et al., 2001; Shakibaei, 

1995, 1998; Shakibaei et al., 1997). Außerdem ist bekannt, dass die Integrine α2/β1 

und α1/β1 die Kollagen Typ I Synthese positiv beeinflussen (Riikonen et al., 1995; 

Shakibaei, 1995). Dass hohe Konzentrationen von β1-Integrin in allen Ko-Kulturen 

nachgewiesen werden konnten, beweist die aktive Zell-Zell bzw. Zell-Matrix 

Kommunikation, die in diesem Ko-Kulturesystem stattfindet. Die β1-Integrin 

Konzentration in den Ko-Kulturen stieg leicht mit dem Anteil der in der Ko-Kultur 

enthaltenen Tenozyten und war in der 50%/50% Ko-Kultur, wo sie sogar über der 

der Positivkontrolle lag am höchsten. Dies weist auf eine besonders intensive 

Interaktion der Zellen mit der neu gebildeten Matrix hin.  

Ein wichtiger Signalübertragungsweg der Differenzierung und Proliferation reguliert, 

ist der MAPKinase pathway (Shakibaei et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass seine 

Aktivierung die Proliferation von verschiedenen Zelltypen wie neuronalen Zellen, T-

Zellen, Adipozyten und Muskelzellen fördert (Gredinger et al., 1998; Lowy and 

Willumsen, 1993). Außerdem spielt der MAPKinase pathway eine wichtige Rolle bei 

der Chondrogenese (Schulze-Tanzil et al., 2004b; Shakibaei et al., 2001; Shakibaei 

et al., 2006). Auch konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von ERK 1/2, einem 

upstream Molekül im MAPKinase pathway, mit osteogener Differenzierung von MSZ 

einher geht (Jaiswal et al., 2000).  

Das Adaptorprotein Shc reguliert und moduliert die Einflüsse von Integrinen und 

epidermalem Wachstumsfaktor auf den MAPKinase pathway (Wary et al., 1996). 

Hierbei vermitteln die beiden Shc Isoformen von 52 kDa und 44 kDa eine Aktivierung 

von ERK 1/2, während die 66 kDa Isoform die ERK Aktivierung antagonisiert (Smith 

et al., 2006). In dieser Arbeit konnte  nachgewiesen werden, dass ERK 1/2 und Shc 

in allen Ko-Kulturen im Vergleich zur unbehandelten MSZ Kontrolle heraufreguliert 

wurden. Die ERK 1/2 und Shc Konzentrationen stiegen jeweils mit dem Anteil an 

primären Tenozyten in den Ko-Kulturen und erreichten in den 50%/50% Ko-Kulturen 

das Niveau der Positivkontrollen bzw. übertrafen es. Hierbei war jeweils die 

Expression der 52 kDa Isoform von Shc, im Vergleich zu den beiden anderen 

Isoformen, besonders hoch. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 

Aktivierung des MAPKinase pathways durch Ko-Kultivierung von MSZ und primären 
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Tenozyten ausgelöst werden kann und dass diese die Differenzierung von MSZ zu 

Tenozyten fördert.  

Neben dem typischen Proteinexpressionsmuster und der charakteristischen 

Ultrastruktur konnten in allen Ko-Kulturen durch Immunelektronenmikroskopie die 

Proteine Kollagen Typ I und Tenomodulin in hoher Konzentration nachgewiesen 

werden (Docheva et al., 2005; Schulze-Tanzil et al., 2004a; Shukunami et al., 2005). 

Diese Ergebnisse geben klare Hinweise darauf, dass in dem verwendeten 3D HD-

Ko-Kulturmodell die Bedingungen gegeben sind, die Tenogenese ermöglichen bzw. 

begünstigen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Qualität der beobachteten 

Tenogenese in vielen Kriterien der einer 100% Tenozytenkultur entspricht. Daraus 

lässt sich ableiten, dass ein dreidimensionales ‚Microenvironment’, wie das in dieser 

Arbeit verwendete HD-Kulturmodell, ideale Bedingungen bietet um tenogene 

Differenzierung von MSZ zu erreichen. Alleine die Kultivierung mit geringen Anteilen 

von primären Tenozyten an der Ko-Kultur (10%) scheint hierbei schon ein 

ausreichender Stimulus zu sein. Noch ausgeprägter war die tenogene 

Differenzierung in den Ko-Kulturen mit 30% bzw. 50% Tenozytenanteil. Es ist 

bekannt, dass die Differenzierung von MSZ zu Chondrozyten durch HD-

Kultursysteme gefördert wird (Denker et al., 1999). Das verwendete HD-Kulturmodell 

bietet den Zellen die Möglichkeit in einem dreidimensionalen, den in vivo 

Verhältnissen ähnlichem Microenvironment zu wachsen und über ausgeprägte 

Kommunikation einen bestimmten Phänotyp auszubilden. So wurde ebenfalls 

berichtet, dass in Monolayerkultur dedifferenzierte Tenozyten, die in HD-Kultur 

überführt wurden, sich zumindest teilweise rediffernzieren ließen (Stoll et al., 2010). 

Eine wichtige Rolle bei der Differenzierungsfähigkeit der MSZ, scheint auch das 

Gewebe aus welchem die MSZ isoliert werden zu spielen. So wurde gezeigt, dass 

aus Synovium oder Fettgewebe isolierte MSZ sich besser zu Adipozyten 

differenzieren lassen, während aus Knochenmark oder Periostium isolierte MSZ 

Eigenschaften aufweisen, die eine Osteogenese begünstigen (Sakaguchi et al., 

2005). Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass MSZ aus dem Fettgewebe 

dazu geeignet sind, sich in den verwendeten Kulturbedingungen durch Ko-

Kultivierung in HD-Kultur mit primären Tenozyten zu morphologisch typischem, 

bestimmte tenozyten-typische Proteine exprimierendem Gewebe differenzieren zu 

lassen. 
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5.5. Zell-Zell-Interaktion (PKH-Versuche) 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte mittels PKH Membranfärbung nachgewiesen 

werden, dass MSZ und primäre Tenozyten im Monolayer aktiv den Zell-Zell Kontakt 

suchten und dadurch die Proliferation der MSZ induziert wurde. So konnten 

breitflächige Zell-Zell Kontakte dargestellt werden, die durch eine äußerst 

dynamische Pseudopodienbildung induziert und ermöglicht wurden. Außerdem war 

es möglich den Austausch von Vesikeln zwischen den verschiedenen Zelltypen 

darzustellen. Andere Monolayer Ko-Kulturstudien beschrieben ähnliche Effekte. So 

zeigten verschiedene Studien, dass durch die Ko-Kultur aus MSZ und Osteozyten im 

Monolayer eine gewisses Maß an Osteogenese erreicht werden kann (Csaki et al., 

2009; Kim et al., 2003). Diese war jedoch weniger stark ausgeprägt als in den 

Osteoblasten Reinkulturen. Kim et al. verwendeten allerdings Zellen von 

verschiedenen Spezies (Ratte und Kaninchen), was inhibierende Effekte gehabt 

haben könnte. Außerdem entsprechen die Kulturverhältnisse einer in vitro Monolayer 

Kultur bei weitem nicht den Verhältnissen des Gewebes in vivo. Ein 

dreidimensionales HD-Kulturmodell, wie es für diese Arbeit verwendet wurde, 

scheint den Ansprüchen auf möglichst realistische Nachahmung der in vivo 

Bedingungen daher viel eher gerecht zu werden. Durch PKH Färbungen, die in 

diesem HD-Ko-Kulturmodell durchgeführt wurden, konnte deutlich nachweisen 

werden, dass sich die verschiedenen Zelltypen gleichmäßig homogen über die 

gesamte HD-Kultur verteilten und keine Häufungen bestimmter Zellen beobachtet 

wurden. Außerdem konnte so ausgeschlossen werden, dass einzelne Zellen 

abstarben und so ein fälschliches Bild entstanden wäre. 

Die vorliegenden Ergebnisse im Monolayer zeigen deutliche, aktive interzelluläre 

Kommunikation und Stoffaustausch. Allerdings konnte mit der PKH Färbung nicht 

zufriedenstellend geklärt werden, wo die nachgewiesenen Vesikel des jeweils 

anderen Zelltypes lokalisiert waren. So könnten sie sowohl innerhalb der 

entsprechenden Zelle, als auch auf der Plasmamembran vorgelegen haben. Diese 

Limitation der PKH Methode machte einen Endozytose/Exozytose Assay im 

Elektronenmikroskop notwendig um die beobachteten Vorgänge auf ultrastruktureller 

Ebene eingehender zu analysieren.   
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5.6. Endo-/Exozytose Versuche 
Die Endozytose/Exozytose ist eine der wichtigsten Möglichkeiten des interzellulären 

Informationsaustauschs (Mukherjee et al., 1997). Durch einen 

Endozytose/Exozytose Assay konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass 

zwischen primären Tenozyten und MSZ tatsächlich Stoffaustausch über das 

Kulturmedium, interzelluläre Kontakte und Vesikelbildung stattfindet. Die 

verwendeten Goldpartikel verschiedener Größe (5nm, 10nm), die innerhalb einer 

Zelle dargestellt werden konnten, belegen dies deutlich. Auffällig war außerdem, 

dass Goldpartikel gehäuft an Stellen zu finden waren, die in räumlicher Nähe zu 

Pseudopodien lagen oder an denen direkte Zell-Zell Kontakte beobachtet wurden. 

Ob ein löslicher oder fester Faktor letztendlich für die beobachteten 

Differenzierungsvorgänge verantwortlich ist, konnte durch den geschilderten 

Versuchsaufbau nicht abschließend geklärt werden. Deshalb wurden als 

abschließender Versuch MSZ mit dem Überstand von Tenozyten behandelt. 

 

5.7. Supernatant Versuch 
Den letzten Beweis dafür, dass die MSZ in HD-Kultur von den primären Tenozyten 

durch einen löslichen Faktor zur tenogenen Differenzierung stimuliert wurden, 

konnten durch einen Supernatant  Versuch erbracht werden. Die alleine mit dem 

Überstand von im Monolayer gezüchteten primären Tenozyten behandelten MSZ 

wiesen sowohl in der Ultrastruktur als auch in der Proteinexpression deutliche 

Ähnlichkeit zur Tenozyten Reinkultur auf. Außerdem konnten 

immunelektronenmikroskopisch die Proteine Kollagen Typ I und Tenomodulin in 

hohen Konzentrationen in den mit Tenozytenüberstand behandelten Kulturen 

nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse beweisen, dass die beobachtete tenogene 

Differenzierung von MSZ, zumindest zu großen Teilen, über einen löslichen Faktor 

vermittelt wird. Ähnliche Ergebnisse konnten für mit dem Supernatant von 

Osteozyten kultivierten MSZ nachgewiesen werden (Csaki et al., 2009). Fan et al. 

führten einen indirekten Ko-Kultur Versuch mit MSZ und Fibroblasten aus dem 

anterioren Kreuzband durch und konnten ebenfalls die verstärkte Expression der 

sehnentypischen Proteine Kollagen Typ I und III sowie Tenascin-C nachweisen (Fan 

et al., 2008). Allerdings wurden hierbei weder die sehnentypischen Proteine TeM 

und Scleraxis, noch die Ultrastruktur der gezüchteten Zellen analysiert (Fan et al., 

2008). Wie die  Ergebnisse dieser Studie zeigten, ist jedoch gerade der direkte 
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Vergleich zwischen Ultrastruktur und Proteinexpression von entscheidender 

Bedeutung für die Validierung der Differenzierungsvorgänge, da die 

Berücksichtigung nur einer dieser Komponenten zu falschen Schlussfolgerungen 

führen könnte. Eine weitere indirekte Ko-Kultur Studie von Luo und Kollegen zeigte 

ebenfalls eine Hochregulierung bestimmter Genprodukte (Luo et al., 2009). In dieser 

Studie wurden jedoch lediglich mRNA Analysen von Kollagen I und III, Tenascin-C 

und Scleraxis durchgeführt, was wiederum zu einer einseitigen Darstellung der 

Ergebnisse führte, die bei Weitem nicht alle wichtigen Charakteristika zeigte (Luo et 

al., 2009). Eine valide und umfassende Evaluation von neugebildetem 

Sehnengewebe sollte daher immer mehrere Parameter beinhalten, da die 

molekularen Marker für ausdifferenziertes Sehnengewebe auch in anderen Binde- 

oder Muskuloskeletalgeweben vorkommen (Hoffmann et al., 2006; Jelinsky et al., 

2010). Zu diesen Parametern könnten die Zellmorphologie, Ultrastruktur, 

Matrixproteinexpression (Kollagen Typ I und III, Tenascin-C, TeM und Elastin) sowie 

strukturelle und funktionelle Analysen gehören (Yin et al., 2010). In der vorliegenden 

Arbeit wurde jeweils ein Großteil der genannten Komponenten evaluiert. Damit 

erhöht sich die Aussagekraft und Bedeutung der gewonnenen Ergebnisse. 

 

5.8. Mögliche Anwendung der mit Wachstumsfaktoren behandelten und in 

Ko-Kultur gebrachten Zellen für das Tissue Engineering 
Aufgrund der begrenzten intrinsischen Regenerationsfähigkeit der Sehne in vivo 

stellen Sehnenverletzungen die Medizin vor große Herausforderungen (Butler et al., 

2004; Kannus, 2000). Die heutigen ‚Goldstandards’ in der Therapie der 

Sehnenverletzungen wie Allografts, Autografts, Xenografts und Prothesen sind 

aufgrund ihrer unbefriedigenden biomechanischen Eigenschaften unzureichend für 

eine effektive und dauerhafte Behandlung (Goh et al., 2003; Kuo et al., 2010). Aus 

diesem Grund wird intensiv nach Möglichkeiten geforscht, durch Tissue Engineering 

in vitro Methoden zu entwickeln, die eine verbesserte Heilung und 

Regenerationsgewebe mit funktionell besseren Eigenschaften gewährleisten können 

(Kuo et al., 2010). Ziel dieser Arbeit war es mit den Komponenten MSZ, primären 

Tenozyten und Wachstumsfaktoren, neue Erkenntnisse und Konzepte für das 

Sehnen Tissue Engineering zu gewinnen. Da die Gewinnung von Tenozyten 

schwierig und mit Funktionseinschränkungen an der Entnahmestelle verbunden ist 

und oft nur unzureichende Zellzahlen gewonnen werden können, mit deren Hilfe es 
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nicht möglich ist größere Defekte adäquat zu decken, wird nach einer anderen 

Quelle für Zellen gesucht, die tenogene Induktion gewährleisten können (Bi et al., 

2007; Violini et al., 2009). Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, 

können MSZ aus dem Fettgewebe gering invasiv entnommen werden und 

tenogenes Potential entfalten. 

Wie seit Kurzem bekannt ist, existiert auch im Sehnengewebe des Menschen, der 

Ratte, der Maus und des Kaninchens eine Zellpopulation von gewebsständigen 

Vorläuferzellen (Bi et al., 2007). Diese konnten in vivo dazu angeregt werden 

sehnenartiges Gewebe zu bilden (Bi et al., 2007). Auch diese Zellpopulation könnte 

eine wichtige Rolle in zukünftigen Bemühungen im Sehnen Tissue Engineering 

spielen.  

Die in dieser Arbeit präsentierten in vitro Effekte von Wachstumsfaktoren und Ko-

Kultur auf MSZ geben wichtige Erkenntnisse für die Weiterentwicklung des Sehnen 

Tissue Engineering und könnten in Zukunft Anwendung finden um Sehnendefekte 

effizienter zu versorgen als dies mit den heutigen Methoden möglich ist.  Allerdings 

werden hierfür noch weitere Studien benötigt um die gewonnenen Erkenntnisse 

auch auf in vivo Modelle zu übertragen und letztlich am Patienten anwenden zu 

können. 
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6. Zusammenfassung 
 
Sehnenverletzungen stellen aufgrund der begrenzten intrinsischen 

Regenerationsfähigkeit des Sehnengewebes in vivo und mit einer weltweiten 

Inzidenz von 30 Millionen pro Jahr ein erhebliches klinisches Problem dar (Butler et 

al., 2004; Kannus, 2000; Maffulli et al., 2003). Die heutigen Goldstandards der 

Therapie wie Allografts, Autografts, Xenografts und Prothesen liefern bisher 

unbefriedigende Resultate (Goh et al., 2003; Kuo et al., 2010). Hauptursache für das 

limitierte Regenerationspotential der Sehne ist die geringe Proliferationsfähigkeit der 

Tenozyten und eine schlechte Vaskularisierung, die nach einem Trauma zu fibröser 

Narbenbildung und eingeschränkter Funktionalität führt (Favata et al., 2006). Neuere 

Ansätze durch Tendon Tissue Engineering in vitro funktionell bessere Resultate zu 

erzielen, benutzen als Hauptkomponenten Tenozyten und verschiedene 

Wachstumsfaktoren (Kuo et al., 2010). Da die Gewinnung von Tenozyten durch 

Biopsien jedoch mit limitierter Verfügbarkeit und Funktionseinschränkungen an der 

Entnahmestelle einher geht, wäre eine alternative Zellpopulation mit tenogenem 

Induktionspotential wünschenswert um größere Defekte adäquat zu behandeln 

(Violini et al., 2009; Zuk et al., 2002). Mesenchymale Stammzellen (MSZ) bieten eine 

solche Option, da sie pluripotent sind und mit geringem Aufwand z.B. aus dem 

Fettgewebe in großen Mengen gewonnen werden können (Buhrmann et al., 2010; 

Yamamoto et al., 2007; Zuk et al., 2002).  

Ziel dieser Arbeit war es daher, das Induktionspotential von primären Tenozyten und 

verschiedenen Wachstumsfaktoren auf MSZ in einem dreidimensionalen Ko-

Kultursystem zu untersuchen, um genauere Einblicke in den Prozess der tenogenen 

Differenzierung von MSZ zu erlangen.   

 

Im ersten Schritt der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass canine MSZ 

aus dem Fettgewebe sich zu Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten 

differenzieren ließen indem sie in einem dreidimensionalen Kultursystem mit den 

entsprechenden Differenzierungsmedien inkubiert wurden. Im nächsten Schritt 

wurden die MSZ mit verschiedenen Wachtumsfaktoren behandelt. Obwohl nach 

dieser Behandlung der MSZ mit Wachstumsfaktoren generelle 

proliferationssteigernde Effekte beobachtet werden konnten, war keine geordnete 

EZM Anlagerung feststellbar. Außerdem zeigten die Zellen keine typische 
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Tenozytenmorphologie. Lediglich die Kombination aus IGF-1/TGF-β1 begünstigte 

die Tenogenese und inhibierte eine Induktion von Apoptose. Außerdem wurde hier 

eine tenogene Matrix gebildet, welche die sehnentypischen Matrixkomponenten 

Kollagen Typ I und III, Decorin und Tenomodulin enthielt. Interessanter Weise zeigte 

eine Behandlung der MSZ mit BMP-12 nach 14 Tagen einen ähnlich positiven Effekt. 

Allerdings konnte in diesen Kulturen im Gegensatz zu den mit IGF-1/TGF-β1 

behandelten, Apoptoseinduktion nachgewiesen werden.  

Tenogene Stimulation der MSZ konnte neben der Behandlung mit IGF-1/TGF-β1 

auch durch Ko-Kultivierung der MSZ mit primären Tenozyten erreicht werden. 

Hierbei genügte bereits ein 10% Anteil von Tenozyten an der Ko-Kultur um eine 

Tenogenese einzuleiten, die der in 100% Tenozytenkulturen ähnlich war. Diese 

tenogene Induktion in den Ko-Kulturen wurde durch eine aktive Kommunikation 

zwischen den verschiedenen Zellen über Pseudopodienbildung, enge Zell-Zell 

Kontakte und den Austausch von Vesikeln vermittelt. Der Austausch von Vesikeln 

bzw. löslichen Faktoren über das Medium scheint eine entscheidende Rolle bei der 

Tenogenese zu spielen. Interessanter Weise konnte des Weiteren gezeigt werden, 

dass Tenogenese in MSZ auch induziert werden konnte, indem sie mit dem 

Überstand aus einer Monolayer Tenozytenkultur inkubiert wurden. Hierbei konnte 

neben einer typischen Tenozytenmorphologie auch ein sehnentypisches 

Proteinexpressionsmuster bei den mit Tenozytenüberstand behandelten MSZ 

nachgewiesen werden. Der immunelektronenmikroskopische Nachweis der Proteine 

Tenomodulin und Kollagen Typ I untermauerten diese Ergebnisse.  

Die hier präsentierten in vitro Effekte von Wachstumsfaktoren und Ko-Kultur auf 

MSZ und Tenozyten sind wichtige Erkenntnisse für die Weiterentwicklung des 

Sehnen Tissue Engineering und könnten Anwendung in zukünftigen Bemühungen 

finden, Sehnendefekte effizienter zu versorgen als dies mit den heutigen Methoden 

möglich ist.   
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