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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aus Fettgewebe gewonnene regenerative Zellen (sogenannte adipose-derived regenerative
cells; ADRCs) mit den darin enthaltenen Stammzellen stellen eine vielversprechende
Therapiemethode zur Geweberegeneration dar. In zwei kiirzlich publizierten klinischen Studien
zur Behandlung von Teilrupturen der Supraspinatussehne (sogenannte partial-thickness rotator
cuff tears) zeigte die intratendindse Injektion autologer ADRCs einen deutlichen Therapieerfolg
im Vergleich zur Injektion von Kortikosteroid zusammen mit einem Lokalanasthetikum; bei der
intratendindsen Injektion von allogenen, aus ADRCs isolierten Stammzellen (sogenannte
cultured adipose-derived stem cells; ADSCs) blieb der Therapieerfolg jedoch aus. Die
biologischen Hintergriinde dieser Phanomene sind weitgehend unklar. Daher wird in der
vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, welche =zelluldren und molekularen
Mechanismen hinter den beschriebenen Phanomenen stehen, und ob bei der Behandlung von
Sehnenpathologien gegebenenfalls auch eine Transplantation von allogenen ADRCs sinnvoll
ist, wie sie kurzlich in anderem klinischen Zusammenhang in der Literatur beschrieben wurde.

In zwei Versuchen wurden insgesamt 44 Kaninchen nach experimenteller Erzeugung eines
partiellen Defekts der gemeinsamen Calcaneussehne (beim Menschen: Achillessehne) in
verschiedene Gruppen eingeteilt, im Anschluss am Ort des Gewebedefekts mit allogenen
ADRCs (Versuch 1) bzw. autologen ADRCs (Versuch Il) behandelt, und nach 12 Wochen (sowie
in Versuch Il zusatzlich nach 4 Wochen) zur histologischen und immunhistochemischen
Untersuchung von Schnitten der behandelten Sehnen (beide Versuche) sowie zur
biomechanischen Testung (Versuch Il) euthanasiert.

Wahrend sich in Versuch | nach Transplantation allogener ADRCs im Vergleich zur
Scheinbehandlung sogar ein tendenziell schlechteres histologisches Gewebebild zeigte, fand
sich in Versuch Il nach Transplantation autologer ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung
ein deutlich verbessertes histologisches Gewebebild, eine erhdhte Expression von Prokollagen
|, eine verringerte Expression von Kollagen Typ I, ein vermehrtes Auftreten des fir
Sehnengewebe typischen ,crimp pattern”, ein verstarktes Vorkommen von M2-Makrophagen,
eine niedrigere Zellularitat mit kontinuierlichem Abfall des Zellgehalts sowie biomechanische
Eigenschaften von homogenem Sehnengewebe.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass durch die Transplantation autologer ADRCs
— nicht aber durch die Transplantation allogener ADRCs — ein Regenerationsprozess im
Sehnengewebe in Gang gesetzt wird, der der friihen postnatalen Sehnenreifung gleicht und
ohne wesentliche Bildung von Narbengewebe stattfindet.

Zusammenfassend sind diese Ergebnisse von erheblicher Bedeutung fir die Behandlung von
Sehnenteilrupturen mit adulten, autologen, aus Fettgewebe gewonnenen regenerativen Zellen.

5|Seite



Abstract

Abstract

Adipose-derived regenerative cells (ADRCs) and the stem cells they contain represent a
promising therapeutic means for tissue regeneration. In two recently published clinical studies
on the treatment of partial-thickness rotator cuff tears, intratendinous injection of autologous
ADRCs showed significant therapeutic success compared with corticosteroid injection, whereas
intratendinous injection of allogeneic stem cells derived in cell culture from ADRCs (ADSCs)
was not successful. The biological mechanisms behind these effects are largely unclear.
Therefore, the present study addressed the question which cellular and molecular mechanisms
are behind the described phenomena and whether, if applicable, transplantation of allogeneic
ADRGC s is also useful, as it has recently been described in the literature in a different clinical
context.

In two experiments, a total of 44 rabbits were divided into different groups after experimental
creation of a partial defect of the common calcaneus tendon (Achilles tendon in humans), and
were subsequently treated with allogeneic ADRCs (experiment 1) or autologous ADRCs
(experiment Il) at the site of the tissue defect, and euthanized after 12 weeks (and in experiment
Il additionally after 4 weeks) for histological and immunohistochemical examination of sections
of the treated tendons (both experiments) and for biomechanical testing (experiment II).

Whereas in experiment | the histological picture after transplantation of allogeneic ADRCs
tended to be worse than after sham treatment, in experiment Il the histological picture after
transplantation of autologous ADRCs was significantly better than after sham treatment.
Specifically, the rabbits treated with autologous ADRCs showed an increased expression of type
| procollagen and a decreased expression of type Il collagen, an increased occurrence of the
"crimp pattern” typical of tendon tissue, an increased occurrence of M2 tissue macrophages, a
lower cellularity with a continuous decrease in cell content, and improved biomechanical
properties.

These results suggest that transplantation of autologous ADRCs, but not transplantation of
allogeneic ADRCs, initiates a regeneration process in tendon tissue that resembles early
postnatal tendon maturation and occurs without substantial scar tissue formation.

In conclusion, these results are of considerable importance for the treatment of partial tendon
ruptures with adult, autologous, adipose-derived regenerative cells.
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Abkiirzungsverzeichnis
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.adipose-derived regenerative cells”, aus Fettgewebe gewonnene
Regenerativzellsuspension

"adipose-derived stem cells”, aus Fettgewebe gewonnene Stammzellen
~adult stem cells”, adulte Stammzellen
allogene vaskulare stromale Fraktion (entspricht allogenen ADRCs)

,bone marrow aspirate concentrate”, Zellkonzentrat aus Knochenmark-
aspirat

,bone marrow mesenchymal stem cells”, mesenchymale Stammzellen
mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks

Embryonale Stammzellen

Extrazellularmatrix

Hamatoxilin-Eosin

~.human lecocyte antigen”, Humane Leukozytenantigene

“induced pluripotent stem cells”, induziert pluripotente Stammzellen
,major histocompatibility complex”, Haupthistokompatibilitatskomplex
Magnetresonanztomografie

“mesenchymal stem cells”, mesenchymale Stammzellen

,nuclear transfer stem cells”, Kerntransfer-Stammzellen
Ringer-Lactat-Ldsung

.reprogrammed stem cells”, reprogrammierte (Stamm-)zellen

.very small embryonic like stem cells”, sehr kleine embryonaldhnliche
Stammzellen



Einleitung

Einleitung

Vor etwa 50 Jahren wurden erstmalig Zellen beschrieben, welche sich fundamental von den bis
dahin aus dem menschlichen Korper isolierten Zellen unterschieden: fibroblastische
Vorlauferzellen konnten aus dem Knochenmarkstroma gewonnen werden (1). Dies markiert
den Beginn der Verwendung von Stammzellen in der Medizin. Seit diesem Zeitpunkt sind
zahlreiche Konzepte, Studien und bereits auch Therapien entwickelt worden, welche auf dem
Prinzip der Stammzellen beruhen. Stammzellen sind definiert als Zellen, welche undifferenziert
sind, sich jedoch durch duBere Reize zu verschiedenen Zellformen entwickeln kénnen. Damit
stellen sie eine sehr friihe Vorlauferstufe der differenzierten Kérperzellen dar, welche ubiquitar
im Korper in Uberwiegender Mehrheit im Vergleich zu weiteren Zellarten vorhanden sind und
die Funktionen des jeweiligen Organs oder der jeweiligen Korperstruktur tbernehmen. Die
Stammzellen an sich sind jedoch eine sehr heterogene Gruppe; es bestehen massive
Unterschiede im Grad der Differenzierung, der Herkunft und dem Entwicklungspotential
zwischen den Stammzellarten. Liu et al. (2020) (2) teilten die Stammzellen in finf Gruppen ein:
(i) embryonale Stammzellen (sogenannte embryonic stem cells; ESCs), welche aus der
embryonalen Blastozyste gewonnen werden kdnnen; (i) sehr kleine embryonaldahnliche
Stammzellen (sogenannte very small embryonic like stem cells; VSELs) (iii) Kerntransfer-
Stammzellen (sogenannte nuclear transfer stem cells; NTSCs); (iv) reprogrammierte
Stammezellen (reprogrammed stem cells; RSCs); und (v) adulte Stammzellen (adult stem cells;
ASCs) (2). Eine tabellarische Ubersicht zu den verschiedenen Arten von Stammzellen findet sich
in Tabelle 1.1. Innerhalb dieser Gruppen wird zudem haufig zwischen weiteren Untergruppen
unterschieden, auf die an spaterer Stelle zum Teil genauer eingegangen wird.

1.1 Embryonale Stammzellen (embryonic stem cells, ESCs)

Embryonale Stammzellen kénnen aus der inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen
werden, aus denen sich im weiteren Verlauf der Embryo entwickeln wiirde. Daher entsprechen
sie pluripotenten Stammzellen, welche sich in nahezu alle Gewebearten des menschlichen
Korpers differenzieren kénnen (3). Bei der Erstbeschreibung der Isolierung embryonaler
Stammezellen aus der Blastozyste kurz vor der Jahrtausendwende gelang es jedoch noch nicht,
die Embryonen nach der Stammzellgewinnung Uberlebensfahig zu halten (4). Dies fuhrte zu
einer kontroversen Debatte in der breiten Offentlichkeit Gber die Grenzen medizinischer
Forschung. Bei den Unterstlitzern der Forschung mit ESCs wurde die Hoffnung befllgelt,
bislang unheilbare Erkrankungen therapieren zu kénnen oder zumindest durch Studien mit den
ESCs die (genetische) Pathophysiologie besser zu verstehen. Dem gegentiber stand jedoch eine
Gruppe von Kritikern dieser neuen Forschungsmethode, welche in der Forschung mit humanen
Embryos den Tatbestand des Mordes erfillt sahen. Die ethischen Bedenken der ESC-Gegner,
welche oftmals aus religidsen Uberzeugungen agierten, beruhten hauptsachlich darauf, dass
sie den Beginn des menschlichen Lebens im Moment der Befruchtung der Eizelle definieren.
Somit entsprach in deren Rechtsauffassung bereits der Embryo im blastozytaren Friihstadium
einer eigenstandigen Person mit jeweiligen Personlichkeitsrechten, und folglich galt jegliche
Forschung mit dem Resultat der lebensverhindernden Schadigung des Embryos als Tétung
eines Menschen (5). Diese ethische Problematik tiberschattet die Forschung, welche seit Anfang
der 2000er-Jahre mit embryonalen Stammzellen durchgefiihrt wurde: aus den ESCs wurden
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Einleitung

oftmals Zelllinien mit genetischen Eigenschaften hereditarer Erkrankungen entwickelt, um
damit grundlagenwissenschaftlich experimentieren zu kénnen (6).

Tabelle 1.1: Verschiedene Arten von Stammzellen (modifiziert nach Liu et al., 2020 (2))

der Zellressourcen

Technologie,
Einrichtung und
Finanzen

Teratombildung

Embryonale Sehr kleine | Kerntransfer- | Reprogram- Adulte
Stammzellen embryonal- Stammazellen mierte Stammzellen
(ESCs) ahnliche (NTSCs) Stammzellen (ASCs)
Stammazellen (RCs)
(VSELs)

Definition Pluripotente Pluripotente Eine neue Pluripotente Ein Zelltyp, der
Stammzellen, die Stammzellen aus Einzelzelle wird Stammezellen, die sich in unmittel-
aus der inneren adulten Geweben durch die durch Reprogram- | barer Nahe zu
Zellmasse einer Transplantation mierung adulter einer nahrstoff-
Blastozyste (eines des Spenderkerns | Zellen erzeugt reichen Mikro-
Embryos) in eine entkernte werden. umgebung wie
gewonnen Eizelle einer Gewonnen durch Gefalen, Kno-
werden konnen Spenderin erzeugt | Anwendung chenmark oder

manueller Labor- Organen (Herz
methoden zur und Gehirn usw.)
Reprogram- im reifen oder
mierung adulter erwachsenen
Zellen. Zu den RCs | Organismus be-
gehoren findet; sie sind in
induzierte pluri- der Lage, auf ge-
potente Stamm- webespezifische
zellen und direkt Stimulation zu
reprogrammierte reagieren und
Zellen. Stammzellen zu
produzieren.
Entwick- Frihes Stammzellmasse Frihes Embryo- Frihes Embryo- Ausgereifte
lungssta- Prdaimplantations- | in der friithen nalstadium nalstadium ein- Stammzellen aus
dium stadium des Entwicklungspha- zelner / mehrerer | adulten Zellen
Embryos se in erwachse- Zellen oder Zellen | (z. B. Nabel-
nem Gewebe mit einer bestim- schnurblutzellen)
mten Gewebe- oder erwachsenen
struktur Organen wie Herz
und Gehirn

Funktion Totipotenz: inder | Unklare Einzelne Zelle Totipotenz: in der | Entwickelt sich zu
Lage, sich zu jeder | Totipotenz, jedoch | erzeugt einen Lage, sich zu jeder | Zellen desselben
Art von Zelle zu Fahigkeit zur ganzen Art von Zelle zu systemischen Typs
entwickeln Ausdifferenz- Organismus entwickeln

ierung in
zahlreiche
Zelllinien

Wesent- Zerstorung/ Bestimmung der Kann beim Klonen | Genomische Invasive Chirurgie,

liche Abtreibung des allgemeinen von Menschen Instabilitat; kann ImmunabstoRung

Hirden fir | Embryos; Eigenschaften und | missbraucht geringe (wenn es sich

die klinische | Immunabwehr Funktionen werden; hohe Wirksamkeit nicht um einen

Anwendung | und Erschopfung Anforderungen an | haben; autologen

Spender handelt),
Kontamination
und Infektion
sowie keine
natirliche
Uberwindung der
genetischen
Barrieren zur
Differenzierung in
eine andere
Abstammungslinie
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Einleitung

Etwa zehn Jahre nach Isolierung der ersten embryonalen Stammzellen wurde ein Verfahren
entwickelt, bei dem die ESCs aus der Blastozyste ohne Schadigung des Embryos gewonnen
werden konnten (7, 8). Obwohl dies das ethische Hauptproblem des Einsatzes embryonaler
Stammzellen 16ste, sank dennoch das Interesse an embryonalen Stammzellen rapide, denn
nahezu zeitgleich wurden von zwei Forschungsgruppen aus somatischen Zellen pluripotente
Stammzellen ,reprogrammiert” und somit Zellen mit vergleichbaren Fahigkeiten ganzlich ohne
Notwendigkeit von Embryonen entwickelt (9, 10) (genaueres im Abschnitt zu
reprogrammierten Stammzellen). Es bleiben jedoch weiterhin Vorteile auf Seiten der
Verwendung embryonaler ~ Stammzellen, da diese aufgrund des fehlenden
.reprogrammierenden” Eingriffs weniger genetische Veranderungen aufweisen und daher
homogener sind. Daher laufen noch weiterhin vereinzelte klinische Studien mit embryonalen
Stammzellen bei Rickenmarksverletzung, Immuntherapien, Makuladegeneration, Diabetes
mellitus Typ | und Herzinsuffizienz (3, 11). Bislang konnten jedoch keine gréBeren
therapeutischen Erfolge mit ESCs erzielt werden. Die Haupteinschrankungen fir die klinische
Verwendung von ESCs sind die moglichen immunogenen Reaktionen, eine Vielzahl von nicht
differenzierten Zelltypen und die mogliche teratogene Entartung (3). Da die reprogrammierten
Stammzellen im Prinzip die gleichen Eigenschaften besitzen, sind jegliche Einschrankungen in
der Nutzung von ESCs auch flr sie anzunehmen. Embryonale Stammzellen exprimieren
grundsatzlich die zelluldaren Oberflachenproteine MHC-I und im Verlauf bei weiterer
Differenzierung zusatzlich MHC-II. Da Gber den MHC-II-Komplex das Immunsystem Uberprift,
ob eine Zelle kdrpereigen oder kérperfremd ist, werden bei fehlender Ubereinstimmung
Immunreaktionen ausgeldst (12). Da jedoch von praktisch keinem Menschen vor der Geburt
embryonale Stammzellen gewonnen wurden, wiirden nahezu alle Spender-Stammzellen eine
sog. Host-vs.-Graft-lmmunreaktion ausldsen und die neu implantierten Stammzellen somit
zerstoren, sofern keine Immunsuppression erfolgt (vgl. (13)). In den entsprechenden Studien
wurden die Stammzell-Empfanger dementsprechend stets immunsupprimiert, was jedoch
gravierende systemische Nebenwirkungen mit sich bringt. Eine Losung flr dieses Problem
konnten Spender-Datenbanken mit diversen MHC-Zelllinien darstellen, vergleichbar mit den
aktuell bereits vorhandenen Datenbanken zur Stammzelltransplantation bei Leukdmien. Dies
ware jedoch mit hohem Aufwand und Kosten verbunden. Problematisch fiir den Einsatz der
embryonalen (und auch reprogrammierten) Stammzellen ist zudem die teilweise
unvollstandige oder fehlerhafte Ausdifferenzierung der Stammzellen: einerseits wurde das
Risiko der Entstehung von Keimzelltumoren nach Transplantation von ESCs beschrieben (14);
andererseits besteht bei unvollstandiger Ausdifferenzierung die Gefahr, dass das urspriingliche
Stammzellgewebe die Funktionen des zu ersetzenden Gewebes nicht auf physiologische Weise
Ubernimmt, wie z. B. in einer Studie bei Insertion von embryonalen Stammzellen in kardiales
Gewebe, bei der nach Transplantation der Stammzellen eine irreguldre kardiale
Erregungsweiterleitung festgestellt wurde (15). Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass
fur die erfolgreiche klinische Verwendung embryonaler Stammzellen weiterhin hohe Hirden
bestehen. Die Tatsache, dass die reprogrammierten Stammzellen dquivalente Eigenschaften
besitzen und keinerlei ethische Fragen aufwerfen, hat erheblich zum Bedeutungsverlust der
embryonalen Stammzellen gefiihrt und wird mutmaBlich auch in Zukunft die Verwendung von
ESCs weiter limitieren.
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Einleitung

1.2  Reprogrammierte Zellen (reprogrammed stem cells, RCs)

Die reprogrammierten (Stamm-) Zellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen (Abbildung 1.1):

e Transformierte Zellen mit pluripotenten Eigenschaften aus urspriinglich somatischen,
ausdifferenzierten Zellen, die vor etwa 15 Jahren entwickelt wurden (9, 10). Zellen,
welche mittels dieses Verfahrens hergestellt wurden, sind meist unter dem Namen
Jinduziert pluripotente Stammzellen” (sogenannte induced pluripotent stem cells;
iPSCs) bekannt.

e Wenige Jahre spater wurde ein weiteres reprogrammierendes Verfahren entwickelt,
mit dem sich fibroblastische Zellen direkt in Kardiomyozyten (16) oder Hepatozyten
(17) umprogrammieren lieBen. Zellen dieser zweiten Gruppe sind sogenannte direkt
reprogrammierte Stammzellen.

Pluripotente
Stammzelle

Zellen im §°”
Differenzierungs- -@5
stadium @@

Q‘gb
&

Vo
Ausdifferenzierte

Direkte Umdifferenzierung;
»Iransdifferenzierung
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung reprogrammierter Stammezellen (modifiziert nach

(18)

In der Forschung und Entwicklung liegt jedoch der Schwerpunkt eindeutig auf der ersteren
Gruppe, sodass die Begriffe ,induziert pluripotente Stammzellen” und ,reprogrammierte
(Stamm-)zellen” haufig synonym verwendet werden. Die Entwicklung dieser Verfahren brach
mit dem lange Zeit vorherrschenden Paradigma, dass die Differenzierung von Zellen
ausschlieBlich unidirektional sei (19). Zudem wurden die embryonalen Stammzellen schlagartig
als Forschungsschwerpunkt im Bereich der Stammzellforschung abgelost, da bei dieser
Methode Zellen mit dhnlichen Eigenschaften ganzlich ohne ethische Bedenken generiert und
verwendet werden. Mittlerweile gibt es vier Verfahren, mit denen die zur Reprogrammierung
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Einleitung

bendtigten Faktoren in die ausdifferenzierte Ursprungszelle eingebracht werden konnen:
entweder Uber virale Transfektion (jeweils in die DNA integrierend / nicht integrierend), Giber
selbstschneidende Vektoren (also sich selbst in die DNA integrierend), oder direkte organische
Materialien, welche in der Zelle entsprechende Signalwege aktivieren (2). Durch diesen Prozess
wird jedoch maBgeblich in die Molekularbiologie der Ursprungszelle eingegriffen, was bei der
Verwendung embryonaler Stammzellen nicht geschieht. Akkumulierte Mutationen in der DNA
der adulten somatischen Vorlauferzelle fiihren zu einer genetischen Heterogenitat der spateren
iPSCs, welche die Funktion dieser Zellen erheblich beeintrachtigen konnen (20). Zudem ist die
Vergleichbarkeit verschiedener Zelllinien bei gleichem Herstellungsverfahren eingeschrankt, da
erworbene genetische Unterschiede zwischen den Spenderzellen Auswirkungen auf die spatere
Funktionalitat haben (21). Jedoch nicht nur die DNA an sich, sondern auch die Epigenetik kann
den Zustand der reprogrammierten Zellen beeinflussen. Ein erhaltenes epigenetisches
Gedachtnis in den reprogrammierten Zellen fihrt zu einer groBeren Heterogenitat der
reprogrammierten  Zellen  (22). Zudem nehmen die Zellen oftmals im
Reprogrammierungsvorgang sich stark von physiologischen Zellstadien unterscheidende
Formen an, bei denen es zu einer veranderten epigenetischen Dynamik kommen kann (23).
Diese ungleichmaBige Transformation der Epigenetik wahrend des
Reprogrammierungsverfahrens ist problematisch fir die Qualitdtssicherung (24).

Die Ursprungszellen fir die Gewinnung von reprogrammierten Zellen konnen direkt aus
differenzierten menschlichen Zellen gewonnen werden. Daflir werden haufig Fibroblasten der
Haut, peripheres Blut oder Nabelschnurblut verwendet. Der einfachen Verfligbarkeit von
Fibroblasten oder peripherem Blut steht jedoch der Nachteil von vermehrten erworbenen
genetischen Mutationen entgegen, welche sich negativ auf die spateren reprogrammierten
Zellen auswirken kénnen. Das schwieriger zu gewinnende Nabelschnurblut hat zwar den Vorteil
von weniger erworbenen Mutationen, jedoch ist zum Zeitpunkt der Gewinnung der spatere
Gesundheitszustand des Spenders noch unbekannt (18). Auch wenn iPSCs nicht nur in
regenerativer Hinsicht, sondern auch zur Untersuchung von Pathomechanismen und zum
Screening nach wirksameren und sichereren Medikamenten verwendet werden (insbesondere,
wenn die Spenderzellen von Patientinnen mit monogenen Erkrankungen stammen) (25, 26),
bestehen fir den klinischen Einsatz weitere Hirden. Dazu gehoren die im Abschnitt zu den
embryonalen Stammzellen bereits erlauterten, aber direkt auf reprogrammierte Zellen
Ubertragbaren Einschrankungen wie die immunologischen Reaktionen, die unvollstandige
Differenzierung oder die Tumorentstehung. Hinsichtlich der Tumorentstehung bestehen im
Vergleich zu den ESCs aufgrund des Reprogrammierungsvorgangs deutlich mehr Risiken. Zu
den Risikofaktoren zdhlen z. B. das Verfahren der Reprogrammierung selbst, da die ins Erbgut
integrierenden Methoden prinzipiell mit einem hoheren Risiko einhergehen als die nicht-
integrierenden Methoden, aber auch fehlerhafte Reprogrammierungsvorgdange, welche
Schaden an Chromosomen ausldsen kdnnen. Leider gibt es bislang keine Studien, welche die
Tumorigenitat von reprogrammierten Zellen mit der Tumorigenitat von ESCs vergleicht (2, 27).
Die Anzucht von Stammzellen unter zellkulturellen Bedingungen gestaltet sich auBerdem als
schwierig, wenn alle Bedenken hinsichtlich Ubertragbarer xenogener Krankheiten oder der
Auslésung einer spateren Immunreaktion durch die eingesetzten Materialien ausgeraumt
werden sollen (28). Eine spezifische Hirde lauert noch im Reprogrammierungsverfahren selber:
die sehr kostspielige Erzeugung von induziert pluripotenten Stammzellen aus somatischen
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Zellen dauert mindestens drei Monate und hatte daher moglicherweise zur Folge, dass das
optimale therapeutische Zeitfenster bereits geschlossen ist. Mittels groBeren ,Zellbanken”,
welche Uber HLA-gematchte allogene iPSCs verfiigen, kdnnte man dieses Problem umgehen,
fur den Preis von groBerem Aufwand und immunologischen Restrisiken (18). Trotz der groBen
Hoffnungen zu Beginn der Forschung mit reprogrammierten Zellen konnten die Hirden fir
eine therapeutische Verwendung von reprogrammierten Zellen im groBen Stil bislang nicht
ausgeraumt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass andere Stammzellformen einfacher in
die klinische Anwendung integriert werden kdnnen, ist es nicht unwahrscheinlich, dass diese
beeindruckende Technologie lediglich fir die Grundlagenforschung relevant sein wird.

1.3  Kerntransfer-Stammzellen (nuclear transfer stem cells, NTSCs)

Die Stammzellen, welche mittels der sogenannten Kerntransfer-Technologie generiert werden,
unterscheiden sich signifikant von den anderen Stammzellarten und werden daher in diesem
Kontext nur der Vollstandigkeit halber erwahnt. Wahrend sich pluripotente und differenzierte
Stammzellen nur zu Zelllinien oder mehr oder weniger groBen Teilen eines Gesamtorganismus
ausdifferenzieren, wird die Kerntransfertechnik zur Erzeugung eines lebendigen,
eigenstandigen Organismus verwendet. Die Ubertragung des Zellkerns inklusive des Genoms
in einen zellkernlosen Oozyten fihrt zu einer genetischen Reprogrammierung des
transferierten Genoms in ein embryonales Entwicklungsstadium. Danach kann die neu
zusammengesetzte Zelle eine reguldre embryonale Entwicklung bis hin zum ausdifferenzierten
Organismus durchlaufen (2). Diese Technologie kann folglich zu einer Klonung von Lebewesen
verwendet werden, was zum ersten Mal erfolgreich im Jahr 1996 durchgefiihrt wurde (29). Uber
die Klonung des Schafs ,Dolly” wurde weltweit debattiert, und ethische Bedenken dieser
Technologie schranken die entsprechende Forschung und Entwicklung deutlich ein.
Ungeachtet dieses ethischen Aspekts wurden in einem weiteren Projekt Gber 20 Jahre nach
dem Schaf ,Dolly” mittels der Kerntransfer-Technologie Makaken-Affen geklont (30). Somit
kann mittlerweile davon ausgegangen werden, dass diese Technologie ebenfalls in der Lage
ware, eine Klonung von Menschen erfolgreich durchzufihren.

1.4 Sehr kleine embryonalahnliche Stammzellen (very small embryonic- like
stem cells, VSELSs)

Im Jahr 2006 konnten erstmalig Zellen beschrieben werden, welche in sehr geringer Anzahl im
Knochenmark vorkommen und sowohl immunhistochemische als auch
elektronenmikroskopische Merkmale pluripotenter Stammzellen sowie die Fahigkeit zur
Differenzierung in alle drei Keimbahnlinien besitzen (31). Aufgrund ihrer Eigenschaften und
GroBe erhielten diese Zellen den Namen very small embryonic-like stem cells, also Ubersetzt
sehr kleine embryonaldhnliche Stammzellen. Da in den darauffolgenden Jahren ebendiese
Stammzellen von mehreren Forschungsgruppen in eigenen Versuchen nicht aufgefunden
werden konnten, war die Existenz dieser Zellart zeitweilig stark umstritten (32, 33). Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass der Grund fir die fehlende Auffindbarkeit der VSELs
technischer Natur in der Durchfihrung der Durchflusszytometrie war (34). Spatestens als
weitere Forschungsgruppen ebendiese Stammzellen nachweisen konnten (35), galt die Existenz
der sehr kleinen embryonaldhnlichen Stammzellen als wissenschaftlicher Konsens. In Zukunft
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sind diese Zellen vermutlich vergleichbar mit adulten, gewebsspezifischen Stammzellen
hinsichtlich der klinischen Verwendbarkeit (36). Jedoch ist aktuell weitgehend unklar, ob die
VSELs sich vollstandig differenzieren und ihre Nachkommen sich in geschadigtes Gewebe
integrieren konnen (37). Ein Vorteil dieser Zellen gegenliber den reprogrammierten Zellen ist
jedoch eine mutmaBlich deutlich geringere Gefahr der Teratombildung sowie fehlende ethische
Bedenken im Vergleich zu embryonalen Stammzellen (2). Insgesamt besteht noch zu wenig
Evidenz Uber die genauen Eigenschaften der VSELs. Zudem gestaltet sich die Gewinnung von
VSELs als schwierig, da nur ein sehr geringer Anteil der gesamten Zellen zu dieser Gruppe
gehorig ist und die Isolierung kompliziert ist (38).

1.5 Adulte Stammzellen (adult stem cells, ASCs)

Adulte Stammzellen befinden sich zwar in geringer Anzahl, jedoch mutmaBlich nahezu
ubiquitar im reifen Organismus und treiben Regenerationsprozesse an. GroBBe Teile der
Wissenschaft sind der Auffassung, dass ASCs sich in die Zellarten einer spezifischen Zelllinie
differenzieren und abhdngig vom Grad der Differenzierung als multipotent oder unipotent
angesehen werden kénnen: multipotente hamatopoetische Stammzellen haben ein groéBeres
Potential zur Differenzierung in diverse Zelllinien des Blutes, und Zelllinien des Ektoderms als
epidermale Stammzellen kénnen sich ausschlieBlich zu Haut-spezifischen Zellen differenzieren
(39). Allerdings sind multipotente Stammzellen an sich wiederum eine heterogene Gruppe. Die
moglichen Differenzierungsmuster mesenchymaler Stammzellen (mesenchymal stem cells;
MSCs) zum Beispiel, welche sich nach gangiger Definition in Zellen der mesenchymalen Linie
differenzieren kdnnen, hdangen im Wesentlichen von deren Gewebeherkunft ab. MSCs aus
Nabelschnurblut sind zum Beispiel in der Lage, sich zu mehr Gewebearten zu differenzieren als
etwa MSCs aus Synovialflissigkeit (40). Folglich ist die Vergleichbarkeit von mehreren
multipotenten Stammzelllinien eingeschrankt, da der Begriff ,mesenchymale Stammzellen”
lediglich eine heterogene Gruppe von Stammzellen definiert, jedoch nicht eine explizite
Zelllinie mit nahezu identischen Eigenschaften.

Die Nutzung adulter Stammzellen ist in der Medizin keine Neuheit: seit mehreren Jahrzehnten
werden bereits hamatopoetische Stammzellen zur Behandlung von Leukamie-Patientinnen
mittels Stammzelltransplantation genutzt (41). Erst im Jahr 2015 wurde von der European
Medicines Agency (EMA) mit Holoclar® die erste nicht-hamatopoetische Stammzelltherapie
zugelassen, welche auf dem Prinzip der Transplantation kornealer Stammzellen zur Behandlung
degenerativer Erkrankungen der Hornhaut des Auges beruht (42). In den letzten Jahren wurden
viele weitere Indikationen flir den Einsatz adulter Stammzellen — insbesondere mesenchymaler
Stammzellen — in grundlagenwissenschaftlichen und klinischen Studien Uberprift, darunter
Knochen-, Knorpel- und muskuloskelettale Regeneration sowie die Reparatur von
Nervengewebe, Herzmuskulatur und Leberparenchym (43). Wie fir die anderen Arten von
Stammzellen gilt auch fir die optimale Verwendung adulter Stammzellen die Notwendigkeit
einer Immunkompabilitdt des Empfangers. Wahrend die autologe Transplantation hierfir kein
Problem darstellt, gestaltet sich eine allogene Transplantation schwieriger. Entscheidend fiir die
Vertraglichkeit der Stammzellen bei allogener Transplantation ist die Ubereinstimmung der
HLA-Merkmale. Die dadurch bei fehlendem HLA-Matching hervorgerufene Immunreaktion
wird zwar schon seit langerer Zeit im Falle von Leukdamien zur Eradikation maligner Zellen
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genutzt (41); bei der Anwendung von regenerativen Stammzellprodukten ist dieser
Mechanismus jedoch kontraproduktiv. Fiir die umfassende Verwendung adulter Stammzellen
spricht, dass die Rate an schwerwiegenden Nebenwirkungen beim Einsatz von mesenchymalen
Stammzellen sehr gering ist (44). Mogliche Komplikationen in Form von Gewebefibrosierung
und sogar Tumorentstehung (43) wurden zwar beschrieben, sind jedoch offenbar sehr selten
und sollten aufgrund der mangelnden  Vergleichbarkeit der heterogenen
Stammzellapplikationen in den Kontext der jeweiligen Therapiesituation gestellt werden. Wie
bei den anderen Stammzellformen auch ist die Isolierung und die Kultivierung im Labor fir die
Anwendung adulter Stammzellen hinderlich, da durch diese MaBnahmen eine Kontamination
der Stammzellen erfolgen oder der optimale Therapiezeitpunkt verpasst werden kdnnte.

1.6 Das Konzept der gefafs-assoziierten pluripotenten Stammzellen
(vascular-associated pluripotent stem cells, vaPS cells)

Die weit verbreitete Annahme, dass sich adulte Stammzellen ausschlieBlich in
gewebespezifische Zelllinien differenzieren kdnnen, ist insbesondere seit der Entdeckung der
VSELs umstritten, da die VSELs sich ebenfalls im reifen Organismus befinden. Unsere
Arbeitsgruppe konnte aus GefaBwanden von Menschen Zellen isolieren, welche die Fahigkeit
zur Differenzierung in Zellen aller drei Keimschichtlinien besitzen (45). Bemerkenswert dabei ist,
dass diese Zellen einerseits aus allen BlutgefaBen unabhédngig von deren Gewebezugehdrigkeit
gewonnen werden kdnnen; andererseits konnte mittels verschiedener Experimente gezeigt
werden, dass sich die Zellen unabhangig von der Gewebezugehdrigkeit ihres urspriinglichen
Blutgefales in Zellen der drei Keimschichten differenzieren kdnnen (45). Letztendlich ist es nicht
geklart, ob diese Zellen den VSELs entsprechen. Daher erhielten diese Stammzellen den Namen
vascular-associated pluripotent stem cells (vaPS cells), also gefaB-assoziierte pluripotente
Stammzellen. Denkbar ist auch, dass gefaB-assoziierte pluripotente Stammzellen langere Zeit
falschlicherweise fir mesenchymale Stammzellen gehalten wurden und ihr vollstandiges
Differenzierungspotential nicht erkannt wurde. Interessant in diesem Zusammenhang ist
zudem die wissenschaftliche Beschreibung der Fahigkeit zur pluripotenten Ausdifferenzierung
von mikrovaskuldaren Perizyten (46), wobei hier viel eher die Fahigkeiten der vaPS
falschlicherweise aufgrund methodischer Mangel den Perizyten zugeschrieben wurden, die sich
ebenfalls in unmittelbarer Nahe der GefaBwande befinden. Experimente unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass die vaPS cells die Eigenschaft haben, mit anderen Zellen zu
kommunizieren und sich in jegliches Zielgewebe zu integrieren. Im Falle einer Immundefizienz
ist sogar eine xenogene Integration in vivo von humanen Stammzellen in Maus-Gewebe
beschrieben worden (45).

Die Risiken der Verwendung von vaPS cells in der Klinik sind mutmaBlich vergleichbar mit den
Risiken der Transplantation adulter Stammzellen bzw. der VSELs. Des Weiteren wurde
beschrieben, dass die systemische Applikation von MSCs zu einem beschleunigten
Tumorwachstum flihren kann, da Malignome Zytokine und weitere Faktoren freisetzen, um
zirkulierende Stammzellen an den Tumorort zu locken (47). Da jedoch bekannt ist, dass die
vaPS explizit nicht isoliert werden mdissen, entfallen die Risiken der Kultivierung der
Stammzellen ((48); s. ,ADRCs"), welche zumeist der weit verbreiteten Anwendung von
Stammzellprodukten im Wege steht.
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1.7

Aus Fettgewebe gewonnene regenerative Zellen (adipose-derived

regenerative cells, ADRCs)

Das Prinzip der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stammzell-Applikation ist ausfuhrlich
in (48) beschrieben und entspricht einer Liposuktion von Fettgewebe, welches in einem point-
of-care-Verfahren aufbereitet wird. Die aufbereitete Zellsuspension enthdlt spezielle
Stammzellen und weitere Zellarten, und wird unmittelbar nach Isolierung der Zellen aus dem
Lipoaspirat direkt an den Ort des Gewebeschadens injiziert. In den zugehorigen
Grundlagenarbeiten (zusammengefasst in (48)) wurden drei entscheidende Punkte bezogen
auf die Gewinnung und Anwendung der ADRCs herausgearbeitet:

1.

Die flr den Therapieeffekt entscheidenden Stammzellen (aller Wahrscheinlichkeit nach
die vaPS) kénnten auch aus jedem anderen Gewebe gewonnen werden; jedoch eignet
sich Fettgewebe aufgrund der einfachen Zuganglichkeit, der Verzichtbarkeit dieses
Gewebes fir die meisten Patientinnen und die hohe Dichte an GefaBen hierfir am
besten.

Zur Gewinnung von ADRCs wird das Liposuktionsmaterial von Adipozyten und
Bindegewebsanteilen getrennt. Dies impliziert jedoch, dass neben Stammzellen auch
andere Zelltypen in der resultierenden Zellsuspension vorhanden sind. Das spezifische
Isolierungsverfahren hat einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl und Lebensfahigkeit
der gewonnenen Zellen und somit auf die Sicherheit und Wirksamkeit von ADRCs. Zu
unterscheiden sind die aus Fettgewebe stammenden adipose-derived regenerative cells
(ADRCs), bei denen nach der Liposuktion sowohl Adipozyten als auch Bindegewebe
vollstandig von den ADRCs abgetrennt werden, und sogenanntes ,Nanofett” und
.Mikrofett”, bei denen der Gewebeverband des Fettgewebes nach Aufbereitung
weitgehend erhalten bleibt bzw. das Bindegewebe von den Adipozyten separiert wird.
.Nanofett” und ,Mikrofett” zeichnen sich im Vergleich zu ADRCs durch eine geringe
Dichte und Anzahl von Zellen bzw. lebender Stammzellen aus (vgl. Abb. 1.2). Zur
speziellen Isolierung von ADRCs wird zudem zwischen enzymatischen und nicht-
enzymatischen Verfahren unterschieden. Enzymatische Aufbereitungsmethoden von
Lipoaspirat verfligen normalerweise Uber eine deutlich hdhere Zellausbeute als nicht-
enzymatische Methoden. In der Literatur bestehen auBerdem groBe Unsicherheiten
Uber die Anzahl von nicht-lebenden Zellen in den nicht-enzymatisch generierten ADRC-
Suspensionen. Folglich sind die enzymatischen Aufbereitungsmethoden zur Gewinnung
der ADRCs den nicht-enzymatischen Aufbereitungsmethoden tiberlegen (49).
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Abbildung 1.2: Mikroskopische Darstellung des aufbereiteten Lipoaspirats dreier
Aufbereitungsmethoden: (A) Beim sog. ,Mikrofett” ist die zelluldre Struktur der Adipozyten
weitgehend erhalten. (B) Nach Aufbereitung von ,Nanofett” sind nur noch sehr wenige
Adipozyten vorhanden, und der Anteil von Stroma und Zellen ist im Vergleich zum ,Mikrofett”
erhéht. (C) Ein mit Azan gefdrbter Ausstrich von Zellen, die mit der enzymatischen Transpose
RT/Matrase-Technologie (InGeneron, Houston, TX, USA) aus Lipoaspirat isoliert wurden, zeigt
keine Adipozyten und praktisch kein Bindegewebsstroma (modifiziert nach (50) und (51)).

3. Die Stammzellen an sich, die sog. adipose-derived stem cells (ADSCs) (die die vaPS cells
einschlieBen), kdnnen aus der ADRC-Suspension mittels Aufbereitung und Kultur
gewonnen werden. Hierfir besteht allerdings aus mehreren Griinden keine
Notwendigkeit. Unter anderen gehen bestimmte Zellen, welche offenbar férderlich fir
den Regenerationsvorgang sind, durch die Aufbereitung verloren. Zahlreiche Studien
haben gezeigt, dass die ADRCs den ADSCs nicht unterlegen, zum Teil sogar tberlegen
hinsichtlich ihrer Wirkung bei Herzmuskel-, Sehnen- oder Knochenregeneration sind
(52-54). Der Vorteil einer fehlenden Kultivierung macht sich nicht nur in der zeitlichen
Dimension aufgrund der Verfligbarkeit von ADRCs innerhalb von ca. 2 Stunden nach
Liposuktion bemerkbar, sondern auch im fehlenden Risiko der Kontamination durch
pathogene Erreger, Schadstoffe oder mechanischen und oxidativen Stress (55) wahrend
der Zeit der Kultur, wahrend derer die Zellen besonders sensibel sind. In
Kulturbedingungen zeigt sich ein verstarktes Wachstum der die Stammzellen
begleitenden Zellen, wie z. B. Fibroblasten, wahrend andere wichtige Vorlauferzellen
verloren gehen.

An dieser Stelle sollte auch die Moglichkeit erwahnt werden, dass mesenchymale Stammzellen
aus Zellmaterial des Knochenmarks gewonnen werden kdnnen: sogenannte bone marrow
mesenchymal stem cells (BM-MSCs) bzw. bone marrow aspirate concentrate (BMAC). Abgesehen
von geringeren, vermutlich individuellen Unterschieden sind sich mesenchymale Stammzellen
aus dem  Knochenmark und  Fettgewebe hinsichtlich  ihrer  Morphologie,
Oberflacheneigenschaften und ihrer Differenzierungskapazitat weitgehend ahnlich (56). Da die
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark bereits seit vielen Jahren bekannt sind,
werden in der regenerativen Medizin aktuell hdufiger Methoden mit BM-MSCs erforscht und
klinisch angewandt (57). Die Gewinnung von Stammzellen aus Fettgewebe hat jedoch mehrere
Vorteile: Fettgewebe ist einfach und meistens in groBerer Menge verfligbar, auBerdem kann
das Fettgewebe mit minimalinvasiven Verfahren unkompliziert gewonnen werden. Zellen des
Knochenmarks missen hingegen in einer meist schmerzhaften und invasiven Prozedur mittels
Aspiration gewonnen werden (56). Obwohl die Knochenmarksaspiration ein sicheres und
nebenwirkungsarmes Verfahren darstellt, bestehen doch Nachteile bezliglich des Schmerzes,
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Blutungsrisikos und der Morbiditat der Patientinnen (56, 58). Der entscheidende Unterschied
ist allerdings die Tatsache, dass der Anteil echter mesenchymaler Stammzellen am
Knochenmarksaspirat sehr niedrig ist (<0.1 % aller aspirierten Zellen), wahrend der Anteil von
mesenchymalen Stammzellen in aspiriertem Fettgewebe um ein Vielfaches hoher liegt (56, 59).
Um im applizierbaren Stammzellprodukt also auf relevante Konzentrationen echter
Stammzellen zu kommen, missten die BM-MSCs zunachst isoliert und kultiviert werden. Dieser
Prozess geht allerdings — wie weiter oben bereits ausfuhrlich diskutiert — mit Zeitverlusten,
Risiken der Kontamination sowie zelluldrer Stressbelastung einher. Es wurden zwar Methoden
etabliert, das Knochenmarksaspirat zum bone marrow aspirate concentrate (BMAC) zu
konzentrieren, jedoch ist hierbei der Anteil mesenchymaler Stammzellen im Vergleich zu ADRCs
mutmaBlich geringer und die bislang kommerziell erhaltlichen Aufbereitungsmethoden sind
schlecht verstanden und zu inhomogen: es bestehen starke Schwankungen in der Qualitat des
Aspirationskonzentrats sowie hinsichtlich des Stammzellen-Anteils (60).

In der klinischen Forschung zeigten erste Studien insbesondere bei der Therapie von partial-
thickness rotator cuff tears einen deutlichen Therapieerfolg bei Injektion von ADRCs im
Vergleich zur Injektion von Kortikosteroid (der Standardtherapie von partial-thickness rotator
cuff tears in den USA) (61, 62).

1.8 Tendinopathien und assoziierte Stammzelltherapie

Erkrankungen und Verletzungen von Sehnen werden zwar immer besser erforscht, allerdings
prasentiert sich bereits die Terminologie nicht nur im klinischen Alltag, sondern auch in der
wissenschaftlichen Literatur sehr heterogen. Inzwischen scheint die Begrifflichkeit der
.Tendinopathie” in der Fachwelt als geklart, seitdem der International Scientific Tendinopathy
Symposium Consensus veroffentlicht wurde (63). Tendinopathie ist die bevorzugte Bezeichnung
fur anhaltende Sehnenschmerzen und Funktionsverluste im Zusammenhang mit mechanischer
Belastung, und muss als rein klinische Diagnose folglich nicht zwangslaufig durch bildgebende
Verfahren gesichert werden. Wahrend vor etwa 20 Jahren der Begriff der ,Tendinose”
histopathologisch  durch Zeichen der Sehnendegeneration mit Alterationen der
Kollagenstruktur und der Extrazellularmatrix sowie abnormaler Struktur und abnormaler Anzahl
von Tenozyten definiert wurde (64), ist die Tendinose nun wissenschaftlich umstritten, da
histologische  Gewebeveranderungen eine  Momentaufnahme einer Reihe von
morphologischen Prozessen mit unsicherer klinischer Relevanz und unter Umstanden sogar
eher physiologischer als pathologischer Natur sind (64). Dieser heterogene und umstrittene
Erkenntnisstand zur Histopathologie bei Tendinopathien erschwert die Forschung zur
Atiopathogenese von Sehnenerkrankungen, die bislang ohnehin nur unzureichend verstanden
sind. Wahrend bereits zahlreiche Risikofaktoren definiert werden konnten, lasst sich die
Tendinopathie mutmaBlich auf biomechanische und molekularbiologische Vorgange
zurickfihren. Diverse Studien konnten Fehl- und Uberlastungen von Sehnen, vor allem im
Rahmen von zyklischen Belastungen, als Einflussfaktor bei Tendinopathien belegen (65-68).
Weitere Grundlagenstudien beschrieben Einflisse auf molekularer Ebene in Tenozyten als
mitverursachend fir tendinopathische Beschwerden: einerseits sind mittlerweile diverse
genetische Faktoren bekannt (69-71); andererseits spielt offenbar die Interaktion mit dem
Immunsystem (72, 73) und die Nahrstoffversorgung eine Rolle, was ebenfalls die volle
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Funktionsfahigkeit der Tenozyten beeinflusst (74-77). Die Tendinopathie ist insgesamt ein sehr
haufiges Krankheitsbild; die Inzidenz der Tendinopathie der Rotatorenmanschette liegt
beispielsweise im Bereich von 0,2 - 5,5 % und die Pravalenz etwa zwischen 0,5 - 7,4 % (78). Dass
Tendinopathien vermehrt mit Sport assoziiert sind, ergibt sich daraus, dass ca. 20 % aller
Sportverletzungen zu den Tendinopathien (v. a. Tendinopathien der Patellar- und
Achillessehne) zu zahlen sind (79) und ca. 35 % aller Tendinopathien im Zusammenhang mit
Sport stehen (80).

Von der klinisch diagnostizierten Tendinopathie zu unterscheiden ist der Sehnenriss bzw. die
Sehnenruptur, welche als makroskopische Diskontinuitat einer tragenden Sehne zu betrachten
ist (63). Bereits vor 20 Jahren wurden Stimmen laut, die forderten, der Begriff der (partiellen)
Sehnenruptur sollte einem makroskopisch erfassbaren (Teil-) Riss der Sehne aufgrund (sub-)
akuter Lasion vorenthalten bleiben, da der Begriff haufig falschlicherweise mit der
degenerativen Tendinopathie gleichgesetzt wird (64). Die exakte Trennung zwischen
Sehnenriss und -degeneration wird allerdings von zwei Umstanden erschwert: Obwohl es
naheliegend ware, dass Sehnen wie andere anatomische Strukturen durch ein Trauma ohne
jegliche Vorschadigung bei ausreichend hohen einwirkenden Kraften reiBen kénnen, scheinen
Sehnenrupturen nur bei bereits vorgeschadigten, degenerativ veranderten Sehnen aufzutreten
(81). AuBerdem gestaltet sich die korrekte Diagnosestellung eines Sehnenrisses in der
standardmaBigen Bildgebung, der Magnetresonanztomografie (MRT), als schwierig. Sowohl
degenerative Veranderungen als auch Risse kénnen ein hyperintenses Signal in der T2-
Wichtung innerhalb der Sehnenstruktur generieren, und kénnen dadurch nicht zweifelsfrei
voneinander unterschieden werden (82). In Anbetracht der Tatsache, dass insbesondere die
mukoide Sehnendegeneration mit einer Rissbildung assoziiert ist und beide Pathologien sich
mutmaBlich gegenseitig bedingen, ist eine eindeutige Zuteilung einer intratendindsen Lasion
im MRT ohne histopathologische Analyse kaum maoglich (82). Erschwert wird die radiologische
Einteilung durch die Tatsache, dass anatomisch physiologische Strukturen im MRT hyperintens
erscheinen kdnnen und somit mit Pathologien verwechselt werden kénnen (83). Die Befunde
in der Bildgebung korrelieren zudem nicht zwingend mit klinischen Beschwerden: bei einem
groBen Teil der Bevolkerung (bis zu etwa einem Fiinftel) konnten mittels MRT pathologische
Veranderungen der Rotatorenmanschette nachgewiesen werden, wobei die Probanden jedoch
meist keine klinischen Symptome zeigten (84, 85).

Bislang bestand die Therapie von Tendinopathien oftmals aus konservativen
Therapiemethoden wie der Pausierung sportlicher Aktivitaten, Physiotherapie mit dem Fokus
auf exzentrischen Kraftigungsiibungen, der Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) bzw. Antiphlogistika) oder Injektionstherapien (86-88). Bei Versagen konservativer
Methoden konnte ein operatives Débridement oder eine Sehnenrefixation erwogen werden
(86-88). Ein mittlerweile etabliertes Therapieverfahren zur Behandlung von Tendinopathien
stellt die extrakorporale Stosswellentherapie dar (89). Der Therapieerfolg lasst sich unter
anderem durch die Uberaktivierung der Substanz P-Ausschiittung aus C-Nervenfasern, was den
neurogenen Entziindungskreislauf durchbricht, und der verstarkten Expression von Lubricin als
Gleitsubstanz fur die Sehne im Peritendineum erklaren (90).

In den letzten Jahren fand zunehmend auch die Applikation von Stammzellen in der klinischen
Forschung zu Tendinopathien Beachtung. Bisher sind allerdings nur wenige klinische Studien
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Uber Stammzelltherapien zur Behandlung von Sehnendefekten publiziert worden, und die
publizierten Studien unterscheiden sich immens hinsichtlich der verwendeten Stammzellen
(adipose-derived mesenchymal stem cells, bone-marrow derived mesenchymal stem cells, bone-
marrow mononuclear cells, adipose-derived stromal vascular fraction etc.), ihrer Studienqualitat
(randomisiert-kontrollierte Studien / Studien mit nicht-randomisierter Kontrollgruppe /
Fallserien) und in der Immunogenitat der verwendeten Stammzellen (allogen / autolog) 91, 92).
Es sollte hier zudem beachtet werden, dass die jeweiligen Stammzellarten innerhalb ihrer
Gruppe aufgrund unterschiedlicher Methodik in Gewinnung, Aufbereitung und Transplantation
nicht ohne weiteres verglichen werden kdnnen. Insgesamt lassen sich also keine generalisierten
Aussagen zur Wirksamkeit von Stammzellprodukten bei der Sehnenregeneration treffen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Technologie ,Transpose Ultra System” (InGeneron,
Houston, TX, USA) zur enzymatischen Isolierung von ADRCs aus Lipoaspirat wurde bereits in
den zuvor erwdhnten klinischen Studien (61, 62) verwendet. In diesen randomisiert-
kontrollierten Studien erhielten Patientinnen mit symptomatischen Teilrupturen der
Rotatorenmanschette nach Versagen konservativer Therapiemethoden tber mindestens 6
Wochen eine Injektion von autologen ADRCs an die Stelle der Teilruptur (n=11; ADRC-Gruppe)
oder aber eine Injektion von Kortikosteroid zusammen mit einem Lokalanasthetikum (n=4;
Kortikosteroid-Gruppe). Der mittlere American Shoulder and Elbow Surgeons Standardized
Shoulder Assessment Form (ASES) Score als klinischer MaB3stab der Funktionalitat der Schulter
betrug bei der ADRC-Gruppe 58.7 + 19.2 (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts) vor
Intervention, 86.1 £ 4.9 24 Wochen nach der Injektion sowie 89.4 +4.9 ein Jahr nach der
Injektion (ein ASES-Score von 100 bedeutet vollige Schmerzfreiheit sowie volle Beweglichkeit
und Nutzbarkeit der Schulter im Alltag). Der mittlere ASES-Score der Kortikosteroid-Gruppe
betrug 50.6 £ 6.7 vor Intervention, 60.8 + 6.2 24 Wochen nach Injektion und 68.4 + 4.4 ein Jahr
nach der Injektion (61). Diese Studie konnte den klinischen Erfolg der Behandlung von partial-
thickness rotator cuff tears mit ADRCs, die mit dem Transpose Ultra System (InGeneron) aus
Lipoaspirat isoliert wurden, belegen.

Bislang ist jedoch unklar, welche biologischen Prozesse innerhalb des Gewebes in den
genannten klinischen Studien (61, 62) stattgefunden hatten und ob tatsachlich neues, echtes
Sehnengewebe gebildet wurde. Da wie oben beschrieben das MRT nur unzureichend zur
Beurteilung der Sehnenstruktur und -integritdt geeignet ist, ist eine histologische
Untersuchung des Gewebes fir diese Fragestellung notwendig. Zur Anfertigung histologischer
Schnitte ist jedoch eine invasive MaBnahme, mindestens eine Biopsie der Sehne, notwendig. Es
ware allerdings ethisch nicht vertretbar, bei einer Gruppe von Patientinnen mit einem
Sehnendefekt, welcher mit ADRCs erfolgreich behandelt wurde, im Anschluss an die
,Sehnenheilung” eine Biopsie zu entnehmen, da dieser Eingriff die Therapie konterkarieren
wirde. Eine Ausnahme bildet der medizinische Selbstversuch, der nicht von einer
Ethikkommission beurteilt werden muss: ein Mitglied unserer Forschungsgruppe erlitt selbst
einen Sehnenteilriss und erhielt therapeutisch eine Injektion autologer ADRCs an den Ort des
Sehnendefekts (93). Nach 10 Wochen wurde die betroffenen Sehne biopsiert, und es wurden
histologische und immunohistochemische Schnitte angefertigt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die ADRCs zu einer narbenfreien Sehnenheilung flhrten, was normalerweise ausschlieB3lich
in fetalen Sehnen beobachtet wurde (vgl. (94)).
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Vor wenigen Jahren wurde in einem Case Report die Verwendung allogener ADRCs beim
Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom beschrieben (95). Dies flhrt unmittelbar zu der Frage,
ob die Transplantation allogener ADRCs eine generelle Therapieoption in der Medizin ist. Die
Verwendung allogener ADRCs hatte den Vorteil, dass bei den Patientinnen selber keine
Intervention zur Gewinnung der Zellen (Lipoaspiration) notwendig ware, um das
Stammzellprodukt zu generieren. Es kdnnte jeweils von wenigen Spendern gewonnen werden
und anschlieBend in gréBere Margen skaliert werden, was erhebliche wirtschaftliche Vorteile
mit sich bringen wirde. Wie weiter oben beschrieben, muss an dieser Stelle aber auf die
Problematik bei der Transplantation allogener Stammzellprodukte hingewiesen werden, vor
allem in Hinblick auf mdgliche AbstoBungsreaktionen der korperfremden Zellen. Allerdings
enthdlt das in der vorliegenden Arbeit verwendete Praparat der ADRCs nicht nur reine
Stammzellen, sondern auch die zellulare Umgebung mit trophischen Faktoren. Dieses
sogenannte zellulare ,Sekretom” verfligt selbst Uber die Fahigkeit, die Regeneration von
residenten Korperzellen anzuregen (96). Die vorliegende Arbeit hat unter anderem zum Ziel, in
einem grundlagenwissenschaftlichen Tiermodell die Anwendung allogener ADRCs auf ihre
Wirksamkeit zu Gberprifen. Da sich die Transplantation autologer ADRCs bei Sehnendefekten
bereits erfolgreich gezeigt hat (61, 62), stellt die Behandlung von einem partiellen Sehnendefekt
mit allogenen ADRCs ein sinnvolles Modell dar, um die Effektivitat der allogenen ADRCs zu
Uberprufen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur weiteren Erforschung dieser Thematik zwei
Tierversuchsreihen zur histologischen und immunhistochemischen Evaluation der
Regeneration von partiellen Sehnendefekten mittels ADRCs initiiert: In Versuch | wurde der
Regenerationsprozess mittels allogen transplantierter ADRCs histologisch und MR-
tomografisch untersucht, wahrend Versuch Il den Regenerationsprozess mittels autolog
transplantierter ADRCs histologisch und immunhistochemisch analysierte. In den
Versuchshypothesen wurde angenommen, dass jeweils allogen bzw. autolog gewonnene und
lokal an den Sehnendefekt applizierte ADRCs die Regeneration des partiellen Sehnendefekt
verbessern.
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Die vorliegende Arbeit beschreibt zwei Versuche. Jeder Versuch wurde jeweils separat
durchgefihrt; der Ablauf und die Ergebnisse von Versuch Il wurden bereits auf einen Preprint
server hochgeladen (97).

Einige der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Schritte wurden nicht vom Autor der
vorliegenden Arbeit selbst durchgefiihrt. Die entsprechenden Beschreibungen sind im
folgenden Text durch Kursivschrift hervorgehoben.

Bei Versuch | wurde die Sehnenregeneration mit allogenen ADRCs untersucht, und bei Versuch
Il die Sehnenregeneration mit autologen ADRCs. Beide Arten von Zellen wurden auf dieselbe
Art und Weise gewonnen und aufbereitet; lediglich der urspriingliche Organismus der Zellen
unterschied sich.

2.1 Versuch I: Behandlung von experimentell induzierten
Sehnenteildefekten mit allogenen ADRCs im Tierversuch

2.1.1 Versuchsaufbau

Erklarung der Ethikkommission

Die in Abschnitt 2.1 der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden an der
Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durchgefiihrt und erhielten am 3. Mai 2019
vom Institutional Animal Care and Use Committe der Colorado State University die
Genehmigung mit der Protokoll-Nummer A3572-01.

Fir den Versuch verwendete Tiere

Aufgrund der besonderen biologischen Eignung (98) wurden fir die Versuchsdurchfiihrung
Tiere der Art Oryctolagus cuniculus (auch unter dem Namen ,Wildkaninchen” im
deutschsprachigen Raum bekannt) verwendet.

Zwolf etwa 14-16 Wochen alte, skelettreife Weibchen dieser Art wurden dafiir von der Firma
Western Oregon Rabbit Co. (Philomath, OR, USA) bezogen. Die im Versuch verwendeten Tiere
waren zuvor flr keine vorherigen / anderen Versuche verwendet worden. Um auszuschlieB3en,
dass die Durchfiihrung oder die Ergebnisse der Studie durch mégliche Vorerkrankungen der Tiere
beeintrichtigt wurde, wurden die verwendeten Tiere von einem Tierarzt vor Versuchsbeginn
korperlich untersucht. Alle im Versuch verwendeten Tiere zeigten einen akzeptablen
Gesundheitszustand, ein akzeptables Alter und Gewicht und waren frei von Krankheiten oder
anderen abnormen Korperfunktionen. Im Verlauf der gesamten Studiendauer wurde das
Korpergewicht der Tiere alle zwei Wochen tiberpriift. Die Tiere erhielten zur Unterscheidung eine
studienspezifische Nummerierung. Um ideale Studienbedingungen zu gewdhrleisten, wurden die
Tiere unter Imitierung des natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus bei einem zwélfstiindigen Hell-
Dunkel-Zyklus gehalten; die durchschnittliche Raumtemperatur der luftfeuchtigkeits- und
temperaturkontrollierten Stallrdumlichkeiten betrug ca. 25° Celsius. Die entsprechenden
Rdumlichkeiten befanden sich auf dem Geldnde der Colorado State University im Gebdude fiir
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Versuchstierressourcen (Fort Collins, CO, USA). Die Betreuung der Tiere erfolgte durch dort
ansdssige  Kolleglinnen. ~ Wdihrend  des  gesamten  Studienablaufs  wurden  die
Standardarbeitsanweisungen der Abteilung fiir Versuchstierressourcen der Colorado State
University streng eingehalten. In Standard-Kaninchenkdfigen mit glatten Spaltenbéden und
darunterliegenden Auffangwannen fiir Kot/Urin wurden die Versuchstiere jeweils einzeln und
mindestens sieben Tage vor Versuchsbeginn zur Akklimatisierung gehalten, um eine mogliche
Beeintrdchtigung des Versuchsablaufs durch duBere Umstdnde in der Stallhaltung zu reduzieren.
Zur Aufrechterhaltung der Stallhygiene wurden die jeweiligen Kdfigeinstreuungen tdglich
ausgetauscht und die gesamten Kdfige alle zwei Wochen gewechselt. Die Fiitterung der
Kaninchen erfolgte mittels einer Mischung bestehend aus handelsiiblichem Laborkaninchenfutter
(Envigo Teklad 2031, Envigo, Indianapolis, IN, USA) sowie Heu aus einer Grdserzubereitung.
Sowohl die Nahrungsaufnahme als auch die Trinkwasserzufuhr Gber Leitungswasser erfolgten ad
libitum, folglich nach Belieben der Tiere.

Aufbau der Versuchsgruppen und Einteilung der Versuchstiere

Zu Beginn der Studie wurden n=12 Kaninchen nach dem Zufallsprinzip in eine der drei in Tabelle
2.1 genannten Gruppen eingeteilt.

Tabelle 2.1: Einteilung der nummerierten Kaninchen in die Versuchsgruppen.

allogene-ADRCs-Gruppe RLL-Gruppe Kontrollgruppe
T7876 T7878 T7877
T7880 T7882 T7879
T7881 T7885 T7884
77883 17887 17886

Gruppe I: Behandlung mit allogenen ADRCs (allogene-ADRCs-Gruppe)

Zur Generierung eines experimentell induzierten Sehnenteildefekts fand eine operative
Durchtrennung der rechtsseitigen Sehnen der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis auf
mittlerer Héhe der gemeinsamen Calcaneussehne statt. Eine Woche nach dem Eingriff wurden
im operierten Bereich die allogenen ADRCs injiziert.

Gruppe II: Ringer-Laktat-Losungs- (RLL-) Gruppe

Bei gleichem Operationsablauf wie bei den Kaninchen in der allogenen-ADRCs-Gruppe wurden
zu Beginn die rechtsseitigen Sehnen der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer
Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne durchtrennt. AnschlieBend wurde jedoch eine Woche
postoperativ anstatt der allogenen ADRCs eine Ringer-Lactat-Losung in die Ldsion injiziert.

Gruppe llI: Kontrollgruppe
Eine dritte Gruppe von Kaninchen erhielt weder eine operative Sehnendurchtrennung noch eine
Injektion und diente als Kontrollgruppe.
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Verblindung der an der Studie beteiligten Personen

Wahrend des Zeitraums der Studie wurde darauf verzichtet, die an der Durchfiihrung
beteiligten Personen, Versuchsleitende sowie Forschende zu verblinden. Eine Ausnahme
hiervon bestand fir diejenigen Personen, welche die quantitativen Analysen durchfiihrten. Dies
traf auf einen radiologischen Facharzt zu, der die Intensitatswerte der MRT-Aufnahmen
auswertete, sowie auf den Autor der vorliegenden Arbeit, der die histologischen Schnitte des
neu entstandenen Gewebes an der Lasionsstelle stereologisch untersuchte.

2.1.2 Experimenteller Ablauf

Operative Erzeugung eines experimentell induzierten Sehnenteildefekts

Der gesamte chirurgische Eingriff fand in den Labors der Colorado State University (Fort Collins,
CO, USA) durch dort ansdssige Kolleginnen statt. Die Operation wurde ausschlieBlich an
Kaninchen der allogenen-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe vollzogen; die Kaninchen in der
Kontrollgruppe erhielten keinen Eingriff. Fiir den Ablauf der Operation wurden die Kaninchen auf
einem Operationstisch in linksseitiger Liegeposition gelagert. Wdihrend des gesamten
Operationszeitraums wurden die Kaninchen in Allgemeinandsthesie gehalten. Dabei wurden sie
etwa alle fiinf Minuten mit den Schwerpunkten Atmung und Bewegungsausmal3 auf eine
ausreichende  Narkotisierung  (berwacht. ~Das  Protokoll der andsthesiologischen
Operationsunterstlitzung bestand prdoperativ aus einer subkutanen Injektion von Buprenorphin
(0,03 mg/kg Kérpergewicht;, Par Pharmaceutical, Chestnut Ridge, NY, USA), Glycopyrrolat (0,005
mg/kg Korpergewicht; Somerset Therapeutics, Hollywood, FL, USA), Ketamin (25 mg/kg
Kérpergewicht; Dechra Veterinary Products, Overland Park, KS, USA) und Dexmedetomidin (0,02
mg/kg  Korpergewicht; Dechra  Veterinary  Products). Die Aufrechterhaltung der
Allgemeinandsthesie wurde durch kontinuierliche Inhalation von Isofluran (1-5%; VetOne, Boise,
ID, USA) wdihrend des chirurgischen Eingriffs gewdhrleistet.

Vor Operationsbeginn wurde das rechte Hinterbein des jeweiligen Kaninchens mittels Rasur von
Fell befreit; das jeweils linke Hinterbein wurde nicht operiert. AnschlieBend wurde das rasierte
Hautareal abwechselnd mit Povidon-Jod und Alkohol desinfiziert, um aseptische Bedingungen fiir
den Eingriff herzustellen. Zusctzlich wurde eine sterile Folie mit runder Offnung (Lochtuch) um
den Operationsbereich aufgelegt. Zur Definition des exakten Operationsareals wurde die rechte
gemeinsame Calcaneussehne aufgesucht (99) und an deren posterioren Seite ein etwa ein bis drei
Zentimeter langer Hautschnitt vollzogen (Abb. 2.1A). Von der daraufhin sichtbaren Sehne wurde
das Peritendineum operativ erdffnet (Abb. 2.1B) und anschlieBend die Sehnen der Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne
vollstindig durchtrennt. Dafiir wurde ein chirurgisches Lineal verwendet, um einen madglichst
genauen Abstand von etwa zwei Zentimetern zum Calcaneus gleichermaBen bei jedem
Versuchstier zu garantieren (Abb. 2.1C, D). Gleichzeitig wurde darauf geachtet, dass die Sehnen
des Musculus soleus, Musculus plantaris, Musculus flexor digitorum superficialis und der
calcaneale Sehnenanteil des Musculus semimembranosus nicht beschddigt wurden (vgl. 100).
AnschlieBend wurde das Peritendineum mit einem 4-0-Monofilament-Nahtmaterial (Biosyn;
Medtronics, Minneapolis, MN, USA) verndht (Abb. 2.1E). Die Haut wurde mit einer nicht
resorbierbaren monofilen Nylonnaht (Covidien, Mansfield, MA, USA) standardmdBig verschlossen
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(Abb. 2.1F, G). Zur postoperativen Schmerzreduktion wurde den Tieren 24 Stunden nach dem
Eingriff Meloxicam (1mg/kg Kdrpergewicht; VetOne) subkutan verabreicht. Zudem erhielten die
Versuchstiere diese Schmerzmedikation alle drei Tage bei entsprechendem Bedarf.

Abbildung 2.1: Operative Erzeugung eines experimentell induzierten Sehnenteildefekts der
gemeinsamen Calcaneussehne beim Kaninchen: (a) Hautschnitt, (b) Eréffnung des
Peritendineums; (c) Abmessung des exakten Durchtrennungsbereichs; (d) durchtrennte Sehnen
der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis (die gelben Pfeile zeigen die jeweiligen
Sehnenstiimpfe an), (e) Naht des Peridendineums; (f) Hautnaht; (g) Verschluss der Haut.

Injektion von allogenen ADRCs (allogene-ADRCs-Gruppe)

Direkt nach Erstellung einer ersten MRT-Schnittbildserie wurde sieben Tage nach dem
chirurgischen Eingriff den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe eine Injektion mit allogenen
ADRCs verabreicht. Die Isolierung der allogenen ADRCs erfolgte aus dem Fettgewebe nicht an
der Studie teilnehmender Kaninchen, welche als Spender von Fettgewebe dienten. Zu diesem
Zweck wurden vier weitere Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus) nach den Richtlinien der
American Veterinary Medical Association (AVMA) am Tag vor der geplanten Injektion
euthanasiert. Dies geschah mittels einer Injektion von Uiberdosiertem Natrium-Pentobarbital
(88mg/kg Korpergewicht; Dechra Veterinary Products). Zuvor erhielten die Kaninchen ebenso wie
die Studien-Kaninchen eine individuelle Nummerierung zur ldentifikation: 6379, 6380, 6390 und
6392. Aus dem perilienalen, intraperitonealen Fettpolster der Spender-Kaninchen wurde
Fettgewebe entnommen und in einem Kiihlschrank bei 4° Celsius liber Nacht eingelagert. Zur
Isolierung der allogenen ADRCs vom am Vortrag resezierten Fettgewebe wurde das Transpose
Ultra System (InGeneron, Houston, TX, USA) verwendet.
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Abbildung 2.2: Separierung der stromalen vaskuldren Fraktion aus Fettgewebe (modifiziert
nach (49)).

In (49) wurde der Ablauf des Isolationsvorgangs von ADRCs aus Fettgewebe mittels des Transpose
Ultra Systems (InGeneron) detalilliert beschrieben:

1.

Das gewonnene Fettgewebe wurde mit einem Zehntel seines Volumens enzymatischer
Matrase-Reagenz und auf 39° Celsius vorgewdrmter Ringer-Lactat-L6sung in ein
Verarbeitungsréhrchen gefillt (Abb. 2.2a).

AnschlieBend wurde die Mixtur im umgekehrt positionierten Réhrchen in der Processing Unit
des Transpose RT-Systems 30 Minuten lang bei 39 °C wiederholt beschleunigt und
abgebremst (Abb. 2.2b).

Die verarbeitete Losung wurde durch einen 200 um-Filter geleitet und in ein Waschréhrchen
tiberfiihrt (Abb. 2.2c¢).

Das Waschrohrchen wurde mit Kochsalzlésung aufgefiillt; danach wurden die Réhrchen bei
600 G und Raumtemperatur fir finf Minuten in der Processing Unit des Transpose Ultra
Systems zentrifugiert, was zu einer Trennung der Zellen vom restlichen Gewebe fiihrte (Abb.
2.2d).

Das etwa zwei Milliliter betragende Gemisch aus regenerativen Zellen wurde durch einen
Luer-Adapter extrahiert, wihrend die Restsubstanz bestehend aus Fett, Geweberesten und
Fliissigkeit verworfen wurde (Abb. 2.2e).

Das Zellgemisch wurde zusammen mit frischer Kochsalzl6sung erneut in das Waschréhrchen
gefiillt und fiir flinf Minuten in der Processing Unit des Transpose Ultra Systems zentrifugiert
(Abb. 2.2f); dieser Waschvorgang wurde wiederholt (Abb. 2.2f,h).
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7. Zuletzt wurde das nun etwa drei Milliliter betragende Gemisch von ADRCs Uiber einen Luer-
Adapter in eine sterile Injektionsvorrichtung gedrtickt. In der klinischen Anwendung kdnnten
die ADRCs jetzt bei der Patientin / dem Patienten angewendet werden ( Abb. 2.2i).

Die Bestimmung von Zellzahl und Zellviabilitit der isolierten ADRCs erfolgte mit einem
Nucleocounter NC-200 Gerdt (Chemometec, Allerod, Ddnemark). Die erste Zéhlung (,Zdhlung 1"
in Tabelle 2.2) erfolgte unmittelbar nach der Isolierung der Zellen; die zweite Zdhlung zur
Kontrolle erfolgte am darauffolgenden Tag bei InGeneron (,Zdhlung 2” in Tabelle 2.2). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.2: Zelleigenschaften der in der vorliegenden Arbeit verwendeten allogenen stromalen
vaskuldren Fraktion.

Kaninchen-Nummer (Spender von

allogenen ADRCs) 6379 6380 6390 6392
Gewicht des Gewebes [g] 9,21 9,96 11,29 10,39
Lebende Zellen ; Zéhlung 1 [x107/ml] 1,69 3,41 6,09 5,78
Lebende Zellen; Zdhlung 2 [x107/ml] 2,28 3,02 5,32 4,58
Lebende Zellen; Durchschnitt [x107/ml] 1,99 3,21 571 518
Abgestorbene Zellen; Zdhlung 1 [x10%/ml] 0,90 1,88 1,20 2,18
Abgestorbene Zellen; Zdhlung 2 [x10%/ml] 0,53 1,95 1,50 2,18
Abgestorbene Zellen; Durchschnitt [x106/ml] 0,71 1,91 1,35 2,18
Zellviabilitdt [%] 96,4 94,0 97,6 95,8
Gesamtvolumen [ml] 3 3 3 3
Gesamtanzahl lebender Zellen [x107] 5,96 9,94 17,1 15,5
Lebende Zellen/g [x106] 6,47 9,68 15,2 15,0
Mit den ADRCs behandelte Versuchstiere 77876 77881 T7883 T7880

Zur Injektion der allogenen ADRCs wurde unter allgemeiner Andsthesie der Sehnenteildefekt
zuerst palpiert und anschlieBend unter sonografischer Kontrolle die Injektionsnadel am korrekten
Ort platziert. Fiir die Sonografie wurde das Gerdt ,LOGIQ Vet ultrasound system” (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) verwendet. Die Injektionslésung bestand aus 5x 10° allogenen ADRCs in 0,5 ml
Ringer-Laktat-Ldsung (B. Braun Medical, Bethlehem, PA, USA); die Konzentration der allogenen
ADRCs betrug somit 10x10° allogene ADRCs/ml). Abweichend davon erhielt Versuchstier Nr.
77881 lediglich 0,48 ml mit 10x 10° allogenen ADRCs/ml.

Sowohl die Generierung und Charakterisierung der allogenen ADRCs als auch die Injektion
derselben wurde in den Labors der Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durch
KollegInnen vor Ort durchgeftihrt.
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Injektion von Ringer-Lactat-Lésung in der RLL-Gruppe

Anstelle der allogenen ADRCs erhielten die Kaninchen in der RLL-Gruppe eine einzige Injektion
von 0,5 ml Ringer-Laktatlésung. Dies fand unter den gleichen Bedingungen und am gleichen Ort
wie die Injektion bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe statt (7 Tage postoperativ;
ultraschallgestiitzt).

Durchfihrung von Magnetresonanztomographie

Zur genaueren Beurteilung des Heilungsverlaufs wurde eine Woche postoperativ direkt vor der
Injektion der allogenen ADRCs bzw. der Ringer-Lactat-Lésung (bereits in Allgemeinandisthesie)
bei den Kaninchen dieser beiden Versuchsgruppen eine Magnetresonanztomographie (MRT) der
operierten GliedmaBe in Riickenlage durchgefiihrt. Dazu wurde ein Magnetresonanztomograph
der Art ,3T MAGNETOM Skyra” (Siemens, Erlangen, Deutschland) in den Labors der Colorado
State University (Fort Collins, CO, USA) von den Kolleginnen vor Ort verwendet. Die
entsprechenden Gerdteeinstellungen finden sich in Tabelle 2.3 (allgemeine Einstellungen) und
Tabelle 2.4 (Versuchstier-spezifische Einstellungen).

Tabelle 2.3: Allgemeine Einstellungen des 3T MAGNETOM Skyra (Siemens), Woche 1, vor
Injektion. Abkiirzungen: PD proton density; PDW proton density weighted; TSE turbo spin echo;
T1W T1-weighted; ETL echo train length; sag sagittal; tra transversal. Die Werte fiir (a)-(c) sind in
Tabelle 2.4 angegeben.

Einstellungen PD TSE sag PDW TSE tra T1W tra T2 TSE
Matrix 320 x 320 384 x 384 320 x 320 384 x 384
Slice thickness [mm] 2.0 2.5 2,5 2,5
Echo time (TE) [ms] 39 35 13 (b)
Repetition time (TR) [ms] 2550 (a) 682 (c)
ETL 7 k-space 7 k-space 3 k-space 14 k-space

Tabelle 2.4: Individuelle Einstellungen des 3T MAGNETOM Skyra (Siemens), Woche 1, vor
Injektion. (a) Individuelle Time-of-repetition in der transversalen PDW-TSE-Sequenz.
(b) Individuelle Time-of-echo in der T2-TSE-Sequenz. (c) Individuelle Time-of-repetition in der T2-
TSE-Sequenz. Alle gezeigten Daten in [ms].

Versuchstier-Nr. 7885 7882 7887 7878 7880 7883 7881 7876

(a) 2820 2700 2810 2830 2980 3190 3040 2550
(b) 94 99 99 99 94 94 94 94
(c) 4850 5860 5860 5860 4850 4850 4850 4850

In der 13. Versuchswoche wurde direkt vor Euthanasie der Kaninchen eine erneute
Magnetresonanztomographie zur Beurteilung des Heilungsverlaufs durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung dieser Magnetresonanztomographie erfolgte auf dieselbe Weise wie bei der
Magnetresonanztomographie in der ersten postoperativen Woche, also in Allgemeinandsthesie
und Rtickenlage mit einem 3T MAGNETOM Skyra Gerdt (Siemens) in den Labors der Colorado
State University (Fort Collins, CO, USA) durch die Kolleginnen vor Ort. Die entsprechenden
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Gerdteeinstellungen finden sich in Tabelle 2.5 (allgemeine Einstellungen) und Tabelle 2.6
(individuelle Einstellungen).

Tabelle 2.5: Allgemeine Einstellungen des 3T MAGNETOM Skyra (Siemens), Woche 13, vor
Euthanasie. Abktirzungen: PD proton density; PDW proton density weighted; TSE turbo spin echo;
T1W T1-weighted; ETL echo train length; NEX number of excitations; sag sagittal; tra transversal.
Die Werte fiir (a)-(f) sind in Tabelle 2.6 angegeben.

Einstellungen PD TSE sag PDW TSE tra TiW tra T2 TSE
Matrix 256 x 256 320 x 320 320 x 320 320 x 320
Slice thickness [mm] 2 2.5 2.5 2.5
Echo time (TE) [ms] (a) (b) 13 (e)
Repetition time (TR) [ms] 2500 (c) (d) (f)

ETL 7 k-space 7 k-space 3 k-space 14 k-space
NEX 1.00 2.00 2.00 2.00

Tabelle 2.6: Individuelle Einstellungen des 3T MAGNETOM Skyra (Siemens), Woche 1, vor
Injektion. (a) ) Individuelle Time-of-echo in der sagittalen PD-TSE-Sequenz. (b) Individuelle Time-
of-echo in der transversalen PDW-TSE-Sequenz. (c) ) Individuelle Time-of-repetition in der
transversalen PDW-TSE-Sequenz. (d) Individuelle Time-of-repetition in der transversalen T1W-
Sequenz. (e) Individuelle Time-of-echo in der T2-TSE-Sequenz. (f) Individuelle Time-of-repetition
(n der T2-TSE-Sequenz.

Versuchstier-Nr. 7885 7882 7887 7878 7880 7883 7881 7876
(a) 44 44 44 43 44 44 44 39
(b) 26 26 26 26 26 26 26 31
(c) 2810 2810 2810 2810 2810 2810 2810 3110
(d) 834 682 682 682 688 682 682 682
(e) 90 90 90 90 90 90 90 94
(f) 5340 5340 5340 5340 5340 5340 5340 6040

Die Analyse der MRT-Schnittbilder erfolgte durch einen Facharzt fir Radiologie, den Autor der
vorliegenden Arbeit sowie den Berichterstatter der vorliegenden Arbeit.

Der Facharzt fiir Radiologie fiihrte eine quantitative Analyse der MRT-Schnittbilder durch. Diese

Analyse umfasste eine Bestimmung der Intensitdtswerte in den folgenden Bereichen der

transversalen PD-TSE-MRT-Schnittbilder (in Abb. 2.3a ist die Hbhe der jeweiligen

Transversalschnitte in der Sagittalebene dargestellt):

e an der proximalen Ldsionsseite des Sehnendefekts (d.h. an den deshiszierten Enden der
Sehnen der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis) (vgl. Abb 2.3: Position 1),

e ander distalen Ldsionsseite des Sehnendefekts (d.h. am Stumpf der Calcaneussehne) (vgl. Abb
2.3: Position 2), sowie

e innerhalb der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis, soleus, plantaris und flexor digitorum
longus (vgl. Abb. 2.3: Position 3).
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Position 3

Position 1

Position 2

Abbildung 2.3: Positionen der untersuchten transversalen MRT-Querschnitte im sagittalen MRT-
Schnitt. (a) Position der untersuchten Transversalschnitte in der Sagittalebene. (b) Transversale
3.0 T PD-TSE MRT-Aufnahme an Position 3 (Nummerierung deutet auf den jeweiligen Muskel):
1) M. extensor digitorum longus, 2) M. tibialis anterior, 3) M. extensor hallucis longus, 4) M.
plantaris, 5) M. gastrocnemius medialis, 6) M. gastrocnemius lateralis, 7) M. soleus, 8) M. flexor
digitorum lonus, 9) Mm. peronei.

Prifung der Beweglichkeit

In der 13. Versuchswoche wurde vor der Euthanasie der Kaninchen eine Messung des
BewegungsausmalBes der hinteren GliedmalBen in allgemeiner Andsthesie durchgefiihrt. Dazu
wurde mittels eines Goniometers die passive Plantarflexion, die passive Dorsalextension sowie der
Ruhewinkel des Sprunggelenks an beiden Hinterbeinen gemessen (jede Messung wurde drei Mal
wiederholt). Die Messungen erfolgten mit der Neutral-Null-Methode (vgl. (101)), bei der sich die
Ldngsachse des FuBes im rechten Winkel zur Lédngsachse des Schienbeins in der 0°-Stellung
befindet. AnschlieBend wurde ein Durchschnittswert aus den jeweils drei ermittelten Werten
gebildet. Die Beweglichkeitspriifung wurde an der Colorado State University (Fort Collins, CO,
USA) durch die Kolleginnen vor Ort durchgefiihrt.

Bestimmung von hamatologischen und klinisch-chemischen Laborwerten

Den Kaninchen wurde zwischen der Beweglichkeitspriifung und der Euthanasie in
Allgemeinandsthesie eine Blutprobe entnommen (mindestens zwei Milliliter Vollblut und
Blutserum). Von dem entnommenen Blut wurde ein Differentialblutbild angefertigt. Dariiber
hinaus wurden die folgende Laborwerte bestimmt: Glukose (mg/dl), Harnstoff (mg/dl), Kreatinin
(mg/dl), Gesamtcholesterin (mg/dl), Creatinkinase (IU/L), Bilirubin gesamt (mg/dl), Eiweil3 gesamt
(G/dl), Albumin (G/dl), Globulin (G/dl), Albumin/Globulin-Ratio (Verhdiltnis), Calcium (mg/dl),
Phosphat(mg/dl), Alkalische Phosphatase (IU/L), ALT (IU/L), AST (IU/L), Gamma-GT (1U/L),
Natrium (mEQ/L), Kalium (mEQ/L), Chlorid (mEQ/L), Bicarbonat / HCO3 (mEQ/L), Anionenliicke
(mmol/L) und Osmolalitdt (mOsm/Kg).

Euthanasie der Versuchstiere

Nach der in Allgemeinandsthesie durchgefiihrten Magnetresonanztomografie,  der
Beweglichkeitspriifung und der Blutentnahme erfolgte die Euthanasie der Kaninchen in der 13.
Versuchswoche. Um eine humane Euthanasie zu gewdhrleisten, wurden die Kaninchen nach den
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Richtlinien der American Veterinary Medical Association euthanasiert. Dies geschah durch die
Kolleginnen an der Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durch eine tdodliche,
intravenése Injektion einer Uberdosis Natrium-Phenobarbital (88mg/kg Kérpergewicht; Dechra
Veterinary Products).

2.1.3 Histologie und stereologische Untersuchung

Anfertigung der histologischen Schnitte

Um das zu untersuchende Gewebe der rechten Hinterbeine der Kaninchen méglichst schonend
zu behandeln, wurden Muskeln, Sehnen und Knochen zundichst in ihrer Gesamtheit entnommen.
Dieses sog. ,En bloc"-Verfahren diente dazu, eine mégliche Verzerrung der Studienergebnisse
aufgrund von Artefakten durch postmortale Beschédigungen des Gewebes zu vermeiden.

Nach der Gewebeentnahme wurden die gemeinsamen Calcaneussehnen vorsichtig vom
restlichen Gewebe getrennt und mit 10% neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert. AnschlieBend
wurden ca. 3 cm lange Gewebeblocke aus den fixierten Sehnen herausprdpariert, in deren Mitte
sich jeweils die Stelle der Injektion befand. Diese Gewebebldcke wurden zur weiteren Fixierung
erneut in 10% neutral gepuffertes Formaldehyd eingelegt, bis die Fixierung abgeschlossen war.

Zur Anfertigung von Serienschnitten entlang der Ldngsachse der Sehnen wurden die fixierten
Gewebebldécke in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden 5 um dicke Serienschnitte
angefertigt, von denen pro Kaninchen je ein Schnitt mit Azan, Safranin O / Fast Green bzw.
Picrosirius-Rot gefdrbt wurde. Die histologische Aufarbeitung des Gewebes, einschlieBlich der
Anfertigung und Fdrbung der Schnitte, erfolgte in den Labors der Colorado State University (Fort
Collins, CO, USA) durch die Kolleginnen vor Ort. AnschlieBend erfolgte der Versand der Schnitte
an den Lehrstuhl fiir Anatomie Il der LMU Mtinchen.

Im Labor des Lehrstuhls fiir Anatomie Il der LMU Mdinchen wurde jeweils ein weiterer Schnitt
pro Kaninchen mit einer routinemaBigen Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt. Diese Schnitte
wurden bei der stereologischen Analyse verwendet.

Analyse der histologischen Schnitte

In einem ersten Schritt wurden die angefertigten Schnitte auf Integritdt und Vollstandigkeit
Uberprift. AnschlieBend wurden die Sehnenpraparate in Hinblick auf ihre morphologischen
Eigenschaften begutachtet. Dies hatte zum Ziel, den Heilungsprozess nach dem induzierten
Sehnendefekt bei den Kaninchen in den beiden Versuchsgruppen (allogene-ADRCs-Gruppe
und RLL-Gruppe) zu evaluieren, sowie Unterschiede zwischen diesen zu detektieren. Dazu
wurde insbesondere die Anordnung, Anfarbung und Konfiguration neu gebildeter
Kollagenfasern in der Umgebung der Lasionsstelle betrachtet, welche essenziell fir die
biomechanischen Eigenschaften des neu gebildeten Bindegewebes sind (102). Aufgrund des
hohen Anteils an Kollagenfasern im Sehnengewebe ist zudem deren Anordnung relevant fur
die mikroskopische Gesamterscheinung des Gewebes. Aus der Literatur ist bekannt, dass beim
physiologischen Heilungsprozess von Sehnengewebe auch nach vielen Monaten ein
Unterschied zum urspriinglichen Gewebe verbleibt. Konkret erscheinen die Kollagenfasern im
Vergleich zur urspriinglichen Anordnung aufgelockerter und weniger dicht gepackt, und die
Kollagenfibrillen haben einen geringeren Durchmesser (103). Neben der Struktur der
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Kollagenfasern gibt es auch Unterschiede beziiglich der Vaskularisation zwischen gesundem
Sehnengewebe und neu entstandenem Sehnengewebe nach einer Lasion. Wahrend im
histologischen Schnitt von gesundem Sehnengewebe so gut wie keine BlutgefaBe oder
Kapillaren erscheinen, bleiben auch nach mehreren Wochen im Heilungsverlauf Kapillaren und
GefaBe sichtbar (104). Die Morphologie der zelluldren Anteile im Sehnengewebe hingegen ist
recht heterogen und zudem abhangig vom biologischen Alter: parallel liegen im Gewebe
rundlich geformte Tenoblasten (=Fibroblasten) sowie langliche, spindelartig geformte
Tenozyten (=Fibrozyten) vor. Im Verlauf der Alterung findet eine zunehmende Transformation
von Tenoblasten hin zu Tenozyten statt (105). Auch bei der Heilung von Sehnengewebe findet
ein relativer Anstieg der Anzahl von Tenoblasten sowie eine wahrend der Regenerationszeit
zunehmende Differenzierung der Tenoblasten zu Tenozyten statt (104).

Um die Analyse der histologischen Schnitte weiter zu objektivieren, wurde eine stereologische
Quantifizierung durchgefiihrt. Konkret wurde an den mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten
Schnitten eine Punkt-Zahl-Methode angewandt: im neu gebildeten Bindegewebe wurde die
relative Flache ausgewertet, welche jeweils von Zellen, extrazellularer Matrix und Blutgefal3en
eingenommen wurde. Diese Analysemethode stellt ein Standardverfahren stereologischer
Untersuchungen dar (106). Bei diesem Verfahren wurde zuerst eine ,region of interest” (ROI)
innerhalb des histologischen Schnittes definiert, welche quantitativ analysiert werden sollte.
Anschliessend wurde ein Gitternetz mit festen Abstanden zwischen den Kreuzungspunkten der
Gitternetzlinien in X- und Y-Richtung zufallig auf die ROI aufgelegt. Der Abstand zwischen den
Gitternetzlinien wurde so gewahlt, dass eine moglichst hohe Anzahl von Kreuzungspunkten der
Gitternetzlinien auf der ROI zu liegen kam. SchlieBlich wurde fir jeden Kreuzungspunkt der
Gitternetzlinien ermittelt, Gber welcher mikroskopischen Struktur der Kreuzungspunkt lag (in
der vorliegenden Arbeit Zellen, extrazelluldre Matrix, BlutgefaB oder Gewebeartefakte). Die
Verteilung der Anzahl der Kreuzungspunkte der Gitternetzlinien Gber den entsprechenden
mikroskopischen Strukturen entsprach dann dem relativen Anteil der jeweiligen
mikroskopischen Struktur am untersuchten Gewebe.

In diesem Versuch bestand die technische Ausstattung fir das stereologische Verfahren aus
einem modifizierten Lichtmikroskop (Axioskop; Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, Deutschland) mit
Plan-Neofluar-Objektiven 1,25x (numerische Apertur [NA] = 0,03), 2,5x (NA = 0,085), Plan-
Apochromat-Objektiven 5x (NA = 0,16), 10x (NA = 0,45), 20x (NA = 0,8) und 40x (NA = 0,95)
(Carl Zeiss Mikroskopie). Das Mikroskop war mit einem motorisierten Objekttragertisch (MBF
Bioscience, Williston, VT, USA), einer elektronischen Steuerung (MAC 6000 XY; Ludl Electronics,
Hawthorne, NY, USA) und einem Fokus-Encoder (MT 1271; Heidenhain, Traunreut,
Deutschland) ausgestattet. Das Setup der Hardware vervollstandigte eine CCD-
Farbvideokamera (1.600 x 1.200 Pixel; MBF Bioscience) zur zeitgleichen Aufnahme und
Digitalisierung der mikroskopischen Ansicht des histologischen Schnitts. Dieser stereologische
Arbeitsplatz war mit einem Computer verbunden. Mittels einer speziellen Analyse-Software
(Stereo Investigator Version 10 fir Windows; MBF Bioscience) konnten nun die folgenden
Analyseschritte durchgefiihrt werden.

Zunachst wurde der jeweils zu untersuchende Gewebeschnitt auf den motorisierten
Objekttragertisch gelegt, die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) gestartet und das
1,25x Objektiv in den Strahlengang eingebracht, um einen mdéglichst groBen Flachenanteil des
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Gesamtpraparats begutachten zu konnen. AnschlieBend wurde die ROI, welche die
Reparaturvorgdnge der Sehne nach der induzierten Lasion zeigte, groBzligig abgegrenzt (sog.
,Tracing” in der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience); vgl. Abb. 2.4). Dieser
Sehnenbereich unterschied sich insofern vom intakten Sehnengewebe, dass hier einerseits die
Anordnung der Kollagenfasern in der Extrazellularmatrix nicht gleichmaBig unidirektional und
parallel verlief, sondern multidirektional und ungeordnet vorlag. Zudem machten die
rundlichen Tenoblasten den gréften Anteil von allen vorliegenden Zellen aus, welche bei
tendindsen Heilungs- und Reparaturvorgangen vorwiegend aktiviert werden. Im gesunden,
reifen Sehnengewebe fanden sich hingegen spindelférmige und langlichere Tenozyten. Bei der
Analyse zeigte sich diese Charakterisierung bei allen untersuchten Gewebeschnitten; es konnte
also aufgrund der morphologischen Erscheinung keine Zuweisung eines Sehnenschnitts zu
einer Versuchsgruppe erfolgen.

Abbildung 2.4: Beispielhafte Abgrenzung ("Tracing") eines quantitativ zu untersuchenden
Sehnenareals. Beachtenswert hier ist zudem das Erscheinungsbild des neu gebildeten
Bindegewebes: wéhrend im Bereich innerhalb der gelben Abgrenzungslinie das Gewebe (markiert
durch ein Kreuz) unstrukturiert und mit hohem zelluldrem Anteil erscheint, zeigt das diltere,
gesunde Sehnengewebe (mit Sternen markiert) im oberen und unteren Bildbereich eine gdnzlich
unterschiedliche  morphologische  Erscheinung. Hier sind die Kollagenfasern der
Extrazellularmatrix parallel ausgerichtet; die Zellen verfiigen tiber eine ldngliche Spindelform und
sind zudem in geringerer Anzahl vorhanden.

Nach der Abgrenzung der ROl wurde mithilfe der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience)
ein digitales Punktzahlraster (sog. ,Grid"; oben im Detail beschrieben) auf die ROl aufprojiziert
(vgl. Abb. 2.5). Die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) unterstiitzt verschiedene
Maoglichkeiten, die Anzahl der Kreuzungspunkte der Gitternetzlinien, die tGiber der ROI zu liegen
kommen, zu bestimmen. In diesem Versuch wurde fiir jede ROl eine Anzahl von 500
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Kreuzungspunkten definiert; aus dieser Vorgabe errechnete die Stereo Investigator Software
(MBF Bioscience) dann die jeweiligen Abstande der Gitternetzlinien in X- und Y-Richtung,
abhangig von der GréBe der jeweiligen ROI.

Abbildung 2.5: Bespielhafte Darstellung eines Punktzdhlrasters ("Grids") in der verwendeten
Software (Stereo Investigator; MBF Bioscience). In Abhdngigkeit der definierten Parameter
erscheint eine Vorschau der Lage der Kreuzungspunkte der Gitternetzlinien innerhalb der
abgegrenzten ROI (bei dieser Abbildung z.B. nach Eingabe der gewiinschten Anzahl von 400
Kreuzungspunkten). Zur besseren Sichtbarkeit wurde die Abgrenzung der ROl nachgezeichnet;
die ROl entspricht der in Abbildung 2.4 gezeigten Abgrenzung.

Die Einstellung auf 500 Kreuzungspunkte pro ROl bedeutet nicht, dass bei der konkreten
Analyse auch immer genau 500 Kreuzungspunkte auf der ROl zu liegen kamen. Vielmehr
bedeutet dieser Wert, dass im statistischen Mittel 500 Kreuzungspunkte auf der ROI zu liegen
kommen wirden, wenn das Zahlgitter unendlich oft jeweils zufdllig auf die ROI aufgelegt
wirde. Die genauen Anzahlen von in diesem Versuch untersuchten Kreuzungspunkten lagen
zwischen 481 (Kaninchen T7878) und 505 (Kaninchen T7880).

Im Anschluss an die Erstellung des Punktzahlrasters und der Bestimmung der Referenzpunkte
wurde nun die Lage der Referenzpunkte tiber den vorliegenden Gewebearten analysiert. Daftir
wurden zuerst vier Kategorien definiert, Gber denen die Referenzpunkte liegen konnten:
Extrazellularmatrix, Bindegewebszellen, GefaBstrukturen sowie die Kategorie ,Artefakt”, bei der
keine Zuordnung zu einer der anderen drei Kategorien getroffen werden konnte. Danach wurde
auf das 20x Objektiv gewechselt, um die Lage der Referenzpunkte exakt darstellen zu konnen.
Aufgrund der oft sehr ungenauen Uberginge zwischen den einzelnen Gewebetypen wurde
dem Referenzpunkt immer das Gewebe zugeordnet, welches unter der rechten oberen Ecke
des Referenzquadrats erkennbar war (Abb. 2.6 — 2.8). Zudem wurde bei Unsicherheiten
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bezlglich der genauen Lage des Referenzpunktes im Gewebe die VergroBerung auf das 40x
Objektiv umgestellt, damit die Strukturen besser beurteilt werden konnten.

Abbildung 2.6: Erstes Beispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt st ein Ausschnitt aus der in Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigt mit
der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzdhlraster ausgewdhlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem AbbildungsmaBstab (40x Objektiv) analysiert; dabei wurde
durch die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) in der Bildmitte ein Referenzquadrat
erzeugt. In diesem Ausschnitt befand sich die rechte obere Ecke des Referenzquadrates (markiert
durch den gelben Pfeil) lber der extrazelluldren Matrix, und der Referenzpunkt wurde der
Kategorie ,Extrazellularmatrix” zugeordnet.
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Abbildung 2.7: Zweites Beispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt st ein Ausschnitt aus der in Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigt mit
der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzéhlraster ausgewdhlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem AbbildungsmaBstab (40x Objektiv) analysiert; dabei wurde
durch die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) in der Bildmitte ein Referenzquadrat
erzeugt. In diesem Ausschnitt befand sich die rechte obere Ecke des Referenzquadrates (markiert
durch den gelben Pfeil) iiber einer zelluldren Struktur, und der Referenzpunkt wurde der Kategorie
.Bindegewebszellen” zugeordnet.
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Abbildung 2.8: Drittes Beispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt st ein Ausschnitt aus der in Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigt mit
der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzdhlraster ausgewdhlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem AbbildungsmalBstab (40x Objektiv) analysiert; dabei wurde
durch die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) in der Bildmitte ein Referenzquadrat
erzeugt. In diesem Ausschnitt befand sich die rechte obere Ecke des Referenzquadrates (markiert
durch den gelben Pfeil) (iber einer GefdBstruktur, und der Referenzpunkt wurde der Kategorie
,GefdBstrukturen” zugeordnet.

Wahrend der gesamten quantitativen Analyse war die durchfiihrende Versuchsperson (d.h. der
Autor der vorliegenden Arbeit) verblindet. Es war nicht bekannt, welcher zu analysierende
Schnitt zu welcher Gruppe von Kaninchen gehdrte, damit eine subjektive Verzerrung der
Zahlung ausgeschlossen werden konnte.

2.1.4 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen erfolgten durch den Autor der vorliegenden Arbeit.

Fir die Ergebnisse zur Prifung der Beweglichkeit, der Untersuchungen mittels
Magnetresonanztomografie und der stereologischen Untersuchung wurden jeweils
gruppenspezifische Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte berechnet.

Bei den Ergebnissen zur Prifung der Beweglichkeit erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mit zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung mit den Faktoren "Gruppe”
und "Seite", wobei die jeweiligen Ergebnisse des linken und des rechten Hinterlaufs jedes
Kaninchens als Messwiederholung gewertet wurden, gefolgt von Bonferroni-korrigierten post-
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hoc Tests zum Vergleich "links vs. rechts" jeweils bei der allogene-ADRCs-Gruppe, der RLL-
Gruppe und der Kontrollgruppe.

Bei den Ergebnissen der labormedizinischen Untersuchungen erfolgte der Vergleich zwischen
den Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse, gefolgt von Bonferroni-korrigierten post-
hoc Tests zum Vergleich zwischen der allogene-ADRCs-Gruppe, der RLL-Gruppe und der
Kontrollgruppe.

Bei den Ergebnissen der Untersuchungen mittels Magnetresonanztomografie erfolgte der
Vergleich zwischen den Gruppen mit zweifaktorieller Varianzanalyse mit den Faktoren
"Behandlung" und "Zeit", gefolgt von Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zum Vergleich
"allogene-ADRCs-Gruppe vs. RLL-Gruppe".

Bei den Ergebnissen der stereologischen Untersuchung erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels Student T-Test zum Vergleich "allogene-ADRCs-Gruppe vs. RLL-Gruppe".

Fur alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt; d.h. statistische
Signifikanz wurde angenommen, wenn der P-Wert kleiner als 0,05 war. Die statistischen
Berechnungen wurden mithilfe der Software GraphPad Prism (Version 10.2.1 fir Windows;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.

2.1.5 Mikrofotografie der histologischen Schnitte

Alle Mikrofotografien wurden durch digitale Fotografie erstellt. Zur Aufnahme wurde ein
automatisierter Rastermikroskopie-Arbeitsplatz verwendet, der aus einem M2 Axiolmager
Mikroskop (Zeiss, Gottingen, Deutschland), einem 10x Plan-Apochromat-Objektiv (Zeiss),
einem computergesteuerten Schrittmotorsystem (4" x 3" XY; Prior Scientific, Cambridge, UK),
einem Fokus-Encoder (Heidenhain, Traunreut, Deutschland) und einer digitalen Farbkamera
(AxioCam MRc; 2/3" CCD-Sensor, 1388 x 1040 Pixel; Zeiss) bestand. Die Software Stereo
Investigator (Version 11.06.2; MBF Bioscience) wurde zur Geratesteuerung genutzt. Mit diesem
System wurden dreidimensionale "virtuelle Gewebeschnitte" (virtual slides) von allen Azan-
gefarbten Schnitten (sowie einem Safranin O / Fast Green-gefarbten Schnitt von Tier T7878)
erstellt. Die Teilaufnahmen wurden im Virtual Slide-Modul der Stereo Investigator-Software
(MBF Bioscience) zu Gesamtmontagen der Schnitte zusammengesetzt. Fur Abbildung 3.10
wurden Teilaufnahmen anhand virtueller Gewebeschnitte in der Software Biolucida Viewer
(Version 2019.3.4; MBF Bioscience) erstellt.

Die Abbildungen 3.11 bis 3.15 wurden mit einem Zeiss Axiophot-Mikroskop (ausgestattet mit
einer Axiocam HRc-Digitalkamera; 2/3"-CCD-Sensor, 1388 x 1040 Pixel; Zeiss) aufgenommen,
das durch die Software Zeiss Axiovision SE64 (Rel. 4.9.1 SP2) gesteuert wurde. Die Aufnahmen
wurden mit Zeiss Plan-Neofluar Objektiven 2,5x (NA = 0,075), 5x (NA = 0,15) und 10x (NA =
0,3) durchgefiihrt. Die Abbildungen 3.14 und 3.15 wurden im Durchlichtmodus ohne
polarisiertes Licht aufgenommen, wahrend die Abbildungen 3.11 bis 3.13 unter Verwendung
polarisierten Lichts (und im Schwarz-Weil3-Modus der Digitalkamera) erstellt wurden. Die
Beleuchtungseinstellungen wurden mithilfe der automatischen Messfunktion der Axiovision-
Software (Zeiss) vorgenommen.
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Die finalen Abbildungen wurden unter Verwendung von Corel Photo-Paint X7 und Corel Draw
2021 (beide in der Version 23.1.0.389; Corel, Ottawa, Kanada) erstellt. Dabei wurden in Corel
Photo-Paint lediglich Kontrast- und Helligkeitsanpassungen vorgenommen, ohne das
Erscheinungsbild der Originalmaterialien zu verandern.
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2.2 Versuch Il: Behandlung von experimentell induzierten
Sehnenteildefekten mit autologen ADRCs im Tierversuch

2.2.1 Versuchsaufbau

Erklarung der Ethikkommission

Die in Abschnitt 2.2 der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden an der
Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durchgefihrt und erhielten am 1. Februar 2021
vom Institutional Animal Care and Use Committe der Colorado State University die
Genehmigung mit der Protokoll-Nummer 1473. Diese Genehmigung wurde am 1. Februar 2022
erweitert und verlangert.

Fir den Versuch verwendete Tiere

Es wurden 32 weibliche, skelettreife Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus) verwendet, die etwa
11-15 Monate alt waren und ein Kérpergewicht von etwa 4-6 Kilogramm aufwiesen. Die im
Versuch verwendeten Tiere waren zuvor flir keine vorherigen / anderen Versuche verwendet
worden. Voraussetzung fiir die Teilnahme an den Versuchen war, dass jedes Kaninchen einen
akzeptablen Gesundheitszustand, das richtige Alter und ein angemessenes Gewicht hatte, frei von
Krankheiten war und keine Einschrdnkungen aufwies, die den Versuchsablauf oder das Ziel
beeintrdchtigen konnten. Vor Studienbeginn wurden alle Tiere von einem Tierarzt der Colorado
State University (Fort Collins, CO, USA) auf ihre physische Eignung Uberpriift. Die Kaninchen
wurden in den Tierhaltungseinrichtungen der Colorado State University untergebracht, im
gleichen Gebdude wie die Tiere des ersten Versuchs, und unter denselben Bedingungen betreut.

Randomisierte Einteilung der Versuchstiere in Gruppen und Verblindung

Zu Beginn der Studie wurden die insgesamt 32 Kaninchen nach dem Zufallsprinzip in folgende
vier Versuchsgruppen eingeteilt (vgl. Abb. 2.9):

Gruppe | (n=4):

e Gewinnung von Fettgewebe und Isolierung von ADRCs mit dem Transpose Ultra System
(InGeneron)

e Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung eines durchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten Gastrocnemius-Sehne

e Injektion der zuvor isolierten autologen ADRCs an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe

e Euthanasie ca. vier Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff

e Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe Il (n=4):
e Wie Versuchsgruppe |, aber
e Euthanasie ca. zwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff
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Gruppe Il (n=4):

Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung eines durchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten Gastrocnemius-Sehne

Injektion von Ringer-Laktat-Losung (RLL) an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe

Euthanasie ca. vier Wochen (+/-vier Tage) nach Eingriff

Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe IV (n=4):

Wie Versuchsgruppe lll, aber
Euthanasie ca. zwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff

Gruppe V (n=8):

Gewinnung von Fettgewebe und Isolierung von autologen ADRCs mit dem Transpose Ultra
System (InGeneron)

Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung eines durchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten Gastrocnemius-Sehne

Injektion der zuvor isolierten autologen ADRCs an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe

Euthanasie ca. zwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff

Durchfiihrung einer nicht-destruktiven biomechanischen Analyse beider gemeinsamer
Calcaneussehnen (rechts / links)

Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe VI (n=8):

Wie Versuchsgruppe V, aber

Keine Gewinnung von Fettgewebe und keine Isolierung von ADRCs; stattdessen

Injektion von Ringer-Laktat-Losung (RLL) an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe
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Gruppe Startpunkt
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Studienablaufs der einzelnen Versuchsgruppen.
Abk.: n, Anzahl der Versuchstiere; W4, vierte Woche des Versuchs; W12, zwélfte Woche des
Versuchs, F, Gewinnung von Fettgewebe und Isolierung von autologen ADRCs mit dem Transpose
Ultra System (InGeneron), OP, operative Erzeugung eines Sehnendefekts; ST, Injektion der zuvor
isolierten autologen ADRCs; RL, Injektion von Ringer-Laktat-Ldsung; E, Euthanasie; H, Anfertigung
histologisch  und immunhistochemisch  aufgearbeiteter ~ Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne; B,  nicht-destruktive  biomechanische  Analyse der gemeinsamen
Calcaneussehne.

Die an der Durchfihrung der Studie beteiligten Personen wurden nicht verblindet. Jedes
Kaninchen erhielt eine individuelle Nummer, mit welcher das Tier in eine der Gruppen eingeteilt
wurde (vgl. Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Einteilung der Kaninchen in die Gruppen I-VI von Versuch II.

Gruppe | Gruppe Il Gruppe Il Gruppe IV  Gruppe V Gruppe VI
U5092 U0296 uo358 Uo0311 Vo019 U054
uo3io Uo374 vo347 U0298 V1039 V0001
uo381 u6100 Uo289 U4536 V1040 V0023
U5480 Us5079 us067 uo318 V1179 V1038

V1180 V1181
V1182 V1183
V1186 V1184
V1188 V1185
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2.2.2 Experimenteller Ablauf

Der tierexperimentelle Versuchsteil wurde an der Colorado State University (Fort Collins, CO,
USA) durch die dort ansassige Forschungsgruppe durchgefihrt.

Anéasthesie

Ftir die Gewinnung von Fettgewebe (Gruppen I, Il und V) und die Erzeugung des experimentellen
Sehnendefekts erhielten die Kaninchen eine Allgemeinandsthesie. Die Kaninchen der Gruppen |,
Il und V wurden fiir die Fettgewebsentnahme in sternaler Liegeposition auf dem Operationstisch
platziert, wihrend sie fiir die Stanzung eines Lochs in der Sehne des rechten M. gastrocnemius in
linksseitiger Riickenlage fixiert wurden. Wéhrend des gesamten Prozesses der Fettgewinnung und
der Operation wurde die Allgemeinandsthesie kontinuierlich lberwacht, einschlieBlich
Messungen der Herz- und Atemfrequenz, Sauerstoffsdttigung, CO>-Exhalation, Reflexstatus und
EKG-Ableitungen alle fiinf Minuten. Wie bei Versuch | umfasste das Andsthesieprotokoll
prdoperativ subkutane Injektionen von Buprenorphin (0,03 mg/kg Koérpergewicht;, Par
Pharmaceutical), Glycopyrrolat (0,005 mg/kg Korpergewicht; Somerset Therapeutics), Ketamin
(25 mg/kg Koérpergewicht; Dechra Veterinary Products) und Dexmedetomidin (0,02 mg/kg
Kérpergewicht, Dechra Veterinary Products). Die Allgemeinandsthesie wurde durch
kontinuierliche Inhalation von Isofluran (1-5%; VetOne) wdhrend des Operationszeitraums
aufrechterhalten.

Gewinnung der autologen ADRCs

Um autologe ADRCs zu gewinnen, wurde zundichst das Fell der interskapuldren Region der
Kaninchen aus den Gruppen | und Il rasiert. Der zuvor rasierte Bereich wurde dann abwechselnd
mit Povidon-lod und Alkohol gereinigt, um sterile Operationsbedingungen zu schaffen. Gemal3
friiherer Beschreibungen in der Literatur (107) wurden nach einem etwa zwei Zentimeter langen
Hautschnitt Gewebestiicke aus dem interskapuldren Fettdepot sorgfdltig entfernt, wobei im
Durchschnitt 21,1 £ 53 Gramm Fettgewebe (Mittelwert + Standardabweichung) gewonnen
wurden (Median 21,5 Gramm, Bereich 11,6-30,5 Gramm). Das gewonnene Fettgewebe wurde in
einem sterilen Behdlter aufbewahrt und sofort weiterverarbeitet. Der Hautschnitt wurde mit nicht
resorbierbarem Nylon-Nahtmaterial verschlossen. Das gewonnene Gewebe wurde unter sterilen
Bedingungen wie in Versuch | beschrieben mit dem Transpose RT / Matrase System (InGeneron)
prozessiert und die gewonnenen ADRCs charakterisiert. Durchschnittlich wurden 14,5x10° +
7,1x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe (Mittelwert + Standardabweichung) gewonnen (Median
132x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe, Bereich 3,6x10°-22,3x10° Zellen pro Gramm
Fettgewebe), wobei die durchschnittliche Zelllebensfdhigkeit bei 82,6% + 54% (Median 83,1;
Bereich 75,0%-89,9%) und die durchschnittliche Lebendzellenausbeute bei 11,8x10° + 5,3x10°
Zellen pro Gramm Fettgewebe (Median 10,8x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe; Bereich
3,6x10°-22,3x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe) lag. Der gesamte Vorgang sowie die Lagerung
der Zellen bis zur Implantation erfolgten unter sterilen Bedingungen. Jede Fettcharge (von jedem
einzelnen Versuchstier) wurde zur Vermeidung von Kontaminationen mit einer individuellen
Identifikationsnummer gekennzeichnet und separat verarbeitet.
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Erzeugung eines experimentell induzierten Sehnenteildefekts und Injektion der
autologen ADRCs

Das rechte Hinterbein der Kaninchen wurde rasiert und dann abwechselnd mit Povidon-lod und
Alkohol gereinigt, um aseptische Bedingungen fiir den folgenden Eingriff zu gewdhrleisten. Das
linke Hinterbein blieb unbertiihrt, um die anatomischen Strukturen dieser Kérperseite intakt zu
lassen. AnschlieBend wurde ein steriles Tuch mit einer runden Offnung tiber dem Bereich platziert.
Ein Hautschnitt von etwa 1-3 Zentimetern Ldnge wurde durchgefiihrt, um Zugang zur
gemeinsamen Calcaneussehne zu erhalten. Zundchst wurde das Peritendineum von der Sehne
entfernt, dann wurde die Gastrocnemiussehne vom M. flexor digitorum superficialis getrennt (vgl.
(99)). Mittels eines chirurgischen Lineals wurde eine Stelle 2,5 Zentimeter entlang der
Gastrocnemiussehne vom Calcaneus entfernt identifiziert. Dort wurde ein Defekt in der gesamten
Sehnendicke mit einem Durchmesser von 3 Millimetern erzeugt, indem ein Loch in die
Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne gestanzt wurde (vgl. (100); Abb. 2.10). Das restliche
Peritendineum wurde teilweise mit resorbierbarem 4-0-Monofilament-Nahtmaterial (Biosyn;
Medtronics) verschlossen. In die neu geschaffene Defektregion und das angrenzende
Sehnengewebe wurden bei den Kaninchen in den Gruppen I, Il und V im Mittel 28,3x10° +
11,6x10° autologe ADRCs in 0,5 mL Ringer-Lactat-Lésung injiziert (Median 27,5x10° autologe
ADRCs; Bereich 10,9x10°-58,5x 10° autologe ADRCs in 0,5 mL Ringer-Lactat-Lésung). Den
Kaninchen in den Gruppen I, IV und VI wurde lediglich 0,5 mL Ringer-Lactat-Ldsung ohne
Zusdtze an die gleiche Stelle injiziert. Danach wurde das restliche Peritendineum, das noch offen
war, routinemdBig mit nicht resorbierbarem monofilem Nylonfaden (Covidien) verndht. Die
postoperative Schmerzbehandlung umfasste Buprenorphin (0,03 mg/kg Koérpergewicht, Par
Pharmaceutical) als subkutane Injektion alle 12 und 24 Stunden nach der Operation sowie
Meloxicam (1 mg/kg Kérpergewicht; VetOne) einmal tdglich tber sieben Tage.
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Abbildung 2.10: Generierung eines Defekts in der gesamten Sehnendicke mit einem
Durchmesser von 3 mm in der Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne eines Kaninchens. Der
Defekt (gelber Pfeil) wurde mit einer Stanze etwa 2,5 cm vom Calcaneus entfernt erzeugt.

Euthanasie der Versuchstiere

Vier Wochen (+/- vier Tage) nach der Operation wurden die Kaninchen in den Gruppen | und Ill
euthanasiert, wéihrend die Kaninchen in den Gruppen Il, IV, V und VI weitere acht Wochen spditer,
also zwolf Wochen (+/- vier Tage) nach dem Eingriff, euthanasiert wurden. Die Euthanasie
erfolgte gemdB den Richtlinien der American Veterinary Medical Association (AVMA) an der
Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durch dort ansdssige Kolleginnen. Zur Sedierung
erhielten die Versuchstiere Ketamin (5-30 mg/kg Kérpergewicht; Dechra Veterinary Products) und
Dexamedetomidin (0,05-0,125 mg/kg Korpergewicht; Dechra Veterinary Products) oder Xylazin
(5 mg/kg Kdrpergewicht; VetOne). AnschlieBend wurden sie mit 4-5% Isofluran (VetOne) inhalativ
betdubt, bis ein Andsthesie-Niveau vergleichbar mit chirurgischen Eingriffen erreicht wurde. Die
Andisthesie wurde dann mittels 2-3%iger Isofluran-Inhalation gehalten, bis die Kaninchen durch
eine intravenése Uberdosierung von Natrium-Phenobarbital (88 mg/kg Kérpergewicht; Dechra
Veterinary Products) human euthanasiert wurden.
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2.2.3 Histologie, Immunohistochemie und Auswertung (Versuchsgruppen
I-1V)

Anfertigung der histologischen Schnitte

Im Vergleich zu Versuch 1 wurden an der Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durch
die dortige Forschungsgruppe beide Hinterbeine der Kaninchen post mortem en bloc entfernt
(Abb. 2.11).

Abbildung 2.11: Priparat der hinteren GliedmaBe eines Kaninchens mit Prdparation der
gemeinsamen Calcaneussehne (Pfeil), in der sich der behandelte Sehnendefekt befand. Die
MabBeinheit des verwendeten Lineals war Zoll.

Um die zu untersuchende Region, die gemeinsame Calcaneussehne, zu isolieren, wurden die
GliedmaBen sorgfdltig von (iberschiissigem Muskel- und Weichteilgewebe befreit, um den
Ansatzbereich der distalen gemeinsamen Calcaneussehne am Calcaneus darzustellen.
AnschlieBend wurden Sehnenproben aus der gemeinsamen Calcaneussehne entnommen (Abb.
2.12).
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Abbildung 2.12: Vom umliegenden Gewebe abgetrenntes Stilick der gemeinsamen
Calcaneussehne eines Kaninchens. Der Pfeil zeigt auf den Calcaneus. Die MaBeinheit des
verwendeten Lineals war Zoll.
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Die Ldnge und die Querschnittsfldche (cross sectional area, CSA) der Sehnenproben wurden mit
einem Messschieber bestimmt, unter Annahme einer rechteckigen Geometrie. Die Sehnenproben
wurden vollstdndig in 10 % neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert. Flir die weitere Veerarbeitung
und die Anfertigung von Gewebeschnitten wurde ein Gewebeblock mit etwa 3 Zentimeter Ldnge
um die Injektionsstelle herum prdpariert. Zur Anfertigung der ca. 5 Mikrometer dicken Schnitte
wurden Standardparaffintechniken verwendet. Die Schnitte wurden auf positiv geladene
Glastréger montiert, mit Azan-Trichrom, Safranin O / Fast Green oder Picrosirius-Rot gefdrbt und
mit DPX-Montiermittel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgedeckt. Drei Schnitte pro
GliedmaBe wurden separiert und gefdrbt; weitere Schnitte wurden hergestellt, aber nicht gefdrbt,
um spdter zusdtzliche histologische Fdrbungen und immunhistochemische Analysen durchfiihren
zu kénnen. Sowohl die gefdrbten als auch die ungefdrbten Schnitte wurden zur Analyse an das
Labor des Lehrstuhls fiir Anatomie Il der LMU Miinchen geschickt.

Auch von den Kaninchen in den Gruppen V und VI wurden Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne angefertigt, wobei die Anfertigung dieser Schnitte prinzipiell genauso wie die
Anfertigung der Schnitte der Kaninchen in den Gruppen I-1V erfolgte. Allerdings wurde der Teil
des Calcaneus, der der gemeinsamen Calcaneussehne anhing, vor der Einbettung des Gewebes
in Paraffin mit 5% Methansdure entkalkt; die vollstindige Entkalkung wurde radiologisch
dokumentiert.

Die histologische und immunhistochemische Untersuchung der Gewebeschnitte der Kaninchen
in den Gruppen V und VI war jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Im Labor des Lehrstuhls fiir Anatomie Il der LMU Minchen wurde jeweils ein weiterer Schnitt
pro Kaninchen in den Gruppen I-IV mit einer routinemaBigen Hamatoxylin-Eosin-Farbung
gefarbt. Diese Schnitte wurden bei der stereologischen Analyse verwendet.

Ablauf der Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Verfahren wurden am Lehrstuhl Anatomie Il der LMU Mdinchen
durchgefiihrt. Dazu wurden die zuvor hergestellten Schnitte entparaffiniert, rehydriert und mit
einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) mit Tween 20 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) gereinigt. Nach spezifischen Vorbehandlungsschritten wurden die Objekttrager bei
Raumtemperatur zwischen 15 und 60 Minuten blockiert und dann mit den entsprechenden
Antikorpern fir ProkollagenTyp |, Kollagen Typ Il und CD 163 inkubiert (die genaue
Vorgehensweise ist in Tabelle 2.8 beschrieben). Die Darstellung der Antikdrperbindung erfolgte
nach Inkubation tber Nacht mit einem sekundaren Antikdrper und der Vectastain Elite ABC Kit
Peroxidase (HRP) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Die Peroxidaseaktivitat wurde mit
Diaminobenzidin (Vector Impact DAB Chromogenldsung; Vector Laboratories) visualisiert;
anschlieBend wurden die Schnitte mit Hdmatoxylin gegengefarbt. Die Spezifitdt der Reaktion
wurde an separaten Gewebeschnitten durch den Ersatz der primdren Antikorper durch
phosphatgepufferte Kochsalzlosung Uberprift (Negativkontrolle).
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Tabelle 2.8: Charakterisierung des immunohistochemischen Verfahrens

? DSHB: Developmental Studies Hybridoma Bank, gegriindet vom Eunice Kennedy Shriver
National Institute of Child Health and Human Development der National Institutes of Health
der Vereinigten Staaten, und unterhalten von der University of lowa, Department of Biology,
lowa City, IA, USA

b Hersteller: Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

Prokollagen |

Immunglobulin-lsotyp / Klon-Status IgG1 / Maus, monoklonal

Katalog-Nr. / Anbieter SP1.D8 / DSHB?

Demaskierung des Antigens Sieden in Citratpuffer (pH 6)

Blockierung Vector Bloxall SP-6000°, LOT ZG1216 vom 04. April 2021, und

normales Pferdeserum-Blockierldsung 2,5% (S-2012-50)°
Verdiinnungs- und Inkubationsparameter 1:10, 4 °C, iber Nacht
Verwendete sekundéare Antikorper Pferd-Anti-Maus-IgG BA-2000°, 1:200

Kollagen Typ Il

Immunglobulin-lsotyp / Klon-Status FH-7AlgG1 / Maus, monoklonal

Katalog-Nr. / Anbieter C 7805 / Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Demaskierung des Antigens Protease XIV

Blockierung Vector Bloxall SP-6000°, LOT ZG1216 vom 04. April 2021, und

normales Pferdeserum-Blockierldsung 2,5% (S-2012-50)°
Verdiinnungs- und Inkubationsparameter 1:150, 4 °C, Uber Nacht

Verwendete sekundare Antikorper Pferd-Anti-Maus-IgG BA-2000b, 1:200

CD 163

Immunglobulin-lsotyp / Klon-Status IgG1 / Maus, monoklonal

Katalog-Nr. / Anbieter 5C6 FAT BMA Biomedicals (Augst, Schweiz)
Demaskierung des Antigens Nicht anwendbar

Blockierung 3% H202 in Methanol

Verdlinnungs- und Inkubationsparameter 1:400, 4 °C, (iber Nacht

Verwendete sekundéare Antikorper Pferd-Anti-Maus-IgG BA-2000°, 1:200

Analyse der histologischen Schnitte

Mit dem gleichen Verfahren, das in Versuch 1 ausflhrlich beschrieben wurde, wurde vom Autor
der vorliegenden Arbeit eine Bestimmung der relativen Mengen (Flache/Flache) von Zellen,
extrazelluldrer Matrix und GefaBen im neu gebildeten Bindegewebe durchgefiihrt. Insgesamt
wurden 16 Gewebeschnitte quantitativ analysiert; die durchschnittliche Anzahl von
Referenzpunkten im Punktzahlraster betrug 500 (Spannweite, 490-512).

Evaluation und Klassifikation histomorphologischer Veranderungen mittels des
Bonar Scores

Um mogliche histomorphologische Unterschiede zu erfassen, die durch die rein quantitative
Analyse nicht erfasst werden konnten, wurde eine zusatzliche qualitative Untersuchung der
Gewebeschnitte durchgefiihrt. Hierbei wurde eine modifizierte Version des Bonar Scores (108),
der urspriinglich zur Analyse histologischer Veranderungen in tendinopathischem
Sehnengewebe entwickelt worden war (109), verwendet. Die evaluierten Kategorien
Zellmorphologie, Zellularitit, Vaskularitdt und Grundsubstanz wurden bei diesem Versuch
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angewendet, um grundlegende Unterschiede in der Sehnenmorphologie zu erfassen und
qualitative Gewebeveranderungen im Rahmen regenerativer Prozesse zu analysieren.

Der Bonar Score flr die Kategorien Zellmorphologie, Zellularitdt, Vaskularitdt und
Grundsubstanz wurde mittels Lichtmikroskopie an mit Hamatoxylin und Eosin gefdrbten
Gewebeschnitten im Bereich des neu gebildeten Gewebes an der rechten gemeinsamen
Calcaneussehne bestimmt, und der Bonar Score fiir die Kategorie Kollagenanordnung mittels
Polarisationsmikroskopie an mit Picrosirius-Rot gefarbten Gewebeschnitten.

2.2.4 Nicht-destruktive biomechanische Untersuchungen (Kaninchen in
den Gruppen V und VI)

Praparation der untersuchten Sehnen

Nach der Euthanasie ca. 12 Wochen nach dem Eingriff erfolgte eine die Sehnenintegritdt
erhaltende biomechanische Testung beider gemeinsamer Calcaneussehnen (rechts / links) der
Kaninchen in den Gruppen V und VI. Dazu wurden die entsprechenden Hinterldufe jeweils en bloc
entnommen und anschlieBend von (berschiissigem Muskel- und Weichteilgewebe befreit, um die
gemeinsame Calcaneussehne und die zugehérige Behandlungsregion zu isolieren. Die
Abtrennung der Sehne mit den Resten der angrenzenden Muskulatur (lateraler Kopf des M.
gastrocnemius, medialer Kopf des M. gastrocnemius und oberfldchlicher digitaler Flexor) sowie
die Abtrennung des Calcaneus erfolgte im Anschluss. Danach wurden die Ldnge und
Querschnittsfldche der Sehnenprdparate unter Annahme einer rechteckigen Geometrie ohne
Anwendung von die Sehnenproben verformenden Krdften mit einer Messhilfe bestimmt.

Durchfihrung der biomechanischen Analyse

Die biomechanische Analyse erfolgte mittels eines servohydraulischen Materialpriifsystems
(MiniBionix 858, MTS, Eden Prairie, MN, USA). Dazu wurde der Calcaneus starr in den Rahmen
des Materialpriifsystems eingespannt, so dass die physiologische Belastungsrichtung der
gemeinsamen Calcaneussehne axial mit dem Stellglied des Materialprtifsystems ausgerichtet war
(Abb. 2.13). Zur Fixation des proximalen Endes des Prdparats wurde die Sehne in eine Klemme
eingespannt, die starr mit einem Kraftaufnehmer und dem Stellglied verbunden war. Um eine
Dehydratation der Sehnenproben zu verhindern, wurden wdhrend der gesamten Analyse die
Sehnenproben in ca. zehnminlitigen Abstédnden mit physiologischer Kochsalzl6sung bespriiht.
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Abbildung 2.13: Darstellung des servohydraulischen Materialtestungssystems (MiniBionix 858;
MTS, Eden Prairie, MN, USA) mit eingespanntem Sehnenprdparat zur biomechanischen Analyse.
Das gelbe Rechteck in (a) zeigt die Position des in (b) dargestellten, vergréBerten Ausschnitts aus
(a). Abkiirzungen: FT: Kraftaufnehmer (force transducer); C: Calcaneus; CCT: gemeinsame
Calcaneussehne (common calcaneus tendon); Tl: Sehneninsertion (tendon insertion).

Die biomechanische Testung erfolgte in der folgenden, chronologischen Reihenfolge:

1. Zweiminlitige statische Vorbelastung mit 2 Newton (N)

2. Messung der Referenzmessldnge der Sehne und Aufzeichnung der Werte als Abstand zwischen
den Grelffldchen des servohydraulischen Testsystems zur Bestimmung der effektiven
Verschiebung in den Vorkonditionierungszyklen und dem Spannungsrelaxationstest

3. 10 Zyklen Vorkonditionierung mit technischer Dehnung zwischen 0% und 2%

4. Spannungs-Relaxationsversuch mit technischer Dehnung von 5% konstant (ber eine
Relaxationszeit von 100 s und Geschwindigkeit von 5 mm / s; Zeitgleiche Erfassung der Kraft-
und Verschiebungsdaten.

Aus den Kraft- und Verschiebungsdaten des Spannungs-Relaxationsversuchs im
biomechanischen Testverfahren konnten die Spitzenlast (N) (die maximale Kraft wéhrend des
Tests) und die Gleichgewichtsbelastung (N) (die Kraft am Ende der 100-s-Relaxationsperiode)
errechnet werden. Diese physikalischen Parameter reprdsentieren das mechanische Verhalten des
Sehnenproben. Aus der Normierung der berechneten physikalischen Parameter auf die
ausgemessene Querschnittsflidche der Sehnenproben wurden zudem die Spitzenspannung (MPa)
(die maximale Spannung wdhrend der Priifung), die Gleichgewichtsspannung (N) (die Spannung
am Ende der 100-s-Relaxationszeit) und die prozentuale Relaxation (%) (die prozentuale Differenz
zwischen der Spitzenspannung und der Gleichgewichtsspannung) ermittelt. Der Vorgang der
biomechanischen Analyse mit vorangehender Sehnenprdparation wurde an der Colorado State
University (Fort Collins, CO, USA) durch die Kolleginnen vor Ort durchgefiihrt.
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2.2.5 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen erfolgten durch den Autor der vorliegenden Arbeit.

Fur die Ergebnisse der stereologischen und der biomechanischen Untersuchungen wurden
jeweils gruppenspezifische Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte berechnet, und fir
die Ergebnisse der Evaluation des Bonar Scores gruppenspezifische Medianwerte.

Bei den Ergebnissen der stereologischen Untersuchung erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit den Faktoren "Behandlung” und "Zeit",
gefolgt von Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zum Vergleich "Behandlung mit autologen
ADRCs vs. Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Lésung” an W4 und an W12.

Bei den Ergebnissen der Evaluation der Bonar Scores erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels Mann-Whitney Test ebenfalls zum Vergleich "Behandlung mit autologen
ADRCs vs. Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung" an W4 und an W12 (es gibt kein nicht-
parametrisches Pendant zur zweifaktorieller Varianzanalyse, und die zweifaktorieller
Varianzanalyse ware fur die erhobenen Bonar Score Daten ungeeignet gewesen).

Bei den Ergebnissen der biomechanischen Untersuchung erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse, gefolgt von Bonferroni-korrigierten post-hoc
Tests zum Vergleich aller Gruppen untereinander (linke und rechte Hinterlaufe der Kaninchen
in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 5 und 6). Weiterhin wurde fir alle untersuchten
Parameter und alle untersuchten Gruppen mittels Korrelationsanalyse und linearer
Regressionsanalyse getestet, ob es statistisch signifikante Zusammenhange zwischen den
untersuchten Parametern und der Querschnittsflache der untersuchten Sehnen gab. SchlieBlich
wurde ebenfalls mittels Korrelationsanalyse getestet, ob es nach Behandlung mit autologen
ADRCs statistisch signifikante Zusammenhange zwischen den untersuchten Parametern und
der Anzahl der injizierten autologen ADRCs gab.

Fur alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt; d.h. statistische
Signifikanz wurde angenommen, wenn der P-Wert kleiner als 0,05 war. Die statistischen
Berechnungen wurden mithilfe der Software GraphPad Prism (Version 10.2.1 fir Windows;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.

2.2.6 Mikrofotografie der histologischen Schnitte

Alle mikrofotografischen Aufnahmen wurden mit denselben Verfahren und unter Verwendung
derselben technischen Ausriistung wie in Versuch | beschrieben erstellt. Die Bilder in den
Abbildungen 3.17 bis 3.20 und 3.25 bis 3.27 entstanden durch virtuelle Mikroskopie, wie bereits
in Versuch | beschrieben, wobei die DateigroBBen der virtuellen 3D-Schnittbilder zwischen 67
und 359 MB lagen. Die Bilder in den Abbildungen 3.22 und 3.23 wurden direkt mit einer
Axiocam HRc-Digitalkamera an einem Zeiss Axiophot-Mikroskop sowohl im Durchlicht- als
auch im Polarisationsmodus erstellt (vgl. Versuch 1). Die finalen Abbildungen wurden unter
Verwendung von Corel Photo-Paint X7 und Corel Draw 2021 (beide in der Version 23.1.0.389;
Corel, Ottawa, Kanada) erstellt. Dabei wurden in Corel Photo-Paint lediglich Kontrast- und
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Helligkeitsanpassungen vorgenommen, ohne das Erscheinungsbild der Originalmaterialien zu
verandern
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Ergebnisse

3.1 Ergebnisse von Versuch | (Behandlung von experimentell induzierten
Sehnenteildefekten mit allogenen ADRCs im Tierversuch)

3.1.1 Vorbemerkung

Im gesamten Kapitel 3.1 werden die folgenden Abkilrzungen verwendet:

e W1: Eine Woche nach vollsténdiger Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne.
e W13: 13 Wochen nach vollstandiger Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne.

e D/B: vollstandige Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne, gefolgt von Behandlung mit
Injektion von allogenen ADRCs

e D/S: vollstandige Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne, gefolgt von
Scheinbehandlung mit Injektion von Ringer-Laktat-Losung

e OD/@B/OS: keine Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis; weder Behandlung noch Scheinbehandlung.

Dariiber hinaus sind (wenn nicht anders angegeben) alle quantitativen Daten als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

3.1.2 Ergebnisse der Beweglichkeitsmessungen und der labormedizinischen
Untersuchungen

Sowohl die Kaninchen in der allogenen-ADRCs-Gruppe als auch die Kaninchen in der RLL-
Gruppe zeigten an W13 vor der Euthanasie, aber bereits in Narkose, einen statistisch signifikant
groBeren mittleren passiven Bewegungsumfang des rechten Sprunggelenks (D/B bzw. D/S) im
Vergleich zum jeweils linken Sprunggelenk (@D/@B/@S) (Abbildung 3.1a,e und Tabelle 3.1).

Daruber hinaus zeigten die Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe an W13 vor der
Euthanasie, aber bereits in Narkose, eine statistisch signifikant gréBere mittlere passive
Plantarflexion des rechten Sprunggelenks (D/B) im Vergleich zum jeweils linken Sprunggelenk
(@D/@B/AS) (Abbildung 3.1b,f und Tabelle 3.1).

Fir die mittlere passive Dorsalextension sowie den mittleren passiven Ruhewinkel des
Sprunggelenks wurde bei keiner der Gruppen von Kaninchen ein statistisch signifikanter
Unterschiede zwischen den rechten und linken Hinterldufen gefunden (Abbildung 3.1¢,d,g,h
und Tabelle 3.1).

Die Ergebnisse der labormedizinischen Untersuchungen der Blutproben, die an W13 vor der
Euthanasie, aber bereits in Narkose, entnommen wurden, sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.
Bis auf wenige Ausnahmen (in Tabelle 3.2 erldutert) fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen von Kaninchen.
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Abbildung 3.1: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte des passiven
Bewegungsumfangs (a), der passiven Plantarflexion (b), der passiven Dorsalextension (c) und des
Ruhewinkels des Sprunggelenks (d) (gemdB der Neutral-Null-Methode (z.B. (110)) der jeweils
rechten und linken Hinterldufe der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (griine Punkte), der
RLL-Gruppe (rote Punkte) und der Kontrollgruppe (schwarze Punkte) an W13, sowie die 95 %-
Konfidenzintervalle der Differenz zwischen den jeweiligen Mittelwerten (e-h). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den jeweils rechten und linken Hinterléufe sind durch griine

Pfeile markiert.
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Tabelle 3.1: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.1 gezeigten Ergebnisse der
Beweglichkeitsmessungen an W13. P-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Paweifaktorieller Var I Behandlung Seite Behandlung x Seite Subjekt

Passiver Bewegungsumfang

0,765 <0,001 0,002 <0,001
des Sprunggelenks
Passive Plantarflexion des 0,754 0,002 0,032 0,009
Sprunggelenks
Passive Dorsalextension des 0,658 0,973 0,664 <0,001
Sprunggelenks
Ruhewinkel des 0,674 0,424 0,494 0,013
Sprunggelenks
. allogene-
PBonferroni-korrigierte post-hoc Test (rechts vs. links) ADR Cs?Gruppe RLL-Gruppe Kontrollgruppe
Passiver Bewegungsumfang des Sprunggelenks <0,001 0,005 > 0,999
Passive Plantarflexion des Sprunggelenks 0,003 0,073 >0,999
Passive Dorsalextension des Sprunggelenks > 0,999 >0,999 >0,999
Ruhewinkel des Sprunggelenks 0,556 >0,999 >0,999

55|Seite



Ergebnisse

Tabelle 3.2: Ergebnisse der labormedizinischen Untersuchungen der Blutproben, die an W13
vor der Euthanasie, aber bereits in Narkose, entnommen wurden. Die P-Werte représentieren
die Ergebnisse der einfaktorielle Varianzanalyse. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen von Kaninchen sind fett gedruckt.

? p=0.034 beim Vergleich der allogene-ADRCs-Gruppe mit der Kontrollgruppe
b p=0.039 beim Vergleich der allogene-ADRCs-Gruppe mit der Kontrollgruppe
“ p=0.035 beim Vergleich der allogene-ADRCs-Gruppe mit der Kontrollgruppe

9 p=0,032 beim Vergleich der RLL-Gruppe mit der Kontrollgruppe

Parameter allogene-ADRCs-Gruppe RLL-Gruppe Kontrollgruppe P-Wert
Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD

Hamoglobin (G/dl) 13,3 0,7 10,9 3,9 13,9 n=1 0,246
Hamoglobin zellular (G/dl) 13 0,8 11,1 4,1 13,8 n=1 0,361
Hamatokrit (%) 37,8 2,1 31,5 10,6 40 n=1 0,267
Erythrozyten (108/uL) 6,1 0,3 51 1,6 6,2 n=1 0,213
MCV (fl) 61,5 1,3 62,5 0,7 66 n=1 0,381
RDW (%) 14,1 0,8 13,1 2,1 13 n=1 0,398
MCHC (G/dl) 35 0 34,5 0,7 34 n=1 0,178
Thrombozyten (103/ul) 437,8 164,6 168,5 214,3 325 n=1 0,156
Mittl. Thrombozytenvolumen (fl) 7,8 0,7 14,3 8 7,2 n=1 0,136
Kernhaltige Zellen (103/ulL) 2,9 0,7 2,2 2,1 3,3 n=1 0,544
Neutrophile (%) 27,1 4,8 16,3 6,9 30,3 n=1 0,083
Lymphozyten (%) 62,9 6,3 62,6 8,9 57,5 n=1 0,963
Monozyten (%) 0,7 0,1 0,9 0,9 0,5 n=1 0,734
Eosinophile (%) 3,8 0,1 15,4 16,6 3,7 n=1 0,182
Basophile (%) 5,3 2,1 4 0 8 n=1 0,464
LUC (%) 0,2 0,2 0,6 0,3 0,2 n=1 0,102
Neutrophile (103/uL) 0,8 0,3 0,5 0,5 1 n=1 0,31
Lymphozyten (103/uL) 1,8 0,3 1,5 1,5 1,9 n=1 0,633
Monozyten (103/ul) 0 0 0,1 0,1 0 n=1 0,178
Eosinophile (103/uL) 0,1 0 0,2 0,1 0,1 n=1 0,178
Basophile (103/uL) 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 n=1 0,471
LUC (103/ulL) 0 0 0 0 0 n=1 N/A
Glukose (mg/dl) 176,3 9 175 32,1 162,5 18,9 0,638
Blut-Harnstoff-Stickstoff (mg/dl) 20,3 1,7 20,5 2,6 21,5 2,7 0,31
Kreatinin (mg/dl) 1,1 0,2 1,1 0,2 1,2 0,2 0,679
Cholesterin (mg/dl) 56,3 11,8 63,3 28,9 42,3 6,9 0,309
Creatinkinase (IU/L) 1034,8 656,2 1096,8 1095,9 734 177,8 0,768
Bilirubin gesamt (mg/dl) 0 0 0 0 0 0,1 0,405
GesamteiweiB (G/dl) 5,3 0,2 5,1 0,3 4,8 0,3 0,038a
Albumin (G/dl) 3,8 0,1 3,7 0,3 3,4 0,2 0,039b
Globulin (G/dl) 1,5 0,1 1,4 0,2 1,4 0,1 0,494
Albumin-Globulin-Verhaltnis 2,6 0,1 2,7 0,4 2,5 0,3 0,589
Calcium (mg/dl) 12,8 0,1 12,9 0,1 12,4 0,6 0,2
Phosphor (mg/dl) 4,9 0,4 5,7 0,3 6,1 0,8 0,038c
Alkalische Phosphatase (1U/L) 53,8 9,6 80,8 20,9 68,5 41 0,056
ALT (1U/L) 67 17,6 45,5 9,1 47,3 18,2 0,149
AST (1U/L) 45,3 37,3 19,8 6,3 16,8 1 0,183
GGT (1U/L) 7,8 2,6 6,3 1 7,3 1 0,479
Natrium (mEQ/L) 145,3 1,9 147 2,2 146 1,8 0,48
Kalium (mEQ/L) 43 0,5 4,1 0,2 4,2 0,3 0,633
Chlorid (mEQ/L) 104 2 102,7 2,5 104 2,1 0,657
Bicarbonat (HCOs-) (mEQ/L) 25,4 1,8 29,6 2,5 27,6 1,1 0,039d
Anionenliicke (mmol/L) 20,3 1,5 19 0,8 18,5 2,7 0,411
Osmolalitat (mOsm/Kg) 295,3 4 298 2,7 296 4,2 0,573
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3.1.3 Ergebnisse der Untersuchungen mittels Magnetresonanztomografie

Ergebnisse der sagittalen MRT-Aufnahmen

Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen reprasentative sagittale MRT-Aufnahmen der rechten
Hinterlaufe aller untersuchten Kaninchen.

An W1 zeigten die sagittalen PD-TSE MRT-Aufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S)
bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe ein hyperintenses
Signal im Bereich der Dehiszenz der Stimpfe der vollstandig durchtrennten Sehnen der rechten
Mm. gastrocnemii medialis und lateralis (rote Pfeile in Abbildung 3.2a-d und u-x). Die mittlere
axiale Ausdehnung dieses hyperintenses Signals unterschied sich zwischen den Gruppen nicht
(allogene-ADRCs-Gruppe: 15,5 + 0,6; RLL-Gruppe: 14,0 £ 0,7; pT-Test = 0,168).

An W13 war bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe das
hyperintense Signal im Bereich der Dehiszenz durch ein hypointenses Signal ersetzt (gelbe
Pfeile in Abbildung 1e-h und g-t). Darliber hinaus zeigten alle Kaninchen in der RLL-Gruppe,
aber kein Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe, Strukturen mit hoherer Intensitat im
hypointensen Bereich an der Position der Dehiszenz (griine Pfeile in Abbildung1m-p; die groBte
dieser Strukturen mit héherer Intensitat wurde bei den Kaninchen T7885 (Abbildung 10) und
T7887 (Abbildung 1p) gefunden. Die Identitat dieser Strukturen konnte anhand der MRT-
Aufnahmen jedoch nicht geklart werden.

Dartber hinaus zeigten die sagittalen PD-TSE MRT-Aufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B
bzw. D/S) bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe ein
,Fischgratenmuster” (mit hoherer Intensitat an W13 als an W1) (Abbildung 3.3), das in der
Literatur auf eine Uberanstrengungsbedingte Muskelstérung zurtickgefihrt wird (111).
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Abbildung 3.2: Sagittale 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S)
der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-l) und der RLL-Gruppe (m-x) an W1 (a-d und
u-x) und W13 (e-l und m-t). Die MRT Aufnahmen zeigen das jeweils maximale Ausmal3 der
Dehiszenz der Sehnenstiimpfe, das bei dem jeweiligen Kaninchen beobachtet wurde. Die Pfeile
werden im Text erldutert. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen bzw. unteren Rand

der Abbildung angegeben. Der MaBstabsbalken in (x) entspricht 20 mm in a-h und g-x sowie 6,7
mm in i-p.
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Abbildung 3.3: Sagittale 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S)
der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-h) und der RLL-Gruppe (i-p) an W1 (a-d und
m-p) und an W13 (e-h und i-). Die MRT Aufnahmen zeigen das jeweils maximale Ausmal des
"Fischgrdtenmusters", das im Soleusmuskel bei dem entsprechenden Kaninchen beobachtet
wurde (gelbe Pfeile). Die Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen bzw. unteren Rand der
Abbildung angegeben. Der MaBstabsbalken in (p) entspricht 20 mm.
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Ergebnisse der transversalen MRT-Aufnahmen

Die Abbildungen 3.4 bis 3.6 zeigen reprasentative transversale MRT-Aufnahmen der rechten
Hinterlaufe aller untersuchten Kaninchen.

An W1 konnten bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe in den
transversalen MRT-Aufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S) an der in Abbildung 2.3
gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz der Stiimpfe der vollstandig durchtrennten
Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und lateralis) diejenigen Teile der gemeinsamen
Calcaneussehne identifiziert werden, die nicht durchtrennt worden waren (Sehnen des M.
soleus, M. plantaris, M. semitendinosus und M. flexor digitorum superficialis; gelbe Pfeile in
Abbildung 3.4a-av). Diese Sehnen waren von einem unterschiedlich starken hyperintensen
Signal umgeben, das insbesondere in den T2-gewichteten TSE MRT-Aufnahmen sichtbar war
(rote Pfeile in Abbildung 3.4g-x).

Dieses hyperintense Signal wurde an W1 an der in Abbildung 2.3. gezeigten Position 2 (d.h.
caudal der Dehiszenz) nicht gefunden, an der die gemeinsame Calcaneussehne und die Sehne
des M. flexor digitorum superficialis bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und
der RLL-Gruppe deutlich unterschieden werden konnten (in Abbildung 3.2y-av zeigen die
blauen Pfeile auf die gemeinsame Calcaneussehne und die gelben Pfeile auf die Sehne des M.
flexor digitorum superficialis).

Auch an W13 konnten bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe
in den transversalen MRT-Aufnahmen der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S) an der in
Abbildung 2.3 gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz) diejenigen Teile der
gemeinsamen Calcaneussehne identifiziert werden, die nicht durchtrennt worden waren (gelbe
Pfeile in Abbildung 3.5a-p). Da das hyperintense Signal, das an W1 an der in Abbildung 2.3
gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz) gefunden wurde, an W13 nicht mehr
vorhanden war, konnte die gemeinsame Calcaneussehne in den T2-gewichteten TSE MRT-
Aufnahmen an W13 nicht mehr identifiziert werden (Abbildung 3.59-x).

Andererseits zeigten an W13 alle Kaninchen in der RLL-Gruppe, aber kein Kaninchen in der
allogene-ADRCs-Gruppe, an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (d.h. im Bereich der
Dehiszenz) und 2 (d.h., caudal der Dehiszenz) ein hyperintenses Signal (griine Pfeile in
Abbildung 3.5e-h, m-p, u-x, as-av). An der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich
der Dehiszenz) wurden die groBten dieser hyperintensen Strukturen bei den Kaninchen T7885
(Abbildung 3.5g, o, w) und T7887 (Abbildung 3.5h, p, x) gefunden, und an der in Abbildung 2.3
gezeigten Position 2 (d.h. caudal der Dehiszenz) bei den Kaninchen T7878 (Abbildung 3.5as)
und T7887 (Abbildung 3.5av). Die Identitat dieser Strukturen konnte anhand der MRT-
Aufnahmen jedoch nicht geklart werden.

Sowohl an W1 als auch an W13 zeigten alle Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der
RLL-Gruppe in den transversalen MRT-Aufnahmen der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S) an
der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 3 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz)
eine hohere Intensitat im M. soleus als in den anderen Muskeln (M. gastrocnemius medialis, M.
gastrocnemius lateralis, M. plantaris und M. flexor digitorum longus) (gelbe Pfeile in Abbildung
3.6a-av).
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Die mittleren absoluten Intensitatswerte der Signale, die an W1 und W13 in den transversalen
3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen an der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich
der Dehiszenz) gefunden wurden, zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen (Abbildung 3.5a und Tabelle 3.3).

Dariliber hinaus zeigten weder die mittleren absoluten Intensitatswerte noch die mittleren
relativen Intensitatswerte (bezogen auf die jeweiligen Intensitatswerte des M. flexor digitorum
longus), die an W1 und W13 in den transversalen 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen an der in
Abbildung 2.3 gezeigten Position 3 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz)
gefunden wurden, statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildungen
3.7b-f und 3.8a-d sowie Tabellen 3.3 und 3.4).
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Abbildung 3.4: Transversale 3,0 T MRT-Aufnahmen (a-h und y-af: PD TSE; i-p und ag-an: T1;
g-x und ao-av: T2 TSE) der rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene-
ADRCs-Gruppe (a-d, i-l, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLL-Gruppe (e-h, m-p, u-x, ac-af, ak-an,
as-av) an W1 an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (im Bereich der Dehiszenz der
Stimpfe der vollstandig durchtrennen Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis; a-x) und 2 (caudal der Dehiszenz; y-av). Die Pfeile sind im Text erklart. Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegeben. Der Mafstabsbalken in
(av) entspricht 20 mm in a-av.
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Abbildung 3.5: Transversale 3,0 T MRT-Aufnahmen (a-h und y-af: PD TSE, i-p und ag-an: T1, g-
x und ao-av: T2 TSE) der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene-
ADRCs-Gruppe (a-d, i-, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLL-Gruppe (e-h, m-p, u-x, ac-af, ak-an,
as-av) an W13 an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (im Bereich der Dehiszenz der
Stiimpfe der vollstindig durchtrennen Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis; a-x) und 2 (caudal der Dehiszenz; y-av). Die Pfeile sind im Text erkldrt. Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegeben. Der MaBstabsbalken in
(av) entspricht 20 mm in a-av.
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allogene-ADRCs-Gruppe RLL-Gruppe
T7880 T7881 T7883 T7878 T7882 T7885 T7887

Abbildung 3.6: Transversale 3,0 T MRT-Aufnahmen (a-h und y-af: PD TSE, i-p und ag-an: T1, g-
x und ao-av: T2 TSE) der rechten Hinterldufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene-
ADRCs-Gruppe (a-d, i-, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLL-Gruppe (e-h, m-p, u-x, ac-af, ak-an,
as-av) an W1 (a-x) sowie an W13 (y-av) an der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 3 (d.h. im
Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz der Stiimpfe der vollstindig durchtrennen Sehnen
der rechten Mm. gastrocnemii medialis und lateralis). Die Pfeile sind im Text erkldrt. Die

Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegeben. Der
MabBstabsbalken in (av) entspricht 20 mm in a-av.
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Abbildung 3.7: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte der absoluten
Intensitdtswerte, die an W1 und W13 bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (griine
Punkte) und den Kaninchen in der RLL-Gruppe (rote Punkte) in den transversalen 3,0 T PD-TSE
MRT-Aufnahmen an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz
der Stiimpfe der vollstdndig durchtrennten Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
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lateralis) (a) und 2 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz) (b-f) gefunden wurden.
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Tabelle 3.3: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.7 gezeigten Ergebnisse der
Analyse der transversalen 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen. P-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Pzweifaktorielle Vari I Behandlung Zeit Behandlung x Zeit Subjekt
Dehiszenz 0,073 <0,001 0,825 0,855
M. gastrocnemius medialis 0,471 0,324 0,679 0,902
M. gastrocnemius lateralis 0,309 0,052 0,504 0,296
M. soleus 0,088 0,055 0,406 0,674
M. plantaris 0,577 0,087 0,415 0,283
M. flexor digitorum longus 0,387 0,108 0,324 0,131
et vt wy w3

Dehiszenz 0,705 0,399

M. gastrocnemius medialis 0,927 >0,999

M. gastrocnemius lateralis 0,428 >0,999

M. soleus 0,141 > 0,999

M. plantaris 0,671 > 0,999

M. flexor digitorum longus 0,400 >0,999
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Abbildung 3.8: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte der relativen
Intensitdtswerte (bezogen auf die jeweiligen Intensitdtswerte des M. flexor digitorum longus), die
an W1 und W13 bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (griine Punkte) und den
Kaninchen in der RLL-Gruppe (rote Punkte) in den transversalen 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen
an der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 2 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz
der Stiimpfe der vollstdndig durchtrennten Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis) gefunden wurden.
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Tabelle 3.4: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.8 gezeigten Ergebnisse der
Analyse der transversalen 3,0 T PD-TSE MRT-Aufnahmen. P-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Pitwo-way ANOVA Behandlung Zeit Behandlung x Zeit Subjekt
M. gastrocnemius medialis 0,467 0,999 0,877 0,818
M. gastrocnemius lateralis 0,784 0,774 0,674 0,598
M. soleus 0,425 0,140 0,770 0,305
M. plantaris 0,382 0,389 0,972 0,601
::m;i_r;_o.g::;ir)e post-hoc Test (allogene-ADRCs-Gruppe Wi W13

M. gastrocnemius medialis 0,946 0,824

M. gastrocnemius lateralis 0,850 0,989

M. soleus 0,650 0,873

M. plantaris 0,805 0,773

68|Seite



Ergebnisse

3.1.4 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Abbildung 3.9 zeigt reprasentative Ubersichtsaufnahmen von sagittalen, 5 um dicken Schnitten
der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe von Kaninchen, die in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Abbildung 3.10 zeigt reprasentative Mikrofotografien
von mit Azan gefarbten Schnitten, die Abbildungen 3.11 bis 3.13 reprasentative Polarisations-
Mikrofotografien von mit Picrosirius-Rot gefarbten Schnitten, und die Abbildungen 3.14 und
3.15 reprasentative Mikrofotografien von mit Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitten der
gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe aller untersuchter Kaninchen.

Die mit Azan gefarbten Schnitte der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe
zeigten am proximalen Ende Anschnitte des M. gastrocnemius (die Schnitte erlaubten es nicht,
zu entscheiden, ob der M. gastrocnemius medialis oder der M. gastrocnemius lateralis
angeschnitten war), Anschnitte des M. soleus, der Sehne des M. soleus, des Paratenon der
Sehne des M. soleus sowie (bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-
Gruppe) neu gebildetes Bindegewebe neben dem urspriinglichen Gewebe der Sehne des M.
soleus (Abbildungen 3.9a,b und 3.10a-l). Dieses neu gebildete Bindegewebe neben dem
urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleus war bei den Kaninchen in der RLL-Gruppe
deutlich ausgepragter als bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (Abbildung 3.10a-
h).

Mittels Polarisationsmikroskopie konnte in den mit Picrosirius-Rot gefarbten Schnitten der
gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe das urspriingliche Gewebe der Sehne
des M. soleus anhand seiner dichten, geordneten Kollagenfibrillen eindeutig identifiziert
werden (Abbildungen 3.11a-l, 3.12a-h und 3.13a-l). Die Schnitte der Kaninchen in der RLL-
Gruppe zeigten neben dem urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleus neu gebildetes,
organisiertes, festes Bindegewebe (gelbe Pfeile in Abbildung 3.12e-h). Im Gegensatz dazu
zeigten die Schnitte der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe neu gebildetes,
unorganisiertes Bindegewebe neben dem urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleus
(gelbe Sternchen in Abbildung 3.12a-d). Dartiber hinaus wurde am distalen Rand der Schnitte
aller Kaninchen das typische Kreuzmuster der Kollagenfasern am Ansatz der gemeinsamen
Calcaneussehne am Calcaneus gefunden (Abbildung 3.13a-I).

Die mit Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitte der gemeinsamen Calcaneussehne der
rechten Hinterlaufe zeigten das urspriingliche Gewebe der Sehne des M. soleus, charakterisiert
durch eine dichte, geordnete Struktur und die Prasenz nur sehr weniger Zellen (schwarze
Sternchen in Abbildung 3.14a-h). Im Gegensatz dazu wies das neu gebildete Bindegewebe eine
viel hohere Zelldichte auf (schwarze Kreuze in Abbildung 3.14a-h). Bei keinem der Kaninchen
in der allogene-ADRCs-Gruppe und der RLL-Gruppe wurden Fettzellen im neu gebildeten
Bindegewebe beobachtet. Wie bei den mit Picrosirius-Rot gefarbten Schnitten erschien das neu
gebildete Bindegewebe in den mit Safranin O / Fast Green gefdrbten Schnitten bei den
Kaninchen in der RLL-Gruppe organisierter und fester (Abbildung 3.14e-h) als bei den
Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (Abbildung 3.14a-d). Darliber hinaus schien die
Grenze zwischen dem urspringlichen Gewebe der Sehne des M. soleus und dem neu
gebildeten Bindegewebe in den Schnitten der Kaninchen in der RLL-Gruppe
zusammenhangend zu sein (schwarze Pfeile in Abbildung 3.14e-h), in den Schnitten der
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Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe hingegen locker und unverbunden (schwarze Pfeile
in Abbildung 3.14a-d).

Am distalen Ende der mit Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe fand sich fir alle Kaninchen in der Kontrollgruppe, drei
Kaninchen in der RLL-Gruppe und kein Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe eine
Proteoglycan-Farbung damit Faserknorpel am Ansatz der gemeinsamen Calcaneussehne am
Calcaneus (schwarze Pfeile in Abbildung 3.15e,f,h und i-I).

Die stereologische Quantifizierung ergab fir das neu gebildete Bindegewebe in den mit
Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitte der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten
Hinterldufe einen statistisch signifikant niedrigeren mittleren relativen Flachenanteil von Zellen
bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe im Vergleich zu den Kaninchen in der RLL-
Gruppe (10,8% + 0,4% gegenuber 15,8% + 1,5%) sowie einen statistisch signifikant hoheren
mittleren relativen Flachenanteil von extrazellularer Matrix bei den Kaninchen in der allogene-
ADRCs-Gruppe im Vergleich zu den Kaninchen in der RLL-Gruppe (86,3% + 0,4% gegentiiber
81,1% = 1,1%) (Abbildung 3.16).

70|Seite



Ergebnisse

Abbildung 3.9: Repriisentative Ubersichtsaufnahmen von sagittalen, 5 um dicken Schnitten der
gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe von Kaninchen, die in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden (die hier gezeigten Schnitte stammen von Kaninchen T7878 in der RLL-
Gruppe). (a) Azan-Fdrbung; (b) Safranin O / Fast Green-Fdrbung. Abkiirzungen: MG: M.
gastrocnemius (die gezeigten Schnitte erlauben es nicht, zu entscheiden, ob der M. gastrocnemius
medialis oder der M. gastrocnemius lateralis angeschnitten ist); MS: M. soleus; Sus: Sehne des M.
soleus; Ps.us: Peritenon der Sehne des M. soleus; Ic: Insertion der gemeinsamen Calcaneussehne
am Calcaneus. Der MaBstabsbalken entspricht 5 mm in a,b.
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Abbildung 3.10: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (gefdrbt
mit Azan) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der Kaninchen in der
allogene-ADRCs-Gruppe (a-d), der RLL-Gruppe (e-h) und der Kontrollgruppe (i-l) an W13. Die
weiBBen Sternchen kennzeichnen das urspriingliche Gewebe der Sehne des M. soleus (diese Sehne
wurde nicht durchtrennt), die gelben Sternchen neu gebildetes Bindegewebe und die schwarzen
Pfeile das Peritenon der Sehne des M. soleus. Die Nummern der Kaninchen sind jewelils in der
unteren rechten Ecke angegeben. Der MaB3stabsbalken in (1) entspricht T mm in a-L
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Abbildung 3.11: Reprdsentative Polarisations-Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken
Schnitten (gefdrbt mit Picrosirius-Rot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe
der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-d), der RLL-Gruppe (e-h) und der Kontrollgruppe
(i-)) an W13. Die schwarzen Sternchen kennzeichnen das urspriingliche Gewebe der Sehne des M.
soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrennt). Die Nummern der Kaninchen sind jewelils in der
unteren rechten Ecke angegeben. Der MaB3stabsbalken in (1) entspricht T mm in a-L
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Abbildung 3.12: Reprdsentative Polarisations-Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken
Schnitten (gefcirbt mit Picrosirius-Rot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe
der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-d) und der RLL-Gruppe (e-h) an W13. Die
schwarzen Sternchen in der jeweils oberen rechten Ecke kennzeichnen das urspriingliche Gewebe
der Sehne des M. soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrennt), die gelben Sternchen in (a-d) neu
gebildetes, unorganisiertes Bindegewebe und die gelben Pfeile in (e-h) neu gebildetes,
organisiertes Bindegewebe. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke
angegeben. Der MaBstabsbalken in (h) entspricht T mm in a-h.
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T7885

Abbildung 3.13: Reprdsentative Polarisations-Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken
Schnitten (gefdrbt mit Picrosirius-Rot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterlcufe
der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-d), der RLL-Gruppe (e-h) und der Kontrollgruppe
(i-)) an W13. Die gelben Sternchen kennzeichnen das urspriingliche Gewebe der Sehne des M.
soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrennt), und die weil3en Sternchen das typische Kreuzmuster
der Kollagenfasern am Ansatz der gemeinsamen Calcaneussehne am Calcaneus. Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der MaBstabsbalken in (1)
entspricht T mm in a-1.
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Abbildung 3.14: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (gefdrbt
mit Safranin O / Fast Green) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-d) und der RLL-Gruppe (e-h) an W13. Die
schwarzen Sternchen jeweils auf der rechten Seite kennzeichnen das urspriingliche Gewebe der
Sehne des M. soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrennt), die schwarzen Kreuze auf der jeweils
linken Seite neu gebildetes Bindegewebe, die schwarzen Pfeile die Grenze zwischen dem
urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleus und dem neu gebildeten Bindegewebe, und die
roten Pfeile Artefakte, die durch die histologische Aufarbeitung verursacht wurden. Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der MaBstabsbalken in (h)
entspricht 500 um in a-h.
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Abbildung 3.15: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (geférbt
mit Safranin O / Fast Green) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe (a-d), der RLL-Gruppe (e-h) und der Kontrollgruppe (i-
) an W13. Die schwarzen Pfeile zeigen Proteoglykan (rot gefdrbt mit Safranin O) und damit
Faserknorpel am Ansatz der gemeinsamen Calcaneussehne am Calcaneus. Das Sternchen in (j)
weist auf ein Artefakt hin, das durch die histologische Bearbeitung verursacht wurde. Die
Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der
MabBstabsbalken in (1) entspricht 500 um in a-L
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Abbildung 3.16: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte der relativen
Fldchenanteile [%] von Zellen (a), GefdBen (b) und extrazelluldrer Matrix (c) im neu gebildeten
Bindegewebe (schwarze Kreuze in Abbildung 3.14) in mit Safranin O / Fast Green gefdrbten
Schnitten der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der Kaninchen in der
allogene-ADRCs-Gruppe (griine Punkte) und der RLL-Gruppe (rote Punkte). Die Ergebnisse der
statistischen Analyse mittels unpaarem t-Test sind jeweils unten in den Diagrammen angegeben.
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3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuch 1

In der gemeinsamen Beurteilung aller erhobenen Befunde von Versuch 1 unterschied sich das
neu gebildete Bindegewebe im Bereich der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten
Hinterlaufe der untersuchten Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe qualitativ und
quantitativ deutlich von den Kaninchen in der RLL-Gruppe. Die fehlende Proteoglycan-Farbung
am distalen Ende der mit Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe der Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe im
Vergleich zu den Kaninchen in der RLL-Gruppe und der Kontrollgruppe deutete darauf hin, dass
das neu gebildete Bindegewebe bei den Kaninchen in der allogene-ADRCs-Gruppe funktionell
minderwertiger war als bei den Kaninchen in der RLL-Gruppe.

Somit musste die Hypothese fiir Versuch 1 (allogene, lokal an den Sehnendefekt applizierte
ADRCs verbessern die Regeneration des partiellen Sehnendefekts) verworfen werden.
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3.2

Ergebnisse von Versuch II (Behandlung von experimentell induziert en

Sehnenteildefekten mit autologen ADRCs im Tierversuch)

3.2.1 Vorbemerkung

Im gesamten Kapitel 3.2 werden die folgenden Abkiirzungen verwendet:

W4: Vier Wochen nach operativer Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten
gemeinsamen Calcaneussehne durch Ausstanzen eines Lochs mit 3 Millimeter Durchmesser
in der Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne.

W12: 12 Wochen nach operativer Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten
gemeinsamen Calcaneussehne durch Ausstanzen eines Lochs mit 3 Millimeter Durchmesser
in der Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne.

STD/B: operative Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten gemeinsamen
Calcaneussehne, gefolgt von Behandlung mit Injektion von autologen ADRCs.

STD/SB: operative Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten gemeinsamen
Calcaneussehne, gefolgt von Scheinbehandlung mit Injektion von Ringer-Laktat-L&sung.
@STD/@B: keine operative Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten gemeinsamen
Calcaneussehne; keine Behandlung.

@STD/@SB: keine operative Erzeugung eines Sehnenteildefekts der rechten gemeinsamen
Calcaneussehne; keine Scheinbehandlung.

Dariiber hinaus sind (wenn nicht anders angegeben) alle quantitativen Daten als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen von Versuch 2 zeigt Abbildung 3.17 einen Ausschnitt aus einem 5 pm dicken
Sagittalschnitt der gemeinsamen Calcaneussehne eines linken Hinterlaufs (@STD/@B) eines
Kaninchens in der in Abbildung 2.9 erlauterten Gruppe 1. Wichtig ist dabei, dass ein
"Sehnenstumpf" in den Abbildungen 3.18 bis 3.20, 3.22 und 3.23 sowie 3.25 bis 3.27 nicht
automatisch mit einem operativ erzeugten Sehnenteildefekt der gemeinsamen Calcaneussehne
gleichgesetzt werden darf. Vielmehr war es durch die Schnittfihrung durchaus mdéglich, dass
die Sehne im gezeigten Bildausschnitt einfach die Schnittebene verlieB, ohne dass sich daraus
irgendeine Konsequenz fir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergab.
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Abbildung 3.17: Reprdsentative Mikrofotografie eines sagittalen, 5 um dicken Schnittes (gefdrbt
mit Hdmatoxylin-Eosin) der gemeinsamen Calcaneussehne eines linken Hinterlaufs (0STD/@B)
eines Kaninchens in der in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppe 1. Die Sternchen kennzeichnen
Sehnengewebe, die Pfeile das Peritenon, die Pfeilspitzen diejenigen Stellen, an denen die Sehne
im gezeigten Bildausschnitt die Schnittebene verldsst, und die Rechtecke Fettgewebe neben der
Sehne. Der MaBstabsbalken entspricht T mm.
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3.2.2 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Die Abbildungen 3.18 und 3.19 zeigen reprasentative Mikrofotografien mit niedrigem
AbbildungsmaBstab der mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterldufe aller Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten
Gruppen 1 (W4/STD/B) (Abbildung 3.18a-d), 3 (W4/STD/SB) (Abbildung 3.18e-h),
2 (W12/STD/B) (Abbildung 3.19a-d) und 4 (W12/STD/SB) (Abbildung 3.19e-h). Vier Wochen
nach Behandlung mit autologen ADRCs (Gruppe 1) fand sich neu gebildetes Bindegewebe, das
die Licken zwischen den Stiimpfen der urspriinglichen Sehne vollstandig ausfillte und sich
homogen in die Langsstruktur der Sehne einfligte (Abbildung 3.18a-d). Im Gegensatz dazu fand
sich vier Wochen nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung (Gruppe 3) neu gebildetes
Bindegewebe, das die Licken zwischen den Stimpfen der urspriinglichen Sehne nicht
vollstdndig ausfillte und nicht homogen in die Langsstruktur der Sehne eingebunden war
(Abbildung 3.18e-h). Zwolf Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs (Gruppe 2) war es
schwierig, zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu gebildeten
Bindegewebe zu unterscheiden; beide Gewebe standen in engem Kontakt zueinander
(Abbildung 3.19a-d). Dies war zwolf Wochen nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung
(Gruppe 4) nicht der Fall, wo es viel einfacher war, zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe
und dem neu gebildeten Bindegewebe zu unterscheiden (Abbildung 3.19e-h).

Abbildung 3.20 zeigt reprasentative Mikrofotografien mit hoherem Abbildungsmalstab der mit
Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten
Hinterlaufe aller Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlauterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a,b), 2
(W12/STD/B) (c,d), 3 (W4/STD/SB) (e,f) und 4 (W12/STD/SB) (g,h). Sowohl vier als auch zwolf
Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs fand sich ein enger Kontakt zwischen dem
urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu gebildeten Bindegewebe, ohne dass sich an der
Grenze zwischen diesen beiden Geweben BlutgefdBe bildeten (Abbildung 3.20a-d). Im
Gegensatz dazu fanden sich vier Wochen nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-L6sung
BlutgefaBe an der Grenze zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu
gebildeten Bindegewebe (Abbildung 3.20e,f), sowie zwdlf Wochen nach Scheinbehandlung mit
Ringer-Laktat-Losung Fettgewebe an der Grenze zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe
und dem neu gebildeten Bindegewebe (Abbildung 3.20g,h), ohne dass es zu engem Kontakt
zwischen den letztgenannten Geweben kam.

Daruber hinaus dhnelte nach der Behandlung mit autologen ADRCs die Ausrichtung der Zellen
und der extrazellularen Matrix im neu gebildeten Bindegewebe der Ausrichtung der Zellen und
der extrazellularen Matrix im urspriinglichen Sehnengewebe. Im Gegensatz dazu zeigte das neu
gebildete Bindegewebe nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung keine klare
Ausrichtung der Zellen und der der extrazelluldren Matrix.
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Abbildung 3.18: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(gefdrbt mit Hamatoxylin-Eosin) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a-d) und 3 (W4/STD/SB)
(e-h). Die Sternchen kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe, und die Kreuze neu gebildetes
Bindegewebe. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben.
Der MafBstabsbalken in (I) entspricht T mm in a-L
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#5019

Abbildung 3.19: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(geférbt mit Himatoxylin-Eosin) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 2 (W12/STD/B) (a-d) und 4
(W12/STD/SB). Die Sternchen kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe, und die Kreuze neu
gebildetes Bindegewebe. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke
angegeben. Der MaBstabsbalken in (1) entspricht T mm in a-L.
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Abbildung 3.20: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(gefdrbt mit Himatoxylin-Eosin) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe von
Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a,b), 2 (W12/STD/B) (c,d),
3 (W4/STD/SB) (e,f) und 4 (W12/STD/SB) (g,h). Die Sternchen kennzeichnen urspriingliches
Sehnengewebe, die Kreuze neu gebildetes Bindegewebe, und die Pfeile die Grenze zwischen dem
urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu gebildeten Bindegewebe. Die Nummern der
Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der MabBstabsbalken in (1)
entspricht 300 um in a-L.
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3.2.3 Ergebnisse der stereologischen Untersuchung

Abbildung 3.21 zeigt die Ergebnisse der stereologischen Untersuchung des neu gebildeten
Bindegewebes in den mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterldufe aller Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlauterten
Gruppen 1 (W4/STD/B), 2 (W12/STD/B), 3 (W4/STD/SB) und 4 (W12/STD/SB); die Ergebnisse (P-
Werte) der statistischen Analyse dieser Daten sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Vier Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs bzw. Scheinbehandlung mit Ringer-
Laktatldsung fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den untersuchten
Parametern. Im Gegensatz dazu fand sich zwolf Wochen nach Behandlung mit autologen
ADRGCs ein statistisch signifikant kleinerer relativer Flachenanteil von Zellen sowie ein statistisch
signifikant groBerer relativer Flachenanteil von GefaBen im neu gebildeten Bindegewebe als
zwolf Wochen nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktatlésung (Abbildung 3.21a,b).

Weder vier Wochen noch zwdlf Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs fand sich eine
statistisch signifikante Korrelation zwischen den relativen Flachenanteilen von Zellen, Gefélen
und extrazellularer Matrix im neu gebildeten Bindegewebe und der Anzahl der injizierten
autologen ADRCs (Abbildung 3.271e-g).
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Abbildung 3.21: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte der relativen
Fldchenanteile [%] von Zellen (a), GefdBen (b), extrazelluldrer Matrix (c) und Artefakten (d) im
neu gebildeten Bindegewebe (Kreuze in den Abbildungen 3.18-3.20) in mit Hdmatoxylin-Eosin
gefdrbten Schnitten der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der Kaninchen in
den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (griine Punkte bei W4), 2 (W12/STD/B)
(griine Punkte bei W12), 3 (W4/STD/SB) (rote Punkte bei W4) und 4 (W12/STD/SB) (rote Punkte
bei W12), sowie individuelle Werte der relativen Fldchenanteile [%] von Zellen (e), GefilBBen (f)
und extrazelluldrer Matrix (g) als Funktion der Anzahl injizierter autologer ADRCs in denselben
Schnitten der Kaninchen in den Gruppen 1 (W4/STD/B) (weie Punkte) und 2 (W12/STD/B)
(schwarze Punkte). Ergebnisse der Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests mit p < 0,05 sind in den
Diagrammen angegeben.
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Tabelle 3.5: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.21 gezeigten Ergebnisse der

stereologischen Untersuchung. P-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Pzweifaktorielle Vari I Behandlung Zeit Behandlung x Zeit
Zellen 0,228 0,001 0,021
GefaRe < 0,001 0,002 0,019
Extrazelluldare Matrix 0,385 0,006 0,122
Artefakte 0,324 0,567 0,705
Pgonferroni-korrigierten post-hoc Tests (STD/B vs. STD/SB) w4 w12

Zellen 0,691 0,033
GefaBe 0,534 < 0,001
Extrazelluldre Matrix >0,999 0,178
Artefakte 0,673 > 0,999
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3.2.4 Ergebnisse der polarisationsmikroskopischen Untersuchungen

Die Abbildungen 3.22 und 3.23 =zeigen reprasentative polarisationsmikroskopische
Mikrofotografien (sowie lichtmikroskopische Mikrofotografien derselben Bildausschnitte bei
gleichem Abbildungsmalstab) der mit Picrosirius-Rot gefarbten Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterldufe aller Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten
Gruppen 1 (W4/STD/B) (Abbildung 3.21a-h), 3 (W4/STD/SB) (Abbildung 3.21i-p),
2 (W12/STD/B) (Abbildung 3.22a-h) und 4 (W12/STD/SB) (Abbildung 3.22i-p). Sowohl vier als
auch zwolf Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs fand sich bei allen untersuchten
Kaninchen neu gebildetes, organisiertes, festes Bindegewebe mit erkennbarer
Krauselanordnung ("crimp") (Abbildung 3.22e-h und Abbildung 3.23e-h). Dagegen fand sich
neu gebildetes, organisiertes, festes Bindegewebe mit erkennbarer Krauselanordnung (“crimp")
nur bei einem von vier untersuchten Kaninchen vier Wochen nach Scheinbehandlung mit
Ringer-Laktat-Losung, und nur bei zwei von vier untersuchten Kaninchen zwolf Wochen nach
Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung.

Insgesamt war die Bildung von neu gebildetem, organisiertem, festem Bindegewebe mit
erkennbarer Krauselanordnung ("crimp”) nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-L6sung
deutlich weniger ausgepragt als nach Behandlung mit autologen ADRCs.
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Abbildung 3.22: Reprdisentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(geférbt mit Picrosirius-Rot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a-h) und 3 (W4/STD/SB)
(i-p). Die gezeigten Bildausschnitte wurden jeweils mit Lichtmikroskopie (a-d und i-l) und
anschlieBend mit Polarisationsmikroskopie (e-h und m-p) fotografiert. Die Sternchen
kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe, die Kreuze neu gebildetes Bindegewebe, die
gestrichelten Linien die Grenze zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu
gebildeten Bindegewebe, und die gelben Pfeile organisiertes, festes Bindegewebe mit erkennbarer
Krduselanordnung ("crimp") innerhalb des neu gebildeten Bindegewebes. Die Nummern der
Kaninchen sind jeweils unten zwischen den beiden Bildausschnitten desselben Kaninchens
angegeben. Der MaBstabsbalken in (1) entspricht 500 um in a-p.
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Abbildung 3.23: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(geférbt mit Picrosirius-Rot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der
Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 2 (W12/STD/B) (a-h) und 4
(W12/STD/SB) (i-p). Die gezeigten Bildausschnitte wurden jeweils mit Lichtmikroskopie (a-d und
{-l) und anschlieBend mit Polarisationsmikroskopie (e-h und m-p) fotografiert. Die Sternchen
kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe, die Kreuze neu gebildetes Bindegewebe, die
gestrichelten Linien die Grenze zwischen dem urspriinglichen Sehnengewebe und dem neu
gebildeten Bindegewebe, und die gelben Pfeile organisiertes, festes Bindegewebe mit erkennbarer
Krduselanordnung ("crimp") innerhalb des neu gebildeten Bindegewebes. Die Nummern der
Kaninchen sind jeweils unten zwischen den beiden Bildausschnitten desselben Kaninchens
angegeben. Der MaBstabsbalken in (1) entspricht 500 um in a-p.
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3.2.5 Ergebnisse der Evaluation des Bonar Scores

Die mittleren Bonar Scores fiir das neu gebildete Bindegewebe in den Schnitten der
gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterlaufe zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen von Kaninchen (Abbildung 3.24 und Tabelle
3.6).
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Abbildung 3.24: Median und individuelle Werte der Bonar Scores in den Kategorien
"Zellmorphologie" (a), "Kollagenanordnung" (b), "Zellularitiat" (c), "Vaskularitdt" (d) und
"Grundsubstanz" (e) fiir das neu gebildete Bindegewebe (Kreuze in den Abbildungen 3.18-3.20)
in mit Hamatoxylin-Eosin geférbten Schnitten (alle Kategorien bis auf "Kollagenanordnung") bzw.
mit Pikrosirius-Rot gefdrbten Schnitten (Kategorie "Kollagenanordnung") der gemeinsamen
Calcaneussehne der rechten Hinterldufe der Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten
Gruppen 1 (W4/STD/B) (griine Punkte bei W4), 2 (W12/STD/B) (griine Punkte bei W12), 3
(W4/STD/SB) (rote Punkte bei W4) und 4 (\W12/STD/SB) (rote Punkte bei W12).

Tabelle 3.6: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.24 gezeigten Ergebnisse der
Evaluation des Bonar Scores mittels Mann-Whitney Test (jeweils STD/B im Vergleich zu STD/SB).

Zellmorphologie Kollagen- Zellularitat Vaskularitat Grundsubstanz
Anordnung
w4 w12 w4 w12 w4 w12 w4 w12 w4 w12

0,486 0,143 0,086 0,086 >0,999 0,086 0,086 >0,999 0,429 0,143
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3.2.6 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Die Abbildungen 325 bis 3.27 zeigen reprasentative Mikrofotografien des
immnunhistochemischen Nachweises von Prokollagen | (Abbildung 3.25), Kollagen Typ llI
(Abbildung 3.26) und CD 163 (Abbildung 3.27) in Schnitten der gemeinsamen Calcaneussehne
der rechten Hinterlaufe der Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlauterten Gruppen 1 bis 4.

Alle untersuchten Kaninchen der Gruppe 1 (W4/STD/B) zeigten eine starke, extrazellulare
Immunmarkierung fiir Prokollagen Typ | im neu gebildeten Bindegewebe (Abbildung 3.25a-c).
Zwei der drei untersuchten Kaninchen in Gruppe 3 (W4/STD/SB) zeigten ebenfalls eine
extrazellulare Immunmarkierung fiir Prokollagen | im neu gebildetem Bindegewebe, jedoch
deutlich diskreter als die Kaninchen in Gruppe 1 (Abbildung 3.25d,e); ein Kaninchen in Gruppe
3 zeigte nahezu keine Immunmarkierung fir Prokollagen | im neu gebildeten Bindegewebe
(Abbildung 3.25f). Darlber hinaus zeigten alle untersuchten Kaninchen der Gruppe 2
(W12/STD/B) eine extrazelluldare Immunmarkierung fir Prokollagen | im neu gebildeten
Bindegewebe (Abbildung 3.25g-i), wenn auch weniger ausgepragt als die Kaninchen der
Gruppe 1. Im Gegensatz dazu zeigten alle untersuchten Kaninchen der Gruppe 4 (W12/STD/SB)
nahezu keine Immunmarkierung fir Prokollagen I im neu gebildeten Bindegewebe (Abbildung
3.25j-).

Ein Kaninchen in Gruppe 1 (Abbildung 3.26b) und drei Kaninchen in Gruppe 3 (Abbildung
3.26e,9,h) zeigten eine Immunmarkierung fir Kollagen Typ Il in neu gebildetem Bindegewebe
(der Schnitt von Kaninchen 0347, der fur den immunhistochemischen Nachweis von Kollagen
Typ lll verwendet wurde, zeigte kein urspriingliches Sehnengewebe und kein neu gebildetes
Bindegewebe und konnte daher nicht beurteilt werden). Darliber hinaus zeigte ein Kaninchen
in Gruppe 4 eine diskrete Immunmarkierung fiir Typ-lll-Kollagen im neu gebildetem
Bindegewebe (Abbildung 3.26p); die anderen Kaninchen in Gruppe 4 sowie alle Tiere in Gruppe
2 zeigten keine Immunmarkierung fir Typ-lll-Kollagen (Abbildung 3.26i-0).

Eine Immunmarkierung fiir CD 163 wurde im Paratenon der gemeinsamen Calcaneussehne der
rechten Hinterlaufe von drei Kaninchen in Gruppe 1 (Abbildung 3.27a,c,d) und in geringerem
AusmalB bei einem Kaninchen in Gruppe 3 (Abbildung 3.27e) gefunden. Die Immunmarkierung
fir CD 163 war eng mit BlutgefaBen assoziiert. Die Kaninchen in den Gruppen 2 und 4 zeigten
keine Immunmarkierung fir CD 163 im Paratenon der gemeinsamen Calcaneussehne der
rechten Hinterlaufe (in Abbildung 3.27 nicht gezeigt).
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Abbildung 3.25: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(mit immunhistochemischem Nachweis von Prokollagen | und Gegenfdrbung mit Himatoxylin)
der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe von Kaninchen in den in Abbildung
2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a-c), 3 (W4/STD/SB) (d-f), 2 (W12/STD/B) (g-i) und 4
(W12/STD/SB) (j-). Die Sternchen kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe und die Kreuze
neu gebildetes Bindegewebe. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten
Ecke angegeben. Der MaBstabsbalken in (1) entspricht 500 um in a-L
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Abbildung 3.26: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(mit inmunhistochemischem Nachweis von Kollagen Typ Ill und Gegenfédrbung mit Hdmatoxylin)
der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe von Kaninchen in den in Abbildung
2.9 erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a-d), 3 (W4/STD/SB) (e-h), 2 (W12/STD/B) (i-) und 4
(W12/STD/SB) (m-p). Die Sternchen kennzeichnen urspriingliches Sehnengewebe, die Kreuze neu
gebildetes Bindegewebe, und die Pfeile den immunhistochemischen Nachweis von Kollagen Typ
Ill in neu gebildetem Bindegewebe. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren
rechten Ecke angegeben. Der MaBstabsbalken in (1) entspricht 500 um in a-L
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Abbildung 3.27: Reprdsentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Sagittalschnitten
(mit immunhistochemischem Nachweis von CD 163 und Gegenfdrbung mit Hdmatoxylin) der
gemeinsamen Calcaneussehne der rechten Hinterldufe von Kaninchen in den in Abbildung 2.9
erlduterten Gruppen 1 (W4/STD/B) (a-d) und 3 (W4/STD/SB) (e-h). Die Pfeile kennzeichnen den
immunhistochemischen Nachweis von CD 163 im Paratenon in unmittelbarer Nachbarschaft zu
GefdBen. Die Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der
MabBstabsbalken in (1) entspricht 300 um in a-L
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3.2.7 Ergebnisse der biomechanischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der biomechanischen Untersuchungen sind in den Abbildungen 3.28 bis 3.30
zusammengefasst.

Beim Vergleich der rechten Calcaneussehne der Kaninchen in der in Abbildung 2.9 erlduterten
Gruppe 5 (W12/STD/B) mit der rechten Calcaneussehne der Kaninchen in Gruppe 6
(W12/STD/SB) zeigte sich eine statistisch signifikant groBere prozentuale Relaxation nach
Behandlung mit autologen ADRCs als mit Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung
(Abbildung 3.28e). Darliber hinaus zeigte sich nach Behandlung mit autologen ADRCs, nicht
aber nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung, eine statistisch signifikant negative
Korrelation zwischen der Spitzenspannung sowie der Gleichgewichtsspannung und der
Querschnittsflache der rechten Calcaneussehne (Abbildung 3.29j,n).

Die Ergebnisse der biomechanischen Untersuchungen waren unabhangig von der Anzahl der
injizierten autologen ADRCs (Abbildung 3.30a.f).
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Abbildung 3.28: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelle Werte von
Spitzenbelastung (a), Gleichgewichtsbelastung (b), Spitzenspannung (c), Gleichgewichts-
spannung (d) und prozentualer Relaxation (e) bei der biomechanischen Analyse sowie der
Querschnittsfldche (f) der gemeinsamen Calcaneussehne der linken Hinterldufe ('L"; @STD/@B
bzw. @STD/@DSB; schwarze Punkte) und der rechten Hinterldufe ("R"; STD/B (griine Punkte) bzw.
STD/SB" (rote Punkte)) der Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 5
(W12/STD/B) und 6 (W12/STD/SB). Die P-Werte der einfaktorieller Varianzanalyse sind jeweils
unter den Diagrammen angegeben; das Ergebnis eines Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests mit
p < 0,05 ist in (e) gezeigt.
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Abbildung 3.29: Individuelle Werte von Spitzenbelastung (a-d), Gleichgewichtsbelastung (e-h),
Spitzenspannung (i-1), Gleichgewichtsspannung (m-p) und prozentualer Relaxation (q-t) bei der
biomechanischen Analyse der gemeinsamen Calcaneussehne der linken Hinterldufe ("Links";
DSTD/@B bzw. @STD/DSB, a,c,e,g,,k,m,0,q,s) und der rechten Hinterldufe ("Rechts"; STD/B bzw.
STD/SB; b,dfhjlnp,rt) der Kaninchen in den in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppen 5
(W12/STD/B; a,b,efijmn,qr) und 6 (W12/STD/SB; c.d,ghklo,p,st) als Funktion der
Querschnittsfldche der jeweiligen gemeinsamen Calcaneussehne. Die Ergebnisse der
Regressionsanalysen (r* und P-Wert) sind jeweils in der rechten unteren Ecke der Diagramme
angegeben, Regressionsgeraden mit statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung sind
in (j) und (n) jeweils mit dem zugehérigen 95%-Konfidenzintervall gezeigt. Die gepunkteten
vertikalen Linien trennen jeweils den Bereich von Querschnittsflidchen < 16mm? vom Bereich von
Querschnittsflichen < 16 mm?.
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Abbildung 3.30: Individuelle Werte von Spitzenbelastung (a), Gleichgewichtsbelastung (b),
Spitzenspannung (c), Gleichgewichtsspannung (d) und prozentualer Relaxation (e) bei der
biomechanischen Analyse sowie der Querschnittsfldche (f) der gemeinsamen Calcaneussehne der
rechten Hinterldufe der Kaninchen in der in Abbildung 2.9 erlduterten Gruppe 5 (W12/STD/B) als
Funktion der Anzahl injizierter autologer ADRCs.
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3.2.8 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuch 2

In der gemeinsamen Beurteilung aller erhobenen Befunde von Versuch 2 unterschied sich das
neu gebildete Bindegewebe im Defektbereich nach operativer Erzeugung eines
Sehnenteildefekts der gemeinsamen Calcaneussehne durch Ausstanzen eines Lochs mit 3
Millimeter Durchmesser in der Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne der rechten Hinterlaufe
der untersuchten Kaninchen nach Behandlung mit autologen ADRCs qualitativ und quantitativ
deutlich gegeniber der Situation nach Scheinbehandlung mit Ringer-Laktat-Losung. Insgesamt
zeigten sich nach Behandlung mit autologen ADRCs deutliche Anzeichen fiir die Bildung von
funktionell hochwertigem neuen Sehnengewebe, und nach Scheinbehandlung mit Ringer-
Laktat-Losung deutliche Anzeichen fir die Bildung von funktionell minderwertigerem
Narbengewebe.

Somit musste die Hypothese flr Versuch 2 (autologe, lokal an den Sehnendefekt applizierte
ADRCs verbessern die Regeneration des partiellen Sehnendefekts) nicht verworfen werden.
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche geben umfassenden Einblick in die
Regeneration von Sehnenpartialdefekten jeweils mittels allogener und autologer
Regenerativzellsuspensionen. Die vorliegenden Ergebnisse lassen nun verschiedene
Schlussfolgerungen zu.

4.1 Fehlende Regeneration von Sehnenteildefekten nach Injektion von
allogenen ADRCs

Bei der Betrachtung der Ergebnisse von Versuch |, der Behandlung eines experimentell
induzierten Sehnenteildefekts mittels allogener ADRCs, fielen keine wesentlichen Unterschiede
in den nicht-histologischen Untersuchungen zwischen der Interventions- und der
Kontrollgruppe auf. Weder in den makroskopischen Parametern noch bei der Analyse der MRT-
Befunde fanden sich statistisch signifikante Unterschiede. Statistisch signifikante Unterschiede
fanden sich in der stereologischen Analyse hinsichtlich der relativen Zellzahl und des relativen
Anteils von Extrazellularmatrix im neu gebildeten Gewebe. In der Darstellung der histologischen
Schnitte fiel auf, dass das neu gebildete Bindegewebe in den Schnitten der mittels Ringer-
Laktat-Lésung behandelten Kaninchen fester und organisierter erschien als das neu gebildete
Gewebe der mit allogenen ADRCs behandelten Kaninchen. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
Intervention mit allogenen ADRCs einen auf die Geweberegeneration im Vergleich zur
Kontrollgruppe kontraproduktiven Einfluss hatte.

Bislang wurden nach dem Kenntnisstand unserer Forschungsgruppe lediglich drei
grundlagenwissenschaftliche Studien publiziert, welche die Wirkung von allogenen ADRCs auf
die Sehnenheilung untersuchten. Zwei Studien von Befahr (112, 113) untersuchten die Wirkung
allogener ADRCs bei der Augmentation einer Sehnennaht nach experimenteller Erzeugung
einer vollstandigen Sehnenruptur in Kaninchen und konnten teilweise signifikant verbesserte
biomechanische Eigenschaften im Vergleich zu Kontrollgruppen nachweisen. In (113) wurde
zudem die allogene-ADRC-Gruppe mit einer Gruppe von Kaninchen verglichen, welche
allogene, aus Knochenmark gewonnene, kultivierte, mesenchymalen Stammzellen (BM-MSCs)
an die Sehnennaht injiziert bekamen. Im direkten Vergleich mit den Kaninchen in der allogene-
BM-MSC-Gruppe in (113) zeigte die allogene-ADRC-Gruppe in (113) teilweise ebenfalls
signifikante Vorteile. In beiden Studien (112, 113) wurden jedoch lediglich biomechanische
Untersuchungen durchgefiihrt; histologische oder immunhistochemische Methoden wurden
nicht angewandt. In (114) wurde ebenfalls in einem Kaninchenmodell die Augmentation der
Einheilung einer Vorderen Kreuzband (VKB)-Plastik mittels Semitendinosus-Sehnen-Graft am
Knochen-Sehnen-Ubergang durch allogene ADRCs untersucht. Im langerfristigen Zeitverlauf
(> zwei Wochen) wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der allogene-ADRC-
Gruppe und der Kontrollgruppe gefunden; die in (114) publizierten Bilder der histologischen
Schnitte sind jedoch nicht zur ausreichenden Evaluation des Regenerationsvorgangs geeignet.

Auch in klinischen Studien, welche den Einfluss von allogenen, aus Fettgewebe gewonnenen,
kultivierten Stammzellen (allogene ADSCs) auf die Sehnenheilung untersuchen, wurden bislang
keine liberzeugenden Ergebnisse publiziert. In (115) wurde zwar ein positiver langfristiger Effekt
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von allogenen ADSCs ohne schwerwiegende Nebenwirkungen beschrieben, jedoch kann ein
therapeutischer Nutzen bei fehlender Kontrollgruppe in (115) nicht beurteilt werden. Eine
weitere klinische Studie beschrieb nach Injektion von allogenen ADSCs mit Fibrinkleber als
,scaffold” bei Partialrupturen der Rotatorenmanschette unter sonografischer Kontrolle keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Schmerzsituation im Vergleich zur Kontrolle mittels
Kochsalz-Injektion (116). Im Gegensatz dazu lieferte eine vergleichbare Studie mit Injektion
autologer ADRCs ohne Fibrinkleber bei gleicher Indikation einen signifikanten Vorteil, sogar im
Vergleich mit der bisherigen Standard-Therapie (Injektion von Kortikosteroid) (61,62) und nicht
lediglich mit einer Placebo-Intervention wie Kochsalz-Injektion (wie in (116)).

Der Misserfolg von allogenen Stammzellprodukten lasst sich eigentlich recht einfach erklaren.
Wie bereits in der Einleitung erwahnt, exprimieren undifferenzierte Stammzellen MHC-I-
Oberflachenproteine, die auf den sogenannten HLA (human leucocyte antigen)-Genen kodiert
sind und mit Hilfe deren das Immunsystem Organismus-eigene und Organismus-fremde Zellen
erkennen kann (fur weitergehende Informationen vgl. z.B. (117)). Im Verlauf der Differenzierung
von Stammzellen werden zudem MHC-II-Proteine exprimiert, welche eine ahnliche Funktion
wie die MHC-I-Proteine besitzen und die Immunogenitat zusatzlich erhdhen (12). Aus der
langjahrigen Erfahrung mit allogenen Stammzelltransplantationen bei Leukdmie-Patientinnen
und mit Transplantationen von soliden Organen sind die Probleme bei Transplantation HLA-
Inkompatibilitdét schon lange bekannt. Das koérpereigene Immunsystem  des
Transplantatempfangers (,Host") induziert eine Immun- und somit AbstoBungsreaktion gegen
das korperfremde Transplantat (,Graft”); die genauen Mechanismen sind in (13) beschrieben.
Einige Wissenschaftlerinnen waren der Hoffnung, dass dieser Mechanismus bei allogen
transplantierten Stammzellen nur gering ausgepragt sei. Zudem wurde argumentiert, dass
Stammzellen gewisse trophische Faktoren produzieren, welche dann gewebsstéandige
Stammzellen im Empfangergewebe stimulieren (50). Dieser Wirkmechanismus der allogenen
Stammzellen konnte auch die einzelnen positiven Ergebnisse der oben genannten Studien
erklaren. Die Motivation hinter der Transplantation allogener Stammzellprodukte steckte bisher
in der vergleichsweise einfachen Gewinnung von Stammzellen von wenigen Spendern, welche
zentral in groBem Stil aufbereitet werden und anschlieBend in vielfachem Umfang transplantiert
werden koénnen. Mittlerweile wurde jedoch auch bei wiederholt allogen transplantierten,
mesenchymalen Stammzellen eine AbstoBungsreaktion nachgewiesen (118). Dies und die (in
Kenntnis der immunologischen Physiologie von Stammzellen wohl logischerweise) erfolglosen
grundlagenwissenschaftlichen und klinischen Studien mit allogenen Stammzellen lieBen
mittlerweile jedoch Projekte dieser Art scheitern.

In der Zusammenschau mit der in der Literatur vorliegenden Evidenz lassen sich die Ergebnisse
von Versuch 1 der vorliegenden Arbeit nach Injektion von allogenen ADRCs am ehesten als
immunologische AbstoBungsreaktion werten, welche im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einem
schlechteren histologischem Gewebebild fiihrte. Somit lasst sich schlieBen, dass allogene
ADRC-Préparate der Gewebeheilung nicht forderlich sind.

4.2 Regeneration von Sehnengewebe mit autologen ADRCs

In Versuch Il wurden autologe ADRCs an den Ort der Lasion eines experimentell erzeugten
Sehnenteildefekts injiziert und anschlieBend die Regenerationsvorgdange mittels verschiedener
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Methoden beurteilt. Wahrend in den makroskopischen Parametern keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mit autologen ADRCs behandelten Kaninchen und den mit RLL
behandelten Kaninchen gefunden wurden, traten bei den weiteren Untersuchungen
entscheidende Differenzen zwischen den beiden Gruppen auf. Die Ergebnisse legen nahe, dass
nach Behandlung mit autologen ADRCs eine Gewebeheilung des Sehnenteildefekts ohne
wesentliche Bildung von Narbengewebe stattfand, wahrend nach Scheinbehandlung mit RLL
narbentypisches Gewebe gefunden wurde. Dies verdeutlichte insbesondere der
immunhistochemische Nachweis von verstarkter Expression von Prokollagen | vier und zwolf
Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung mit RLL,
sowie die verringerte Expression von Kollagen Typ Il vier Wochen nach Behandlung mit
autologen ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung mit RLL. Zudem zeigte sich das fiir das
Sehnengewebe charakteristische ,crimp pattern” in der Polarisationsmikroskopie bereits nach
vier Wochen bei allen Kaninchen nach Behandlung mit autologen ADRCs, aber lediglich bei der
Halfte der Kaninchen auch nach 12 Wochen nach Scheinbehandlung mit RLL.

Die Bedeutung von Kollagen im Sehnengewebe

Im physiologischen Zustand betragt der Anteil von Kollagen Typ | ca. 95 % am gesamten
Kollagen-Gehalt des Sehnengewebes. Nur zu vernachlassigenden Anteilen enthdlt die
Extrazellularmatrix von Sehnen physiologisch auch andere Formen von Kollagen, insbesondere
Kollagen Typ Il (119). Prokollagen Typ | wird nach ribosomaler Expression auBerhalb der Zelle
enzymatisch in seine reguldre molekulare Struktur dreistrangig und seilartig verarbeitet. Diese
dreistrangigen Kollagenmolekiile ordnen und bilden sich im Anschluss selbst zu langlichen,
dinneren Kollagenfibrillen aus, welche sich untereinander in der Extrazellularmatrix des
Sehnengewebes quervernetzen. Die Quervernetzung der Kollagenfibrillen ist essenziell fir die
biomechanischen Eigenschaften und die Kraftlibertragung im Sehnengewebe (120-122). Fir
Kollagen Typ Ill hingegen ist eine hohere Harte und eine geringere Festigkeit charakteristisch,
wodurch diese Art von Kollagen durch geringere Flexibilitat in nur geringem MaBe fir die
biomechanische Kraftlibertragung geeignet ist (123, 124). Wahrend der physiologischen
Regeneration von Sehnengewebe wird anfangs Kollagen Typ Il exprimiert und nach und nach
durch stabileres Kollagen Typ | ersetzt. Im Vergleich zu unversehrtem Sehnengewebe fiihrt
jedoch der hohere Gehalt von Kollagen Typ Il zu einer geringeren Quervernetzung der
Kollagen Typ | Fasern, die fir die biomechanischen Eigenschaften der Sehne relevant ist (125).
Am Ende kdnnen bis zu 30 % des Gesamtkollagens in narbig verandertem Sehnengewebe aus
Kollagen Typ lll bestehen (126). In den Ergebnissen der Immunhistochemie in Versuch Il fiel
insbesondere vier Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs im Vergleich zur
Scheinbehandlung mit RLL eine Erhéhung der Expression von Prokollagen Typ | und eine
Verringerung der Expression von Kollagen Typ Ill in den untersuchten Sehnen auf. Dies lasst
darauf schlieBen, dass der in (125) beschriebene Mechanismus durch die autologen ADRCs
verandert wurde: es wurde folglich zu Beginn in mit autologen ADRCs behandeltem
Sehnengewebe nicht vermehrt Kollagen Typ Ill exprimiert, sondern bereits zu Beginn Kollagen
Typ I. Dadurch fand aller Wahrscheinlichkeit nach auch eine verbesserte Quervernetzung statt,
was sich in dem bereits nach vier Wochen erkennbaren ,crimp pattern” in der
Polarisationsmikroskopie nach Behandlung mit autologen ADRCs zeigte. Obwohl der genaue
Wirkmechanismus hierfur nicht geklart ist, gibt es Hinweise, dass dafiir der direkte zellulare
Kontakt zwischen Stammzellen und gewebsstandigen Zellen verantwortlich ist (127). Die
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Anregung der Stammzellen durch axiale Zugbelastungen wiirde wohl diesen Effekt nicht
erklaren, da durch diese mechanische Stimulation die Expression sowohl von Prokollagen | als
auch Kollagen Typ Il angeregt wird (128). Beide Mechanismen werden genauer im Abschnitt
zu den biomolekularen Wirkmechanismen der ADRCs beleuchtet.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Immunhistochemie fiel zudem die starke Expression
von CD 163 nach Behandlung mit autologen ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung mit
RLL auf. CD 163 ist ein Zellmarker fir M2-Makrophagen (129). Dieser Befund deutete auf einen
héheren Gehalt von M2-Makrophagen im Paratenon des neu gebildeten Sehnengewebes nach
Behandlung mit autologen ADRCs hin. Die biomolekularen Hintergriinde zu diesem Befund
werden im Abschnitt ,Die Rolle der ,Begleitzellen” in autologen ADRCs" diskutiert.

Ein wichtiger Aspekt in der Betrachtung der histologischen Schnitte von Versuch Il war die
Ausbildung eines nahtlosen Ubergangs zwischen dem neu gebildeten Bindegewebe und dem
altem Sehnengewebe nach Behandlung mit autologen ADRCs. Dies impliziert eine direkte
Interaktion zwischen den Stammzellen und den gewebestéandigen Zellen, welche zu einem
homogenen Zustand des Sehnengewebes nach der Schadigung fiihrte und mdglicherweise zur
vollen biomechanischen Funktionsfahigkeit beitrug. Nach Scheinbehandlung mit RLL wurde
stattdessen eine Grenzschicht aus BlutgefaBen und Fettgewebe gefunden, welche einen Bruch
zwischen dem altem Sehnengewebe und dem neu gebildeten Bindegewebe darstellte und
somit das Gewebe deutlich inhomogener erscheinen lieB. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
durch diese zellulare Barriere die mechanische Belastbarkeit der Sehne beeintrachtigt wurde.

Die Ergebnisse der stereologischen Analyse unterstiitzen die Hypothese einer narbenarmen,
den physiologischen Sehnenzustand annahernden Sehnenregeneration nach Behandlung von
Sehnenteildefekten mit autologen ADRCs. Besonders auffallig war der signifikant verringerte
mittlere relative Anteil von Zellen im neu gebildeten Bindegewebe zwolf Wochen nach
Behandlung mit autologen ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung mit RLL, sowie der starke
Abfall der mittleren Zellzahl in dem neu gebildeten Bindegewebe zwischen Woche 4 und
Woche 12 (-73%) nach Behandlung mit autologen ADRCs, der nach Scheinbehandlung mit RLL
in nur geringem Umfang (-20 %) gefunden wurde. Diesbeziglich sind zwei Punkte von
Relevanz: Einerseits zeichnet sich normalerweise das narbig veranderte Sehnengewebe nach
Sehnenschaden durch eine hdhere Zellularitat (128) sowie einen Anstieg der Gewebezellularitat
im Regenerationsverlauf (104) aus. Andererseits zeigte sich in einer kirzlich veroffentlichten
Studie zur postnatalen Sehnenentstehung von Mausen ein Hohepunkt der Genexpression von
Skleraxis, Mohawk, Kollagen Typ IAT und Tenomodulin am vierten postnatalen Tag, gefolgt von
einem erheblichen Rickgang der mittleren relativen Anzahl an Zellen im Sehnengewebe
zwischen dem 14. und 28. Tag der postnatalen Sehnenentwicklung (130). Es scheint also so zu
sein, dass in Versuch Il der vorliegenden Arbeit durch die autologen ADRCs ein
Regenerationsvorgang gestartet wurde, der bezogen auf die Zellzahl den Charakter der friihen
postnatalen Sehnenentstehung aufwies. Die Tatsache, dass dieser Effekt in der vorliegenden
Arbeit erst verzogert (zwischen Woche 4 und Woche 12) und nicht wie postnatal zwischen
Woche 2 und Woche 4 stattfand, kdnnte sich durch die nicht vergleichbaren Bedingungen in
der Gewebeumgebung erklaren (Gewebeschaden vs. natives Gewebe, ggf. inflammatorische
Prozesse, etc.).
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In der stereologischen Analyse fiel zudem ein signifikant erhdhter mittlerer Anteil von GefaBen
12 Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs im Vergleich zur Scheinbehandlung mit
RLL auf. Normalerweise treten in physiologischem, nicht geschadigtem Sehnengewebe kaum
GefaBe bzw. Kapillaren auf; in geschadigtem, narbig verandertem Sehnengewebe ist der Gefal3-
bzw. Kapillaranteil jedoch erhéht (104). Dies koénnte sich durch einen erhohten
Stoffwechselbedarf des neu entstehenden Gewebes erkldaren, wobei in Versuch Il der
vorliegenden Arbeit nach Behandlung mit autologen ADRCs die Gewebeheilung auch zu dem
spateren Zeitpunkt (12 Wochen nach Behandlung) noch nicht vollstandig abschlossen war und
die KapillargefdBe nur unvollstandig zuriickgebildet waren. Nicht ganzlich auszuschlieBen ist
auch die Mdglichkeit, dass bei der Regeneration von Sehnengewebe nach Behandlung mit
ADRCs eine Art hybrides Gewebe mit histologischen Eigenschaften von sowohl gesundem als
auch narbig verandertem Sehnengewebe entsteht. Fiir die genauere Untersuchung dieser
Frage sind in Zukunft Studien notwendig, welche die Sehnenregeneration histologisch und
stereologisch Uber einen langeren Zeitraum als zwolf Wochen untersuchen.

Die ermittelten mittleren Bonar Score-Grade zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen der Behandlung mit autologen ADRCs und der Scheinbehandlung mit
RLL. Dies ist mutmaBlich in einer geringen moglichen Spannbreite der Ergebnisse (Bonar Score-
Grade 0-3) begrundet. Dennoch waren in dieser Analyse gewisse Tendenzen erkennbar. So
zeigte sich 12 Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs fir die Kategorie
Zellmorphologie durchgehend ein Bonar Score-Grad 0, was der Zellmorphologie von Tenozyten
im gesunden Sehnengewebe entspricht, wahrend nach Scheinbehandlung mit RLL hdhere
Bonar Score-Grade erreicht wurden. Auch in der Kategorie Kollagenanordnung fanden sich 4
und 12 Wochen nach Behandlung mit ADRCs jeweils geringere mittlere Bonar Score-Grade im
Vergleich zur Scheinbehandlung mit RLL, was darauf hindeutet, dass durch die autologen
ADRCs eher eine physiologische Anordnung der Kollagenfasern im Vergleich zur
Scheinbehandlung mit RLL erreicht wurde. Dies unterstitzt wiederum die im Abschnitt ,Die
Bedeutung von Kollagen im Sehnengewebe” beschriebene Wirkung der autologen ADRCs auf
die Kollagenexpression bei der Sehnenregeneration. In der Bonar Score Kategorie Zellularitdt
wurden 12 Wochen nach Behandlung mit autologen ADRCs Werte von maximal 1 und
insgesamt geringere Werte im Vergleich zur Scheinbehandlung mit RLL erzielt, was in Einklang
mit den Ergebnissen der Stereologie steht. Die Bonar Score Kategorien Vaskularitdt und
Grundsubstanz zeigten keine nennenswerten Unterschiede zwischen der Behandlung mit
autologen ADRCs und der Scheinbehandlung mit RLL.

In der biomechanischen Analyse fand sich eine bemerkenswerte, statistisch signifikante,
negative Korrelation jeweils zwischen der Spitzenspannung und der Gleichgewichtsspannung
der gemeinsamen Gastrocnemiussehne nach Behandlung mit autologen ADRCs. Aus den
Messungen der prozentualen Relaxation ging hervor, dass die mit autologen ADRCs
behandelten Sehnen eine signifikant erhohte mittlere Elastizitat im Vergleich zu den mit RLL
scheinbehandelten Sehnen besaBen. Dies deutet auf eine homogene Zusammensetzung des
Gewebes mit Eigenschaften von neu gebildetem Sehnengewebe hin und stiitzt die Hypothese,
dass durch die autologen ADRCs eine der postnatalen Sehnenentwicklung &hnliche
Regeneration der Sehne induziert wurde.
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4.3 Biomolekulare Wirkmechanismen von autologen ADRCs bei der
Sehnenregeneration

Bei der erfolgreichen Regeneration von Sehnenteildefekten mit autologen ADRCs scheinen
verschiedene biomolekulare Mechanismen zusammenzuspielen. In der Literatur wurden
bislang einige Mechanismen beschrieben, welche mutmaBlich zu dem Heilungserfolg
beitragen. Zentraler Bestandteil dabei ist, dass die regenerativen Zellen ausschlieBlich durch
Interaktion mit den Umgebungsfaktoren ihre Wirkung entfalten. Im Folgenden werden die
bisher publizierten Interaktionsmechanismen genauer beschrieben.

Intuitive Differenzierungsmuster der Stammzellen im Sehnengewebe

Ein wichtiger Aspekt hinsichtlich der Interaktion zwischen lokalem Sehnengewebe und
Stammezellen ist die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten. Durch diese Kommunikation werden
wechselseitige Effekte erzielt, die die Sehnenregeneration unterstitzten. In (131) konnte
gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen durch intensive Zell-Zell-Kontakte und
Austausch von Vesikeln mit Tenozyten in vitro tenogene Proteinexpressionsmuster entwickeln.
Diese Zell-Zell-Kontakte und der vesikulare Austausch wurden ebenfalls zwischen
menschlichen ADSCs und MDA-MB-231-Zellen (einer kommerziell erhaltlichen menschlichen
Brustkrebszelllinie) in vitro nachgewiesen (45). Zudem gibt es Evidenz dafir, dass nicht nur die
ADSCs an sich, sondern auch andere Zellen in unvollstandig differenzierten Stadien mit den
ortsstandigen Zellen kommunizieren. So wurde in (132) gezeigt, dass Zell-Zell-Verbindungen
zwischen endothelialen Vorlauferzellen und Herzmuskelzellen durch sogenannte ,Nanoréhren”
zur Kommunikation existieren. Eine weitere Studie untersuchte die synergistische Proliferation
und Kollagen-Expression von humanen Tenozyten und humanen ADSCs in vitro (133). In dieser
Studie traten bei direkter Co-Kultur synergistische Effekte mit verstarkter Expression und
Proliferation beider Zelltypen auf, wahrend sich bei indirekter Co-Kultur keine Synergismen
fanden (133). Ahnliche Ergebnisse wurden in (127) prasentiert: durch direkte Co-Kultur
zwischen menschlichen ADSCs und menschlichen Tenozyten wurde eine verstarkte mRNA-
Expression sowie folgende Protein-Expression von Kollagen Typ | und verminderte mRNA- und
Proteinexpression von Kollagen Typ Il induziert; bei separater Kultur konnten die Effekte nicht
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der genannten Studien unterstreichen die Bedeutung
des direkten zellularen Kontaktes zwischen den Stammzellen und den Tenozyten zur Anregung
der Tenogenese. Dieser synergistische Effekt von gegenseitiger Anregung zwischen
Stammzellen und differenzierten Zellen stellt aller Wahrscheinlichkeit nach einen
Schlisselmechanismus fir die Wirksamkeit der stammzellbasierten Therapien dar. Allerdings
es gibt Hinweise darauf, dass nicht nur die zellulare Kommunikation die Sehnenregeneration
mittels Stammzellen beeinflusst. Die biomechanischen Krafte, welche fiir Sehnengewebe
typisch sind, stellen ebenfalls einen Stimulus fir die Stammzellen dar. Dies wurde in einer
anderen Studie gezeigt, bei der menschliche ADSCs auf 3D-Kollagen-Scaffolds verkapselt und
anschlieBend verschiedenen axialen Zugbelastungen ausgesetzt wurden (128). Dabei wurde im
Anschluss eine erhdhte Genexpression von Tenascin, Skleraxis, Tenomodulin, runX2, Decorin,
Aggrecan, Kollagen Typ | und Kollagen Typ Il festgestellt (128). Wiederum in einer anderen
Studie wurden menschliche ADSCs mit mechanischer Zugstimulation unter Verwendung eines
pneumatischen Mikrokammergerats exponiert; in vitro zeigten die ADSCs eine erhohte
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Proliferation sowie eine veranderte Genexpression (134). In (135) wurde gezeigt, dass nach der
Aussaat menschlicher ADSCs auf ein 3D-Kollagen-Scaffold, das mit einer aus der extrazellularen
Matrix von Sehnen extrahierten Fraktion angereichert war, axiale Zugkrafte eine verstarkte
Proliferation und Differenzierung in die tenozytare Linie auslosten.

Die Stimulation von Stammzellen durch mechanische Zugkrafte lauft offenbar sehr zielgenau
ab, da keine Differenzierung in Zelltypen stattfindet, die physiologischerweise nicht im
behandelten Gewebe vorkommen. In (135) wurde eine Verhinderung der osteogenen
Differenzierung festgestellt, und in (128) wurde keine erhéhte Expression von Genen, die mit
der osteogenen, chondrogenen und myogenen Differenzierung zusammenhangen,
nachgewiesen. Dass nach Injektion von autologen ADRCs zur Behandlung von
Sehnenteildefekten weder in der vorliegenden Arbeit noch in dem bereits zitierten Fallbeispiel
(93) und in klinischen Studien (61, 62) eine Formation von ektopem Knorpel- oder
Knochengewebe auftrat, kann auch durch die in (136) prasentierten Ergebnisse erklart werden.
In dieser Studie wurden aus einer kultivierten Mauslinie gewonnene ADSCs mit Tenomodulin
konditional Uberexprimiert, wodurch eine erhdhte Genexpression in Richtung tenogener
Differenzierung (Tenomodulin, Skleraxis, Tenascin-C, Kollagen Typ I, Kollagen Typ Il und
Kollagen Typ V) sowie eine verringerte Genexpression in Richtung osteogener und
chondrogener Differenzierung (alkalischer Phosphatase, Runx2, Osteocalcin, Sox9, Typ-II-
Kollagen und Aggrecan) resultierten (136). Dies muss jedoch nicht zwangslaufig bedeuten, dass
sich die aus Fettgewebe gewonnenen Stammzellen ausschlieBlich in Zellen der tenogenen
Zelllinie differenzieren, da die ADSCs auch Uber die Fahigkeit verfligen, sich in andere Zelltypen
zu differenzieren, die fir die Sehnenregeneration notwendig sind. In diesem Zusammenhang
untersuchte eine Studie (137) das in-vitro-Verhalten von ADSCs nach Aufbringen auf ein
spezielles, sehnendhnliches Scaffold (Hyalonect-Mesh) und der anschlieBenden Exposition mit
mechanischen Zugbelastungen. Dabei bildeten die ADSCs ein Kapillarnetz innerhalb des
Scaffold aus (137).

Einen weiteren bedeutenden Aspekt fir die Wirkung von ADRCs stellt die Fahigkeit von
Stammezellen dar, sich fortzubewegen und zum Ort des groBten Bedarfs zu migrieren. In diesem
Zusammenhang entscheidend wurde in einer Studie gezeigt, dass bei der Positionierung einer
dezellularisierten menschlichen Sehne, die mit menschlichen, kultivierten, aus Fettgewebe
gewonnenen Stammzellen besiedelt war, neben einer dezellularisierten menschlichen Sehne,
die nicht mit ADSCs besiedelt war, die ADSCs in vitro von der mit ADSCs besiedelten Sehne in
die dezellularisierte Sehne migrierten (138). In der weiter oben erwahnten Studie (133) wurde
ebenfalls die Migrationsfahigkeit von ADSCs demonstriert; auBerdem wurde gezeigt, dass die
verwendeten Stammzellen die Tenozyten zur Migration anregten. Die hier aufgefiihrten
Wirkungsmechanismen, die in in-vitro-Studien erforscht wurden, werden in zwei weiteren
Studien in vivo bestatigt: sowohl in (139) als auch in (140) wurde jeweils in einem
Sehnendefektmodell im Tierversuch die Differenzierung und Integration kultivierter ADSCs
nach Injektion an den Gewebeschaden nachgewiesen.
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Die Rolle der ,Begleitzellen” in autologen ADRCs

Im unmittelbaren Umfeld von Sehnenrissen der Rotatorenmanschette beim Menschen wurde
ein entziindliches biochemisches Gewebeumfeld mit assoziiert verstarkter Proteinexpression
von Interleukin-1B (IL-1B) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gefunden (141, 142). Mochte
man Sehnenrisse mit autologen Stammzellen behandeln, so trifft man auf das folgende
Problem: Die Exposition von ADSCs mit IL-18 und TNF-a fihrt zu einer verminderten Expression
des tenogenen Transkriptionsfaktors Scleraxis (143). Skleraxis spielt eine entscheidende Rolle
bei der tenozytaren Proliferation, Ausbreitung neu gebildeter Tenozyten sowie der Expression
von Proteinen der extrazellularen Matrix (144). Folglich wirden ADSCs in einem entzlindlichen
Umfeld eine geringeren Heilungserfolg erzielen. Dies unterstreicht eine Studie, bei der durch
Exposition von postnatalen Sehnenzellen mit IL-1B eine verminderte anabole Aktivitat, die zu
abnormaler Organisation und Ablagerungen der Extrazellularmatrix fihrte, und eine erhéhte
katabole Aktivitat, die durch proinflammatorische Signale unter anderem den Abbau der
Extrazellularmatrix vermittelte, festgestellt wurde (145). Die ADSCs kdnnen zwar nicht die IL-
1B-induzierte Hochregulierung von pro-inflammatorischen Faktoren und Matrixabbaufaktoren
in kultivierten Sehnenfibroblasten direkt verhindern, sie verfiigen jedoch Uber die Fahigkeit,
M1-Makrophagen in M2-Makrophagen zu transformieren (146). Grundsatzlich wirken M1-
Makrophagen eher proinflammatorisch, wahrend M2-Makrophagen die Immunantwort
tendenziell herunterregulieren und somit antiinflammatorisch und heilungsfordernd wirken;
zudem interagieren sie miteinander (147).

Neben mesenchymalen Stammzellen sind auch Tenozyten in der Lage, M1-Makrophagen in
M2-Makrophagen zu transformieren (148). In einem in-vivo-Sehnendefektmodell fihrte die
Applikation von ADSCs zu einer erhdhten Expression von M2-Makrophagen-assoziierten
Genen und einer verringerten Expression von M1-Makrophagen-assoziierten Genen (149).
Dieser Effekt scheint allerdings flr die optimale stammzellvermittelte Sehnenheilung nicht
ausreichend zu sein. In zwei verschiedenen Studien, die die Sehnenheilung in vivo mit
kultivierten, autologen ADSCs ohne weitere Zellarten untersuchten, konnte kein verbesserter
Heilungseffekt festgestellt werden (150, 151).

Im Gegensatz zu kultivierten Stammzellprodukten enthalten die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten, nicht kultivierten, aus Fettgewebe gewonnenen autologen ADRCs auch M2-
Makrophagen (152), welche durch einen Kultivierungsprozess verloren gehen wirden. Dies
lasst darauf schlieBen, dass in Versuch Il der vorliegenden Arbeit die in den autologen ADRCs
enthaltenen M2-Makrophagen mafBgeblich zum Erfolg der Therapie beigetragen haben. Dies
steht im Einklang mit Ergebnissen von (153); in dieser Studie wurde eine Sehnenheilung mit
verbesserten mechanischen Eigenschaften, reduzierter Entziindung und friiherer Angiogenese
bei der Kombinationstherapie von mesenchymalen Stammzellen zusammen mit M2-
Makrophagen im Vergleich zur Sehnenregeneration mit den mesenchymalen Stammzellen
alleine nachgewiesen. Auch in zwei Studien von Lu et al. (154, 155) fuhrte die Applikation von
autologen ADRCs in einem Kaninchen-Sehnendefekt-Modell zu verbesserten biomechanischen
Eigenschaften und erhdhter Expression von Kollagen 1, BMP 2 und einem erhdhten Verhaltnis
zwischen Kollagen Typ | und Kollagen Typ IIl.

Neben den eigentlichen Stammzellen und M2-Makrophagen sind in ADRCs noch weitere Arten
von Zellen vorhanden. Dazu gehéren unter anderem Endothelzellen, endotheliale
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Vorlauferzellen, Perizyten, Leukozyten und Lymphozyten (152). Zwar gibt es Hinweise, dass
auch andere Vorlauferzellen mit dem umliegenden, differenzierten Gewebe kommunizieren
kénnen (132), jedoch ist leider fiir diese Zelltypen zum aktuellen Zeitpunkt keine ausreichende
Evidenz firr etwaige Einfllisse auf Regenerationsprozesse bei Sehnen vorhanden. Aufgrund der
Uberlegenheit von ADRCs im Vergleich zu kultivierten Stammzellen (150, 151) scheinen die
weiteren Zellarten jedoch der Heilung nicht hinderlich zu sein.

4.4  Vorteile von nicht-kultivierten ADRCs im Vergleich zu kultivierten
Stammzellen

Die Wirkmechanismen bei der Sehnenregeneration mittels autologer ADRCs beruhen einerseits
auf der Wirkung der Stammzellen an sich, andererseits auf den zusatzlichen Zelltypen, welche
nicht durch den Aufbereitungsprozess verloren gehen. Durch diese Begleitzellen werden
mutmaBlich mehr fiir die Sehnenregeneration forderliche trophische Faktoren, wie IGF-1, SDF-
1o, TGF-B1 sowie TGF-B3 als bei kultivierten Stammzellen im geschadigten Gewebe
bereitgestellt (52). Wie bereits in der Einleitung skizziert und in (50) beschrieben, scheint darin
der groBBe Vorteil der ADRCs gegenuber kultivierten Stammzellprodukten zu liegen. Die
Separation und Kultivierung der Stammzellen benétigt mit Wochen bis Monaten deutlich mehr
Zeit als die Aufbereitung mittels des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Point-of-Care-
Systems, die etwa nur zwei bis drei Stunden dauert und im klinischen Einsatz direkt nach der
Liposuktion stattfindet (49). Dadurch besteht das Problem, dass bei der Anwendung autologer,
kultivierter Stammzellen der ideale Therapiezeitpunkt verpasst werden kdnnte. Mit der
Kultivierung von Stammzellen geht auBerdem selbst unter idealen Laborbedingungen immer
zellularer Stress einher, etwa mechanischem oder oxidativem Stress, der fiur die volle
Funktionsfahigkeit der Stammzellen hinderlich sein kann und gegebenenfalls zu zusatzlichen
Risiken flhrt (55). Ein weiteres Hindernis stellt die absolute Bedingung fir die Kultivierung von
Stammezellen dar, keinerlei xenogene Materialien zu verwenden. Andernfalls besteht die Gefahr,
dass xenogene Krankheiten Ubertragen werden oder eine spatere Immunreaktion nach
Transplantation im Empfanger ausgeldst wird (28). Die Kontamination von Zellkulturen durch
unter Umstanden pathogene Mikroorganismen oder Viren stellt bei jeglichen in-vitro-Kulturen
ein Problem dar. Nicht zu vernachlassigen sollte auch die Anforderung sein, dass die Selektion
und Vervielféltigung von Stammzellen in einer Zellkultur so zielgenau sein muss, dass dort
keine weiteren Zellen co-kultiviert werden. Tatsachlich besteht jedoch die Mdglichkeit, dass
sich auch andere begleitende Zellen in der Kultur vermehren (z.B. Fibroblasten bei der Kultur
von mesenchymalen Stammzellen; vgl. (48)), was sich dann negativ auf die Anzahl an
Stammzellen in  der Kultur auswirkt. Auch wenn aktuelle, neu entwickelte
Kultivierungstechniken sehr sicher und effizient scheinen (156), ist es nach aktuellem
Kenntnisstand nicht notwendig, die aus dem Fettgewebe gewonnenen Stammzellen zu
separieren und zu kultivieren. Weder wurden in Tierversuchen signifikante Vorteile der
Applikation kultivierter ADSCs beim Heilungsprozess von Sehnenschaden gefunden (150, 151),
noch waren kultivierte ADSCs in klinischen Studien unkultivierten ADRCs Uberlegen (vgl. (157,
158) mit (61, 62)).
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4.5 Limitierungen

Maogliche Limitierungen der vorliegenden Arbeit sind durch den Aufbau der Versuche nicht zu
umgehen. Dazu gehort die Tatsache, dass Ergebnisse aus einem Tierversuch nicht direkt auf
Vorgange im menschlichen Korper zu Gbertragen sind. Fur die untersuchte Fragestellung war
es jedoch - wie in der Einleitung ausfihrlich beschrieben — aus ethischen Griinden
unumganglich, ein Tiermodell zu etablieren und zu untersuchen. Es ist in diesem
Zusammenhang davon auszugehen, dass sich die zellularen und molekularen Mechanismen
der Sehnenregeneration bei Saugetieren prinzipiell stark dhneln. Etwas problematisch im
Hinblick auf Sehnenteildefekte beim Menschen ist die experimentelle Generierung von
Sehnenteildefekten in Versuch Il der vorliegenden Arbeit, bei der Locher in die Mittelsubstanz
einer Sehne von gesunden, nativen Kaninchen ohne wesentliche Belastungs- und
Degenerationserscheinungen gestanzt wurden. Ein solcher experimentell induzierter Defekt
weicht von den tatsachlich bei menschlichen Sehnen vorkommenden Lasionen ab. Die
humanen Sehnenldsionen gehen in aller Regel mit degenerativen Erscheinungen und langer
andauernder mechanischer Fehlbelastung einher und stellen sich kaum lochférmig dar (81). Ein
entzliindliches Umfeld an menschlichem Sehnengewebe kdnnte bei der Anwendung von
autologen ADRCs das aus diesen Versuchen ermittelte histologische, immunhistochemische
und mechanische Ergebnis durchaus beeinflussen. Da ADRCs allerdings wohl vor allem Uber
die M2-Makrophagen einen entziindungsmodulierenden Effekt besitzen und sich die Therapie
in klinischen Studien bereits als erfolgreich erwiesen hat (61, 62, 93), scheint ein
inflammatorisches Umfeld der Sehnenlasion nicht wesentlich hinderlich zu sein.

Bei der Analyse der in Versuch Il erzielten Ergebnisse kdnnte die Verwendung des Bonar Scores
eine Limitation darstellen. Eigentlich ist der Bonar Score nur zur Erfassung degenerativer
Veranderungen menschlicher Sehnen entwickelt worden (108, 109). Inzwischen wird der Bonar
Score allerdings auch zur histologischen Einschatzung des Zustandes von Sehnengewebe bei
Regenerationsvorgangen eingesetzt. Dies hat den Hintergrund, dass der Bonar Score aufgrund
seiner verschiedenen Kategorien sehr gut dazu geeignet scheint, eine Abweichung von
physiologischem, gesunden Sehnengewebe hinsichtlich histologischer Parameter zu erfassen.
Ob allerdings die einzelnen Stadien bzw. Grade der Degeneration in dhnlichem Umfang mit
einem Grad der Regeneration zu vergleichen sind, ist ungeklart geblieben. MutmaBlich stellen
sich regenerative Prozesse im Sehnengewebe im Vergleich zu degenerativen Vorgangen
histologisch anders dar, insbesondere wenn die Gewebeheilung durch verschiedene
Therapieformen beeinflusst wird. In der vorliegenden Arbeit ist dieser Aspekt allerdings zu
vernachlassigen, da die Kernaussagen der Versuche nicht auf den Ergebnissen der Auswertung
des Bonar Scores beruhen. Insgesamt erscheinen die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
stereologischen Analysen dem Bonar Score klar lberlegen, wie weiter oben ausfihrlich
diskutiert.

Eine generelle Limitierung fir die klinische Anwendung autologer ADRCs wirden
schwerwiegende Nebenwirkungen darstellen. Allerdings scheint der klinische Einsatz von
autologen ADRCs, die mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Technologie isoliert
wurden, nach aktueller Evidenz sicher zu sein (61, 62, 93, 159, 160), und das Sicherheitsprofil
erscheint insgesamt sogar tendenziell besser als bei Injektionen von Kortikosteroid. Es ist
allerdings zu betonen, dass bei Behandlungen mit Stammzellen die Sicherheit der Therapie flr

111 |Seite



Diskussion

jede Indikation separat in klinischen Studien zu Uberprifen ist. Als Nebenwirkung einer
intravitrealen Injektion von autologen ADRCs zur Behandlung der altersbedingten
Makuladegeneration wurde beispielsweise die Erblindung einer Patientin beschrieben (161). Ein
weiterer Fall gravierender Nebenwirkungen wurde nach intrathekaler Injektion von mutmaBlich
mesenchymalen, embryonalen und / oder fetalen Stammzellen zur Therapie bestehender
Restdefizite nach ischdmischem Schlaganfall beschrieben, bei dem der Patient eine
glioproliferative Lasion mit progredienten Schmerzen und Querschnittssymptomatik
entwickelte (162). In diesem Fall entsprachen jedoch einerseits die applizierten
Stammzellprodukte mutmaBlich nicht den Standards der Medizin in den hoch entwickelten
Industrielandern, wie z. B. eine kontrollierte Zulassung nach randomisiert-kontrollierten Studien
fur die jeweilige Indikation durch Gesundheitsbehdrden; andererseits wurden verschiedene
Stammzellprodukte, darunter nicht mit den aus Fettgewebe gewonnenen Stammzellen
vergleichbare embryonale oder fetale Stammzellen appliziert. Wie in der Einleitung bereits
erwahnt, sind fir embryonale Stammzellen und induziert pluripotente Stammzellen die
Entstehung von Malignomen und Teratomen sowie die Fehldifferenzierung in Zellen weiterer,
nicht physiologischer Zelllinien als schwerwiegende Nebenwirkungen beschrieben. Diese Arten
von Stammezellen spielen zudem aktuell keine Rolle bei der Behandlung von Tendinopathien
oder Sehnenverletzungen. Als generelles Problem bei der Erfassung von Nebenwirkungen von
Stammzelltherapien ist die Tatsache anzusehen, dass keine Meldepflicht fir das Auftreten
(schwerwiegender) Nebenwirkungen nach Stammzellenbehandlung auBerhalb klinischer
Studien besteht. Dies kdnnte dazu flhren, dass die Rate von Nebenwirkungen durch
Stammezell-haltige Therapien als tendenziell zu niedrig angenommen wird (163).

Die Limitationen bezlglich des aktuellen klinischen Einsatzes von autologen ADRCs wurden
ausfihrlich in (50) beschrieben.

4.6  Schlussfolgerungen

Die Verwendung allogener Stammzellpraparate und allogener ADRCs scheint keinen Nutzen
fir die Geweberegeneration bei Sehnen(teil-)defekten zu besitzen. Die in der vorliegenden
Arbeit prasentierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die Applikation autologer ADRCs
die Regeneration von partiellen Sehnendefekten so beeinflusst wird, dass ein der frihen
postnatalen Sehnenentstehung ahnlicher Prozess zur homogenen Gewebeheilung ohne
wesentliche Narbenbildung induziert wird. Verschiedene molekulare und zellulare
Mechanismen, welche auf den in autologen ADRCs enthaltenen Stammzellen sowie
begleitenden Zellen beruhen, fiihrten zu verbesserter biomechanischer, histologischer und
immunhistochemischer Regeneration nach Injektion von autologen ADRCs nach
experimenteller Erzeugung eines Sehnenteildefekts ohne wesentliche Bildung von
Narbengewebe. Nach aktuellem Erkenntnisstand ist es nicht notwendig, die Stammzellen aus
autologen ADRCs zu separieren und zu kultivieren; die in autologen ADRCs enthaltenen
Stammzellen erscheinen fir den Therapieerfolg vollkommen ausreichend. Zwar sind flr
verschiedene Arten von Stammzelltherapien schwerwiegende Komplikationen durchaus
moglich; beim klinischen Einsatz von autologen ADRCs ist dies nach dem bisherigen
Erkenntnisstand jedoch nicht der Fall.
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Diskussion

Es sei an dieser Stelle abschlieBend ausdrticklich darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse und
Schlussfolgerungen der vorliegenden Arbeit weder auf andere Formen von Stammzelltherapien
zur Sehnenregeneration Ubertragbar sind, noch auf autologe ADRCs, die mit anderen
Technologien als in der vorliegenden Arbeit verwendet aus Fettgewebe isoliert wurden. Wie in
(49) und (152) gezeigt, unterscheiden sich die verschiedenen Aufbereitungstechnologien
insbesondere sowohl hinsichtlich der Anzahl lebender Zellen als auch der relativen Anzahlen
der verschiedenen Zelltypen. Dabei kommt insbesondere der Anzahl lebender Zellen
besondere Bedeutung zu, da die Injektion von toten Zellen mit einem erhéhten Risiko lokaler
Entziindungsreaktionen einhergeht (164). Die International Federation for Adipose
Therapeutics and Science (IFATS) hat in diesem Zusammenhang eine Untergrenze von
mindestens 70% lebender Zellen bei der Verwendung von ADRCs festgelegt (165). Diese
Untergrenze wird von der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Technologie erfiillt;
insbesondere nicht-enzymatische Verfahren zur Isolierung von Zellen aus Fettgewebe erfillen
diese Forderung jedoch nicht (49, 166).
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