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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 Geweberegenerationdar. In zwei kurzlich publizierten klinischen Studien
zur Behandlung von Teilrupturen der Supraspinatussehne (sogenanntepartial -thickness rotator
cuff tears) zeigte die intratendindse Injektion autologer ADRCseinen deutlichen Therapieerfolg
im Vergleich zur Injektion von Kortikosteroid zusammen mit einem Lokalanasthetikum; bei der
intratendindsen Injektion von allogenen, aus ADRCs isolierten Stammzellen (sogenannte
cultured adiposederived stem cells ADSCs) blieb der Therapieerfolg jedoch aus. @
biologischen Hintergriinde dieser Phdnomene sind weitgehend unklar. Daher wird in der
vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, welche zellularen und molekularen
Mechanismen hinter den beschriebenen Phdnomenenstehen, und ob bei der Behandlung von
Sehnenpathologien gegebenenfalls auch eine Transplantation von allogenen ADRCssinnvoll
ist, wie sie klrzlich 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:Achillessehné in
verschiedene Gruppen eingeteilt, im Anschluss am Ort des Gewebedefekts mit allogenen
ADRCs(Versuch|l) bzw. autologen ADRCs(Versuchll) behandelt, und nach 12 Wochen (sowie
in Versuch 1l zusétzlich 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 vonProkollagen
I, eine verringerte Expression von Kollagen Typ lll, ein vermehrtes Auftreten des fir
Sehnengewebe typi s cdineerstadkies Viorkopnmgnadn tM2-Makrophagen,
eine niedrigere Zellularitat mit kontinuierlichem Abfall des Zellgehalts sowie biomechanische
Eigenschaften von homogenem Sehnengewebe

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

Zusammenfassend sind diese Ergebnisse von erheblicher Bedeutung fur die Behandlung von
Sehnenteilrupturen mit adulten, autologen, aus Fettgewebe gewonnenen regenerativen Zellen.
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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 ADRG (ADSCSs)
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
ADRC: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 oftype
| procollagen and a decreased expression oftype 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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Abkilrzungsverzeichnis
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Einleitung

Einleitung

Vor etwa 50 Jahren wurden erstmalig Zellen beschrieben, welche sich fundamental von derbis
dahin aus dem menschlichen Kadrper 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 Z#en, welche undifferenziert
sind, sich jedoch durch ul3ere Reize zu verschiedenen Zellformen entwickeln kénnen. Damit
stellen sie eine sehr frihe Vorlauferstufe der differenzierten Korperzellen dar, welche ubiquitér
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:
() embryonale Stammzellen (sogenannte embryonic stem cells ESCs), welche aus der
embryonalen Blastozyste gewonnen werden konnen; (i) sehr kleine embryonaléhnliche
Stammzellen (sogenannte very small embryonic like stem cells VSEL} (iii) Kerntransfer-
Stammzellen (sogenannte nuclear transfer stem cells NTSC3; (iv) reprogrammierte
Stammzellen (eprogrammed stem cells RSCs)und (v) adulte Stammzellen (@adult stem cells
ASC3 (2). Eine tabellarische Ubersichtzu den verschiedenen Arten von Stammzellen findet sich
in Tabelle 1.1 Innerhalb dieser Gruppen wird zudem haufig zwischen weiteren Untergruppen
unterschieden, auf die an spéterer Stelle zum Teil genauer eingegangen wird.

1.1 Embryonale Stammzellen (embryonicstem cells ESCs)

Embryonale Stammzellen kbnnen aus der inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen
werden, aus denen sich im weiteren Verlauf der Embryo entwickeln wirde. Daher entsprechen
sie pluripotenten Stammzellen, welche sich in nahezu alle Gewebearten des menschlichen
Korpers differenzieren kénnen (3). Bei der Erstbeschreibung der Isolierung embryonaler
Stammzellen aus der Blastozyste kurz vor der Jahrtausendwende gelang es jedoch noch nicht,
die Embryonen nach der Stammzellgewinnung Uberlebensféhig zu halten (4). Dies fihrte zu
einer kontroversen Debatte in der breiten Offentlichkeit Uber die Grenzen medizinischer
Forschung. Bei den Unterstitzern der Forschung mit ESCs wurdedie Hoffnung befligelt,
bislang unheilbare Erkrankungen therapieren zu kénnen oder zumindest durch Studien mit den
ESCs die (genetische) Pathophysiologie besser zu verstehen. Dem gegeniber 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 ES&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 Frihstadium
einer eigenstandigen Person mit jeweiligen Personlichkeitsrechten und folglich galt jegliche
Forschung mit dem Resultat der lebensverhindernden Schadigung des Embryos als Tdétung
eines Menschen (5). Diese ethische Problematik Gberschattet die Forschung, welcheseit Anfang
der 2000er-Jahre mit embryonalen Stammzellen durchgefiihrt wurde: aus den ESCs wurden
8|Seite



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., 202@))

der Zellressourcen

Technologie,
Einrichtung und
Finanzen

Embryonale Sehr kleine| Kerntransfer | Reprogram Adulte
Stammzellen | embryonat Stammzellen | mierte Stammzellen
(ESCs) ahnliche (NTSCs) Stammezllen | (ASCs)
Stammzellen (RCs)
(VSELs)

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

manueller Labor | Organen (Herz
methoden zur und Gehirn usw.)
Reprogram im reifen oder
mierung adulter | erwachsenen
Zellen. Zu den RC| Organismus be
gehdren findet; sie sind in
induzierte pluri der Lage, auf ge
potente Stamrm webespezifische
zellen und direkt | Stimulation o
reprogrammierte | reagieren und
Zellen. Stammzellen zu
produzieren.
Entwick Fruhes Stammzellmasse | Frihes Embryo Frihes Embryo Ausgereifte
lungssta Praimplantations | in der friihen 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: in der | Unklare Einzelne Zelle Totipotenz: in der | Entwickelt sich zu
Lage, sich zjeder | Totipotenz, jedoch| erzeugt einen Lage, sich zu jede| Zellen desselben
Art von Zelle zu Fahigkeit zur ganzen Art von Zelle zu systemischen Typ
entwickeln Ausdifferenz Organismus entwickeln

ierungin
zahlreiche
Zelllinien

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

liche Abtreibung des allgemeinen von Menschen Instabilitat; kann | Immunabstof3ung

Hurden fur | 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

Teratombildung

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 l6ste, sank dennoch das Interesse an embryonalen Stammzellen rapidedenn
nahezu zeitgleich wurden von zwei Forschungsgruppen aus somatischen Zellen pluripotente
Stammzell en areprogrammierto und somit Zell en mi
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
areprogrammi erendeno Eingriffs weniger genetisc
homogener sind. Daher laufen noch weiterhin vereinzelte klinische Studien mit embryonalen
Stammzellen bei Riuckenmarksverletzung Immuntherapien, Makuladegeneration, Diabetes
mellitus Typ | und Herzinsuffizienz (3, 11) Bislang konnten jedoch keine groReren
therapeutischen Erfolge mit ESCs erzielt werden. [ Haupteinschréankungen fir die klinische
Verwendung von ESG sind die mdglichen immunogenen Reaktionen, eine Vielzahl von nicht
differenzierten Zelltypen und die mégliche 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 zellularen Oberflachenproteine MHC-1 und im Verlauf bei weiterer
Differenzierung zusatzlich MHGC II. Da tber den MHG II-Komplex das Immunsystem tberprift,
ob eine Zelle korpereigen oder korperfremd ist, werden bei fehlender Ubereinstimmung
Immunreaktionen ausgeldst (12). Da jedoch von praktisch keinem Menschen vor der Geburt
embryonale Stammzellen gewonnen wurden, wirden nahezu alle SpenderStammzellen 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 Lésung fur dieses Problem
konnten Spender-Datenbanken mit diversen MHC-Zelllinien darstellen, vergleichbar mit den
aktuell bereits vorhandenen Datenbanken zur Sammzelltransplantation 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
unvollstéandige oder fehlerhafte Ausdifferenzierung der Stammzellen: einerseits wurde das
Risiko der Entstehung von Keimzelltumoren nach Transplantation von ESC&eschrieben (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 Stanmzellen in kardiales
Gewebe, bei der nach Transplantation der Stammzellen eine irregulare 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 &quivalente Eigenschaften
besitzen und keinerlei ethische Fagen aufwerfen, hat erheblich zum Bedeutungsverlust der
embryonalen Stammzellen gefiihrt und wird mutmalflich auch in Zukunft die Verwendung von
ESCs weitetimitieren.
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Einleitung

1.2 Reprogrammierte Zellen (reprogrammedstem cells RCs)

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

I Transformierte Zellen mit pluripotenten Eigenschaften aus urspriinglich somatischen,
ausdifferenzierten Zellen, die vor etwa 15 Jahrenentwickelt wurden (9, 10) Zellen,
welche mittels dieses Verfahrens hergestellt wurden, sind meist unter dem Namen
ainduziert pl ur i psogeranrteenduSed alumporest stéemeceall®; (
iPSCs) bekannt.

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

Pluripotente
Stammzelle

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

Q‘gb
&

’*@Q

Ausdifferenzierte
Zellen Q -
Direkte Umdifferenzierung;
»Iransdifferenzierung
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung reprogrammierter Stammzellen (modifiziert nach

(18))

In der Forschung und Entwicklung liegt jedoch der Schwerpunkt eindeutig auf der ersteren
Gruppe, sodass die Begriffe ainduziert pluripo
(Stamm-) zel |l eno h2ufi g synon yEmwickleng dieser¥/erfahrewleractd e n . Di
mit dem lange Zeit vorherrschenden Paradigma, dass die Differenzierung von Zellen
ausschlief3lich unidirektional sei(19). Zudem wurden die embryonalen Stammzellen schlagartig

als Forschungsschwerpunkt im Bereich der Stammzellforschung abgeldst, da bei dieser

Methode Zellen mit &hnlichen Eigenschaften ganzlich ohne ethische Bedenkengeneriert 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 kénnen:
entweder Uber virale Transfektion (jeweils in die DNA integrierend / nicht integrierend), Uber
selbstschneidende Vektoren (also sich selbst in die DM integrierend), oder direkte organische
Materialien, welche in der Zelle entsprechende Signalwege aktivieren(2). Durch diesen Prozess
wird jedoch malRgeblich in die Molekularbiologie der Ursprungszelle eingegriffen, was bei der
Verwendung embryonaler Stammzellen nicht geschieht. Akkumulierte Mutationen in der DNA
der adulten somatischen Vorlauferzelle fihren zu einer genetischen Heterogenitat der spateren
iPSCs, welche did-unktion dieser Zellen erheblich beeintrachtigen kénnen (20). Zudem ist die
Vergleichbarkeit verschiedener Zelllinien bei gleichem Herstellungsverfahren eingeschréankt, 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, beidenen es zu einer veranderten epigenetischen Dynamik kommen kann(23).
Diese ungleichmaRige Transformation der Epigenetik wahrend des
Reprogrammierungsverfahrens ist problematisch fir die Qualitatssicherung (24).

Die Ursprungszellen fir die Gewinnung von reprogrammierten Zellen kénnen direkt aus
differenzierten menschlichen Zellen gewonnen werden. Dafir werden h&ufig 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
Zellenauswirken kdnnen. Das schwieriger zu gewinnende Nabelschnurblut hat zwar den Vorteil
von weniger erworbenen Mutationen, jedoch ist zum Zeitpunkt der Gewinnung der spéatere
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 fur 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 zahlen z. B. das Verfahren der Reprogrammierungselbst, da die ins Erbgut
integrierenden Methoden prinzipiell mit einem hoheren Risiko einhergehen als die nicht
integrierenden Methoden, aber auch fehlerhafte Reprogrammierungsvorgénge, welche
Schaden anChromosomen ausldsenkdnnen. Leider gibt es bislang keine Studien, welche die
Tumorigenitat von reprogrammierten Zellen mit der Tumorigenitat von ESCs vergleich{(2, 27)
Die Anzucht von Stammzellen unter zellkulturellen Bedingungen gestaltet sich au3erdem als
schwierig, wenn alle Bedenken hinsichtlich Gbertragbarer xenogener Krankheiten oder der
Auslésung einer spateren Immunreaktion durch die eingesetzten Materialien ausgerdumt
werden sollen (28). Eine spezifische Hirde lauert noch im Reprogrammierungsverfahrerselber:
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 ges
welche Uber HLA-gematchte allogene iPSCs verfiigen, kénnte mandieses Problem umgehen,

flr den Preis von grofBerem Aufwand und immunologischen Restrisiken (18). Trotz der grofRen

Hoffnungen zu Beginn der Forschung mit reprogrammierten Zellen konnten die Hurden fir

eine therapeutische Verwendung von reprogrammierten Zellen im grof3en 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 fur die Grundlagenforschung relevant sein wird.

1.3 Kerntransfer - Stammzellen (nuclear transfer stem cells NTSCs)

Die Stammzellen, welche mittels der sogenannten KerntransferTechnologie 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 grof3en Teilen eines Gesamtorganismus
ausdifferenzieren, wird die Kerntransfertechnik zur Erzeugung eines lebendigen,
eigenstandigen Organismus verwerdet. Die Ubertragung des Zellkerns inklusive des Genoms
in einen zellkernlosen Oozyten fuhrt zu einer genetischen Reprogrammierung des
transferierten Genoms in ein embryonales Entwicklungsstadium. Danach kann die neu
zusammengesetzte Zelle eine regulare enbryonale 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 durchgefiihrtwurde (29). Uber
die Klonung des Schaf s aDo,lunhdyahischheuBedeakenwdeset we i t
Technologie schranken die entsprechende Forschung und Entwicklung deutlich ein.
Ungeachtet dieses ethischen Aspekts wurden in einem weiteren Projekt Uber 20 Jahre nach
dem Schaf aDol | yo miTechneldgie Makaken-Affee gekldnt (80 Sdmé r
kann mittlerweile davon ausgegangen werden, dass diese Technologie ebenfalls in der Lage
ware, eine Klonung von Menschen erfolgreich durchzufihren.

1.4 Sehr kleine embryonaldhnliche Stammzellen (verysmall embryonic like
stem cells VSELS)

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
GroRRe erhielten diese Zellen den Namenvery small embryoniclike stem cells also Ubersetzt
sehr kleine embryonalahnliche Stammzellen Da in den darauffolgenden Jahren ebendiese
Stammzellen von mehreren Forschungsgruppen in eigenen Versuchen nicht aufgefunden
werden konnten, war die Existenz dieser Zellart zeitweilig starkumstritten (32, 33) Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass der Grund fur die fehlende Auffindbarkeit der VSELs
technischer Natur in der Durchfuhrung der Durchflusszytometrie war (34). Spatestens als
weitere Forschungsgruppen ebendiese Stammzellen nachweiserkonnten (35), galt die Existenz
der sehr kleinen embryonaldhnlichen Stammzellen als wissenschaftlicher Konsendn Zukunft
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sind diese Zellen vermutlich vergleichbar mit adulten, gewebsspezifischen Stammzellen
hinsichtlich der klinischen Verwendbarkeit (36). Jedochist aktuell weitgehend unklar, ob die
VSELssich vollstandig differenzieren und ihre Nachkommen sich in geschadigtes Gewebe
integrieren kdnnen (37). Ein Vorteil dieser Zellen gegentber den reprogrammierten Zellen ist
jedoch eine mutmalflich 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 de’VSELsZudem gestaltet sich die Gewinnung von
VSELs als schwierig, da nur ein sehr geringer Anteil der gesamten Zellen zu dieser Gruppe
gehdrig ist und die Isolierung kompliziert ist (38).

1.5 Adulte Stammzellen (adult stem cells ASCs)

Adulte Stammzellen befinden sich zwar in geringer Anzahl, jedoch mutmaflich nahezu
ubiquitar im reifen Organismus und treiben Regenerationsprozesse an. GrofRe Teile der
Wissenschaft sind der Auffassung, dass ASCsich in die Zellarten einer spezifischen Zelllinie
differenzieren und abhangig vom Grad der Differenzierung als multipotent oder unipotent
angesehen werden kdnnen: multipotente hdmatopoetische Stammzellen haben ein gréReres
Potential zur Differenzierung in diverse Zelllinien des Blutes und Zelllinien des Ektoderms als
epidermale Stammzellenkdnnen sich ausschlie3lich zu Hautspezifischen Zellen differenzieren
(39). Allerdings sind multipotente Stammzellen an sich wiederum eine heterogene Gruppe. Die
madglichen Differenzierungsmuster mesenchymaler Stammzellen (mesenchymal stem cells
MSCs)zum Beispiel, welche sich nach gangiger Definition in Zellen der mesenchymalen Linie
differenzieren kénnen, hangen im Wesentlichen von deren Gewebeherkunft ab. MSCs aus
Nabelschnurblut sind zum Beispielin der Lage, sich zu mehrGewebearten zu differenzieren als
etwa MSCs aus Synovialflissigkeit (40). Folglich ist die Vergleichbarkeit von mehreren
mul tipotenten Stammzelllinien eingeschr2ankt, da
lediglich eine heterogene Gruppe von Stammzellen definiert, jedoch nicht eine explizite
Zelllinie mit nahezu identischen Eigenschdten.

Die Nutzung adulter Stammzellen ist in der Medizin keine Neuheit: seit mehreren Jahrzehnten
werden bereits hAmatopoetische Stammzellen zur Behandlung von LeukamiePatientinnen
mittels Stammzelltransplantation genutzt (41). Erst im Jahr 2015 wurde von der European
Medicines Agency (EMAJnit Holoclar® die erste nicht-hamatopoetische Stammzelltherapie
zugelassen, welche auf dem Prinzip der Transplantation kornealer Stammzellen zur Behandlung
degenerativer Erkrankungen der Hornhaut des Augesberuht (42). Inden letzten Jahren wurden
viele weitere Indikationen flr den Einsatz adulter Stammzellend insbesondere mesenchymale
Stammzellen 8 in grundlagenwissenschaftlichen und klinischen Studien Uberprtft, darunter
Knochen-, Knorpel und muskuloskelettale Regeneration sowie die Reparatur von
Nervengewebe, Herzmuskulatur und Leberparenchym (43). Wie fur die anderen Arten von
Stammzellen gilt auch fur die optimale Verwendung adulter Stammzellen die Notwendigkeit
einer Immunkompabilitat des Empfangers. Wahrend die autologe Transplantation hierfur kein
Problem darstellt, gestaltet sich eine allogene Transplantation schwieriger.Entscheidend fir 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 Leuk&amien zur Eradikation maligner Zellen
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genutzt (41); bei der Anwendung von regenerativen Stammzellprodukten ist dieser
Mechanismus jedoch kontraproduktiv. Fir die umfassende Verwendung adulter Stammzellen
spricht, dass die Rate an schwerwiegenden Nebenwirkungen beim Einsatz von mesenchymalen
Stammzellen sehrgering 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 fur die
Anwendung adulter Stammzellen hinderlich, da durch diese Malinahmeneine Kontamination
der Stammzellen erfolgen oder der optimale Therapiezeitpunkt verpasst werden kdnnte.

1.6 Das Konzept der gefalsassoziierten pluripotenten Stammzellen
(vascular-associated pluripotent stem cellsvaPScells)

Die weit verbreitete Annahme, dass sich adulte Stammzellen ausschlieRlich in
gewebespezifische Zelllinien differenzieren kdnnen, istinsbesondere seit der Entdeckung der
VSELsumstritten, da die VSELs sich ebenfalls im reifen Organismus befinden. Unsere
Arbeitsgruppe konnte aus GefalRwanden von Menschen Zellen isolieren, welche die Fahigkeit
zur Differenzierung in Zellen aller drei Keimschichtlinien besitzen (45). Bemerkenswert dabei ist,
dass diese Zellen einerseitsaus allen BlutgefaZen unabhangig von deren Gewebezugehorigkeit
gewonnen werden kdnnen; andererseits konnte mittels verschiedener Experimente gezeigt
werden, dass sich dieZellen unabhéngig von der Gewebezugehdrigkeit ihres urspringlichen
BlutgefalRes in Zellender drei Keimschichten differenzierenkdnnen (45). Letztendlich ist es nicht
geklart, ob diese Zellen den VSELs entsprechen. Daher erhielten diese Stammzellen den Namen
vascularassociated pluripotent stem cells(vaPS cells), also gefalsassoziierte pluripotente
Stammzellen. Denkbar ist auch, dass gefafassoziierte 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 Beschreédung der Fahigkeit zur pluripotenten Ausdifferenzierung
von mikrovaskularen Perizyten (46), wobei hier viel eher die Fahigkeiten der vaPS
falschlicherweise aufgrund methodischer Mangel den Perizytenzugeschrieben wurden, die sich
ebenfalls in unmittelbarer Nahe der GefaRwande befinden. Experimente unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass de 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
beschriebenworden (45).

Die Risiken der Verwendungvon vaPS cellsin der Klinik sind mutmaflich vergleichbar mit den
Risiken der Transplantation adulter Stammzellen bzw. der VSELs Des Weiteren wurde
beschrieben, dass de systemische Applikation von MSCs zu einem beschleunigten
Tumorwachstum fuihren 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 missen, entfallen die Risiken der Kultivierung der
Stammzellen ((48); s . a A)D Reltledozumeist der weit verbreiteten Anwendung von
Stammzellprodukten im Wege steht.
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1.7 Aus Fettgewebe gewonnene regenerative Zellen(adipose derived
regenerativecells, ADRCS)

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

1. Die fur den Therapieeffekt entscheidenden Stammzellen(aller Wahrscheinlichkeit nach
die vaP9 kénnten auch aus jedem anderen Gewebe gewonnen werden jedoch eignet
sich Fettgewebe aufgrund der einfachen Zuganglichkeit, der Verzichtbarkeit dieses
Gewebes fur die meisten Patientnnen und die hohe Dichte an Gefal3en hierfur am
besten.

2. 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 sammenden adipose-derived regenerativecells
(ADRG®), bei denen nach der Liposuktion sowohl Adipozyten als auch Bindegewebe
vollstandig von den ADRCs abgetrennt werden, und sogenanntes & Na n o furet t o
a Mi k r oHeiedened der Gewebeverband des Fettgewebes nach Aufbereitung
weitgehend erhalten bleibt bzw. dasBindegewebe von den Adipozyten separiert wird.
aNanofett o u rzachnanwickim ¥ergkeicht za ADRCsdurch eine geringe
Dichte und Anzahl von Zellen bzw. lebender Stammzellen aus(vgl. Abb. 1.2. Zur
speziellen Isolierung von ADRCswird zudem zwischen enzymatischen und nicht
enzymatischen Verfahren unterschieden. Enzymatische Aufbereitungsmethoden von
Lipoaspirat verfligen normalerweise tber eine deutlich héhere Zellausbeute als nicht
enzymatische Methoden. In der Literatur bestehen auRerdem grof3e Unsicherheiten
Uber die Anzahl von nicht-lebenden Zellen in den nicht-enzymatisch generierten ADRG
Suspensionen.Folglich sind die enzymatischen Aufbereitungsmethoden zur Gewinnung
der ADRCs dennicht-enzymatischen Aufbereitungsmethoden uberlegen (49).
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Abbildung 1.2: Mikroskopische Darstellung des aufbereiteten Lipoaspirats dreier

Aufbereitungsmethoden:(A) Beims o g . rod Mit k 0 i st di ederAdipozytenl 2 r e
weitgehend erhalten (ByNach Auf ber ei t ungnd wonmoch dtawenideet t 0
Adipozytenvorhandenund der Anteil von Stroma und Zel

erhoht. (C)Ein mit Azan geféarbter Ausstrich von Zellen, die mit deenzymatischenTranspose
RT/Matrase Technologie (InGeneronHouston, TX, USPaus Lipoaspiratisoliert wurden, zeigt
keine Adipozyten und praktisch kein Bindegewebsstroma (modifizierthach (50) und (51)).

3. Die Stammzellen an sich, die sogadipose derived stem cellfADSC3 (die die vaPScells
einschlieRen), kénnen aus der ADRCSuspension mittels Aufbereitung und Kultur
gewonnen werden. Hierflir besteht allerdings aus mehreren Griinden keine
Notwendigkeit . Unter anderen gehen bestimmte Zellen, welche offenbar forderlich fir
den Regenerationsvorgang sind, durch die Aufbereitung verloren. Zahlreiche Studien
haben gezeigt, dass die ADRCs den ADSCs nicht unterlegen, zum Teslogar Uiberlegen
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 Verfugbarkeit von ADRCsinnerhalb von ca. 2 Stunden nach
Liposuktion bemerkbar, sondern auch im fehlenden Risiko der Kontamination durch
pathogene Erreger, Schadstoffe oder mechanischenund 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 erwdhnt werden, dass mesenchymale Stammzellen
aus Zellmaterial des Knochenmarks gewonnenwerden kdnnen: sogenannte bone marrow
mesenchymal stem cell§BM-MSCs) bzwbone marrow aspirate concentrateg(BMAC). Abgesehen
von geringeren, vermutlich individuellen Unterschieden sind sichmesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark und  Fettgewebe hinsichtlich  ihrer  Morphologie,
Oberflacheneigenschaften und ihrer Differenzierungskapazitat weitgehend ahnlich (56). Dadie
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark bereits seit vielen Jahren bekannt sind,
werden in der regenerativen Medizin aktuell haufiger 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 groRerer Menge verfugbar, auf3erdem kann
das Fettgewebe mit minimalinvasiven Verfahren unkompliziert gewonnen werden. Zellen des
Knochenmarks missenhingegen in einer meist schmerzhaften und invasiven Prozedur mittels
Aspiration gewonnen werden (56). Obwohl die Knochenmarksaspiration ein sicheres und
nebenwirkungsarmes Verfahren darstellt, bestehen doch Nachteile beziglich 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 Stammzellenin aspiriertem Fettgewebe um ein Vielfaches hoherliegt (56, 59).
Um im applizierbaren Stammzellprodukt also auf relevante Konzentrationen echter
Stammzellen zu kommen, missten die BMMSCs zunachst isoliert und kultiviert werden. Dieser
Prozess geht allerdings 6 wie weiter oben bereits ausfuhrlich diskutiert & mit Zeitverlusten,
Risiken der Kontamination sowie zellularer Stressbelastung einher. Es wurden zwar Methoden
etabliert, das Knochenmarksaspirat zum bone marrow aspirate concentrate (BMAC) zu
konzentrieren, jedoch ist hierbei der Anteil mesenchymaler Stammzellen m Vergleich zu ADRCs
mutmallich 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 Stammzeller Anteils (60).

In der klinischen Forschung zeigten erste Studien inshesonderebei 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 tearsin den USA) (61, 62).

1.8 Tendinopathie n 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
aTendi nopat hlhwelbals gaklartdseitdemFdar énternational Scientific Tendinopathy
Symposium Consensusero6ffentlicht 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
Ver fahren gesichert wer den. W& hrend vor et wa
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 mutmallich auf biomechanische und molekularbiologische Vorgange
zurickfuhren. Diverse Studien konnten Fehlt und Uberlastungen von Sehnen, vor allem im
Rahmen von zyklischen Belastungen als Einflussfakor 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
Sehnenuuptur, welche als makroskopische Diskontinuitat einer tragenden Sehne zu betrachten
ist (63). Bereits vor 20 Jahren wurden Stimmen laut, die forderten, der Begriff der (partiellen)
Sehnenwuptur sollte einem makroskopisch erfassbaren (Teil) Riss der Sehne aufgrund (sub)
akuter Lasion vorenthalten bleiben, da der Begriff haufig féalschlicherweise 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 reiRen kdnnen, scheinen
Sehnenrupturen nur bei bereits vorgeschadigten, degenerativ veranderten Sehnen aufzutreten
(81). AuRerdem gestaltet sich die korrekte Diagnosestellung eines Sehnenrissesin der
standardmaRigen Bildgebung, der Magnetresonanztomografie (MRT), als schwierig Sowohl
degenerative Veranderungen als auch Risse kdnnen 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
mutmalfilich gegenseitig bedingen, ist eine eindeutige Zuteilung einer intratendinésen Lasion
im MRT ohne histopathologische Analyse kaum mdglich (82). Erschwert wird die radiologische
Einteilung durch die Tatsache, dass anatomisch physiologische Strukturen im MRT hyperintens
erscheinen kénnen und somit mit Pathologien verwechselt werden kdnnen (83). Die Befunde
in der Bildgebung korrelieren zudem nicht zwingend mit klinischen Beschwerden: bei einem
groBen Teil der Bevolkerung (bis zu etwa einem Finftel) konntenmittels 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 Kréaftigungsibungen, der Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika

(NSAR) bzw. Antiphlogistikg 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 Ausschuittung aus C-Nervenfasern, was den
neurogenen Entziindungskreislauf durchbricht, und der verstarkten Expression von Lubricin als
Gleitsubstanz fir 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 cellsbone-marrow derived mesenchymal stem cellsbone-
marrow mononuclear cells adipose-derived stromal vascular fractionetc.), ihrer Studienqualitét
(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 konnen. Insgesamt lassen sich also kime generalisierten
Aussagen zur Wirksamkeit von Stammzellprodukten bei der Sehnenregeneration treffen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Technologie arranspose Ultra Systend (InGeneron,
Houston, TX, USA)zur enzymatischen Isolierung von ADRCs aus Lipoaspiratwurde bereits in
den zuvor erwédhnten klinischen Studien (61, 62) verwendet. In diesen randomisiert-
kontrollierten Studien erhielten Patientinnen mit symptomatischen Teilrupturen der
Rotatorenmanschette nach Versagen konservativer Therapiemethoden Uber mindestens 6
Wochen eine Injektion von autologen ADRCs andie Stelle der Teilruptur (n=11; ADRCGGruppe)
oder aber eine Injektion von Kortikosteroid zusammen mit einem Lokalanasthetikum (n=4;
Kortikosteroid-Gruppe). Der mittlere American Shoulder and Elbow Surgeons Standardized
Shoulder Assessment ForflASES)Score als klinischer Mal3stab der Funktionalitat der Schulter
betrug bei der ADRGGruppe 5 8 . 7 QMittel®@ert 2 Standardfehler des Mittelwerts) vor
Intervention, 8 6 . 1 24 Wbchén nach der Injektion sowie 8 9 . 4 dh Jahr fach der
Injektion (ein ASESScore von 100 bedeutet vollige Schmerzfreiheit sowie volle Beweglichkeit
und Nutzbarkeit der Schulter im Alltag). Der mittlere ASESScore der Kortikosteroid -Gruppe
betrug 5 0 . 6 var Infervention, 6 0 . 8 2@®Wdchef nach Injektionund 6 8 . 4 eld Jadr. 4
nach der Injektion (61). Diese Studie konnte den klinischen Erfolg der Behandlung von partial -
thickness rotator cuff tearsmit ADRCs, die mit dem Transpose Ultra System(InGeneron) aus
Lipoaspirat isoliert wurden, belegen.

Bislang ist jedoch unklar, welche biologischen Prozesse innerhalb des Gewebesin 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 fiir diese Fragestellunghotwendig . Zur Anfertigung histologischer
Schnitte ist jedoch eine invasive Malinahme, mindestens eine Biopsie der Sehneotwendig. Es
ware allerdings ethisch nicht vertretbar, bei einer Gruppe von Patientinnen mit einem
Sehnendefekt, welcher mit ADRCs erfolgreich behandelt wurde, im Anschluss an die
aSehnenheilungodo eine Biopsie zu entnehmen, da d
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 fihrten, was normalerweise ausschlief3lich
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 fuhrt unmittelbar zu der Frage,

ob die Transplantation allogener ADRCs eine generelle Therapieoption in der Medizinist. Die

Verwendung allogener ADRCs hétte den Vorteil, dass bei den Patientinnen selber keine

Intervention zur Gewinnung der Zellen (Lipoaspiration) notwendig ware, um das

Stammzellprodukt zu generieren. Es kdnntejeweils von wenigen Spendern gewonnen werden

und anschlieRend in grolRere 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 AbstofRungsreaktionen der korperfremden Zellen. Allerdings

enthalt das in der vorliegenden Arbeit verwendete Praparat der ADRCs nicht nur reine
Stammzellen, sondern auch die zellulare Umgebung mit trophischen Faktoren Dieses
sogenannt e zel | wdfigr slibstaiber klie E&ahigkeitd die Regeneration von

residenten Korperzellenanzuregen (96). Die vorliegende Arbeit hat unter anderem zum Ziel, in

einem grundlagenwissenschaftlichen Tiermodell die Anwendung allogener ADRCs auf ihre
Wirksamkeit zu Uberprifen. 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
Uberprifen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur weiteren Erforschung dieser Thematik zwei
Tierversuchsreinen zur histologischen und immunhistochemischen Evaluation der
Regeneration von partiellen Sehnendefekten mittels ADRCs initiiert: In Versuch Iwurde 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
Versuchshypothesenwurde angenommen, dass jeweils allogen bzw. autolog gewonnene und
lokal an den Sehnendefekt applizierte ADRCsdie Regeneration des partiellen Sehnendefekt
verbessern.
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Die vorliegende Arbeit beschreibt zwei Versuche. Jeder Versuch wurde jeweils separat
durchgefuhrt; 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 lwurde die Sehnenregeneration mit allogenen ADRCsuntersucht, und bei Versuch
Il die Sehnenregeneration mit autologen ADRCs Beide Arten von Zellenwurden auf dieselbe
Art und Weise gewonnen und aufbereitet; lediglich der urspringliche Organismus der Zellen
unterschied sich.

2.1 Versuchl: Behandlung von experimentell induzierten
Sehnenteildefekten mit allogenen ADRCsim 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 underhielten 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 Versuchsdurchfihrung
Tiere der Art Oryctolagus cuniculus ( auc h unter dem Na men
deutschsprachigen Raum bekannt) verwendet.

Zwolf etwa 14-16 Wochen alte, skelettreife Weibchen dieser Art wurden daftir von der Firma

a Wi

Western Oregon Rabbit Co. (Philomath, OR, USA) bezogen. Die im Versuch verwendeten Tiere

waren zuvor fiur keine vorherigen / anderen Versuche verwendetworden. Um auszuschlieRen
dass die Durchfuhrung oderdie Ergebnissaler Studiedurch mogliche Vorerkrankungen der Tiere

beeintrachtigt wurde, wurden die verwendeten Tiere von einem Tierarzt vor Versuchsbeginn

korperlich untersucht. Alle im Versuch verwendeten Tiere zedign 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 derTierealle zwei Wochen tberpruft. Die Tiere erhielten zur Unterscheidung eine

studienspezifische Nummerierung. Um ideale Studienbedingungen zu gewahrleisten, wurden die

Tiere unter Imitierung des natirlichen TagNacht-Rhythmus bei einem zwdlfstiindigen Hell
Dunkel-Zyklus gehalten; die durchschnittiche Raumtemperatur der luftfeuchtigkeits und

temperaturkontrollierten Stallraumlichkeiten betrug ca. 25° Celsius. Die entsprechenden
R&aumlichkeiten befanden sich auf dem Geléande der Colorado State University im Geb&aude fur

22|Seite

C



Material & Methoden

Versuchstierressourcen (Fort Collins, CO, USA)ie Betreuung der Tiere erfolgte durch dort
ansassige Kolleglnnen  Wahrend des gesamten  Studienablau§ wurden  die
Standardarbeitsanweisungen der Abteilung fir Versuchstierressourcen der Colorado State
University streng eingehalten. In Standard Kaninchenkéfigen mit glatten Spaltenbéden und
darunterliegenden Auffangwannen fur Kot/Urin wurden die Versuchstiere jeweils einzeln und
mindestens sieben Tage vor Versuchsbeginn zur Akklimatisierung gehalten, um eine niiie
Beeintrachtigung des Versuchsablaufs durch auRere Umstande in der Stallhaltung zu reduzieren.
Zur Aufrechterhaltung der Stallhygiene wurden die jeweiligen Kafigeinstreuungen taglich
ausgetauscht und die gesamten Kéfige alle zwei Wochen gewechselt. Die Fitterung der
Kaninchen erfolgte mittels einer Mischung bestehend aus handelsublichem Laborkaninchenfutter
(Envigo Teklad 2031; Envigo, Indianapolis, IN, USA) sowie Heu aus eir@raserzubereitung.
Sowohl die Nahrungsaufnahme als auch die Trinkwasserzufu Uber Leitungswasser erfolgterad
libitum , folglich nach Belieben der Tiere.

Aufbau der Versuchsgruppen und Einteilung der Versuchstiere

Zu Beginn der Studie wurdem=12 Kaninchen nach dem Zufallsprinzip in eine der drein Tabelle
2.1 genannten Gruppen eingeteilt.

Tabelle 2.1: Einteilung der nummerierten Kaninchen in die Versuchsgruppen.

allogeneADRC<5ruppe RLEGruppe Kontrollgruppe
T7876 T7878 T7877
T7880 T7882 T7879
T7881 T7885 T7884
T7883 T7887 T7886

Gruppe |: Behandlung mit allogenen ADRCs (allogene ADRCsGruppe)

Zur Generierung eines experimentell induzierten Sehnenteildefeld fand eine operative
Durchtrennung der rechtsseitigen Sehnen der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis auf
mittlerer Hohe der gemeinsamenCalcaneussehnestatt. Eine Woche nach dem Eingriff wurde
im operierten Bereich die allogen@ ADRCsinjiziert.

Gruppe lI: RingerLaktat-Losungs (RLL) Gruppe

Bei gleichem Operationsablauf wie beiden Kaninchen in der allogenenADRCsGruppe wurden
zu Beginn die rechtsseitigenSehnen der Mm. gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer
Hohe der gemeinsamenCalcaneussehnedurchtrennt. Anschlie3end wurde jedoclheine Woche
postoperativ anstatt der allogenen ADRCseine RingerLactat-Losung in die Lasion injiziert.

Gruppe llI: Kontrollgruppe
Eine dritte Gruppevon 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 Durchfihrung
beteiligten Personen, Versuchsleitende sowie Forschende zu verblinden. Eine Ausnahme
hiervon bestand fir diejenigen Personen, welche die quantitativen Analysen durchfuihrten. Dies
traf auf einen radiologischen Facharzt zu, der die Intensitatswerte der MRTAufnahmen
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 fandn den Laborsder Colorado StateUniversity (Fort Collins,
CO, USA)durch dort ansassige Kolleglnnen statt. Die Operation wurde ausschlie3lich an
Kaninchen der allogenerADRCsGruppe und der RLEGruppe vollzogen; die Kaninchen in der
Kontrollgruppe erhielten keinen Eingriff. Fir den Ablauf der Operation wurden di&aninchenauf
einem Operationstisch in linksseitiger Liegeposition gelagert. Wéahrend des gesamten
Operationszeitraums wurden dieKaninchenin Allgemeinanasthesie gehalten. Dabei wurden sie
etwa alle funf Minuten mit den Schwerpunkten Atmung und Bewegungsausmal} auf eine
ausreichende  Narkotisierung Uberwacht. Das Protokoll der anasthesiologischen
Operationsunterstitzung bestand praoperativ aus einer subkutanen Injektion von Buprenorphin
(0,03 mg/kg Koérpergewicht Par Pharmaceutical, Chestnut Ridge, NY, USA3lycopyrrolat (0,005
mg/kg Korpergewicht; Somerset Therapeutics, Hollywood, FL, USAKetamin (25 mg/kg
Korpergewicht Dechra Veterinary Products, Overland Park, KS, USAnd Dexmedetomidin (0,02
mg/kg Korpergewicht, Dechra Veterinary Products) Die Aufrechterhaltung der
Allgemeinanésthesie wurde durch kontinuierliche Inhalation von Isofluran (35%; VetOne, Boise,
ID, USA)wahrend des chirurgischen Eingriffs gewahrleistet.

Vor Operationsbeginn wurdedas rechte Hinterbein des jeweiligenKaninchens mittels Rasur von
Fell befreit; dasjeweils linke Hinterbein wurde nicht operiert. AnschlieRend wurde das rasierte
Hautareal abwechselnd mit PovidonJod und Alkohol desinfiziert, um aseptische Bedingungen fir
den Eingriff herzustellen. Zuséatzlich wurde eine sterile Folie mit runder Offnung_6chtuch) um
den Operationsbereich aufgelegt. Zur Definition des exakten Operationsareals wurde die rechte
gemeinsameCalcaneussehnaufgesucht(99) und an deren posterioren Seite ein etwa ein bis drei
Zentimeter langer Hautschnitt vollzogen (\bb. 2.1A). Von der daraufhin sichtbaren Sehne wurde
das Peritendineum operativ eréffnet (Abb. 2.1B) und anschlielend die Sehnen der Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamenCalcaneussehne
vollstéandig durchtrennt. Dafur wurde ein chirurgisches Lineal verwendet, um einen mdoglichst
genauen Abstand von etwa zwei Zentimetern zum Calcaneus gleichermalen bei jedem
Versuchstier zu garantieren {bb. 2.1C, D). Gleichzeitig wurde darauf geachtet, dasslie Sehnen
des Musculus soleus, Musculuplantaris, Musculus flexor digitorum superficialis und der
calcaneale Sehnenanteil des Musculusemimembranosusnicht beschadig wurden (vgl. 100).
AnschlieRend wurde das Peritendineum mit einem 49-Monofilament-Nahtmaterial (Biosyn;
Medtronics, Minneapolis, MN, USA) vernahtApb. 2.1E). Die Haut wurde mit einer nicht
resorbierbarenmonofilen Nylonnaht (Covidien, Mansfield, MA, USAgtandardmal3ig verschlossen
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(Abb. 2.1F, G). Zur postoperativen Schmerzreduktion wurde derTieren 24 Stunden nach dem
Eingriff Meloxicam (1mg/kg Kérpergewicht, VetOne)subkutan verabreicht. Zudem erhielten die
Versuchstiere diese Schmerzmedikation alle drei Tage bei entsprechendem Bedarf.

Abbildung 2.1: Operative Erzeugung einesexperimentell induzierten Sehnenteildefekts der
gemeinsamen Calcaneussehne beim Kaninchen (a)Hautschnitt; (b) Eroffnung des
Peritendineums; (c) Abmessung des exakten Durchtrennungsbereich&) durchtrennte Sehnen
der Mm. gastrocnemi medialis und lateralis (die gelben Pfeile zeigen die jeweiligen
Sehnenstiimpfe an; (e) Naht des Peridendineuns; (f) Hautnaht; (g) Verschluss der Haut

Injektion von allogenen ADRCs(allogene-ADRCsGruppe)

Direkt nach Erstellung einer ersten MRTSchnittbildserie wurde sieben Tage nach dem
chirurgischen Eingriff denKaninchenin der allogene-ADRCsGruppeeine Injektion mit allogenen
ADRCsverabreicht. Die Isolierung der allogenen ADRCserfolgte aus dem Fettgewebenicht an
der Studie teilnehmender Kaninchen, welche als Spender von Fettgewebe dientefu diesem
Zweck wurden ver weitere Wildkaninchen Oryctolagus cuniculug nach den Richtlinien der
American Veterinary Medical Association (AVMA) am Tag vor der geplanten Injektion
euthanasiert. Dies geschah mittels einer Injektion von Uberdosiertem NatriuriPentobarbital
(88mg/kg Korpergewicht Dechra Veterinary Product$. 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 SpenderKaninchen wurde
Fettgewebe entnommen und in einem Kihlschrank bei 4° Celsius tber Nacht eingelagert. Zur
Isolierung der allogenen ADRCsvom am Vortrag resezierten Fettgewebe wurde da3ranspose
Ultra System(InGeneron Houston, TX, USAverwendet
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Abbildung 2.2: Separierung der stromalen vaskularen Fraktion aus Fettgewebe (modifiziert
nach (49)).

In (49) wurde der Ablauf des Isolationsvorgangson ADRCsaus Fettgewebanittels desTranspose
Ultra Systens (InGeneron)detailliert beschrieben

1.

Das gewonnene Fettgewebewurde mit einem Zehntel seines Volumens enzymatischer
Matrase-Reagenz und auf 39° Celsius vorgewdrmter RingdractatLdsung in ein
Verarbeitungsroéhrchen geflllt @bb. 2.2a).

AnschlieBendwurde die Mixtur im umgekehrt positionierten R6hrchen n der Processing Unit
des Transpose RISystens 30 Minuten lang bei 39 °C wiederholt beschleunigt und
abgebremst (Abb.2.2Db).

Die verarbeitete Lésungwurde durch einen 2001 mFilter geleitet und in ein Waschréhrchen
Uberftihrt (Abb. 2.2¢).

Das Waschrohrchenwurde mit Kochsalzlésung aufgefillt danach wurden die Réhrchen bei
600 G und Raumtemperatur fur funf Minuten in der Processing Unit des Transpose Ultra
Systemszentrifugiert, was zu einer Trennung der Zellen vom restlichen Gewebe fllai{Abb.
2.2d).

Das etwa zwei Milliliter betragende Gemischaus regenerativen Zellen wurdedurch einen
LuerAdapter extrahiert, wahrend die Restsubstanz bestehend aus Fett, Geweberasted
Flussigkeit verworferwurde (Abb. 2.2e).

Das Zellgemischwurde zusammen mit frischer Kochsalzldsung erneut in dasVaschrohrchen
gefullt und fur finf Minuten in der Processing Unit des Transpose Ultra Systementrifugiert
(Abb. 2.2f); dieserWaschvorgangwurde wiederholt (Abb. 2.2f,h).
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7. Zuletzt wurde das nun etwa drei Milliliter betragende Gemischvon ADRCsliber einen Luer
Adapter in eine sterile Injektionsvorrichtung gedrickt In der klinischen Anwendung kénnten
die ADRC:s jetztei der Patientin / dem Patienten angewendet werden ( Abb2.2i).

Die Bestimmung von Zellzahl und Zellviabilitat der isolierten ADRCs erfolgte mit einem
Nucleocounter NG 200 Gerat (Chemometec, Allerod, @nemark). Die erste Zahlung( a Z2 hl ung 10
in Tabelle 2.2) erfolgte unmittelbar nach der Isolierung der Zellen; die zweite Z&ahlung zur

Kontrolle erfolgte am darauffolgenden Tag bei InGeneron( a Z2 hl ung 20 .Die Tabel
Ergebnisse sind in Taélle 2.2 zusammengefasst

Tabelle 2.2: Zelleigenschaften der in der vorliegenderArbeit verwendeten allogenen stromalen
vaskularen Fraktion.

KanincheANummer(Spenderon

allogenen ADRQs 6379 6380 6390 6392
Gewicht des Gewebes [g] 9,21 9,96 11,29 10,39
Lebende ZellenZzahlung x107/ml] 1,69 3,41 6,09 578
Lebende Zellerahlung2 [x10/ml] 2,28 3,02 5,32 458
Lebende Zellemurchschnit{x10/ml] 1,99 3,21 571 5,18
Abgestorbene ZelleZahlung x10/ml] 0,90 1,88 1,20 2,18
Abgestorbene ZelleZahlung2 [x1G/ml] 0,53 1,95 1,50 2,18
Abgestorbene Zelle®urchschnit{x10/ml] 0,71 1,91 1,35 2,18
Zellviabilitat [%] 96,4 94,0 97,6 95,8
Gesamtvolumen [ml] 3 3 3 3
Gesamtanzahl lebender Zellpri(7] 5,96 9,94 171 155
Lebende Zellen/fx109] 6,47 9,68 152 150
Mit den ADROsehandelte Versuchstiere T7876 T7881 T7883 T7880

Zur Injektion der allogenen ADRCswurde unter allgemeiner Anasthesie der Sehnenteildefekt

zuerst palpiert und anschliel3end unter sonografischer Kontrolle die Injektionsnadel am korrekten

Ort platziert. F¢gr die Sonografie wurde das Ger @
Chicagp, IL, USA) verwendet. Die Injektionslésung bestand aus 5x¢8llogenen ADRCsin 0,5 ml
Ringer-Laktat-Losung (B. Braun MedicalBethlehem PA, USA die Konzentration der allogenen

ADRCs betrug somit10x10° allogene ADRCsmI). Abweichend davonerhielt Versuchstier Nr.

T7881 lediglich 0,48ml mit 10x10 ° allogenen ADRG/m.

Sowohl die Generierung und Charakterisierung der allogenerADRCsals auch die Injektion
derselben wurdein den Labors der Colorado State University (Fort Collins, CO, USApurch
Kolleginnen vor Ortdurchgefihrt.

27|Seite



Material & Methoden

Injektion von Ringer-Lactat-Losung in der RLLGruppe

Anstelle derallogenen ADRCserhielten die Kaninchen in der RLEGruppe eine einzige Injektion

von 0,5 ml RingerLaktatldsung. Dies fand unter den gleichen Bedingungen und am gleichen Ort
wie die Injektion bei den Kaninchen in der allogeneADRCsGruppe statt (7 Tage postoperativ;

ultraschallgestitzt).

Durchfiuhrung von Magnetresonanztomographie

Zur genaueren Beurteilung desHeilungsverlaufs wurde eine Woche postoperativ direkt vor der

Injektion der allogenen ADRCsbzw. der RingefrLactat-Losung (bereits in Allgemeinanasthesi¢

bei den Kaninchen dieser beiden Versuchsgruppeeine Magnetresonanztomographie(MRT)der

operierten Gliedmal3e in Ruckenlage durchgefuhrt. Dazu wurde ein Magnetresonanztomograph

der Art a3T MAGNETOM Skyr ao (isdee baborsder Cobradoange n,
State University (Fort Collins, CO, USA)von den Kolleginnen vor Ort verwendet. Die
entspredhenden Gerateeinstellungen finden sich in Tabell®.3 (allgemeine Einstellungen) und

Tabelle 2.4 (Versuchstiesspezifische Einstellungen)

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

Einstellungen PD TSE sag PDW TSEtra 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 (@) 682 (©
ETL 7 k-space 7 k-space 3 k-space 14 kspace

Tabelle 2.4: Individuelle Einstellungen des 3T MAGNETOM Skyra (Siemens), Woche 1, vor
Injektion. (a) Individuelle Timeof-repetition in der transversalen PDWTSESequenz.
(b) Individuelle Time-of-echo in derT2-TSESequenz. (c) Individuelle Timef-repetition in der T2-
TSESequenz. Alle gezeigten Daten in [ms].

VersuchstieNr. 7885 7882 7887 7878 7880 7883 7881 7876

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

In der 13. Versuchswoche wurde direkt vor Euthanasie deKaninchen eine erneute
Magnetresonanztomographie zur Beurteilung des Heilungsverlaufs durchgefiihrt. Die
Durchfihrung dieser Magnetresonanztomographie erfolgte auf dieselbe Weise wie bei der
Magnetresonanztomographie in der ersten postoperativen Woche, also in Allgemeinanésthesie
und Ruckenlagemit einem 3T MAGNETOM Skyr&erat (Siemens)in den Laborsder Colorado
State University (Fort Collins, CO, USAXurch die Kolleginnen vor Ort Die entsprechende
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Gerateeinstellungen finden sichin Tabelle 25 (allgemeine Einstellungen) und Tabelle &
(individuelle Einstellungen)

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

Einstellungen PD TSE sag PDW TSEtra T1W 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] @ (b) 13 (e)
Repetition timgTR) [ms] 2500 (© (d) Q)
ETL 7 kspace 7 k-space 3 k-space 14 kspace
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 PDTSESequenz. (b) Individuelle Time
of-echo in der transversalen PDWTSESequenz. (¢) ) Individuelle Timef-repetition in der
transversalen PDWTSESequenz. (d) Individuelle Timeof-repetition in der transversalen T1W
Sequenz. (e) Individuelle Timef-echo in der T2TSESequenz. (f) Individuelle Timeof-repetition

in der T2-TSESequenz.

VersuchstieNr. 7885 7882 7887 7878 7880 7883 7881 7876

(@) 44 44 44 43 44 44 44 39
(b) 26 26 26 26 26 26 26 31
(© 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
0} 5340 5340 5340 5340 5340 5340 5340 6040

Die Analyse der MRTFSchnittbilder erfolgte durch einen Facharztfiir Radiologie, den Autor der
vorliegenden Arbeit sowie den Berichterstatter der vorliegenden Arbeit.

Der Facharztfir Radiologie fiihrte eine quantitative Analyse derMRT-Schnittbilder durch. Diese

Analyse umfasste eine Bestimmung der Intensitatswerten den folgenden Bereichen der

transversalen PDTSEMRTSchnittbilder (in Abb. 2.3a ist die Ho6he der jeweiligen

Transversalschnitte in der Sagittalebene dargestellt):

I an der proximalen Lasionsseite des Sehnendefeki{d.h. an dendeshiszierten Enden der
Sehnen derMm. gastrocnemii medialis und lateralis)(vgl. Abb2.3: Position 1)

1 anderdistalenLéasionsseite des Sehnendefekts (d.h. &tumpf derCalcaneussehng(vgl. Abb
2.3: Position 2) sowie

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

Position 1

Position 2

Abbildung 2.3: Positionen der untersuchtertransversalen MRTQuerschnitte im sagittalen MRF
Schnitt. (a) Position der untersuchten Transversalschnitte in der Sagittalebene. (b) Transversale
3.0 T PBTSE MRFAufnahme an Position 3 (Nummerierung deutet auf den jeweiligen Muskel):
1) M. extensor digibrum 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. Versuchswochewurde vor der Euthanasie der Kaninchen eine Messung des
Bewegungsausmalfes der hinteren Gliedmaf3en in allgemeiner Anasthesikirchgefithrt. Dazu
wurde mittels eines Goniometers die passive Plantarflexigmlie passiveDorsalextension sowie der
Ruhewinkel des Sprunggelenks an beiden Hinterbeinegemessen(jede Messung wurde drei Mal
wiederholt). Die Messungen erfolgten mitder Neutral-Null-Methode (vgl (101)), bei der sich die
Langsachse des Fules im rechten Winkel zur Langsachse des Schienbeins in deBtéflung
befindet. AnschlieBend wurde ein Durchschnittswert aus den jeweils drei ermittelten Werten
gebildet. Die Beweglichkeitsprifung wurde an der Coloraal State University (Fort Collins, CO,
USA)durch die Kolleglnnen vor Ort durchgefuhrt

Bestimmung von hdamatologischen und klinisch-chemischen Laborwerten

Den Kaninchen wurde zwischen der Beweglichkeitsprifung und der Euthanasie in
Allgemeinanésthesie eine Blutprobe entnommen (mindestens zwei Milliliter Vollblut und
Blutserum). Von dem entnommenen Blut wurde ein Differentialblutbild angefertigt. Dartber
hinaus wurden diefolgende 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 (Verhaltnis), Catium (mg/dl),
Phosphat(mg/dl), Alkalische Phosphatase (IU/L), ALT (IU/L), AST (IU/L), Gamn@l (IU/L),
Natrium (mEQ/L), Kalium (mEQ/L), Chlorid (mEQ/L), Bicarbonat / HCO3 (mEQI/L), Anionenliicke
(mmol/L) und Osmolalitat (mOsm/Kg).

Euthanasie der Versuchstiere

Nach der in Allgemeinanasthesie durchgefihrten Magnetresonanztomografie der
Beweglichkeitsprifung und der Blutentnahmeerfolgte die Euthanasie derKaninchenin der 13.
Versuchswoche. Um eine humane Euthanasie zu gewahrleisten, wurden die Kaninchen nach den
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Richtlinien der American Veterinary Medical Associatioreuthanasiert Dies geschahdurch die
Kolleginnen an der Colorado State Univesity (Fort Collins, CO, USA) durch eine todliche,
intravenose Injektion einer Uberdosis NatriuraPhenobarbital (88mg/kg Korpergewicht Dechra
Veterinary Productg.

2.1.3 Histologie und stereologische Untersuchung

Anfertigung der histologischen Schnitte

Um das zu untersuchende Gewebe der rechten Hinterbeine d&aninchen moglichst schonend
zu behandeln, wurden Muskeln, Sehnen und Knochen zunéchst in inrer Gesamtheit entnommen.
Di eses s o gVerfatirdd niente Idazw, 6ine mdgliche Verzerrung der Studienergebnisse
aufgrund von Artefakten durch postmortale Beschadigungemes Gewebes zu vermeiden.

Nach der Gewebeentnahme wurden die gemeinsamenCalcaneussehna vorsichtig vom
restlichen Gewebe getrennt und mit 10% neutral gepuffertem Formaldehyd fixiertAnschlieRend
wurden ca. 3 cm lange Gewebebldcke aus den fixierten Sehnen herausprépariert, in deren Mitte
sich jeweils die Stelle der Injektion befand. Diese Gewebeblocke wurdenr zueiteren Fixierung
erneut in 10% neutral gepuffertes Formaldehyd eingelegt, bis die Fixierung abgeschlossen war.

Zur Anfertigung von Serienschnitten entlang der Langsachse der Sehnen wurden die fixierten
Gewebeblécke in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden 5 pm dicke Serienschnitte
angefertigt, von denen pro Kaninchen je ein Schnitt mit Azan, Safranin O / Fast Green bzw.
PicrosiriusRot gefarbt wurde. Die histologische Aufarbeitung des Gewebesjnschliellich der
Anfertigung und Farbung der Schnitte, erfolgte in den Labors der Colorado Staténiversity (Fort
Coallins, CO, USA) durch die Kolleglnnen vor OrAnschielR3end erfolgte der Versand der Schnitte
an den Lehrstuhl fir Anatomie Il der LMUMUnchen.

Im Labor des Lehrstuhls fir Anatomie Il der LMU Miinchen wurde jeweils ein weiterer Schnitt
pro Kaninchen mit einer routinemafiigen Hamatoxylin-EosinFarbung gefarbt. Diese Schnitte
wurden bei der stereologischen Analyse verwendet.

Analyse der histologischen Schnitte

In einem ersten Schritt wurden die angefertigten Schnitte auf Integritat und Vollstandigkeit
uberpruft. AnschlieRend wurden die Sehnenpréparate in Hinblick auf ihre morphologischen
Eigenschaften begutachtet. Dies hatte zum Ziel, den Heilungsprozess nach dm induzierten
Sehnendefekt bei den Kaninchen in den beiden Versuchsgruppen (allogene-ADRCsGruppe
und RLL-Gruppe) zu evaluieren, sowie Unterschiede zwischen diesen zu detektieren. Dazu
wurde insbesondere die Anordnung, Anfarbung und Konfiguration neu gebil deter
Kollagenfasern in der Umgebung der L&sionsstelle betrachtet, welche essenziell fiur die
biomechanischen Eigenschaften des neu gebildetenBindegewebes sind (L02). 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 vieen Monaten ein
Unterschied zum urspringlichen Gewebe verbleibt. Konkret erscheinen die Kolagenfasern im
Vergleich zur urspringlichen 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 bezlglich der Vaskularisation zwischen gesundem
Sehnengewebe und neu entstandenem Sehnengewebe nach einer Lasion. Wahrend im
histologischen Schnitt von gesundem Sehnengewebe so gut wie keine Blutgefalle oder
Kapillaren erscheinen, bleiben auch nach mehreren Wochen im Heilungsverlauf Kapillaren und
Geféal3e sichibar (104). Die Morphologie der zellularen Anteile im Sehnengewebe hingegen ist
recht heterogen und zudem abh&ngig 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 (L05). 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 (L04).

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 Blutgefaf3en
eingenommen wurde. Diese Analysemethode stellt ein Standardverfahen stereologischer
Untersuchungen dar (106). Bei diesem Verfahrenwurdez uer st ®innefarn edgier est o
innerhalb des histologischen Schnittes definiert, welche quantitativ analysiert werden solte.
Anschliessendwurde ein Gitternetz mit festen Abstanden zwischen den Kreuzungspunkten der
Gitternetzlinien in X- und Y-Richtung zuféllig auf die ROI aufgelegt. Der Abstand zwischen den
Gitternetzlinien wurde so gewahlt, dass eine mdglichst hohe Anzahl von Kreuzungspunkten der
Gitternetzlinien auf der ROI zu liegen kam. Schlie3lich wurde fir jeden Kreuzungspunkt der
Gitternetzlinien ermittelt, Gber welcher mikroskopischen Struktur der Kreuzungspunkt lag (in
der vorliegenden Arbeit Zellen, extrazellulare Matrix Blutgefald oder Gewebeartefakte). Die
Verteilung der Anzahl der Kreuzungspunkte der Gitternetzlinien Uber den entsprechenden
mikroskopischen Strukturen entsprach dann dem relativen Anteil der jeweiligen
mikroskopischen Struktur am untersuchten Gewebe.

In diesem Versuch bestand die technische Ausstattung fur 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 Steweng (MAC 6000 XY; Ludl Electronics,
Hawthorne, NY, USA) und einem FokusEncoder (MT 1271; Heidenhain, Traunreut,
Deutschland) ausgestattet. Das Setup der Hardware vervollstindigte eine CCB
Farbvideokamera (1.600 x 1.200 Pixel; MBF Bioscience) zur zeitgbdien 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 fur Windows; MBF Biosience) konnten nun die folgenden
Analyseschritte durchgeftihrt werden.

Zunéachst 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 mdglichst gro3en Flachenanteil des
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Gesamtpraparats begutachten zu kodnnen. AnschlieBend wurde die ROI, welche die
Reparaturvorgange der Sehne nach der induzierten Lasion zeigte, gro3zligig abgegrenzt (sog.
aTracingo i n der Stereo Il nv e s tvgl.ghkbb. ). Diesef t war e
Sehnenbereich unterschied sich insofern vom intakten Sehnengewebe, dass hier einerseits die
Anordnung der Kollagenfasern in der Extrazellularmatrix nicht gleichmaf3ig unidirektional und
parallel verlief, sondern multidirektional und ungeordnet vorla g. Zudem machten die
rundlichen Tenoblasten den groRten Anteil von allen vorliegenden Zellen aus, welche bei
tendindsen Heilungs- und Reparaturvorgangen vorwiegend aktiviert werden. Im gesunden,
reifen Sehnengewebe fanden sich hingegen spindelformige 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 ("Tracinf)) eines quantitativ zu untersuchenden
Sehnenareals. Beachtenswert hier ist zudem das Erscheinungsbild des neu gebildeten
Bindegewebeswahrend im Bereich innerhalb dergelben Abgrenzungslinie das Gewebémarkiert
durch ein Kreuz) unstrukturiert und mit hohem zellularem Anteil erscheint, zeigt das altere,
gesunde Sehnengewebémit Sternen markiert) im oberen und unteren Bildbereich eine ganzlich
unterschiedliche  morphologische Erscheinung. Hier sind die Kofianfasern der
Extrazellularmatrix parallel ausgerichtet; die Zellen verfligen tiber eine langliche Spindelform und
sind zudem in geringerer Anzahl vorhanden.

Nach der Abgrenzung der ROI wurde mithilfe der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience)

ein digitales Punktz2hlraster (sog. aufrojizidd; ober
(vgl. Abb. 2.5). Die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) unterstitzt verschiedene
Maoglichkeiten, die Anzahl der Kreuzungspunkte der Gitternetzlinien, die Uber der ROI zu liegen

kommen, zu bestimmen. In diesem Versuch wurde fir 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 GroRRe der jeweiligen ROI.

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

Die Einstellung auf 500 Kreuzungspunkte pro ROI bedeutet nicht, dass bei der konkreten
Analyse auch immer genau 500 Kreuzungspunkte auf der ROI zu liegen kamen. Vielmehr
bedeutet dieser Wert, dass im statistischen Mittel 500 Kreuzungspunkte auf der ROI zuliegen
kommen wirden, wenn das Zahlgitter unendlich oft jeweils zuféllig auf die ROI aufgelegt
wirde. Die genauen Anzahlen von in diesem Versuch untersuchten Kreuzungspunkten lagen
zwischen 481 KaninchenT7878) und 505 Kaninchen T7880).

Im Anschluss an die Erstellung des Punktzahlrasters und der Bestimmung der Referenzpunkte

wurde nun die Lage der Referenzpunkte tber den vorliegenden Gewebearten analysiert. Dafur

wurden zuerst vier Kategorien definiert, Uber denen die Referenzpunkte liegen konnten:
Extrazellularmatrix, Bindegewebszellen, Gef&Cstr
keine Zuordnung zu einer der anderen drei Kategorien getroffen werden konnte. Danach wurde

auf das 20x Objektiv gewechselt, um die Lage der Referenzunkte exakt darstellen zu kénnen.

Aufgrund der oft sehr ungenauen Ubergange zwischen den einzelnen Gewebetypen wurde

dem Referenzpunkt immer das Gewebe zugeordnet, welches unter der rechten oberen Ecke

des Referenzquadrats erkennbarwar (Abb. 2.6 6 2.8). Zudem wurde bei Unsicherheiten
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beziglich der genauen Lage des Referenzpunktes im Gewebe die VergroRerung autlas 40x
Objektiv umgestellt, damit die Strukturen besser beurteilt werden konnten.

Abbildung 2.6: Erstes Beispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus derin Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigiit

der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzahlraster ausgewahlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem Abbildungsmalistab (40 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) Uber der extrazellularen Matrix, und der Rerenzpunkt wurde der
Kategorie aExtrazellularmatrixd zugeordnet .
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Abbildung 2.7: ZweitesBeispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt ist ein Ausschnitt ausder in Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigtit

der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzahlraster ausgewahlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem AbbildungsmaRstab4(0x 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) Gber einer zellularen Struktur, und der Refenzpunkt wurde der Kategorie
aBi ndege we bzsuzgeelolrednn e t .
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Abbildung 2.8: Drittes Beispiel der stereologischen Analyse der untersuchten Gewebeschnitte.
Gezeigt ist ein Ausschnitt ausder in Abbildung 2.4 gezeigten Region des neu gebildeten
Bindegewebes (in Abbildung 2.4 durch ein Kreuz markiert), der wie in Abbildung 2.5 gezeigtit

der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) durch ein Punktzéhlraster ausgewdahlt wurde.
Der Ausschnitt wurde bei hohem AbbildungsmalR3stab (49 Objektiv) analysiert; dabei wurde
durch die Stereo Investigator Software (MBF Biosciezjcin der Bildmitte ein Referenzquadrat
erzeugt. In diesem Ausschnitt befand sich die rechte obere Ecke des Referenzquadrates (markiert
durch den gelben Pfeil) Uber einer Gefal3struktur, und der Referenzpunkt wurde der Kategorie
dGefalRstruktured zugeor dnet .

Wahrend der gesamten quantitativen Analysewar 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.

2.14 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen erfolgten durch den Autor der vorliegenden Arbeit.

Fur 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 Hinteraufs 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-ADRCsGruppe, 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 allogeneADRCsGruppe, der RLEGruppe 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 Verglech
"allogene-ADRCsGruppe vs. RLEGruppe".

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

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 fiWindows;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefihrt.

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, Goéttingen, Deutschland), einem 1& Plan-Apochromat-Objektiv (Zeiss),
einem computergesteuerten Schritt mEambridgeyldt em ( 4 :
einem Fokus Encoder (Heidenhain, Traunreut, Deutschland) und einer digitalen Farbkamera
(AxioCam MRc; 2/3" CCDBSensor, 1388 x 1040 Pixel; Zeiss) bestand. Die diware 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 Greengefarbten Schnitt von Tier T7878)
erstellt. Die Teilaufnahmen wurden im Virtual Slide-Modul der Stereo Investigator-Software
(MBF Bioscience)zu Gesamtmontagen der Schnitte zusammengesetzt. Fir 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 3.15wurden mit einem Zeiss Axiophot-Mikroskop (ausgestattet mit

einer Axiocam HReDigitalkamera; 2/3"-CCD Sensor, 1388 x 1040 Pixel; Zeiss) aufgenommen
das durch die Software Zeiss Axiovision SE64 (Rel. 4.9.1 SPg@gsteuert wurde. Die Aufnahmen

wurden mit Zeiss Plan-Neofluar Objektiven 2,5% (NA = 0,075), 5% (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 3.13unter Verwendung

polarisierten Lichts (und im SchwarzWeil-Modus der Digitalkamera) erstellt wurden. Die

Beleuchtungseinstellungen wurden mithilfe der automatischen Messfunktion der Axiovision-

Software (Zeisg 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 II: 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) durchgefuhrt 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

Eswurden 32 weibliche, skelettreife Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus) verwendet, die etwa
11-15 Monate alt waren und ein Korpergewicht von etwa 46 Kilogramm aufwiesen. Die im
Versuch verwendeten Tiere waren zuvor fur keine vorherigen / anderen Versuche verwendet
worden. Voraussetzung fur 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 Einschrankungen aufwies, die deWersuchsablauf oder das Ziel
beeintrachtigen konnten. Vor Studienbeginn wurden alle Tiere von einem Tierarzt der Colorado
State University (Fort Collins, CO, USA) auf ihre physische Eignung uberprift. Die Kaninchen
wurden in den Tierhaltungseinrichtungen der Colorado State University untergebracht, im
gleichen Gebaude 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 insgesamt32 Kaninchennach dem Zufallsprinzip in folgende
vier Versuchsgruppeneingeteilt (vgl. Abb. 29):

Gruppe | (n=4):

1 Gewinnung von Fettgewebe und Isolierung von ADRCsmit dem Transpose Ultra System
(InGeneron)

1 Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung einesdurchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten GastrocnemiusSehne

9 Injektion der zuvor isolierten autologen ADRG an den Sehnendefektund das umgebende
Gewebe

1 Euthanasie ca. vier Wochen (+#vier Tage) nachdem Eingriff

1 Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe Il (n=4):
I Wie Versuchsgruppe |, aber
1 Euthanasie cazwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff
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Gruppe Il (n=4):

I Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung eines durchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten GastrocnemiusSehne

1 Injektion von Ringer-Laktat-Lésung (RLD an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe

1 Euthanasie ca. vier Wochen (+£vier Tage) nach Eingriff

I Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe IV (n=4):
1 Wie Versuchsgruppe lll, aber
1 Euthanasie cazwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff

Gruppe V (n=8):

I Gewinnung von Fettgewebe und Isolierung von autologen ADRCs mit demTranspose Ultra
System (InGeneron)

I Erzeugung eines Sehnendefektmodells mittels Stanzung einesdurchgehenden Lochs
(Durchmesser 3 mm) in die Mittelsubstanz der rechten GastrocnemiusSehne

9 Injektion der zuvor isolierten autologen ADRCsan den Sehnendefektund das umgebende
Gewebe

1 Euthanasie cazwolf Wochen (+/-vier Tage) nach dem Eingriff

9 Durchfihrung einer nicht-destruktiven biomechanischen Analyse beider gemeinsamer
Calcaneussehna (rechts / links)

1 Anfertigung histologisch und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte der
gemeinsamen Calcaneussehne

Gruppe VI (n=8):

1 Wie Versuchsgruppe V, aber

1 Keine Gewinnung von Fettgewebe und keinelsolierung von ADRCs; stattdessen

1 Injektion von Ringer-Laktat-Lésung (RLD an den Sehnendefekt und das umgebende
Gewebe
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Startpunkt

Gruppe
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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, zwolfte Woche des
Versuchs; FGewinnung von Fettgewebe undsolierungvon autologen ADRCsmit dem Transpose
Ultra System(InGeneron) OP, operative Erzeugung eines Sehnendefekts; ST, Injektion der zuvor
isolierten autologen ADRGs; RL, Injektion von RingeiLaktat-Lésung; E, Euthanasie; Hynfertigung
histologisch  und immunhistochemisch aufgearbeiteter Schnitte de gemeinsamen
Calcaneussehne B, nicht-destruktive biomechanische Analyse der gemeinsamen
Calcaneussehne.

Die an der Durchfihrung der Studie beteiligten Personen wurden nicht verblindet. Jedes
Kaninchenerhielt eine individuelle Nummer, mit welcher das Tier in eine der Gruppen eingeteilt
wurde (vgl. Tabelle2.7).

Tabelle 2. 7: Einteilung der Kaninchen in die Gruppen4VI von Versuch II.

Gruppe | Gruppe Il Gruppe I Gruppe IV Gruppe V. Gruppe VI
U5092 U0296 U0358 U0311 V0019 U9094
U0310 u0374 u0347 u0298 V1039 V0001
u0381 U6100 u0289 U4536 V1040 V0023
U5480 U5079 u5067 u0318 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 Forschungsgruppedurchgefihrt.

Anasthesie

Fur die Gewinnungvon Fettgewebe (Gruppa |, 1l und V) und die Erzeugung de®xperimentelien
Sehnendefektserhielten die Kaninchen eine Allgemeinanasthesie Die Kaninchen der Gruppe I,

I und V wurden fir die Fettgewebsentnahme in sternaler Liegeposition auf dem Operationstisch
platziert, wahrend sie fur die Stanzung eines Lochs in der Sehne des rechtenddstrocnemius in
linksseitiger Riickenlage fixiert wurden. Wahrend des gesamten Prozesses der Fettgewinnung und
der Operation wurde die Allgemeinanasthesie kontinuierlich Uberwacht, einschlie3lich
Messungen der Herz und Atemfrequenz, Sauerstoffsattigung, C@Exhalation, Reflexstatus und
EKGADleitungen alle funf Minuten. Wie bei Versuch | umfasste ds Anasthesieprotokoll
préaoperativ subkutane Injektionen von Buprenorphin (0,03 mg/kg Kdrpergewicht; Par
Pharmaceutical), Glycopyrrolat (0,005 mg/kg Kérpergewicht Somerset Therapeutics Ketamin
(25 mg/kg Korpergewicht; Dechra Veterinary Producty und Dexmedetomidin (0,02 mg/kg
Korpergewicht; Dechra Veterinary Producty. Die Allgemeinandsthesie wurde durch
kontinuierliche Inhalation von Isofluran (1-5%; VetOne) wahrend des Operationszeitraums
aufrechterhalten.

Gewinnung der autologen ADRCs

Um autologe ADRCszu gewinnen, wurde zunachst 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. Gemafi
friherer Beschreibungen in der Literatur(107) wurden nach einem etwa zwei Zentimeter langen
Hautschnitt Gewebestlicke aus dem interskapularen Fettdepot sorgféltig entfernt, wobei im
Durchschnitt 21,1 £+ 53 Gramm Fettgewebe (Mittelwert + Stardardabweichung) gewonnen
wurden (Median21,5 Gramm; Bereich 11,6-30,5 Gramm). Das gewonnene Fettgewebe wurde in
einem sterilen Behalter aufbewahrt und sofort weiterverarbeitet. Der Hautschnitt wurde minicht
resorbierbarem Nylon-Nahtmaterial verschlossen. Das gewonnene Gewebe wurde unter sterilen
Bedingungen wie in Versuch | beschrieben mit dem Transpose RT / Matrase System (InGeneron)
prozessiertund die gewonnenen ADRCs charakterisiertDurchschnittlich wurden 14,5x10° +
7,1x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe (Mittelwert + Standardabweichung) gewonnen (Median
13,2x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe Bereich 3,6x10°-22,3x10° Zellen pro Gramm
Fettgewebg, wobei die durchschnittliche Zelllebensfahigkeit bei 86% + 5,4% (Median 8,1;
Bereich 5,0%-89,9%) und die durchschnittliche Lebendzellenausbeute beil,8x10° + 5,3x10°
Zellen pro Gramm Fettgewebe (Median10,8x10° Zellen pro Gramm Fettgewebe Bereich
3,6x10°-22,3x10° Zellen pro Gramm Fettgewebg 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 gekennzeichné und separat verarbeitet.
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Erzeugung einesexperimentell induzierten Sehnenteildefekts und Injektion der
autologen ADRCs

Das rechte Hinterbein derKaninchenwurde rasiert und dann abwechselnd mit Povidonlod und
Alkohol gereinigt, um aseptische Bedingungen flir den folgenden Eingriff zu gewahrleisten. Das
linke Hinterbein blieb unberthrt, um die anatomischen Strukturen dieser Kérperseite intakt zu
lassen. AnshlieRend wurde ein steriles Tuch mit einer runden Offnung Giber dem Bereich platziert.
Ein Hautschnitt von etwa 13 Zentimetern Lange wurde durchgefuhrt, um Zugang zur
gemeinsamen Calcaneussehnezu erhalten. Zunachst wurde das Peritendineum von der Sehne
entfernt, dann wurde die Gastrocnemiussehne vom M. flexor digitorum superficialis getrenntgl.
(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 iniel
Mittelsubstanz der Gastrocnemiussehne gestanzt wurdevdl. (100); Abb. 2.10). Das restliche
Peritendineum wurde teilweise mit resorbierbarem 40-Monofilament-Nahtmaterial (Biosyn;
Medtronics) verschlossen. In die neu geschaffene Defektregion und das angrenzende
Sehnengewebe wurderbei den Kaninchen in den Gruppenl, 1l und V im Mittel 28,3x10° +
11,6x10° autologe ADRCs in 0,5mL RingerLactat-Losung injiziert (Median 27,5x10° autologe
ADRCs Bereich 10,9x10°%-58,5x10°® autologe ADRCs in 0,5 mLRingerLactat-Losung. Den
Kaninchen in den Gruppen IlI, IV und VI wurde lediglich 0,5 mL RingerLactat-Losung ohne
Zusatze an die gleiche Slle injiziert. Danach wurde das restliche Peritendineum, das noch offen
war, routinemalfig mit nicht resorbierbarem monofilem Nylonfaden (Covidien) vernaht. Die
postoperative Schmerzbehandlung umfasste Buprenorphin (0,03 mg/kdorpergewicht; Par
Pharmaceutical) als subkutane Injektion alle 12 und 24 Stunden nach der Operation sowie
Meloxicam (1 mg/kg Koérpergewicht;VetOne) einmal taglich Uber sieben Tage.
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3 4|

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 Kanincheiin den Gruppen! und llI
euthanasiert, wahrend dieKaninchenin den Gruppenll, IV, V und VIweitere acht Wochen spéter,
also zwolf Wochen (+-~ vier Tage) nach dem Eingriff, euthanasiert wurden. Die Euthanasie
erfolgte gemal den Richtlinien der American Veterinary Medical Association (AVMA9n der
Colorado State University (Fort Collins, CO, USAurch dort ansassige KolleglnnenZur Sedierung
erhielten die Versuchstiere Ketamin (530 mg/kg Koérpergewicht;Dechra Veterinary Product$und
Dexamedetomidin (0,050,125 mg/kg Korpergewicht; Dechra Veterinary Product$ oder Xylazin
(5 mg/kg Korpergewicht;VetOne). AnschlieRend wurden sie mit 45% Isofluran (VetOne) inhalativ
betaubt, bis ein AnasthesieNiveau vergleichbar mit chirurgischen Eingriffen erreicht wurde. Die
Anasthesie wurde dannmittels 2-3%iger Isofluran-Inhalation gehalten, bis die Kaninchendurch
eine intravendse Uberdosierung von NatriumPhenobarbital (88 mg/kg Kérpergewicht; Dechra
Veterinary Product§y human euthanasiert wurden.
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2.2.3 Histologie, Immunohistochemie und Auswertung (Versuchsgruppen
I-1V)

Anfertigung der histologischen Schnitte

Im Vergleich zuVersuch 1 wurdenan der Colorado State University (Fort Collins, CO, USA) durch
die dortige Forschungsgruppe beide Hinterbeine deKaninchen post mortem en bloc entfernt
(Abb. 2.11).

Abbildung 2.11: Praparat der hinteren Gliedmalie eines Kaninchens mit Préparation der
gemeinsamen Calcaneussehne (Pfeil), in der sich der behandelte Sehnendeflefand. Die
Mafleinheit des verwendeten Lineals war Zoll.

Um die zu untersuchende Region, diggemeinsame Calcaneussehnezu isolieren, wurden die
GliedmalRen sorgféltig von Uberschissigem Muskelund Weichteilgewebe befreit, um den
Ansatzbereich der distalen gemeinsamen Calcaneussehne am Calcaneus darzustellen.
AnschlieRend wurden Sehnenproben auder gemeinsamen Calcaneussehnentnommen (Abb.
2.12).

."é: ‘;1 P d
SRL21-23
InGeneron
U0381 Right

7/15/2021

Abbildung 2.12: Vom umliegenden Gewebe abgetrenntes Stick der gemeinsamen
Calcaneussehne eines Kaninchens. Der Pfeil zeigt auf den Calcaneus. Die MalReinheit des
verwendeten Lineals war Zoll.
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Die Lange und die Querschnittsflache (cross sectional area, CSA) der Sehnenproben wurden mit
einem Messschieber bestimmt, unter Annahme einer rechteckigen Geometrie. Die Sehnenproben
wurden vollstandig in 10 % neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert. Fr g weitere Verarbeitung
und die Anfertigung von Gewebeschnitterwurde ein Gewebeblock mit etwa 3 Zentimeter Lange
um die Injektionsstelle herum prapariert.Zur Anfertigung der ca. 5 Mikrometer dicken Schnitte
wurden Standardparaffintechniken verwendet Die Schnitte wurden auf positiv geladene
Glastrager montiert, mit AzanTrichrom, Safranin O/ Fast Greenoder Picrosirius Rotgefarbt und

mit DPX-Montiermittel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgedeckt. Drei Schnitte pro
GliedmalRe wurden separiert und gefarbt; weitere Schnitte wurdehergestellt, aber nicht gefarbt,
um spater zusatzlichehistologische Farbungen undmmunhistochemischeAnalysendurchfiihren

zu kdénnen. Sowohl die gefarbten als auch die ungeféarbten Schnitte wurden zur Analyse an das
Labor des Lehrstuhls fiir Anatomie Il der LMU Minchegeschickt.

Auch von den Kaninchen in den Gruppen V und VI wurden Schnitte der gemeinsamen
Calcaneussehne angefertigt, wobei i@ Anfertigung dieser Schnitte prinzipiell genauso wie die
Anfertigung der Schnitte derKaninchenin den Gruppen I-1V erfolgte. Allerdings wurde der Tell

des Calcaneus, der der gemeinsamen Calcaneussehne anhing, vor der Einbettung des Gewebes
in Paraffin mit 5% Methansaure entkalkt; die vollstindige Entkalkung wurde radiologisch
dokumentiert.

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

Im Labor des Lehrstuhls fir Anatomie Il der LMU Miinchen wurde jeweils ein weiterer Schnitt
pro Kaninchen in den Gruppen IV mit einer routinemaligen Hamatoxylin-EosinFarbung
gefarbt. Diese Schnitte wurden bei der stereologischen Analyse verwendet.

Ablauf der Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Verfahren wurden am Lehrstuhl Anatomie Il der LMU Minchen
durchgefuihrt. 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
Antikérpern fir ProkollagenTyp |, Kollagen Typ Il und CD 163 inkubiert (die genaue
Vorgehensweise istin Tabelle 2.8 beschrieben). Die Darstellung der Antikérperbindun g erfolgte
nach Inkubation Uber Nacht mit einem sekundaren Antikorper und der Vectastain Elite ABC Kit
Peroxidase (HRP}Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Die Peroxidaseaktivitat wurde mit
Diaminobenzidin (Vector Impact DAB Chromogenl6sung; Vector Laboratories) visualisiert
anschliel3end wurden die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt. Die Spezifitdt der Reaktion
wurde an separaten Gewebeschnitten durch den Ersatz der priméren Antikdrper durch
phosphatgepufferte Kochsalzldsung tberprift (Negativkontrolle).
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Tabelle 2.8: Charakterisierung des immunohistochemische Verfahrens
2 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, 1A, UR\
P Hersteller: Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

Prokollagen |

Immunglobulinlsotyp / KlorStatus IgG1 / Mausmonoklonal

KatalogNr. / Anbieter SP1.D8 / DSHB

Demaskierung des Antigens Sieden in Citratpuffer (pH 6)

Blockierung Vector Bloxall SBOO®®, LOT ZG1216 vom Q¥pril 2021, und

normales PferdeserunBlockierldsung 2,5%-@012-50f
Verdunnungsund Inkubationsparameter 1:10, 4 °C, tber Nacht

Verwendete sekundare Antikorper Pferd-Anti-MauslgG BA200C, 1:200

KollagenTyp llI

Immunglobulinlsotyp / KlonStatus FH7AIgG1 Maus, monoklonal

KatalogNr. / Anbieter C 7805 / Sigmaldrich (St. Louis, MO, USA)
Demaskierung des Antigens Protease XIV

Blockierung Vector Bloxall SBO0®, LOT 2G1216 vom 0¥pril 2021, und

normales PferdeserurBlockierlésung 2,5%-@H12-50)
Verdunnungsund Inkubationsparameter 1:150, 4 °C, Uber Nacht

Verwendete sekundare Antikérper PferdAnti-MauslgG BA2000b, 1:200

CD163

Immunglobulinlsotyp / KlonStatus IgG1 / Mausmonoklonal

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

Blockierung 3% HOz in Methanol

Verdinnungsund Inkubationsparameter 1:400, 4 °C, Uber Nacht

Verwendete sekundar@ntikdrper PferdAnti-MauslgG BA2000, 1:200

Analyse der histologischen Schnitte

Mit dem gleichen Verfahren, dasin Versuch1 ausfuhrlich beschrieben wurde,wurde vom Autor

der vorliegenden Arbeit eine Bestimmung der relativen Mengen (Flache/Flache) von Zellen,
extrazellularer Matrix und Gefal3en m neu gebildeten Bindegewebe durchgefiihrt. Insgesamt
wurden 16 Gewebeschnitte quantitativ analysiert; die durchschnittiche Anzahl von

Referenzpunkten im Punktzahlraster betrug 500 (Spannweite, 496512).

Evaluation und Klassifikation histomorphologischer Veranderungen mittels des
Bonar Scores

Um mdgliche 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 (08),
der wursprunglich zur Analyse histologischer Verdnderungen in tendinopathischem
Sehnengewebe entwickelt worden war (109), verwendet. Die evaluierten Kategorien
Zellmorphologie, Zellularitat, Vaskularitdét 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 fiur die Kategorien Zellmorphologie, Zellularitat, Vaskularitat und
Grundsubstanz wurde mittels Lichtmikroskopie an mit Hamatoxylin und Eosin gefarbten
Gewebeschnitten im Bereich des neu gebildeten Gewebes an der rechten gemeinsamen
Calcaneussehnebestimmt, und der Bonar Score fir 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 Wochemach dem Eingriff erfolgte eine die Sehnenintegritat
erhaltende biomechanische Testundeider gemeinsamea Calcanewssehnen(rechts / links) der
Kaninchenin den Gruppen V und VI. Dazu wurden die entsprechendeHinterlaufe jeweils en bloc
entnommen und anschlieBend von Uberschiissigem Muskealind Weichteilgewebe befreit, um die
gemeinsame Calcaneusehne und die zugehodrige Behandlungsregion zu isolieren. Die
Abtrennung der Sehne mit den Resten der angrenzenden Muskulatur (lateraler Kopf déd.
gastrocnemius medialer Kopf desM. gastrocnemiusund oberflachlicher digitaler Flexor) sowie
die Abtrennung des Calcaneus erfolgte im Anschluss. Danach wurdenlie Lange und
Querschnittsflaiche der Sehnenpréaparate unter Annahme einer rechteckigen Geometrie ohne
Anwendung von die Sehnenproben verformenden Kraften mit einer Messhilfe bestimmt.

Durchfuhrung der biomechanischen Analyse

Die biomechanische Analyse erfolgte mittels einesservohydraulischen Materialprifsystems
(MiniBionix 858; MTS, Eden Prairie, MN, USA)azu wurde der Calcaneus starr in den Rahmen
des Materialpriifsystems eingespannt, so dass die physiologische Belastungsrichtuilgr
gemeinsamenCalcaneusehneaxial mit dem Stellglied des Materialprifsystems ausgerichtet war
(Abb. 2.13). Zur Fixation des proximalen Endes des Praparats wurde die Sehne in eine Klemme
eingespannt, die starr mit einem Kraftaufnehmer und dem Stellglied verbunden war. Um eine
Dehydratation der Sehnenproben zu verhindern, wurde wahrend der gesamten Analyse die
Sehnenprobea in ca. zehnminutigen Abstadnden mit physiologischer Kochsalzlosung bespriiht.
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Abbildung 2.13: Darstellung des servohydraulischen Materialtestungssystems (MiniBionix 858;
MTS, Eden Prairie, MN, USA) mit eingespanntem Sehnenpréparat zur biomechanischen Analyse.
Das gelbe Rechteck in (a) zeigt die Position des in (b) dargestellten, vergréerten Ausstts aus

(a). Abkurzungen: FT: Kraftaufnehmer (force transducer); C: Calcaneus; CCT: gemeinsame
Calcaneussehne (common calcaneus tendon); TI: Sehneninsertion (tendon insertion).

Die biomechanische Testungerfolgte in der folgenden,chronologischen Reihenfolge:

1. Zweiminutige statische Vorbelastungmit 2 Newton (N)

2. Messung der Referenzmesslange der Sehne und Aufzeichnung der Werte als Abstand zwischen
den Greifflachen des servohydraulischen Testsystems zuBestimmung der effektiven
Verschiebung in den Vorkonditionierungszyklen und denSpannungsrelaxationstest

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

4. SpannungsRelaxationsversuch mit technischer Dehnung von 5% konstant Uber eine
Relaxationszeit von 100 s und Geschwindigkeit von 5 mm / s; Zeitgleiche Erfassung déaft-
und Verschiebungsdaten.

Aus den Kraft und Verschiebungsdaten des SpannungRelaxationsversuck im
biomechanischen Testverfahren konnten die Spitzenlast (N) (die maximale Kraft wahrend des
Tests) unddie Gleichgewichtsbelastung (N) (die Kraft am Ende der 108-Relaxationsperiode)
errechnet werden. Diese physikalischen Parameter reprasentieren das mechanische Verhalten des
Sehnenproben. Aus der Normierung der berechneten physikalischen Parameter auf die
ausgemessene Querschnittsflache der Sehnenproben wurden zudem die SpitzenspangMPa)
(die maximale Spannung wahrend der Prifung), die Gleichgewichtsspannung (N) (die Spannung
am Ende der 100s-Relaxationszeit) und die prozentuale Relaxation (%) (die prozentuale Differenz
zwischen der Spitzenspannung und der Gleichgewichtsspannungrmittelt. Der Vorgang der
biomechanischen Analyse mit vorangehender Sehnenpréparation wurdan der Colorado State
University (Fort Collins, CO, USA) durch die Kolleginnen vor Ort durchgefuhrt
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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 Untersuchingen 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 RingeiLaktat-Losung" 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 RingefLaktat-Lésung" an W4 und an W12 (es gibt keinnicht-
parametrisches Pendant zur zweifaktorieller Varianzanalyse, und die zweifaktorieller
Varianzanalyse waére 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 Hinterl&ufe der Kaninchen
in den in Abbildung 2.9 erlauterten Gruppen 5 und 6). Weiterhin wurde fir alle untersuchten
Parameter und alle untersuchten Gruppen mittels Korrelationsanalyse und linearer
Regressionsanalysegetestet, ob es statistisch signifikante Zusammenhange zwischen den
untersuchten Parametern und der Querschnittsflache der untersuchten Sehnen gab. Schlief3lich
wurde ebenfalls mittels Korrelationsanalyse getestet, ob es nach Behandlung mit autologen
ADRCs statistisch signifikante Zusammenhéange zwische 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 (Version10.2.1 fir Windows;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt.

2.2.6 Mikrofotografie der histologischen Schnitte

Alle mikrofotografischen Aufnahmen wurden mit denselben Verfahren und unter Verwendung
derselben technischen Ausristung wie in Versuch | beschrieben erstellt. Die Bilder in den
Abbildungen 3.17 bis 3.20 und 3.25 bis 3.27 entstanden durch virtuelle Mikroskapie, wie bereits
in Versuch | beschrieben, wobei die Dateigréf3en 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 HReDigitalkamera an einem Zeiss AxiophotMikroskop sowohl im Durchlicht- als
auch im Polarisationsmodus erstellt (vgl. Versuch [). 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 ©rel 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 diefolgenden Abkirzungen verwendet:

1 W21: Eine Woche nach vollstandiger Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne
T W13: 13 Wochen nach vollstandiger Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm.
gastrocnemii medialis und lateralis auf mittlerer Hohe der gemeinsamen Calcaneussehne.

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

1 DI/S: vollstdndige Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis auf mittlerer HoOhe der gemeinsamen Calcaneussehne, gefolgt von
Scheinbehandlung mit Injektion von Ringer-Laktat-Losung

1 @D/ @B/@S: keine Durchtrennung der Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis; weder Behandlung noch Scheinbehandlung.

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

3.12 Ergebnisse derBeweglichkeitsmessungen und derlabormedizinischen
Untersuchungen

Sowohl die Kaninchen in der allogenen-ADRCsGruppe als auch die Kaninchen inder RLIL:

Gruppe zeigten an W13 vor der Euthanasie, aber bereits in Narkose, eian statistisch signifikant

groReren 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).

Dartber hinaus zeigten die Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe an W13 vor der
Euthanasie, aber bereits in Narkose, einestatistisch signifikant groRere mittlere passive
Plantarflexion des rechten Sprunggelenks (D/B) im Vergleich zumjeweils linken Sprunggelenk
(9D/2BIDS) (Abbildung 3.1b,f und Tabelle 3.1).

Fur 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 Hinterlaufen gefunden (Abbildung 3.1c,d,g,h
und Tabelle 3.1).

Die Ergebnisse derlabormedizinischen 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 erlautert) fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen von Kaninchen.
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Abbildung 3.1: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelleWerte des passiven
Bewegungsumfangs (a), der passiven Plantarflexion (b), der passiven Dorsalextension (c) und des
Ruhewinkels des Sprunggelenks (d) (gemafR der Neutrdlull-Methode (z.B. 110)) der jeweils
rechten und linken Hinterlaufe der Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (griine Punkte), der
RLLGruppe (rote Punkte) und der Kontrollgruppe (schwarze Punkteggn W13, sowie die 95 %
Konfidenzintervalle der Differenz zwischen den jeweiligen Mittelwerten ¢). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den jeweils rechten und linkeHinterlaufe sind durch grine

Pfeile markiert.
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Tabelle 3.1: P-Werte der statistischen Analyseder in Abbildung 3.1 gezeigten Ergebnisse der
Beweglichkeitsmessungen an W13P-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Pzweifaktorie"er Varianzanalyse Behandlung Selte Behandlung X Selte Sub]ekt

PassiveBewegungsumfang

0,765 <0,001 0,002 <0,001
des Sprunggelenks
PassivéPlantarflexiordes 0,754 0,002 0,032 0,009
Sprunggelenks
PassivéDorsalextensionles 0,658 0973 0,664 <0001
Sprunggelenks
Ruhewinketies 0,674 0,424 0,494 0,013
Sprunggelenks
. allogene
Ponferronikorrigierte posthoc Tes{rechts vs. links) ADR Ci’;puppe RLEGruppe Kontrollgruppe
PassiveBewegungsumfang des Sprunggelenks <0001 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
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Tabelle 3. 2: Ergebnisse der labormedizinischen Untersuchungen der Blutproben, die an W13
vor der Euthanasie, aber bereits in Narkose, entnommen wurden. Die-Werte repréasentieren
die Ergebnisse deeinfaktorielle Varianzanalyse. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen von Kaninchensind fett gedruckt.

& p=0.034 beim Vergleich der allogene ADRCsGruppe mit der Kontrollgruppe
b p=0.039 beim Vergleich der allogene ADRCsGruppe mit der Kontrollgruppe
¢ p=0.035 beim Vergleich der allogeneADRCsGruppe mit der Kontrollgruppe
4 p=0,032 beim Vergleich der RLLGruppe mit der Kontrollgruppe

Parameter allogeneADRCs5ruppe RLEGruppe 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 41 13,8 n=1 0,361
Hamatokrit (%) 37,8 2,1 315 10,6 40 n=1 0,267
Erythrozyten (10/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/dI) 35 0 34,5 0,7 34 n=1 0,178
Thrombozyten (18ul) 437,8 164,6 168,5 2143 325 n=1 0,156
Mittl. Thrombozytenvolumen (fl) 7,8 0,7 14,3 8 7,2 n=1 0,136
Kernhaltige Zellen (BQIL) 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 (%) 53 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 (16/uL) 0,8 0,3 0,5 0,5 1 n=1 0,31

Lymphozyten (18uL) 1,8 0,3 15 15 19 n=1 0,633
Monozyten (16/ulL) 0 0 0,1 0,1 0 n=1 0,178
Eosinophile (18uL) 0,1 0 0,2 0,1 0,1 n=1 0,178
Basophile (18uL) 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 n=1 0471
LUC (18uL) 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-HarnstoffStickstoff (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
Gesamteiweil3 (G/dI) 53 0,2 51 0,3 4,8 0,3 0,03&
Albumin (G/dI) 3,8 0,1 3,7 0,3 34 0,2 0,039
Globulin (G/dl) 15 0,1 1.4 0,2 14 0,1 0,494
AlbuminGlobulinVerhaltnis 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 57 0,3 6,1 0,8 0,03&
Alkalische Phosphatase (IU/L) 53,8 9,6 80,8 20,9 68,5 4,1 0,056
ALT (IU/L) 67 17,6 45,5 9,1 47,3 18,2 0,149
AST (IU/L) 45,3 37,3 19,8 6,3 16,8 1 0,183
GGT (IU/L) 7,8 2,6 6,3 1 7,3 1 0,479
Natrium (mMEQ/L) 145,3 1,9 147 2,2 146 1,8 0,48

Kalium (mEQI/L) 4,3 0,5 4,1 0,2 4,2 0,3 0,633
Chlorid (MEQ/L) 104 2 102,7 2,5 104 21 0,657
Bicarbonat (HC§&) (mEQI/L) 25,4 1,8 29,6 2,5 276 1,1 0,034
Anionenlucke (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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3.13 Ergebnisseder Untersuchungen mittels Magnetresonanztomografie

Ergebnisseder sagittalen MRT-Aufnahmen

Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen reprasentative sagittale MRTAufnahmen der rechten
Hinterlaufe aller untersuchten Kaninchen.

An W1 zeigten die sagittalen PD-TSEMRT-Aufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S)
bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe und der RLL-Gruppe ein hyperintenses
Signal im Bereich derDehiszenz 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-ADRCsGruppe: 15,5+ 0,6; RLEGruppe: 14,0+ 0,7; pT-Test = 0,168).

An W13 war bei allen Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe 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 RLLGruppe,
aber kein Kaninchen in der allogenee ADRCsGruppe, Strukturen mit hoherer Intensitat im
hypointensen Bereich an der Position der Dehiszenz (griine Pfeile imbbildung 1m-p; die gréf3te
dieser Strukturen mit hoherer Intensitat wurde bei den Kaninchen T7885 (Abbildung 10) und
T7887 (Abbildung 1p) gefunden. Die ldentitat dieser Strukturen konnte anhand der MRT-
Aufnahmen jedoch nicht geklart werden.

Dartber hinaus zeigten die sagittalen PD-TSEMRT-Aufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B

bzw. D/S) bei allen Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe und der RLL-Gruppe ein
aFischgr2atenmustero (mit h°herer I ntensit?a&t an
Literatur auf eine Uberanstrengungsbedingte Muskelstérung zurtickgefuhrt wird ( 111).
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Abbildung 3.2: Sagittale 3,0 T PDTSE MRIAufnahmen der rechtenHinterlaufe (D/B bzw. D/S)
der Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (al) und der RLEGruppe (m-x) an W1 (a-d und
u-x) und W13 (e-l und m-t). Die MRT Aufnahmen zeigen das jeweils maximale Ausmal’ der
Dehiszenz der Sehnenstimpfe, das bei dem jeweiligen Kaninchen beobachtet wurde. Die Pfeile
werden im Text erlautert.Die Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen bzw. unteren Rand
der Abbildung angegeben.Der Mal3stabsbalken in (x) entspricht @ mm in a-h und g-x sowie 6,7
mm ini-p.
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L5Y

17878 17882

Abbildung 3.3: Sagittale 3,0 T PDTSE MRIAufnahmen der rechtenHinterlaufe (D/B bzw. D/S)
der Kaninchenin der allogene-ADRCsGruppe (ah) und der RLEGruppe (ip) an W1 (a-d und
m-p) und an W13 (e-h und i-l). Die MRT Aufnahmen zeigerdas jeweils maximale Ausmal3 des
"Fischgratenmusters”, das im Soleusmuskdbei dem entsprechendenKaninchen beobachtet
wurde (gelbe Pfeile) Die Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen bzw. unteren Rand der
Abbildung angegeben.Der Mal3stabsbalken in (p) entspricht 20 mm.
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Ergebnisseder transversalen MRT-Aufnahmen

Die Abbildungen 3.4 bis 3.6 zeigen reprasentative transversale MRJAufnahmen der rechten
Hinterlaufe aller untersuchten Kaninchen.

An W1 konnten bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe und der RLL-Gruppe in den
transversalen MRTFAufnahmen der rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S)an der in Abbildung 2.3
gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz der Stimpfe der vollstandig durchtrenrien
Sehnen der rechtenMm. gastrocnemii medialis und lateralis) diejenigen Teile der gemeinsamen
Calcaneussehneidentifiziert 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 hyperint@sen
Signal umgeben, dasinsbesondere in den T2-gewichteten TSEMRT-Aufnahmen sichtbar war
(rote Pfeile in Abbildung 3.4q-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 Calcaneusehne und die Sehne
des M. flexor digitorum superficialis bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe und
der RLL-Gruppe deutlich unterschieden werden konnten (in Abbildung 3.2y-av zeigen die
blauen Pfeile auf die gemeinsame Calcaneusehne und die gelben Pfeile auf die Sehne des M.
flexor digitorum superficialis).

Auch an W13 konnten bei allen Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe und der RLL-Gruppe

in den transversalen MRTFAufnahmen der rechten Hinterlaufe (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 T2gewichteten TSE MRT

Aufnahmen an W13 nicht mehr identifiziert werden (Abbildung 3.5q -x).

Andererseits zeigten an W13 alle Kaninchen in der RLEGruppe, aber kein Kaninchen in der
allogene-ADRCsGruppe, 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, asav). An der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 1 (d.h. im Bereich
der Dehiszenz)wurden die gro3ten dieser hyperintensen Strukturen bei den Kaninchen T7885
(Abbildung 3.5g, 0, 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 KaninchenT7878 (Abbildung 3.5as)
und T7887 (Abbildung 3.5av). Die Identitdt dieser Strukturen konnte anhand der MRT-

Aufnahmen jedoch nicht geklart werden.

Sowohl an W1 als auch an W13zeigten alle Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe und der
RLLGruppe in den transversalen MRFAufnahmen der rechten Hinterlaufe (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
3.6aav).
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Die mittleren absoluten Intensitatswerte der Signale, die an W1 und W13 in den transversalen
3,0 T PDTSE MRTAufnahmen 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).

Dartber 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 PBTSE MRTAufnahmen 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 TMRT-Aufnahmen (a-h und y-af: PD TSE-p und ag-an: T1;
g-x und ao-av: T2 TSEYer rechten Hinterlaufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene
ADRCsGruppe (a-d, i-l, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLL-Gruppe (e-h, m-p, u-X, acaf, ak-an,
as-av) an W1 an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (im Bereich der Dehiszenz der
Stumpfe der vollstandig durchtrennen Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis; ax) und 2 (caudal der Dehiszenz; yav). Die Pfeile sind im Text erklart. Die Nummern

der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegebe®er Mal3stabsbalken in
(av) entspricht 20 mm in a-av.

62|Seite



Ergebnisse

allogene-ADRCs-Gruppe (W13) RLL-Gruppe (W13)
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Abbildung 3.5: Transversale 3,0 T MRTAufnahmen (a-h und y-af: PD TSE;-p und ag-an: T1; ¢

x und ac-av: T2 TSE) der rechterdinterlaufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene
ADRCsGruppe (ad, i-I, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLLGruppe (eh, m-p, u-x, acaf, ak-an,
as-av) an W13 an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (im Bereich der Dehiszenz der
Stumpfe der vollstandig durchtrennen Sehnen der rechterMm. gastrocnemii medialis und
lateralis; a-x) und 2 (caudal der Dehiszenz; yav). Die Pfeile sind im Text erklart.Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegebeer Mafistabsbalken in
(av) entspricht 20 mm in a-av.
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allogene-ADRCs-Gruppe RLL-Gruppe
T7880 T7881 T7883 T7878 T7882 T7885 T7887
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Abbildung 3.6: Transversale 3,0 T MRRAufnahmen (a-h und y-af: PD TSE;-p und ag-an: T1; ¢

x und ac-av: T2 TSE) der rechterdinterlaufe (D/B bzw. D/S) der Kaninchen in der allogene
ADRCsGruppe (ad, i-I, g-t, y-ab, ag-aj, ao-ar) und der RLLGruppe (eh, m-p, u-x, acaf, ak-an,
as-av) an W1 (ax) sowie an W13 (yav) an der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 3 (d.h. im
Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz der Stimpfe der vollstandig durchtrennen Sehnen
der rechten Mm. gastrocnemii medialis und laterdis). Die Pfeile sind im Text erklart.Die
Nummern der Kaninchen sind jeweils am oberen Rand der Abbildung angegebenDer
Maf3stabsbalken in (av) entspricht 20 mm in aav.
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Abbildung 3. 7: Mittelwert, Standardfehler des Mittelwerts und individuelleWerte der absoluten
Intensitatswerte die an W1 und W13 bei den Kaninchen in der allogeneADRCsGruppe (grune
Punkte) und den Kaninchen in der RLGruppe (rote Punkte) in den transversalen 3,0 T RDSE
MRT-Aufnahmen an den in Abbildung 2.3 gezeigten Positionen 1 (d.h. im Bereich der Dehiszenz
der Stimpfe der vollstdndig durchtrennten Sehnen der rechten Mm. gastrocnemii medialis und
lateralis) (a) und 2 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Détzenz) (bf) gefunden wurden.
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Tabelle 3.3: P-Werte der statistischen Analyse der in Abbildung 3.7 gezeigten Ergebnisse der
Analyse dertransversalen 3,0 T PBTSE MRIAufnahmen. R Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Paweitaktorielle Varianzanalyse Behandlung Zeit Behandlung *Zeit Subjekt
Dehiszenz 0,073 <0001 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
EBI’(::;;;:N—C(;ITIQSEE prcii;)hsce Tes(allogeneADRCs il o

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 individuelleWerte der relativen
Intensitatswerte (bezogen auf die jeweiligen Intensitatswerte des M. flexor digitorum longus), die
an W1 und W13 bei den Kaninchen in der allogeneADRCsGruppe (griine Punkte) und den
Kaninchen in der RLEGruppe (rote Punkte) in den transveralen 3,0 T PBTSE MRJIAufnahmen
an der in Abbildung 2.3 gezeigten Position 2 (d.h. im Bereich der Muskeln oberhalb der Dehiszenz
der Stimpfe 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 dertransversalen 3,0 T PBTSE MRIAufnahmen. R Werte < 0,05 sind fett gedruckt.

Puwo-way ANOVA Behandlung Zeit Behandlung 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
\Ijzogefznéﬁg;ge posthoc Tes{@llogene ADRC<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
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3.14 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 représentative 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 Calcaneussehneder 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-ADRCsGruppe und der RLIL-
Gruppe) neu gebildetes Bindegewebe neben dem urspriinglichen Gewebe der &hne des M.
soleus (Abbildungen 3.9a,b und 3.10a-1). Dieses neu gebildete Bindegewebe neben dem
ursprunglichen Gewebe der Sehne des M. soleus war bei den Kaninchen in der R:Gruppe
deutlich ausgepragter als bei den Kaninchen in der allogene- ADRCsGruppe (Abbildung 3.10a-
h).

Mittels Polarisationsmikroskopie konnte in den mit PicrosiriusRot gefarbten Schnitten der

gemeinsamen Calcaneussehne der rechterHinterlaufe das urspriingliche Gewebe der Sehne
des M. soleus anhand seiner dichten, geordneten Kollagenfibrillen eindeutig identifiziert

werden (Abbildungen 3.11a-1, 3.12ah und 3.13a-1). Die Schnitte der Kaninchen in der RLL

Gruppe zeigten neben dem urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleusneu gebildetes,

organisiertes, festes Bindegewebe (gelbe Pfeile inAbbildung 3.12e-h). Im Gegensatz dazu
zeigten die Schnitte der Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe neu gebildetes,

unorganisiertes Bindegewebe neben dem urspriinglichen Gewebe der Sehne des M. soleus
(gelbe Sternchen in Abbildung 3.12a-d). Darlber hinaus wurde am distalen Rand der Schnitte

aller Kaninchen das typische Kreuzmuster der Kollagenfasern am Ansatz der gemeinsamen
Calcaneussehne am Calcaneus gefundeifAbbildung 3.13a-1).

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 Bindegewebesine
viel hdhere Zelldichte auf (schwarze Kreuze inAbbildung 3.14a-h). Bei keinem der Kaninchen
in der allogene-ADRCsGruppe 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 gefarbten Schnitten bei den
Kaninchen in der RLEGruppe organisierter und fester (Abbildung 3.14e-h) als bei den
Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe (Abbildung 3.14a-d). Dariiber hinaus schien die
Grenze zwischen dem urspringlichen Gewebe der Sehne des M. soleusund dem neu
gebildeten Bindegewebe in den Schnitten der Kaninchen in der R.L-Gruppe
zusammenhangend zu sein (schwarze Pfeile inAbbildung 3.14e-h), in den Schnitten der

69|Seite



Ergebnisse

Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe 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 rechterHinterlaufe fand sich fir alle Kaninchen in der Kontrollgruppe, drei
Kaninchen in der RLEGruppe und kein Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe eine
Proteoglycan-Farbung damit Faserknorpel am Ansatz der gemeinsamen Calcaneussehne am
Calcaneus(schwarze Pfeile inAbbildung 3.15e,f,h und i-1).

Die stereologische Quantifizierung ergab flr das neu gebildete Bindegewebe in den mit
Safranin O / Fast Green gefarbten Schnitte der gemeinsamen Calcaneussehne der rechten
Hinterlaufe einen statistisch signifikant niedrigeren mittleren relativen Flachenanteil von Zellen
bei den Kaninchen in der allogene-ADRCsGruppe im Vergleich zu den Kaninchen in der RLE
Gruppe (10,8% £ 0,4% gegeniuber 15,8% = 1,5% sowie einen statistisch signifikant hoheren
mittleren relativen Flachenanteil von extrazellularer Matrix bei den Kaninchen in der allogene-
ADRCsGruppe im Vergleich zu den Kaninchen in der RLEGruppe (86,3% * 0,4% gegentber
81,1% + 1,1%) (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.9: ReprasentativeUbersichsaufnahmen vonsagittalen, 5 um dicken Schnitten der
gemeinsamen Calcaneussehneder rechten Hinterldufe von Kaninchen, die inder vorliegenden
Arbeit untersucht wurden (die hier gezeigten Schnitte stammeron KaninchenT7878in der RLL:
Gruppe). (a) AzanFarbung; (b) Safranin O / Fast GreerfFarbung. Abkirzungen: 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. soleugigSSehne des M.
soleus; Rwus Peritenon der Sehne des M. soleuss lInsertion der gemeinsamen Calcaneussehne
am Calcaneus. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 mm in,b.
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Abbildung 3.10: ReprasentativeMikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (gefarbt
mit Azan) der gemeinsamen Calcaneussehneder rechten Hinterlaufe der Kaninchen in der
allogene-ADRCsGruppe (ad), der RLEGruppe (eh) und der Kontrollgruppe (i) an W13. Die
weillen Sternchen kennzeichnen das urspriingliche Gewebe deehne des M. soleu@iese Sehne
wurde nicht durchtrennt), die gelben Sternchemeu gebildetes Bindegewebe und die schwarzen
Pfeile dasPeritenon der Sehne des M. soleu®ie Nummern der Kaninchen sind jeweils in der
unteren rechten Ecke angegeberDer Mal3stabsbalken in (I) entspricht Inm in a-I.

72|Seite



Ergebnisse

Abbildung 3.11: Reprasentative Polarisations Mikrofotografien von sagittalen, 5 pum dicken
Schnitten (gefarbt mit PicrosiriusRot) der gemeinsamenCalcaneussehnealer rechtenHinterlaufe

der Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (ad), der RLEGruppe (e h) und der Kontrollgruppe

(i-) an W13. Die schwarzen Sternchen kennzeichnen das urspriingliche Gewebe der Sehne des M.
soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrenntpie Nummern der Kaninchen sind jeweils in der
unteren rechten Ecke angegeberDer MaR3stabsbalken in () entsgcht 1 mm in a-1.
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Abbildung 3.12: Reprasentative PolarisationsMikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken
Schnitten (gefarbt mit PicrosiriusRot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechtétinterlaufe
der Kaninchen in der allogeneADRCsGruppe (ad) und der RLEGruppe (eh) an W13. Die
schwarzen Sternchen in defeweilsoberen rechten Ecké&ennzeichnen das urspriingliche Gewebe
der Sehne des M. soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrenulig gelben Sternchen in (ad) neu
gebildetes, unorganisiertes Bindegewebe und die gelben Pfeile in -{§ neu gebildetes,
organisiertes BindegewebeDie Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke
angegeben.Der MalR3stabsbalken in (h) entspricht 1 mmin a-h.
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T7885

Abbildung 3.13: Reprasentative PolarisationsMikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken
Schnitten (gefarbt mit PicrosiriusRot) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechtétinterlaufe
der Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (ad), der RLEGruppe (e h) und der Kontrollgruppe
(i-1) an W13. Die gelben Sternchenkennzeichnen das urspriingliche Gewebe der Sehne des M.
soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrennt), undie weil3en Sternchen das typische Kreuzmuster
der Kollagenfasern amAnsatz der gemeinsamenCalcaneussehneam Calcaneus Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegeben. Der Mal3stabsbalken in (l)
entspricht 1 mm in a-I.

75|Seite



Ergebnisse

Abbildung 3.14: Reprasentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (gefarbt
mit Safranin O / Fast Green der gemeinsamen Calcaneussehne der rechteHinterlaufe der
Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (ad) und der RLLGruppe (eh) an W13. Die
schwarzen Sterncherjeweils auf der rechten Seite kennzeichnemas urspriingliche Gewebe der
Sehne des M. soleus (diese Sehne wurde nicht durchtrenmtle schwarzen Kreuze auf defeweils
linken Seite neu gebildets Bindegewebe, die schwarzen Pfeile die Grenze zwischen dem
urspringlichen Gewebe der Sehne des M. soleuad dem neu gebildeten Bindegewebgund die
roten Pfeile Artefakte, die durch die histologischéufarbeitung verursacht wurden.Die Nummern
der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegebeDer Mal3stabsbalken in (h)
entspricht 500 pumin a-h.
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Abbildung 3.15: Reprasentative Mikrofotografien von sagittalen, 5 um dicken Schnitten (gefarbt
mit Safranin O / Fast Green) der gemeinsamen Calcaneussehne der rechtétinterlaufe der
Kaninchen in der allogene ADRCsGruppe (ad), der RLEGruppe (e h) und der Kontrollgruppe (k

[) an W13. Die schwarzen Pfeile zeigen Proteoglykan (rot gefarbt mit Safranin O) und damit
Faserknorpel am Ansatz der gemeinsamen Calcaneussehmaen Calcaneus Das Sternchen in (j)
weist auf ein Artefakt hin, das durch die histologischeBearbeitung verursacht wurde.Die
Nummern der Kaninchen sind jeweils in der unteren rechten Ecke angegebenDer
Maf3stabsbalken in (I) entspricht 500 pmin a-I.
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