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2 Einleitung

2.1 Einfiihrung

Im muskuloskeletalen System sind Sehnen ein wichtiges und vor allem
verletzungsanfalliges Glied. Die biomechanischen Eigenschaften einer Sehne
ermoglichen es, unterschiedlichen Belastungen im Laufe eines Lebens addquat
standzuhalten®. Sehnen libermitteln die Kraft die in der Muskulatur gebildet wird auf die
Knochen und bewegen bzw. stabilisieren dadurch die Gelenkpartner. Sehnen kénnen
starken Kraften Widerstand bieten2. Griinde fiir Sehnenrupturen sind Mikrotraumen3
durch rezidivierende Belastungen, wie es zum Beispiel bei sportlicher Belastungen*
vorkommt, hypoxische und degenerative Verdanderungen®, wie auch Tendinitiden
aufgrund  verminderter  Perfusion, Tendolipomatosis oder kalzifizierende
Tendinopathien®. Zudem koénnen lokale Infiltrationen von Kortikosteroiden oder
systemisch applizierte Medikamente Ursache fiir Risse sein’. Die Achillessehne ist mit
ca. 35% besonders haufig von Rupturen betroffen mit steigender Inzidenz8-1°.

Die erste Heilungsphase eines Sehnenrisses dauert beim Menschen tiber sechs Wochen
und hinterldsst ein minderwertiges Sehnen-Narben-Gewebe. Auch im fortlaufenden
Prozess der ,Remodellingphase”, welche weitere Wochen und Monate andauert, ist
keine ,Restitutio ad integrum“ zu sehen. Das intratendindse Regeneratgewebe ist
histologisch und biomechanisch minderwertig und entspricht mit verdnderten
Phanotypen und Durchmesser der Kollagenfibrillen der Kollagenanteile auch nach
Monaten nicht der Zusammensetzung des Ursprungsgewebes!l. Dadurch kann es zu
Reruptur oder einer Sehneninsuffizienz mit entsprechenden Einschrankungen des

Patienten kommen.



2.2 Heutige Standardtherapien

Fiir die Behandlung der Achillessehnenruptur stehen unterschiedliche Verfahren zur
Auswahl, die je nach Art der Ruptur, Alter des Patienten sowie Begleiterkrankung ihre
jeweiligen Vorzilige haben, wie in einem Review (Cochrane Database) von Khan et al.12
2004 dargestellt wird. Klinisch werden Partial- von Komplettrupturen und traumatisch
von degenerativ bedingten Rupturen unterschieden. Des Weiteren ist flir die weitere
Therapie entscheidend, ob die Ruptur intratendinds, im Muskel-Sehnen-Ubergang, oder
ansatznah am Knochen entstanden ist. Zu den heutigen Standardtherapieverfahren
gehoren zum einen die konservative Ausbehandlung und zum anderen die operative
Versorgung.

Bei konservativer Therapie mittels Ruhigstellung in einem Gips oder einem speziellen
Unterschenkel-Stiefel ist die Dehiszenz der Sehnenstiimpfe, welche zum Beispiel
sonografisch oder MR-tomografisch dargestellt werden kann ein wichtiges Kriterium. Es
wird weiter eine sechswochige Ruhigstellung und Entlastung an Unterarm-Gehstiitzen
mit physiotherapeutischer Beiibung verordnet mit anschlieféender Aufbelastung, sodass
eine normale Gehfiahigkeit erst nach acht bis zehn Wochen erreicht wird und sportliche
Aktivititen wie Sprung- und Spielsportarten frithestens nach drei Monaten wieder
aufgenommen werden konnen. Die Langwierigkeit der Behandlung beeintrachtigt die
Patienten stark im privaten und beruflichen Leben und stellt somit ein grofdes Problem
dar.

In der operativen Therapie werden primdre Sehnenndhte (End-zu-End) entweder in
einem offenen oder minimalinvasiven Verfahren durchgefiihrt. Bei ansatznahen
Rupturen kénnen zusatzlich Knochenanker mit Faden als Zugsystem verwendet werden.

Auch hier schliefdt sich eine gewisse Ruhigstellung fiir mehrere Wochen an.



Die heutige Studienlage zeigt nach wie vor keine signifikanten Unterschiede bei akuten
Achillessehnenrupturen beziiglich konservativer gegeniiber operativer Therapieformen,
wie eine randomisierte Studie von Nilsson-Helander et al.l® 2010 und eine
randomisierte multizentrische Studie von Willits et al.14 2010 zeigte. Es wurde jedoch
libereinstimmend beobachtet, dass eine friihzeitige Mobilisation sowohl nach
operativem, als auch nach konservativem Vorgehen, die Sehnenheilung positiv

beeinflusst.

2.3 Biomechanische Eigenschaften einer Sehne

Sehnen agieren als eine Art Puffer zwischen Muskel und Knochen um von aufien
einwirkende Krafte absorbieren zu konnen!5. Der Aufbau einer Sehne wird schematisch
in Abbildung 1 dargestelltl6. Das Epitenon und Peritenon bestehen aus einem dichten
Netzwerk aus longitudinal, schrdg und transversal verlaufenden Kollagenfibrillen,
welche die Sehnenbiindel kreuzen und zusammenbhalten. Im Inneren eines Biindels sind
Faszikel zu finden, welche wiederrum aus mehreren Fibrillen bestehen. Hier verlaufen
die Kollagenfibrillen nicht nur langs, sondern auch quer und nicht parallel, sodass auch
Spindeln gebildet werden!?. Eine Kollagenfaser stellt die kleinste Einheit einer Sehne

dar.

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Sehne16é

Fibroblasten :

Kollagen Mikrofibrille Subfibrille Fibrille Faszikel Sehne




Eine Sehne besteht in ihren festen Bestandteilen zu 70 - 80% aus Kollagenl8. Am
haufigsten findet man Kollagen I als Bestandteil, neben Kollagen III, V und VI, Die
visko-elastische Eigenschaft einer Sehne hangt von den intermolekularen Verbindungen
ab?20, Hier sind insbesondere die Kollagenfasern und Fibrillen von Bedeutung?!. Bis zu
einem gewissen Punkt der ziehenden Kraft ist die Ausdehnung der Kollagenfasern linear

und die Anordnung der Fasern wird zunehmend parallel?2 (Abbildung 2).

Abbildung 2: Belastung/Ausdehung in % (aus JBJS 200523)
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Nach Ablassen der Kraft zeigt die Sehne ihre Elastizitit und kann wieder in ihre
urspriingliche Lange und Form zuriickkehren?4. Bei zunehmender Kraft kommt es zu
Mikroverletzungen einzelner Fasern, welche jedoch noch regenerieren konnen. Wenn
die Ausdehnung der Sehne ca. 8% bis 10% iiberschreitet, kommt es im Sinne der
Mikroverletzungen zu einem Auseinandergleiten einzelner Fibrillen, was in einer Studie
mittels radiologischer Diffraktion gezeigt werden konnte?®. Die Folge ist eine Ruptur der

Sehne mit Einkrauseln der einzelnen Fasern am Stumpfende.
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2.4 Sehnenheilung

2.4.1 Physiologie

Die Sehnenheilung vollzieht sich dhnlich wie die allgemeine Wundheilung in mehreren
Phasen23: Nach akutem Riss beginnt der Heilungsverlauf mit der inflammatorischen
Phase, in der eine Migration und Proliferation von insbesondere neutrophilen
Granulozyten aus dem extrinsischen, peritendinosen Gewebe, sowie eine intrinsische
Gewebeantwort aus Epitenon und Endotenon erfolgt. Es dominieren primar Monozyten
und Makrophagen, welche nekrotisches Material phagozytieren. Hierbei werden
chemotaktische und vasoaktive Faktoren ausgeschiittet um den Reparaturvorgang
voranzutreiben. Es werden Tenozyten rekrutiert, welche in die Zone des
Gewebeschadens migrieren und dort Kollagen Typ III synthetisieren¢. In der folgenden
proliferativen Phase erreicht die Expression von Kollagen Typ III ihren Hohepunkt.
Vorliegende Untersuchungen an azellularisierten Sehnen, die mit Fibroblasten neu
besiedelt wurden, haben einen d&hnlichen Prozess gezeigt?’”. Die endgililtige
biomechanische Stabilitdat wird erst durch die organisierende Phase, das sogenannte
Remodeling erzielt, wobei es zur Organisation der Kollagenfasern entlang der
Belastungsachse und zu einer Umverteilung des in der reparativen Phase primar
gebildeten Kollagen Typ IIl in das mechanisch stabilere Typ I Kollagen kommt. Die
Interaktion zwischen Kollagen I und IIl und deren gegenseitige Organisation wurden
bereits 1977 von Lapiere et al.28 erkannt.

Bei der Heilung kommt es jedoch nicht zu einer vollstandigen Regeneration der Sehne
mit einem weiterhin im Vergleich zur gesunden Sehne erhohtem Typ III Kollagen Anteil,
der umgekehrt proportional zur mechanischen Stabilitdat der Sehne ist28. Daher sollte fiir

eine optimierte Sehnenheilung das Regenerat einen moglichst hohen Anteil an Kollagen
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Typ I aufweisen. Eine frithe kontrollierte Mobilisierung in den ersten Wochen zeigte
einen positiven Effekt auf die Anlagerung und Orientierung von Kollagenfibrillen und

damit Verbesserung der Festigkeit des Sehnenregenerats?2°.

2.4.2 Regulierung

Die Regulierung der Sehnenheilung wird durch eine Reihe von Proteinen gesteuert. Eine
besondere Bedeutung spielen dabei folgende Wachstumsfaktoren:

1. insulin like growth factor-1 (IGF-1) wird vor allem in der frithen Inflammations-Phase
exprimiert und unterstiitzt die Proliferation3 und Migration von Fibroblasten. Dadurch
erhoht sich der Kollagenanteil3.

2. transforming growth factor beta (TGF beta) fiihrt zur Erhéhung von Typ I Kollagen
und Fibronektin32. Die hochste Expression zeigt sich 10 Tage nach Verletzung33, die im
Rahmen der Sehnenheilung tiber 8 Wochen mit erh6hten Werten anhalt343>,

3. vascular endothelial growth factor (VEGF) stimuliert die Angiogenese. Die hochste
Expression findet sich nach der Inflammations-Phase31.

4. platelet-derived growth factor (PDGF) spielt eine wichtige Rolle im ,,Remodeling” von
Weichteilgewebe3¢ und verbessert im Tierversuch die biomechanischen Eigenschaften
von Sehnen37:38, Aufderdem bewirkt PDGF eine verstarkte Kollagensynthese39:40,

5. basic fibroblast growth factor (bFGF) fiihrt zu einer Stimulation der Angiogenese, Zell-
Migration und Zell-Proliferation31.41-44,

Von diesen genannten Faktoren hat in der experimentellen Sehnenheilung insbesondere
bFGF einen positiven Einfluss mit einer erhéhten Produktion von Kollagen Typ I und III



2.5 Therapieansatze

Vielversprechende Ergebnisse mit positivem Effekt von Stammzellen auf die
Sehnenheilung, bzw. Sehnen-Knochenheilung konnten bisher in wenigen Tierversuchen
gezeigt werden®4748,  Stammzellen koénnen jedoch nicht nur durch direkte
Differenzierung, sondern auch durch das Exprimieren von Wachstumsfaktoren, wie IGF-
1, TGF-b, VEGF, PDGF und bFGF, den Heilungsprozess positiv beeinflussen4°0. Aus
dieser Uberlegung ergibt sich die mogliche Therapie mit Induktion einer
kontinuierlichen ~Wachstumsfaktorenabgabe im Gewebe durch genverdnderte
Stammzellen.

Der Transfer von bestimmten Genen in Zellen, um eine erhohte oder gegebenenfalls
regulierbare Expression von spezifischen Faktoren im Gewebe zu erreichen, ist
vielversprechend. In-vitro Versuche zeigen hier bereits gute Erfolge*4, weshalb der
nachste Schritt nun die Durchfiihrung eines Tierversuches in-vivo darstellt.

Aus den bekannten Wachstumsfaktoren, wie oben beschrieben, wurde bFGF gewahlt, da
dieser insbesondere die Kollagenproduktion anregt#. Die transduzierten Stammzellen

koénnen somit kontinuierlich bFGF exprimieren.



3 Problemstellung

3.1 Tiermodell

Um den Effekt von transduzierten Stammzellen auf die Sehnenheilung zu untersuchen
und entsprechend zu vergleichen, wurde ein in der Literatur mehrfach beschriebenes
Tiermodell an Ratten®1->> zur Untersuchung der Sehnenheilung an der Achillessehne
angewendet.

Ratten eignen sich in mehrfacher Hinsicht als Versuchstiere diese Hypothese.
Stammzellen konnen standardisiert gewonnen, angeziichtet und eine lentivirale
Transduktion vorgenommen werden. Die Haltung der Tiere ist einfach und
tiberschaubar. Die Heilungstendenz sowohl der Wunde, als auch des Sehnengewebes ist,
bei geringem Infektionsrisiko, gut. Auflerdem zeigen geziichtete Lewisratten kein
aggressives Verhalten untereinander. Die Operation der Achillessehne kann in
minimalinvasiver Technik erfolgen und die Sehne standardisiert prapariert werden.
Auch die Durchfiihrung der histologischen Schnitte und biomechanischen Versuche
kann nach einem standardisierten Protokoll ablaufen, um Ergebnisse mit oben
genannten Studien zu vergleichen. Hinsichtlich der Anatomie, Sehnenaufbau und

Heilungsverlaufe konnen schliefdlich Vergleiche zum Menschen gezogen werden.

3.2 Gentransfer

In der experimentellen Sehnenheilung spielt der basic fibroblast growth factor (bFGF)
eine grofde Rolle. Bereits im dem Jahr 2000 konnte in der Arbeitsgruppe um B. Chan et
al.>¢ nachweisen, dass die bFGF Applikation zu Beginn der Heilung eine Steigerung der

Kollagenproduktion bewirkt#0.56,
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Durch die Gentherapie kann ein ,therapeutisches Gen“ in eine Zelle transferiert werden,
um zum Beispiel eine kontinuierliche Expression des ,therapeutischen Gens“ zu
erreichen. Bei der in-vivo Methode erfolgt der Transfer in Zellen tiber Vektoren direkt im
Organismus. Bei der ex-vivo Methode werden Zellen entnommen, aufderhalb des
Organismus gentherapeutisch bearbeitet und zuriick in den Organismus replantiert.
Sogenannte Vektoren, die das ,therapeutische Gen“ beinhalten, koénnen als
Tragermolekiil verwendet werden. So wird die DNA/RNA des ,therapeutischen Gens“
als Zelltransduktion in das Zytoplasma bzw. in den Zellnukleus gelangen.

Zu den nicht-viralen Vektoren>’ gehoren die Plasmide. Die Vorteile des nicht-viralen
Gentransfers bestehen in der Einfachheit der Durchfiihrung mit unterschiedlicher DNA
Grofle, sowie geringer Toxizidt. Jedoch ist die Stabilitit des Transfers und die
Transduktionsrate im Vergleich zu viralen Vektorens8 geringer. Als virales
Transfersystem konnen Lentiviren bzw. lentivirale Vektoren aus der Gruppe der
Retroviren ruhende Zellen infizieren. Um die Gefahr der Insertionsmutagenese zu
reduzieren, wurden sogenannte selbstinaktivierende Vektoren Kkonstruiert. Diese

Vektoren wurden im Bereich der Sehnenregeneration jedoch bisher nicht angewendet.

3.3 Stammzellen

Stammzellen gelten als pluripotente Vorlduferzellen, welche in verschiedene Gewebe
differenzieren konnen. So sind mesenchymale Stammzellen in der Lage zu Knochen,
Knorpel, Muskel, Sehnen, Fett und Bindegewebe zu differenzieren was 1994 von
Caplan®? als ,Mesengenic Process“ beschrieben wurde.

Die Stammzellapplikation zur Féorderung der Sehnenheilung wurde in verschiedenen
Arbeiten untersucht. Der alleinige Zusatz von Stammzellen zeigte sowohl in der frithen

Knochen-Sehnenheilung als auch in der intertendinésen Heilung bei Sehnendefekten
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vielversprechende Ergebnisse#7.60, Die Fahigkeit adulter mesenchymaler Stammzellen in
verschiedene Zellspezies, wie Osteoblasten, Fibroblasten, Chondrozyten und Adipozyten
zu differenzieren ist in der Literatur vielfaltig dokumentiert61.

Neben der Verwendung von nicht modifizierten mesenchymalen Stammzellen (MSC)
verschiedener Spezies ist auch die genetische Manipulation mit verschiedenen viralen®2
und nicht-viralen Vektoren®? in-vitro u.a. zur Expression von Reportergenen
beschrieben. Die in vivo Stabilitit der Genexpression kann mit Hilfe des Reportergens
eGFP getestet werden. Da es sich bei dem therapeutischen Genprodukt bFGF um ein
sezerniertes Protein handelt, ist dessen Nachweis nur im Gesamtgewebe moglich und
nicht auf Einzelzellebene. Das Reportergen eGFP hingegen lasst Riickschliisse auf die
Genexpression auf Einzelzellebene zu und ist damit ein wichtiger Bestandteil in der
Auswertung wie Vogt et al. 200844 zeigen konnte. Um eine Aussage liber die qualitative
Bestimmung von bFGF und eGFP zu bekommen, kann eine spezifische Reverse

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) aus dem Gesamtgewebe erfolgen.

3.4 Hypothese

Um eine primdre Sehnenheilung qualitativ zu verbessern und zu beschleunigen wurden
verschiedene Ansadtze ausprobiert, wie die lokale Injektion von Wachstumsfaktoren®4,
Blutplattchenkonzentraten®3 oder die systemische Gabe von Vitaminpraparaten®s. Die
Verwendung von Stammzellen als Moglichkeit zur Regeneration wird schon seit Jahren
postuliert. Dies war und ist Stand der gegenwartigen Forschung. Eine fordernde
Einflussnahme auf die Prozesse der Sehnenheilung ist mittels Applikation von

rekombinanten Wachstumsfaktoren moglich. Proteine, welche lokal appliziert werden,
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haben nur einen tempordren therapeutischen Effekt. Um einen konstanten
Gewebespiegel zu erreichen bedarf es einer repetitiven Gabe#4.

Nach den in der Literatur vorliegenden Berichte iiber positive Sehnenheilungseffekt
durch entweder den Wachstumsfaktor (bFGF) oder Stammzellen ist das Ziel dieser
Studie nun die randomisierte Testung zu analysieren. Bis zum aktuellen Zeitpunkt
wurde die Kombination aus Stammzellen und die kontinuierliche Expression von bFGF
in-vivo nicht analysiert.

Die Hypothese ist, dass bFGF-exprimierende Stammzellen den Heilungsprozess von
Ratten-Achillessehnen im akuten Defekt-Model, im Vergleich zu Stammzellen alleine
und einer Kontrollgruppe (Leergruppe ohne Stammzellen), beschleunigen und ein
qualitativ hochwertigeres und funktionell stiarker belastbares Regeneratgewebe

entstehen lassen.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsaufbau

Das Studiendesign wurde mehrdimensional angelegt. Es sollten zwei Versuchsgruppen,

mit eGFP markierte mesenchymale Stammzellen (MSC-LV-eGFP) und bFGF

exprimierende mesenchymale Stammzellen (MSC-LV-bFGF) gegeniiber einer

Kontrollgruppe, welche eine Phosphat-gepufferte Salzl6sung (PBS) injiziert erhielt,
ausgewertet werden. Zusatzlich werden die Regenerate zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten, Der

14 und 28 Tage postoperativ, analysiert (Abbildung 3).

Versuchsaufbau umfasste insgesamt 84 Tiere plus 12 Reservetiere. Ein
Tierversuchsantrag wurde entsprechend bei der Regierung von Oberbayern eingereicht
und genehmigt (TVA 55.2- 1-54-2531.8-160-09). Die Berechnungsgrundlage der
Gruppengrofie beruht auf einem statistischen Gutachten von Herrn Dipl.-Stat. Tibor
Schuster, Institut fiir Medizinische Statistik und Epidemiologie, TUM. Fiir die statistische
Auswertung wurden pro Gruppe und Zeitpunkt jeweils 6 Tiere der histologischen und

immunhistochemischen und 8 Tiere der biomechanischen Testung zugefiihrt.

Abbildung 3: Versuchsaufbau, Anzahl der Tiere
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4.2 Stammzellen

4.2.1 Isolierung, Kultivierung und lentivirale Transduktion

Die Verfahren zur Stammzellentnahme aus Rattenknochen, die Isolierung, Kultivierung
und Differenzierung der Zellen sind in unserem Labor etabliert und standardisiert (Dr.
Martina Anton, Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung). Es
wurden mesenchymale Stammzellen durch Ausspililung aus Rattenknochen (Tibia und
Femur) nach einem standardisierten Protokoll gewonnen und in der Zellkultur
vermehrt1866, Zusatzlich wurden, selbst-inaktivierende lentivirale Vektoren produziert,
welche eGFP oder bFGF exprimieren®’. Anschliefdend erfolgte in der einen Gruppe die
lentivirale Transduktion mit dem Wachstumsfaktor bFGF. Die zweite Stammzellgruppe
wurde mittels eGFP Markergen transduziert fiir die spdtere immunhistologische
Auswertung. Zusatzlich sollte die Transduktion mit einem Markergen die Variable der
lentiviralen Transduktion ausschliefden, um gezielt die Variable bFGF analysieren zu

konnen.

4.2.2 Charakterisierung der transduzierten rMSC
Die Effizienz der Transduktion wurde mittels Flow-Zytometrie (FACS Vantage, Bectin
Dickinson, Deutschland) der eGFP transduzierten Zellen festgestellt®?. Die bFGF

Exprimierung wurde durch eine reverse Transkriptase PCR ermittelt.

4.3 Operatives Procedere

4.3.1 Tiere
Flir den Versuch wurden 14 Wochen alte, mannliche Lewis-Ratten (LEW /Crl inbred,
Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Tierhaltung wurde unter iiblichen

Bedingungen mit standiger Betreuung durch eine Tierarztin (Dr. G. Wexel) im Zentrum
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fiir praklinische Forschung (ZPF), Klinikum rechts der Isar, TU Miinchen, durchgefiihrt.
Die Akklimatisationsphase der Tiere betrug 7 Tage, wahrend 2 bis 4 Tiere zusammen in
einem Standardkafig (Makralon Typ IV Kaifig) mit autoklavierten Sagespdnen als
Nestmaterial gehalten wurden. Die Ratten hatten freien Zugang zu Wasser und Futter
(Rattenpellets Fa. Altromin, Deutschland). Der Tages/Nacht-Rhythmus wurde mit einem
12h Zyklus eingehalten, die Raumtemperatur betrug 22° Celsius (+/- 2°C). Zum
Zeitpunkt der Operation hatten die Ratten durchschnittlich ein Gewicht von 412g (SD
20,37g) erreicht. Die Tierhaltung und Umgang vor, wahrend und nach der Operation
wurden nach den Richtlinien des Instituts, welche sich auf nationale und internationale

Vorgaben und Rechte stiitzt, durchgefiihrt (EU-Richtlinie 86/609).

4.3.2 Tieroperation

Fiir die perioperative Analgesie wurde Metamizol (30mg/Kg) oral gegeben. Eingeleitet
wurde die Narkose mit einer intramuskularen Injektion der Kombination aus
Medetomidin (0,15 mg/kg), Midazolam (2 mg/kg) und Fentanyl (0,005mg/kg). Der
operative Eingriff geschah unter sterilen Bedingungen nach Rasieren des linken
Hinterlaufes und Desinfektion mit Cutasept (Bode Cutasept® F, Bode Chemie GmbH,
Germany). Wahrend der Operation wurden die Tiere mit 100% Sauerstoff als Atemluft
beatmet und die Korpertemperatur durch eine Warmematte mit konstanten 37°C
aufrecht erhalten. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Augen mit einer fettenden
Salbe versehen (Bepanthen, Bayer Vital GmbH, Germany) und eine subkutane Injektion
mit 5ml NaCl gegen die Dehydratation gegeben. Es erfolgte eine Narkoseiliberwachung
mittels Pulsoximetrie (Pulsfrequenz, periphere Sauerstoffsattigung) und einer rektalen

Sonde zur Temperaturiiberwachung. Nach Einwirkung des Aseptikums tiber 3 Minuten
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wurde der linke Hinterlauf mit einem sterilen Lochtuch abgeklebt und abermals steril
abgespriiht.

Es erfolgte eine ca. 15mm lange Hautinzision medial der Achillessehne mit scharfer und
stumpfer Freipraparation der Sehne nach distal bis zum Kalkaneus und nach proximal
bis zum Muskelsehneniibergang. Danach wurde ein sogenannter ,Punch® ein
Handinstrument aus dem arthroskopischen Bereich (Meniskusresektion) (Fa. Arthrex,
USA), angelegt und bei 90 Grad Stellung des Fufdes zum Unterschenkel ganz nach distal
geschoben. Als nachster Schritt folgte nun randomisiert und in Unwissenheit des
Operateurs die Applikation von entweder wachstumsfaktor-exprimierenden
Stammzellen (MSC-LV-bFGF), markierten Stammzellen (MSC-LV-eGFP) oder PBS mittels
Insulinspritze. Entsprechend den einzelnen Gruppen wurde eine Zellsuspension,
(100.000 Stammzellen/ml PBS), durch mehrmaliges Ansetzen der Spritze facherférmig
proximal und distal des angelegten Punch-Instrumentes in die Sehne injiziert (Abb. 4:
A). Die Sehne wurde nun intratendinés mit dem Punch scharf durchtrennt, wodurch ein
standardisierter Substanzverlust der Sehne von 2,4mm entstand (Abb. 4: B/C). Die
Sehnenstiimpfe wurden in situ ohne Adaption belassen (Abb. 4: D). Abschliefdend wurde
lediglich eine Hautnaht in Intrakutantechnik mit einem resorbierbaren Faden der Starke
4-0 (Monocryl® suture (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Germany)
durchgefiihrt und die Wunde wurde mit einem Spriihpflaster (OpSite, Smith & Nephew,

Germany) versehen.
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Abbildung 4: Operationsschritte

Am Ende des Eingriffs wurde die Narkose mit der Kombination aus Atipamezol (0,75
mg/kg), Flumazenil (0,2 mg/kg) und Naloxon (0,12 mg/kg) als subkutane Injektion
antagonisiert. Die Tiere erhielten zur postoperativen Analgesie Buprenorphin (0,05
mg/Kg) subkutan sowie Metamizoltropfen zweimal pro Tag fiir drei Tage. Die
Extremitdit wurde anschlieffend ohne Ruhigstellung belassen, sodass eine freie

Bewegung moglich war.

4.3.3 Euthanasie und Sehnenentnahme

Am jeweiligen Versuchsende 14 bzw. 28 Tage postoperativ wurden alle Tiere mit einer
intravenos applizierten Uberdosis Pentobarbital (80 mg/Kg) euthanasiert. Zuvor
wurden die Tiere mit Medetomidine (0,15 mg/kg), Midazolam (2 mg/kg) und Fentanyl
(0,005mg/kg) andsthesiert.

Nun wurde iiber den vorgegebenen Zugang die Achillessehne exploriert und der M.
triceps surae weiter nach proximal bis zum Knie freigelegt und scharf abgetrennt. Distal
erfolgte die Praparation des Kalkaneus mit Belassen des Sehnenansatzes am Knochen.
Der Fufd wurde im Sprunggelenk exartikuliert und konnte mit der am Kalkaneus

ansetzenden Achillessehne, inklusive Muskelbauch, als Ganzes entnommen werden.
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Danach erfolgte eine fotografische Dokumentation und makroskopische Beurteilung der
Kontinuitat des Sehnenregenerats.

Fiir die Versuchsreihe der biomechanischen Analyse wurde das entnommene Material
in Zellophan-Folie eingebettet und auf -18 Grad Celsius gefroren. Die Sehnen, welche der
histologischen Untersuchung zugeteilt waren, unterliefen eine weitere Resektion des
Kalkaneus, sowie des proximalen Muskelbauchs, sodass allein das Sehnenregenerat mit
beiden angrenzenden Sehnenstiimpfen in eine 70%-Alkohollésung gelegt wurde. Zudem
wurde jeweils ein kleiner Sehnenteil von ca. 1mm seitlich abprapariert und in fliissigem
Stickstoff auf -80 Grad Celsius gekiihlt, um fiir die spatere PCR Analyse verwendet
werden zu konnen. Anschliefend wurde bei allen Tieren, die fur die Biomechanik
vorgesehen waren, die gesunde kontralaterale Achillessehne in gleicher Weise
prapariert und entnommen, um sie fiir spatere Vergleichsanalysen verwendet zu

konnen.

4.4 Datengewinnung

4.4.1 Makroskopische Beurteilung

Nach Euthanasie und Praparation der Sehnen wurden diese fotodokumentiert und die
einzelnen Praparate makroskopisch auf ihre Durchgiangigkeit und somit funktionelle
Bestandigkeit iberpriift. Auf eine genauere Analyse des Durchmessers und der Lange
des Regenerates wurde verzichtet, da eine Messung der Sehnendicke auf
unterschiedlichen Héhen des Regenerats zu unterschiedlichen Werten fiihren wiirde. Es
wurde deshalb die gesunde kontralaterale Achillessehne zum biomechanischen

statistischen Vergleich genommen.
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4.4.2 Biomechanische Analyse

Die Methode der biomechanischen Testung der Sehnenheilung im Hinblick auf
Zugfestigkeit und Versagenslast wurde bereits in mehreren Studien durchgefiihrtté. Um
vergleichende Ergebnisse und eine eindeutige Aussage tUber die Festigkeit der
Sehnenstruktur zu erhalten wurde in der Biomechanik ein Protokoll mit azyklischer
Belastung bis zum Versagen gefahren wie es bisherige Studien verwendeten>1-54,

Die Analyse erfolgte mittels eines kontinuierlichen axialen Zugversuchs ohne zyklische
Belastung. Es sollten die maximale Versagenslast (N), die Steifheit (N/mm) (Abbildung

5) und der Ort des Zerreifdens des Sehnenregenerats ausgewertet werden.

Abbildung 5: Ermittlung der Steifheit (Palmes et al.52)

Versagenslast [N]

Dehnung [mm]

Die in Folie eingepackten, gefrorenen Prdparate wurden mit lauwarmem Wasser
innerhalb von 15 Minuten aufgetaut. Die Praparation des Regenerats erfolgte proximal
durch Ausstreichen des Muskelbauchs bis auf die Sehnenplatte des M. Triceps surae.

Diese wurde in eine Schraubzwinge eingespannt, welche anschlieféend von aufien mit
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fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde (“Cryo-Clamp")¢°. Diese Methode ist in der Literatur
mehrfach beschrieben und stellt eine validierte proximale Fixierung dar. Distal wurde
der Kalkaneus mit Fufs an der Sehne belassen und durch eine Schlitzplatte, welche als
Widerlager dient und von uns speziell hergestellt wurde, gefiihrt (Abb. 4: A). Danach
konnte die ,Cryo-Clamp“ mit zwei definierten Schopfkellen (10ml) mit Stickstoff befiillt
werden und nach sichtbarem Einfrieren der Klemme sowie des proximalsten
Sehnenansatzes konnte der Zugversuch freigegeben werden. Der Winkel zwischen
Achillessehne und Kalkaneus entsprach dabei 30° Flexion.

Die Universalpriifmaschine (Typ Zwicki 1120, Fa. Zwick, Deutschland) spannte die
Sehnen mit einer initialen Kraft von 2N, bei der sich das Regenerat in axialer
Zugrichtung ausrichtet und derotiert. Anschliefend wurde mit einer Geschwindigkeit
von 0.16mm/s statisch gezogen>+7% und die Kraft-Weg-Kurven erfasst. Bei plotzlichem
Verlust der Zugkraft, bzw. Sinken der benétigten Kraft unter 90% des Hochstwertes in
Newton wurde der Versuch als beendet erklart und die Sehne entnommen. Die

Lokalisation des Versagens wurde fotografisch dokumentiert (Abb. 6: B,C).

Abbildung 6: Testaufbau

A: ,Cryo-Clamp“ mit Stickstoff gefiillt (oben), Schlitzplatte als Widerlager (unten)
B, C: Sehnenregenerat nach Testung
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Es wurden anschliefdend die kontralateralen gesunden Achillessehnen in gleicher Weise
getestet. Die Werte wurden in prozentualen Bezug zur operierten Seite gestellt und

vergleichend ausgewertet.

4.4.3 Histologie/Immunhistologie

Die histologische und immunhistochemische Analyse war Teil der Dissertation von L.
Lenz, einer zweiten medizinischen Doktorandin aus unserer Arbeitsgruppe.

Filir die histologische Auswertung wurden die Proben, die in Methanol fixiert worden
waren, in EDTA entkalkt und anschliefend in Succroseldsung fiir das Schneiden mittels
Kryomikrotom in 12 pm dicke Schnitte vorbereitet. Um das histologische Ergebnis zu
beurteilen, wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefertigt und ein leicht
abgedndertes semiquantitatives Bewertungsschema nach Longo et al. 200971
verwendet, das die Parameter Kernform der Tenozyten, die regionalen Unterschiede
beziiglich der Zellzahl, die Vaskularisierung, die Anfarbbarkeit des Kollagens und vor
allem die Faserstruktur und Faserausrichtung bewertete. Diese Parameter wurden in
einem 4-Punkte Schema von 0 (gesundes Sehnengewebe) bis 3 (stark degeneriertes
Gewebe) ermittelt und ausgewertet.

Fiir weitergehende Untersuchungen tiber die Sehnenheilung wurden die Schnitte mittels
etablierter immunhistochemischer Untersuchungen weiter charakterisiert’2. Filir den
immunhistochemischen Nachweis einzelner Sehnenregeneratsbestandteile wurden
monoklonale Primdrantikorper fiir Kollagen I und III (Fa. Sigma, Germany) verwendet.
Weiter wurden fiir Pro-Kollagen I der Antikorper M38, fiir Vimentin der Antikorper
AMF-17b, fiir Fibronektin der Antikérper HFN 7,1, fiir Laminin der Antikoérper 2E8 und
fiir Versikan der Antikorper 12C5 (Developmental Studies Hybridoma Bank der

University of Iowa, USA) bezogen. Fiir die Auswertung der immunhistochemischen
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Farbungen wurden die Schnitte in drei Drittel - distal, medial und proximal- eingeteilt
und jedes Drittel je nach Farbreaktion mit 0 Punkten (keinerlei Farbung), 1 Punkt (sehr
schwache positive Reaktion) oder 2 Punkten (deutlich positive Reaktion) bewertet und

statistisch dargestellt.

4.4.4 Statistische Analyse

Die Anzahl der biomechanisch zu testenden Explantate wurde mittels Power Analyse (R
version 2.10.1) (Signifikanzniveau o = 5 % , Power >80%) berechnet. IThr wurde nach
Durchsicht der aktuellen Literatur eine Gruppendifferenz der Steifheit von
durchschnittlich 7.5N/mm zugrunde gelegt. Die Varianzen der biomechanischen
Messwerte der Sehnen wurden pro Gruppe bestimmt und das Signifikanzniveau
zwischen den Gruppen sowie zwischen den Untersuchungszeitpunkten auf 0,05
festgelegt. Paarweise Vergleiche wurden mittels abhdngigem, zwei-armigen t-Test
berechnet. Die statistischen Berechnungen wurden mittels SPSS Software (SPSS v12.0;
SPSS, Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt. Die Analyse der histologischen Daten erfolgte

mit derselben Software mittels exaktem Chi-Quadrat- und Kruskal-Wallis-Test.
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5 Ergebnisse

5.1 Heilungsverlauf und Makroskopie der Sehnenregenrate

Alle 84 Ratten konnten den operierten Fufd nach initialer Schonung der Extremitdt und
leicht hinkendem Gangbild ab dem 5. bis 7. postoperativen Tag bereits wieder als
Hinterlauf verwenden. Ebenso waren bei keinem der Tiere Probleme beziiglich
Wundheilungsstorung oder Infektion zu sehen, sodass alle Sehnen analysiert werden
konnten. Nach Euthanasie und anschlief3ender Praparation der Achillessehne zeigte die
Begutachtung ,in situ“ bei allen Sehnen ein komplett geheiltes, funktionell intaktes
Regeneratgewebe (Abb. 7). Es waren makroskopisch unterschiedlich dicke Teilstrange
mit teils sehnigen Strangen, teils narbigen Platten und unterschiedlich stark

ausgepragten Vaskularisationen zu sehen.

Abbildung 7: Makroskopie der Sehnen ,in situ“ nach 2 Wochen (A,B) und nach 4 Wochen (C)
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5.2 Biomechanik

5.2.1 Maximale Versagenslast nach 2 und 4 Wochen

Alle Sehnen zeigten ein gleiches Reifdverhalten insofern, dass die Rissstelle stets
intratendindés im Bereich des Regeneratgewebes zu finden war. Die maximale
Versagenslast nach zwei Wochen zeigte in der MSC-LV-bFGF Gruppe einen Mittelwert
von 47,5N, bei einer Standardabweichung von 7,5N gegentiber der MSC-LV-eGFP Gruppe
mit einem Mittelwert von 45,4N, Standardabweichung 8,9N und der PBS Gruppe mit
einem Mittelwert von 42,4N bei einer Standardabweichung von 8,5N. In der Gruppe der
PBS-Sehnen musste eine Sehne aufgrund unkontrollierten Anfrierens und anschlief3end
verfalschtem Messergebnis (>100N) ausgeschlossen werden.

Bei den Tieren mit vier Wochen Heilungszeit erreichte die PBS Gruppe die hochsten
Werte mit einem Mittelwert von 53,1N, Standardabweichung 15,6N, versus einem
Mittelwert von 53,1N bei einer Standardabweichung von 10,8N in der MSC-LV-eGFP
Gruppe und einem Mittelwert von 47,6N, Standardabweichung 12,8N, in der MSC-LV-
bFGF Gruppe.

Der Reifdversuch der kontralateralen gesunden Achillessehne zeigte einen Mittelwert

von 73,7N bei einer Standardabweichung von 11,1N.

Tabelle 1: Maximale Versagenslast (N) , absolute Werte

2 Wochen 4 Wochen
bFGF 47,5 (SD 7,5) 47,6 (SD 12,8)
eGFP 45,4 (SD 8,9) 53,1 (SD 10,8)
PBS 42,4 (SD 8,5) 53,1 (SD 15,6)
Kontralateral 73,7 (SD 11,1)

25



Zwischen den Gruppen zum gleichen Zeitpunkt, wie auch innerhalb einer Gruppe zu
verschiedenen Zeitpunkten zeigten die Proben keine signifikanten Unterschiede in der
max. Versagenslast (PBS 2 vs. 4 Wochen p=0,98; eGFP 2 vs. 4 Wochen p=0,144; bFGF 2

vs. 4 Wochen p=0,129).

Es konnten nach Einbeziehung der kontralateralen intakten Achillessehne jedoch
weitere interessante Ergebnisse gezeigt werden (Grafik 1). Die Auswertung der
Messwerte nicht operierter gesunder Sehnen im prozentualen Bezug zur jeweiligen
Gegenseite ergab bei der maximalen Versagenslast einen signifikanten Unterschied in
der MSC-LV-eGFP Gruppe (p=0,036; 95% KI 0,02-0,36) im Vergleich zur PBS Gruppe
nach 2 Wochen. Des Weiteren war die MSC-LV-bFGF Gruppe (p=0,063; 95% KI -0,01-
0,32) ebenfalls besser, als die Kontrollgruppe (PBS) jedoch statistisch nur als Trend.
Zwischen den zwei Stammzell-Gruppen konnten jedoch keine Unterschiede ausgemacht
werden. Die zusdtzliche Expression von Wachstumsfaktor bFGF war hier ohne

signifikanten Effekt.
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Grafik 1: Maximale Versagenslast nach 2 und 4 Wochen, prozentual zur Gegenseite
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Es zeigte sich in der PBS-Gruppe ein signifikanter Anstieg (p=0,012, 95% KI -0,58- -0,10)
von 2 zu 4 Wochen, wiahrend innerhalb der beiden Stammzell-Gruppen kein derartiger
Anstieg zu beobachten war (eGFP: p=0,971, 95% KI -0,26-0,25; bFGF: p=0,678, 95% KI -
0,26-0,18). Jedoch waren nach 4 Wochen alle Gruppen ohne signifikante Unterschiede
bei der maximalen Versagenslast (PBS vs. eGFP p=0,285; PBS vs. bFGF p=0,296; eGFP vs.

bFGF p=0,929).

5.2.2 Steifheit nach 2 und 4 Wochen

Die Auswertung der Steifheit (Stiffness) ergab nach zwei Wochen fiir die MSC-LV-bFGF
Gruppe einen Mittelwert von 13,7N/mm mit einer Standardabweichung von 4,4N/mm
gegenlber der MSC-LV-eGFP Gruppe mit einem Mittelwert von 10,8N/mm bei einer
Standardabweichung von 2,8N/mm und der PBS Gruppe mit dem Mittelwert 12,8N/mm

und der Standardabweichung 4,3N/mm.
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Die Berechnung der Steifheit nach vier Wochen zeigte in der MSC-LV-bFGF Gruppe einen
Mittelwert von 18,8N/mm bei einer Standardabweichung von 5,0N/mm. Die MSC-LV-
eGFP Gruppe ergab einen Mittelwert von 16,3N/mm bei einer Standardabweichung von
7,9N/mm. Die PBS Gruppe zeigte einen Mittelwert von 23,9N/mm bei einer
Standardabweichung von 7,2N/mm.

Die Testung der kontralateralen gesunden Achillessehne zeigte einen physiologischen

Mittelwert von 50,2N/mm bei einer Standardabweichung von 13,5N/mm.

Tabelle 2: Steifheit (N/mm), absolute Werte

2 Wochen 4 Wochen
bFGF 13,7 (SD 4,4) 18,8 (SD 5,0)
eGFP 10,8 (SD 2,8) 16,3 (SD 7,9)
PBS 12,8 (SD 4,3) 23,9(SD 7,2)
Kontralateral 50,2 (SD 13,5)

Es fand sich ein hoch signifikanter Unterschied in der PBS Gruppe 2 Wochen versus 4
Wochen bei einem p-Wert von 0,003 mit hoherer Steifheit nach 4 Wochen. Weiter
wurde eine signifikant hohere Steifheit (p = 0,048 ) nach 4 Wochen innerhalb der bFGF
Gruppe beobachtet. Innerhalb der eGFP Gruppe war zwischen 2 und 4 Wochen lediglich

eine positive Tendenz der Steigerung der Steifheit zu sehen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Zunahme der Steifheit von 2 zu 4 Wochen innerhalb der Gruppen

b-FGF 2 Wo vs. 4 Wo 0,048
eGFP 2 Wo vs. 4 Wo 0,09
PBS 2 Wo vs. 4 Wo 0,003
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Um die Auswirkung der Heilung in Bezug auf die gesunde Kontralaterale seite zu
untersuchen, wurden auch hier die Werte der kontralateralen gesunden Seite jeweils
prozentual einberechnet (Grafik 2). Das Verhaltnis der Steifheit war nach 2 Wochen
zwischen den Gruppen gleich (PBS vs. eGFP p=0,415; PBS vs. bFGF p=0,186; eGFP vs.
bFGF p=0,522). Im Vergleich von 2 zu 4 Wochen konnte hier insbesondere die PBS
Gruppe einen signifikanten Zuwachs erreichen (p=0,002; 95% KI -0,44- -0,10). Die
Stammzell-Gruppen konnten keinen signifikanten Zuwachs von 2 zu 4 Wochen zeigen

(eGFP p=0,523, 95% KI -0,35-0,19; bFGF p=0,592; 95% KI 0,12-0,20).

Grafik 2: Steifheit nach 2 und 4 Wochen, prozentual zur Gegenseite
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Die Kontrollgruppe (PBS) zeigte signifikant bessere Ergebnisse im Vergleich zu der eGFP
Gruppe (P=0,024, 95% KI -0,46- -0,05) nach 4 Wochen. Die Werte der PBS Gruppe im
Vergleich zur bFGF Gruppe nach 4 Wochen zeigten einen p-Wert von 0,431. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede nach 4 Wochen zwischen der eGFP und der bFGF

Gruppe (p=0,259).

5.3 Charakterisierung der Stammzellen

Die aus dem Knochenmark ausgespiilten Stammzellen wurden mittels FACS detektiert
und zeigten entsprechende Oberflachen-Marker, CD73 (38 & 2%), CD49a (88 & 2%)
und CD90 (99 % 1%). Des Weiteren konnte das adipogene, chrondrogene und
osteogene Differenzierungspotential in vitro verifiziert werden (Abbildung 8 und 9). Um
die Effizienz der Transduktion der lentiviralen Vektoren nachzuvollziehen wurde die
Gruppe der Stammzellen (MSC-LV-eGFP) mit einem eGFP-exprimierenden Vektor
versehen, welcher in der FACS Analyse hoch positiv (96,3 & 2,5%) war. Die
Negativkontrolle von nicht transduzierten Zellen und bFGF-transduzierten Zellen
zeigten eine Hintergrund-Fluoreszenz von unter 0,5%. Es wurde davon ausgegangen,

dass die Effizienz zwischen bFGF und eGFP exprimierenden Vektoren vergleichbar ist.
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Abbildung 8: Differenzierungspotential

MSC Kontrollgruppe MSC eGFP MSC bFGF

nicht induziert

induziert

Die Oil-red Farbung zeigt die Differenzierung und Speicherung sowohl der transduzierten
Stammzellen als auch der Kontrollgruppe nach Induzierung.

Abbildung 9: Osteogene Differenzierung (Ca 2+), chondrogene Differenzierung (GAG)
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Kontrollgruppe und Stammzellgruppen wurden zur Osteogenese induziert (14 Tage
Inkubation). Die Quantifizierung des Kalziums zeigt die Speicherungskapazitit der lentiviral
transduzierten Zellen.

Chondrogene Differenzierung (GAG): Die Kontrollgruppe und die lentiviral transduzierten
Stammzellen zeigten das gleiche Potential der Chondrogenese
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Der Nachweis der bFGF Expression wurde mittels RT-PCR erbracht und mittels ELISA
konnte das bFGF Protein quantifiziert werden. Aus der bFGF Transduktion erfolgte ein
sechzig-mal hoherer Anstieg von bFGF Proteinen im Vergleich zu nicht transduzierten
Stammzellen und eGFP transduzierten Stammzellen (3.045 % 0.020pg bFGF/10¢ Zellen
im Vergleich zu 0,05 % 0,019pg bFGF/10¢ Zellen (Kontrolle) und 0,058 % 0,024pg

bFGF/10¢ Zellen (eGFP transduzierte Zellen) (Abbildung 10).

Abbildung 10: bFGF Expression von lentiviral transduzierten mesenchymalen Stammzellen
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5.4 Histologische und immunhistochemische Auswertung

Die detaillierten Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Auswertung
werden in der Dissertation von L. Lenz dargestellt.

Die Schnitte der nach 14 Tagen gewonnen Sehnen zeigten iiberwiegend Narbengewebe,
besonders ausgeprigt in den Ubergidngen zu den verbliebenen distalen und proximalen
Sehnenstiimpfen. Eine beginnende Organisation von Granulationsgewebe hin zu
Sehnengewebe war dennoch beobachtbar, obgleich diese bei den nach 4 Wochen

entnommenen Sehnen deutlich ausgepragter war. Die Hauptunterschiede des
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Heilungsverlaufs von 2 zu 4 Wochen waren in einer verbesserten Faserstruktur und
einer stirkeren Parallelisierung zu sehen. Aufierdem nahm die Ovalisierung der
Zellkerne zu, die regionalen Unterschiede der Zellzahlen sanken und die Intensitat der
Kollagenfaserfairbung normalisierte sich. Ein Vergleich des semiquantitativen
Punktwertes ergab, alle Gruppen betrachtet, ein signifikant niedrigeres und somit
besseres Ergebnis nach 4 Wochen. Aber auch nach 4 Wochen zeigte kein Regenerat das
Erscheinungsbild einer gesunden Sehne. In der PBS-Gruppe konnten nach 2 und auch
nach 4 Wochen mehr Sehnen mit schlechtem Ergebnis gezahlt werden, was v.a. auf die
Parameter Struktur und Anordnung der Fasern zuriickging. Die bFGF-Gruppe und die
eGFP-Gruppe zeigten iiberwiegend Regenerate mit parallelen Kollagenfasern (Abb. 11),

was jedoch statistisch nicht signifikant war.

Abbildung 11: HE-Fiarbung, Sehnen nach 2 Wochen und 4 Wochen Heilungszeit
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In der immunhistochemischen Analyse konnten bzgl. Kollagen I, Kollagen III,
Fibronektin, Laminin und Versikan keine Unterschiede zwischen allen 3 Gruppen
nachgewiesen werden. Jedoch war die Kollagensynthese in der MSC-LV-bFGF Gruppe
und der MSC-LV-eGFP Gruppe erhoht, was durch die signifikant héhere Prokollagen I
Farbung (Abb. 12: A,B / D,E) im Vergleich zur PBS-Gruppe (Abb. 12: C,F) nach 2 Wochen
(p=0.0009 resp. 0.0041) und ebenso nach 4 Wochen (p=0.004 resp. 0.132) zum
Ausdruck gebracht werden konnte. Zwischen der eGFP Gruppe und der bFGF Gruppe

war nach 4 Wochen histologisch kein Unterschied zu sehen.

Abbildung 12: Prokollagen I (braun) Fiarbung nach 2 und 4 Wochen
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5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Studie zeigt in Teilen einen positiven Effekt durch Stammzellen auf die Struktur und
Beschaffenheit der geheilten Sehnennarbe. Die Verbesserungen der biomechanischen
Eigenschaften sind in der Frithphase marginal und nach 4 Wochen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe nicht signifikant nachzuweisen. In der Frithphase zeichnete sich eine
positive Tendenz in der maximalen Versagenslast ab, welche nach 4 Wochen nicht
signifikant war. Die zusatzliche Exprimierung eines Wachstumsfaktors (bFGF) zeigte
auch nach einer Heilungsphase von 4 Wochen keinen signifikanten positiven Effekt auf
die Sehnenheilung gegeniiber Stammzellen sowie gegeniiber der Kontrollgruppe. Eine
interessante Beobachtung ist die signifikankte Zunahme der Steifheit innerhalb der
Kontrollgruppe. Die biomechanische Analyse konnte die teilweise besseren

histologischen Ergebnisse durch Stammzellen somit nicht unterstiitzen.

Die histologischen Ergebnisse zeigten in den Stammzell-Gruppen eine positive Tendenz
mit besserem ,Remodeling,“ jedoch ist dies in dem Bewertungsschemata nicht
signifikant. Die immunhistochemischen Parameter zeigten nach 2 und nach 4 Wochen in
allen Gruppen vergleichbare Ergebnisse, bis auf die Prokollagen I -Farbung. Hier konnte
eine signifikante Mehranreicherung in der eGFP-Gruppe und der bFGF-Gruppe

gegenuber der PBS-Gruppe nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

6.1 Interpretation der Ergebnisse

Die biomechanische und histologische Untersuchung des Einflusses von lentiviral
transduzierten Stammzellen mit bFGF auf die Sehnenheilung im in-vivo Rattenmodell
widerlegt unsere Hypothese zur verbesserten Sehnenheilung nach 4 Wochen

Heilungszeit.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen positiven Effekte von bFGF73, war unsere
Hypothese, dass bFGF ein geeigneter Wachstumsfaktor fiir die Foérderung der
Sehnenheilung ist. Eine etablierte Methode, um gewisse Wachstumsfaktoren vermehrt
zu exprimieren, wurde durch die Gentherapie entwickelt. Hier ist die retrovirale
Gentransduktion besonders wirksam, wenn man sich die Menge an exprimierten
Proteinen und deren Produktion iiber einen lingeren Zeitraum ansieht*+>7. Die
Forschungsgruppe um Vogt et al.#* konnte 2008 eine wirksame Methode unter
Anwendung von retroviralen Vektoren zum Transfer von Genen vorstellen. Es wurden
VSV.G pseudotypisierte retrovirale Vektoren benutzt um Zellen zu markieren und einen
produzierenden Wachstumsfaktor einzubringen. Wir verwendeten spezielle retrovirale
(Ientivirale) Vektoren, um eine moglichst hohe Konzentration eines Wachstumsfaktors

im Gewebe und damit einen méglichst grofden Effekt zu erreichen.

In unserer Studie konnten die immunhistochemischen Ergebnisse eine
Mehranreicherung von bFGF in beiden Stammzellengruppen erbringen. Die Prokollagen
Farbung zeigte eine signifikant hohere Konzentration in der bFGF-Gruppe, wie auch in
der eGFP Stammzell-Gruppe. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die Zugabe von
Stammzellen allgemein eine hohere Konzentration an Prokollagen hervorruft, jedoch die
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lentiviral transduzierten Stammzellen mit vermehrter Wachstumsfaktorexpression

keinen signifikanten zusatzlichen Effekt erzielen.

In der biomechanischen Analyse zeigte die Stammzellgruppe mit eGFP nach 2 Wochen,
wenn man die gesunde Gegenseite prozentual einbezieht, eine signifikant hoéhere
Reifdkraft im Vergleich zu der nicht therapierten Gruppe (PBS). Die bFGF-Gruppe wies
hier ebenfalls tendenziell bessere Werte auf als die Kontrollgruppe. Im weiteren
Vergleich nach 4 Wochen , war jedoch dieser Friiheffekt nicht mehr nachzuweisen. Hier
konnte insbesondere die PBS-Gruppe ein kraftiges Narbengewebe vorzeigen mit einem
signifikanten Zuwachs innerhalb von 14 Tagen, sodass nach einer Heilungszeit von 4
Wochen keine Unterschiede zwischen den Gruppen bzgl. der maximalen Versagenslast

zu sehen waren.

Die Theorie des positiven Einflusses der Stammzellen auf die Sehnenheilung in der
Fruhphase konnten wir somit nachweisen. Jedoch zeigt sich, dass bei Ratten nach vier
Wochen Heilungszeit auch eine nicht behandelte Sehne gleichwertige, bzw. tendenziell
sogar bessere biomechanische Qualitdten hinsichtlich der maximalen Versagenslast und
der Steifheit aufweist. Es muss konstatiert werden, dass die vermehrte Expression von
bFGF alleine nicht zu einer biomechanisch besseren Sehnenqualitat fiihrt. Die Methode
der lentiviral transduzierten Stammzellen ist jedoch eine gute Moglichkeit, eine

kontinuierliche Sezernierung vor Ort zu gewdhrleisten.

6.2 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur

Die Zugabe von Blutbestandteilen, um eine verbesserte Sehnenheilung zu erreichen,
wurde schon in mehreren Studien veroéffentlicht. In einer Arbeit von Zhang et al. wurde

der Heilungsprozess nach Zugabe des vascular endothelial growth factor (VEGF) an

37



Achillessehnen von Ratten untersucht. Es ergab sich nach einer und zwei Wochen eine
signifikant hohere Belastbarkeit der entsprechenden Sehnen im Gegensatz zur

Kontrollgruppe®s.

Im Jahre 2004 konnte Aspenberg et al>3 zeigen, dass sich die Zugabe von
Blutplattchenkonzentrat (Plattchen-reiches-Plasma), welches nach 6 Stunden in das
durch die durchtrennte Achillessehne entstandene Hamatom injiziert wurde, auf die
Sehnenheilung von Achillessehnen von Ratten positiv auswirkt. Die mechanische
Stabilitdt konnte in den Nachuntersuchungen nach 28 Tagen eine Verbesserung im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe erzielen. Die Griinde fiir den positiven Effekt wurden
damals in den nicht ndher bezeichneten, aber vermuteten Wachstumsfaktoren gesehen.
Wir konnten ebenfalls einen positiven Friiheffekt auf die mechanische Stabilitit des
Sehnenregenrats nachweisen. Jedoch zeigte sich nach 4 Wochen in der Kontrollgruppe

ein ebenfalls gleichwertige biomechanische Eigenschaft.

In der Arbeit von Chong et al#’ aus dem Jahr 2007 wird bei einem
Achillessehnenmodell am Kaninchen durch die Applikation von
Knochenmarksstammzellen sowohl histologisch als auch biomechanisch ein qualitativ
besseres Sehnenregenerat gewonnen als in der Vergleichsgruppe. Dariiber hinaus wird
die Knochen-Sehnenheilung durch den Zusatz von Stammzellen ebenso beschleunigt,
wie in der Arbeit von Ju et al.®? beschrieben. In der histologischen Untersuchung zeigte
sich  im Tierversuch an Ratten bei operativer Kreuzbandversorgung nach
Stammzellenzusatz eine verbesserte Heilungspotenz durch die gesteigerte

Kollagensynthese im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Stammzellzusatz.

Eine Arbeit von Young et al.7# aus dem Jahr 1998 zeigte einen signifikant besseren

biomechanischen Effekt von mesenchymalen Stammzellen auf die Sehnenheilung. In
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einem Kaninchenmodell wurde eine Kollagenmatrix mit Stammzellen an einem
Nahtmaterial als Fiihrung ex vivo kultiviert und anschlieflend in einen Sehnendefekt
(Icm) der Achillessehne implantiert. Young beschreibt eine Verbesserung der Sehne

sowohl biomechanisch, wie auch histologisch, nach 4, 8 und 12 Wochen beim Kaninchen.

In unseren Ergebnissen war die Stammzellgruppe in der Frithphase hinsichtlich der
maximalen Versagenslast gegeniiber der Kontrollgruppe liberlegen. Ebenfalls zeigte sich
in der Stammzellgruppe eine hohere Prokollagen Anreicherung in den
immunhistologischen Schnitten nach 2 und nach 4 Wochen. Die biomechanischen
Eigenschaften des Regeneratgewebes der Kontrollgruppe iibertrafen jedoch die

Stammzellgruppe nach 4 Wochen.

Mehrere Studien haben positive Effekte des Wachstumsfaktors bFGF in Bezug auf die
Sehnenheilung beschrieben. Tang et al.”> konnte 2008 durch die Verwendung von bFGF
im Huhnmodell einen positiven Effekt der Sehnenheilung zeigen. Hierbei erfolgte ein
Gentransfer eines bFGF codierenden Gens mit einem Adenovirus. Aufderdem wurden die
Sehnen nach Durchtrennung primidr End-zu-End gendht. Die histologische und
biomechanische Untersuchung erfolgte an der langen Beugesehne der Langfinger und
zeigte nach Wachstumsfaktorapplikation von bFGF eine deutliche Festigkeitssteigerung
der Sehne im Vergleich zur Kontrollgruppe in einem Follow-up bis zu 12 Wochen.
Jedoch zeigten die histologischen Ergebnisse keine verbesserte Charakteristika in der

Anordnung des Sehnenbestandteile.

Chan et al.49, welche das Protein bFGF als Wachstumsfaktor in einem Rattenmodell mit
Patellarsehnenheilung einmalig verabreichten, konnten einen positiven Effekt auf die
histologischen und immunhistologischen Charakteristika des Heilungsprozesses nach

nur 7 Tagen nachweisen. In einem Rattenmodell wurde die Patellarsehne gefenstert und
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in der Versuchsgruppe bFGF lokal in die Sehne appliziert. Er fand gréfiere Mengen an
Kollagen III und hohere Zellproliferationsraten. Letztendlich ist Kollagen III diinner und
dehnungsfahiger als Kollagen I und zusammen mit Prokollagen I ein wichtiger Faktor in
der ersten Heilungsphase von Sehnengewebe. Im Gegensatz zu dieser Studie
verwendeten wir eine innovative Alternative mit kontinuierlicher Abgabe von bFGF im
Gewebe durch lentiviral transduzierte, mesenchymale Stammzellen. Obwohl wir zeigen
konnten, dass die bFGF Transduktion funktionierte, konnte letztlich kein Kklarer
Langzeiteffekt in den biomechanischen Ergebnissen dargestellt werden. Des Weiteren
muss man erkennen, dass unsere Stammzellgruppen beziiglich der Prokollagensynthese
keine signifikanten Unterschiede aufweisen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass die
benotigte Menge an bFGF Proteinen geringer ist und ,normale“ Stammzellen alleine
schon ausreichend den Wachstumsfaktor bFGF produzieren. Eine grofiere Menge an

bFGF vor Ort hat in diesem Modell keinen Vorteil erbracht.

In diesem Zusammenhang ist eine Studie von Chen et al.’¢ 2008 zum Nachweis von
verschiedenen Wachstumsfaktoren nach Durchtrennung der Achillessehne in einem
Huhnchen Modell zu nennen. Es zeigte sich, dass neben einer hohe Expression von TGF-
beta nach 3 Wochen, insbesondere die Expression von bFGF gering war und sich sogar
im Verlauf nach 3 Wochen verringerte. Dies lasst ebenfalls die Vermutung zu, dass das
Vorhandensein von bFGF als Wachstumsfaktor in einer hohen Konzentration nicht auf

Dauer wichtig ist.

In einer bereits oben beschriebenen Studie von Zhang et al.®® wurden in einem
Rattenmodell an der Achillessehne signifikante positive Effekte von VEGF als
Wachstumsfaktor beziiglich der biomechanischen Eigenschaften in der Frithphase der
Heilung (7 und 14 Tagen) gezeigt. Jedoch wurden diese nach 4 Wochen nicht mehr

nachgewiesen.
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In einer Studie an Rattenachillessehnen konnte Okamoto et al.® nachweisen, dass die
Therapie mit mesenchymalen Stammzellen und Knochenmarkszellen zu besseren
biomechanische Eigenschaften auf die Sehnenheilung fithrt. Zusatzliche
Wachstumsfaktoren wurden hier nicht verwendet. Jedoch wurde die Sehne zum einen

nur durchtrennt und kein Defekt erstellt und zum anderen erfolgte eine Immobilisation.

Ein wichtiger Punkt in der Heilungsphase ist neben der Verwendung von
Wachstumsfaktoren oder Stammzellen sicherlich auch die Mobilisation oder
Immobilisation. In unserem Tiermodell erlaubten wir vollen Bewegungsumfang und
Belastung der betroffenen Extremitat. Aufderdem wurde die Sehne nicht adaptiert. Der
positive Effekt einer frithfunktionellen Belibung gegeniiber einer Ruhigstellung wurde
von Stehno-Bittel et al. 1998 in einem Tiermodell an der Achillessehne von Kaninchen
gezeigt’’. In unserem Tiermodell haben wir bewusst auf eine primdre Sehnennaht
verzichtet. Durch die Dehiszenz der Sehnenstiimpfe konnte sich Regeneratgewebe
bilden, welches histologisch und biomechanisch gut und vergleichend untersucht
werden konnte. In der makroskopischen Beurteilung zeigten sich verlangerte Sehnen,
die jedoch alle durchgingig waren und ein Regeneratgewebe aufweisten, wie

histologisch gezeigt wurde.

6.3 Limitation

Unsere Methode mit Setzen eines Substanzdefektes zeigt in allen Versuchstieren eine
vollstandige Wiederherstellung einer durchgiangigen Sehne, insbesondere auch in der
Kontrollgruppe. Die Datenlage tuber die Heilungsphasen und deren genauen
Zeitenabfolgen bei Ratten ist sehr gering. Es scheint, dass nach 4 Wochen noch kein

ausreichendes ,Remodelling” stattgefunden hat. Hier konnte eine biomechanische und
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histologische Untersuchung zu einem spateren Zeitpunkt, zum Beispiel nach 10 - 12
Wochen, weitere interessante Ergebnisse bringen.

Fiir die Applikationsform von Stammzellen sind zum Beispiel Scaffolds in Betracht zu
ziehen, wo Stammzellen und/oder Wachstumsfaktoren eingebettet werden kénnen und
am Ort des Geschehens verbleiben.

Die Frage, ob bFGF ein geeigneter Wachstumsfaktor fiir die Sehnenheilung ist, kann auch
diese Studie letztlich nicht beweisen. Einzelne Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF TGF-
alpha) haben zwar in einzelnen Studien positive Effekte nachweisen konnen, jedoch
nicht auf eine Sehnenregenration mit dem Wunsch einer ,Restitutio ad integrum® im ,in
vivo“ Modell. Vermutlich ist ein Zusammenspiel verschiedener, heute wohl noch nicht
ganzlich  verstandenen, bzw nachgewiesenen Faktoren nétig um einen
Sehnenregeneration zu erzielen.

Die Risiken und Nebenwirkungen einer viralen Gentransduktion und vermehrten
Expression einzelner Proteine sind hinsichtlich Tumorneogenese nicht hinreichend
erforscht, sodass die Ubertragbarkeit auf den Menschen in naher Zukunft nicht
realisierbar sein wird.

Bisherige in-vivo und in-vitro Studien mit Stammzellen ohne Gentransfer kénnen
teilweise positive Effekte nachweisen. Stammzellen gelten allgemein als Hilfe gegen
viele Krankheiten und Verletzungen. Aufgrund mangelnder Studienlage und fehlender
Langzeitresultate sind die Einsatzmoglichkeiten im klinischen Alltag jedoch stark

begrenzt.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es die biomechanischen Effekte auf die Sehnenheilung von
lentiviral transduzierten Stammzellen mit vermehrter bFGF Produktion in einem in-vivo
Sehnen-Defekt-Modell an der Ratte zu untersuchen. Die histologische Auswertung zeigte
einen partiellen Effekt von Stammzellen auf Struktur und Zusammensetzung des
Sehnenregenerates. In der immunhistochemischen Anfiarbung konnten eine signifikant
hohere Konzentration an Prokollagen in der eGFP-Gruppe und der bFGF-Gruppe
nachgewiesen werden. Biomechanisch waren diese beiden Gruppen ebenfalls in der
Frithphase der Heilung der Kontrollgruppe signifikant {iberlegen. Die biomechanischen
Eigenschaften relativierten sich nach 4 Wochen. Insbesondere die Kontrollgruppe zeigte
eine signifikante Steigerung in der biomechanischen Analyse. Der Wachstumsfaktor
bFGF konnte im Vergleich zu mesenchymalen Stammzellen keinen positiven Effekt auf

die Sehnenheilung hervorrufen.
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