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1 Einleitung

Die Ruptur des vorderen Kreuzbandes gehort zu den hiaufigsten Bandverletzungen beim
Menschen. In den USA ist einer von 3000 Einwohnern von einer Kreuzbandruptur betroffen '.
Da das Kreuzband fiir die Funktionalitdt des Kniegelenks von entscheidender Bedeutung ist,
sollte es ersetzt bzw. rekonstruiert werden, um eine Schéddigung des Knies durch
unphysiologische Belastungen zu verhindern. Werden keine Mallnahmen ergriffen, kann es zu
vorzeitiger Arthrose und zum Einbau einer totalen Endoprothese kommen . Heutzutage wird
das Kreuzband operativ rekonstruiert. Fiir die Rekonstruktion wird autogenes Gewebe
verwendet. Dafiir wird Sehnengewebe der Gracilis- oder Semitendinosus-Sehne oder ein Teil
der Patellarsehne mit endstdndigen Knochenblocken eingesetzt. Diese Vorgehensweise fiihrt
meist zu befriedigenden Resultaten, ist jedoch mit einigen Problemen behaftet. Durch die
Entnahme des Ersatzgewebes ist ein groferer operativer Eingriff notig. Dies vergroBert die
Wabhrscheinlichkeit von Komplikationen. Zudem kommt es am Ort der Entnahme zu einer
Verwundung des Gewebes. In den meisten Fillen heilt die Entnahmestelle narbig aus und
bleibt dadurch funktionell insuffizient. Dieser Effekt wird als ,,donor site morbidity*

bezeichnet * ! #

. Daher wird nach Losungen gesucht, die Entnahme von Transplantat-gewebe
tiberfliissig zu machen. Vielversprechend scheint hier das Tissue Engineering zu sein. Das
Tissue Engineering kombiniert verschiedene wissenschaftliche Disziplinen wie Zellbiologie,
Molekularbiologie, Chemie, verschiedene Materialwissenschaften und humanmedizinische
Forschung miteinander. Dazu werden humane Zellen meist in vitro kultiviert und mit
Tréagermaterialien synthetischer oder biologischer Herkunft kombiniert. Das Ziel ist die
Zichtung von implantationsfihigen Konstrukten, die dann letztlich zur Bildung von vitalen
und funktionellen Ersatzgeweben fiihren sollen * ¢ .

Fir das Tissue Engineering von Bandgewebe werden drei Komponenten bendtigt. Dabei
handelt es sich um Zellen unterschiedlicher Differenzierung, Tragermaterial sowie geeignete
biologische und physikalische Faktoren zur gezielten Steuerung der Zellen. Der Zelltyp muss
zahlreiche Anforderungen erfiillen. Die Entnahme sollte einfach sein und beim Patienten
einen kleinen Eingriff erfordern. Die Zellen miissen das Potential haben, die nétigen Proteine
zu synthetisieren oder sich dahingehend zu differenzieren. Sehr wichtig ist auch die
Handhabbarkeit der Zellen in der Zellkultur. Sie miissen einfach zu vermehren sein, um die
groBie Zellzahl zu erreichen, die fiir die Besiedlung von Trigermaterialien nétig ist >*'°.

Die Tragermaterialien fiir die Zellen miissen ebenfalls den hohen Anspriichen gerecht werden.

Sie miissen biokompatibel sein. Die Oberfliche muss den Zellen die Anheftung ermdglichen.
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Das Material muss biodegradierbar, das heillit im Organismus abbaubar sein, damit kein
zusétzlicher Eingriff zur Revision nétig ist. Die mechanischen Eigenschaften miissen eine
Kultivierung der Konstrukte in vitro sowie die Applikation von mechanischen Reizen und die
Implantation erméglichen ' °.

Fiir den Schritt vom Zell-besiedelten zum funktionellen, implantationsfihigen Konstrukt wird
versucht, die Entwicklung der Zellen in den Konstrukten zu steuern. Es werden dazu
biologisch aktive Substanzen wie Differenzierungsfaktoren in vitro eingesetzt. Es ist auch
moglich Differenzierungsfaktoren in vivo einzusetzen, um eine Heilung oder Erneuerung im

], . 12 13 14 15
Korper zu erreichen

. Da man davon ausgeht, dass die histomorphologische Struktur
der Gewebe und die molekulare Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix (ECM) direkt
mit der lokalen physikalischen Beanspruchung in Zusammenhang stehen '°, werden
mechanische Reize appliziert, um die Zellen dazu anzuregen, die gewiinschte extrazelluldre

. . 17 18 8 19 20
Matrix zu bilden !’ 920

1.1 Das menschliche Kreuzband

Das vordere Kreuzband zusammen mit dem hinteren Kreuzband, dem Innen- und Aullenband
und den Menisci sind die Stabilisatoren des Kniegelenkes. Das vordere Kreuzband ist selbst
der wichtigste Stabilisator. Es ist ein circa 2 cm langes und etwa kleinfingerdickes

Faserbiindel, das im Kniegelenk vom Tibiakopf zum Femur zieht.

1.1.1 Ontogenese

Die Entwicklung des Knies im Embryo ist sehr gut untersucht. Die Kreuzbénder entwickeln
sich aus dem Synovialmesenchym zwischen den embryonalen Femur- und Tibiaanlagen *' *
. Nach zehn Wochen Embryonalentwicklung grenzen sich die Kreuzbinder deutlich von
dem umliegenden Gewebe ab **. Sie bestehen aus zellreichem Bindegewebe, dessen Zellen
schon in Zugrichtung orientiert sind. Die Femurkondylen und das Tibiaplateau konnen sich
ohne die Fithrung der Kreuzbédnder nicht korrekt entwickeln. Aber auch die Kreuzbénder
passen sich in der fetalen Entwicklung der Belastungsart und Richtung an. Die Entstehung

dieser komplexen Strukturen geschieht unter anderem durch den Einfluss der Kinematik im

embryonalen Kniegelenk *°.

1.1.2 Anatomie

Das vordere Kreuzband steuert zusammen mit dem hinteren Kreuzband den Ablauf der
Bewegung des Knies bei Flexion, Extension und in postero-anteriorer Richtung

(,,Schubladentest) 262738 1yag vordere Kreuzband ist ein Ligament, das sich zwischen Femur
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und 7ibia aufspannt. Es inseriert facherférmig an der Innenfléache des condylus lateralis ossis
femoris und verlduft nach distal-antero-medial, wo es wiederum in der area intercondylaris
tibiae inseriert °.

Es ist von Synovia umgeben, welche vom posterioren Interkondylarbereich ausgehend
sowohl das vordere Kreuzband als auch das hintere Kreuzband umgibt. So gesehen liegen die
Kreuzbinder zwar in der fibrosen Kapsel, jedoch auBlerhalb der Gelenkhohle bzw. von dieser
abgegrenzt durch die eigene synoviale Umbhiillung. Der Bewegungsspielraum fiir die
Kreuzbinder wird durch die fossa intercondylaris bestimmt. Diese ist eine Grube ohne
Gelenkfldche zwischen der lateralen und der medialen Kondyle des Femur. Nach anterior
verjiingt sich die fossa intercondylaris und endet an der facies patellaris ».

Das vordere Kreuzband selbst besteht aus zahlreichen Biindeln (Abbildung 1), die
funktionelle Untergruppen des vorderen Kreuzbandes sind. Kein Biindel verhilt sich tiber den
gesamten Bewegungsbereich gesehen isometrisch. Fiir jeden Flexionswinkel des
Kniegelenkes ist die Last unterschiedlich auf die Faserbiindel verteilt ** **. Die Faserbiindel
bestehen vorwiegend aus Kollagen-Typ-I und werden von einem Netzwerk aus
membranartigen Septen abgegrenzt, die reich an Fibronektin und Kollagen-Typ-III sind *'.
Eine Blutversorgung des vorderen Kreuzbandes selbst ist nur an den Insertionsarealen
nachweisbar. Im mittleren Teil des Kreuzbandes gibt es einen avaskuldren Bereich, bei dem

32

man davon ausgeht, dass er wesentlich schlechter heilen kann Jedoch ist die

Synovialmembran, die das Kreuzband umhillt, sehr gut durchblutet. Die Synovia

33 34 35

gewihrleistet die Erndhrung des avaskuldren Bereiches

vl %4

Abbildung 1: Bﬁndelung (*) der Kollagenfasern zu funktionellen Um.‘ergruppen 3
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1.1.3 Zellulire Bestandteile

Wie alle Gewebe besteht auch das Kreuzband aus verschieden unterschiedlich spezialisierten
Zellen, einer extrazelluldren Matrix und einer wissrigen Phase. Die verschiedenen Zellen
gewdhrleisten Auf- und Umbau der Matrix. Die meisten Zellen im Kreuzbandgewebe gehoren
zur Familie der Fibrozyten (Abbildung 3). Daneben kommen auch Adipozyten, Neurone,
Kraft- und Schmerzrezeptorzellen sowie Endothelzellen vor. Die Fibrozyten des dichten
Bindegewebes dominieren zahlenmiBig und zeigen, anders als Zellen aus Sehnen und
anderen Ligamenten, Merkmale wie sie fiir Fibrozyten im Faserknorpel typisch sind *’. Sie
sind fiir Bildung und Erhalt der Kollagenmatrix verantwortlich. Die Zellen zwischen den
dichten Kollagenfasern variieren in ihrer Form von ovoid bis fusiform. Die fusiformen
Fibrozyten liegen einzeln oder in Gruppen dem dichten Kollagen an. Die ovoiden bis
cubuiden Zellen erscheinen oft in Reihen angeordnet, die von einem feinen fibrésen Netz
umgeben sind (Abbildung 2 und Abbildung 3). In diesen Bereichen finden sich verstérkt
Glykosaminoglykane **. Die Adipozyten sind groBvolumige Zellen, die sich als Fettkorper
zwischen den Biindeln des Kreuzbandes und an den Insertionsarealen befinden kénnen. Die
Neurone haben freie Nervenendigungen im Kreuzband oder enervieren die Propriozeptoren.

Die Endothelzellen sind extrem flache, folienartige Zellen der BlutgefaBwandungen.

= S P ‘ S

Abbildung 2: Aufgereihié F ibrozyten zwischen den Kollaenﬁbi;ilen 38
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Abbildung 3: Fibrozyten eingebettet in Kollagenfaserbiindel (Querschnitt) des Bandgewebes
38

1.1.4 Die Extrazelluliire Matrix

Die extrazelluldre Matrix erfiillt Stiitz- und Organisationsfunktionen und ist Informations- und
Wasserspeicher *°. Die wissrige Phase mit allen gelosten und suspendierten Bestandteilen ist
fiir den Stoff- und Informationsaustausch sowie die mechanische Stabilitit des Gewebes
essentiell *.

Die wichtigsten Bestandteile der extrazelluldren Matrix sind, neben dem Wasser, die
Makromolekiile Kollagen, Elastin, Glykoproteine und Proteoglykane. Die mechanischen
Eigenschaften hidngen von der Zusammensetzung der Matrix, der Organisation der
Makromolekiile, der Interaktion der Matrixmolekiile untereinander und der umgebenden
Fliissigkeit ab. Die genaue Zusammensetzung ist in jedem Bereich des Ligamentes
verschieden und variiert zudem von Mensch zu Mensch. 90 % des Kollagens im vorderen
Kreuzband ist Kollagen-Typ-I. Es besteht aus zwei identischen a 1-Ketten und einer o 2-
Kette (Abbildung 4). Das Kollagen-Typ-III macht circa 10% des Kollagens im Ligament aus.
Es besteht aus drei o 1-Ketten, befindet sich im Bindegewebe zwischen den Kollagen-Typ-I-
Fibrillenbiindeln und erlaubt durch seine viskoelastischen Eigenschaften die unterschiedliche
Rekrutierung der Faserbiindel *. Der Elastinanteil im vorderen Kreuzband liegt unter 5%. Es
bildet ein ineinander greifendes Netzwerk auf den Faszikeln. Seine elastischen Eigenschaften
sind mit dafiir verantwortlich, dass das Kollagen nach Belastung wieder seine gewellte

Ruhestruktur einnimmt *° !,
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Abbildung 4: Aufbau der Kollagenfasern (nach M. E. Nimni, in M. Zern and L. Reid, Hgb. ,
Extracellular Matrix, Marcel Dekker, S. 121-148, 1993)

Die Proteoglykane (Mukopolysaccharide) sind den Glykoproteinen dhnlich, haben aber eine
weitaus hohere Glykosilierung. Sie bestehen aus Proteinen, die an Polysaccharide gebunden
sind. Diese Polysaccharide gehoren zu den Glykosaminoglykanen. Diese tragen in wissriger
Umgebung viele negative Ladungen. Ein Beispiel ist die Hyaluronséure. Die Proteoglykane
machen nur etwa 1% der Trockenmasse des vorderen Kreuzbandes aus °°, sind jedoch
besonders wichtig fiir die Organisation der Matrix und fiir die Wasserbindung im Gewebe
(Gelbildner) *. Wenn sie mit der Zellmembran verbunden sind, konnen sie entweder iiber
Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI) an der Oberfldche der Plasmamembran verankert sein,
oder an einem Tréigerprotein, welches den Lipid Doppellayer durchspannt. So kann auch eine

Verkniipfung mit dem Zytoskelett erfolgen *.

Die Glykoproteine, wie das Fibronektin, Integrin oder Laminin sind Proteine, die meist einige
Mono- oder Oligosaccharide enthalten. Sie haben eine besondere Bedeutung bei der
Interaktion der Ligamentzellen mit ihrer Umgebung bei Wachstum, Heilung und Umbau.
Fibronektin ist fiir viele Zellfunktionen wichtig, besonders fiir die Zell-Matrix Adhésion. Es

besteht aus zwei Ketten, die tiber Disulfidbriicken verbunden sind, wird von Fibroblasten,
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Myoblasten, Endothelien und anderen Zellen produziert und assoziiert mit Zelloberfldchen,
Basalmembranen sowie perizelluldren Matrices. Spezielle Molekiildoménen binden an
extrazellulire Matrixmolekiile (u.a. Kollagen, Fibrin, Proteoglykane). Die Arginin-Glycin-
Asparaginsdure-Doméne (RGD-Doméne) des Fibronektins bindet an die Integrine der Zellen
* Die Zellen binden im Wesentlichen iiber Integrine an die Matrix. Diese verbinden die
Makromolekiile der Matrix, wie z. B. das Fibronektin, mit dem Zytoskelett. Die Integrine sind
eine gro3e Familie von Zelloberflachen-Transmembran-Rezeptoren. Sie bestehen aus a- und
B-Ketten die Heterodimere bilden, vermitteln den Kontakt zwischen den Zellen und der
Matrix und auch Zell-Zell Kontakte und sind wichtig fiir Entwicklungsprozesse und
Wundheilung *. Die Integrine besitzen keine intrinsische enzymatische Aktivitit, sind jedoch
auch zur Initiation und Weiterleitung von mechanischen Signalen in der Lage, da sie mit einer
Vielzahl von Proteinen sowohl iiber ihren transmembrandren Bereich als auch tiber ihre
zytoplasmatischen Schwiinze interagieren *°. Die Makromolekiile der Matrix degradieren
kontinuierlich und werden von den Zellen permanent neu synthetisiert. Die Degradation
geschieht durch die MMP’s (Matrixmetalloproteinasen), proteolytische Enzyme, die
sezerniert, an die Zelloberfliche gebunden oder an Matrixmolekiile adsorbiert werden. Sie
werden in drei Gruppen unterteilt:

- interstitielle Kollagenasen (die Kollagen-Typ I, II, IIT und V degradieren),

- Typ-IV Kollagenasen (degradiert Dreifachhelix-Kollagene vom Typ-1V, VI, VII, XI,

Fibronektin und Elastin)
- Stromelysine (degradieren Proteoglycan-Proteine, Laminin, Fibronektin
und Gelatin) ¥’ **

Die regulatorischen Gegenspieler der MMP’s sind die TIMP’s (tissue inhibitor of

metalloproteases).

1.1.5 Funktion

Das vordere Kreuzband ist im Wesentlichen fiir zwei Aufgaben im Knie zustdndig, die
Kinematik und die Sensorik. Die Kinematik ergibt sich aus der geometrischen Anordnung der
Kreuzbinder im Knie und ihrer Materialeigenschaften. Die Kreuzbénder bilden mit Tibia und
Femur eine gekreuzte Viergelenkkette, welche die Roll-Gleit-Bewegung der Femurkondyle
auf dem Tibiaplateau bestimmt. Die Bewegung des Knies wird durch die Kreuzbédnder
gesteuert und entspricht der Kontur der Femurkondyle **. Zusitzlich verhindern die
Kreuzbinder eine antero-posteriore Verschiebung der Tibia. In Extension stof3t das vordere

Kreuzband an den vorderen Rand der fossa intercondylaris und limitiert so die
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Extensionsbewegung *°. Neben der passiven Stabilisierung ist das Kreuzband mit seinen
Propriozeptoren (Mechanosensoren) auch an der aktiven, muskuldren Stabilisierung beteiligt.
Diese Mechanosensoren, wie Vater-Paccini-Korperchen, Ruffini-Korperchen und freie

Nervenendigungen, sind in den Insertionsbereichen und in der Subsynovialis enthalten ' **.

1.1.6 Ruptur des Kreuzbandes

Bei starken Beuge- oder Drehbewegungen, wie zum Beispiel bei FuBlball- oder Skiunfillen,
kommt es zu einem ungiinstigen Hebelmechanismus, der von der Muskulatur nicht mehr
gehalten werden kann, so dass das vordere Kreuzband reif3it. Bei Riss des Kreuzbandes kommt
es zur Ausbildung einer chronischen Instabilitdt des Kniegelenkes. Die Gelenk-Kinematik
andert sich und die tibrigen Strukturen wie Ligamente, Menisci und Knorpel des Gelenkes
werden zusitzlich belastet. Durch den Verlust des vorderen Kreuzbandes kommt es
insbesondere bei unbewussten, muskuldr nicht kontrollierten Bewegungen zum ,,giving-way*-
Syndrom mit horizontalem Verschieben des Tibiaplateaus gegen die Femurkondyle. Dieses
fiihrt im Laufe der Zeit zur Auslockerung des Kapsel-Band-Apparates und damit zu einer
komplexeren Knieinstabilitdt. Zusétzlich konnen Meniskusrisse und Knorpelschdden an den
Oberschenkelkondylen entstehen. Um solche Folgeschdden zu vermeiden, sollte das Band

rekonstruiert werden. Auf einige Methoden soll im Folgenden eingegangen werden.

1.1.7 Bandersatz und Bandrekonstruktion

Die achtziger Jahre waren gepridgt von der Einfiihrung verschiedener synthetischer
Materialien zum Ersatz der Kreuzbénder. Die Anforderungen an die Materialien sind jedoch
hoch. Dies gilt besonders fiir die mechanischen Eigenschaften. In einem kritischen Riickblick
muss festgestellt werden, dass die Materialien zum Ersatz des vorderen Kreuzbandes nicht
den Anforderungen gewachsen waren. Die Ersatzmaterialien konnten zwar gute Ergebnisse
fiir einen kurzen Zeitraum nach der Rekonstruktion erzielen, haben aber bei
Langzeitbeanspruchung versagt. Meist lag es an unzureichenden mechanischen Eigenschaften
wie Abrieb, hiufig auftretende Materialermiidungen oder auch schlechte Integration in das

3 3 5 Qynthetische Ersatzmaterialien wie Integraft®, Leads-Keio

Knochengewebe
Ligament®, Stryker-Dacron®, Kennedy-LAD® oder Gore-Tex® haben keine, oder nur eine
zeitlich beschrankte Zulassung durch die US-amerikanische Food and Drug Administration
(FDA) erhalten konnen *°. Die nicht degradierbaren, synthetischen Bénder haben daher in der
heutigen Praxis keine Bedeutung mehr und sind fast vollstindig aus der klinischen

57 58

Anwendung verschwunden In Abbildung 5 sind einige synthetische

Bandersatzmaterialien sowie ein bovines Allograft gezeigt.
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Abbildung 5: von links nach rechts Carbon Fibre, DACRON™, Rindersehne, Gore®, Leeds-
Keio®, Aramid™
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Die Versuche rupturierte Kreuzbdnder mit verschiedenen Nahttechniken zu rekonstruieren,
um eine Regeneration zu erreichen, sind gescheitert. Die Regeneration fiihrte lediglich zu
einer mechanisch insuffizienten Narbenbildung >’. Von Cabaud et al. wurden
Regenerationsversuche an Hunden und Primaten durchgefiihrt, welche zeigten, dass Niahen
zuvor durchtrennter Bénder zwar eine Heilung bewirkt, diese aber nur maximal 62% der
Festigkeit des gesunden Gewebes erreichen *°. Zudem muss fiir eine Naht die Ruptur sehr
frisch sein. Die Degradation des rupturierten Gewebes fiihrt schnell zu einer Schrumpfung
und Auflockerung des Gewebes. Kreuzband-Patienten erscheinen aber meist erst lange Zeit
nach einer Ruptur zur Behandlung in der Klinik ®.

Heute verwendet man zur Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes autogene Transplantate
6! Bei den autogenen Transplantaten kommen das mittlere Drittel der Kniescheibensehne
(Patellarsehne) sowie die pes anserinus-Sehnen (Semitendinosus und Gracilis) zur
Anwendung . Bei der Verwendung der Patellarsehne wird aus dem mittleren Drittel der
Kniescheibensehne ein ca. 1 cm breites Stiick Sehne mit Knochengewebe aus den
Insertionsarealen von Tibia und Patella entnommen. Vorteil der Verwendung dieser
Kniescheibensehne ist die gute Fixationsmoglichkeit. Die anhdngenden Knochenblocke
werden in den Bohrkandlen mit Interferenzschrauben aus Titan oder degradierbaren
Materialien fixiert. Einbau und Fixation des Transplantates erfolgt meist rein arthroskopisch
%2 Die Gracilis- oder Semitendinosus-Sehnen werden iiber einen kleinen Hautschnitt am
innenseitigen Schienbeinkopf entnommen und jeweils gedoppelt. Die primire Rei3kraft eines

Quadruple-Hamstring-Transplantats (vierfach gelegten Sehnentransplantates) ist ungefahr
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doppelt so hoch wie die Reilkraft des normalen menschlichen vorderen Kreuzbandes. Die
Vorteile der Semitendinosus- und Gracilis-Transplantate sind, gegeniiber der Patellarsehne,
die geringere Komplikationsrate, die geringeren Schmerzen nach Entnahme der Sehnen und
die nur kleine, kosmetisch giinstige Hautnarbe . Weiterhin erreicht dieses Transplantat eher
die Steifigkeit eines normalen vorderen Kreuzbandes. Bewegungseinschrankungen sind
nachgewiesenermaBen seltener *. Die maximale ReiBkraft des Quadruple-Hamstring-
Transplantats ist noch hoher als die der Patellarsehne. Als Nachteil gilt das langsamere

65 66 .
)

Einheilverhalten der Sehnen in die Knochenkanile im Vergleich zur Patellarsehne e

Knochenblocke der Patellarsehne wachsen innerhalb von drei bis sechs Wochen ein, die
Kniebeugesehnen brauchen dafiir zehn bis zwdlf Wochen 7 .

Die Nachteile aller autogenen Transplantate liegen in der Qualitdt des Autografts und in der
Schwichung des Gewebes am Entnahmeort. Die autogenen Ersatzgewebe haben nicht den
oben beschriebenen mikroanatomischen Aufbau und unterscheiden sich sogar beziiglich
Durchmesser und Verteilung der Kollagenfasern (Abbildung 6). Die Transplantate sind nicht
inerviert und nicht vaskularisiert. Dadurch kommt es zu nekrotischen Erscheinungen und
Mikrorupturen. Im Schafsmodell erreicht das Transplantat damit nach zwei Jahren nur 60%
der mechanischen Eigenschaften eines gesunden Gewebes °. Zudem werden durch die
Entnahme von Gewebe aus der Patellar- oder Semitendinosus-Sehne diese dauerhaft
geschwicht, da das sich dort bildende Narbengewebe ebenfalls nicht mehr die Struktur und
Belastungsfiahigkeit des urspriinglichen Gewebes besitzt. Hiaufig klagen Patienten iiber
andauernde Schmerzen am Entnahmeort. Zu den Beschwerden nach einem operativen
Eingriff am Kniegelenk gehort auch ein Verlust der Tiefensensibilitdt, der bei den Patienten
zu einem Unsicherheitsgefiihl beim Gehen und vermehrter Fallneigung fiihrt °. Das intakte
vordere Kreuzband ist fiir die Fithrung und Stabilisierung des Kniegelenks bestimmend. Die
Ruptur des Bandes bedeutet eine gravierende Storung der normalen Kinematik. Auch nach

aufwendigen Rekonstruktionen erreichen viele Kniegelenke nicht die volle Funktionalitét

wieder.
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Abbildung 6:

Elektronenmikroskopische Bilder von Kollagenfibrillenquerschnitten (18000 x).

Links: Patellarsehne mit iiberwiegend Rechts: Vorderes Kreuzband mit typischer
grofen Kollagenfibrillen und einer hohen bimodaler Verteilung™®

nummerischen Dichte.

1.2 Tissue Engineering fiir den Bandersatz

Das Tissue Engineering bezeichnet einen Forschungsbereich an der Schnittstelle zwischen
Bio- und Materialwissenschaften. Ziel ist, menschliche Gewebe und Organe mittels
biotechnologischer Methoden nachzubilden oder zumindest in ihrer Funktion nachzuahmen
! Die grundlegende Annahme dieser Forschung ist, dass die Morphologie und die Struktur
der Bindegewebe nicht nur genetisch determiniert sind sondern auch Ausdruck eines
postnatalen Anpassungsprozesses an die Beanspruchung ist. Die Idee der funktionellen
Anpassung der Gewebe an den physiologischen Gebrauch existiert bereits seit Beginn der
Evolutionstheorien von Darwin (1872) und Lamarck (1809) 2 > ™ 7>

Es gibt grundsétzlich zwei verschiedene Ansédtze fiir das Tissue engineering, in vitro und in
vivo. In vivo werden Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in das Zielgewebe
eingebracht. Die regulatorischen Substanzen koénnen direkt in das Gewebe eingebracht
werden °, z. B. iiber eine drug delivery-Substanz. Die Zellen im Patientengewebe konnen
tiber Vektoren in situ genmanipuliert (transfiziert) werden, so dass dort die gewiinschten

77 15 78 . N
. Dem Patienten kénnen

Faktoren von den Zellen des Patienten produziert werden
ebenso Zellen entnommen, transfiziert und wieder reimplantiert werden ”°. So konnte bereits
durch den Einsatz der Differenzierungsfaktoren GDF 5, 6 und 7, Mitglieder der TGF-f3 Gen-
Superfamilie, in vivo eine ektopische Neubildung von Band- oder Ligamentgewebe induziert

12
werden “.
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Das Tissue engineering in vitro nutzt die Kultivierung von autogenen Zellen. Dazu werden
verschiedene Kultursyteme verwendet, meistens jedoch dreidimensionale artifizielle Matrices
780 81 82 8 8 84 Dyurch die Kombination von Zellen und Matrix wird versucht, eine
bestmogliche Anpassung der Konstrukte an die kiinftigen Anforderungen zu erreichen und
diese dann zu implantieren *. Von Fibrozyten mesenchymalen Ursprungs und
mesenchymalen Progenitorzellen (MPC) ist bekannt, dass sie an der Bandheilung beteiligt
sind ¥ ¥. Daher werden fiir die Studien zum Tissue Engineering von Bandersatz meist diese

Zelltypen verwendet. Fibrozyten werden auch Tenozyten genannt, wenn es sich um die Zellen

von Sehnen und Bindern handelt. Sie gehoren in die Familie der fibroblastiren Zellen .

1.2.1 Einsatz von fibroblastiren Zellen

Neben dem Einsatz von primdren Zellen aus Sehnen und Bandgeweben werden auch nicht

bandspezifische Fibrozyten ® ¥ *

und Zelllinien erforscht, weil dadurch die Verfiigbarkeit
grofer Zellmengen erleichtert und Spendervariabilitidten vermindert werden. Dies limitiert
jedoch die Ubertragbarkeit der erzielten Ergebnisse. In dieser Studie wurden Zellen aus dem
vorderen Kreuzband verwendet, um ein geeignetes Bezugssystem fiir den Vergleich der
Zellreaktionen von Kreuzbandzellen und mesenchymalen Progenitorzellen zu haben. Fiir die
Identifizierung von band-typischen Fibrozyten gibt es keine etablierten Systeme wie
Oberflaichenmarker oder exprimierte Gene, die eine spezifische Zuordnung erméoglichen. Es
wird lediglich von einem band-typischen Phénotyp gesprochen, wenn Zellen die

. . o 14
entsprechenden Martixproteine exprimieren *° '*.

1.2.2 Einsatz von mesenchymalen Progenitorzellen

Mesenchymale Progenitorzellen oder auch adulte Stammzellen sind besonders geeignet fiir
das Tissue Engineering, weil ithre Entnahme nur eine minimale Beeintrichtigung fiir den
Spender bedeutet. Die hMPC sind einfach zu vermehren, multipotent und kénnen z. B.
Kollagen, Proteoglykane, Zytokine, Gewebeenzyme und Wachstumsfaktoren synthetisieren
°!_ Die hMPC haben somit Potential, eine Schliisselrolle bei der Bildung von Bandgewebe
einzunehmen * ¢, Die hMPC sind im Knochenmark und in einer Vielzahl anderer Gewebe
lokalisiert °*°*%. Eine von 100.000 Zellen, die im Knochenmark vorkommen, ist eine hMPC.
Mit der Dichtegradientenzentrifugation konnen die hMPC aus Knochenmarksaspirat isoliert
werden. Die hMPC werden in Kulturflaschen iiberfiihrt und wachsen adhirent **. Es
entwickeln sich nach wenigen Tagen Kolonien, die jeweils von einer einzelnen Vorlduferzelle
abstammen und als colony forming unit fibroblasts (CFU-F) bezeichnet werden *° *°. Die

hMPC konnen, unter anderem durch Zugabe von Differenzierungsfaktoren, in
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unterschiedliche mesenchymale Zelltypen wie Chondrozyten, Adipozyten, Osteoblasten,
Myoblasten, Fibroblasten, Neuroblasten und andere differenzieren (Abbildung 7) * . hMPC
konnen an dem Phénotyp-lhrer Zelloberfliche, erkannt werden. hMPC-Marker sind unter
anderem STROI (stromal cell surface marker) 97 9% CDY9, CD90, CD105 und CD166 *°.
Obwohl eine groBe Anzahl von Antikorpern fiir Zelloberflaichenmolekiile zur Verfiigung
stehen, die zur Isolierung und Anreicherung der hMPC benutzt werden konnen, gibt es derzeit

keine molekularen Marker, die eine eindeutige Identifizierung der hMPC zulassen **%°.

—/ &
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Abbildung 7: Differenzierungsmaglichkeiten fiir mesenchymale Progenitorzellen *°

1.2.3 Trigermaterialien (artifizielle Matrices)

Um Zellen in vitro fir das Tissue Engineering zu kultivieren, bedarf es eines geeigneten
Substrates. Fiir grundlegende Untersuchungen zum Verhalten der Zellen werden meist
zweidimensionale Systeme wie Zellkulturplastik oder Silikonoberflichen eingesetzt °. Fiir
Untersuchungen zum Tissue Engineering von Bandgewebe ist eine dreidimensionale
Kultivierung aber unerldsslich. Hierfiir werden Tridgermaterialien gebraucht, die einerseits
Anforderungen, wie in Kapitel 1.1.7 beschrieben, erfiillen und andererseits das Einbringen
und Einwachsen von Zellen unterstiitzen. Die Anforderungen an die Trédgermaterialen sind
sehr vielseitig. Die einzusetzenden Biomaterialen miissen biokompatibel sein, eine geeignete
Degradationskinetik aufweisen (in vitro und in vivo), eine hohe Porositdt besitzen,

mechanischer Belastung widerstehen und eingeleitete Dehnungen auf die eingebrachten
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Zellen tibertragen. Die hdufigsten Matrixformen fiir dreidimensionale in vitro-Experimente
sind Hydrogele, Schaume oder Fasern.

Die Materialien lassen sich nach ihrer Herkunft in zwei Gruppen untergliedern. Die
biologischen Materialien, wie Kollagene, Fibrin, Alginat, Hyaluronséure, Chitosan oder Seide

werden entweder aus der Natur gewonnen, aufgereinigt und modifiziert, oder synthetisiert.

100 101 102
I

Dazu gehoren die Hydrogele aus Kollagen-Typ- , Fibrin, Alginat oder
Hyaluronséure. In Kollagen-Typ-I-Hydrogelen konnten Fluck et al. zeigen, dass eine fehlende
mechanische Stimulation zu Schrumpfung des Konstruktes und zur Apoptose der enthaltenen
Fibroblasten fiihrt. Unter vergleichbaren Bedingungen erreichten Cacou et al. durch eine
zyklische Stimulation eine Zunahme der Steifigkeit der Konstrukte. Die Hydrogele sind
wegen ihrer geringen Zugfestigkeit nur fiir die Grundlagenforschung oder Koapplikation mit
festeren Matrices geeignet. Aus Polyhyaluronsiure '® *2, Chitosan ' oder Seide ¢ '' werden
Schidume und Fasern gefertigt. Durch Vergleich von Zell-besiedelter Chitosan und Chitosan-
Hyaluronsdure Fasern konnten Funakoshi et al. Unterschiede in der Zellproliferation und der
Kollagen-Typ-I-Produktion nachweisen '™. Fiir Konstrukte basierend auf Seidenfasern
zeigten Altman et al. und Chen et al. in Versuchen mit humanen Stammzellen eine Eignung
fiir das Tissue Engineering und die Verwendung als Bandersatz anhand der

Materialeigenschaften sowie der Matrixproduktion der eingebrachten Zellen ® '

. Die Eignung
fir die Ziichtung von Ligamentgewebe in Hyaluronsdurefaser-Konstrukten wurde von
Critstino et al. und Rhodes et al. mit Stammzellen gezeigt ' *2. Allen biologischen
Materialien gemeinsam sind die aufwendige Gewinnung und Limitierung bei Herstellung
komplexer Strukturen und Geometrien, sowie die Gefahr der Verschleppung von
Krankheitserregern und Immunogenen.

Die synthetischen Materialen sind meist Thermoplaste, die mit industriell {iblichen
Verfahrenstechniken die einfache Herstellung verschiedenster Schidume und Fasern
ermoglichen. Die wichtigsten Vertreter sind die verschiedenen Polymilchsiuren ' '°. Durch
unterschiedliche Abfolge und Anteile der Monomere lassen sich hier alle wichtigen
Eigenschaften nahezu beliebig verdndern. Lu et al. untersuchten die Eignung von
verschiedenen Biomaterialien (PGA, PLA, PLAGA) fiir das Tissue Engineering von
Kreuzbandersatz, und erzielten mit Fibronektin beschichtete PLA-Fasern das beste Ergebnis
106

. Die Vielseitigkeit dieser synthetischen Materialien macht sie zu einem potenten Partner

fiir das Tissue Engineering.
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Alle erwédhnten Matrices haben Nachteile, wie z. B. mangelnde mechanische Stabilitdt (z. B.
Gele) oder mangelnde Porositét (z. B. Seide). Ein optimales Biomaterial als Zelltrdger fiir das

Tissue Engineering von Bandgewebe, das alle Anforderungen erfiillt, gibt es bisher nicht.

1.2.4 Applikation mechanischer Stimuli

Wie bereits erwédhnt ist der Einfluss einer mechanischen Stimulation wichtig fiir die
embryonale Entwicklung der Kreuzbiander. Es liegt daher nahe, mechanische Einfliisse zur
Steuerung der Zellen in vitro einzusetzen, um die Produktion und Reifung der Matrix positiv
zu beeinflussen. Auch bei Heilungsprozessen von Bandgeweben wurde schon der positive

81 107 108 85 . .
. Es gilt nun herauszufinden, welcher Art

Einfluss mechanischer Reize gezeigt
(Amplitude, Frequenz, Richtung, Dauer) mechanische Reize sein miissen, um funktionellerer
Konstrukte herzustellen. Es muss ebenfalls noch geklart werden, welche Zellfunktionen durch
mechanische Reize beeinflusst werden, und wie die zelluldre Informationsaufnahme und
Weiterleitung geschieht. Zellen konnen mechanisch mit unterschiedlichen Prinzipien gereizt
werden. Eine Dehnung des Zellkorpers kann durch Fliissigkeitsscherung oder hydrostatischen
Druck direkt bewirkt werden. Der mechanische Stimulus kann aber auch durch Bewegung der
umgebenden Matrix appliziert werden, da die Zellen tiber Adhisionsproteinkomplexe mit der
Matrix verkniipft sind.

Untersuchungen zur Wirkung mechanischer Reize konnen grundsitzlich in zwei- oder
dreidimensionalen Kulturbedingungen durchgefiihrt werden.

In zweidimensionalen Versuchen an Fibroblasten oder Progenitorzellen konnte eine positive
Modulation der Kollagene Typ-I und Typ-III sowie Fibronektin durch mechanische Belastung
der Zellen erreicht werden ® '%.

Die zyklische mechanische Dehnung von Fibroblasten (2,5% bzw. 5%) in dreidimensionalen
Kollagen-Typ-I-Gelen, zeigte die Bildung von zugorientierten, dicken Faserbiindeln, welche
Kollagen-Typ-I dominiert waren. Diese enthielten mehr Chondroitinsulfat als ohne Stimulus

101 “Auch Arbeiten mit humanen und bovinen

aber weniger als im nativen Gewebe
Stammzellen aus dem Knochenmark in dreidimensionalen Kollagen-Typ-I-Hydrogelen
konnten durch die mechanische Stimulation eine vermehrte Ausrichtung der Zellen, hohere
Zelldichte sowie eine hohere Kollagen-Typ-1, Kollagen-Typ-III, Tenascin-C und Fibronektin
mRNA-Expression nachweisen. In besiedelten Seidenfaserkonstrukten konnten die
Zellreaktionen auf eine mechanische Stimulation bestétigt werden. Untersuchungen an fetalen

bovine Sehnen ergaben Zunahmen der Expressionen von Aggrecan, Biglycan, Versican,

Kollagen-Typ-I und TGF-f in mechanisch stimulierten Sehnenproben, Decorin blieb jedoch
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unverdndert. Durch Zusatz von TGF-f 1 wurde die mRNA-Expression von TGF-3, Aggrecan
und Biglycan erhéht, nicht jedoch Decorin ''°.

Zusammenfassend ergibt sich aus den oben genannten Arbeiten, dass durch den Einsatz
mechanischer Reize die Expression einer extrazelluliren Bandmatrix beglinstigt werden kann.
Dabei scheinen sowohl Progenitorzellen als auch reifere, fibroblastire Zellen sensitiv fiir
mechanische Reize zu sein. Untersuchungen in zweidimensionalen Systemen liefern zwar
grundlegende Erkenntnisse, konnen aber nicht genutzt werden, um dreidimensionalen
Bandgewebeersatz zu ziichten. Hierfiir werden auch dreidimensionale Kultursysteme
benotigt. Die bisherigen Untersuchungen zum Einfluss mechanischer Belastung auf
dreidimensional kultivierten Progenitorzellen oder Fibroblasten wurden meist unter wenig
definierten mechanischen Bedingungen durchgefiihrt. Untersuchungen, die verschiedene
Zelltypen und verschiedene Zelltrdgermaterialien unter definierten mechanischen

Bedingungen vergleichen, fehlen bislang.
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1.3 Ziel der Arbeit

Wie bereits beschrieben haben erste Arbeiten Hinweise dafiir gefunden, dass mechanische
Reize einen positiven, anabolen Effekt auf Zell-besiedelte Konstrukte fiir das Tissue
Engineering haben konnen. Im Rahmen Kompetenznetzes fiir Biomaterialien des Landes
Baden-Wiirttemberg soll in dieser Untersuchung iiberpriift werden, ob diese Erkenntnisse auf
das Tissue Engineering von Bandersatz in dreidimensionalen Kollagen-Typ-1-Gelen und
Polylaktid-Faser-Konstrukten anwendbar sind. Es sollen dazu moglichst definierte
mechanische Bedingungen geschaffen werden. Das Modellsystem soll es ermoglichen, den
Einfluss von Zugdehnungen zu untersuchen. Die Versuche sollen erstmals vergleichend mit
Zellen aus Biopsien des vorderen Kreuzbandes und hMPC durchgefiihrt werden. Zusétzlich
sollen die Versuche auf neuartigen textilen Faserkonstrukten aus Polylaktid durchgefiihrt
werden, die fiir das Tissue Engineering von Bandgewebe entwickelt werden.

Folgende Fragen sollen mittels dieser Studie beantwortet werden.

1. Konnen Zell-besiedelte Hydrogele aus Kollagen-Typ-1 fiir die Applikation uniaxialer,

mechanischer Reize und das Tissue Engineering von Bandersatz eingesetzt werden?

2. Welchen Einfluss haben uniaxiale, mechanische Reize auf humane Zellen in Kollagen-Typ-
[-Hydrogelen?
a) Einfluss auf mesenchymale Progenitorzellen.

b) Einfluss auf Zellen aus dem vorderen Kreuzband.

4. Konnen Zell-besiedelte Konstrukte aus Polylaktid-Faser fiir die Applikation uniaxialer

Reize und das Tissue Engineering von Bandersatz eingesetzt werden?

5. Welchen Einfluss haben uniaxiale, mechanische Reize auf humane Zellen in Polylaktid -
Faser Konstrukten?
a) Einfluss auf mesenchymale Progenitorzellen.

b) Einfluss auf Zellen aus dem vorderen Kreuzband.
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2 Material und Methoden
2.1 Zellen

2.1.1 Humane Mesenchymale Progenitorzellen

Humane Mesenchymale Progenitorzellen (hMPC) wurden aus Knochenmarksaspirat der Tibia
isoliert (Abbildung 8). Die Entnahme des Knochenmarks erfolgte iiber Bohrlocher in der

Tibia bei Operationen zur Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes.

, \
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Abbildung §: Knochenmarksaspzrat aus der humanen Tibia (links) und zsolzerte hMPC auf
Zellkulturplastik (rechts).

2.1.2 Humane primére Kreuzbandzellen

Humane primédre Kreuzbandzellen (hACLC) wurden aus reseziertem Gewebe des vorderen

Kreuzbandes nach Kreuzbandruptur isoliert (Abbildung 9).

Abbildung 9: Fragmente eines humanen vorderen Kreuzbandes (links) und isolierte Zellen auf
Zellkulturplastik (rechts)

2.2 Antikorper

Tabelle 1: Antikorper fiir die Charakterisierung von hMPC

CD9 DPC Biermann, Bad Nauheim
CD90-(Thy1) DPC Biermann, Bad Nauheim
CD105-(Endoglin) DPC Biermann, Bad Nauheim
CD166-(ALCAM) DPC Biermann, Bad Nauheim
Stro-1 DPC Biermann, Bad Nauheim
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2.3 Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 2: Primersequenzen fiir PCR-Reaktion

Zielgen Produkt- | Nukleotidsequenzen

groBBe
AP forward 224 5"-TCAGAAGCTCAACACCAACG-3'
AP reverse 224 5'-GTCAGGGACCTGGGCATT-3"
RUNX2 forward 205 5'-CTCTTCCCAAAGCCAGAGTG-3"
RUNX2 reverse 205 5'-CAGCGTCAACACCATCATTC-3"
Decorin forward 220 5'-AATTGAAAATGGGGCTTTCC-3°
Decorin reverse 220 5'-GCCATTGTCAACAGCAGAGA-3°
Fibronektin forward 165 5"-GAGAGAAGTGGGACCGTCAG-3"
Fibronektin reverse 165 5'-TGGCACCGAGATATTCCTTC-3"
GAPDH forward 224 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3"
GAPDH reverse 224 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3"
Kollagen I forward 197 5'-TGACCTCAAGATGTGCCACT-3"
Kollagen I reverse 197 5'-ACCAGACATGCCTCTTGTCC-3
Kollagen II forward 162 5'-CGCACCTGCAGAGACCTGAA-3"
Kollagen II reverse 162 5S-TCTTCTTGGGAACGTTTGCTGG-3
Kollagen III forward 173 5'-GGGAACAACTTGATGGTGCT-3
Kollagen III reverse 173 5'-CCTCCTTCAACAGCTTCCTG-3"
MMP1 forward 234 5'-ATGCTGAAACCCTGAAGGTG-3"
MMPI1 reverse 234 5'-CTGCTTGACCCTCAGAGACC-3°
MMP2 forward 185 5'-AAGAACCAGATCACATACAGGATCA-3’
MMP2 reverse 185 5'-GTATCCATCGCCATGCTCC-3’
pS53 forward 174 5’-ATTTACGCGCGGAGTATTTG-3’
pS3 reverse 174 5’-CCAGTGTGATGATGGTGAGG-3’
smooth muscle actin forward |222 5’-TTCAATGTCCCAGCCATGTA-3’
smooth muscle actin reverse |222 5’-GAAGGAATAGCCACGCTCAG-3’
Tenascin-C forward 230 5'-TCAAGGCTGCTACGCCTTAT-3"
Tenascin-C reverse 230 5-GTTCTGGGCTGCCTCTACTG-3"
TIMP1 forward 161 5'-AAGGCTCTGAAAAGGGCTTC-3'
TIMP1 reverse 161 5'-GAAAGATGGGAGTGGGAACA-3'
TIMP2 forward 223 5"-TGATCCACACACGTTGGTCT -3’
TIMP?2 reverse 223 5"-TTTGAGTTGCTTGCAGGATG -3’
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2.4 Zellkulturmedien

Tabelle 3: Medien fiir die Kultivierung humaner Zellen

Basalmedium mit Antibiotika

Endkonzentration auf 100 ml DMEM
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml, 100 pg/ml 1 ml
Fungizone 1,25 pg/ml 0,5 ml
L-Glutamin 4 mM 1 ml Stamml&sung

(Stammlosung. 200mM)

ACL-Medium: Proliferationsmedium fiir Zellen aus dem vorderen Kreuzband

Endkonzentration

auf 100 ml Basalmedium

FBS Biochrom S0113/0134G

10%

10 ml

hMPC-Medium: Proliferationsmedium fiir Zellen aus dem tibialen Knochenmark

Endkonzentration

auf 100 ml Basalmedium

FCS BioWhittaker (Cambrex)

10%

10 ml

Versuchsmedium fiir Zellen aus

dem vorderen Kreuzband

Endkonzentration

auf 100 ml Basalmedium

FBS Biochrom S0113/0134G

2%

2 ml

Versuchsmedium fiir Zellen aus dem tibialen Knochenmark

Endkonzentration

auf 100 ml Basalmedium

FCS BioWhittaker (Cambrex)

2%

2 ml

GDF5-Versuchsmeduim fiir Zellen aus dem tibialen Knoche

nmark

Endkonzentration auf 100 ml Basalmedium
FCS BioWhittaker (Cambrex) 2% 2 ml
GDF-5 10 ng/ml 100 pl

Stammlosung 10 ng/pl

Medium fiir Kryokonservierun

in fliissigem Stickstoff

Endkonzentration auf 100 ml Basalmedium
FCS BioWhittaker/Cambrex |20% 20 ml
hMPC
FBS Biochrom S0113/0134G
(ACL)
DMSO 10% 10 ml
Medium fiir Gewebeverdau
Endkonzentration auf 100 ml Basalmedium
Kollagenase P 3 mg/ml 300 mg
Protease 0,6 mg/ml 60 mg

Medium fiir Kollagengelverdau

Endkonzentration

auf 100 ml Basalmedium

Kollagenase 1A

6000 Units/ml

600.000 Units
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Tabelle 4: Medien zur Kultivierung von Bakterien

21

Bezeichnung Konzentration in Aqua bidest.
LB-Medium/LB-Agar
Bactotrypton 1%
Select Yeast Extract 0,5%
NaCl 1%
Ampicillin 50 pug/ml
Select Agar -/1,5%
2.5 Losungen
Tabelle 5: verwendete Losungen
Bezeichnung Zusammensetzung
50x TAE 242 g Tris
57,1 1 Essigsdure
100 ml 5,5 M EDTA Lo6sung, pH 8,0
auf 1 1 H,O auffillen
Kollagenaselosung 0,25% Kollagenase [A
in PBS steril filtriert
Lysispuffer Puffer RLT
1% 2-Mercaptoethanol
Puffer P1 50 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 mg/ml RNase A
Puffer P2 (Lysis-Puffer) 200 mM NaOH
1% SDS
Puffer P3 3 M Kaliumacetat (pH 5.5)
Puffer QBT 750 mM NaCl
50 mM MOPS (pH 7,0)
15% Isopropanol (v/v)
0,15% Triton X-100 (v/v)
Puffer QC 1 M NaCl
50 mM MOPS (pH 7,0)
15% Isopropanol (v/v)
Puffer QF 50 mM Tris/HCI (pH 8,5)
5% Isopropanol
Puffer QN 50 mM Tris/Hel (pH 8,5)
5% Isopropanol

RLT-Lysepuffer

RLT-Puffer (Sigma)
1 pl/ml Mercaptoethanol

Salzlosung 5 M NaCl
0,4 M KCI
TAE-Puffer (50x) 242 g Tris

57,1 ml Essigséure
100 ml EDTA-L&sung (5,5 M)
Aqua dest. ad 1000 ml

TBS 0,05 M Tris-HCL, pH 7,6
0,15 M NaCl
Trypsin-Ldsung 0,05% Trypsin;
0,02% EDTA
Tiirks-Losung 10 g/1 Essigsdure

0,1 g/l Gentianaviolettlosung
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2.6 Chemikalien

Tabelle 6. eingesetzte Chemikalien

Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Ort
B-Glycerophosphat Sigma Deisenhofen (D)
2-Mercaptoethanol Fluka Buchs (CH)

2x Trypsin Biochrom Berlin (D)
3-Isobutyl-1-methylxanthin Sigma Deisenhofen (D)
Agarose Invitrogen Karlsruhe (D)
Alzarin red Sigma Deisenhofen (D)
Ameisensdure Merck Darmstadt (D)
Amphotericin B Gibco BRL Karlsruhe (D)
Ampicillin Sigma Deisenhofen (D)
Ascorbinsdure (Vitamin C) Merck Darmstadt (D)
Bactotryptan Gibco BRL Karlsruhe (D)
Basenleiter (100 bp) Gibco BRL Karlsruhe (D)
DMEM F0415 Biochrom Berlin (D)
DMSO Serva Heidelberg (D)
DNase Sigma Deisenhofen (D)
EcoRI + Puffer Gibco BRL Karlsruhe (D)
EDTA Merck Darmstadt (D)
Eisessig Merck Darmstadt (D)
Eosin (gelblich) Merck Darmstadt (D)
Ethanol absolut Merck Darmstadt (D)
Ethanol vergillt Merck Darmstadt (D)
Ethidiumbromid Serva Heidelberg (D)
FBS Biochrom / Charge: 0134G Nr.: | Biochrom Berlin (D)
S0113 (Kélberserum, fotales)

FCS (Kilberserum, fétales) Charge BioWhittaker (Cambrex) Verviers (Belgien)
1SB002 Nr.: DE14-801F

Ficoll 1.077Histopaque Sigma Deisenhofen (D)
Fluorescein Sigma Deisenhofen (D)
Formaldehyd Merck Darmstadt (D)
Fungizone Gibco BRL Karlsruhe (D)
Glutamin Biochrom Berlin (D)
Glutaraldehyd Sigma Deisenhofen (D)
HCl Merck Darmstadt (D)
Hefeextrakt Gibco BRL Karlsruhe (D)
Isoton Coulter EuroDiagnostic Krefeld (D)

KCl Merck Darmstadt (D)
Kollagenase 1A Sigma Deisenhofen (D)
Kollagenase P Roche Diagnostics Mannheim (D)
Kollagengel Typ-I (6 mg/ml) ArsArthro AG Esslingen (D)
Ladepuffer (6x) Sigma Deisenhofen (D)
L-Glutamin Biochrom Berlin (D)
Mayers Hamalaun Merck Darmstadt (D)
Merckoglas Merck Darmstadt (D)
Methanol Merck Darmstadt (D)
NaCl Riedel-de Haen Seelze (D)
NaOH Merck Darmstadt (D)
Natriumpyruvat Sigma Deisenhofen (D)
Natriumtetraborat Sigma Deisenhofen (D)
Ncol + Puffer Invitrogen Karlsruhe (D)
Neutralisationslosung fiir ArsArthro AG Esslingen (D)
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Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Ort
Kollagengel
nichtessentielle Aminoséuren Sigma Deisenhofen (D)
PBS PAA Laboratories Pasching (A)
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL Karlsruhe (D)
Pepton Gibco BRL Karlsruhe (D)
Protease Sigma Deisenhofen (D)
Ribonuclease Inhibitor Sigma Deisenhofen (D)
RNase-Free Dnase Set (50) Quiagen Hilden
Select Agar Gibco BRL Karlsruhe (D)
Select Yeast Extract Gibco BRL Karlsruhe (D)
Silikon ELM4641A Wacker Miinchen (D)
Silikonvernetzer ELM4641B Wacker Miinchen (D)
Sspl + Puffer Invitrogen Karlsruhe (D)
Tris Merck Darmstadt (D)
Triton X-100 Merck Darmstadt (D)
Trypan Blau Sigma Deisenhofen (D)
Trypsin EDTA (10x) Biochrom Berlin (D)
Xylol Serva Heidelberg (D)
2.7 Kits
Tabelle 7: eingesetzte Kits fiir molekularbiologische Arbeiten
Bezeichnung Verwendung Hersteller/Vertrieb | Ort
Brilliant SYBR Green real time-RT-PCR | Stratagene Amsterdam (NL)
QPCR Master Mix
HotStarTaq Master Mix Kit | PCR Quiagen Hilden (D)
(250)
Omniscript RT Kit (50) cDNA-Synthese Quiagen Hilden (D)
Platinum Sybr Green real time-RT-PCR | Invitrogen Karlsruhe (D)
Supermix
Qiafilter Plasmid Midi Kit | Klonierung Quiagen Hilden (D)
(25)
RNase Free DNase Set (50) | RNA-Isolierung Quiagen Hilden (D)
RNeasy Mini Kit (50) mit | RNA-Isolierung Quiagen Hilden (D)
Quia Shredder (50)
TOPO TA Cloning Kit Klonierung Invitrogen Karlsruhe (D)
Vector Red Alkaline Immunfarbung Vector Laboratories | Wertheim-Bettingen (D)

Phosphatase Substrate Kit |
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2.8 Geriite
Tabelle 8: eingesetzte Gerdite
Bezeichnung Modellbezeichnung | Hersteller Ort
Bildverarbeitungssystem Soft Imaging System Miinster
Brutschrank 1 Hera Cell 240 Heraeus Hanau (D)
Coulter Counter 72 Counter Electronics Krefeld (D)
Digitale Kamera Coolpix 950 Nikon Diisseldorf (D)
Digitalkamera 1X70 Olympus Hamburg
DNA-Workstation UV Cleaner Kisker Steinfurt (D)
UVC/T-AR
Feinwaage 1 Analytic AC 1205 Sartorius Gottingen (D)
Feinwaage 2 EW 600-2M Kern Albstadt (D)
Geldokumentationsgerit 75503227 Biorad Miinchen (D)
Gelelektrophoresekammer | Horizonl1-14 Life Technologies Karlsruhe (D)
GmbH
Heizblock Thermomixer 5436 | Eppendorf Hamburg (D)
I-Cycler Optical Module Biorad Miinchen (D)
Laminar Flow 1 HA 2448 CS Heraeus Hanau (D)
Laminar Flow 2 HB 2460 Holten Allerod (DK)
Laminar Flow 3 HS 1212 Heraeus Hanau (D)
Magnetriihrer 1 RCT basic IKA Labortechnik Staufen (D)
Magnetrithrer 2 MR 2002 Heidolph Schwabach (D)
Mikroskop 1 IX 70 Olympus Hamburg (D)
Mikroskop 2 Axiophot 451887 Zeiss Oberkochen (D)
PCR-Gerit Robocycler 96 Stratagene Amsterdam (NL)
Gradient Combo
Photometer Spektralphotometer | Pharmacia LKB Freiburg (D)
Ultrospec Plus
Pipetboy Pipetus-akku Hirschmann Langfeld (D)
Pipetten diverse Eppendorf Hamburg (D)
Pumpe ISM938 Ismatec Wertheim-Mondfeld
D)
Rasterelektronenmikroskop | DSM 962 Zeiss Oberkochen (D)
Wirmeschiittler SM-30 EB Labortechnik Hechingen (D)
Wasserbad 1012 GFL Burgwedel (D)
Zellstimulator Institut fiir Ulm (D)
Unfallchirurgische
Forschung und
Biomechanik
Zentrifuge 1 5417R Eppendorf Hamburg (D)
Zentrifuge 2 Unicon FR Herolab Wiesloch (D)
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2.8.1 Stimulationsger:iit

Fiir die Applikation von zyklischen Dehnungsreizen mit den Amplituden von 0,3% bis 16%
und 1 bis 4 Hz wurde in unserer Arbeitsgruppe ein Zellstimulationsgeridt (Abbildung 10)

entwickelt '

. In diesem Gerit konnen Silikonreizkammern oder Zell-besiedelte Konstrukte
eingespannt und mittels eines Exzenters gedehnt werden. Uber Verankerungsnoppen in den
Silikonreizkammern wurden die Dehnungen auf die Konstrukte tibertragen. Fiir die
Stimulation von ringférmigen Konstrukten wurden fiir die vorliegende Arbeit einige
Modifikationen von Form und Material vorgenommen. Die Dehnung erfolgte motorgesteuert,
wobei sowohl die Frequenz (iiber die Motorgeschwindigkeit) als auch die Dehnungsamplitude
(tiber die Exzenterform) eingestellt werden konnten. Fiir die Applikation von niedrigen
Dehnungsfrequenzen wurde ein zusitzliches Getriebe entworfen und integriert, wodurch nun
auch von 0,01 bis 0,2 Hz ermdoglicht wurden. Es wurden Exzenter mit 2,5%, 5%, 8%
verwendet. Eine Exzenter-bedingte Dehnung der Silikonschale von 8% entspricht einer
Dehnung des Kollagengel-Konstruktes um 5%. Der Umrechnugsfaktor betrdgt fiir die
Kollagen-Typ-I-Hydrogele 0,625. Fiir den Aufbau zur Stimulation textiler Konstrukte wurde
das Stimulationsgerdt modifiziert (Abbildung 10), hier bewirkt der Einsatz eines 2,5%
Exzenters eine Dehnung des Konstruktes um 5%. Der Umrechnungsfaktor von Exzentrizitét

auf Konstruktdehnung betragt fiir die PLA Konstrukte zwei.
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Abbildug 10: Applikationsprinzip fiir uniaxiale Dehnung (oben)
Aufbau zur Dehnung von Silikon-Reizkammern (links unten)
Aufbau zur Dehnung von textilen Konstrukten (rechts unten)

2.8.1.1 Zellstimulatorzubehor fiir Kollagen-Typ-I-Ring-Gele

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Zugspannungen auf bandférmige Konstrukte wurde
die Herstellung von bandférmigen, ldngsovalen Kollagen-Typ-I-Gelen entwickelt. Dazu
wurden spezielle Reizkammern mit Verankerungsnoppen aus Silikon gefertigt. Fiir die
Herstellung der Gel-Konstrukte wurde eine Gussform, bestehend aus zwei Formteilen (PTFE

oder Acrylglas) und der Reizkammer entwickelt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Silikonreizkammer mit eingesetzten Formteilen als Gussformen fiir Kollagen-

Typ-1-Gel (links oben)

2.8.1.2 Zellstimulatorzubehor fiir textile Konstrukte

Fir die Applikation groBerer Kréifte wurden spezielle Verankerungen (Abbildung 12)
entwickelt, so dass die Dehnungen nicht mehr iiber die Silikonreizkammern vermittelt
wurden, sondern direkt von dem Exzenter des Gerites auf das Konstrukt. Dadurch konnten
mit dem bestehenden Zellstimulator Zugkrifte bis 30 N und Dehnungen bis 16% pro

Konstrukt ermoglicht werden.

Abbildung 12: Konstruktverankerungen fiir die Dehnung von textilen Konstrukten (PLA-
Scaffolds)
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2.9 Zellkultur

2.9.1 Gewinnung und Kultivierung humaner mesenchymaler

Progenitorzellen

Knochenmark wurde bei Operationen zum Ersatz des vorderen Kreuzbandes aus der
proximalen Tibia intraoperativ steril mit heparinisierten Spritzen entnommen (Abbildung 13)
und innerhalb von 1 h aufgearbeitet. Die Entnahme wurde von der Ethikkomission der
Universitdt Ulm bewilligt (Antrag Nr. 187/2002). Die Spender wurden iiber alle Vorginge
aufgeklart und erteilten ihr Einverstdandnis.

Die Methode der Isolation von hMPC wurde, ausgehend von der Methode von Haynesworth
et al. in unserem Institut abgewandelt wie folgt **. Das Knochenmark wurde soweit wie
moglich resuspendiert. 10 pl Knochenmark wurden mit Tiirks-Losung 1:10 verdiinnt und in
der Neubauerkammer gezédhlt, um die Qualitidt des Knochenmarks zu beurteilen. Wenn im
Aspirat mehr als 10x10° mononukledre Zellen/ml vorhanden waren, wurde das Knochenmark
1:1 mit PBS verdiinnt. Es wurden 2-5 ml Knochenmarkslésung vorsichtig im 15 ml
Zentrifugenrohrchen tiber Sml Ficoll geschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgte
fiir 30 min bei 600 g und 20 °C mit deaktiverter Bremse. Nach der Zentrifugation wurde die
obere Fettschicht vorsichtig abgesaugt. Der sichtbare Zellring (Interphase) wurde mit einer
Pasteurpipette abgenommen. In der Interphase sind die mononukldren ,,light density Zellen
enthalten (nur etwa 0,1% der ,light density* Zellen sind hMPC's). Ficollrest und Pellet
wurden verworfen. Die Interphasen von allen Ficoll-Rohrchen wurden in einem 15 ml-Tube
vereinigt. Die Zellen wurden durch Zugabe von mindestens 2-3 Volumen PBS und
Zentrifugation fiir 10 min bei 1000 rpm gewaschen. Die resuspendierten Zellen wurden
gezdhlt und mit einer Zelldichte von 80000-160000 Zellen/cm® in eine 12,5 cm’
Zellkulturflasche mit hMPC-Medium ausgesét. 48 Stunden nach der Aussaat wurde das
hMPC-Medium gewechselt. Die Expansionskultur erfolgte in 175 mm® Zellkulturflaschen.
Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Nach 14 Tagen wurden meist Colony
Forming Units erkennbar. Es wurde sorgfiltig die Proliferation der Zellen tiberpriift, um eine
langere Konfluenz der Zellen und damit eine nicht erwiinschte spontane Differenzierung der
hMPC zu vermeiden. Nach Erreichen einer 80%-igen Konfluenz wurden die Zellen unter
Verwendung von Trypsin/EDTA (2 ml/75 cm® bzw. 5 ml/200 cm?®) abgelsst und die Zell-
Trypsin-Suspension mit dem jeweils doppelten Volumen hMPC-Medium versetzt. Nach
durchschnittlich dreimaligem Passagieren war die Vermehrung der Zellen so weit

fortgeschritten, dass fiir Versuche ausreichend Zellen zur Verfiigung standen. Die
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Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Coulter Counters Z1 in Vierfachbestimmung.
Fiir Versuche nicht benétigte Zellen wurden von der Zellsuspension abgenommen und wie

folgt kryokonserviert. Die Zellen wurden zentrifugiert und in 1,8 ml Einfriermedium

resuspendiert, umgehend bei —80°C eingefroren und im Anschluss bald moéglichst in fliissigen

Stickstoff tiberfiihrt.

Abbildung 13: Aufreinigung des Knochenmarkaspirates (links) durch
Dichtegradientenzentrifugation (Histopaque). Die milchig triibe Interphase (vechts) enthdilt
die Progenitorzellen.

2.9.2 Isolation und Kultur humaner, primirer Kreuzbandzellen

Das Kreuzbandgewebe (Abbildung 9) wurde bei Operationen zur Kreuzbandrekonstruktion
entnommen. Die Weitergabe des Gewebes an unser Institut wurde von der Ethikkommission
der Universitdt Ulm bewilligt (Antrag Nr. 152/2003). Die Spender wurden iiber alle Vorgénge
aufgeklért und erteilten ihr Einversténdnis.

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Das Bandgewebe wurde von
sonstigen Geweben gereinigt und wenn nétig mit der Schere in Fragmente < 2 mm zerteilt. In
20 ml Gewebeverdaumedium (steril filtriert mit Porengrof3e 0,2 um) wurde das Gewebe unter
Agitation bei 37°C inkubiert (60 min). Nach Auflésung des Gewebes wurde die
Zellsuspension bei 950 Umdrehungen ca. 7 min zentrifugiert. Das Zellpellett wurde mit 20 ml
sterilem PBS resuspendiert, gewaschen und unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde anschlieend in Proliferationsmedium resuspendiert und mit einer
Dichte von 200 Zellen/cm® in Zellkulturflaschen ausgesdt. Wichtig war hierbei der
Mediumwechsel am folgenden Tag, um apoptotische Zellen und Reste des Verdauprozesses
zu entfernen. Die Expansionskultur erfolgte in 175 mm® Zellkulturflaschen mit zwei
Medienwechseln pro Woche. Nach Erreichen einer 80%-igen Konfluenz wurden die Zellen
unter Verwendung von Trypsin/EDTA (2 ml/75 cm® bzw. 5 ml/200 cm?) abgelost und die

Zell-Trypsin-Suspension mit dem jeweils doppelten Volumen Proliferationsmedium versetzt.
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Nach durchschnittlich dreifachem Passagieren war die Vermehrung der Zellen so weit
fortgeschritten, dass fiir Versuche ausreichend Zellen zur Verfiigung standen. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Coulter Counters Z1. Fiir Versuche nicht
benoétigte Zellen wurden von der Zellsuspension abgenommen und wie folgt kryokonserviert.
Die Zellen wurden zentrifugiert und in 1,8 ml Einfriermedium, umgehend bei -80°C

eingefroren und im Anschluss bald moglichst in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

2.9.3 Herstellung der Konstrukte fiir die mechanische Stimulation

2.9.3.1 Dreidimensionales Kollagen-Typ 1-Gel als Zelltriger

Um zyklische Dehnung applizieren zu kénnen, wurden die expandierten Zellen in ein
dreidimensionales Kollagen-Typ-1-Gel eingesit. Da das Gel ein Zweikomponentensystem
darstellte, das erst nach Mischen der beiden Anteile (Kollagengel/Neutralisationslosung)
polymerisierte und somit aushértete, konnte es in den erstellten Gussformen ausgegossen
werden. Dazu wurden die Zellen mit einer Trypsin-Behandlung aus den Zellkulturflaschen
abgelost und im CoulterCounterZ1 gezdhlt. Die 450.000 Zellen, die pro Konstrukt
(Endvolumen 3 ml) enthalten sein sollten, wurden in 1,5 ml Neutralisationslosung bei
Zimmertemperatur resuspendiert. Die Suspension wurde so portioniert, dass immer sechs
Gele auf einmal gegossen werden konnten. Es wurden also 9 ml Zellsuspension in einem 45
ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt, mit 9 ml kaltem (4°C) Kollagen-Gel mit einer sterilen
Pipette (25 ml) zugegeben (Verhiltnis 1:1), durch mehrmaliges schnelles Auf- und
Abpipettieren in Kombination mit leichtem Riihren untergemischt und ziigig in Formen
verteilt, bevor die Gelatinierung einsetzte. Die Konstrukte wurden 30 min im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Es wurden 2 ml Nédhrmedium zugegeben, nach 24 Stunden die Giefliformen
entnommen und 5 ml Ndhrmedium in jede Reizkammer zugefiigt. Die so hergestellten Gele
wurden darauf in den Versuchen eingesetzt. 48 Stunden nach der Aussaat wurden die ersten

Reizzyklen appliziert.

2.9.3.2 Polylaktid-Fasern als Zelltriger
Das Polylaktid (PLA)-Polymer wurde am ITV (Denkendorf) ausgesponnen. Es wurde durch

thermoplastische Extrusion bei 180-220°C erzeugt und zu einem 40-Filament Garn
verstreckt. Jedes Filament hatte einen Durchmesser von 11 pm (1,2 dtex). Die Filamente
wurden texturiert, um eine Krduselung mit ca. 100 um Weite zu erreichen. Das Garn wurde
lose zu einem 79fachen Garn gewunden (3-4 mm Durchmesser). Die Faserbiindel wurden zu
doppelstrangigen Konstrukten mit 30 mm verschweif3t. Es wurde eine Porositdt von 90-95%

erzeugt. Der Restmonomergehalt betrug weniger als 25 ppm. Die fertigen Konstrukte wurden
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mit Argonplasma behandelt und anschlieend plasmasterilisiert. Die inhédrente Viskositédt des
PLA betrug 1,28 dl/g. Aus vorhergehenden Experimenten wird daher eine Degradations-
Halbwertzeit von sechs Monaten erwartet '*

Fir die Herstellung Zell-besiedelter Biomaterialien aus PLA-Fasern wurden die
Faserkonstrukte (Abbildung 12 und Abbildung 14) {iber Nacht in Proliferationsmedium
vorkonditioniert. Das Medium wurde abgesaugt bis die Konstrukte nicht mehr rosa, sondern
weil3 erschienen. Die nahezu trockenen Konstrukte wurden in den Silikonreizkammern
aufgespannt, 9x10° Zellen in je 400 ul Proliferationsmedium resuspendiert und auf je ein
Bandkonstrukt gleichméBig aufgebracht. Dann wurden die Reizkammern fiir 4 h tiber Kopf
im Brutschrank aufbewahrt, so dass die Zellen nicht auf den Schalenboden sinken konnten.
Nach 4 h wurden die Reizkammern gewendet und nach acht Stunden wurden 5 ml
Nihrmedium pro Kammer zugegeben. Die so besiedelten Konstrukte wurden in den

Versuchen eingesetzt.

Abbildung 14: texturierter, zu einem Ring verknotet und verschweisster PLA-Zelltrdger ohne
Zellen

2.10 Mechanische Stimulation

Die Konstrukte wurden in Silikonschalen (Kollagengele) oder {iiber spezielle
PTFE/Metallauthdngungen (PLA-Fasern) im Stimulationsgerdt verankert. Die Applikation
zyklischer uniaxialer Dehnung erfolgte mit maximal sechs Ansédtzen gleichzeitig mittels
rotierenden Exzentern. Das Stimulationsgerdt wurde auf 37°C vorgewdrmt und die
Konstrukte eingespannt und mit einer sterilen Abdeckung versehen. Fiir die Dauer des
Versuches verblieben Proben und Gerdt im jeweiligen Brutschrank. Die
Reizkammern/Konstrukte wurden vor jeder Stimulation vorgespannt und danach wieder

entspannt. Die einzelnen Versuche unterschieden sich in Dehnungsamplitude, Frequenz,
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Dauer des Stimulationsintervalles, Zelltyp, Tragermaterial und den Abbruchzeitpunkten. In

Abbildung 15 ist schematisch die Zusammensetzung der Einflussgrof3en dargestellt.

Tag 0 = Aussaat der Zellen in Konstrukt

ﬂ 48 Stunden

statisch .

A zyklische

nsatz gespannte Stimulation

Kontrolle
Dehnung 5% 2.5%
Frequenz f= 1 Hz|| f=0,2 Hz
Stl‘mulatlons 1 Stunde| 8 Stunden
intervall

3=

Abbruchzeitpunkt 317 |10 21 Tage

Abbildung 15: Schema der Dehnungsversuche

Die Intervallstimulation mit einer Frequenz von 1 Hz wurde als Aquivalent zur
physiologischen Belastung durch den Gang gewihlt. Um den Einfluss einer geringeren
Frequenz zu untersuchen, wurden Versuche mit 0,2 Hz mit einer Intervalldauer von acht
Stunden durchgefithrt. Um den Einfluss der Dehnungsamplitude in den neuen
Modellsystemen beurteilen zu kénnen, wurden Dehnungen von 2,5% und 5% ausgetestet. An

den Abbruchzeitpunkten wurden unmittelbar nach Stimulationsende die Zellen lysiert.

2.11 Nachweis der Genexpression auf mRNA-Ebene

Die Zellen haben auf mechanische Stimulation unter Umstédnden mit einer verénderten
Transkription von Genen reagiert. Um dies zu messen, wurde die mRNA isoliert. Fiir die
Isolation von mRNA wurden die Konstrukte unverziiglich nach dem Ende der Stimulation mit
Lysepuffer versetzt und aufgearbeitet. Die Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit
(Quiagen, Hilden) nach Handbuch des Herstellers. Die isolierte und quantifizierte mRNA



TISSUE ENGINEERING FUR DEN BANDERSATZ — EINSATZ MECHANISCHER STIMULI 33
MATERIAL UND METHODEN

wurde durch eine c-DNA Synthese nach Angaben des Herstellers (Omniscript, Qiagen,
Hilden) umgeschrieben.

Fiir den Nachweis der Expression bestimmter Gene, beispielsweise fiir Matrixproteine,
wurden fiir jedes Gen spezifische Oligonukleotide (Primer) auf der Basis publizierter
Sequenzen mit Hilfe des NCBI Entrez Search System entworfen und getestet. Diese Primer
wurden in der Standard-PCR oder der realtime-PCR eingesetzt, um die Stiarke der Expression
eines Zielgenes zu bestimmen.

Die gemessene Expression wurde entweder mit der Standard-PCR semiquantitativ als IOD
auf den Expressionswert von GAPDH bezogen, oder in der real time-RT-PCR mit einer
Eichgeraden (Standardreihe) des PCR-Produktes quantifiziert und dann ebenfalls auf GAPDH
bezogen. Zur Quantifizierung der amplifizierten Zielsequenzen mit Hilfe der real time-RT-
PCR bedurfte es Standards aller Amplifikationsprodukte, die {iber den Weg des Klonierens
zur Verfiigung stehen. Unter Verwendung des Klonierungskits TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) konnte die cDNA der mittels PCR amplifizierten Zielgene in den
pCR4-TOPO-Vektor eingebaut werden. Uber ein im Plasmid eingebautes Ampicillin-
Resistenz-Gen konnten diejenigen Bakterien selektiert werden, bei denen die Plasmid-
Aufnahme (Klonierung) erfolgreich verlaufen war. Durch Vermehrung eines positiven Klons
und darauf folgende Isolation der Plasmid-cDNA stand nach produktiiberpriifender
Sequenzanalyse und Linearisierung ein Standard fiir die anschlieBenden quantitativen

Auswertungen zur Verfligung.

2.11.1 Isolierung der mRNA aus Kollagengelen

Die Ringe wurden mit der Schere in Innen- und Aufenbereiche getrennt. Nur in dem geraden
Bereich zwischen den Verankerungen konnte der isolierte Einfluss von Zugdehnungen
angenommen werden. Auflenbereiche, die um die Verankerungen herum fiihrten, haben
ebenso Druckspannungen erfahren und wurden exemplarisch getrennt aufgearbeitet und
ausgewertet. Die Gelfragmente wurden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, so trocken wie
moglich mit 3 ml Lysepuffer bei —173°C schockgefroren und bei —80°C bis zur weiteren
Aufarbeitung gelagert. Die Aufarbeitung erfolgte mit dem Qiagen RNeasy-Minikit. Das
Protokoll des Herstellers wurde modifiziert, um die gesamte mRNA direkt aus dem
Kollagengelkonstrukt isolieren zu kdnnen.

Die folgende Methode wurde fiir 3 ml Lysatvolumen optimiert. 3 ml des homogenisierten
Lysates wurden mit 5700 pul RNase freies Wasser, 150 pl Proteaselosung (24 mg/ml) und 150
ul Kollagenase 1A-Losung (80 mg/ml) versetzt. Nach einer Inkubation bei 37 °C fiir 10 min
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wurde der Ansatz fiir 3 min bei 10000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
GefaB uiberfiihrt und 0,5 Volumen reinstes Ethanol zur klaren Losung gegeben und gemischt.
Die gesamte Losung wurde durch eine RNeasy-Affinitits-Sdule gesaugt. Danach wurde die
Saule mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen, 80 pl DNase auf die Sdule gegeben und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden nacheinander 350 ul RW1-Puffer, zweimal 500 pl
RPE-Puffer durch die Sdule gesaugt und diese anschlieBend 2 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Die trockene Sdule wurde in ein RNase freies Sammelgefdl gestellt und die
RNA mit 30 pl H,O eluiert. Die so isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert und fiir die
cDNA-Synthese eingesetzt. Die Quantifizierung der RNA erfolgte iiber die Bestimmung der
Absorption bei 260 und 280 nm und die Abschidtzung der Reinheit bei 260 / 280 nm im

Photometer.

2.11.2 Isolierung der mRNA aus Polylaktid-Scaffolds

Die Konstrukte wurden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. Die Fliissigkeit wurde behutsam
aus den Fasern mit einer sterilen Glaspipette abgesaugt und die Innenbereiche mit einer
Schere herausgetrennt und in eine Qia-Schreddersédule tberfiithrt. Es wurden 350 pl
Lysepuffer auf die Fasern aufgetropft, abzentrifugiert bzw. homogenisiert (1500x, 2 min),
erneut aufgetropft und abzentrifugiert. Aus dem so gewonnenen Lysat wurde gemal3 der
Herstelleranweisung des Qiagen RNeasy-Minikits die gesamte mRNA isoliert.

Das Lysat wurde in ein neues Gefdf tiberfithrt und 1 Volumen 70% Ethanol zur klaren
Losung gegeben und gemischt. Die gesamte Losung wurde durch eine RNeasy-Affinitéts-
Saule gesaugt. Danach wurde die Siule mit 350 pl RW1-Puffer gewaschen, 80 pul DNase auf
die Séule gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden nacheinander 350
ul RW1-Puffer, zweimal 500 ul RPE-Puffer durch die Saule gesaugt und diese anschlieSend 2
min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die trockene Sdule wurde in ein RNase freies Sammelgefal3
gestellt und die RNA mit 30 pl H,O eluiert. Die so isolierte RNA wurde bei —80 °C gelagert
und fiir die c-DNA Synthese eingesetzt. Die Quantifizierung der RNA erfolgte iiber die
Bestimmung der Absorption bei 260 und 280 nm und die Abschitzung der Reinheit bei 260 /

280 nm im Photometer.

2.11.3 cDNA-Synthese

Zur Untersuchung der Expression von Genen mittels PCR wird die mRNA als Matrize fiir die
Synthese einer complementary-DNA (cDNA) benutzt, da diese gegeniiber einem Abbau in
Losung wesentlich stabiler ist als die mRNA. Fiir die Synthese wird das Enzym Reverse

Transkriptase benotigt, welches urspriinglich aus Retroviren isoliert wurde. Dieses Enzym
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besitzt eine RNA-abhiangige DNA-Polymeraseaktivitdt. Bei der Synthese lagert sich ein nur
aus Thyminbasen bestehender Primer (Oligo-dT-Primer) an das Polyadenylierungsende der
mRNA an und wurde durch die reverse Transkriptase verlidngert.

Es wurde eine cDNA Synthese mit dem Omniscript-Kit nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt (Qiagen, Hilden). Fiir die Reaktion wurde ein 20 pl-Ansatz pipettiert. Zuerst
wurde die RNA-Losung (1 mg) mit Wasser entsprechend fiir den 20 pl-Ansatz auf ein
Volumen von 12 pl aufgefiillt und dann 5 min bei 65 °C im PCR Gerit denaturiert. Zum
Reaktionsansatz wurden 2 pl Reaktionspuffer (10 fach), 2 pl dNTPs (5 mM), 1 ul RNase
Inhibitor (10 U/ul; Sigma: 40 U/ml), 1 pl Oligo-dT-Primer (0,1 mM), 1 pl Random-Hexamer-
Primer (I mM) und 1 pl Omniscript (4 U) pipettiert und sorgfiltig gemischt. Die cDNA
Synthese erfolgte im PCR Gerit (Robocycler 96 gradient Combo, StratageneAmsterdam,
Niederlande) erst 60 min bei 37 °C, dann 60 min bei 42 °C.

2.11.4 Gelelektrophorese

Allgemein wird die elektrophoretische Auftrennung von Nucleinsduren fiir die Analyse von
linearen DNA-Fragmenten bzw. superhelikaler Plasmid-DNA und zur priparativen Isolierung
von DNA Fragmenten verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Gel-Elektrophorese
genutzt, um die bei der Standard-PCR und real time-RT-PCR erhaltenen Produkte auf ihre
Reinheit zu iiberpriifen bzw. mittels der IOD-Messung zu quantifizieren. Die Uberpriifung der
PCR-Produkte durch Gel-Elektrophorese zeigt, wie spezifisch die Reaktion ablduft. Beim
Erhalt mehrerer Banden miissen entweder das PCR-Produkt aufgereinigt oder die PCR-
Bedingungen optimiert werden. Fiir die PCR-Produkte, deren Grofle zwischen 200 bp und
300 bp lag, wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel hergestellt. Dafiir wurden 1,5 g Agarose
abgewogen und mit 100 pul TAE in der Mikrowelle fiir 2 min aufgekocht bis die Agarose
gelost war. Nach Abkiihlen der Agarose-Losung wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben. Die Agarose wurde dann nach Einsetzen des
gewiinschten Gel-Kamms in den Gelschlitten gegossen. Nach vollstindigem Gelieren wurde
der Gelschlitten mit dem Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und das Gel mit
Elektrophoresepuffer bedeckt. Die Proben wurden mit dem Gel-Lade-Puffer (6 fach) gemischt
und nach vorsichtigem Auftragen von 10 pl Probenvolumen in die Geltaschen bei
Elektrophoresebedingungen von ca. 85 V fiir 1 h aufgetrennt. Die DNA Banden konnten unter
UV-Licht mit dem Geldokumentationsgeridt (Gel Doc 2000, Biorad, Miinchen) sichtbar

gemacht werden.
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2.11.5 Amplifikation der PCR-Produkte in Bakterien fiir RT-PCR

Standardreihen

Mit Hilfe eines Klonierungskits (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, Karlsruhe) wurde die
cDNA der einzelnen Zielgene, die mit Hilfe spezifischer Primerpaare durch PCR amplifiziert
wurde in einen Plasmid-Vektor (pCR4-TOPO) eingefiigt (kloniert). Die isolierte Plasmid-
Vektor-DNA kann dann, nach Uberpriifung auf das enthaltene Insert, als Standard verwendet
werden. Das Plasmid, in das das spezifische Amplifikationsprodukt kloniert wurde, enthélt
ein Ampicillin-Resistenzgen. Nach Aufnahme des Plasmides in Bakterien (Transformation
der Bakterien in sogenannte ,,positive Klone*) wurden diese gegen Ampicillin resistent und
konnten dann auf einem ampicillinhaltigen Néhrboden von negativen Klonen, die das Plasmid
nicht aufgenommen hatten, unterschieden werden. Die Plasmid-DNA der positiven Klone
wurde nach ihrer Vermehrung und Isolation durch Restriktions- und Sequenzanalyse auf den
Einbau des Amplifikationsproduktes hin kontrolliert. Der Originalklon mit dem Insert wurde
nach Vermehrung als Plasmid-DNA-Standard fiir die real time-RT-PCR verwendet. Dazu
wurde das Plasmid noch durch ein spezifisches Restriktionsenzym, das das enthaltene Insert
nicht schneidet, linearisiert. Ausgangspunkt der Klonierungsreaktion war die Amplifikation
des jeweiligen Gens durch Polymerase Kettenreaktion unter Einsatz des PCR-Kits
HotStarTaq Master Mix Kit nach Herstellerangaben (Quiagen, Hilden):

Fiir die PCR wurde 1 ul eines addquaten unverdiinnten cDNA-Mixes mit 10 ul HotStarTaq
Master Mix, 2 ul Primermix (1:10) und 7 nl Wasser vermischt und einer Polymerase
Kettenreaktion unterworfen. Um GroBe und Reinheit des PCR-Produkts und damit den
Spezifititsgrad der abgelaufenen Reaktion vor weiteren Arbeitsgéingen iiberpriifen zu konnen,
wurde die Probe einer elektrophoretischen Auftrennung in einem 2%-igen Ethidiumbromid-
haltigem Agarosegel unterzogen. Die PCR-Produkte wurden vor dem Auftragen mit 4 ul
Ladepuffer (6x) vermischt, Aliquots a 10 ul neben einer 100bp-Leiter zweifach aufgetragen
und anschlieBend bei 85 V getrennt. Mit Hilfe von UV-Licht waren die Banden im
Geldokumentationsgerit sichtbar, Grofle und Reinheit des Produkts wurden tiberpriift, bevor
das DNA-Fragment aus dem Agarosegel ausgeschnitten wurde. Durch Zugabe von 300 ul QG
Puffer pro 100 mg Gel und Inkubation bei 50°C (10 min) wurden die Gele aufgelost und
anschlieBend mit einem Volumenteil Isopropanol (100%) versetzt. Die Losung wurde auf eine
Quiaquick-Séule aufgetragen und zunéchst mit QG Puffer (500 ul, 10000x, 1 min), dann mit
PE Puffer (750 ul, 5 min Inkubation bei RT) (zweimal 10000x, 1 min) gespiilt, bevor die
cDNA mit 30 ul Wasser nach einminiitiger Inkubation eluiert wurde (10000x, 1 min).
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2.11.6 Klonierungsreaktion

Danach wurde die Klonierungsreaktion durchgefiihrt. Fiir jeden Ansatz wurde 1 ul TOPO-
Vektor (pCR 4 -TOPO), 1 ul PCR-Produkt, 1 ul Salzlésung und 2 ul steriles H,O zu einem
Reaktionsansatz zusammenpipettiert und vorsichtig gemischt. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur. Fiir die sich anschlieBende Transformation wurde

der Reaktionsansatz auf Eis gestellt oder iiber Nacht bei —20 °C gelagert.

2.11.7 Transformation

Der Klonierungsansatz wurde nun mit dem Bakterienstamm zur Transformation gemischt.
Dafiir wurde der kompetente E. coli Bakterienstamm (Top10 one shot chemical competent E.
coli) vorsichtig auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 2 ul des Klonierungsansatzes zu dem
Bakterienstamm und vorsichtigem Mischen wurde der Reaktionsansatz fiir 30-45 s bei 42 °C
im Heizblock inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend sofort auf Eis tiberfithrt und 250 ul
SOC-Medium zugegeben. Der Ansatz wurde dann bei 37 °C und horizontalem Schiitteln bei
200 rpm im Schiittler 1 h inkubiert. 50 ul der transformierten Bakterien wurden anschlie3end
auf vorgewédrmten LB-Platten mit Ampicillin mit einem sterilen Drigalskispatel ausplattiert.

Die Ansitze wurden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

2.11.8 Herstellung der Agar-Platten und des LB-Mediums

Fir die Herstellung des LB-Mediums wurden 10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g
NaCl mit 1 1 destilliertes Wasser (pH 7,0) gemischt und autoklaviert. Fiir die Herstellung der
Agarplatten wurden zu dem gleichen Ansatz noch 15 g Bacto-Agar zugegeben und der Ansatz
ebenfalls autoklaviert. Nach Abkiihlen des Mediums wurde das Antibiotikum (50 ug/ml) zur
selektiven Anreicherung der Ampicillin-resistenten Bakterienklone zugegeben.

Der Agar wurde in sterilen Petrischalen gegossen und anschlieBend zum Trocknen unter der
Sterilwerkbank mit halb gedffnetem Deckel 1 Stunde stehen gelassen. Die Platten konnten

danach zugedeckt, umgekehrt, in Plastiktiiten verpackt im Kiihlschrank gelagert werden.

2.11.9 Vorkultur der Bakterien

Um Klone der erfolgreich transformierten Bakterien zu vermehren, wurde von jeder Platte ein
Klon vermehrt. Dafiir wurde ein steriles Rohrchen mit 5 ml LB-Medium (Kapitel 2.11.8)
gefiillt und in der entsprechenden Endkonzentration von 50 ug/ml Ampicillin zugegeben. Mit

Hilfe einer sterilen Pipettenspitze wurde je eine Kolonie von der LB-Platte in ein R6hrchen
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mit LB-Medium {iiberfiihrt. Die Kulturen wurden bei 37°C unter Schiitteln bei 250 rpm tiiber
Nacht inkubiert.

2.11.10 Uberpriifung auf das enthaltene Insert

Um die erfolgreiche Klonierung zu iiberpriifen, wurde mittels der spezifischen Primerpaare
eine PCR (Kapitel 2.11.14) mit 1 pl Bakteriensuspension durchgefiihrt und in einem Agarose-

Gel aufgetrennt.

2.11.11Fortsetzung der Bakterienzucht

Mit erfolgreich klonierten Vorkulturen wurden 50 ml LB-Medium in einem
Erlenmeyerkolben mit Schikane angeimpft. Die Ansédtze wurden bei 37 °C und 250 rpm im
Warmeschiittler fiir 12-16 Stunden hinkubiert. Aus diesen Bakterien wurde dann am nichsten

Tag die Plasmid-DNA isoliert.

2.11.121Isolation der Plasmid-DNA aus grofleren Volumen

Die Plasmid-Préaparation wurde mit Hilfe eines Kits (Plasmid Midi Kit, Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Kulturen wurden im 50 ml Tube bei 4 °C 15 min
lang bei 10.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. AnschlieBend wurde das
Pellet in 4 ml Puffer P1 vollstindig resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 4 ml Puffer P2
zugegeben und durch mehrmaliges Umdrehen des Tubes der Ansatz gemischt. Danach wurde
der Ansatz bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Zur Neutralisierung des
Reaktionsansatzes wurden 4 ml Puffer P3 zugegeben und das Lysat sofort vorsichtig
gemischt. Dieses Lysat wurde dann in Filtereinheiten pipettiert und bei Raumtemperatur fiir
10 min inkubiert. Nach Filtrieren der Ansitze wurde das Filtrat auf die Qiafilter-Tip-100-
Saule, die zuvor mit 4 ml Puffer QBT &4quilibriert wurde, pipettiert. Die Sdulen, an die die
Plasmid DNA gebunden hatte, wurden zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen.
AnschlieBend wurde die DNA mit 5 ml Puffer QF in ein 15 ml - Tube eluiert. Das
Priazipitieren der DNA erfolgt dann mit 3,5 ml (0,7 Volumen) Isopropanol bei
Raumtemperatur. Nach kurzem Mischen wurde der Ansatz bei 15.000 g fiir 30 min bei 4 °C
abzentrifugiert und das Pellet mit 2 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Erneut wurde mit
15.000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet fiir 10 min
luftgetrocknet und dann in einem geeignetem Volumen eines Puffers (z.B. 10 mM Tris-HCI
pH 8,5) oder in H,O aufgenommen. Um die DNA zu quantifizieren wurde eine geeignete
Verdiinnung im Photometer bei 260 nm (Aje) gemessen. Fiir jeden Ansatz wurde sowohl

eine DNA-Sequenzierung in Auftrag gegeben (MWG AG Biotech), als auch eine PCR mit
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geschnittenem und ungeschnittenem Plasmid durchgefiihrt, um das Produkt auf GréB3e und
Reinheit zu tiberpriifen. Zusitzlich wurde die Funktionalitdt der Standards fiir real time-RT-

PCR im iCycler iiberpriift.

2.11.13Verdau der Plasmid-DNA

Um das Plasmid fiir die Standardreihe in der real time-RT-PCR einzusetzen, muss das
Plasmid linearisiert werden. Das geschieht mit Restriktionsenzymen, die mittels bestimmter
Erkennungssequenzen die DNA schneiden. Die Restriktionsenzyme wurden so ausgewéhlt,
dass die Schnittstelle im Plasmid und nicht Insert liegt. Fiir den Restriktionsansatz wurden bis
zu 10 ng Plasmid-DNA mit 1 ul Enzym (10 U /ul), und 5ul Reaktionspuffer (10 fach)
gemischt und mit H,O auf 50 ul Endvolumen aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 h
bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Von dem Ansatz wurden Verdiinnungen bis 10*fach erstellt

und bei —20 C° gelagert. Diese Verdiinnungsreihe diente dann als Standardreihe.

2.11.14Standard-PCR

Fir die Amplifikation spezifischer Gene wurde die Polymerase Kettenreaktion (HotStarTaq
Master Mix Kit, Quiagen, Hilden) durchgefiihrt. Die amplifizierten Zielgene kénnen z.B fiir
Klonierungsreaktionen weiter verwendet werden. Fiir die PCR wurde nach Angaben des
Herstellers 1 ul (10 =100 ng) DNA, 5 ul PCR-Puffer (10 fach), 0,5 ul dNTPs (50 mM), 1 mM
Primer und Polymerase (1 U/ul) zusammenpipettiert. Der Ansatz wurde mit H,O auf 20 pl
aufgefiillt. Die Ansédtze wurden durch Schnippen gemischt, kurz abzentrifugiert und zur
Amplifikation fiir 32 Zyklen in das PCR-Gerdt gestellt. Es wurde das folgende
Thermoprotokoll verwendet: Initiale Enzymaktivierung von 14 min bei 95 °C, Denaturierung
von 1 min bei 94 °C, Annealing von 45 s bei 60 °C, Extension 1 min bei 72 °C und eine finale
Extension fiir 20 min bei 72 °C. Anschlieend wurden Aliquots (10 pul) der erhaltenen PCR-
Produkte nach Anleitung auf das vorbereitete 2%ige Agarose Gel aufgetragen und bei 85 V

aufgetrennt.

2.11.15Polymerase-Ketten-Reaktion (real time-RT-PCR)

Die Besonderheit der real time-RT-PCR liegt in der Moglichkeit, die Menge des
amplifizierten Produkts in Echtzeit zu verfolgen und dessen Zunahme iiber einen DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green) zu messen. Die absolute Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe der klonierten Standards (2.11.5), die zusammen mit den zu untersuchenden

Proben amplifiziert wurden. Um die Konzentration der Ziel-DNA in den Proben bestimmen
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zu konnen, wurden diese stets auf das Housekeeping-Gen GAPDH (Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) normiert.

Fiir die Auswertung mittels real time-RT-PCR wurde die cDNA mit Wasser 1:10 verdiinnt
eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers wurde der Platinum Sybr Green Supermix
(Invitrogen, Karlsruhe) fiir die Herstellung des Reaktionsansatzes (25 ul/Well) verwendet.
Dazu wurde entsprechend der Anzahl an Wells (+ 10%) ein Mix aus Platinum Sybr Green
Mix (12,5 ul/Well), Fluorescein 1uM (0,25 ul/Well), Wasser (8,25 ul/Well) und Primer-Mix
(2 ul/Well) hergestellt. Der Primer-Mix wurde fiir jede Messung nach dem Schema 1 ul
forward Primer + 1 ul reverse Primer + 18 ul Wasser in der jeweils benotigten Menge frisch
hergestellt. Nach Mischen der Losung wurden 23 ul des Mixes pro Well vorgelegt und um 2
ul Versuchs-cDNA, Standard-cDNA oder Wasser ergénzt, wobei alle Proben in
Doppelbestimmung aufgetragen wurden. Fiir die real time-RT-PCR im i-Cycler wurde das

UFB-Thermoprotokoll eingesetzt (Tabelle 9).
Tabelle 9: UFB Thermoprotokoll der real time-RT-PCR

Schritt Zyklenzahl Temperatur Dauer
1 95°C 2 min
2 38 90°C 30s
60°C 50s
3 95°C 1 min
4 60°C 1 min
5 76 60°C 8s
6 15°C Ende

2.12 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummen-Test verwendet.
Grundsitzlich wurde die mittels real time-RT-PCR ermittelte Expression ausgewéhlter Gene
auf die Expression des Housekeeping-Gens GAPDH normiert. Um die Genexpression von
stimulierten Ansdtzen und Kontrollansidtzen vergleichen zu kénnen, wurde die Differenz
zwischen den Genexpressionen von Stimulationen und Kontrollen berechnet und mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummen-Tests bewertet. Die Nullhypothese nahm den Wert Null
an, d. h. falls kein Unterschied in der Genexpression von stimulierten Ansidtzen und
Kontrollansétzen vorhanden war, wire eine Differenz von Null zu erwarten gewesen. Im Falle
einer stimulationsbedingten Hemmung der Expression wurden Werte kleiner Null, im Falle
einer Erhohung der Expression Werte grofer Null ermittelt. Wurde die fiir die Durchfiithrung
des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummen-Tests erforderliche Mindestanzahl von fiinf

Versuchen nicht erreicht, so wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet und die
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Messwerte mittels einer Median-Minimum-Maximum-Darstellung gezeigt. Bei orientierenden
Versuchen wurden teilweise die Ergebnisse einzelner Spender als Absolutwerte gezeigt. Bei
Versuchen mit sechs oder mehr Spendern wurde zur Darstellung der Ergebnisse der box-plot
gewdhlt. Der box-plot zeigt den groBten und den kleinsten Messwert (als senkrechte Linie),

das Vertrauensintervall (als Box) und den Median (als waagrechten Balken).

2.13 Morphologische Untersuchungsmethoden

2.13.1 Histologische Schnitte und Firbungen

Die Zell-besiedelten Konstrukte wurden hierzu in Formalin 4% fixiert und tiber einen
Alkoholgradienten entwéssert (Ethanol 70% 1x, 80% 1x, 90% 1x, 100% 3x, Xylol 2x fiir
jeweils 2 h). Nach Einbettung in Paraffin (53°C, 3 h) konnten Diinnschnitte angefertigt
werden, die anschliefend folgenden Farbeprozess durchliefen. Vor der Anfirbung war es
notig, mittels Hitze (37°C/10 h oder 70°C/15 min) und anschlieBenden Waschgéngen das
Paraffin zu entfernen. Zum Waschen wurden die Proben zunichst zweimal fiir je 5 min in
Xylol gebracht, bevor sie eine absteigende Alkoholreihe durchliefen (Ethanol 100% 2x, 96%
2x, 70% 1x fir je 5 min). Die Proben wurden mit destilliertem Wasser gewaschen, mit
Mayers Hdamalaun im Dunkeln inkubiert (5 min) und anschlieBend unter flieBendes
Leitungswasser gehalten (10 min), wodurch die Blaufirbung zustande kam. Um die Reaktion
zu beenden, wurden die Proben in destilliertes Wasser eingebracht (5 min), so dass die
Inkubation mit Eosin 0,5% folgen konnte (5 min im Dunkeln). Die Schnitte wurden erneut
mit destilliertem Wasser gewaschen, tiber einen aufsteigenden Alkoholgradienten entwéssert

(Ethanol 70% 1x, 96% 1x, 100% 2x, Xylol 2x fiir je 5 min) und versiegelt (Merckoglas).

2.13.2 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde mittels einer beheizten Kathode ein
Elektronenstrahl erzeugt, der Punkt fiir Punkt iiber die Probenoberflédche gefiihrt wurde. Die
von diesen Punkten gestreuten Elektronen wurden von einem Detektor gesammelt und das so
entstehende Signal auf einer Bildrohre abgebildet. Die Proben wurden in 2,5% Glutaraldehyd,
0,1 M Phosphatpuffer und 1% Saccharose bei pH 7 fiir ca. 12h fixiert und dann dreimal fiir 5
min in PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(30%, 50%, 70% und 90% Ethanol fiir je 30 min, je nach GroBe des Konstruktes auch lédnger)
entwissert. SchlieBlich wurden sie in 100% Ethanol dreimal 30 min eingelegt. Danach
erfolgte die kritische Punkt Trocknung bei 37 °C und 75 Bar. Nachdem die Proben getrocknet

waren, wurden diese mit einer 20 nm Goldpalladium-Schicht bedampft um die
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Probenoberfldache leitfahig zu machen. Die Prédparate wurden dann mit dem

Elektronenmikroskop (DSM 962, Zeiss, Oberkochen) betrachtet und dokumentiert.
2.14 Immunbhistologie

2.14.1 Charakterisierung der Zellen anhand der Epitope der Zellmembran

Durch den Nachweis bestimmter Oberflichenmarker (Tabelle 1) wurden die aus dem
Knochenmark isolierten hMPC charakterisiert. Um die Oberflichenmarker nachzuweisen,
wurde ein Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I verwendet. Die isolierten hMPC
der Spender wurden in Stichproben charakterisiert. Die hMPC wurden fiir den Nachweis der
Oberflichenmarker fiir 24 h auf Objekttragern kultiviert und mit PBS gewaschen und
anschliefend 10 min mit —10 °C kaltem Methanol fixiert. Anschlieend wurden die Proben
dreimal mit PBS gewaschen. Zwei Stellen fiir die Negativkontrolle und den zu
untersuchenden Oberflichenmarker wurden mit einem Fettstift umkreist. Dort wurden 150 ml
Primérantikorper (Verdiinnung nach Angaben des Herstellers) aufgetragen und 60 min in der
feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit TBS gewaschen. Nun wurden
150 ml Sekundérantikorper aufgetropft und 30 min in der feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieBend wurde wieder dreimal mit TBS gewaschen. Danach wurde das Chromogen
Konjugat nach Angaben des Herstellers hergestellt. 150 ml dieses Chromogenansatzes
wurden auf die markierten Stellen gegeben und 20 min unter dem Mikroskop inkubiert, um
die Reaktion zu verfolgen. Die positiven Zellen farbten sich rétlich. AnschlieBend wurde
wieder dreimal mit TBS gespiilt. Bei schlechten Kontrasten wurde eine Gegenfarbung mit
Methylgriin durchgefiihrt. Dazu wurden die Objekttriger 3 min in ein Behéltnis mit
Methylgriin getaucht und anschliefend zweimal mit 100%igem Ethanol, zweimal mit 95%
igem Ethanol und zuletzt zweimal mit Xylol gewaschen. Die Objekttrager wurden
anschliefend zum Trocknen hochkant auf eine Serviette getupft bis keine Feuchtigkeit mehr
vorhanden war. AnschlieBend wurden die Objekttriger mit Merckoglas und Deckglas

konserviert.

2.14.2 Proteinfirbung nach der ABC Methode

Die Proben wurden wie folgt fixiert, geschnitten, gefirbt und ausgewertet.

Die Proben der Kollagen-Typ-I-Gel-Konstrukte wurden in Methanol fixiert (erst 70% dann
100%), danach in einer Zucker-Losung inkubiert (5% Saccharose in PBS). Das Schneiden der
Proben wurde bei -20°C in einem Kryostaten durchgefiihrt und 10pum dicke Schnitte erzeugt.
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Die Schnitte wurden auf Objekttrager platziert und die anzufdrbenden Bereiche mit Dakostift

umrandet. Nach einer Rehydrierung in PBS+Tween (0,1% Tween 20, 3x5min waschen)

wurden einige Schnitte mit Chondroitinase behandelt, um die Antigen-Epitope freizulegen

(bei Proben fiir: Kollagen-Typ-I, Typ-III, Versican, Tenascin, Decorin.). Fiir den Nachweis

der Proteine pro-Kollagen-Typ-I, Kollagen-Typ-1V, Fibronektin, Strol, OSF2, Kontrolle

erfolgte keine Chondroitinase Behandlung. Der Waschschritt wurde wiederholt und die

Schnitte in Pferdeserum (60min, RT) inkubiert (Blockierung unspezifischer Ig-

Bindungsstellen mit Pferdeserum, da der biotinylierte Sekundirantikdrper aus dem Pferd

stammt). Nach diesem Schritt wurde nicht gespiilt. Es wurden darauf die Firbereaktionen

durchgefiihrt (Tabelle 10), wobei nach jedem Schritt ein Waschschritt von 3x5min in
PBS/Tween folgt:

Tabelle 10: Ablauf des Proteinnachweises mit Antikorpermarkierung

1. Zugabe des Primirantikorper, Inkubation 30min bei RT

2. Inkubation mit biotinyliertem sekundéren Antikorper (Vectastain ABC Kit Elite,
30min, RT).

3. Inkubation 30 min RT mit frisch angesetzte Streptavidin-Biotin Komplex (Vectastain
ABC Kit Elite)

4. Inkubation mit Substrat-Chromogen-Ldsung bis gewliinschte Farbintensitét erreicht war

(hier DAB Firbung)

Die Préparate wurden mit DPX-Mountant (Fluka 44581) versiegelt. Fiir die Aufnahmen

wurden reprdsentative Ausschnitte mit dem Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot) und der

Axiovision LE Software dokumentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Immunhistologische Charakterisierung der hMPC

Um die Qualitdt und Reinheit der isolierten hMPC zu tiberpriifen wurden die hMPC auf ihre
Progenitor-typischen Oberflachenantigene hin analysiert. Wir konnten in regelméfigen
Stichproben verifizieren, dass die kultivierten hMPC fiir die Oberflichenantigene CD9,
CD90, CD105, CD166 und Stro-1 positiv waren.

CD9 o CD90 " CD105

10 ym

CD166 strol

Abbildung 16: Markierung hMPC-typischer Oberflichenantigene mit monoklonalen
Antikorpern an isolierten hMPC auf Glasobjekttriigern

3.1.2 Kollagen-Typ-I-Gel als Zelltiiger

Um die Beeinflussung von hACLC und hMPC in Kollagen-Typ-I-Gelen durch die
Applikation uniaxialer Dehnungen zu untersuchen, wurde eine neue, ringférmige Konstrukt-

Geometrie entwickelt (Abbildung 17). Fiir die Beurteilung der Eignung der neuen Geometrie
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und der Kollagen-Typ-I-Matrix wurden morphologische, zellbiologische sowie
molekularbiologische Analysen durchgefiihrt. Die neuen Ring-Gele wurden mit Gelen in 6-
well-Platten und den bereits in unserer Arbeitsgruppe etablierten Rechteck-Gelen verglichen,

um negative Beeinflussungen durch die neue Ring-Geometrie auszuschlieen.

3.1.2.1 Gelkontraktion
Bei der Kultivierung der hMPC- und hACLC-besiedelten Kollagen-Typ-I-Gele konnte eine

Kontraktion mit einem erheblichen Volumenverlust beobachtet werden. Die unverankerten
Gele, wie 6-well-Geometrie oder freischwimmende Ring-Gele, zeigten die stdrksten
Schrumpfungen (Abbildung 17, links oben und rechts unten). Die Kontraktion bewirkte eine
Verdichtung der Matrix hauptsdchlich in den Rand- und Verankerungsbereichen. Die
Rechteck-Gele zeigten eine starke Einschniirung quer zur Verankerungsrichtung sowie eine
starke Kondensation um die Verankerungsnoppen und in den Randbereichen (Abbildung 17,
unten links). Durch die Zell-bedingte Kontraktion wurden in den Rechteck-Geometrien
multidirektionale statische Spannungen in den Konstrukten aufgebaut. In der Ring-Geometrie
konnte sich die statische Spannung zwischen den Verankerungen nur uniaxial entlang des
linearen Abschnittes aufbauen. Auch in den Ring-Gelen konnte eine verstiarkte Kondensation
der Matrix um die Verankerungsnoppen gefunden werden. In dem linearen Abschnitt
zwischen den Verankerungen war die Kondensation jedoch immer homogen (Abbildung 17,

oben rechts).

Abbildung 17: Zellbedingte Kontraktion der Kollagen-Gel-Geometrien. 6-well (links oben),;
Rechteck-Gel (links unten); Ringe (rechts), freischwimmender Ring in 6-well (rechts unten)
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3.1.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die morphologische Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskopie zeigte eine gute
Integration beider Zelltypen in die Gel-Matrix. Die Zellen hatten eine flache Morphologie. In
den verschiedenen Zell-Gel-Konstrukt-Geometrien konnten keine Unterschiede der Zell-
Morphologie nach Besiedlung mit hMPC oder hACLC nachgewiesen werden. Auf den
Oberflachen der Konstrukte bildeten beide Zelltypen einen dichten, flachigen Bewuchs.
Héaufig konnte eine geschlossene Zellschicht gefunden werden, welche die Konstrukte

vollstandig umgab (Abbildung 18).

%

Abbildung 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme Zell-besiedelter Kollagen-Typ-1-
Gele mit verschiedenen Konstrukt-Geometrien und Zelltypen (hMPC, a-c; hACLC, d-e). 6-

well, Gel-Inneres (a); Rechteck-Gel, Gel-Inneres (b); Ring, Gel-Inneres (c); Rechteck-Gel,

Gel-Oberfldche (d),; Ring, Gel-Oberfldiche (e)

3.1.2.3 histologische Schnitte und Firbungen

Um die Verteilung der Zellen zu priifen, wurden HE-gefdrbte Parafinschnitte
lichtmikroskopisch ausgewertet. Unabhidngig von der Konstruktgeometrie waren die Zellen
homogen verteilt. Es wurde eine inhomogene Dichte der Matrix gezeigt (Abbildung 19). Vor
allem in frisch hergestellten Konstrukten war erkennbar, dass die tiberwiegend lose Packung
der Kollagen-Fibrillen von deutlich dichteren Arealen durchsetzt war. Die Organisation der
Matrix nach langerer Kultivierung war meist dichter, da die Matrix durch die eingebetteten
Zellen kontrahiert und verdichtet wurde (Abbildung 19 a; Abbildung 17). Auch in den
histologischen Schnitten konnte eine Zellschicht an der Oberfliche der Gele nachgewiesen

werden (Abbildung 19 c).
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Abbildung 19: HE-Fdrbungen von hACLC-besiedelten Kollagen-Typ-1-Gelen
(Paraffinschnitte). 6-well-Geometrie (a); Rechteck-Geometrie (b); Ring-Geometrie (c)
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Um die Genexpression der hMPC ergidnzend zur mRNA-Analyse auf Proteinebene zu
untersuchen, wurden Gefrier-Schnitte besiedelter Ring-Gele nach 21 Tage unter statischen
Kulturbedingungen mit Antikdrpern gegen Pro-Kollagen-Typ-I, Kollagen-Typ-I, Kollagen-
Typ-11I, Fibronektin, Decorin, Tenascin-C markiert. Diese Arbeiten erfolgten in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn PD. Dr. med. S. Milz am AO-Institut in

Davos (Schweiz).

Abbildung 20: Pro-Kollagen-Typ-1; Antikorpermarkierung nach 21 Tagen statischer Kultur
von Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie. Die Pfeile weisen auf gefirbte Zellen.

Das Pro-Kollagen-Typ-I ist eine Vorstufe des Kollagen-Typ-I. Es wird exozytiert und
extrazelluldr prozessiert. Es gab extrazelluldr kein und intrazelluldr sehr vereinzelt Pro-

Kollagen-Typ-I (siche Abbildung 20).

Abbildung 21: Kollagen-Typ-1; Antikérpermarkierung nach 21 Tagen statischer Kultur von
Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie. Die Gel-Oberflciche ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

Das Kollagen-Typ-I Protein war sehr stark extrazelluldr vertreten. Besonders deutlich war der

Nachweis nahe der Oberfldache der Gele (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 22: Kollagen-Typ-I11; Antikorpermarkierung nach 21 Tagen statischer Kultur von
Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie. Die Pfeile weisen auf positiv markierte Bereiche.

Kollagen-Typ-III ist das wichtigste Faserkollagen in Haut, dichtem Bindegewebe und
vaskuldrem Gewebe. Wir konnten vereinzelt intrazelluldr und epizelluldr starke Farbungen
nachweisen. Nur wenige Zellen zeigten eine positive Kollagen-Typ-III Farbung. Diese waren

oft in Reihen oder Gruppen zu finden (siche Abbildung 22).

w

Abbildung 23: Fibronektin, Antikérpermarkierung nach 21 Tagen stati:vcher Kultur von
Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie.

o £ A

Fibronektin ist ein weit verbreitetes Glykoprotein, kommt in der ECM und
Korperfliissigkeiten vor und vermittelt Matrix und Zelladhdsion. Es wurde eine sehr starke

Féarbung in den gesamten Konstrukten gefunden (Abbildung 23).
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Abbildung 24.: Decorin, Anﬁké‘rpermarkierung nach 21 Tagen statischer Kultur von
Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie. Die Pfeile weisen auf schwach positiv markierte
Bereiche.

Decorin ist in Knochen, Sehne, Haut, Aorta und Cornea verbreitet. Es ist meist assoziiert mit
Kollagen-Fibrillen und bindet Kollagen-Typ-1. Es kann die Fibrillogenese von Kollagen-Typ-
I und Kollagen-Typ-II hemmen, und TGFB binden. Die Fiarbung ergab ein sehr schwach
positives Signal intra- und epizelluldr (Abbildung 24).
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Abbildung 25: Tenascin—-C; Antikorpermarkierung nach 21 Tagen statischer Kultur von
Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie. Die Pfeile weisen auf positiv markierte Bereiche.

Tenascin-C ist ein extrazelluldres Matrixglykoprotein. Es wird in vielen Geweben und
Organen wihrend der Entwicklung transient exprimiert. Es spielt eine wichtige Rolle in Zell-
Matrix-Organisation und Modulation von Differenzierungs- und Wachstumsprozessen. Wir

fanden in den Gelen eine schwache Farbung des Tenascin-C (Abbildung 25).

3.1.2.4 Zell-Proliferation

Fir die Beurteilung des Einflusses von Matrix und Geometrie auf den Zellstoffwechsel
wurden die Viabilitét, die Proliferation und die Expression des Apoptosegens P53 bei einigen
hACLC-Spendern exemplarisch tiberpriift. Die hMPC in Kollagen-Typ-I-Gelen wurden
diesbeziiglich in vorherigen Arbeiten bereits untersucht ', Fiir die Viabilitit der hACLC
wurden Werte zwischen 70% und 85% lebende Zellen in Rechteck-Gelen und zwischen 80%

und 95% in Ring-Gelen ermittelt. Das Apoptosegen P53 wurde nur sehr schwach exprimiert
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und konnte in vielen Versuchansédtzen nicht nachgewiesen werden. Der Vergleich der
hACLC-besiedelten Kollagen-Typ-I-Gele ergab tiber 21 Tage hinweg eine konstante Zellzahl
in 6-well-Kontrollen und Rechteck-Gelen (Abbildung 26). In den Ring-Geometrien stieg die
Zellzahl zu Beginn leicht an, und blieb dann konstant (Abbildung 26 unten).
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Abbildung 26: Proliferation der hACLC (n=3) in Kollagen-Gelen mit Rechteck-Geometrie
(links oben), 6-well-Geometrie (rechts oben) und Ring-Geometrie (unten). Median-Min.-
Max.-Darstellung der Zellzahl pro Gel-Konstrukt.

3.1.2.5 Genexpression

6-well-Geometrie und Rechteckgeometrie

Um den Einfluss der Matrix und der Konstrukt-Geometrie auf die Genexpression zu
beurteilen, wurde eine Analyse des mRNA-Expressions-Profils in Kollagen-Typ-I-Gelen
durchgefiihrt. Hier wird exemplarisch das Expressionsprofil von hACLC gezeigt. Die
Eignung der Kollagen-Typ-I-Gele in 6-well-Geometrie fiir die Kultivierung von hMPC wurde

bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe gezeigt '

. In der 6-well-Geometrie zeigten die
hACLC ein hohes Expressionsniveau fiir die Gene Kollagen-Typ-I und Fibronektin, sowie ein
niedriges Niveau fiir Kollagen-Typ-III und Tenascin-C. Bei allen Genen zeigte sich ein
Expressionsmaximum in dem Zeitraum 7-10 Tage nach der Aussaat (Abbildung 27). In

Rechteck-Geometrien war das mRNA-Expressions-Profil dhnlich (nicht dargestellt).
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Abbildung 27: Gen-Expression bandtypischer Proteine durch hACLC (n=3) in Kollagen-Typ-
I-Gelen mit 6-well-Geometrie. Median-Min.-Max.-Darstellung der relativen mRNA-
Expression (GAPDH-Normierung)

Ring-Geometrie

Die Analyse des mRNA-Expressions-Profils von hACLC dreier Spender in Kollagen-Typ-I-
Gelen mit Ring-Geometrie zeigte ein hohes Expressionsniveau fiir die Gene Kollagen-Typ-I,
Typ-III, Tenascin-C, Decorin und Fibronektin, sowie ein niedriges Niveau fiir MMP1,
Osteocalzin und alkalische Phosphatase (AP) (Abbildung 28). Die Markergene fiir osteogenes
Gewebe, Osteocalzin und AP, wurden von den hACLC exprimiert. Sie waren jedoch deutlich
schwicher als die Markergene fiir das Bandgewebe exprimiert. Die Expressionsniveaus aller

untersuchten Gene waren iiber den Zeitraum von 21 Tagen nahezu konstant.
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Abbildung 28: Gen-Expression band- und knochentypischer Proteine durch hACLC in
Kollagen-Typ-I Ring-Gelen. Die Daten dreier Spender wurden mit Standard-PCR und
integrierter optischer Dichte der DNA-Banden im Agarosegel bestimmt.

Dargestellt sind die mRNA-Expressionen (GAPDH-normiert) eines Spenders tiber einen

Zeitraum von max. 21 Tagen.
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3.1.3 Polylactid-Scaffolds als Zelltriger

Um die Eignung der texturierten PLA-Konstrukte als Zelltrager fiir das Tissue Engineering
von Bandersatz zu priifen wurde sowohl die Interaktion von hMPC als auch von hACLC mit
den Konstrukten untersucht. Die Charakterisierung erfolgte mit histologischen Methoden,
Raster-Elektronenmikroskopie und Analyse der mRNA-Expression.

Die Zell-Besiedlung der Scaffolds war nicht méglich, wenn die Fasern nicht nach der
Herstellung eine zusétzliche Plasma-Behandlung erhalten hatten. Die Proben waren ohne
diese stark hydrophob und konnten die Zellsuspension nicht aufnehmen. Die
Vorkonditionierung mit FCS-haltigem Medium zeigte im Vergleich zu FCS freiem Medium
oder unkonditionierten Proben keine Verbesserung der Besiedlungseigenschaften. Unter dem
Lichtmikroskop konnten bereits in der ersten Woche nach der Besiedlung kleine hMPC-
beziehungsweise hACLC-Zellkluster gefunden werden, die sich zwischen den Fasern oder in

den Faserwindungen aufspannten (Abbildung 29).

- ,‘ =7 ol he s
Abbildung 29: Lichtmikroskopische Aufnahme eines aufgespannten hMPC-Zelllayers auf
PLA-Faser 7 Tage nach Besiedlung.

3.1.3.1 Rasterelektronenmikroskopie

hMPC

Die elektronenmikroskopische Betrachtung der hMPC-besiedelten Konstrukte zeigte eine
homogene Verteilung der hMPC innerhalb des gesamten Konstruktes. An den Oberflichen
der Konstrukte konnten auffillige Anhdufungen von hMPC gefunden werden, die eine
folienartige Umbhiillung der gesamten Konstrukte bildeten (Abbildung 30). Auch im Inneren
der Konstrukte tiberspannten die hMPC sowohl einzeln, als auch in Gruppen Distanzen von
iiber 100 um. In hoher Vergr6Berung wurde eine sehr gute Adhdrenz der Zellen an den
Oberfldachen der textilen Fasern erkennbar. Die Fasern waren groBtenteils von Zellen
ummantelt. Es konnten keine abgerundeten apoptotischen hMPC gezeigt werden. Die hMPC

zeigten ein flichiges Aussehen mit zum Teil zahlreichen kurzen Ausldufern.
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Abbildung 30: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen 15 Tage nach Besiedlung
mit hMPC (a, c: Oberfldichenaufnahmen; b, d: Aufnahme aus dem Inneren).

hACLC

Die elektronenmikroskopische Betrachtung der hACLC-besiedelten Konstrukte nach 24
Stunden zeigte eine homogene Verteilung der hACLC innerhalb des gesamten Konstruktes.
An den Oberflachen der Konstrukte konnten auch nach 21 Tagen (nicht dargestellt) keine
auffilligen Anhdufungen von hACLC gefunden werden. Im Inneren der Konstrukte
iiberspannten die hACLC Distanzen von iiber 150 um. In hoher VergroBerung wurde eine
sehr gute Adhérenz der Zellen an den Oberfldachen der textilen Fasern erkennbar. Die Fasern
waren grofitenteils von Zellen ummantelt. Die hACLC zeigten ein Fibroblasten-typisches

Aussehen mit langen Zellausldufern und schlanken Zellkorpern (Abbildung 31).

o

Abbildung 31: REM-Aufnahmen von PLA-Konstrukten 24 Stunden nach hACLC-Besiedlung.
Oberfliche (a); Inneres (b)
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3.1.3.2 histologische Schnitte und Firbungen
hMPC

In den histologischen Schnitten der Konstrukte wurde die hohe Porositdt der Konstrukte
deutlich. Es bestitigte sich die gleichmiBige Besiedlung der Konstrukte mit hMPC in den
HE-Farbungen nach 15 und 28 Tagen (Abbildung 32). Immunhistologisch konnten die
Proteine Kollagen-Typ-I und Typ-III sowie Tenascin-C nachgewiesen werden (in
Kooperation mit L. Heckmann in der Orthopddischen Universitdtsklinik mit
Querschnittgeldhmtenzentrum am Rehabilitationskrankenhaus Ulm, Sektion Biochemie der
Gelenks- und Bindegewebserkrankungen). Die anhaltende Proliferation der hMPC konnte
durch den Nachweis von PCNA gezeigt werden (Abbildung 32 f).
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| g | oo R AT A Y 00 g ' 100 um
d ; A s ¢ D I MER :l\. — | Loa LY

Abbildung 32: Paraffinhistologie an hMPC-besiedelten PLA-Fasern. HE-Fdrbung Tag 15
(a) und 28 (b); Immunfirbung Tag 15, Kollagen-Typ-I (c) und Typ-I1II (d);, Immunfdirbung
Tag 15, Tenascin-C (e) und PCNA (f)
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hACLC

Die HE-Farbung zeigte schon 24 Stunden nach der Besiedlung mit hACLC eine gleichméBige
Verteilung der hACLC. Die hACLC adhérierten gut an den textilen PLA-Fasern. An quer
geschnittenen Fasern wurde eine Umbhiillung nahezu aller Fasern durch hACLC deutlich
(Abbildung 33). In immunhistologischen Farbungen von Kollagen-Typ-I konnte das Protein
im Bereich der hACLC 21 Tage nach der Besiedlung nachgewiesen werden (Abbildung 34).
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Abbildung 33: HE-Fdrbung von hACLC auf PLA-Fasern, 24 Std. nach der Besiedlung.
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Abbildung 34: Kollagen-T: yﬁ—]—]mhunfc’irbung von hACLC auf PLA-Fasern, 21 Tage nach
der Besiedlung.

3.1.3.3 Genexpression

hMPC

Die Expression der verschiedenen Zielgene, welche fiir das Kreuzbandgewebe als typisch
betrachtet werden, wurden in den hMPC besiedelten PLA-Konstrukten an Tag 3 und Tag 15
untersucht (Kollagen-Typ-I, Typ-III, Tenascin-C, Fibronektin, Decorin, smooth muscle actin,
MMP1, MMP2, TIMP1, TIMP2). Vergleicht man die Expressionen von Tag 3 und 15 des
Versuches mit den Werten vor dem Versuchsbeginn, so fand sich fiir alle Zielgene keine oder
eine positive Beeinflussung (Abbildung 35 und Abbildung 36).

Kollagen-Typ-I wurde stark exprimiert und zeigte einen Anstieg von 199% an Tag 3 und
136% an Tag 15. Kollagen-Typ-III wurde wesentlich schwécher exprimiert. Tenascin-C
wurde an Tag 3 um 160% und an Tag 15 um 391% (p=0,031) gesteigert. Fibronektin war seit
der Besiedlung um ca. 110% fiir die Dauer des Versuches erhoht. Decorin spielt eine wichtige

Rolle bei der Matrixorganisation und wurde nach 15 Tagen um 187% erhoht exprimiert.
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smooth muscle actin als Bestandteil des Zytoskeletts war zum Tag 3 noch unbeeinflusst,

wurde nach 15 Tagen um 121% tendenziell erhoht (Abbildung 35).

100
Kollagen | Kollagen Il Fibronektin Tenascin C sma Decorin
s
?
) *
5 10
x
ul
2 -]
[ ==
S
[J] 1 T U T ‘ T T N T |
3 |
=
2
0

3 15 3 15 3 15 3 15 3 15 3 15
Versuchstag

Abbildung 35: Genexpression der Matrix-Strukturproteine von hMPC
(900.000Zellen/Konstrukt;, n=7) nach 3 und 15 Tagen in PLA-Faser-Konstrukten.
Logarithmische Boxplot-Darstellung des Vielfachen der mRNA-Expression (GAPDH-
Normierung) bezogen auf Tag Null. Der Wert 1 reprdsentiert die Expression an Tag Null.
*0<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test.

Die proteolytischen Enzyme fiir den Umbau der Kollagenmatrix und deren Inhibitoren
wurden teilweise stark beeinflusst (Abbildung 36). MMP1 war zum Tag 3 unbeeinflusst,
wurde aber nach 15 Tagen um 560% (p=0,031) erhoht, MMP2 jedoch blieb unveréndert. Die
Inhibitoren wurden ebenfalls positiv beeinflusst. TIMP1 wurde am Tag 3 um 200% (p=0,031)
und an Tag 15 um 168% (p=0,031) gesteigert. TIPM2 erhohte sich nach 15 Tagen um 150%
(p=0,031). Die Genexpression der osteogenen Marker CBFA1(4% Tag 3, 7% Tag 15) und AP
(7% Tag 3, 54% Tag 15) wurden nicht beeinflusst.
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Abbildung 36.: Genexpression der Matrix-Umbauproteine von hMPC
(900.000Zellen/Konstrukt; n=7) nach 3 und 15 Tagen in PLA-Faser-Konstrukten.
Logarithmische Boxplot-Darstellung des Vielfachen der mRNA-Expression (GAPDH-

Normierung) bezogen auf Tag Null. Der Wert I reprdsentiert die Expression an Tag Null.
*p<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test.

hACLC

Die Expression der verschiedenen Zielgene, welche fiir das Kreuzbandgewebe als typisch
betrachtet werden, wurden in den hACLC besiedelten PLA-Konstrukten an Tag 15 untersucht
(Kollagen-Typ-1, Typ-III, Tenascin-C, Fibronektin, Decorin, MMP1, MMP2, TIMP1, TIMP2,
smooth muscle actin). Vergleicht man die Expressionen von Tag 15 des Versuches mit den
Werten vor dem Versuchsbeginn, so findet sich fiir alle Zielgene keine oder eine positive
Beeinflussung (Abbildung 37).

Kollagen-Typ-I wurde bei allen sechs Spendern sehr schwach exprimiert und zeigte einen
geringen Anstieg von 49%. Kollagen-Typ-III wurde ebenfalls schwach exprimiert und stieg
nach 15 Tagen nicht an. Fibronektin war nach 15 Tagen nur leicht (15% p=0,062) erhoht. Das
smooth muscle actin als Bestandteil des Zytoskeletts wurde nach 15 Tagen um 124%
(p=0,062) erhoht.

Die proteolytischen Enzyme fiir den Umbau der Kollagenmatrix und deren Inhibitoren
wurden teilweise verdndert exprimiert. MMP1 war an Tag 15 um 394% (p=0,031), MMP2
jedoch nur um 60% (p=0,031) erhoht. Die Inhibitoren TIMP1 und TIMP2 wurden nicht
beeinflusst (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Genexpression von hACLC (900.000Zellen/Konstrukt;, n=6) nach 15 Tagen in
PLA-Faser-Konstrukten. Logarithmische Boxplot-Darstellung des Vielfachen der mRNA-
Expression (GAPDH-Normierung) bezogen auf Tag Null. Der Wert 1 reprdsentiert die
Expression an Tag Null. *p<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test.

Zusammenfassung:

Kollagen-Typ-I-Gel als Zelltriger

Die Zellen in Gelen mit Ring-Geometrie waren iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
vital, prolifertierten und exprimierten die Ligament-typischen Proteine.

PLA-Faser als Zelltriger

Die Besiedlung zeigte sowohl in Raster Elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung
30, Abbildung 31) als auch in geférbten histologischen Schnitten (Abbildung 32, Abbildung
33) eine gleichméBige Verteilung der hMPC und hACLC im gesamten Scaffold. Beide
Zelltypen waren tiber langere Zeitrdume hinweg vital und adhérierten sehr gut an den Fasern.
Sowohl hMPC als auch hACLC zeigten umhiillten die Fasern und bildeten Zellauslédufer zu
benachbarten Fasern oder Zellen (Abbildung 30 bis Abbildung 33).
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3.2 Einfluss zyklischer, mechanischer Dehnung

Es wurden Untersuchungen zum Einfluss zyklischer, uniaxialer Dehnung auf hMPC und
hACLC in bandférmigen Kollagen-Typ-I Matrices oder texturierten, textilen PLA-Faser-
Konstrukten durchgefiihrt.

3.2.1 Kollagen-Typ-I-Gel

Um den Einfluss mechanischer Reize zu untersuchen, wurden umfangreiche Untersuchungen
an hMPC- und hACLC-besiedelten Gel-Konstrukten durchgefiihrt. Der Einfluss auf die Zell-
Gel-Konstrukte wurde morphologisch und molekularbiologisch untersucht. Der Einfluss auf
Genexpression wurde schwerpunktmafig bei hMPC-Besiedlung untersucht, da dieser Zelltyp

im Tissue Engineering eingesetzt werden soll.

3.2.1.1 Beeinflussung der Genexpression humaner, mesenchymaler

Progenitorzellen

Zur Untersuchung des Einflusses zyklischer, uniaxialer, mechanischer Reize auf hMPC in
Kollagen-Typ-I Ring-Gelen wurden die Konstrukte {iber die Versuchsdauer von 21 Tagen fiir
eine Stunde pro Tag mechanisch stimuliert (I Hz, 5% Dehnung). Weder die Matrix-
Strukturproteine noch die Remodelingproteine wurden in ihrer mRNA-Expression signifikant
(n=7) beeinflusst (Abbildung 38). Die mRNA-Expressionen der Gene Fibronektin, Decorin,
Tenascin-C, MMP1, MMP2, TIMP2 und smooth muscle actin, wurden nur bei einzelnen
Spendern durch die mechanische Stimulation stark erhoht. Die Variationen der
stimulationsbedingten mRNA-Expressions-Anderungen der untersuchten Spender (z. B.
Tenascin-C 63% bis 827%) lieBen jedoch keine statistisch abgesicherte Aussage iiber eine

Beeinflussung der hMPC durch die mechanische Stimulation zu.
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Abbildung 38: Einfluss zyklischer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag,; 5% Amplitude; n=7) auf die
Genexpression von hMPC in Kollagen-Typ-I Ring-Gelen an Tag 21

Logarithmische Boxplot-Darstellung der mRNA-Expressions-Anderung (GAPDH-
Normierung) stimulierter Ring-Gele bezogen auf unstimulierte Ring-Gel-Kontrollen. Der
Wert 1 reprdsentiert die Kontrollen.

3.2.1.2 GDF5-Einfluss auf die Genexpression humaner, mesenchymaler
Progenitorzellen

Im Rahmen eines orientierenden Versuches wurde unter den oben beschriebenen
Versuchsbedingungen bei drei Spendern der Einfluss des Wachstumsfaktors GDF5 auf die
mechanisch induzierte Anderung der mRNA-Expression nach 21 Tagen in hMPC untersucht.
Es konnte bei Applikation mechanischer Dehnungen eine geringe Erhohung der Expression
von Kollagen-Typ-I und Typ-III und Decorin gemessen werden (Abbildung 39). Die
Anderungen lagen, jedoch ebenfalls im Bereich des Vertrauensintervalls des Versuches ohne

GDF5-Einfluss (Abbildung 38).
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Abbildung 39: Einfluss zyklischer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag, 5% Amplitude; n=3) bei
GDF5-Gabe auf die Genexpression von hMPC in Kollagen-Typ-I Ring-Gelen an Tag 21.
Median-Min.-Max.-Darstellung der mRNA-Expressions-Anderung (GAPDH-Normierung)
stimulierter Ring-Gele bezogen auf unstimulierte Ring-Gele. Der Wert 0 reprdsentiert die
unstimulierten Kontrollen.

Auch nach 7 Tagen wurden keine Hinweise auf einen Einfluss von GDF5 auf den
Stimulationseffekt in hMPC gemessen (Abbildung 40). Der Einfluss allein der zyklischen
Dehnung nach nur 7 Tagen Stimulation zeigte keine Abweichung von den nach 21 Tagen

erhobenen Werten.
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Abbildung 40: Einfluss zyklischer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag,; 5% Amplitude; n=3) mit
(rechts) und ohne (links) GDF5-Gabe auf die Genexpression von hMPC in Kollagen-Typ-1
Ring-Gelen an Tag 7. Median-Min.-Max.-Darstellung der mRNA-Expressions-Anderung
(GAPDH-Normierung) stimulierter Ring-Gele bezogen auf unstimulierte Ring-Gele. Der Wert
0 reprdsentiert die Kontrollen.

3.2.1.3 Langzeitdehnungseinfluss auf die Genexpression humaner,
mesenchymaler Progenitorzellen

Um den Einfluss der Dauer der tiglichen mechanischen Stimulation zu iiberpriifen wurden
Versuche mit einer Langzeit-Stimulation durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den Versuchen mit
kiirzerer, taglicher Applikationsdauer wurden hier fiir acht Stunden 5% Dehnung mit 0,2 Hz
appliziert. Auch hier fanden sich keine signifikanten Effekte. Die Langzeitstimulation hatte
einen tendenziell erniedrigenden Einfluss auf die Genexpression von Kollagen-Typ-I, Typ-III
und Fibronektin. Die Expression von Tenascin-C wurde tendenziell erh6ht und Decorin und

MMP1 nicht beeinflusst.
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Abbildung 41: Einfluss einer niederfrequenten Langzeit-Dehnung (L= 0,2 Hz*8 Std./Tag; 5%
Amplitude; n=6) auf die Genexpression von hMPC in Kollagen-Typ-I Ring-Gelen an Tag 15
im Vergleich mit der Kurzzeit-Dehnung (K= 1 Hz*1 Std./Tag; 5% Amplitude; n=7) an Tag 21
Boxplot-Darstellung der mRNA-Expressions-Anderung (GAPDH-Normierung) stimulierter
Ring-Gele bezogen auf unstimulierte Ring-Gele. Der Wert () reprdsentiert die Kontrollen.

3.2.1.4 Beeinflussung der Genexpression humaner, primérer
Kreuzbandzellen

Nachdem in den Vorversuchen die Moglichkeit der Kultivierung von hACLC in Kollagen-
Typ-1-Gel-Matrices gezeigt werden konnte, wurde der Einfluss der zyklischen, uniaxialen
Dehnung auf die hACLC untersucht. Orientierende Versuche an drei Spendern zeigten keine
deutlichen Expressions-Anderungen durch die mechanische Stimulation. Es konnten
Tendenzen fiir eine Erhohung der Tenascin-C-Expression an den Tagen 1, 10, 15 und 21
gefunden werden (Abbildung 42). Die Genexpression nach 21 Tagen Stimulation zeigte bei
allen Genen eine deutlichere tendenzielle Steigerung als an den Tagen 7 bis 15. Die
Schwankungen in den stimulationsbedingten Expressions-Anderungen der drei Spender

waren jedoch bei allen Genen sehr grof3 (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Einfluss zyklischer Dehnung auf die Genexpression von hACLC in Kollagen-
Typ-I-Gelen (1 Hz*1 Std./Tag; Amplitude=5%; n=3). Median-Min.-Max.-Darstellung der
mRNA-Expressions-Anderung (GAPDH-Normierung) stimulierter Ring-Gele bezogen auf
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unstimulierte Ring-Gele. Der Wert () reprdsentiert die Kontrollen.
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3.2.1.5 Beeinflussung der Ausrichtung humaner, priméirer

Kreuzbandzellen und der Matrix
In HE-Farbungen von histologischen Schnitten hACLC-besiedelter Kollagen-Typ-I-Gele
konnte bei den Gelen mit Rechteckgeometrie eine stirkere und frithere Ausrichtung von
Matrix und Zellen bei den stimulierten Proben als bei den unstimulierten Kontrollen (nicht
dargestellt) beobachtet werden. Die Konstrukte in Ring-Geometrie zeigten nach 7 Tagen
keine oder nur eine schwache Ausrichtung der Matrix. Die hACLC waren jedoch in Richtung
der Zugspannung (Dehnungsrichtung) ausgerichtet (Abbildung 43 a, b). Nach 21 Tagen
Stimulation konnte jedoch eine deutliche Ausrichtung der Matrix und der hACLC gefunden
werden. Die Kollagenfasern waren stark kondensiert und wiesen teilweise die

charakteristische Ondulation der Kollagenfasern auf (Abbildung 43 c, d).

Abbildung 43: HE-Fdrbungen an Paraﬁ"zn—Schitten von hACLC besiedeten Kollagen-Typ-I-
Gelen. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Kollagen-Matrix mit den enthaltenen
hACLC. Ring-Gel-Geometrie nach 7 Tagen (a, b); Ring-Gel-Geometrie nach 21 Tagen (c, d)
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Die Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von hACLC-besiedelten Kollagen-Typ-I-
Gelen zeigte Unterschiede in der rdumlichen Orientierung der Matrix und der hACLC sowohl
auf den Oberfldchen als auch im Inneren der Gele (Abbildung 44). In Gelen, die weder
statische noch zyklische mechanische Belastungen erfahren hatten, konnte keine einheitliche
Orientierung der hACLC gefunden werden. Die hACLC bildeten an den Oberfldchen der Gele
einen dichten Zelllayer in dem die hACLC sich meist parallel zueinander anordneten. Diese
Bereiche mit paralleler Zellanordnung hatten jedoch keine einheitliche Orientierung. Im
Inneren der ginzlich unbelasteten Gele konnte keine Ausrichtung der Matrix nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu wiesen die zyklisch gedehnten Ring-Gele an den Oberfldchen
stets streng in Dehnungsrichtung ausgerichtete Zellen auf (Abbildung 44, oben). Im Inneren
der stimulierten Ring-Gele konnte ebenso die Ausrichtung hACLC und zudem der Kollagen-
Matrix in Dehnungsrichtung gezeigt werden (Abbildung 44, unten).

cE 1000

Abbildung 44: Rasterelektronenmikroskopischer Vergleich 7 Tage nach hACLC-Besiedlung
von Kollagen-Typ-1-Gelen in Ring-Geometrie (Stimulation) und 6-well-Geometrie
(Kontrolle). Unstimulierte Kontrolle (a, c) und mit uniaxialer, zyklischer Dehnung
stimulierte Proben (b, d); Aufnahmen der Gel-Oberflcichen (a, b) sowie des Gel-Inneren (c,
d)

In zufélligen Stichproben der hACLC-Ausrichtung auf der Oberfliche jeweils eines
unstimulierten und eines stimulierten Gels konnte gezeigt werden, dass die hACLC auf der
unstimulierten Probe relativ zu den angrenzenden Zellen eine parallele Anordnung hatten. Die
Richtung dieser Anordnungen variierte jedoch in den verschieden Stichproben (Abbildung

45).
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Abbildung 45: Rasterelektronenmikroskopischer Vergleich der Orientierung von hACLC auf
der Oberfldche eines Kollagen-Typ-I-Gels ohne mechanische Belastung. Die
Aufnahmebereiche wurden zufillig ausgewdhlit. Die Ausrichtung des REM-Prdparates ist bei
allen Aufnahmen identisch. Die mittlere Orientierung der hACLC je Aufnahme ist als
Geradenschar dargestellt (links oben)

In zufilligen Stichproben der hACLC-Ausrichtung auf der Oberfldche des stimulierten Gels
konnte gezeigt werden, dass die hACLC auf der stimulierten Probe relativ zu den
angrenzenden Zellen eine parallele Anordnung hatten. Die Richtung der Anordnungen war im

gesamten linearen Ring-Gel jedoch nahezu identisch (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Rasterelektronenmikroskopischer Vergleich der Orientierung von hACLC auf
der Oberfldche eines stimulierten Kollagen-Typ-I-Gels. Die Aufnahmebereiche wurden
zufdllig ausgewdhlt. Die Ausrichtung des REM-Prdparates ist bei allen Aufnahmen identisch.

3.2.2 Polylaktid-Zelltriger

Um den moglichen Einsatz von textilen, texturierten PLA-Fasern als Zelltrager fiir die
Applikation von Zugdehnungen zu beurteilen, wurden umfangreichen Untersuchungen an
hMPC- und hACLC-besiedelten Konstrukten durchgefiihrt. Der Einfluss der mechanischen
Stimulation auf die Genexpression beider Zelltypen in den Konstrukten wurde mit real time-

RT-PCR untersucht.

3.2.2.1 Beeinflussung der Genexpression humaner, mesenchymaler
Progenitorzellen

Die Stimulation der MPC besiedelten PLA Faser Konstrukte zeigt nach 15 Tagen teilweise
grofle Wirkung auf Gene wie Tenascin-C, Kollagen-Typ 3, Fibronektin und MMP1. Die
Variation der Spender abhingigen Reaktion ist jedoch so stark, dass hier nur deskriptiv auf
die teilweise groen Effekte hingewiesen werden kann, ohne jedoch ein von einem statistisch
soliden Wert zu sprechen. Das smooth muscle actin (72%) und TIMP2 (30%) jedoch wurden
signifikant (p=0.031) herunterreguliert (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Einfluss zyklischer, uniaxialer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag; Amplitude 5%,
n=6) auf die relative Genexpression (GAPDH-Normierung) von hMPC (900.000
Zellen/Konstrukt) in textilen PLA-Fasern nach 15 Tagen. Logarithmische Boxplot-
Darstellung stimulierter Konstrukte bezogen auf unstimulierte Kontrollen. Der Wert 1
reprdsentiert die Kontrollen. *p<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test.

3.2.2.2 Beeinflussung der Genexpression humaner, primérer

Kreuzbandzellen

Die Expressionen der verschiedenen Zielgene, wurden in den mit Kreuzbandzellen
besiedelten PLA-Konstrukten an Tag 15 untersucht (Kollagen-Typ-I — Typ-III, Tenascin-C,
Fibronektin, Decorin, smooth muscle actin, MMP1, MMP2, TIMP1, TIMP2). Die Stimulation
mit 5% Dehnung bewirkt bei den meisten untersuchten Genen eine zum Teil starke
Verianderung. Kollagen-Typ-I wurde stark exprimiert und zeigt einen Anstieg von 163%
(p=0,031) durch die mechanische Belastung. Kollagen-Typ-III wurde um 431% (p=0,031)
erhoht exprimiert. Tenascin-C wurde um 340% (p=0,031) gesteigert. Fibronektin war durch
die Stimulation um 337% (p=0,031) erhoht. Decorin wurde leicht (-48%) erniedrigt
exprimiert. Das smooth muscle actin wurde um 75% (p=0,031) erniedrigt (Abbildung 48).

Die proteolytischen Enzyme fiir den Umbau der Kollagenmatrix und deren Inhibitoren
wurden in ihrer Genexpression nicht moduliert. MMP1 und MMP2 wurden durch den
mechanischen Stimulus nicht verdndert. Die Inhibitoren TIMP1 (+25%) und TIPM2 (-44%)
wurden ebenfalls nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Einfluss zyklischer, uniaxialer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag; 5% Amplitude;
n=06) auf die relative Genexpression (GAPDH-Normierung) von hACLC (900.000
Zellen/Konstrukt) in textilen PLA-Fasern nach 15 Tagen. Logarithmische Boxplot-
Darstellung stimulierter Konstrukte bezogen auf unstimulierte Kontrollen. Der Wert 1
reprdsentiert die Kontrollen. *p<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test

Die Stimulation mit 2% Dehnung bewirkt ebenfalls bei den meisten untersuchten Genen eine
Verdnderung. Kollagen-Typ-I zeigte einen Anstieg von 65%. Kollagen-Typ-III wurde um
221% (p=0,031) erhoht exprimiert. Tenascin-C wurde um 250% (p=0,031) gesteigert.
Fibronektin wurde durch die Stimulation nicht beeinflusst. Decorin wurde leicht (-29%;
p=0,031) erniedrigt exprimiert. Das smooth muscle actin wurde um 51% (p=0,031) erniedrigt
(Abbildung 49).

Die proteolytischen Enzyme fiir den Umbau der Kollagenmatrix und deren Inhibitoren
wurden teilweise in ihrer Genexpression moduliert. MMP1 wurde durch den mechanischen
Stimulus nicht verdndert, MMP2 jedoch wurde um -20% (p=0,031) leicht erniedrigt
exprimiert. TIMP1 (+21%) und TIPM2 (-11%) wurden nicht beeinflusst (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Einfluss zyklischer, uniaxialer Dehnung (1 Hz*1 Std./Tag; 2% Amplitude;
n=6) auf die relative Genexpression (GAPDH-Normierung) von hACLC (900.000
Zellen/Konstrukt) in textilen PLA-Fasern nach 15 Tagen. Logarithmische Boxplot-
Darstellung stimulierter Konstrukte bezogen auf unstimulierte Kontrollen. Der Wert 1
reprdsentiert die Kontrollen. *p<0.05 Wilcoxon-signed-ranked-Test

Einfluss der Dehnungsamplitude

Der direkte Vergleich der beiden Amplituden zeigte eine signifikante (p=0,031) Abhéngigkeit
der Fibronektin-Expressions-Anderung von der applizierten Dehnungsamplitude. Die
Expression wurde durch die 5% Dehnung um 329% stérker erhoht als nach 2% Dehnung.
Hinweise auf eine Amplitudenabhéngigkeit fanden sich als starke Tendenzen auch bei den

Genen Kollagen-Typ-I und Typ-III (p=0,062) (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Amplitudeneinfluss (2% und 5%) bei zyklischer, uniaxialer Dehnung (1 Hz*1
Std./Tag; n=6) auf die relative Genexpression (GAPDH-Normierung) Matrix-
Strukturproteine von hACLC (900.000 Zellen/Konstrukt) in textilen PLA-Fasern nach 15
Tagen. Boxplot-Darstellung stimulierter Konstrukte bezogen auf unstimulierte Kontrollen.
Der Wert 0 reprdisentiert die Kontrollen. Wilcoxon-signed-ranked-Test
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Bei den proteolytischen Enzymen und deren Inhibitoren konnte der Amplitudeneinfluss nicht
gezeigt werden. Das smooth muscle actin wurde durch die Applikation von 5% Dehnung um

29% stérker, jedoch nicht signifikant (p=0,062), erniedrigt exprimiert (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Amplitudeneinfluss (2% und 5%) nach zyklischer, uniaxialer Dehnung (1
Hz*[ Std./Tag; n=6) auf die relative Genexpression (GAPDH-Normierung) der Matrix-
Remodelingproteine von hACLC (900.000 Zellen/Konstrukt) in textilen PLA-Fasern nach 15
Tagen. Boxplot-Darstellung stimulierter Konstrukte bezogen auf unstimulierte Kontrollen.
Der Wert 0 reprdsentiert die Kontrollen. Wilcoxon-signed-ranked-Test

Zusammenfassung:

Die Genexpression der hACLC zeigte bei vielen Genen eine zum Teil starke Beeinflussung
durch die Applikation zyklischer Dehnungsreize. Die untersuchten Gene aus der Familie der
Matrix-Strukturproteine wurden iiberwiegend in ithrem Expressionsniveau erhoht. Die Gene
des Matrix-Remodelings wurden nicht beeinflusst (Abbildung 48 und Abbildung 49). Der
Vergleich von 2% und 5% Dehnungsamplitude zeigte eine Amplitudenabhingigkeit der
Dehnungseffekte (Abbildung 50 und Abbildung 51).
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4 Diskussion
4.1 Charakterisierung der Zellen

4.1.1 humane mesenchymale Progenitorzellen

Die hMPC wurden in Stichproben vor threm Einsatz in den Versuchen mittels verschiedener
Oberfldchenantigene (CD9, CD90, CD44, CD105, CD166, Strol) als mesenchymale
Progenitorzellen identifiziert. Die Zuordnung erfolgte nach dem aktuellen Wissensstand.
Diese Identifizierung ist jedoch nicht eindeutig. Zum einen konnten wir eine gewisse
Heterogenitit beziiglich des Differenzierungsstatus der einzelnen Zellpopulationen finden,
wie sie unter diesen Kulturbedingungen auch schon in der Literatur beschrieben wurde **.
Zum anderen gibt es bisher keine absolut eindeutigen hMPC-Oberflichenantigene. Die
hMPC-Marker konnen zum Teil auch auf Zellen anderer Differenzierungsrichtungen
nachgewiesen werden. Dies konnte auch in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden '°. Das
Oberflichenantigen Strol erwies sich als der am besten geeignete Marker ''* !> 2. Insgesamt
ist daher davon auszugehen, dass die in den Versuchen eingesetzten hMPC beziiglich ihres
Differenzierungszustandes variierten.

Moreau et al. und weitere Forschergruppen zeigten die Expression zahlreicher Ligament
spezifischer Gene ebenfalls durch MPC ' '7 " Wir konnten die Expression der
charakteristischen Ligamentproteine auch in den hMPC nachweisen. Im Vergleich mit den
Expressionsniveaus der hACLC war eine stirkere Grundexpression der MMP’s und des

Kollagen-Typ-I zu beobachten.

4.1.2 humane Kreuzbandzellen

Eine Identifizierung der hACLC mittels Oberfichenantigenen war nicht méglich. Aktuell sind
keine Fibroblasten-spezifischen Oberfichenantigene bekannt. Die hACLC wiesen jedoch das
typische mRNA-Expressionsprofil auf, wie es aus der Literatur fiir Fibroblasten bekannt ist
31999 1n zahlreichen Studien wurde fiir Fibroblasten in kollagenen Matrices die Protein- und
Genexpressionen von Kollagen-Typ-I, Typ-III, Tenascin, Fibronektin, MMP1, MMP2,

TIMP1, TIMP2 und smooth muscle actin gezeigt ''" !¢ 119 120 121

. Einige als osteogene Marker
bekannte Gene, wie Osteokalzin (OC) und alkalische Phosphatase (AP), konnten ebenfalls
von uns in Stichproben in hACLC nachgewiesen werden. Die Expression osteogener Marker

wurde z. B. von Murakami et al. fiir Fibroblasten des Zahnhalteapparates nachgewiesen, sie
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fanden Subpopulationen, die AP- und gleichzeitig OC-positiv waren '** ' '**_ Eine mégliche

Heterogenitét der hACL-Populationen ist somit nicht auszuschlief3en.

4.2 Eignung der Zelltriger fiir das Tissue Engineering von Bandgewebe

4.2.1 Kollagen-Typ-I-Gele

Durch die Priifung der Kollagen-Typ-I Matrix hinsichtlich ihrer Eignung fiir das Tissue
Engineering von Bandgewebe konnten wir iibereinstimmend mit anderen Studien ebenfalls
gute Eigenschaften dieser artifiziellen Kollagen-Typ-I Matrix beziiglich Handhabung,

Zellviabilitit, Morphologie, Genexpression nachweisen ' ' 7

. Das Gel lieB3 sich gut mit
den hMPC und hACLC besiedeln und in den gewiinschten Geometrien kultivieren. Die
Kultivierung der Zellen war in der Gel-Matrix auch tiber 24 Tage hinaus moglich. In Arbeiten
aus unserer Gruppe konnte bereits die Eignung der Kollagen-Typ-I-Gel-Matrix fiir die
Kultivierung von humanen Bandscheibenzellen '*° und hMPC ''* gezeigt werden, was wir in
den Vorversuchen zu dieser Studie beziiglich hMPC und hACLC bestédtigen konnten. In
unseren Versuchen wihlten wir eine Ring-Geometrie. Diese ermdoglichte es, die Gele so
aufzuspannen, dass in den geraden Bereichen zwischen den Aufthingungen ausschlieflich
uniaxiale Zugspannungen auftreten konnten. Ein weiterer Vorteil dieser Geometrie war der
gute Stoffaustausch durch die extrem kurzen Diffusionswege. Eine Limitierung der Geometrie
war das Auftreten von Druckbelastungen in den Bereichen um die Verankerungen herum.
Diese Druckspannungen konnten einerseits durch die Kontraktion der Gele oder durch die
Dehnungsexperimente auftreten. Um einen Druckeinfluss in unseren Ergebnissen zu
vermeiden, wurden die Verankerungsbereiche abgetrennt und gingen nicht in die Analysen
mit ein. In Stichproben untersuchten wir jedoch die Anderung der mRNA-Expression bei
Auswertung der gesamten Konstrukte und konnten keinen deutlichen Einfluss der
Verankerungsbereiche auf die Reaktion zeigen (Ergebnisse nicht dargestellt).

Nach der Kultivierung von hMPC oder hACLC in der Kollagen-Typ-I Matrix konnte die
unterschiedliche Morphologie, wie es aus der Kultivierung auf Plastikoberflichen bekannt ist,
nicht mehr nachgewiesen werden. Wie auch von Garvin et al. beschrieben nahmen die Zellen
in der fibrilliren Matrix eine eher bipolare Morphologie an. Wenn die Gele statisch
aufgespannt waren, konnten von uns ebenso die von Garvin et al. beschriebene Ausrichtung
und die Organisation beider Zelltypen und der Matrix in rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen gezeigt werden, die dem Aufbau im Sehnen- und Ligamentgewebe entsprach '’
Die Kontraktion der Matrix durch die Zellen fithrte zu wesentlichen Verdnderungen der

anfangs lockeren, inhomogenen und unorientierten Matrix. Die aufféllige Bildung eines Zell-
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Layers an der Oberflache der Kollagen-Typ-I-Gele, die wir mit hMPC oder hACLC fanden,
wurde von Garvin et al. als Epitendon-dhnlicher Zell-Layer gewertet '

Die Kontraktion der Kollagen-Typ-I-Gele durch hMPC und hACLC ist sowohl fir h(MPC als
auch fiir Fibroblasten beschrieben * '2* 81 122 130197 "gejiktar et al. konnten durch humane
Hautfibroblasten und verschiedene glatte Muskelzellen eine Kontraktion der Gel-Matrix auf

Bl Die hMPC bewirkten in unseren

weniger als 30% des Ausgangsvolumens zeigen
Versuchen eine stirkere und frithere Kontraktion als die hACLC. Das kann durch die stérkere
Proliferation der hMPC in den Gelen erkldrt werden, da von Awad et al. gezeigt wurde, dass
die Kontraktion abhingig von der Zelldichte in den Konstrukten war '”’. Eastwood et al.
schlossen aus ihren Versuchen, dass die Zellen in Kollagen-Matrices sich in Richtung der
groBBten mechanischen Belastung ausrichteten, und dabei auf extrem feine mechanische
Einfliisse reagierten '*>. Awad et al. und Phillips et al. kamen zu dem Schluss, dass durch die
dynamischen Verdnderungen der Matrix ein fibroblastiarer Zelltyp beziehungsweise die
fibroblastire Differenzierung von hMPC gefordert werden kann '*7 '"°.

Beziiglich der Viabilitdt und Proliferation von humanen Bandscheibenzellen und hMPC

126 112
6 12 In unseren

wurden Kollagen-Typ-I-Gele in Rechteck-Geometrie bereits charakterisiert
Vorversuchen wurde zusitzlich das Proliferationsverhalten von hACLC in Rechteck-Gelen
sowie der neuen Ring-Geometrie untersucht. Die Viabilitdt war mit durchschnittlich 80%
auch tiber 21 Tage hinweg gut. Auffallend war die bessere Viabilitidt und Proliferation in der
Ring-Geometrie. In den Rechteck-Gelen konnte keine und in den Ring-Gelen eine
geringfligige Zunahme der Zellzahl gefunden werden. Verglichen mit der Vermehrung in
Zellkulturflaschen (2D) bedeutete das eine geringere Proliferation. Mio et al. zeigten, dass
Fibroblasten in 3-D-Kollagen-Gel-Kultivierung nur leicht, oder nicht auf
Wachstumsstimulation durch FCS, PDGF und Insulin reagieren *°. Die tendenziell bessere
Proliferation der Zellen in der Ring-Geometrie wurde moglicherweise durch die bessere
Néhrstoff- und damit auch FCS-Versorgung verursacht. Wegen einer geringen Dicke der
Ring-Gele (2 bis 4 mm) und des relativ groBen Volumens (7 ml) des Ndhrmediums war von
einer besseren Versorgung der Zellen mit Medium auszugehen.

Aufgrund der extrem geringen Krifte, derer es bedurfte um die Kollagen-Gele zu dehnen (F<
0,05 N bei 5% Dehnung) oder zu zerreilen (0,18 bis 0,25 N) konnten wir die
Materialeigenschaften der Gel-Konstrukte mit unserem Kraftaufnehmer nur im Rahmen
orientierender Versuche bestimmen (Daten nicht dargestellt). Die viskoelastischen
Eigenschaften der Gel-Ringe konnten nicht bestimmt werden. In der Literatur wurden jedoch

die viskoelastischen Eigenschaften vergleichbarer Materialien beschrieben '** '** 1*° Krishnan
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et al. zeigten, dass trotz der viskoelastischen Eigenschaften von Kollagen-Typ-I-Gel-
Konstrukten die Materialeigenschaften bei Applikation zyklischer Dehnungen stabil gehalten

3¢ Hierfiir war vermutlich die Zell vermittelte Gel-Kontraktion

werden konnten
verantwortlich, die eine Ldngenzunahme nach Dehnung wieder kompensierte.

Da wir nur sehr kleine Kréfte und physiologische Dehnungen von maximal 5% applizierten,
gingen wir davon aus, dass die Zell-Gel-Konstrukte iiber die Versuchsdauer hinweg keine
negativen Verdnderungen erfahren wiirden. Wir konnten jedoch auch in unseren Versuchen
beobachten, dass es zu plastischen Verformungen der gedehnten Gel-Konstrukte kam. Diese
Materialeigenschaften der Kollagen-Typ-I-Gele stellen eine deutliche Limitierung fiir den
Einsatz im Tissue Engineering und in vivo dar. Besser geeignet wire hierfiir eine stabilere
Matrix, welche die guten Eigenschaften der Kollagen-Gele beziiglich der Zellbesiedlung mit
besseren mechanischen Eigenschaften (Elastizitédt, hohe ReiB3kraft bei geringem Bauteil-E-
Modul) vereint. Im Folgenden wurde ein solcher Zelltrager, basierend auf Polylaktid
entwickelt und untersucht.

Fir die Beurteilung des Kollagen-Typ-1-Geles und der verschiedenen Geometrien
untersuchten wir die Genexpressionen der hACLC in den Kollagen-Typ-1-Gel-Konstrukten.
Wir fanden mit Rechteck und 6-well-Geometrie eine Expression der Matrix-Struktur-

Proteine, wie sie aus der Literatur bekannt waren '27 138 117 139 140

. Das Kollagen-Typ-I und
Fibronektin wurde stark exprimiert, wohingegen das Kollagen-Typ-III und Tenascin-C
schwach exprimiert wurden. Die schwichere Expression des Kollagen-Typ-1II im Vergleich
zu Typ-I gilt als charakteristisch fiir das Ligamentgewebe.

Auch in den Ring-Geometrien fanden wir eine Gruppe Gene mit hohem und eine Gruppe mit
niedrigem Expressionsniveau. Das Fibronektin und die Kollagene waren stark exprimiert. Die
Kollagene Typ-I und Typ-III waren anndhernd gleich stark exprimiert (2 bis 2,5fach
GAPDH). Diese hohe Kollagen-Typ-III Expression ist ungewohnlich und wird sonst im

Zusammenhang mit heilenden oder embryonalen Bandgewebe geschen °'.

4.2.2 Polylactid-Scaffolds

Die PLA-Faser-Konstrukte, die in dieser Studie eingesetzt wurden, sind als Zelltrdger in einer
modularen Ligamentprothese konzipiert. Wegen seiner relativ geringen Zugfestigkeit muss
dieser PLA-Zelltriiger bei der Implantation mit einem Lasttriger kombiniert werden '* ',
Die Untersuchung der Eigenschaften hMPC-besiedelter PLA-Konstrukte zeigt deren
hervorragenden Eignung als Zelltrdger fiir das Tissue Engineering von Bandersatz. Zell-

Faser-Interaktion, Porositédt, Proliferation, Viabilitdt, Genexpression und mechanische
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Eigenschaften machen deutlich, dass dieser PLA-Zelltrager ein geeignetes Kultursystem fiir
das Tissue Engineering ist. Die hervorragenden Eigenschaften beziiglich der Besiedlung und
der Verteilung der Zellen wurden durch die spezielle Plasma-Behandlung ermoglicht, welche
die hydrophilen Eigenschaften der PLA-Fasern und andere Biomaterialoberflichen signifikant
erhéhen kann ' '+,

Die hMPC wurden zur Besiedlung der PLA-Fasern eingesetzt, weil sie Vorteile boten
beziiglich der spidteren Anwendung im Tissue Engineering. Die hMPC konnen mit einem
relativ einfachen und kleinen Eingriff dem Patienten entnommen, aufgereinigt und vermehrt
werden. Zudem konnte bereits die Fahigkeit der hMPC gezeigt werden, unter anderem
Zellpopulationen zu bilden, die fibroblastire Eigenschaften zeigten '* % .

Mit den texturierten Fasern konnte eine Porositidt von iiber 90% bei einer Porengréf3e von
100-200 um erreicht werden. Diese Eigenschaften wurden als giinstig fiir Besiedlung,

4% Da jede der gekriuselten Fasern das

Kultivierung und Geweberegeneration beschrieben
Konstrukt kontinuierlich durchspannte und das gesamte Konstrukt im Bereich bis 5%
Dehnung linear elastisch war, war gesichert, dass bei einer Verformung des Konstruktes eine
gleichméBige Dehnungsverteilung erreicht wurde. Wegen der exzellenten Integration und
Adhision der Zellen konnte durch eine Dehnung des Konstruktes so eine mechanische
Dehnung auf die Zellen iibertragen werden. Es wurde gezeigt, dass die Applikation solcher
mechanischer Dehnungen eine Differenzierung der hMPC in die fibroblastdre Richtung
begiinstigen konnte ' ',

Unsere guten Ergebnisse wurden durch die Ergebnisse anderer in vitro-Studien bestitigt '** ''®
146 147 1% 'Hasegawa et al. konnten MPC aus Ratten auf PLA-Fasern kultivieren und mit
osteogenen Medienzusédtzen Hinweise auf eine fibroblastire und osteoblastire Beeinflussung
nachweisen '*. Auch Ouyang et al. konnten die guten Eigenschaften von PLA-Fasern mit
MPC aus Schweinen zeigen. Die Matrixproteine Kollagen-Typ-I, Typ-III und Tenascin
konnten immunhistologisch in den Konstrukten nach vier Wochen nachgewiesen werden ''°.
Cooper et al. sowie Lu et al. konnten ebenfalls eine gute Adhdsion und Proliferation von
primdren ACLC aus Kaninchen in hochgradig pordsen (=67%) PLA-Faser-Konstrukten
aufzeigen '*¢ 1.

Der immunhistologische deutliche Nachweis von PCNA, auch im Zentrum der besiedelten

8 Das deutet auf

Konstrukte, wies auf eine hohe Proliferationsaktivitit der hMPC dort hin
eine sehr gute Erndhrung und einen guten Stoffaustausch hin. Auch die schwache
bezichungsweise oft nicht messbare mRNA-Expression des Apoptose-Markers P53 ',

deutete auf das eher seltene Auftreten des gesteuerten Zelltodes. Dies bestitigte sich ebenso
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im Ergebnis der TUNEL-Féarbung. Die Anzahl der TUNEL positiven Zellen entsprach dem,
was auch in Kollagen-Typ-I-Konstrukten gezeigt wurde '*°.

Es sind keine Gene bekannt, deren Expression ausschlieflich dem Ligamentgewebe
zuzuordnen wiren. Wie es auch in vergleichbaren Arbeiten {iblich war, haben wir die
Differenzierung der hMPC in die fibroblastdre Entwicklungsrichtung an der Expression von
Genen typischer Ligament-Matrix-Proteine (zum Beispiel Kollagen-Typ-I, Typ-III, Tenascin-
C) und der fehlenden Expression osteogener oder chondrogener Markergene gemessen ' %,
Das Kollagen-Typ-I, das Last tragende Protein der Ligament-Matrix, wurde nach 15 Tagen
zwel bis dreifach erhoht exprimiert, das Kollagen-Typ-III blieb jedoch konstant auf einem
niedrigeren Niveau. Der Nachweis der beiden Kollagene auf Proteinebene
(Antikorpermarkierung) zeigte ebenfalls einen geringeren Gehalt an Kollagen-Typ-11I, was
auch als typisch fiir humanes Ligamentgewebe beschrieben wurde ' *°.

Auch die Expression von Fibronektin und Decorin, wichtige Proteine fiir die Matrix-

Organisation und Zelladhésion '>* *

war leicht erhoht. Fiir das Decorin wurde gezeigt, dass es
die Migration und die Expression von smooth muscle actin steigern kann. Daher wird dem
Decorin eine wichtige Rolle bei der Heilung und dem Umbau des Band- und

1

Ligamentgewebes zugeschrieben '°. Das Tenascin-C ist ein Ligament-Protein das die

Zelladhision und die Matrixelastizitit beeinflusst >

. Es wurde nach 15 Tagen signifikant
fiinffach erhoht exprimiert und auch der Nachweis des Proteins mittels Antikdrpermarkierung
zeigte ein starkes Signal. Das Vorhandensein von Tenascin-C ist typisch flir mechanisch stark
belastetes oder heilendes Bandewebe und kann auch als Indikator fiir den Umbau einer

bandartigen Matrix gesehen werden °* '*°

. Der signifikante Anstieg von Tenascin-C, der
leichte Anstieg des Decorins und der Nachweis des Kollagen-Typ-III konnen als Hinweis fiir
eine beginnende Organisation einer Extrazelluliren Matrix mit Ligament-typischen
Eigenschaften gedeutet werden. Diese Interpretation wurde durch die Bestimmung der Matrix
Metalloproteinasen gestirkt. Diese werden zum Beispiel von Fibroblasten wihrend Matrix-

Umbau und Migration exprimiert '*!

. Die Expression von MMP1, einer Kollagenase, war
signifikant erhoht. Auch die Expression des Inhibitors TIMP1 wurde durch die Kultivierung
in den PLA-Fasern leicht erhoht. Auch dies deutet darauf hin, dass die hMPC beziiglich
Matrix-Produktion und Matrixumbau in den PLA-Fasern aktiv sind.

Um einen Vergleich mit Zellen, die weitestgehend den Zellen des Kreuzbandgewebes
entsprechen, anstellen zu konnen, wurde analog zu den obigen Untersuchungen auch die

Interaktion von hACLC mit den PLA-Fasern durchgefiihrt. Auch mit hACLC konnten wir die
guten Ergebnisse der hMPC-Besiedlungen bestétigen. Der neuartige PLA-Zelltrager zeigte
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auch mit hACLC beziiglich Adhdsion, Besiedlung, Proliferation, Viabilitit und
Langzeitkultivierung dieselben guten Eigenschaften wie wir sie schon nach der Besiedlung
mit hMPC zeigen konnten. Cooper et al. zeigten fiir die Besiedlung von PLA-Geflechten, dass
ACLC auch in direktem Vergleich mit Fibroblasten anderen Ursprungs vergleichbar gute
Eigenschaften haben wie in unser Untersuchung '*°.

Auch der Vergleich der mRNA-Expression von hACLC mit hMPC nach 15 Tagen zeigte
Ubereinstimmungen. Die Gene Fibronektin, Tenascin-C, smooth muscle actin, MMP1 und
MMP2, welche in hMPC signifikant oder tendenziell erh6ht exprimiert wurden, wurde ebenso
von hACLC in den PLA-Konstrukten erhoht exprimiert. Das Expressionsniveau in Relation
zur GAPDH-Expression war bei den hMPC hoher als bei hACLC (nicht dargestellt). Das
niedrigere Expressionsniveau ausdifferenzierter Fibroblasten aus dem ACL und dem
medialem Seitenband konnte auch Ge et al. feststellen '>’. Der Anstieg der Expression von
MMP1 konnte in hACLC ebenfalls nachgewiesen werden. Dies kann in Zusammenhang mit
der Neubildung einer biologischen extrazelluliren Matrix stehen. Da sich jedoch in den
histologischen Untersuchungen der hACLC-besiedelten Konstrukte diese Neubildung nur in
geringem MaBe zeigte, kann die Erhohung der MMPI1-Expression auch durch eine
zunehmende Bindung von 02-p1-Integrin erklirt werden '**. Die Bindung von a2-B1-Integrin
kann an sekretiertes Fibronektin und weitere Adhésionsproteine erfolgen, die die Oberfldche

der PLA-Fasern mit der Zeit moglicherweise zunechmend funktionalisierten *°.

Schlussfolgerung:

Kollagen-Typ-I-Gel ist eine geeignete artifizielle Matrix fiir die Herstellung
dreidimensionaler Konstrukte. Die Gel-Matrix ermdglichte die Besiedlung und Kultivierung
von hMPC oder hACLC fir das Tissue Engineering. Die schlechten mechanischen
Eigenschaften der Gel-Matrix und die aktive, dynamische Verdnderung durch die Zellen
stellten deren Einsatzmoglichkeit fiir biomechanische Versuche oder den in vivo-Einsatz
jedoch in Frage. Die von uns vorgestellte PLA-Matrix ist hierfiir klar vorzuziehen. Die
Ergebnisse zeigten, dass der untersuchte PLA-Zelltrager die dreidimensionale Kultivierung
der hMPC, die gleichmifige Besiedlung, einen fibroblastdren Phanotyp und die Produktion
einer ligamentartigen Matrix unterstiitzte. Auch die Interaktion der weiter differenzierten
hACLC mit den PLA-Faser-Konstrukten zeigte im Vergleich zu den hMPC &dhnliche
Reaktionen. Dieses PLA-Scaffold ist sehr gut geeignet fiir das Tissue Engineering mit
mechanischen Reizen und auch fiir die in vivo-Applikation als Zell-tragender Teil einer

modularen Prothese.
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4.3 Einfluss mechanischer Reize

Wie einleitend dargestellt, konnen mechanische Einfliisse das Verhalten und die Entwicklung
von Zellen und Geweben beeinflussen. Fiir das Tissue Engineering von Bandgewebe sollte
daher die Applikation mechanischer Reize genutzt werden, um Zellen wie hACLC oder
hMPC zu stimulieren, eine Bandmatrix de novo zu bilden. Wegen der wichtigen Rolle der
mechanischen Belastung fiir die Bildung von Bandgewebe wihrend der
Embryonalentwicklung ist es wahrscheinlich, dass dieser auch beim Tissue Engineering eine
Schliisselrolle zukommt. Ein weiterer Nutzen der mechanischen Steuerung von Zellen kdnnte
darin liegen, dass man weitgehend auf eine biochemische Steuerung durch
Wachstumsfaktoren verzichten konnte, welche kostspielig sind und nach einer Implantation
am Patienten ungewiinschte Auswirkungen auch auf andere Gewebe haben konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Einfluss von Dehnungsreizen auf
hMPC oder hACLC in bandférmigen Kollagen-Typ-I Matrices und PLA-Faser-Konstrukten
durchgefiihrt. Der von uns entwickelte Versuchsaufbau erlaubte die Applikation von
uniaxialer Dehnung. Durch unsere Ring-Geometrie konnten wir auf den Einsatz zusitzlicher
Ankermaterialien wie Korallen- oder Knochen-Blocke, wie sie zum Beispiel in den Arbeiten
von Langlier et al. oder Altman et al. eingesetzt wurden, verzichten ** .

Die Besiedlungsdichte und das Stimulationsprotokoll wurden nach den Erfahrungen anderer

Studien, sowie eigener Vorarbeiten zum Tissue Engineering gewéhlt.

4.3.1 Kollagen-Typ-I-Gel

4.3.1.1 Beeinflussung von humanen mesenchymalen Progenitorzellen

Die mechanische Beeinflussung der Genexpression von hMPC war unser Hauptanliegen, da
diese sich bereits als besonders geeignet fiir das Tissue Engineering erwiesen haben 7 % 8!,

Die Expressionen der Matrix-Strukturproteine Kollagen-Typ-I und Typ-III, Fibronektin,
Decorin und Tenascin-C, so wie der Matrix-Remodelingproteine MMP1, -2 und TIMP1, -2
wurden in den hMPC durch die tdglich einstiindige Applikation von 5% Dehnung {iber 21
Tage hinweg nicht signifikant beeinflusst. In Widerspruch zu unseren Ergebnissen konnten
Altman et al. mit mesenchymalen Progenitorzellen in Kollagen-Gel eine Steigerung der
Kollagen-Typ-1I, Typ-III, Fibronektin und Tenascin-C Expression nach mechanischer
Stimulation zeigen '’. Dieser Widerspruch kann durch vier Abweichungen in der Studie von

Altman et al. erkldart werden, die Zellquelle, das Stimulationsdesign, die Gabe von

Wachstumsfaktoren und die héhere Zelldichte. Altman et al. verwendeten zum Teil bovine
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MPC von sehr jungen Tieren, vermehrten diese unter Gabe von FGF2, dehnten diese mit
niederfrequenter, uniaxialer Dehnung und Torsion und benutzten etwa die doppelte
Zelldichte. Hinzu kommt noch der Einsatz pordser mineralischer Ankermaterialen welche
sich auf erhhend auf die Steifigkeit des Konstruktes auswirken kénnen ' ',

Dass das Stimulationsdesign wesentlich die Ergebnisse beeinflussen kann, konnte auch in
anderen Studien gezeigt werden. Hsieh et al. zeigten durch Dehnung von ganzen ACL (Ratte),
dass die Kollagen-Typ-I-Expression sowohl erhoht (1 Std. Stimulation) als auch erniedrigt (2
Std. Stimulation) werden kann ', Kaspar et al. zeigten eine Abhingigkeit der Zellreaktion
von der Dauer und der Frequenz des mechanischen Reizes bei osteoblastiren Zellen .
Moglicherweise waren unsere gewidhlten Versuchsparameter fiir die hMPC nicht in einem
geeigneten Bereich. Das konnte sowohl die groBBen Streuungen als auch die teilweise
entgegengesetzten Ergebnisse einzelner Spender erkldren. Um diesen Aspekt zu ergriinden
war es notwendig ein weiteres Stimulationsdesign zu testen, worauf spéter eingegangen
werden soll.

Die Moglichkeit, dass die verwendeten hMPC nicht homogen waren, konnte ebenfalls zu der
groflen Streuung und damit der nicht signifikanten Reaktion nach mechanischer Stimulation
gefiihrt haben. Um dies zu iiberpriifen miissen die hMPC in ihrem Differenzierungszustand
vereinheitlicht werden. Dies kann durch den Einsatz gleichartiger Zellen (MPC-Zelllinie) oder

190 Der Einsatz einer Zelllinie schlieBt sich

die Zugabe biologischer Faktoren erreicht werden
fiir das Tissue Engineering aus, weil diese nicht dem Patienten implantiert werden konnen.
Die Synchronisation mittels Wachstumsfaktoren, wie sie auch von Altman et al. und Moreau
et al. eingesetzt wurden, sind hierfiir besser geeignet (siche Kapitel 3.2.1.2) ' '*.

Mauck et al. schlossen aus ihren Versuchen an Chondrozyten, dass mechanische Reize und
Wachstumsfaktoren synergistisch wirken '*'. Von den Mitgliedern der TGF-B Gen-Familie
und besonders dem GDFS5 ist bekannt, dass sie die Heilung und Bildung von dichtem

. : 162 1 12
Bindegewebe beeinflussen '° 60 .

Daher fiihrten wir orientierend (n=3)
Stimulationsversuche mit Zugabe von GDF5 zum Medium durch. Nach sieben und 21 Tagen
Versuch mit taglicher Kurzzeitstimulation konnten wir eine leichte Zunahme der mRNA-
Expressionen von Kollagen-Typ-I und Typ-III und Decorin messen. Diese Expressions-
Anderungen lagen jedoch im Bereich der Vertrauensintervalle der Kurzzeitstimulation ohne
Wachstumsfaktor-Gabe. Der Zusatz von GDF5 verstérkte die Expressionsdnderung der Gene
TIMP1, TIMP2, smooth muscle actin, Fibronektin, Kollagen-Typ-I und Typ-III leicht und

schien damit den fibroblastdren Phianotyp zu unterstiitzen. Es wurde von Koch et al. gezeigt,

dass GDFS5 die Differenzierung von MPC in die fibroblastire und osteogene
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Entwicklungsrichtung beeinflusst. Allerdings zeigten sich auch unter GDF5-Zusatz keine
mechanischen Effekte. Da sich durch diese Synchronisierung und Steuerung der hMPC keine
Verdanderung in unseren Ergebnissen erzielen lie, lag so der Schluss nahe, dass die
mechanischen Parameter unserer Studie (Geometrie, Materialeigenschaften, Frequenz,
Amplitude, Dauer) fiir die starke Streuung und die geringe Reaktion der Zellen verantwortlich
sein konnten ',

Die abweichenden Ergebnisse der Studie von Altman et al. mit MPC in Kollagen-Typ-I-
Gelen, welche eine Erhohung der mRNA-Expressionen von Tenascin-C, Kollagen-Typ-I und
Typ-III durch eine niederfrequente Dauerstimulation gezeigt haben, haben uns bewegt ein
weiteres Stimulationsdesign zu testen '’. Ein Stimulationsdesign mit niederfrequenter
Langzeit-Dehnung (0,2 Hz; 5%; 8 Std./Tag; 15 Tage) sollte zeigen, ob eine andere Antwort
der hMPC auf mRNA-Expressionsebene zu erreichen wire. Die Langzeitstimulation der Zell-
Gel-Konstrukte bewirkte jedoch ebenfalls keine deutliche Expressionssteigerung der
Ligament-typischen Gene. Die Genexpression von Kollagen-Typ-I, Typ-III und Fibronektin
wurde erniedrigt. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Altman et
al. . Eine Erklirung hierfiir kénnen auch hier die Abweichungen in den Versuchen von
Altman et al. sein. Die abweichende Zellquelle (junge Kilber), die Verwendung des
Wachstumsfaktors bFGF (basic fibroblast growth factor) und eines anderen Serums '®
wihrend der Proliferation kann Unterschiede in der Mechanosensitivitdt beziechungsweise der
Differenzierung der MPC bewirken. Fiir das bFGF konnten Skutek et al. bereits einen
Zusammenhang zwischen mechanischer Stimulation und Sekretionsintensitét in Fibroblasten

14 Es ist denkbar, dass die von Altman et al. verwendeten MPC durch Alter,

zeigen
Herkunft, Serum und FGF-Beeinflussung so stark von unseren hMPC verschieden waren,
dass wir keine Vergleichbarkeit mit unseren Versuchsbedingungen erreichen konnten. Fiir
eine Kldrung der Frage, ob die hMPC nicht mechanosensitiv waren, oder ob die
mechanischen Eigenschaften des Kollagen-Typ-1-Gels eine Zellreaktion zum Teil

verhinderten, wurden die Versuche mit hACLC wiederholt.

4.3.1.2 Beeinflussung von humanen Kreuzbandzellen

Nachdem die mechanische Dehnung von hMPC-Gel-Konstrukten nicht die erwarteten
Reaktionen bewirkte wurden orientierende Dehnungs-Experimente mit hACLC durchgefiihrt.
Einige Arbeiten in der Literatur iiber die Reaktion von Fibroblasten verschiedener Herkunft
deuten darauf hin, dass Fibroblasten in Kollagen-Gelen auf mechanische Dehnung mit
gesteigerter Matrixorganisation und Neusynthese reagieren. Mudera et al. zeigten, dass

Fibroblasten in Kollagen-Gelen auf uniaxiale Dehnung mit einer gesteigerten MMP1, 2 und 3



TISSUE ENGINEERING FUR DEN BANDERSATZ — EINSATZ MECHANISCHER STIMULI 86
DISKUSSION

Expression reagieren. Die Protease Inhibitoren TIMP1 und 2 wurden nicht beeinflusst '®*. He
et al. konnten zeigen, dass nach mechanischer Stimulation ein bis zu 20facher Anstieg der
zytoplasmatischen Konzentration an zyklischem AMP (cAMP) und auch ein Anstieg der
Proteinkinase A in Fibroblasten auftritt. Die Reaktion auf den mechanischen Reiz war
abhingig vom Einstrom von Kalziumionen. Das zeigte, dass mechanische Reize einen
grundlegenden Einfluss auf die Physiologie der Fibroblasten haben '*°. Berry et al. zeigten,
dass Fibroblasten-Kollagen-Gel-Konstrukte, die mit 10 % Dehnung stimuliert wurden,
verstirkt Kollagen-Typ-I exprimierten. Gleichzeitig nahm die Matrixstabilitit zu .
Beziiglich der Mechanosensitivitdt und Orientierung der Fibroblasten konnten Garvin et al.
zeigen, dass die Zellen auf einen Dehnungsreiz im Gel mit einer Zellorientierung reagieren,
die dem mechanischen Reiz entsprach '*”. Es wurde also bereits gezeigt, dass Fibroblasten in
Kollagen-Typ-I-Gelen auf mechanische Reize reagieren und eine Optimierung der Matrix
dadurch moglich ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch die Genexpression der hACLC durch die
Applikation von 5% Dehnung (1 Std./Tag; 1 Hz) beziiglich der Ligament-typischen Gene
nicht signifikant verdndert. Die Schwankungen waren wie in den vorangegangenen Versuchen
mit hMPC-Besiedlung sehr gro. Die hACLC wurden aus resiziertem Gewebe isoliert, bei
dem es nicht mehr moglich war, die Verwendung von synovialem oder adipdsem Gewebe
auszuschlieBen. Eine Charakterisierung der hACLC mittels Oberflachenantigenen wie bei den
hMPC war nicht moglich, da keine spezifischen Marker bekannt sind, um Bandfibrozyten von
anderen Zellen klar abzugrenzen. Eine besonders groBle Streuung konnte bei den
Expressionsniveaus der Gene MMP1, Tenascin-C und Decorin beobachtet werden. So war
Tenascin-C bei einem Spender bis zu 3-fach exprimiert. Die mogliche Expressionserh6hung
des Tenascin-C in mechanisch stimulierten Kollagen-Gelen wurde von Chiquet-Ehrismann et
al. gezeigt, konnte von uns jedoch nur bei zwei von drei Spendern gezeigt werden .

Die sowohl in der Literatur als auch in unseren Vorversuchen beobachtete Kontraktion der
Kollagen-Typ-1-Gele durch Fibroblasten konnten wir ebenfalls bei den Konstrukten

beobachten, die mechanisch gedehnt wurden '

. Nach 21 Tagen war die Kollagenmatrix stark
kontrahiert, verdichtet und die enthaltenen Fibroblasten zeigten die typische stark elongierte,
bipolare Morphologie wie sie auch in den Studien von Eastwood et al. und Garvin et al.
gezeigt wurde °* '¥’. Die Auswertung der REM-Aufnahmen bestitigte die Orientierung der
hACLC in Richtung der Zugspannungen. In unbelasteten Kollagen-Gelen waren zwar direkt

nebeneinander liegende hACLC parallel ausgerichtet, bezogen auf das gesamt Konstrukt

konnte jedoch keine einheitliche Orientierung der hACLC gefunden werden. Eastwood et al.
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konnten in REM-Aufnahmen ebenfalls die parallele Ausrichtung benachbarter Zellen zeigen
2 Die Variation in der Zell-Orientierung in den unbelasteten Kontrollen beruhte nach den
Erkenntnissen von Schwarz et al. darauf, dass durch die kreisrunde Geometrie der Kontroll-
Gele und die fehlende mechanische Stimulation kein gerichteter mechanischer Einfluss auf

die Zellen wirkte '*’.

Schlussfolgerung:

Die Applikation von zyklischen uniaxialen Dehnungen auf hMPC- oder hACLC-besiedelte
Kollagen-Typ-I-Gele mit bandartiger Ring-Geometrie bewirkte eine beschleunigte
zellbedingte Matrixkontraktion. Die Analyse der mRNA-Expression zeigte, dass die
Applikation mechanischer Dehnungen auf hMPC oder hACLC in Kollagen-Gel-Ringen
keinen signifikanten Einfluss hatte. Beide Zelltypen wurden zwar zum Teil deutlich in der
Expression der untersuchten Gene beeinflusst, aber diese Anderungen wiesen meist eine so
groBe Varianz auf, dass keine signifikanten Anderungen nachweisbar waren. Eine Erklirung
fiir die starke Schwankung in den Ergebnissen kénnen die interindividuellen Unterschiede der
verschiedenen Spender und die Heterogenitidt der Kulturen sein. Nach Vergleichen mit
Studien anderer Forschergruppen hatten wir drei mogliche Ursachen fiir unsere abweichenden
Ergebnisse und die starken Streuungen der Zellreaktionen gepriift:

1. Heterogenitit in der Differenzierung der hMPC:
Die Synchronisation der hMPC durch den Zusatz von GDF5 zu den hMPC-

besiedelten Gelen fiihrte jedoch nicht zu einer mechanisch induzierten
Expressionserhohung der untersuchten Zielgene.

2. Ungiinstige Frequenz und Amplitude der Stimulation:

Die Anderung des Stimulationsdesigns fiihrte jedoch nicht zum Erfolg.
3. Mangelnde Mechanosensitivitdt der hMPC:

Der Einsatz von hACLC-besiedelten Gelen bestitigte jedoch die Ergebnisse der
hMPC weitgehend.
Damit konnten wir schlussfolgern, dass in unseren Versuchen keine, beziehungsweise eine
ungeniigende, mechanische Dehnung der Zellen erfolgte. Die schlechten mechanischen
Eigenschaften (Viskoelastizitit) der eingesetzten unvernetzten Kollagen-Typ-1-Gele kénnen
durch ihre Ddmpfungseigenschaften und das hohe Verlustmodul dazu gefiihrt haben, dass die

158 167 135 136

applizierte Dehnung kompensiert wurde . Im Folgenden wurde daher ein

Zelltrager mit elastischen Eigenschaften eingesetzt.
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4.3.2 Polylactid-Scaffolds

Wir konnten eingangs bereits die hervorragenden Eigenschaften des texturierten PLA-
Tragermaterials fiir die Kultivierung von hMPC und hACLC zeigen. Der Scaffold wurde als
Zelltrager konzipiert und war fiir den Einsatz von Dehnungen bis 5% elastisch verformbar.
Der Scaffold eignet sich damit nicht nur fiir die Kultivierung von hMPC oder hACLC sondern
auch fiir die Applikation von mechanischen Stimuli. Im Folgenden wurden besiedelte PLA-
Konstrukte mit 2% oder 5% Dehnung stimuliert. Das Ziel war es, den moglichen Nutzen der
mechanischen Stimulation von Zell-besiedelten PLA-Zelltragern fiir die in vitro-Generierung

optimierter Implantate zu erforschen.

4.3.2.1 Beeinflussung von humanen mesenchymalen Progenitorzellen

Die Applikation von 5% Dehnung auf die hMPC bewirkte eine signifikante Erniedrigung der
Expressionen von smooth muscle actin und TIMP2. Tendenzielle Anderungen der Gen-
Expressionen konnten wir fiir Kollagen-Typ-III (Erhohung) und Decorin (Erniedrigung)
zeigen.

Die fibroblastdre Differenzierung von MPC zu Fibroblasten kann mit einer Erh6hung der
Expressionen von Kollagen-Typ-I und Typ-III, Tenascin-C, smooth muscle actin, Fibronektin,

Elastin und Vimentin belegt werden '®®

. Durch die Applikation der mechanischen Stimuli
konnten wir keine Expressionserh6hungen dieser Gene finden. Das ist moglicherweise ein
Hinweis darauf, dass der mechanische Reiz die hMPC nicht fibroblastir differenzierte. Die
tendenzielle Kollagen-Typ-III Expressionserhohung kann jedoch als Beginn einer
fibroblastiren Differenzierung gewertet werden, da Makisalo et al. in heilendem Bandgewebe
(in vivo) wenig Kollagen-Typ-I aber viel Kollagen-Typ-III fanden und dies dem frithen
Stadium des Heilungsprozesses zuschrieben *'. Park et al. kamen zu dem Schluss, dass die
mechanische Stimulation alleine nicht fiir eine vollstdndige Differenzierung von MPC
ausreicht '®’. Ubertragen auf unsere Untersuchungsergebnisse konnte das bedeuten, dass die
von uns eingesetzten hMPC durch den mechanischen Stimulus moglicherweise begannen
fibroblastér zu differenzieren. Der mechanische Reiz und die PLA-Matrix reichte jedoch nicht
aus diese Differenzierungsrichtung fortzufithren und abzuschlieBen.

Die Erniedrigung von smooth muscle actin war deutlich. Park et al. konnten zeigen, dass in
equiaxial gedehnten Proben, in welchen Fibroblasten keine mechanischen Anreize hatten sich
zu orientieren '’ die smooth muscle actin-Expression reduziert war. Wohingegen uniaxial
gedehnte Fibroblasten smooth muscle actin verstarkt exprimierten, jedoch nur so lange, bis sie
sich in 90° zur Dehnungsrichtung neu orientiert hatten '® '°. Wurde den hMPC dieses

»Ausweichen® bei acht bis zehn Prozent Dehnung unter zweidimensionalen Bedingungen
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durch Richtungsgebende Oberflichen (sog. microgrooves) nicht ermoglicht, so blieb die

. . s 171
smooth muscle actin-Expression erhoht !

. Die verringerte Expression des smooth muscle
actin nach 15 Tagen mit Dehnungsreizen in unseren Konstrukten deutet darauf hin, dass die
hMPC in den gedehnten Proben eine fixe Orientierung eingenommen haben, die der
Dehnungsverteilung entsprach, so dass das Zytoskelett weniger stark neu orientiert wurde als
in den ungedehnten Proben. In Versuchen zum Einfluss hydrostatischen Druckes sowie von
Scherkréften zeigten Kobayashi et al. eine Erhohung der smooth muscle actin-Expression in
MPC *. Da diese mechanischen Reize nicht gerichtet sind, konnte die Umorganisation des
Zytoskelettes induziert sein. Tufvesson et al. konnten zeigen, dass mit dem Vorhandensein
von Decorin auch die Expression von smooth muscle actin einhergeht und beide Proteine auch
fiir die Motilitit der Zelle relevant sind '>. Das kann erkldren, warum die Expression von
Decorin tendenziell erniedrigt war. Auch Robbins et al. konnten nach uniaxialer Dehnung von
bovinen Sehnen zeigen, dass die Fibrozyten zwar mit einem verdndertem Expressionsmuster
reagierten, die Decorin-Expression blieb jedoch unbeeinflusst ' '°.

Die Gen-Expressionen der Kollagenase-1 (MMP1) und der Gelatinase-A (MMP2) sowie
deren Inhibitoren, TIMP1 und TIMP2 wurden nach uniaxialer Dehnung unveréndert
exprimiert. Diese Proteine spielen u. a. eine Rolle bei der Zellmigration durch dichte
Extrazelluldre Matrix. Die Erniedrigung der smooth muscle actin-Expression deutete darauf
hin, dass durch die mechanische Dehnung die Migration jedoch verringert wurde. Damit
konnte auch die Matrix umbauende Aktivitit der hMPC verringert werden '*'. Hinzu kommt

das weitgehende Fehlen einer dichten biologischen Matrix, welche einen enzymatischen

Umbau induzieren konnte.

4.3.2.2 Beeinflussung von humanen Kreuzbandzellen

Die Applikation uniaxialer mechanischer Dehnungen von 2% und 5% bewirkte in hACLC
eine deutliche Anderung des Expressionsprofiles. Im Gegensatz zu den Reaktionen der hMPC
wurden die Gene der meisten Matrix-Strukturproteine in ihrem Expressionsniveau signifikant
erhoht. Die Steigerung der Expressionen von Kollagen-Typ-I und Typ-III, Tenascin-C und
Fibronektin nach mechanischer Stimulation zeigt deutlich den positiven Einfluss der
mechanischen Stimulation hinsichtlich Matrixproduktion und Differenzierung. Bestétigt
werden unsere Ergebnisse auch durch die aktuelle Arbeit von Lee et al. ¥. Die Autoren
fanden nach Applikation von mechanischen Reizen auf humane Ligament-Zellen in
Nanofaserscaffolds ebenfalls eine Steigerung der Kollagen Biosynthese **. Auch in Arbeiten
unter zweidimensionalen Kulturbedingungen konnte von Bosch et al. eine Erhohung der

Kollagen-Typ-I und Typ-III sowie Fibronektin nach mechanischer Stimulation nachweisen ®.
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Die Expressionserhohung des Tenascin-C durch mechanische Stimulation wurde von

7 Diese

Chiquet-Ehrismann in Kollagen-Gelen mit Fibroblasten gezeigt
stimulationsbedingte Expressions-Anderung konnten wir ebenfalls mit hACLC in unserem
Scaffold zeigen.

Die Gene des Matrix-Remodelling wurden weinig beeinflusst. Die Expressionsminderung der
Gene MMP2, TIMP2, Decorin und smooth muscle actin bestétigte die Ergebnisse der
mechanischen Dehnung der hMPC in den PLA-Konstrukten. Yamaoka et al. untersuchten die
Reaktion scleraler Fibroblasten auf zyklische Dehnung unter zweidimensionalen
Kulturbedingungen und zeigten eine Erniedrigung von TIMP1 und keine Verdnderungen bei
den Proteinen TIMP2, MMP1 und MMP2 '". Diese Ergebnisse stiitzen unsere Befunde.
Beziiglich des Matrix-Remodelling sind zweidimensionale Arbeiten vermutlich besser mit
unseren Versuchen vergleichbar, als dreidimensionale Arbeiten in Kollagen-Typ-I-Gelen,
weil alleine die Anwesenheit einer kollagenen Matrix bereits die Expression dieser Gene
beeinflussen kann, wie Helary et al. zeigen konnten '*'.

Der Vergleich der Reaktion der hACLC auf 2% und 5% Dehnung zeigte eine signifikante
Amplitudenabhiingigkeit der Expressions-Anderungen von Fibronektin, sowie deutliche
Tendenzen hierfiir bei smooth muscle actin, TIMP2, Kollagen-Typ-I und Typ-III. In anderen
Untersuchungen zur mechanischen Beeinflussung konnten mit verschiedenen
Dehnungsamplituden ebenfalls Expressionserhohungen einiger von uns untersuchter Gene
gezeigt werden '° 170 7 715 [ avagnino et al. konnten in Rattenschwanz-Sehnen eine
Abhingigkeit der Expressions-Anderung des MMP1 von der Dehnungsamplitude (3% versus
6%) feststellen ', Auch Tanaka et al. konnten mit Osteoblasten eine Abhingigkeit der
Expressions-Anderungen typischer Martix-Gene von der Dehnungsamplitude finden .
Kanda et al. zeigten dies zudem fiir verschiedenen Zelltypen gleichzeitig (glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, Fibroblasten) eine Amplitudenabhédngigkeit der Zellantworten nach
mechanischer Stimulation '’

Die hACLC reagierten in unseren Versuchen auf den mechanischen Reiz stirker mit einer
erhohten Expression der Martix-Struktur-Proteine als die zuvor untersuchten hMPC. Das
bestitigte unsere Interpretation, dass der mechanische Stimulus fiir hMPC kein geniigender
Differenzierungsreiz ist '®. Wie einleitend gezeigt, ist bekannt, dass MPC in vitro
mechanosensitiv sind '’®. Weyets et al. zeigten, dass die Reaktion oteoblastirer Zellen auf

mechanische Reize von ihrem Differenzierungsgrad abhingt '”

. Es ist daher moglich, dass
MPC weniger sensitiv sind als ausdifferenzierte hACL, die einem mechanisch stark belasteten

Gewebe entstammen.
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Schlussfolgerungen:

Die Reaktion primérer hMPC in PLA-Scaffolds nach der Applikation zyklischer, uniaxialer
Dehnung, deutet darauf hin, dass eine Differenzierung in die fibroblastdre Richtung durch den
mechanischen Stimulus gefordert wird. Die nur tendenziellen Reaktionen, besonders der
Matrix-Struktur-Proteine (Kollagen-Typ-I und Typ-III, Decorin, Tenascin-C, Fibronektin)
machen jedoch deutlich, dass der mechanische Reiz alleine nicht geniigt um eine fibroblastére
Differenzierung der hMPC zu bewirken. Die hACLC reagierten auf die mechanische
Stimulation mit einer deutlichen Expressions-Erhohung der Matrix-Struktur-Proteine
(Kollagen-Typ-I und Typ-III, Tenascin-C, Fibronektin). Die Reaktion der hACLC zeigte
zusitzlich eine zum Teil signifikante Korrelation mit der Grof3e der Dehnungsamplitude.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die von uns applizierten Dehnungsreize einen positiven,
anabolen Einfluss auf die Matrix-Neusynthese von ausdifferenzierten, fibroblastéren Zellen
hatten.

Sowohl der neue PLA-Zelltrager, als auch die mechanische Stimulation haben sich also in
unserer Studie als niitzlich fiir das Tissue Engineering von in vitro optimiertem Bandersatz

erwiesen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde der Einfluss zyklischer, uniaxialer Dehnung auf humane
mesenchymale Progenitorzellen (hMPC) und humane Kreuzbandzellen (hACLC) in
Kombination mit einer Hydrogel-Matrix (Kollagen-Typ-I) und einer synthetischen, textilen
Polylaktid-Matrix (PLA) untersucht.

Das Kollagen-Typ-I-Gel erwies sich als geeignete artifizielle Matrix fiir die Herstellung
dreidimensionaler Konstrukte. Die Gel-Matrix ermoglichte die Besiedlung und Kultivierung
von hMPC oder hACLC. Die schlechten mechanischen Eigenschaften der Gel-Matrix und die
aktive, dynamische Verdnderung durch die Zellen stellten deren Einsatzmoglichkeit fiir
biomechanische Versuche oder den in vivo-Einsatz in Frage. Die von uns vorgestellte PLA-
Matrix ist hierfiir klar vorzuziehen. Die Ergebnisse zeigten, dass der untersuchte PLA-
Zelltrager die dreidimensionale Kultivierung der hMPC, die gleichmiBige Besiedlung, einen
fibroblastéren Phanotyp und die Produktion einer ligamentartigen Matrix unterstiitzte.

Die Applikation mechanischer Reize auf hMPC- oder hACLC-besiedelte Kollagen-Typ-I-
Gele mit bandartiger Ring-Geometrie bewirkte eine beschleunigte Zell-bedingte
Matrixkontraktion. Die Stimulation zeigte keinen Einfluss auf die mRNA-Expression
Ligament-spezifischer Gene. Eine mogliche Erkldrung wére, dass keine geeignete
mechanische Dehnung der Zellen erfolgte. Bei beiden Zelltypen zeigten einzelne Spender
Expressionsidnderungen. Diese Anderungen waren jedoch nicht signifikant. Eine Erkldrung
fur die starke Schwankung der Ergebnisse konnen die interindividuellen Unterschiede der
verschiedenen Spender und die Heterogenitit der Zellpopulationen sein. Die viskoelastischen
Eigenschaften der eingesetzten unvernetzten Kollagen-Typ-I-Gele konnten durch ihre
Dampfungseigenschaften und das hohe Verlustmodul dazu gefiihrt haben, dass die applizierte
Dehnung kompensiert wurden. Um dieses Problem auszuschlieen sollte ein Zelltrager mit
elastischen Eigenschaften verwendet werden.

In PLA-Scaffolds reagierten primdre hMPC ebenfalls nicht auf Dehnung. Die nur
tendenziellen Reaktionen, besonders der Matrix-Struktur-Proteine (Kollagen-Typ-I und Typ-
III, Decorin, Tenascin-C, Fibronektin) konnten darauf hinweisen, dass der mechanische Reiz
alleine moglicherweise nicht geniligt um eine fibroblastdre Differenzierung der hMPC zu
bewirken. Mit der signifikanten Expressions-Erniedrigung des smooth muscle actin nach
Dehnung konnten wir verifizieren, dass die hMPC in dem Scaffold einen Dehnungsreiz

erfuhren.
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Die hACLC reagierten auf die mechanische Stimulation mit einer deutlichen Expressions-
Erhohung der Matrix-Struktur-Proteine (Kollagen-Typ-I und Typ-III, Tenascin-C,
Fibronektin) Diese Ergebnisse zeigen, das die von uns applizierten Dehnungsreize einen
positiven, anabolen Einfluss auf die Matrix-Neusynthese von ausdifferenzierten,
fibroblastéren Zellen hatten.

Der PLA-Zelltrager und die mechanische Stimulation haben sich in der vorliegenden Studie

als geeignet fiir das Tissue Engineering von in vitro optimiertem Bandergewebe erwiesen.
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Freundschaft die daraus entstanden ist. Thnen wiinsche ich mit ihren Familien viel Freude in
der Zukunft.

Auch allen iibrigen Mitarbeitern des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik danke ich fiir ihre Hilfsbereitschaft wéhrend der letzten drei Jahre. Herrn
Herbert Schmitt zudem fiir die zuverldssige Umsetzung und Konstruktion meiner
Modifikationswiinsche. Herrn Frank Heuer und Familie danke ich fiir die besondere
Freundschaft und die stete Hilfsbereitschaft. Ich wiinsche ihm und seiner Familie, dass ihre
Traume flir die Zukunft von der Realitit noch libertroffen werden mogen.

I like to thank Misses Bettina Willie for being very fond and a friend to me. I wish her luck,
self-fulfillment, health and a prosperous life in the USA.

Herrn Dr.-Ing. Ulrich Witzel (Ruhr-Uni-Bochum) danke ich besonders, dass er mir mit seiner
herausragenden Lehre das Tor zur Biomechanik schon vor meiner Diplomarbeit geéffnet hat.
Ich verdanke ihm eine Grundlegende Weichenstellung fiir mein Leben.

Mein abschlieBender Dank geht an meine Familie und meine Freunde. Deren Liebe,
Vertrauen und Unterstiitzung war mir immer eine grofBartige Hilfe. Danke Ingo, dass ich
deinen Mac benutzen durfte. Er war eine grofle Hilfe. Ich danke meiner kiinftigen Frau, Karin
Wilhelm, fiir die Liebe, Geduld und Ausdauer mit der sie stets an meiner Seite steht. Ich
danke meinen Eltern fiir ihre wundervolle moralische Unterstiitzung und ihre vorbildliche
Fursorge.

Herzlichen Dank





