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1. Einleitung

1.1. Verletzungen des vorderen Kreuzbandes (VKB

1.1.1. Epidemiologie

Die Verletzungen des Kniebandapparates sind haufige Erscheinungen, die mitunter nicht nur

im Zusammenhang mit Hodakiktungssport auftreten, sondern ebenso im Freizeitsport ihre

Ursachen haben und zudem, je nach Verletzungstyp, langwierige Rehabilitationsmaflinahmen

nach sich ziehen. Anteilig an allen klinisch relevanten Knieverletzungen liegen Verletzungen

des Kniebandaparates bei 40 %. Fast die Halfte sind hierbei Verletzungen des VKBs mit

einem Anteil von 46 % (siche Abb-3)®?.

Klinisch relevante Knieverletzungen

25%

40%

24%
11%

O Verletzung des Kniebandapparates
@ Meniskusverletzungen

O Patellaverletzungen

O sonstige Knieverletzungen

6%

4%

46%

Bandverletzungen des Kniebandapparates

avKkB

B HKB

O Innenband

0O AuRRenband

B VKB + Innenband

O komplexe

Bandverletzungen

Abb. 1: aus ¥

Abb. 2: aus

Atiologie des VKB - Risses

17% 2204
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O FuBball

B alpines Skifahren
O sonstige Sportarten
O Berufsunfalle

@ sonstige Tatigkeiten

Abb. 3: aus
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Das VKB reif3t, im Vergleich zurhinteren Kreuzbandzehnmal so héufig, was zum einen an

den unterschiedlichen Durchmessern und der damit hoheren Belastungsfahigkeit liegt und

zum anderen mit der untersetilichen Funktion der beiden Bander zu erklaréifist

9
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Die Haufigkeit betragt etwa 0,5 bis 1 VKBisse pro 1000 Einwohner (USA,
Mitteleuropd“?, die Inzidenz ist dabei zwischen dem 15. und 25. LJ am ho&tisten

2002 betrugen in Deutschland die Kosten der Krankenhauser fir die Therapie der
Binnensbadigung des Kniegelenks, bei der die \\RBptur den Hauptanteil darstellte,
359, 3 Mi . mnler Schwieiz betragen die jahrlichen Kosten ca. E6®50
Millionen Franken, wobei aber 4% dieser Summe auf Heilkosten, 47 % auf Tagegelder,
12 % auf die Invalidenrente und 2 % auf Kapitalleistungen entfaflerDiese Statistiken
belegen, dass, neben der langen Rehabilitationszrechnitt etwal-6 Monate postoperativ
69 und dem damit verbundenen Arbeitsausf§# nach Arbéstatigkeit bis zu 6
Monate’”, auch der finanzielle Aspekt in der VKBhirurgie insbesodere fiir das
Gesundheitssysterine immense Rolle spielAber genausapielen die eben angesprochenen
Faktoren auch eine wichtige Rolle fir den Patienten als Arbeithehmeowie flr den
Arbeitgeber.

Daher ist es seit langer Zeit das Anliegen vieler ®twdiunter zu Hilfenahme
unterschiedlichster TherapieansatzeRedandlungsund die Regenerationszeit des Patienten
zu verringern, um gleichzeitig die Heilung und die Rickkehr ins Beh#is. Sportlerleben

zu beschleunigen.
1.1.2. Anatomie und Funktion des vaderen Kreuzbandes

Das VKB besteht aus straffen, kollagenen Faserziigen, die parallel in Faserblndeln ange
ordnet und durclBindegewebe (BG)niteinander verbunden sind. An dersdrtionsstelle
verandert sich der Faserverlauf in Richtung Begosts Die Blutversorgung erfolgt tber die

A. genus media.

Das VKB ist an den beiden knorpelfreien Kreuzbandhdckern, im vordaeitdaren Areal des
Kniegelenks, am Caput tibiae fixiedie auch als Eminentia intercondylaris bezeichnet wird.
Sein intraartikularer Véauf ist von vornéunteri innen (anteriocaudal medial) nach hintén

oben auRen (dordaranial lateral) in die Fossa intercondylaris femoris (Abb. 4). Im
Zusammenspiel mit dem gesamten Kniebandapparat ist es wichtig fir die Stabilitdt und den
Zusammenhalt deKniegelenks. Insbesondere begrenzt es die Streckung der Tibia und flhrt
das Gelenk wahrend eines Bewegungsablaufes. Die beiden Kreuzbéander zusammen bilden die
zentralen passiven Fuhrungselemente und eine sog. Viergelenkkette, wodurch die
Femurkondylen hrend einer Flexion dazu gezwungen werden, einenGleitMecha

nismus durchzufiihren, der es letztendlich erlaubt, einen gro3en Gelenkkopf, wie sie die
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Femurkondylen darstellen, auf einer viel kleineren Gelenkpfanne physiologisch zu bewegen.
Die Kreuzb&der verhindern insbesondere in Flexionsstellung eine vordere und hintere
Verschiebung von Femur und Tibia. Bei Rotationsbewegungen der Tibia nach medial sind die
Kreuzbander gespannt, nach lateral entspannt. Spannung und Entspannung der Kreuzbénder

optimieren deren strukturelle Organisation und férdern dabei auch deren Stoffwechsel.

Fossa intercondylaris femoris

Innenmeniskus (medial)

AuRRenmeniskus (lateral)

Eminentia intercondylaris

Caput tibiae

AM: anteromediales Biindel
PL: posterolaterales Biindel

(46)

Abb. 4: Anatomie des Kniegelenks aus

1.1.3. Der Unfallmechanismus bei einer VKBRuptur

Am haufigstenentstehteine Verletzung des VKBs in flektierter und aussenrotidfigie-
position, mit einer &uReren (lateralen) Krafteinwirkup¢algusstrej". Aber auch bei
innenrotiertem und flektiertem Kniemit innere (medialen) Krafteinwirkung (VarusstreR),
wie z.B. beim Sturz mit Uberkreuzten Skiern, kommt es zu einer Rupas.Weiteren
kénnen auch eine forcierte Innenrotati@me Hyperextension der Hyperflexionzu einer
Verletzung fiihreff? ¥,

Skifahren gehort zu den risikoreichsten Sportartdie zu einer VKBRuptur fuhren Des
Weiterntreten solche Verletzungen bei sogenannten-8topGo-Sportarten wie Tennis o.
Squash auf und bei Mannschaftssportarten, insbesondere bei Ful3ball, Footbaid|IHad
Basketball Die Kraft, diebei solchen StojpandGo-Sportarterauf dasKnie unddie Bander
einwirkt, verursacht beiangespannten Bandern geringere Schéden als bei entspannten,
lockeren BandernDa bei einer erh6hten Belastung der Bander die Kalagerbiundel

parallel ausgerichtet und somit elastischer sind, nimmt bei einer starkeren Anspannung der
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Bander dieSteifigkeit zu Bei einer seitlicheiKrafteinwirkungauf das Kniewird diese auf
die Bander ubertragen. Sind diebereits agespannt,beseht aus den oben genannten
Grinden eine hohe Steifigkeit, wodurch die einwirkendeaft aufgenommen und
weitergeleitet wird Sind die Banderdagegen entspanrigi geringer Steifigkeitbewirkt die
plotzlich  einschieRende Kraft eine ruckartige Anspannung ndi eine starkere
Kraftibertragungals bei angespannten Bandedre letztendlichdazu fiihren kann, dass die

Maximalkraft erreicht wird unés eher zu einer Ruptur kommen kann (siehe auch3)bb.

Kraft - Dehnungsdiagramm eines Kniebandes

Kraft (N) Ruptur

400
/

)
350
/ °
300
/ :
250 /
200
/
150 /
100 /

50

0 2 4 6 8 10 12

Dehnungin mm

Abb. 5: aus ©?

Liegt eine niedrige Belastung (Kraft) des Bandes vor, verlauft die Kurve flach. Da das Band in
diesem Zustand mehr gedehnt wird, als bei héherer Belastung, ist die Steifigkeit in diesem
Bereich gering (1).

Bei Kraftzunahme nimmt die Dehnung des Bandes ab und die Steifigkeit zeitgleich zu. Es liegt
ein Uberwiegender linearer Anstieg vor (2).

Aufgrund der parallelen Ausrichtung der Kollagenfaserblndel, ist das Band trotz der
zunehmenden Kraft elastisch. Bei weiterer Kraftzunahme kommt es zu irreversiblen
Strukturveranderungen des Bandes, so dass eine Relaxation auf die urspriingliche Lange nicht
mehr mdglich ist. Steigt die Kraft noch weiter an, zerreiRen einzelne Faserbiindel, was zu einer
Abnahme der Steifigkeit fihrt, zu erkennen an der Abflachung der Kurve (3).

Dieser Zustand kann noch Uber eine gewisse Zeit aufrechterhalten werden, bis das Band ab
einer bestimmten Maximalkraft plétzlich zerreif3t und die Kurve abféllt (4)(17).

12



Durch den Riss des Kugbandes kommt es zu einer pathologischen Bewegungsfreiheit des
Knies, die verschiedert&tabilitdtsprobleme mit sich bringt. Zum einen &uf3ert sich der Verlust
des VKB in einer sog. anterioren Instabilitat, die bedingt durch einen reduzierten Widerstand
desTibiakopfes gegeniber einer anterioren Translation ist und zwischen 0° und 30° Flexion
auftritt®”. Zum anderen kann es auch zu einer Vaursl Valgusinstabilitit kommen, die
insbesonde in Flexion bei 60° (Varus) und 30° (Valgus) Probleme verursacheffkann

Dies lasst sich dadurch erklaren, dass durch die RkBtur die Gelenkkapsel und
Seitenbander vermehrt in  Anspruch genommen werden, um die pathologische
Bewegungsfreiheit zu redierenund diesedannin einer Uberdehnungenannter Strukturen
munden. Des Weiteren kann es zum Auftreten eines -BiftPhanomens kommen, was
auch als givingvay-Phanomen beschrieben wurde und fir den Patient nicht nur lastig,
sondern auch schmerzhakin kann. Hierbei subluxiert bei Streckung des Knies der gesamte
Tibiakopf nach ventral, dabei lateral mehr als medial. Bei einer Flektion vd0°3kbmmt es

dann zu einer spontanen RepositidnBesonders das Piv&hift-Phanomen kann dabei zu
frihzeitigen degenerativen Veranderungen an Knorpel und Memisithrer’?. Diese
Veranderungen an Knorpel und insbesondere an Menisken treten jedoch nicht nur als
priméarer Effekt bei VKBRupturen auf”, sondern sind sekundauch die Folge einer

chronischen Instabilitdt” 2.

1.1.4. VKB -Ersatz/ OP-Technik

Bei einer Ruptur des VKB ist der Ersatz des rupturierten Kreuzbandes, durch ein
Transplantat, die mit am besten geeignete Techuik,Folgeschaden wie Meniskusder
Knorpelschaden schnellstmégli@nzugehen und diese gegebenenfalls zu verhindedn
zeigt signifikante Vorteile gegenuiber der konservativen Intervefition.

In der VKB-Plastik bzw. dem VKBErsatz werden als Transplantat Uberwiegend
korpereigene Sehnen verwendet, sog. autologe Transplantate. Abefransplantateson
Leichen(allogenes Transplantat) und von Tieren (xenogenes Transplantat) kénnen in Betracht
gezogen werderBei autologen Transplantaten kommen neban ¢famstringTransplantat
(Semitendinosussehif8TS) + ggf. Gracilisehne) dem heutigen Goldstand&fdf noch die
Patella und die Quadrizepssehmem Einsatz”.

Die operative Implantation der STS erfolgfherwiegendarthroskopischPrimar erfolgt die
Gewinnung dedlransplantat, welchesdurch einen ca. 4 ctangen Schnitt auf Hohe des

medialen Caput tibiagmittels eines sogsehnenstripper&napp unterhalb dd2es Anserinus

13



entnommenwird. Die entnommenen Sehnen haben eine Lange von ca. 28 cm. Als nachstes
werden die Sehnen in emeSehnenspanner vorgesparund dasTransplantat dreibis
vierfach mit einer bestimmten Fadentechnik zusammengeleigtt fisnd verdrillt (siehe Abb.

6), z.B. als QuadrupleDas Transplantat hat danach eine Lange von ca. 7 cm, bei einem
Durchmesser von ca. 7 mm und wird mitteises nicht resorbierbaren Spezialfadens an den

beiden inneren Offnungegines Endobutton®/ierlochplatte)befestigt.

Abb. 6: Vierfach gefaltetes autologes STS-Transplantat mit Faden armiert

In einer taufigenTechnik zur Befestigung der Sehne im Bohrkanal (und die gangige Technik

an der Uniklinik Marburg), erfolgarthroskopisch die Anlage des Bohrkanals durch Tibia und
Femur entsprechend dem anatomischen Verlauf des vorderen Kreuzliageisentspricht

der Durchmesser des tibialen Bohrkanals dem Durchmesser des Transplantats, wahrend der
femurale Bohrkanal sichim Verlauf nach
proximal verengt(siehe Abb. Y. Der distale
Anteil des femuralen Bohrkanals dient datier
Aufnahme des Transplantates, wahrend der
proximal verengende Kanal fur den Durchzt
der Transplantataufhdangung geseha ist. Das
Transplarat wird dann durch dieangelegten
Kanale mittels zweier Zugfaden nach proxime .
hindurchgezogen undfemural mittels einer
TransfixSchraube am Femur befestigDas
distale Ende des sich im tibialen Bohrkan

befindliche Transplantatesird nun vorgespannt
T
Abb.7: Intraosséarer Verlauf eines VKB-
Schraube) fixier{siehe auch Abb. 8). Transplantats. Bohrkanal-Verlauf: 1 tibialer
Anteil, 2 femuraler Anteil.
aus:www.orthozentrum.ch/huefte-und-Knie/
Kreuzbandriss.aspx

und mittels einer Interferenzschraube (De™
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Abb. 8: Intraartikulare Sicht der Arbeitsschritte wahrend einer VKB-Plastik
A: Positionierung des femuralen Bohrkanals mit vorgelegtem Durchzugsfaden
B: Durchzug des Transplantats nach intraartikular
C: Position des VKB-Transplantates, Abschluf3bild: 1 Transplantat, 2. HKB, 3. VKB-Rest

1.1.5. Problematik der VKB -Plastik

Die kndcherne Integration des VKBransplatates in den Bohrkanal nach einer ViBastik

ist immer noch ein komplexer, kaumngerstamlener biologischer Progg der durch
verschieden@perationstechnischend postoperative Variablen beeinflusst wird. So spielen
neben der Wahl des Transplantats auch die Methode der Fixierungositenierungdes
Bohrkanals in Bezug auf die korrekte atmmischen Lageund die Pldzierung des
Transplantats im Bohrkanaine entscheidende Rall&rotz dieser vielen Variablen, die ein
Scheitern einer VKBPlastik nach sich ziehen kdnnen, ist die Rekonstruktion des VKB mit
intraartikularenautologen VKBSehnaersatzdie meist akzeptierteste Therapie fur junge und
aktive Patientefi’. Die VKB-Plastik hat zudem gezeigt, dass sie die klinische Instabilitét des
Knies verbessert und somit auch dBssiko von Meniskusschademnd dadurch sekundar
bedingter Gonarthrose senkt sowiech die Rate afolgeoperationemermindert® 2.

Eines der Hauptprobleme liegt aber trotz allem im Einwachsverhalten des Transplantates in
den Bohrkanal. Ein schlechtes Eirskgen bedeutet hierbei ein  mdgliches
Transplantatversagetrsachen dafiir sind.a. chirurgische Fehler (falsche Rigerung des
Bohrkanals), ein biologisches Versagen (durch fehlendes Einheilen) und eine erneute
Kreuzbandruptur (z.B. durch zu schnelle toperative Belastung). Laut einer US
amerikanischen Studie von 20@4ar die Ursache bei Transplantatversagen in 52% der Félle
iatrogen zu 25% bedingt durch ein Reuptur, bei 8% ein mangelhaftes Einwachsen, bei 3%
eine Bewegungseinschrankung und beiiteven 3% die verwendeten synthetischen
Implantate Ursache fir das Versagen. Bei 9% konnte keine genaue Ursache zugeordnet
werder®. Mit 52% sind dé chirurgischen Ursachen fir ein Transplantatversagen die grote

15



Gruppe. Typische chirurgische Fehler sind u.a. die falschei€tlang des Bohrkanals, eine
ungeniigende Fixierung und Spannung des Transplasiags eine unzureichende Noich
Plastik’®. Die zweite groRe Gruppe der Transplantatversager, sind diRupren, die

durch eine zu starke Rehabilitation, zu frihe Aufnahme sportlicher Tatigkeit oder mangelnde
Compliance bedingt sein konriéh

Neben diesen ersten beiden groRen Gruppen, erscheint die Gruppe der Transplantatversager
durchein mangelhaftes Einwachse&les Transplantatesher gering, sie ist abaicht minder

wichtig. Da die Ursachen in den beiden ersten Gruppen bmhaaif menschliche Qualitaten
beziehen, ist es wichtig zu verstehen welche Ablaufe eine korrekte Plzierung
vorausgesetzt,nacheiner Implantierung der Sete im Bohrkanal stattfinden, um ggf. hier

eine weitere Therapi®ption zur Reduzierung der Tralantatversager zu entwickeln.
Heilungsprozess @s Transplantats nach einer VKBPIlastik

In der Fruhphasenach Ersatz des VKB meist ab dem 4. Tag, kommt es zu einer
inflammatorischen Reaktion, die die Migration von neutrophileranGlacyten (Gce)
vergiiRerten Fibroblasten, Endothelzellen undkkiphagenin den Bereich der Knochen
SehnerGrenzflache nach sich ziétit“?. Diese Zellen sind es auch, die das Transplantat
besiedeln und mit ihren Zytokinen (u.a. auch T@§Fdie Bildung eines granulofibrosen
Narbengewebegwischen Transplantat und Knochdémwirken Frihestens nach 2 Wochen
kommt es durch die Prasenz dieses Narbengewebes in der Grenzflache, zwischen Knochen
und Sehne, zu einer Produktion von Kollagenfasern (insbesondere Kollagdhuhyplil)

(1949 = Zudem konnen in em Granulationsgewebe VEGF undFBF nachgewiesen
werde™. Nach 6 Wochen ist das Transplantat komplett von einer vaskularisierten
synovialen Hille tberzogen und ab der 20. Woche ist die intrinsische Vaskulagstes
Transplantats abgeschlosS&n

Knorpelartige Zellen wachsen aus den Randern des Bohrkanals in diesen ein und bauen das
fibrovaskulare Granulationsgewebe in Richtung der Sehne ab und lagerrssattiellagen

Typ Il in die Matrix ein. Die histologischen Ver&nderungen in den Seitenwanden des
Bohrkanals sind den Prozessen einer enchondralen Ossifikation sehr ahnlich, wahrend die
Entwicklung im Bohrkanal analog zu den Prozessen ist, die bei ein&tuffra@lung
stattfinde™.

Der Heilungsprozess wird letztendlich durch das Einwachsen von Knochen in die
fibrovaskulare Grenzflache, durch sog. ShatllesrFasern, reguliert, was in Tierversuchen

schon ab desedstenbis achtenWoche nach der OP beobachtet wiffti€®. Diese Fasern
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bestehen aus Kollagen Tyib und Ill, deren Wachstumsrichtung ist entgegengesetzt der
Richtung der Scherspannd??b(Sl). In der Grenzflache kommt es dann zu einer progressiven
Mineralisierung, die duReren Schichten des Transplantatewenit Knochen durchzogen

und das Transplantat wird allméhlich in den es umgebenen Knochen miteinbezogen.

Die Wiederansiedlung von Kollagenfasern zwischen der Sehne und dem Knochen resultieren
dann letztendlich in einer Restaurierung der SehfrasthenVerbindundg”. Nach 30
Wochen ist der Kollagengehalt vom Typ Il des Transplantats mit ca. 10 % ungefahr genauso
hoch wie in einem normalen Kreuzband.

Die Veranderungen in der Sehne sind im Vergleich zu den histologischen Veranddmnge
Knochen, verspatet, was zu einem Verlust der mechanischen Starke und Belast(ifig fiihrt
Zusatzlich ist die Sehne wahrend des Heilungsprozesses verdinnt, was ebenfalls zu einer
Verminderung der strukturellenigenschaften und Festigkeit und letztendlich zu einem

Fehlschlagen des Einwachsens fithren K&nn
Lage und Fixierung im Bohrkanal

Die falsche Positionierung des Bohrkanals ist eine der Hauptursachen &in
Transplantatversagen bei einer ViHastik. Eine anatomiscluind isometrischkorrekte

Anlage des Bohrkanals ist daher nétig, um eimechanische Uberbelastung des
Transplantategu vermeiden und somit die negativen Effekte auf die kndcherne Integration
des Transplantates zu verringern und letztendda KnocherTransplantatHeilung zu
fordem™®. Das Einwachsen des Transplantats im Bohrkanal ist abhangig vom mechanischen
Strel3, der auf die Sehne audgewird. Es wurde gezeigt, dass die Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen abhé&ngig vom Druck und der Spannung ist, der diese ausgesetzt
sind”.

Der Anspruch der Patienten, das Knie nach einer OP wieder schnell belaktamen, setzt,

neben den oben beschriebenen Bedingungen, die sichere und verlassliche mechanische
Fixierung des Transplantats in der postoperativen Phase voraus. Dies ist die Voraussetzung,
die Bewegung der Sehne im Bohrkanal so gering wie moglich [enham ein schnelleres
Einwachsen zu gewéahrleisteAus der Literaturist zudemhinreichend bekanntlass 67

Wochen nach der O#fie Steifheit und insbesondere die Reisfestigkeit des Transplantates am
niedrigsten sindwas nicht mit der Fixierung, sondemit dem intrinsischen Umbauprozess

des Transplantats zusammenh&fgt
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Transplantatversagen

Nirgendwo in unserem Korper ist eine Sehne so von Knocimegeben wie in einem
Bohrkanal. Ein fehlgeschlages Einwachsen der Sehne ist letztendlich die Ursache fir ein
Transplantatversagen. Drei grundlegende Faktoren werden fur dieses Versagen verantwortlich
gemacht: 1. die Prasenz von inflammatorischen Zellen, 2. die Bewegung der Sehne im
Bohrkanal und damitie Verschiebung der Grenzflache zwischen Knochen und Sehne sowie
3. eine Anzahl von insuffizienten Zellen auf der Grenzoberflache. Diese Faktoren kbnnen eine
Rolle fir das Fehlen von Zeflell-Interaktionen und Differenzierungen spielen, welches zu

einerinsuffizienten Heilung der KnocheBehnerGrenzflache fiihff.
1.1.6. Mdglichkeit eines positiven Einflusses von &xeM orphogeneticProtein-7

Die Variablen, die ein erfolgreiches und suffizientes Einwachsen des Transplantats beein
flussen und zu einem Transplantatversagen fuhren kénnen, sind, wie oben beschrieben, grol3
und lassen sich grob in extrinsische und intrinsis&idorereinteilen.

Extrinsische Variablen sind durch gelibte und erfahrene Chirurgen, wRssiti@nierungles
Bohrkanals in korrekter anatomischesigeund die Fixation des Transplantats anbelangt, gut
kontrollierbar und reproduzierhantrinsische Variablen, wie das Einwachsen der Sehne und
der ossare Integrationsprozessind dagegen nach einer OP, unter \deraussetzungdass

der Bohrkanal richtig liegt und das Transplantat gut fixiert ist, schlecht von aul3en steuerbar.
Um auf diese Prozesse dennoch Einfluss nehmen zu k{woede in vielen Studien versucht

die knécherne Sehnenintegration positivbaeinflussa. Sei es durch die Applikation von
Zytokinert”, mit Hydrogel und Fibrin bezogenen Matri€és Periost bezogenen
Transplantatél oder durch Wachstumsfaktoren wigafisformingGrowth-Factorp (TGF

B) oderBoneMorphogenetieProteins BMP)#):G7) (100.(105)

Insbesondere das BMP mit seinem osteogenetischen Potential gibt, wie schon in vielen
Studen unter Beweis gestellt wurde, Anlass zu der Vermutung, dass durch eine Applikation
von BMP-7 nicht nur der Heilungsprozess der Sehne im Bohrkanal positiv beeinflusst,
sondern auch die Einheilungstendenz bzw. das Einwachsen beschleunigt werden kann.
Zwar haben schon viele Klinische und experimentelle Studien den positiveh
osteogenetischen Effekt von BMPbelegt. Nichts desto trotz sind die Ergebnisse, die dabei
erzielt wurden, noch nicht ausreichend genug, unereiklinischen Nutzen eines BMP
Prapaates in der Praxis der Kreuzbandchirurgie vollends zu dokumentierelasshier in
jedem Fall noch Forschungsbedarf existiert.
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1.2. Bone Morphogenetic ProteindMP

1.2.1. TGF-B-Superfamilie

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) gehéren wie auch noch viele reande
Wachstumshormone zufGFp-Superfamilie, einer Gruppe von Proteinen, die wichtige
Aufgaben in der Proliferation und Differenzierung von Zelienehaben Zum anderen
Ubernehmen sie fundamentale Rollen in der Entwicklung, beim Wachstum, in der Gewebs
Homeostase und in der Regulation des Immunsystems.

Zur Zeit sind ca. 34 Mitglieder dieser T&GFSuperfamilie bekannt, wie die Activin/Inhibin
Subfamilie, die TGH Subfamilie, die decapentaplegig-related (DVR) Subfamilie, sowie

nah verwandte PolypeptidéesNodal und das Aniuiller-Hormort™°.

Diese Proteine binden an Serin/Threonin spezifische Priteasen und lI6sen Uber Smad

Proteine einentrazellulare Signalkaskade aus.
1.2.2. BMP-Subfamilie

Die Familie der Bone Motpogenetic Proteins wurde 1965 von Marshall Urist das erste Mal
registriert™® und in den spaten 1980er Jahren folgten die ersten spezifischen Klone von
Proteinen, die fir die beobachteten osteogenetisdifiekte verantwortlich waréf?.
Seitdemerfolgteeine intensive Erforschung der BMBruppenund dererEigenschafta. Die

Bone Morphogenetic Proteins sind eine Untergruppe der-gGkperfamilie mit zur Zeit
mehr als 20 bekannten Formen von humanen Bf#PE&inige von Ihnen besitzen spezifische

osteoinductive Féahigkeiten, die insbesondere darin liegen,

undifferenzierte mesenchymale Stammzellen zu Chenfdrontergruppen der BMP-Familie

oder Osteoblasten zu differenziefén>” ("), Gruppe1 | BMP2
Alle BMPs haben eine &hnliche chemische  Strukgur, BMP-5

Gruppe 2 BMP-6
jedoch eine unterschiedliche spezifische Funktion. BMP-7

GDF-5/BMP-14

Zugehorig zu ihrer jeweiligen chemischen Struktur kagnippe 3 | GDF-6/BMP-13
GDF-7/BMP-12

G 4 BMP-3/Osteogenin
ruppe GDF-10/BMP-3b

Zur Gruppe 1 zahlt man demnach: BiRund BMP4; 1.4
zur Gruppe 2: BMF5, BMP-6 und BMR7; zur Gruppe 3: GDB/BMP-14, GDF6/BMP-13

und GDF7/BMP-12; zur Gruppe 4 schlie3lich: BMB/Osteogenin und GDEO/BMP-3b
55),(75)

man die BMPMitgliederin 4 Untergruppen einteilen.

(siehe hiezu auchTab.1J
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Wie die TGFB Superfamilie vermittelt auch die BMBubfamilie die intrazellulare
Signalkaskade Uber Smd&doteine. Dese werden Uber verschiedene BRE&zeptoren

aktiviert und sorgen intranuclear fur die Transkription spezifischer Genabschnitte.

1.2.3. BMP-Rezeptoren

Die BMP-Rezeptoren sind Serin/Threonin Kinasen, die in iHrer
BMP Typ | Rezeptor

Struktur und Funktion eng verwandt mit TGMRezeptoren ung BMP-2
BMPR-IA (ALK-3) | gyio g

Activin Rezeporen sind®?®(™) ynd die man grob in zwe] BMP-7
BMPR-IB (ALK-6) | GDF.5

Subtypen unterteilen kann, wobei jeder Subtyp wieder faus BMP2
mehreren Rezeptortypen besteht. ACtRIA (ALK-2) g'\t";_'g
Activin

Die Typ | Rezeptoren besitzen drei Untergruppen:

Typ IA/BMPR-IA (ALK -3), Typ IB/BMPRIB (ALK-6) und —2mi- 1y Il Rezeptor

Typ IA Activin Rezeptor/ActRIA (ALK:2). BMPR-I| E%E‘_‘E
Die Typ Il Rezeptoren besitzen ebenfalls drei Untergruppen: g‘l\agzg
Typ I/BMPR-IIl und Typ Il und Typ IIB Activiri Rezeptoren] o BMP-7
ActRIl u. ActRIIB (siehehierzuTab. 9 ®):9).60) Tap2 |ACRIB Activin

Diese Rezeptortypen sind in verschiedenen Gewebearten vorhanden, aber die Exprimierung in
der Zellmembran variiert zwischen den unterschiedlichen ZelltypeZudem sind die
Bindungsaffinitdten der BMPs zu den beiden Subtypen, Typ | und Typ II, unterschiedlich
hoch. Typ Il Rezeptoren sind allem Anschein nach fir BMPs spezifischer und erhdhen
gleichzeitig die Bindungsaffinitat der BMP%(™®. Zudem kénnen Typ | Rezeptoren BMP
besser in der Anwesenheit von Typ Il Rezeptoren binden, wahrend Typ Il Rezeptoren nicht
auf die Exprimierung von Typ | Rezeptoren angewieseri®%ind

Kommt es zu einer LigandeBindung (Bindung von BMP), bilden beide Rezeptortypen einen
heterotetrameren aktivierten Rezeptorkomplex, bestehend aus zwei Paaren Typ | und zwei
Paaren Typ IRezeptorefy 23 Durch diese Oligomerisation wird eine Signalkaskade
aktiviert, die durch mehrere Phosphorylierungsschritte von sogenanntenP3obteitien

dafiir sorgt, dass im Zellkern bestimmte Zielgene aktivierdeff ("),
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1.2.4. BMP-Signalkaskade/SmaseSignaltransduktion

Bindet ein BMP an den jeweiligen Rezeptor, wird intrazellular eineésgaskade ausgelost,
die fur die Ubermittlung der Informationen sogenannte SRrateine verwenden, welche die
Hauptubertragungswege der BMEgnalkaskade darstellen und einen komplizierten Mecha
nismus von Aktivierungsschritten und negativen Rickkogggorechanismen in Gang

setzen.
1.2.4.1. Smad-Proteine

Zurzeitsind 8 SmadProteine bekannt, die in unterschiedlichen Gruppen nach ihretiéink
zusammengefasst sind. Smadl, Smad5 und &madden ausschliel3lich von BMP Typ |
Rezeptoren phosphoryliert, was Ihnamch den Namen-Bmad (receptor regulated Smad)
bzw. BR-Smad eingebracht hat. Smad2 und Sgnadrden dagegen von Activiond TGF

B Typ | Rezeptor aktiviert. Auch diese werden at§SRad bezeichnet.

Diese Gruppe von fSmads gehen im weiteren Verlauf Kplexe mit sogenannten €o
Smads ein, die im Zellkern an gmtschende Zielgene binden. Smaidt das einzige Go
Smad, das sowohl tber den BMP als auch tber denfFletivin Signalweg lauft.

Die dritte Gruppe von Smaeroteinen sind die sogenannten intobjt Smads dSmad), die
im Sinne einer negativen Rickkopplung die Funktion veSnkad und Cé&mad hemmen.
Zu diesen4Smads gehdren Smadé und SifEd©? ¢,

Struktur

Die SmadProteine batzen wie alle Proteine sog.-Nind Gterminale Enden, die als MH1
und MH2 bezeichnet werden. MH2 Enden sind in allen drei SGragpen vorhanden und
besitzen bei den{48mads ein charakteristisches-SerX-Ser (SSXS) Motiv, welches durch
die Typ | Rezepbren phosphoryliert wird. Die MH1 Enden sind im Gegensatz nur-in R
Smads und G&mads vorhanden. (siehe AlhA) Sind die BMRRezeptoren inaktiv oder
nicht exprimiert, binden sich die MH1 und MH2 Doméanen d&riRads und hemmen sich so
gegenseitig in lhrerunktionen.Wird die MH2 Doméane mit lhrem SSXS Motiv bei Beginn
der Signalkaskade phosphoryliert, werden die zuvor inaktiviert€8mRds aktiviert und
formen einen oligomeren Komplekie MH2 Domane ist verantwortlich fur die Interaktion
mit Rezeptoren wh verschiedenen DNAindenden Proteinen, die OligordAgildung mit

anderen Smaé&roteinen und den Start von Transkriptionsprozessen.
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Die MH1 Domaéne ist fur die Bindung von SmBdoteinen an der DNA verantwortlich sowie

fur die nukleare Translokation von MH2omanen und die Funktionshemmung der MH2
Doméanen wichtig. Zudem sorgt sie ebenso wie die MH2 Domanen fir die Interaktion mit
DNA-bindenden Proteinét?.

A MH1 domain MH2 domain

Smad1 1 E— ) { | § 1 —— S
Smads ] — )} {5 — =S
Smads | 1N IS I ) § { ] PO =S

Smad2 I ()] }ssxs

Abb. 9: aus ©*°
A: Darstellung der unterschiedlichen Zusammensetzung der Smad-Proteine. B: Homotrimer eines
Smad1-Protein durch Bindung der drei MH2-Untereinheiten. C: Bindung eines Smad3-Proteins an die
DNA.

1.2.4.2. Smad-Signaltransduktion

Die BMP Typ Il Rezeptor Kinase transphosphoryliert nach der Bindung von BMP gie G
Doméane des BMP Typ Rezeptors, die so zu einer Aktivierung der TyRdzeptor Kinae
fuhrt. In diesem Zusammenspiel agiert der TyRézeptor als eine primére Bindungsstelle
fur die Liganden, wahrend der Typ &w

ligands

RGM
Rezeptor als ein Effektor in de S @

CD44
Endofin

.
&/el

R-Smad

Signaltransduktion wirkl. Die akti
/ GS domain —
kinase domain

vierte Typ | Rezeptor Kinase phes

phoryliert nun Smadl oder Smad! Typel  Typell

receptor  receptor

die wiederum nur in einem phosphc
rylierten Zustand einen heteredi

meren Komplex mit Smad eingehen

kénnen. Dieser Komplex aus Sme

DNA binding proteins

1/Smad oder SmalSmad4 App.10: Smad-Signaltransduktion aus /

transloziert in den Zellkern und interagiedrdmit spezifischen DNAindenden Proteinen,

22



die zu einer Transkription von bestimmten Zielgenen fuhren (s. A@pb. Bmad als
Beispiel bindet an den Transkriptionsfaktor Hdc welcher ein Repressor fir die
Osteopontin GeifTranskription ist. Durch @ Bindung von Smad 1 an diesen Transkriptions
faktor, verliert dieser seine hemmende Funktion und es kommt zur Osteopontin Gen
Transkriptior?.

Als ein anderes Beispisgki hier die Wirkung von Smadl und Sr&dzkider Interaktion von

core binding factoral (cbfxl) aufgefuhrt. Chil ist ein Osteoblasten spezifischer
Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle bei der Osteoblasttarenzierung und

Knochenbildung spieft.
1.2.4.3. Inhibierung der Smad-Signaltransduktion

Wahrend der Aktivierung der Zielgene kommt es gleichzeitig zur Ausbildung einer negativen
Ruckkopplungsschleife mittels Smad6 und Smad7. Smad6 hemmt typischerweise nur die
BMP-Signalkaskade, wahrend Smad7 sowal¢ BMP- als auch die TGIB/Activin-
Signalkaskade hemmt.

[-Smads interagieren mit, durch TypREzeptoren aktivierte, TypRezeptoren und binden

mit den MH2 Domanen direkt an den Rezeptor, wodurch die Phosphorylierung Sora®
unterbunden wird®>®%. Zudem interagieren-$mads direkt mit aktivierten -Bmads und
verhindern so die KompleRildung mit CeSmad?®”. Aber auch intranuclear werden |
Smads aktiv, indem sie durch Hemmung des SBidéd-Komplexes die Transkription
verschiedener Gene verhindern (siafezu auchAbb. 11)©96),

BMP
ligands w

<
<%

Recruitment of

E3 ubiquitin ligases

@‘ : Inhibition of Smad-DNA complex lormatio_y
llgf’{‘— MH2
I-Smad
INON VOV,

Abb. 11: Inhibierung der Smad-Signaltransduktion aus'’”
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1.2.4.4. Durch Smad aktivierte Zielgene

Auf der DNA befinden sich fir einige Sm&toteine direld Bindungssequenzen. Fur die
BR-Smads sind AGAC/GTCTund GCCnCGC spezifische Basensequenzen von Zielgenen,
die direkt zu einer Transkription dieser Bereiche fihren. Zaderen binden Sm&foteine

an verschiedene Transkriptionsfaktoren (TF).

Runx

Dies ist eine Familie von TF, die verschiedene biologische Eigenschafterelinemwie
z.B. die Knochenbildung. BSmads interagieren nach lhrer Aktivierung mit Runx2 und
l6sen so direkt eine Transkription von Zielgenen aus, die fir die Osteoklaffemenzierung
von mesenchymalen Stammzellen verantwortBafid®®. Aber auch indirekt, tiber eine
BMP gesteuerte Kivierung von DIX5 in Osteoblasten, wird in Osteoblastemlauferzellen
der TF Runx2 aktiviert (siehe auch Abt2)®.

Menin

Dieser TF wird bendtigt, um mesenchymale Stammzellen sich zu differenzierten Gdobla
entwickeln zu lassen. Menin interagiert ebenfalls mit&Rad und Runx2 in mesenchymalen
Stammzellen und foérdert die Transkription bestimmter Gene in der frihen Differenzierungs
phase von Osteoblasten. Auanderen bildet Menin mit Smadinen Komplexder in der
spaten Differenzierungsphase der OB zu einer Hemmung degnBRI/Runx2 induzierten
Transkription fahrf™.

p300 und CBP

Diese beiden CdF interagieren mit verschiedenen-Sfads und filhren so zu einer
Verstarkung der Smad abhangigen Transkription von Zield&hep300 als Beispiel
interagiert u.a. mit Runx3 und verstéarkt die Runx3 abhangige Transkription ligehe auch
Abb.15)%.

1.2.4.5.BMP-Zielgene

Unter den verschiedenen schon eben beschriebenen Zielgenen, die Uber BMP abhangige
Kaskaden durch BfSmadProteine aktiviert werden, stellen die Id Proteine (inhibitor of
differentiation) die wichtigste Gruppe von BM&elgenen ddr? ¢ ¢Y-(%) gje haben neben

dem negativen (inhibitorischen) regulierenden EffektchaefZelldifferenzierung auch einen
positiven (verstarkenden) regulierenden Effekt auf die Zellproliferation.
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1.2.4.6. BMP-Zielgene in Osteoblasten

Im Laufe der Forschung und durch die Entwicklung D&IA-Microarray Analyse wurden
immer mehr BMPZielgene identifziert. De Jong et al identifizierte 184 BMP abhéngige
Gene in C2C12 Zellen. Diese kann man nach lhrer Aktivierung in frih aktivierte (2 h nach
BMP-Stimulation), intermediate (6h nach BMRimulation) und spéat aktivierte Gene (24 h
nach BMRStimulation) ungérscheiden.

Zu den frih aktivierterGenen gehdren u.a.: 8, Smad6, Smatj OASIS, Prx2, TIEG,
Runx2, Osterix und Snail. Die intermediate und spat aktivierten Gene sind wichtig fur die OB
Differenzierung, zu lhnen gehéren u.a.: Hey 1, Tcf7 -ETPitx2 uind ICSBF* 7

1.2.4.7. Regulation der intrazellularen BMP-Signalkaskade

Um die BMP Wirkung intrazellular zu verstarken oder zu hemmen, greift die Zelle auf eine
Reire von Rickkopplungsmechanismen zuriick. Der mitunter wichtigste Regulations
mechanismus liegt in der Funktion deBrhads, die im Abschnitt 1.2.4.3. erlautert wurden.
Aber noch andere Mechanismen, die z.T. in der Interaktion rftm@d und -Smad

Proteinerstehen, sollen hier kurz erlautert werden.

Smurf

Diese Proteine stehen in engem Zusammenhang mit der Regulation und dem Abbau von R
SmadProteinen. Sie kontrollieren sozusagen degSrRadHaushalt in der Zelle, interagieren

aber auch zusatzlich mitSmads indem sie den Export vonSmad aus dem Zellkern
anregeft (1%

Smurfl z.B. interagiert direkt mit Runx2 und sorgt fir dessen Abbadasshierdurch die
Aktivitat der AP und Produktion von OCN in Osteoprogeritelien herabgesetzt wird”.

Arkadia und Jab1/GCN5

Arkadia ist ein Protein, das fur den Ubitin abhangigen Abbau von Smadorgt, was
dadurch zu einer Verstarkg der BMP und TGFp-Signalkaskade fiHff). Jab1/GCNS5 ist
ein Proteinkomplex, der mit Smad7 interagiert und dessen Loslésung vomriZ diékeirkt.
Daraufthin wird Smad im Cytoplasma lber Proteasomen abgebadtdia Signalwirkung

dadurch verstarkt).

25



AMSH
Ein cytoplasmatisches Pea, das ausschlief3lich an Sradoindet. Hierdurch verhiredt es
die Interaktion von Smd&d mit BMP Typ | Rezeptor und Smddund hebt so di
inhibitorischen Effekte von Smadauf*®. Wenn

die BMP Typ | Rezeptoren aktiviert werder
phosphoryliert eine JNK u./o. eine p38 MAF 0_ p |
Kinase AMSH. In diesem Zustand wird de
antagonisierende Effekt auf Smad6 abgeen.

Chordin
Noggin
Follistatin
DAN lamily

pseudoreceptor

—

{ BAMBI )

Tob
Ist erT Mitglied -der antlprollferatl.ven C?enfam.llle, P /\',_ z::::
das in OB mit BRSmadProteinen interagiert | gue _ i
2
und so die BMP Signale iiber eine Tran =% V

kriptionshemmung inhibiert (Abb.2).
Zudem kann Tob auch direkt aktivierte BMP Ty | ™ =

| Rezeptoren hemmen drwird dadurch als ein

Partner der-Bmad Proteine betrachtgt©)(%, @
Bl
cdk6 Abb. 12: BMP-Signalkaskaden Regulation aus"*"

Dieses Protein ist in der Lage, die BMP induzierg-Qifferenzierungzu unterbinden, ohne

dabei jedoch die Proliferation zu beeinflus&&n

SANE
SANE bindet an BRSmadProteine und BMP Typ Rezeptoren und blockiert auf diese
Weise insbesondere die BMP abhangige SignalkaSkade

Clz
Ein Zinkfinger Protein, welches BMP vermittelte EBRnad Transkription antagonisiert und

somit zu einer verminderten Expression von AP, OCN, Kollagen Typ | und Runx8%iihrt
1.2.4.8. BMP-Antagonisten

Die Antagonisten von BMP werden allgemein in drei Gruppen eingetéilt

1. Extrazellulawirkende Antagonisten, die von der Zielzelle sezerniert werden und direkt an
ihre Ziele binden. 2. Transmembran Proteine, wie z.B. BAMBI, die als dominante
Pseudorezeptoren mit BMP Typ Rezeptoren interagieren und so die intrazellulare
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Signalkaskade hemen und 3. Intrazellulare negative Modulatoren der BMP vermittelten

Signalkaskade, wie z.B. dieSmads, Ubiquitinierungen und proteasomaler Abbau.

Extrazellulare BMP-Antagonisten

Dies ist eine Gruppe von Glykoproteinen mit einer charakteristischen CGistelnngs
stelle. Man unterteilt diese in vier Untergruppen: die Danisted gastrulation Chordin
und NoggirFamilié”*>,

Noggin-Familie

Diese Klasse von Antagonisten ist die am besten erforschte

unter den BMPAntagonisten. Noggin besitzt eine Groéfe
von 64 kDa und bindet mit unterschiedlicher Affinitat an
BMP-2, -4, -5, -6, und-7, als auch an GDb u.-6. Bei der
Bindung mit BMR7 wurde gezeigt, dass Noggin die

Verbindungsstellen der bindenden Epitope fur BMP Typ | “
und Il Rezeptoren blockiert und so die BMPvermittelte \f;

Q
Signalkaskade hemmt (Abba)i*>©P, Abb. 13: 3-D Modell v. Noggin

Noggin hemmt in vitro, bei einer vermehrten Exgies, die Differenzierung von KM

Stammzellen in aktive OB und mindert die Funktion von bereits differenziertéd O8.

(55)

Abb. 14: Darstellung der BMP-7 Bindungsstelle im Noggin-Molekul aus
Noggin bindet ein BMP-7 Dimer in Rezeptor bindenden Epitopen
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Chordin-Familie

Dieser Antagonist besitzt eine Grol3e von 120 kDa und bindet dp@mziBMP-2, -4 und-7.

Er funktioniert Gber einen komplizierten Interaktionsmechanismus mit anderen extrazellu
laren sekretorischen Proteifféh Chordin wird in undifferenzierten Chondrozyten stark
exprimiert und sorgt dort fir eine Hemmung der Zelldifferenzierung.

In OB wird die Funktion kontrovers diskutiert. Zum einearde herausgefunden, dass dort

die Sekretion gering ist und keine hemmenden Einflisse auf die Funktion der OB bekannt
sind®”. Zum anderen ist aber auch klar, dass Chordin die osteoinduktive Aktivitat der BMPs

henmt“.

Twisted gastrulation-Familie (Tsg)

Tsg istein 23,5 kDa grol3es sekretorisches Protein, welches direkt mit-BMRd -4
interagiert. Es besitzt dariber hinaus nicht nur antagonistische Eigenschaften, sondern auch
agonistische, indem es die Spaltung von Chordin durch -BM#oid verstarkt und so di
hemmende Funktion von Chordin herabsetzt. Tsg wird in OB undSkdvhmzellen
Uberexprimiert und in vitro verhindert es die Differenzierung vor2SStromazellen in reife

OB“ und reduziert die Funktion von MC3%Zller®?.

Dan-Familie

Diese Familie von Sekretionsproteinen besteht aus neun Mitgliedern, von denen Gremlin und
Sclerostin insbesondere auf OB hemmende Wirkungen erZielen

Gremlin bindet mit einer hohen Affinitat BMP, -4 und-7 und hemmt die Differenzierung

von KM-Stammzellerund OB in vitré®®.

Sclerostin wird typischerweise von OB, OZ und hypertrophierten Chondrozyten exprimiert
und bindet BMP2, -4, -5, -6 und-7. Es hemmt die Differenzierung und Funktion der OB in
vitro® und induziert die Apoptose bei &8. Zudem kann Sclerostin mit Noggin einen

Komplex bilden, der die antagisierende Wirkung von Noggin dam[ft.

Pseudorezeptor BAMBI
Dieser sogenannte Pseudorezeptor ist ein Glycoprotein mit einer extrazellularen Domane,

ahnlich der vom TGH und BMRRezeptor. BAMBI inhibiert die Effekt dieser aktivierten
Rezeptoren ohne direkte Interaktion mit FGFoder BMP? . BAMBI wird in fertig

differenzierten OB exprimiert und das Transskript durch BMPs oder{ &échregulieff”
(siehe Abb. 2).
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Intrazellulare BMP -Antagonisten
Zu dieser Gruppe von Antagonisten gehdren die Gruppe$imads (siehe 1.2.4.3) sowie die
unter Punkt 1.2.4.7 aufgefihrten Molekdle.

1.2.5. BMP-7

Das von uns in diesem Versuch benutzte BMP ist das-BMBEer auch OR (osteogenic
Protein 1) genannt. Diese é&eichnung ist aber heutzutage obsolet. Vom BMBt seit

Anfang der 90er Jahre bekannt, dass es bei einer subkutanen Implantierung in der Lage ist, in
Muskelgewebe und zwischen Knochenfragmenten die Knochenbildung zu indti2i€fen

Aufgrund dieser Tatsache und der technischen Mdéglichkeit, Gber rekombinante DNA BMP
herzustellen (erstmalig 1992), ist BMR was den regenerierenden Effekt auf Knochen und
Knorpel angeht, seither intensiv erforscht worden.

BMP-7 hat nachgewiesene fordernde Effekte in der Knochenheilung bei Réhrenknochen, bei
offenen Tibiafrakturen und Spondylodesen, die in mehreren klinischen und praklinischen

Studien untersucht worden sifid?-#1:(2),

Finger 1

Abb. 15: aus ©”
Links: schematische Zeichnung eines BMP-7 Monomers. Rechts: Stereoview eines BMP-7 Dimers

Das BMR7 Monomer besteht chemisch aus zwei sog. Fingern. Jeder dieser Finger besteht
aus 4 p-Faltblattstruktuen und einera-Helix (siehe Abb.B). Die beiden p-Faltblatt
strukturen sind wieder durch mehrere Disulfidbriicken miteinander verbunden. Eir7 BMP
Dimer entsteht durch die Assoziation deiHelix eines Monomers mit der FingRegion

eines anderen Monomewsuch diese Strukturen werden durch Disulfidbriicken stabilidtert
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Was die Bindungskapazitat angemturde in Studien herausgefunden, dass BWNIRlie
Moglichkeit hat, an ActRL, BMPRIA u. BMPR-IB in der Gegenwart von ActRIl und
ActRIIB zu bindeft?, aber auch direkt an die ActRIl und ActRIIB binden K&fin

Dies zeigt, dass dem BMP eine Reihe von Rezeptortypen zur Verfigung stehen, um die

intrazellulare  Signalkaskadezu starten  BMP-7 BMPRII ALK-3
(siehe Abhl6). Zahlreiche in vitro Studien *| ALK-6
haben gezeigt, dass BM/ eine starke 232::'; LK-2

osteoindidtive, proliferative, differenzieren
TGF-p — TGF{RII ALK-1

: ALK-5
Stammzellen hatShen et al zelgte 2010! Abb. 16: BMP-7 Rezeptorbindungsmdglichkeiten aus: "%

dasssichhumane KMStammzellerdurch BMR7 in Chandrozyten und OB differenzier€&H.
Auch Lavery et al verdffentlicht2009 ahnliche Beobachtundéh

de Wirkung auf OB oder auf mesenchyma

Aber BMP-7 hat nicht nur auf OB diese osteoinduktiven Fahigkeiten, sondern umfasst auch
Wirkungen auf Fibroblasten und die Knockeehnernteraktion. Yamada et al beschrieb
z.B. 2M8 zum ersten Mal die Effekte von BMP auf Sehnenzellen und dessen
Auswirkungen auf die Matri®roduktio™.

2004 zeigte Mihelic et al dieroliferative Wirkung von BMR7 in der KnochefSehnen
Interaktion bei Schafen nach einer ViBastik>”.

All diese Studien belegen das breite Spektrum von BMIAd erklaren zudem auch, warum

es in diesem Versuch als Wachstumsfaktor ausgesucht und untersucht wurde.

1.3. Zellarten die bei der KnochenSehneninteraktion, der VKB -Plastik und

im in vitro Versuch beteiligt sind
1.3.1. Osteoblasten

Der Knochen, dessen Entstehung, Aufrechterhaltung und Neubildung, ist ein Zusammenspiel
aus OB undsteoklasten@C), die in einem besonderem Gleiewgcht interagieren und den
Knochenhaushalt kontrollierenDie OB sind Zellen, die fir den Knochenaufbau
verantwortlich sind, bedingt durch Mineralisierunsprozesse undie Produktion von
Knochematrixproteinewie das Kollagen Typ |. Zum anderen aktiviereie sber auch
gleichzeitig OC, die im Knochen fir die Resorptiomsesse verantwortlich sifidl. OB
entstammen wie auch Myoblaste@hondrozytenund Adipocyten einer gemeinsamen

Zelllinie, die als pluripotente Pregitor Zelle bezeichnet wird. Durch bestimmte exogene
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Einflusse, wie z.B. BMF7, entwickeln sich durch die Aktivierung bestimmter Zielgene aus
der pluripotenten Progenitor Zelle im Efffigét OB (sieche Abb17 u. 18)%9.

Commitment & Differentiation Mcsench:vtmal Ikh
) rogenitor Bapx |
Pluripotent p  Tissue-specific cells . & y
progenitor cell Cbfal <,
“ /
(/"""()stcobla.;i\““) Msx2
(@ Osteablasts \_differentiation DixS
s i T Ix5
Runx2/Osterix P Hoxa-2
|
Myoblasts
MyoD family A s Differentiated
=¥ osteoblast
@E] Chondrocytes W T <4— (bfal
PPAR Osteoblast ™
«_ function )
——— F— Leptin
Adipocytes |
Bone Formation
Abb. 17: Differenzierung pluripotenter Vorlauferzellen Abb. 18: Differenzierung von OB
durch GF aus ©® durch GF aktivierte Signalkaskaden

aus

Der OB exprimiert auf seiner Membran eine Reihe von unterschiedlichen Rezeptorklassen,
die fur verschiedene GF spezifisch sind. Als Beispiel sei hier das-BeWvahnt, das Uber

den schon beschriebenen Srg&ignalweg OB spezifische Gene aktitieAber neben BMP
beeinflussennatirlich noch zahlreiche ander&F die Aktivitait des OB durch die
Transkription bestimmter Zielgene wi e z . B. durch TGFb, FGF
oder auch IGF (Insulirkke growth factor)

Knochengewebe bestehtmugrofRten Teil aus HydroxyapaHristallen und verschiedenen
Arten extrazellularer Matrix, zusammengesetzt aus Kollagen TyPsteocalcin (OCN)
Osteonectin, Osteopontin, Sialoproteinen und Proteoglyk¥heie meisten dieser
KnochenmatrixProteine werden durch OB sezerniert und abgelagert. Dafir sind wiederum
eine Reihe von knochespezifischen extrazellularen Matiroteinen notwendig, wie z.B.

die alkalische Phosphatas&R) 0. dasOCN®?.

Bildung der Knochenmatrix
Diese verlauft in unterschiedlichen Abschnitten und ist auf die Sekretion insbesondere von

OCN und AP angewiesen. Als erstes sorgt OCN uber die Bindung Vinfi@aeine hohe
Konzentration des lons im Koben. Diese hohe &aKonzentration 16st eine vermehrte
Sezernierung von AP aus, die ihrerseits die lokalg R@nzentration ansteigen lasst. Diese
Zunahme von P@ sorgt fiir einen weiteren Anstieg der®G&onzentration, was letztendlich
den Mineralisieungsprozessriggert Sind die Konzentrationen beider lonen bis zu einem
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bestimmten Punkt angestiegemgrdendurch Exozytose Vesikel, die wiederumP Aund
Pyrophosphatase enthaiten den intraossaren Raum transportibre letztendliche Matrix
Mineralisation verlauft dann durch die Bindung bzw. die AufnahmePd@} und C&" lonen

in die Vesikel und deren chemischen Verbindung zu GaP@se Kristalle initieren dann
die weitere Mineralisation durch die Bildung und Ablagerung vond@€ay)s(OH),], dem
Hydroxyapatit (Abhl9) (Ablauf aus: M.H.Ross u. W. Pawlina, Histology a Text and Atlas,
Fifth Edition, Lippincott Williams & Wilkins)'®.

Erhihter PO, Spiegel lasst Ca
Konzentration weiter ansteizen

Extraossarer Raum

ro, T

\h- ._ /,' '\./ ‘e o’ o o

Osteoblast -

Ca " +P0y ——> CaPO,
CaPO, + CaPO, —2—y Ca,(PO,L(0H)]

Erbibter Ca ™ Spiezel fiihrt
n AP - Selretion, die die PO,
Konzentration ansteigen Lisst

Vesikeletozytose mit AP
w. Pyrophosphatase durch

OCN - Produktion im Zellkern
durch Aktiviernng von TF zB.
Runx? oder Osterix

* AP + Pyrophosphatase Erreichen gewiser Kon-
zentrationsspiegel v. Ca &

POy

Mineralisierungsprozess intraossir o. extragssir

Abb.19: Schematischer Ablauf der Bildung einer Knochematrix

Die beiden fir diesen Prozess verantwortlichen Proteine, OCN und AP, werden durch die
Aktivierung bestimmterTF, wie z.B. Runx2 o. Osterix und Uber die Aktivierung der
spezifischen Gene verstarkt exprimiert. Unterschiedliche GF, wie auch da§ Bi\Ben u.a.

an diesen TF ihren Angriffspunkt und steigern so gezielt die Ossifikatibmg.

osteoinduktiven Prozesse

1.3.2. Fibroblasten

Fibroblasten sind bewegliche, aber ortsstandige Bindegewebszellen mesenchymaler Herkunft
und verantwortlich fir die Synthese von Kollagenen, insbesondere von Kollagen Typ | und
1119, elastischerund retikuldren Fasern. Zusétzlich produzieren sie fiir die EZM Substanzen
wie Protee u. Glykosaminoglykane, Aggrecane, die fur die erhohte Festigkeit der EZM

sorgen. Dabei stellen die Fibroblasten die aktivierte Form dar, in deren Zustand die
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Produktion wn den zuvor genannten Produkten stark erhoht ist. Diese Aktivierung findet z.B.
bei Prozessen der Wundheilung, im Wachstum und Aufbau neuen Gewebes statt. Die
inaktiven Formen dieser Zelltypen werden als Fibrozyten bezeichnet, bei denen es sich um
nicht mehr aktive FB handelt, die sich in der von ihr produzierten EZM eingelagert haben.
(Aus: M.H.Ross u. W. Pawlingilistology a Text and Atlas,ts Edition, Lippincott Williams

& Wilkins )", Fibroblasten spielen bei der Knoch®ahnerinteraktion und insbemdere bei

der Einheilung von Sehnentransplantaten in den Knochen eine entscheidend®. Rolle

Bisher sind leider nur wenige Studien verdffentlicht worden, die dieses Zusammenspiel in
vitro beobachtet haben und zusmderen auch dekinfluss von BMP-7 auf Fibroblasten
erforscht haben. Als Beispiel sei hier die Studie von Yamada et al angegetdenerstmalig

der positive Einfluss von BMI? auf die Proliferation von Sehn&ellen und deren Synthese

von Proteoglykaen und Kollagen nachgewiesen wurde
1.3.3. SehneriBéander

Sehnen bestehen aus parallel gebiindelten Kollagenfasern, wobei auch hier die Kollagen
Typen | und 1l vorherrschend sind. Zwischen diesen Bundeln liegen Reihen von
Fibroblasten, die hier als Tendinozyten bezeichnet warddrdie die vorhandenen Kollagen

fasern produzieren. Diese Tendinozyten sind noch einmal von einer spezialisierten EZM
umgeben, die sie von den umgebenden Kollagenfasern trennt. Die gesamte Sehne ist umgeben
von dem Epitendineum. Ausgehend von dieser kBiruwird die Sehne durch das
Endotendineum in kleinere Bundel unterteilt. Durch das Endotendineum ziehen dann auch
kleine Blutgefal3e und Nerven mit, die die Sehne versof@ers: M.H.Ross u. W. Pawlina,
Histology a Text and Atlas, Fifth Edition, LippintdVilliams & Wilkins)". Bander sind

wie Sehnen aufgebaut, bestehend aus parallelen Fasern und Fibroblasten. Im Gegensatz zu
den Sehnen sind die Kollagenfasern weniger geordnet. Obwohl Kadlagem
Hauptbestandteil der B&ander darstellen, beinhalteeranB8ander, je nach ihrer Lokalisation,

noch andere Substanzen, wie z.B. elastische Fasern im Lig. flé&us).M.H.Ross u. W.

Pawlina, Histology a Text and Atlas, Fifth Edition, Lippincott Williams & Wilkif8)
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1.4. Grunduberlegungen und allgemeine Frgestellung

Der Erfolg einer VKBPlastik steht und fallt mit dem Erfolg des Einwachsens des
Transplantats und desskmegrationim Bohrkanal. Das Einwachsverhalten zu beschleunigen
und die Festigkeit zu erhéhen, um so die Fehlerrate zu senken, ist vensdhbn seit
einigen Jahren Ziel mehrerer Arbeitsgruppsowie klinischer und experimenteller Studien
gewesen.

In diesem Zusammenhang wurnaigttrlichauchuntersucht, oldie bekannterosteoinduktiven
und proliferativen Eigenschaften von BMRauf den Kimchen auch einen positiven Einfluss

auf das Einwachsverhalten und ttitegrationdes Transplantats im Bohrkanal besitZén

Aufbauend auf dieseGrundlage, sollten mit dieseme¥such digfolgendenFragen geklart
werden

1. Wie verlauftdas Einwachsverhalten bezlglider KnocherSehnerinteraktior?

2. Gibt es in diesem Zusammenhang stérende Faktorelebmteraktion von OB und FB
3. Konnen diese Prozesse durch die GabeRMdIP-7 beschleunigt werden?

4. Bestehemeben den proliferativen Eigenschaftem BMP-7 auch hemmende Faktoren?

Zusatzlich sollte durch diesen Versuch eirvitno-Modell entwickelt und etabliert werden,

welches es ermdglicht, nachfolgenden StudieGalsdlage zu dienen.

Da viele vorherige Ulersuchungen zu diesem Themavino-Studien waren und diewtro-
Studien fast ausschlieBlich die Wirkung von BMPauf Osteoblasten und nicht auf
Fibroblasten untersucht haben, ist in dieser Studie sowolttid#uss auf Osteoblasterals
auchauf Fibroblasteruntersuchtvorden.

Zudem sind in dieser Arbeit nach unserer Kenntnis Sehrzeim erstenMal in vitro

langzeitkultiviert worden.
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2. Material

2.1. Laborgerate

Autoklav
Zellzahler
Zentrifuge

Brutschrank
Kuhlschrank
Mikroskop

Wasserbad
Vortex
Prazisionswaage

Magnetrihrer

Mikrotom
Vakuumpumpe
Critical point Kammer
Sputter Coater

REM

Hubpipette

Pipette

2.2. Chemikalien

Aqua dest
NaCl 0,%
Casyton

Fibrinkleber

Earl’s solution

und Instrumente

biomedis®

Casyl

Labofuge 400R
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5402
Heracell 150
Liebherr profi Lhe
Leica DMIL
Aristomet
Exatherm P5 electronic
Vortex Genie 2
SBC 32

Schott

MR 2002
PolycutE

Multipette plus
Glison pipetman

CASY ®ton

Scharfe System

tuttnauer 3850 EL
Schéarfe System
Heraeus Instruments
Eppendorf
Eppendorf

Thermo scientific
Liebherr

Leica

Leitz

Julabo/scientific Industries

scientific Industries
Scaltec
Schottinstruments
Heidolph
ReichertJung

Heraeus

Eppendorf

Cat. No.: 04300037 P

TISSUCOL Duo S 1ml

Earl’s solution 500ml

Baxter

Biochrom Ag
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Ethanol absolut

Ethanol %
Ethanol 70%

Ethanol 80%

Ethanol 90%

Ethanol 100%

Paraformaldehyd Paraformaldehyd 1kg
Xylol Xylol 2,5l
Technovit Technovit 9100 Neu

Cacodylic acid

Sucrose

Glutardiallehyd-Lsg.

Cacodylic acid 100g

Sucrose 5009

Glutardialdehyelsg 250ml

Aceton Aceton 2,%

2-MEA 2-Methoxyethylacetat 2,9
BMP-7 BMP-7 4g

VitD3 Cholecalciferol 1g
Gentamycin Gentamycin 10l
AmphotericinB AmphotericinB 10|

FCS FCS 500n|

Accutase Accutasel00ml
Silbernitrat Silbernitrat

Natriumkarbonat
Formaldehyel_sg.

Natriumthiosulfat

Natriumkarbonat 1kg
FormaleehydLsg. 2,5l
Natriumthiosulfat 500g

MgClI2 Magnesiumchlorid 2509
ZnCl2 Zinkchlorid 100g
TRIS TRIS kg
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Fischer GmbH

Merck

J.T.Baker

Heraeus Kulzer
SERVA

SIGMA
Merck
Honeywell
Merck
Stryker
SIGMA
SIGMA
PAA

PAA

PAA Laboratory
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

SIGMA

uUSB

Cat. No.: 4511
Lot No.: 7129101

Cat. No.: 1.04005
Lot No.: 9690305905
Cat. No.: 8118

Lot No.: 0734803003
Lot No.: 010054

Cat. No.: 15540

Lot. No.: 071040
Cat. No.: S9378

Lot No.: 32M0903
Cat. No.: 1.04239
Lot No.: C702039406
Cat. No.: 10303370
Lot No.: 81570

Cat. No.: 8.06061
Lot. No.: 5298061909

Lot No.: C97561G
Lot. No.: 809M00724
Cat. No.: P11001

Lot No.: PO0108)712
Cat. No: A15101
Lot No.: A10109345
Cat. No.: L11007

Lot No: HO7123

Cat. No.: 1512

Cat. No.: 902

Cat. No.: 1.04002
Cat. No.: 6516

Cat. No.: 5833

Cat. No.: 24875

Lot No.: 36H0380
Cat. No.: 22643



TritonX

Perjodséaure
NaHCO3
Chloralhydrat

Harnstoff

DTT
Alcianblau
Essigsaure 3%
Natriumazetat
Pararosanillin
Osmiumtetroxid
Penicillin
Streptomycin
Salzsaure
Natriumdisulfit
Hamatoxylin
Natriumjodat

TritonX 100ml SIGMA

Merck
Natriumhydrogencarbonat 1klylerck
Chloralhydrat 100g SIGMA

Perjodséure 259

Urea enzyme grade
DTT

Alcianblau
Essigsaure 3%
Natriumazetat
Pararosanillin
Osmiumtetroxid
Penicillin
Streptomycin
Salzsaure
Natriumdisulfit
Hamatoxylin
Natriumjodat

Aluminiumkaliumsulfaluminiumkaliumsulfat

Zitronensaure

Silbernitratldsung (%):

PrimarfixationsLsg.:

Natriumthiosulat-Lsg.:

Natriumkarbonat

Formaldehyelsg.:

Zitronenséaure

Lésungen und andere Reagenzien

Silbernitrat

Aqua des

Cacodylic acid

Sucrose
Glutardialdehyel_sg. (25%)
Natriumthiosulfat

Aqua dest
Natriumkarbonat

wasserfrei Formaldehyldsg.

Aqua dest
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59
100ml
5,35¢
8,569
30ml
9
133ml

10g
50nl
150ml

Lot No.: 80051

Cat.
Lot No.:
Cat.
Cat.
Cat.

No

No
No
No

.. 18787
052K0024
.. 1.00524

.- 1.06329

.. G8383

Lot No.: 118F0639

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

No.:
No.:
No.:
Na:

No.:

No.:
No.:
No.:
No.:
No.:
No.:
No.:
No.:



Alcianblaulésung

Schiff'sche Reagenz:

Stammlésung I

Hamalaun:

PréainfiltrationsLsg.:

Infiltrations-Lsg.:

Stocksolution A:

Stocksolution B:

Alcianblau
3%ige Essigsaure
0,5%ige Perjodsaure

0,2 M Natriumazetak sg
— Natriumazetat 0,272g in 10 ml Aqua dest

Perjodsaure
Aqua dest
Ethanol abs.
Pararosanillin
1 N Salzséare
Natriumdisulfit
Aqua dest
Hamatoxylin
Natriumjodat
Aluminiumkaliumsulfat
Aqua dest
Chloralhydrat
Zitronensaure
Technovit
Harter 1
Technovit
Harter 1
PMMA Puder
Technovit
Harter 1
PMMA Puder
Technovit
Harter 2

Regulato

Schneideflissigkeit (Alkohol 60%)
Streckflussigkeit (Alkohol 90%, Spulmittel)

2.3. Puffer

PBS Dulbeco
REM-Puffer:

Biochrom Ag Lot No.: 1333T
Cacodylat 0,1M
Sucrose 0,1M
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19
100ml

10ml

0,8g
20ml
70ml
59
150ml
59
850ml
2,59
0,59
125mi
2,89
125¢g
2,59
200ml
19
250ml
19
209
500ml
39
80g
50ml
4ml
2ml

21,4/l
34,2/l



Lyse-Puffer (1L): MgClI2 1mM 203,3ng

TRIS 20mM 2422,8ng

ZnCI2 0,1mM 13,63ng

TritonX 250u/250ml
Harnstoffpuffer: Urea enzyme grade 8M 48,48d.00ml
DTT 20mM 0,3084¢.00ml

2.4. Kulturmedium

BGJb Medium Fitton Jackson Modification w/L-Glutamin
—» NaHCO3 1,29/l

— Penicillin 5ml/l

— Streptomycin 5ml/l

— Gentamycinsml/I

— FCS 50ml/l

— Vit D3 400ng/ml

— BMP-7 40ng/ml

2.5. TestKits

ELISA-Assay 96 Well Plate: LDH

Lot No. L9102870

Lot. No.:03002098 122

— RocheDiagnostics Mannheim - Reagenz 1: 80 mM Wiethylglucamin, (pH 9.4/8°C),

12.4 mM Lithium Lactat

- Reagenz 2: 12.4 mM NicotiAdeninDinucleotid

Lactat

Lot. No.:11822837 190

- Reagnez 1: gepufferte Ascorbatoxidase 6 U/ml; 100

pkat/l; H-donor

- Reagenz 2: 0.2 mg/ml (0.98 mM)Amino-Antipyrin,
mikrobieller LOD (3 U/ml; 50 pkat/l) und Meerrettich

POD (4.8 U/ml; 80 pkat/l)

ALP/AP

Lot. N0.:12172933 122

- Reagenz 1: 224mM-2mino2-methyt1-propanol (pH
10.44 / 30°C), 0.5 mM Magnesiumacetat, 0.1 mM
Zinksulfat, 0.5 mM N(2-Hydroxyethyl}ethylen-diamin

triacetic acid
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OCN-ELISA 96 Well Plate:

2.6.

Einbettkasten
Einmalhandschuhe
Einmalhandschuhe
Einmalpinzetten
Einmalskalpell

Falcon Tubes

Glaspipetten
Kulturgefal3e

Objekttrager
Parafilm
Pasteurpipette

Pipettenspitzen

Probenbehélter

Reaktionsgefalie

SpritzenvorsatZzfilter

Sterile Abdecktiicher

Sterifilter
Zellkulturschale

Wellplates

Lot No.:906333 / Cat. No.: 8002

Verbrauchsmaterialien

Einbettkasten medite Medizint. Cat. No.:
Nobaglove Latex Cat. No.:
Reha Profile Plus Hartmann Cat. No.:
Reha Einmalpinzette Hartmann Cat. No.:
Surgical Disposable Scalpel B/Braun Cat. No.:
Falcon Tubes greiner bieone GmbH

15ml Cat. No.: 420956

50ml Cat. No.: 227261

Glaspipetten 1@l greiner bieone GmbH Cat. No.:
5Cellstar Tissue culture dishageiner bicone GmbH Cat. No.:
15Cdlstar Tissue culture dishegreiner bicone GmbH Cat. No.:
Lumox DISH 35 TCQualitat greiner bieone GmbH Cat. No.:
Superfrost Plus Objekttrager Thermo scientific Cat. No.:
Laboratory Film AmericanNat. Can TM
Pasteurpipette NatreiRalk-GlasBRAND Cat. No.:
Tip One Bevelled Filter Tips

0,17 10ul Cat. No.:
1 7 20u Cat. No.:
1 7 50ul Cat. No.:
1 71 200u Cat. No.:
1 71 100Qu Cat. No.:
Probenbehélter Kobe Cat. No.:
Eppendorf Safe Lock Tubes Eppendorf

1,5ml Cat. No.:
2,0ml Cat.No.
Spritzenvorsatzfilter Fisherbrand Cat. No.:
Foliodrape Abdecktiicher  Hartmann Cat. No.:
Botle Top Filter Nalgene Cat. No.:
Tissue Cultve Flasks5 greiner biecone GmbH Cat. No.:
Tissue Culture Plates greiner bieone GmbH

6 Well Cat. No.:
96 Well Cat. No.:
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Micro Vue Bone Health Quidel Corporation
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0030120086
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3. Methoden

3.1. Versuchsbeschreibung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mittels zwel&rsuche, den Effekt von BMP auf Sehnen,

OB und FB zu untersuchen und dabei zu dokumentieren, ob durch eine Gabe veh BMP
Wachstums und Integrationsmzesse beschleunigt werden kénnen, positive Effekte
bezuglich der KnocheBehnernteraktion hervorgedn und ggfauch bislang nicht bekannte
fordernde oder hemmende Faktoren zu beobachten sind.

Diesbeziglich wurde die Arbeit in zwei Versuche aufgeteilt: Einem Hauptversuch, mit einer
Laufzeit von 10 Wochen, deich primar um dn Einfluss von BMPF7 auf die Sehnen
Kulturen richteteund einem Zusatzversuchit einer Laufzeit von 24 Tagen, der primér das
Ziel hatte, den BMFY Einfluss aufin in-vitro befindliche,OB und FB zu untersuchen.

Dadurch sollte gewahrleistet werden, dass alle Bestandteile die neei \&KB-Plastik in
Kontakt zu einander treten, namlich Sehifeansplantat, FB aus dem Transplantat und OB

im Bohrkanal, in Bezug auf das BMR, beobachtet werden.

3.1.1. Hauptversuch

Im Hauptversuch wurden 4wvitro-Kulturen, bestehend aus OB und Sehnen, Istetie die

Uber einen Zeitraum vorl0 Wochenbeobachtet worden sind. Es wurden in diesem
Zusammenhang vier Gruppen erstellt, um die verschiedenen Effekte besser unterscheiden und
beobachten zu konnen. Alle vier Gruppen enthielten bovine Sehnen (pro Gre@pelie
vorher prépariert und mittels eines Fibrinklebers in der Kulturschale fixiert wurden. Gruppe 1
enthielt neben der Sehne die Zugabe von vorher kultivierten bovinen OB und erhielt bei
jedem Mediumwechsel (W) eine Applikation von 400 ng/ml BMP. Gruppe 2 enthielt
neben der Sehne nur die Zugabe von bovinen OB und wurde nicht mit7B&&Psorgt.
Gruppe 3 enthielt nur die Sehne, wurde aber, wie die Gruppe 1, bei jedem MW mit 400 ng/ml|
BMP-7 versorgt. Gruppe 4 enthielt nur die Sehne und bekam wedeebOB noch BMP7
appliziert (siehe auch Abb. 20). Als Kontrolle diente aaseMedium mit OB.

Die Sehnen und Zellen aller Gruppen wurden mit B&#lium (50 ml/l FCS, 400 ng/ml
VitD3, 1,2 g/l NaHCQund je 5ml/l Streptomycin, Gentamycin und Penicilkal)tiviert. Die
Versorgung der Zellkulturen, incl. der Sehnen, der Gruppdnuhd der Kontrollgruppe
(Medium+OB) erfolgte im Brutschrank bei 100% Luftfeuchtigkeit (5% £ Qnd einer
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Temperatur von 3T. Alle zwei Tage erfolgte ein MWm Abstand von 7 Tanwurden bei

den durchzufihrenden MWdie Mediumuiberstandebpipetiert, in EppendordHutchen
Uberfihrt und anschlieBendei 7180°C tiefgefroren undfiir spatere klinisch-chemische
Analysen verwendetim Abstand von 28 Tagen wurdens jeder Grupp@ der Kulturschalen

aus dem laufenden Versuelmtnommenvon denerezwei Kulturen fur die Bestimmung der

AP nach Zelllyse und eine fur die histologische und rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen der Sehne verwendetden Der Versuch endete nach einer @afaufzeit

von 10 Wochen(70 Tage)siehe Abb.20).

In vitro Hauptversuch

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Sehne + OB + BMP 7 Sehne + OB Sehne + BMP 7 Sehne
n=9 n=9 n=9 n=9
Start Start
4———— MWalle48h ——>»||«——— MW alle48Sh ——>»| |«——— MWalle48h ——>
*—— BMP 7 - Applik /MW “«——— BMP 7- Applik / MW

4 Wochen
(28 Tage)

2 der entnommenen Kulturschalen fiir Lyse-Bestimmung u.

Entnahme von 3 Kulturschalen/Gruppe (n = 3)
1 fiir REM und Histologie

4 Wochen
(28 Tage)

«——— BMP 7 Applik / MW

“«——— MWalle48 h —)i(— MW alle 48 h ——>

€«——— MW alle 48 h
<“——— BMP 7— Applik. / MW

—

8 Wochen
(56 Tage)

Entnahme von 3 Kulturschalen/Gruppe (n = 3)

2 der entnommenen Kulturschalen fiir Lyse Bestimmung u. 1 fiir REM und Histologie

8 Wochen
(56 Tage)

€——— BMP 7 Applik. / MW

«————— MWalled§h ———>||«——— MWalled8h ———— | |«——— MWalle48 h ——>
€——— BMP 7 - Applik / MW

10 Wochen
(70 Tage)

Entnahme von 3 Kulturschalen/Gruppe (n = 3)

2 der entnommenen Kulturschalen fiir Lyse-Bestimmung u. 1 fiir REM und Histologie

10 Wochen
(70 Tage)

ENDE

ENDE

Abb. 20: Aufbau und Ablauf des Hauptversuches
OB = Osteoblasten, MW = Mediumwechsel, REM = Rasterelektronenmikroskopie,
Lvse = Zell-Lvse

3.1.2. Zusatzversuch

Im Zusatzversuch sollten die Verdnderungen von zellularen Eigenschaften der beteiligten
Zellen unter der Zugabe von BMPuntersucht werden. Zu diesem Anlass wurden mehrere
Gruppen gelbdet In Gruppe 1 wurddei jedemMW 400hg/ml BMP-7 appliziert.Bei der
Gruppe 2 wurden OB ohne Zugabe von BWIRultiviert. In Gruppe 3 wurden FB kultiviert,

die beim 48stindigen MW jeweils 400 ng/ml BMRerhielten. In Gruppe 4 wurden FB ohne
Zugabe vorBMP-7 kultiviert. In Gruppe 5 wurden OB und FB in einem Verhéaltnis von 80%
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zu 20% kultiviert, die mit 400 ng/ml BMP/MW versorgt wurdemnd Gruppe 6 enthielt nur
die reine Mischkultur aus OB und FB oheiaeBMP-7 Applikation.

Die im Auswachsverfahrenegiichteten OB und FB wurden in einer Konzentration von
320000Zellen’ml in 6 WellPlates ausgesawobei fir jede Gruppesechs 6Well Platesnit
den geziichteten Zellen beimpft wurd@=36) Die Zellzahlermittlung erfolgte am Casy
Zellzahler (siehe auch Ab21)

Alle sechs Gruppen wurden mit B&Iedium (50 ml/l FCS, 400 ng/ml Vit)) 1,2 g/l
NaHCQG; und je 5ml/l Streptomycin, Gentamycin und Penicillvgrsorgt Diese sechs
Gruppen wurden dann im Brutschrank bei 100% Luftfeuchtigkeit (5%) @@d einer
Tenperatur von 37 °C kultiviert. Alle zwei Tage erfolgte ein M#le 4 Tagewurdendie
Mediumuberstandabpipettiert, in Eppendoe#iitchen tGberfuhrt und anschliel3emel 1 80°C
tiefgefroren undur spatereklinisch-chemischeAnalysen verwendetEbenfalls allevier Tage
wurde pro Gruppeine 6 WellPlateentnommenn=6) und fur die Zelllyse aufbereitet. Die
gewonnenen Lysate wurden bis zweiteren klinisch-chemischen Analysebei i 80°C
gelagert. Die Gesamtlaufzeit dieses Versuches betrug 24 Tage (siehe Abb. 21)

In vitro Zusatzversuch

p
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
OB ~BMP 7 0B FE+BMP7 FB OB+ FB+BMP 7 OB+ FB
n=36 n=36 =36 L n=3§ n=35 n=3§
| «— MWalle45h —> «— MWalledSh —>» Uq— MW alle 45—
k¥4 AV
[ 4. Tag Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 4. Tag ]
| “— MWalledSh —r-| U:(— MW alle 48 —hU U{— MW alle45h —3 |
AV
[ 8. Tag Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 8. Tag ]
| “— MWalle 48k —b»| U-t— MW alle 48 I —J-U U{— MW alle 45 b |
k¥
[ 12. Ta: Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 12.T }
€— MWalledSh —> MWalledSh —> | |4— MW alle 48 b
46 EMP T Applik (MW () 1—3 \F T Applik. / MW &— EMP 7 Applik. :‘r.\ o
[ 16. Tag Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 16. Tag }
«— MWalledSh —3> <— MWalledSh —3> | |4— MW alle 480 —>
4 € BMP TApplik /MW () &— BMP 7 Applik. / MW <— EMP 7 Applik. (MW ()
[ 20. Tag Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 20. Tag ]
“— MWalle 45 h | | <— MWalled8h | |4— AW alle 48 b |
/€ BMP TApplik /MW () &— EMP 7 Applik / MW <— EMP 7 Applk. | MW ()
[ 24. Tag Entnahme von einer 6 well Platte zur Lyse — Bestimmung (n = 6) 24. Tag ]

O oo

Abb. 21: Aufbau und Ablauf des Zusatzversuches
OB = Osteoblasten, FB = Fibroblasten, MW = Mediumwechsel, Lyse = Zell-Lyse,

43



3.2. Praparation von bovinem Periost fur das Auswachsverfahren von OB zur

Gewinnung von Ré&-Osteoblasten (B)

Das Periost ist die &ulRerste, den Knochen umgebende, Schicht, die man in eine auliere
(fibrous layer) und eine innere (osteogenic laygejte unterteilt. Wahrend die aul3ere Seite

mit FB bestickt ist, enthalt die innere Seite Progenitorzellen, die sich in OB entwickeln.

Methodik zur Anziichtung von Osteoblasten

Der Unterschenkel eines frisch geschlachteten Rindes wird nach Entfernuf@lidesn
Laborgrundlichmit Wassegereinigt.Im Anschlul? erfolgeine Sauberunmit 96% Alkohol

Fir 15 min.wird der Unterschenkalannin diesem belassehrliernacherfolgt unter sterilen
Bedingungen die Abpraparation der Muskeln und Sehnen. Riatfemungdes Fettgewebes

liegt das Periost frei. Mit einem Einmalskalpell wird das Periost eingeschnitten, wobei der
Schnitt eine H6he von ca. 0,5cm und eine Lange entsprechend der Diaphyse aufweist. Zuletzt
wird das Periost vorsichtig mit einer Pinzette vonmokhen abgezogen und in eine
Kulturschale mit EARLE’s Salt Solution tberfuhrt. igiparierterPerioststreifen werden
3x20 min. bei 37°C auf einem rotierenden Schittler gewaschen. Im Anschluss erfolgt ein
Waschgang fir 20 min. bei 37°C, bei dem der EARLEalt Solution 500000URenicillin

und Streptomycin, 10ml/I Gentamycin unch@/| Amphotericin B hinzugefuhrt wurde. Nach
diesem Waschgang werden die Perioststreifen in einer Zellkulales@@=15cm) in 0,%0,5

cm grof3e Stlcke geschnitten und im Anschés je 8 Stlck gleichmaldig in me neue
Zellkulturschale (D=18&m) uberfuhrt, um ein konfluentes Auswachsen der POB zu
ermoglichenHierbei ist zu beachten, dadie innere, die knochennahe Seite auf den Boden
der Zellkulturschale platziervird. Jede Zellkdturschale wird mit 16l frischem BGJ
Medium (komplett) versorgt und bei 100 % Luftfeuchtigkeit (5% COnd 37°C im
Brutschrankaufbewahrt

Einmal pro Woche wird das Medium gewechselt, bis nach ca. 4 Wochen ein konfluenter
Zellrasen entstanden ist. Diegigllrasen wird nach 3 maligem Spilen mit PB®I Accutase
(6ml/Schale) abgeldst und in 20 BGJ>Medium aufgenommen. Digellsuspension wird bei
1400U/min/RT zentrifugiert und der Mediumuberstand verworfen. Das Zellpellet wird in
frischem BGJdMedium resusendiert und auf Eis zwischen gelagert. Als letzsehritt wird

die Zellsuspension mit-8°C kaltem Einfriermedium (incl. 20% DMSO) 1:1 in einem
Kryordhrchen gemischt, gekennzeichnet und in flissigetckstoff bis zum weiteren

Gebrauch gelagert.
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3.3. Praparation von bovinen Sehnen fir das Auswachsverfahren und die

Zichtung von Sehnenfibroblasten

Der Unterschenkel eines frisch geschlachteten Rindes wird nach Entfernung des Fells im
Labor grindlich mit Wasser gereinigt. Im Anschluf3 erfolgt eine Sauberung tirgehol.

Fur 15 min. wird der Unterschenkel dann in diesem belassen. Hiernach erfolgt unter sterilen
Bedingungen die Abpréaparation der Muskeln und Sehmavorzugt werden Sehnen
prapariert, die in Sehngleitgewebegeschitzt vorliegen. Diese werden dammsichtig aus

den Sehnenfachern herausgelost und vom Muskel abgetrennt und in PBS zwischengelagert
(Abb. 2 A-C)

Mit einem Einmalskalpell werden die Sehnen 3 2m grof3e Stiicke geschnitten und in
EARLE’s Salt Solution Uberfuhrt. DiprépariertenSehnestreifen werden 3x20 min. bei
37°C auf einem rotierenden Schuttler gewaschen. Im Anschluss erfolgt ein Waschgang fur 20
min. bei 37°C, bei dem der EARLE"s Salt Solution 500000U/I Penicillin und Streptomycin,
10ml/I Gentamycin und 2mg/l Amphotericin B himgafihrt wurde (siehe Abb.22D-F).

Nach diesem Waschgang werden die Sehnenstreifen in einer Zellkulturschale (D=15cm) in
0,5x0,5 cmgrolReStiickegeschnitten und im Anschluss jeB6Quadrate gleichmalig inne

neue Zellkulturschale (D=t®n) Uberfuhrt, um i@ konfluentes Auswachsen der FB zu
ermdoglichen. Jde Zellkulturschale wird mit I8l frischem BGdMedium (komplett) versorgt

und bei 100% Luftfeuchtigkeit (5% GPund 37°C im Brutschrankufbewahrt

Im Abstand von 7 Tagewird das Medium gewechselt, biach ca28 Tagerein konfluenter
Zellrasen entstanden ist. Dieser Zellrasen wird nach 3 maligem Spulen mineBScutase
(6ml/Schale) abgeldst und in @20 BGJMedium aufgenommerDie Zellsuspension wird bei
1400U/min/RT zentrifugiert und der Mediumibrsd verworfen. Das Zellpellet wird in
frischem BGJdMedium resuspendiert und auf Eis zwischen gelagert. Als letzten Schritt wird
die Zellsuspension mit-8°C kaltem Einfriermedium (incl. 20% NOSO) 1:1 in einem
Kryoréhrchen gemischt, gekennzeichnet und lissdigem Stickstoff bis zum weiteren

Gebrauch gelagert.

45



Abb.22 A - F:  A: boviner Unterschenkel vor Praparation, B: Sehne in Sehnenscheide (Pfeil)
C: Praparation der Sehne aus Sehnenscheide, D: Sehnen nach der Herauslésung
E: Sehnen in E A R L Bélion F: Sehnen nach Waschgangen in BGJ-Medium

3.4. Arbeitsschritte und Ablaufe im Hauptversuch

3.4.1. Zellzédhlung von POB und deren Aussaat

Nach mikroskopischer Beurteilung des Auswachsverhaltens der POB erfolgt die Ablésung
dieser von der Kulturschale. Bawerden die POB B mal mit 12ml PBS gewaschen und
anschliefend mit 8ml Accutase pro Kulturschale argtsund fir 1615 min. im Bruschrank
belassenSind die Zellen vom Boden abgelost (mikroskopische Beuwnbgi), werden zur
Kulturschale 1thl BGJ Medium hinzugegeben und eine Zellsuspension erstellt. Die
Kulturschale vird mehrere Male mit dem Versorgungsmedium Uberspult, um alle abgeldsten
Zellen in der Suspension in ein 50ml Falcon Tube Uberfihren zu kénnen. Die Uberfuhrte
Zellsuspension wd nun mit BG auf 30ml aufgefillt und fur 10 min. bei 1600 U/min.
zentrifugiert. Aus dem Falcon Tubdrd/der Mediumuiberstand abgesaugt und das Zellpellet
mit 10ml BGJ Medium aufgefillt und bis zu 20 mal resuspendiert. Zur Zellzaldang
Stammldsungler POB vird der CASY® 1-Zellzahler benutzt.
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Ablauf der Zellzahlung:

Als eine zentrale Rolle zur Bestimmung der Zellproliferation wird zu Beginn des Versuchs
die Anzahl an Zellen bestimmt, die fur die weitere Kultivierung verwendet werden. Zur
Messung wird in einem CaSgup gena®950pl Casyton isotonische Salzlésung eirggiprt

und zu dieser dann pDder vorher aufbereiteteBtammldsundiinzugegebenwelches 0,5%

der Stammldsung entspricidie beiden Losungen werden gut gemischt und anschlie3end die
Zellzahl durch Anaugen von 408 bestimmt. Die Messungen werden dreimal wiederholt
und im Anschluss ein Mittelwert erstelller angibt, wie viele vitale Zellen sich in der
Zellsuspension befinden (Prinzip der Zelldichtebestimmung siehe urtsemd. bei der
Messung z.B. 1@0 vitale Zellen pro 400ul gemessen wordergibt das eine Zellzahl in der

Stammldsung von 5 Mio. Zellen/10 ifsiehe Rechenbeispiehten).

50ul 400pl
l/\v l/\
0,5% Messvolumen
—_— .
400yl Messergebnis:1000 Zdlen
Stammldsung Zellsuspension 1000ZellenA00pul
10ml (10000p) 10ml (10000ul) 4% der Zellsuspension

|

25000 Zellen x 100% _ >5000zellen/1omi= 1000 Zellen x 100%
0,5% 4%
Stammldsung Zellsuspension

5000000 Zellen/10mE

In diesem Versuch betrugas Volumen des Versorgungsmediu®®&ml pro Lumox
Kulturschale.Fur das Rechenbeispiel bedeutet dies, dass pro Kulturschale 1250000 vitale
Zellen bei der ersten Medium Applikation ausgesaten.

Prinzip der Zelldichtebestimmung mit dem CASY® 1-Zellzahler

Der CASY® 1 Cell Counter ist ein elektronischer Zellzahler, welcher nach dem
Widerstandsmessprinzip arbeitet. Bei jeder Messung werden aus dem Probenbecher mit
isotoner ElektrolytldsungSuspensionZellsuspension in CASYton) 40@ | in eine Kap
eingesaugt. Diese Messkapillare hat einen Innendurchmesser \annil5 | ber zwe
Platinelektroden ist eine elektrische Spannung angelegt und sobald eine Zelle in die
Messkapillare eindringt, entsteht dar@ine Anderung des elektrischen Widerstands ein
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elektrischer Puls. Diese Widerstandsanderung kann entstehen, da eine Zelle wie ein Isolator in
einer Saule mit Elektrolytiosung wirkt. Diese Saule wird durch die Messkapillare begrenzt
und stellt einen defiarten Widerstand dar. Werden mehrere Zellen in die Messkapillare
eingesaugt, so entstehen entsprechend mehrere Pulse.

Die Anzahl der Pulse stellt dann die Zellzahl in der Probe dar. Der EAS¥Il Counter

kann auch die Grol3e der Pulse unterscheidersomit eine Grof3enverteilung darstellen. Die
groReren Pulse stellen die vitalen Zellen dar, die kleineren Pulse Zelldebris oder tote Zellen.
Avitale Zellen verursachen einen kleineren Puls, da ihre Zellmembran durchgéngig ist. Es
wird bei diesem Verfahrenur der Zellkern als Puls gewertet Vor jedem Experiment sollte
einmal eine Kalibrierung durchgefiihrt werden, sowie vor jeder Messung zur Kontrolle eine
Spulung mit reiner Elektrolytldsung.

Nach jedem Experiment sollte die Messkapillare gut gespultmin€CASY® cleanLdsung

gesaubenverden
3.4.2. Fibrinfixierung boviner Sehnen

Die praparierten Sehnenabschnitte wurden mittels Tisdtibahkleber zentral in die Lumox
Kulturschalen eingeklebt. Dieser ist ein zwei Komponenten Kleber, welcher nach
Herstellevorschrift angwarmt und im Verhaltnis 1:1 (b pro Komponente) an zwei Stellen
der LumoxKulturschale zur Fixierung der Sehnenabschnitte eingebracht wurde. Nach der
Fixierung erfolgte die Versorgung mit B@dedium, entsprechendlem gewlinschtem

Volumen van 2,5ml/Lumox-Kulturschale (sAbb. 23). Je nach Gruppenzugehdorigkeit erfolg

te die Aussaat voB20000POB/mI in das Versorgungsmedium, wie in 3.3&schrieben

Abb. 23: Fixierung der Sehne in Lumox-Kulturschale und Versorgung mit 2,5 ml BGJ-Medium
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3.4.3. Zellkulturbedingungen

Die Zellenwurden im Brutschrankbei 100%Luftfeuchtigkeit(5% CQ) und 37°Ckultiviert
(siehe S. 42, Abb. 20)

3.4.4. Versorgung der Zellkultur

Alle 48 hwurde dasMediumgewehset. Das Medium wurde dabei vaghauf 37°C erwarmt
und mt 40Mg/ml VitD; gemischt. Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurde dem
Versorgungsmedium ab&0hg/ml BMP-7 zugegeben (Gruppe 1 u.3).

3.4.5. Analyt- bzw. Probengewinnung

Jeden siebten Tag wurde das Kulturmedium zwecks weiterer Bestimmungen beim MW in
2ml EppendorfCups Uberfihrt und béi80°C eingefroren. Vor diesem MW erfolgte einen
Tag vorher ein MW mit FCS freiem Medium. AIB8 Tagewurden aus jeder Gruppe 3 der
Proben aus dem laufenden Versuch herausgenommen. Von diesen Proben2wirddie
Zelllyse weiterbearbeitet und. Probezur Histologie und REM aufbereiteti€he S. 42Abb.

20).

3.4.6. Zelllyse zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase

Die vorher entnommenen Lumdsulturschalen (siehe AbbOu. 3.3.5.) wurden 3 x mit PBS
gewaschen und anschlieBend r@ibml Lyse Puffer befullt und auf Eis kihl gelagert. Die
Sehnen wurden aus der LumKxlturschale herausgenommen und in Histologie
Einbettk&sten dberfuhrt und katalogisiert. Die verbliebenen Zellen in den EKoitx-
schalen wurden mittels eines RuUhrgmbvom Boden abgeldst und mdglichst gut homo
genisiert. War eine gleichmalige Zellsuspension entstanden, weskeidivorher beschrif

tete 1,5nl Eppendorf Cups tberfiihrt und heB0O°C flr weitere Bestimmungen tiefgefroren.
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3.5. Arbeitsschritte und Abldufe im Zusatzversuch

3.5.1. Zellzahlung von POB, FB und Mischkultur und deren Aussaat

Nach mikroskopischer Beurteilung des Auswachsverhaltens der POB und FB attigte
Aufbereitung Dazu wurden @& POB und FB 2 bis 3 mal mit &2 PBS gwaschen und
anschlieBnd mit &nl Accutase pro Kulturschale versorgt und fur 10 bis 15 min. im
Brutschrank belassenHatten die Zellen sich vom Boden abgeldst (mikroskopische
Beurteiung), wurde zur Kulturschale 10ml B®fedium hinzugegeben und eine
Zellsuspension erstellt. Die Kulturschale wurde dannca. 20mal mit dem
Versorgungsmedium Uberspiilhd die abgeldsteZellsuspension in eirbOml Falcon Tube
uberfiht. Die Zellsuspension wurde nun mit BGJ auf 30ml aufgefullt und fir 10 min. bei
1600 U/min. zentrifugiert. Aus dem Falt Tube wurde der Mediumuberstand abgesaugt und
das verbliebene Zellpellet mit @l BGJ}Medium aufgeflllt und bis zB0-mal resuspendiert.
Zur Zellzahlung deBtammlésungen détOB und FB wurde der CASYL Zellzahler benutzt.
Dieser musste vor Beginn melgeMale mit Casyton FlUssigkeit gespult werden. Zur
Messung wurden dann ieinem Probenbecher genau 9950asytonFlussigkeit einpiptiert

und zu dieser dann p0der vorher aufbereiteteBtammldsunghinzugegebenDie beiden
Lésungen wrden gut gemischtnd anschlieend die Zellzahl durch Ansaugen vonué400
bestimmt. Die Messungen unden dreimal wiederholt und im Anschluss ein Mittelwert
erstellt(Prinzip der Zellzahlbestimmung siehe auch Ablauf der Zellzahlung, S. 47)

In diesem Versuch betrug das Volumeles Versorgungsmediums 2,5ml pro Lumox
Kulturschale. Fur die Erstellung der P&GB-Mischkultur im Verhaltnis 80:20, wurde der
bestimmte Zellgehalt aus der Stammlésung der POB und FB entsprechend dem Verhéltnis

entnommen und gemischt.

3.5.2. Zellkulturbedingung en

Die Zellenwurden im Brutschrankbei 100%Luftfeuchtigkeit(5% CO,) und 37°Ckultiviert
(siehe S. 43, Abb. 21)
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3.5.3. Versorgung der Zellkultur

Alle 48 h wurdedasMedium gewechseltDas Mediumwurde dabei vorher auf 37°C erwarmt
und jede KulturscaleGruppe erhielt 406g/ml VitDs Je nach Gruppenzugehdrigkeit (Gruppe
1, 3 und 5) erfolgte ab dem 3. MW diegelmalRige Applikation von 469/ml BMP-7 bei
jedem MW (siehé&.43,Abb. 21).

3.5.4. Analyt- bzw. Probengewinnung

Jeden vierten Tag wurde das Kulturmedizwecks weiterer Bestimmungen beim MW in 2ml
Eppendorf Cups uberfiihrt und big80°C eingefroren. Ebenfalls alle 4 Tage parallel, zum
Einfrieren des Mediumiberstand@gjrdeaus jededer sechs Versuchsgruppeime 6 Well-
Plate aus der laufenden Versucksre entnommen(siehe S.43, Abb. 21und im weiteren
Verlauf zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase aufbereitet, wie in 3.5.5. beschrieben

3.5.5. Zelllyse zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase

Die aus der laufenden Versuchsreihe entnommene 6Ri&d (pro Versuchsgruppevurde

zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase aus der ZeHllysemit 2ml PBS bei RT
gewaschendie Zellenmit 0,5ml Accutase unter Mikroskopkontrolle abgeldst und in ein mit
1,5ml BG3Medium beflllten, 2ml Eppende@up aufgeommen. Anschlielend erfolgte die
Zentrifugation bei 1600 U/min. Der Uberstand wurde abgesaugt und der EppEngoniit
1ml PBS beflllt. Das Zellpellet wurde in 1ml PBS homagjent und auf Eis gelagert (@}.

Arbeitsschritt fir die spatere Bestimmungder alkalischen Phosphatase

80% (80Qul) der homogenisierten Zellsuspension wurden bei 1600 U/min 10 min.
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 0,5miRwféer aufgenommen

und 30 min. auf Eis homogenisiert. Anschlie3end erfolggendichmalige Zentrifugation bei
14000 U/min fir weitere 10 min. Der Uberstand wurde diesmal in einen neuen Eppendorf
Cup uberfiihrt und Bizur weiteren Bestimmung bi&0°C aufbewahrt.

Die Bestimmung der AP erfolgte mittels eines ELi88says (Prinzipbechreibung siehe
3.8.).
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3.6. Histologie

3.6.1. Fixierung und Aufbereitung boviner Sehnen

Die Sehnen wurden nach Ausscheiden aus der VersuchsneiHestologie Einbetkasten
gelagert katalogisiert und in frisch angesetztem Paraformaldehyd fur 24h-&%&5 4dixiert.
Anschlie3end erfolgte die Wasserung durch flieRendes Leitungswasser fur 24h. Hiernach
durchlief die Sehne die aufsteigende Alkoholreihe, wobei die Sehnen fiur je 24 Stunden in
70%igen, 80%igen, 90%igen und 100%igen Alkohol Bdasvurden. Im Anschlussurden

die Sehnemit Xylol inkubiert Nach 24 Stundewurde dasXylol gewechselt und die Sehnen

fur weitere 24 Stunden in diesem belassenAnschlussvurden dieSehnerfur 24 Stunden

in Xylol-Technovitinkubiert mit anschlieendeWechsel in frisches Wol-Technovit, fur
weitere24 StundenHiernachwurden dieSehnen mittelserschiedeneLdsungenmit einer
Liegezeitvon je 24 Stunderpro Losung (PrainfiltrationsLsg. 1 und 1l sowie Infiltrations

Lsg. I und II) fixiert.

3.6.2. Einbettung der Sehnen

Zwecks der Einbettung erfolgte vorher die Zubereitung der Einbettl¢shestehendaus
StockA und StockB Losung(Zusammensetzung siehe S.38 Losungen und Reagerzien)
Sehnen wurden aus der Infiltratiebsg. 11 entnommen und aus den Histolegimbettkasta

in Einbettkammermplatziert Diese wurden katalogisiert und mit Einbettlosung vollstandig
geflllt. AnschlieBend wurden die eingebetteten Sehnen fur 10 min. in ein Vakuum Uberfihrt,
um Uberschissige Luft aus dem Harz herauszuldsen. Danach wurden ditk&iminern mit
PolyethylenFolie eingedeckelt undm Kuhlschrank, bis zur vollstandigen Aushéartung des

Harzes aufbewabhrt.
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3.6.3. Herstellung von histologischen Schnitten

Nach Polymerisationder eingebetteten Sehnen erfolgte die Herstellung histologischer
Schnitte. Hierbei wurden am Hartschnittmikrotom Polycut E Schnitte mit einer Dicke von
5um erstellt und auf Superfrost Plus Objekttrager aufgebracht. Die auf den Objekttrager
aufgebrachten Schnitte wurden im Anschluss mit Polyethiytdie bedeckt und fumehrere

Tage in den Warmeschrank tberfihrt.

3.6.4. Die Van KossaFéarbung

Das Prinzipdes histochemischen Nachweises von Calcium in Carbonaten oder Phosphaten
mittels der Van Koss&éarbung besteht darin, dass Calciumionen gegen Silberionen

ausgetauscht werdeand diese anschlieliend zu metallischem Silber reduziert werden

Hierbei werden mineralisierte Anteile des Knochengewebes schwarz und
Mineralisationsgrenzen schwarz granuliert dargest@llitch diese Farbung sollten in diesem

Versuch die Kalzifizierungsaale der Sehnen dargestellt und quantifiziert werden.

3.6.5. Die PAS-Alcianblau-Farbung

Die PAS-AlcianblauFarbung stellt eine Methode zur Differenzierung saurer Glykosamino
glykanen und neutralen Polysacchariden dar. Die sog.-R&ektion basiert darauf, das
durch die verwendete Perjodsaure bestimmte, hauptsachlich in Polysacchariden-vorkom
mende Atomgruppen zunachst aufgespalten und daraufiiitdebydenoxidiert werden. Die
anschlieBende Detektion der gebildeten Aldehyde, mit fuchsinschwefliger Saufé {Suts
Reagenz), fuhrt zu einer deutlichen Rotfarbung. Die {R&8ktion umfasst den Nachweis
von Polysacchariden, neutralen Glykosaminoglykanen, Muep Glycoproteinen,
Glykolipiden, ungesattigten Fettsauren und Phospholipiden. Bei dieser Farbemstitide
sich Osteoid blassrosa, mineralisiertes Gewebe blassrétlich, saure Glykosaminoglykane
blaugrtin, Zellkerne blau und sowohl Glykogen als auctc@pisoteine dunkel purpurrot dar.
Durch diese Farbung sollten in diesem Versuch Regionen mit neuer CBileloidlg und

mineralisierte Gewebe der Sehnen dargestellt und quantifiziert werden.
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Van Kossa-Stain-Farbung PAS-Alcianblau-Farbung

2-Methoxyethylacetat (Entblasten) 3x1h 2-Methoxyethylacetat (Entblasten) 3 x 20 min
Aceton 2 x 10 min. absteigende Alkoholreihe 1 min.
Aqua dest. 2 x5 min. Aqua dest. 2 x 3 min.
Farbung mit Silbernitrat-Lsg. 5% 1h Einstellen in 3%ige Essigsaure 3 min.
Kurzes spulen mit Aqua dest 2 x 10 sec. Farbung mit Alcianblau-Lsg. 2h
Reduzierung in Natriumkarbonat- Spillung mit Leitungswasser 5 min.
Formaldehyd 8 min. Einstellen in Perjodsaure 30 min.
Spilen mit Aqua dest 10 min. Spillung mit Leitungswasser 5 min.
Fixierung in Natriumthiosulfat 5 min. Einstellen in Schiff' sches Reag. 45 min.
Spilen in Leitungswasser 15 min. Spilung mit Leitungswasser 10 min.
Spullen mit Aqua dest 2 x 3 min. Farbung mit Hamalaun 10 min.
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun 1 x5 min. aufsteigende Alkoholreihe 3 min.
Blauen mit Leitungswasser 10 min. Dehydratisierung mit Xylol 2 x3 min
Aufsteigende Alkoholreihe 3 min. Eindeckung mit Entellan

Alkohol 100% 5 min.

Dehydratisierung mit Xylol 2 x 3 min.

Eindeckung mit Entellan

Farbeergebnis: Farbeergebnis:
mineralisierte Anteile Knochengewebe  schwarz Osteoid blassrosa
Mineralisationsgrenzen schwarz mineralisiertes Gewebe blassrotlich
(granuliert) saure Glykosaminoglykane blaugriin
Zellkerne dunkelrot Glycoproteine purpurrot
Zellkerne blau

Abb. 24: Farbeanleitung zur histologischen Farbung mittels v. Kossa und PAS-Alcianblau

3.7. Rasterelektronenmikroskopie

3.7.1. Fixierung und Aufbereitung boviner Sehnen

Die Sehnen wurden nach Entnahme (s. S. 39Ur 24h im Kduhlschrank in
Primarfixationslosungelassen. AnschlieRend erfolgte die SpulungREM-Puffer (s.S.40)
3 bis 5x10 min. Die Sekundarfixation erfolgte mittels folgendgchritte 4 h in
Osmiumtetroxid, 10 xSpulung mit Ajua dest., aufsteigende Alkohamihe (70%100%) 2
h/Alkohol, 2 bis 3 x Spilung mit Aceton 2 Adeton. Beim letzten Spulgang vden die

Sehnen im Aceton belassen und in die Critical point Kammer tberfiuhrt.

3.7.2. Critical Point Kammer und Sputter coater

Critical Point Kammer
Die sekundarfixierten, entwasserten Probamden einzeln in die Critical Point Kammer
(BAL-TEC GmbH, 58454 Witten) Uberfuhrt und dort mittels Gf@trocknet. Hierzu wurde

die Trocknungskammer solange mit 100%igem Aceton aufgefillt, bis die Proben gerade mit
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Aceton bedeckt waren. Uber @@urde die Trocknungskammer auf-8°C abgekiihltEs
entstancein AcetonCO,.Gemisch, welchesinen Druck von 5&2 Torr aufwies und in dem

die Proben fid5-20 Minuten belassewurden, bisAcetonCO,-Gemisch abgelassen wae.

Dieser Vorgang wurde ca-% x wiederholt,bis beimAblassen des Acete@O,-Gemisches

nur noch C@Kristalle und kein Aceton mehbgeflossen sind=ir den letzten Schritt wurde

CO; in die Trocknungskammer gefllt, die Heizung eingeschaltet und die Probe allm&hlich
erwdrmt. Bei 31,1°C und 72,9 Torwar der kritische Punkt erreicht. Das in der
Trocknungskammer verbliebene @Qvurde Uber einen Zeitraum von 116 Minuten
abgelassen, die getrockneten Proben aus der Trocknungskammer entnommen und auf einen

Aluminiumblock mit LeitGFolie aufgebracht.

Sputter coater

Die auf LeitGFolie aufgeklebten Proben usen im Anschluss inden Sputter coater
Uberfuhrt Dort wurde ein Vakuum erzeugt und a@s noch in der Kammer verbleibende
Luftgemisch mit Argon Uber mehrere Spillgdnge ausgetauscht. Nach Erreicten ei
kompletten Vakuums wden die ProbeabschlieRenanit 20mA fiir 90 Sekunden mit Gold
bedampft. Die mikroskopische Untersuchung und die Aufnahme von rasterelektronen
mikroskopischen Bildererfolgtenmittels REM JSM7500 F.

3.8. Analytbestimmung aus dem Haup- und Zusatzversuch

Alle gewonnenen Proben wurden bis zu ihrer Bestimmung tiefgefroren aufbewahrt. Die
Mediumuberstande aus dem Hauphd Zusatzversuch wurden Ke80°C tiefgefroren Aus

ihnen wurden AP, LDH, Lactat und OCN bestimmt. Aus den ZelllysdésnHauptversuchs
wurde die AP bestimmt und diese Proben b20°C aufbewahrt. Die Mediumuberstande des
Zusatzversuches wurden ebenfalls 1@0°C tiefgefroren. Aus ihnen wurden AP, LDH und
Lactat bestimmt. Aus den Zelllysaten des Zusatzversuches werdeethalt deAP ermittelt

und diese Proben be20°C tiefgefroren.

3.8.1. Bestimmung von AP, Lactat, LDH und OCN mittels ELISA-Assays

Diese vier Analyte wurden aus den Mediumiberstanden des -Hawoght Zusatzversuchs
bestimmt (mit Ausnahme von OCN, Bestimmung aus MU des Hauptversuchs). Ebenfalls
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mit dieser Methode wurde die AP aus den Zelllysaten des Haunat Zusatzversuchs
bestimmt.

Die Ergebnisse der Analyte AP, LDHnd Lactat wurden mittelsler unten aufgefiihrten
EnzymAssay Kits bestimmt, mit freundher Unterstlitzung der Abteilung fur Klinische
Chemie Marburg und Herrn PD Dr. Stief. Die OCN Bestimmung erfolgte durch die
Arbeitsgruppe selbst.

AP-ELISA -Assay
Dieser ELISAAssay misst die Aktivitat der AP Uber die Freisetzungsreaktion von freiem

pNA aws pNA-Phosphat, wazgu einer Gelbfarbung der Proben.

AP

+H0 + phosphate

A\ 4

Das entstandene pNAunde bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. 40ul Probe oder
Standards wurden mit 200 pl Reagenz 1 und mit 5@uh&1 p-Nitrophenylphosphat (pNA
Phosphat) in fwells (NUNC) fur 30 min. inkubiert und anschliel3end bei 23°C und einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Messung erfolgte Uber ein Microtiterplatten
Photometer (Milenia, DPC, Los Angeles, USA). Die Stanslavdren Lyphochék Level 1

und Level 2 (BioRad, Irvine, USA). Beide wurden im Verhaltnis 1:4 mit 0.9% NaCl verdunnt
und enthielten eine ARonzentration von 21.3 U/l (Level 1) und 75 U/l (Level 2) AP.

Lactat-ELISA -Assay

Der LactatELISA-Assay (TrindefReaktion) von Roche misst den Lacatatgehalt Gber die
Oxidationsreaktion, katalysiert durch die Lactatoxidase (LOD) vortatam Pyruvat. Das
dabei gebildete O, wird von der Peroxidase (POD) genutatn das farblose -Amino-

Antipyrin zu einenviolettenChromogen zu oxidieren.
LOD

A\ 4

+0, Pyruvat + HO,

POD
H,0, + H-donor + 4Amino-Antipyrin

Chromogen

A\ 4

Die Intensitat des gebildeten Chromogens ist direkt proportional zur Konzentration von Lactat
aus der Probe oder dem Standard. 2l Probe oder Standard wurden mikéa@ethz fir 5

min. bei 23°C in Polystyren-wells/96well plates (NUNC, Wiesbade@germany) ikubiert.
Anschlie3end wurden p0 Reagenz inzugegeben und nach 5 min bei 23°C der Anstieg

des Apsorptionsgrades beAX) 405 nm mit Hilfe eines Microtiterplatten Photometers
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(Milenia; DPC, Los Angeles, USA) gemessen. Die Standards waren tlygkioLevel 1
(4.22 mM Lactat) und Level 2 (1.11 mM Lactat)(BioRad, Irvine, USA).

LDH -ELISA -Assay
Der Lactatdehydrogenase (LDH) ELISXssay (WarburgReaktion) von Roche Diagnostics
misstdie LDH-Aktivitat von Proben und Standards tber den Protonen fEranen L-Lactate

auf NAD'". LOD

L-Lactate + NAD > Pyruvate + NADH + A

Das gebildete NADH + H wird bei einer Weknlange von 340 nm gemessenpuiBrobe

oder Standard wurden mit 200Reagenz Lnd mit 5@l Reagen 2 in Fwells/96well plates
(NUNC) inkubiert und nach 60 min bei 23°C mittels eines Microtiterplatten Photometers
(Tecan Sunrise, Crailsheim, Germany) gemessen. Die Standards waren LySHaeveikl

and Level 2 (BioRad, Irvine, USA). Beide Standards wardn Verléltnis 1:4 mit 0.9

NaCl verdiinnt und enthielten eine LEKkbnzentration von 40.3 U/l (Level 1) und 80 U/l
LDH (Level 2).

OsteocalcirELISA -Assay

Der OsteocalckELISA-Assay von Quidél Corporation ist ein kompetitiver Immunoassay,
der unter Zugabe von MaAnti-OsteocalcipAntikdrper, AnttMauslgG-AP-Konjugat und
pNPRSubstrat den OCiXGehalt quantifiziert. Auf einer 96well Platte wurdenPBrobe und
Standards aufgetragen, mit 125%nt-OCN (monoklonaleanttOCN-AK) beflllt und 120
min. inkubiert. Anshlielend erfolgte das dreimalige Waschen mit Waschpuffer, die
Applikation von 15@1 EnzymKonjugat (antiMauslgG-Ak) und eine weitere Inkubation
von 60 min. Nach einerarneutenWaschen der Wells mit Waschpuffer erfolgte die Zugabe
von 15Qu SubstratLosung (p-NitrophenytPhosphat, Diethanolamin, Magnesiumchlerid
Lsg. und 0,05% Natriumazid). Die Inkubationszeit in dieser Phase betsig Bbnuten. Sie
endete mit der Zugabe von | 305top-Losung (0,5N NaOH) und der Messung der optischen

Dichte bei einer Wétnlange von 405 nm mittels eines Microtiterplatten Photometers.

3.9. Fotodokumentation

Parallel zu den MW erfolgte eine mikroskopische Beurteilung des Wachstumverhaltens der

Zellkulturen und eine exemplarische Dokurtaion mit Hilfe mikroskopisch, digitaler
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Photographien tber die Dichte bzw. Konfluenz des Zellrasens, das Aussehen der Zellen und
etwaige Kontaminationen des Mediums mit Bakterien oder Pildemzu wurde eine Leica
DC300 genutzt und die Bilder mittels der Software Image Pro Plus 6.2. awdbereit

3.10. Statistik

Es wurden 60 Zellkulturlinien mit insgesamt 476 Messgruppen (2<n<10) mit 1318
paarweisen Signifikanztests analysiert.

Typische Ausreil3er wurden bei allen 476 Messgruppen mit einem konventionellen
Ausreil3ertest (15ache des Interquilsabstands) Uberprift und ggfs. eliminiert.
Signifikanztests wurden mittels MATLAB mit einem Zweistichprotterest fur abhangige
(Tab.47) Stichproben, in allen anderen Vergleichen mit einem Zweistichpitsbest fur
unabhéngige Daten durchgefiihr&(pO5).

Die datistisch@ Analysen erfolgten mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Thomas

Wiebringhaus (Westfalische Hochschule, Recklinghausen)
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4.  Ergebnisse

4.1. Ergebnisse des Hauptversuches aus den Mediumiberstanden

4.1.1. Ergebnisse aus der Bestimmung der AP

U/L
35

AP-Bestimmung

*kkok
30 Hittt

Woche
Woche
0. Woche

5 35 5
nmoon
wo ©
O 01

"1 "1
B ok~

25

20

15

10

10 Woche

——  Oruppel
Sehne+0OB+BMP-7

m—— Gruppe 2
Sehne+OB

Kontrollgruppe
Medium+OB

Abb. 25: AP-Bestimmung der Gruppen 1 und 2 Uber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2:

(**) p<0,01
(***) p < 0,001

Gruppe 2 vs. Kontrolle: (*¥) p < 0,05
(**) p<0,01

Gruppe 1 vs. Kontrolle: (#) p < 0,05

(**+) p < 0,001

(###) p < 0,001
Die Abb. 25 zeigt den Verlaf da AP-Aktivitat der Gruppe 1 (Sehm®©B+BMP-7) und
Gruppe 2 (Sehn€B) im Mediumiuberstand Uber einen Zeitraum von 10 Wochen. Zu
erkennen ist eirsignifikanter AP Anstieg der Gruppe 1 ab der Wocheug& ca. das
Sech&che(p-Wert: 1,32E14).
Im Vergleichzur Gruppe 1 ist der ABehalt der Gruppe 2 Uber die gesamte Laufzeit nahezu
konstant,bei einem Mittel um ca. 2 U/Die AP-Aktivitat der Gruppe lweist nach eine

Abnahmeum das Sechsfacha der Woche 3 eine kontinuierliche Zund Abnahme auf,
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guasi emen wellenférmigen Verlauf. Der ABpitzenwert von Woche 2 wird wéhrend der
ganzen Laufzeit nicht mehr erreicht.
Die Kontrolle zeigt im Vergleich zur Gruppe 1 und 2 einen niedrigen, konstanteGektlt.

UL AP-Bestimmung
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— Oruppe 3 Gruppe 4 Kontrollgruppe
Sehne+BMP-7 Sehne Medium+OB

Abb. 26: AP-Bestimmung der Gruppen 3 und 4 uber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 3 vs. 4. (***) p < 0,001 Gruppe 4 vs. Kontrolle: (¥) p < 0,05
Gruppe 3 vs. Kontrolle: (#) p <0,05 (**)p<0,01
(##) p<0,01 (**+) p < 0,001

(###) p < 0,001
In der Abb.26 ist der ARGehalt der Gruppen 3 (Sehne+BMPund 4 (Sehne) im Verlauf
von 10 Wochen dgestellt. Zu erkennen ist ein Aktivitdtsunterschied zwischen Gruppe 3 und
4 Uber den gesamten Versuchszeitraum.
Innerhalb der ersten zwei Wochemeist de AP-Aktivitat der Gruppe 3 einen signifikanten
Anstieg ummehr als die Halftewf (p< 0,0Ql) und verdreifacht sichim weiteren Verlauf
ausgebnd van der 1.Wochebis zumErreichendes ersten Spitzenwertes Erf#g 4.Woche
(p <0,0@). Im Anschluss daranimmt die ARAKktivitat bis zur 5. Woche um fast die Halfte
wieder abund verbleibt firweiterezwa Wochen nahezu konstaauf einem niedrigeren
Aktivitatsniveau Ende der 8. Woche hat sidie AP-Aktivitat, ausgehend von der 7. Woche,
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nahezu wieder verdoppelp <0,6). Zum Versuchsende islie AP-Aktivitdt um ca. 16%
gefallen, abedennoch 2,8ach oher, als der Ausgangswert.

Gruppe4 hat innerhalb der ersten Wochén Vergleich zur Gruppe &inen vergleichsweise
konstanten Anstieg, mit einsignifikantenVerdreifachungder ARAktivitat in der 5. Woche
(p < 0,@), ausgehend von der 1. Woclm. Anschluss darasinkt die AP-Aktivitat fast auf
Ausgangsniveau und steigt dandantinuierlichwieder a. Im ganzen Verlauist die AR
Aktivitat jedochdeutlich niedriger aldie derGruppe 3.

Die Kontrollezeigt im Vergleich zur Grupp&und4 einen niedgen, konstanten AlSehalt.

u/L AP-Bestimmung
35
*kk
30 Hitt
n=9 1-4. Woche
n=6 5-8. Woche
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A *

0 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Woche
— CTUPPE 1 — OTUPPE 3 Kontrollgruppe
Sehne+OB+BMP-7 Sehne+BMP-7 Medium+OB

Abb. 27: AP-Bestimmung der Gruppen 1 und 3 tUber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte und +/-
Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 3: (*) p<0,05 Gruppe 3 vs. Kontrolle: (*) p < 0,05
(+++) p < 0,001 (**) p<0,01
Gruppe 1 vs. Kontrolle: (##) p < 0,01 (***) p < 0,001

(###) p < 0,001

Die Abb. 27 gibt den Verauf der beiden Gruppen neiner BMP-7 Applikation (Gruppe 1
und Gruppe 3) wieder. Der VerladieserGruppen ist im Wesentlichen gleicBeide zeigen
in etwa einen wellenartigen Verlauf, woltke AP-Aktivitat der Gruppe 3ab der 3. Woche

jedoch im Schrt um 26%, stets etwas hoher liegt.
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Der einzige wesentliche Unterschied der beiden Gruppen besteht in der 2..\Mamhe
weist die AP-Aktivitat der Gruppe 1 einesignifikanten Anstieg um da Sechsfacheuf
(p-Wert: 3,65E13). Ausgehendron der ARAKktivitat der Gruppe ler 1. Wochezeigt sich
sogar ein Anstieg um das Neunfache.

Die Kontrollezeigt im Vergleich zur Gruppe 1 uckinen niedrigen, konstanten ABehalt.

4.1.2. Ergebnisseaus der Bestimmung von Lactaund LDH

mmol/I Lactat-Bestimmung
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Abb. 28: Lactat-Bestimmung der Gruppen 1 bis 4 und der Kontrollgruppe Uber 10 Wochen.
Abgebildet sind Mittelwerte und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1.
Woche (). Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2: (**) p<0,01 Gruppe 2 vs. 3: (**) p<0,01
(***) p < 0,001 (***) p < 0,001

Gruppe 1 vs. 3: (##) p<0,01 Gruppe 2 vs. 4: (###) p < 0,001
(###) p < 0,001 Gruppe 2 vs. Kontrolle: (++) p < 0,01

Gruppe 1 vs. 4: (++)p<0,01 (+++) p < 0,001

(+++) p < 0,001
Gruppe 1 vs. Kontrolle: (xx) p < 0,01
(xxx) p < 0,001

Gruppe 3vs. 4 (#*+*) p < 0,001
Gruppe 3 vs. Kontrolle: (###) p < 0,001

Gruppe 4 vs. Kontrolle: (**) p < 0,01
(***) p < 0,001
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In der Abb.28 ist der Lactatgehalt aller Gruppen und der Kontrollgruppe aufgezeigt. Die
Lactatwerte liegen hierbei im Durchschnitt wahreied gesamten Versuchslaufzeit zwischen

9 und 13mmol/l. Werte tber 18nmol/l werden in degesamten Zeit nicht erreicht. In den
ersten drei Wochen sind die Lactatwerte bei allen Versuchsgruppen am héchsten, mit einem
Durchschnittswert von 12,Bamol/l. Wobei hierbei die Gruppe 3 (Sehnen+OB+BN)Pdie
hochsten Werte aufweist.

In den letzten vieWochen, sind die Lactatwerte nahezu konstant, bei einem Mittel um
9,5 mmol/l. Damit jedoch aucldeutlich niedrigerim Schnittca. 22%, als zu Beginn des
Versuches.

Zudem weisen die Versuchsgruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe einen hdheren
Lactatgehalt Uber die gesamte Versuchslaufzeit auf. Die Kontrollgruppe liegt dabei im Mittel
um eineé Lactatgehalt von ca.ré@mol/l.

Da alle Gruppen in der gesamten Versuchszeit keinen Lactatanstiegmdl8 aufgewiesen
haben)agen alle Gruppen im Baoh der fur einen irvitro-Versuch optimalem MediumH.

Im Vorhinein war es daher das Ziel, die Lactatwerte so niedrig wie moglich zu halten, da

mittels eineMTT-Testsbekannt war, dass bei Werten tbem2#ol/l die Zellen absterben.

63



UL e LDHBestimmung
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Abb. 29: LDH-Bestimmung der Gruppen 1 bis 4 und der Kontrollgruppe Uber 10 Wochen.
Abgebildet sind Mittelwerte und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1.
Woche (). Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2: (*) p<0,05 Gruppe 2 vs. 3: (***) p < 0,001
(*+*) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 4. (###) p < 0,001

Gruppe 1 vs. 3: (#) p< 0,05 Gruppe 2 vs. Kontrolle: (+++) p < 0,001
(###) p < 0,001

Gruppe 1 vs. 4. (+) p<0,05 Gruppe 3vs. 4 (*+*) p < 0,001
(++) p<0,01 Gruppe 3 vs. Kontrolle: (#) p < 0,05

(+++) p < 0,001
Gruppe 1 vs. Kontrolle: (x) p < 0,05
(xxx) p < 0,001

(#4) p < 0,001

Gruppe 4 vs. Kontrolle: (*) p < 0,05

(***) p < 0,001

Die Abb. 29gibt den LDHGehalt aller Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe tber den

gesamten Versueskeitraum wieder. Grob zusammengefasst zeigen alle Gruppen mit

zellularer Aktivitat (Gruppe 4) einen wechselnden Verlauf, mit Zund Abnahme er
LDH-Aktivitat. Gruppe 1 (Sehr€OB+BMP-7) z.B. weistin der 2. Woche einen starken

signifikantenAnstiegum dasDreifacheauf (p < 0,0Q), fallt jedoch im Anschlussinterhalb

des Ausgangswertes.dm weiteren Verlauhimmt die LDH-Aktivitat allerdings weiter zu,

mit einer zweitenAktivitatssitze in der 9. WocheAusgehend von Woche 5, mit der
niedrigsten LDHAKktivitét, ist das ein Anstieg um das Sechsfadhen Woche 9 auf 18inkt

die LDH-Aktivitat wiederum um fast die Halfte.
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In derGruppe 2 (SehrgOB) nimmt bereitsach der 2. Wochdie LDH-Aktivitat um fast das
das Dreifacheb undweist bis zur 5. Woche eingeiterhin geringe Aktivitat auf. In der 6.
Woche kommt es dann zu einem Anstieg om8%6, mit einer i weiterem Verlauf
zunehmenden Tendenlzis zum Erreicheneiner Aktivitatsspitze in der 9. Wochesa. 3%
hoher als der AusgangsweZum Versuchsende nimmt die LDAktivitat um ca. 2% ab.
Gruppe 3 (Sehne+BMP) weistim Ganzen eine niedrigere LDAktivitat auf, als Gruppe 1
und 2,im Schnittca. D % geringer,ist aber, was den Verlauf angeht, der Gruppe 2 sehr
ahnlich Die maximale LDHAKktivitat wird erstbei Versuchsende erreicht und betragt ca. das
2,4fache des Ausgangswertgs< 0,09.

Bei der Gruppe 4 (Sehne) sinktachder 1.Wochedie LDH-Aktivitat um ca. 2% ab und
verbleibt wahrend der 3. bis 5. Woche konstant niedfigt in der 6. Woche kommt es
wieder zu einer Aktivitatszunahman ca. das Dreifachgausgehend von Woche(p <0,®).
Jedoch wird die Ausgangsaktivitat von 14 U/l des 1. Woche nicht mehr Uberschritten. Bis
zum Versuchsende kommt es zu einer stetigen Abnahme detAkiiNdtat um mehr als die
Halfte, ausgehend vom Ausgangswert der 1. Woche.

In der Kontrollgruppekommt es zweinem Abfall der LDHAKktivitat nach der 1Wocheum
fastdas Neunfacheamit eineranschliel}endekonstant niedrigerktivitat von der 2. bis zur

5. Woche Ab der 6. Woche beginnt eine stetigjtivitatszunahme, mit einer Aktivitatsspitze

in der9. Wocheund einer Zunahme der LDHAktivitat um fast és Doppelte, ausgehend von
Woche 1. Bei Versuchsende ist die LEMKtivitdt wiederum um die Halfte verringert und

unterhalb des Ausgangswertes gesunken.
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4.1.3. Ergebnisseaus der Bestimmung von Osteocalcin

mmol/| OsteocalcinBestimmung
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Abb. 30: Osteocalcin-Bestimmung der Gruppen 1 und 2 Uber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte
und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 1 vs. 2: (*) p<0,05 Gruppe 2 vs. Kontrolle:  (**) p < 0,01
(**) p< 0,01 (***) p < 0,001
(**#*) p < 0,001
Gruppe 1 vs. Kontrolle: (#) p < 0,05

Die Abb. 3 gibt den OCNGehalt der Gruppen 1 und 2 Uber den gesamten Versuehszeit
raum wieder. Zu erkeren ist, dass der OCSehalt der Gruppe 1 Gber den gesamten Verlauf
hoéherist, im Schnitt um ca2%%, als der der Gruppe 2.

Die Konzentration der Gruppe 1 zeigiusgehend von der ersten Woche, zunéchst einen
Abfall der OCNKonzentration um ca. 14%, di¢ijedoch in den nachsten 2 Wochen
kontinuierlich an und erreicht Endker 4. Wochalie erste, hthere OGKonzeriration (p <

0,05). Diese ist, ausgehend von der zweiten Woche, um &%. ind ausgehend von der
Ausgangskonzentration, um cal% gestiegen.rmh Anschluss daran fallt die Konzentration
wiederum um ca. 22%, bis zur 5. Woche, ab. Im weiteren Verlauf ist eine erneute
Konzentrationszunahme zu messen, die in der 7. Woche mit einer zweiten, grél3eren
Konzentrationszunahme einhergerert <0,®). Die< ist allerding nur geringfligig héher

(ca.2, %) als der Ausgangswert und Ubersteigt nicht den @@Nalt der Woche 4. Wéahrend
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der letzten drei Wochen nimmt die O@dbnzentration kontinuierlich ab und ist bei
Versuchsende um ca2% geringer, als die Ausggskonzentration der Woche [h der
Gruppe 2 kommt es, ausgehend von der 1. Woche, zu einer geringflgigen
Konzentrationszunahme um ca5% Ende der 2.Woche. Im Anschluss daran ninciet
OCN-Gehaltfur die nachsten zwei Wochen um ca. 30% ab und steigErde der 5. Woche
wieder leicht an Z5% von Woche 4). Bnachweist die OCNKonzentration bis zum
Versuchsendeinen konstant niedrigen Verlauf, bei einem Mittel um etwan2y2oll, auf

Die Kontrolle zeigt einen niedrigeren OC@ehalt im Vergleich zur @ppe lund 2 (ca.
60%/40%) undeinenur leicht ansteigende Konzentrationszunahme, mit einem Maximum in
der 9. Woche (ca58% Zunahme gegenlber der Ausgangskonzentrationjler letzten
Woche nimmt letztendlich der OG®ehalt um fast die Hélfte ab und gamit unter die

Ausgangskonzentration gesunken (C&6lgegeniber Woche 1).

mmol/| OsteocalcinBestimmung
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Abb. 31: Osteocalcin-Bestimmung der Gruppen 3 und 4 Uber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte
und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 3 vs. 4: (*) p<0,05 Gruppe 4 vs. Kontrolle:  (*) p <0,05
(***) p < 0,001 (*##) p < 0,001
Gruppe 3 vs. Kontrolle: (##) p < 0,01

In Abb. 31 snd die OCNKonzentrationen der Gruppen 3 und 4 aufgezeigt. Zu erkennen ist,
dass der OCNGehalt der Gruppe 3 stets hoher ist, im Scluat87%, als der der Gruppe 4.

Die OCN-Konzentration der Gruppe 3 weist eine signifikante Konzentrationszunahme in der
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2. Woche aufg < 0,(), die ca.31% der Ausgangskonzentration betragt. Im Anschluss daran
kommt es bis zur 7. Woche zu einer kontinuierlichen Konzentrationsabnahme, die ca. 25%
niedriger als die Ausgangskonzentration ist. Im Verlauf der nachsten Waoohe der OCN

Gehalt zwar um ca.4% wieder zu, steigt jedoch nicht mehr Gber die Ausgangskonzentration
hinaus. Bis zum Versuchsende nimmt der GGé&halt wieder stetig ab und ist Ende der 10.
Woche um ca. 30% geringer, atsder 1. Woche.

Die Konzentratio der Gruppe 4 weist zusammengefasst einen nahezu konstanten Verlauf,
ohne nennenswerte Zoder Abnahmen der OCGKonzentration, auf, mit einem Mittel um
etwa 2,7mmol/l. Einzig in Woche 2 kommt es zu einer Konzentrationszunahm&Qan
jedoch nimmt der OR-Gehalt in Woche 3 uroa.17%wieder ab.

Die Kontrolle zeigt einen niedrigeren O&Bkhalt im VergleichGruppe 3 (ca60%) und
Gruppe 4 (ca. 45%yund einenur leicht ansteigende Konzentrationszunahme, mit einem
Maximum inder 9. Woche (c&b8% Zunahme ggentber der Ausgangskonzentratidn)der

letzten Woche nimmt letztendlich der O&béhalt um fast die Halfte ab und ist damit unter

die Ausgangskonzentration gesunken (@& hegenuber Woche 1).

mmol/l OsteocalcinBestimmung
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Abb. 32: Osteocalcin-Bestimmung der Gruppen 1 und 3 Uber 10 Wochen. Abgebildet sind Mittelwerte
und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 3: (*) p<0,05 Gruppe 3 vs. Kontrolle: (**) p < 0,01
() p<0,01

Gruppe 1 vs. Kontrolle: (#) p < 0,05
(##) p< 0,01
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Die Abb. 32 gibt den Verlauf der OCNKonzentration der Gruppen wieder, die eine BMP
Applikation erhalten haben (Gruppe 1 und 3). Zu erkennen ist, dade Kurven im
Durchschnitt etwa den gleichen Verlauf und den gleichen @eNalt aufweisenwobei die
OCN-Konzentration der Gruppe 1, im Schnitt um ca. 9%, stets etwas niedrig@igst.
wesentlichen Unterschiede zeigen sich in den ersten 4 Wochen. \Waheses Abschnitts
weist der OCNGehalt der Gruppe, ausgehend von der ersten Woche, zunéchst einen Abfall
der OCNKonzentration um ca. 14% auf. Der O@¢halt steigt jedoch in den nachsten 2
Wochen kontinuierlich an und erreicht Endier 4. Wochedie este, hohere OCN
Konzentration. Diese ist, ausgehend von der zweiten Woche, uri%aurl ausgehend von
der Ausgangskonzentration, um cal%l gestiegen. Im Anschluss daran féllt die
Konzentration wiederum um ca. 22%, bis zur 5. Woche, ab.

Die OCNKonzentation der Gruppe 3 weist dagegen eine signifikante
Konzentrationszunahme in deR. Woche auf (p < 0), die ca. 31% der
Ausgangskonzentration betrdgt. Im Anschluss daran kommt es bis zur 7. Woche zu einer
kontinuierlichen  Konzentrationsabnahme, die ca. %25 niedriger als die
Ausgangskonzentration ist.

Die Kontrolle zeigt einen niedrigeren OGBkehalt im Vergleich zur Gruppe 1 (€&0%) und
Gruppe 3 (cab0%) und einenur leicht ansteigende Konzentrationszunahme, mit einem
Maximum inder 9. Woche (c&8% Zunahme gegeniber der Ausgangskonzentration). In der
letzten Woche nimmt letztendlich der O&béhalt um fast die Halfte ab und ist damit unter

die Ausgangskonzentration gesunken (@& hegenuber Woche 1).
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4.2. Ergebnisse des Hauptversuchs aus d&elllyse

4.2.1. Ergebnisseaus der Bestimmung der AP

u/L AP-Bestimmung
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4 Wochen = 3 Wochen 10 Wochen

Abb. 33: AP-Bestimmung aus der Zelllyse. Dargestellt sind die Mittelwerte und +/-
Standardabweichungen aller 4 Gruppen aus drei Monaten; Gruppe 1. Sehne+OB+BMP-7, Gruppe 2:
Sehne+0OB, Gruppe 3: Sehne+BMP-7, Gruppe 4: Sehne.
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 1vs. 2: (**) p<0,01 Gruppe 2 vs. 3: (++) p <0,01 Gruppe 3 vs. 4: (+*) p <0,01
(***) p < 0,001 (+++) p< 0,001 (*+*) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 3: (#) p <0,05
Gruppe 1 vs. 4: (xx) p<0,01
(xxx) p < 0,001

In der Abb. 33 ist die ARAKktivitat aller Versuchsgruppen dber den get&m
Versuchszeraum dargestellt. Die Erhebusigitpunkte waren der 1., 2. und 3. Monat.

Die Gruppen 1 und 3 waren die Gruppen, die eine BM&pplikation erhalten haben. Zu
erkennen ist, dass die Gruppenwahrend der 3 Erhebungspunigee stets hGhere AP-
Aktivitat aufweisen, als die Gruppen ohneeeBMP-7 Gabe.

Dabei zeigt die Gruppe (Behne+OB+BMF7) nach dem 1. Monat eine um ca. das Zehnfache
erhohte APAktivitat, gegeniiber den Gruppen ohne eine BKRpplikation Im Vergleich

zur Gruppe 3 (Sehne+BMP) gibt es im 1. Monat nur geringflgige @rgchiede in der AP
Aktivitat (ca. 6%)
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Wahrend des 2. Monats hat die -ARtivitat, im Vergleich zum Vormonat, um ca. 20%
abgenommenSie ist aber dennoch gegeniiber den Gruppen ohne-BMNEBfach erhoht
(p < 0,®). Auch gegeniber der Gruppe 3 da AP-Aktivitat im 2. Monat um mehr als die
Halfte abgenommen.

Bei Versuchsendeeigt sich,im Vergleich zum Vormonatass die AFAktivitat um ca. 31%
und im Vergleich zum 1. Monat um ca. 46%eiter abgenommehat Auch gegentber der
Gruppe 3 zeigt skt weiterhin ein Unterschied der Ak&ktivitat um fast das Vierfache, im
Vergleich zum Vormonat. Dennoch ist die ARtivitat gegentber den Gruppen ohne eine
BMP-7 Applikation immer noclum das 1ifache erhoht (p < 010Gruppe 1 vs. 2, p < 010
Gruppe 1 vs4).

Die Gruppe 3 (Sehne+BMP) zeigt im 1. Monat, ahnlich wie die Gruppe 1, hohere AP
Aktivitaten um fast das Zehnfache, gegeniber den Gruppen ohne eine7 B\gplikation.
Wesentliche Unterschiede in Bezug auf die Gruppe 1 bestehen nicht.

Im 2. Monate bmmt es, im Vergleich zum Vormonat, zu einer Zunahme deAKtRitat

um fast das Doppelte. Dabei weist Gruppe 3 zum einen gegenuber den Gruppen ohne eine
BMP-7 Applikationeine,um ca. das 34ache erhohe AP-Aktivitat auf und zum andereist
sie,gegenitver der Gruppe,Lim mehr als das Doppelte erhdht.

Bei Versuchsende kommt es noch einmal zu einem Anstieg de&kfWtat im Vergleich

zum Vormonat um ca. 10%. Ausgehend vom 1. Monat ergibt das eine Erh6éhung um fast das
Doppelte. Die APAktivitat der Grippe 1 ist wahrenddessen um fast ddéache geringer. Die
AP-Aktivitat gegenuber den Gruppen ohne eine BRIRpplikationist fast 42fach erhoht.

Die Gruppen 2 und dbbhne BMR7 Applikation) weisen wahrend des gesanmienlaufs eine,

im Vergleich zu den @ppen mit einer BMF Applikation, konstant niedrig AP-Aktivitéat

auf, die im Schnitt 10 bis 4fach geringer istWesentliche Unterschiede zwischen Gruppe 2
und 4 bestehen nicht.

Die Gruppe 4Sehne+OBweist im Verlauf vom 1. auf den 2. Monaine Abn&ame der AP
Aktivitat um mehr als die Halfte auf und steigt zum Versuchsend&@mwieder an. Diese
Aktivitat ist aber dennoch 40% niedriger als der Ausgangswert.

Gruppe 4 (Sehne) weist eine Ativitdtsabnahme, ausgehend vom 1. Monat, um fast 32 %
auf urd nimmt im weiteren Verlauf um weitere 58% ab. Ausgehend vom 1. Monat ist das eine

Abnahme um fast das Vierfache.
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4.3. Ergebnisse des Zusatzversuches aus den Mediumuberstanden

4.3.1. Ergebnisseaus der Bestimmung der AP

u/L AP-Bestimmung
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Abb. 34: AP-Bestimmung der Gruppen 1 bis 6 Uber 24 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2: (*) p < 0,05 Gruppe 2 vs. 3: (¥) p < 0,05 Gruppe 3 vs. 5: (***) p < 0,001
Gruppe 1vs. 3: (##) p<0,01 Gruppe 2 vs. 4: (#) p < 0,05 Gruppe 3 vs. 6: (#) p < 0,05
Gruppe 1 vs. 4: (+) p < 0,05 Gruppe 2 vs. 5: (+) p < 0,05
Gruppe 1 vs. 5: (x) p<0,05 Gruppe 4 vs. 5: (**) p< 0,01
Gruppe 1 vs. 6: (o) p < 0,05

(000) p <0,001

In der Abb. 34 ist die ARAKktivitat aller Gruppeniber den gesamten Versuchszeitraum
dargestellt. Zu erkennen ist, dass bis zum 18. Tag die Aktivitat der AP bei allen Gruppen sich
im Mittel um etwalO U/L befindetund es ersttader 1. BMP7 Applikation am 12. Tag
messbare Unterschiede sichtbar sind.

In der Gruppe 10B+BMP-7) sind diese Unterschiede erst ab dem 16.Tag zu messen. Nach
dem 4.Tag steigt die ARktivitdt nur minimal an und fiit Ende des 12.Tages um mehr als

die Halfte ab, bleibt dann fur weitere 4 Tage konstant bei 5 U/l und erhétsigigtikantum
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den 20. Tag um fast das Zehnfache. Ausgehend vom Ausgangswert entspricht dies einer
Zunahmeum fast das4,5Fache.Zum Versuckende hat sich die ARktivitat wieder um

mehr als die Halfte reduziert, sie ist aber dennoch fast doppelt so hoch wie die
Ausgangsaktivita(S. auch Abb.35)

Die AP-Aktivitat der Gruppe 3 (FB+BMF7) weistum den4. und 8. Tag einen konstanten
Verlauf aufund fallt bis zum12.Tagum fast die Halfte ab. Nach der ersten BWVIP
Applikation nimmt die APAktivitat bis zum16. Tag wiederum um fast das Doppelte zu. Im
weiteren Verlaufnimmt diese um das Zweithe zu und erreicht Ende des 20. Tages die
hochst gemesene Aktivitat. Ausgehend vom Ausgangswert ist diese doppelt so hoch. Zum
Versuchsende sinkt die ARktivitat um ca. 30%, ist aber trotzdem noch 54% hoher als

die Ausganggsktivitat (S. auch Abb.35)

In der Gruppe 5 (OB+FB+BM¥#?) kommt es, ausgehendm 4. Tag auf den 8. Tagu eing
Abnahme der AFAktivitat um fast die Halfte. Bis zum 12. Tag nimmt sie um weitere 25%
ab.Erst nach der ersten BMP Gabe nimmt die AfAktivitat um mehr als die Halfte wieder

zu. Weitee Aktivitditszunahmen werden jedoaictht mehr gemessen.

Die Gruppen ohne eine BMP Applikation zeigen imWesentlichenkeine besonderen
Unterschiede im gesamten VersuchszeitraBim.weisen eine konstante A¥Ktivitat um ca.

12 U/l auf und zeigen keine extremen-Bder Abnahmen
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u/L AP-Bestimmuna mit BMP-7
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Abb. 35: AP-Bestimmung der Gruppen 1, 3 und 5 lUber 24 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche (X), signifikante
Konzentrationsunterschiede siehe Abbildung 34.

In Abb. 35ist ein deutlicher Anstieg der ARKktivitat der Gruppe 1 (OB+BMH) ab dem
16.Tag um fast das Zehnfactmi erkennen Zudem nimmt nach der ersten BMP
Applikation die ARAktivitat der Gruppe 3 (FB+BMH) bis zum 20. Tag kotent zuund
steigt,ausgehend vom Ausgangswartn mehr als das Doppelte. der Gruppe 5 sind keine
wesentlichen Unterschiede gemessen worden. Enorme Zunahmen oder Abnahmen der AP

Aktivitat werden wahrend der gesamten Versuchslaufzeit nicht beobachtet.
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4.3.2. Ergebnisseaus der Bestimmung von Lactat

mmol/I Lactat-Bestimmung
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Abb. 36: Lactat-Bestimmung der Gruppen 1 bis 6 Uber 24 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 1 vs. 2: (*) p < 0,05 Gruppe 2 vs. 3: (¥) p< 0,05 Gruppe 3 vs. 4: (+**) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 3: (###) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 4: (#) p < 0,05 Gruppe 3 vs. 5: (##) p < 0,01
Gruppe 1 vs. 4: (+) p< 0,05 Gruppe 2 vs. 5: (+) p < 0,05 Gruppe 3 vs. 6: (+++) p < 0,001

(++) p<0,01 Gruppe 2 vs. 6: (x) p<0,05
Gruppe 1 vs. 5: (x) p<0,05 Gruppe 4 vs. 5: (*#) p< 0,01
Gruppe 1 vs. 6: (00) p< 0,01 Gruppe 4 vs. 6: (#) p < 0,05
Die Abb. 36 gibt den Lactatgehalt aller Versuchsgruppen Uber die gesamte Versuchslaufzeit
wieder. Grob zusammengefasst kann man beobachten, dass die Gnipeamer BMR7
Applikation (Gruppel,3 und5) einen hoheren Lactatgehalt aufweisels de Grupperohne
eine BMR7 Gabe(Gruppe24 und 6). Letztere Gruppen haben einen konstant niedrigeren
Gehaltum ca. 6 mmol/und steigen erst ab dem 20. Tag ksbesondere in der Gruppe 2
(OB) und der Gruppe 6 (OB+FB) kommt es zu einem Anstieg um mshdial Halfte
(2,4-fach Gruppe 2 und-8acher Anstieg bei Gruppe 6).
Innerhalb der Grupperdie eine BMP7 Applikation erhalten haberkann man beobachten,

dass die LactaKonzentration der Gruppe (OB+BMP-7) ab der ersten BMF Gabeum
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etwas mehals die Halfteansteigt, dann um den 20. Tagm ca. weitere 8%nsteigtundim
AnschluBbei Versuchsende um ca.33% wieder abnimmt.

Der Lactatgehalt der Gruppe (BB+BMP-7) zeigt eine kontinuierliche Zunahme, mit einer
erstenKonzentrationgsitze um den 12Tag die ausgehend vom 4. Tagine Zunahme um
ca. 71% darstellt. Nach der ersten BMRsabe fallt die Konzentration um ca. 16% ab, sie
steigt jedoch an20. Tagum 10% wieder anBei Versuchsende verringert sich der Lactat
Gehalt um ca.18%.

In der Gryppe 5(0OB+FB+BMP-7) nimmt die LactatKonzentrationum ca. 28%erst abund
steigtdann bis zum 16. Tag kontinuierlich akusgehend vom 8.Tag ist das eine Zunahme
um mehr als die HalfteAnschlie3end verbleibt die Konzentrati@onstant bei 11 mmol/l
Wie auch im Hauptversuch lagen alle Lactatwerte in dem, vorher mittels einesTdts,

festgelegtem Normbereich, der einen Lactatgehalt von 18mmol/l nicht Gberschreiten sollte.
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4.3.3. Ergebnisseaus der Bestimmung von LDH

u/L LDH-Bestimmung
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Abb. 37: LDH-Bestimmung der Gruppen 1 bis 6 Uber 24 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().

Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2: (*) p<0,05 Gruppe 2 vs. 3: (***) p < 0,001 Gruppe 3 vs. 4: (*+*) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 3: (###) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 4: (##) p< 0,01  Gruppe 3 vs. 5: (###) p < 0,001
Gruppe 1vs. 4: (++) p< 0,01  Gruppe 2 vs. 5: (+) p<0,05 Gruppe 3 vs. 6: (+++) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 5: (xxx) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 6: (xxx) p < 0,001

Gruppe 1 vs. 6: (ooo0) p < 0,001 Gruppe 4 vs. 5: (+) p< 0,05
Gruppe 4 vs. 6: (+) p< 0,05

In dieser Abb. ist die LDFAktivitat aller Versuchsgruppen abgebitd&u beobachten ist eine
Zunahme der LDFAKktivitat in den Guppen mit einer BMF Applikation (Grupp€l,3 und

5), nachder ersten BMFP7 Gabe, wahrend die Gruppen ohne BNRPGruppe 2,4 und 6)
keine wesentlichen Unterschiede aufweisen

In der Gruppe 1 komnes, nach einem konstanten Verlauf innerhalb der ersten 12 Tage, zu
einer Abnahme der LD¥Aktivitdt nach der ersten BMPP Applikation um ca. 40%dJm den

20. Tag nimmt die Aktivitat jedoch um mehr als das Funffache zu. Bei Versuchsende hat die
LDH-Aktivitat wiederum um ca. 38%bgenommen, ist aber dennoch fast doppelt so hoch

wie der Ausgangswert.
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Bei derGruppe3 kommt es ausgehend von Tag 4 bis zum 12. Tag zu einer kontinuierlich
Abnahme der LDHAKktivitat, mit einem Abfall, ausgehend vom Ausgangswert wam d,5

fache. Nach der ersten BMPGabe nimmt die LDFAktivitat jedoch wieder stark zu und
steigt um das 2Bache an (p < 0,d). Bis zum Versuchsende nimmt die LDH Aktivitat zwar
wieder um fast die Halfte ab, sie ist aber dennoch ca.47% hoher als dengsaktivitat.

In der Gruppe 5 (OB+FB+BMF) kommt es, ahnlich wie in Gruppe 3, zunachst zu einer
Abnahme der LDHAktivitdt um ca. 77%.lm Anschluss daran steigt jedoch die LDH
Aktivitat kontinuierlich bis zum 20. Tag um dag~&che an. Ausgehend vom Aasgswert
entspricht das einer Zunahme von ca. 46%. Gegen Ende der Versuchslaufzeit nimmt die
LDH-Aktivitat um mehr als die Halfte wieder ab.

Die Gruppen 2, 4 und @hne BMR7 Applikation) weisenwéahrend des gesamten Versuchs
keine wesentlichen Zuoder Abnahmender LDH- Aktivitat auf. Vom 4. bis zum 8. Tag
weisen die drei Gruppen einen konstanten Verlauf auf. Um den 12. Tag kommt es in allen
Gruppen zu einer Abnahme der Aktivitat um mehr als die Halfte. Wahrend der nachsten Tage
nimmt die LDHAKktivitdt in den Gruppen jedoch langsam wieder zu. Bei Versuchsende
nimmt die LDHAKktivitat in der Gruppe 2 etwas ab und ist damit-f3éh niedriger, als zu
Beginn. In den Gruppe 4 und 6 kommt es zu keinem weiteren Abfall, dennoch sind die zuletzt
gemessenen Alkftitdten, bezogen auf den Ausgangswert, erniedrigt (Gruppen das
Dreifacheund Gruppe6 um ca. 18%).
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4.4. Ergebnisseder AP-Bestimmung desZusatzversuches aus der Zelllyse

u/L AP-Bestimmung
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Abb. 38: AP-Bestimmung der Gruppen 1 bis 6 Uber 24 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte und
+/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().

Signifikante Konzentrationsunterschiede:

Gruppe 1 vs. 2: (***) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 3: (***) p < 0,001 Gruppe 3 vs. 4: (***) p <0,001
Gruppe 1 vs. 3: (###) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 4: (###) p < 0,001 Gruppe 3 vs. 5: (###) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 4: (+++) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 5: (+++) p < 0,001 Gruppe 3 vs. 6: (+++) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 5: (xxx) p < 0,001 Gruppe 2 vs. 6: (xxx) p < 0,001

Gruppe 1 vs. 6: (ooo0) p < 0,001

In der Abb.38 ist die ARAKktivitat aller Versuchsgruppen im gesamten Verlauf aufgezeigt.
Innerhalb der Gruppen mit Osteoblasten (Gruppe 1, 2, 5 und 6) ist in denl&§tagen ein
relativ konstanter Verlauf der ARktivitdt zu erkennen, wéhrend in den Gruppen mit
ausschlieflich Fibroblasten (Gruppe 3 und 4) fast keindKRitat nachgewiesen wird.

In den Gruppen mit einer BMP Applikation (Gruppe 1, 3 und Bimmt, mit Ausnahme der
Gruppe IFB+BMP-7), die ARAKktivitdt nach der ersten BMP Gabesehr stark zu. So steigt

die AP-Aktivitat der Gruppe 1(OB+BMP-7) um ca.das Siebenfachg < 0,0@) und die der
Gruppe 5(OB+FB+BMP-7) um fast das Vierfache. Allerdings islie AP-Aktivitat der
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Gruppe 5 im Vergleich zur Gruppe 1 um ca. das Dreifache nied@gaeppe 3 zeigt weiterhin
keine wesentlichen Zunahmen.

Ab dem 16. Tag nimmt dié&P-Aktivitat der Gruppe lund 5 kontinuierlich ab. Bis zum
Versuchsende hat sich die Aktat der Gruppe 1 um mehr als die Halfte reduziert, sie ist aber
dennoch, im Vergleich zum Ausgangswert um das Vierfache erhoht. Wahrenddessen sinkt die
AP-Aktivitat der Gruppe 5 untelen Ausgangswert zuriick und hat so um ca. daBatbe
abgenommen. Di€ruppe 3 dagegen nimmt vom 20. auf den 24. Tag um ca. eeaché zu

(p <0,001)

In den Gruppen 20B) und 6(OB+FB) ist ein exponentiellesignifikanter Anstieg derAP-
Aktivitat zu erkennenDabei weist aber die Gruppe 2 im gesamten Vedgithohee Werte

im Vergleich zur Gruppe 6 auim Schnitt ca51% héher Zum Versuchsende haben sich die
AP-Aktivitdt der Gruppe 2 und 6, ausgehend vom Ausgangswert, jeweils ca. um das
Funffache erhohtS. auch Abb. 3%). In der Gruppe 4 (FB) kommt es wahrend gesamten
Versuchslaufzeit zu keiner Zunahme der-ARivitat. Sie liegt im Schnitt bei 0,6 U/I.

u/L AP-Bestimmung mit BMF7
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Abb.39a:: AP-Bestimmung der Gruppen mit BMP-7 Applikation tber 24 Tage. Abgebildet sind
Mittelwerte und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 1 vs. 3: (***) p < 0,001 Gruppe 3 vs. 5: (*#*) p < 0,001
Gruppe 1 vs. 5: (#) p < 0,05

(###) p < 0,001
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Die Abb. 39a zeigkine sarke Zunahme der ARktivitdt nach der ersten BMPP Gabe.
Dabei steigt die AFAktivitat der Gruppe 1 um das Siebenfache, die der Gruppe 5 um das
Vierfache. In der Gruppe 3 kommt es erst ab dem 20. Tag zu einer Zunahme -der AP
Aktivitat. Sie steigt um das4iFache.

u/L AP-Bestimmung ohne BMP-7
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Abb.39b:: AP-Bestimmung der Gruppen ohne BMP-7 Applikation Uber 24. Tage, Abgebildet sind
Mittelwerte und +/- Standardabweichungen. BMP-7 Zugabe erstmalig nach der 1. Woche ().
Signifikante Konzentrationsunterschiede:
Gruppe 2 vs. 4: (***) p < 0,001
Gruppe 2 vs. 6: (#) p < 0,05

(##) p < 0,01

(###) p < 0,001

In Abb, 39 bist eine im Verlauf stets zunehmende -ARtivitdt der Gruppe 2 und &u
erkennenDabei ist die Aktivitat der Grupp stets um c&b1% hoher, als die der Gruppe 6.

Bis zum Versuchsende ist die Afktivitat der Gruppe 2 und 6, ausgehend vom
Ausgangswert, jeweils um ca. das Finffache gestiegen. Die Gruppe 4 zeigt keine

wesentlichen Veranderungen und bleibt konstant rgedri
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4.5. Ergebnisse aus der Histologie

4.5.1. Ergebnisseder Farbungen im Gruppenuberblick

der Sehnenpraparate aller vie j’.
Gruppen nach einer Kultivierungsze
in vitro von 4 Wochen. Zu erkenne
sind Unterschiede imer Sarke der
EZM-Bildung.

So weist die Gruppe 1 (Sehr@B+
BMP-7) nach einem Monat eine
starke EZM auf In der Gruppe 2
(Sehne+OB) ist diesedagegernsehr i
gering ausgepragt. Die Gruppe ]y,
(Sehne+BMP7) weist eine fast VE
kontinuerlich durclgehende EZM
auf. Zudem befinden sich in de ,
EZM  kalkdhnliche Einschlisse *
Gruppe 4 (Sehne) weist, ahnlich wi |
Gruppe 2, nur eine geringe EZI\T
Bildung auf

Zusammengefasst ergibt sidaraus,
dass in den Gruppen 1 und (Bt
BMP-7 Applikation) die EZM nach
einem Monatstarkerausgepragt ist,
wahrend die EZM der Gruppen 2 un

4 beide nur gering ausgepragt sind.

Abb. 40: Abbildung der Sehnen nach histologischer Farbung nach v. Kossa (links) und PAS (rechts)
nach 1. Monat (10er Objektiv). A u. B: Gruppe 1 (OB+Sehne+BMP-7), C u. D: Gruppe 2 (OB+Sehne),
E u. F: Gruppe 3 (Sehne+BMP-7), G u. H: Gruppe 4 (Sehne).

Die Hohe der extrazellularen Matrix ist mittels der Pfeile dargestellt («»). Die in der Gruppe 3
vorhandenen Kalkeinschliusse sind mittels eines roten Kreises hervorgehoben worden. Abkirzungen:
Extrazellular-Matrix (EZM), Peritendineum ext. (Pte).

Zu erkennen ist, dass insbesondere in den Gruppen mit einer BMP-7 Applikation (Gruppe 1 und 3)
eine verstarkte EZM gebildet wurde.
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In Abb. 41 sind die Sehnenprapate der vier Versuchsgruppen nach eWfensuchgeit von 2
Monaten dargestellt.Zu beobachtemstbei der Gruppe 1 (Sehne+OB+BMP) ein starkes
Anwachsen der EZMIn der Gruppe 2 (Sehne+OB) ist nur eine schwache EZM zu
beobachten, aber es sind rk&a Zellkernansammlungen am oberen Rand der Sehne
festzustellen. Die Gruppe 3 (Sehne+BMPzeigt eine kontinuierlich durchgehende EZM,
mit ebenfalls wieder kalkahnlichen Einlagerungen innerhalb der .BEZMppe 4 (Sehne)
weist zwar eine kontinuierlich durgehende, aber nur gering ausgepragte, EZM auf.
Zusammengefasst ergibt sich daraus, dass in den Grupyeh 3(mit BMP-7 Applikation)

die EZM nach 2 Monatestarkerausgepragt isWwWahrenddessen sind die Auspragungen der

EZM der Gruppen 2 und 4 gering.

Abb. 41: Abbildung der Sehnen nach histologischer Farbung nach v. Kossa (links) und PAS (rechts)
nach 2. Monat (10er Objektiv). A u. B: Gruppe 1 (OB+Sehne+BMP-7), C u. D: Gruppe 2 (OB+Sehne),
E u. F: Gruppe 3 (Sehne+BMP-7), G u. H: Gruppe 4 (Sehne).

Die Hohe der extrazellularen Matrix ist mittels der Pfeile dargestellt («»). Die in der Gruppe 2 und 3
vorhandenen Kalkeinschlisse sind mittels eines roten Kreises hervorgehoben worden. Abklirzungen:
Extrazellular-Matrix (EZM), Peritendineum internum (Pti), Peritendineum externum (Pte).

Zu erkennen ist, dass insbesondere in den Gruppen mit einer BMP-7 Applikation (Gruppe 1 und 3)
eine verstarkte EZM gebildet wurde.
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Abbildung 42 zeigt die vier Versuchsgppen nach einer Kultivierungszeit von 3 Monaten. In

der Gruppe 1 (Sehne+OB+BMB sind starke EZMBildungen zuerkenne(-), mit grol3en
Osteoid Ablagerungen sowie kalkahnlichen Einschlissen innerhalb des Osteoids. Die Gruppe
2 (Sehne+OB) zeigt eine starkegewordene EZMBildung mit einer starken
Zellkernansammlung unterhalb der EZM. Gruppe 3 (Sehne+BMkeist eine durchgehende
kontinuierliche EZM auf, die fast tUberall von Osteoid durchwachsen ist. In der Gruppe 4
(Sehne) sind nur geringe EZRblagerungen z verzeichnen. Es sind hier aber auch
verstarkte Zellkernansammlungen unterhalb der EZM zu beobacBteammengefasst
ergibt sich daraus, dass Gruppe 1 und Gruppe 3 nach 3 MoagtenstarkereEZM

Auspragung vorweisemn den Gruppen 2 und 4 sind diesesfiragungedagegergeringer

Abb. 42 : Abbildung der Sehnen nach histologischer Farbung nach v. Kossa (links) und PAS (rechts)
nach 3. Monat (10er Objektiv). A u. B: Gruppe 1 (OB+Sehne+BMP-7), C u. D: Gruppe 2 (OB+Sehne),
E u. F: Gruppe 3 (Sehne+BMP-7), G u. H: Gruppe 4 (Sehne). Die Hohe der extrazellularen Matrix ist
mittels der Pfeile dargestellt («<»). Die in der Gruppe 1 vorhandenen Kalkeinschlisse sind durch einen
roten Kreis, die Osteoid-Ablagerungen durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden.
Abkirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Peritendineum externum (Pte).

Zu erkennen ist, dass es insbesondere in den Gruppen mit einer BMP-7 Applikation (Gruppe 1 und 3)
zu einer verstarkten EZM-Bildung und Osteoid-Bildung kam.
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4.5.2. Farbeergebniseder Gruppe 1

In der Abb.43 sind noch einmal
alle Sehnenpréaparate der Grup|

1 (Sehne +OB+BMH) wahrend -
des gesamten Versuchszeitraur |
im Uberblick abgebildet. Hier ist
zu erkennen, dass die EZM, ir
Verlauf vom 1. bis zum Monat,

immer mehr an Intensita
zunimmt, was nicht nur an de .
Dicke und Lange der EZM -
auszumachen ist, sondern auch
der Auspragung der Osteeid
Ansammlungen, die insbesonde!

im 3. Monat stark ausgeprac

sind.

Abb. 43: Sehnen der Gruppe 1 (Sehne+OB+BMP-7) nach histologischer Farbung nach v. Kossa und
PAS. A u. B: 1. Monat, C u. D: 2. Monat, E u. F: 3. Monat. Die rot umrandeten Bereiche sind in den
Abb. 44, 45 und 46 vergréRRert dargestellt.

Abb. 44: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 1 (Sehne+OB+BMP-7) nach einer
Versuchszeit von 4 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der
Gruppe 1 vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben
worden. Abkirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Glykosaminoglykane (Gly), Mineralisierungszone
(Mz), Zellkerne (Zk).

In dem dargestellten Abschnitt der EZM sind vermehrte Zellkernansammlungen sowie
Osteoidablagerungen zu erkennen. Zudem sind in Abb. B Glykosaminoglykan-Ablagerungen
dargestellt. Die EZM ist von einer Mineralisierungszone umschlossen, die sich fein granuliert darstellt.
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Abb. 44 zeigt einen Ausschnitt aus der EZM einer Sehne nach einem Monat. In Abb. A zu
erkennen sind Zellkerne, die dunkel angefarbt und in die EZpekgert sind. Am aul3eren
rechten Rand befinden sich Zellkerne und Teile der EZM, die schwarz granuliert sind und
damit beginnende Mineralisationsgrenzen darstellen kénnen.

Abb. B zeigt ebenfalls einen Ausschnitt aus der EZM. Zu erkennen sind hier Eimgee

von sauren Glykosaminoglykanen, die sich blaugriin anfarben. Zellkerne sind hier lila gefarbt.

Zusatzlich ist zu beobachten, dass die EZM deutlich blassrosa gefarbt ist, was ein Hinweis fir

mineralisiertes Gewebe bzw. Osteoid Ansammlungen sein kann.

i — : MEl\ ¢ S P = P AN P At 8
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Abb. 45: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 1 (Sehne+OB+BMP-7) nach einer
Versuchszeit von 8 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Obijektiv). Die in der
Gruppe 1 vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben
worden. Abkirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Glykosaminoglykane (Gly), Mineralisierungszone
(Mz), Peritendineum externum (Pte), Zellkerne (Zk), Zellproliferationszone (Zpz).

In der dargestellten EZM sind in der Zellproliferationszone starke Zellkernansammlungen zu
erkennen. Diese wird von einem Bereich vermehrter Osteoidablagerungen und einer
Mineralisierungszone umschlossen. Zudem sind in Abb. B Glykosaminoglykan-Ablagerungen
dargestellit.

Abb. 45 zeigt Sehnenprapagatach einer Kultivierungszeit von 2 Monaten. Abb. A zeigt
einen Ausschnitt der EZM. Zu erkennen sind drei Grenzschichten. Eine erstéir éiub.
links) mit starker Zellproliferation und Zellkernansammlungen, die allesamt dunkelrot,
schwarz granuliert dérbt sind; eine zweitémittlere) Zone, die eine hellere, homogen
gefarbte Struktur aufweist, mit vereinzelten Zellkernen; und eine @réthts) fast weililich
gefarbte Zone. Die erste Zone markiert die Proliferationszone, die zweite Zorigedeich

der Osteoidablagerungen und dineralisierungszone. Die dritte Zone stellt den normalen
Sehnenbereich dar.

In der Abb. B sind die Mineralisation®zw. Osteoidgrenzen, die blassrosa angeféarbt sind,
noch besser zu erkennen. Zellkerne sind blau gefarbt.
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-”ﬂfﬁ/ﬁ%
h einer
Versuchszeit von 11 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Obijektiv). Die in der
Gruppe 1 vorhandenen Kalkeinschlisse sind mittels eines roten Kreises, die Osteoid-Ablagerungen
durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM),
Ubergangszone (Uz), Zellkerne (ZK), Zellproliferationszone (Zpz).
Zu erkennen sind groBe Osteoidablagerungen, die von Zellproliferationszonen mit verstarkten
Zellkernansammlungen umgeben sind. Zusatzlich sind kalkahnliche Einschlisse in beiden Abb.
dargestellt.

In der Abb. 46 sind Sehnenpréparate nach einer Kultivierungszeit von 3 Monaten abgebildet.
Die Abb. A lasst wieder verbedene Bereiche erkennen. Eine Proliferationszone, die
umgeben ist von Osteoidansammlungen und Aredien normalenSehnaverlaufs Die
Zellkerne sind hier dunkelrot bis schwarz gefarbt. Im Osteoid sind noch vereinzelte Zellkerne
zu erkennen. Die restliehSehne zeigt einen normalen faserigen Verlauf.

In Abb. B sind die Osteoidansammlungen besser an der deutlichen blassrosa Farbung und
Abgrenzung gegenuber den anderen Strukturen zu erkennen. Zusétzlich sind kalkéhnliche
Einschlisse zu erkennettie sich m Osteoidabgelagert haben

Die groR3e Osteoidablagerung umgibt im unteren Bildabschnitt eine, dmeum einen
homogen gefarbt ist und zum anderen noch Sehnenfasern emkéasst. Dies konnte eine
Ubergangsone darstellen, aus desich weitere Osteoiddagerungen entwickelkonnten

Zellkerne sind hier blau gefarbt.
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4.5.3. Farbeergebniseder Gruppe 2

Die Abb. 47 zeigt die Sehnen del
Gruppe 2 (Sehnen+OB) Uber de =
gesamten Versuchszeitraum. Z

erkennen ist, dass im Verlauf vor = =
1. Monat zum 2. Monat keine

wesentlichen Veréanderunge!
auftreten. Einzig vermehrte Zell
kernansammlungen lassen sich i
2. Monat erkennen. Im 3. Mona _
nimmt die Auspragungder EZM

sichtlich zu. Osteoiéblagerungen
sind teilweise vorhanden
kalkahnliche Ablagerungewie in

der Gruppe sind gar nicht zu

beobachten.

Abb. 47: Sehnen der Gruppe 2 (Sehne+OB) nach histologischer Féarbung nach v. Kossa und PAS.
A u. B: 1. Monat, C u. D: 2. Monat, E u. F: 3. Monat. Die rot umrandeten Bereiche sind in den Abb.
48, 49 und 50 vergroRert dargestellt.

Abb. 48: Darstellung einer Sehne der Gruppe 2 (Sehne+0B) nach einer Versuchszeit von 4 Wochen.
A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der Gruppe 2 méglichen vorhandenen
Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkirzungen:
Extrazellular-Matrix (EZM), Mineralisierungszone (Mz), Ubergangszone (Uz), Zellkerne (ZK),
Zellproliferationszone (Zpz).

Zu erkennen sind vermehrte Zellkernansammlungen im oberen Bildabschnitt, die fein granuliert einer
Mineralisierungszone entsprechen kénnen. Darunter sind diffus verteilte Zellkerne zu sehen, die in
einer moglichen Ubergangszone eingebettet sind. In Abb. B ist diese Ubergangszone blassrosa
gefarbt und kann daher ein Hinweis fir mégliche Osteoidablagerungen sein.
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In der Abb. 48 sind Sehnenpréparate nach einer Kultivierungszeit von einem Monat
abgebildet. Abb. A lasst eine schmale Proliferationszone erkennen, mit dunkelrot gefarbten
Zellkernen und z. T. schwarz granulierten Bereichen. Unter diesem Bereich liegen vermehrte
Zellkernansammlungen, die auch allesamt dunkelrot angefarbt sind.

In Abb. B ist ebenfalls ek Proliferationszoném rechten Bildabschnitlargestellt. Hier sind

auch zwei erschiedene Bereiche zu erkennereithdunkel lila angefarbteBereich mit einer
vermehrten Zellkernansammlung und dunkelblau bis lila angefarbten Zellkernen umd 2. e
blassrosa angefarbt8ereich mit vielen Zellkernen, die allesamt dunkelbtés! lila gefarbt

sind. Dieser Bereich konnte daher, aufgrund der blassrosa Farbung, fir eine vermehrte
OsteoidansammlungprechenDie starka Zellkernansammlungn diesen Ablagerungemnd

der nochz.T. vorhandene faserige Verlalafssen dabei, wie in der Sehne @Guppe 1 nach

dem 3. Monat, an eine Ubergangszone denken

3 i R

~ & 2,Sehne

Abb. 49: Darstellung einer Sehne der Gruppe 2 (Sehne+OB) nach einer Versuchszeit von 8 Wochen.
A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Objektiv). Die in der Gruppe 2 moglichen vorhandenen
Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkirzungen:
Ubergangszone (Uz), Zellkerne (Zk), Zellproliferationszone (Zpz).

In dieser Abb. sind im oberen Abschnitt Bereiche mit vereinzelten Zellkernen und einem ansonsten
homogen gefarbten, zellenlosen Anteil zu erkennen. Dieser kann einer sog. Ubergangszone, mit
beginnenden Osteoidablagerungen entsprechen. Darunter sind vermehrte Zellkernansammlungen
dargestellt. Im unteren Bildausschnitt ist der normale Sehnenverlauf zu sehen.

Die Abb.49 zeigt die Sehnen nach einer Versuchslaufzeit von 2 Monaten. In Abb. A sind drei
Bereiche zu erkennen. Der ersien oberen Bildausschnitt gelegene Bereickst sehr
homogen, fast weild3 gefarbt und enthalt kaumhngellkerne Dieser kdnnte einer sog.
Ubergangszone entsprechenDer zweite (mittlere) Bereich ist stark durch
Zellkernansammlungen charakterisiert und der dritte zeigt den normalen Faserverlauf der

Sehne
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Die Abb. B zeigt das gleiche Bild: eine blassrgedérbte homogene Zone mit vereinzelten
Zellkernen die mogliche Osteoidablagerungen darstellen kgneitee lila gefarbte hohe

Dichte an Zellkernen und den normalen Faserverlauf der Sehne.

Abb. 50: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 2 (Sehne+OB) nach einer Versuchszeit von
11 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der Gruppe 2 mdglichen
vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden.
Abkiirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Mineralisierungszone (Mz), Ubergangszone (Uz), Zellkerne
(Zk), Zellproliferationszone (Zpz).

In Abb. A sind vermehrte Zellkernansammlungen im unteren Bildausschnitt zu erkennen, die fein
granuliert sind und einer Mineralisierungszone entsprechen kénnen. Dartber befinden sich vermehrte
Zellkernansammlung und dariber der normale Sehnenanteil. In Abb. B sind in der Mitte mdgliche
Osteoidablagerungen zu erkennen. Diese sind im oberen Bildausschnitt von vermehrten
Zellkernansammlungen und im unteren von einer sog. Ubergangszone umgeben.

In der Abb. ® sind die Sehnenpraparate des 3. Monats abgebildet. Abb. A lasst drei sich
unterscheidende Bereiche erkennen. Der éoktere)ist der normale Faserverlauf der Sehne,
der zweite(mittlere) eine sarke Proliferationszone mit dunkelblau gefarbten Zellkernen und
der dritte(untere) Bereiclzeigt den aul3eren Randbereddr EZM mit schwarz granulierten
Arealen entsprechend einer Mineralisierungszofgsatzlich lasst sich ein weil’ gefarbien

linken Bildausschnitt homogener Bereich feststellen, der einer Uberganszone entsprechen
konnte.

In der Abb. B ist ein blassrosa gefarbter Bereich zu erkemmigrginzelnen Zellkernerder

einer Osteoidansammlung entsprechen kann. Um diesen heind) im unteen
Bildausschnitt, blassrosa geférbte Bereiche zu erkennennatik vereinzelte Zellkerne
aufweisen und einzelne Sehnenfaser enthalten. Dieser Bereich konnte einer sog.
Ubergangszone entsprechen dem es im spateren Verlauf zu Osteoidablagerungen hétte
kommen kénnenEbenfalls zu erkennen isine Proliferationszone mit Zellkernemim oberen

Bildausschnittdie dunkelblau angefarbt sind.
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4.5.4. Farbeergebnisse der Gruppe 3

In der Abb. 3 sind die Sehnen
der Gruppe 3 (Sehan8MP7)

aus der gesamten Versuzhg

aufgezeigt. Zu erkennen is :
eine deutliche Zunahme de
EZM im Verlauf vom 1. zum
3. Monat wie auch vermehrte
Osteoidiblagerungen in dieser
Bereichen

Im 1. und 2. Monat sind
zudem noch kalkahnliche
Einschlusse innerhalb de
EZM zu beobachtenwobe

diese im 2. Monat vermehr

auftreten.

Abb. 51: Sehnen der Gruppe 3 (Sehne+BMP-7) nach histologischer Farbung nach v. Kossa und PAS.
A u. B: 1. Monat, C u. D: 2. Monat, E u. F: 3. Monat. Die rot umrandeten Bereiche sind in den Abb.
52, 53 und 54 vergréRert dargestellt.
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Abb. 52: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 3 (Sehne+BMP-7) nach einer Versuchszeit
von 4 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der Gruppe 3
vorhandenen Kalkeinschliisse sind mittels eines roten Kreises, die Osteoid-Ablagerungen durch einen
roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkirzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Zellkerne (ZK).

Zu erkennen sind im oberen Anteil der Abb. mdgliche Osteoidablagerungen, die durch die blasse,
bzw. hellrosa Farbung und die vereinzelten Zellkernansammlungen auffallen. Jeweils in beiden Abb.
sind zudem kalkéhnliche Einschlisse in der EZM dargestellt.
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Die Abb. 52 zeigt eine Sehne nach einem Monat Kultivierungszeit. In Abb. Asbeh dem
normalen Faserviauf, im unteren Bildausschnithoch zwei Strukturen zu erkennen: eine
homogene, weil3 gefarbte Struktudie mdgliche Osteoidablagerungen enthéid ein
zellkernreiches darunter gelegenefreal. Zusatzlich ist ein kalkdhnlicher Einschluss zu
erkennengder dunkelbrawschwarz gefarbt ist.

Die Abb. B lasst ebenfallsn unteren Bildabschnitt denormalen Faserverlaufer Sehne
erkennen. Im Bereich der EZM durchziehen blassrosa gefarbte Areale die gesamtedMatrix
einer Osteoidablagerung entsprechen nkadusatzlich ist auch hier der kalkahnliche

Einschlussn der Bildmittezu erkennen.

- | Sehne
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Abb. 53: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 3 (Sehne+BMP-7) nach einer Versuchszeit
von 8 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der Gruppe 3
vorhandenen Kalkeinschliisse sind mittels eines roten Kreises, die Osteoid-Ablagerungen durch
einen roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkilrzungen: Extrazellular-Matrix (EZM),
Mineralisierungszone (Mz), Zellkerne (Zk),

Zu erkennen sind im oberen Anteil der Abb. Osteoidablagerungen und dariber liegend
Mineralisierungszonen, mit vermehrten Zellkernansammlungen. Jeweils in beiden Abb. sind zudem
mehrere kalkahnliche Einschlisse in die EZM dargestellt.

In der Abb. 53 sid Sehnenpréaparate nach dem 2. Monat abgebildet. Abb. A zeigt einige
kalkahnliche Einschlisse in der EZM. Zusatzlich ist eimma oberen Bildausschnitt
dargestellteschwarz granulierte Zonenit Reihen dunkelrot bis schwagefarbter Zellkerne

zu erkemen, entsprechend einer Mineralisierungsz@uelem zeigen sickinige homogene,
weil3 gefarbte Areale innerhalb der EZMie Osteoidansammlungen enthalttn unteren
Bildausschnitt ist der normale Sehnenverlauf zu erkennen.

In der Abb. B sind zahlreicher@f3e blassrosa gefarb@steoidansammlungennerhalb der

EZM zu erkennen sowie eanblaulichlila gefarbte Mineralisationszoneund mehrere
kalkdhnliche Einschlisse. Zudem ist der normale Faserverlauf der Sehnemteren
Bildabschnittabgebildet.
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Abb. 54: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 3 (Sehne+BMP-7) nach einer Versuchszeit
von 11 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Objektiv). Die in der Gruppe 3
vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden.
Abkurzungen:  Extrazelluléar-Matrix ~ (EZM),  Mineralisierungszone  (Mz),  Zellkerne  (ZKk),
Zellproliferationszone (Zpz).

Zu erkennen sind im oberen Anteil der Abb. mdgliche Osteoidablagerungen, die durch die blasse,
bzw. hellrosa Farbung und die vereinzelten Zellkernansammlungen auffallen.
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Die Abb. 54 zeigt Sehnen nach einer Kultivierungszeit von 3 Monaten. In der Abb. A ist eine

durchgehende, stark ausgepragte E&Minken Bildausschnitzu erkennen. In dieser finden

sich Bereiche nti gehauften Zellkemnsammlungen, die sog. Zellproliferationszonen

entsprechen. Zudem lassen si@dmogeneplass gefarbtezellfreie Areale erkennen. Diese
konnen maogliche Osteoidansammlungen darsteHedem ist der normalSehnenverlauf im

rechten Bitlausschnitzu erkennen.

Die Abb. B weistim linken Bildausschnitzahlreiche blassrosa geféarbte, zellarme Areale auf

die starken Osteoidablagerungen entsprechen kdnnen. Darunter liegend/émédn in der

EZM, vermehrte Zellkernansammlunganf. Zwischen diesen Zellproliferationszonen sind

auch vereinzelte Osteoidablagerungen zu erkerinerechten Bildausschniist der normale

Sehnenverlauf abgebildet.
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4.5.5. Farbeergebniseder Gruppe 4

Abb. 55 gibt einen Uberblick tiber
den Verla®i der Sehnen aus de
Gruppe 4 (Sehne) wahrend de
gesamten Versuchszeitraums vc
3 Monaten.

Wesentliche Unterschiede lasse
sich in der Ubersicht nicht
darstellen. Groliere EZM
Bildungen oder Osteoidansamn

lungen sind nicht zu erkenner
Ebenso kommtes zu keinem

Zeitpunkt zu einem Auftreten vor

kalkdhnlichen Einschliissen ode

Verkalkungsprozessen.
Abb. 55: Sehnen der Gruppe 4 (Sehne) nach histologischer Farbung nach v. Kossa und PAS. A u. B:

1. Monat, C u. D: 2. Monat, E u. F: 3. Monat. Die rot umrandeten Bereiche sind in den Abb. 56, 57 und
58 vergroRert dargestellt.

Abb. 56: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 4 (Sehne) nach einer Versuchszeit von
4 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (40er Objektiv). Die in der Gruppe 4 mdbglich
vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden.
Abkurzungen: Extrazellular-Matrix (EZM), Mineralisierungszone (Mz), Zellkerne (Zk).

Zu erkennen sind im oberen Bildabschnitt der normale Sehnenverlauf und darunter gelegen ein
Ausschnitt der EZM. In dieser befinden sich hell, bzw. blass rosa gefarbte Areale, die
Osteoidablagerungen entsprechen kénnen.

In der Abb. 56 sind Sehnenpraparate aus dem ersten Monat abgebildet. Die Abb.i& zeigt
unterenBildausschnitt dieEZM, die auf der Sehne jedoch nur einen kleinerl adusmacht.

Zu sehenist neben dem normalemm oberen Bildausschnitt vorhanden&aserverlaufein
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Bereich mit dunkelrot& Zellkernen und mitinter schwarz granuliene Arealen, die
beginnenden Mineralisierungszonen entsprechen kondedem sind homogene, zellfreie
weil3liche Bereiche zu erkennatie mdgliche Osteoidablagerungen enthalten kénnen.

Abb. B zeigtim unteren Bildabschnitginen blassrosa gefarbten, zellfreien Bereich imaier

der EZM, diese Bereiche konnten einer beginnenden Osteoidansammlung entsprechen.

DaruUber isde normalen Faserverladier Sehne zu erkennen.

N\
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Abb. 57: Darstellung einer Sehne der Gruppe 4 (Sehne) nach einer Versuchszeit von 8 Wochen.
A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Objektiv). Die in der Gruppe 4 mdglich vorhandenen
Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden. Abkirzungen:
Extrazellular-Matrix (EZM), Mineralisierungszone (Mz), Zellkerne (Zk).

Zu erkennen sind im linken Bildabschnitt der normale Sehnenverlauf und daneben gelegen ein
Ausschnitt der EZM. In dieser befinden sich vereinzelte hell, bzw. blass rosa gefarbte Areale, die
Osteoidablagerungen entsprechen kénnen.

Die Abb. 57 zeig Sehnen nach einer Kultivierungszeit von 2 Monaten. Dabei Abigt A

eine schmale EZMim rechten Bildausschnittnit teilweise schwarz granulierten Arealen
am Randbereichwas ein Hinweis flir eine Mineralisierungszone sein kdder normale
Faservdauf der Sehne ist im linken Bildabschnitt sehen.

Abb. B lasst erkennen, dass die E4il rechten Bildausschnitwas starker ist, als sie in
Abb. A dargestellt ist. Die EZM stellt sich hier als dunkellila gefarbter Bereich dar, der
mitunter blassrosaefiarbte Areale aufweistnd somit ein Hinweis flr Osteoidansammlungen
sein konnte. Bedingt dadurch, dass sich in diesem Berech viel zellulares Material
befindet, ergibt sich imgesamten Bild der EZM ein verwasche@arakter. Auch hier ist der

normde Faserverlauimn linken Bildabschnitt zu erkennen.
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Abb. 58: Darstellung der EZM einer Sehne der Gruppe 4 (Sehne) nach einer Versuchszeit von
11 Wochen. A: v. Kossa-Farbung; B: PAS-Farbung (20er Objektiv). Die in der Gruppe 4 moglich
vorhandenen Osteoid-Ablagerungen sind durch einen roten Stern (*) hervorgehoben worden.
Abkirzungen:  Extrazellular-Matrix ~ (EZM),  Mineralisierungszone  (Mz), Zellkerne  (Zk),
Zellproliferationszone (Zpz).

Zu erkennen sind im unteren Bildabschnitt der normale Sehnenverlauf und dariber gelegen ein
Ausschnitt der EZM. In dieser befinden sich vereinzelte hell, bzw. blass rosa gefarbte Areale, die
Osteoidablagerungen entsprechen kdnnen sowie diffus verteilt vermehrte Zellkernansammlungen.

In der Abb. B sind die Sehnen nach einer Versuchslaufzeit von 3 Monaten abgebildet. Abb.
A zeigt eine starke Ansammlung von Zellkerr{ebere Bildausschnitt) im Bereich der EZM
Zudem befinden sich am Rand vereinzelt schwarz granulierte Bereitiee sog.
Mineralisieringzonen entsprechen kénnddomogene, zellfreie, weil3e Areale finden sich
vereinzelt

In Abb. B ist ein tark lila gefarbter Bereich an&ul3erenRand derEZM zu erkennen.
Zusatzlich sind auch hier vermehrte Zellkernansammlungen dargestellt, die Zellkaine si
hier dunkelviolett gefarbtVereinzelt zeigen sich blass rosa gefarbte Areale in diesem
Bereich, die Osteoidblagerungen entsprechen kénn&tudem ist, wie in Abb. A, der
normale Faserverlaafer Sehne im unteren Bildabschuiit erkennen.

4.5.6. Allgemeine Aspekte der Farbeergebnisse

Zusammenfassend ist bei den Sehnen die eine-BMPplikation erhalten haben (Gruppe 1
und 3) ein positiver Effekt durch die BMP Gaben zu beobachten. Dieser zeigt gigm
einenin der Gestalt, dass es viel friher zu einddiBg der EZM kommtdie zudem auch
starker ausgepragt igtiehe hierzu Abb40-42) und zum anderedaran, dassliese Gruppen
auch eine frihe und starker ausgepréagte Bildung von Ostebickisen (siehe hierzu Abb.
45B, 46B, 53B und 54B). Ebenso weisen mudie Gruppen mit BMF7 kalk&hnliche
Einschliusse auf (siehe hierzu AEBA und B,52A und B und53 A und B).
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Sicherlich weisen auch die Gruppen die keine BMRpplikation erhalten haben (Gruppe 2

und 4) solche Veranderungen auf, diese sind aber vielgggriausgepragt und treten auch
sehr viel spater auf, meist erst im letzten Monat des Versuchs. So sind @dilagdrungen

in der Gruppe 2 (Sehne+OB) erst im 3. Mopaterkenner{siche Abb50A und B), ebenso

ist ein starker Zuwachs an EZM ebenfallst @ms 3. Monat zu erkennen (siehe AlL). In

der Gruppe 4 (Sehne) sind dagegen solche Veranderungen nicht wirklich zu beobachten.
Einzig vermehrte Zellkernansammlungen lassen sich im Verlauf erkennen (siehg8akb.

und B).

4.6. Ergebnisse aus der Rastetektronenmikroskopie

Abb. 59: REM-Darstellung von Sehnen ohne BMP-7 Applikation nach einer Versuchszeit von
4 Wochen. A: Sehne aus Gruppe 2 (Sehne+OB); B: Sehne aus Gruppe 4 (Sehne). Abkiirzungen:
Kollagenfibrillen (Kf), Zellkérper (Zk)

In beiden Abbildungen sind noch zahlreiche Kollagenfibrilen zu erkennen. Auf diesen liegen
vereinzelte Zellen, die z.T. miteinander verbunden sind. Ob es sich dabei um OB oder FB handelt
lasst sich nicht beurteilen.

Die Abb.59 zeigt zwei Sehnen nach einer Kultivierungszeit von einem Mdmatbb. A ist

eine Sehne der Gruppe 2 (Sehne+OB) und in Abb. B eine Sehne der Gruppe 4 (Sehne)
abgebildet.Die Abhkildungen A und B sind relativ identisch. Zu erkennen sind daxh
reichlich vorhandenen Kollagenfibrillen der Sehne und, darauf sich ansiedelnd, vereinzelte
Zellen, diezum Teil miteinander vernetzt sindb es sich dabei um Osteoblasten oder

Fibroblasten handelt, lasst sich nicht beurteilen.
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Abb. 60: REM-Darstellung von Sehnen mit BMP-7 Applikation nach einer Versuchszeit von
4 Wochen. A: Sehne aus Gruppe 3 (Sehne+BMP-7); B: Sehne aus Gruppe 1 (Sehne+OB+BMP-7).
Abkurzungen: Extrazellulare-Matrix (EZM), Kollagenfibrillen (Kf), Zellkérper (Zk).

In Abb. A zeigt sich im unteren Bildabschnitt eine starke EZM, im restlichen Préaparat sind noch
Kollagenfibrillen zu erkennen. Die EZM in Abb. B ist nicht so flachendeckend, dafir finden sich noch
vereinzelte Zellkdrper auf der Oberflache.

Die Abb. @ zeigt zwei Sehnen nach einer Kultivierungszeit von einem Monat, die eine
BMP-7 Applikation erhalten haben. In Abb. A ist eine Sehne der Grud@el3he+BMF7)

zu sehen. Hier igtm unteren Bildabschnittine serke EZM-Bildung zuerkennenwie auch
noch vereinzelte Kollagenfibrillen.

Die Abb. B zeigt eine Sehne der GruppéSEhne+OB+BMFY). Hier ist eine aufgelockerte
EZM zu erkennen mit Ansiedlung von einigen Zellen auf der EBiglrunter sind noch die

Kollagenfibrillen zu erkennen.

Kf EZM

Abb. 61: REM-Darstellung von Sehnen ohne BMP-7 Applikation nach einer Versuchszeit von
8 Wochen. A: Sehne aus Gruppe 2 (Sehne+OB); B: Sehne aus Gruppe 4 (Sehne). Abkirzungen:
Extrazellulare-Matrix (EZM), Kollagenfibrillen (Kf).

Im Wesentlichen identische Abbildungen. Zu erkennen sind ausgeprigte EZM-Plaques. Vereinzelt
sind darunter die Kollagenfibrillen zu sehen.
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