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Glossar  
 

Scaffold  Als Scaffold werden Gerüstsubstanzen bezeichnet, die den 

Zellen eine 3D-Struktur bieten und die Bildung von Gewebe 

durch die darin ausgesäten Zellen begünstigen. Diese 

können aus unterschiedlichen biologischen und natürlichen 

Materialien bestehen. 

Tissue Engineering Auch Gewebezucht oder Gewebskultur genannt, ist es der 

Überbegriff für die künstliche Herstellung biologischer 

Gewebe durch die gerichtete Kultivierung von Zellen, um 

damit kranke Gewebe bei einem Patienten zu ersetzen oder 

zu regenerieren. 

Priming Der Begriff ĂPrimingñ ist in der Zellbiologie weit verbreitet und 

steht grundsätzlich für die funktionelle Verstärkung einer 

bestimmten Zellfunktion durch Zytokine. In Bezug auf MSC 

wird dieser Begriff häufig verwendet, wenn diese auf eine 

bestimmte Funktion oder eine linienspezifische 

Differenzierung durch Stimulanzien vorbereitet werden.  
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1 Einleitung  

Orthopädische Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems treten sowohl in der 

Human- wie auch in der Veterinärmedizin weltweit häufig auf und stellen eine immense 

medizinische Herausforderung dar. Trotz der erheblichen Fortschritte in der 

medizinischen Forschung und Therapie sind die aktuellen Behandlungsmöglichkeiten 

dieser Erkrankungen immer noch begrenzt. Konventionelle Therapien umfassen meist 

nur eine Schmerzlinderung und keine Förderung der Geweberegeneration oder 

Beseitigung der Krankheitsursache. Regenerative Therapien hingegen haben zum Ziel 

die Struktur und Funktion von Geweben oder Organen wiederherzustellen, die 

aufgrund von degenerativen Erkrankungen oder durch akute Traumata beschädigt 

wurden. In den letzten 15 Jahren haben regenerative Therapieansätze besonders bei 

Tendinopathien für Pferd und Mensch an Bedeutung gewonnen. Aufgrund der 

begrenzten Regenerationsfähigkeit des Sehnengewebes kommt es bei der Abheilung 

von Sehnenläsionen zur Bildung von fibroblastenreichen Narbengewebe. Dieses hat 

nicht die gleiche biomechanische Qualität wie gesundes Sehnengewebe, wodurch die 

Belastbarkeit reduziert und das Risiko für eine erneute Verletzungen deutlich erhöht 

wird. Verschiedene klinische Studien haben gezeigt, dass Therapien mit autologen 

Blutprodukten oder mesenchymalen Stromazellen (MSC) den Heilungsverlauf 

verbessern und die Rezidivrate im Vergleich zu konservativen Therapien signifikant 

senken (Godwin et al. 2012).  

Die Wirkmechanismen der MSC im Rahmen der tenogenen Regeneration sind 

vielfältig, wobei die Immunmodulation sich zunehmend als besonders bedeutsam 

herauskristallisiert. Bei vielen Erkrankungen ist die Entzündungsreaktion 

verantwortlich für das Voranschreiten der Gewebedegeneration und für die Entstehung 

von Schmerz. Die antiinflammatorischen Fähigkeiten der MSC wurden in vitro und in 

vivo durch Schmerzlinderung und Senkung von Entzündungsmarkern nachgewiesen 

(Burk et al. 2023, Russo et al. 2022). Weitere Wirkmechanismen wie der Ersatz von 

Sehnengewebe durch tenogene Differenzierung oder Matrixmodulation sind 

schwieriger in vitro oder in vivo nachzuweisen. Während bei akuten Verletzungen, in 

denen die Entzündungsreaktion im Vordergrund steht, gute Behandlungserfolge erzielt 

werden können, gibt es bisher kaum Daten, die eine Wirkung der MSC bei chronischen 

Sehnenerkrankungen, mit Narbengewebe und einer gestörten Sehnenmatrix im 

Fokus, nachweisen können (Burk 2019). MSC stehen demnach vor unterschiedlichen 
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Herausforderungen in Abhängigkeit vom Erkrankungszustand. Eine erfolgreiche 

tenogene Differenzierung von MSC ist für Tissue-Engineering-Ansätze essenziell und 

könnte neben der anfänglichen Immunmodulation und der Unterstützung von M2-

Makrophagen eine wichtige Rolle für die Langzeitwirkung einer MSC-basierten 

Zelltherapie spielen (Shen et al. 2016, Manning et al. 2015). Allerdings scheint die 

tenogene Differenzierung von mehreren externen Faktoren abzuhängen, deren 

Zusammenspiel noch weitgehend unklar ist. 

Zu den berichteten tenogenen Faktoren gehören die extrazelluläre Sehnenmatrix 

(EZM), Dehnungsreize, sowie Wachstumsfaktoren, insbesondere der 

Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor ɓ (TGF-ɓ). TGF-ɓ ist einer der am 

besten erforschten Wachstumsfaktoren und hat sich als zuverlässiger Auslöser der 

tenogenen Differenzierung etabliert (Barsby & Guest 2013). Zur intrazellulären 

Signalweiterleitung verwendet TGF-ɓ den gut erforschten kanonischen Smad2/3 

Signalweg. Die EZM kann die tenogene Differenzierung sowohl durch ihre Struktur als 

auch durch ihre biochemischen Komponenten beeinflussen (Burk et al. 2016a, 

Popielarczyk et al. 2017). In einer Studie förderten EZM-Scaffolds mit parallel 

ausgerichteten Fasern die tenogene Differenzierung, während sie die osteogene 

Induktion im Vergleich zu zufällig ausgerichteten Faserscaffolds inhibierten (Kishore et 

al. 2012). In Einklang damit zeigte eine aus Sehnengewebe gewonnene 

harnstoffextrahierte EZM-Lösung eine tenogene Wirkung auf MSC (Yang et al. 2013). 

Als Vermittler der mechanisch induzierten tenogenen Differenzierung wurde der Rho/ 

Rho-assoziierte Proteinkinase (ROCK)-Signalweg, der durch Integrine aktiviert wird, 

identifiziert. Seine Hemmung durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 verhinderte die durch 

mechanische Stimulation (Xu B. et al. 2012) oder Gerüsttopografie (Maharam et al. 

2015) ausgelöste tenogene Differenzierung. 

Aufgrund der unabhängig voneinander berichteten positiven Auswirkungen auf die 

tenogene Differenzierung könnten synergistische Effekte des mechanisch induzierten 

Rho/ROCK- und TGF-ɓ3-induzierten Smad2/3-Signalwegs erwartet werden. 

Allerdings deuten andere Studien auf ein komplexes Wechselspiel zwischen 

Sehnenmatrix und MSC hin, wobei die Fähigkeiten zur tenogenen Differenzierung und 

zur Matrixmodulation negativ beeinflusst werden können (Doll et al. 2021, Roth et al. 

2018, Burk et al. 2022).  
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Diese Arbeit wird sich mit dem Zusammenspiel des Rho/ROCK-Signalweges und der 

TGF-ɓ3-induzierten Smad-2/3-Aktivierung im Kontext der frühen tenogenen 

Differenzierung von MSC beschäftigen. Sowohl der Rho/ROCK-Signalweg als auch 

TGF-ɓ3 haben bereits separat wichtige Rollen bei der MSC-Differenzierung gezeigt 

und ihre kombinierte Untersuchung kann wichtige Erkenntnisse über das Wechselspiel 

von mechanischen und biochemischen Reizen liefern. Dies trägt möglicherweise dazu 

bei, die Wirkmechanismen und Einschränkungen der Therapie besser zu verstehen 

und neue Ansätze im Bereich des Tissue Engineerings zu entwickeln. 

2 Literaturübersicht  

2.1 Therapeutische Anwendung von MSC bei Tendinopathien   

Sehnen halten aufgrund ihrer Struktur und ihrer biomechanischen Eigenschaften 

unterschiedlichen Belastungen stand, dennoch können rasche Veränderungen oder 

eine übermäßige Zunahme der auf die Sehnen einwirkenden Belastungskräfte 

Mikrotraumata verursachen und zu Sehnenerkrankungen und -läsionen führen. Die 

Behandlung solcher Verletzungen mit konservativen Therapieansätzen führt häufig 

nicht zur vollständigen Heilung und stellt weltweit eine große medizinische 

Herausforderung dar. Ein Schlüsselelement bei Tendinopathien ist die entstehende 

Entzündung des Sehnengewebes, welche hauptverantwortlich für die klinischen 

Symptome ist. Der anhaltende Entzündungszustand führt zu einer Störung der 

Homöostase des physiologischen Sehnengewebes und verursacht häufig irreversible 

Veränderungen der Architektur und Mechanik der nativen EZM der Sehne. 

Die bisherigen konservativen Therapieansätze zielen hauptsächlich darauf ab, 

Schmerzen zu lindern und die Heilung durch Schonung zu unterstützen. Bei Menschen 

wird häufig eine chirurgische Therapie bevorzugt, insbesondere wenn konservative 

Therapieansätze versagt haben. Auch beim Pferd gibt es chirurgische 

Therapieoptionen, welche jedoch meist weniger erfolgversprechend sind als beim 

Menschen. Die MSC-Therapie hingegen bietet einen vielversprechenden Ansatz, der 

nicht nur die Symptome lindert, sondern auch regenerative Effekte im Sehnengewebe 

hervorrufen kann.  
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2.1.1 Pferdemedizin  

In der Pferdemedizin war eine erste Beschreibung der MSC-Therapie in einem 

Fallbericht von Smith et al. 2003 wegweisend. Hier wurde erstmals eine erfolgreiche 

Behandlung mit in vitro kultivierten MSC, die aus Knochenmark gewonnen wurden 

(BMSC), in einem Fallbericht beschrieben (Smith et al. 2003). Seitdem haben 

zahlreiche klinische Studien die Wirkung der MSC in der Behandlung von 

Sehnenerkrankungen untersucht. Hierbei hat sich die MSC-Injektion als sichere 

Therapiemethode bewiesen. Abgesehen von gelegentlichen Schwellungen nach 

Injektion wurden keine schwerwiegenden Nebenwirkungen, wie Knochen- oder 

Tumorbildung berichtet (Godwin et al. 2012, Burk et al. 2011, Del Bue et al. 2008, 

Smith et al. 2013, Depuydt et al. 2021). Eine Studie mit 113 Rennpferden, die einen 

natürlichen Sehnenschaden erlitten hatten, zeigte vielversprechende Ergebnisse. 

Nach einer Behandlung mit BMSC konnten 98,2% der Pferde erfolgreich in den 

Rennsport zurückkehren, und die Rezidivrate war mit 27,4% nur halb so hoch wie die 

der Tiere, die eine konservative Therapie erhielten (Godwin et al. 2012). Diese 

Ergebnisse bestätigten vorherige Studienresultate, die eine Erfolgsrate von 80-90% 

und eine verringerte Rezidivrate belegen (Smith 2008, Burk et al. 2011). Neben den 

klinischen Erfolgen wurde auch eine Verbesserung histologischer Parameter 

festgestellt. MSC-therapierte Pferde wiesen 6 Monate nach Behandlung eine 

reduzierte Sehnensteifheit, eine bessere Faserorganisation und einen geringeren 

Glykosaminoglykan-Gehalt auf. Demzufolge entsprach das Sehnengewebe von MSC-

therapierten Pferden eher einer gesunden Sehnenmatrix als das der unbehandelten 

Kontrollgruppe (Smith et al. 2013, Schnabel et al. 2009).     

Obwohl viele Studien eine positive Entwicklung der MSC-Therapie zeigen, muss bei 

der Bewertung der Aussagekraft der Studien berücksichtigt werden, dass es den 

Studien häufig an Signifikanz, einer großen Tieranzahl oder an entsprechenden 

Kontrollen und einer Randomisierung mangelt. Zudem gibt es auch Studien, die keinen 

Erfolg der MSC-Therapie nachweisen konnten (Geburek et al. 2017, Ahrberg et al. 

2018). Als Ursache hierfür ist eine Varianz des Studiendesigns, der Auswahlkriterien 

für Probanden mit natürlichen Sehnenläsionen und der Durchführung der Studien, 

sowie der Zellressourcen anzunehmen. Zu den Variablen des MSC-

Behandlungsprotokolls gehören die Zelldosis, der Verabreichungsweg (lokal oder 

systemisch), die Anzahl der Verabreichungen (einmalig oder mehrfach), die Herkunft 
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der Zellen (Knochenmark oder Fettgewebe) oder der Zellspender (autolog oder 

allogen). 

Zur Lösung dieser Problematik und Verbesserung der Evidenzlage der MSC-Therapie 

gibt es vermehrt Bemühungen in der Forschung das Studiendesign und die 

Behandlungsmethoden zu harmonisieren und Studien mit höherem Evidenzlevel 

durchzuführen. In diesem Rahmen wurden kürzlich zwei randomisierte, kontrollierte 

und verblindete Studien durchgeführt. In einer Pilotstudie mit 14 Pferden war die 

Lahmheit in der MSC-behandelten Gruppe nach 6 Monaten signifikant geringer als in 

der Kontrollgruppe. Des Weiteren konnte auch hier eine geringere Rezidivrate bei 

MSC-behandelten Tieren festgestellt werden (Burk et al. 2023). Eine weitere 

Feldstudie mit 100 Pferden zeigt ähnlich vielversprechende Ergebnisse. Die MSC-

behandelte Gruppe wies nach 8 Wochen eine geringere Lahmheit, sowie eine 

verbesserte Faserausrichtung und eine reduzierte Läsionsgröße im Vergleich zur 

Kontrollgruppe auf (Carlier et al. 2023).  

Die aktuelle Studienlage ist somit ausreichend, um MSC-basierte Behandlungen in der 

Praxis einzusetzen. Es liegen jedoch innerhalb der EU noch keine konkreten 

gesetzlichen Regelungen vor, die die Handhabung stammzellbasierter Produkte in der 

Veterinärmedizin ausreichend regelt. In der aktuellen EU-Verordnung 2019/6 wurden 

Stammzellprodukte, die durch industrielle Prozesse hergestellt werden, als neuartige 

Therapien definiert und benötigen vor Inverkehrbringen eine Zulassung. Autologe 

MSC dürfen jedoch weiterhin individuell durch den Tierarzt gewonnen, hauseigen 

isoliert, angezüchtet und appliziert werden. Sollte eine hauseigene Herstellung nicht 

möglich sein, kann alternativ ein zugelassenes allogenes MSC-Produkt eingesetzt 

werden. 

2.1.2  Humanmedizin   

In der Humanmedizin leiden zahlreiche Sportler, wie Basketball-, Fußball- und 

Volleyballspieler, aufgrund von Überlastung an chronischen Tendinopathien. Hierbei 

ist am häufigsten die Achillessehne, Patellarsehne oder die Rotatorenmanschette 

betroffen. Fallstudien konnten nachweisen, dass die Zelltherapie ein 

vielversprechendes Potential im Bereich der Sehnenregeneration aufweist (Stein et al. 

2015, Usuelli et al. 2018, Jo et al. 2018). Dennoch gibt es für die Behandlung von 

Sehnenerkrankungen im Humanbereich nur eine begrenzte Anzahl an verfügbaren 
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Studien, wobei dies hauptsächlich Fallstudien und nur vereinzelt Studien mit mittlerem 

Evidenzlevel sind. Den meisten Studien mangelt es in der Regel an einer 

unbehandelten oder Placebo-behandelten Kontrollgruppe und wie auch in der 

Pferdemedizin liegt eine starke Heterogenität der Studienparameter vor, wodurch die 

Vergleichbarkeit einschränkt wird. Die verfügbaren Studien zeigen jedoch, dass auch 

beim Menschen die Anwendung von autologen MSC sicher ist und kaum 

Nebenwirkungen auftreten (Hurd et al. 2020). In einer kürzlich veröffentlichten 

randomisierten und kontrollierten Studie wurden 20 Probanden mit einer Verletzung 

der Rotatorenmanschette entweder aus Fettgewebe gewonnene MSC(AMSC) oder 

ein Glukokortikoid injiziert. Im Vergleich wies die MSC-behandelte Gruppe eine 

verbesserte Schulterfunktion und eine geringere Schmerzbewertung nach 24 und 52 

Wochen auf (Hurd et al. 2020). Eine Studie über 27 Patienten mit 

Achillessehnenruptur, welche die Wirkung von konzentriertem Knochenmarkaspirat 

untersuchte, zeigte, dass 92% der Patienten bereits 6 Monate nach der Behandlung 

wieder ihre ursprüngliche Sportart aufnehmen konnten und bis Ende der 

Nachverfolgung (90 Monate post OP) keine wiederholte Ruptur der Sehne auftrat. Die 

abschließende Einschätzung mittels ATR-Score ergab, dass keine Sehne unter einem 

Wert von 8 Punkten lag und somit eine gute Funktionsfähigkeit aufwies (Stein et al. 

2015). Darüber hinaus wurde bei einer Behandlung von chronischen 

Patellarsehnenerkrankungen festgestellt, dass die Therapie mit BMSC neben der 

Verbesserung klinischer Symptome auch zu einer im MRT sichtbaren signifikanten 

Verbesserung der Sehnenstruktur geführt hat (Rodas et al. 2021). Mit dieser Studie 

konnte erstmals auch beim Menschen eine strukturelle Verbesserung des 

Sehnengewebes nach MSC-Therapie nachgewiesen werden. 

Trotz dieser erfolgsversprechenden Ergebnisse ist die Studienlage nicht ausreichend, 

um MSC für die Behandlung von Sehnenerkrankungen standardmäßig anzuwenden. 

Die EMA stuft humane MSC-basierte Produkte als Arzneimittel für neuartige Therapien 

(ATMP) ein, welche durch die Verordnung 1394/2007 geregelt werden. Grundsätzlich 

bedürfen Produkte einer Zulassung, bevor sie in Verkehr gebracht werden dürfen. 

Ähnlich wie in der Veterinärmedizin gibt es auch hier die sogenannte 

Krankenhausausnahme (Ăhospital exemptionñ), die in der EU-Verordnung 1394/2007 

festgeschrieben und durch den §4b des Arzneimittelgesetzes auf nationaler Ebene an 

weitere Richtlinien gebunden ist. Diese berechtigt Ärzte nicht-routinemäßig 

Arzneimittel, die ATMPs sind, herzustellen und anzuwenden, sofern sie eine 
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Herstellungserlaubnis für Arzneimittel innehaben (Paul-Ehrlich-Institut: Arzneimittel für 

neuartige Therapien, Regulatorische Anforderungen und praktische Hinweise). Zum 

Schutz des Patienten sind strenge hygienische Richtlinien zur Herstellung von 

humanen Stammzellprodukten vorgeschrieben. Dennoch werden MSC-Produkte 

speziell zur Therapie von Sehnenerkrankungen beim Menschen immer noch 

wesentlich seltener angewendet als beim Pferd.  

2.2 Wirkmechanismen mesenchymaler Stromazellen in der 

Sehnenheilung  

MSC sind vielversprechende Kandidaten für die Behandlung von 

Sehnenerkrankungen, da sie sich in Tenozyten-ähnliche Zelltypen differenzieren, die 

extrazelluläre Matrix modulieren und die Immunreaktion regulieren können (Jiang et 

al. 2023). Dennoch variieren die Ergebnisse bezüglich ihrer Effektivität in klinischen 

Studien immer noch stark. Während viele Studien ermutigende Erfolge bei MSC-

Therapien zeigen, können einige Studien keine therapeutische Wirksamkeit von MSC 

nachweisen (Ahrberg et al. 2018, Geburek et al. 2017). Es ist daher ein tieferes 

Verständnis für die biologischen Eigenschaften von MSC und ihrer Interaktionen im 

Zielgewebe notwendig, um ihr Potenzial für die therapeutische Anwendung bei 

Sehnenerkrankungen zu optimieren. Im Folgenden werden die verschiedenen 

Wirkmechanismen der MSC näher erläutert. 

2.2.1 Immunmodulation  

Die Entzündungsreaktion spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese von 

Sehnenerkrankungen. Ihre Hauptakteure sind Makrophagen, die das Gewebe 

infiltrieren und durch die Sekretion von Zytokinen ein proinflammatorisches Milieu 

entstehen lassen (Millar et al. 2010). Infolgedessen entwickeln Tenozyten sich in 

Richtung eines aktivierten entzündlichen Phänotyps. In diesem Zustand verändert sich 

die Expression ihrer Oberflächenmarker und Zytokine wie Interleukin(IL)-6, IL-1ɓ und 

das Monocyte Chemoattractant Protein(MCP)-1 (Al-Sadi et al. 2011, Stolk et al. 2017, 

Garcia-Melchor et al. 2021) werden sezerniert, wodurch die Tenozyten wiederum zur 

Aktivierung von Lymphozyten und Makrophagen beitragen (Garcia-Melchor et al. 

2021, Stolk et al. 2017). Darüber hinaus fördern die aktivierten Tenozyten die 

Degeneration der Sehnenmatrix, indem sie vermehrt matrixabbauende Enzyme wie 

Matrixmetalloproteinase(MMP)-1 und MMP-3 produzieren und das Kollagen I/Kollagen 
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III Verhältnis zu Gunsten des Kollagen III verschieben (John et al. 2010, Garcia-

Melchor et al. 2021, Behzad et al. 2013). In einem Tri-Kultur-System von Tenozyten, 

Makrophagen und MSC exprimierten Tenozyten weniger proinflammatorische 

Moleküle, wie den Tumornekrosefaktor-Ŭ, IL-1ɓ und Cyclooxygenase(COX)-2, und 

weniger matrixdegenerierende MMPs in der Anwesenheit von MSC als bei einer 

alleinigen Co-Kultur mit Makrophagen (Manning et al. 2015). Des Weiteren bewirkten 

die MSC einen Shift von M1- zu M2-Makrophagen (Manning et al. 2015). Demzufolge 

können MSC durch ihre immunmodulatorischen Eigenschaften den entzündlichen 

Veränderungen im Rahmen einer Sehnenerkrankung entgegenwirken.  

Die immunmodulatorische Wirkung der MSC erfolgt durch direkten Zell-Zell-Kontakt 

oder durch die Ausschüttung von Signalmolekülen (Di Nicola et al. 2002). 

Beispielsweise unterdrücken MSC die Aktivierung und Vermehrung von T-Zellen durch 

die Expression verschiedener inhibierender Faktoren, wie das humane Leukozyten-

Antigen G5, Prostaglandin E2 (PGE2) und lndolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) (Haddad 

& Saldanha-Araujo 2014, Meisel et al. 2004, Selmani et al. 2008, Mbongue et al. 2015). 

Außerdem können sie die Apoptose aktivierter T-Zellen durch Fas-Fas-

Ligandenbindung auslösen und die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und 

T-Helfer-2-Zellen fördern (Akiyama et al. 2012). B-Zellen werden ebenfalls durch MSC 

in ihrer Proliferation, Aktivierung und Antikörperproduktion gehemmt und zur 

Differenzierung in regulatorische B-Zellen (Breg) stimuliert (Corcione et al. 2006, Chen 

et al. 2019). Diese Breg-Zellen hemmen die Sekretion proinflammatorischer Zytokine 

und die Proliferation von T-Zellen über den IL-10-abhängigen Signalweg (Chen et al. 

2019).  

Bei der Regulation von Makrophagen spielt das PGE2 eine zentrale Rolle. Mithilfe des 

PGE2, welches durch die COX-2-abhängige Prostaglandin-E-Synthase produziert 

wird, können MSC einen Shift der Makrophagen in Richtung eines 

entzündungshemmenden M2-Phänotyps induzieren und die Bildung eines 

proinflammatorischen M1-Phänotyps hemmen (Vasandan et al. 2016, Shen et al. 

2016, Park et al. 2018). Diese Wirkung wurde in einer Studie, in der die PGE2-

Produktion der MSC durch einen COX-2 Knock-Down gehemmt wurde, bestätigt. Die 

MSC waren dadurch nicht mehr in der Lage die Wirkung von M1-Makrophagen 

abzuschwächen und eine Polarisation zu M2-Makrophagen herbeizuführen 

(Vasandan et al. 2016). Weitere von MSC produzierte Faktoren, die in der 
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Makrophagenpolarisation wichtig sind, sind TGF-ɓ, IDO und das Tumornekrosefaktor 

stimulierte Gen 6 (Choi et al. 2011, Zhao et al. 2020).  

Insgesamt können die MSC mit einer Vielzahl an Immunzellen kommunizieren und 

diese entsprechend dem Milieu regulieren (Russo et al. 2022). Diese Fähigkeit wurde 

nicht nur in vitro, sondern auch in vivo nachgewiesen. In einer experimentellen 

Hundestudie wurden 16 Hunde mit AMSC behandelt. Alle Tiere zeigten 14 Tage 

postoperativ eine deutliche Steigerung der M2-Makrophagen und der 

antiinflammatorischen Zytokine, sowie eine geringere Infiltration durch mononukleäre 

Zellen (Gelbermann et al. 2017). Eine weitere Studie in Hunden bestätigte diese 

Ergebnisse und wies zusätzlich eine unterstützende Wirkung auf die Genexpression 

tenogener Marker auf (Shen et al. 2016). Allerdings zeigten Studien auch, dass 

Immunzellen ebenfalls in der Lage sind die Differenzierung von MSC negativ zu 

beeinflussen (Brandt et al. 2018). Nichtsdestotrotz sind MSC durch ihre 

immunmodulatorischen Fähigkeiten eine vielversprechende Therapieoption für 

Tendinopathien und viele weitere entzündungsbasierte Erkrankungen.  

2.2.2 Synthese und Remodelling von extrazellulärer Matrix  

Bei einer Sehnenerkrankung liegt eine Störung der Zusammensetzung und Stabilität 

der EZM vor. Es kommt zu einem Ungleichgewicht der Umbauvorgänge und damit 

einhergehenden degenerativen und fibrotischen Veränderungen der EZM. Diese 

begünstigen das Entstehen von akuten klinisch sichtbaren Sehnenläsionen. Die 

dadurch ausgelöste Entzündungsreaktion und vermehrte Ausschüttung von TGF-ɓ1 

führt zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Myofibroblasten. Diese produzieren 

vermehrt Kollagen I und beeinflussen das Expressions- und Aktivitätslevel 

verschiedener MMPs und deren Inhibitoren (TIMPs), was schließlich zu Fibrose führen 

kann (Weiskirchen et al. 2019, Newby 2016). Das fibrotische Gewebe ist jedoch 

unelastischer als das gesunde Sehnengewebe und kann nicht der gleichen 

Zugbelastung standhalten. Die Belastbarkeit der Sehne wird verringert und es besteht 

ein erhöhtes Risiko von erneuten Verletzungen.  

MSC können die Qualität des Reparationsgewebes steigern und die Bildung von 

Narbengewebe reduzieren (Wu et al. 2015, Cai et al. 2018, Smith et al. 2013). In In-

vivo-Studien wurde dies anhand der Verbesserung von histologischen und 

biomechanischen Eigenschaften des Sehnengewebes nachgewiesen (Cai et al. 2018, 
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Smith et al. 2013). In einem chirurgisch induzierten Tendinopathie-Kaninchen-Modell 

wurden die Versuchstiere mit BMSC-besiedelten oder unbesiedelten PET-Scaffolds 

behandelt. Zwölf Wochen nach der Behandlung stellte man einen erhöhten Kollagen I 

und III Gehalt, sowie eine gesteigerte Belastbarkeit und Gewebssteifigkeit der mit 

BMSC behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe fest (Cai et al. 2018). In 

einer weiteren Studie mit natürlich entstandenen Tendinopathien beim Pferd zeigte die 

mit BMSC behandelte Gruppe in der histologischen Untersuchung eine deutliche 

Verbesserung der Faserorganisation und des Crimp Pattern. Auch die Parameter 

Vaskularität, DNA- und Zellgehalt sanken zurück auf den physiologischen 

Ausgangswert und waren signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe (Smith et al. 

2013).  

Bisher sind die genauen Wirkmechanismen der MSC in diesem Zusammenhang noch 

nicht endgültig erforscht. In vitro-Studien haben nachgewiesen, dass MSC sowohl 

direkt durch Matrixproduktion und -umbau als auch indirekt durch Protektion und 

Stimulation der Tenozyten wirken können. Unter hypoxischen Bedingungen kultivierte 

MSC zeigten eine gesteigerte Expression von Kollagen I, Kollagen III, Decorin und 

Tenomodulin (Chen et al. 2020). Während die Produktion von Kollagenen direkt zum 

Aufbau von neuem Sehnengewebe beiträgt, kann Decorin den Durchmesser der 

Kollagenfasern regulieren (Hwang & Halper 2021) und Tenomodulin die 

Sehnenreifung fördern, indem es den Kollagen-I-Gehalt reguliert und den 

Kollagenumbau fördert (Dex et al. 2016). Diese Ergebnisse wurden durch die 

Anwendung der hypoxisch kultivierten MSC in einem Kaninchen-Tendinopathie-

Modell bestätigt, das eine signifikante Verbesserung der Kollagenstruktur und der 

mechanischen Belastbarkeit zeigte (Chen et al. 2020). Des Weiteren steuern MSC die 

Matrixmodellierung durch die Produktion und Aktivierung von MMPs und TIMPs, die 

die extrazelluläre Matrix auf-, ab- und umbauen. Tenogene Stimuli, wie das Bone 

Morphogenic Protein(BMP)-12 oder Sehnenmatrixproteine, fördern die Expression 

von MMPs (Yang et al. 2013, Zarychta-WiŜniewska et al. 2017), was besonders bei 

chronischen Läsionen von großer Bedeutung sein kann.  

Ähnliche modulatorische Effekte werden bei der Co-Kultivierung von MSC und 

Tenozyten beobachtet. Tenozyten steigerten in der Anwesenheit von MSC ihre 

Expression von EZM-Genen, insbesondere Kollagen I und Tenascin-C, und regulierten 

für den EZM-Umbau relevante Gene, wie MMP1, MMP2, MMP3 und TIMP1 
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zeitpunktabhängig. Darüber hinaus wurde die Ablagerung von Kollagen I beschleunigt 

und gegenüber der Produktion von Kollagen III begünstigt, was bereits nach 7 Tagen 

zu einem verbesserten COL1/COL3-Verhältnis führte (Costa-Almeida et al. 2018). Der 

positive Einfluss der Co-Kultur wurde durch eine In-vivo-Studie bestätigt, in der die 

Implantation eines Scaffolds mit co-kultivierten Tenozyten und MSC eine deutlich 

bessere Wirkung erzielte als Scaffolds mit nur einer Zellkomponente (Wu et al. 2016). 

MSC tragen somit aktiv zum Umbau des Sehnengewebes bei.  

Dennoch ist zu beachten, dass diese Regulationen zeit- und kontextabhängig sind. 

Studien zeigten, dass die Expression von Matrixproteinen und MMPs durch fibrotisch 

veränderte EZM reduziert werden kann (Burk et al. 2022, Doll et al. 2021). Das 

Wechselspiel zwischen MSC und der Sehnenmatrix ist demnach ein komplexer 

Prozess und es besteht die Notwendigkeit, die genauen Signalwege und Interaktionen 

zwischen MSC und der Sehnenmatrix weiter zu entschlüsseln. 

2.2.3 Förderung der Angiogenese   

Sehnen haben physiologisch eine geringere Vaskularisierung als andere Gewebe. 

Einige Sehnen, wie die Achilles-, Quadrizeps- und Supraspinatussehne, besitzen 

zusätzlich Bereiche mit noch weiter reduzierter bis keiner Vaskularisierung (Stein et al. 

2000, Adler et al. 2008, Petersen et al. 1999). In diesen hypovaskulären Bereichen 

kommt es häufiger zu degenerativen Veränderungen und Rupturen als in anderen 

(Yepes et al. 2008). Aufgrund dessen vermutet man, dass die Hypovaskularität der 

Sehne die Entstehung von degenerativen Veränderungen begünstigt und die Heilung 

maßgeblich beeinträchtigen kann (Petersen et al. 2005, Korntner et al. 2019). Nach 

einer akuten Sehnenverletzung kommt es vorrübergehend zu einer vermehrten 

Ausschüttung des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Boyer et al. 2001, 

Petersen et al. 2003). Dieser steigert die Angiogenese und fördert dadurch die 

intrinsischen und extrinsischen Heilungsmechanismen. Eine Studie an Beugesehnen 

von Hunden zeigte eine Zunahme der Gefäßlänge und -dichte ab Tag 3 postoperativ, 

die am Tag 17 ihren Höhepunkt erreichte und danach bis Tag 28 deutlich abnahm 

(Gelberman et al. 1991). Die Neovaskularisierung ist demnach ein wesentlicher 

Bestandteil der Sehnenheilung. Durch die vermehrte Durchblutung wird die 

Versorgung mit Sauerstoff, Energie und Wachstumsfaktoren, sowie der Abtransport 

von Stoffwechselprodukten gefördert. MSC unterstützen die Angiogenese und können 

hierdurch möglicherweise das durch die Hypovaskularität bestehende Defizit der 
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Sehnen ausgleichen. Im Allgemeinen kann die Steigerung der Angiogenese die 

Heilung verbessern und die Narbenbildung reduzieren (Tao et al. 2016, Huang et al. 

2020). Zahlreiche Studien belegen den proangiogenetischen Effekt von MSC bei 

Behandlung ischämischer Erkrankungen, wie Schlaganfällen, Myokardinfarkten oder 

peripheren Gefäßerkrankungen (Ulpiano et al. 2021, Tang et al. 2006, Huang et al. 

2019, Kinnaird et al. 2004). In einem Mausmodell mit Ischämie der hinteren Gliedmaße 

wurde die Durchblutung des Hinterbeins durch MSC signifikant verbessert, 

Gewebeschäden verringert und die Funktion der Gliedmaße gesteigert (Kinnaird et al. 

2004). Auch bei Patienten mit Myokardinfarkt wurde die ventrikuläre Funktion durch 

MSC-Applikation erheblich verbessert (Hare et al. 2009), was mit einer gesteigerten 

Induktion von Myogenese und Angiogenese in Verbindung steht (Dai et al. 2005, Tang 

et al. 2006).  

Ihren proangiogenetischen Effekt erzielen MSC durch die Förderung der 

Gefäßbildung, der Proliferation, Migration und Invasion von Endothelzellen und das 

Rekrutieren von endothelialen Vorläuferzellen (Duffy et al. 2009, Kinnaird et al. 2004, 

Kwon et al. 2014). In einer direkten Co-Kultur mit Endothelzellen erhöhten MSC 

ebenfalls die Persistenz bereits bestehender Blutgefäße, was darauf hindeutet, dass 

MSC nicht nur die Gefäßbildung fördern, sondern auch eine aktive Rolle bei der 

Stabilisierung und Reifung neu gebildeter Gefäße spielen (Duffy et al. 2009). MSC 

vermitteln ihre Wirkung hauptsächlich parakrin und produzieren hierfür eine Vielzahl 

an proangiogenetischen Faktoren, wie VEGF, MCP-1, Hepatocyte Growth Factor, 

Placental Growth Factor, Stromal cell-derived Factor-1 und Angiopoietin-1 (Kwon et 

al. 2014, Bronckaers et al. 2014). Besonders VEGF-A hat sich als potenter Faktor 

herausgestellt. Es fördert die Angiogenese, indem es die Proliferation und Migration 

von vaskulären Endothelzellen steigert und das Homing von perivaskulären Zellen 

begünstigt (Grunewald et al. 2006, Molloy et al. 2003, Tao et al. 2016). Bei einer akuten 

Achillessehnenverletzung bei Ratten verbesserte eine lokale Applikation von VEGF-

111 die Zugfestigkeit und mechanische Stabilität der Sehnen nach 15 bzw. 30 Tagen 

(Kaux et al. 2014).  

Die Förderung und Bedeutung der Angiogenese bei Sehnenerkrankungen wird jedoch 

kontrovers diskutiert. Denn trotz vielversprechender Ergebnisse bestehen auch einige 

negative Effekte. Während der Neovaskularisierung kommt es zum Beispiel zum 

Abbau der extrazellulären Matrix und damit zu einem Stabilitätsverlust (Sahin et al. 
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2012, Liu et al. 2021). Darüber hinaus wirkt sich eine anhaltende gesteigerte 

Vaskularisierung negativ auf den Langzeit-Effekt aus und wird mit der Entstehung von 

chronischen Sehnenerkrankungen assoziiert (Liu et al. 2021, Petersen et al. 2005, 

Korntner et al. 2019). In humanen degenerierten Achillessehnen und 

Rotatorenmanschetten wurde eine Hypervaskularität und erhöhte VEGF-

Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Sehnen nachgewiesen (Pufe et al. 2001, 

Lakemeier et al. 2010). Vermutlich wird dadurch das Einwachsen von Nervenfasern 

und die Anreicherung von Glutamatrezeptoren, wichtige Vermittler für das 

Schmerzempfinden, begünstigt (Alfredson & Lorentzon 2002, Schizas et al. 2012). In 

einer Studie mit 41 Patienten wurde die Schmerzhaftigkeit chronischer 

Achillessehnenerkrankungen mit einer Hypervaskularisierung der veränderten 

Bereiche assoziiert (Ohberg et al. 2001). Diese Theorie wird durch den wirksamen 

Einsatz von Sklerosierungsmitteln, wie Polidiocanol, unterstützt. Durch mehrfache 

Injektion mit Polidiocanol konnte der Schmerz bei chronischen 

Achillessehnenerkrankungen signifikant gesenkt werden (Alfredson & Ohberg 2005, 

Lind et al. 2006). Das Wissen über den angiogenen Effekt von MSC im Rahmen von 

Sehnentherapien ist bisher noch begrenzt. In zwei experimentellen Studien stellte man 

bei MSC-therapierten Pferden eine vorrübergehende Erhöhung der 

Sehnenvaskularisierung fest (Ahrberg et al. 2018, Conze et al. 2014). Jedoch konnten 

hier die beschriebenen positiven Auswirkungen einer transienten Steigerung der 

Vaskularisierung nicht nachgewiesen werden, da keine signifikante Verbesserung bei 

den mit MSC behandelten Pferden verglichen zur Kontrollgruppe gezeigt wurde. 

Demnach ist weitere Forschung notwendig, um den angiogenen Effekt der MSC 

während der Sehnenheilung, insbesondere in vivo, besser zu verstehen und mögliche 

negative Nebeneffekte, wie Stabilitätsverlust und anhaltende Hypervaskularisierung, 

zu verhindern. 

2.2.4 Tenogene Differenzierung  

Zu Beginn der Stammzellforschung im Bereich der Tendinopathien vermutete man, 

dass MSC ihre die Hauptwirkung durch die Ansiedelung und den Ersatz geschädigter 

Tenozyten vermittelten. Diese Annahme wurde durch den Einsatz von durch MSC 

sekretierten Wachstumsfaktoren und zellfreien Therapeutika, die einen ähnlichen 

positiven klinischen Effekt bewirkten, widerlegt (Romero et al. 2017). Dennoch weisen 

Studien daraufhin, dass die tenogene Differenzierung hinsichtlich der Langzeitwirkung 
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von MSC eine wichtige Rolle spielt. Einige Studien zur Verteilung applizierter MSC 

zeigen, dass eine intraläsionale Applikation der MSC zur Behandlung von 

Sehnenläsionen am vielversprechendsten ist (Becerra et al. 2013, Sole et al. 2013). In 

einer Studie mit 13 Pferden konnten nach 24 Stunden noch 24% der injizierten MSC 

in der Läsion lokalisiert werden (Becerra et al. 2013). Bei einer intravenösen 

Applikation hingegen werden die MSC im Lungengewebe abgefangen und bei 

intraarterieller Injektion gelangt nur ein Bruchteil der Zellen durch ĂHomingñ in die 

Läsion (Becerra et al. 2013, Sole et al. 2013). Die intravaskulären Applikationen 

bergen zudem ein erhöhtes Thromboserisiko bei Mensch und Pferd (Sole et al. 2013, 

Jung et al. 2013, Wu Z. et al. 2017). Eine Langzeitstudie bei Pferden wies darüber 

hinaus auch nach 24 Wochen noch injizierte MSC in der Sehnenläsion nach. Diese 

Ergebnisse legen nahe, dass ein Teil der injizierten MSC in der Läsion verbleibt und 

eine langfristige Wirkung begünstigt (Burk et al. 2016b). Eine tenogene Differenzierung 

der verbleibenden Zellen wurde in vivo bisher jedoch noch nicht bewiesen. Zudem 

stellt das entzündliche Milieu, welches bei Sehnenverletzungen vorherrschend ist, eine 

weitere Hürde dar. Entzündliche Faktoren, wie IL-1ɓ und IL-6, können die tenogene 

Differenzierung von MSC beeinträchtigen (Brandt et al. 2018, Chen et al. 2018, Zhang 

et al. 2015). Um dieses Problem zu umgehen, verfolgen Forscher den Ansatz MSC 

vor der Behandlung tenogen zu primen. Das Priming von MSC zeigt bereits in anderen 

Bereichen, wie der Immunmodulation, eine Verbesserung der Funktion, des 

Überlebens und des therapeutischen Effektes (Noronha et al. 2019). Auch in zwei 

klinischen Studien zur Behandlung von Sehnenläsionen beim Pferd wurden tenogen-

induzierte Zellen sicher und mit therapeutischem Erfolg angewendet (Vandenberghe 

et al. 2015, Beerts et al. 2017). Es konnte jedoch noch nicht geklärt werden, ob die 

tenogen-induzierten Zellen eine verbesserte Wirkung gegenüber undifferenzierten 

MSC aufweisen. Um den Beitrag der tenogenen Differenzierung zur klinischen 

Effektivität der MSC besser zu verstehen, sind daher weitere Studien notwendig. 

Die Fähigkeit der MSC, sich in tenozyten-ähnliche Zellen zu differenzieren, wurde in 

verschiedenen In-vitro-Studien nachgewiesen. Da es jedoch bis heute an einem 

eindeutigen Marker zur Identifizierung tenogen-differenzierter Zellen fehlt, wird eine 

Kombination von verschiedenen Genen herangezogen, um eine Differenzierung 

nachzuweisen. Skleraxis, Mohawk und Early Growth Response-1 sind häufig 

verwendete Sehnenmarker, da sie während der embryonalen Tenogenese exprimiert 

werden (Havis et al. 2014, Delgardo et al. 2018). Zusätzlich wird die Expression der 
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Matrixproteine Kollagen I, Kollagen III, Tenascin-C und Tenomodulin zur Beurteilung 

einer erfolgreichen Differenzierung herangezogen. Die tenogene Differenzierung kann 

durch viele verschiedene Faktoren, wie Wachstumsfaktoren, Co-Kultivierung, 

Scaffolds und mechanische Stimulation ausgelöst werden. Diese werden im folgenden 

Kapitel näher erläutert.  

2.3 Auslöser der tenogenen Differenzierung  

2.3.1 Extrazelluläre Matrix  

Bei Sehnen ist die extrazelluläre Matrix entscheidend für die Belastbarkeit. Diese 

besteht hauptsächlich aus Kollagenen und Proteoglykanen. Erstere ordnen sich 

parallel zu streng hierarchischen Faserbündeln an, wodurch sie der Sehne ihre 

Zugfestigkeit und Stabilität verleihen. Die Proteoglykane sind für die Viskoelastizität 

der Sehnen verantwortlich und in Abhängigkeit der speziellen Funktion der Sehne 

nehmen sie einen entsprechenden Anteil an der Gesamtmatrix ein. Die EZM ist ein 

entscheidender Faktor für die Differenzierung von MSC. In einem Vergleich von 

Scaffolds, gewonnen aus Knochen- oder Sehnengewebe, wurde gezeigt, dass die aus 

Knochen gewonnenen Scaffolds die osteogene Differenzierung förderten, während die 

Sehnen-Scaffolds die tenogene Differenzierung induzierten und die osteogene 

hemmten (Yin et al. 2013). Die Wirkung der EZM wird durch ihre unterschiedlichen 

biophysikalischen, biochemischen und biomechanischen Eigenschaften bestimmt. 

Kommen MSC mit der EZM in Kontakt, entstehen fokale Verbindungen, um das 

Zytoskelett der MSC durch Integrine an die EZM zu binden. Anschließend können die 

Signale der Umgebung wahrgenommen und in biochemische Signale umgewandelt 

werden, die das Zellverhalten maßgeblich beeinflussen (Huveneers & Danen 2009, Yi 

et al. 2022).  

Dezellularisiertes Sehnengewebe verkörpert am natürlichsten das native 

Sehnengewebe. Studien zeigen, dass Sehnengewebe sowohl durch seine rein 

biochemische Proteinzusammensetzung (Yang et al. 2013) als auch durch seine 

Struktur die tenogene Differenzierung von MSC fördern kann (Burk et al. 2016a). Eine 

Kultivierung von AMSC auf einer urea-extrahierter Sehnenmatrix erhöhte die 

Expression von sehnenbezogenen Genen (SCX, TNC, TNMD), während es parallel 

die Expression von osteogenen Genen (RUNX2, ALP, OCN) reduzierte (Yang et al. 

2013). Dies bestätigt die Ergebnisse der Knochen/Sehnen-Vergleichsstudie, dass 
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natives Sehnengewebe nicht nur die tenogene Differenzierung gezielt fördert, sondern 

gleichzeitig auch die osteogene Differenzierung hemmt (Yin et al. 2013). 

Jedoch ist die Verfügbarkeit und Standardisierbarkeit natürlicher Sehnenscaffolds 

begrenzt. Aufgrund dessen wurden verschiedene Biomaterialien und 

Herstellungsmethoden entwickelt, um die EZM nachzuahmen. Dabei können 

natürliche und synthetische Scaffolds unterschieden werden, welche sich wiederum in 

strukturierte und nicht-strukturierte Scaffolds unterteilen lassen. Natürliche Scaffolds 

haben den Vorteil, dass sie biogen sind und somit realitätsnah agieren. Der biologische 

Ursprung ist jedoch auch ein Nachteil, da durch den meist tierischen Ursprung eine 

Kontaminationsgefahr besteht und besonders bei dezellularisiertem Geweben die 

biomechanischen und biochemischen Einflussfaktoren variabel, nicht vollständig 

bekannt und nur sehr eingeschränkt kontrollierbar sind. Hier haben künstliche 

Scaffolds den Vorteil, dass ihre Eigenschaften, wie Porosität, Faserdicke/-ausrichtung, 

Substratzusammensetzung und Steifigkeit besser kontrolliert werden können. Häufig 

eingesetzte Materialien für die Herstellung von Sehnenscaffolds sind synthetische 

Polymere, wie Polylactide, Polycaprolacton, Polyhydroxyessigsäure und Polylactid-co-

Glycolid, oder auch tierische Kollagene, darunter vor allem Kollagen I.    

Die Verwendung von Kollagen I als Matrixkomponente im Scaffold ist naheliegend, da 

die Sehnenmatrix zu über 90% aus Kollagen I besteht. Frühere Studien belegen, dass 

die Kultivierung von MSC auf Kollagengelen zu einer signifikanten Erhöhung 

tenogener Marker führt (Sharma et al. 2010, Kuo & Tuan 2008). Bei einem 

kombinierten Einsatz von Tenozyten und einem Kollagengel zur Behandlung von 

Sehnendefekten beim Schaf zeigte die behandelte Gruppe eine deutlich bessere 

Faserstruktur und -orientierung, sowie eine verbesserte Belastbarkeit (Roßbach et al. 

2020). Der tenogene Effekt des Kollagens kann durch weitere Modifikationen, wie die 

parallele Ausrichtung der Kollagenfibrillen, noch weiter verstärkt werden (Kishore et al. 

2012). Die parallele Faserausrichtung ahmt die hierarchische Sehnenstruktur nach, 

verbessert die Anhaftung der Zellen und fördert eine vermehrt elongierte, tenozyten-

ähnliche Morphologie. Zusätzlich orientieren sich die Zellen sowie deren neugebildete 

Kollagenfasern entlang der Faserrichtung des Scaffolds (Yin et al. 2010). In einer 

Vergleichsstudie mit parallel- und ungerichteten Scaffolds wurde gezeigt, dass parallel 

ausgerichtete Scaffolds sowohl die Expression von Sehnenmarkern erhöhten als auch 

die von osteogenen Markern inhibierten (Xu et al. 2021, Kishore et al. 2012). 
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Interessanterweise konnte diese Entwicklung auch in einem osteogenen 

Differenzierungsmedium beobachtet werden (Yin et al. 2010). Im Gegensatz hierzu 

steht jedoch eine andere Studie, in der die osteogene Differenzierung durch parallel 

ausgerichtete Fasern ebenfalls gefördert wurde (Cristofaro et al. 2018). Daraus ist zu 

schließen, dass die Faserausrichtung einen förderlichen, aber nicht exklusiv 

tenogenen Effekt hat und eine Kombination mit weiteren Komponenten über die 

Differenzierung der MSC entscheidet.  

Ein weiterer Einflussfaktor ist die Steifigkeit der Scaffolds. Die Sehne hat durch ihre 

streng hierarchische Anordnung von Kollagenfasern eine sehr hohe natürliche Steife 

von 136-820 MPa (Padhi & Nain 2020). Als logische Konsequenz ist zu vermuten, dass 

Scaffolds mit physiologisch hoher Steifigkeit notwendig sind für eine erfolgreiche 

tenogene Differenzierung. Bei einer Untersuchung von Tenozyten wurde jedoch 

festgestellt, dass ihre Kollagen- und Skleraxis-Expression unabhängig von der 

Gewebesteifheit ist (Patel et al. 2018). Dennoch unterstützen einige Studien die 

Vermutung, dass die tenogene Differenzierung auf Scaffolds mit einer hohen 

Steifigkeit (>10 MPa) gefördert wird (Islam et al. 2017). Allerdings gibt es auch 

gegenteilige Studien, die zeigen, dass steife Scaffolds (24,09 kPa; 149,53 kPA) durch 

eine verstärkte Fokale Ädhäsionskinase (FAK) und extrazelluläre signal-regulierte 

Kinase 1/2 (ERK1/2) Signalwegaktivierung die tenogene Differenzierung hemmen (Liu 

et al. 2018, Sheng et al. 2023). Bei diesen Ergebnissen ist jedoch zu beachten, dass 

die Studien alle mit unterschiedlichen, sich nicht überschneidenden Graden an 

Steifigkeiten arbeiteten, die nicht annähernd der physiologischen Steifigkeit einer 

Sehne entsprechen und nur im Verhältnis als weich, mittel und steif eingeordnet 

wurden. Demnach sind diese Ergebnisse nur eingeschränkt vergleichbar und keine 

endgültige Aussage treffbar.  

2.3.2 Mechanische Stimuli  

Mechanische Stimulation ist ein wichtiger Bestandteil der Sehnenfunktion und ihrer 

Regeneration. Die natürlichste Form ist die zyklische Dehnung, welche die Sehne 

unter In-vivo-Bedingungen erfährt. Studien zeigen, dass zyklische Dehnung die 

Sehnenregeneration fördert, indem es die Aktivität, Proliferation und Migration von 

Zellen steigert und die Matrixmodulation reguliert (Engebretson et al. 2018, Lee et al. 

2010, Abousleiman et al. 2009). Tenozyten erhöhen als Reaktion auf Dehnungsreize 

ihre Kollagen-I-Synthese (Huisman et al. 2014) und auch bei MSC wird die tenogene 
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Differenzierung in Form von gesteigerter Skleraxis-Expression und vermehrter 

Matrixproteinsynthese gefördert (Chen et al. 2008, Kuo & Tuan 2008, Rinoldi et al. 

2019). In einem Tissue Engineering Ansatz wurden BMSC auf dezellularisiertem 

Nabelschnurgewebe angesiedelt und über zwei Wochen zyklisch gedehnt. Die 

stimulierte Gruppe zeigte eine verbesserte Zugfestigkeit und Steifigkeit des 

Sehnenkonstruktes im Vergleich zur Kontrollgruppe. In histologischen 

Untersuchungen wurden zudem parallel ausgerichtete Kollagenfasern und 

spindelförmige Zellen, die eine große Ähnlichkeit zu einer nativen Sehnenmorphologie 

aufwiesen, festgestellt (Abousleiman et al. 2009). Folglich führen die 

Zellveränderungen zu verbesserten biomechanischen Eigenschaften der Sehne, wie 

einer erhöhten Faserstärke, einem größeren Sehnendurchmesser und weniger 

Adhäsionen (Wang et al. 2008, Xu et al. 2014). 

Der Einfluss von mechanischen Stimuli auf die Zellen wird durch verschiedene 

Faktoren, wie Intensität, Dauer und Frequenz bestimmt (Engebretson et al. 2018). In 

Vergleichsstudien konnte gezeigt werden, dass eine moderate zyklische Dehnung (ca. 

4%) zur Steigerung der Expression von ausschließlich tenogenen Genen in MSC und 

Tenozyten führte (Zhang & Wang 2013, Zhang et al. 2020). Eine intensive Dehnung 

(ca. 8%) hingegen erhöhte ebenfalls die Expression chondrogener Gene und rief im 

In-vivo-Modell morphologische Veränderungen hervor, die mit einer chondrogenen 

Differenzierung in Verbindung gebracht werden können (Zhang et al. 2020). Im 

Gegensatz hierzu stehen Studien, die durch intensive Dehnung eine verbesserte 

tenogene Differenzierung gezeigt haben (Chen et al. 2008, Rinoldi et al. 2019). Neben 

der zyklischen Dehnung können auch andere mechanische Stimuli wie Stoßwellen 

(Leone et al. 2016) und pulsierende magnetische Felder (Tomás et al. 2019) zur 

Induktion der Differenzierung von MSC verwendet werden. Für die tenogene 

Differenzierung sind diese alternativen Stimulationsarten jedoch noch nicht 

ausreichend untersucht.  

2.3.3 Co-Kultivierung  

Die Co-Kultivierung von MSC mit anderen Zelltypen kann signifikante Auswirkungen 

auf ihre tenogene Differenzierung haben. Durch Interaktion mit anderen Zellen, wie 

Tenozyten oder Fibroblasten, wird die Proliferation von MSC, sowie deren Expression 

von tenogenen Markern und Matrixproteine hochreguliert. Dies zeigte sich in einem 

direkten Co-Kultivierungssystem von tenogenen Progenitorzellen und BMSC, in 
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welchem ein 1:1 Verhältnis die stärkste Steigerung der Skleraxis-, Tenomodulin- und 

Kollagen-I-Expression erzielte (Wu et al. 2016). Auch in Kombination mit Fibroblasten 

und reifen Tenozyten konnten entsprechende Genexpressionssteigerungen und eine 

vermehrte Matrixproduktion nachgewiesen werden (Schneider et al. 2011, Wu S. et al. 

2017, Canseco et al. 2012). In einer ersten In-vivo-Studie bei Ratten wurde zudem 

eine verbesserte mechanische Belastbarkeit nach Sehnenverletzung durch den 

Einsatz von co-kultivierten BMSC festgestellt (Wu et al. 2016). Die Signale zwischen 

den Zellen werden durch humorale Faktoren und direkten Zell-Zell-Kontakt übertragen. 

Ein Vergleich von verschiedenen Co-Kultivierungssystemen zeigte, dass die indirekte 

und direkte Co-Kultur sowie die reine Kultivierung von MSC in Tenozyten-

konditioniertem Medium eine förderliche Wirkung auf die tenogene Differenzierung der 

MSC hat (Schneider et al. 2011, Kraus et al. 2013). Hierbei kam es zu einer 

signifikanten Steigerung von Tenomodulin in allen drei Kulturmodellen, während die 

Hochregulation von Skleraxis nur bei direkter Co-Kultivierung signifikant war. Folglich 

scheint sich der Einfluss von Tenozyten auf MSC zu erhöhen, sofern ein direkter Zell-

Zell-Kontakt besteht. Dies bestätigt sich durch Immunfluoreszenz-Färbungen, in denen 

gezeigt wurde, dass Tenozyten und MSC intensive interzelluläre Kontakte ausbilden 

und aktiv Vesikel austauschen (Schneider et al. 2011). Die Kommunikation zwischen 

den Zellen basiert auf Gegenseitigkeit, denn bei gemeinsamer Kultivierung 

beeinflussen MSC auch Tenozyten positiv, die darauf ihre Proliferation, ihre Kollagen-

I-Produktion sowie die Expression weiterer Matrixproteine steigern (Veronesi et al. 

2015, Long et al. 2018).  

Die tenogene Differenzierung kann jedoch nicht nur durch Tenozyten unterstützt, 

sondern auch durch Immunzellen behindert werden. In einer Co-Kultivierung von MSC 

und Leukozyten wurde die Proliferation und die Skleraxis-Expression der MSC deutlich 

reduziert (Brandt et al. 2018). Ähnliche Effekte wurden durch die Hinzugabe von 

proinflammatorischen Zytokinen bewirkt. Infolgedessen ist zu vermuten, dass 

Leukozyten oder auch andere Immunzellen die Differenzierung von MSC negativ 

beeinflussen können.    

2.3.4 Wachstumsfaktoren  

Die tenogene Differenzierung von MSC ist ein komplexer Prozess, der durch 

verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert werden kann. Eine Schlüsselrolle spielt 

hierbei die TGF-ɓ Familie, zu der sowohl das TGF-ɓ als auch die Growth Differentiation 
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Factors (GDF) gehören. Ebenso tragen der Fibroblast Growth Factor (FGF), Insulin-

like Growth Factor-1 und VEGF zur Regulation der tenogenen Differenzierung bei.  

Insbesondere TGF-ɓ ist ein intensiv erforschter tenogener Faktor. Studien 

demonstrieren seine enorme Bedeutung für die embryonale Entwicklung des 

Sehnengewebes, sowie die embryonale und adulte Sehnenheilung (Havis et al. 2014, 

Kuo et al. 2008, Kaji et al. 2020). Wird der TGF-ɓ Signalweg wªhrend der embryonalen 

Entwicklung blockiert, kommt es zur Reduktion sehnenspezifischer Genexpression 

und zu unzureichender Ausbildung von Sehnengewebe (Havis et al. 2014, Pryce et al. 

2009). Des Weiteren zeigt sich TGF-ɓ im Rahmen der neonatalen Sehnenregeneration 

als entscheidend für die funktionelle Wiederherstellung des Sehnengewebes und die 

Rekrutierung von Tenozyten, während die Proliferation unbeeinflusst bleibt (Kaji et al. 

2020).  

Es gibt drei verschiedene Isoformen, TGF-ɓ1, TGF-ɓ2 und TGF-ɓ3, die wªhrend der 

Sehnenentwicklung in verschiedenen zeitlich-räumlichen Verteilungsmustern 

exprimiert werden. In einem Hühnerembryomodell wurden TGF-ɓ2 und ɓ3 an Tag 14 

am stärksten exprimiert, während TGF-ɓ1 bis Tag 13 nicht nachweisbar war, danach 

bis Tag 16 aber stark anstieg (Kuo et al. 2008). Ein ähnlicher und dennoch 

gegensätzlich verlaufender Verteilungseffekt wurde auch bei der adulten 

Sehnenheilung festgestellt. In der frühen Phase der Sehnenheilung kam es zu einer 

deutlichen Hochregulation der TGF-ɓ1-Expression, welche danach allmählich wieder 

abnahm. In den späteren Phasen stieg die TGF-ɓ3-Expression an und blieb erhöht 

(Juneja et al. 2013). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Isoformen 

unterschiedliche Rollen in der Sehnenentwicklung und -heilung haben. Dies wird auch 

durch Ergebnisse einer Studie in Mäuseembryos bestätigt. Hier führte eine TGF-ɓ2-/- 

Depletion zu einem Verlust der Strecksehnen mit normal ausgebildeten Beugesehnen, 

während eine TGF-ɓ3-/- Depletion die Entwicklung des Sehnengewebes nicht störte. 

Kombinierte man beide Depletionen, führte das zu einer dramatischen phänotypischen 

Änderung der Embryonen, bei denen es zu einem vollständigen Verlust der 

Strecksehnen und einer Beeinträchtigung der Beugesehnen kam (Pryce et al. 2009). 

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass TGF-ɓ eine starke tenogene Wirkung auf die MSC 

hat, indem es die Expression von Sehnenmarkern, wie Skleraxis und Mohawk, erhöht 

und die Kollagensynthese steigert (Roth et al. 2018, Barsby & Guest 2013). 

Insbesondere TGF-ɓ3 hat sich als zuverlªssiger Stimulator zur Erhºhung der 
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Skleraxis-Expression erwiesen. Eine In-vivo-Applikation von TGF-ɓ3 in verletztes 

Sehnengewebe verbesserte die Sehnenreparatur und stärkte die histologischen und 

biomechanischen Eigenschaften der Sehne (Han et al. 2020). 

Abgesehen von seinen positiven Effekten wird TGF-ɓ jedoch auch mit der Fºrderung 

von fibrotischer Narbenbildung in verschiedenen Geweben in Verbindung gebracht 

(Katzel et al. 2011). Hierbei steigert insbesondere TGF-ɓ1 die Myofibroblastenaktivitªt, 

die Synthese von Kollagenen, die Reduktion von Kollagenabbau und die Kontraktilität 

der Fibroblasten (Campbell et al. 2004, Ask et al. 2008, Border & Noble 1994). 

Während TGF-ɓ1 starke profibrotische Eigenschaften besitzt, sind die Ergebnisse f¿r 

TGF-ɓ3 uneindeutig. Eine Überexpressionsstudie zeigte, dass TGF-ɓ3 ebenfalls eine 

initiale profibrotische Reaktion durch Aktivierung der Myofibroblasten auslöst, welche 

in ihrer Intensität und Dauer jedoch wesentlich schwächer ausgeprägt ist als bei TGF-

ɓ1 (Ask et al. 2008). Eine weitere Studie weist darauf hin, dass TGF-ɓ3 sogar eine 

antifibrotische Wirkung hat (Chan et al. 2008). Aufgrund dieser Ergebnisse und der 

besseren tenogenen Wirkung wird in Studien vermehrt TGF-ɓ3 als Supplement 

verwendet. 

Neben TGF-ɓ spielen auch andere Wachstumsfaktoren eine Rolle bei der tenogenen 

Differenzierung. FGF ist beispielsweise ein Hauptbestandteil von plättchenreichem 

Plasma, das nachweislich eine positive Wirkung auf die Sehnenheilung hat. FGF2 

steigert die Matrixproduktion und verstärkt die Expression von Skleraxis in BMSC 

(Hankemeier et al. 2005, Reed & Johnson 2014). Bei der Behandlung von verletztem 

Sehnengewebe mit FGF2 stellte man zudem fest, dass die Skleraxis- und 

Tenomodulin-Expression gesteigert und die biomechanischen Eigenschaften der 

Sehne verbessert wurden (Tokunaga et al. 2015).  

Die GDFs, auch Bone Morphogenic Proteins genannt, spielen ebenfalls eine Rolle bei 

der Sehnenheilung. Ähnlich wie bei TGF-ɓ wurden diese in bestimmten 

Heilungsphasen der Sehne festgestellt werden (Eliasson et al. 2008). GDF-5/BMP-14 

zeigte in einer Studie eine dosisabhängige Expressionssteigerung tenogener Marker 

in BMSC und erreichte mit einer Konzentration von 100 ng/ml eine signifikante 

Hochregulation von Kollagen I und Tenomodulin auf Proteinebene (Ciardulli et al. 

2020). Auch GDF-7/BMP-12 kann nachweislich die tenogene Differenzierung der MSC 

induzieren und die Sehnenheilung unterstützen (Shen et al. 2013, Lee et al. 2011). 

Eine In-vivo-Studie zeigte, dass die Implantation von BMP-12/GDF-7 die Heilung von 
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verletzten Rotatorenmanschetten förderte (Ide et al. 2017). Dementgegen stehen 

jedoch zahlreiche Studien, die keinen Effekt von BMP-12 bei alleiniger Anwendung 

nachwiesen (Roth et al. 2018, Perucca et al. 2019), was die Rolle der BMPs in Rahmen 

der tenogenen Differenzierung in Frage stellt.  

Dennoch eignen sich TGF-ɓ und andere Wachstumsfaktoren gut zur Induktion der 

tenogenen Differenzierung von MSC und durch gezielte Anwendung können 

innovative Ansätze zur Verbesserung der Sehnenheilung und zur Entwicklung von 

Geweberegenerationsstrategien vorangetrieben werden.  

2.3.5 Kombinierter Einsatz tenogener Stimuli  

Die Kombination mehrerer Einzelfaktoren zur Induktion der tenogenen Differenzierung 

von MSC bietet eine vielversprechende Strategie für die Verbesserung der 

Geweberegeneration und des Tissue Engineerings. Faktoren derselben Kategorie, wie 

Scaffolds und mechanische Reize, werden häufig gemeinsam verwendet, da sie 

aufeinander aufbauen. Insbesondere die Kombination von parallel ausgerichteten 

Faserscaffolds mit zyklischer Dehnung erwies sich als äußerst wirkungsvoll. Mehrere 

Studien zeigten einen synergistischen Effekt mit verstärkter Hochregulation der 

tenogenen Marker (Burk et al. 2016a, Rinoldi et al. 2019, Kuo & Tuan 2008). Auch 

verschiedene Wachstumsfaktoren wurden kombiniert, um die tenogene 

Differenzierung zu fördern. Einige Studien beschreiben eine synergistische Wirkung 

von TGF-ɓ und BMP-12/14 in Verbindung mit anderen Wachstumsfaktoren (Shojaee 

et al. 2022, Yin et al. 2016, Bottagisio et al. 2017). Der Einsatz des Connective Tissue 

Growth Factor (CTGF) im Anschluss an TGF-ɓ1 oder BMP-12 führte beispielsweise 

zu einer zusätzlichen Steigerung der Skleraxis-Expression (Yin et al. 2016, Xu et al. 

2018). Ähnliche Ergebnisse zeigte die Verwendung von BMP-Antagonisten, Gremlin 2 

und Sclerostin, nach TGF-ɓ3 Stimulation, wodurch die tenogene Markerexpression 

gesteigert und die osteogene Differenzierung gehemmt wurde (Shojaee et al. 2022).  

Eine weitere Strategie umfasst die Kombination von Scaffolds mit Wachstumsfaktoren. 

Wichtig hierbei ist zu beachten, dass MSC hochgradig kontextabhängig agieren und 

somit die EZM einen wesentlichen Einfluss auf die zelluläre Interaktion mit 

Wachstumsfaktoren hat (Vermeulen et al. 2020, Burk et al. 2022). Ein ergänzender 

Effekt wurde bei der Verwendung von löslicher EZM-Matrix und Mikro-Topografie 

zusammen mit TGF-ɓ beobachtet (Yang et al. 2017, Vermeulen et al. 2020). Allerdings 
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zeigen manche Kombinationen keinen Mehrwert zur Steigerung der tenogenen 

Differenzierung oder sogar negative Effekte. Eine Studie von Kishore et al. (2012) 

ergab, dass BMP-12 zusätzlich zur Kultivierung auf einem parallel ausgerichteten 

Scaffold keine fördernde Wirkung auf die tenogene Markerexpression hatte. In einer 

weiteren Studie, in der auf einem natürlichen Sehnen-Scaffold kultivierte MSC mit 

TGF-ɓ3 behandelt wurden, wurde sogar eine verringerte Reaktion von Skleraxis auf 

die TGF-ɓ3 Stimulation festgestellt (Roth et al. 2018). Die unterschiedlichen 

Ergebnisse dieser Studien verdeutlichen die Komplexität der Interaktion zwischen den 

verschiedenen Faktoren und legen nahe, dass es eine Verbindung zwischen den 

mechano-sensitiven Signalwegen und denen der Wachstumsfaktoren geben muss. 

Dies bestätigt eine kürzliche Studie, in welcher die durch EZM-Extrakt induzierte 

tenogene Differenzierung sowohl Integrin- als auch TGF-ɓ/Smad-Signalweg abhängig 

vermittelt wurde (Wang et al. 2020). Ansonsten ist über die bei kombiniertem Einsatz 

von Wachstumsfaktoren und EZM zugrunde liegenden Signalmechanismen bisher 

wenig bekannt.  

2.4 Signaltransduktion in der Sehne   

2.4.1 TGF-ɓ Signalweg 

Der TGF-ɓ-Signalweg wurde als einer der wichtigsten Signalwege in der Sehne 

identifiziert (Havis et al. 2016, Pryce et al. 2009, Kuo et al. 2008). Durch seine zentrale 

Funktion in zellulären Prozessen, sowie der Regulation von Genen, die für die 

Synthese von Matrixkomponenten verantwortlich sind, beeinflusst er maßgeblich die 

Entwicklung, Homöostase und Regeneration des Sehnengewebes. Werden einzelne 

Komponenten des Signalweges gehemmt oder verändert, kommt es zu 

Beeinträchtigungen der Sehnenstruktur und -funktion (Havis et al. 2016, Pryce et al. 

2009). So zeigte eine Studie an Mäuseembryos, dass es durch eine Doppel-Depletion 

von TGF-ɓ2-/- und TGF-ɓ3-/- zu einem Verlust der Sehnenstruktur und der Skleraxis-

Expression kommt (Pryce et al. 2009).  

Die TGF-ɓ Familie umfasst neben den drei TGF-ɓ Varianten zahlreiche weitere 

Liganden, wie zum Beispiel BMPs oder Inhibin/Activin-Polypeptide (Derynck & Budi 

2019). Alle binden an einen Rezeptorkomplex, der sich aus dem Typ I und Typ II 

Rezeptor zusammenfügt. Die Rezeptortypen sind Transmembrankinasen und weisen 

strukturelle Ähnlichkeiten auf. Sie verfügen über eine glykosylierte, disulfidreiche 

Ektodomäne, eine Transmembranregion, eine kurze Juxtamembransequenz und 
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zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinasen, die bis zu 11 Subdomänen haben (Derynck 

& Budi 2019). Zusätzlich verfügt der Typ I Rezeptor über eine Glycerin-Serin-reiche 

Sequenz, die GS-Domäne, welche durch den Typ II Rezeptor nach Ligandenbindung 

phosphoryliert wird. Im Ruhezustand liegen die Rezeptortypen als Monomere, 

Homodimere und Heterodimere vor. Durch die Ligandenbindung kommt es zur Bildung 

eines heteromeren Rezeptorkomplexes mit 4 Rezeptoren, der in der Regel zwei Typ I 

und zwei Typ II Rezeptoren enthält. Bisher wurden im Säugetiergenom fünf Typ II und 

sieben Typ I Rezeptoren identifiziert (Heldin & Moustakas 2016). Durch deren 

Variationen in Verbindung mit unterschiedlichen Ektodomänen können die 

verschiedenen Liganden der TGF-ɓ Familie selektiv und spezifisch gebunden und 

differenzierte Signalkaskaden aktiviert werden. Dies zeigt sich unteranderem in der 

Bindungsaffinität der unterschiedlichen Liganden. Beispielsweise binden TGF-ɓ1 und 

-ɓ3 mit hoher Affinitªt an Typ II Rezeptoren, wªhrend BMPs eine hohe Affinität für Typ 

I Rezeptoren zeigen. TGF-ɓ2 wiederum benºtigt beide Rezeptortypen, um eine 

ausreichende Bindungsaffinität auszubilden (Derynck & Budi 2019). In Abhängigkeit 

von den gebundenen Rezeptortypen werden durch die Ligandenbindung 

unterschiedliche Smad-abhängige und Smad-unabhängige Signalwege aktiviert. 

Abbildung 1: kanonischer und nicht-kanonischer TGF-ɓ-Signalweg 
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2.4.1.1 Smad-unabhängig  

Beim nicht-kanonischen Signalweg kann TGF-ɓ Smad-unabhängig unterschiedliche 

Kinasen, wie die p38-mitogen-activated Protein Kinase (MAPK), die c-Jun-N-

terminale-Kinase und ERK aktivieren (Derynck & Zhang 2003). Diese Kinasen haben 

hauptsächlich eine regulierende Wirkung auf den TGF-ɓ-Signalweg, indem sie durch 

Phosphorylierung der Linker-Region die Smad-Proteine beeinflussen. Neben diesem 

regulierenden Effekt können die Kinasen jedoch auch Smad-unabhängig agieren. 

Diese Signalwege sind bezüglich ihrer Bedeutung und Wirkung für die 

Sehnenregeneration kaum charakterisiert, werden jedoch eher mit negativen Folgen 

assoziiert. Eine Studie mit TGF-ɓ-beladenen Exosomen zeigte, dass TGF-ɓ neben 

Smad2/3 auch ERK1/2 phosphorylierte und somit die Proliferation und Migration von 

Tenozyten förderte (Li et al. 2021). Jedoch wird ERK1/2 auch mit vermehrter 

Sehnenadhäsion und Fibrose in Verbindung gebracht (Morita et al. 2019). Ähnlich wird 

in Tenozyten durch den p38/c-Jun-N-terminale Kinase(JNK) Signalweg die Produktion 

von MMP-13 gesteigert (Chao et al. 2011). Eine erhöhte MMP-13 Konzentration liegt 

meist bei akuten Sehnenverletzungen vor und wird mit anhaltend hohem Niveau bei 

chronifizierten Schäden nachgewiesen (Clegg et al. 2007). Es wird ebenfalls vermutet, 

dass TGF-ɓ den NF-əB-Signalweg, einen klassischer Signalweg für 

Entzündungsreaktionen, aktivieren kann (Jiang et al. 2023).   

2.4.1.2 Smad-abhängig  

Smad-Proteine sind die Schlüsselfaktoren des TGF-ɓ-Signalweges und werden in 

Abhängigkeit von ihrer Funktion in drei Kategorien eingeteilt: rezeptorregulierte Smads 

(R-Smads), hierzu gehören Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 und Smad8, die 

inhibierenden Smads (I-Smad), Smad6 und Smad7, und außerdem das Co-Smad4 

(Brown et al. 2007). Die R-Smad, sowie Smad4, bestehen aus einer stark 

konservierten carboxy-terminalen MH2- und n-terminalen MH1-Domäne, die über eine 

variable intermediäre Verbindungsregion, die Linker-Region, miteinander verbunden 

sind. Die MH2-Domäne ist für die Rezeptor-Smad-Interaktion, die Bildung des 

Heterokomplexes mit dem Co-Smad4 und die Transaktivierung von Zielgenen 

verantwortlich, während die MH1-Domäne eine entscheidende Rolle bei dem 

nukleärem Import, der DNA-Bindung und der Regulierung der Gentranskription 

einnimmt (Brown et al. 2007). 
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Abbildung 2: Struktur von Smad2 und 3 

Die I-Smads besitzen keine MH1-Domäne und ihnen fehlt somit auch die 

Transkriptionsaktivierungsfunktion. Stattdessen inhibieren sie den TGF-ɓ-Signalweg, 

um eine zeitlich und räumlich begrenzte Feinregulierung der Signaltransduktion zu 

ermöglichen (Derynck & Budi 2019). Sie vermitteln ihre hemmende Wirkung, indem 

sie mit den R-Smads um die Bindungsstellen der Rezeptoren und des Co-Smad4 

konkurrieren sowie Rezeptorkomplexe für den Abbau markieren (Brown et al. 2007). 

R-Smads werden bei Ligandenbindung an den Rezeptor in ihrer carboxy-terminalen 

Region phosphoryliert, bilden als Homodimer einen Komplex mit dem Co-Smad4, 

translozieren in den Zellkern und induzieren die Gentranskription mit anderen Co-

Regulatoren. Welche R-Smads durch den Rezeptor aktiviert werden, ist abhängig von 

der am Rezeptor gebundenen Activin-Receptor-like Kinase (ALK). TGF-ɓ3 signalisiert 

beispielsweise hauptsächlich über die ALK5, die Smad2/3 phosphoryliert. 

Wohingegen BMP-12 bevorzugt Rezeptoren mit der ALK3 und 6 aktiviert, die 

wiederum Smad1, 5 und 8 phosphorylieren (Derynck & Zhang 2003, Wagner 2007). 

Smad2 und Smad3 sind für den TGF-ɓ-vermittelten Signalweg am wichtigsten. Sie 

weisen eine Aminosäurenhomologie von 66% und 94% der MH1- bzw. MH2-Domäne 

auf (Kamato et al. 2013). Der größere Unterschied in der MH1-Domäne entsteht durch 

zwei Sequenzen, die GAG und TID-Sequenz, die nur bei Smad2 vorkommen. Letztere 

ist ein ca. 30-Aminosäuren langer Serin- und Threonin-reicher Rest, der Smad2 daran 

hindert direkt an die DNA zu binden (Dennler et al. 1999). Dementsprechend sind 

Smad2 und Smad3 weder strukturell noch biologisch redundant, sondern haben beide 

ihre eigene spezielle Funktion. In einer Studie an Axolotln stellte sich Smad2 als 
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essenziell für die Gliedmaßenregeneration heraus und eine Hemmung führte zum 

Ausbleiben der zellulären Proliferation und der Blastombildung. Wenn Smad3 

hingegen gehemmt wurde, beeinflusste dies nicht das Regenerationspotential der 

Tiere (Denis et al. 2016). Eine weitere Studie belegte, dass eine Smad3-/- Depletion 

lebensfähige Tiere mit einer verkürzten Lebensdauer und massiven 

Immunsystemdefekten hervorbringt, während eine Smad2-/- Depletion in der frühen 

Embryonalphase letal ist (Berthet et al. 2013, Heyer et al. 1999). In weiteren Studien 

erwies sich Smad3 als ein essenzieller Faktor für die Sehnenentwicklung und 

tenogene Differenzierung. So ist Smad3 nachweislich an der Regulation von Skleraxis 

und weiterer Sehnenmarker beteiligt (Berthet et al. 2013, Lorda-Diez et al. 2009). 

Zudem zeigten Smad3-/--Mäuse eine reduzierte embryonale Sehnenbildung, was zu 

einer verschlechterten Faserstruktur und einer geringeren Belastbarkeit der Sehne im 

Vergleich zu Wildmäusen führte (Berthet et al. 2013). Im Gegensatz dazu brachte eine 

andere Studie die Smad3-Signalübertragung mit Fibrose in Verbindung und zeigte 

eine geringere Narbenbildung während der Sehnenheilung bei Smad3-/--Mäusen, 

allerdings auch auf Kosten einer geringeren Sehnenheilung (Katzel et al. 2011). 

Ähnlich unterschiedliche Ergebnisse wurden auch bei anderen Differenzierungswegen 

beobachtet. Während der Chondrozyten-Differenzierung bindet Smad3 an Sox9, um 

die chondrogene Genexpression zu fördern (Furumatsu et al. 2005), und im Knochen 

bindet Smad3 den osteogenen Transkriptionsfaktor Runx2, um eine TGF-ɓ-vermittelte 

Hemmung der Osteoblastendifferenzierung zu bewirken (Alliston et al. 2001). Auch 

konnte im Sehnengewebe eine Interaktion von Smad3 und Skleraxis nachgewiesen 

werden (Berthet et al. 2013). Wie sich diese jedoch auswirkt, ist bisher unklar.   

Die Aktivität von Smad2 und Smad3 wird durch Phosphorylierungen der carboxy-

terminalen Region und der Linker-Region bestimmt. Die carboxy-terminale Region ist 

als die aktivierende Region bekannt und wird im Rahmen des kanonischen TGF-ɓ-

Signalweges durch die rezeptorgebundenen ALKs an den Serin-Resten 464, 465 und 

467 des Smad2 und den Serin-Resten 423, 425 und 418 des Smad3 phosphoryliert. 

Die Linker-Region kann infolge des nicht-kanonischen TGF-ɓ-Signalweges oder 

unabhängig davon durch mehrere Kinasen phosphoryliert werden, darunter MAPK, 

ERK, JNK, p38 und ROCK (Kamato et al. 2013). Die wichtigsten 

Phosphorylierungsstellen der Linker-Region sind die Serin-Reste 245, 250, 255 und 

der Threonin-Rest 220 des Smad2, sowie die Serin-Reste 204, 208, 213 und der 

Threonin-Rest 179 des Smad3 (Kamato et al. 2013). Die unterschiedlichen Funktionen 
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der Linker-Region sind bis heute nicht abschließend geklärt. Bisher wurde ihr 

hauptsächlich die hemmend-regulierende Funktion des TGF-ɓ-Signalweges 

zugeschrieben, indem sie die Stabilität, Aktivität und den Kerntransport der Smads 

beeinflusst. Neuere Studien zeigen jedoch, dass die Linker-Phosphorylierung 

kontextabhängig auch eine verstärkende Wirkung haben oder Teil eines separaten 

Signalwegs sein kann (Kamato et al. 2020). So wurde in mit IL-1ɓ stimulierten 

humanen MSC gezeigt, dass IL-1ɓ Smad2 unabhängig von der carboxy-terminalen 

Region in der Linker-Region phosphoryliert und dies zu einer Änderung der 

Genexpression führt (Van den Akker et al. 2017). Am deutlichsten wird die 

Unabhängigkeit des Smad-Linker-Signalweges in einem Versuch mit Keratinozyten 

demonstriert. Thrombin aktivierte hier die Plasminogen-Aktivator-Inhibitor(PAI)-1-

Expression durch eine Epidermal Growth Factor Receptor-Transaktivierung, wodurch 

anschließend ERK1/2-vermittelt die Linker-Region des Smad2 phosphoryliert wurde. 

Der carboxy-terminale Bereich hingegen blieb bei der Stimulation mit Thrombin 

unverändert, demnach wurde der TGF-ɓ-Rezeptor nicht transaktiviert und seine 

Inhibition durch SB431542 hatte keinen Einfluss auf die Thrombin-induzierte PAI-1-

Expression (Talati et al. 2018).  

2.4.2 Rho/ROCK-Signalweg  

Der Rho/ROCK-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung vieler 

zellulärer Funktionen. Eines der wichtigsten Targets von ROCK ist die Regulierung der 

Myosin-Leichtkettenphosphatase und einer Reihe anderer Phosphokinasen und 

Zytoskelett-bindender Proteine (Riento & Ridley 2003). Auf diese Weise steuert 

Rho/ROCK die Kontraktion des Zytoskeletts, die für viele grundlegende zelluläre 

Prozesse, einschließlich Apoptose, Migration, Proliferation und Differenzierung, von 

wesentlicher Bedeutung ist (Riento & Ridley 2003). 

ROCK ist eine Serin/Threonin-Kinase mit zwei Subtypen, dem ROCK1 und ROCK2. 

Beide bestehen aus einer n-terminalen katalytischen Domäne, einer ventralen coiled-

coil-Domäne und einer c-terminalen PH-Domäne mit Rho-Bindungsstelle (Amano et 

al. 2010). Die letztere Domäne ist für die negativ-hemmende Regulation 

verantwortlich. Hier kann die kleine GTPase Rho nach Aktivierung durch Integrin-

Membranrezeptoren binden, wodurch deren hemmende Wirkung aufgehoben wird. 

ROCK1 und ROCK2 weisen strukturelle und biologische Unterschiede auf. Während 

ROCK1 entscheidend für die Formation von Stressfasern ist, scheint ROCK2 
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hauptsächlich für die Steuerung der Phagozytose und Zellkontraktion, die beide die 

Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung benötigen, verantwortlich zu sein (Amano et al. 

2010). Aufgrund der zentralen Bedeutung in der Zytoskelett-Organisation spielt 

Rho/ROCK eine wichtige Rolle bei der Erkennung mechanischer Stimuli und der 

Auslösung der MSC-Differenzierung. So kann Rho/ROCK beispielsweise durch 

Wahrnehmung der Steifigkeit der Matrix die osteogene Differenzierung von MSC 

vermitteln (Shih et al. 2011). Es reguliert auch die durch EZM oder mechanische 

Dehnung induzierte tenogene Differenzierung (Maharam et al. 2015, Xu B. et al. 2012) 

und kann ein negativer Regulator für die chondrogene und adipogene Differenzierung 

sein (Arnsdorf et al. 2009). Kommt es zu Veränderungen in der Aktivität von 

Rho/ROCK, führt dies zu einer Reorganisation des Zytoskeletts, was für die 

Wahrnehmung mechanischer Stimuli und die Steuerung der MSC-Differenzierung 

wesentlich ist.  

Es gibt es mehrere niedermolekulare ROCK-Inhibitoren, die einen Verlust an 

Aktinfasern und eine Zerstörung des Zytoskeletts bewirken (Ishizaki et al. 2000). 

Allerdings wurde in mehreren Studien festgestellt, dass je nach Zelltyp, Hemmstärke 

der Inhibitoren und Co-Faktoren die Inhibition unterschiedlich auf die Zellen wirkt. So 

kann die vollständige Ausschaltung des ROCK-Proteins durch Gen-Knockout oder 

potente Rho/ROCK-Inhibitoren die zelluläre Seneszenz fördern und die Proliferation 

einschränken (Kümper et al. 2016), aber eine partielle Hemmung durch den 

kompetitiven ROCK-inhibitor Y-27632 sich positiv auf die Lebensfähigkeit und 

Proliferation von Zellen auswirken (Claassen et al. 2009). Auch bei Betrachtung der 

Differenzierung zeigte sich eine unterschiedliche Auswirkung der ROCK-Inhibition. 

Während eine Inhibition die durch extrazelluläre Matrix und mechanische Reize 

ausgelöste Differenzierung hemmt (Maharam et al. 2015, Xu B. et al. 2012, Kang et 

al. 2020, Li et al. 2020), fördert es die durch parakrine Faktoren induzierte 

Differenzierung (Kamishibahara et al. 2016, Li Z. et al. 2015). Darüber hinaus deuten 

Studien, in denen die chondrogene Differenzierung in Abhängigkeit des 

Zellkulturmodells gefördert oder gehemmt wurde, auf eine zusätzliche kontext-

abhängige Wirkung der ROCK-Inhibitoren hin (Woods & Beier 2006, Gegg & Yang 

2020).  

Diese Ergebnisse sprechen für eine unterschiedliche Rolle des Rho/ROCK-

Signalweges im Rahmen von mechanisch oder parakrin ausgelöster Differenzierung. 
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Bisher gibt es keine Studien, die die Rolle von Rho/ROCK im Zusammenhang mit der 

TGF-ɓ-induzierten tenogenen Differenzierung untersuchen. Jedoch gibt es Studien, 

die eine Interaktion von Rho/ROCK mit dem TGF-ɓ Signalweg nachwiesen. Hierauf 

wird im folgenden Kapitel näher eingegangen.  

2.4.3 Interaktion des TGF -ɓ/Smad-Weges mit anderen Signalwegen  

Die Interaktion des TGF-ɓ-Signalweges mit anderen Signalwegen ist ein wichtiges 

Element der Regulation zellulärer Prozesse, einschließlich der tenogenen 

Differenzierung. Besonders hervorzuheben ist die Wechselwirkungen des TGF-

ɓ/Smad-Signalweges mit EZM-aktivierten Signalwegen, da die Wirkmechanismen von 

MSC hochgradig kontextabhängig agieren (Burk et al. 2022). Im Zusammenhang mit 

muskuloskelettalen Erkrankungen, bei den es in der Regel zu einer pathologischen 

Veränderung der EZM kommt, spielt eine Anpassung der MSC an das erkrankte 

Gewebe möglicherweise eine entscheidende Rolle für den Therapieerfolg.  

Eine Form der Interaktion besteht in der Transaktivierung des TGF-ɓ Rezeptors. Für 

verschiedene Agonisten G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, wie das Endothelin-1, 

oder Integrin Agonisten, wie mechanische Reize und EZM-Proteine, wurde gezeigt, 

dass sie den kanonischen TGF-ɓ-Signalweg durch Transaktivierung des Rezeptors 

aktivieren können (Maeda et al. 2011, Wang et al. 2020, Dayati et al. 2018). So führte 

eine Stimulierung von Tenozyten mit Scherkräften zu einer carboxy-terminalen 

Phosphorylierung und Kerntranslokalisation von Smad2, welche durch die Inhibition 

des TGF-ɓ-Rezeptor 1 mittels SD208 aufgehoben wurde (Maeda et al. 2011). Ähnliche 

Ergebnisse zeigte eine Studie mit urea-extrahierter Sehnenmatrix, die durch die 

Bindung von Integrinen den TGF-ɓ-Rezeptor aktivierte. Hier wurde die tenogene 

Wirkung der Sehnenmatrix ebenfalls durch die Hemmung des TGF-ɓ-Rezeptors 

reduziert. Darüber hinaus wurde in dieser Studie nachgewiesen, dass die Interaktion 

zwischen Integrinen und TGF-ɓ Rezeptoren wechselseitig ist (Wang et al. 2020).  

Ein weiterer Mechanismus ist die Regulation der Phosphorylierung von Smad2/3, 

insbesondere in der Linker-Region. Es ist bekannt, dass verschiedene Kinasen, wie 

ERK1/2, MAPK und Rho/ROCK, die Linker-Region der Smads phosphorylieren 

können (Kamato et al. 2013). Trotz dieser Erkenntnisse gibt es jedoch nur begrenzte 

Untersuchungen zur Regulation der Smad-Linker-Phosphorylierung in MSC. Eine 

Studie mit MSC zeigte, dass IL-1ɓ die Linker-Region von Smad2 modifizierte, ohne 
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die c-terminale Phosphorylierung zu beeinflussen. Diese Modifikation führte zu einer 

Verzögerung der TGF-ɓ-induzierten Genexpression und wurde vermutlich durch die 

TGF-ɓ-aktivierte Kinase 1 vermittelt (Van den Akker et al. 2017).  

Aufgrund der ausgeprägten Mechanosensitivität der MSC und der darin zentralen 

Rolle des Rho/ROCK-Signalweges wurde auch dessen Einfluss auf den TGF-ɓ-

Signalweg untersucht. Im Rahmen einer TGF-ɓ1-induzierten chondrogenen 

Differenzierung von MSC aus synovialem Gewebe wurde gezeigt, dass die Inhibition 

von ROCK die c-terminale Phosphorylierung von Smad reduzierte (Xu T. et al. 2012). 

Einen gegenteiligen Effekt stellte eine Studie in glatten Gefäßmuskelzellen fest, in 

welchen die ROCK-Hemmung zu einer Steigerung der Smad3-Phosphorylierung 

führte (Rodríguez-Vita et al. 2008). In Brustkrebszellen wiederum wurde eine direkte 

Phosphorylierung der Smad3 Serin-Reste 203 und 207 durch Rho/ROCK 

nachgewiesen (Kamaraju & Roberts 2005). Allerdings wurden auch Studien 

durchgeführt, die keine direkte Beeinflussung der Smad-Phosphorylierung durch 

Rho/ROCK feststellten. Zum Beispiel wies eine Studie mit glatten Muskelzellen nach, 

dass Rho/ROCK keinen Einfluss auf die Smad-Phosphorylierung hatte (Chen et al. 

2006). Insgesamt ist die Rolle von Rho/ROCK in Bezug auf den TGF-ɓ-Signalweg 

bisher nur unzureichend geklärt. Weitere Forschung ist erforderlich, um die 

Mechanismen der Interaktion zwischen diesen beiden Signalwegen besser zu 

verstehen. 
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3 Zielsetzung und Hypothesen  

Um die Behandlung und den Therapieerfolg von Sehnenerkrankungen zu verbessern, 

muss das Verständnis über die Interaktion verschiedener Wirkmechanismen und das 

Verhalten der MSC nach Transplantation in das erkrankte Sehnengewebe erweitert 

werden. Der Rho/ROCK und TGF-ɓ-Signalweg haben sich unabhängig voneinander 

als essenziell für die tenogene Differenzierung erwiesen. Jedoch lassen 

widersprüchliche Ergebnisse in der Literatur ebenfalls eine kontextabhängige Rolle 

des Rho/ROCK-Signalweges in der tenogenen Differenzierung vermuten. Ziel dieser 

Arbeit ist es daher, das Zusammenspiel zwischen dem Rho/ROCK-Signalweg und 

dem TGF-ɓ3-induzierten Smad2/3-Signalweg im Rahmen der frühen tenogenen 

Differenzierung zu untersuchen. Ein Schwerpunkt wird hier auf die Linker-

Phosphorylierung des Smad2/3 als mögliche Interaktionsstelle zwischen den beiden 

Signalwegen gesetzt. Des Weiteren soll durch unterschiedliche Scaffolds der Einfluss 

der extrazellulären Matrix näher beleuchtet werden.  

Hypothesen:  

1. TGF-ɓ3 aktiviert den Smad2/3-Signalweg durch carboxy-terminale 

Phosphorylierung und induziert damit die tenogene Differenzierung. 

2. Die Rho/ROCK-Aktivität beeinflusst den TGF-ɓ3-induzierten Smad2/3-

Signalweg und damit die tenogene Differenzierung.  

3. Mensch und Pferd weisen eine vergleichbare Signaltransduktion und 

Genexpression nach Stimulation mit TGF-ɓ3 und Rho/ROCK Inhibitor Y-27632 

auf.  

4. Rho/ROCK übt seinen Einfluss auf den Smad2/3-Signalweg durch Linker-

Phosphorylierung des Smad2 und 3 aus. 

5. Die extrazelluläre Matrix in Form eines Scaffolds aktiviert verstärkt den 

Rho/ROCK-Signalweg und nimmt dadurch Einfluss auf den Smad2/3-

Signalweg.   
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