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Glossar

Glossar

Scaffold

Tissue Engineering

Priming

Als Scaffold werden Gerustsubstanzen bezeichnet, die den
Zellen eine 3D-Struktur bieten und die Bildung von Gewebe
durch die darin ausgeséaten Zellen beglnstigen. Diese
konnen aus unterschiedlichen biologischen und natirlichen

Materialien bestehen.

Auch Gewebezucht oder Gewebskultur genannt, ist es der
Uberbegriff fur die kinstliche Herstellung biologischer
Gewebe durch die gerichtete Kultivierung von Zellen, um
damit kranke Gewebe bei einem Patienten zu ersetzen oder

Zu regenerieren.

Der Begriff APrimingd ist ir
steht grundsatzlich fur die funktionelle Verstarkung einer
bestimmten Zellfunktion durch Zytokine. In Bezug auf MSC
wird dieser Begriff haufig verwendet, wenn diese auf eine
bestimmte Funktion  oder eine linienspezifische

Differenzierung durch Stimulanzien vorbereitet werden.



Einleitung

1 Einleitung

Orthopadische Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems treten sowohl in der
Human- wie auch in der Veterinarmedizin weltweit haufig auf und stellen eine immense
medizinische Herausforderung dar. Trotz der erheblichen Fortschritte in der
medizinischen Forschung und Therapie sind die aktuellen Behandlungsmaoglichkeiten
dieser Erkrankungen immer noch begrenzt. Konventionelle Therapien umfassen meist
nur eine Schmerzlinderung und keine Forderung 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 beschadigt
wurden. In den letzten 15 Jahren haben regenerative Therapieanséatze besonders bei
Tendinopathien fur Pferd und Mensch an Bedeutung gewonnen. Aufgrund der
begrenzten Regenerationsfahigkeit des Sehnengewebes kommt es bei der Abheilung
von Sehnenlasionen zur Bildung von fibroblastenreichen Narbengewebe. Dieses hat
nicht die gleiche biomechanische Qualitat wie gesundes Sehnengewebe, wodurch die
Belastbarkeit reduziert und das Risiko fir eine erneute Verletzungen deutlich erhdht
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
vielfaltig, wobei die Immunmodulation sich zunehmend als besonders bedeutsam
herauskristallisiert. Bei vielen Erkrankungen ist die Entzindungsreaktion
verantwortlich fir das Voranschreiten der Gewebedegeneration und fiir die Entstehung
von Schmerz. Die antiinflammatorischen Féhigkeiten der MSC wurden in vitro und in
vivo durch Schmerzlinderung und Senkung von Entziindungsmarkern 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. Wahrend bei akuten Verletzungen, in
denen die Entziindungsreaktion im Vordergrund steht, gute Behandlungserfolge erzielt
werden kdnnen, gibt es bisher kaum Daten, die eine Wirkung der MSC bei chronischen
Sehnenerkrankungen, mit Narbengewebe und einer gestérten Sehnenmatrix im

Fokus, nachweisen kdnnen (Burk 2019). MSC stehen demnach vor unterschiedlichen
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Herausforderungen in Abhangigkeit vom Erkrankungszustand. Eine erfolgreiche
tenogene Differenzierung von MSC ist fur Tissue-Engineering-Ansatze essenziell und
kénnte neben der anfanglichen Immunmodulation und der Unterstiitzung von M2-
Makrophagen eine wichtige Rolle fur die Langzeitwirkung einer MSC-basierten
Zelltherapie spielen (Shen et al. 2016, Manning et al. 2015). Allerdings scheint die
tenogene Differenzierung von mehreren externen Faktoren abzuhangen, deren

Zusammenspiel noch weitgehend unklar ist.

Zu den berichteten tenogenen Faktoren gehotren die extrazellulare Sehnenmatrix
(EZM), Dehnungsreize, sowie = Wachstumsfaktoren, insbesondere  der
Wachstumsfaktor Tr ansf or mi ng Gr owb hTGFm cit 9t &i (eIrfGFd e
besten erforschten Wachstumsfaktoren und hat sich als zuverlassiger Ausloser der
tenogenen Differenzierung etabliert (Barsby & Guest 2013). Zur intrazellularen
Signalweiterleitung verwendet TGF-b den gut &andnieches (Smad2/$
Signhalweg. 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 forderten EZM-Scaffolds mit parallel
ausgerichteten Fasern die tenogene Differenzierung, wahrend sie die osteogene
Induktion im Vergleich zu zufallig ausgerichteten Faserscaffolds inhibierten (Kishore et
al. 2012). In Einklang damit zeigte eine aus Sehnengewebe gewonnene
harnstoffextrahierte EZM-LOsung 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 Geristtopografie (Maharam et al.

2015) ausgeldste tenogene Differenzierung.

Aufgrund der unabhangig voneinander berichteten positiven Auswirkungen auf die
tenogene Differenzierung kénnten synergistische Effekte des mechanisch induzierten
Rho/ROCK- und TGF-b 3induzierten Smad2/3-Signalwegs erwartet werden.
Allerdings deuten andere Studien auf ein komplexes Wechselspiel zwischen
Sehnenmatrix und MSC hin, wobei die Fahigkeiten zur tenogenen Differenzierung und
zur Matrixmodulation negativ beeinflusst werden kénnen (Doll et al. 2021, Roth et al.
2018, Burk et al. 2022).



Literaturtbersicht

Diese Arbeit wird sich mit dem Zusammenspiel des Rho/ROCK-Signalweges und der
TGF-b 3induzierten Smad-2/3-Aktivierung im Kontext der frihen tenogenen
Differenzierung von MSC beschéftigen. Sowohl der Rho/ROCK-Signalweg als auch
TGF-b3 haben bereits separ aMSC-Differenzieruing gezeBto |l | e n
und ihre kombinierte Untersuchung kann wichtige Erkenntnisse Uber das Wechselspiel
von mechanischen und biochemischen Reizen liefern. Dies tragt méglicherweise dazu
bei, die Wirkmechanismen und Einschrankungen der Therapie besser zu verstehen

und neue Ansatze im Bereich des Tissue Engineerings zu entwickeln.

2 Literaturibersicht

2.1 Therapeutische Anwendung von MSC bei  Tendinopathien

Sehnen halten aufgrund ihrer Struktur und ihrer biomechanischen Eigenschaften
unterschiedlichen Belastungen stand, dennoch kdnnen rasche Veranderungen oder
eine uUbermaflige Zunahme der auf die Sehnen einwirkenden Belastungskrafte
Mikrotraumata verursachen und zu Sehnenerkrankungen und -lasionen fuhren. Die
Behandlung solcher Verletzungen mit konservativen Therapieansatzen fuhrt haufig
nicht zur vollstandigen Heilung und stellt weltweit eine grofe medizinische
Herausforderung dar. Ein Schlisselelement bei Tendinopathien ist die entstehende
Entzindung des Sehnengewebes, welche hauptverantwortlich fur die klinischen
Symptome ist. Der anhaltende Entziindungszustand fuhrt zu einer Stérung der
Homdostase des physiologischen Sehnengewebes und verursacht haufig irreversible
Veréanderungen der Architektur und Mechanik der nativen EZM der Sehne.

Die bisherigen konservativen Therapieanséatze zielen hauptsachlich darauf ab,
Schmerzen zu lindern und die Heilung durch Schonung zu unterstiitzen. Bei Menschen
wird haufig eine chirurgische Therapie bevorzugt, insbesondere wenn konservative
Therapieansatze 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
naturlichen Sehnenschaden erlitten hatten, zeigte vielversprechende Ergebnisse.
Nach einer Behandlung mit BMSC konnten 98,2% der Pferde erfolgreich in den
Rennsport zurtickkehren, 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 bestatigten 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 berlcksichtigt werden, dass es den
Studien héufig an Signifikanz, einer grof3en 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 hierfur ist eine Varianz des Studiendesigns, der Auswahlkriterien
fur Probanden mit natirlichen Sehnenlasionen und der Durchfihrung der Studien,
sowie der Zellressourcen anzunehmen. Zu den Variablen des MSC-
Behandlungsprotokolls gehéren die Zelldosis, der Verabreichungsweg (lokal oder

systemisch), die Anzahl der Verabreichungen (einmalig oder mehrfach), die Herkunft

4



Literaturtbersicht

der Zellen (Knochenmark oder Fettgewebe) oder der Zellspender (autolog oder

allogen).

Zur Lésung dieser Problematik und Verbesserung der Evidenzlage der MSC-Therapie
gibt es vermehrt Bemuhungen in der Forschung das Studiendesign und die
Behandlungsmethoden zu harmonisieren und Studien mit hoherem Evidenzlevel
durchzufihren. In diesem Rahmen wurden kirzlich zwei randomisierte, kontrollierte
und verblindete Studien durchgefiihrt. In einer Pilotstudie mit 14 Pferden war die
Lahmbheit 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 ahnlich vielversprechende Ergebnisse. Die MSC-
behandelte Gruppe wies nach 8 Wochen eine geringere Lahmheit, sowie eine
verbesserte Faserausrichtung und eine reduzierte Lasionsgréf3e 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
Veterindrmedizin ausreichend regelt. In der aktuellen EU-Verordnung 2019/6 wurden
Stammzellprodukte, die durch industrielle Prozesse hergestellt werden, als neuartige
Therapien definiert und bendétigen vor Inverkehrbringen eine Zulassung. Autologe
MSC durfen jedoch weiterhin individuell durch den Tierarzt gewonnen, hauseigen
isoliert, angezichtet und appliziert werden. Sollte eine hauseigene Herstellung nicht
mdglich sein, kann alternativ ein zugelassenes allogenes MSC-Produkt eingesetzt

werden.

2.1.2 Humanmedizin

In der Humanmedizin leiden zahlreiche Sportler, wie Basketball-, FufR3ball- und
Volleyballspieler, aufgrund von Uberlastung an chronischen Tendinopathien. Hierbei
ist am haufigsten 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 fur die Behandlung von

Sehnenerkrankungen im Humanbereich nur eine begrenzte Anzahl an verfiigbaren
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Studien, wobei dies hauptsachlich 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 Heterogenitat der Studienparameter vor, wodurch die
Vergleichbarkeit einschrankt wird. Die verfigbaren Studien zeigen jedoch, dass auch
beim Menschen die Anwendung von autologen MSC sicher ist und kaum
Nebenwirkungen auftreten (Hurd et al. 2020). In einer kirzlich veréffentlichten
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 Uuber 27 Patienten mit
Achillessehnenruptur, welche die Wirkung von konzentriertem Knochenmarkaspirat
untersuchte, zeigte, dass 92% der Patienten bereits 6 Monate nach der Behandlung
wieder ihre urspringliche Sportart aufnehmen konnten und bis Ende der
Nachverfolgung (90 Monate post OP) keine wiederholte Ruptur der Sehne auftrat. Die
abschlielRende Einschétzung mittels ATR-Score ergab, dass keine Sehne unter einem
Wert von 8 Punkten lag und somit eine gute Funktionsfahigkeit aufwies (Stein et al.
2015). Daruber 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 gefiihrt 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 fiur die Behandlung von Sehnenerkrankungen standardméafig anzuwenden.
Die EMA stuft humane MSC-basierte Produkte als Arzneimittel fir neuartige Therapien
(ATMP) ein, welche durch die Verordnung 1394/2007 geregelt werden. Grundsatzlich
bedirfen Produkte einer Zulassung, bevor sie in Verkehr gebracht werden durfen.
Ahnlich wie in der Veterinarmedizin gibt es auch hier die sogenannte
Krankenhausausnahme ( Ah o s p mp @i odie #)der EU-Verordnung 1394/2007
festgeschrieben und durch den 84b des Arzneimittelgesetzes auf nationaler Ebene an
weitere Richtlinien gebunden ist. Diese berechtigt Arzte nicht-routineméaRig

Arzneimittel, die ATMPs sind, herzustellen und anzuwenden, sofern sie eine
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Herstellungserlaubnis fur Arzneimittel innehaben (Paul-Ehrlich-Institut: Arzneimittel fur
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 fir die Behandlung von
Sehnenerkrankungen, da sie sich in Tenozyten-ahnliche Zelltypen differenzieren, die
extrazellulare Matrix modulieren und die Immunreaktion regulieren kénnen (Jiang et
al. 2023). Dennoch variieren die Ergebnisse beziglich ihrer Effektivitat in klinischen
Studien immer noch stark. Wahrend viele Studien ermutigende Erfolge bei MSC-
Therapien zeigen, kdnnen einige Studien keine therapeutische Wirksamkeit von MSC
nachweisen (Ahrberg et al. 2018, Geburek et al. 2017). Es ist daher ein tieferes
Verstandnis fur die biologischen Eigenschaften von MSC und ihrer Interaktionen im
Zielgewebe notwendig, um ihr Potenzial fur die therapeutische Anwendung bei
Sehnenerkrankungen zu optimieren. Im Folgenden werden die verschiedenen

Wirkmechanismen der MSC néher erlautert.

2.2.1 Immunmodulation

Die Entzindungsreaktion spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese von
Sehnenerkrankungen. |hre 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 entztindlichen Phanotyps. In diesem Zustand verandert sich
die Expression ihrer Oberflachenmarker und Zytokine wie Interleukin(IL)-6, IL-1 b u n d
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). Darlber hinaus fordern 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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[l Verhaltnis zu Gunsten des Kollagen Ill 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
Molekiile, wie den Tumornekrosefaktor-U, -11bL uQyadooxygenase(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
konnen MSC durch ihre immunmodulatorischen Eigenschaften den entzindlichen

Veranderungen im Rahmen einer Sehnenerkrankung entgegenwirken.

Die immunmodulatorische Wirkung der MSC erfolgt durch direkten Zell-Zell-Kontakt
oder durch die Ausschittung von Signalmolekilen (Di Nicola et al. 2002).
Beispielsweise unterdriicken MSC die Aktivierung und Vermehrung von T-Zellen durch
die Expression verschiedener inhibierender Faktoren, wie das humane Leukozyten-
Antigen G5, Prostaglandin E2 (PGE2) und Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) (Haddad
& Saldanha-Araujo 2014, Meisel et al. 2004, Selmani et al. 2008, Mbongue et al. 2015).
AuBBerdem konnen sie die Apoptose aktivierter T-Zellen durch Fas-Fas-
Ligandenbindung auslésen und die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und
T-Helfer-2-Zellen férdern (Akiyama et al. 2012). B-Zellen werden ebenfalls durch MSC
in ihrer Proliferation, Aktivierung und Antikorperproduktion 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 tber den IL-10-abhangigen Signalweg (Chen et al.
2019).

Bei der Regulation von Makrophagen spielt das PGE2 eine zentrale Rolle. Mithilfe des
PGE2, welches durch die COX-2-abhangige Prostaglandin-E-Synthase produziert
wird, koénnen MSC einen Shift der Makrophagen in Richtung eines
entzindungshemmenden M2-Phanotyps induzieren und die Bildung eines
proinflammatorischen M1-Phé&notyps 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, bestatigt. Die
MSC waren dadurch nicht mehr in der Lage die Wirkung von M1-Makrophagen
abzuschwachen und eine Polarisation zu M2-Makrophagen herbeizufiihren

(Vasandan et al. 2016). Weitere von MSC produzierte Faktoren, die in der
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Makrophagenpolarisation wichtig sind, sind TGF-b , luriel @as Tumornekrosefaktor
stimulierte Gen 6 (Choi et al. 2011, Zhao et al. 2020).

Insgesamt kdnnen die MSC mit einer Vielzahl an Immunzellen kommunizieren und
diese entsprechend dem Milieu regulieren (Russo et al. 2022). Diese Fahigkeit 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 mononukleéare
Zellen (Gelbermann et al. 2017). Eine weitere Studie in Hunden bestétigte diese
Ergebnisse und wies zusatzlich eine unterstitzende 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 Fahigkeiten eine vielversprechende Therapieoption fir

Tendinopathien und viele weitere entziindungsbasierte Erkrankungen.

2.2.2 Synthese und Remodelling von extrazellularer Matrix

Bei einer Sehnenerkrankung liegt eine Stérung der Zusammensetzung und Stabilitat
der EZM vor. Es kommt zu einem Ungleichgewicht der Umbauvorgénge und damit
einhergehenden degenerativen und fibrotischen Veranderungen der EZM. Diese
beglnstigen das Entstehen von akuten klinisch sichtbaren Sehnenlasionen. Die
dadurch ausgeldste Entziindungsreaktion und vermehrte Ausschittung von TGF-b 1
fuhrt zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Myofibroblasten. Diese produzieren
vermehrt Kollagen | und beeinflussen das Expressions- und Aktivitatslevel
verschiedener MMPs und deren Inhibitoren (TIMPS), was schlief3lich zu Fibrose fiihren
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 erhohtes Risiko von erneuten Verletzungen.

MSC koénnen die Qualitdt 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. Zwo6lf Wochen nach der Behandlung stellte man einen erhdhten Kollagen |
und Il 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 natdrlich 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
Vaskularitdat, DNA- und Zellgehalt sanken =zurick 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 endgultig erforscht. In vitro-Studien haben nachgewiesen, dass MSC sowohl
direkt durch Matrixproduktion und -umbau als auch indirekt durch Protektion und
Stimulation der Tenozyten wirken kénnen. Unter hypoxischen Bedingungen kultivierte
MSC zeigten eine gesteigerte Expression von Kollagen |, Kollagen IlI, Decorin und
Tenomodulin (Chen et al. 2020). Wahrend die Produktion von Kollagenen direkt zum
Aufbau von neuem Sehnengewebe beitragt, kann Decorin den Durchmesser der
Kollagenfasern regulieren (Hwang & Halper 2021) und Tenomodulin die
Sehnenreifung fordern, indem es den Kollagen-I-Gehalt reguliert und den
Kollagenumbau fordert (Dex et al. 2016). Diese Ergebnisse wurden durch die
Anwendung der hypoxisch kultivierten MSC in einem Kaninchen-Tendinopathie-
Modell bestatigt, 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 extrazellulare Matrix auf-, ab- und umbauen. Tenogene Stimuli, wie das Bone
Morphogenic Protein(BMP)-12 oder Sehnenmatrixproteine, fordern die Expression
von MMPs (Yang et al. 2013, Zarychta-Wi S n i eewa.R@l7), was besonders bei

chronischen L&sionen von grofRer Bedeutung sein kann.

Ahnliche 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 | und Tenascin-C, und regulierten
fur den EZM-Umbau relevante Gene, wie MMP1, MMP2, MMP3 und TIMP1
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zeitpunktabhangig. Darlber hinaus wurde die Ablagerung von Kollagen | beschleunigt
und gegenuber der Produktion von Kollagen Il beginstigt, was bereits nach 7 Tagen
zu einem verbesserten COL1/COL3-Verhaltnis fihrte (Costa-Almeida et al. 2018). Der
positive Einfluss der Co-Kultur wurde durch eine In-vivo-Studie bestatigt, 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 kontextabhangig sind.
Studien zeigten, dass die Expression von Matrixproteinen und MMPs durch fibrotisch
veranderte 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 entschlisseln.

2.2.3 Forderung der Angiogenese

Sehnen haben physiologisch eine geringere Vaskularisierung als andere Gewebe.
Einige Sehnen, wie die Achilles-, Quadrizeps- und Supraspinatussehne, besitzen
zusatzlich Bereiche mit noch weiter reduzierter bis keiner Vaskularisierung (Stein et al.
2000, Adler et al. 2008, Petersen et al. 1999). In diesen hypovaskularen Bereichen
kommt es haufiger zu degenerativen Veranderungen und Rupturen als in anderen
(Yepes et al. 2008). Aufgrund dessen vermutet man, dass die Hypovaskularitat der
Sehne die Entstehung von degenerativen Veranderungen begunstigt und die Heilung
maf3geblich beeintrachtigen kann (Petersen et al. 2005, Korntner et al. 2019). Nach
einer akuten Sehnenverletzung kommt es vorribergehend zu einer vermehrten
Ausschuttung des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Boyer et al. 2001,
Petersen et al. 2003). Dieser steigert die Angiogenese und fordert dadurch die
intrinsischen und extrinsischen Heilungsmechanismen. Eine Studie an Beugesehnen
von Hunden zeigte eine Zunahme der Gefal3lange und -dichte ab Tag 3 postoperativ,
die am Tag 17 ihren H6hepunkt 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 geférdert. MSC unterstiitzen die Angiogenese und kdnnen

hierdurch moéglicherweise das durch die Hypovaskularitat 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 ischamischer Erkrankungen, wie Schlaganfallen, Myokardinfarkten oder
peripheren GefalRerkrankungen (Ulpiano et al. 2021, Tang et al. 2006, Huang et al.
2019, Kinnaird et al. 2004). In einem Mausmodell mit Ischamie der hinteren Gliedmal3e
wurde die Durchblutung des Hinterbeins durch MSC signifikant verbessert,
Gewebeschéaden verringert und die Funktion der Gliedmal3e gesteigert (Kinnaird et al.
2004). Auch bei Patienten mit Myokardinfarkt wurde die ventrikuldre 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 Forderung der
Gefalbildung, der Proliferation, Migration und Invasion von Endothelzellen und das
Rekrutieren von endothelialen Vorlauferzellen (Duffy et al. 2009, Kinnaird et al. 2004,
Kwon et al. 2014). In einer direkten Co-Kultur mit Endothelzellen erhohten MSC
ebenfalls die Persistenz bereits bestehender Blutgefalie, was darauf hindeutet, dass
MSC nicht nur die GefaRbildung férdern, sondern auch eine aktive Rolle bei der
Stabilisierung und Reifung neu gebildeter GefalRe spielen (Duffy et al. 2009). MSC
vermitteln ihre Wirkung hauptsachlich parakrin und produzieren hierfur 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 fordert die Angiogenese, indem es die Proliferation und Migration
von vaskularen Endothelzellen steigert und das Homing von perivaskularen Zellen
beglnstigt (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 Stabilitdt der Sehnen nach 15 bzw. 30 Tagen
(Kaux et al. 2014).

Die Férderung und Bedeutung der Angiogenese bei Sehnenerkrankungen wird jedoch
kontrovers diskutiert. Denn trotz vielversprechender Ergebnisse bestehen auch einige
negative Effekte. Wahrend der Neovaskularisierung kommt es zum Beispiel zum

Abbau der extrazellularen Matrix und damit zu einem Stabilitatsverlust (Sahin et al.

12



Literaturtbersicht

2012, Liu et al. 2021). Dartber 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 Hypervaskularitat und erhohte 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 fir das
Schmerzempfinden, begunstigt (Alfredson & Lorentzon 2002, Schizas et al. 2012). In
einer Studie mit 41 Patienten wurde die Schmerzhaftigkeit chronischer
Achillessehnenerkrankungen mit einer Hypervaskularisierung der veranderten
Bereiche assoziiert (Ohberg et al. 2001). Diese Theorie wird durch den wirksamen
Einsatz von Sklerosierungsmitteln, wie Polidiocanol, unterstutzt. Durch mehrfache
Injektion ~ mit  Polidiocanol  konnte  der Schmerz  bei  chronischen
Achillessehnenerkrankungen signifikant gesenkt werden (Alfredson & Ohberg 2005,
Lind et al. 2006). Das Wissen uber den angiogenen Effekt von MSC im Rahmen von
Sehnentherapien ist bisher noch begrenzt. In zwei experimentellen Studien stellte man
bei MSC-therapierten  Pferden eine vorribergehende Erh6hung  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
wahrend der Sehnenheilung, insbesondere in vivo, besser zu verstehen und mogliche
negative Nebeneffekte, wie Stabilitdtsverlust 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 geschadigter
Tenozyten vermittelten. Diese Annahme wurde durch den Einsatz von durch MSC
sekretierten Wachstumsfaktoren und zellfreien Therapeutika, die einen &ahnlichen
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 intralasionale Applikation der MSC zur Behandlung von
Sehnenlasionen 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 Lasion lokalisiert werden (Becerra et al. 2013). Bei einer intravenésen
Applikation hingegen werden die MSC im Lungengewebe abgefangen und bei
intraarterieller Injektion gelangt nurei n Br ucht ei |l der Zel |
Lasion (Becerra et al. 2013, Sole et al. 2013). Die intravaskularen Applikationen
bergen zudem ein erhdhtes Thromboserisiko bei Mensch und Pferd (Sole et al. 2013,
Jung et al. 2013, Wu Z. et al. 2017). Eine Langzeitstudie bei Pferden wies dartber
hinaus auch nach 24 Wochen noch injizierte MSC in der Sehnenlasion nach. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass ein Teil der injizierten MSC in der L&sion verbleibt und
eine langfristige Wirkung begunstigt (Burk et al. 2016b). Eine tenogene Differenzierung
der verbleibenden Zellen wurde in vivo bisher jedoch noch nicht bewiesen. Zudem
stellt das entztindliche Milieu, welches bei Sehnenverletzungen vorherrschend ist, eine
weitere Hurde dar. Entzindliche Faktoren, wie IL-1b und IL-6, kénnen die tenogene
Differenzierung von MSC beeintrachtigen (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
Uberlebens und des therapeutischen Effektes (Noronha et al. 2019). Auch in zwei
klinischen Studien zur Behandlung von Sehnenlasionen 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 geklart werden, ob die
tenogen-induzierten Zellen eine verbesserte Wirkung gegeniber undifferenzierten
MSC aufweisen. Um den Beitrag der tenogenen Differenzierung zur klinischen

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

Die Fahigkeit der MSC, sich in tenozyten-ahnliche Zellen zu differenzieren, wurde in
verschiedenen In-vitro-Studien nachgewiesen. Da es jedoch bis heute an einem
eindeutigen Marker zur ldentifizierung tenogen-differenzierter Zellen fehlt, wird eine
Kombination von verschiedenen Genen herangezogen, um eine Differenzierung
nachzuweisen. Skleraxis, Mohawk und Early Growth Response-1 sind haufig
verwendete Sehnenmarker, da sie wahrend der embryonalen Tenogenese exprimiert

werden (Havis et al. 2014, Delgardo et al. 2018). Zusatzlich wird die Expression der
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Matrixproteine Kollagen I, Kollagen Ill, 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 ausgeldst werden. Diese werden im folgenden
Kapitel ndher erlautert.

2.3 Ausloser der tenogenen Differenzierung
2.3.1 Extrazellulare Matrix

Bei Sehnen ist die extrazellulare Matrix entscheidend fir die Belastbarkeit. Diese
besteht hauptsachlich aus Kollagenen und Proteoglykanen. Erstere ordnen sich
parallel zu streng hierarchischen Faserbindeln an, wodurch sie der Sehne ihre
Zugfestigkeit und Stabilitdt verleihen. Die Proteoglykane sind fur die Viskoelastizitéat
der Sehnen verantwortlich und in Abhangigkeit der speziellen Funktion der Sehne
nehmen sie einen entsprechenden Anteil an der Gesamtmatrix ein. Die EZM ist ein
entscheidender Faktor fur 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 forderten, wahrend 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. AnschlieBend kdnnen die
Signale der Umgebung wahrgenommen und in biochemische Signale umgewandelt
werden, die das Zellverhalten maf3geblich beeinflussen (Huveneers & Danen 2009, Yi
et al. 2022).

Dezellularisiertes Sehnengewebe verkérpert am natirlichsten 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 fordern kann (Burk et al. 2016a). Eine
Kultivierung von AMSC auf einer urea-extrahierter Sehnenmatrix erhohte die
Expression von sehnenbezogenen Genen (SCX, TNC, TNMD), wahrend es parallel
die Expression von osteogenen Genen (RUNX2, ALP, OCN) reduzierte (Yang et al.
2013). Dies bestéatigt die Ergebnisse der Knochen/Sehnen-Vergleichsstudie, dass
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natives Sehnengewebe nicht nur die tenogene Differenzierung gezielt férdert, sondern

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

Jedoch ist die Verfugbarkeit und Standardisierbarkeit nattrlicher Sehnenscaffolds
begrenzt. Aufgrund dessen wurden verschiedene Biomaterialien und
Herstellungsmethoden entwickelt, um die EZM nachzuahmen. Dabei kdnnen
naturliche und synthetische Scaffolds unterschieden werden, welche sich wiederum in
strukturierte und nicht-strukturierte Scaffolds unterteilen lassen. Natirliche Scaffolds
haben den Vorteil, dass sie biogen sind und somit realitatsnah 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 vollstandig
bekannt und nur sehr eingeschrankt kontrollierbar sind. Hier haben kinstliche
Scaffolds den Vorteil, dass ihre Eigenschaften, wie Porositat, Faserdicke/-ausrichtung,
Substratzusammensetzung und Steifigkeit besser kontrolliert werden kénnen. Haufig
eingesetzte Materialien fur die Herstellung von Sehnenscaffolds sind synthetische
Polymere, wie Polylactide, Polycaprolacton, Polyhydroxyessigsaure und Polylactid-co-

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

Die Verwendung von Kollagen | als Matrixkomponente im Scaffold ist naheliegend, da
die Sehnenmatrix zu tiber 90% aus Kollagen | besteht. Frihere Studien belegen, dass
die Kultivierung von MSC auf Kollagengelen zu einer signifikanten Erhéhung
tenogener Marker fuhrt (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 (Ro3bach et al.
2020). Der tenogene Effekt des Kollagens kann durch weitere Modifikationen, wie die
parallele Ausrichtung der Kollagenfibrillen, noch weiter verstarkt werden (Kishore et al.
2012). Die parallele Faserausrichtung ahmt die hierarchische Sehnenstruktur nach,
verbessert die Anhaftung der Zellen und foérdert eine vermehrt elongierte, tenozyten-
ahnliche Morphologie. Zusétzlich 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 erhdhten 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 gefordert wurde (Cristofaro et al. 2018). Daraus ist zu
schlieBen, dass die Faserausrichtung einen forderlichen, aber nicht exklusiv
tenogenen Effekt hat und eine Kombination mit weiteren Komponenten Uber 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 naturliche Steife
von 136-820 MPa (Padhi & Nain 2020). Als logische Konsequenz ist zu vermuten, dass
Scaffolds mit physiologisch hoher Steifigkeit notwendig sind fur eine erfolgreiche
tenogene Differenzierung. Bei einer Untersuchung von Tenozyten wurde jedoch
festgestellt, dass ihre Kollagen- und Skleraxis-Expression unabhangig von der
Gewebesteifheit ist (Patel et al. 2018). Dennoch unterstitzen einige Studien die
Vermutung, dass die tenogene Differenzierung auf Scaffolds mit einer hohen
Steifigkeit (>10 MPa) gefordert wird (Islam et al. 2017). Allerdings gibt es auch
gegenteilige Studien, die zeigen, dass steife Scaffolds (24,09 kPa; 149,53 kPA) durch
eine verstarkte Fokale Adhéasionskinase (FAK) und extrazellulare 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 Uberschneidenden Graden an
Steifigkeiten arbeiteten, die nicht annahernd der physiologischen Steifigkeit einer
Sehne entsprechen und nur im Verhdltnis als weich, mittel und steif eingeordnet
wurden. Demnach sind diese Ergebnisse nur eingeschrankt vergleichbar und keine

endgultige Aussage treffbar.

2.3.2 Mechanische Stimuli

Mechanische Stimulation ist ein wichtiger Bestandteil der Sehnenfunktion und ihrer
Regeneration. Die natlrlichste Form ist die zyklische Dehnung, welche die Sehne
unter In-vivo-Bedingungen erfahrt. Studien zeigen, dass zyklische Dehnung die
Sehnenregeneration fordert, indem es die Aktivitat, Proliferation und Migration von
Zellen steigert und die Matrixmodulation reguliert (Engebretson et al. 2018, Lee et al.
2010, Abousleiman et al. 2009). Tenozyten erhdéhen 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 gefordert (Chen et al. 2008, Kuo & Tuan 2008, Rinoldi et al.
2019). In einem Tissue Engineering Ansatz wurden BMSC auf dezellularisiertem
Nabelschnurgewebe angesiedelt und Uber 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
spindelférmige Zellen, die eine groRe Ahnlichkeit zu einer nativen Sehnenmorphologie
aufwiesen, festgestellt (Abousleiman et al. 2009). Folglich fihren die
Zellveranderungen zu verbesserten biomechanischen Eigenschaften der Sehne, wie
einer erhohten Faserstarke, einem groReren Sehnendurchmesser und weniger
Adhasionen (Wang et al. 2008, Xu et al. 2014).

Der Einfluss von mechanischen Stimuli auf die Zellen wird durch verschiedene
Faktoren, wie Intensitat, 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 ausschliel3lich tenogenen Genen in MSC und
Tenozyten fuhrte (Zhang & Wang 2013, Zhang et al. 2020). Eine intensive Dehnung
(ca. 8%) hingegen erhéhte ebenfalls die Expression chondrogener Gene und rief im
In-vivo-Modell morphologische Veranderungen hervor, die mit einer chondrogenen
Differenzierung in Verbindung gebracht werden kdnnen (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 kénnen auch andere mechanische Stimuli wie Stol3wellen
(Leone et al. 2016) und pulsierende magnetische Felder (Tomas et al. 2019) zur
Induktion der Differenzierung von MSC verwendet werden. Fir 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 Verhéltnis die starkste 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 Gbertragen.
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 forderliche 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, wéhrend die
Hochregulation von Skleraxis nur bei direkter Co-Kultivierung signifikant war. Folglich
scheint sich der Einfluss von Tenozyten auf MSC zu erhéhen, sofern ein direkter Zell-
Zell-Kontakt besteht. Dies bestatigt sich durch Immunfluoreszenz-Farbungen, in denen
gezeigt wurde, dass Tenozyten und MSC intensive interzellulare Kontakte ausbilden
und aktiv Vesikel austauschen (Schneider et al. 2011). Die Kommunikation zwischen
den Zellen basiert auf Gegenseitigkeit, denn bei gemeinsamer Kaultivierung
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 unterstitzt,
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). Ahnliche 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 kdnnen.

2.3.4 Wachstumsfaktoren

Die tenogene Differenzierung von MSC ist ein komplexer Prozess, der durch
verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert werden kann. Eine Schlusselrolle spielt

hierbeidie TGF-b Fami | i e, zasa TGHF6r as swabkchddi e Gr owt h
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Factors (GDF) gehdren. Ebenso tragen der Fibroblast Growth Factor (FGF), Insulin-

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

Insbesondere TGF-b I st ein i ntensi v Faktof. oStusienht er t
demonstrieren seine enorme Bedeutung fir die embryonale Entwicklung des
Sehnengewebes, sowie die embryonale und adulte Sehnenheilung (Havis et al. 2014,

Kuo et al. 2008, Kaji et al. 2020). Wirdder TGF-b Si gnal weg w2 hrend der
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-b miRahmen der neonatalen Sehnenregeneration

als entscheidend fur die funktionelle Wiederherstellung des Sehnengewebes und die
Rekrutierung von Tenozyten, wahrend die Proliferation unbeeinflusst bleibt (Kaji et al.

2020).

Es gibt drei verschiedene Isoformen, TGF-b 1, -B&Fundb3,GFdi e w2 hrend
Sehnenentwicklung in verschiedenen zeitlich-raumlichen  Verteilungsmustern

exprimiert werden. In einem Hihnerembryomodell wurden TGF-b 2 und b3 an Tart
am starksten exprimiert, wahrend TGF-b 1 bi s Tag 13 nicht nachwe
bis Tag 16 aber stark anstieg (Kuo et al. 2008). Ein ahnlicher und dennoch
gegensatzlich verlaufender Verteilungseffekt wurde auch bei der adulten
Sehnenheilung festgestellt. In der frihen Phase der Sehnenheilung kam es zu einer

deutlichen Hochregulation der TGF-b 1Expression, welche danach allméhlich wieder

abnahm. In den spateren Phasen stieg die TGF-b 3Expression an und blieb erhéht

(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 Mauseembryos bestatigt. Hier flihrte eine TGF-b 2-

Depletion zu einem Verlust der Strecksehnen mit normal ausgebildeten Beugesehnen,

wahrend eine TGF-b 3 Depletion die Entwicklung des Sehnengewebes nicht storte.

Kombinierte man beide Depletionen, fihrte das zu einer dramatischen phanotypischen

Anderung der Embryonen, bei denen es zu einem vollstandigen Verlust der

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

In-vitro-Studien haben gezeigt,dass TGF-b ei ne st ar ke tenogene Wir

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

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

Insbesondere TGF-b 3 hat sich al s zuverl @ssiger St
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Skleraxis-Expression erwiesen. Eine In-vivo-Applikation von TGF-b3 i n verl etz
Sehnengewebe verbesserte die Sehnenreparatur und starkte die histologischen und

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

Abgesehen von seinen positiven Effekten wird TGF-b j edoch auch mit der
von fibrotischer Narbenbildung in verschiedenen Geweben in Verbindung gebracht
(Katzel et al. 2011). Hierbei steigert insbesondere TGF-b 1 di e Myof i brobl ast
die Synthese von Kollagenen, die Reduktion von Kollagenabbau und die Kontraktilitat
der Fibroblasten (Campbell et al. 2004, Ask et al. 2008, Border & Noble 1994).
Wahrend TGF-b1 st ar ke profibrotische Eigenschafte
TGF-b 3 u n eip. EideeUbdrexpressionsstudie zeigte, dass TGF-b 3 ebenf al | s ¢
initiale profibrotische Reaktion durch Aktivierung der Myofibroblasten auslost, welche
in ihrer Intensitat und Dauer jedoch wesentlich schwacher ausgeprégt ist als bei TGF-
b1l (& alk2008). Eine weitere Studie weist darauf hin, dass TGF-b 3 sogar ein
antifibrotische Wirkung hat (Chan et al. 2008). Aufgrund dieser Ergebnisse und der
besseren tenogenen Wirkung wird in Studien vermehrt TGF-b3 al s Suppl e me

verwendet.

Neben TGF-b s pi el en auch andere Wachstumsfaktore
Differenzierung. FGF ist beispielsweise ein Hauptbestandteil von plattchenreichem
Plasma, das nachweislich eine positive Wirkung auf die Sehnenheilung hat. FGF2
steigert die Matrixproduktion und verstarkt 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. Ahnlich wie bei TGF-b wurden diese in bestimmten
Heilungsphasen der Sehne festgestellt werden (Eliasson et al. 2008). GDF-5/BMP-14
zeigte in einer Studie eine dosisabhéngige Expressionssteigerung tenogener Marker
in BMSC und erreichte mit einer Konzentration von 100 ng/ml eine signifikante
Hochregulation von Kollagen | und Tenomodulin auf Proteinebene (Ciardulli et al.
2020). Auch GDF-7/BMP-12 kann nachweislich die tenogene Differenzierung der MSC
induzieren und die Sehnenheilung unterstitzen (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 forderte (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-b und ander e Wa cghteur induktibnadert or e n
tenogenen Differenzierung von MSC und durch gezielte Anwendung kénnen
innovative Ansatze 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 fir die Verbesserung der
Geweberegeneration und des Tissue Engineerings. Faktoren derselben Kategorie, wie
Scaffolds und mechanische Reize, werden h&ufig gemeinsam verwendet, da sie
aufeinander aufbauen. Insbesondere die Kombination von parallel ausgerichteten
Faserscaffolds mit zyklischer Dehnung erwies sich als aufRerst wirkungsvoll. Mehrere
Studien zeigten einen synergistischen Effekt mit verstarkter 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 férdern. Einige Studien beschreiben eine synergistische Wirkung
von TGF-b 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-b 1 o d e ¥12 féhMEPbeispielsweise
zu einer zuséatzlichen Steigerung der Skleraxis-Expression (Yin et al. 2016, Xu et al.
2018). Ahnliche Ergebnisse zeigte die Verwendung von BMP-Antagonisten, Gremlin 2
und Sclerostin, nach TGF-b 3 St i mwddarchidie 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 kontextabhangig agieren und
somit die EZM einen wesentlichen Einfluss auf die zellulare Interaktion mit
Wachstumsfaktoren hat (Vermeulen et al. 2020, Burk et al. 2022). Ein ergdnzender
Effekt wurde bei der Verwendung von l6slicher EZM-Matrix und Mikro-Topografie
zusammen mit TGF-b b e o b @rang étal.t2017, 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 zusatzlich zur Kultivierung auf einem parallel ausgerichteten
Scaffold keine fordernde Wirkung auf die tenogene Markerexpression hatte. In einer
weiteren Studie, in der auf einem natirlichen Sehnen-Scaffold kultivierte MSC mit
TGF-b3 behandelt wurden, wurde sogar eine ver
die TGF-b 3 Stimulation festgestellt (Roth et al. 2018). Die unterschiedlichen
Ergebnisse dieser Studien verdeutlichen die Komplexitat 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 bestatigt eine kurzliche Studie, in welcher die durch EZM-Extrakt induzierte
tenogene Differenzierung sowohl Integrin- als auch TGF-b / S m@ighalweg abhangig
vermittelt wurde (Wang et al. 2020). Ansonsten ist Uber die bei kombiniertem Einsatz
von Wachstumsfaktoren und EZM zugrunde liegenden Signalmechanismen bisher

wenig bekannt.

2.4 Signaltransduktion in der Sehne
241 TGF-b Si gnal weg

Der TGF-b-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 zellularen Prozessen, sowie der Regulation von Genen, die fur die
Synthese von Matrixkomponenten verantwortlich sind, beeinflusst er malRgeblich die
Entwicklung, Homoostase und Regeneration des Sehnengewebes. Werden einzelne
Komponenten des Signalweges gehemmt oder verdndert, kommt es zu
Beeintrachtigungen der Sehnenstruktur und -funktion (Havis et al. 2016, Pryce et al.
2009). So zeigte eine Studie an Mauseembryos, dass es durch eine Doppel-Depletion
von TGF-b 2 und TGF-b 3 zu einem Verlust der Sehnenstruktur und der Skleraxis-
Expression kommt (Pryce et al. 2009).

Die TGF-b Fami |l i e wumfasst fhe bveanr i denri edr giahTGEI C
Liganden, wie zum Beispiel BMPs oder Inhibin/Activin-Polypeptide (Derynck & Budi
2019). Alle binden an einen Rezeptorkomplex, der sich aus dem Typ | und Typ |
Rezeptor zusammenfligt. Die Rezeptortypen sind Transmembrankinasen und weisen
strukturelle Ahnlichkeiten auf. Sie verfiigen (ber eine glykosylierte, disulfidreiche

Ektodomane, eine Transmembranregion, eine kurze Juxtamembransequenz und
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zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinasen, die bis zu 11 Subdoméanen haben (Derynck
& Budi 2019). Zusatzlich verfugt der Typ | Rezeptor Uber eine Glycerin-Serin-reiche
Sequenz, die GS-Doméane, welche durch den Typ Il 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 |
und zwei Typ Il Rezeptoren enthalt. Bisher wurden im Saugetiergenom funf Typ 1l und

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

Variationen in Verbindung mit unterschiedlichen Ektodomanen koénnen die
verschiedenen Liganden der TGF-b Fami | i e selektiv und spezi
differenzierte Signalkaskaden aktiviert werden. Dies zeigt sich unteranderem in der
Bindungsaffinitat der unterschiedlichen Liganden. Beispielsweise binden TGF-b 1 u n d

b3 mit hoher Affinit?2t an Typ IlAfiinkaefiréypt or en,
| Rezeptoren zeigen. TGF-b2 wi ederum ben®°tigt bei de Rez

ausreichende Bindungsaffinitdt auszubilden (Derynck & Budi 2019). In Abhangigkeit

von den gebundenen Rezeptortypen werden durch die Ligandenbindung

unterschiedliche Smad-abhangige und Smad-unabhangige Signalwege aktiviert.

extrazellulare
Matrix

TGFp

+ kanonisch nicht-kanonisch
||| —
Gl

.......................... P | RhoA
(Smad3)p)

Abbildung 1: kanonischer und nicht-kanonischer TGF-b-Signalweg
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2.4.1.1 Smad-unabhéangig

Beim nicht-kanonischen Signalweg kann TGF-b S munadbhangig 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
hauptsachlich eine regulierende Wirkung auf den TGF-b-Signalweg, indem sie durch
Phosphorylierung der Linker-Region die Smad-Proteine beeinflussen. Neben diesem
regulierenden Effekt kdnnen die Kinasen jedoch auch Smad-unabhangig agieren.
Diese Signalwege sind bezuglich ihrer Bedeutung und Wirkung fur die
Sehnenregeneration kaum charakterisiert, werden jedoch eher mit negativen Folgen
assoziiert. Eine Studie mit TGF-b-beladenen Exosomen zeigte, dass TGF-b n e
Smad?2/3 auch ERK1/2 phosphorylierte und somit die Proliferation und Migration von
Tenozyten forderte (Li et al. 2021). Jedoch wird ERK1/2 auch mit vermehrter
Sehnenadhasion und Fibrose in Verbindung gebracht (Morita et al. 2019). Ahnlich wird
in Tenozyten durch den p38/c-Jun-N-terminale Kinase(JNK) Signalweg die Produktion
von MMP-13 gesteigert (Chao et al. 2011). Eine erhéhte MMP-13 Konzentration liegt
meist bei akuten Sehnenverletzungen vor und wird mit anhaltend hohem Niveau bei
chronifizierten Schaden nachgewiesen (Clegg et al. 2007). Es wird ebenfalls vermutet,
dass TGF-b d e n -a BHidghalweg, einen Kklassischer Signalweg fur

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

2.4.1.2 Smad-abhangig

Smad-Proteine sind die Schlisselfaktoren des TGF-b-Signalweges und werden in
Abhangigkeit von ihrer Funktion in drei Kategorien eingeteilt: rezeptorregulierte Smads
(R-Smads), hierzu gehoéren Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 und Smad8, die
inhibierenden Smads (I-Smad), Smad6 und Smad7, und aul3erdem das Co-Smad4
(Brown et al. 2007). Die R-Smad, sowie Smad4, bestehen aus einer stark
konservierten carboxy-terminalen MH2- und n-terminalen MH1-Domaéne, die Uber eine
variable intermediare Verbindungsregion, die Linker-Region, miteinander verbunden
sind. Die MH2-Doméne ist fur die Rezeptor-Smad-Interaktion, die Bildung des
Heterokomplexes mit dem Co-Smad4 und die Transaktivierung von Zielgenen
verantwortlich, wahrend die MH1-Domé&ne eine entscheidende Rolle bei dem
nuklearem Import, der DNA-Bindung und der Regulierung der Gentranskription
einnimmt (Brown et al. 2007).
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Smad 2

MH1-Doméne MH2-Doméne
Linker-Region

[ H E C

SGAG ST'D T S S S s s s
equenz sequenz 220 245 250 255 464 465 467
Smad 3
N- -C
| | | | | | |
T 5 S s S S s
179 204 208 213 423 425 418

Abbildung 2: Struktur von Smad2 und 3

Die I-Smads besitzen keine MH1-Domane und ihnen fehlt somit auch die
Transkriptionsaktivierungsfunktion. Stattdessen inhibieren sie den TGF-b-Signalweg,
um eine zeitlich und raumlich begrenzte Feinregulierung der Signaltransduktion zu
ermdglichen (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 fur 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 abhéngig von
der am Rezeptor gebundenen Activin-Receptor-like Kinase (ALK). TGF-b3 signalisiert
beispielsweise hauptsachlich Gber 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 fur den TGF-b-vermittelten Signalweg am wichtigsten. Sie
weisen eine Aminosaurenhomologie von 66% und 94% der MH1- bzw. MH2-Domane
auf (Kamato et al. 2013). Der gré3ere Unterschied in der MH1-Domane entsteht durch
zwei Sequenzen, die GAG und TID-Sequenz, die nur bei Smad2 vorkommen. Letztere
ist ein ca. 30-Aminosauren 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 fur die GliedmalR3enregeneration heraus und eine Hemmung fihrte zum
Ausbleiben der zellularen 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
lebensfahige Tiere mit einer verkirzten Lebensdauer und massiven
Immunsystemdefekten hervorbringt, wahrend eine Smad2”- Depletion in der frilhen
Embryonalphase letal ist (Berthet et al. 2013, Heyer et al. 1999). In weiteren Studien
erwies sich Smad3 als ein essenzieller Faktor fur 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”-Mause eine reduzierte embryonale Sehnenbildung, was zu
einer verschlechterten Faserstruktur und einer geringeren Belastbarkeit der Sehne im
Vergleich zu Wildmausen fiihrte (Berthet et al. 2013). Im Gegensatz dazu brachte eine
andere Studie die Smad3-Signaltibertragung mit Fibrose in Verbindung und zeigte
eine geringere Narbenbildung wahrend der Sehnenheilung bei Smad3”-Mausen,
allerdings auch auf Kosten einer geringeren Sehnenheilung (Katzel et al. 2011).
Ahnlich unterschiedliche Ergebnisse wurden auch bei anderen Differenzierungswegen
beobachtet. Wahrend der Chondrozyten-Differenzierung bindet Smad3 an Sox9, um
die chondrogene Genexpression zu fordern (Furumatsu et al. 2005), und im Knochen
bindet Smad3 den osteogenen Transkriptionsfaktor Runx2, um eine TGF-b-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 Aktivitdt 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-b-
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-b-Signalweges oder
unabhangig 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 abschlieRend geklart. Bisher wurde ihr
hauptséachlich die hemmend-regulierende Funktion des TGF-b-Signalweges
zugeschrieben, indem sie die Stabilitat, Aktivitat und den Kerntransport der Smads
beeinflusst. Neuere Studien zeigen jedoch, dass die Linker-Phosphorylierung
kontextabhéngig auch eine verstarkende Wirkung haben oder Teil eines separaten
Signalwegs sein kann (Kamato et al. 2020). So wurde in mit IL-1 b st i mul i er t
humanen MSC gezeigt, dass IL-1 bSmad2 unabhéangig von der carboxy-terminalen
Region in der Linker-Region phosphoryliert und dies zu einer Anderung der
Genexpression fuhrt (Van den Akker et al. 2017). Am deutlichsten wird die
Unabhangigkeit 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
anschlieBend ERK1/2-vermittelt die Linker-Region des Smad2 phosphoryliert wurde.
Der carboxy-terminale Bereich hingegen blieb bei der Stimulation mit Thrombin
unverandert, demnach wurde der TGF-b-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
zellularer 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 fur viele grundlegende zellulare
Prozesse, einschlie3lich 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 Domane, einer ventralen coiled-
coil-Doméane und einer c-terminalen PH-Domane mit Rho-Bindungsstelle (Amano et
al. 2010). Die letztere Domane ist fir 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. Wahrend

ROCK1 entscheidend fur die Formation von Stressfasern ist, scheint ROCK2
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hauptséachlich fur die Steuerung der Phagozytose und Zellkontraktion, die beide die
Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung bendtigen, 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
Auslésung 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 fur die chondrogene und adipogene Differenzierung
sein (Arnsdorf et al. 2009). Kommt es zu Veranderungen in der Aktivitat von
Rho/ROCK, fuhrt dies zu einer Reorganisation des Zytoskeletts, was fir 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 Zerstérung des Zytoskeletts bewirken (Ishizaki et al. 2000).
Allerdings wurde in mehreren Studien festgestellt, dass je nach Zelltyp, Hemmstéarke
der Inhibitoren und Co-Faktoren die Inhibition unterschiedlich auf die Zellen wirkt. So
kann die vollstandige Ausschaltung des ROCK-Proteins durch Gen-Knockout oder
potente Rho/ROCK-Inhibitoren die zellulare Seneszenz férdern und die Proliferation
einschranken (Kumper et al. 2016), aber eine partielle Hemmung durch den
kompetitiven ROCK-inhibitor Y-27632 sich positiv auf die Lebensfahigkeit und
Proliferation von Zellen auswirken (Claassen et al. 2009). Auch bei Betrachtung der
Differenzierung zeigte sich eine unterschiedliche Auswirkung der ROCK-Inhibition.
Wahrend eine Inhibition die durch extrazellulare Matrix und mechanische Reize
ausgeloste Differenzierung hemmt (Maharam et al. 2015, Xu B. et al. 2012, Kang et
al. 2020, Li et al. 2020), fordert es die durch parakrine Faktoren induzierte
Differenzierung (Kamishibahara et al. 2016, Li Z. et al. 2015). Dartber hinaus deuten
Studien, in denen die chondrogene Differenzierung in Abhangigkeit des
Zellkulturmodells geférdert oder gehemmt wurde, auf eine zuséatzliche kontext-
abhangige Wirkung der ROCK-Inhibitoren hin (Woods & Beier 2006, Gegg & Yang
2020).

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

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

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

die eine Interaktion von Rho/ROCK mit dem TGF-b Si g n a |l wiesgn. Hiesacafh w

wird im folgenden Kapitel nédher eingegangen.

2.4.3 Interaktion des TGF -b / S m#eges mit anderen Signalwegen

Die Interaktion des TGF-b-Signalweges mit anderen Signalwegen ist ein wichtiges
Element der Regulation zellularer Prozesse, einschlieBlich der tenogenen
Differenzierung. Besonders hervorzuheben ist die Wechselwirkungen des TGF-
b / S m@ighalweges mit EZM-aktivierten Signalwegen, da die Wirkmechanismen von
MSC hochgradig kontextabhangig agieren (Burk et al. 2022). Im Zusammenhang mit
muskuloskelettalen Erkrankungen, bei den es in der Regel zu einer pathologischen
Veranderung der EZM kommt, spielt eine Anpassung der MSC an das erkrankte

Gewebe moglicherweise eine entscheidende Rolle fir den Therapieerfolg.

Eine Form der Interaktion besteht in der Transaktivierung des TGF-b Re z & plr
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-b-Signalweg durch Transaktivierung des Rezeptors
aktivieren kbnnen (Maeda et al. 2011, Wang et al. 2020, Dayati et al. 2018). So fihrte
eine Stimulierung von Tenozyten mit Scherkraften zu einer carboxy-terminalen
Phosphorylierung und Kerntranslokalisation von Smad2, welche durch die Inhibition
des TGF-b-Rezeptor 1 mittels SD208 aufgehoben wurde (Maeda et al. 2011). Ahnliche
Ergebnisse zeigte eine Studie mit urea-extrahierter Sehnenmatrix, die durch die
Bindung von Integrinen den TGF-b-Rezeptor aktivierte. Hier wurde die tenogene
Wirkung der Sehnenmatrix ebenfalls durch die Hemmung des TGF-b-Rezeptors
reduziert. Dartber hinaus wurde in dieser Studie nachgewiesen, dass die Interaktion

zwischen Integrinenund TGF-b Rezept or en wec hstall2020)i t i

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
koénnen (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-1 b d i e -RégiomvioreSmad2 modifizierte, ohne
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die c-terminale Phosphorylierung zu beeinflussen. Diese Modifikation flihrte zu einer
Verzogerung der TGF-b-induzierten Genexpression und wurde vermutlich durch die
TGF-b-aktivierte Kinase 1 vermittelt (Van den Akker et al. 2017).

Aufgrund der ausgepragten Mechanosensitivitdit der MSC und der darin zentralen
Rolle des Rho/ROCK-Signalweges wurde auch dessen Einfluss auf den TGF-b-
Signalweg untersucht. Im Rahmen einer TGF-b linduzierten 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 Gefalimuskelzellen fest, in
welchen die ROCK-Hemmung zu einer Steigerung der Smad3-Phosphorylierung
fihrte (Rodriguez-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
durchgefiihrt, 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-b-Signalweg
bisher nur unzureichend geklart. 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 Verstandnis Uber die Interaktion verschiedener Wirkmechanismen und das
Verhalten der MSC nach Transplantation in das erkrankte Sehnengewebe erweitert
werden. Der Rho/ROCK und TGF-b-Signalweg haben sich unabhéngig voneinander
als essenziell fir die tenogene Differenzierung erwiesen. Jedoch lassen
widersprichliche Ergebnisse in der Literatur ebenfalls eine kontextabhéngige 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-b 3induzierten Smad?2/3-Signalweg im Rahmen der frihen tenogenen
Differenzierung zu untersuchen. Ein Schwerpunkt wird hier auf die Linker-
Phosphorylierung des Smad2/3 als mdgliche Interaktionsstelle zwischen den beiden
Signalwegen gesetzt. Des Weiteren soll durch unterschiedliche Scaffolds der Einfluss

der extrazellularen Matrix ndher beleuchtet werden.
Hypothesen:

1. TGF-b 3 aktiviert -Sigpaiweg Slumrehd Zdrkdxy-terminale

Phosphorylierung und induziert damit die tenogene Differenzierung.

2. Die Rho/ROCK-Aktivitdt beeinflusst den TGF-b 3induzierten Smad2/3-

Signalweg und damit die tenogene Differenzierung.

3. Mensch und Pferd weisen eine vergleichbare Signaltransduktion und
Genexpression nach Stimulation mit TGF-b 3 und Rho/ ROK632

auf.

4. Rho/ROCK bt seinen Einfluss auf den Smad2/3-Signalweg durch Linker-
Phosphorylierung des Smad2 und 3 aus.

5. Die extrazellulare Matrix in Form eines Scaffolds aktiviert verstarkt den
Rho/ROCK-Signalweg und nimmt dadurch Einfluss auf den Smad2/3-

Signalweg.
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Mesenchymal stromal cells (MSC) represent a promising therapeutic tool for tendon regeneration. Their tenogenic differentiation
is crucial for tissue engineering approaches and may support their beneficial effects after cell transplantation in vivo. The
transforming growth factor (TGF)-f, signalling via intracellular Smad molecules, is a potent paracrine mediator of tenogenic
induction. Moreover, scaffold topography or tendon matrix components induced tenogenesis via activation of the Rho/ROCK
cascade, which, however, is also involved in pathological adaptations in extracellular matrix pathologies. The aim of this study
was to investigate the interplay of Rho/ROCK and TGF-f33/Smad signalling in tenogenic differentiation in both human and
equine MSC. Primary equine and human MSC isolated from adipose tissue were cultured as monolayers or on tendon-derived
decellularized scaffolds to evaluate the influence of the ROCK inhibitor Y-27632 on TGF-p3-induced tenogenic differentiation.
The MSC were incubated with and without TGF-$3 (10 ng/ml), Y-27632 (10 4uM), or both. On day 1 and day 3, the signalling
pathway of TGF-f and the actin cytoskeleton were visualized by Smad 2/3 and phalloidin staining, and gene expression of
signalling molecules and tendon markers was assessed. ROCK inhibition was confirmed by disruption of the actin
cytoskeleton. Activation of Smad 2/3 with nuclear translocation was evident upon TGF-f3 stimulation. Interestingly, this effect
was most pronounced with additional ROCK inhibition in both species (p < 0.05 in equine MSC). In line with that, the tendon
marker scleraxis showed the strongest upregulation when TGF-f33 and ROCK inhibition were combined (p < 0.05 in human
MSC). The regulation pattern of tendon extracellular matrix components and the signalling molecules TGF-B3 and Smad 8
showed differences between human and equine MSC. The obtained results showed that ROCK inhibition promotes the TGF-
f3/Smad 2/3 axis, with possible implications for future MSC priming regimes in tendon therapy.

1. Introduction potent mesenchymal stromal cells (MSC) on tendon heal-

ing [7-9], but the full potential of this approach has yet to

Tendon injuries are frequently occurring diseases in horses
and humans [1-4]. Due to their hypocellular, hypovascular
nature, tendons have only an insufficient spontaneous
regeneration capability [5, 6]. As a result, conventional
therapies are usually very protracted and associated with
a high rate of reinjury. Therefore, tissue engineering and
cell therapies are promising options. Several equine studies
have already found evidence for positive effects of multi-
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be understood and exploited. Successful tenogenic differen-
tiation of MSC is crucial for tissue engineering approaches
and may play an important role with respect to long-term
effects of MSC-based cell therapies, along with initial
immunomodulation and support of M2 macrophages [10,
11]. However, tenogenic differentiation appears to depend
on several external factors, and their interplay is still
widely unclear.
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Reported tenogenic factors include the extracellular ten-
don matrix (ECM) as well as growth factors, particularly
transforming growth factor (TGF)-B. TGF-f is one of the
most extensively researched growth factors and is well estab-
lished as a reliable inducer for tenogenic differentiation
[12-14]. The canonical signalling pathway of TGEF-f
involves downstream Smad molecules. TGF-f binding to
the TGF-f family receptor, a serine/threonine kinase cell
surface receptor, results in direct carboxy-terminal phos-
phorylation of Smad 2 and 3. These build a complex with
co-Smads, translocate into the nucleus, and induce gene
transcription together with other coregulators [15, 16].

Regarding the ECM, it has been shown that both its struc-
ture and biochemical components play an important role in
tenogenic differentiation [17-19]. Not only did scaffolds with
aligned fibers promote tenogenic differentiation but also they
inhibited osteogenic induction compared to randomly
oriented fiber scaffolds [17]. Furthermore, tendon-derived
urea-extracted ECM solution exerted tenogenic effects on
MSC [18]. The Rho/ROCK pathway, which is activated by
integrins and responsible for cytoskeleton maintenance, was
proposed to mediate mechanically induced tenogenic differ-
entiation, as its inhibition using the ROCK inhibitor Y-
27632 prevented tenogenic differentiation triggered by
mechanical stimulation [20] or scaffold topography [21].

Based on their independently reported positive effects on
tenogenic differentiation, synergistic effects of Rho/ROCK
and TGF-B3-induced Smad 2/3 signalling might be
expected, possibly depending on the microenvironment
responsible for Rho/ROCK activation. Decellularized tendon
matrix used as a scaffold favorably mimics the tendon
microenvironment, as both the tendon ECM architecture
and its biochemical composition are represented. However,
in previous experiments with equine MSC, we observed an
upregulation of the tendon marker scleraxis upon TGF-f33
stimulation only in monolayer cultures, but not in decellu-
larized tendon scaffold cultures [22], warranting clarification
of the underlying mechanisms. Furthermore, the implication
of Rho/ROCK in fibrotic maladaptations [23] makes it cru-
cial to further elucidate its role in tendon regeneration.

The aim of this study was to investigate the interplay
between the Rho/ROCK pathway and Smad 2/3 activation
by TGF-33 in the context of early tenogenic differentiation,
using human as well as equine MSC in monolayer and
tendon scaffold cultures in the presence of TGF-f33 and/or
the ROCK inhibitor Y-27632.

2. Materials and Methods

2.1. MSC Isolation and Culture. Human subcutaneous adi-
pose tissue was obtained from 3 healthy human donors
(age: 32-48 years; female) after liposuction for cosmetic
reasons. All human samples were collected with informed
consent of the donors and approval by the ethics committee
of the Medical Faculty, University of Leipzig (096/17-ek).
Equine subcutaneous adipose tissue was harvested from the
supragluteal region from 3 healthy Standardbred horses
(age: 5-9 years; male) within the framework of an unrelated
previous study as approved by the respective local authority
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(Landesdirektion Leipzig, TV34/13). All donors were unre-
lated to each other.

Primary MSC were isolated by collagenase digestion
(0.8 mg/ml collagenase type I) for 2-4 h at 37°C with perma-
nent shaking. Isolated cells were then seeded and expanded
in their respective standard culture medium and cryopre-
served at passage 1 or 2. Human MSC were cultured in alpha
Minimum Essential Medium (MEM Alpha Medium+Gluta-
MAX™, Gibco®), supplemented with 2.5% human platelet
lysate (PL BioScience GmbH, Aachen, Germany), 1% penicil-
lin-streptomycin, 0.1% gentamycin, and 1 U/ml heparin (PL
BioScience GmbH). Equine MSC were cultured in low-
glucose (1 g/l) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco®),
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®), 1%
penicillin-streptomycin, and 0.1% gentamycin. Collagenase,
media, and supplements were purchased from Thermo Fisher
Scientific GmbH (Dreieich, Germany) unless stated otherwise.

All MSC were characterized by differentiation assays and
flow cytometry as recommended by the International Soci-
ety for Cell and Gene Therapy [24]. Briefly, differentiation
was performed using the StemPro™ Differentiation Kits
(Thermo Fisher Scientific GmbH) and evaluated qualita-
tively based on standard staining (Oil Red O, von Kossa,
and Alcian blue for adipogenic, osteogenic, and chondro-
genic differentiation, respectively). Chondrogenic differenti-
ation was only evaluated in equine MSC due to limited
human MSC cell numbers. Surface antigen staining and flow
cytometry were performed as described previously for
human [25] and equine [26] MSC. Additionally, the effect
of the ROCK inhibitor Y-27632 on human and equine
MSC was tested in preliminary experiments.

2.2, Scaffold Preparation. Equine tendon tissue was har-
vested from the superficial digital flexor tendon of limbs
obtained at an abattoir. After storage at -80°C, tendons were
decellularized with freeze-thaw cycles according to a previ-
ous published protocol [27] and stored in a sterile bag at -
80°C until use. To adapt the scaffold size, tendons were first
cut manually to a size of 10 mm x 10 mm, then placed in a
cryostat CM 3050 S (Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Germany) with a working temperature of -20°C, and sliced
to 300 um thick scaffolds.

2.3. Cell Culture Experiments. MSC from each individual
donor at passage 2 or 3 were used to repeat all experiments
(n = 3 biological replicates for each species). Monolayer cells
were seeded with a density of 3,000 cells/cm® on standard
cell culture plates. Tendon scaffolds were placed in 24-well
plates with an ultralow attachment surface (Corning®
Costar®, Corning GmbH, Kaiserslautern, Germany) and
prewarmed for 10 min at 37°C. Next, 300,000 cells/30 ul/cm*
were distributed on each scaffold and allowed to attach for
6 h. Thereafter, 1 ml standard culture medium was added,
and seeded scaffolds were incubated at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. After 3 days of cultivation, medium was chan-
ged and monolayers as well as seeded scaffolds were stimu-
lated with 10 ng/ml TGF-f3 (R&D Systems®, Minneapolis,
MN, USA), 10uM Y-27632 (Tocris, Bioscience, Bristol,
UK), or both. For the last one, cells were preincubated with



Publikationen

Stem Cells International

Y-27632 for 2h before adding TGF-f3. On days 1 and 3
after stimulation, tenogenic differentiation and the Smad
2/3 signalling pathway were assessed based on gene expres-
sion and fluorescence microscopy.

2.4. Real Time RT-PCR. Gene expression of the signalling
molecules Smad 3, Smad 8, and TGF-f33, the tenogenic dif-
ferentiation marker scleraxis, and the tendon extracellular
matrix components collagen 1A2, collagen 3A1, and
tenascin-C was analysed by real-time PCR. GAPDH was
used as a reference gene. Total RNA of monolayer cells
was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) with additional DNase digestion (Qiagen) accord-
ing to instructions of manufacturers. Frozen MSC-seeded
tendon scaffolds were homogenized with the Tissue Lyser
IT (Qiagen). After complete homogenization with proteinase
k at 55°C (Qiagen), total RNA was isolated with the RNeasy
Mini Kit. RNA was then converted to cDNA using the
Reverse Transcriptase RevertAid H Minus (Thermo Fisher
Scientific GmbH). 1ug cDNA was mixed with primers
(Tables 1 and 2) and iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Feldkirchen, Germany), and real-time
PCR was performed using a 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) for the
human samples and a qTower’G (Analytik Jena GmbH,
Jena, Germany) for the equine samples. For relative quanti-
fication, gene expression ratios were calculated with the
Pfaffl method, using additional monolayer day 0 samples
as controls for normalization.

2.5. Immunofluorescence Staining. To visualize the effect of
Y-27632 on the actin cytoskeleton as well as potential trans-
location of Smad 2/3 to the nucleus, the monolayer groups
were stained with phalloidin and an anti-Smad 2/3 antibody.
First, cells were fixed with 4% formaldehyde (Carl Roth®
GmbH, Karlsruhe, Germany) for 10 min, and blocking solu-
tion (PBS+1% BSA (Carl Roth®)+0.3% Triton-X100 (Carl
Roth®)+10% goat serum (Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen,
Germany)) was added for 1h at room temperature. Next,
the primary antibody (anti-Smad 2/3, 5678S, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) was diluted to 1:125 in
PBS+1% BSA+0.3% Triton-X100 and incubated overnight
at 4°C. A secondary anti rabbit antibody (Alexa Fluor 488
F(ab)' fragment of anti-rabbit antibody, 1:1000, Thermo
Fisher Scientific GmbH) was then added for 1h protected
from light. Finally, cells were incubated with phalloidin
(Dylight 554, 13054S, 1:200, Cell Signaling Technology)
and DAPI (1:1000, Carl Roth®) for 20 min. Between each
step, cells were washed with PBS three times for 5min.

2.6. Microscopy and Image Analyses. Directly after staining,
two images were obtained from each replicate at standard-
ized settings using a Keyence HS All-In-One Fluorescence
Microscope (Keyence, Osaka, Japan) for human cells and a
Leica DMI6000 B (Leica Microsystems) for equine cells.
For image quantification, FIJI Image] was used. Two images
per replicate were used for quantification. First, an individ-
ual background subtraction was performed for each image.
Then, cells were segmented into the cytoplasm and nucleus
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based on DAPI and phalloidin staining to create region of
interest (ROI) masks. The ROI masks were used to measure
mean intensity values of Smad 2/3 staining in the whole cell,
as well as in the nuclei and cytoplasm separately. Total Smad
2/3 staining in the whole cell was normalized to DAPI stain-
ing to investigate the amount of Smad 2/3 present in each
cell, and the Smad 2/3 nucleus to cytoplasm ratio was calcu-
lated to quantify nuclear translocation of the molecule.

2.7. Statistics. Statistical analysis was performed using IBM
SPSS Statistics 26 software (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Germany). Biological replicates were considered
separate cases, while data from technical repetitions were
averaged before further analysis. As data were not normally
distributed, nonparametric Friedman tests with Bonferroni-
adjusted post hoc tests were used. Differences were consid-
ered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. MSC Characterization. MSC were capable of differentia-
tion into adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes. Human
MSC were positive for CD29 (97.8-99.8%), CD73 (22.6-
98.3%), CD90 (90.2-98.9%), and CD105 (46.7-97.7%) and
widely negative for CD14 (0.3-1.1%), CD34 (2.1-5.4%),
CD45 (0.6-4.7%), CD79a (0.1-2.1%), and MHCII (0.0-
0.2%). Representative images and histograms are shown in
Supplementary file 1. Equine MSC were positive for CD29
(40.2-55.5%), CD44 (83.0-93.1%), CD90 (64.7-84.4%),
and CD14 (62.3-86.7%) and largely negative for CD34
(0.6-3.0%), CD45 (0.4-1.3%), CD79 (5.6-11.7%), MHCII
(0.3-1.1%), CD73 (0.41-1.4%), and CD105 (0.1-1.0%). Rep-
resentative images and histograms are shown in a previous
publication [26]. When testing the ROCK inhibitor Y-
27632, a concentration of 10 uM was effective in disrupting
the actin cytoskeleton and had no adverse effect on MSC via-
bility, although a slight effect on proliferation was observed
until day 3 (p > 0.05).

3.2. MSC Signalling. Inhibition of the Rho/ROCK signalling
pathway with Y-27632 was confirmed by a loss of actin fiber
organization, resulting in reduced fine drawing in phalloidin
staining (Figures 1 and 2).

As expected, stimulation with TGF-f3 led to nuclear
translocation of the signalling molecule Smad 2/3. Further-
more, the highest nucleus to cytoplasm ratios were
obtained with TGF-f3 combined with ROCK inhibition
by Y-27632, in human MSC on both days and in equine
MSC on day 3 (p<0.05 compared to control for equine
MSC) (Figures 1 and 2).

Gene expression of Smad 3 was downregulated in the
presence of TGF-33 or TGF-f33 and Y-27632 in both human
and equine MSC. This trend was observed in monolayers as
well as scaffold cultures, but differences were only significant
for the monolayer cultures (p < 0.05 for human MSC, TGF-
33 vs. control group on day 3, and for equine MSC, TGF-f33
and Y-27632 group vs. Y-27632 group on days 1 and 3) and
weak in equine scaffold cultures (Figure 3). However, Smad
3 downregulation was not reflected on protein level within
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TaBLE 1: Human primers for real-time PCR.

Gene Primer sequence Accession PCR product (bp)

Scleaxis Rev: TOCTTGCTCAACTTTCTCTGGTT NM_0010805141 7

Smad 3 Rev: TTATGTGCTGGGGACATCGG NM_005502.3 24

e
TasLe 2: Equine primers for real-time PCR.

Gene Primer sequence Accession PCR product (bp)

Collagen 1A2 FR‘;; %ﬁﬁ%ﬁ%ﬁ?ﬁé@ﬁﬁgﬁ%ﬁ XM_001492939.1 243

Collagen 3A1 E‘Z:r ?g?gfégggggg g :gggg XM_001917620.2 216

o TACCIGGGTTTICTICIGCICACT o s .

Smad 3 Rev: CGGGGATGGAATGGCTATAG XM 0236549801 104

Smad 8 Rev: COCAACTCGGTTGTTTAGTTCAT AB106117. 200

TGE-f 3 For: TGCCCCAAAGGAATCACCTC XM _001492687.6 89

the investigated time period, as total Smad 2/3 staining
remained widely constant (Figures 1 and 2). Interestingly,
while humans and horses showed a similar regulation of
Smad 3, there were species differences in the regulation of
Smad 8 and TGF-f33. In human MSC, Smad 8 expression
was increased in the presence of TGF-f33, which was again
more pronounced in monolayers (p <0.05 for TGF-f3 vs.
Y-27632 group on day 3), while equine MSC showed a con-
trary trend (Figure 3). TGF-f33 expression increased in the
TGF-3 group and in the TGF-3 and Y-27632 group,
but only in equine monolayer MSC (p < 0.05 for TGF-f33
and Y-27632 group vs. Y-27632 group on day 1). In equine
scaffold cultures or human monolayer and scaffold cultures,
this effect could not be confirmed or even tended to be
reversed (Figure 3).
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3.3. MSC Tenogenesis. The tendon marker scleraxis was
upregulated in the presence of TGF-f3. This was reinforced
with additional ROCK inhibition by Y-27632, which was
particularly pronounced in human MSC (p < 0.05 compared
to control in monolayer and scaffold cultures on day 1). The
expression pattern of the extracellular matrix components
differed between human and equine MSC. In human MSC,
there were hardly any differences and high variability in
the expression of tenascin-C and the collagens 1A2 and
3A1. Equine MSC showed an increased expression of
tenascin-C in the TGF-f33 as well as in the TGF-f33 and Y-
27632 groups, yet this was not repeatable in all donors and
therefore not significant. Furthermore, the equine cells
downregulated collagen 1A2 when TGF-f3 and Y-27632
were combined (p <0.05 for TGF-f33 vs. TGF-f33 and Y-
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FiGure 1: Fluorescence microscopy in human monolayer MSC. Cells were incubated with 10 ng/ml TGF-83 and/or 10 uM ROCK inhibitor
Y-27632 and analysed at days 1 and 3. Representative images show phalloidin staining of the actin cytoskeleton, which is disrupted upon
ROCK inhibition, nuclear staining with DAPI, and Smad 2/3 immunostaining with nuclear translocation upon TGF-f33 and TGF-f33
plus Y-27632 stimulation. Differences between groups are more clearly visible on day 1. The graphs represent the data from quantitative
image analyses in cells from 3 donors, indicating a relatively constant amount of total Smad 2/3 (left) and nuclear translocation upon
incubation with TGF-f33 and Y-27632 (right). Bars represent the median values and error bars the 95% confidence intervals.
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