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1. Einleitung

1.1. Einleitung und Stand der Forschung

Erkrankungen des muskuloskeletalen Systems bei Renn-, Reit- und Arbeitspferden
sind die wichtigsten Grinde fir ein frihzeitiges AuBer-Dienst-Stellen bzw. die
Hauptursache flr einen Trainingsausfall, der sich liber Tage bis Wochen erstrecken
und Ursache fiir die Euthanasie dieser Tiere sein kann (Cogger et al. 2006; Rossdale
et al. 1985; Philipsson 1998; Woallin 2000). Dies trifft nicht nur flr dltere Pferde,
sondern auch gerade fir jiingere Pferde zu, die am Anfang ihrer Karriere als Sport-
oder Hobbypferde stehen. Bei den Erkrankungen des Bewegungsapparates stehen
in erster Linie Sehnenverletzungen, Osteoarthritiden aber auch Frakturen als
Ursache von Lahmbheiten bei Freizeit- und Sportpferden im Vordergrund (Silver et al.
1983; Marr et al. 1993).

Die durch solche Schadigungen verursachten lahmheitsbedingten Erkrankungen
stellen mit 51,2% den Hauptanteil im Spektrum der Uberweisungsursachen dar
(Litzke 2008).

Viele dieser Verletzungen sind entweder akute traumatische oder chronisch
biomechanisch induzierte Verletzungen, die plétzlich instabil werden und dann zu
akuten Klinischen Symptomen filhren kénnen. Sie sind die Folge des
biomechanischen Stresses, der durch eine abnorme Intensitat, Dauer oder Frequenz
der Belastung auf Knochen, Gelenken und Bandern wahrend des Wettkampfes oder
beim Training auftritt. Dabei sind die Zielstrukturen des biomechanischen Insults der
hyaline Gelenkknorpel, die Knochen sowie Bander und Sehnen. Es ist das Resultat
einer Imbalance zwischen repetitiven Mikrotraumen, die fortwahrend in der
Trainingsphase oder im Turnier gesetzt werden.

Dabei zeigt wvon diesen zuvor genannten Geweben ausschlieBlich das
Knochengewebe nach ausreichender Ruhezeit eine regenerative Kapazitdt durch
regelmialige Umbauvorgéange. Demgegeniiber hat der hyaline Gelenkknorpel keine
intrinsische Heilungstendenz. Geschadigte Kollagenfasern der Bander und Gelenke
kénnen durch Fasern regenerieren, die vom Granulationsgewebe her in das

lasionierte Areal einwandern. Allerdings ist die Geschwindigkeit der Erneuerung von
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verletzten Sehnen oder Bandern nicht vorhersehbar, es handelt sich aber in der
Regel um einen eher lange andauernden Prozel3 (Pool and Meagher 1990b).

Der Verlauf dieser Gliedmalenverletzungen weist ein Schema der biomechanischen
Belastungen des Skelettsystems wahrend des Trainings auf, das sich in der
Nutzungsform, fiir die das Pferd geziichtet worden ist, widerspiegelt.

Eine Ruhepause oder eine Herabsetzung der Trainingsintensitidt erlauben die
Heilung von vielen asymptomatischen und evtl. einigen symptomatischen

Verletzungen des knéchernen Gewebes.

1.2. Osteoarthritiden (degenerative Gelenkerkrankungen)

Degenerative Gelenkerkrankungen oder Osteoarthritiden (OA) kénnen als Gruppe
voh Erkrankungen angesehen werden, bei denen als Endstadium eine progressive
Degeneration des Gelenkknorpels sichtbar wird. Aufgrund dieser allgemeinen
Gelenkknorpeldegeneration sind weiterhin Veranderungen am Knochen, sowie am
das Gelenk umgebende Weichteilgewebe involviert.

Es handelt sich hierbei um chronische Erkrankungen der Gelenke, die durch die
Abnutzung der Knorpelschicht an den Gelenken, durch Gelenksinfektionen oder als
Folge von Uberlastungen durch eine Gelenkserkrankung (Knochenzysten,
Osteochondrosis dissecans, Frakturen) gekennzeichnet sind.

Man kann Osteocarthritiden in primare und sekundire Formen einteilen (Freeman
1975). Bei den primaren Gelenkerkrankungen handelt es sich um idiopathische,
altersbedingte Erkrankungen der synovialen Gelenke, die plétzlich ohne ersichtliche
Ursache auftreten. Sekundare Arthritiden entwickeln sich nach traumatischen
Verletzungen, bei denen extreme Kréafte auf die Gelenke einwirken. Zu dieser Form
gehdren auch Entziindungen oder Arthritiden, die durch den falschen Einsatz von
Korticosteroiden verursacht werden. Es handelt sich bei der sekundaren Form also
um eine Osteoarthritis bekannter Genese (Jaffe 1972).

Allerdings sind die morphologischen Veradnderungen bei beiden Formen der
Osteocarthritiden dhnlich (Nyack et al. 1981).
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Eine Aufteilung der degenerativen Gelenkerkrankungen laRt sich in finf Formen

darstellen:
Typ1 akute Erkrankungen, wverbunden mit Synovialitiden, in Gelenken mit grof3er
Beweglichkeit vorkommend
Typ2 : : Lo N
schleichende Erkrankung, in Gelenken mit geringer Beweglichkeit vorkommend
Typ3 zufallige oder ,nichtprogressive" Gelenkknorpelerosionen
Typ4 sekundar nach anderen Erkrankungen, zu denen gehéren:
a) intraartikulare Frakturen
b) Dislokationen (Banderrisse)
¢) Wunden
d) septische Arthritiden
e) Osteochondrosis
Typ5 Chondromalazie

Tabelle 1 : Einteilung der degenerativen Gelenkerkrankungen des Pferdes
(Mellwraith 1982; Mcllwraith and Vachon 1988)

Bei einer Erkrankung nach Typ 1 stehen als Patientengruppe junge Pferde im
Vordergrund. Typ-1-Lasionen werden durch hohe Belastungen der Gelenke, wie sie
z.B. bei einem Rennpferd der Fall sind, hervorgerufen. Das Karpal- und das
Fesselgelenk sind davon besonders betroffen. Zu den akuten Gelenkserkrankungen
zahlen hier die Synovialitis und die Kapsulitis, die dem degenerativen Geschehen
vorangehen.

Eine Typ-2-Erkrankung findet man sowohl bei dlteren wie auch bei jiingeren Pferden.
Die typischen Erkrankungen hierfiir sind z.B. die Krongelenksschale und
Knochenspat.

Nichtprogressive Gelenkknorpelerosionen des Typs 3 werden hauptsachlich als
pathologischer Zufallsbefund in der Sektion ermittelt.

Eine Typ-4-Erkrankung tritt nach einer Vorschadigung des Gelenkes als sekundarer
Schaden auf. Vorangegangene Erkrankungen k&nnen eine intraartikulare Fraktur,
Osteochondrosis sowie infektidse Arthritiden sein.

Typ 5 beschreibt eine Osteomalazie der Patella.
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Bei OA sind Gelenkkapsel, Gelenkknorpel, subchondraler Knochen, Bandapparat
und Muskulatur verdndert. Anfanglich ist mikroskopisch nur eine Auffaserung der
oberflachlichen Knorpelschicht zu sehen (Clyne 1987).

Die Knorpeloberflichen sind aufgeraut, da sich die parallel zur Knorpeloberflache
angeordneten Kollagenfibrillen separieren. Damit geht die Festigkeit und Integritat
der tieferen Schichten verloren, so dal? der Knorpel in der Tiefe abnormalem Stref?
ausgesetzt wird und Fissuren entstehen, die bis in den subchondralen Knochen
reichen kénnen (Buschmann et al. 2000). Im zelluldren Bereich werden die
Chondrozyten im degenerativ verdnderten Gelenk zu Beginn gréfler und bilden
Cluster. Cluster bestehen aus nicht funktionsfahigen Chondrozyten.

Sie entwickeln sich insbesondere an den Randern der Fissuren, weil sich hier durch
die Verkiirzung der Diffusionsstrecke die Erndhrungsverhiltnisse verbessert haben
(Fassbender 1983). Belastete Knorpelschichten flachen ab, wihrend unbelastete
hypertrophieren. Durch Architekturverdnderung des Knorpels werden
Knorpelfragmente frei. lhnen folgt letztlich ein kompletter Knorpelverlust unter
Einbezug des subchondralen Knochens (Moskowitz and Goldberg 1987).

Die freien Knorpelfragmente werden von Synovialmakrophagen (Typ A) phagozytiert,
die Zytokine und Prostaglandine freisetzen (Boniface et al. 1988). Letztere filhren zu
einer Entziindung der Synovialis. Die Folge sind vermehrte Zottenbildung, Fibrose
der Subsynovialis, Zerstérung der Synovialbeschaffenheit und Steigerung des
Knorpelabbaus (Hewicker-Trautwein et al. 1999). Haufig betroffen sind Gelenke mit
geringer Beweglichkeit und hoher Gewichtslast wie die Ar. intertarsale dist., Art.
tarsometatarsale, Art. interphalangus.

Die Diagnose erfolgt durch eine Lahmheitsuntersuchung mit Leitungsanasthesie und
Roéntgenbildern. Lahmheiten kénnen trotz intraartikuldrer Anasthesie fortbestehen,
wenn schon subchondraler Knochen und periartikuldre Strukturen angegriffen sind.
Roéntgenologisch ist normalerweise eine Verkleinerung des Gelenkspaltes zu sehen,
allerdings kann durch Auflésung subchondralen Knochengewebes einhe Erweiterung
des Spaltes vorgetduscht werden. Der Bedarf an effektiven Behandlungs-
mdglichkeiten flir Osteoarthritiden ist kontinuierlich steigend, aufgrund der steten
Zunahme der behandlungsbediirftigen Patienten mit  Erkrankungen des
Bewegungsapparates (Hegewald et al. 2004b).

Die Behandlungsméglichkeiten flir OA beim Pferd sind vielfaltig und immer abhéngig

voh der Ursache und vom Schweregrad der Erkrankung.
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Zu den Therapieoptionen gehdren: Boxenruhe (zur Ruhigstellung der betroffenen
Strukturen) und Physiotherapie (des umgebenden Weichteilgewebes) (RAKER
1962), regelmafige Hufpflege und Korrektur, ggf. Spezialeisen (z.B. Abrollhilfen bei
Spat), um Fehlbelastungen der betroffenen Gelenke zu vermeiden (Beseitigung der
gelenkschadigenden Primarursache). Langzeitschmerztherapie mit nichtsteroidalen
Antiphlogistika (NSAID). In schweren Fallen kann eine intraartikuldre Behandlung mit
Steroiden angezeigt sein (Short and Beadle 1978; Webbon and Williams 2002).
Hyaluronsaure oder Glykosaminoglycane kénnen prophylaktisch oder zur
Vermeidung einer fortschreitenden Degeneration eingesetzt werden (Yovich et al.
1987; Dyson 2004).

Darilber hinaus gibt es aber auch chirurgische Optionen zur Therapie der
Osteocarthritiden. Dazu gehdren die oberflachliche Abtragung (Kiretage) des
lasionierten Gelenkknorpels (arthroscopic abrasion arthroplasty), um eine intrinsische
Heilung zu stimulieren (Johnson 1986), was in der einschlédgigen Literatur allerdings
sehr kontrovers diskutiert wird (Vachon et al. 1986; Mitchell and Shepard 1976).
Zusatzlich gibt es noch die Méglichkeit von intraartikularen perichondralen oder
periostalen Transplantationen, wodurch die Produktion von Knorpelgewebe angeregt
werden kann. Das daflr bendétigte Ausgangsmaterial kann autolog (Howard et al.
1994) oder allogen gewonnen werden (Garrett 1986).

Schliellich gibt es im Rahmen des ,tissue engineerings® noch verschiedene Ansitze
zur Behandlung von Knorpelldsionen durch die direkte Injektion von autolog
gewonnenen Knorpelzellen (Barnewitz et al. 2003; Litzke et al. 2004). Dabei konnte
in Biopsien der entsprechenden Gelenke, zwei Jahre nach intraartikularer
Zellinjektion, eine Zellintegration sowie die Bildung von hyalinem Knorpel in der
Region der Chondrozytentransplantate gezeigt werden.

Die Notwendigkeit, die Chondrozyten in einer Monolayerkultur zu expandieren, kann
die Dedifferenzierung der Chondrozyten zu Fibroblasten induzieren, was nur durch
aufwendige, arbeitsintensive Zellkulturtechnik verhindert werden kann (Benya and
Shaffer 1982). Dieser Umstand, sowie die limitierte Verfligbarkeit von autologen
Chondrozyten, hat in den letzten Jahren die mesenchymale Stammzelle aus dem
Knochenmarkstroma zunehmend in den Fokus des Interesses bei der Behandlung

voh Erkrankungen des Bewegungsapparates gerlickt (Hegewald et al. 2004b).
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1.3. Vorkommen und Haufigkeit von Verletzungen der Band- und
Sehnenstrukturen

Band- und Sehnenverletzungen stellen mit 28% einen relativ hohen Prozentsatz der
Ursachen von Lahmbheiten bei Rennpferden (Peloso et al. 1994). Sie treten haufiger
an den Vorderextremitdten als an den Hinterextremitdten auf, da durch den in der
Mitte des Thorax gelegenen Schwerpunkt die Vordergliedmale mit ca. 60% und die
Hintergliedmale mit 40% des Kérpergewichtes belastet wird (Stashak 1989).
Besonders in der Bewegung entsteht, hauptsachlich bei Spring- und Rennpferden,
an den Vordergliedmallen eine extreme physikalische Belastung der
Beugestrukturen, wobei diese siebenmal haufiger als die Hintergliedmalien
erkranken (Webbon 1977).

Es werden verschiedenen Nutzungsgruppen typische Schadensbilder zugewiesen,
so findet man Lasionen bei Zugpferden zu 75% in der tiefen Beugesehne (TBS), da
sie die TBS und ihr Unterstiitzungsband besonders in der zweiten Halfte der
Stiitzbeinphase wahrend der kraftigen AbfuBung belastet werden (Sonnichsen 1975).
Sportpferde, vor allem steil gefesselte Galopprennpferde sind dagegen fiir Schéaden
der oberflichlichen Beugesehne (OBS) pradisponiert, da diese am Ende der
Stiitzbeinphase der héchsten Belastung ausgesetzt ist. Diese Lasionen der OBS
finden sich meistens im mittleren Metacarpalbereich (Wilmink et al. 1992). Dabei sind
zentrale Areale der Sehne starker betroffen als periphere (Webbon 1977; Pool and
Meagher 1990a; Marr et al. 1993; Birch et al. 1998). Die stark verlangerte erste
Hilfte der Stiitzbeinphase bedingt die, vor allem bei Trabern haufige, Tendopathie
des Fesseltragers (M. interosseus medius), dessen Hauptbelastung in der ersten
Halfte der Stiitzbeinphase liegt. In der zweiten Halfte, wahrend der Hyperextension
der Zehe, nimmt der Zug auf den Fesseltrager dann geringgradig ab (Fackelman
1973; Stashak 1989). Oft geht die Erkrankung des Fesseltrdgers mit Problemen der
OBS einher, weil sich beide Strukturen in ihrer Funktion unterstiitzen. Als Ursache fiir
klinisch  erkennbare Sehnenschiaden werden physikalische Faktoren wie
Fehlstellungen, Fehlbelastungen, stumpfe Traumen und lokale Hyperthermie oder
physiologische Faktoren, wie eine lokale Ischdmie und Stoffwechselstérungen,
angesehen (Stashak 1989; Dowling et al. 2000).

Es gibt verschiedene konservative und chirurgische Ansatze, um die Sehnenheilung

im jeweiligen Stadium positiv zu beeinflussen und die Heilung zu verkiirzen.
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Subkutane Schwellungen kdénnen mit einem Druckverband zufriedenstellend
eingedammt werden. Zur Ruhigstellung kann ein Gips- oder Fiberglasverband
angelegt werden. Ublicherweise wird zuerst die parenterale Verabreichung von
nichtsteroidalen Antiphlogistika angewendet, um eine UberschieRende
Entziindungsreaktion zu verhindern. Dagegen ist die lokale Verabreichung wvon
Kortikosteroiden aufgrund der zu erwartenden dystrophischen Verkalkung im
Sehnengewebe (Stashak 1989; Webbon and Williams 2002), sowie der histologisch
deutlich sichtbaren Auflésung der kollagenen Fibrillen, der Reduzierung der
Fibrozyten und Fibroblasten und der Ausfallung der Glykosaminoglycane
kontraindiziert (Silbersiepe 1997).

In den letzten Jahren wird in der Pferdepraxis vermehrt die intratendindse Injektion
voh Hyaluronsaure bei Tendopathien eingesetzt. Dadurch kann die Schmerzphase
verkiirzt und die Heilung und Klinische Besserung beschleunigt werden (Schmidt and
Henry 198%). Neben einer antiinflammatorischen Wirkung veranlalt die
Hyaluronsaure eine vermehrte Fibrillenbildung mit Aggregation der Kollagenmolekiile
(Mohr 1987).

Als eine chirurgische Intervention kann die autologe Sehnentransplantation angefiihrt
werden, sie gilt allerdings als aufwendig, teuer und die Rezidivgefahr ist unter voller
Belastung extrem hoch (Fackelman 1973; Stromberg and Rejno 1978).

Die Implantation von Kohlenstoffasern in die erkrankte Sehne wird unterschiedlich
bewertet. Wahrend einige Autoren von ermutigenden Kurzzeiterfolgen berichteten
(Littlewood 1979; McCullagh et al. 1979), weisen andere Autoren auf die Nachteile
(geringe Elastizitit des neugebildeten Gewebes, Empfindlichkeit gegeniiber
Scherkraften, hohe Behandlungskosten) und auf die wenig erfolgreichen
Behandlungsversuche hin (Pick 1987; Stashak 1989).

Erstaunlich gute Erfolge bei Erkrankungen des Bewegungsapparates werden durch
die extrakorporale StoRwellentherapie erzielt (Bosch et al. 2007). Der therapeutische
Wirkungsmechanismus der StoRwellentherapie, wird bis jetzt weder in der Human-,
noch in der Tiermedizin wirklich verstanden. Es wurde lediglich festgestellt, dal}
gewisse Gewebshormone aufgrund der StoRwellentherapie freigesetzt werden, und
dalR in Folge dessen neue GefalRe gebildet werden und Knochen umgebaut wird,
was sich bei einer Knochenheilungsstorung oder  Verletzungen  der
Sehnenanheftungsstellen am Knochen positiv auf die Heilung auswirkt (Schnewlin

and Lischer 2001). Schon nach einer Ruhigstellung von ca. zwei Wochen kann
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vorsichtig mit leichter passiver Arbeit begonnen werden. Es ist von Vorteil, friihzeitig
mit der Arbeit zu beginnen, damit sich die Fibroblasten in Zugrichtung ausrichten
kénnen, um die Funktionalitat des Gewebes wiederherzustellen (Yeung 1997).
Aulerordentlich gute Erfolge, 80% Heilungserfolg, wurden mit dem Sehnensplitting
erreicht (Webbon 1979). Ein Sehnensplitting wird zur Verbesserung der
Vaskularisation und damit zur Verbesserung der Heilung des Defektes angewendet.
Hierbei wird die Sehne in Langsrichtung inzidiert (ASHEIM 1964; Reiners et al
2002), hinzu kommt eine facherférmige Schnittechnik.

Mittlerweile gibt es auch erste experimentelle Ansatze zu Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmarkstroma zur Therapie von
Verletzungen der oberflachlichen Beugesehne (Smith et al. 2003b; Awad et al.
1999b; Awad et al. 2000a; Smith 2008; Fortier and Smith 2008).

1.4. Knochenlasion unterschiedlicher Genese

Unter einer Fraktur versteht man den Verlust der strukturellen Einheit des Knochens.
Meist ist ein Trauma wvorangegangen, es kann aber auch zu so genannten
Ermiidungsbriichen kommen, die aufgrund einer Uberlastung der Strukturen
entstehen.

Der Knochen ist dadurch in seiner Funktion gestdrt. Diese Stérung &uBert sich in
Lahmheiten unterschiedlichen Ausmalies. Der Typ und der Grad der Lahmheit
hangen von dem Bruch (Fissur, Fraktur, Chip-Fraktur) und dessen Lokalisation
(Réhrenknochen oder Karpalknochen) ab. Besteht die Fraktur an einem das
Kérpergewicht tragenden Knochen, so kommt es zu einer hochgradigen Lahmheit; ist
jedoch eine Chipfraktur vorhanden oder beispielsweise nur ein Karpalknochen
betroffen, kann die Lahmheit auch geringgradig sein.

Durch eine angepasste Frakturbehandlung (Kompressionsosteosynthese) des
Pferdeknochens erreicht man mittlerweile eine gute Stabilitdt des geschadigten
Gewebes, und dies sogar mit einer geringgradigen Geflechtknochenbildung
{Kallusbildung), die zu einer vollstindigen Wiederbelastbarkeit der Gliedmafie fihrt.
Da jedoch nach der Entfernung eines Implantates die Gefahr eines erneuten Bruches

besteht, und zwar durch den Stabilitatsverlust aufgrund der entfernten Schrauben
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und der damit verbleibenden Bohrlécher, ist das Bestreben nach einer méglichst
schnellen Durchbauung des gefdhrdeten Gewebes gewachsen.

Die Therapie der Osteomyelitis beinhaltet die Resektion des krankhaften Gewebes
sowie die autologe Transplantation eines Spongiosastiickes, das meist aus dem
Beckenkamm entnommen wird, und zum VerschluR® bzw. Uberbriicken des Defektes
eingesetzt wird. Dieses Vorgehen ist jedoch mit einem weiteren invasiven Eingriff
verbunden.

An diese Behandlung schliedt sich eine Therapie mit antibiotischen Arzneimitteln,
sowie die Verabreichung von inflammatorischen Arzneimitteln, z.B. NSAIDs
{(nichtstercidale Antiphlogistika), an.

Solche Knochendefekte kénnten mit Hilfe eines Implantates mit mesenchymalen
Stammazellen stabil geschlossen werden. Eine friihe Durchbauung des Knochens mit
einer guten Belastbarkeit ware bei Pferden wvon enormem Vorteil, da nicht die
Frakturversorgung, sondern die Belastbarkeit aufgrund des hohen Kérpergewichtes

in der Pferdepraxis das zentrale Problem darstellt.

1.5. Stammzellen und deren therapeutische Einsatzmoglichkeiten

Stammezellen lassen sich ihrem Ursprung nach unterscheiden. Man kann sie nach
der Gewinnung aus dem jeweiligen Entwicklungsstadium einteilen:

1) friihembryonal

2) spatembyonal / neonatal

3) adult

Die Zellen frilhembryonaler Stadien sind totipotent, d.h. sie kénnen zu allen
Gewebetypen differenzieren und sind in der Lage, komplette Organismen zu bilden.
Diese Fahigkeit behalten sie bis zum 8-Zell-Stadium. Ein therapeutischer Einsatz von
totipotenten Stammzellen ist allerdings mit einem groRen Risiko verbunden, da aus
diesen Zellen Tumore hervorgehen kdnnen.

Embryonale Stammzellen aus der Blastozyste sind pluripotent.

Die Zellen haben ihre Totipotenz bereits verloren und sind nunmehr in ihrer
Differenzierungsfahigkeit eingeschrankt. Pluripotent bedeutet, dal? sich die Zellen zu

jedem Zell- und Gewebetyp eines erwachsenen Organismus differenzieren kdnnen
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und theoretisch auch ganze Organe bilden kénnen. Fetale Stammzellen werden z.B.

aus dem Nabelschnurblut gewonnen.

Adulte Stammzellen werden als multipotent bezeichnet. Sie sind zwar immer noch in
der Lage, sich in viele Richtungen zu differenzieren, haben aber den Grofteil ihres
Differenzierungspotentials bereits verloren.
Eine weitere Einteilung der adulten Zellen kann anhand des Gewebes durchgeflihrt
werden, aus dem sie enthommen werden.
Adulte Stammzellen kdnnen aus folgenden Geweben gewonnen werden:

1) Blut = hamatopoetische Stammzellen

2) Gehirn = neurale Stammzellen

3) Knochenmark = mesenchymale Stammzellen

In der vorliegenden Arbeit werden adulte mesenchymale Stammzellen, die aus dem
Knochenmark von Pferden isoliert werden, charakterisiert und ein therapeutischer
Einsatz bei Sehnenlasionen gepriift.

Diese mesenchymalen Stammzellen, die aus dem Knochenmarkstroma isoliert
werden, haben als autolog verfiigbare Zellen in den letzten Jahren ein hohes Malk an
wissenschaftlicher Aufmerksamkeit erregt. Sie kénnen in einer relativ einfachen
Prozedur aus den langen R&hrenknochen, Sternalpunktat oder den Beckenknochen
im Zuge von chirurgischen Eingriffen gewonnen werden und anschlieBend unter
Verwendung geeigneter Zellkulturprotokolle angereichert werden (Haynesworth et al.
1992; Krebsbach et al. 1999; Pittenger et al. 1999). Sie kénnen innerhalb von zehn
Wochen auf bis zu 20 - 50 Populationsverdopplungen expandiert werden {(Devine
2002; Lee et al. 2003). Neben einer Differenzierung zu Knochen- und Knorpelzellen
{(Owen and Friedenstein 1988; Haynesworth et al. 1992) kénnen sie auch in weitere
Zelltypen wie Hepatozyten (Zhang et al. 2005), Endothelzellen (Shi et al. 1998),
Herzmuskelzellen (Orlic et al. 2001) und Skelettmuskelzellen (Ferrari et al. 1998)
differenzieren. Darlber hinaus ist auch die Differenzierung der mesenchymalen
Stammezellen zu Astrozyten und Neuronen in vitro gezeigt worden (Woodbury et al.
2000; Sanchez-Ramos et al. 2000). Nach Transplantation in das normale (Kopen et
al. 1999 oder ischidmische Gehirn (Azizi et al. 1998; Eglitis and Mezey 1997)
{Arnhold et al. 2006b) differenzieren sie zu Astrozyten.

10
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Leber Knochenmark

MSC Neurone

Abb. 1 : Schema der Differenzierungsmdoglichkeiten der adulten mesenchymalen Stammzelle

Seit kurzer Zeit gibt es darliber hihaus Versuchsansatze, auch equine MSC aus
Knochenmarkaspiraten zu isolieren und zu kultivieren, mit dem Ziel, sie flur den
therapeutischen Einsatz bei Degenerationen des Bewegungsapparates zu nutzen.
Bei diesen Ansatzen handelt es sich hauptsachlich um die Bestrebung, die
Knorpelregeneration bei Osteoarthritiden durch die chondrogene Differenzierung der
MSCs zu unterstiitzen (Fortier et al. 1998; Hegewald et al. 2004b). Dariber hinaus
besteht, wie bereits erwahnt, ein erhohtes Interesse, mesenchymale Stammezellen
auch bei verzdgerten Ossifikationen, im Rahmen wvon Frakturheilungen sowie bei
Sehnendegenration und anderen orthopéadischen Erkrankungen einzusetzen.

In der Humanmedizin ist ein Einsatz von mesenchymalen Stammzellen teilweise

erprobt. Sie kommen bereits in der Knorpel- und Knochenregeneration zum Einsatz.
In der Tiermedizin, besonders in der Pferdepraxis, ist ein solcher therapeutischer

Einsatz ebenfalls denkbar. Ziel dieses Vorgehens ist es, die langen Ausfallzeiten von

Sportpferden zu beschranken oder sogar deren eventuelle Euthanasie zu verhindern.
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Um diese eMSC erfolgreich als Therapeutikum einsetzen zu kénnen, soll das Ziel
dieser Arbeit die Charakterisierung der Zellen sein. Dies beinhaltet die Isolation aus
Sternalpunktat sowie deren Anreicherung und Expansion. Die Beurteilung des
allgemeinen Proliferationsverhaltens, unter Standardbedingungen, als auch in
Hypoxie. Ebenso soll die Kryokonservierbarkeit der Zellen getestet werden. Weitere
wichtige Punkte der Charakterisierung ist die Pluripotenz der Zellen, sowie ihr
Migrationsverhalten. Der letzte und wichtigste Schritt, flr den therapeutischen

Einsatz, ist die Beurteilung des Wachstums der Zellen auf einem Tragermaterial.

12
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Differenzierungsschema von adulten Knochenmarkstammzellen aus dem

Sternum Aspirat vom Pferd

Normales Knochenmark Giemsa
Institut far Pathologie
Charité - Universitatsmedizin Berlin

Kultivierung
multipotenter Zellen

Differenzierung in

Knochen Knorpel

Abb. 2 : Differenzierungsschema von adulten Knochenmarkstammzellen
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2. Material und Methode

2.1. Liste der verwendeten Materialien

100 bp DNA Ladder Genecraft Liidinghausen D
10x M-199 Medium Hank’s Salts Gibco Unterschleitheim |D
2- Propanol VWR Darmstadt D
Accutase PAA Colbe D
Agarose peqg-Lab Erlangen D
Aqua Poly/ Mount Polyscience Inc. Warrington UK
Ascorbinsaure Sigma Steinheim D
Bisbenzimid Hoechst Dye33342 Sigma Steinheim D
Bovines Serum Albumin Sigma Steinheim D
CaCl,20 mM Westpfalz Klinikum Kaiserslautern D
CaCo-Dylat Puffer Acros Geel B
Chlorhydrat Merck Darmstadt D
COs,-Inkubator Heraeus Hanau D
Collagen (Rat Tail) Roche Mannheim D
Cryor8hrchen Nunc Brand D
Di-Natrium-carbonat VWR Darmstadt D
Di-Natriumhydrogenphosphat-di-hydrat | VWR Darmstadt D
DMEM low Glucose Biowest Nuaillé F
DMSO Sigma Steinheim D
DNase | Invitrogen Carlsbach CA USA
dNTP- Mix Genecraft Liidinghausen D
Donor Horse Serum Biowest Nuaillé F
DTT Invitrogen Carlsbach CA USA
EDTA Sigma Steinheim D
Entellan Merck Darmstadt D
Epon Sigma Steinheim D
Essigséure Merck Darmstadt D
Ethanol Merck Darmstadt D
Ficoll 400 Serva Heidelberg D
Fluoreszenz- Mikroskop, Axiovert Zeiss Oberkochen D
Fluoreszenz-Mikroskop, Axiophot Zeiss Oberkochen D
Formalin Roth Karlsruhe D
Fotales Kalberserum Biowest Nuaillé F
Fungizone Sigma Steinheim D
Glucose Merck Darmstadt D
Glutaraldehyd Merck Darmstadt D
goat anti mouse Aurion Wageningen NL
goat anti rabbit Aurion Wageningen NL
Hamatoxylin Merck Darmstadt D
HCI Merck Darmstadt D
Heparin Roche Mannheim D
Hepes Sigma Steinheim D

—_
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ITS x100 Sigma Steinheim D
Kalialaun Merck Darmstadt D
Labofuge 400 Heraeus Hanau D
L-Glutamine 200 mM 100x Invitrogen Carlsbach CA USA
M- MLV Reverse Transcriptase + Puffer  |Invitrogen Carlshach CA USA
Maleat Merck Darmstadt D
Methylenblau Merck Darmstadt D
Mikropipetten/Variopipetten Eppendorf Hamburg D
Multischalen 4 Well Nunc Brand D
NaOH VWR Darmstadt D
Natrium Citrat Merck Darmstadt D
Natriumcarbonat Merck Darmstadt D
Natrium-Chlorid VIWR Darmstadt D
Natrium-di-hydrogenphosphatmonohydrat VWR Darmstadt D
Natrium-hydrogen-carbonat VWR Darmstadt D
Natriumjodat Merck Darmstadt D
NBT Roche Mannheim D
Obijekitrager VIWR Darmstadt D
Oligo MWG Martinsried D
Paraformaldehyd VWR Darmstadt D
Pastuerpipetten Brand Wertheim D
PBS ohne Ca**/ Mg** Biowest Nuaillé F
Penicillin- Streptomycin 10.000 U/ml Invitrogen Carlsbach CA USA
Pikrinsaure Merck Darmstadt D
Red Oil Sigma Steinheim D
Silbernitrat Merck Darmstadt D
-Glycerophosphat Sigma Steinheim D
Sterilbank Heraeus Hanau D
Sterilfilter 0,2 pm Porendurchmesser Schleicher & Schuell Dassel D
Tag- Polymerase + Puffer Gencraft Liidinghausen D
TGFRA1 Sigma Steinheim D
Tissucol Duo Baxter Unterschleillheim D
Toluidinblau Merck Darmstadt D
Tris Borsaure EDTA Merck Darmstadt D
Triton X- 100 Serva Heidelberg D
Trypanblau 0,4 %- Lésung Merck Darmstadt D
Trypsin Sigma Darmstadt D
Wasserbad Heraeus Hanau D
aMEM Biowest Nuaillé F
Zellkulturschalen 100 mm VIWR Darmstadt D
Zellkulturschalen 35 mm VIWR Darmstadt D
Zellkulturschalen 60 mm VWR Darmstadt D

Tabelle 2 : Liste der verwendeten Materialien
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2.2. Gerate der Zellkultur

Das Kultivieren der Zellen fand in einer S1-Zellkultur unter sterilen Bedingungen statt,
d.h. es wurden ausschlieBlich sterile bzw. autoklavierte Arbeitsgerate und Materialien
verwendet. In der Zellkultur wurden alle Tatigkeiten unter einer Reinraumwerkbank
der Firma Heraeus (Hanau) durchgeflihrt, die mittels einer laminaren Luftstrémung
ein fast steriles Umfeld garantierte. Alle Zellen wuchsen standardmaBig in einem

Brutschrank (Heraeus / Hanau) bei 37° C und einem CQO,-Gehalt von 5%.

2.3. Gewinnung eMSC aus dem Sternumaspirat von Pferden

Es gibt verschiedene Méglichkeiten der Gewinnung von eMSC’s, z.B. aus einem
Sternumaspirat oder aus dem Beckenkamm. Die Enthahme des Knochenmarkes
findet beim Pferd in der Regel aus dem Sternum statt. Dies geschieht entweder in
Vollnarkose oder unter Sedation und Lokalandsthesie am stehenden Pferd.

Fir die Untersuchungen wurden insgesamt 34 Knochenmarkproben von Pferden
unterschiedlichen Geschlechts und Alters gewonnen. Dabei handelte es sich um
Warm- und Vollblutpferde.

Die Sedation wurde am stehenden Pferd mit Detomedin bei einer Dosierung von 0,5-
0,7 ml durchgefuhrt (20-40 g / KGW). Unter Vollnarkose behandelte Pferde, wurden
mit Xylazin (0,6-1,0 mg / 100 kg KGW) lber einen vendsen Zugang sediert.
AnschlieBend mit Ketamin (200 mg / kg KGW), Diazepam (2 mg / 100 kg KGW) und
Myolaxin 15 % (45 mg / kg KGW) abgelegt. Nachdem der 3.-4. Intersternalraum
sonographisch erfaldt und markiert wurde, wurde die entsprechende Stelle rasiert und
desinfiziert und somit auf den Eingriff vorbereitet. Das Operationsgebiet wurde mit 1-
2 ml Lidocain 2% lokal anésthesiert. Nachdem der entnehmende Tierarzt mit einem
Skalpell der Groke 11 einen ca. 0,5 cm grofRen Hautschnitt gesetzt hatte, fihrte er
eine Jamshidi-Nadel (Entnahmekanile) 10 G (Fa. Terumo, Eschborn) in den
markierten |ntersternalraum ein und entnahm damit das Knochenmark (KM) aus dem
Sternum. Das frisch gewonnene KM wurde sofort in ein Transportmedium iberflihrt
und gekilhlt aufbewahrt. Die Probe wurde anschlieend, innerhalb von maximal 24
Stunden, in ein Labor gebracht. Zur Vorbeugung einer Infektion, bekamen die Pferde
20 ml Gentamicin (4 mg / KGW) und ein antiphlogistisch wirksames Schmerzmittel,
20 ml Flunixin (1 mg / KGW), beides i.v. injiziert.
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Abb. 3 : Knochenmark des Pferdes Abb. 4 : Knochenmark auf Eis
Entnahme des Knochenmarkes vom Knochenmark in Transportmedium auf Eis
narkotisierten Pferd fur den Transport ins Labor

Praxis Rohde, Bonn

2.4. Aufbereitung von equinem Knochenmark

Nach Erhalt der Probe, Sternumaspirat in Transportmedium, wurde diese umgehend
in zwei 50 ml Falconréhrchen Uberflihrt. Das Sternumaspirat wurde dafiir iber einen
Filter mit einer MaschengréRe von 70 um filtriert, um vorhandene Koagulate und
grol3e Lipidtropfen aus der Probe zu entfernen. Beide Rohrchen wurden daraufhin
mit kalter 0,1 M PBS-Puffer-Ldsung auf 350 ml aufgefiillt. Es war unbedingt
erforderlich, dal? der Puffer kalt auf die Proben appliziert wurde, damit auch die
wahrend des  Transportes  gekihlten  Zellen keinen  nennenswerten
Temperaturschwankungen ausgeliefert waren. Es sollte lediglich ein allmahlicher
Temperaturanstieg auf die gleichbleibende Kultivierungstemperatur wvon 37°C
erfolgen.

Der erste Zentrifugierschritt erfolgte bei 169,34 g fiur 10 Minuten. Die Zellen sanken
durch das Zentrifugieren nach unten auf den Grund des Rdéhrchens. Der Puffer
wurde nach dem Zentrifugieren abgesaugt und die Probe wurde erneut auf 30 ml mit
PBS-Puffer aufgefiillt. Ein zweiter Waschschritt erfolgte. Da die Probe bereits einmal
gewaschen wurde, benétigten die Zellen zum Absinken keine so hohe
Umdrehungszahl mehr, so dalR die Zeitspanne, ebenso wie die Geschwindigkeit, zur
Schonung der Zellen, verringert werden konnte. Bei diesem zweiten Waschschritt
wurden die Zellen somit nur bei 75,26 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut abgesaugt. Die Pellets wurden mit jeweils einem ml

Kultivierungsmedium 1 (Standardmedium) resuspendiert und auf je eine 100 mm
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Falconschale pipettiet. Es wurden pro Schale jeweils weitere 9 ml vom
Kultivierungsmedium 1 in die Schale gegeben, damit sich ein endgiiltiges Volumen

von 10 ml in einer 100 mm Falconschale befand.

Das Transportmedium fir eMSC setzte sich aus folgenden Komponenten
zusammen:

a MEM

Penicillin / Streptomycin 2%

Heparin 0,5%

Das Standardmedium (Kultivierungsmedium 1) enthielt folgende Komponenten:
a MEM Basalmediurmn ohne Glutamin

Penicillin / Streptomycin 2%

Glutamin 1%

Fetal Calf Serum (Foetales Kélberserum = FCS) Serum 20%

2.5. Durchflihrung des Medienwechsels

Ein Medienwechsel ist notwendig, damit die Zellen zum einen mit neuen Nahrstoffen
versorgt werden und zum anderen damit die Stoffwechselprodukte der Zellen bzw.
toxische Substanzen nach Zerfall beseitigt werden kénnen. So wirkt Glutamin
zelltoxisch, wenn es zu lange in Medium geldst ist und zerfillt. Ein Medienwechsel
wurde sowohl bei Monolayer- als auch bei 3-D-Kulturen durchgefilhrt. Die Haufigkeit
des Medienwechsels war je nach Kultivierungsform unterschiedlich (2-5 Tage).

Nach dem Absaugen des Mediums aus der Kulturschale wurde sofort frisches
Medium auf die Kultur gegeben, so dal? eine Austrocknung verhindert werden

konnte.
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2.6. Der Vorgang des Passagierens

Das Passagieren ist der Vorgang bei dem die Zellen einer Kultur in bestimmten
Zeitabstdnden ausgediinnt werden, um eine zu grofe Zelldichte zu verhindern. Die
Zeitabstande richten sich nach dem Proliferationsverhalten der Zellen. Bei guter
Proliferation sind die Zeitabstdnde deutlich geringer als bei weniger proliferierenden
Zellen. Die Zellen sollten ab einer Zelldichte von ca. 80% Konfluenz passagiert
werden. Wird die Zelldichte einer Stammazellkultur gréBRer als 80%, beginnen die
Stammezellen auszudifferenzieren oder sich von der Schale abzulésen bzw in
mehreren Schichten lbereinander zu wachsen. Beim Passagieren kommt es dann zu
Verklumpungen.

Als erstes wurde das Medium aus der Schale abgesaugt, danach wurde die Schale
mit steriler PBS-Puffer-Lésung gespllt. Der Puffer verblieb ca. 1 Minute auf den
Zellen. Die hierbei stattfindenden lonenaustauschprozesse, zwischen Puffer und
Zellen, sollten ein leichteres Ablésen der Zellen garantieren. Die Pufferldsung wurde
abgesaugt und es wurden 2 ml Accutase auf die Zellen gegeben. Dieses
Enzymgemisch (selbst inaktivierend) sorgte dafiir, daf? sich die Zellen endgilltig von
ihrer Unterlage ablésten. Damit das Enzymgemisch optimal wirken konnte, wurden
die Zellen fir 3 Minuten bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in ein
Falconréhrchen U(berfithrt, in dem bereits 8 ml Medium vorgelegt waren. Das
Réhrchen wurde 5 Minuten bei 75,26 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
das Medium abgesaugt, das sichtbare Zellpellet verblieb im R&éhrchen. Auf dieses
Pellet wurde 1 ml Medium gegeben und resuspendiert, damit sich die Zellen
vereinzeln konnten. Nun konnten die Zellen wieder ausgesat werden. Pro cm? Schale
wurden 500 Zellen ausgesat. Die Anzahl der Zellen pro ml wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Anhand der Zellzahl pro ml konnte somit berechnet
werden, wie viel pl von der Probe in Kulturschalen unterschiedlicher GrélRe

eingesetzt werden muften.

2.7. Kryokonservierung mit Protektion der Zellen

Das Einfrieren der Zellen diente dazu, diese fir einen mdglichst langen Zeitraum zu

konservieren. Der Ablauf war dem des Passagierens dhnlich. Ab einer Konfluenz von
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80% wurden die Zellen von ihrer Schale enzymatisch abgelést und anschlielRend
wieder von dem verwendeten Enzymgemisch gereinigt. Vorbehandlung und weiteres
Vorgehen wurden bereits beim Passagieren beschrieben. Schliel3lich wurden die
Zellen in einem Milliliter Freezing Medium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen
Uberfihrt. Wahrenddessen wurde der Einfriercontainer Nalgene, Firma Nalge
{(Hereford, UK), Cryo 1°C Freezing Container vorgekilhlt. Der Einfriercontainer
erméglicht es, die Zellen oder Gewebe mdglichst sanft einzufrieren, was zu einem
besseren Gewebs- bzw. Zellerhalt fiihrt. Er wurde mit Isopropancl gefilllt, was dazu
fuhrte, dal® die Temperatur in seinem Inneren jede Minute um konstant ein Grad
sank, bis die Umgebungstemperatur von -80°C erreicht war. Das Réhrchen wurde in
dem Container flir 1,5-2 Stunden in den -80°C Tiefgefrierschrank gestellt, um es
danach in flissigem Stickstoff bei -196°C zu lagern. Dieses Vorgehen garantiert eine

nahezu unbegrenzte Lagerungsmdéglichkeit.

Folgendes Einfriermedium wurde verwendet (Freezing Medium):
DMSO 5%

a MEM

FCS resuspendiert 30%

2.8. Auftauen der kryokonservierten Zellen

Das Auftauen der Zellen sollte innerhalb von einer Minute erfolgen, da das DMSQO,
welches im Einfriermedium enthalten ist, zwar ein gutes Zellprotektivum beim
Einfrieren der Zellen ist, es jedoch einerseits extrem toxische Eigenschaften und zum
anderen einen differenzierenden Einfluss auf die Zellen hat, wenn es im erwarmten
Zustand mit ihnen in Berlihrung kommt.

Deshalb wurden die Zellen, sobald sie aus dem flissigen Stickstoff entnommen
wurden, in einem \Wasserbad bei 37° C innerhalb einer Minute aufgetaut. Jetzt
konnte die Zellsuspension in ein Falconréhrchen, in dem 10 ml Medium vorgelegt
waren, Uberfilhrt werden. Das vorgelegte Medium sollte das Einfreiermedium aus
den Zellen auswaschen. Das Medium sollte kalt sein, damit der

Temperaturunterschied nicht zu groR ist. Schlielich wurden die Zellen wieder
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zentrifugiert, so dall ein Pellet entstand. Das geschah wieder in einem
Zentrifugationsschritt bei 75,26 g fur 5 Minuten.

Der Medieniliberstand wurde abgesaut und eine erneute Resuspension mit dem
Kultivierungsmedium durchgefilhrt. Die Zellen wurden nun wieder auf einer Schale
ausplattiert. Eine kreisférmig durchgefilhrte Bewegung der Schale in Achtertouren
garantierte eine gleichmafRige Verteilung der Zellen in der Schale und wirkte einer

Verklumpung entgegen.

2.9. Colony Forming Units Fibroblast (CFU-F)

Es wurde ein CFU-F Assay zur Evaluierung des selbsterneuernden Potentials der
eMSC in Kultur verwendet. Hierzu wurden definierte Zellzahlen von 5, 10, 50, 100,
500, 1.000, 10.000 und 50.000 Zellen pro 100 mm Falconschale appliziert. Die
Kultivierung erstreckte sich (ber einen Zeitraum wvon 14 Tagen mit dem
Standardmedium (mit 20% FCS s.5. 22). |In dieser Zeit fand kein Medienwechsel
statt.

Nach dem Kultivierungszeitraum wurde das Medium von den Schalen entfernt und
die Zellkolonien mittels Cresylviolett (Sigma / Steinheim) nachgewiesen. Dazu wurde
Cresylviolett in die Schale pipettiert. Nach zehn Minuten wurde die Farblésung von
den Schalen mit Puffer abgespilt. War die Spilldsung in der Schale klar, dann
konnte der Waschvorgang beendet werden. Somit waren Farbartefakte auf den
Schalen ausgeschlossen.

Bei den anschlieRend sichtbaren blaugefirbten Arealen handelte es sich um die

einzelnen Zellkolonien.

2.10. Nachweis der Zellmigration (wounded healing assay)

Zum Nachweis der Zellmigration wurde eine 60 mm Falconschale mit eMSC solange
kultiviert (Kultivierungsmedium 1) bis die Population eine Konfluenz von 80-90%
erreichte. War die gewiinschte Zelldichte erreicht, wurde mit einer blauen
Pipettenspitze mit einem Durchmesser von 0,9 mm ein Kratzer durch den
konfluenten Zellrasen gezogen, so dal? der konfluente Zelllayer lokal zerstért wurde.
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Mittels eines Vitalbeobachtungssystems (Axiovert Zeiss / Oberkochen) sollte, im
Rahmen dieses Scratch Assay, das Migrationsverhalten der Zellen studiert werden,

d.h. es sollte die Migration der Zellen in das zellfreie Areal beurteilt werden.

2.11. Untersuchung der Zellproliferation

Die Zellen wurden in verschiedenen Medien (a MEM und DMEM [high Glucose]) und
mit verschiedenen Seren, die zu den verwendeten Medien gehdrten (Foetales
Kalberserum, drei verschiedene adulte Pferdeseren und ein Fohlenserum) dber
etliche Passagen (bis Passage 14) kultiviert (n = 3). Die Serumkonzentration aller
equinen Seren lag bei 10%, die des bovinen Serums bei 20% (Tab. 3). Anhand der
Proliferationsrate sollte ermittelt werden, welches Medium in Kombination mit
welchem Serum am besten fir eine Kultivierung von eMSC geeignet war. Die zu
bestimmenden Parameter lagen zum einen in der Proliferationsgeschwindigeit und
zum anderen in der Anzahl der durchlaufenen Passagen. In diese Bewertung flo3
auch eine morphologische Beurteilung der Zellen und ihre Differenzierungskapazitat
ein.

Dazu wurden eMSC mit 500 Zellen pro ¢m? in eine 35 mm Rasterschale (Falcon) der
Firma VWR / Darmstadt ausgesat. Es wurden vier Kastchen pro Schale markiert.
Diese Kiastchen wurden alle zwei Tage mikroskopisch mit einer 100-fachen
VergréRerung aufgesucht und ausgezdhlt. AuRerdem wurden die Kastchen mittels
einer digitalen Kamera und der Software Image-pro-Express (Media Cybernetics,
East-West Hwy, USA) aufgenommen. Die Proliferation der eMSC wurde ber
mehrere Passagen verfolgt. Das Passagieren erfolgte bei einer Zelldichte zwischen
75-90%.

Folgende Kultivierungsmedien wurden eingesetzt:

Kultivierungsmedium 1 Kultivierungsmedium 2:
(Standardmediumy: a MEM Basalmedium ohne Glutamin
a MEM Basalmedium ohne Glutamin Penicillin / Streptomycin 2%
Penicillin / Streptomycin 2% Glutamin 1%

Glutamin 1% Donor Horse Serum 10%

Fetal Calf Serum 20%
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Kultivierungsmedium 3:

DMEM Basalmedium ohne Glutamin

Penicillin / Streptomycin 2%

Glutamin 1%

Fetal Calf Serum 20%

Kultivierungsmedium 4.

DMEM Basalmedium ohne Glutamin

Penicillin / Streptomycin 2%

Glutamin 1%

Donor Horse Serum 10%

a MEM
Seren: Pferd adult |Pferd adult |Pferd adult |Pferd Fohlen Rind
Firma Biowest Biowest Biowest Biowest Gibco
Cat N° S0900 S0900 S0900 S0800 REF 10270-106
Lot® S0408750900 50355250900 |S04560S80900 |S03625S0800 [40G 6441K
Inhalt: 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 500 ml
Interne Nummer: 1 2 3 4 5
Anteil in % am Medium (10 10 10 10 20
DMEM
Seren: Pferd adult |Pferd adult |Pferd adult |Pferd Fohlen Rind
Firma Biowest Biowest Biowest Biowest Gibco
Cat N° S0900 S0900 S0900 S0800 REF 10270-106
Lot® S04087S0900 |S0355250900 |S0456050900 |S03625S0800 [40G 6441K
Inhalt: 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 500 ml
Interne Nummer: 1 2 3 4 5
Anteil in % am Medium |10 10 10 10 20

Tabelle 3 : Verwendete Seren zur Zellproliferation in a MEM und DMEM
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2.12. Untersuchung der Zellvitalitat der eMSC bei unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen

Im Hinblick auf einen zukiinftigen Versand der Zellen an Tierarzte und Tierkliniken,
im gesamten Bundesgebiet und in das europaische Ausland, wurde die Vitalitat der
Zellen bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen ermittelt. Dazu wurde eine
definierte Zellzahl, hier 1 Million Zellen in 1 ml Medium, zum einen auf Eis und zum
anderen bei +4°C im Kiihlschrank, iiber definierte Zeitrdume aufbewahrt (n = 6).

Nach 1, 5, 12, 21 und 26 Stunden wurde eine Vitalfarbung mittels Trypanblau
durchgefilhrt und mit einer Neubauerzahlkammer die Anzahl der lebenden und der
toten Zellen ermittelt. Die Zellen wurden 2zu den angegebenen Zeitpunkten

ausplattiert, um ihre Fahigkeit zur Adharenz und Proliferation zu Uberpriifen.

2.13. Untersuchung auf Pluripotenz der eMSC

Um die Pluripotenz der eMSC zu ermitteln, wurde das Differenzierungspotential der
Zellen, sowohl an nativen als auch an kryokonservierten Zellen, in Richtung Fett-,
Knorpel- und Knochengewebe gezeigt (n = 10). Dazu wurden die Zellen nach dem
Passagieren auf sterile Deckglaschen in 4-Multiwell-Schalen (Nunc / Wiesbaden)
ausplattiert. Das Kultivieren auf den Glasplatichen diente dem spéteren
Herausnehmen der Zellen aus den Schalen, so dal} sie nach den entsprechenden
Nachweisverfahren problemlos auf einen Objekttrager gelegt und als Dauerpraparate
eingedeckt werden konnten. Fiir die Chondrozytendifferenzierung mufiten die Zellen
in einer 3-D-Kultur differenziert werden. Dazu wurden 300.000 Zellen in ein 15 ml
Falcon Ré&hrchen pipettiert und, bevor die Roéhrchen mit den Zellen in den
Brutschrank gelangten, wurden die Zellen nochmals bei 75,26 g fir 5 Minuten
abzentrifugiert.

Fir die Differenzierung muBten die Zellen fir 3 Wochen in den
Differenzierungsmedien  verbleiben. Nach  Kultivierung im  entsprechenden
Differenzierungsmedium wurde die Differenzierung nach Ablauf der Versuchsdauer
durch Fixierung abgestoppt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe spezifischer histologischer Farbungen bzw. unter
Verwendung entsprechender Knorpelmarker. Fir die adipogene Differenzierung
diente die histologische Farbung Red Qil als spezifischer Nachweis. Zum Nachweis
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der osteogenen Differenzierung wurde die histochemische Van-Kossa-Farbung
verwendet. Die Knorpeldifferenzierung wurde zunichst mittels der histologischen
Toluidinblaufarbung durchgefiihrt, zusétzlich wurde der Knorpelnachweis mittels RT-

PCR unter Verwendung von Primern fiir Collagen Il und Aggrecan erbracht.

2.13.1. Adipozyten- und Osteozytendifferenzierung

Fir die adipogene bzw. osteogene Differenzierung wurden folgende

Versuchsanordnungen angesetzt:

© @ O @
O @ © @

2 Wochen 3 Wochen

Abb. 5 : Schemazeichnung Adipozyten- und Osteozytendifferenzierung:

Unterteilung der Wells in Kontroll-Medium (hellgrau) und Kultur mit Adipozytenmedium bzw.
Osteozytenmedium (dunkelgrau).

osteogenes Differenzierungsmedium: adipogenes Differenzierungsmedium:
76 ml a MEM Basalmedium ohne Glutamin 82 ml a MEM Basalmedium ohne Glutamin

1 ml Penicillin f Streptomycin 1 ml Penicillin / Streptomycin

1 ml Glutamin 1 ml Glutamin

1 ml Fetal Calf Serum 15 ml Fetal Calf Serum

1 ml B-Glycerophosphat 1 M 500 pl ITS x100

6 ml Ascorbinsaure 1 mM 100 ul Fungizone

100 ul Fungizone 100 ul Dexamethason

10 pl Dexamethason 1TmM 1,073 pl /500 pl Indomethacin

Alle  Angaben beziehen sich auf einen Ansatz von 100 ml Medium.
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2.13.2. Chondrozytendifferenzierung

Fir die Chondrozytendifferenzierung wurden jeweils 300.000 Zellen in 6 Falcon-
Réhrchen (15 mly 0Oberfiihrt. Jeweils drei der Réhrchen wurden vorab mit
Kultivierungsmedium 1, die Ubrigen drei Réhrchen mit Chondrozytenmedium befiillt.

Die zugegebene Menge Medium pro Falconrhrchen betrug 500 pl.

Chondrogenes Differenzierungsmedium 100 ml:
92 ml DMEM Basalmedium low glucose

1 ml Penicillin f Streptomycin

1 ml Glutamin

1 ml Fetal Calf Serum

50 plITS x100

100 ul Fungizone

5ul TGFR {1 ug/ ml)

Medienwechsel in der Differenzierung:

Der Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage.

2.14. Kultivierung der eMSC unter Sauerstoffreduktion

Da im Knochenmark eine niedrigere Sauerstoffspannung herrscht als in sonstigen
Geweben, wurden zur Untersuchung der Proliferationsfrequenz die Zellen in einer
Atmosphédre mit einem reduzieten Sauerstoffgehalt kultiviert. Diese Untersuchung
sollte Aufschlul? liber das Zellverhalten unter diesen Bedingungen geben. Die Zellen
wurden nach der Aufbereitung mit 2000 Zellen pro c¢m? in einer 100 mm Falcon-
Schale plattiert und in eine Hypoxiekammer (Modular incubater chamber), der Firma
Billups-Rothenberg, gestellt und in dieser in einem CQO2-begasten Brutschrank
plaziert. Die Zellzahl wurde in diesem Versuchsansatz von 500 auf 2000 Zellen
erhéht, um die Passagedauer zu verkiirzen. So konnte dieser Versuch innerhalb
einer Woche durchgefiihrt werden, ohne dall die Zellen sich aufgrund des
Alterungsprozesses, der sich bei einer Kultivierung mit 500 Zellen Uber 3 Wochen

erstreckt, unterschieden. Die Zellen wurden ebenfalls bei 37° C und bei einem CO--
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Gehalt von 5% kultiviert. Die Sauerstoffkonzentration betrug nur 3% und die
Stickstoffkonzentration 92%.

Nach Erreichen einer Konfluenz von 85-80% wurden die Zellen von der Schale
abgelést und ausgezahlt. Danach wurden die Zellen erneut mit gleicher Zellzahl
ausgesat und weiter kultiviert. Eine weitere Zellpopulation wurde zum Vergleich unter
Standardbedingungen (21% O2) kultiviert. Flir die weitere Kultivierung wurden jeweils
die Zellen aus den beiden Ansatzen weiterverwendet, um eine mégliche Adaption an
den erniedrigten Sauerstoffgehalt nachvollziehen zu kénnen.

Anhand der Auszdhlung der Zellen aus den beiden Ansdtzen konnte die
Generationsverdopplungszeit mit Hilfe der unten stehenden Formel berechnet

werden.

Berechnung der Generationsverdopplungen und der Generationszeit
Die Generationsverdopplung wurde mit der Formel berechnet:
n = (log N — log Ng)/ log 2

Die Generationszeit wurde mit der Formel: tz= t/n berechnet.
t = Zeit in Stunden vom Ausséhen bis Zéhlen
n=  Generationsverdopplung

= Zahl der Zellen
No=  Zellzahl bei der Ausplattierung

tec=  Generationszeit

2.15. Zellaufbereitung fiir die histologische Untersuchung

2.15.1. Fixierung mittels Paraformaldehyd

Zur Fixierung der Zellen wurde das Medium vollstiandig von den Zellen abgesaugt,
bevor dann ein Waschschritt mittels 0,1 M phosphat buffered saline (PBS)
durchgefiihrt wurde. Die 4%-Paraformaldehydlésung (PFA) in 0,1 M PBS, wurde auf
die Zellen gegeben und bei 37° C im Brutschrank fur 20 Minuten inkubiert. Das
Prinzip der Fixierung funktionierte so, dal? die NH>-Gruppen membranarer und
zellularer Proteine ilber die Aldehyde miteinander vernetzt wurden, und so die Zellen

in ihrer Struktur erhalten blieben. AnschlieBend wurde das PFA mittels drei
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aufeinander folgender Waschschritte, unter Verwendung von 0,1 M PBS, eliminiert
und die Zellen in 0,1 M PBS der Immunzytochemie bzw. der Histologie zugefiihrt.

Diese Art der Fixierung wurde bei allen immunzytochemischen Verfahren und bei
den histologischen Farbemethoden fiir die osteogene (NBT) und adipogene (Red Qil)

Differenzierung, die in dieser Arbeit behandelt werden, angewendet.

2.15.2. Fixierung mittels Methanol / Aceton fir die Van Kossa-Farbung

Vor der Fixierung wurde auch hier das Medium entfernt und ein Spiilschritt mit PBS
durchgefiihrt, wie bereits bei der Fixierung mit PFA beschrieben.
Im nachsten Schritt wurde ein Methanol-/Aceton-Gemisch im Verhéltnis 1:1 auf die
Zellen gegeben und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieBend mit der Van-Kossa-Farbung, zum Nachweis der

Kalzifizierung, gefarbt (s.u.).

2.15.3. Fixierung mittels Glutaraldehyd / Pikrinsaure

Das Medium wurde von den Proben abgesaugt und die Fixierung wurde ohne
vorherigen \Waschschritt auf die Proben gegeben. Die Zellen wurden je nach
Versuchsbedingungen (Kultur auf Microcarriern oder Fibrinbeads) flir 30-45 Minuten
bei Microcarriern und bei Fibrinbeads flir 1 Stunde bei 4° C inkubiert. Danach wurde
mit 0,1 M CaCo-Puffer dreimal gewaschen. Die Zellen standen jetzt auf ihren

Tragermaterialien flr die Einbettung in Epon bereit.

Fixierlésung:

800 pl Glutaraldehyd

20 pl Pikrinsdure 25%

100 pl 0,1 M CaCo Puffer pH 7,35
9,08 ml Aqua dest.
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2.16. Histologische Nachweisverfahren

2.16.1. Red OQil Farbung zum Nachweis der adipogenen Differenzierung
Hamatoxilin Gegenfarbung nach Mayer

Mit Hilfe der Red-OQil-Farbung kdnnen im Gewebe und auf Zellkulturen Neutralfette

nachgewiesen werden.

Dazu wurde die PBS-Lésung, in der die Zellen nach der Fixierung standen,
abgesaugt. Die Zellen wurden mit Aqua dest. gespiilt. Danach wurde die
Farbeldsung appliziert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurden sie dreimal mit Aqua dest. gewaschen. Nun erfolgte eine Gegenfarbung mit
Hamatoxilin. Dieser Farbstoff sollte 4 Minuten einwirken. AnschlieBend wurde erneut
mit Aqua dest. gesplilt und daran anknlipfend mit Leitungswasser flr vier Minuten

geblaut. Die Einbettung erfolgte in Glycerin-Gelatine.

Red Oil:
4 Teile Red Oil
6 Teile Aqua dest.

Hamatoxilin Herstellung hach Mayer (Romeis)
In 1000 ml Aqua dest. 1g Hamatoxylin l6sen
200 mg Natriumjodat

50 g Kalialaun

50 g Chlorhydrat

1 g Zitronensaure

2.16.2. NBT/BCIP Fiarbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung (ALP
Farbung) zum Knochennachweis

Mit dieser Farbung wurde die Alkalische Phosphatase, welche die Zellen wéihrend
Ilhrer Differenzierung exprimiert hatten, nachgewiesen. Die Farbintensitat gibt einen
Anhaltspunkt Gber den Grad der Bildung von Knochenmatrix.

Nach der Fixierung und Absaugen des Puffers, muBten die Zellen griindlich

29



Material und Methode

In Agqua bhidest. gewaschen werden, da die Farbetabletten in Aqua bidest. gelést
wurden und eine unspezifische Reaktion durch mineralisiertes Wasser
auszuschlieBen war.

Die Lésung wurde auf die Zellen gegeben und nach ca. zwei Minuten, aber vor allem
unter Sichtkontrolle, mit Aqua bidest. abgestoppt. Eine Gegenfirbung mit Kernechtrot
schlo? sich an. Die Proben wurden nach der Farbung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe, 70%, 90% kurz und bei 100% fir zwei Minuten, entwassert. Zum
Schlul? wurde die sich auf dem Deckglaschen befindliche Probe in Xylol getaucht und

umgekehrt auf einem Objekttréager mit Entelan zur dauerhaften Fixierung eingebettet.

NBT:
Agua bidest. 10 ml
1 Tablette NBT

2.16.3. Van-Kossa-Fiarbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung,
zum morphologischen Kalknachweis (BTT)

Die Van-Kossa-Farbung, die zum Kalzifizierungsnachweis der mineralisierten
Extrazellularmatrix diente, induzierte eine schwarze Farbung des mineralisierten
Knorpel- und Knochengewebes. Zellen und Weichgewebe stellten sich, je nach
Gegenfarbung, rot oder griin dar.

Nach der Methanol-/Aceton-Fixierung wurde fir 5 Minuten Aqua dest. auf die Zellen
gegeben. Im nachsten Arbeitsschritt wurde eine 3%ige Silbernitrat-Losung appliziert
und 30-60 Minuten im Dunkeln inkubiert und anschlieBend dreimal mit Aqua dest.
gewaschen. Zur Reduktion wurden die Zellen 5 Minuten mit einer Nartiumcarbonat-
Formaldehyd-Lésung lberschichtet, welche anschlieend fiir 10 Minuten in sténdig
wechselndem Leitungswasser ausgewaschen wurde. Zur Darstellung der Zellen
wurde eine Gegenfarbung mit einer Kernechtrot-Farbung durchgefiihrt, die 5-10
Minuten auf den Zellen verblieb. Ein finaler Waschvorgang mit Aqua dest. erfolgte,

bevor die Zellen auf einem Glasobjekttrager in Gelatine eingedeckt wurden.

Van-Kossa-Farbung:
5% Silbernitrat-Lésung

5% Natriumcarbonat-Formaldehyd-Lésung
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2.16.4. Metachromatische Toluidinblau Farbung zum Nachweis der
chondrogenen Differenzierung

Die Toluidinblaufarbung dient dem Nachweis saurer Mukopolysaccharide. Solche
Mukopolysaccharide kommen in der Knorpelgrundsubstanz vor.

Dazu wurden die Zellpellets in Paraffin eingebettet, geschnitten und getrocknet.

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte fir 20 Minuten in Toluidinblau
gefarbt. Eine anschlieRende Differenzierung in 0,5% Essigsaure sollte eine klare
Kernfarbung ergeben.

Nach der Differenzierung wurden die Schnitte in VWasser abgespiilt und zwischen
Filterpapier getrocknet. Eine Einbettung in Entellan, zur Herstellung von

Dauerpréparaten, schlo sich an.

Toluidinblaufarbung:
Toluidinblau 0,8% wassrige Lésung, pH 4

Essigsaure 0,5%

2.16.5. Alzianblaufirbung zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung

Als alternatives Nachweisverfahren der chondrogenen Differenzierung wurde eine
Alzianblaufarbung, ebenfalls zum Nachweis  saurer  Mukopolysaccharide,
durchgefiihrt. Auch hier erfolgte eine Gegenfarbung der Kerne mit Kernechtrot.

Hierflir wurden die Schnitte ebenfalls entparaffiniert und fir 40 Minuten in Alzianblau
gefarbt. Ein Spllschritt mit destillietern Wasser und anschlieRender flinfminutiger
Gegenfarbung in Kernechtrot folgte. Ein erneuter Waschschritt der Schnitte in
Wasser schlof? sich an. Zur Entwédsserung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende
Alkoholreihe, zum Schlu? wurden sie kurz in Xylol getaucht. Die Einbettung erfolgte

in Entellan.

Alzianblaufarbung:
Alzianblau 0,5 g
Eisessig 1 ml

Aqua dest. 100 ml
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2.17. Immunhistochemie

2.17.1. Prinzip der Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie werden mit Hilfe wvon Antikérpern bestimmte
Gewebestrukturen spezifisch markiert und dargestellt. Antikérper sind Proteine aus
der Klasse der Gammaglobuline. Sie spielen im Kd&rper eine wichtige Rolle bei der
spezifischen Immunabwehr, indem sie Krankheitserreger, kérperfremde Proteine
oder Phospholipide erkennen und an diese binden. So werden z.B. Viren neutralisiert
oder Bakterien markiert, was entweder andere Abwehrzellen chemotaktisch anlockt,
die diese abtéten und phagozytieren, oder das Komplementsystem (eine
Proteinkaskade) aktiviert, so daR Keime direkt zerstort werden. Antikdrper werden in
Plasmazellen, speziellen B-Lymphozyten gebildet. Es gibt folgende Klassen: Ig,
1gG, IgA, IgE und IgD. Fir die Immunhistochemie spielen in erster Linie Antikdrper
der Klasse IgG eine Rolle, auf die im folgenden genauer eingegangen wird. Diese
Antikérper sind y-formige Proteinmonomere mit einem Molekiilgewicht von ca.
150.000 Dalton. Sie bestehen aus zwei Abschnitten, dem Fab-Fragment und dem
Fc-Stiick. Das Fab-Fragment ist die y-férmige Gabel und erkennt spezifisch die
Bindungsregion am Antigen. Antikérper und Antigen funktionieren wie das Schlissel-
SchloB-Prinzip. Das Fc-Stlick ist dagegen spezifisch flr die Antikdrperklasse und flir
das Wirtstier, in dem der Antikérper erzeugt wurde. Diese Tatsachen kommen bei der
Immunhistochemie zur Anwendung, indem der Primarantikérper (ber das Fab-
Fragment an das darzustellende Antigen bindet. Der Sekundarantikorper ist gegen

das Fc-Stlick des Primarantikdrpers gerichtet und markiert diesen spezifisch.

All  diese Arbeitsschritte wurden in Pufferldsungen durchgefiihrt, die den
physiclogischen pH von 7,4 konstant hielten.

Nach Fixation der Zellen fiir 20 Minuten in 4% PFA, in 0,1 M PBS, wurden die Zellen
viermal mit TBS gewaschen. Darauffolgend wurden die Zellen mit Triton X-100
0,25% (Triton in 0,5 M TBS) bei Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert. Triton X-
100 als Detergens permeabilisiet die Zellmembran flir groRe Molekille wie
Antikérper. Das ist wichtig, um intrazelluldre Antigene zu markieren. Nach Absaugen
des Tritons und nach drei Waschvorgdngen mit TBS, die jeweils 10 Minuten

dauerten, wurde fir eine Stunde 5% BSA-Lésung bei Raumtemperatur appliziert.
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Dieser Vorgang sollte in dem Gewebe ein Milieu schaffen, das den Bedingungen im
Serum médglichst dhnlich ist, damit der Antikérper unter physiologischen Konditionen
in das Gewebe diffundieren kann.

Im nichsten Schritt wurde der Primarantikérper, in 0,8% BSA (BSA in 0,05 M TBS)
geldst, auf die Zellen gegeben. Dieser konnte entweder fiir 60 min bei
Raumtemperatur oder iber Nacht bei 4°C auf den Zellen verbleiben. Bei der
Inkubation Uber Nacht sollte die Kihlung die Reaktionsgeschwindigkeit senken, was
unspezifische Bindungen verhindern sollte. Darauf folgte ein griindlicher, viermaliger
Waschschritt innerhalb von 40 Minuten. Hierbei sollten alle Priméarantikérper, die bis
dahin noch nicht gebunden hatten, von den Zellen entfernt werden. Eine 60 minitige
Inkubationszeit mit dem Sekundarantikérper schlo sich an. Der sekundare
Antikérper war gegen das Fc-Stlick des Primarantikdrpers gerichtet. Essentiell ist in
diesem Fall, daf? der Sekundédrantikérper gegen die Spezies gerichtet ist, aus der der

Primarantikérper gewonnen wurde. Hier existieren zwei Moglichkeiten:

1. verwendet wird ein Sekundarantikdrper, der an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt ist
2. verwendet wird ein Sekundarantikérper, der an das Molekiil Biotin gebunden

ist.

Wird nach der ersten Methode vorgegangen, dann ist die Markierung beendet und
das Ergebnis kann mit einem Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden. Bei der
zweiten Methode muR ein Fluoreszenzmarker oder ein Enzym zugefiigt werden, der
an das Biotin bindet und die Entwicklungsreaktion katalysiert.

Bei den fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern wurde zuséatzlich noch eine Kernféarbung
mit Hoechst Dye, im Verhaltnis 1:1000 gelést in TBS, durchgefiihrt. Durch die
Applikation von Bisbenzimid Hoechst Dye 33342, das in A -T -reiche Regionen
doppelstrangiger DNA interkaliert, werden die Zellkerne markiert. Hoechst Dye 33342
kann die Zellmembran vitaler Zellen durchqueren (Sasaki et al. 1987).

Die Zellen wurden mit Poly-Aqua-Mount auf einem Objekttrager eingedeckt, dabei
wurde das Deckglasplattchen mit der Zellseite nach unten gelegt.

Als Beispiel fiur die immunhistochemische Farbung wird ein Standardprotokoll

angegeben:
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TBS: Tris-HCI gepufferte Saline

Dieser Puffer wurde direkt in einer 0,05 M Gebrauchslésung zubereitet:

6,057 g Tris (Trishydroxylmethmaminomethan)

8,766 g NaCl

ad 200 ml aqua dest.

pH-Wert mit 1 N Salzsaure auf 7,6 einstellen (ca. 100 ml)
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffilllen

Vorbehandlung:

Nach dem Waschen mit TBS:

10 min in Triton 0,25% bei RT

zweimal 10 min mit TBS 0,05 M waschen
60 min mit 5% BSA bei RT (45 min)

nicht waschen!

Primarantikérper:
60 min bei RT oder (ber Nacht bei 4° C Inkubation mit dem 1. Antikérper in 0,8%
BSA

viermal 10 min Waschen in TBS

Sekundarantikérper:
60 min Inkubation mit 2. Antikérper (goat anti mouse 1:1000 / rabbit 1:2000)

dreimal waschen mit TBS
Farbung:
Hoechst Dye 1:1000 fiir 10 min bei 37° C

dreimal waschen TBS

Eindecken:

Poly-Aqua-Mount
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2.17.2. Verwendete priméire Antikorper

Eingesetzte

Antikorper Firma Spezies
Verdilinnung

Anti- Integrin R1 BD Biosciences Monoclonal Maus 1:100
Anti- Aggrecan Acris Monoclonal Maus 1:200
Anti- Kollagen IV Dako Monoclonal Maus 1:100
Anti- Kig7 Abcam Polyclonal Kaninchen 1:250
Anti- Fibronektin Sigma Monoclonal Maus 1:500
Anti- THY 1 Hybridomatiberstand Polyclonal Kaninchen 1. 10
Anti- CD 90 BD Biosciences Polyclonal Kaninchen 1:800
Anti- Perlecan MPI Martinsried Monoclonal Maus 1:200

Tabelle 4 : Primére Antikdrper der Inmunhistochemie

2.17.3. Verwendete sekundire Antikorper

Sekundarer Fluoreszenzantikorper Verdilinnung
CyTMB gekoppelt goat anti- Maus 1gG; Amerham 1:1000
CyTMB gekoppelt goat anti- Kaninchen IgG (H + L); 1:2000

Jackson Immuno Research

Tabelle 5 : Sekundire Antikorper der Immunhistochemie

2.18. BrDU- Markierung

Um eine Aussage Uber die Proliferation der eMSC treffen zu kénnen, wurden sie
24 Stunden vor der Fixierung mit 4% Paraformaldehyd bei 37° C mit dem Thymidin-
Analogon BrDU (5-Bromo-2-Desoxy-Uridin) inkubiert, das statt Thymidin bei der
DNS-Replikation eingebaut wird.

35



Material und Methode

2.18.1. BrDU-Labeling in-vitro

1. Tag

e Die Zellen wurden auf einem Deckgléschen kultiviert; 25.000 Zellen / Well.

2. Tag

e Der Zellrasen wird mit BrDU, in einer Arbeitskonzentration von 10 pM
(Stocklésung [10 mM] 1 :1000 verd.), beschichtet:

e Pro Well werden 500 ul Medium mit 0,5 ul Stocklésung auf die Zellen pipettiert.

3. Tag

e Das BrDU-Medium wird abgesaugt, anschliefend wird die Schale zweimal kurz
mit TBS 0,1% gesplilt.

¢ Eine 15minltige Fixierung mit 4% PFA schlieldt sich an.

e Darauf folgt ein erneuter Waschschritt, 4 x 5 min, mit TBS.

e Zur Demaskierung der Antigene erfolgt eine 45minliitige Praeinkubation mit 1 M
HCI bei 37° C.

e Es wird erneut dreimal 10 min mit TBS gewaschen.

¢ Eine 10minitige Inkubation mit Triton (0,59 g Ammoniumchlorid 0,5 M + 50 ml
Triton X + 20 ml TBS), schlieft sich dem Waschen und der Praeinkubation an.

¢ Im Anschlu daran wird zweimal 10 min mit TBS gewaschen, um samtliche
Tritonreste von der Probe zu eliminieren.

¢ Die Probe wird nun auf die Konfrontation mit dem Priméarantikérper vorbereitet,
indem 5% BSA (5 g in 100 ml TBS) fiir 60 min auf die Zellen appliziert wird.

Im nachsten Schritt wird der Priméarantikdrper, Anti - BrdU (monoclonal mouse) in

einer Arbeitskonzentration von 2 pl / ml ((— 20 pl AK + 980 pl 0,8 % BSA)(0,8%

B3A: 0,8 g in 100 ml TBS)), Uber Nacht bei +4° C oder 1 h bei Raumtemperatur

inkubieren gelassen

4. Tag
¢ Nach Inkubation mit dem Primarantikérper wird das Medium abgesaugt.
¢ Ein erneuter Waschschritt, viermal 10 min mit TBS, schliel3t sich an.

¢ Nun erfolgt die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper fir 60 min.
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e Fiir MSC bietet sich die Fluoreszenzentwicklung mit Goat-anti-mouse cy-2 (1:100 in

TBS) an. Dafiir wird nach der Inkubation mit dem Sekundarantikérper erneut viermal

10 min mit TBS gewaschen.

e Eine Kernfarbung mit Héchst dye (1:1000 in TBS), fiir 10 min bei 37° C erfolgt

abschlielRend.

¢ Vor dem Eindecken in Poly-Aqua-Mount wird 3 x 10 min mit TBS gewaschen.

2.19. Transfektion der Zellen mittels eines adenoviralen Vektors

Ein adenoviraler Vektor der dritten Generation, der von Prof. Kochanek (Sektion fiir
Gentherapie der Universitit Ulm) zur Verfligung gestellt wurde, fand hier
Verwendung. Hierbei handelte es sich um einen high-capacity adenoviral vector HC-
AdFK7, der das enhanced green fluorescent protein (EGFP) exprimiert. Anhand der
grinen Fluoreszenz der Zellen, konnte detektiert werden, in welchen Zellen die
Vektorsequenz inseriert wurde.

Dafiir wurden die Zellen 48 Stunden vor der Fixierung mit einer Vektorstammidsung,
die eine Konzentration von dreimal 10° infektisser Einheiten pro pl enthielt, das
entspricht ca. 50 MOI (multiplicities of infection / Viruspartikel) pro Einzelzelle,
inkubiert. Nach Fixation und Einbettung wurde die Transduktionseffizienz bestimmt.
Dazu wurden alle Zellen gezdhlt, die im Fluoreszenzmikroskop eine positive GFP-
Expression aufwiesen und ins Verhiltnis der Gesamtpopulation gesetzt. Diese wurde
durch eine Hoechst Dye-Kernfarbung ermittelt. Zur Auswertung wurde das

Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophot / Zeiss) verwendet.

2.20. Austestung von verschiedenen Tragermaterialien

2.20.1. Kollagen | Matrix als dreidimensionales Gel

Zum Test der Zellen auf Vertrdglichkeit mit verschiedenen Tragermaterialien wurde
zunachst ein Kollagen | Gel, aus Rattenschwanzkollagen (Firma Roche, Mannheim),

ausgewdhlt. Dazu wurden die Zellen von der Schale abgelést und anschlielfend in
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das zuvor hergestellite Kollagen-Gel pipettiet und mit diesem resuspendiert, um eine
gleichmaRige Verteilung der Zellen in dem noch flissigen Gel zu erreichen. Die Gel-
Zell-Suspension wurde in eine 35 mm Falconschale pipettiert, diese wurde
anschliefend fiir 30 Minuten zum Aushérten des Gels bei 37° C in den Brutschrank
gestellt. Nach den 30 Minuten war das Gel fest und es konnte Kultivierungsmedium

auf die Gelmatrix gegeben werden.

Kollagen | Matrix (1 ml): (Yang et al. 1999)
200 pl 10x M-199

55 pl Aqua dest.

20 pl Glutamin

125 pl NaOH 0,1 mol / |

100 ul Natriumbicarbonat 200 mmol / |
500 pl Collagen (rat tail)

2.20.2. Kultivierung auf Microcarriern

Im folgenden Versuch wurden Cultisphere S Microcarrier der Firrna Percell Biolytica
{Astorp / Schweden) verwendet.

Dazu wurden 1 mg der Microcarrier, in Agua dest. gequollen und autoklaviert. Von
diesen in Agqua dest befindlichen Microcarriern, wurden 100 yl auf 1 Million Zellen
pipettiet. Das Aqgua dest. wurde durch das Basalmedium aus den Microcarriern
eliminiert. Eine 100 mm Falconschale wurde mit Polyheme (Sigma / Deisenhofen)
beschichtet. Polyvheme verhindert, dal} die Zellen auf der Plastikoberflache der
Schale adhaerent werden. Dazu wurde 20 ml Kultivierungsmedium 1 in die Schale
pipettiert, so dalt die Microcarrier in Suspensionskultur mit den Zellen konfrontiert
werden konnten. Danach wurden die Microcarrier zusammen mit einer Million eMSC
in diese Schale gegeben. Die Adhédrenz der Zellen auf den Microcarriern wurde
sowohl lichtmikroskopisch als auch elektronenmikroskopisch untersucht. Das
Medium wurde, wie bei der Expansionskultur der Zellen, zweimal wdchentlich

gewechselt.
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2.20.3. Kultivierung der eMSC auf Microcarriern in einer Rotationskultur im
osteogenen Medium

Fir eine verbesserte Zell-Matrix-Interaktion wurden ebenfalls Microcarrier der Firma
Percell verwendet. Diese Microcarrier wurden wie oben beschrieben zu den Zellen
gegeben, doch diesmal wurde dieses Zell-Microcarrier-Gemisch nicht in einer
statischen Kultur ausplattiert sondern in einer Rotationskultur (Synthicon,
Houston/Texas) kultiviert. In dieser Kultivierungsform konnten die Zellen aufgrund der
standigen Rotation nicht adhaerent und von allen Seiten erndhrt werden. Die
Rotationskultur, imitiert damit gewissermallen die Schwerelosigkeit. Die Zellen
besiedelten, wie bereits beschrieben, erneut die Microcarrier. Das Medium, in dem
die Zellen kultiviert wurden, war ein osteogenes Medium, das dazu verwendet wurde,
eine komplexe Zell-Microcarrier-Verbindung Kkalzifizieren zu lassen. Diese komplexe
Verbindung soll fiir eine spéatere Implantation in einen Knochendefekt genutzt werden
kénnen. Das Tragermaterial garantiert eine Erndhrung der Zellen bis in den zentralen
Bereich, somit kann eine Ischéamie der Zellen ausgeschlossen werden. Auch bei
diesem Ansatz wurde das Medium, wie bei der osteogenen Differenzierung im
Monolayer, alle zwei Tage gewechselt, indem das alte Medium, unter Verschonung
der Zell-Microcarrier-Komplexe, mit einer 10 ml Spritze aus dem Rotationssystem
entnommen wurde. AnschlieRend wurden erneut 10 ml des Mediums in dieses
System appliziet. Es mufte darauf geachtet werden daf? in dem System keine
Luftblasen verblieben, die unter Umstinden eine Verwirblung hatten induzieen
konnen. Nach Ablauf von drei Wochen wurden diese Zellen, adhirent auf den
Microcarriern, mit dem Medium aus dem System entfernt und in einem
Eppendorfréhrchen gesammelt. Nach dem Absinken wurde das Medium von dem
Zell-Microcarrier-Gemisch abgesaugt und die Zellen mit 4% PFA, wie oben
beschrieben, fixiert. AnschlieBend erfolgte eine Einbettung i Eppendorfréhrchen
unter Zugabe wvon Tissue Tec und ein Einfrieren der auf den Microcarriern
befindlichen Zellen bei -80° C.

SchlieBlich wurden die eingebetteten Zellen in einem Kryostaten geschnitten, die
Schnittdicke betrug 7 pm. Die einzelnen Schnitte wurden auf einen Objekttrager
gezogen und mit einer Van-Kossa-Farbung, zum morphologischen Kalknachweis,

gefarbt. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch.
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Abb. 6 : Rotationskultur

a) Ubersicht Cell Rotary System {Synthicon / Houston Texas)
b) Konglomerat aus mit Zellen besiedelten Microcarriern-> mittlerer Pfeil
Luer Lock zum Einflllen der Medien-> rechter und linker Pfeil

2.20.4. Fibrinbeads als Tragermaterial

Die Herstellung der Fibrinbeads wurde mit Hilfe des Fibrinklebers Tissucol Duo der
Firma Baxter (Mannheim) durchgefiihrt.

Dieser Fibrinkleber wurde mit Alginat und 5 IU Thrombin, zuziglich des Ansatzes |l
verwendet (siehe S. 42).

Als Beispiel dient das folgende Protokoll zur Herstellung der Beads:
Verwendete Zellzahl: 1.250.000 eMSC

Beads: 20 Stick
Zellzahl pro Bead: 62.500

Es wurden in ein Eppendorfgefald folgende Substanzen pipettiert:

25 ul Alginat
20 ul Ansatz Il
150 pl Fibrinogen

1.250.000 Zellen
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Zuvor wurde eine 100 mm Falconschale mit Polyheme beschichtet.

Auf diese Schale wurden

20 ml Anasatz IV
2 ml CaCl> Ansatz 20 mM (dem vorher 0,5 ml Thrombin zugefligt wurde)
vorgelegt.

Danach wurden aus dem Eppendorfréhrchen Tropfen, mit einem Volumen von 6 pl
mit einer Eppendorfpipette, in das CaClo-Gemisch pipettiert. Hierbei muBite auf die

Polymerisation der Beads geachtet werden.

Zur vollstindigen Auspolymerisierung wurden die Beads 20 Minuten bei
Raumtemperatur in Ruhe stehengelassen. Nach diesen 20 Minuten wurden sie mit
Puffer | (s.u.) gespillt und in ein 50 ml Falconréhrchen Uberflihrt. Ein zweites Mal
wurden sie mit Puffer | gesplilt. Der Puffer wurde abgesaugt und mit Puffer Il bei
Raumtemperatur flir 15 Minuten inkubiert. Puffer Il (s.u.) wurde abgesaugt und die
Beads wurden mit Medium gewaschen.

In einer vorab mit Polyheme beschichteten 100 mm Falconschale wurden 20 ml
Kultivierungsmedium | vorgelegt, das mit 250 pl Trasylol (Bayer / Leverkusen)
versetzt worden war. Trasylol wirkt einer Aufldsung der Kiigelchen entgegen, da sich
der Fibrinkleber ansonsten innerhalb von zwei bis drei Wochen auflésen wiirde und
damit die Tragersubstanz fir die Zellen verschwunden wére.

Die Kiigelchen wurden mit den Zellen in der Kulturschale inkubiert und ein

Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage.

Pufferldsungen zur Herstellung der Fibrinbeads:

Puffer |;
NaCl (MG: 58,44 g / mol)
KCI (MG:74,56 g / mol)

Hepes (MG:198,17 g/ mol)
Glucose (MG:198,17 g / mol)
EDTA 0,02%
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Puffer II:

Natrium-Citrat (MG: 294,1 g/ mol)

NaCl (MG: 58,44 g/ mol) pH 6,8
EDTA (MG: 372,24 g / mol)

Ansatz |lI:

20 pl Zell-Suspension 1.250.000 Zellen in ,Bead-Puffer*:
140 mM NaCl

5 mM KCI

10 mM Hepes

10 mM Glucose

0,02% EDTA

Ansatz IV:
102 mM CaCl (MG: 147,02 g / mol)

2.21. Einbetten flir die Histologie, sowie flir Semi- und Ultradiinnschnitte

2.21.1. Paraffineinbettung flr das Autotechnicon fiir Stiicke bis zur Dicke von
4 mm

Nach der PFA-Fixierung wurden die Zellpellets aus der chondrogenen

Differenzierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.

Alkohol 75% | und Il jeweils flr 1 Stunde
Alkohol 96% | fir 1 Stunde
Alkohol 96% I fiir 1,5 Stunden

Isopropylalkohol 100% | und Il jeweils fiir 1,5 Stunden
Kylol | und 11 jeweils flr 1 Stunde

AnschlieRend erfolgte die Paraffineinbettung in zwei Schritten.

Paraffin | fiir 1 Stunde

Paraffin Il mindestens 3 Stunden bis 24 Stunden
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{(Die Bezeichnung | und Il bedeutet das Wechseln in frischen Alkohol, Xylol oder
Paraffin.)

2.21.2. Einbetten flr Semi- und Ultradiinnschnitte

Nach der Fixierung wurden die Zellen mit den jeweiligen Trégermaterialien fiir 5
Minuten in 0,07 M Cacodylat-Puffer eingelegt. AnschlieBend wurden die Proben in
einer 2% Osmium-Lésung (in 0,07 M Cacodylat-Puffer) flir zwei Stunden bei 4° C
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit sollten sich die Proben schwarz verfarbt
haben. Es wurde einmal fir 10 min in 0,07 M Cacodylat-Puffer gewaschen und
danach noch zweimal in 0,05 M Maleatpuffer. In diesem wurden die Proben (ber
Nacht bei 4° C aufbewahrt. Der Maleatpuffer sorgte flir einen besseren Zellerhalt. Am
nachsten Tag wurde die Probe in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Die
Reihenfolge war 30%, 50%, 70%, 90%, dreimal 100% fiir jeweils 10 Minuten bei
4° C. Wahrend der nachsten 10 Minuten wurde ein Gemisch aus 100% EtOH und
Propylenoxyd im Verhaltnis 1:1 auf die Proben gegeben, danach folgten 10 Minuten
in reinem Propylenoxyd. Die Proben wurden bei 4° C zwischengelagert. Die weiteren
Schritte der Eponeinbettung erfolgten bei Inkubationszeiten von einer Stunde. In der
ersten Stunde wurde eine Lésung aus Propylenoxyd und Epon im Verhéltnis von 1:1
verwendet, in der zweiten Stunde wurde eine Lésung Propylenoxyd und Epon im
Verhdlthis von 1:3 auf die Proben gegeben. Anschlielfend wurde reines Epon (lber
Nacht auf die Proben gegeben.

Am darauf folgenden Tag wurden Beem-Kapseln (Gelatinekapseln) mit Epon befiillt
und die Proben wurden in die konisch zulaufenden Spitzen der Beem-Kapseln
appliziert. Eine Aushadrtung des Kunststoffes erfolgte im VWarmeschrank bei 60° C.
Die Aushartezeit bei den Microcarriern betrug 2,5 Tage und bei den Fibrinbeads 3
Tage. Nach dem Abkiihlen konnten die in Kunststoff eingebetteten Proben
geschnitten werden.

Rezept zur Herstellung von 25 g Epon:

Epikot 11,56 g
Dodecanylbernsteinsdureanhydrid (DDSA) 7,13 g
Methylnodicanhydrid (MNA) 6,28 g
2,4,6-Triphenol (MMP-30) 0,38 g
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2.22. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.22.1. RNA Isolierung

Die behandelten Proben stammten aus einer chondrogenen Differenzierung, die
sowohl an nativen als auch an kryoprotektierten Zellen stattgefunden hatte. Die
Inkubation erfolgte in einem 15 ml Falconréhrchen in Form einer 3D-Kultivierung im
Pellet von 300.000 Zellen, die sowohl in chondrogenem Medium, als auch ohne
Differenzierungsmedium mit Hilfe der RT-PCR analysiert wurden.

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA aus den eMSC wurde das peqGOLD TriFast der

Firma peglLab Biotechnologie GmbH (Erlangen) verwendet.

Vorbereitung der Zellen

Das Medium wurde von den Zellpellets abgesaugt und es wurde zum Abldsen der
Zellen Accutase appliziert. Mit einer Pipettenspitze wurde das Pellet durch haufiges
und heftiges Resuspendieren mechanisch  zerkleinert. Nach  erfolgter
Homogenisierung wurde die Accutase nach einer Zentrifugationszeit von 5 min bei
800 rpm abgesaugt. Das Pellet wurde zur weiteren Behandlung in ein
Eppendorfréhrchen Uberflihrt. In diesem Zustand konnten die Proben bei -80° C

gelagert werden.

Die weitere RNA-Gewinnung und -Aufreinigung erfolgte nach dem Standardprotokoll
der Firma peqlab (Etlangen) fir pegGOLD TriFast, die im folgenden
zusammengefasst wird.

Suspension bzw. eingefrorenes Pellet in 1 ml TriFast lysieren.

Wenn ndétig, mit Spritze und Kaniile (20 G) homogenisieren und 5 min bei RT =
Raumtemperatur ruhen lassen. Nach der Ruhephase wurden 200 ul Chloroform pro
1 ml TriFast dazugeben und kraftig geschittelt (per Hand, ca. 15 sec.). Danach
wurde die Probe erneut ruhengelassen und zwar fiir 3-10 min bei RT (5 min). Der
Inkubation schlo® sich die Zentrifugation der Probe bei 12000 g, 5 min, RT an.
Danach sollten drei Phasen: unten (rot). Phenol-Chloroform (DNA, Proteine), oben
(farblos): wassrige Phase: RNA, dazwischen: Interphase (DNA, Proteine) deutlich
sichtbar sein. Die obere, wassrige Phase wurde abgenommen (hierin befand sich die

RNA). Diese wurde in ein neues Tube (berfiihrt, hier wurden 500 pl Isopropanol pro
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1 ml TriFast vorgelegt. Zum Vermischen der Probe mit dem Isopropancl wurde kraftig
geschiittelt. Eine erneute Inkubationszeit von 5-15 min (10 min) bei RT schlol? sich
an. In dieser Zeit wurde die Zentrifuge auf 4° C gekiihlt. Die Probe wurde in diesem
Schritt bei 12000 g, fir 10 min und bei 4° C zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
solite ein Pellet sichtbar sein. Der Uberstand wurde vorsichtig vom Pellet
abgenommen und verworfen. Anschlieend wurde das Pellet zweimal gewaschen,
jeweils mit 1 ml EtOH (73%) pro 1 ml TriFast. Dazu wurde EtOH auf das Pellet
gegeben und gevortext, danach erneut zentrifugiert, bei 12000 g flir 10 min und bei
4° C. Nach dem Waschschritt wurde das Ethanol von dem Pellet abgenommen und
die RNA wurde bei RT trocknengelassen. AnschlieRend konnte die Probe in 10 pl
DEPC-Wasser (RNase und DNase freies Wasser) aufgenommen werden und bei -

80° C gelagert werden.

2.22.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgt Uber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 250 nm. Bei dieser Wellenldnge
haben Nukleinsduren in Lésung ihr Absorptionsmaximum. Die Konzentration der
Lésung ist proportional zur gemessenen Extinktion und kann unter Beriicksichtigung
der eingesetzten Verdiinnung berechnet werden, eine Extinktion von 1,0 entspricht

40 pg/ml RNA bzw. 50 pg/ml doppelstréangiger DNA.

2.22.3. DNase Verdau

DNase | ist ein Enzym, das in der Lage ist, einzel- und doppelstrangige DNA
abzubauen, ohne die wahrend der Reaktion vorhandene RNA zu schadigen. Zur
Beseitigung von méglichen DNA-Kontaminationen in der isclierten Gesamt-RNA
wurde daher ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Nach dem Protokoll von Invitrogen
wurden 2 gl Gesamt-RNA in 1x DNase |-Puffer mit 2 U DNase | (Invitrogen) fiir 15
min bei RT inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden anschlielfend 2 ml EDTA
(25 mM) zugesetzt. Die RNA konnte dann direkt in die Reverse Transkriptions- (RT-)
Reaktion eingesetzt werden.

Nach der |Isolierung wvon Gesamt-RNA aus den differenzieten als auch

undifferenzierten eMSC’s, war es teilweise wegen der geringen Ausbeute nicht
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mdéglich, die Konzentration der Gesamt-RNA zu bestimmen. Dann wurde die
gesamte isolierte RNA komplett in den DNase-Verdau und die anschlieRende

reverse Transkription eingesetzt.

2.22.4. Reverse Transkription (RT)

Bei der reversen Transkription wird aus RNA c¢cDNA synthetisiert, die anschlie3end
als Template fir PCR’s dienen soll. Die 2 ug mit DNase | verdaute Gesamt-RNA
wurde zur Aufhebung von Sekundarstrukturen zunéchst in einen Thermocycler
(Primus 96PY MWG AG Biotech / Ebersberg) fur 10 min bei 65° C denaturiert und
anschliefend fiir 2 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe des RT-Mixes erfolgte
innerhalb einer Stunde die Synthese des komplementéaren DNA-Stranges durch das
Enzym ,Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase® (M-MLVY RT)
(Invitrogen) bei 37° C im Thermocycler. Als Primer wurden Qligo-dt16-Primer (MWG)
verwendet. Zur Inaktivierung des Enzyms und zur Denaturierung des RNA / DNA-
Doppelstranges wurde der RT-Ansatz anschliefend fir 5 min bei 90° C erhitzt. Die
erhaltene c¢DNA konnte dann sofort in die verschiedenen PCR-Experimente

eingesetzt werden.

Zusammensetzung des RT-Mixes:

2 Mg RNA

1x First-Standard Buffer (5x) (Invitrogen)
10 mM dNTP-Mix (Genecraft)

0,5 ug Oligo dT16 (MWG)

0,1 M DTT (Invitrogen)

200 U M-MIV RT (Invitrogen)

ad 50 pl RNase freies Wasser

2.22.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) / RT-PCR

Zum Nachweis der Transkripte und zur relativen Quantifizierung der Expression
unterschiedlicher Gene wurde die PCR in einem Thermocycler mit beheizbarem
Deckel (Primus 96PYS MWG AG Biotech) nach dem unten angegebenen Programm

angewendet. 4 ul des RT-Ansatzes (s. RT Ansatz) wurden mit genspezifischen
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Primern (Sequenzen siehe Tab. 7) in die PCR eingesetzt. In einem Reaktionsansatz
wurden gleichzeitig das gewiinschte Zielgen und ein konstitutiv exprimiertes Gen
(housekeeping Gen), hier B-Actin, amplifiziert. Die Annealing-Temperatur wurde flir
jedes Zzielgenspezifische Primerpaar individuell verdndert (Tab. 6). Nach der
Amplifikation wurden die Transkripte mit DNA-Probenpuffer (flinfmal) versetzt, in
einem 2% Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Ethidiumbromid

(Serva / Heidelberg) unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Zielgen- Primer Konzentration Annealing- Temperatur Zyklen
- Aktin —F/R Je 25 pmol 54° C 34
Aggrecan —F/R Je 25 pmol 24° C 34
Collagen-Il =F/R Je 25 pmol 58° C 34

PCR- Bedingungen und Primerkombinationen

Tabelle 6 : Polymerase-Kettenreaktion, Primer

PCR-Ansatz:

4 ul RT-Ansatz (2 ug RNA in RT-Reaktion eingesetzt)

1x PCR-Puffer

10 mM dNTP-Mix

je 2 pmol antisense/sense genspezifischer Primer

je 2 pmol antisense/sense R-Actin Primer

25U Biotherm DNA-Polymerase (Genecraft / Ludinghausen)

ad 50yl H20

PCR-Programm im Thermocycler:

94° C 10 min
94° C 1 min

Annealing 45 sek
72° C 90 sek
72° C 10 min
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DNA-Probenpuffer (flinfmal) :

25 mM Tris / HCI (pH 7,0)
150 mM EDTA

0,05% Bromphenolblau
25% Glycerin

Die folgenden Primerpaare wurden verwendet:

Bezeichnung Strang Sequenz (5-37) GenBank Position Fragment (bp)
eq-- Aktin- F sense ATC CAC GAA ACT ACC TTC AAC AF035774 821- 841 174

eqg-- Aktin- R antisense | CGC AAT GAT CTT GAT CTT CATC 973- 994

eg- aggrecan- F sense ACA ACA ATG CCC AAG ACT AC AFD40637 110- 129 102

eqg- aggrecan - R antisense | GCC AGT TCT CAA ATT GCA AG 192- 201

eq- coll- |- F sense TGA AAC TCT GCC ACC CTG AAT G U62528 3762-3782 | 175

eq-coll- IR antisense | TTIGTCC TTGCTC TTG CTG CTC 3916- 3936

Tabelle 7 : Primersequenzen

2.22.6. Elektrophoretische Auftrennung

Fir die elektrophoretische Auftrennung, zur Visualisierung der PCR-Ergebnisse,
mulite ein Agarose-Gel (2% Agarose, geldst in einmal TBE) gegossen werden.

Nach Aushértung des Gels wurden sowohl ein 100 bp Marker als auch die Proben in
die Taschen des Gels pipettiert. Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer der
Firma Bio Rad ,Sub-Cell GT“ gefillt mit einmal TBE, gegeben und bei einer
Spannung von 90 V fiir 45 Minuten betrieben. Nach der Auftrennung konnte das Gel
in einem Transilluminator der Firma Biometra ,Bio Doc II* (Géttingen) ausgewertet
werden. In diesem werden die Banden, mit Hilfe von UV-Licht, sichtbar gemacht. Mit
dem dazugehérigen Computerprogramm der Firma Biometra konnten die Banden

aufgenommen werden.
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2.23. Mikroskopie

2.23.1. Lichtmikroskopie

Die sich in Kultur befindenden Zellen wurden regelméaBig hinsichtlich ihrer
Morphologie, sowie ihres Proliferations- und Differenzierungsverhaltens untersucht.
Diese Untersuchungen wurden an einem Inversmikroskop, Axiovert 100 (Zeiss /
Oberkochen) durchgefiihrt.

An diesem Mikroskop erfolgten auch Vitalbeobachtungen, die mit einer Digitalkamera
{Leica / Wetzlar) aufgenommen und mit der Software Leica DFC (Version 6)

visualisiert wurden.

Von den in Epon eingebetteten zellbeladenen Fibrinbeads und Microcarriern wurden,
mit Hilfe von Glasmessern, an einem Reichert Ultracut R Mikrotom (Leica
Mikrosystem / Wetzlar), 500 nm dicke Semidiinnschnitte angefertigt, die
anschlielRend auf Glasobjekttrager aufgezogen wurden. AnschlieRend wurde auf
einer Heizplatte mit einer Kkurzen Reaktionszeit an den Schnitten eine
Methylenblaufarbung durchgefilhrt. Die mikroskopische Auswertung fand mit Hilfe
eines Lichtmikrokopes (Zeiss Axiophot) statt.

Die densitometrische Auswertung der osteognenen Differenzierung, der die NBT-
Farbung als Nachweis zugrunde lag, wurde an einem Mikroskop der Firma Olympus
ausgefuhrt. Zur Bildanalyse der densitometrischen Werte wurde mit dem
Bildanalyseprogramm Optimas der Firma Optimas select (Seattle / USA) gearbeitet.
Dazu wurden verschiedene Grauwerte ermittelt (Densitometric units). An den
Schwarzweilaufhahmen wurde ein WeiRBabgleich vorgenommen und der Grauwert
auf 220 festgelegt. Dieser Wert (als Referenzwert filr den Hintergrund) wurde als
Nullwert angesehen und die weiter ermittelten Werte daran abgeglichen. Da 220 als
Nullwert festgelegt war, wurde von gemessenen Grauwerten immer der Hintergrund

(220) abgezogen.
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2.23.2. Fluoreszenzmikroskopie

Die immunhistochemisch hergestellten Préaparate  wurden an einem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss), unter Verwendung von spezifischen
Fluoreszenzfiltern (AF) ausgewertet. Es wurde die Bildaufnahmesoftware Meta Vue

(Visitron / Miinchen) verwendet.

2.23.3. Elektronenmikroskopie

Fir die Elektronenmikroskopie wurden von den in Epon eingebetteten (siche 2.12.2),
zellbeladenen Fibrinbeads und Microcarriern mit einem Diamantmesser an einem
Ultramikrotom Ultracut (Reichert) R 60-70 nm dicke Ultradiinnschnitte angefertigt.
Die Eponschnitte wurden nach Kontrastierung auf Kupfergrits aufgezogen. Die
Untersuchung der Schnitte fand mit Hilfe eines Zeiss EM 902A

Elektronenmikroskopes statt.

2.24. Reimplantation der Zellen

Die Reimplantation wurde an insgesamt 34 Pferden von der chirurgischen
Veterinarklinik fir Pferde der Justus-Liebig-Universitdt in GieRen (5 Pferde) und von
der Tierarztpraxis Rohde in Wachtberg (29 Pferde) durchgefihrt.

Die Zellen wurden nach dem Ablésen zentrifugiert und im Pellet auf Eis jeweils in die
Klinik / Praxis transportiert.

Fir jeden Patienten wurden zwei Eppendorfréhrchen mit jeweils 4 Millionen Zellen
vorbereitet. Die Zellen befanden sich in einem Basalndhrmedium mit Penicillin /
Streptomycin. Dieses war abzusaugen und zu verwerfen.

Das Pferd wurde zur Reimplantation wieder mit Detomedin ca. 0,7 ml (10 mcg / kg
KGW) sediert. Nach der Sedation wurde erneut Flissigkeit aus dem Sternum
gewonnen und mit den Zellen resuspendiert.

Das zu injizierende Volumen konnte auf den Bedarfsfall angepaldt werden, meist
waren es 1 oder 2 ml. Es konnte wahlweise mit Knochenmarkfllissigkeit, Serum oder
NaCl-Lésung resuspendiert werden.

SchlieBlich wurde mittels Sonographie der Defekt an der Gliedmafe aufgesucht und

unter Ultraschallkontrolle die Zellsuspension mittels einer Spritze mit einer 20 G
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Kanille (Terumo / Eschborn) in den Defekt injiziert. AbschlieRend wurde ein Robert-
Jones- oder Réhrenverband angelegt.

Der Trainingsplan fir die Pferde umfaBBte eine Boxenruhe von ca. 3-7 Tagen, mit
einer anschlieRender Schrittphase von ca. 3 bis 5 Monaten, bis zur Abheilung des
Defektes. Waren die Tiere nach der Schrittphase, bei geschlossenem Defekt, beim
Vortraben lahmheitsfrei, konnten die Besitzer wieder mit leichter Trabarbeit beginnen,
mit einer Trainingssteigerung von finf Minuten wdchentlich. Eine Verlaufskontrolle,
sowohl ultrasonographisch als auch palpatorisch und adspektorisch, erfolgt nach ca.

6 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten.

2.25. Bestimmung der Zellzahl und Generationsverdopplungszeit

2.25.1. Zellzahlung der kultivierten Zellen

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einem Hamozytometer (Neubauer-
Zahlkammer). Entsprechend Punkt 2.6 wurde eine Zellsuspension hergestellt und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das entstandene Pellet wurde mit
1 ml Kulturmedium resuspendiert und ein Tropfen dieser Zellsuspension in die
Zahlkammer gefilllt. Es folgte die Zihlung und Addition der Zellen von 16 kleinen
Eckquadraten (16 kleine Eckquadrate entsprechen einem GroRquadrat) im
Phasenkontrastmikroskop. Aus der errechneten Summe wurde der Mittelwert (MW)
bestimmt. Die Zellzahl der Suspension konnte dann anhand folgender Formel

ermittelt werden:

Zellzahliml = MW der Zellzahl aus 2 GroRquadraten x Verdinnungsfaktor x Kammerkonstante (10%)
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2.25.2. Berechnung der Generationsverdopplung

Die Berechnung der Genrationsverdopplungszeit findet sich unter Punkt 2.14.

2.25.3. Statistische Kalkukaltion des Signifikanzniveaus

Fir die statistische Kalkulation der Unterschiede wurde der T-Test zur Darstellung
der Signifikanz herangezogen. Dieser wurde mit Microsoft Excel 9.0 unter Windows
2000 (Microsoft Corp., Redmond, USA) berechnet. Hierbei wurde das

Signifikanzniveau bei p < 0,05 definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Kultivierung equiner mesenchymaler Stammzellen

Equine mesenchymale Stammzellen (eMSC) kénnen aus dem Sternalpunktat von
Pferden isoliert und vereinzelt werden. Nachdem vereinzelt Zellen adhaerent
geworden sind, beginnen sie zu proliferieren. Am zweiten Tag, nach dem
Ausplattieren, kdénnen einzelne adhaerente Zellen auf dem Boden der Schale
gefunden werden. Bereits eine Woche spéter sind einige Zellkolonien aufzufinden,
die sich in dieser Zeit gebildet haben.

In der Kultur mit dem Standardmedium (Kultivierungsmedium 1) zeigen die Zellen
eine typisch spindelférmige Morphologie, ein gutes Proliferationsverhalten sowie ein
gleichmaBRiges Wachstum mit spezifischer stromlinienférmiger Anordnung. Die Zellen
wurden bereits 10 Tage nach dem ersten Ausplattieren passagiert. Danach erfolgten
wdchentlich weitere Passagen, um die Zellen auszudiinnen. Dabei konnte mit den

Zellen eine maximale Passagenzahl von 14 erreicht werden.

Die Zellen proliferieren und ordnen sich stromlinienférmig an, wahrend sich die
Zellkérper allméhlich lang strecken. Morphologisch zeigen die Zellen anfangs ein
kugelférmiges bis dreieckiges Aussehen, das sich zunehmend organisiert (Abb. 8 a-
d). Die Proliferationsrate wurde durch Auszdhlung der Zellen in einer definierten
Rasterschale bestimmt. Hier konnte am ersten Tag nach dem Ausplattieren der
Zellen (Passage 1) in dem Kéastchen 75 Zellen £18,38% gezahlt werden. Am vierten
Tag nach dem Ausplattieren wurden im gleichen Késtchen bereits 1055 Zellen
+12,72% gezahlt. Aufgrund der Schalendichte (Konfluenz ca 80%), mufte nach dem
Auszahlen passagiert werden, so dalR kein weiterer Wert ermittelt werden konnte. Im
Verlauf der einzelnen Passagen nimmt die Proliferationsrate langsam ab. In Passage
14 konnten dann, einen Tag nach dem Ausplattieren, noch 61 £20,5% Zellen und am
vierten Tag nach dem Plattieren noch 577 Zellen £12,72 % gezahlt werden (p <
0,001) (Abb. 7) (n=5).

In Passage 14 sind die Zellkérper nicht mehr scharf umrissen, sondern zeigen
Zytoplasmaausstillpungen, die ihren Zellkérper nicht mehr schlank und langgestreckt

aussehen lassen. Die Zellen nehmen zunehmend eine polymorphe Gestalt an. Diese
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Zellen werden als matur bzw. differenziert bezeichnet. Diese Chargen wurden

deshalb von weiteren Experimenten ausgeschlossen.
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Abb.7 : Proliferation

Angaben zum Proliferationsverhalten in den Passagen 1 und 14
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sverhalten in den Passagen 11
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Abb. 8 : eMSC nach Isolation im Kultivierungsmedium 1 im zeitlichen Verlauf;

a) Zellen einen Tag nach dem Ausplattieren

b) Am dritten Tag, nach dem Plattieren, hat die Zellzahl deutlich zugenommen

c) Funf Tage nach dem Aussaen zeigen die Zellen eine stromlinienférmige Anordnung mit deutlich
gestreckten Perikarya, Konfluenz von ca 80%

d) Nach sieben Tagen zeigte sich eine deutliche Uberlappung der Zellen mit unterschiedlichen
Ausrichtungen

Balken entsprechen 90 um

3.2. Colony forming units-fibroblast assay (CFU)

Zum Nachweis des selbsterneuernden Potentials des MSC und zur
Veranschaulichung der Abhéngigkeit der eingesetzten Zellzahl auf die
Koloniebildung wurden definierte Zellzahlen in eine Schale appliziert und
anschlielend mit einemn CFU ausgewertet (n = 3). Die Kolonien geben einen
Aufschluf} liber das Teilungsverhalten (Frequenz und Reinheit) der Zellen.

Diese Untersuchung hat ergeben, daR bereits eine Zellzahl von flinf eMSC
ausreichend war, um ein Koloniewachstum von 2 Kolonien verzeichnen zu kénnen.

Bei dem Einsatz von 10 Zellen konnten 4 Kolonien, bei 100 Zellen 35 Kolonien, bei

55



Ergebnisse

1000 Zellen bereits 180 Kolonien, bei 10.000 Zellen 2.000 Kolonien und bei dem
Einsatz von 50.000 Zellen sogar 4.000 Kolonien verzeichnet werden (Abbildung 10).

Die Kolonien konnten mittels Cresylviolettfarbung dargestellt werden.

Abb. 9 : CFU-Assay: Koloniewachstum nach 14 tigiger Kultivierung (n = 3)

a) GFU mit einer Zellzahl von 50 Zellen / Schale, es bildeten sich 20 Kolonien
b) CFU mit einer Zellzahl von 500 Zellen / Schale, es bildeten sich 100 Kolonien

CFU-F Assay
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Abb. 10 : CFU-F Assay (n = 3)
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3.3. Demonstrations des Teilungspotentials der Zellen mittels Ki 67

Mit Ki 67 wird das Teilungspotential der Zellen demonstriert. Zellen, die sich zum
Zeitpunkt der Fixation in Teilung befanden und dann mit einem Antikérper, Anti-Ki 67,
konfrontiert wurden, wurden durch die Antikérperbindung spezifisch markiert (n = 5).
Mit Ki 67 konnten nur die Zellen dargestellt werden, die sich zum Zeitpunkt der
Fixierung in Teilung befanden. Deshalb konnte anhand dieser Farbung kein
RiickschluR auf die Proliferationsrate gezogen werden. Um dariiber einen Uberblick
zu bekommen, wurde die Teilungsrate mit Hilfe der BrDU-Markierung ermittelt. Der
Unterschied zur Ki 67 besteht darin, dalR bei Ki 67 nur der Moment der in Teilung
befindlichen Zellen bei der Fixierung erfal3t wurde, hingegen bei der BrDU-
Markierung die Zellteilung lber einen Zeitraum wvon 24 Stunden beurteilt werden
kann. Deshalb wurde im weiteren noch eine BrDU-Markierung der Zellen

durchgefiihrt.

\

/ -

Abb. 11 : Visualisierung des Zellteilungspotentials mittels Ki 67

Die Pfeile deuten auf die sich in Teilung befindlichen Zellen
Balken entspricht 30 um (n = 5)
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3.4. Kryokonservierung in flissigem Stickstoff

Um zu untersuchen, ob eine Kryokonservierung der Zellen in flissigem Stickstoff
mdglich ist, und ob sich diese problemlos einfrieren und auftauen lassen, wurde die
Zellvitalitat nach Kryokonservierung und Auftauen untersucht (n = 12). Insbesondere
war es das Ziel der Untersuchung, herauszufinden, ob durch eine Kryokonservierung
die Zellen hinsichtlich ihres Proliferations- und Differenzierungsverhaltens

Alterationen aufwiesen.

Abb. 12 : Kryokonservierte und nicht-konservierte Zellen

(a+b) Kryokonservierte Zellen, (a) Zellen in Passage1+1, (b) Zellen in Passage 1+7
(c+d) unkonservierte Zellen, (c) Zellen Passage 2, (d) Zellen in Passage 8
Balken entsprechen 90 um (n = 12)

Die kryokonservierten Zellen zeigten gegeniliber den nicht-kryokonservierten Zellen
keine Unterschiede hinsichtlich ihrer Morphologie. Es sind weder in der friihen
Passage P1+1 und P2, noch in einer hohen Passage P1+7 und P8 morphologische
Abweichungen gegeniber den nicht-kryokonservierten Zellen zu erkennen. Die

Zellen wiesen insgesamt eine spindel- oder fibroblastendhnliche Morphologie auf,
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vereinzelt fanden sich in beiden Ansatzen mature Zellen, d.h. mehr polymorphe
Phanotype.

Nach dem Auftauen zeigten die Zellen immer noch das Bestreben Zell-Zell-Kontakte
auszubilden, sowie die Tendenz, sich stromlinienférmig auszurichten.

Es waren keine Verdnderungen der ,alteren” Zellen aus den hdéheren Passagen
{(P1+P7 und P8) gegeniber den ,juvenilen” Zellen aus den Passagen P1+1 und P2,

erkennbar.

3.5. Untersuchung zur Vitalitat der eMSC bei Lagerung auf Eis und bei +4° C

Fir diese Untersuchung wurde eine Zellzahl von 1 Million Zellen pro 1 ml Medium

eingesetzt (n = 6).

Uberlebenszeit eMSC
95,0% |
90,0% T\\\L\+\+\
85,0% |
80,0% < \\'r
75,0% \

70,0% N

65,0%

60,0%
Oh 1h 5h 8h 16 h 26 h 32h 47 h

—e—Eis | 100,0% | 971% | 949% | 93,1% | 850% | 78,3% | 74,6% | 68,9%
—8—-4°C | 100,0% | 97,8% | 97,4% | 95,9% | 918% | 90,5% | 86,4% | 78,5%

Abb. 13 : Darstellung der Uberlebenszeit der eMSC bei unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen (n = 6)
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Da flir einen routinemaligen Einsatz der Zellen z.T. lange Transportwege
zurlickgelegt werden missen, war es, im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz
der Zellen, Ziel dieser Teiluntersuchung, den Zellmetabolismus flir diesen Zeitraum
herabzusetzen.

Da das Herunterkilhlen auf Raumtemperatur nicht ausreichend war (um die
Stoffwechselaktivitat ausreichend herabzusetzen), wurden die Zellen auf Eis
transportiert und bis zur terminalen Implantation in das Empféangertier im Kiihlschrank
bei 4° C gelagert. Aus diesem Grund mufdte die Zahl lberlebender Zellen ermittelt
werden, die 24 bzw. 28 Stunden nach dem Ablésen von der Schale noch vorhanden
waren.

Anhand der ermittelten Zahlen wurde die einzusetzende Zellzahl zur Implantation
bestimmt.

Bevor die Zellen gekiihlt wurden, muBten sie von der Kultivierungsschale abgelést
werden. Dies filhrte wahrend des Ablésens zu einem Zellverlust von ca. 8%, der bei
dieser Untersuchung beriicksichtigt wurde.

Vor der Lagerung auf Eis oder bei +4° C wurde eine Ausgangszellzahl von 1 Million
lebender Zellen pro Milliliter gewahlt. Bei einer Lagerung der Zellen, bei 4° C (im
Kihlschrank) und auf Eis, konnte nach 1 Stunde eine Verlustrate von 29% + 2,7%
auf Eis und von 2,2% % 2,2% bei +4° C ermittelt werden. Dies entsprach 978.000
lebender Zellen auf Eis und 985.000 lebenden Zellen bei +4° C. Im weiteren Verlauf
wurde beobachtet, da® nach 5 Stunden auf Eis 950.000 Zellen und bei +4°C
978.000 Zellen ilberlebten. Dies entsprach einem Verlust nach der ersten Stunde
von 5,1% * 3,5% auf Eis und 2,6% % 1,9% bei +4° C. Ein deutlicher Zelltod konnte
nach 16 Stunden ermittelt werden, dieser lag bei auf Eis gekiihlten Zellen bei
870.000 lebenden Zellen und bei +4° C gekiihlten Zellen bei 951.000 lebenden. Mit
einer Verlustrate von 15% * 8,4% (Eis) der Ausgangszellzahl bzw. von 8,2% * 6,5%,
(+4° C) stellte sich heraus, dal3 die Zellen bei einer Lagerungstemperatur von +4° C
deutlich weniger Zellverluste erleiden, als es bei einer Lagerung auf Eis der Fall war.
Trotz des Verlustes von 15% (Eis), nach einer Lagerung auf Eis von 16 Stunden,
konnte nur ein vergleichbar geringer Prozentsatz an toten Zellen ermittelt werden.
Diese Tendenz konnte bis zum Ende des Versuches weiter beobachtet werden.
Selbst nach einer Lagerung von 47 Stunden Uberlebte, sowohl auf Eis als auch bei
+4° C, eine hohe Anzahl von Zellen. Auf Eis wurden nach 47 Stunden 730.000
iberlebende Zellen und bei +4° C noch 893.000 lebende Zellen gezadhlt. Dies
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entsprach einer Verlustrate von 31,1% £5,2% der Zellen auf Eis und einer Verlustrate
von 21,5% £ 11,1% bei +4° C.

Beide Populationen wurden nach 47 Stunden unterschiedlicher Kiihlung auf 60 mm
Falconschalen ausplattiert. Die Kulturen wurden schnell adhaerent und proliferierten
innerhalb eines Tages nach dem Ausplattieren. Die Zellen wiesen keine
morphologischen Abweichungen auf {(a+b kryokonserviete und c¢+d nicht-
konservierte Zellen). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der

Uberlebensrate bei den beiden Lagerungsarten der Zellen (p = 0,100).

3.6. Untersuchung des Einflusses einer hypoxischen Stoffwechsellage auf das
Proliferationsverhalten der eMSC’s

Da die MSCs zur Regeneration von bradytrophen Gewebe wie Knorpel und Sehne
eingesetzt werden sollen, wurden die Zellen auch unter einer reduzierten
Sauerstoffspannung kultiviert (n = 5). Im Vergleich zu einem Sauerstoffgehalt von
21% (Normoxie), wurden sie auch unter hypoxischen Bedingungen bei 3%
Sauerstoffgehalt kultiviert. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der Zellzahl
{Generationsverdopplungszeit) und histologisch, mit Hilfe des BrDU-Labelings mit
anschlieender immunhistochemischer Detektion der proliferativen Zellen.

Anhand der ermittelten Generationsverdopplungszeiten konnte dargestellt werden,
dal die Zellen, die unter Standardbedingungen Kkultiviet wurden, eine deutlich
langere Verdopplungszeit bendtigten, als die Zellen, die unter Sauerstoffreduktion
(3% Sauerstoffgehalt) kultiviert wurden. Diese Signifikanz stellte sich hauptsachlich
bei den Zellen der Passagen 1 dar (p < 0,001) (n = 5). Die unter Sauerstoffreduktion
kultivierten Zellen der Passage 1 bendtigten lediglich 43 Stunden +£11,2%, die unter
Standardbedingungen kultivierten Zellen bendtigten 87 Stunden +47,2%. In den
folgenden Passagen, 2 und 3, verringerte sich die Verdopplungszeit unter beiden
Kultivierungsbedingungen. So betragt die Verdopplungszeit in Passage 2 unter
Standardbedingungen 30 Stunden +4,9% und unter reduziertem Sauerstoffgehalt 25
Stunden x1,4%. In Passage 3 verringerte sich die Verdopplungszeit nochmals und
der zeitliche Abstand zwischen reduziert kultivierten Zellen, 16 Stunden +1,4%, und
den standardmaBig kultivierten Zellen, 18 Stunden +1,7%, verringerte sich ebenfalls,
deshalb liegt keine Signifikanz in den Passagen 2 und 3 vor (p = 0,100). Durch die

Addition der Werte (iber drei Passagen ergibt sich in Summe betrachtet jedoch, dal®
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die Sauerstoffreduktion eine hoch signifikante Reduktion der

Generationsverdopplungszeit auf die Zellen hat (p < 0,001).

Generationsverdopplung

O Standard BReduziert |

180
160 -
140 -
120 -
100 -

Stunden

80 -
60 -

20 1

H

Passage Passage? Passage3 Summe

Abb. 14 : Generationsverdoppelung unter Sauerstoffreduktion {n =5)

Unter Verwendung des Proliferationsmarkers BrDU konnten die Befunde zur
herabgesetzten Generatiosverdopplungszeit unter reduziertem Sauerstoffgehalt
bestatigt werden (n = 5). BrDU wurde den Zellen zugefligt und konnte Uber 24
Stunden wvon den Zellen aufgenommen werden, was dazu filhrte, dal? die
Proliferationsrate innerhalb von 24 Stunden beurteilt werden konnte. Um einen
Uberblick Uber die gesamte Zellpopulation zu bekommen, wurden die Kerne mit
Hoechst Dye gegengefarbt. So konnte durch Auszidhlen aller Kerne (Hoechst Dye)
und der BrDU-positiven Kerne, die Zahl der proliferierenden Zellen von der

Gesamtpopulation bestimmt werden.
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Abb. 15 : BrDU-Labeling; Kultivierung unter Standardbedingungen und unter
Sauerstoffreduktion

a) Zellen die unter Standardbedingungen (21% Sauerstoff) kultiviert wurden
b) Zellen die unter Sauerstoffreduktion (3% Sauerstoff) kultiviert wurden
Balken entspricht 50 ym, (n =5)

Dal3 sich unter Sauerstoffreduktion ein Grofiteil der Zellen in Teilung befand, wird in
Abb. 15 deutlich. Prozentual ausgedriickt teilen sich 70,7% %8,9% der unter 3%
Sauerstoffgehalt kultivierten Zellen. Unter Standardkultivierungsbedingungen, bei
einem Sauerstoffgehalt von 21%, teilen sich 66,9% £5,9% der Zellen innerhalb eines
Tages. Es konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden(p = 0,100). Da
es sich in diesem Versuch lediglich um ein Zeitfenster von 24 Stunden handelt, wird
lediglich eine erhdhte Proliferationsbereitschaft visualisiert. Die Signifikanz der
Sauerstoffreduktion wird erst bei einer Kultivierungsdauer von 5 Tagen sichtbar.
Desweiteren ist eine genaue Auszidhlung der Zellen vom Zeitpunkt des
Ausplattierens bis zu Ablosen der Zellen mdéglich. Im oben beschrieben Verfahren
werden nur Teile der Schale ausgezdhlt und somit die tatsachliche Zellzahl der

Schale nicht erfasst.
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BrDU markierte Zellen an 100 % Gesamtpopulation

Abb. 16 : BrDU-Markierung,

Prozentualer Anteil der BrDU markierten Zellen, sich in Teilung befindenden Zellen an der
Gesamtzellzahl, sowohl unter Standardbedingungen bei 21% Sauerstoffgehalt als auch bei
reduziertem Sauerstoffgehalt von 3%, (n = 5)

3.7. Untersuchung zur Proliferationsaktivitat und zur Zellemorphologie in
unterschiedlichen Seren und Medien

In diesem Versuch sollte gezeigt werden, ob die Verwendung unterschiedlicher
Medien und Seren einen EinfluB auf die Zellvitalitdt und damit auf die
Zellmorphologie hat (n = 3).

Dazu wurden zwei Medien verwendet. Zum einen das in der Literatur beschriebene
DMEM, das fir die Kultivierung von Pferdezellen standardmaRig verwendet wird, und
zum anderen «MEM, das Ublicherweise als Standardmedium in der Kultivierung von
humanen mesenchymalen Stammezellen Verwendung findet (Hegewald et al. 2004a;
Klinz et al. 2005; Arnhold et al. 2006b).
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Als Seren fanden verschiedene adulte Pferdeseren (in Medium 1-3), sowie ein
Fohlenserum (in Medium 4) und ein Kailberserum (in Medium 3) Verwendung.

Alle Pferdeseren wurden in einer Konzentration von 10% und das Kélberserum in
einer Konzentration von 20% eingesetzt. Die unterschiedlichen Konzentrationen der
Seren wurden aus Angaben unterschiedlicher Protokolle in diesen Versuch
ilbernommen (Lennon et al. 1996; Fortier et al. 1998; Hegewald et al. 2004a; Smith
et al. 2003a; Koerner et al. 2006; Carstanjen et al. 2006).

Es wurden alle fiinf Seren sowohl in DMEM als auch in «MEM eingesetzt, so dal

letztlich die Daten aus 10 Medienspezifikationen analysiert wurden.

In den ersten funf Tagen nach dem Ausplattieren waren in keinem der Anséatze
Zellen zu erkennen. Am sechsten Tag konnten jedoch in allen Schalen vereinzelte
Zellen detektiert werden.

In dieser Initialphase wiesen die Zellen keine morphologischen Unterschiede auf.
Das &nderte sich jedoch nach der ersten Passage, die am 9. Tag nach dem
Ausplattieren bei allen Schalen erfolgte.

Sowohl in DMEM als auch in «MEM konnte beobachtet werden, daf® die Zellen die
mit den Seren 2 und 4 (2 = adultes Pferdeserum, 4 = Fohlenserum) kultiviert wurden,
deutliche morphologische Abweichungen gegeniber den anderen
Kulturbedingungen aufwiesen (Abb. 18 b + d und Abb. 19 g +i).

Diese Zellen zeigten ein rundes Erscheinungsbild mit multipler Vakuolenbildung und
einer adipogenen Differenzierung der Zellen. Die deutlichsten morphologischen
Unterschiede wurden allerdings im Fohlenserum (Serum 4) sichtbar. Hier stellten
sich die Fettvakuolen besonders grol3 und deutlich dar, was darauf schlielen lie3,
dalR das Fohlenserum trophische Substanzen enthielt, wodurch eine hypertrophe
Stoffwechsellage  induziet wurde. Dagegen waren die Zellen in ihrem
Proliferationsverhalten gehemmt, so daR die Zellen bereits in Passage 2 nicht
weiterkultiviert werden konnten. Die Zellen, die in den anderen Seren (DHS 1 und 3,
sowie FCS 3) kultiviert wurden, zeigten wiederum das typische spindelférmige
Aussehen, sie waren lang gestreckt und von schlanker Morphologie (Abb, 18 a,c und
e; Abb. 19 h+j). Die Zellen, die in den Seren DHS 2 und DHS 4 (DHS 2 = adultes
Pferdeserum, DHS 4

verdanderten Morphologie ein verringertes Proliferationsvermégen auf. Deshalb

Fohlenserum) kultiviert wurden, wiesen heben der

wurden diese Zellen bereits in sehr frihen Passagen (Tab. 8 nicht mehr weiter
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kultiviert. In aMEM mit DHS 2 wurden die Zellen in Passage 7 mit einer
Schalenkonfluenz von 60% nicht weiterkultiviert, da sie sich gro und rund
darstellten. Die Zellen zeigten eine Zunahme an Fettvakuolen unterschiedlicher
GroRRe, die mit steigender Kultivierungsdauer ineinander konfluierten. Diese Zellen
wurden (ber 28 Tage kultiviert, wobei die Besatzdichte der Zellen in der Schale bei
einer Konfluenz von 60% stagnierte. Die eMSC, die in aMEM mit DHS 4 kultiviert
wurden, konnten ebenfalls nur bis in Passage 6 kultivier werden. Sie zeigten
erhebliche morphologische  Veranderungen und eine  Stagnation des
Proliferationsverhalten bei 40%, bei einer Kultivierungsdauer von 29 Tagen. Diese
Zellen stellten sich rund und gro dar, wobei auch hier die Anzahl und GréRe der
Vakuolen der Zellen mit zunehmender Kultivierungsdauer anstieg. Die in DMEM
kultivierten Zellen zeigten ein &hnliches Bild. Die eMSC erreichten in DMEM
zusammen mit dem Serum DHS 2 die Passage 6, hatten ein rundes und
vakuolenhaltiges Erscheinungsbild und neigten zur Agglutination (Abb. 19 g). Die
Kultivierungsdauer in Passage 6 erstreckte sich liber 20 Tage, was bedeutet, dal® die
Proliferation bei einer Schalendichte von 40% stagnierte. Am schlechtesten
proliferierten die Zellen in DMEM mit DHS 4 (Abb. 19 i), in diesem Medium erreichten
die Zellen nur die Passage 3 und wurden von der weiteren Kultivierung
ausgeschlossen. Es handelte sich bei diesen Zellen um sehr groRe Zellen, mit einem
ausgepragten Vakuolenanteil. Die Kultivierungsdauer erstreckte sich in dieser
Passage (iber 15 Tage, in denen keine Proliferation mehr stattgefunden hatte. Die
Zellen, die in dem Serum 1 (adultes Pferdeserum) kultiviet wurden, konnten in
aMEM bis zur Passage 8 kultiviert werden, in DMEM jedoch nur bis Passage 4 (Abb.
19 f).

Deutlich langer konnten die Zellen in den Seren 3 und 5 (3 = adultes Pferdeserum
und 5 = Kaélberserum) passagiert werden. Diese Zellen erreichten die
Passagenzahlen 12 bis 14 (Abb. 18 ¢ + e; Abb. 19 h + i). In der Morphologie
unterschieden sich diese Zellen nicht, lediglich in ihrem Proliferationsvermdgen, das
sich sowohl in der Zellzahl als auch in der Proliferationsgeschwindigkeit ausdriickte.
Im Serum DHS 3 konnte in aMEM die Passage 14 und in DMEM die Passage 12
erreicht werden. In beiden Kulturen stellten sich die eMSC langgestreckt und von
iblicher Morphologie, mit Neigung zur Agglutination, dar. Die Proliferation stagnierte
bei einer Dichte von 50% und einer Kultivierungsdauer von 15 Tagen. In DMEM mit

FCS 5 erreichten die Zellen Passage 13, wobei sie keine morphologischen
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Verdnderungen aufwiesen. Die héchste Passage, namlich 14, wurde auch mit den
eMSC in aMEM und FCS 5 erreicht. Sie zeigten ebenfalls keine morphologischen
Verdnderungen, aber aufgrund der stagnierenden Proliferation nach einer
Kultivierungsdauer von 10 Tagen, in Passage 14, und einer Besatzdichte von 20%
mulite die Kultur abgebrochen werden.

Im Zuge der Untersuchung zu den besten Kultivierungsbedingungen erwiesen sich
zwei Seren als besonders geeignet. Dazu gehdrte das adulte Pferdeserum (Serum 3)
und das Kalberserum (Serum 3).

Insgesamt zeigte sich, daR unter Verwendung von aMEM in Verbindung mit dem
Kalberserum (FCS 20%) die hdchsten Passagenzahlen, P 13 und P14, und die
niedrigsten Verdopplungszeiten, 21 Stunden in aMEM und 36 Stunden in DMEM,
erzielt werden konnten (Tabelle 8). Darliber hinaus zeigten die eMSC’s unter diesen
Bedingungen die typische Morphologie fir MSC’s

Unter Verwendung der unterschiedlichen Seren konnten Unterschiede in der
Kultivierungsdauer und der dabei erreichten Zellzahl ermittelt werden. So konnte in
dMEM in Passage 1 mit FCS 5, in einem Kultivierungszeitraum von vier Tagen, eine
Anzahl von 1848 Zellen £313 erzielt werden. Im gleichen Zeitraum erreichten die in
DHS 1 kultivierten Zellen eine Zellzahl von 1457 +516 und die Zellen in DHS 3 1299
+59. Dagegen benétigen die Zellen, die in DHS 2 und DFS 4 kultiviert wurden, einen
Zeitraum von sechs Tagen und erreichten, bei ihrer Passage, lediglich eine Zellzahl
von 749 £11, DHS 2 und DFS 4 von 220 Zellen 66 (Abb. 20 oben).

In DMEM in Passage 1 konnte ein ahnlicher Verlauf dagestellt werden. Jedoch
konnte hier erst am fiinften Tag ein sprunghafter Anstieg der Zellzahl, vor allem mit
DHS 3 und FCS 5 gezeigt werden. Die in DHS 3 kultivierten Zellen zeigten eine
Zellzahl von 1712 Zellen £50, die in FCS 5 1307 Zellen £323. Weitere 3 Tage spdter,
am achten Tag, konnten die Zellen die in DHS 1 kultiviert wurden, aufgrund ihrer
Konfluenz passagiert werden. Sie hatten bei Passage eine Zellzahl von nur 363
Zellen +236. Eine noch geringere Zellzahl konnte bei DFS 4 verzeichnet werden,
diese konnten erst am 12. Tag nach dem Ausplattieren passagiert werden und
zeigten nur 4 Zellen 0 nach dem Ablésen. Gleichermafien stellten sich die in DHS 2
kultivierten Zellzahlen dar, hier konnten am achten Tag nach dem Ausplattieren
ebenfalls nur 4 Zellen £0 nachgewiesen werden.

Die Proliferationstendenzen sind der Abb. 20 oben und unten visuell zu enthehmen.
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In Passage 5 mit dem Kultivierungsmedium aMEM konnte bereits die Zellzahl in DFS
4 nicht mehr bestimmt werden, und sie ist deshalb bereits in dieser Tabelle nicht
mehr aufgefiihrt. Diese Zellen wurden noch einmalig mit passagiert, dann wurde die
Kultur jedoch in Passage 6 mangels Proliferation beendet.

Die verbliebenen Seren zeigten unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten der
Zellen in ihrem jeweiligen Kultivierungsmedium. So konnten die Zellen, die unter
Verwendung von FCS 5 kultiviert wurden, bereits nach drei Tagen von der Schale
abgelést und passagiert werden. Hierbei konnte eine Zellzahl von 577 Zellen £35
ermittelt werden. Am flinften Tag wurden die Zellen aus dem Kultivierungsmedium
DHS 2 passagiert. Diese zeigten lediglich eine Zellzahl von 220 Zellen +£34. Jeweils
am siebten Tag wurden die Zellen aus DHS 3 und DHS 1 passagiert. Hier wurden
dhnliche Zellzahlen ermittelt, DHS 3 mit einer Zellzahl von 582 Zellen £54 und DHS 1
mit einer Zellzahl von 5332 Zellen +86.

Die Passage erfolgte anhand der Konfluenz der Zellen in ihrer Schale.

Hier wurde bereits deutlich, dal® das Proliferationsvermégen der Zellen sich zum
einen verlangsamte (Tage bis zum erneuten Passagieren und Konfluenz) und zum

anderen auch die Proliferationsbereitschaft sank (Zellzahl).

Noch deutlicher stellt sich die Entwicklung in DMEM dar. Bis in Passage 5 konnten
sich lediglich zwei Seren durchsetzen. Es handelt sich hierbei um die Seren DHS 3
und FCS 5. Diese wurden beide am vierten Tag nach dem Ausplattieren erneut
passagiert und wiesen folgende Zellzahlen auf: DHS 3 zeigte eine Zellzahl von 151

Zellen 27 und in FCS 5 konnten noch 210 Zellen 19 gezdhlt werden.
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a MEM
Serum Pferd adult |Pferd adult [Pferd adult Fohlen Kélber
Interne Nummer: 1 2 3 4 5
Anteil in % am Medium 10 10 10 10 20
erreichte Passagenzahl 8 7 14 6 14
Verdopplungszeit in Stunden 37 44 40 76 21
DMEM
Seren: Pferd adult |Pferd adult [Pferd adult Fohlen Kélber
Interne Nummer: 1 2 3 4 5
Anteil in % am Medium 10 10 10 10 20
erreichte Passagenzahl 4 4 12 3 13
Verdopplungszeit in Stunden 65 111 60 214 36

Tabelle 8 : Ubersicht der verwendeten Seren (n = 3)
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Abb. 18 : Morphologie der Zellen unter Darstellung der Fettvakuolenl in aMEM (n = 3)

unter Verwendung von unterschiedlichen Seren

Red Oil/Hamatoxyllin Farbung, 25mal, Balken entsprechen 120 um

a) Donor Horse Serum 1; lang gestreckte Zellen, einige Fettvakuolen, typische Morphologie flr
eMSC’s

b) Donor Horse Serum 2; rund-ovale Zellen mit deutlicher Fetteinlagerung, entsprechen nicht der
typischen Stammzellmorphologie

c¢) Donor Horse Serum 3; lang gestreckte Zellen, wenige Fettvakuolen, typische spindelférmige
Morphologie

d) Donor Foal Serum 4; runde Zellen mit stark fetthaltigen Vakuolen

e) Fetal Calf Serum 5; typische Morphologie fur MSC
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Abb. 19 : Morphologie der Zellen unter Darstellung der Fettvakuolen in DMEM (n = 3)

unter Verwendung von unterschiedlichen Seren

Red Qil/Hamatoxyllin Farbung, 256mal; Balken entsprechen 120 um

f) Donor Horse Serum 1 bereits mature Zellen mit Fettvakuolen, die keine typische MSC-
Morphologie aufweisen

g) Donor Horse Serum 2; sehr grofl3e, unformige Zellen, angefullt mit Fettvakuolen, keine typische
Morphologie fur MSC mehr vorhanden

h)} Donor Horse Serum 3;eMSC’s mit typischer Morphologie, enthalten einige Fettvakuolen

i} Donor Foal Serum 4; Zellen sind fast ausschlieRlich mit Fettvakuolen gefullt, so dass die
Perikarien kaum noch sichtbar sind

J) Fetal Calf Serum 5; typische Morphologie fur MSC's
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Proliferation in P 5 in aMEM
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Abb. 22 : Serumtestung {(n = 3)

Uberblick tber das Proliferationsverhalten unter Verwendung verschiedener Seren und Medien

3.8. Untersuchung der Zellmigration (wounded healing assay) nach
Anfertigung eines Scratches

Um die Migration der eMSC nachvollziehen zu k&nnen, wurde in den intakten,

konfluenten Zellrasen mit einer blauen Eppendorfpipettenspitze (& 0,08 cm) an

einem Lineal ein gerader Strich in den Zellrasen (ber die gesamte Petrischale

gezogen (n = 8). Dadurch wurde dieser Zellrasen lokal zerstért und es entstand somit

an dieser Stelle ein zellfreies Areal. Aufgrund der Zerstérung des Zellrasens wird

dieser Migrationsassay auch als Scratch Assay bezeichnet. Nach Anfertigung des
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Scratches wurde unter einem Phasenkontrastmikrsokop eine Stelle gesucht, an der
die Zellen unterschiedlich ausgerichtet waren. Die Vitalbeobachtung wurde Uber zwei
Tage durchgefiihrt. Die Zellen bildeten nach dieser Zeit wieder einen Verband, dabei
wurde jedoch beobachtet, dalR die Zellen, die bereits in Richtung der
gegenliiberliegenden Seite orientiert waren, schneller auf die andere Seite migrierten
als jene Zellen, die vertikal ausgerichtet waren. Dies konnte mit Hilfe einer Phalloidin-
Farbung, zur Darstellung der Aktinfilamente, bestétigt werden (Abb. 25). Dal} es sich
in diesem Fall tatsdchlich um Migration und nicht nur um Proliferation mit
Vorschieben der Zellen handelte, wurde durch die Motilitat einzelner Zellen
verdeutlicht, die sich aktiv aus ihrem Verband Idsten und losgelést von dem
Zellverband auf die gegeniiberliegende Seite des Scratches wanderten, um dort
schnellstmdglich erneute Zell-Zell-Kontakte aufzunehmen (Abb. 23).

In einem weiteren Versuchsansatz wurde durch Zugabe von Zytokinen bzw.
Wachstumsfaktoren getestet, ob diese EinfluR auf die Zellmigration hehmen kénnen.
Bei den getesteten Substanzen handelte es sich um Basic fibroblast growth factor
(bFGF 1mg/ml) und Interleukin 6 (IL6 10ng/ml). Die Untersuchungen ergaben, dal}
die Migration der Zellen durch Zugabe von bFGF vollstindig gehemmt wurde. Uber
einen Zeitraum von 42 Stunden konnte keine Zellbewegung verzeichnet werden
{ohne Abb.).

Anders stellte sich dies unter Zugabe von IL 6 dar. IL 6 hat einen positiven Einflu
auf die Migration der Zellen in mehrfacher Hinsicht. Zum einen zeigen die Zellen eine
gesteigerte  Motilitat, sie bewegen sich deutlich schneller als unter
Kontrollbedingungen, und IL & hat auch einen positiven Effekt auf die Teilungsrate
der Zellen. Die gesteigerte Migration unter Zugabe von IL 6, ARt sich durch einen
Kontrollscratch unter Standardbedingungen sehr gut verdeutlichen. Die Zellen die mit
im IL 6 behandelt wurden, sind zu einem deutlich friiheren Zeitpunkt in der Lage, die
Zusammenhangstrennung zu verschlielBen, als das unter Kontrollbedingungen der
Fall ist. Das Abwandern erster Zellen aus dem Verband wurde bei den
Kontrollscratches nach 2 Stunden £20 Minuten und bei den Scratches, denen IL6
zugefiigt wurde, bereits nach 1 Stunde 10 Minuten festgestellt. Bereits 5 Stunden
nach Anfertigung des Scratches  wurde deutlich, daB sich die
Zusammenhangstrennung unter Zugabe von IL6 deutlich friiher schloB3, bzw. dal® die
Zellen schneller aufeinander zu migrierten, als dies unter Kontrollbedingungen der
Fall war, hier bereits nach 5 Stunden (Abb. 23). Ein vollstandiger Verschlu® des
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Zellrasens wurde bei Zugabe von IL 6 bereits nach 10 2,6 Stunden verzeichnet,

unter Kontrollbedingungen erst nach einer Zeitspanne von 20 £2,1 Stunden (p <
0,001).

Abb. 23 : Untersuchung der Zellmigration (wounded healing assay)

a)
b)
c)
d)

¥

Scratch unter Kontrollbedingungen, zum Zeitpunkt 0

Scratch unter Zugabe von IL 6, zum Zeitpunkt O

Der gleiche Scratch unter Kontrollbedingungen nach 5 Stunden Laufzeit, der Scratch verschlief3t
sich allmahlich.

Der gleiche Scratch unter Zugabe won IL 6, 5 Stunden nach Versuchsbeginn, die
Zusammenhangstrennung ist fast vollstéandig verschlossen.

Die eingekreisten Zellen zeigen Einzelzellen, die sich vom Verband geldst haben, c¢) die Zelle
versucht durch Elongation fraher einen erneuten Zell-Zell-Kontakt zu erreichen;

Balken entsprechen S0 uym (n = 8)
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Untersuchung der Zellmigration
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Abb. 24 : Untersuchung der Zellmigration

Verschlufl der Zusammenh tr
Interleukin 6 im zeitlichen Verlauf (n = 8)

O Kontrolle
HIL6

menhangstrennung der Zellen unter Kontrollbedingungen und unter Zugabe von
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Abb. 25 : Scratch Phalloidin gefarbt

In der Phalloidinfarbung wurden die Aktinfilamente sichtbar, dabei kann die Ausrichtung der Filamente
beurteilt werden.

Dabei wird deutlich, wie sie zu den benachbarten Zellen, vor allem zu denen der gegenuberliegenden
Seite des Scratches ausrichten; Balken entspricht 30 ym, (n = 8)

3.9. Charakterisierung der eMSC mittels einer immunhistochemischen Farbung

Zur weiteren Charakterisierung der Zellen wurden immunhistochemische Farbungen
durchgefiihrt. Dazu wurden neben der Expression wvon Stammzell- und
Proliferationsmarkern auch die Expression einiger wichtiger Extrazellularmatrix-
komponenten fiir MSC’s dargestellt, die wichtig fir den Einsatz der Zellen im Tissue

engineering sein kénnten.

3.9.1.CD S0 /THY 1

CD 90 / THY 1 wird als ein Marker flir die Charakterisierung von mesenchymalen
Stammazellen herangezogen. Aus der Expression von CD 90 kann geschlossen
werden, dal3 es sich bei den Zellen um Stammzellen handelt. In dem durchgefilhrten
Versuch konnte eine positive Immunreaktion mit dem Marker CD 90 verzeichnet
werden (Abb. 26) (nh = 5). Es stellten sich bei 65% der Zellen leuchtend rote Bereiche
auf der Oberflache dar.
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Abb. 26 : IHC Auswertung CD 90

eMSC wurden mit dem Stammzellmarker CD 90 konfrontiert, Zellkerne stellen sich blau dar und
leuchtend rot sind die positiv markierten Zellen mit CD 90; Balken entspricht 15 pm (n = 5)

3.9.2. Perlecan und Fibronektin

Perlecan und Fibronektin sind Bestandteile der Extrazellularmatrix (EZM) der Zellen.
Ein positiver Nachweis flr die Expression von Fibronektin bedeutete, dal® die Zellen
EZM produzieren. In den durchgefihrten Versuchen konnte die Expression von
Perlecan und Fibronektin nachgewiesen werden (n = 6). Die Expression der EZM-
Molekiile konnte unter verschiedenen Kulturbedingungen, beispielsweise auch nach
Induktion der osteogenen und adipogenen Differenzierungsrichtung, ohne
Unterschiede aufzuweisen, nachgewiesen werden (Abb. 27). Anhand dieser
immunhistologischen Methode konnte fiir Perlecan eine Expressionsrate von 73 %

+10,4% und flr Fibronektin eine Rate von 86% +10,7% ermittelt werden.
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Abb. 27 : Inmunhistochemische Fidrbungen; Fibronektin positive eMSC

a) in 20 % FCS kultiviert, Zellkerne stellen sich schlank und blau dar, Fibronektinexpression
leuchtend rot

b) in 10 % DHS kultiviert, Zellkerne blau und dicht, Fibronektinexpression rot

c¢) in Adipozytendifferenzierungsmedium kultiviert, Zellkerne sind blau und rund, Fibronektinfaden

d) in Osteozytenmedium kultiviert, auch hier lasst sich eine Fibronektinexpressiondarstellen

Balken entspricht 100 um (n = 6)

3.9.3. Expression von B1 Integrin

Um darzustellen, wie die eMSC’'s mit ihrer EZM gekoppelt sind, wurde die
Expression von B1 Integrin, einem transmembrandren Molekil, untersucht, Gber das
eine Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Bindung dargestellt werden kann (n = 5). Dieser
heterodimere Rezeptor bildet Briicken zwischen dem zytoplasmatischen Aktin
Zytoskelett und den Proteinen der EZM der eMSC's.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte mit Hilfe eines immunhistochemischen
Nachweises dargestellt werden, dal? die eMSC’s zu 100% R1-Integrin exprimieren
(Abb. 28).
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Abb. 28 : Inmunhistochemische Fidrbung R1 Integrin positiver eMSC

a) B 1 Integrinexpression: eMSC, die in 20 % FCS mit aMEM kultiviert wurden
b) R 1 Integrinexpression:Kultivierung der eMSC in Osteozytenmedium
Balken entspricht 100 um (n = 5)

3.10. Untersuchung zur Pluripotenz der eMSC’s anhand des adipogenen,
osteogenen und chondrogenen Differenzierungspotentials

3.10.1. Adipogenes Differenzierungspotential

Das adipogene Differenzierungspotential konnte mit Hilfe der Red Oil Farbung
dargestellt werden (n = 10). Intrazellulare Fettvakuolen stellen sich mit dieser
Farbung leuchtend rot dar. Eine Akkumulation von Fettvakuolen ist ein Hinweis fiir
das adipogene Differenzierungspotential. Dieser Versuch wurde sowohl mit priméren
als auch kryoprotektierten Zellen durchgeflihrt. Bereits in den undifferenzierten Zellen
kann eine geringe Anzahl von Fettvakuolen detektiert werden. Die durchschnittliche
Anzahl lag bei 2,2 £1,8 Vakuolen pro Zelle. Bei den differenzierten Zellen konnte
jedoch eine deutlich héhere Anzahl von 20,1 6,1 Vakuolen pro Zelle (primére Zellen
[p < 0,001]) ermittelt werden. Bei den vorab kryokonservierten Zellen konnte die
Anzahl der Vakuolen auf 21,4 £7,8 (p < 0,001) bestimmt werden. Hieraus ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen priméaren Zellen und Zellen, die im Vorfeld

kryoprotktiert wurden (p = 0,100).
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Abb. 29 : Adipogene Differenzierung

a) kultiviert im Standardmedium («MEM mit 20 % FCS);
b) Akkumulation von Fettvakuolen im adipogenen Differenzierungsmedium
Balken entspricht 80 um {(n = 10)

Quantifizierung der Fettvakuolen pro eMSC

30

20

Oundifferenzierte Zellen

B adipogen differenzierte Zellen

Anzahl der Vakuolen
o

T
1

Gehalt an Fettvakuolen in eMSC

Abb. 30 : Vakuolen in Fettdifferenzierung (n = 10)

3.10.2. Osteogenes Differenzierungspotential

Ahnlich dem adipogenen Differenzierungspotential konnten nach zehntagiger
Kultivierung der Zellen im  osteogenen Medium  deutliche osteogene
Differenzierungsanzeichen dargestellt werden (n = 10). Mit Hilfe der Van-Kossa-
Farbung wurde die Kkalzifizierte Extrazellularmatrix dargestellt. Das mineralisierte
Gewebe zeichnete sich durch eine deutliche Schwarzfarbung aus. Die Verteilung der
schwarzen Prazipitate war keinesfalls homogen, vielmehr konnten schwarze,

Knochenbalkchen &hnliche Strukturen detektiet werden. Die Baéalkchen bildeten
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geriustartige Strukturen. Um das umgebende Gewebe und Zellen darzustellen,

wurden die Zellen mit Kernechtrot gegengefarbt.

Abb. 31 : Osteogene Differenzierung, Van-Kossa-Firbung

a) Kontrollzellpopulation in Standardmedium zur osteogenen Differenzierung in der Kunststoffschale,
Gegenfarbung Kernechtrot

b) im osteogenen Differenzierungsmedium kommt es zu einer verstarkten Ossifikation (Verkalkung), was sich in
der Versilberung schwarz darstellt. Balken entspricht 100 pm (n = 10)

Unter Zuhilfenahme der alkalischen Phosphatasefarbung (NBT-Farbung) wurde das
osteogene Potential bestatigt. Die starkere Blaufarbung im ALP-Nachweis der
differenzierten Zellen konnte mit Hilfe eines densitometrischen MeRverfahrens
bestatigt werden. Dazu wurden verschiedene Grauwerte (Densitometric Units)

ermittelt.

Abb. 32 : Osteogene Differenzierung, NBT-Farbung

a) Zellen kultiviert im Kontrollmedium, wesentlich geringere oder keine Blaufarbung, Kerne wurden
mit Kernechtrot gefarbt, Balken entspricht 80 um (n=10)

b) osteogene Differenzierung , gefarbt mit NBT zum ALP-Nachweis, deutlich wurde die Blaufarbung
der Perikarya, Balken entspricht 80 um
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Dabei ergaben die Messungen folgendes Ergebnis:

Die nicht differenzierten Zellen zeigten nur einen geringen Grauwert, von 19,8 £4,3
densitometrischen Einheiten bei primaren Zellen und 18,1 3,5 Einheiten bei den
kryoprotektierten Zellen. Die leichte Graufarbung von 19,8 und 18,1 Einheiten konnte
auf die Gegenfarbung mit Kernechtrot zurlickgefiihrt werden, die zur Kontrastierung
der Zellkérper herangezogen wurde. Die osteogen differenzierten Zellen zeigten
einen deutlich héheren ALP-Gehalt, der in dieser Messung als hdherer Grauwert,
ausgedriickt in 63,8 £8,5 bei den priméaren (p < 0,001) und nach Kryoprotektion 57,8
8,7 (p < 0,001) densitometrische Einheiten, ermittelt wurde. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen primaren und kryoprotektierten Zellen ermittelt

werden (p = 0,1).

Densitometrische Bestimmung des ALP-Gehaltes zum Nachweis der osteogenen
Differenzierung

120

100

80

OKontrolle
Hosteogene Differenzierung

&0

40

Densitometric Units

20

Densitometrische Mittelwerte

Abb. 33 : Densitometrische Bestimmung der osteogenen Differenzierung im Vergleich zu
den undifferenzierten Zellen (n = 10)
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3.10.3. Chondrogenes Differenzierungspotential

3.10.3.1. Auswertung mittels histologischer Farbungen

Das chondrogene Differenzierungspotential der Zellen konnte sowohl histologisch,
als auch molekularbiologisch dargestellt werden (n = 5).

Es wurden zwei Farbemethoden angewendet, zum einen wurde der positive
Nachweis mit Hilfe der Alzianblaufarbung und zum anderen mit Hilfe der
Toluidinblaufarbung erbracht.

Alzianblau farbt die sauren Mukopolysaccharide hellblau, in der Gegenfarbung mit
Kernechtrot wurden die Zellkerne rot dargestellt.

Die chondrogen differenzierten Zellen zeigen einige blau geféarbte Areale, die sich im
Interstitium befinden. Hierbei handelt es sich um die Polysaccharide, die im
Gegensatz zur Kontrolle nur nach chondrogener Differenzierungsinduktion
detektierbar sind. In der Kontrolle kénnen hingegen keine blauen Areale detektiert

werden.

Mittels der Toluidinblaufarbung konnten die o.g. Befunde bestatigt werden. Bei dieser
Farbung handelt es sich um eine spezifische Knorpelfarbung, die sich durch
Blaufarbung der hyalinen Knorpelsubstanz auszeichnet. Die Kontrolle zeigte keine
Blaufarbung, sondern stellte sich als graue amorphe Masse dar. Zur Kontrolle des
Farbeergebnisses wurde ein histologischer Schnitt einer Rattentrachea angefertigt
und mitgefarbt. Die quantitative Ermittlung der Befunde erfolgte auf der Grundlage
einer densitometrischen Analyse. Unter Kontrollbedingungen wurde ein Grauwert von
24,2 14 4 densitometric units (primdre Zellen) und 23,5 6,5 densitometric units
{(kryoprotektierte Zellen) ermittet. Nach vorangegangener Knorpeldifferenzierung
wurde ein Grauwert von 39 22,5 (primare Zellen) (p < 0,001) und 41,6 £7,9
densitometric units (kryoprotektierte Zellen) (p < 0,001) ermittelt.
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Chondrogene Differenzierung mittels Toluidinblaufarbung

O Primar
H Kryoprotektiert

Densitometric units

Kontrolle chonrogene Differenzierung

Abb 34: chundmg ne Blfferenziermg m:t‘tels Toutdmblaufarbung
Die Auswertung er hen Messung, d.h.
Grauwertbestimmung (n 51

86



Ergebnisse

Abb. 35 : Chondrogene Differenzierung mittels Alzianblau- und Toluidinblaufirbung

Nachweis saurer Mukoploysaccharide, als Nachweis der chondrogenen Differenzierung Kontrolle im
Standarmedium; Alzianblau gefarbt, Gegenfarbung: Zellkerne mittels Kernechtrot, es zeigt sich
eine rosa gefarbte Masse

b) Chondrogen Differenziert, Alzianblau gefarbt Gegenfarbung: Kernechtrot, deutliche Rotfarbung
der Zellkerne, umgeben von blaugefarbten Arealen, den sauren Mukopolysacchariden

c) Kontrolle im Standardmedium ; Toluidinblaufarbung, graue amorphe Masse

d) Chondrogen Differenziert; Toluidinblaufarbung, die differenzierten Zellen stellen sich kraftig blau
dar (n=5)
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3.10.3.2. Immunhistochemische Farbung mit Aggrecan zum Knorpelnachweis

Aggrecan dient dem spezifischen Knorpelnachweis. Die mit dem Aggrecan-
Antikérper inkubierten Zellen zeigten nur eine geringe Fluoreszenz. Da es sich bei
den zu untersuchenden Zellen nicht um Zellen handelte die im chondrogenen
Medium kultiviert wurden. Um die eMSC in ihrem Differenzierungsverhalten besser
beurteilen zu kénnen, sollten die undifferenzierten Zellen auch auf jeden Fall,

hinsichtlich einer Expression von Aggrecan, untersucht werden.

3.10.3.3. Ermittlung der chondrogenen Differenzierung mittels RT-PCR

Neben der histologischen Untersuchung der Knorpeldifferenzierung wurde das
chondrogene Differenzierungspotential auch mittels RT-PCR Analyse durchgefiihrt.

Unter Verwendung spezifischer Primer fiir Kollagen Il und Aggrecan konnten in der
differenzierten Zellen Transkripte sowohl flr Kollagen [I als auch Aggrecan
nachgewiesen werden. Als housekeeping Gen wurde das in allen Zellen konstitutiv
exprimierte R-Actin herangezogen. R-Actin konnte deshalb sowohl in den Kontroll- als
auch in den Differenzierungsansatzen nachgewiesen werden, d.h. die Expression

war unabhangig vom Differenzierungsstatus.
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1000 bp

300 bp
200 bp

100 bp

A B C D E F G
Abb. 36 : Visualisierung einer RT-PCR auf einem Aggarosegel;

Uberpriifung des Vorhandenseins von R-Actin, Kollagen Il und Aggrecan zum Nachweis der
Knorpeldifferenzierung mittels RT-PCR Spur A: 100bp Marker, Spur: B+D+F undifferenzierte Zellen
der Kontrollpopulation, Spur: C+E+G chondrogen differenzierte Zellen

Spur B + C: R-Actin
Spur D + E: Kollagen |
Spur F + G: Aggrecan

Dall Knorpelzellen Aggrecan und Kollagen |1l enthalten, konnte durch die
elektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel sichtbar gemacht werden. Da
die entsprechenden Banden bei der Knorpeldifferenzierung vorhanden waren,
dagegen in den undifferenzieten Zellen nicht, bestatigten die PCR-Befunde, dal} die
chondrogene Differenzierung erfolgreich war. In differenzierten Zellen konnten
Transkripte fir Aggrecan und Kollagen nachgewiesen werden. Die Bande E
reprisentierte die Expression von Kollagen Il und die G-Bande von Aggrecan. Die
Banden D und F sind die jeweiligen Kontrollen, d.h. Zellen, die nicht in
chondrogenem Medium kultiviert wurden. Es konnten erwartungsgemal keine

Transkripte nachgewiesen werden.

3.11. Vektortransduktion eines adenoviralen Vektors

Im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz der MSCs, in Verbindung mit einem

gentherapeutischen Vorgehen, wurden die Zellen mit einem adenoviralen Vektor der

dritten Generation transduziert, der die Sequenz fiur GFP trug (n = 6). Der
histologische Nachweis dieser Zellen ist auch deshalb von klinischem Interesse, da
nach einer Implantation der Zellen in ein geschadigtes Gewebe gezeigt werden muR,
ob die Zellen auch tatsdchlich im geschadigten Areal verbleiben und dort zur

Regeneration beitragen. Der Vektor enthielt die Sequenz flir das grin-

89



Ergebnisse

fluoreszierende-Protein (GFP), je nach Menge des eingesetzten Vektors (Multiplicitis
of infection, MOI -> Vektorpartikel pro Zelle) wurden unterschiedlich viele Zellen
markiert.

Die Auszahlung wurde &hnlich wie bei einer BrDU-Markierung durchgefiihrt. Es
wurden die griinen, GFP-exprimierenden Zellen, sowie die blauen, Hoechst Dye
markierten Zellkerne ausgezahlt (n = 3). Die Auszdhlung der blaugefarbten (Hoechst
Dye) Kerne ergab die Gesamtzellpopulation. Durch Auszdhlung der GFP
exprimierenden Zellen konnte auf die Transduktionsrate geschlossen werden. Bei
einer MOI von 10, d.h. 10 Vektorpartikel pro Zelle, konnten lediglich 13 +6,6% der
Zellen (p < 0,001) mit Vektor transduziert werden, dal? sich bei steigender Anzahl der
MOI’s bei 50 auf 17 +4,2% (p = 0,004), mit 100 auf 61,7 £12,5% und bei einer MOI
voh 200 85 16,2% steigern liel3. Das Ziel war es, mdglichst viele Zellen zu markieren,

um sie bei einem Einsatz in vivo fluoreszenzmikroskopisch wiederfinden zu kénnen.
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Abb. 37 : Vektortransduktion mittels eines adenoviralen Vektors (n = 6)

Die GFP-markierten Zellen stellen sich grun dar, die Zellkerne sind Hoechst dye (blau) gefarbt, mit
steigender MOI kann der Anteil der GFP-exprimierenden Zellen deutlich gesteigert werden, bei den
unmarkierten Zellen, ist nur der Zellkern sichtbar.

a) 10 MO,

b) 50 MO,

¢) 100 MO,
d) 200 MOI Balken entspricht 30 um

91



Ergebnisse

GFP-Markierung

O GFP markierte Zellen

Angaben in %

10Mal a0 MOl 100 Mol 200 MOl

GFP markierte Zellen im Bezug auf die Gesamtzellzahl

=6)

i
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3.12. Kultivierung auf Tragermaterialien

Im Hinblick auf einen klinischen Einsatz der MSC’s flr das tissue engineering, bei
Knorpel-, Knochen-, und Sehnenlasionen, erfolgte eine Charakterisierung des
Wachstumsverhaltens der Zellen auf verschiedenen Tragermaterialien. Mit Hilfe
dieser Teiluntersuchungen sollte analysiert werden, ob sich die Zellen auf den
verschiedenen Tragermaterialien kultivieren lassen und ob sie sich zelltypisch
differenzieren oder entwickeln. Als Tragermaterialien wurden 1. ein Kollagen-Gel, 2.

Microcarrier aus Kollagenmatrix und 3. eine Fibrinmatrix gewahlt.

3.12.1. Kollagen-Gel

Die Kultivierung auf einem Kollagen-Gel zeigte, dal} sich MSC’s im Gel &hnlich
verhalten wie auf einer herkémmlichen Kulturschale. Allerdings ist das
Wachstumsverhalten in der 3D-Matrix viel komplexer. Die Zellen waren anfangs
abgerundet und bildeten recht schnell Zellfortsatze aus, um ihre Zell-Zell-Kontakte
herzustellen. Sie produzierten somit ein dreidimensionales Netzwerk. Im
Tragermaterial fand ebenfalls Proliferation statt, die zu einem deutlich dichteren
Netzwerk flihrte, je langer die Zellen kultiviert wurden. Die Ausbildung eines
dreidimensionalen Netzwerkes war nur bei der Kultivierung in diesem Gel sichtbar,
bei einer Kultivierung, die lediglich in einer Schale ohne Gel stattfand, wurde eine
solche Netzwerkbildung nicht beobachtet (n = 6). In einer beheizbaren
Vitalbeobachtungskammer (Zeiss / Géttingen) wurden die Zellen im Gel lber einen
Zeitraum 24 Stunden beobachtet. Bereits nach sechs Stunden wurden erste
Zellfortsdtze sichtbar. Nach 12 Stunden hatten sich bereits die ersten Zell-Zell-
Verbindungen entwickelt und erste kleine Netzwerke waren entstanden. Nach einer
Kultivierungsdauer von sieben Tagen wurde die Kultur aus Konfluenzgriinden

beendet. Es konnte eine komplexe Netzwerkbildung beobachtet werden.
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Abb. 39 : Zellen im Kollagen Gel nach 2 Tagen
Anordnung in 3D-Formation mit deutlicher Vernetzung 100x ; Balken entspricht 90 um (n = 6)

3.12.2. Microcarrier aus Kollagenmatrix

Bei den Microcarrieren (MC), Cultispheres der (Fa. Percell, Astorp / Schweden)
handelt es sich um dreidimensionale, porése Mikrospharen aus einer Kollagenmatrix
mit einem Durchmesser von 150 — 200 um. Aufgrund ihrer Struktur bieten sie den
Zellen sowohl auf der Oberflache, als auch im Inneren die Moglichkeit, sich
anzuheften. Die Zellen siedelten sich zundchst auf der Oberfliche der Microcarrier
an und konnten nach einem Tag bereits in den Nischen im Inneren der Microcarrier
detektiert werden (Abb. 40). Die Stammzellen wurden (ber drei Wochen auf den
Microcarriern kultiviert. Nach der anschlieBenden Plattierung der mit Zellen
besiedelten Microcarrier auf einer unbeschichteten Schale, wanderten die Zellen von

dem Tragermaterial ab, um sich wieder auf dem Schalenboden anzusiedeln. Dort

zeigten sie ein normales Wachstums- und Proliferationsverhalten (n = 4).
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Abb, 40 : Zellen auf Microcarriern im Semidilinnschnitt

a+b) Zellen auf MC nach 4 h,
c+d) Zellen nach 26 h auf MC bei jeweils 25x und 40x VergréRerung
a+c) Balken entspricht 200 um; b+d) Balken entspricht 150 pym (n = 4)

Im Semidiinnschnitt nach Methylenblaufarbung konnten nach 4 Stunden die meisten
Zellen auf der Oberflache gefunden werden, vereinzelte Zellen hatten zu diesem
Zeitpunkt den Weg ins |nnere des Microcarriers gefunden. Nach 26 Stunden
besiedelten die Zellen sowohl die AulRenflache des MC, als auch die inneren Poren,
so dal} samtliche Nischen mit Zellen ausgeflllt waren.

Diese Befunde konnten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bestétigt werden.

Die Adhasion der Zellen, sowohl auf der Oberflache, als auch in den inneren Poren,
ist dquivalent zu den Befunden die bereits im Semidlinnschnitt ermittelt werden
konnten. Die Zellen, die sich im Innern des Microcarriers befanden, zeigten einen
guten Zellerhalt (Abb. 41 a). Im Semidiinnschnitt zeigten die Zellen eine typische
Zellmorphologie. Deutlich sichtbar wurde der Zellkern, der sich durch eine
Kernmembran wvon der Ubrigen Zelle abgrenzte. Dariliber hinaus konnten auch
weitere Zellorganellen, wie Mitochondrien und das endoplasmatischen Retikulum
deutlich dargestellt werden. Der Zellerhalt im Innern und AuBeren des Microcarriers
war identisch. Die Zellen, die dem Microcarrier auf der Aulenhiille anlagen, streckten
sich in die Lange. Die Zellen im Innern des Microcarriers, die sich in seinen Nischen
festgesetzt hatten, palten sich in ihrer Form der Nische an. So konnten die Zellen
eine maoglichst hohe Oberflachenadhdsion erlangen. Es konnten nur vereinzelt
apoptotische Zellen detektiert werden. Auch elektronenmikroskopisch konnte im
Ultradiinnschnitt dargestellt werden, dal die Zellen eine Affinitat zur Oberflache und
Zell-Zell-Kontakte ausbildeten (Abb. 41 b).
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Abb. 41 : Zellen in einem Microcarrier; Elektronenmikroskopie eines Ultradiinnschnittes

a) Zellenim Innern eines Microcarrieres nach 26 Stunden 3000x, Balken entspricht 25 ym
b) Zellen auf der AuRenflache 7000x; Balken entspricht 10 um
Weilker Pfeil: Microcarrier, schwarzer Pfeil: MSC die von AulRen dem MC anliegt (n = 4)

3.12.3. Kultivierung der eMSC auf Microcarriern in einer Rotationskultur

Im Hinblick auf den Einsatz von eMSC im Tissue Engineering, beispielsweise zur
Regeneration von Knochendefekten, wurden die eMSC mit den Microcarriern in einer
Rotationskultur konfrontiert. Unter Zugabe von osteogenem Differenzierungsmedium
wurden die Zellen unter diesen Bedihgungen (ber einen Zeitraum wvon 3 Wochen
kuliviert. Diese dreidimensionale Zellkulturform simuliert die Schwerelosigkeit und
ermdglicht die Erndhrung der Zellen von allen Seiten.

Wahrend dieser Kultivierungsdauer differenzierten die Zellen in die osteogene
Richtung und salen fest auf der Oberfliche und in den Poren der MC. Nach
Abschlu? der Kultivierung wurden diese Zellen, die adharent auf den MC sal3en, mit
diesen fixiert und in Tissue Tec eingebettet. AnschlieRend wurden Kryostatschnitte
angefertigt, die mit einer Van-Kossa-Farbung angefarbt wurden. Es konnten
schwarze Kalzifizierungsprodukte auf den Microcarriern nachgewiesen werden. Der
MC selbst wurde, mit der Gegenfirbung Kernechtrot, gefarbt. Zellen mit beginnender
Kalzifizierung stellten sich braun dar (Abb. 42) (n = 3).
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Abb. 42 : Rotationskultur mit eMSC auf Microcarriern in der osteogenen Differenzierung

a) Die eMSC stellen sich braungefarbt dar, ihre Kalzifizierungsprodukte bilden schwarze Prazipitate.

b) Vereinzelt kann die Struktur des Microcarriers als rétlicher Hintergrund erkannt werden
(eingekreist), auf diesem befinden sich die Zellen.

Balken entspricht 200 um (n = 3).

3.12.4. Kultivierung der eMSC auf einer Fibrinmatrix

Ein weiteres mdgliches Tragermaterial fir den Einsatz im Tissue engineering stellt
eine Fibrinmatrix dar, die aus einem Fibrinkleber gefertigt wurde. Zur Kultivierung der
Zellen auf einer solchen Fibrinmatrix, wurden die Zellen in den Gewebekleber
(Tissucol, Baxter) appliziert, der nach Abwurf in den Puffer Fibrinkiigelchen bildete.
Die Zellen wurden auf der Fibrinmatrix Gber 10 und 20 Tage kultiviert, danach fixiert
und fiir die Elektronenmikroskopie eingebettet. Als Vitalitatstest der Zellen nach
Kultivierung auf den Microcarriern wurden diese auf einer unbeschichteten
Petrischale ausplattiert. Ahnlich wie bei den besiedelten Microcarriern konnte
beobachtet werden, da® die Zellen von dem Fibrinbead abwanderten, sich teilten

und wieder MSC-typische Morphologien annahmen (Abb. 43) (n = 5).
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Abb. 43 : Fibrinbead in der Vitalbeobachtung

Abwandernde eMSC von einem Fibrinbead, vorab wurden die Zellen auf bzw. in diesem
Tragermaterial 20 Tage kultiviert, die Zellen wandern nach Plattierung von diesem ab, da ihnen eine
Kulturschale als Kultivierungsoberflache angeboten wurde; Balken entspricht 90 um (n = 5)

I Semidiinnschnitt wurde deutlich, dal® sich die Mehrheit der Zellen, aufgrund der
Kompaktheit der Beads, auf der Oberflache des Beads befand. Dagegen konnten nur
wenige Zellen im Inneren nachgewiesen werden. Sofern sich jedoch ein Spaltraum
innerhalb des Fibrinbeads ausbildete, konnten sich die Zellen auch dort ansiedeln
und sich in das Tragermaterial integrieren. Insgesamt wiesen die Zellen regelrechte

Morphologien auf und zeigten keinerlei Degenerationserscheinungen (Abb. 44).
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Abb. 44 : Semidiinnschnitt eines Fibrinbeads der mit Zellen besiedelt ist

Nach 10tagiger Kultivierung der Zellen auf einer 100 mm mit Polyheme beschichteten Falconschale,
im Standardmedium {n = 5)

a) Fibrinbead bei 100x VergréRerung, Zellen sind adhaerent auf dem Bead (Zellen: gelber Pfeil);
Balken entspricht 220 um

b) Bei hoherer Vergroerung 250x sind auch vereinzelt Zellen im Inneren des Beads (Pfeile) zu
erkennen, aber auch eine Zellanhaufung in einer Vakuocle im Inneren des Beads siehe Pfeile;
Balken entspricht 150 um

c) Bei400x, Innen und AulRen kann der gute Zellerhalt detektiert werden; Balken entspricht 100 um

Mit Hilfe der ultrastrukturellen Darstellung (Elektronenmikroskopie) konnte die gut
erhaltene Morphologie der eMSC auf der Fibrinmatrix bestéatigt werden.

Zu einem spateren Zeitabschnitt, nach 20 Tagen, gingen die Zellen mit ihrer Matrix
eine Wechselbeziehung ein. Es schien, dal} die Extrazellularmatrix (EZM) das Fibrin
mobilisierte und diese beiden Komponenten, EZM der Zellen und Fibrin, eine stabile
Bindung eingingen (Abb. 45 ¢, d, e). An diesen Stellen, an denen eine zahnartige
Verbindung entstand, wurde eine zielgerichtete Ausrichtung der Fibrinmatrix deutlich
{(Abb. 45 ¢ und e). Hier verdichtete sich die Tragermatrix aufgrund der entstanden
stabilen Bindung mit der EZM der Zellen. Bei der elektronenmikroskopischen

Aufarbeitung der Proben entstanden Artefakte aufgrund der GewebszerreilRung.
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Diese lieRen sehr gut erkennen, wie gut diese Extrazellularmatrix-Fibrinkleber-
Interaktion aufgebaut ist (Abb. 45 d, in den umkreisten Strukturen).

In diesem Stadium (20 Tage) konnte sogar die Ausbildung von Kollagenfibrillen
dargestellt werden (Abb. 45 e).
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Abb. 45 : Elektronenmikrsokopie von eMSC in Fibrinbeads

a) Fibrinbeads mit MSC nach 10 Tagen, im Inneren des Beads, 3000x; Balken entspricht 10 um

b) Fibrinbeads mit MSC nach 10 Tagen auf der AuRenseite des Beads 3000x Bild; Balken entspricht
10 um Pfeil _Fibrin

c-e) Fibrinbeads—ﬁit MSC nach 20 Tagen, im Inneren des Beads mit deutliche sichtbarer Interaktion
zwischen den Zellen und der Fibrinmatrix 12000x, Ausbildung Kollagen-ahnlicher Fibrillen {Pfeil);

d) Zell-Matrix-Interaktion (eingekreist; oberer linker Teil Fibrin, unterer rechter Teil Zelle)

Balken entspricht 3um (n = 5)
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3.13. Klinisch-therapeutischer Einsatz der eMSC

Um den therapeutischen Erfolg der eMSC’s tatsachlich bei entsprechenden Lasionen
zu testen, wurden 32 Pferde, mit den von ihnen gewonnenen, autologen
Stammazellen behandelt, die im Labor aufbereitet und expandiert worden waren. Die
Stammezelltherapie wurde bei verschiedenen Indikationen, bei Lasionen der
oberflachlichen und der tiefen Beugesehne, sowie bei Lasionen des
Fesseltragerursprungs und des Fesseltrageransatzes, angewandt. Bei der Mehrzahl
der Defekte war ein chronisches bzw. langerfristiges Leiden (Per definitionem liegt
ein chronischer Schmerz oder eine chronische Erkrankung spéatestens dann vor,
wenn ein Patient lAnger als sechs Monate anhaltend oder wiederkehrend darunter
leidet) ein Grund der Behandlung. Sie wurden auch bei akuten Verletzungen der
genannten Strukturen eingesetzt. Bei den behandelten Pferden handelte es sich
sowohl um Freizeit-, als auch um Sporpferde. Es wurden ausschliellich
Warmblutpferde aus unterschiedlichen Zuchtgebieten behandelt.

Hat sich der behandelnde Tierarzt flir die Stammzelltherapie entschieden, wurden
den Pferden 25 ml Knochenmark aus dem Sternum entnommen. Nach Aufbereitung
im Zellkulturlabor des Institutes | flir Anatomie der Universitdt zu Kéln wurden je nach
Defektgréie zwischen 8 Millionen und 12 Millionen angeziichtet und anschlief3end in
die defekte Sehne des zu behandelnden Pferdes reimplantiert. Die Pferde erhielten
nach dieser Behandlung fiir 6-7 Tage Boxenruhe und wurden anschlieBend flir 3
Monate im Schritt, mit einem wdéchentlichen Anstieg der Schrittphase um 5 Minuten,
bewegt.

Eine adspektorische, palpatorische und sonographische Nachuntersuchung wurde in
den Abstanden von 6 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten durchgefiihrt.

Die  Untersuchungen ergaben, dall eine zilgige Regeneration (ohne
ultrasonographisch sichtbaren L&sionen) des gesamten Defektes bereits nach drei
Monaten zu verzeichnen war. Die Pferde konnten zu diesem Zeitpunkt bereits leicht
belastet werden. Sie zeigten weder vermehrte Warme noch eine
Umfangsvermehrung an der urspriinglichen Lokalisation des Defektes, des weiteren
konnte bei der Palpation keine Schmerzreaktion ausgeldst werden. Im Schritt und im
Trab konnten keine Lahmbheitszeichen beobachtet werden. Ultrasonographisch
konnte belegt werden, dalR vor der Behandlung multiple Defekte sowohl im

Sehnenquer- als auch im Langsschnitt vorhanden waren (Abb. 46 a+b). Nach der
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Behandlung und einem Nachuntersuchungszeitraum von drei Monaten konnten
keine Defekte mehr detektiert werden, die Parallelitit der Sehnenfasern war wieder
vollstindighergestellt. Das Sehnengewebe erschien ultrasonographisch homogen
und ohne Narbenbildung, was auf eine vollstindige Regeneration des

Sehnengewebes schlielfen liel2.

VL MEDIAL FTA

VL MEDIAL FTA

VL FTA MEDIAL DIST

VL FTA MEDIAL MID

2 L 0.67 cm|

Abb. 46 : Ultrasonographische Darstellung eines Fesseltrageransatzes (FTA) vor und nach
Stammzellinjektion

a) Verletzung eines FTA vor der Stammzellbehandlung

b) Verletzung eines FTA vor der Stammzellbehandlung longitudinal

c) Verletzung des FTA 3 Monate nach der Stammzellbehandlung

d) Verletzung des FTA 3 Monate nach der Stammzellbehandlung longitudinal
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4. Diskussion

4.1. Zielsetzung

Die Zielsetzung fiir diese Arbeit war die Erarbeitung eines Protokolls zur Isolation und
Expansion von mesenchymalen Stammzellen aus dem Sternalpunktat von Pferden.
Das Medium, das zur ersten Anreicherung genutzt wurde, stammt aus
Voruntersuchungen mit humanen mesenchymalen Stammazellen (Klinz et al. 2005;
Arnhold et al. 2006b) in denen aMEM Basalmedium mit einem Serumanteil von 20%
Kélberserum beschrieben ist.

Bevor diese aus dem Sternum gewonnen Zellen das Zellkulturlabor erreichen,
missen sie vom Entnahmeort (der teilweise mehrere Hundert Kilometer entfernt war)
zum Labor transportiert werden. Deshalb muBten Untersuchungen zur Vitalitat der
Zellen bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen durchgefiihrt werden.

Um das Selbsterneuerungspotential der Zellen, ein typisches Charakteristikum von
Stammezellen zu testen, wurden CFU’s in niedriger Zellbesatzdichte angelegt. Diese
sollten anschlieBend quantifizert werden (Walker et al. 1974; Delorme and Charbord
2007 Lennon et al. 2001; Delorme and Charbord 2007).

Ein weiterer Gegenstand der Untersuchung war die Beurteilung der
Kryokonservierbarkeit der Zellen in fllissigemn Stickstoff bei —-196°C. Diese
Kryokonservierung sollten die Zellen ohne Beeintrdchtigung ihrer Morphologie und
ihrer Proliferationsfahigkeit (iberstehen. Sie wurden dazu nach dem Einfrieren wieder
aufgetaut und mit nativen Zellen parallel kultiviert und verglichen. Die Morphologie
wurde phasenkontrastmikroskopisch (iberwacht, die Proliferationsgeschwindigkeit
wurde mit Hilfe einer BrDU-Markierung (Forster et al. 1989)und dem Anitkérper Ki 67
{Proliferationsmarker) (Schwarting et al. 1986; Slettedal et al. 2008a) ermittelt. Die
Ergebnisse der kryokonservierten Zellen wurden im Anschlu? mit den Ergebnissen
der nativ gefilhrten Zellen verglichen.

Um das Proliferationsverhalten der Zellen genauer zu untersuchen, wurden die
Zellen sowohl unter Standardbedingungen, als auch unter Sauerstoffreduktion
kultiviert. Da bekanntermaflen sowohl im Knochenmark, als auch in Sehnen- und
Knorpelgewebe eine niedrigere Sauerstoffspannung als im Ubrigen Gewebe herrscht,
war dies ein wesentlicher Versuchsansatz, um die Auswirkung der
Sauerstoffreduktion der Zellen in vitro zu beurteilen, bzw. um typische physiologische
Kulturbedingungen zu erzielen (Lennon et al. 2001).
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Um das Wachstumsverhalten der Zellen in Kultur zu untersuchen, sollten die Zellen
ilber mehrere Passagen kultiviert und kontinuierlich beurteilt werden. In diesem
Zusammenhang wurden die besten Kulturbedingungen ausgetestet und dabei
mehrere Medien und Seren eingesetzt. Als Basalmedien wurden aMEM und DMEM
mit einem niedrigen Glucosegehalt getestet. Diese Medien wurden in Verbindung mit
Pferdeserum, Fohlenserum, sowie fetalen Kalberserum getestet. Die Zellen wurden
zur Beurteilung des Einflusses der Kulturmedien auf die Morphologie, das
Proliferationsverhalten sowie das Erreichen bestimmter Passagenzahlen untersucht
und anschlieend das geeigneteste Medium fiir die Kultivierung ausgesucht.

Im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz, wurden die Zellen hinsichtlich ihres
Migrationsverhaltens untersucht (Gao et al. 2004). Um einen Gewebsverschiu® zu
erzielen muBten die Zellen den Defekt Uberqueren, um erneute Zell-Zell-Kontakte mit
Zellen der gegeniiberliegenden Seite des Defektes zu kniipfen. Um die Migration der
Zellen nicht nur in vitro sondern auch in Zukunft in vivo verfolgen zu kénnen, wurden
die Zellen mittels eines adenoviralen Vektors transduziet und die
Transduktionseffizienz ermittelt (Xia et al. 2005; Duan et al. 2006; Lang et al. 2006;
Piersanti et al. 2006).

Die eMSC sollten phasenkontrastmikroskopisch morphologisch und
immunzytochemisch beurteilt  werden.  AnschlieBend sollte auch eine
immunzytochemische Charakterisierung, mit einem spezifischen Stammzellmarker
THY 1/ CD 90, durchgeflihrt werden. Dieser Oberflaichenmarker ist auch spezifisch
fur andere Stammzellpopulationen (Nakamura et al. 2006; Chen-VWoan et al. 1996; in
't Anker et al. 2003). Eine weitere Charakterisierung der Zellen hinsichtlich der
Expression wvon Extrazellularmatrixbestandteilen sollte immunzytochemisch mittels
der Antikérper gegen Perlecan (Xu et al. 2008; Gomes et al. 2002; Romanenko et al.
2006) und Fibronectin (Xu et al. 2008; Chen et al. 2007; Baird et al. 1993; Delorme
and Charbord 2007) untersucht werden, sowie mit B1-Integrinen, das
transmembranadre Protein zur Verankerung mit der Extrazellularmatrix, dargestellt

werden.

Im  nachsten Schritt sollte die Pluripotenz  der Zellen, sowie  ihr
Differenzierungspotential untersucht werden. Dazu solten die eMSC unter

Verwendung spezifischer Differenzierungsmedien in die osteogene, adipogene und
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chondrogene Differenzierungsrichtung gebracht werden (Pittenger et al. 1999,
Sittinger et al. 2004; Tondreau et al. 2004b). Die gewebetypischen Differenzierungen
sollten anschlieBend mit histochemischen Verfahren bei adipogener und osteogener
und mittels RT-PCR und histochemischer Verfahren bei der chondrogenen
Differenzierung nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer Grauwertbestimmung sollte
zum Nachweis der alkalischen Phosphatase die Zunahme der Farbintensitit bei

osteogener Differenzierung bestimmt werden (Korkmaz et al. 2006).

Im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz der eMSC, zur Regeneration gréBRerer
Gewebsldsionen, sollte eine Kultivierung der eMSC auf Tragermaterialien getestet
werden. Der Einsatz synthetischer Biomaterialien, als mechanische Scaffolds, sollte
fur diesen Versuchsaufbau unabdingbar sein, da nur durch die mechanische
Festigkeit und gleichzeitige Etablierung eines extrazelluldren Mikroklimas eine
zellgesteuerte Regeneration erreicht werden konnte (Farrell et al. 2006; McGuire and
Scheyer 2006; Lubiatowski et al. 2005).

Dazu sollten die Zellen in einer Fibrinmatrix (Mok et al. 1994), in einer spezifischen
Kollagen | Matrix (Awad et al. 2000a; Kall et al. 2004) und auf dreidimensionalen
Microcarriern (Campbell et al. 1993; Arnhold et al. 2006a) kultiviert werden.

Die Anwendung der synthetischen Tragermaterialien kann das Abschwimmen der
Zellen aus einem grollen Defekt verhindern, da diese Tragermaterialien im
Empfangergewebe mit einem Gewebekleber (Tissucol) fixiert werden kénnten.

Die Interaktion der MSC’s mit den Trigermatrizes sollten mittels der Phasenkontrast-
und der Elektronenmikroskopie beurteilt werden.

Im letzten  Versuchsabschnitt wurde die  tatsdchliche therapeutische
Einsatzmoglichkeit der Zellen untersucht. Dazu sollten die Zellen in Lasionen der
Beugesehnen, sowie bei Defekten im Fesseltrageapparat eingesetzt werden.

Der Therapieerfolg sollte ultrasonographisch dargestellt werden.

4.2. Kritik der Methode

Der Versuchsaufbau soll Aufschluld (iber die morphologischen Eigenschaften der

equinen mesenchymalen Stammzellen geben.
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Dazu wurden die Zellen aus dem Sternalpunktat von Pferden entnommen (Fortier et
al. 1998) (Smith et al. 2003b).

In der Literatur werden auch andere Méglichkeiten der Stammzellgewinnung
beschriecben, so besteht nicht nur die Méglichkeit, Stammzellen aus dem
Sternalpunktat zu isolieren, sondern auch aus Fettgewebe, peripherem Blut (Koerner
et al. 20068) und aus dem Beckenkamm. Allerdings, wie (Koerner et al. 2006)
beschreibt, ist die Kultivierung der Stammzellen aus dem peripheren Blut nicht so
erfolgreich wie es bei Zellen, die aus dem Sternalpunktat oder dem Beckenkamm
(Risbud et al. 2006; Mazzini et al. 2006; Tan et al. 2005) extrahiert werden, der Fall
ist. Hamatogene Stammzellen missen auf beschichteten Schalen kultiviert werden,
damit liberhaupt eine Adhdrenz der Zellen zu verzeichnen ist. Die Gewinnung der
Zellen aus dem Fettgewebe (Moon et al. 2006; Timper et al. 2006; Kern et al. 2006)
ist ebenfalls méglich, diese milssen jedoch durch Digestition isoliert werden. Aus
dem Beckenkamm gewonnene Zellen lassen sich zwar gut isolieren und kultivieren,
jedoch ist ihre Gewinnung mit einem wesentlich grofieren Aufwand verbunden, als
dies bei der Gewinnung aus dem Sternalpunktat der Fall ist. Die Zellen missen
durch eine Operation mit Eréffnung des Beckenknochens, mittels einer
Knochenstanze, aus diesem entnommen werden. Dagegen erfolgt die Entnahme aus
dem Sternum mittels einer Jamshidi-Nadel im Bereich der Sternalzwischenrdume.
Aufgrund der vereinfachten Gewinnung und der geringen Belastung flir die Tiere,
gegeniiber der Isolation aus dem Beckenkamm, wurden die flir diese Arbeit
ausschlieBlich Zellen aus dem Sternalpunktat der Pferde gewonnen.

Nach der Entnahme werden die Zellen in einem Transportmedium, oMEM, im
Verhéltnis 1:1 in das Labor transportiert, was immer die gleichen Vorrausetzungen
der zu behandelnden Zellen garantiert.

Die Kultivierung der Zellen findet in dem Standardmedium (Arnhold et al. 2006b;
Klinz et al. 2005), bestehend aus aMEM, mit einem Zusatz von 20% fetalem
Kalberserum statt. In anderen Arbeiten (Hegewald et al. 2004b; Lennon et al. 1998;
Hegewald et al. 2004b; Fortier et al. 1998) wurde beschrieben, dal? die Zellen in
einem Medium aus DMEM und 10% fetalem Kaélberserum kultiviert wurden. Im
Gegensatz zu deren Protokoll werden in der vorliegenden Arbeit die Zellen nur alle 3-
4 Tage mit frischem Medium versorgt. Das Abldsen der Zellen aus der Schale
erfolgte mit Accutase statt mit Trypsin — EDTA, was ein weitaus schonenderes

Verfahren darstellt, da sich die Enzyme nach einiger Zeit selber inaktivieren. Es
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konnte gezeigt werden, dal mittels der Accutasebehandlung die Zellen erfolgreich
von der unbeschichteten Schale abgeldst werden kdénnen und daR die
weiterkultivierten Zellen, im Vergleich mit mechanisch dissoziierten Zellen, keine
Proliferationseinbufen aufwiesen.

In einer aufwendigen Testreihe konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dal} eine
Kultivierung der eMSC in aMEM mit 20% fetalem Kalberserum das geeignetste
Medium fiir die Kultivierung der Zellen war (Pittenger et al. 1999). Zur Austestung der
geeignetesten Kulturbedingungen wurden verschiedene Chargen von Seren adulter
Pferde, sowie ein Fohlenserum getestet. Die Austestung der Pferdeseren wurde
durchgefiihrt, um festzustellen, ob auch im Hinblick auf den therapeutischen Einsatz
eine Kultivierung mit einem Serum der gleichen Spezies méglich oder sogar besser
ist. Die Nutzung des Serums der gleichen Spezies sollte diverse Probleme, die bei
der Reimplantation auftreten kénnten, vorab ausschlielen. Im Hinblick auf den
klinischen Einsatz sollte médglichst autologes bzw. allogenes Serum verwendet
werden, um Entzlindungsreaktionen nach einer Reimplantation zu verhindern. Da die
Kultivierung von MSC mit autologern Serum bereits in der Humanmedizin
Anwendung findet (Stute et al. 2004), ist die Ubertragung dieser Methode auf die
equinen MSC’s ein sehr naheliegender Schritt. In den durchgefiihrten Testreihen
konnte gezeigt werden, dal® eine Kultivierung der Zellen in equinem Serum mdéglich
ist und da® morphologisch keine Abweichungen von den Zellen bestehen, die in
Kalberserum kultiviert wurden. Lediglich die Generationsverdopplungszeiten, sowie
die Passagenzahlen weichen geringgradig gegeniiber den Zellen ab, die unter
Standardbedingungen, d.h. in fetalem Kalberserum, kultiviert wurden.

Zur Bestimmung des geeignetesten Serums wurden die Zellen einer Medien- und
Serumtestung unterzogen. Um die Proliferationsfahigkeit zu Uberprifen, wurden die
Zellen auf Rasterschalen ausplattiert. Auf jeder Rasterschale wurden funf einzelne
Kastchen markiert, die zur spateren Auszdhlung herangezogen wurden und aus
denen dann ein Mittelwert bestimmt wurde. Bei der Auszdhlung ergaben sich zum
Teil hohe Differenzen, die sich in einer deutlichen Streuung darstellen lie3en.
Desweiteren wurden die Schalen erst ab einer Konfluenz von 80% passagiert. Bis
diese erreicht wurde, vergingen unterschiedlich lange Zeitrdume, die zum Teil Gber
Tage differierten. Aus diesem Grund wurde in den weiteren Versuchen diese
Methode nicht mehr angewandt, da die Ergebnisse nicht vergleichbar waren, was an

der Zellverteilung in der Schale lag. Als Methode der Wahl kam die Berechnung der
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Generationsverdopplung in betracht. Diese Formel setzt die Anzahl der Zellen bei der
Passage in Bezug auf die Kultivierungsdauer in Stunden.

Das autologe Serum erwies sich, im Gegensatz zu dem kommerziell erworbenen
Pferdeserum, als unglinstig fiir die Zellen. Die Zellen proliferierten nicht, was darauf
schlieBen [aRt, dalR in dem kommerziell verfligbaren Serum weitere
Wachstumsfaktoren enthalten zu sein scheinen, die letztlich fiir eine Proliferation
wichtig sind.

Zur Beurteilung des Proliferationsverhaltens der Zellen mittels Ki 67, wurde die Zellen
nach abgeschlossener Fixations markiert. Der Nachteil dieser Methode ist, dal es
sich hierbei um eine ,Momentaufnahme® handelt, die keinen objektiven Uberblick
ilber die Zellteilung der Kultur zulafdt. In anderen Arbeiten (Schwarting et al. 1986;
Slettedal et al. 2008b) wird dies nicht als Nachteil diskutiet. So visualisiert
(Schwarting et al. 1986) das Zellteilungspotential von equinen Endometriumszellen.

Fir die Kryokonservierung der Zellen wurde ein Protektionsmedium gewahlt, das
einen geringeren DMSO-Anteil aufweist, da DMSO nicht nur kryoprotektierend wirkt,
sondern in hdéheren Konzentrationen extrem =zelltoxisch ist. Aul3erdem kann es
EinfluR auf die Differenzierung der Zellen nehmen. In den verschiedenen
Publikationen (Vescovi et al. 2002; Milosevic et al. 2005) variieren sowohl die
Zusammensetzung der Einfriermedien, als auch die Zellzahl pro Roéhrchen.
Hegewald (Hegewald et al. 2004b) verwendet ein Medium, das folgende
Komponenten enthalt: 10% DMEM, 10% DMSO, 80% FCS. Anschliefend werden
die Zellen fiir 24 Stunden bei -80° C und anschlieBend bei -196° C gekiihlt.

Ein weiterer Vorteil gegenilber der von Hegewald angewandten Methode ist das
Benutzen eines speziellen Einfriercontainers. Dieser ermdglicht ein schonendes
Einfrieren der Zellen auf -80° C, da sich der Inhalt des Containers pro Minute um ein
Grad abkihlt. Aufgrund dessen ist die Temperatur von -80° C nach 80 Minuten
erreicht, und die Zellen kdnnen bereits nach dieser kurzen Zeitspanne in den
flissigen Stickstoff zur endgiiltipen Lagerung Uberflhrt werden. Die Methode der
ySanften” Kryokonservierung fiihrt zu einem héheren Zellerhalt und wird fiir diese
Versuchsreihe standardmalig durchgefihrt, da ein Teil der Zellen zur Reimplantation
in die Empfangertiere bestimmt ist.

Folgt nach der Kryokonservierung ein erneutes Ausplattieren der Zellen mit darauf
folgender Kultivierung, weisen die Zellen, im Vergleich zu nicht kryckonservierten

Zellen, keine Abweichungen in ihren Morphologien auf.
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Da fiir einen therapeutischen Einsatz kryokonservierte Zellen eingesetzt werden,
wurden fir die weiteren Untersuchungen kryokonservierte Zellen eingesetzt. So auch
flr die Untersuchung des Migrationsverhaltens. Mittels eines
Vitalbeobachtungssystems konnte belegt werden, dal? Einzelzellen aktiv in der
Kultivierungsschale wanderten, um in Zell-Zell-Interaktion zu treten. Allerdings ist
eine Messung der zurlickgelegten Strecke der Zellen sehr aufwendig, da die Zellen in
alle Richtungen zu benachbarten Zellen wandern. Es wurde daher eine Methode
gewdahlt, bei der sichergestellt ist, dal die Zellen zielgerichtet migrieren. Um das zu
erreichen, wurde die so genannte ,wounded healing” Methode (Gao et al. 2004)
angewendet. Dabei wird ein Zellmonolayer bis zu einer Konfluenz von ca. 80%
kultiviert, anschlieBend wird dieser konfluente Zellrasen getrennt. Diese
Zusammenhangstrennung, bei der mit Hilfe einer Pipettenspitze ein Kratzer in den
Zellrasen geritzt wird, ermdéglicht eine zielgerichtete Migration der Zellen zur
gegenliberliegenden Seite des zellfreien Areals. Diese Methode bewies sich als gut
auswertbar und vergleichbar, da nach definierten Zeitspannen der Abstand zwischen
den beiden Zellfronten erfal3t werden konnte.

Die  Untersuchungen zum  Differenzierungspotential der eMSC’s wurden
grundsatzlich unter den gleichen Kulturbedingungen, wie bereits unter
Standardkulturbedingungen besprochen, durchgefiihrt. Das Differenzierungspotential
der eMSC kann anhand unterschiedlichster Methoden nachgewiesen werden. Die
Standardbedingungen sind bei allen Differenzierungsansatzen dieselben, es handelt
sich immer um eine Kultivierung bei 37° C und einem O2.Gehalt von 21%. Allerdings
wurden die Differenzierungen nach Kultivierung in verschieden Medien beurteilt. Zur
Induktion der osteogenen Differenzierung wurde das Protokoll von Tondreau
{(Tondreau et al. 2004b) angewandt, da mit diesem Protokoll ausreichend Erfahrung
fur die Kultivierung von MSC’s, der Ratte und des Menschen, gesammelt werden
konnte.

Weitere Arbeiten (Andrades et al. 1999 ; Mizuno et al. 2000; Walsh et al. 2003; de
Jong et al. 2004) beschreiben die Ansdtze unterschiedlicher Medien zur Einleitung
einer osteogenen Differenzierung.

Diese Medien unterschieden sich sowohl im FCS-Gehalt 0,5% (Andrades et al. 1999)
bis 10% und beziglich der zugesetzten Differenzierungsfaktoren, wie bFGF, rHOP,

rHBMB (Andrades et al. 1999); IGF-I (Walsh et al. 2003); Vitamin D3 und
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Parathyroidhormon (PTH) (Sammons et al. 2004) Ascorbinsdure und R-
Glycerophosphat (Tondreau et al. 2004b).

Bei allen Differenzierungsansatzen fiir die osteogene Richtung wird jedoch
Dexamethason supplementiert.

Sowoehl der Nachweis der ALP mit einer NBT-Farbung als auch die Van-Kossa-
Farbung zum Kalzifizierungsnachweis sind anerkannte Nachweismethoden der
osteogenen Differenzierung (Andrades et al. 1999; Mizuno et al. 2000; Walsh et al.
2003; de Jong et al. 2004). Der ALP-Gehalt der differenzierten Zellen konnte mittels
densitometrischer Messung quantifiziert werden. In dieser Messung wurden die
ermittelten Grauwerte der Proben mit den unbehandelten Kontrollen verglichen.
Vorab wird ein WeilRabgleich durchgefiihrt, damit die méglicherweise
unterschiedlichen Hintergriinde der verschiedenen Farbungen nicht mit in die
Messung einflieBen. Je héher der Grauwert dieser Auswertung ist, desto starker ist
die ALP-Farbung, was auf eine starke osteogene Differenzierung schlieBen laR3t. Man
wirde erwarten, daR der Wert der undifferenzierten Zellen deutlich niedriger ausfallt.
Der relativ hohe Grauwert in den Kontrollen, [aBt sich allerdings durch die
Gegenfarbung der Zellen mit Kernechtrot erklaren, womit die Zellkerne und teilweise
auch die Zellkérper kontrastiert bzw. gegengefarbt werden. Diese Rosafarbung ergibt
natirlich bei einer Schwarzweil3-Aufnahme ebenfalls einen Grauwert, der z.B. in der
Zahl 18,1 densitometric Units zum Ausdruck kommt. Solche histologischen
Ergebnisse, die Aufgrund von verschiedenen Entwicklungs- und Inkubationszeiten
mit Hilfe der Densitometrie ausgewertet werden, geraten hiufig in die Kritik. Wurden
die Zeiten allerdings exakt eingehalten, ist die Methode zuverlassig. Korkmaz
{(Korkmaz et al. 2006) hat in seinen Untersuchungen die Methode etabliert und sie ist
mittlerweile als solche anerkannt.

Bei der Van-Kossa-Farbung treten schwarz gefarbte Cluster deutlich hervor. Diese
Prazipitate sind Kalzifizierungsprodukte, die im Zuge der osteogenen Differenzierung
entstehen und durch das Silbernitrat, als Bestandteil der Farbeldésung, stark
hervorgehoben werden.

Fir die chondrogene Differenzierungsrichtung werden gut ausgebildete Zell-Zell-
Kontakte bendétigt. Um eine solch starke Zell-Zell-Interaktion zu erreichen, wurden die
Zellen im 3-D-Pellet kultiviert (Tondreau et al. 2004b; Johnstone et al. 1998;
Hegewald et al. 2004b; Fortier et al. 1998). Die Differenzierung erfolgte unter Zugabe

voh TGFR, und wurde unter den Bedingungen, wie sie von (Tondreau et al. 2004b)
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geschildert wurden, differenziert. Worster (Worster et al. 2001) beschreibt die
Kultivierung der Zellen im Monolayer und deren histologische Auswertung. In dieser
Arbeit konnte sowohl eine Kultivierung im Monolayer mit anschlieRender
histologischer Auswertung, als auch eine Kultivierung im 3D-Pellet mit

anschlielender Auswertung mittels RT-PCR dargestellt werden.
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4.3. Diskussion der Befunde

4.3.1. Isolierung und Kultivierung der equinen mesenchymalen Stammazelle

Multipotente Stamm- und Vorlauferzellen wurden in den letzten Jahren neben
Fettgewebe, Nabelschnurblut und dem Beckenkamm aus dem Sternalpunktat von
Pferden isoliert (Fortier et al. 1998). lhre Aufbereitung wurde nach einem
modifizieten Protokoll durchgefiihrt, wie es fir die Kultivierung von humanen Zellen
etabliert wurde (Haynesworth et al. 1992). Es konnte flir diese Zellen gezeigt werden,
dass sie in vifro in einem undifferenzierten Zustand kultiviert und expandiert werden
{(Haynesworth et al. 1992). Im Gegensatz zu den Daten von Lennon (1996), in denen
DMEM und 10% FCS flir die Kultivierung verwendet wurde, konnten in dem
Standardmedium mit 20% FCS (Klinz et al. 2005; Arnhold et al. 2006b), wie auch in
dem Kultivierungsmedium 3 mit 10% DFS, beste Proliferationsergebnisse erzielt
werden. Die Zellen kénnen sowohl (iber einen Ficoll-Gradienten {(Hegewald et al.
2004b), aber auch ohne liber einen Gradienten zu laufen, isoliert werden (Worster et
al. 2000). Andere Voruntersuchungen mit mesenchymalen Stammzellen der Ratte
und des Menschen haben gezeigt, dal? es sich bei Zellen, die auf der Oberfliche der
Kulturschale adhaerent wachsen, um mesenchymale Stammzellen handelt (Ahmed
et al. 2006). Dies konnte durch eine Mac-Sortierung, magnetic associated cell —
Sortierung, mit spezifischen Stammazellmarkern CD 114, CD 115, CD 34 und CD 133
(Freund et al. 2006) sowie durch immunzytochemische Nachweise mit CD 105 und
CD 106 belegt werden.

Diese adhaerenten Zellen proliferieren Uber lange Zeitraume (Fortier et al. 1998) und
kénnen unter Zugabe von Adjuvantien in Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten
differenzieren. Ein wichtiges Charakteristikum von eMSC ist ihre Fahigkeit, extensiv
in Kultur zu proliferieren, wobei sie typische spindelférmige Morphologie aufweisen
(Pittenger et al. 1999). Die Zellen wurden mit 500 Zellen / cm? ausgesat. Im Vergleich
zu MSC’'s anderer Spezies ist das eine verhaltnismalRig geringe Zahl, die darauf
schlieBen lalkt, dal die Zellen in der ihnen gebotenen Umgebung ein sehr grofes
proliferierendes Potential aufweisen. Dagegen wird in diversen Arbeiten Uber MSC’s
anderer Spezies berichtet, dal die Zellen mit einer Zellzahl von 1000-6000 Zellen /
cm® ausgesat werden (Hegewald et al. 2004b; Klinz et al. 2005; Arnhold et al.
20086b).
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Anhand der durchgefilhrten Qualitatskontrolle, in der das geeigneteste Medium mit
dem fiur die Zellen geeignetesten Serum getestet wurde, konnten in der vorliegenden
Arbeit zwei Kultivierungsmedien herausgestelt werden. Zum einen ist es das
Standardmedium (Kultivierungsmedium 1 mit 20% FCS, Fetal Calf Serum), das bei
humanen Zellen etabliert ist (Klinz et al. 2005; Arnhold et al. 2006b), zum anderen
das modifizierte Kultivierungsmedium 3, das anstatt FCS Pferdeserum (DHS = Donor
Horse Serum) enthdlt (Lennon et al. 1996). Von den drei getesteten adulten
Pferdeseren war nur ein Serum fiir die Kultivierung der eMSC geeignet. Die
verschiedenen Chargen scheinen sich in der Nahrstoffzusammensetzung erheblich
zu unterscheiden. Das wurde besonders nach Durchfiihrung der Red Oil Farbung,
Farbung zur Darstellung von Lipidvakuolen, im Anschlu? an die Kultivierung deutlich.
Die Zellen, die mit Serum 2 (Donor Horse Serum) Kkultiviert wurden, bildeten
zahlreiche und grof3e Fettvakuolen, die sich von den Vakuolen der Zellen in den
Seren 1 und 3 (Donor Horse Serum aus anderen Chargen) deutlich unterschieden.
Deshalb ist davon auszugehen, dal} das Serum 2 reichhaltiger an verschiedenen
trophischen Faktoren und Supplementen ist. Ahnliche Daten konnten auch nach
Kultivierung der Zellen im Fohlenserum erhoben werden, da hier die Zellen einen
extrem hohen Gehalt an Fettvakuolen aufweisen. Es zeigte sich auRBerdem, dal} die
Auswahl des Mediums bzw. der Serumcharge entscheidenden Einflu@ auf das

Proliferations- und Differenzierungsverhalten der eMSC hat.

4.3.2. Colony forming unit assay

Zur Bestimmung der Proliferationseigenschaften und -fahigkeiten der eMSC wurden
sie in verschiedenen Konzentrationen bzw. mit unterschiedlichen Zellzahlen
ausgesaht. Diese Methode wurde bereits in einigen anderen Arbeiten beschrieben
{(Walker et al. 1974; Lennon et al. 2001; Delorme and Charbord 2007). In diesen
Arbeiten wurden MSC von Mensch (Delorme and Charbord 2007), Ratte (Lennon et
al. 2001) und Rind (Walker et al. 1974) verwandt. In den dort durchgefiihrten
Untersuchungen konnten ebenfalls Koloniebildungen der MSC verzeichnet werden.

Die MSC zeigen, speziesunabhingig, bei einem geringen Zelleinsatz Koloniebildung,

die exponentiell mit der eingesetzten Zellzahl steigt.
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4.3.3. Beurteilung des Proliferationsverhaltens der Zellen mittels Ki 67

Ki 67 ist ein Proliferationsmarker, der die Zellen in allen Phasen der mitotischen
Zellteilung (S1, G1, G2; M) markiert. Um das Proliferationsverhalten der Zellen
darzustellen, wurden die fixierten Zellen mit dem AK-Ki 67 inkubiert. Zellen die sich
zu diesem Zeitpunkt, dem Zeitpunkt der Fixierung, in Teilung befanden, werden mit

diesem AK markiert.

4.3.4. Krykonservierung mit anschlieRender Kultivierung

Die Kryokonservierung von Stammazellen, seien es mesenchymale, embryonale oder
neuronale, wurde in den verschiedensten Publikationen diskutiert (Vescovi et al.,
2002; Milosevic et al., 2005; Carvey et al., 2001;(Bruder et al. 1997). Die einheitliche
Meinung ist, dal das Kryokonservieren mit spéaterem Auftauen und erneutem
Kultivieren ohne Alterationen der Zellen in ihrem Proliferationsvermégen und
Differenzierungsverhalten vonstatten geht. Das ermdglicht, eine grole Zahl Zellen
einzufrieren und sie nach und nach in die Versuche einzubringen. Ein weiterer Vorteil
ist, dalR mit vergleichbarem Zellmaterial gearbeitet werden kann und damit die
Versuchsergebnisse vergleichbar sind. Die Dauer der Kryokonservierung spielt in
diesem Zusammenhang keine Rolle. Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden
iber einen Zeitraum von 1,5 Jahren kryokonserviert, ohne Abweichungen in
Morphologie und Proliferationsverhalten zu zeigen. Eine Kryokonservierung ber
einen solchen Zeitraum wird von 88,68% der Zellen Uberlebt. Die Mdglichkeit der
Kryokonservierung der eMSC ist deshalb so interessant, da somit die Zellen eines
Pferdes flr einen langeren Zeitraum haltbar gemacht werden und spater fir den
therapeutischen Einsatz adhoc wieder zur Verfigung stehen, ohne dal? erneut

Zellmaterial aus dem Tier enthommen werden mul? (Smith et al. 2003b).

4.3.5. Untersuchung zur Vitalitat bei verschiedenen Lagerungsbedingungen

Der Versuch zur Vitalitit der Zellen soll zeigen, dal die Zellen selbst bei einer
Lagerung auf Eis flr einen langen Zeitraum vital bleiben. Dies ist flir einen klinischen
Einsatz von Bedeutung, dem zum Teil ldngere Lagerungs- bzw. Transportzeiten

vorausgehen kdnnten. Die Zellen miissen nach Abschlu der Kultivierung vom Labor
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bis in die bundesweit gelegenen Praxen und Kliniken zur Implantation transportiert
werden. Um eine Implantation vornehmen zu kénnen, die den gewiinschten Erfolg
bringen soll, sollte mindestens eine Zellzahl von 8 Millionen Zellen vorhanden sein
{(Smith et al. 2003b). Jedoch mul die Zellzahl auf die Grélke des Defekts abgestimmt
werden. Vom Abldsen bis zur Implantation der Zellen kénnen bis zu 24 Stunden
vergehen. Es mull eine dementsprechend groRe Zellzahl vor dem Transport
eingesetzt werden. Im Versuchsansatz dieser Arbeit kann gezeigt werden, dal® nach
einem Zeitraum von 26 Stunden nur eine geringe Mortalitadtsrate (Eis 19,1% und
+4° C 5,8%) zu verzeichnen ist. Selbst nach einer Lagerung von 47 Stunden auf Eis
oder bei +4° C kénnen die Zellen wieder adhaerent anwachsen und proliferieren.
Aufgrund der Vitalitat der Zellen, selbst nach einem langen Lagerungszeitraum, und
des unveranderten Wachstumsverhaltens, ist es denkbar, daBR die Zellen problemlos
auf Eis Uber Nacht an die behandelnden Tierdrzte versendet werden kénnen und im
Patienten nach Injektion in das geschidigte Gewebe ihren vollen therapeutischen

Effekt erzielen kdnnen.

4.3.6. EinfluB der Sauerstoffkonzentration auf die Proliferation

Zellen in einer hypoxischen Atmosphéare zu Kkultivieren, entspricht dem Milieu,
welches in Sehnen-, Band- und Knorpelgewebe herrscht. Da bekannt ist, dall im
Knochenmark eine niedrigere Sauerstoffspannung herrscht als in anderen Geweben,
sollte der Einflul des Sauerstoffgehaltes auf das Wachstum und die Morphologie der
Zellen untersucht werden. Dazu wurden sowohl kryokonservierte als auch nicht
kryokonservierte Zellen von verschiedenen Patienten eingesetzt. Diese Zellen
wurden bei verschiedenen Sauerstoffspannungen Kkultiviert. Zum einen wurden die
Zellen bei einem Sauerstoffgehalt von 21% (Standardbedingung) und zum andern
bei reduziertem Sauerstoffgehalt von 3% kultiviert. Die Sauerstoffreduktion auf 3%
duBerte sich in einem erheblichen Anstieg der Proliferationsrate der Zellen. Ahnliche
Ergebnisse konnte (Lennon et al. 2001) in seiner Arbeit mit den Ratten-MSC's
verzeichnen. Bei einem Sauerstoffgehalt von 5% konnte er eine héhere Anzahl von
Colony Forming Units (CFU) direkt nach der Isolation der Zellen verzeichnen, als es
unter Standardbedingungen der Fall war. In den weiteren Passagen konnte in seiner,
wie auch in dieser Arbeit ein Anstieg der Proliferationsrate von 30-40% im Gegensatz

zu Standardbedingungen verzeichnet werden. Da eine Sauerstoffreduktion von 21%
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auf 3-5% einen deutlichen Effekt auf die Proliferationsrate hat, kann geschlossen
werden, dalR es sich dabei tatsachlich um physiologische Bedingungen handelt. Um
diese Zellteilungsaktivitdt zu visualisieren, wurden die Zellen beider Ansatze dem
BrDU Proliferationsassay unterzogen. Da diese sauerstoffreduzierten
Kultivierungsbedingungen der Situation in vivo vergleichbar sind, ware es sinnvoll,

diese Bedingungen generell fiir die Expansion von eMSC’s anzuwenden.

4.3.7. Zellmigration (wounded healing assay)

Entscheidend flr eine gute Gewebsheilung ist, da? die Zellen in dem Defekt, in den
sie eingesetzt werden, nicht nur adhaerent werden und proliferieren, sondern auch in
das geschadigte Areal migrieren. Sie sollen den Defekt durchwandern und ihn
dadurch méglichst vollstdndig besiedeln. Dall solche MSC migrieren kénnen wurde
bereits an humanen epidermalen Keratinozyten, an murinen Corneaepithelzellen
sowie an Zellen des peridontalen Ligamentes und an Gingiva Fibroblasten gezeigt
{(Henemyre-Harris et al. 2008; Gao et al. 2004; Baskin et al. 1997; Lackler et al.
2000). Da dieser Aspekt der Migration bei einem therapeutischen Einsatz ein immens
wichtiger Proze3 sein kann, wurde der Migrationsversuch in diese Arbeit
aufgenommen. Der Versuchsaufbau entspricht in etwa dem von (Gao et al. 2004). So
wurde durch einen konfluenten Zellrasen der eMSC ein Scratch gezogen, der lber
18 Stunden vitalmikroskopisch analysiert wird. In dieser Zeit konnte beobachtet
werden, dall die Zellen aktiv migrieren, bis die Zusammenhangstrennung wieder
vollstindig verschlossen ist. Dalz es sich hier nicht um ein Nachschieben der Zellen
aus der Peripherie der Schale handelt, wird dadurch verdeutlicht, da® einzelne Zellen
den Scratch vollkommen eigenstandig libergueren. Hierbei wird auch noch einmal
sehr stark die Notwendigkeit einer Zell-Zell-Interaktion deutlich. Die Einzelzelle
sendet suchende Fortsidtze bzw. Pseudopodien aus, mit Hilfe derer versucht wird,
schnellstmdglich Zell-Zell-Kontakte wiederherzustellen. Die Zellmigration konnte mit
Hilfe der Phalloidinfarbung, zum Nachweis der Aktinfilamente, dargestellt werden.
Aufgrund der Erkenntnis, die durch diesen Versuch in vitro gewonnen wurden, kann
davon ausgegangen werden, dal die eMSC’s ein volles migratorisches Potential
besitzen.

Die stimulierende Wirkung von IL 6 konnte anhand einer Vitalbeobachtung der Zellen

ilber 48 Stunden eindrucksvoll dargestellt werden. Unter Zugabe von IL & konnte
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eine erhdhte Zellmotilitdt erreicht werden, die 2zu einer beschleunigten
Reorgansisation des Scratches filhrte. Dieser positive Effekt auf die Migration wurde
bereits in anderen Arbeiten dokumentiert (WWang and Newman 2003).

Um solch eine Wanderung auch in vivo nachvollziehen zu kénnen, miiBten die Zellen
jedoch vor der Implantation in ein Empfangergewebe markiert werden, damit man sie

bei darauffolgenden Untersuchungen der Zielstruktur identifizieren kann.

4.3.8. Allgemeine Charakterisierung der equinen mesenchymalen Stammzelle

Zur weiteren Charakterisierung der Zellen wurden immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei sollten zunadchst stammzellcharakteristische
Eigenschaften, Proliferationsverhalten und die Expression von

Extrazellularmatrixkomponenten untersucht werden.

CD 90 / THY 1 ist ein Stammzellmarker, dessen positiver Nachweis der Indikator ist,
dal® es sich bei den untersuchten Zellen tatsdchlich um Stammzellen handelt. Ob es
eine Reinkultur wvon Stammzellen ist, kann man anhand einer Auszdhlung
bestimmen, indem man die Zellkerne (blau) und die CD 90 positiv (rot) markierten
Zellen gegeniberstellt. Bereits in anderen Arbeiten werden Stammezellen aus dem
Knochenmark anhand des Markers CD 90, und anderen, als solche phenotypisch
definiert (Delorme and Charbord 2007; in 't Anker et al. 2003). Stammzellen
unterschiedlicher Spezies, ob Mensch, Ratte, Maus (Chen-Woan et al. 1996) oder
Pferd, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, gleichen sich hinsichtlich ihrer

Expression von CD 90.

Zur weiteren Zellcharakterisierung wurden die Zellen mit verschiedenen Antikérpern
konfrontiert, mit Hilfe derer die Expression bestimmter Extrazellularmatrix-
komponenten, nachgewiesen werden sollten. Diese Konfrontation soll Aufschlul®
dariiber geben, welche EZM-Molekille wvon den Zellen synthetisiet werden.
Fibronektin und Perlecan sind Bestandteile der EZM der Zellen. Die Expression von
Fibronektin als Bestandteil der EZM konnte bereits in equinen Stroma-Zellen
dargestellt werden (\Walter et al. 2001). In der immunhistochemischen Auswertung
konnte eine ausgepridgte Expression auf diese Marker dargestellt werden. Diese

EZM-Proteine sind auch wichtig flir die Knorpel- und Knochendifferenzierung.
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Dariiber hinaus wurde auch die Expression von 31 Integrin, auch bekannt als CD 29,
untersucht. Hierbei handelt es sich um ein 130 kDa transmembranares Glycoprotein
das nichtkovalente Bindungen/Komplexe mit verschiedenen Integrin alpha
Untereinheiten eingeht, um einen funktionellen Rezeptor zu bilden, der spezifisch an
Extrazellularmatrixproteinen bindet (Poole and Muller 2005; Friedlander et al. 1996;
Hieken et al. 1996).

Integrine sind Membran-Rezeptoren, die fiir eine Zell-Zell- oder eine Zell-Matrix-
Bindung stehen. Alle Integrine sind transmembranédre heterodimere, die aus alpha
und beta Untereinheiten bestehen und zum Zytoskelett gehéren.

R1integrine  sind involvier in  Zellwachstum, verschiedene  epidermale
Differenzierungen, Migration und Apoptose. Die Expression von [1 Integrin-
Untereinheiten wird durch Wachstumsfaktoren wie TGF-R1 reguliert (lvaska et al.
2002; Huan and van Adelsberg 1999; Yeh et al. 1998; Cervella et al. 1993). Der
positive Nachweis von 1 Integrin, der in dieser Arbeit erbracht werden konnte, gibt
Aufschlul? dariiber, daR die Zellen mit ihrer EZM Uber das transmembranire Protein

gekoppelt sind.

4.3.9. Untersuchung der Pluripotenz

Die Pluripotenz der eMSC’s wurde anhand ihres adipogenen, osteogenen und
chondrogenen Differenzierungspotentials ermittelt. Dabei konnte gezeigt werden,
dal? sie ebenso eine Pluripotenz wie das bereits bei MSC’s von humanen (Cui et al.
2006; Noth et al. 2002; Hong et al. 2005), porcinen (Moscoso et al. 2005), bovinen
{Colleoni et al. 2005; Bosnakovski et al. 2005; Bosnakovski et al. 20068) sowie von
Zellen der Ratte (Xu et al. 2006; Farrell et al. 2006) gezeigt werden konnte. Die
genutzten Isolierungs-, Kultivierungs- und Differenzierungstechniken bestehen aus
einer Kombination verschiedener bereits angewandter und modifizierter Techniken
(Ringe et al. 2002; Martin et al. 2002; Bosnakovski et al. 2005). Die bereits in der
Arbeitsgruppe erfolgreich angewandten Methoden, der gerichteten Differenzierung
von humanen mesenchymalen Stammzellen in die verschiedenen
Differenzierungsrichtungen in Fett-, Knorpel- und Knochenzellen konnten ebenfalls
erfolgreich auf die Pferdezellen (bertragen werden. So konnten bereits nach einer

Differenzierungszeit von zwei \Wochen erste morphologische Verdnderungen in
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Richtung einer osteogenen und adipogenen Differenzierung beobachtet werden, die
nach drei WWochen noch viel deutlicher ausfielen.

Bei der adipogenen Differenzierung wurden traubenférmige Anhaufungen wvon
Vakuolen sichtbar, die typisch fir eine solche Differenzierungsrichtung sind
{(Tondreau et al. 2004a; Schutze et al. 2005; Pittenger et al. 1999; Mauney et al.
2005).

Ein morphologisches Merkmal der osteogenen Differenzierung, das bereits bei
anderen Spezies beobachtet werden konnte, ist, dal sie ihre fibroblastendhnliche
Morphologie verlieren und ein eher Kkubisches Aussehen erlangen. Desweiteren
bilden sie Cluster aus Knochenbalkchen dhnelnden Strukturen aus, die mit Hilfe der
Van-Kossa-Farbung schwarz angefarbt werden. Diese Eigenschaften der osteogen
differenzierten Zellen konnten bei MSC’s der Ratten, von Rindern und des Menschen
{(Mizuno et al. 2000); (Bruder et al. 1997); (Bosnakovski et al. 2005), aber nicht bei
den MSC’s von Katzen und Schafen beobachtet werden (Martin et al. 2002; Kon et
al. 2000). Die Kultivierung osteogen differenzierender Zellen wurde desweiteren in
einer Rotationskultur durchgefiihrt. Die MSC befanden sich in diesem
Versuchsaufbau auf Microcarriern, einem Tragermaterial. Die Rotationskultur sollte
einen Zustand der Schwerelosigkeit imitieren und eine bessere Versorgung der
Zellen garantieren, was zu einer stabilen 3D-Konstruktion von Knochenbalkchen
flhren sollte. Der positive Effekt eines solchen rotierenden Zellkultursystems wurde
bereits in verschiedenen Arbeiten beschrieben (Saxena et al. 2007; Meyers et al.
2005; Marquette et al. 2007).

Der Nachweis einer chondrogenen Differenzierung konnte mit Hilfe zweier Methoden
nachgewiesen werden. Zum einen wird eine Differenzierung in dieser Arbeit sowohl
histologisch (Worster et al. 2001) als auch mittels der RT-PCR (Bosnakovski et al.
2005) gezeigt, wie dies bereits bei anderen Spezies demonstriert werden konnte.
Zwingende Voraussetzungen fiir die chondrogene Differenzierung ist, dal3 die Zellen
in einer 3D-Pelletkultur, d.h. in einem R&hrchen, kultiviet werden. In der
histologischen Auswertung der Paraffinschnitte werden die blaugefarbten, sauren
Mukopolysaccharide der chondrogen differenzierten Zellen deutlich. Ebenso ist der
positive Nachweis einer Kollagen Il Expression in der PCR ein deutlicher Nachweis
der chondrogenen Differenzierung (Boshakovski et al. 2005). Aggrecan wurde
ebenfalls als spezifischer Primer zum Nachweis von Proteoglycanen in der RT-PCR
eingesetzt (Schmal et al. 2006, Motomura et al. 2006, Fortier et al. 2007); somit
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konnte der Beweis einer chondrogenen Differenzierung eindeutig dargestellt werden.
Da R-Actin in allen Zellen exprimiert wird, wurde B-Actin als ,housekeeping Gen®
eingesetzt und dient der Uberpriifung der eingesetzten Proben. Ebenfalls sollte mit
Aggrecan immunhistochemisch nachgewiesen werden, ob undifferenzierte Zellen
bereits Knorpelmerkmale aufweisen. Es zeigt sich allerdings, daf? die nicht
vordifferenzierten eMSC’s eine nur eine geringe Expressionsrate aufwiesen. Nach
Differenzierung weisen diese eMSC's eine deutliche Expressionsrate auf. Der
Nachweis der Pluripotenz der eMSC’s ist von entscheidender Bedeutung bei der
spateren therapeutischen Implantation der Zellen in das Empfingergewebe. Die
Zellen missen pluripotent sein, um entweder in den verschiedenen
Empfangergeweben (z.B. Knochen, Sehne, Knorpel und Muskulatur) aufgrund der
dort  vorherrschenden Verhdltnisse in den entsprechenden Zelltyp zur
Geweberegeneration  differenzieren zu  kénnen, oder vordifferenziert sein.
Insbesondere bei einem regenerativ-therapeutischen Einsatz im Fesseltrageapparat
ist die Vorraussetzung zur Differenzierung von besonderer Bedeutung, da es sich
hier um ein Mischgewebe aus Sehne, Muskulatur und Bandmaterial (LTT) handelt.
Somit bildet die Fahigkeit der Zellen zur Pluripotenz die Grundlage fir eine

therapeutische Verwendung.

4.3.10. Transduktion der eMSC mit einem adenoviralen Vektor

Die Mdglichkeit, Zellen mit einem adenoviralen Vektor unter Verwendung des GFP
Konstruktes zu markieren, stellt erhebliche Vorteile in der Detektion der Zellen in
einem Empfingergewebe dar (Duan et al. 2006; Piersanti et al. 2006; Lang et al.
2006; Xia et al. 2005). Zu einem Nachweis der Zellen in vivo kénnten die zur
Transplantation vorgesehenen Zellen in vitro mittels radioaktiver Methoden markiert
werden, so dal} sie, in vivo, szintigraphisch mit Hilfe einer y~Kamera erfalt werden
kénnen. Ist die ldentifizierung der Zellen jedoch histologisch angestrebt, kann eine
GFP-Markierung der Zellen sinnvoll sein. Fiir diese Markierungen und im Hinblick auf
eine mdégliche Verwendung der Zellen im Rahmen der Gentherapie (Colleoni et al.
2005) wurde auf der Basis eines adenoviralen Vektors der 3. Generation, der die
Sequenz flr das griin fluoreszierende Protein (GFP) tragt, ermittelt, welche
Konzentration von Viruspartikeln pro Zelle benétigt werden, um eine mdoglichst grol3e

Anzahl markierter Zellen in der Gesamtzellpopulation zu erhalten. Dazu wurden

121



Diskussion

Vektorkonzentrationen von 10, 50, 100 und 200 MOI gewéhlt, die fiir einen Zeitraum
von 48 Stunden auf die Zellpopulation appliziert wurden, um die Transduktion der
Zelle zu erméglichen. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen fixiert und mit
Hoechst dye, einer Kerngegenfarbung gefarbt, so dal} die Transduktionsrate ermittelt
werden konnte.

Wie bereits bei porcinen MSC’s (Bosch et al. 2006) und auch in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, kann auch in den Pferdezellen eine vektorinduzierte GFP-Expression
erzielt werden. Um nahezu 100% der Zellen markieren zu kénnen, wird allerdings
eine hohe Vektorkonzentration bendtigt. Wie in der Graphik sichtbar wird, wachst die
Anzahl der markierten Zellen allerdings nicht proportional, d.h.
konzentrationsabhangig, wie man es nach der Zugabe des Vektors erwarten wiirde.
Damit ist ein gentherapeutischer Einsatz eher fragwirdig, oder es miilte fir die
Markierung eine nicht-virale Transfektion durchgefiihrt werden, aber bei einer

solchen wéren die Transduktionsraten noch niedriger.

4.3.11. Einsatz verschiedener Triagermaterialien

Nach erfolgreicher Isolierung und Kultivierung der eMSC’s sollten im nachsten Schritt
nunmehr Tragermaterialien fir den therapeutischen Einsatz geprift werden. Es
wurden dazu drei Tragermaterialien ausgewihlt. Sie sollen fir den Einsatz in der
Praxis méglichst leicht zu handhaben, sowie in einem kurzen Zeitraum herstellbar
sein und sich insbesondere fiir einen Einsatz beim Pferd eignen. Aufgrund des
hohen Eigengewichtes der Tiere sind sowohl die betroffen Strukturen als auch die
Tragermaterialien, die zur Stabilisierung der Defekte, z.B. fiir Knochen-, Knorpel- und
Sehnenldsionen oder Lasionen eines Mischgewebes, eingesetzt werden sollen,
hohen Belastungen ausgesetzt. Sowohl am Menschen, bei der Ratte als auch an
Kaninchen konnten bereits verschiedene kollagene Tragermaterialien in Verbindung
mit MSC’s erfolgreich an Sehnendefekten, z.B. an der Patellarsehne des Kaninchens
oder nach Extraktion molarer Zahne des Menschen, sowie bei Reparation des
weichen Gaumens bei Pferden, getestet werden (Farrell et al. 2006; McGuire and
Scheyer 2006; Lubiatowski et al. 2005; Carstanjen et al. 2006).

Bei dem ersten Tragermaterial, das auf seine Einsatzmdglichkeit getestet wurde,
handelt es sich um ein einfaches Kollagen I Gel. Dies scheint als Tragermaterial sehr

vorteilhaft zu sein. Das Gel wird von den Zellen als Trager akzeptiert, denn sie
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zeigen ein gutes morphologisches Aussehen und kénnen (ber einen Zeitraum von
drei Wochen in diesem Gel kultiviet werden. Die Zellen (berleben diesen
Kultivierungszeitraum nicht nur, sondern beginnen auBerdem, kurz nach dem
Einbringen in dieses Gel, Fortsdtze auszubilden und sich zu vernetzen. Eine gute
Proliferationsrate mit Zunahme der Netzdichte ist ebenfalls zu verzeichnen. Es
entsteht somit ein dichtes Maschenwerk von eMSC, die somit ein stabiles
Transplantat bilden kénnen. Trotz der ausgepriagten Netzwerkbildung handelt es sich
bei dem Kollagengel um ein sehr flexibles Material. Ein weiterer groRer Vorteil dieses
Gels ist, dall es problemlos auf die Defektgrélie zugeschnitten werden kann. Eine
bedeutende Einsatzmdglichkeit fiir ein solches Gel waren Knorpeldefekte, die
entweder mit eMSC oder autolog gewonnenen Chondrozyten gefilllt werden kénnten,
da die Zellen auch in diesem Gel verbleiben und vor Ort differenzieren kénnen. Die
Zellen kénnen somit nicht aus dem Defekt abschwimmen. Die Befestigung eines
solchen Gels kann z.B. mittels Fibrinkleber geschehen. Dieser wird beispielsweise
auch bei einer autologen Chondrozyten Transplantation (ACT), Knorpelzellen, die
aus einem anderen Bereich des Tieres entnommen und aufbereitet wurden, im
Knorpeldefekt angewandt (Litzke et al. 2004). Bei der ACT werden die Zellen derzeit
allerdings ohne ein Tragermaterial eingesetzt.

Allerdings besteht auch die Mdéglichkeit, die Zellen direkt auf einer Fibrinmatrix bzw.
auf Firbrinbeads zu kultivieren (Mok et al. 1994).

Diese Beads bestehen aus einem Netzwerk aus Fibrin, die aus dem Fibrinkleber
Tissucol der Firma Baxter hergestellt werden. In diesem Netzwerk kénnen die eMSC
in den Nischen und auf der AuBenseite adhaerent wachsen. Die Zellen kénnen auch
auf diesem Material (ber einen langeren Zeitraum kultiviet werden, ohne dal}
morphologische Degenerationserscheinungen auftraten. Die
Semidiinnschnittaufnahmen bieten dem Betrachter einen Uberblick (lber die
Zellmorphologie auf diesem Tragermaterial. Die Zellen, die der Aulenseite der
Finrinmatrix anliegen, zeigen eine schone, lang gestreckte Form, wie sie auch unter
normalen Kulturbedingungen auftritt. Sie liegen in mehreren Schichten (ibereinander.
Innerhalb der Fibrinmatrix 18Rt sich erkennen, daR die Zellen einen bestimmten
Raum bzw. MaschengréBe bendtigen, um sich gut ausbreiten zu kénnen. Ist die
Matrix zu engmaschig, findet man nur vereinzelte Zellen im Innern des Materials, die
dann nicht mehr optimal mit Wachstumsfaktoren versorgt werden. Es kénnen dann

vorrangig Zellen auf der AuBenseite detektiet werden. Allerdings ist in
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Semidinnschnitten deutlich zu erkennen, dal? vereinzelt auch morphologisch intakte
Zellen in einem Hohlraum zu finden sind. Elektronenmikroskopisch lassen sich
Interaktionen zwischen den Zellen und der Tragermatrix darstellen. Nach langeren
Kultivierungszeiten kann sogar die Synthese von EZM detektiert werden, durch
Nachweise von Kollagenfibrillen. Es kommt sozusagen zu einer innigen Verzahnung
der Zellen mit dem Tragermaterial.

Das Tragermaterial bietet sich fiir eine therapeutische Anwendung an, da auch diese
Form des Tragers gut in das Empfangergewebe integriert werden kann (Goessl
2006). Das Schicksal der Zellen, insbesondere ihres Integrationspotentials im
Empfangergewebe muf? allerdings noch histologisch evaluiert werden. Dabei kénnten
wieder Zellen, die zuvor mit einem Vektor transduziert wurden, zum Einsatz kommen.
Die Zellwanderung kénnte anhand dieser Markierung gut beobachtet und
ausgewertet werden. Die Anwendungsmdéglichkeiten liegen sowohl in der Therapie
voh Knochen-, Knorpel- wie Sehnendefekten.

Ein hervorragendes Tragermaterial scheinen sogenannte Microcarrier darzustellen.
Bei ihnen handelt es sich um dreidimensionale pordése Gebilde, die aus einer
spezifisch verdrilten Kollagenmatrix bestehen. Diese porése Matrix bietet den Zellen
sowohl im Inneren des Microcarriers als auch auf der AuBRenseite optimale
Haftungshedingungen. Sie besitzen jedoch im Gegensatz zu den Fibrinbeads
wesentlich kleinere Durchmesser (150-200 pm). Aufgrund dessen eignen sich die
MC besonders flir eine nicht-statische Kulturform in der Rotationskultur. Auf diesen
MC k&énnen sie dann auch in Kkleinere Lasionsbereiche eingesetzt werden. Der
erfolgreiche Einsatz von Microcarriern, in Verbindung mit Zellen, fir einen
therapeutischen Einsatz im Gehirn konnte bereits bei der Parkinsontherapie
{(Campbell et al. 1993) mit retinalen Pigmentepithelzellen (RPE) gezeigt werden. Die
Zellen vernetzen die einzelnen Microcarrier miteinander, so daR ein stabiles
Netzwerk aus Microcarriern und Zellen entsteht.

Der Vorteil all dieser Tragermaterialien ist, dal? die Zellen auf einer festen Matrix, die
ihnen bekannt ist und an die sie adaptiert sind, in eine fremde Umgebung gelangen.
Werden die Zellen ohne Matrix eingebracht, sind sie von den dort in der Regel
vorherrschenden degenerativen Prozessen, durch die Ausschittung von Zytokinen
etc, viel angreifbarer. Sie kdnnen nicht sofort auf ihre Umgebung reagieren, sondern
bendtigen eine ladngeren Zeitraum zur Adaptation. Ein weiterer Nachteil ist, dal}

einzelne Zellen sehr leicht aus einem Gewebe, in das sie injiziet wurden,
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abgeschwemmt werden k&nnen. Sitzen sie einer Matrix auf, bzw. sind sie in eine
Matrix integriert, bilden die Zellen mit der Matrix eine grole Oberfliche und kénnen
deshalb zwangslaufig nicht so schnell aus dem Implantationsgewebe

wegdiffundieren und kénnen somit gréRere Defekte abdecken.

4.3.12. Klinisch- therapeutischer Einsatz der eMSC

Mesenchymale Stammzellen sollen flir die verschiedensten Kklinischen Bilder
einsetzbar sein. Das Hauptaugenmerk liegt neben einem Einsatz in der
Knochenchirurgie (Osteoneogense) auf einem Einsatz bei Knorpelerkrankungen,
sowie auf der Therapie der Tendopathien unterschiedlichster Genese. So sollen
Sehnenerkrankungen von  oberflichlicher und tiefer Beugesehne, sowie
Verletzungen des Fesseltrageaparates unter Verwendung der eMSC therapiert
werden kénnen. Dazu werden die eMSC in die betroffenen Strukturen, in denen der
Defekt vorliegt, transplantiert bzw. injiziert. Eine Reimplantation der Zellen wird
bereits seit einiger Zeit von (Smith et al. 2003b) praktiziert. Die Zellen werden nhach
Selektionierung und Expansion ohne Tragermaterial in Lésionen von Pferden
injiziert. Aus der Arbeit von (Smith et al. 2003b) geht hervor, dal? die Zellen vor der
Reinjektion in Plasma mit Heparin resuspendiert werden. Dieses Plasma-Zellgemisch
wird dann in die betroffene Struktur injiziert. In unseren klinischen Untersuchungen
verwenden wir in Zusammenarbeit mit den klinischen Kooperationspartnern zur
Resuspension des Zellpellets entweder NaCl-Losung oder autologes Knochenmark.
Die Nutzung von autologem Knochenmark verspricht eine vermutlich noch bessere
Gewebevertraglichkeit als Plasma oder NaCl-Lésung, aufgrund der darin enthaltenen
trophischen Faktoren. Welche Faktoren hier eine Rolle spielen, ist allerdings noch
nicht genauer untersucht.

Der Zellinjektion schliet sich ein Trainingsplan an, der vom Pferdebesitzer genau
eingehalten werden sollte, damit die verletzte Struktur optimal heilen kann. Der
genaue Trainingsplan wird vom behandelnden Tierarzt ausgearbeitet, da dieser die
Situation des Pferdes und den Verletzungsgrad am besten beurteilen und
einschatzen kann.

Nach einer solchen Zellinjektion kann es in vereinzelten Féllen zu leichten
Entziindungsreaktionen der betroffenen Strukturen kommen. Diese stellen sich in der

typischen Umfangsvermehrung im Sehnenbereich (Bogen) dar. Zuziglich kommt es
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zur vermehrten Schmerzhaftigkeit, die sich in reiner Druckschmerzhaftigkeit bis hin
zur Lahmheit duRern kann, sowie zu einer Temperaturerhdhung in dem betroffenen
Gebiet. Mdglicherweise handelt es sich bei diesem klinischen Bild um eine Reaktion
auf geringe Serumreste, die bei der Injektion der eMSC vorhanden waren.
Ultrasonographisch a3t sich eine VergréRerung des Defektes beobachten. Trotz
dieser auftretenden Entziindungsreaktion durchbauen sich diese Sehnen im gleichen
Zeitraum wie die behandelten Stellen, die anfinglich keine Entziindungsreaktionen
zeigten.

Drei Monate nach Zellinjektion sind die Schadigungen innerhalb des
Sehnengewebes kaum noch zu erkennen. Das Gewebe ist gut durchbaut und stellt
sich ultrasonographisch durch eine sehr homogene helle Struktur dar. Die
Schwellungen, sowie vermehrte Warme und Schmerzhaftigkeit sind abgeklungen.
Die Tiere zeigen in der Regel keine weiteren Lahmheiten. Bei der untersuchten
Gruppe von 30 Pferden sind im Zeitraum von 9 Monaten bislang keine Rezidive zu
verzeichnen. Einige Pferde stehen jedoch zu diesem Zeitpunkt noch zur
Nachuntersuchung an. Die Ergebnisse werden mit gro3em Interesse erwartet.

Die Anwendung dieses neuen Verfahrens wird sehr kontrovers diskutiert. Wie auch in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, stellen sich die Ergebnisse dieser Behandlung
beim Pferd positiv dar (Smith et al. 2003b).

Im Bezug auf eine Sehnenbehandlung konnten ebenso beim Kaninchen positive
Resultate (Awad et al. 1999b) verzeichnet werden. Dem gegeniiber stehen die
bekannten Therapieverfahren zu Behandlung von Tendinitiden (Rapp et al. 1992). Zu
diesen Therapieansatzen gehdéren die konservative Behandlung (Ruhe, Behandlung
mit Eis und heparinhaltigen Salben, zuziglich anti-inflammatorischer MalRnahmen
{(Morelli and James 2004), das Sehnensplitting (Reiners et al. 2002), die Nutzung der
Stoltwellentherapie (Kersh et al. 2006; Wang et al. 2005; Diakakis et al. 2005;
Rompe 2008) und die Implantation von Kohlenstoffasern (McCullagh et al. 1979;
Littlewood 1979). Mit all diesen Therapieansdtze konnten Heilungserfolge erzielt
werden. Teilweise sind jedoch die genauen Mechanismen, die die Heilung positiv
beeinflussen noch unklar. Das trifft z.B. vor allem auf die StoRwellentherapie und das
Sehnensplitting unter Verwendung von autologem Knochenmark zu. Bekannt ist, dal?
bei diesen Methoden eine Neovaskularisation eingeleitet wird.

Aufgrund dieser kontroversen Diskussion sollen weitere Untersuchungen, wie die

szintigraphische Untersuchung in vive, zum Verbleib der mit Radionukliden
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markierten eMSC’s, sowie eine histologische Untersuchung, méglicherweise an einer
Biopsie des behandelten Gewebes, durchgefilhrt werden, damit eine Therapie mit
MSC’s wissenschaftlich evaluiert und sicher angewendet werden kann.

Leider fehlt zu einer objektiven Beurteilung der Wirksamkeit der eMSC bei einem
therapeutischen Einsatz eine Kontrollgruppe, die eine Gruppe unbehandelter Pferde
umfassen misste, sowie eine Gruppe von Pferden, die mit einer anderen
Behandlung, z.B mit einer intradeninésen Injektion mit Hyaloronsaure behandelt
wirde. Die klinischen Daten sind somit zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollstandig

ausgearbeitet und dokumentiert.
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4.4. Ausblick

Wie bereits erwihnt und in der Literatur beschrieben, werden die MSC derzeit
hauptséachlich zur Regeneration von defektem Sehnengewebe eingesetzt. Diese
Zellen sind bislang undifferenziert. Einen gréeren Benefit wilrde man natirlich mit
bereits vordifferenzierten Zellen erwarten. Deshalb ist der nachste Schritt, die
Differenzierung der adulten equinen MSC in Tenozyten. Hierflr gibt es bereits
Protokolle, die diese Differenzierungsrichtung am Kaninchen belegen (Awad et al.
1999a; Awad et al. 2000b). Ein weiterer wichtiger Schritt in diese Richtung ist das
Austesten der Wirkung von nicht steroidalen Antiphlogistika (NSAID) auf eMSC.
Sollten die Antiphlogistika Auswirkungen auf Proliferations- und
Differenzierungsverhalten der Zellen haben, mufz ein paralleler Arzneimitteleinsatz
bei der Stammzelltherapie kritisch hinterfragt werden.

Desweiteren ist eine klinische Studie in Planung, bei der weitere Tragermaterialien in
vitro und vivo getestet werden sollen. Es mufl3 Aufschlu® darlber erbracht werden,
welches Tragermaterial flir welche Anwendung in Frage kommt und wie diese
einfach und kostenglinstig, vor allem vertraglich flir den Patienten, anzuwenden sind.
Sowohl die Zellen, die ohne Trager, als auch die Zellen die spater einmal mit Trager
implantiert werden sollen, sollen auch nach der Implantation verfolgt werden kdnnen.
Deren Verbleib in vivo soll zum einen radiologisch dargestellt werden kdnnen, durch
Markierung der Zellen mit Radionukliden, z.B Indium 111. Desweiteren soll der
Zellverbleib auch histologisch dargestellt werden kdnnen. Dazu dient die bereits
getestete Vektormarkierung mit der Sequenz des grin fluoreszierenden Proteins
(GFP), mit Hilfe dessen die Zellen in histologischen Schnitte detektiert werden
kénnen.

Im Hinblick auf einen routineméafRigen Einsatz von MSC in der Pferdemedizin ist es
dringend erforderlich eine kontrollierte Studie mit Kontroligruppe, einem Kklinischen
Score und definiertem Rehabilitationsplan durchzuflihren, so dall Uber die
tatséchliche positive Wirkung der eMSC und eine funktionelle Integration Aussagen

gemacht werden kénnen.
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5. Zusammenfassung

Ostecarthritiden und Sehnenverletzungen sind haufige Griinde fir eine erhohte
Morbiditat und verminderte Leistungsfahigkeit bei Pferden oder Kleintieren.

Aufgrund des langen Zeitraums, die das Gewebe flr die Eigenregeneration benétigt,
ist eine Auswahl an Therapiemdglichkeiten mit niedrigerer Regenerationszeit und
somit mit schnellerer Belastbarkeit der Strukturen unabdingbar.

Zu den mittlerweile gebrauchlichen Therapieansatzen, die sich von der konservativen
Therapie bis hin zu Ersatzmaterialien belaufen, wére es eine interessante und
vorteilhafte Alternative, kdrpereigene Zellen aufzuarbeiten und diese in Form eines
Transplantates in den Defekt einzubringen. Zu den mdglichen kdrpereigenen Zellen
gehdren mesenchymale Stammzellen (MSC) aus dem Knochenmark.

Das Ziel dieser Studie war, die aus dem Pferd gewonnenen und isolierten equinen
Mesenchymalen Stammzellen (eMSC) naher zu charakterisieren. Um die Potenz der
MSC’s fir einen therapeutischen Einsatz zu untersuchen, wurden morphologische
Untersuchungen mit diesen isolieten Stammzellen ex vivo durchgefliht und
anschlie3end beurteilt.

Nach Trennung der Knochenmarkfliissigkeit in ihre Bestandteile, Zellen, Blut und
Restbestandteile, konnten die Zellen in einer Zellkultur aufgereinigt und expandiert
werden. Im Zuge der Expansion wurden verschiedene Seren und Medien, zu
Anreicherung, im Hinblick auf Proliferation getestet. Zur Beurteilung des
Proliferationsverhaltens wurde ein Colony Forming Unit Assay (CFU-Assay)
durchgefiihrt. Anhand diesem sollte gezeigt werden, wie sich das Koloniewachstum
in Abhangigkeit der Zellzahl entwickelt.

Um das Proliferationspotential, sowohl im Moment der Zellteilung, als auch in einem
Zeitraum von 24 Stunden darzustellen, wurden die Zellen mit Ki 67 zum Zeitpunkt
der Fixierung und mit BrDU Uber 24 Stunden konfrontiert.

Nach erfolgreicher Isolation und Expansion, wurden die Zellen in fllissigem Stickstoff
kryokonserviert. Diesen Vorgang Uberstanden die Zellen ohne Alterationen
aufzuweisen. Selbst nach einer Kryokonservierung von 1,5 Jahren stellten sich die
Zellen unverandert dar.

Zur Uberpriifung der Vitalitait der Zellen wurden die eMSC bei unterschiedlichen
Bedingungen, zum einen auf Eis und zum anderen bei 4° C, gelagert. Bei diesem

Versuchsaufbau sollte geklart werden, ob es eine Méglichkeit ist, die Zellen gekihlt
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zur Tierarztpraxis/-klinik zu senden. Dabei stellte sich heraus, dal? eine Lagerung der
Zellen unter beiden Bedingungen fiir zwei Tage mit nur geringem Zellverlust maéglich
ist.

Da bekannt ist, da im Knochenmark eine niedrige Sauerstoffspannung herrscht,
wurden die Kulturbedingungen dahingehend variiert, dal? der Sauerstoffgehalt von
21% auf 3% in einer Hypoxiekammer herabgesetzt wurde. Die dadurch gesteigerte
Proliferationsféhigkeit der eMSC konnte sowohl mit Ki 67 als auch mit BrDU
visualisiert werden.

Auf den Stammzellmarker THY 1 / CD 90, der in anderen morpholgischen Studien
routinemaRig eingesetzt wird, reagierten die Zellen positiv. Ein weiterer
Stammazellmarker, Oct 4, konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden.

Imm Rahmen einer immunhistochemischen Charakterisierung konnte der Nachweis
erbracht werden, dal? die Zellen in ihrer Extrazellularmatrix (EZM) Fibronektin,
Perlecan, Aggrecan und Kollagen [V exprimieren. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dal® die Interaktion mit der Extrazellularmatrix Gber das transmembranire
Protein B1 Integrin erfolgt.

Weitere Untersuchungen hinsichtlich der Pluripotenz der eMSC zeigten die
Differenzierbarkeit der Zellen in die verschiedenen Richtungen wie Fett, Knorpel und

Knochen, sowohl vor wie nach der Kryokonservierung.

Untersuchungen zum Migrationsverhalten zeigten, daf® eine deutliche Zellmotilitat
vorhanden war. Dies wurde mit Hilfe einer Phalloidin-Farbung visualisiert. Die
Migration der Zellen konnte durch Zugabe von Interleukin 6 positiv beeinflul3t

werden.

Die Transduktion der Zellen, mit einem adenoviralen Vektor, mit der Sequenz flir das
grin fluoreszierende Protein (GFP), zur Markierung der Zellen, konnte ebenfalls
erfolgreich durchgefihrt werden. Diese Markierung soll bei einer spateren Detektion

der Zellen im Zielgewebe helfen.

Im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz im tissue engineering ist die
Kultivierung auf verschiedenen Tragermaterialien untersucht worden. Auf allen
getesteten Trigermaterialien (Kollagen-Gel, Microcarrier und Fibrinkiigelchen) war

eine Kultivierung flir mindestens drei Wochen mdéglich, ohne dall die Vitalitat der
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Zelle abnimmt. Desweiteren wurden die Zellen in einer Rotationskultur auf
Microcarriern kultiviert, einer Versuchsanordnung, die die Schwerelosigkeit imitiert
und eine gleichmalige Versorgung der Zellen garantiert.

Der therapeutischer Einsatz von enthommenen, isolieten und expandierten Zellen
wurde bereits erfolgreich  durchgefiihrt. Mit Hilfe der Zellinjektion konnte
ultrasonographisch  eine  verbesserte  Durchbauung eines  Sehnendefektes
nachgewiesen werden. Die Pferde, bei denen eine solche Zellinjektion stattgefunden
hatte, zeigten eine deutliche Besserung, bis hin zum Verschwinden, der klinischen
Symptome. Der klinische Einsatz von mit Zellen beschickten Tragermaterialen soll

noch in weiterflinrenden Studien getestet werden.
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6. Summary

Osteoarthritis and tendon injuries are often the reason for a high morbidity rate and a
reduced ability in horses and small animals.

Due to the long regeneration phase that is required by the tissue for self-renewal, a
range of critical options with a shorter regeneration phase enabling a swifter recovery

is indispensable.

In addition to conventional therapy practice ranging from the more classical methods
as well as the use of substitute materials, an interesting alternative would be to
process autologous cells with the aim to transplant them into the injured tissues. For
this purpose mesenchymal stem cells (MSC) isolated from the bone marrow stroma
would be an autologous cell source.

The purpose of this paper is to further characterize mesenchymal stem cells (eMSC)
from horses.

In order to examine the potency of MSCs for therapeutic purposes, morphologic

examinations with isolated stem cells ex vivo were carried out and evaluated.

The cells were isolated from the bone marrow fluid with the aim of cultivation and
expansion in the cell culture laboratory.
During the expansion period different serumbatches and methods for accumulation

were tested with regards to their impact on proliferation.

To evaluate the characteristics of proliferation a colony forming unit assay (CFU
assay) was performed.

To show the characteristics of proliferation in both, the moment of cell division and
the period of 24 hours, proliferation marker Ki 67 was applied at the time of fixation
as was Bromodeoxyuridine (BrDU) over the period of 24 hours.

After a successful isolation und expansion, the cells were cryoconserved in liquid
nitrogen. The cells survived the treatment without alteration. Even after
cryoconservation for up to 1.5 years, the cells remained unaltered.

To examine the vitality of the cells the eMSC were stored under different conditions

both, on ice and at 4° C. This experimental setup was to approve the possibility to
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transport refrigerated cells to the veterinarians’ practice / clinic . Both methods

approved that storage for two days is possible with only a limited loss of cells.

Since the oxygen content in the bone marrow is lower than in the sorrounding tissue,
the cell culture conditions were adjusted by reducing the oxygen concentration
accordingly from 21% to only 3%. The effect was achieved by reducing the oxygen
content in a hypoxy chamber.

The visualization of the proliferation potential was achieved using the BrDU assay or
immunocytochemically with the Ki 67 proliferation marker.

The eMSCs were immunopositive for the stem cell marker CD 90 furthermore the
stem cell marker Oct-4 could be detected using RT-PCR.

Stem cell characteristics were investigated immunocytochemically by detecting the
expression of Fibronectin, Perlecan, Aggrecan and Collagen IV as a part of its
extracellular matrix (ECM).

Further on, it could be shown that the interaction of cells with its ECM is regulated via

the transmembrane protein 31-Integrin.

Test results about the pluripotency of cells showed the differentiation between fat,

cartilage and hone was successful before and even after cyroconservation.

Studies on the migratory behavior proved that cells can be stimulated to perform a
cell motility. The visualization of the migration was achieved using the phalloidin
staining. Furthermore, the migration of the cells was positively influenced by the

addition of Interleukin 6.

The transduction of the cells with an adenoviral vector, with the GFP sequence to
mark the cells, was also carried out successfully. The transduction was carried out in

order to support the future detection of cells in the tissue of the recipient.

Cultivation on different carrier materials was intended with regard to a therapeutic
application in tissue engineering. Cultivation of cells on all carrier materials tested
{collagen gel, collagen micro carriers and the fibrin sealant Tissucol) was possible
and the viability of cells could be demonstrated for up to 3 weeks. Furthermore, the

cells were cultivated in a rotary cell culture systemn on microcarriers, a test
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arrangement which imitates microgravity and ensures an optimal supply of trophic
substances.

The therapeutic application of extracted, isolated and expandated cells had been
carried out successfully.

The application of this treatment made a recovery of the tendon damage possible
and outlined ultrasonographically.

The tests on horses that had received an injection of cells over nine month
observation period showed a definite improvement and in some cases even a
disappearance of the clinical symptoms.

The clinical application of carrier materials has yet to be tested.
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