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Rahmentext MSC(s) Multipotente mesenchymale Stromazelle(n)
FCS Fotales Kélberserum
MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
Publikation 1 | MSC(s) Multipotente mesenchymale Stromazelle(n)
OBS Oberflachliche Beugesehne
FT Fesseltrager
Publikation 2 | MSC(s) Multipotent mesenchymal stromal cell(s)
BM Bone marrow
BM-MSCs Bone marrow derived MSCs
AdT Adipose tissue
Ad-MSCs Adipose tissue derived MSCs
uCB Umbilical cord blood
UCB-MSCs  Umbilical cord blood derived MSCs
UCT Umbilical cord tissue
UCT-MSCs  Umbilical cord tissue derived MSCs
TdT Tendon tissue
Td-MSCs Tendon derived MSCs
PBS Phosphate buffered saline
MNC(s) Mononuclear cell(s)
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
FBS Fetal bovine serum
GT Generation time
PD Population doubling rate
MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium
PR Proliferation rate
10D Index of osteogenic differentation
RT-PCR Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
MRNA Messenger ribonucleic acid
cDNA Complementary deoxyribonucleic acid
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphatase dehydrogenase
BMP-12 Bone morphogenetic protein-12
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1 EINLEITUNG

Stammzellen gewinnen aufgrund ihres groRen Potentials fir die regenerative Therapie zahlreicher
Erkrankungen immer mehr an Bedeutung, sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin.
Speziell fir den Einsatz in der Pferdeorthopadie sind unter den verschieden definierten
Stammzelltypen die adulten, multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSCs) von groRer
Relevanz, da sie sich flr die Unterstiitzung der Regeneration muskuloskelettaler Gewebe eignen.

MSCs werden Uber ihre Eigenschaft der Plastikadhdrenz unter Standardzellkulturbedingungen und
ihr tripotentes Differenzierungspotential in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten definiert
sowie — zumindest im Falle humaner MSCs — Uber die Expression eines bereits bekannten
Oberflachenmarkersets (FRIEDENSTEIN et al. 1966; PITTENGER et al. 1999; DOMINICI et al.
2006). Aulerdem sind sie gekennzeichnet durch ihre Fahigkeit zur Selbstreplikation und
Differenzierung in Zelltypen weiterer mesenchymaler Gewebe, unter anderem Sehnen und Bénder
(CAPLAN und BRUDER 2001) (Abbildung 1). Diese Eigenschaften machen MSCs zu attraktiven
biomedizinischen Therapeutika fiir orthopadische Erkrankungen, wobei beim Pferd derzeit die

Behandlung von Sehnenerkrankungen im Vordergrund steht.
Abbildung 1:

Vereinfachtes Schema des mesengenischen Prozesses (CAPLAN und BRUDER 2001)
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Sehnenerkrankungen treten gerade bei Sportpferden haufig auf und kennzeichnen aufgrund hoher
Rezidivraten von bis zu 80 % (DOWLING et al. 2000) langfristig oftmals das Ende der sportlichen
Karriere des Tieres. Fir Vielseitigkeitspferde wurde beispielsweise erhoben, dass 43,4 % aller
Trainingsverletzungen Sehnen und Béander betrafen, wobei die Oberflachliche Beugesehne
(Endsehne des M. flexor digitalis superficialis) mit 33,3 % und der Fesseltrdger (M. interosseus
medius) mit 30,6 % fast gleichermalen h&ufig betroffen waren (SINGER et al. 2008). Bei
Rennpferden stellt der Anteil der Sehnenverletzungen einen dhnlich hohen Anteil dar, wobei hier
am héufigsten, mit einer Prdavalenz von 11,1 %, die Oberflachlichen Beugesehnen der
VordergliedmaRen betroffen sind (KASASHIMA et al. 2004).

Ist eine klinisch manifeste Sehnenverletzung bzw. —erkrankung aufgetreten, folgt auf eine kurze
Entzundungsphase innerhalb der Sehne die Reparation, wobei trotz lang andauernder, komplexer
Umbauvorgénge der Kollagenstrukturen die urspriinglichen biomechanischen Eigenschaften der
Sehne nicht mehr erreicht werden (RICHARDSON et al. 2007). Verschiedenste konventionelle
Therapieansatze medikamenttser oder chirurgischer Art flhrten nicht zu den erhofften Erfolgen
oder werden zumindest sehr kontrovers diskutiert (DOWLING et al. 2000; DYSON 2004).

Mit dem Ziel, eine tatsachliche Regeneration anstelle der narbigen Reparation zu erreichen und
somit das klinische Ergebnis der Patienten langfristig zu verbessern, riicken nun biomedizinische

Therapieansétze und besonders der Einsatz von MSCs in den Fokus der aktuellen Forschung.

Erstmalig wurde die therapeutische Anwendung equiner MSCs aus Knochenmark zur Behandlung
equiner Sehnenerkrankungen 2003 in einem Fallbericht beschrieben (SMITH et al. 2003), basierend
auf einer 2001 publizierten Studie zur Ubertragung autologen Knochenmarks (HERTHEL 2001).
Mittlerweile wurden einige Klinische Studien publiziert, die dafiir sprechen, dass dieses
Therapiekonzept, welches auf der intraldsionalen Applikation von zuvor im Zellkulturlabor
isolierten und expandierten MSCs beruht, tatsdchlich zu einem besseren klinischen Ergebnis fuhrt
als konventionelle Therapieansdtze. Die nach MSC-Behandlung erhobenen Rezidivraten nach
Verletzungen der Oberflachlichen Beugesehne liegen zwischen 10 und 27,4 % (PACINI et al. 2007;
SMITH 2008; GODWIN et al. 2012), was bedeutend geringer erscheint als nach konventioneller
bzw. medikamentdser Therapie (42 bis 44,4 %) (DYSON 2004). Allerdings beziehen sich diese
Daten jeweils auf das gesamte in der entsprechenden Studie untersuchte Patientengut; die
Aufschlusselung nach Nutzungsdisziplin zeigt, dass Pferde, die fur Flach- oder Hirdenrennen
genutzt werden, unabhéngig vom Behandlungsregime h&ufiger Rezidive erleiden als andere
Sportpferde (DYSON 2004; SMITH 2008). In diesem Zusammenhang erscheint wichtig, dass in die
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bisherigen Studien zur MSC-Behandlung vor allem Rennpferde einbezogen wurden. AulRerdem
beziehen sich die hier genannten Studien zur klinischen Anwendung von MSCs ausschlie8lich auf
die Behandlung von Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne. In Deutschland finden jedoch
Dressur-, Spring- und Freizeitsport deutlich gréReren Zuspruch als der Rennsport.
Dementsprechend spiegeln diese bisherigen Ergebnisse die potentielle Situation im deutschen
Patientenaufkommen nur unzureichend wider. Insbesondere in Bezug auf die MSC-Behandlung
von den besonders bei Dressur- und Springpferden haufiger auftretenden Fesseltragererkrankungen
(MURRAY et al. 2006) liegen kaum Ergebnisse vor.

Weiterhin ist noch sehr wenig ber den Wirkmechanismus der MSCs bekannt. Bisherige Studien im
Pferdemodell weisen darauf hin, dass die hauptsachliche Wirkung der Zellen darin zu finden ist,
dass sie die Sehnenarchitektur innerhalb der heilenden Lasion verbessern (NIXON et al. 2008;
SCHNABEL et al. 2009; CROVACE et al. 2010), wahrend eine Beeinflussung der
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix nur in einer dieser Studien nachweisbar war
(CROVACE et al. 2010). Ob diese Veranderungen auf einer tenogenen Differenzierung der MSCs,
die durch das naturliche Umfeld innerhalb der Sehnenl&sion hervorgerufen wird, beruhen, wie
urspringlich hypothetisiert (SMITH et al. 2003), oder eher auf einer stimulierenden und
immunmodulatorischen Wirkung aufgrund der Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
durch die MSCs (STEWART und STEWART 2011), ist bislang noch unklar. Auf der Suche nach
Optimierungsmaoglichkeiten fur den klinischen Einsatz von MSCs erscheint es daher sehr wichtig,
zuné&chst ein tieferes Verstandnis grundlegender Eigenschaften equiner MSCs zu erlangen, wobeli

nicht nur in-vivo-, sondern auch in-vitro-Studien von essentieller Bedeutung sind.

Grol3en Einfluss auf das klinische Resultat konnte unter anderem die MSC-Quelle, also das fiir die
Isolierung der Zellen herangezogene Gewebe, ausiiben. Wéhrend MSCs fir die klinische
Anwendung beim Pferd zurzeit vor allem aus Knochenmark oder Fettgewebe isoliert werden (DEL
BUE et al. 2008; GODWIN et al. 2012), ist bekannt, dass sie in zahlreichen weiteren Geweben und
Korperflissigkeiten zu finden sind (DA SILVA MEIRELLES et al. 2006; YOSHIMURA et al.
2007). Beim Pferd wurde die Isolierung von MSCs bisher unter anderem aus Geburt-assoziierten
Geweben wie Nabelschnurmaterial und Plazenta sowie aus muskuloskelettalen Geweben wie Sehne
oder Zahnhalteapparat beschrieben (KOCH et al. 2007; HOYNOWSKI et al. 2007; CARRADE et
al. 2011; MENSING et al. 2011; LOVATI et al. 2011a).

Equine MSCs aus Knochenmark und Fettgewebe werden nicht nur klinisch angewendet, sondern
wurden bisher auch am intensivsten in vitro charakterisiert (FORTIER et al. 1998; ARNHOLD et
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al. 2007; VIDAL et al. 2007; BRAUN et al. 2010; RADCLIFFE et al. 2010; RANERA et al. 2011).
Ein auf der Hand liegender Vorteil dieser MSC-Quellen ist die Méglichkeit, sie relativ einfach am
stehenden Pferd zu gewinnen, was fir autologe Anwendungen von Bedeutung ist. Andererseits
kann die Entnahme aber in Einzelféllen zu Komplikationen fuhren (DURANDO et al. 2006).
Weiterhin ist bekannt, dass sich mit steigendem Donoralter die Qualitdt von MSCs aus
Knochenmark verringert (HILFIKER et al. 2011).

MSCs aus Nabelschnurblut und —gewebe weisen bisherigen Studien zufolge potentielle Vorteile
gegeniiber MSCs aus den ,,herkdmmlichen” Quellen Knochenmark und Fettgewebe auf. Zum einen
ist die Entnahme dieser Gewebe nicht invasiv, somit schmerzfrei und fiihrt zu keinerlei Nachteilen
fur das Fohlen (BARTHOLOMEW et al. 2009). Weiterhin besteht die Vermutung, dass MSCs aus
diesen Geburt-assoziierten Geweben eine bessere Qualitat und einen naiveren Charakter sowie
breiteres Differenzierungspotential aufweisen, da sie zum einen Marker wie Oct-4 und SSEA-4
bzw. SSEA-1, die mit embryonalen Zellen assoziiert werden, exprimieren und zum anderen in
Zelltypen ekto- bzw. endodermaler Gewebe differenziert werden konnten (HOYNOWSKI et al.
2007; REED und JOHNSON 2008). In humanen MSCs aus Nabelschnurblut wurden auf3erdem
langere Telomere vorgefunden als in MSCs aus Knochenmark, was fur eine langere Lebensdauer
von ersteren spricht (KOGLER et al. 2004). Allerdings besteht bei Nabelschnurblut als MSC-Quelle
der Nachteil, dass in bisherigen Studien nicht aus allen Nabelschnurblut-Proben MSCs isoliert
werden konnten. Fir equines Material wurde eine Erfolgsrate von 80 % beschrieben (SCHUH et al.
2009), was zumindest ein besseres Ergebnis darstellt, als in den meisten humanmedizinischen
Studien (KERN et al. 2006; SECCO et al. 2008) beschrieben wurde. Erfolgsraten von 100 %
werden dagegen fur die Isolierung von MSCs aus Nabelschnurgewebe beschrieben (SECCO et al.
2008). Hier besteht allerdings, besonders beim Pferd aufgrund des Abfohlens in Stallumgebung,
eine hohe Gefahr der Probenkontamination, weswegen der Einsatz von Desinfektiva und
Antibiotika bei der Probennahme unerlasslich erscheint (PASSERI et al. 2009).

MSCs aus Sehnengewebe wiederum sind moglicherweise speziell fur die Behandlung von
Sehnenerkrankungen  besonders gut geeignet, waéhrend sie gleichzeitig tripotentes
Differenzierungspotential aufweisen (SALINGCARNBORIBOON et al. 2003; BI et al. 2007;
LOVATI et al. 2011a). So erfolgte die Wiederbesiedelung zellfreier Sehnenmatrices durch aus
Sehnengewebe isolierte Zellen schneller und unter Produktion groRerer Mengen an extrazellulérer
Matrix als durch Zellen aus Knochenmark (STEWART et al. 2009). In humanem perivaskularen
Sehnengewebe konnten Zellen nachgewiesen werden, die sowohl Charakteristika von Tenozyten als

auch von Progenitorzellen aufwiesen (TEMPFER et al. 2009). Diese vermutlich fir
4
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Progenitorzellen aus Sehnengewebe spezifischen Eigenschaften lassen vermuten, dass
Sehnengewebe eine sehr vielversprechende Zellquelle fur die Pferdeorthopédie ist.

Vergleichende Studien an humanen MSCs sowie auch erste vergleichende Studien an equinen
MSCs zeigen, dass durchaus groRe Unterschiede zwischen den in-vitro-Eigenschaften von MSCs
aus verschiedenen Geweben bestehen (WAGNER et al. 2005; KERN et al. 2006; VIDAL et al.
2007; NOEL et al. 2008; VIDAL et al. 2008; BERG et al. 2009; KALTZ et al. 2010;
TOUPADAKIS et al. 2010; LOVATI et al. 2011b; VIDAL et al. 2012). Dies fiihrt zu der Annahme,
dass das Ursprungsgewebe gleichermalien einen Einfluss auf das Verhalten von MSCs in vivo hat,
und dass durch Verwendung der optimalen Zellquelle das klinische Ergebnis positiv beeinflusst

werden kdnnte.

Die klinische Umsetzung dieser Hypothese erfordert jedoch zunéchst bessere Kenntnisse der
therapeutisch relevanten Charakteristika equiner MSCs aus verschiedenen Quellen im Vergleich.
Bisherige vergleichende Studien an equinen MSCs sind jedoch wenig umfassend in der Hinsicht,
dass entweder nur zwei verschiedene MSC-Quellen direkt miteinander verglichen wurden (VIDAL
et al. 2007; VIDAL et al. 2008; BERG et al. 2009), und/ oder speziell eine bestimmte Eigenschaft
der MSCs, z. B. ihr osteogenes Differenzierungspotential (TOUPADAKIS et al. 2010) oder das
Auftreten von Seneszenz (VIDAL et al. 2012), fokussiert wurde. Weiterhin schlief3t keine dieser
Studien Sehnengewebe als potentielle MSC-Quelle mit ein. Dariiber hinaus existieren bislang keine
Publikationen, die die Migrationseigenschaften und das Sehnenregenerationspotential equiner
MSCs aus verschiedenen Quellen vergleichen, obwohl diese Eigenschaften fir die klinische

Anwendung von groRer Relevanz sind.
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HYPOTHESEN

Die intraldsionale Applikation von autologen MSCs zur Behandlung equiner Sehnen- bzw.
Banderkrankungen verbessert das klinische Ergebnis im Vergleich zur konventionellen

Behandlung.

Dieser Therapieansatz ist nicht nur fir Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne,
sondern auch fir Erkrankungen anderer tendintser oder ligamentoser Strukturen,

insbesondere des Fesseltragers, geeignet.

Equine MSCs, die aus verschiedenen Geweben stammen, unterscheiden sich in
Eigenschaften, die potentiell relevant fir den Erfolg der klinischen Anwendung sind.

Equine MSCs aus Nabelschnurblut und -gewebe weisen aufgrund ihres juvenilen, naiveren
Charakters ein hoheres Proliferations- und Differenzierungspotential auf als MSCs aus

adulten Geweben.

Equines Sehnengewebe enthdlt Zellen, die aufgrund ihrer Eigenschaften als MSCs zu

bezeichnen sind und gleichzeitig dem Phanotyp von Tenozyten nahestehen.

ZIELE

Ziel der Kklinischen Studie war es, die nach MSC-Therapie zu erwartenden Erfolgsraten fur
die Behandlung von Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne und des Fesseltragers

zu erheben und Einflussfaktoren auf dieses Ergebnis aufzuzeigen.

Ziel der in-vitro-Studie war es, equine MSCs aus den derzeit populérsten Gewebequellen im
direkten Vergleich zu untersuchen, um die Grundkenntnisse zur Biologie equiner MSCs zu
erweitern, Unterschiede zwischen MSCs aus verschiedenen Quellen aufzuzeigen und so eine
Aussage darlber treffen zu koénnen, welche MSC-Quellen sich fir die therapeutische

Anwendung eignen.
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Zusammenfassung

Sehnenverletzungen zdhlen zu den hdufigsten orthopadischen Verletzungen des Sportpferdes. Bisherigen Studien
zufolge hat die intralasionale Applikation von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) einen positiven Einfluss auf die
Sehnenheilung. So kénnen durch Behandlung von Sehnenverletzungen mit MSCs die nach konventioneller Therapie

hohen Rezidivraten deutlich gesenkt werden.

Ziel dieser Studie war die Bewertung von Erfolg und Sicherheit der MSC-Therapie bei 98 Pferden, die an Sehnen- bzw.
Bandverletzungen litten (zumeist an Fesseltrager (FT) oder Oberflachlicher Beugesehne (OBS)). AuRerdem wurden
magliche Einflisse des Erkrankungsstadiums, der Nutzungsdisziplin und des Alters der Patienten sowie der betroffenen
Sehnenstruktur (FT vs. OBS) auf die Erfolgschancen der MSC-Therapie analysiert. Von 58 Tieren lagen hierfir auch
Langzeitergebnisse Uber einen Beobachtungszeitraum von mindestens 12 Monaten nach der MSC-Applikation vor. Bei
diesen Pferden war die Behandlung in 84,5 % der Félle als erfolgreich einzustufen. Dabei zeigten Pferde mit akuten
oder chronischen Erkrankungen bessere Ergebnisse (86,2 % bzw. 91,7 %) als solche, die mit rezidivierenden
Erkrankungen vorgestellt worden waren (50,0 %) und 6- bis 12-jahrige Tiere bessere Ergebnisse (88,9 %) als &ltere
(75,0 %). Reit- und Sportpferde erlitten seltener Rezidive (10,0 %) als Galopp- (27,3 %) und Trabrennpferde (66,6 %).
FT und OBS konnten gleichermal3en erfolgreich behandelt werden, allerdings scheint innerhalb des FTs die Lokalisation

der Verletzung von Bedeutung fiir den Heilungserfolg zu sein.

Diese Fallstudie bestétigt die bislang vorliegenden positiven Ergebnisse zur regenerativen Sehnentherapie mit MSCs.
Darliber hinaus zeigt sich, dass MSCs bei Verletzungen des FTs wie auch der OBS gleichermaRen erfolgreich

eingesetzt werden kénnen.

Summary

Tendon injuries are among the most common orthopedic injuries in competition and race horses. It has already been
reported that the intralesional injection of mesenchymal stem cells (MSCs) results in a better tendon healing and reduces

re-injury rates compared to conventional therapies.

The aim of this study was to evaluate success and safety of MSC-therapy in horses suffering from tendon and ligament

injuries and to identify factors that influence the success of MSC-therapies.

98 horses had presented with tendon or ligament injuries, of which approximately two-thirds were suspensory ligament
(SL) lesions and one-third superficial digital flexor tendon (SDFT) lesions. All horses had been treated with an
intralesional injection of autologous bone marrow MSCs and follow-up information was obtained by the responsible
practitioner. MSC-therapy associated complications and the MSC-treatment success rate were assessed based on the
data obtained for all 98 horses. Treatment success was defined as return to intended use and/ or return to full training
without re-injury. Follow-up information over a period longer than 12 months could be obtained for 58 horses. For these

58 horses, data was additionally analyzed with regard to the questions whether the disease stage at which the MSCs
9
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had been applied, the discipline in which horses used to perform, the age of the horses, or the injury localization (SL vs.

SDFT) influence the treatment success rate.

In 6 out of 98 cases treatment-associated complications such as transient swellings had been observed; however, this
had no effect on the clinical outcomes. The success rate after more than 12 months after treatment (n = 58) was 84.5 %.
Patients with acute or chronic disease showed overall better results (82.2 % and 91.7 %, respectively) than horses that
had presented with recurrent disease (50.0 %). Generally, six to twelve year old horses showed a higher success rate
(88.9 %) compared to older horses (75.0 %). Competition horses reinjured less frequently (10.0 %) than flat (27.3 %) and
trot race horses (66.6 %). The success rate did not vary between horses with SL or SDFT injuries. However, the

localization of the lesion within the SL seems to play a role concerning the treatment success.

The results of this case study confirm the positive results reported in previous studies on regenerative tendon therapy
with MSCs. Furthermore, it shows that MSC-therapy is not only successful in the treatment of SDFT lesions but also

leads to promising results in the treatment of SL injuries.

Einleitung

Verletzungen der Sehnen und Bénder, insbesondere der Oberfl&chlichen Beugesehne (OBS) und des Fesseltrdgers
(FT), z&hlen mit einem Anteil von 46 % zu den wichtigsten muskuloskelettalen Verletzungen des Sportpferdes
(Kasashima et al., 2004; Smith, 2008a). Fiir Tendinitiden der OBS wurden in verschiedenen Studien Inzidenzen von 11-
43 % beschrieben (Dowling et al., 2000). Bezlglich der Haufigkeit von FT-Verletzungen existiert bislang noch wenig
Literatur. Dennoch stellen auch diese einen bedeutenden Anteil der Verletzungen an Sehnen und Béndern dar
(Kasashima et al., 2004; Ely et al., 2009).

Die erfolgreiche Behandlung von Sehnenverletzungen gestaltet sich oft schwierig, da sich nach konservativer Therapie
im verletzten Areal fibroses Narbengewebe bildet. Dieses weist eine gegeniiber dem origindren Sehnengewebe
reduzierte Elastizitat auf (Richardson et al., 2007), was zu hohen Rezidivraten von bis zu 80 % fuhrt (Dowling et al.,
2000). Es existieren vielfaltige beschriebene chirurgische oder medikamentelle Therapieansétze, deren Erfolg allerdings

in den meisten Féllen nicht eindeutig belegt werden konnte (Dowling et al., 2000; Dyson, 2004).

Dagegen stellt die Behandlung mit mesenchymalen Stammzellen (MSCs) eine vielversprechende therapeutische
Maglichkeit dar. In den letzten Jahren konnte durch histologische und ultrasonografische Untersuchungen gezeigt
werden, dass nach MSC-Applikation in Sehnenldsionen die Struktur des dort neu gebildeten Kollagenfaserarrangements
signifikant verbessert ist, im Vergleich zu nicht behandelten Lasionen (Smith et al., 2003; Mountford et al., 2006; Smith,
2008a; Schnabel et al., 2009). Dies spricht dafiir, dass intraldsional injizierte MSCs die Heilung dahingehend
beeinflussen, dass anstelle der narbigen Reparation eine tatsachliche Regeneration des Sehnengewebes stattfindet. In
der Tat zeigen erste klinische Ergebnisse, dass nach MSC-Therapie von Sehnenlédsionen die Rezidivraten deutlich

geringer sind als nach konservativer Behandlung (Pacini et al., 2007; Smith, 2008a).
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Weitere Klinische Studien miissen diese vielversprechenden Ergebnisse verifizieren. Uberdies beziehen sich fast alle
bisherigen Studien nur auf die MSC-Behandlung der OBS. Uber den Behandlungserfolg bei Verletzungen anderer

wichtiger Strukturen, wie des FTs, ist uns nur ein Fallbericht (Mountford et al., 2006) bekannt.

In dieser Fallstudie wurden daher die Ergebnisse nach MSC-Behandlung unterschiedlicher tendindser Strukturen,

vornehmlich des FTs und der OBS, von insgesamt 98 Pferden zusammengestellt.

Material und Methoden

Das Patientengut bestand aus 98 Pferden verschiedenen Geschlechts, Rasse, Nutzung und Alters, wobei 48,0 % der
Pferde zwischen 7 und 12 Jahren alt waren und 70,5 % als Reit- bzw. Sportpferde, meist im Spring- oder Dressursport,

genutzt wurden (Tabelle 1).

Die Patienten waren in einem Zeitraum von 2 Jahren aufgrund von Lahmheit in den mitwirkenden Kiliniken vorgestellt
und dort Klinisch und ultrasonografisch untersucht worden. Weiterfiihrende Untersuchungen wie diagnostische
Anésthesien wurden nach Ermessen der behandelnden Tierdrzte durchgefiihrt, bis eine sichere Diagnosestellung
mdglich war. Bei allen Pferden wurde letztendlich als Lahmheitsursache eine Sehnen- bzw. Banderkrankung festgestellt.
Bestand die Lahmheit vorberichtlich seit hochstens 6 Wochen, wurde die Erkrankung als akut eingestuft, bei langer
bestehenden Lahmheiten als chronisch. Wurden die Tiere mit einem Rezidiv einer friihner behandelten Verletzung

vorgestellt, wurde die Erkrankung als rezidivierend eingestuft.
Nach Diagnosestellung und Einverstandniserklarung der Besitzer wurden alle Pferde mit autologen MSCs behandelt.

Zur Gewinnung autologer MSCs wurde Knochenmark unter Sedation und Lokalanasthesie durch Punktion des Sternums
nach beschriebenen Methoden (Smith, 2008b) entnommen. Im Zellkulturlabor wurde aus dem Knochenmark mittels
Ficoll®-Dichtegradientenzentrifugation die mononukledre Zellfraktion isoliert, in Kulturflaschen ausgesat und die
plastikadharenten MSCs nach bereits etablierten Standardprotokollen (Smith et al., 2003) expandiert, bis - in den
meisten Féllen nach drei bis fiinf Wochen - eine Zellzahl von mindestens 10 Millionen erreicht war. Die MSCs wurden in

3,5 ml autologem Knochenmarkiiberstand suspendiert und an den behandelnden Tierarzt zuriick gesandt.

Die MSC-Suspension wurde dem Patienten vor Ort unter Sedation und Leitungsanasthesie sowie ultrasonografischer
Kontrolle direkt intraldsional injiziert, wie beschrieben bei Smith (2008b). Nach Ermessen des jeweiligen behandelnden
Tierarztes und basierend auf den Ergebnissen von klinischen und ultrasonografischen Nachuntersuchungen wurden die
Pferde einem kontrollierten, eingeschrénkten Bewegungsprogramm in Anlehnung an Dyson (2004) unterstellt. Die MSC-

Behandlung fand in allen Féllen nur einmalig statt.

AnschlieBend wurden Informationen iiber den Verbleib der Pferde beziehungsweise ihren Wiedereintritt in den Sport
durch eine Befragung der behandelnden Tierdrzte eingeholt. Bei Pferden, die wieder in ihrer friiheren sportlichen

Verwendung, inklusive Wettkampfeinsétzen, waren (,Sport‘) und solchen, die wieder regulér trainiert wurden, ohne dass
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die Lahmheit wieder aufgetreten war (,Training"), wurde das Ergebnis als erfolgreich bewertet. Waren die Tiere noch in
der Rehabilitationsphase, wurde das Ergebnis mit rekonvaleszent* bezeichnet. Ergebnisse der Pferde, bei denen im
Beobachtungszeitraum ein Rezidiv der behandelten Sehnenverletzung (,Rezidiv‘) oder eine Sehnenverletzung
kontralateral (,Rezidiv kontralateral) aufgetreten war sowie der Pferde, die aus dem Sport zuriickgezogen worden

waren (,Rlckzug"), wurden als nicht erfolgreich zusammengefasst.

Die Patientendaten aller 98 Tiere wurden ausgewertet hinsichtlich der mdglichen Auswirkung der Nutzung des Pferdes
auf die Lokalisation der Sehnenerkrankung (FT vs. OBS) sowie der Ergebnisse und eventueller Komplikationen der
MSC-Behandlung.

Fir 58 Pferde lagen Langzeitergebnisse (iber einen Zeitraum von mindestens 12 Monaten nach der MSC-Behandlung
vor. Die klinischen Ergebnisse dieser 58 Pferde wurden noch einmal separat dargestellt und mégliche Auswirkungen des
Stadiums der Erkrankung vor der Behandlung (akut / chronisch / rezidivierend), der Nutzung und des Alters der Tiere

sowie der Lokalisation der Verletzung auf das klinische Ergebnis der MSC-Behandlung analysiert.

Die statistische Auswertung wurde fiir alle nominalen Variablen mittels x2-Test und Fisher's Exact Test durchgefiihrt,
metrische Variablen wurden auBerdem im Student's T-Test analysiert. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05

festgelegt.

Ergebnisse
Ergebnisse aller 98 Patienten:

Beziiglich der Lokalisation der Verletzungen lagen signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Nutzungsgruppen vor. Reit- und Sportpferde litten haufiger an Erkrankungen des FTs, Galopp- bzw. Trabrennpferde
dagegen haufiger an Erkrankungen der OBS (p = 0,013 bzw. p = 0,017): Von den 62 vorgestellten Reit- und
Sportpferden, die an FT oder OBS betroffen waren, wiesen 71,0 % eine Verletzung des FTs und 29,0 % eine Verletzung
der OBS auf. Weitere 5 Reit- und Sportpferde wurden mit Verletzungen anderer tendingser Strukturen, wie der Tiefen
Beugesehne (TBS) oder ihres Unterstiitzungsbandes sowie der Kollateralbander des Fesselgelenkes, vorgestellt.
Dagegen waren von insgesamt 19 Galopprennpferden nur 36,8 % am FT und 63,2 % an der OBS betroffen. Die
insgesamt 8 Trabrennpferde wurden zu 25,0 % aufgrund einer FT-Erkrankung und zu 75,0 % aufgrund einer OBS-
Erkrankung vorgestellt (Diagramm 1). FT-Erkrankungen verteilten sich zu 61,5 % auf die VordergliedmalRen und zu

38,5 % auf die Hintergliedmafien, wahrend OBS-Verletzungen zu 96,2 % in den Vordergliedmalien lokalisiert waren.

55,1 % der Pferde litten unter akuten, 21,4 % unter chronischen und 10,2 % unter rezidivierenden Sehnenerkrankungen.

Bei 13,3 % der Tiere war nicht bekannt, wie lange die Lahmheit bereits bestanden hatte (Tabelle 1).

Die Ergebnisse der Nachuntersuchungen aller 98 Patienten wiesen auf eine erfolgreiche Behandlung in 81,6 % der Félle

hin. 55 dieser Pferde waren zum Zeitpunkt der Befragung wieder in ihrer vorherigen Verwendung im Sport und weitere
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25 im Training. 12,2 % der Pferde hatten dagegen entweder ein Rezidiv der alten Verletzung oder eine erneute
Sehnenverletzung kontralateral erlitten. AuBerdem waren 2,0 % der Pferde ganz aus dem Sport zurlickgezogen worden.

Die tibrigen 4,1 % der 98 Pferde waren noch rekonvaleszent (Diagramm 2).

Bei 93,9 % der Patienten verlief die MSC-Behandlung ohne jegliche Komplikationen. 6,1 % der Pferde zeigten nach der
Applikation der MSCs eine transiente Schwellung im Injektionsbereich. Dies hatte jedoch keinerlei Auswirkung auf den
Heilungserfolg, zum Zeitpunkt der Befragung konnte die Behandlung bei allen dieser Pferde als erfolgreich bewertet

werden (im Sport oder Training).

Ergebnisse 12 Monate nach Behandlung:

Von den insgesamt 58 Patienten, fur die auch Ergebnisse nach einem Beobachtungszeitraum von mindestens 12
Monaten nach der MSC-Behandlung vorlagen, waren nach diesem Zeitraum 43 Pferde wieder in ihrer vorherigen
Verwendung im Sport und 6 Pferde im Volltraining. Das Ergebnis der MSC-Behandlung ist demnach in 49 (84,5 %)
Féllen als erfolgreich zu bewerten. Rezidive der alten Verletzung oder an der kontralateralen Gliedmalie waren bei 7
Pferden aufgetreten, weitere 2 Pferde waren ganz aus dem Sport genommen worden. Insgesamt ist die Behandlung

also in 9 (15,5 %) Fallen als nicht erfolgreich zu bewerten (Diagramm 2).

Es sind Tendenzen erkennbar, dass Erkrankungsstadium, Nutzungsrichtung und Alter der Tiere einen Einfluss auf die
Erfolgsrate der MSC-Behandlung haben. Allerdings lassen sich an den hier zur Verfligung stehenden Féllen keine

statistisch signifikanten Unterschiede feststellen (p > 0,5).

Pferde mit einer akuten Verletzung (< 6 Wochen) (n = 29) konnten zu 82,2 % und Pferde mit einem chronischen Leiden
(> 6 Wochen) (n = 12) zu 91,7 % erfolgreich behandelt werden. Dagegen wurde bei den Pferden, die bereits bei der

Vorstellung unter einer rezidivierenden Sehnenerkrankung litten (n = 6), nur bei 50,0 % ein Erfolg erzielt (Tabelle 2).

Bei Reitpferden verschiedener Nutzungsrichtungen (n = 40) war die Behandlung in 90,0 % der Félle erfolgreich; die
Dressurpferde darunter (n = 3) waren alle erfolgreich behandelt worden. Bei Galopprennpferden (n = 11) lag die
Erfolgsrate bei 72,7 %; von den Trabrennpferden (n = 3) konnte jedoch nur eines erfolgreich behandelt werden
(Tabelle 2).

Junge Pferde (3 bis 6 Jahre, n = 12), darunter 2 Trab- und 8 Galopprennpferde, waren zu 75,0 % erfolgreich behandelt
worden. Tiere im mittleren Alter (7 bis 12 Jahre, n = 27), darunter hauptsachlich Reitpferde (n = 23), erreichten eine
Erfolgsrate von 88,9 %, wahrend altere Tiere (13 his 16 Jahre, n = 8), ebenfalls vor allem Reitpferde (n = 7), wiederum

zu 75,0 % erfolgreich behandelt worden waren (Tabelle 2).

Bei Pferden, bei denen die Verletzung in der OBS lokalisiert war (n = 19), war die Behandlung zu 84,2 % erfolgreich. Bei
Erkrankungen der TBS (n = 1) oder des Unterstiitzungsbandes der TBS (n = 2) war die Behandlung in allen Fallen

erfolgreich. Pferde, die unter L&sionen an verschiedenen Lokalisationen des FTs litten (n = 36), konnten insgesamt zu
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83,3 % erfolgreich behandelt werden (Tabelle 2). Dabei lagen die Erfolgsraten fir Lasionen am FT-Ursprung (n = 18) bei
94,4 %, fur Lasionen am FT-Kdrper (n = 7) bei 71,4 % und fir Lasionen an einem FT-Schenkel (n = 8) bei 62,5 %. ES
waren jedoch keine nennenswerten Unterschiede zwischen dem Behandlungserfolg von FT- Verletzungen an Vorder-

bzw. Hintergliedmalen erkennbar.

Diskussion

Die Patientenpopulation dieser in Deutschland und der Schweiz durchgefiinrten Studie mit einem deutlich héheren Anteil
an Reit- und Sportpferden als an Galopprennpferden kann vermutlich als recht reprasentativ fir die in hier ansassigen
Pferdepraxen und —kliniken vorgestellte Patientenpopulation angesehen werden. Unter den Patienten dieser Studie
waren knapp zwei Drittel der Tiere am FT und nur etwa ein Drittel an der OBS erkrankt, was auf den hohen Anteil an FT-
Leiden unter den vorgestellten Reit- und Sportpferden (71,0 %) zurlickzufihren ist. Dieses Ergebnis macht deutlich,

dass gerade die Behandlung von FT-Erkrankungen in der hiesigen Pferdepraxis einen hohen Stellenwert einnimmt.

In anderen Studien werden Verletzungen der OBS als am héufigsten vorkommende Sehnen- bzw. Bénderverletzung
angegeben (Ely et al., 2009), allerdings beziehen sich diese Angaben nur auf Rennpferde und sind daher eher
reprasentativ fur andere L&nder. Unter anderem in GroR3britannien wird daher die Behandlung von OBS-Verletzungen
mit Stammzellen intensiv beforscht (Smith, 2008a; Guest et al., 2010), wahrend es bisher kaum verdffentlichte Daten zur

MSC-Therapie von FT-Erkrankungen gibt.

Die vorliegende Studie liefert hierzu — nach unserer Kenntnis erstmalig - auf gréfReren Fallzahlen basierende

Ergebnisse, die dazu ermutigen, MSCs verstarkt zur Behandlung von FT-Erkrankungen einzusetzen.

Die Erfolgsrate der MSC-Behandlung nach einem Beobachtungszeitraum von mindestens 12 Monaten, unabhangig
davon, welche Sehnenstruktur betroffen war, lag bei insgesamt 84,5 %. Ein Vergleich mit den klinischen Ergebnissen
aller Pferde, die zum Teil noch vor weniger als 12 Monaten behandelt worden waren, und ein Vergleich mit den
Ergebnissen der Pferde, bei denen die Behandlung bereits tber 18 Monate zurlicklag, zeigt, dass nur minimale
Unterschiede beziglich der Erfolgsraten nach diesen unterschiedlichen Zeitrdumen existieren (Diagramm 2). Daher ist
zu vermuten, dass die klinischen Ergebnisse nach dem in dieser Studie gewahlten Zeitraum von 12 Monaten nach der

Behandlung Aussagen (iber den Langzeiterfolg der MSC-Therapie zulassen.

In &hnlichen Studien wurden diejenigen Pferde mit einbezogen, von denen klinische Ergebnisse entweder nach einem
Zeitraum von 2 Jahren nach der Diagnose der Sehnenverletzung (Pacini et al., 2007) oder nach einem Zeitraum von 48
Wochen nach der MSC-Injektion (Smith, 2008a) vorlagen. Die Verletzungen waren hier immer in der OBS lokalisiert.
Pacini et al. (2007) konnten berichten, dass 9 von 10 Pferden erfolgreich mit autologen MSCs behandelt worden waren,
wobei es sich bei allen Pferden um Galopper handelte. In der nicht mit Stammzellen behandelten Kontrollgruppe erlitten
alle 15 Tiere ein Rezidiv, nach einem mittleren Zeitraum von 7 Monaten. In der Studie von Smith (2008a) konnten von

106 Pferden aus verschiedenen Disziplinen Ergebnisse der Sehnentherapie mit MSCs présentiert werden; insgesamt
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kamen Rezidive bei 15 % der Patienten vor (Rezidive an der kontralateralen Gliedmaf3e mit eingeschlossen), jedoch war
die Haufigkeit des Auftretens abhéngig von der Nutzungsdisziplin: National Hunt Pferde erlitten zu 13 % ein Rezidiv,
Flachrennpferde zu 36 % und andere Sportpferde wiederum zu 13 %. Die Erfolgsraten in diesen beiden Publikationen
sind daher mit unseren Ergebnissen vergleichbar und liegen in allen Féllen zwischen 80 und 90 %. Somit kann die

vorliegende Studie die vielversprechenden Ergebnisse aus den bisherigen Veréffentlichungen bestétigen.

Nach konventioneller Behandlung von Tendinitiden der OBS dagegen werden Rezidivraten von bis zu 80 % beschrieben
(Dowling et al., 2000). Dyson (2004) publizierte Rezidivraten nach OBS-Verletzungen von 23-43 % fiir Reitpferde und
66 % flir Flachrennpferde, nach konventioneller Behandlung ohne medikamentelle Therapie. Diese wiesen aulRerdem
keine signifikanten Unterschiede auf zu den Rezidivraten von Pferden, die entweder mit Hyaluronsdure, Beta
Aminoproprionitril Fumarat oder polysulfatierten Glykosaminoglykanen behandelt worden waren. Ahnliche Ergebnisse,
jedoch fur Erkrankungen des FTs, lieferte eine Studie von Rijkenhuizen et al. (2007). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Erfoly nach konservativer Therapie, Injektion von Kortikosteroiden, Injektion von
unaufbereitetem Knochenmark, Stof3wellentherapie oder chirurgischer Intervention festgestellt werden. Die Erfolgsrate
aller behandelten Pferde mit FT-Erkrankung, unabhéngig von der Therapieform, lag bei 63,2 %. Die Behandlung von
Sehnen- und Bénderverletzungen mit MSCs fiihrte also bisherigen Studien zufolge zu deutlich héheren Erfolgsraten

beziehungsweise niedrigeren Rezidivraten als konventionelle und medikamentelle Therapien.

Gleichzeitig scheint die Applikation autologer MSCs eine sichere Behandlungsméglichkeit darzustellen. Bei 93,9 % der
98 Patienten wurden keinerlei Komplikationen dokumentiert. Geringe Komplikationen wie voriibergehende Schwellungen

am Applikationsort hatten keinerlei Auswirkungen auf den Behandlungserfolg.

In der vorliegenden Studie konnten keine relevanten Unterschiede des Behandlungserfolgs bei Patienten mit akuter oder
chronischer Tendinitis festgestellt werden. Es war jeweils eine hohe Erfolgsrate gegeben, wobei Patienten mit
chronischer Tendinitis sogar noch erfolgreicher behandelt werden konnten (81,2 % vs. 92,7 %). Dies steht im Gegensatz
zu bisherigen klinischen Erfahrungen: es wurde berichtet, dass Pferde, bei denen die MSCs erst zu einem spateren
Zeitpunkt appliziert wurden, und demzufolge erst nach stattgefundener Fibrosierung der La&sion, schlechtere
Heilungsaussichten haben. Der glinstigste Zeitpunkt fur die Applikation der MSCs wurde mit 1 bis 2 Monaten nach dem
Verletzungsereignis angegeben, da zu diesem Zeitpunkt die Entziindungsreaktion in der Sehne so weit voran
geschritten ist, dass sich Granulationsgewebe gebildet hat, welches die MSCs aufnehmen kann, die Fibrosierung der
Lasion aber noch nicht zu weit fortgeschritten ist (Smith und Webbon, 2005). In einer weiteren Studie konnte Smith
(2008) feststellen, dass bei erfolgreich behandelten Tieren das Intervall zwischen Verletzungsereignis und MSC-Injektion
signifikant kiirzer war als bei denjenigen, die ein Rezidiv erlitten (44 vs. 83 Tage). Auf diesen Ergebnissen basiert auch
die in dieser Studie vorgenommene Einteilung zwischen akuten Tendinitiden, bei denen das Verletzungsereignis

weniger als 6 Wochen zuriicklag, und chronischen, bei denen das Verletzungsereignis mindestens 6 Wochen zurlicklag.

Allerdings konnten auch in der vorliegenden Studie Patienten, die bereits mit einem Rezidiv einer alten
Sehnenverletzung vorgestellt worden waren, nur zu 50,0 % erfolgreich behandelt werden. Dies kdnnte zum einen damit

zu begrinden sein, dass diese Pferde mdglicherweise eine insgesamt weniger belastbare Sehnenstruktur aufwiesen.
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Zum anderen war bei diesen Pferden vermutlich das Narbengewebe innerhalb der Sehnenlasion bereits zum Zeitpunkt
der Vorstellung sehr stark ausgebildet und die Elastizitat der Sehne somit schon im Vorfeld verringert. Einschrankend ist
jedoch zu erwahnen, dass sich die hier vorgenommene Unterscheidung zwischen chronischen und rezidivierenden
Erkrankungen vor allem auf den Vorbericht der Besitzer stiitzt, weswegen die Abgrenzung dieser Gruppen vermutlich

nicht ganz einheitlich erfolgen konnte.

Wie oben bereits erwahnt, hat die Nutzungsdisziplin der Pferde einen groBen Einfluss auf die Heilungschancen von
Sehnenverletzungen. So zeigten Reit- und Sportpferde sehr gute Behandlungsergebnisse nach MSC-Therapie
(Erfolgsrate 90,0 %). Auch bei Galopprennpferden lag die Erfolgsrate mit 72,7 % zumindest deutlich hoher als nach
konservativem Management beschriebene 34,0 % (Dyson, 2004). Bei Trabrennpferden konnte in dieser Studie nur eines
von drei Pferden erfolgreich therapiert werden. Allerdings kann anhand der hier vorliegenden geringen Fallzahl an

Trabern noch keine Aussage uber den Nutzen der MSC-Therapie in dieser Patientengruppe getroffen werden.

Ebenso scheint ein Einfluss des Patientenalters auf den Heilungserfolg zu existieren. Das hier im Vergleich zu der 7 bis
12 jahrigen Gruppe ungtinstigere Ergebnis bei den 3 bis 6 jahrigen Tieren (88,9 % vs. 75,0 %) ist allerdings vermutlich
damit zu begriinden, dass fast alle Pferde dieser Gruppe im Galopp- oder Trabrennsport waren. Die Verteilung der
Nutzungsrichtungen in der Gruppe der 7 bis 12 j&hrigen und der Gruppe der (ber 12 Jahre alten Tiere war jedoch
vergleichbar (85,2 % bzw. 87,5 % Reitpferde). Hier kann festgestellt werden, dass bei den dlteren Tieren mit 75,0 % eine
geringere Erfolgsrate gegeniiber den 7 bis 12 j&hrigen (88,9 %) erzielt wurde. Dies ist moglicherweise auf die Tatsache
zuriickzufuhren, dass bei MSCs aus dem Knochenmark bei steigendem Alter des Donors die Anzahl,
Differenzierungskapazitit und Lebensdauer der Zellen verringert ist (Kern et al., 2006) und demzufolge MSCs alterer
Patienten nach der Applikation weniger Einfluss auf den Heilungsprozess nehmen kénnten. Ebenso ist es denkbar, dass
bei den &lteren Pferden in einigen Féllen bereits vor der Feststellung der akuten Verletzung eine subklinische Tendinitis
bestand. Es ist bekannt, dass mit zunehmendem Alter von Pferden degenerative Veranderungen wie Fibroplasie,
chondroide Metaplasie und Neovaskularisation in der Sehne auftreten, die zu einer Schwéachung des Sehnengewebes
fihren kdnnen (Dowling et al., 2000). Mdglicherweise kénnen injizierte MSCs unter solchen Bedingungen aufgrund der
bereits vorherrschenden Fibroplasie schlechter die Heilung beeinflussen, so wie es bei Patienten mit rezidivierender

Tendinitis auch der Fall ist.

Der Gesamterfolg aller FT-Behandlungen war fast identisch mit dem nach OBS-Behandlung. Allerdings scheinen
Unterschiede bezliglich der innerhalb des FTs betroffenen Struktur zu bestehen. FT-Ursprungsdesmopathien zeigten mit
94,4 % den besten Behandlungserfolg - obwohl gerade fiir Erkrankungen des FT-Ursprungs publiziert wurde, dass nur
12,5 % von 32 betroffenen Pferden nach konventioneller Therapie wieder dauerhaft im Sport einsetzbar waren. Diese
Daten bezogen sich jedoch nur auf Desmopathien der HintergliedmaRen (Dyson, 1991). Dagegen hat die Behandlung
der FT-Schenkel dieser Studie zufolge weniger gute Erfolgschancen (62,5 %). Mdglicherweise ist der hdhere
Behandlungserfolg der MSC-Therapie am FT-Ursprung damit zu begriinden, dass dort der Verbleib der MSCs im
Lasionshereich besser gegeben ist als im Bereich der FT-Schenkel, wo aufgrund der in dieser Region befindlichen

Gelenke mehr Beweglichkeit herrscht. Obwohl allgemein flir FT-Erkrankungen der Hintergliedmalien eine unglinstigere
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Prognose angenommen wird, konnten in dieser Studie keine eindeutigen Unterschiede beziiglich des

Behandlungserfolgs bei Vorder- und Hintergliedmalien festgestellt werden.

Die vorliegende Studie wurde als multizentrische Fallstudie durchgefihrt. Durch enge Kooperation mit allen beteiligten
Tierarzten wurde zwar eine groRtmaégliche Vereinheitlichung der Behandlungsprozedur angestrebt, trotzdem ist unter
klinischen Bedingungen eine vollstandige Standardisierung bei groRen Fallzahlen kaum mdglich. Daher sind gewisse
Unterschiede in der Beurteilung der klinischen Ergebnisse zwischen den behandelnden Tierdrzten nicht auszuschlie3en.
Ein weiteres Defizit dieser Studie ist das Fehlen einer echten Kontrollgruppe mit randomisiert und verblindet
zugeordneten Patienten. Auch dies wéare aber aus ethischen Griinden und aufgrund mangelnder Kooperation der
meisten Patientenbesitzer unter klinischen Bedingungen kaum durchflihrbar gewesen. Als Kontrollgruppe wurden daher
Daten aus der Literatur (Dyson, 2004) herangezogen, so wie es in dhnlichen Studien ebenfalls praktiziert wurde (Smith,
2008a). Aufgrund der recht groRen Fallzahl der vorliegenden Studie und der Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit
denen aus bislang vorliegenden Publikationen (Pacini et al., 2007; Smith, 2008a) ist trotz der genannten Defizite davon

auszugehen, dass diese Studie Aussagen Uber den Behandlungserfolg der MSC-Sehnentherapie zuldsst.

Zukiinftige Studien werden zeigen, ob sich diese bisherigen vielversprechenden Ergebnisse weiterhin bestétigen,
insbesondere hinsichtlich der Eignung der Stammzellentherapie fiir Pferde verschiedener Nutzungsrichtungen und
verschiedenen Alters. Uberdies gibt es zahlreiche Ansétze, den Einsatzbereich der MSC-Therapie zu erweitern und die
klinischen Ergebnisse noch zu verbessern. Solche Mdéglichkeiten, wie zum Beispiel die gleichzeitige Applikation von
Wachstumsfaktoren (Schnabel et al., 2009), die Vordifferenzierung der MSCs in tenogene Richtung (Violini et al., 2009),
oder die Verwendung alternativer Quellen flir MSCs (Koch et al., 2007; Passeri et al., 2009) sind zwar noch nicht fir die

klinische Anwendung etabliert, kénnen aber fiir die Zukunft von groRRer Bedeutung sein.
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Tabelle 1:

Verteilung von Geschlecht, Rasse, Nutzungsrichtung, Alter, Erkrankungsstadium und Lokalisation der Verletzung im

Patientengut (n=98)

Geschlecht Stuten Hengste Wallache unbekannt
Anzahl 27 23 44 4

Rasse Warmblut Vollblut Traber andere *
Anzahl 60 19 8 11
Nutzung Reit- und Sportpferd ** Galopprennen Trabrennen andere ***
Anzahl 67 18 9 4

Alter 3-6 Jahre 7-12 Jahre 13-16 Jahre unbekannt
Anzahl 24 47 13 14
Erkrankungsstadium akut (<6 Wochen) chronisch (>6 Wochen) rezidivierend unbekannt
Anzahl 54 21 10 13
Lokalisation der Verletzung FT 0BS andere ****

Anzahl 57 36 5

*Quarterhorse, Islandpony, Araber, Mix, unbekannt

**Dressur, Springen, Vielseitigkeit, Freizeit, Western, Distanz

***Eahrsport, unbekannt

#*Tiefe Beugesehne (TBS), Unterstiitzungsband der TBS, Kollateralband des Fesselgelenks
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Tabelle 2:

Erfolgsraten in Abhangigkeit von Erkrankungsstadium, Nutzungsrichtung und Alter der Pferde und der Lokalisation der

Verletzung, mindestens 12 Monate nach der MSC-Behandlung

Erkrankungsstadium

Erfolgsrate in %

akut (< 6 Wochen) (n = 29)

82,2 %

chronisch (> 6 Wochen) (n = 12)

91,7%

rezidivierend (n = 6)

50,0 %

Nutzungsrichtung

Erfolgsrate in %

Reit- und Sportpferde (n = 40)

90,0 %

Galopprennpferde (n = 11)

72,7%

Trabrennpferde (n = 3)

333%

Alter 3-6 Jahre (n =12) 7-12 Jahre (n = 27) 13-16 Jahre (n =8)

Erfolgsrate in % 75,0 % 88,9 % 75,0 %

Betroffene Struktur FT (n=36) 0BS (n=19) TBS /Unterstitzungshand (n = 3)
Erfolgsrate in % 83,3% 84,2 % 100,0 %

Anmerkung: Als erfolgreiche Behandlung wurde es bewertet, wenn der Patient 12 Monate nach der MSC-Injektion

entweder wieder im Sport oder im Volltraining war, ohne ein Rezidiv erlitten zu haben.
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Diagramm 1.

Betroffene Sehnen- und Bandstrukturen in Bezug auf die Nutzungsdisziplin der Patienten
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*Tiefe Beugesehne (TBS), Unterstitzungsband der TBS oder Kollateralbénder des Fesselgelenks
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Diagramm 2:

Behandlungsergebnisse nach unterschiedlichen Beobachtungszeitrdumen
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rechts: Erfolg: Sport und Training zusammengefasst; Misserfolg: Rezidive und Riickzug aus dem Sport

zusammengefasst; Rekonvaleszente nicht berdicksichtigt
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Abstract

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are a promising therapeutic tool for the treatment of equine tendon and
other musculoskeletal injuries. While bone marrow is considered the ‘gold standard’ source of these cells, various other
tissues contain MSCs with potentially useful features. The aim of this study was to compare clinically relevant
characteristics of MSCs derived from bone marrow, umbilical cord blood and tissue and from adipose tissue and tendon.
Cell yield, proliferation, migration, tendon marker expression and differentiation into adipocytes, chondrocytes and
osteoblasts was assessed, quantified and compared. Numbers of MSCs obtained from adipose, tendon or umbilical cord
tissue were 222-fold higher than those obtained from bone marrow or cord blood. Those cells derived from tendon and
adipose tissue exhibited most rapid proliferation. Osteogenic differentiation was most prominent in MSCs derived from
bone marrow, and was weak in MSCs derived from umbilical cord blood and tissue. In contrast, the highest levels of
chondrogenic differentiation were observed in MSCs derived from these sources. Collagen 1A2 expression was highest
in adipose- and tendon-derived MSCs, while scleraxis expression was highest in cord blood- and in tendon-derived
MSCs. The findings indicate that MSCs from different sources display significantly diverse properties, which may impact
on their therapeutic application.

Keywords: Horse; Mesenchymal stromal cell (MSC); Differentiation; Tendon
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Introduction

The treatment of equine orthopaedic conditions with mesenchymal stromal cell (MSC)-based regenerative therapies has
gained growing attention in the last decade. Evidence to date suggests these cells improve regeneration in tissues with
poor healing properties through their ability to: self-renew; differentiate towards several mesodermal lineages; supply
growth factors; and release immunomodulatory cytokines (Richardson et al., 2007; Stewart and Stewart, 2011). Various
experimental and clinical studies have demonstrated that the treatment of tendon injuries with MSCs results in
significantly improved re-arrangement of the collagen fibres and considerably reduces re-injury rates compared to
conventional treatment (Smith et al., 2003; Pacini et al., 2007; Nixon et al., 2008; Smith, 2008; Schnabel et al., 2009;
Crovace et al., 2010; Godwin et al., 2011). Furthermore, some studies suggest a beneficial effect of MSCs in the
treatment of osteoarthritis (Wilke et al., 2007; Mcllwraith et al., 2011).

Currently, bone marrow (BM) and adipose tissue (AdT) are the most commonly used sources of MSCs in equine
regenerative medicine. However, MSCs with promising features have also been identified in other tissues (Ribitsch et al.,

2010), and taking advantage of these alternative sources might further improve MSC therapy.

Equine MSCs derived from umbilical cord blood (UCB) or tissue (UCT) were first characterised by Koch et al. (2007) and
Hoynowski et al. (2007), respectively. In addition to the advantage of non-invasive collection, it is hypothesised that,
because these umbilicus-derived cells express markers associated with an embryonic phenotype (Hoynowski et al.,
2007; Reed and Johnson, 2008), they may provide a pool of more primitive progenitor cells with broader differentiation
capacities (Moretti et al., 2010). Furthermore, human UCB-MSCs have longer telomeres than BM-MSCs and might
therefore have a longer lifespan than other adult MSCs (Kogler et al., 2004).

Tendon-derived MSCs (Td-MSCs) may be more similar to the tenocyte phenotype than MSCs derived from other
sources, potentially making them suitable for the treatment of tendon injuries. Stewart et al. (2009) demonstrated that
when seeded on cell-free tendon scaffolds, the viability and collagen Il mRNA expression of equine tendon-derived cells
were greater than their BM-derived equivalents, although the trilineage differentiation potential of these cells was not
investigated in this study. In mice and rabbits, Td-MSCs can form tendon-like tissue in vivo, in addition to being able to
differentiate into adipocytes, osteoblasts and chondrocytes in vitro (Salingcarnboriboon et al., 2003; Bi et al., 2007;
Zhang and Wang, 2010). Although recently, cells isolated from equine tendons have been shown to display the capacity
to trilineage differentiation (Lovati et al., 2011a), studies on equine Td-MSCs remain rare, despite the intensive research
into the use of MSCs in the treatment of tendon injuries in the horse (Smith et al., 2003; Pacini et al., 2007; Nixon et al.,
2008; Smith, 2008; Schnabel et al., 2009; Crovace et al., 2010; Godwin et al., 2011).

While studies have confirmed the in vitro multipotency of equine MSCs derived from different sources, controversy exists
concerning the proliferative capacity, life-span, and trilineage differentiation potential of various MSC cell lines
(Toupadakis et al., 2010; Lovati et al., 2011b; Vidal et al., 2011), and comprehensive comparative studies are rare.
Furthermore, to our knowledge, no studies comparing the tendon regeneration potential of MSCs from different sources

have been published. Similarly, although considered to be central to the successful ‘homing’ and engraftment of MSCs in
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vivo (Li et al., 2009), the migration potential of equine MSCs derived from different sources has not been assessed. The
aim of this study was to comparatively characterise equine MSCs from BM, AdT, UCB, UCT and TdT, with an emphasis
on the assessment of properties such as cell proliferation, migration, differentiation and tendon marker expression, which

might influence the outcome of MSC therapy.

Materials and methods
Sample collection

Samples of UCB and UCT were collected from 12 foals immediately after birth at the Saxonian Horse Stud
(Saechsisches Hauptgestuet), Graditz, Germany, and at The Large Animal Clinic for Theriogenology and Ambulatory
Services, University of Leipzig, Germany. The umbilical cord was clamped, the cord vein was punctured and UCB was
collected into heparinised syringes (500 IU Heparin-Na/mL, B. Braun Melsungen AG). Subsequently, a 10 cm length of
the umbilical cord was obtained, washed in ethanol, iodine and saline solution, and placed in PBS (PAA Laboratories
GmbH), supplemented with 500 1U/mL penicillin, 0.5 mg/mL streptomycin (5 % penicillin-streptomycin, PAA Laboratories
GmbH), 0.05 mg/mL gentamycin (Invitrogen) and 2.5 pg/mL amphotericin (Invitrogen) for transportation.

Bone marrow was collected from 12 adult horses (median age, 4.5 years; interquartile range, 11.0) according to
standard surgical procedures. Briefly, the horses were sedated, the sternal region was prepared aseptically and following
local anaesthesia, the sternum was punctured with an 11 G bone marrow aspiration needle and a sample was aspirated
into a heparinised syringe. Seven of these horses were subsequently euthanised, 6 g of SC AdT was harvested from the
supragluteal region, and a 5 cm length of TdT was taken from the mid-metacarpal region of the superficial digital flexor

tendon.

Samples were stored at room temperature and processed within 24 h. All procedures were approved by the local ethics
committee (Landesdirektion Leipzig, A 13/10).

Isolation and culture of MSCs

Mononuclear cells (MNCs) were separated from UCB and BM by standard density gradient centrifugation (327 g at
20 °C for 30 min) using a polysaccharide solution (Ficoll-Paque Premium, GE Healthcare). Prior to processing the solid
tissue samples (UCT, AdT, and TdT), UCT was dissected from the cord vessels and TdT was separated from the
paratenon. Subsequently, tissues were minced and digested in a collagenase | solution (Invitrogen) (Table 1). Isolated
MNCs were seeded into culture flasks containing low concentration glucose (1 g/L) Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM) (Invitrogen), supplemented with 20 % fetal bovine serum (FBS) (Sigma Aldrich), 100 IU/mL penicillin,
0.1 mg/mL streptomycin (1 % penicillin-streptomycin) and 0.05 mg/mL gentamycin. The seeding density of MNCs was
approximately 500,000 MNCs/cm? for UCB- and BM-MNCs and approximately 50,000 MNCs/cm? for MNCs from the
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solid tissues, respectively. For the UCB and UCT cell cultures, 0.5 pg amphotericin/mL of medium was added until first

passaging.

Cells were allowed to attach for 2 days under standard culture conditions (37 °C and 5 % CO,), and were then washed
with PBS to remove non-adherent MNCs. Medium was changed twice weekly until the colonies were confluent, at which
time MSCs were trypsinised. After first passaging, MSCs from eight UCB, eight UCT, 10 BM and seven AdT and TdT

samples were used for all further experiments. The remaining samples were used in experiments unrelated to this study.

Expansion and proliferation assays

To assess MSC expansion and generation times (GTs), passage (P) 1 to P7 MSCs from all sources were seeded at a
density of 3,000 MSCs/cm?. Cell cultures were checked daily and the medium changed twice weekly, until cells were
80 % confluent and MSCs were passaged by trypsinisation. Population doubling rates (PDs) and GTs were calculated as

follows:
PD = (cell count harvest/cell count seeding)/In 2
GT = 1/(PD/days in culture)

As some samples underwent senescence (defined as having a negative PD before P8), a Kaplan-Meier analysis of
sample survival was performed, and only non-senescent samples were included in the PD and GT calculations. At P3
and P8, a tetrazolium (MTS) assay (Cell Titer 96 Aqueous One Solution Proliferation Assay, Promega) was performed to
evaluate cell proliferation rates (PRs). The MSCs were seeded in 96 well plates (1000 cells/well). At days 1 and 7, MTS
reagent was added and formazan production was assessed photometrically, according to the manufacturer’s

instructions. PRs were calculated using the following formula:

PR = optical density day 7/optical density day 1

Spheroid culture and migration assay

Passage 3 MSCs were cultured in ‘hanging drops’ (5000 cells/drop) for 24 h until spheroid formation was observed.
Spheroids were then harvested, seeded and cultured under standard conditions, which allowed MSC migration from the

spheroids onto the culture plates. After another 24 h, the migration area was determined (Fig. 1).

Trilineage differentiation assays
For adipogenic differentiation, P3 MSCs were incubated in adipogenic differentiation medium (DMEM-F12 [PAA
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Laboratories GmbH], supplemented with 15 % rabbit serum, 1 UM dexamethasone, 100 uM indomethacin, 500 uM
3-isobutyl-1-methylxanthine, 700 nM bovine insulin [all Sigma Aldrich], and antibiotics) for 3 days. The intensity of
adipogenic differentiation was assessed by two ‘blinded’ observers using a scoring system based on Oil Red O staining
(Gittel et al., 2011) (Table 2). For osteogenic differentiation, P3 MSCs were cultured in osteogenic differentiation medium
(DMEM-F12 supplemented with 10 % FBS, 100 uM L-ascorbate-2-phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, 100 nM
dexamethasone [all Sigma Aldrich] and antibiotics) for 21 and 35 days, followed by von Kossa staining. For positively-
stained samples, the index of osteogenic differentiation (I0D) was determined as described by Ostanin et al. (2008).
Briefly, optical densities of stained differentiated and control samples were measured photometrically (A=492 nm) and

the 10D calculated as follows:
IOD = optical density (differentiated)/optical density (control).

Chondrogenic differentiation of P3 MSCs was performed in pellet culture as described by Giovannini et al. (2008).
Chondrogenic differentiation medium consisted of high concentration glucose (4.5 g/L) DMEM (PAA Laboratories
GmbH), 10 ng/mL human TGF-B1 (Acris Antibodies), 1 % ITS+ premix (BD Biosciences), 100 nM dexamethasone,
100 uM L-ascorbate-2-phosphate, 400 UM proline (Sigma Aldrich) and antibiotics. After incubation for 21 days, paraffin
sections were prepared and stained with Alcian blue and Masson’s Trichrome stains. Qualitatively positive samples were
further stained with Safranin O and evaluated by two ‘blinded’ observers using the ‘Bern score’ based on three criteria:
uniformity and darkness of the Safranin O stain; distance between cells and amount of matrix accumulated; and cell

morphology (Grogan et al., 2006).

Non-induced MSCs from different sources were used as negative controls for each of the stains (data not shown).

Real Time RT-PCR

mMRNA from the P3 MSCs was isolated and transcribed into cDNA using commercially available kits (RNeasy Mini Kit
and Omniscript RT Kit, Qiagen), according to the manufacturer's instructions. Primers for GAPDH (forward, 5'-
CCAGAACATCATCCCTGCTT-3’; reverse, 5- CGTATTTGGCAGCTTTCTCC-3') and collagen 1A2 (forward, 5'-
GAAGATGGTCACCCTGGAAA-3'; reverse, 5-AGGTTCACCCTTCACACCTG-3') were designed using Primer3 online
software. The  scleraxis primers  (forward, 5-ACAGAAAGACGGCGATTCGGAGTT-3"; reverse, 5-
AAAGTTCCAGTGGGTCTGGGCAA-3) had previously been evaluated at the Institute of Anatomy, University of
Veterinary Medicine, Foundation, Hannover. Quantitative RT-PCR was performed using a SYBR green master mix (iQ
SYBR Green Supermix, Bio-Rad Laboratories). Genes were amplified in 40 cycles of 90 °C for 30 s, 60 °C for 30 s and
72 °C for 30 s (7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems). Copy numbers were obtained from standard curves
and normalised to GAPDH RNA expression.
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Statistical analysis

Kruskal-Wallis one way analyses of variance and subsequent Mann-Whitney U tests were performed to analyse

differences among the sample groups (IBM PASW Statistics 18 software). The level of significance was set at a = 0.05.

Results
Sample collection and cell yield

Samples of UCB, UCT and BM were collected without adverse effects to the donors. Although a lower volume of BM
was collected and processed compared to UCB, significantly higher total MNC yields were obtained from BM (P < 0.01).
Furthermore, the numbers of MNCs obtained/g solid tissue (UCT, AdT, and TdT) varied significantly, with AdT providing
the highest and UCT the lowest numbers (UCT vs. AdT, P < 0.001; UCT vs. TdT, P < 0.01) (Table 3). The isolation of
MSCs with a fibroblast-like phenotype was achieved in all samples, with significant differences between the PO culture
times (P < 0.01). The MSC yield/seeded MNCs/days of culture (P0) was similar between UCB and BM samples and also
within the solid tissue samples. However, the MSC yield from solid tissues was 222-fold higher than the yield from UCB
and BM (P < 0.001) (Table 3). Two UCT-MSC samples had to be discarded due to bacterial or fungal contamination

which became evident after MNC seeding.

Proliferation and migration of MSCs

The MSCs from all sources exhibited short GTs at P1, indicating rapid proliferation. With increasing passages, UCB- and
BM-MSCs displayed lower replication rates while Ad-MSCs and Td-MSCs continued to proliferate rapidly, reaching P8 in
a shorter period of time (P < 0.01) (Table 3). Furthermore, 6/8 UCB-MSC samples and 7/10 BM-MSC samples
underwent senescence before P8 (Fig.2). Significant differences between the GTs of the different sample types were
evident at P2, P3, P4 and P8, respectively (P < 0.05) (Fig.3). Proliferation rates, determined by MTS assays, supported

the results obtained by calculation of PDs and GTs. However, differences in PRs were only significant at P8 (P < 0.05)
(Fig.3).

MSCs from all sources formed spheroids when cultured in hanging drops and migrated from the spheroids after seeding.
Ad- and Td-MSCs migrated faster than UCT- and BM-MSCs, covering a significantly larger area on the culture dish
within 24 h (P < 0.01) (Table 4).

Trilineage differentiation

Cells from all sources contained intracellular lipid droplets, as visualised by Oil Red O staining, indicating early-stage
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adipogenic differentiation (Fig.4). There were no significant differences between the different sample types, except
between Td- and UCT-MSCs (P < 0.05) (Table 4). Osteogenic differentiation, marked by extracellular calcium deposition
(Fig.4), was pronounced in BM-, Ad- and Td-MSCs at day 21 and increased further until day 35. In contrast, osteogenic
differentiation was weak in UCB- and UCT-MSCs, and only UCT-MSCs showed a slight increase in this form of
differentiation between day 21 and 35. In one UCT-MSC sample calcium deposition was not detectable at any timepoint.
Median 10D values supported this observation and were significantly higher in BM-, Ad- and Td-MSCs at day 21
(P<0.01) and 35 (P < 0.05) (Table 4).

Chondrogenic differentiation (Fig.5), as determined by Alcian blue and Masson'’s trichrome staining, was evident in all
UCB- and UCT-MSCs, but only in 6/10 BM-MSC, 5/7 Ad-MSC, and 6/7 Td-MSC samples, respectively. The evaluation of
Safranin O-stained sections of these qualitatively positive samples using the Bern score revealed that UCB-MSCs
displayed the highest chondrogenic differentiation capacity, followed by UCT-MSCs, whereas BM-MSCs scored lowest.
However, differences in this score were only significant between UCB- and BM-MSCs or Td-MSCs (P < 0.05 in each
case) (Table 4).

Tendon marker expression

All MSC samples exhibited basal gene expression of collagen 1A2 and scleraxis (Fig.6). The highest levels of collagen
1A2 expression were found in Ad-MSCs, followed by Td-MSCs, whereas BM-MSCs had the lowest expression of
collagen 1A2. Differences were significant between: Ad-MSCs and BM-MSCs (P < 0.01); Ad-MSCs and UCB-MSCs
(P < 0.05); and between Td-MSCs and BM-MSCs (P < 0.05). Scleraxis was expressed at the highest levels in UCB-
MSCs, followed by Td-MSCs. Differences in scleraxis expression were significant between UCB-MSCs and UCT-MSCs
(P<0.002).

Discussion

In this study, we compared the proliferation, migration, trilineage differentiation capacity and expression of tendon
markers in equine MSCs derived from BM, AdT, UCB, UCT and TdT. Our results reveal significant differences between
MSCs derived from these sources, indicating potential advantages and disadvantages for the use of each type of MSCs

in particular clinical applications.

The number of readily available, viable MSCs plays a crucial role with regard to treatment success when autologous
MSCs are used, as successful treatment requires the application of a sufficient quantity of MSCs shortly after the injury
has occurred (Godwin et al., 2011). In addition to their importance in direct therapy, high cell yields and viability also

facilitate the cryopreservation of these cells.

The present study was successful in isolating fibroblast-like MSCs using standard protocols in all samples, irrespective
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of their source. However, MSC yields and proliferation were significantly higher in all solid tissues (UCT, AdT, and TdT)
compared to BM and UCB. As not all samples used in this study were donor-matched, it should be considered that there
might have been donor age-related effects on cell yield and proliferation. However, donor age did not correlate with cell
yields or GTs (data not shown). Furthermore, our findings are consistent with a recently published study by Vidal et al.
(2011) which specifically investigated population doubling and senescence of BM-, Ad- and UCT-MSCs, including the
assessment of senescence markers and telomere lengths. Kern et al. (2006) reported that senescence ratios of human
MSCs in early passages were highest in UCB-MSCs and lowest in Ad-MSCs. Interestingly, in the same study, UCB-

MSCs that had not undergone early senescence replicated most rapidly and had the longest lifespan.

The ability of MSCs to migrate is fundamental to their systemic application (Li et al., 2009), and in supporting graft
integration in local therapies. Guest et al. (2010) showed that BM-MSCs remained close to their site of injection in
artificially-induced tendon lesions, unlike embryonic stem cells, which became widely distributed in the surrounding
tissue. In the current study, we demonstrated that Td-, Ad- and UCB-MSCs migrate faster than BM-MSCs, suggesting
their graft integration in vivo may be enhanced. We chose to combine migration assays with the spheroid culture of
MSCs, as this technique has been shown to enhance differentiation potential (Wang et al., 2009). In clinical cases that
do not require a scaffold, the injection of MSC spheroids might be a feasible approach in introducing viable MSCs with

enhanced differentiation potential.

Multilineage potential was evident in all MSC samples, demonstrating the multipotential character of these cells,
although not all samples followed all differentiation pathways. Significant differences were found in the osteogenic and
chondrogenic differentiation potential of the cells, indicating that the source of the cells used may be important in the

treatment of bone or cartilage defects.

As evaluated in previous experiments, UCB-MSCs demonstrated poor adipogenic differentiation when using standard
protocols (Gittel et al., 2011), which is in accordance with Koch et al. (2007). Rabbit serum has been reported to
enhance adipogenic differentiation (Janderova et al., 2003; Koch et al., 2007; Giovannini et al., 2008). We therefore
used a differentiation medium supplemented with rabbit serum, which led to distinct adipogenic differentiation of all MSC
samples within 3 days. Incubation with rabbit serum for a longer period, however, can lead to cell detachment (Gittel
etal., 2011).

BM-MSCs exhibited particularly intense osteogenic differentiation, while UCB- and UCT-MSCs displayed comparatively
little calcium deposition. Our findings support those of Toupadakis et al. (2011), who intensively characterised and
compared the osteogenic differentiation potential of equine MSCs from different sources. However, albeit less than that
of MSCs derived from other sources, the osteogenic potential of equine UCB- and UCT-MSCs has been shown
(Hoynowski et al., 2007; Koch et al., 2007; Reed and Johnson, 2008; Passeri et al., 2009), and UCB-MSCs have formed
bone-like matrices within hydroxyappatite scaffolds (Figueroa et al., 2011). Photometric measurement, according to
Ostanin et al. (2008), could not detect any differences between differentiated and control samples of UCB- and UCT-
MSCs, although only samples showing qualitative evidence of calcium deposition were included. However, as the optical

density was significantly increased in differentiated BM-, Ad- and Td-MSC samples compared to their respective
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controls, the 10D, although not a very sensitive parameter, was considered suitable to roughly quantify differences in

osteogenic differentiation capacity.

Chondrogenic differentiation was most prominent in UCB-MSCs, as suggested by Berg et al. (2009). BM-MSCs
displayed the weakest chondrogenic potential in the present study, although in other studies, intense chondrogenic
differentiation was observed with equine BM-MSCs (Giovannini et al., 2008), which was even superior to that of
Ad-MSCs (Vidal et al., 2008). Lovati et al. (2011) found evidence of weak chondrogenic differentiation in BM-MSCs but,
contrary to our findings, could not induce chondrogenesis in UCT-MSCs. These conflicting results emphasise that the
adjustment of culture conditions and differentiation media with respect to the origin of MSCs is essential in achieving

optimal chondrogenesis.

One of the reasons this is the first study to compare the tendon regeneration potential of MSCs derived from different
sources is the difficulty associated with achieving tenogenic differentiation (Hoffmann and Gross, 2007; Aslan et al.,
2008; Butler et al., 2008). To date, there has only been one study that has attempted the tenogenic differentiation of
equine MSCs, through exposure to BMP-12 (Violini et al., 2009). Not only is the induction of tenogenic differentiation
challenging, but verification of this process is also complex, as there seems to be no clear demarcation between mature
tenocytes and fibroblasts. Currently, gene expression analysis of tendon markers is most commonly used to identify
tenogenic properties (Chen et al., 2008; Omae et al., 2009; Taylor et al., 2009; Park et al., 2010; Sharma and Snedeker,
2010). However, it must be considered that results obtained at an mRNA level do not always reflect protein expression

by the cells in question.

In analysing gene expression markers in different musculoskeletal tissues, Taylor et al. (2009) found high expression of
collagen 1A2 and scleraxis in equine tendon, suggesting these markers are suitable in the evaluation of tenogenesis.
While the use of collagen 1A2, the most abundant protein in tendon extracellular matrix, as a tendon marker is self-
evident, scleraxis plays a crucial role in tendon development (Schweitzer et al., 2001; Shukunami et al., 2006). In the
present study, investigating basal tendon marker expression in undifferentiated, monolayer-cultured MSCs, Td-MSCs
expressed both important markers, collagen 1A2 and scleraxis, at high levels contemporaneously. This supports the
hypothesis that Td-MSCs, while also being capable of adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation, may be

the optimal cell type for MSC-based tendon therapy.

Concerning autologous Td-MSC therapies, donor site morbidity is a major problem, especially when using the superficial
digital flexor tendon as a cell source. Nevertheless, for autologous Td-MSC therapy, it is possible to harvest the tissue
from less functionally essential tendons, such as the digital extensor tendons. Moreover, in veterinary medicine,
allogeneic MSC application as an ‘off-the-shelf’ product has repeatedly been proposed. In the horse, the application of
allogeneic BM- and placentally-derived MSCs did not lead to increased immune responses, compared to the application
of autologous MSCs (Guest et al., 2008; Carrade et al., 2011). Furthermore, the clinical outcome of tendon therapy using
either allogeneic or autologous Ad-MSCs, was equally favourable (Del Bue et al., 2008). However, the immunological

properties of Td-MSCs remain to be investigated.
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Analysis of surface marker expression patterns will have to provide further insights into the characteristics of equine
MSCs from different sources. So far, the establishment of a uniform set of markers for equine MSCs, which corresponds
to the criteria set for human MSCs (Dominici et al., 2006), remains elusive, as most commercially available antibodies do
not recognise their corresponding equine epitopes (De Schauwer et al., 2011). However, initial studies in this area have
proved promising (Braun et al., 2010, Radcliffe et al., 2010, Ranera et al., 2011; De Schauwer et al., 2012), and provide

a platform from which we can further extend our understanding of equine stem cell biology.

Conclusions

Equine AdT contains high numbers of highly viable MSCs with reliable migration and differentiation capacities, and is
therefore a convenient cell source for autologous or allogeneic regenerative therapies. However, in specific clinical
settings, it may be beneficial to take advantage of MSC source-specific differentiation capacities. Although Td-MSCs

may be especially suitable for tendon therapy, further in vivo studies will be required to substantiate our in vitro findings.
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Table 1:
Conditions for tissue digestion for mononuclear cell isolation from solid tissues. Collagenase | concentrations and
incubation times were evaluated in previous experiments (data not shown). Tissue digestion was performed at 37 °C

with continuous shaking. UCT, umbilical cord tissue; AdT, adipose tissue; TdT, tendon tissue.

Collagenase | /mL | Incubation time

UCT | 24mg 6h
AdT | 0.8mg 4h
TdT | 5.6 mg 6h
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Table 2:
Semi-quantitative scoring system used in the evaluation of adipogenic differentiation of mesenchymal stromal cells
(MSCs).

% of differentiated cells of all MSCs in 10x magnification field Size and arrangement of lipid droplets

0 0-5% 0 No droplets

1 >5-50% 1 Predominantly isolated and small (<1/3 of nuclear diameter)
Predominantly medium-sized (approximately 1/3 of nuclear diameter)

2 >50 - 80 % 2 .
surrounding nucleus

3 >80 - 100 % 3 Predominantly large (>1/3 of nuclear diameter) merging around nucleus
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Table 3:
Cell yields and culture times. Data presented as medians (interquartile range). MSC, mesenchymal stromal cell; MNC,

mononuclear cell; UCB, umbilical cord blood; BM, bone marrow; UCT, umbilical cord tissue; AdT, adipose tissue; TdT,

tendon tissue.

Processed sample

Mononuclear cell

Mononuclear cell yield/

volume / wet weight yield total tissue unit Days PO MSC yield/ MNCs days Days until P8 *
UCB 146 mL (30 mL) 18.7 x 106 (13.0 x 10) 1.1x 105/mL (0.9 x 108/mL) 115(5.25) de 1.1x103(17.9x 103) 82.5(16.5)de
BM  325mL (20 mL) 46.0x 105(33.1x10%)a  11.3x 10%/mL (8.6 x 105/mL) = 140 (3.0)e%e  1.5x103(1.5x 109) 72.0 (32.0) ¢
UCT 52g(059) 0.8 x 106(1.8 x 106) 1.6 x 10%/g (3.4 x 10%/g) 10.0 (3.75) d.e 275.0x 102 (362.3 x 103)ab  60.0 (26.5)
AdT  56¢(0.90) 9.7 x 106(10.3 x 109) 17.8 x 10%/g (15.5 x 10%/g) © 6.0 (15) 251.4x103(265.3x10%)ab 59,0 (17.0)
TdT  529(049) 3.6 x 106(2.3 x 106) 6.8 x 108/g (5.7 x 10%/g) © 7.0(1.5) 280.6x 102(216.7 x 103) ab 53.0(8.5)

a significantly higher values compared to UCB.

b significantly higher values compared to BM.

¢ significantly higher values compared to UCT.

d significantly higher values compared to AdT.

e significantly higher values compared to TdT.

* Samples that underwent senescence before P8 not included.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Table 4:

Results of migration and trilineage differentiation assays. Data presented as medians (interquartile range). For
quantification of osteogenic and chondrogenic differentiation intensity, only samples with qualitative evidence of
differentiation were included. MSC, mesenchymal stromal cell; UCB-MSC, umbilical cord blood-derived MSC; BM-MSC,
bone marrow-derived MSC; UCT-MSC, umbilical cord tissue-derived MSC; AdT-MSC, adipose tissue-derived MSC;
TdT-MSC, tendon-derived MSC.

o Adipogenic Osteogenic differentiation | Osteogenic differentiation | Chondrogenic
Migration area (mm2) ) o ) ) ) o
differentiation score index (day 21) index (day 35) differentiation score
UCB-MSC 0.161 (0.267) 5.0 (15) 1.10 (0.48) 0.97 (0.71) 6.000 (4.500) ¢ ¢
UCT-MSC 0.090 (0.124) 45 (1) 1.02 (0.22) 1.21(0.28) 3.500 (1.500)
BM-MSC 0.097 (0.186) 5.0(2.25) 3.65(3.04) b 6.78 (4.18) b 1.000 (2.625)
AdT-MSC 0.237 (0.033) 0 5.5(0) 2.24(0.62) b 3.72 (1.50) ab 2.500 (0.750)
TdT-MSC 0.352 (0.213) b-c 55(0)b 2.83(1.24)ab 4.26 (1.47)ab 1.875 (2.750)

asignificantly higher values compared to UCB-MSCs.

b significantly higher values compared to UCT-MSCs.

¢ significantly higher values compared to BM-MSCs.

d significantly higher values compared to Td-MSCs.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.1.:

Migration assay by spheroid culture of tendon derived mesenchymal stromal cells (MSCs). Attachment of the spheroid
4 h after seeding (a), and MSC migration 12 h (b), and 24 h (c), after seeding, respectively. At 24 h, the area covered by
the remaining spheroid (area B) was measured and subtracted from the area covered by migrating MSCs including the

spheroid (A), to determine the migration area (d). Scale bars as indicated.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.2. :

Kaplan-Meier plot of cell survival (cumulative sample survival vs. time of senescence). MSC, mesenchymal stromal cell;
UCB-MSC, umbilical cord blood-derived MSC; BM-MSC, bone marrow-derived MSC; UCT-MSC, umbilical cord tissue-
derived MSC; Ad-MSC, adipose tissue-derived MSC; Td-MSC, tendon-derived MSC.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.3.:

Left boxplot: generation times (GTs) of mesenchymal stromal cells (MSCs) (passage [P] 1 - 7). Black arrows indicate
significantly shorter GTs compared to umbilical cord blood (UCB)-MSCs, light-coloured arrows indicate significantly
shorter GTs compared to UCB-MSCs and bone marrow (BM)-MSCs. Right boxplot: proliferation rates of MSCs (P3 and
P8). Arrows indicate significantly higher values compared to UCB-MSCs, UCT-MSCs and BM-MSCs. Circle indicates
mild outlier; star indicates extreme outier. MSC, mesenchymal stromal cell; UCB-MSC, umbilical cord blood-derived

MSC; BM-MSC, bone marrow-derived MSC; UCT-MSC, umbilical cord tissue-derived MSC; Ad-MSC, adipose tissue-
derived MSC; Td-MSC, tendon-derived MSC.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.4. :

Representative photographs of adipogenic and osteogenic differentiation. Intracellular lipid droplets following induction of
adipogenic differentiation, visualised by Oil Red O staining, and extracellular calcium deposition following induction of
osteogenic differentiation, visualised by von Kossa (v. Kossa) staining, respectively. MSC, mesenchymal stromal cell;
UCB-MSC, umbilical cord blood-derived MSC; BM-MSC, bone marrow-derived MSC; UCT-MSC, umbilical cord tissue-
derived MSC; Ad-MSC, adipose tissue-derived MSC; Td-MSC, tendon-derived MSC. Scale bars as indicated.

Oil Red O, 3 days v. Kossa, 21 days v. Kossa, 35 days

&
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UCT-MSC
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.5.:

Representative photographs of chondrogenic differentiation in pellet culture 21 days after induction. Glycosaminoglycans
or collagen visualised by Alcian Blue and Safranin O or Masson'’s trichrome staining, respectively. MSC, mesenchymal
stromal cell; UCB-MSC, umbilical cord blood-derived MSC; BM-MSC, bone marrow-derived MSC; UCT-MSC, umbilical
cord tissue-derived MSC; Ad-MSC, adipose tissue-derived MSC; Td-MSC, tendon-derived MSC. Scale bars as

indicated.
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PUBLIKATION 2: VERGLEICHENDE CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS

Fig.6. :

Gene expression of collagen 1A2 and scleraxis, normalised to GAPDH. Black arrow indicates significantly higher
expression compared to umbilical cord blood (UCB)-mesenchymal stromal cell (MSCs) and bone marrow (BM)-MSCs.
Light-coloured arrow indicates significantly higher expression compared to BM-MSCs, and grey arrow indicates
significantly higher expression compared to umbilical cord tissue (UCT)-MSCs. Circle indicates mild outlier. UCT-MSC,
umbilical cord tissue-derived MSC; Ad-MSC, adipose tissue-derived MSC; Td-MSC, tendon-derived MSC.
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5 DISKUSSION

5.1 REFLEXION VON MATERIAL UND METHODEN

5.2.1 PUBLIKATION 1

Die in der klinischen Fallstudie (Publikation 1) veroffentlichten Ergebnisse basieren auf einer

retrospektiven Auswertung von Patientendaten, die in den Jahren 2005 und 2006 erhoben wurden.

Die Patientenpopulation war relativ heterogen, wobei die Verteilung von Rasse, Alter und
Nutzungsrichtung der Tiere sowie auch von Erkrankungsstadium (akut, chronisch oder
rezidivierend) und Lokalisation der Erkrankung aber vermutlich als reprasentativ fur die allgemein
in Deutschland mit Sehnenerkrankungen vorstellig werdenden Patienten angesehen werden kann.
Dennoch beeintrachtigt diese Heterogenitat selbstverstandlich die Genauigkeit des Ergebnisses,
betrachtet man alle Pferde gemeinsam. Die Fallzahlen von 98 Pferden insgesamt bzw. von 58
Pferden mit Langzeitergebnissen erlauben zwar zun&chst eine Aufteilung in zu vergleichende
Gruppen nach bestimmten Parametern, wie beispielsweise nach Patientenalter, aber keinesfalls eine
Aufteilung in Gruppen, die hinsichtlich aller Parameter homogen sind. Am Beispiel der Auswertung
des Ergebnisses nach Altersgruppen wird diese Problematik besonders deutlich: Hier zeigten die
jungeren Pferde ein ungunstigeres Ergebnis als Pferde mittleren Alters (75 % vs. 88,9 % erfolgreich
behandelt), was bisherigen Vermutungen und Angaben in der Literatur (GODWIN et al. 2012)
widerspricht, aber auch hochstwahrscheinlich damit zu begriinden ist, dass sich in der Gruppe der
jungeren Pferde vor allem Rennpferde befanden, die bekanntlich eine ungiinstigere Prognose haben
als andere Sportpferde (DYSON 2004). Ungeachtet dieser Tatsache fuhrt bei den vorliegenden
Fallzahlen selbst die Aufteilung nach jeweils einzelnen Parametern schon dazu, dass die statistische
Teststérke nicht ausreicht, um Aussagen Uber die Signifikanz des Ergebnisses zu treffen. Trotz der
genannten Nachteile ermdglichte die zur Verfligung stehende Patientenpopulation, erste auf
mehreren Fallen (n = 57) basierende Daten hinsichtlich des zu erwartenden Behandlungserfolges

der MSC-Therapie bei Fesseltragererkrankungen zu erheben.

Diagnostik, Behandlung und Nachkontrollen der Sehnenerkrankungen wurden von verschiedenen

mitwirkenden Tierdrzten durchgefiihrt, wéhrend die Aufbereitung der MSCs stets im selben Labor

stattfand. Auch die Besitzerkommunikation, auf die sich in den meisten Fallen die Beurteilung des

Erkrankungsstadiums stutzt, wurde durch die behandelnden Kollegen durchgefiihrt. Eine
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vollstandige Standardisierung des Ablaufs von Diagnostik und Behandlung war unter den
klinischen Bedingungen nicht realisierbar. Diese Umstande fiihrten vermutlich trotz enger
Kooperation mit den beteiligten Tierdrzten zu gewissen interindividuellen Unterschieden in der
Einschatzung von Diagnose und Behandlungserfolg durch die verschiedenen Kollegen. Um hier
eine hohere Genauigkeit zu erzielen, ware es von groflem Vorteil gewesen, wenn sdmtliche
Untersuchungen und Behandlungen nach standardisierten Ablaufen von einer einzelnen, erfahrenen
Person durchgefihrt worden wéren. Allerdings war es nur durch den multizentrischen Charakter
dieser Fallstudie, der aus logistischen Griinden die Einbeziehung mehrerer Untersucher erforderte,

maoglich, eine groRere Anzahl von Féllen beurteilen zu kénnen.

Das Fehlen einer echten Kontrollgruppe stellt ein weiteres Defizit der Studie dar. Allgemein liegt
die Auswahl der Behandlungsstrategie in der Regel letztlich beim Besitzer des Patienten. Besonders
bezlglich der Behandlungsoption mit MSCs, die bei vielen durch die Laienpresse gepragten
Menschen entweder auf groRe Begeisterung oder aber groRe Abneigung stol3t, erscheint es daher
unerlasslich, die Patientenbesitzer offen (ber die Behandlungsstrategie zu beraten. Dies macht aber
eine randomisierte Zuordnung der Patienten zu potentiellen Behandlungs- bzw. Kontrollgruppen
praktisch unmoglich. Publikationen zur MSC-Behandlung equiner Sehnenerkrankungen von
anderen Autoren, die ebenfalls darum bemdiht waren, die Ergebnisse moglichst vieler Félle
zusammenzustellen, berichten ebenfalls von der Schwierigkeit, eine geeignete Kontrollgruppe
mitzufihren (SMITH 2008; GODWIN et al. 2012). Um diesem Problem zu begegnen, wurden in
diesen wie auch der vorliegenden Studie die Ergebnisse bzw. die erhobenen Rezidivraten mit
bereits in der Literatur vorliegenden Daten zur konservativen Sehnenbehandlung (DYSON 2004;
O'MEARA et al. 2010) verglichen. GODWIN et al. (2012) passten dabei ihr Studiendesign
weitestgehend an die Studien von DYSON (2004) und O'MEARA et al. (2010) an, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu erzielen, was in der vorliegenden Studie aufgrund ihres retrospektiven
Charakters nicht vollstandig moglich war. Der Vergleich mit Ergebnissen aus bereits vorliegenden
Studien kann aber in jedem Fall nur als Zwischenlésung angesehen werden. Um definitive
Aussagen Uber den Einfluss der MSCs auf den Heilungserfolg treffen zu konnen, ist nach wie vor
eine randomisierte, kontrollierte klinische Studie in groRem Umfang erforderlich. Diese sollte, geht
man beispielsweise von einer Rezidivrate von 30 % in der Behandlungsgruppe und von 55 % in der
Kontrollgruppe aus, mindestens 100 Tiere pro Gruppe einschliefen, um genitigend statistische
Teststarke zu besitzen (SMITH und MCILWRAITH 2012). Bei der zunehmenden Popularitat der
Behandlung ist zu hoffen, dass eine solche Studie in ndherer Zukunft realisierbar ist.
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5.2.2 PUBLIKATION 2

Die Studie zur vergleichenden Charakterisierung equiner MSCs aus verschiedenen Quellen
(Publikation 2) wurde in vitro unter Verwendung von jeweils mindestens sieben Proben pro

Zellguelle durchgefunhrt.

Von den als Donorpferden dienenden Fohlen wurden jeweils Nabelschnurblut und
Nabelschnurgewebe gleichzeitig gewonnen. Knochenmark wurde von lebenden, adulten
Donorpferden gewonnen, von denen einige Tiere in Rahmen einer anderen Studie euthanasiert
wurden; von diesen euthanasierten Tieren wurden gepaarte Proben von Fett- und Sehnengewebe
gewonnen. Somit wurde zwar eine groRtmdgliche Paarung der Proben angestrebt, um bessere
Vergleichbarkeit zu gewaéhrleisten, eine vollstdndige Paarung aller Proben war jedoch nicht
realisierbar, da die Fohlen nicht fur eine invasive Probennahme zur Verfligung standen. Mit dem
Kruskal-Wallis-Test und dem Mann-Whitney-U Test wurden bei der statistischen Auswertung der
Ergebnisse ausschlieBlich Tests flr ungepaarte Proben verwendet, um die unvollstandige Paarung

der Proben zu beriicksichtigen.

Nabelschnurblut und -gewebe wurden im Sdchsischen Hauptgestit Graditz und in der
Ambulatorischen und Geburtshilflichen Tierklinik der Universitdt Leipzig gewonnen. Die
Entnahme des Materials ist gut praktikabel und flhrt zu keinerlei Komplikationen bei Stute oder
Fohlen, was auch durch andere Studien bestéatigt wird (BARTHOLOMEW et al. 2009). Die
Verwendung von Nabelschnurblut oder —gewebe als Quelle fur MSCs ist demnach hinsichtlich des
Kriteriums der Invasivitait der Probennahme empfehlenswert. Allerdings bestehen hohe
Anforderungen an das Management des Abfohlbetriebes, da die Probennahme unmittelbar nach der
Geburt erfolgen und somit eine mit dem Ablauf der Probennahme vertraute Person wéhrend der
Geburt anwesend sein muss. Bei der Gewinnung von Nabelschnurgewebe zu Zellkulturzwecken
stellt auBerdem die unsterile Umgebung des Geburtskanals und speziell beim Pferd hinzukommend
die unsterile Stallumgebung eine Herausforderung dar, weil sie zu Kontaminationen des
Probenmaterials flhren. Es wurde berichtetet, dass nur Proben, die fiir 24 Stunden in Medium, das
5 % Penicillin-Streptomycin und 2 % Amphotericin B enthielt, gelagert wurden, fir die Zellkultur
geeignet waren, wahrend sofort verarbeitete Proben oder solche, die in Medium mit geringerem
Penicillin-Streptomycin-Gehalt von 2 % gelagert wurden, aufgrund von Kontaminationen entsorgt
werden mussten (PASSERI et al. 2009). Andere Autoren empfehlen eine Desinfektion des
Nabelschnurgewebes mit Chlorhexidin und anschlieBende Lagerung in antibiotikahaltigem

Medium, fiihren aber nicht néher aus, ob trotz dieser Vorgehensweise Kontaminationen in ihren
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Proben vorlagen, und nur die in dieser Studie gleichzeitig gewonnenen Nabelschnurblutproben
wurden einer mikrobiologischen Untersuchung unterzogen (BARTHOLOMEW et al. 2009). In der
vorliegenden Studie wurden alle Nabelschnurgewebe-Proben direkt nach der Gewinnung in drei
Zyklen desinfiziert, jeweils bestehend aus drei Minuten 70 % Ethanol und drei Minuten
alkoholischer 1 % Povidon-Jod Losung. AnschlieBend wurden die Proben in physiologischer
Kochsalzlgsung gewaschen und bis zur Verarbeitung tber Nacht in phosphatgepufferter Salzlosung
gelagert, mit Zusatz von 5 % Penicillin-Streptomycin, 0,1 % Gentamycin und 2,5 pg/ml
Amphotericin B, was den jeweiligen von den Herstellern empfohlenen Hdchstkonzentrationen
dieser Antibiotika bzw. Antimykotika fur die Zellkultur entspricht. AuBerdem wurde das
Zellkulturmedium fir alle aus Nabelschnurblut und —gewebe isolierten Zellen bis zur ersten Passage
zusétzlich zu den immer verwendeten Antibiotika (1 % Penicillin-Streptomycin und 0,1 %
Gentamycin) mit 0,5 pg/ml Amphotericin B supplementiert. Trotz dieser griindlichen antiseptischen
Vorgehensweise mussten zwei der zwolf Zellkulturen aus Nabelschnurgewebe aufgrund von
bakterieller oder fungaler Kontamination entsorgt werden. Dies zeigt, dass die hier angewendete

antiseptische VVorgehensweise immer noch unzureichend war.

Knochenmark und Fettgewebe wurden nach allgemein fir die klinische Anwendung Ublichen
Methoden gewonnen. Fettgewebe wurde zwar hier erst im Anschuss an die Euthanasie der Tiere
entnommen, allerdings so, wie es auch am stehenden Pferd tblicherweise durchgefuhrt wird, mittels
Hautinzision lateral des Schweifansatzes. Somit wurden fir die Entnahme dieser bereits gut als
MSC-Quelle etablierten Gewebe Methoden verwendet, die gewdhrleisten, dass das zu

untersuchende Material dem bereits in klinischer Anwendung befindlichen Material entspricht.

Sehnengewebe wurde von frisch euthanasierten Tieren aus der Oberflachlichen Beugesehne im
mittleren Bereich des Rohrbeins gewonnen. Dies ist flr potentielle klinische Anwendungen
autologen Materials nicht moglich, da die Oberflachliche Beugesehne fur den Bewegungsablauf des
Pferdes essentiell ist. In der vorliegenden Studie wurde dennoch diese Sehne als Zellquelle gewahlt,
da wéhrend der Planungsphase der Studie noch keinerlei Publikationen zu equinen MSCs aus
Sehnengewebe existierten und es als sinnvoll anzusehen war, zundchst gerade MSCs aus der
Oberflachlichen Beugesehne, die Ziel der meisten klinischen Anwendungen ist, zur vergleichenden
Charakterisierung der Zellen heranzuziehen. Interessanterweise verwendeten auch LOVATI et al.
(2011a), die zur selben Zeit eine Studie zur Charakterisierung equiner Progenitorzellen aus
Sehnengewebe durchfiihrten, die Oberflachliche Beugesehne als Zellquelle. Fiir die klinische
Anwendung von MSCs aus Sehnengewebe ist zum einen die Verwendung autologen Materials aus

der ,,Spatsehne” (Endsehne des M. tibialis cranialis) oder der Endsehne des Zehenstreckers (M.
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extensor digitalis communis) denkbar, zum anderen die Verwendung von allogenem Material. Die
Applikation allogener MSCs aus Knochenmark bzw. Plazenta fuhrte beim Pferd zu keiner
vermehrten Immunreaktion im Vergleich zur Applikation autologer MSCs (GUEST et al. 2008;
CARRADE et al. 2011). Daher ist fur die klinische Anwendung beim Pferd die Verwendung
allogener MSCs gut denkbar und wird viel diskutiert, da hierdurch eine MSC-Therapie ohne durch
die Zellanzucht bedingte zeitliche Verzégerung und zu einem gunstigeren Preis ermdglicht wirde.
Die immunologischen Eigenschaften equiner MSCs aus Sehnengewebe sind allerdings noch

unbekannt und missten vor ihrer allogenen Anwendung untersucht werden.

Fur Isolierung und Anzucht der MSCs aus verschiedenen Quellen sowie flr die Berechnung von
Zellverdopplungsraten und Generationszeiten wurden weitestgehend Standardzellkulturmethoden
verwendet, auf die daher hier nicht ndher eingegangen wird. Wichtig zu erwéhnen ist allerdings die
Zusammensetzung des Zellkulturmediums, da diese in Voruntersuchungen einen maflgeblichen
Einfluss auf den Isolierungserfolg von MSCs aus Nabelschnurblut zeigte. Da sowohl fiir humanes
als auch equines Material beschrieben wurde, dass nicht aus allen Nabelschnurblutproben MSCs
isoliert werden konnten (KERN et al. 2006; KOCH et al. 2007; SECCO et al. 2008; SCHUH et al.
2009), wurde in dieser Arbeit angestrebt, den Zellisolierungserfolg durch die Optimierung des
Kulturmediums zu verbessern. Daher wurden im Rahmen der Voruntersuchungen Colony-forming-
units-Assays und Zellverdopplungsassays mit mononukledren Zellen aus Nabelschnurblut
durchgefuhrt, unter Verwendung verschiedener Konzentrationen von Glukose und Fotalem
Kélberserum (FCS) im Kulturmedium. Die besten Ergebnisse wurden mit Medium, das 1 g/l
Glukose und 20 % FCS enthielt, erzielt, welches daraufhin flr die vorliegende Studie ausgewahlt
wurde. Mit diesem Medium konnten in dieser Studie aus allen vorhandenen Proben MSCs isoliert
und angezilchtet werden, was speziell fir MSCs aus Nabelschnurblut einen sehr guten Erfolg und
eine Verbesserung gegenuber den oben genannten bisherigen Studien darstellt.

Der MTS-Assay wurde durchgefihrt, um neben den Generationszeiten weitere Daten zur
Zellproliferation zu erhalten. Das hier verwendete, kommerziell erhéltliche Assay-Kit entspricht in
seinem Prinzip dem klassischen MTT-Assay, erlaubt aber die photometrische Bestimmung der
Anzahl proliferierender Zellen in Kultur, beruhend auf einer vom Energiestoffwechsel der Zellen
abhangigen Umwandlung der enthaltenen Tetrazolium-Verbindung in ein kolorimetrisch messbares
Formazan-Produkt. Allgemein unterstiitzten die mittels MTS-Assay erhaltenen Ergebnisse die tber
Berechnung der Generationszeiten erhaltenen Aussagen zur Zellproliferation. Allerdings waren die
messbaren Unterschiede in der dritten Passage kleiner als erwartet und nicht signifikant. Dies ist

vermutlich damit zu begrinden, dass die schnell proliferierenden MSCs aus Fett- und
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Sehnengewebe in der dritten Passage bei der Messung am siebten Tag bereits hochst konfluent
waren, somit aufgrund der Kontaktinhibition nicht mehr aktiv proliferieren konnten und daher in
geringerem Ausmall mittels MTS-Reagenz detektierbar waren. Damit ist das nach
Herstellerprotokoll verwendete MTS-Assay Kit flr den Vergleich von sehr unterschiedlich schnell
proliferierenden Zellen nur begrenzt geeignet. Dennoch konnten mit dieser Methode Daten
gewonnen werden, die die Ergebnisse des klassischen Zellverdopplungs-Assays zufriedenstellend

unterstitzten.

Das Migrationspotential der MSCs wurde im Spharoid-Zellkultursystem untersucht. Durch die
Dreidimensionalitat dieses Kultursystems wurden einerseits Bedingungen geschaffen, die der in-
vivo-Situation besser entsprechen als die Monolayer-Kultur. AuRerdem konnte bereits gezeigt
werden, dass die Kultivierung in Sphéroiden das Differenzierungspotential von MSCs erhoht
(WANG et al. 2009). Andererseits ist das Spharoidkultursystem sehr attraktiv, da die von den
MSCs gebildeten Spharoide sehr kleine, mit bloRem Auge eben noch erkennbare Gebilde darstellen,
die sich durch hohe Stabilitat auszeichnen. Somit ist es fur die in-vivo-Applikation von MSCs sehr
gut denkbar, die Zellen als dreidimensionale Sphéroid-Zellverbande zu applizieren, was vermutlich
die Uberlebensfahigkeit und das Differenzierungspotential der MSCs gegeniiber der Applikation
einzelner, suspendierter Zellen verbessern wirde. Diese Option fur die MSC-Applikation setzt
jedoch voraus, dass die Zellen in vivo nicht im Sphéroid verbleiben, sondern daraus auswandern
und sich in das umliegende Gewebe integrieren konnen. Dass dies moglich ist, konnte durch den
vorliegenden Versuchsaufbau bestatigt werden.

Fur die Untersuchung des adipogenen Differenzierungspotentials wurde ein zuvor evaluiertes,
modifiziertes Protokoll verwendet, da in der Literatur beschrieben wurde, dass sich equine MSCs
aus Nabelschnurblut bei Verwendung von Standardprotokollen nicht adipogen differenzieren
konnten (KOCH et al. 2007). Hierflr wurden im Rahmen der VVoruntersuchungen zur vorliegenden
Studie verschiedene Protokolle fir die adipogene Differenzierung an equinen MSCs aus
verschiedenen Quellen getestet. Insbesondere wurde die Verwendung von Kaninchenserum anstelle
von FCS evaluiert, da berichtet wurde, dass dies die adipogene Differenzierbarkeit von MSCs
verbessert (JANDEROVA et al. 2003; KOCH et al. 2007; GIOVANNINI et al. 2008). Tatsachlich
war das Ergebnis der Differenzierung in MSCs aus allen Quellen bei Verwendung von
Kaninchenserum signifikant besser, wahrend die Zugabe anderer Supplemente, u. a. Insulin, einen
geringeren Einfluss auf das Ergebnis hatte. AufRerdem ergab sich durch die Verwendung von mit
Kaninchenserum supplementiertem Medium eine klrzere Inkubationszeit von nur drei Tagen, im

Gegensatz zu den sonst ublichen 21 Tagen, da bereits nach drei Tagen deutliche Lipidvakuolen
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innerhalb der Zellen nachweisbar waren, nach einem langeren Zeitraum aber die Zellen eine

Tendenz zur Ablosung von den Kulturschalen zeigten.

Fur die quantitative Auswertung von mit Oil Red O angefarbten Proben ist es allgemein tblich und
in der Literatur beschrieben (JANDEROVA et al. 2003), das Oil Red O aus den angeférbten
Lipidvakuolen mittels Isopropanol herauszulsen und anschlieflend seinen Gehalt photometrisch zu
bestimmen. Diese Methode erwies sich allerdings fir die hier untersuchten Probentypen als
unzuverldssig, da wahrend der adipogenen Differenzierung eine sehr unterschiedlich schnelle
Proliferation der Zellen vorlag und so zum Auswertungszeitpunkt stark variierende Zellzahlen in
den Kulturschalen anzutreffen waren. Somit war der Oil Red O Gehalt im Isopropanol bei sehr
konfluenten Proben hoch, auch wenn in den einzelnen Zellen nur wenige, kleine Lipidvakuolen zu
finden waren. Andersherum war der Oil Red O Gehalt in weniger konfluenten Proben niedrig, auch
wenn die einzelnen Zellen alle groRe Lipidvakuolen enthielten. Daher wurde wahrend der
Voruntersuchungen zur adipogenen Differenzierung ein Scoresystem fir die semiquantitative
Auswertung der mit Oil Red O gefdarbten Proben entwickelt. Die Ergebnisse dieser

Auswertungsmethode erwiesen sich auch zwischen verschiedenen Beobachtern als reproduzierbar.

Fur die Untersuchung der osteogenen und chondrogenen Differenzierungskapazitat konnten in der
Literatur beschriebene Differenzierungsprotokolle (GIOVANNINI et al. 2008) und semiquantitative
Auswertungsverfahren (GROGAN et al. 2006; OSTANIN et al. 2008) verwendet werden. Die
osteogene Differenzierung wurde allerdings nicht nur, wie allgemein ublich, nach 21 Tagen
ausgewertet, sondern zusatzlich auch nach 35 Tagen, um eine Aussage darlber treffen zu kénnen,
ob sich die nur méiiige Differenzierung von MSCs aus Nabelschnurblut und —gewebe nach einer
langeren Inkubationszeit verbessert. Tatsachlich war dies der Fall bei MSCs aus
Nabelschnurgewebe, allerdings nur in sehr geringem AusmaB, so dass in Zukunft die

Differenzierung Gber 21 Tage als ausreichend aussagekréftig angesehen werden kann.

Die Untersuchung des Sehnenregenerationspotentials in vitro stellt, im Gegensatz zur tripotenten
Differenzierung in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten, nach wie vor eine grofe
Herausforderung dar, da die Mechanismen der tenogenen Differenzierung komplex und noch nicht
vollstandig verstanden sind. Aussschlaggebend ist bisherigen Erkenntnissen zufolge eine
Kombination von Wachstumsfaktoren aus der Transforming Growth Factor Beta Superfamilie,
intrazelluldren Signalmolekilen und Transkriptionsfaktoren wie Smad8 und Skleraxis, aber auch
mechanischer Dehnung und einer geeigneten Umgebung, die in vitro in Form von
Scaffoldmaterialien realisiert werden muss (BAGNANINCHI et al. 2007; HOFFMANN und
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GROSS 2007; BUTLER et al. 2008; ASLAN et al. 2008). Zwar wurde die tenogene
Differenzierung equiner MSCs aus Knochenmark berichtet, als Nachweis diente in dieser Studie
jedoch mangels spezifischer histologischer Farbemethoden lediglich die langliche Morphologie der
Zellen sowie die rein qualitativ nachgewiesene Genexpression von Decorin und Tenomodulin
(VIOLINI et al. 2009). Die Morphologie von Tenozyten in Monolayer-Kultur ist jedoch wenig
spezifisch und die verwendeten Marker Decorin und Tenomodulin werden auch in anderen
muskuloskelettalen Geweben exprimiert (TAYLOR et al. 2009), was eine Quantifizierung der
Genexpression unerlasslich erscheinen lasst. Da insgesamt zwar einige verschiedene
vielversprechende Ansdtze (ALTMAN et al. 2002; WANG et al. 2005; KUO und TUAN 2008;
VIOLINI et al. 2009; PARK et al. 2010), aber noch kein wiederholt aufgegriffenes und damit gut
etabliertes Protokoll fir die tenogene Differenzierung publiziert wurde, wurde es fir die
vorliegende Studie als zuverlassiger angesehen, zundchst die Basisgenexpression von
Sehnenmarkern in undifferenzierten MSCs zu untersuchen, um erste vergleichende Aussagen zum
Sehnenregenerationspotential der Zellen zu treffen. Als Marker wurden Kollagen 1A2 und
Skleraxis herangezogen, da diese beiden Marker in nativem, equinem Sehnengewebe auf hohem
Level exprimiert werden (TAYLOR et al. 2009). AuRRerdem spielen sowohl Kollagen 1A2 als auch
Skleraxis eine wichtige Rolle bei der Tenogenese, Kollagen vom Typ | als wichtigste Komponente
der Extrazelluldrsubstanz (BANOS et al. 2008; THORPE et al. 2010) und Skleraxis als zentraler
Transkriptionsfaktor (SCHWEITZER et al. 2001; SHUKUNAMI et al. 2006).

Um Anspruch auf Vollstandigkeit hinsichtlich der Charakterisierung der MSCs aus verschiedenen
Quellen erheben zu kénnen, ware neben den in der vorliegenden Studie untersuchten Kriterien auch
die Analyse der Oberflaichenmarkerexpression von Bedeutung gewesen. Wéhrend solche
Untersuchungen im Durchflusszytometer an humanem oder murinem Material seit einigen Jahren
routinemaRig durchgefuhrt werden und die Definition humaner MSCs das Vorhandensein bzw.
Fehlen bestimmter Marker mit einschlieit (DOMINICI et al. 2006), steht diese VVorgehensweise
beim Pferd jedoch noch einigen Herausforderungen gegentiber (DE SCHAUWER et al. 2011).
Diese sind vor allem darin begrindet, dass fur Spezies, die nicht routinemé&fig als Labortiere
verwendet werden, kaum spezifische Antikorper kommerziell erhaltlich sind. Antikorper, die fir die
Verwendung bei anderen Spezies hergestellt wurden, kreuzreagieren aber nur in wenigen Féllen
verlasslich mit equinem Material (IBRAHIM et al. 2007). Mittlerweile existieren erste Studien, die
sich grundlegend mit der Oberflachenmarkerexpression equiner MSCs befassen und erste
richtungsweisende Vorschldge fir die Etablierung eines einheitlichen Markersets liefern
(RADCLIFFE et al. 2010; BRAUN et al. 2010; RANERA et al. 2011; DE SCHAUWER et al.
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2012). Aufbauend auf diesen Studien sollte in naher Zukunft daran gearbeitet werden, auch fir
equine MSCs eine einheitliche Definition, die ihr Oberflachenmarkerexpressionsmuster mit
einschlieBt, zu finden. Mit dem heutigen Kenntnisstand erscheint es aufgrund der genannten
Schwierigkeiten allerdings zundchst zuverldssiger, MSCs der Spezies Pferd primar ber ihre
Plastikadh&renz und ihr tripotentes Differenzierungspotential zu definieren. Nur so ist gewahrleistet,
dass fir die Identifikation der Zellen ausschlieBlich gut etablierte Methoden verwendet werden, was
zu einer besseren Vergleichbarkeit von Studien aus verschiedenen Arbeitsgruppen beitragt. Aus
diesen Griunden wurde in der vorliegenden Studie auf die Untersuchung der
Oberflachenmarkerexpression verzichtet und statt dessen angestrebt, die klinisch relevanten
Charakteristika der MSCs mit reproduzierbaren Methoden zu untersuchen, um fundierte Ergebnisse

als Grundlage fir vergleichende Aussagen zu den MSCs aus verschiedenen Quellen zu erhalten.

5.2  KLINISCHE ANWENDUNG VON MSCs ZUR BEHANDLUNG VON SEHNENERKRANKUNGEN BEIM

PFERD

Vorrangiges Ziel der ersten in diese Dissertation eingeschlossenen Studie war es, die klinischen
Ergebnisse von Pferden, die aufgrund von Sehnen- und Banderkrankungen mit autologen MSCs aus
Knochenmark behandelt worden waren, zusammenzustellen, und dabei erstmalig auch
Langzeitergebnisse fir die MSC-Behandlung von Fesseltragererkrankungen zu erheben. Die
Fallstudie lieferte das Ergebnis, dass die Behandlung von Sehnen- und Banderkrankungen mit
MSCs bei 845 % von 58 Pferden nach einem Jahr Beobachtungszeitraum als erfolgreich
einzustufen war. Dieses im Hinblick auf die allgemein eher vorsichtig zu stellende Prognose von
Sehnenerkrankungen als sehr vielversprechend zu beurteilende Resultat liegt in derselben
GroRenordnung wie Ergebnisse aus anderen Kklinischen Studien zur MSC-Therapie equiner
Sehnenerkrankungen, die von 9 von 10 erfolgreich behandelten Pferden (PACINI et al. 2007) bzw.
Rezidivraten von 18 % (SMITH 2008) oder 27,4 % (GODWIN et al. 2012) unter allen tber den

Beobachtungszeitraum verfolgbaren Patienten berichteten.

Wahrend aber diese Studien hauptséachlich Rennpferde und ausschlieBlich Erkrankungen der
Oberflachlichen Beugesehne mit einbezogen hatten (PACINI et al. 2007; SMITH 2008; GODWIN
et al. 2012), waren 70,5 % der in die hier vorliegende Studie aufgenommenen Patienten Reitpferde
verschiedener Nutzungsrichtungen, von denen die Mehrheit (71 %) an Fesseltrdgererkrankungen
litt. An dieser fir Deutschland représentativeren Patientenpopulation konnte gezeigt werden, dass

die MSC-Therapie auch bei der Behandlung von Fesseltragererkrankungen zu guten Ergebnissen
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fuhrt; die Erfolgsraten waren mit 84,2 % fur Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne und
83,3 % fur Fesseltrdgererkrankungen, unabh&ngig von der Lokalisation innerhalb des Fesseltréagers

betrachtet, fast identisch.

Im Gegensatz zu diesen guten Ergebnissen nach MSC-Behandlung werden in einem Review-
Artikel zur Tendinitis der Oberflachlichen Beugesehne allgemein Rezidivraten von bis zu 80 %
beschrieben (DOWLING et al. 2000). Die von DYSON (2004) angefiihrten Rezidivraten nach
Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne lagen bei 44,2 bis 44,4 % nach konservativer
Therapie, Behandlung mit Hyaluronsdure oder polysulfatierten Glykosaminoglykanen, wobei keine
signifikanten Unterschiede zwischen diesen Behandlungsregimes zu finden waren (p > 0,9).
O'MEARA et al. (2010) berichtete von Rezidiven bei 53 % aller in die Studie eingeschlossenen
Pferde, die aufgrund von Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne entweder mit
intralasionaler Injektion von Insulin-like Growth Factor Typ 1, traditionellem ,,Brennen® oder

Durchtrennung des Unterstutzungsbandes behandelt worden waren.

Somit ist nach bislang vorliegender Literatur die Prognose von Erkrankungen der Oberflachlichen
Beugesehne nach MSC-Behandlung deutlich besser einzustufen als nach anderen
Behandlungsregimes. Einschréankend bezlglich der Vergleichbarkeit der hier angefiihrten Studien
ist jedoch, dass zumeist unterschiedliche Beobachtungszeitrdume gewéhlt wurden, die in der
eigenen Fallstudie sowie bei SMITH (2008) kirzer waren als bei den zum Vergleich
herangezogenen Studien zu konventionellen Therapieregimes (DYSON 2004; O'MEARA et al.
2010). GODWIN et al. (2012) allerdings wéhlten einen Beobachtungszeitraum von mindestens
zwei Jahren nach abgeschlossener Rehabilitation, um eine bessere Vergleichbarkeit ihrer
Ergebnisse nach MSC-Behandlung zu den nach anderen Behandlungsregimes erhobenen
Ergebnissen zu gewadhrleisten; auch in dieser Studie war der Behandlungserfolg nach MSC-

Therapie mit einer Rezidivrate von 27,4 % besser als nach anderen Behandlungsregimes.

Fur Fesseltragererkrankungen sind die in der Literatur zu findenden Ergebnisse beziiglich des
Behandlungserfolges nach verschiedenen Therapieregimes zwar uneinheitlicher, aber ebenfalls
ungunstiger als die Ergebnisse nach MSC-Behandlung, die in der hier vorliegenden Studie erhoben
werden konnten. AuBerdem ist eine Unterscheidung beziglich der Lokalisation der Verletzung
innerhalb des Fesseltragers sowie der betroffenen Gliedmalien (vorn/hinten) erforderlich. Es wurde
beschrieben, dass 63,2 % von Patienten, die aufgrund von Fesseltragererkrankungen entweder
konservativ, chirurgisch, mittels StoBwellentherapie oder durch lokale Injektion von

Kortikosteroiden oder unaufbereitetem Knochenmark behandelt wurden, wieder gebrauchsfahig

61



DISKUSSION

wurden. Es konnten dabei weder signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten
Behandlungsregimes, noch zwischen verschiedenen betroffenen Bereichen des Fesseltragers oder
zwischen betroffenen Gliedmalien aufgezeigt werden. Tendenziell war das Ergebnis jedoch bei
Erkrankungen an den VordergliedmaRen mit 69,1 % wieder gebrauchsfahigen Pferden besser als
bei Erkrankungen an den Hintergliedmal3en mit 58,1 % wieder gebrauchsfahigen Pferden. In einer
anderen Publikation wird von einer noch deutlich geringeren Erfolgsrate fir Pferde, bei denen eine
Fesseltragerursprungsdesmopathie an den HintergliedmalRen diagnostiziert worden war und die
konservativ oder mit Glykosaminoglykanen behandelt worden waren, berichtet; nur vier dieser 32
Pferde wurden wieder voll im Sport eingesetzt (DYSON 1991).

In der vorliegenden Studie wurde gerade bei Fesseltragerursprungserkrankungen mit einer
Erfolgsrate von 94,4 % nach MSC-Behandlung ein deutlich besseres Ergebnis erzielt, wahrend
Erkrankungen der Fesseltragerschenkel allerdings nur zu 62,5 % erfolgreich behandelt worden
waren. Es liel sich jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht erkennen, ob ein Unterschied
zwischen Vorder- und HintergliedmalRen bestand. Diese ersten Daten zur MSC-Therapie von
Fesseltragererkrankungen sprechen dafir, dass die Applikation von MSCs auch bei Erkrankungen

des Fesseltragers, insbesondere bei Ursprungsdesmopathien, die Prognose verbessert.

Gleichzeitig wurden bislang noch keinerlei ernsthafte Komplikationen nach der Behandlung mit
autologen MSCs berichtet. In der vorliegenden Studie wurden bei 92 von 98 Pferden keinerlei
Nebenwirkungen der Zellinjektion festgestellt, bei den tbrigen sechs Tieren kam es zu einer lokalen
Schwellung, die aber in allen Fallen transient war und das Ergebnis nicht negativ beeinflusste.
GODWIN et al. (2011) fihrten aulerdem bei sechs Tieren, die eine intratendinése MSC-Injektion
erhalten hatten, szinitigrafische und rontgenologische Untersuchungen durch und konnten zeigen,
dass es nicht, wie von manchen Autoren befurchtet (RUI et al. 2011), durch osteogene

Differenzierung der MSCs zur Knochenbildung innerhalb der Sehne gekommen war.

Die in bisherigen Klinischen Studien, einschlieBlich der eigenen, hier vorliegenden Studie,
erhobenen Ergebnisse nach MSC-Therapie von Sehnenerkrankungen erscheinen also insgesamt
sehr vielversprechend. Die bislang vorhandenen Daten sprechen dafiurr, dass dieses relativ neue
Therapiekonzept im Gegensatz zu vielen anderen friher und auch heute praktizierten
Behandlungsregimes tatséachlich dazu beitragt, das klinische Ergebnis so zu verbessern, dass
langfristig mehr Pferde nach einer Sehnenverletzung wieder voll im Sport einsetzbar sind. Eine
endgultige Aussage bezlglich des Nutzens der MSC-Applikation kann allerdings erst getroffen
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werden, wenn eine Kklinische Studie mit ausreichend groRer Fallzahl und entsprechender
Kontrollgruppe diese bisherigen Ergebnisse bestatigen kann.

Weiteres Ziel der hier vorliegenden Fallstudie war es, mogliche Einflussfaktoren auf den
Behandlungserfolg von Sehnenerkrankungen mit MSCs zu benennen. Hierzu wurden, neben der
separaten Darstellung der Ergebnisse nach Lokalisation der Erkrankung, die Erfolgsraten der
Behandlung auch nach Erkrankungsstadium, Nutzungsdisziplin und Altersgruppe der Patienten

getrennt berechnet.

Hierbei zeigte sich zum einen, dass Pferde mit akut oder chronisch eingestuften Erkrankungen mit
Erfolgsraten von 81,2 % bzw. 92,7 % haufiger erfolgreich behandelt werden konnten als solche, die
mit rezidivierenden Erkrankungen vorgestellt worden waren (Erfolgsrate 50,0 %). Weiterhin war
die Erfolgsrate bei Reit- und Sportpferden mit 90,0 % hdher als bei Galopprennpferden mit 72,7 %.
AuBerdem erlitten Uber zwolf Jahre alte Tiere bei einer Erfolgsrate von 75,0 % haufiger Rezidive
als die Tiere mittleren Alters (sieben bis zwolf Jahre), die eine Erfolgsrate von 88,9 % aufwiesen;
bei den jungeren Pferden lasst sich die ebenfalls niedrigere Erfolgsrate von 75,0 % allerdings
vermutlich eher mit dem vergleichsweise hdéheren Anteil an Rennpferden in dieser Gruppe
begrinden. Wie bereits oben diskutiert, reichte die Anzahl der in die Studie eingeschlossenen
Patienten nicht aus, um statistisch gesicherte Aussagen Uber Unterschiede zwischen den
Patientengruppen treffen zu konnen. Allerdings entsprechen die gefundenen tendenziellen
Unterschiede groRtenteils den auf bisheriger Literatur und klinischen Erfahrungen basierenden

Erwartungen.

Die Nutzungsdisziplin hat bekanntlich unabh&ngig vom Behandlungsregime einen Einfluss auf die
Heilungschancen von Sehnenerkrankungen. So wurden sowohl in Studien zur MSC-Therapie als
auch in Studien ohne Anwendung von MSCs bei Rennpferden jeweils hoéhere Rezidivraten
beobachtet als bei Reit- und Sportpferden anderer Disziplinen. Dennoch traten sowohl bei
Rennpferden als auch anderen Reit- und Sportpferden nach MSC-Behandlung jeweils seltener
Rezidive auf als nach konservativer Therapie (DYSON 2004; SMITH 2008; GODWIN et al. 2012).

Obwohl der Einfluss des Patientenalters auf die Prognose von Sehnenerkrankungen mit Ausnahme
der Studie von GODWIN et al. (2012) in den anderen bisherigen und hier diskutierten Studien nicht
analysiert wurde, ist allgemein bekannt, dass bei zunehmendem Alter eines Organismus die
Regenerationsfahigkeit von Organen und Geweben abnimmt. Speziell fur equine Sehnen ist
bekannt, dass ab einem Alter von drei Jahren vermehrt degenerative Verdnderungen auftreten und

dass eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten von Sehnenerkrankungen und dem
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Patientenalter bestent (DOWLING et al. 2000). AuRerdem ist im Falle von autologen Zelltherapien
zu beachten, dass Zellqualitat und —ausbeute mit steigendem Donoralter sinken (KERN et al. 2006;
HILFIKER et al. 2011). So erscheint es nicht verwunderlich, dass in der vorliegenden Fallstudie die
Patienten der &ltesten Gruppe insgesamt eine niedrigere Erfolgsrate aufwiesen. GODWIN et al.
(2012) beschrieben, dass zwar erfolgreich behandelte Pferde im Mittel jinger waren als solche, die
ein Rezidiv erlitten, jedoch war dieser Altersunterschied sehr gering (9,4 vs. 10,5 Jahre). Allerdings
geht aus dieser Publikation nicht hervor, wie die Altersverteilung der Gesamtpopulation war, und es

wurde keine Einteilung der Patienten nach Altersgruppen vorgenommen.

Hinsichtlich des Einflusses des Erkrankungsstadiums erscheinen die Ergebnisse bisheriger Studien
etwas uneinheitlicher. Einerseits wurde berichtet, dass der Zeitraum zwischen Verletzungsereignis
und MSC-Applikation bei erfolgreich behandelten Pferden signifikant kirzer war als bei den
Pferden, die Rezidive erlitten (44 vs. 83 Tage) (SMITH 2008). In einer weiteren Studie war dieser
Zeitraum bei erfolgreich behandelten Pferden zwar ebenfalls kiirzer (46,0 Tage), lag aber in
derselben GroRenordnung wie bei den nicht erfolgreich behandelten Tieren (53,6 Tage) (GODWIN
et al. 2012). Eine Einteilung der Patienten in Gruppen basierend auf dem Erkrankungsstadium
wurde bislang nur in der vorliegenden Studie durchgefiihrt, und anhand der hier zum Vergleich
herangezogenen Publikationen (SMITH 2008; GODWIN et al. 2012) ist es nicht mdglich, den
genauen Erkrankungszeitraum einzelner Patienten in diesen Studien nachzuvollziehen. SMITH
(2008) gibt an, dass nur Tiere mit bei Vorstellung akuten Erkrankungen in die Studie
eingeschlossen wurden, wahrend GODWIN et al. (2012) zumindest Patienten mit rezidivierender
Erkrankung von der Studie ausgeschlossen hatten. Somit finden sich in keiner dieser beiden
Publikationen Angaben (ber die Heilungschancen rezidivierender Sehnenerkrankungen, die,
vermutlich aufgrund von fortgeschrittener Degeneration und Fibrosierung, erfahrungsgemal eine
ungunstigere Prognose haben. Die Ergebnisse der eigenen Fallstudie und der Studie von GODWIN
et al. (2012) sprechen dafiir, dass die MSC-Therapie bei Patienten mit akuten und chronischen
Sehnenerkrankungen &hnlich gute Erfolgschancen hat. Dies jedoch steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von SMITH (2008) und auch zu den Annahmen, dass MSCs die Heilung am besten
beeinflussen, wenn sie mdoglichst friihzeitig bzw. zumindest, bevor eine Fibrosierung der L&sion
stattgefunden hat, appliziert werden (GUEST et al. 2010).

Faktoren wie Nutzungsdisziplin, Patientenalter und Erkrankungsstadium scheinen also der
vorliegenden Studie und den anderen oben genannten Studien zufolge die Prognose von
Sehnenerkrankungen nach MSC-Behandlung gleichermaBen zu beeinflussen wie nach

konservativer Behandlung.
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Konkret auf die MSCs zurlckzufihrende Einflussfaktoren mussen in der Zukunft ndher untersucht
werden. Zum einen scheint die applizierte Zellzahl einen Einfluss auf das klinische Ergebnis zu
haben (PACINI et al. 2007; GODWIN et al. 2012), was jedoch noch mit groReren Fallzahlen zu
belegen ist, zum anderen ist die Qualitdt der MSCs und somit ihre zelluldaren Eigenschaften
vermutlich ausschlaggebend fiir den Behandlungserfolg. Die Tatsache, dass zu diesen zelluldren
Eigenschaften aber allgemein noch geringe Grundkenntnisse existieren, lieferte die Grundlage fur

die in diese Dissertation eingeschlossene in-vitro-Studie.

5.3  VERGLEICHENDE IN-VITRO-CHARAKTERISIERUNG EQUINER MSCS AUS VERSCHIEDENEN

GEWEBEQUELLEN

Ziel der in diese Dissertation eingegliederten in-vitro-Studie war es, equine MSCs aus
verschiedenen Gewebequellen zu charakterisieren und mogliche Unterschiede zwischen diesen
MSCs aufzuzeigen. Tatsachlich zeigten sich deutliche Unterschiede in einigen, klinisch potentiell

hochrelevanten Eigenschaften der MSCs.

Zunéchst lieBen sich zwar aus allen Gewebeproben die entsprechenden plastikadhérenten,
fibroblastoiden Zellen isolieren, aber bereits die Ausbeute an MSCs nach Primérkultur war bei allen
soliden Geweben (Nabelschnur-, Fett- und Sehnengewebe) hochsignifikant hoher als bei
Nabelschnurblut oder Knochenmark. Wahrend der weiteren Expansion der MSCs zeigte sich, dass
MSCs aus den soliden Geweben, insbesondere aber diejenigen aus Sehnen- und Fettgewebe,
durchweg am schnellsten proliferierten, was sich durch die in den meisten Passagen signifikant
niedrigeren Generationszeiten und die in der achten Passage signifikant hoheren Proliferationsraten
manifestierte. AulRerdem ist es ein wichtiges Ergebnis, dass etwa drei viertel aller Proben von MSCs
aus Nabelschnurblut und Knochenmark aufgrund von vorzeitiger Seneszenz die achte Passage nicht
erreichten. In einer anderen Publikation dagegen wurde berichtetet, dass MSCs aus Knochenmark
schneller proliferierten als MSCs aus Nabelschnurgewebe (LOVATI et al. 2011b), was sich
maoglicherweise auf die unterschiedlichen Zellkulturbedingungen zuruckfiihren lasst. Die in der hier
vorliegenden Studie beschriebenen Ergebnisse wurden allerdings mit jeweils gréReren
Probenzahlen je Ursprungsgewebe erzielt und werden auBerdem durch eine Studie bestétigt, in der
equine MSCs aus Knochenmark, Fett- und Nabelschnurgewebe speziell hinsichtlich ihrer
Expandierbarkeit bzw. des Eintretens der Seneszenz verglichen wurden. Die in dieser Studie neben

der Berechnung der erreichten Populationsverdopplungen verwendeten Methoden schlossen auch
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die Untersuchung der Expression von Seneszenzmarkern sowie der Telomerldngen ein, um die

Ergebnisse zu untermauern (VIDAL et al. 2012).

Die somit vermutlich realistischen, in der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse hinsichtlich des
Proliferationsverhaltens der MSCs sind von grof3er Kklinischer Relevanz. Zum einen ist es aus
wirtschaftlichen Griinden sowohl fiir autologe als auch fir allogene Anwendungen vorteilhaft, wenn
in moglichst kurzer Zeit moglichst viele MSCs zur Verfugung stehen. Zum anderen ist aber das
Erreichen einer grofRen Zellzahl auch im Sinne des einzelnen Patienten wichtig, da es fir den Erfolg
der therapeutischen MSC-Anwendung bisherigen Studien zufolge ausschlaggebend ist, dass fir die
Applikation eine Mindestzellzahl in der GroRenordnung von 10 Millionen Zellen zur Verfligung
stent (PACINI et al. 2007; GODWIN et al. 2012) und darlber hinaus eine Kryokonservierung der
ubrigen Zellen erfolgen sollte. Dies ist der vorliegenden Studie zufolge mit MSCs aus soliden
Geweben schneller, kostengiinstiger und zuverlassiger erreichbar als mit MSCs aus Knochenmark
oder Nabelschnurblut. Dennoch sind die Wachstumseigenschaften von MSCs aus Knochenmark in
der Regel ausreichend fir die routinemafige klinische Anwendung, wenn auch der bendtigte
Zeitraum bis zum Erhalt von 10 Millionen Zellen langer ist als bei MSCs aus soliden Geweben.
Weiterhin besteht die Maoglichkeit, durch optimierte Zellkulturprotokolle die Zellausbeute zu
verbessern, was bei MSCs aus Nabelschnurblut beispielsweise durch auf 5 % reduzierte
Sauerstoffspannung wahrend der Inkubation im Brutschrank und Fibronektin-Beschichtung der
Zellkulturschalen erreicht werden kann (SCHUH et al. 2009).

Hinsichtlich des Migrationspotentials zeigten sich weitere signifikante Unterschiede zwischen den
MSCs aus verschiedenen Quellen, die interessanterweise hierbei auch zwischen MSCs aus
verschiedenen soliden Geweben bestanden: MSCs aus Sehnen- und Fettgewebe erreichten nach
24 Stunden eine signifikant groRere Migrationsflache als MSCs aus Nabelschnurgewebe; letztere
waren insgesamt am wenigsten migriert. MSCs aus Knochenmark waren allerdings ebenfalls nur
wenig ausgewandert, MSCs aus Nabelschnurblut nahmen eine Zwischenstellung ein. Nach
Applikation in Sehnenldsionen in vivo zeigten equine MSCs aus Knochenmark entsprechend den
hier vorliegenden in-vitro-Ergebnissen nur eine geringe Verteilung im umliegenden Gewebe. Diese
wurde allerdings mit embryonalen Stammzellen verglichen und nicht mit MSCs aus anderen
Quellen (GUEST et al. 2010). Madglicherweise ist das Migrationspotential equiner MSCs aus
Sehnen- und Fettgewebe auch in vivo hoher, hierzu liegen allerdings noch keine Studien vor. In
Verbindung mit der hohen Viabilitdt der MSCs aus Sehnen- und Fettgewebe wirde dies eine

bessere Integration des Zelltransplantates in das umliegende Gewebe erlauben.
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Wahrend nach der Modifikation des Differenzierungsprotokolles keine nennenswerten Unterschiede
hinsichtlich der adipogenen Differenzierbarkeit der MSCs aus verschiedenen Quellen vorlagen,
zeigten sich bei der osteogenen und chondrogenen Differenzierung wiederum deutliche

Unterschiede.

Die osteogene Differenzierung war bei MSCs aus Knochenmark am starksten ausgeprégt, aber auch
bei MSCs aus Sehnen- und Fettgewebe noch deutlich nachweisbar. MSCs aus Nabelschnurblut und
—gewebe differenzierten sich nur schwach, was durch die signifikant niedrigeren Indices der
osteogenen Differenzierung manifestiert wurde. Dies geht einher mit den Resultaten dhnlicher
Studien (TOUPADAKIS et al. 2010; LOVATI et al. 2011b), in denen aullerdem die relative
Quantifizierung der Genexpression von Knochenmarkern die Ergebnisse bestdtigen konnte
(TOUPADAKIS et al. 2010).

Bei der chondrogenen Differenzierung dagegen erreichten in der vorliegenden Studie MSCs aus
Nabelschnurblut die meisten Scorepunkte, gefolgt von MSCs aus Nabelschnurgewebe, wéhrend
MSCs aus Knochenmark nur wenige Punkte erzielten. Der Vergleich mit anderen Studien flhrt hier
zu uneinheitlichen Ergebnissen. Einerseits wurde zwar beschrieben, dass equine MSCs aus
Nabelschnurblut ein hdheres chondrogenes Differenzierungspotential aufweisen als MSCs aus
Knochenmark (BERG et al. 2009), andererseits wurde aber in MSCs aus anderen Quellen von
anderen Autoren ein niedrigeres chondrogenes Differenzierungspotential gefunden als in MSCs aus
Knochenmark (VIDAL et al. 2008; GIOVANNINI et al. 2008; LOVATI et al. 2011b). Letztere
hatten allerdings im chondrogenen Differenzierungsassay fir alle Zellquellen nur maRige
Ergebnisse erhalten und fir MSCs aus Nabelschnurgewebe sogar das Ergebnis, dass keine
chondrogene Differenzierung stattgefunden hatte (LOVATI et al. 2011b), obwohl diese Zellen in

der vorliegenden Studie ein durchaus zufriedenstellendes Ergebnis erreicht hatten.

Die Differenzierung der MSCs in die adipogene, osteogene und chondrogene Richtung wurde
primér durchgefihrt, um den multipotenten Charakter der isolierten Zellen zu bestétigen. Im Falle
der adipogenen Differenzierung sind die erzielten Ergebnisse zumindest fir das Pferd bislang nicht
von Klinischer Relevanz. Dagegen sind sowohl das osteogene als auch das chondrogene
Differenzierungspotential equiner MSCs interessant fir den Einsatz der Zellen in der Orthopéadie,
geht man davon aus, dass die Differenzierung lokal applizierter MSCs in vivo und ihre
anschlieBende Synthese von Extrazelluldrmatrix einen wichtigen Beitrag zur Heilung des
entsprechenden Gewebes darstellt. Dies ist vor allem dann anzunehmen, wenn nicht mehr

vorhandenes Gewebe ersetzt werden soll, wie z. B. bei der Frakturheilung oder fokalen
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Knorpelschaden. Allerdings findet beim Pferd bei diesen beiden Indikationen bislang keine
routineméaBige Anwendung von MSCs statt, es existieren lediglich experimentelle Studien zur
Therapie von Knorpeldefekten mit MSC-Transplantaten (WILKE et al. 2007; MCILWRAITH et al.
2011). Bereits etwas haufiger finden in der Praxis bisher intraartikulére Injektionen von MSC-
Suspensionen zur Behandlung von Osteoarthritis bzw. Osteoarthrose statt (FRISBIE et al. 2006;
FERRIS et al. 2009). Hier ist es zwar ebenfalls denkbar, dass die injizierten MSCs an geschadigten
Knorpelarealen festhaften und die Heilung durch ihre Differenzierung und Matrixsynthese
beeinflussen, wichtiger aber kénnten in diesem Falle die immunmodulatorischen Wirkungen der

MSCs sein, die in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurden.

Weitere wichtige Unterschiede zwischen MSCs aus verschiedenen Quellen wurden hinsichtlich
ihrer Sehnenmarkerexpression gefunden. Hierauf wird im ndchsten Abschnitt im Detail

eingegangen.

Die erste fir den in-vitro-Teil dieser Arbeit gestellte Hypothese, ndmlich dass Unterschiede
zwischen potentiell Klinisch relevanten Eigenschaften von MSCs aus verschiedenen Gewebequellen

bestehen, wurde durch die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie vollkommen bestétigt.

Weiter bestand die Hypothese, dass MSCs aus Nabelschnurblut und —gewebe aufgrund ihres
juvenileren Charakters bessere Proliferations- und Differenzierungseigenschaften aufweisen als
MSCs aus adulten Geweben. Diese allgemeine Aussage kann allerdings anhand der vorliegenden
Daten nicht getroffen werden. Es zeigten sich fir MSCs aus allen Quellen jeweils bestimmte
Vorteile, die bei MSCs aus Nabelschnurmaterial vor allem in ihrer guten chondrogenen
Differenzierbarkeit lagen, aber ebenso auch Nachteile, wie beispielsweise die maRigen
Zellausbeuten und Proliferationsraten von MSCs aus Nabelschnurblut. Die nur maRiige osteogene
Differenzierung von MSCs aus Nabelschnurmaterial spricht gegen ein breiteres
Differenzierungspotential dieser Zellen. Um diese Hypothese vollstandig widerlegen zu kénnen,
muissten allerdings  weiterfihrende  Untersuchungen, beispielsweise hinsichtlich  des

Differenzierungspotentials in Zelltypen anderer Keimlinien, durchgefiihrt werden.

5.4 EIGNUNG VON MSCs AUS VERSCHIEDENEN QUELLEN FUR DIE BEHANDLUNG VON

SEHNENERKRANKUNGEN

Ebenfalls Ziel der in diese Dissertation eingegliederten in-vitro-Studie war es, eine Aussage darlber

zu treffen, welche MSC-Quelle sich potentiell am besten fir die Behandlung von
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Sehnenerkrankungen eignet. Dies wird hier separat diskutiert, da MSCs beim Pferd klinisch derzeit
vor allem bei Sehnenerkrankungen eingesetzt werden und somit diese Aussage besondere klinische

Relevanz hat.

Um die Eignung der verschiedenen MSC-Quellen fiir die Sehnentherapie zu beurteilen, sind
einerseits Kriterien, die die Praktikabilitit der Zellgewinnung betreffen, und andererseits Kriterien,

die den maglichen Einfluss der MSCs auf die Sehnenheilung betreffen, ausschlaggebend.

Fur die Praktikabilitdt der Zellgewinnung ist zuerst die Probennahme entscheidend. Bei
Knochenmark und Fettgewebe ist die Gewinnung autologen Materials unter Lokalanésthesie und
Sedation recht einfach moglich. Die Knochenmarkpunktion kann am Sternum oder Tuber coxae
erfolgen. Erfahrungen aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass bei der Punktion des
Hufthockers, insbesondere bei Tieren mittleren Alters, nicht immer eine ausreichende Menge an
Knochenmark gewonnen werden kann (DELLING et al. 2012) und deswegen die Punktion des
Sternums zuverldssiger ist. Zwar wurde berichtet, dass bei der Sternalpunktion in Einzelfallen
Komplikationen wie die Punktion des Herzens oder Herzbeutels auftreten kénnen (DURANDO et
al. 2006; KASASHIMA et al. 2011); wéhrend der Knochenmarkpunktionen fur die beiden hier
vorliegenden Studien bei insgesamt 110 Tieren sind allerdings keine Komplikationen beobachtet
worden. Die Entnahme von Fettgewebe erfolgt in der Regel durch einen Hautschnitt lateral des
Schweifansatzes, wobei keine schwerwiegenden Komplikationen zu erwarten sind. Einzig bei sehr
abgemagerten Tieren ist unter Umstdnden an dieser Lokalisation kein Fettgewebe vorzufinden.
Allerdings wird trotz des etwas hoheren Risikos der Sternalpunktion gegenuiber der Entnahme von
Fettgewebe erfahrungsgemafl von Pferdebesitzern in einigen Féllen aus kosmetischen Grinden die

Knochenmarkpunktion besser akzeptiert.

Im Vergleich zu Knochenmark und Fettgewebe gestaltet sich die Verwendung von autologem
Nabelschnurmaterial und Sehnengewebe schwieriger. Wie oben bereits erwéhnt, ist die autologe
Anwendung von aus der Oberflachlichen Beugesehne gewonnenem Material aufgrund der
Morbiditdt der Entnahmestelle nicht moglich. Auch bei der praktikableren, alternativen
Verwendung anderer autologer Sehnen als MSC-Quelle sollte bedacht werden, dass die
Probennahme an den GliedmaRen des stehenden Pferdes Risiken flr den Tierarzt birgt und daher
eine Allgemeinanésthesie zu befurworten ware. Diese wiederum ist mit héherem Aufwand und
Kosten sowie dem allgemeinen Narkoserisiko verbunden. AufRerdem wurde noch nicht untersucht,
ob aus diesen Sehnen gewonnene Zellen und aus der Oberflachlichen Beugesehne gewonnene

Zellen in ihren Eigenschaften identisch sind. Bei Nabelschnurmaterial ist die Probennahme weder
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mit Risiken fur Stute und Fohlen noch fir den Tierarzt verbunden. Allerdings bestehen, wie oben
beschrieben, hohe Anforderungen an das Management des Betriebes, da die Proben unmittelbar
nach der Geburt gewonnen werden missen. Entscheidender erscheint jedoch, dass flr autologe
Anwendungen das Material bereits beim Fohlen entnommen und danach kryokonserviert werden
muss, um dem adulten Pferd spater zur Verfligung zu stehen. Dieses in der Humanmedizin
mittlerweile recht verbreitete Prozedere ist aufgrund der entstehenden Kosten nur bei sehr

wertvollen Sportpferden denkbar.

Aus diesen Grunden ist fir die routinemaRige Anwendung von MSCs aus Nabelschnurmaterial oder
Sehnengewebe eher die Applikation allogener Zellen praktikabel. Wie oben bereits diskutiert,
wurden bereits erste in-vivo-Studien zur allogenen Anwendbarkeit equiner MSCs durchgefiihrt
(GUEST et al. 2008; CARRADE et al. 2011), so dass eine sichere klinische Anwendung allogener
MSCs beim Pferd in der Zukunft vorstellbar ist. Damit wirden die oben beschriebenen
Schwierigkeiten hinsichtlich Gewinnung und Verfugbarkeit autologen Nabelschnur- und

Sehnenmaterials an Bedeutung verlieren.

Neben der einfachen Durchfuhrbarkeit der Probennahme sind fur die Praktikabilitdt der
Zellgewinnung die erreichbare Zellausbeute und die Viabilitdt der MSCs von groRer Bedeutung.
Diese Eigenschaften unterschieden sich zwischen den MSCs aus verschiedenen Quellen signifikant,
worauf oben bereits detailliert eingegangen wurde. Die soliden Gewebe Sehne, Fett und
Nabelschnurmatrix weisen als MSC-Quelle den grundlegenden Vorteil auf, dass aufgrund der
hohen Ausbeute an hdchst proliferationsfreudigen MSCs in deutlich kirzerer Zeit mehr MSCs fiir
die klinische Anwendung und Kryokonservierung zur Verfugung stehen als bei Verwendung von
Knochenmark oder Nabelschnurblut als MSC-Quelle.

Die Zellgewinnung fur die Behandlung mit autologen MSCs ist demnach aus Fettgewebe am
praktikabelsten, da hier sowohl die Probenentnahme als auch die schnelle Anzucht der MSCs sehr
gut gelingen. Fir die Behandlung mit allogenen MSCs ist die Zellgewinnung aus Sehnengewebe

jedoch ebenso einfach und in kurzer Zeit umsetzbar.

Das wichtigste hier untersuchte Kriterium, das den mdoglichen Einfluss der MSCs auf die
Sehnenheilung betrifft, ist die F&higkeit der MSCs zur tenogenen Differenzierung und
Sehnenmatrixsynthese, geht man davon aus, dass diese dann in vivo zur Sehnenregeneration
beitragt. Die vorliegende in-vitro-Studie strebte einen Vergleich dieser Eigenschaften an, indem die
Genexpression von Kollagen 1A2 und Skleraxis quantifiziert wurde. Die Genexpression des bei der

Tenogenese zentralen Transkriptionsfaktors Skleraxis gibt dabei Aufschluss tber die Neigung der
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MSCs zur tenogenen Differenzierung, die Genexpression von Kollagen 1A2, dem haufigsten
extrazellularen Matrixprotein gesunder Sehnen, gibt Auskunft (ber die Fahigkeit zur
Matrixsynthese durch die MSCs. Die vergleichende Auswertung zeigte, dass Kollagen 1A2 in
MSCs aus Fettgewebe am hdchsten exprimiert wurde, und Sleraxis in MSCs aus Nabelschnurblut.
Fast ebenso hoch wurden aber beide Marker in MSCs aus Sehnengewebe exprimiert, was daftr
spricht, dass diese Zellen den Tenozyten auch nach der in-vitro-Kultivierung noch nahe stehen, wie
es bereits bei humanen Zellen erkannt wurde (TEMPFER et al. 2009). Interessanterweise war in
MSCs aus Knochenmark die Expression beider Sehnenmarker niedriger als in MSCs aus allen

anderen Quellen.

Unterstutzende Ergebnisse lieferten Studien, in denen Zellen aus Sehnengewebe und Knochenmark
auf Scaffolds aus Sehnengewebe kultiviert und ihre Proliferation sowie Matrixsynthese untersucht
wurden (STEWART et al. 2009; DURGAM et al. 2012). Dabei zeigte sich zum einen, dass die
Zellen aus Sehnengewebe, wie auch in der vorliegenden Studie, schneller proliferierten als die
Zellen aus Knochenmark. Zum anderen war in beiden Studien die Menge von neu synthetisiertem
Kollagen und Glykosaminoglykanen in Scaffolds, die mit Zellen aus Sehnengewebe besiedelt
waren, signifikant groRer. STEWART et al. (2009) berichteten auflerdem, dass die Expression von
Kollagen 3 und COMP mRNA in Zellen aus Sehnengewebe am hdéchsten war, wéhrend allerdings
Kollagen 1 bei den verschiedenen Zelltypen etwa auf gleichem Level exprimiert wurde. DURGAM
et al. (2012) dagegen konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Expressionslevels
dieser drei Marker feststellen; Kollagen 1 wurde jedoch, anders als in der eigenen, hier

vorliegenden Studie, tendenziell von Zellen aus Knochenmark héher exprimiert.

Die etwas widersprichlichen Ergebnisse hinsichtlich der Genexpression der Kollagene in diesen
beiden Studien (STEWART et al. 2009; DURGAM et al. 2012) gegenlber der vorliegenden Studie
lassen sich maoglicherweise durch die unterschiedlichen Kulturbedingungen begriinden. Es ist
bekannt, dass Proteine der extrazelluldaren Matrix ber Transmembranproteine wie z. B. Integrine
Einfluss auf die zelluldre Aktivitit nehmen (AUMAILLEY und GAYRAUD 1998). Bei der
Kultivierung in Scaffolds, die aus gesunden Sehnen hergestellt wurden, sind die Zellen vor allem
von Kollagen 1 Fasern umgeben und werden daher zur Herunterregulation der Kollagen 1 Synthese
veranlasst. Moglicherweise besitzen die aus Sehnengewebe stammenden Zellen, im Gegensatz zu
Zellen aus Knochenmark, auf die Interaktion mit Proteinen der Sehnenmatrix abgestimmte
Transmembranproteine, wodurch der Effekt der Matrix-abhéngigen Genregulation bei aus

Sehnengewebe stammenden Zellen deutlicher ausgepragter sein kdnnte.
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Die Unterschiede in der Expression der Kollagen mRNA zwischen verschiedenen Zelltypen und
Kulturbedingungen missen weiter untersucht werden, da sie Kklinisch hochrelevant erscheinen.
Durch Sehnenerkrankungen werden gerade die Zusammensetzung und Organisation der
extrazellularen Matrix veréndert (RILEY 2008). Physiologischerweise ist Kollagen 1 das am
h&ufigsten vorkommende Protein in der extrazellularen Sehnenmatrix. In der initialen
Heilungsphase wird jedoch vermehrt Kollagen 3 synthetisiert, das erst spater durch Kollagen 1
ersetzt wird (DOWLING et al. 2000). Hierin wird ein wichtiger Ansatzpunkt fiir die MSCs
vermutet: Neben der Tatsache, dass sich in MSC-behandelten Sehnenl&sionen die Architektur des
heilenden Gewebes ultrasonografisch und histologisch im Vergleich zu Kontrolll&sionen signifikant
verbessert darstellt (SCHNABEL et al. 2009; CROVACE et al. 2010), konnte zumindest in einer
dieser Studien auch gezeigt werden, dass der Anteil an Kollagen 1 in MSC-behandelten L&sionen
hoher und der Anteil an Kollagen 3 niedriger war als in Kontrolllasionen (CROVACE et al. 2010).
Die in diesen experimentellen in-vivo-Studien erkannten Unterschiede liefern eine mogliche
Begrundung fur die in Kklinischen Fallstudien beobachteten niedrigeren Rezidivraten nach MSC-
Behandlung. Durch gezielten Einsatz von MSCs, die naturgemaR viel Kollagen 1 produzieren, wie
MSCs aus Fett- und Sehnengewebe, lasst sich moglicherweise das klinische Ergebnis weiter

verbessern.

Die Hypothese, dass sich MSCs aus Sehnengewebe potentiell am besten fiir die Behandlung von
Sehnenerkrankungen eignen, wird also von den in der hier vorliegenden in-vitro-Studie erhobenen
Daten, die sowohl eine schnelle Proliferation der Zellen als auch ihre hohen Expressionslevel von
Kollagen 1A2 und Skleraxis zeigen, unterstiitzt. Bevor allerdings ein routinemaRiger Einsatz von
MSCs aus Sehnengewebe stattfinden kann, sind zum einen Untersuchungen zur Vertraglichkeit
allogener MSCs aus Sehnengewebe notwendig, um die Probengewinnung zu erleichtern, zum

anderen weitere Untersuchungen zum Einfluss dieser MSCs auf die Sehnenheilung.

Neben MSCs aus Sehnengewebe erscheinen jedoch auch MSCs aus Fettgewebe gut geeignet fur die
Behandlung von Sehnenerkrankungen, da sie ebenso gute Proliferationseigenschaften und eine hohe
Kollagen 1A2 Expression aufweisen. Bis genauere Kenntnisse Uber equine MSCs aus
Sehnengewebe bestehen, ist dieser Alternative VVorzug zu gewéhren, da die Anwendung der MSCs
aus Fettgewebe aufgrund besserer, bereits bestehender Kenntnisse ihrer Eigenschaften und nicht

zuletzt auch der gut praktikablen Verwendung autologen Materials sicherer ist.

Die derzeit am hdaufigsten verwendeten MSCs aus Knochenmark sind, betrachtet man die hier

vorliegenden Daten, als weniger geeignet fir die Behandlung von Sehnenerkrankungen anzusehen.
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Allerdings spiegeln diese Daten nur einen Teil der therapeutisch potentiell relevanten Eigenschaften
der MSCs wider. Neben der Differenzierung der MSCs in den benétigten Zelltyp und der
darauffolgenden Matrixsynthese gelten parakrin durch die MSCs sezernierte Proteine wie
Wachstumsfaktoren und immunmodulatorische Zytokine mittlerweile als essentielle Komponenten
des Wirkmechanismus der Zellen (STEWART und STEWART 2011). Das Sekretionsprofil der
MSCs aus verschiedenen Quellen sowie ihre Wirkungen auf andere Zellen wurden jedoch in der
vorliegenden Studie nicht untersucht. Um eine abschlieBende Aussage Uber die therapeutische
Eignung der jeweiligen MSCs treffen zu kénnen, miissen also weitere Studien durchgefiihrt werden,
die diese vermutlich zum Wirkmechanismus beitragenden Eigenschaften der MSCs im Detail

untersuchen.

5.5  SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

MSCs sind aufgrund der in bisherigen in-vivo-Studien gewonnenen Ergebnisse als dulRerst
vielversprechendes biologisches Therapeutikum fiir orthopadische Erkrankungen des Pferdes
anzusehen. Die meisten Daten liegen bislang zur MSC-Behandlung von Sehnenerkrankungen vor;
hier scheint die Behandlung mit MSCs die Rezidivraten gegeniiber konventioneller Behandlung
signifikant zu verringern. Die vorliegende in-vivo-Studie konnte zu den heute insgesamt
vorliegenden klinischen Daten einen wichtigen Beitrag leisten, insbesondere hinsichtlich der
Behandlung von Fesseltragererkrankungen.

Dennoch sollten diese zurzeit bestehenden Ergebnisse unter dem Vorbehalt betrachtet werden, dass
in keiner der grolRere Fallzahlen einschlieRenden klinischen Studien eine Kontrollgruppe mitgefihrt
wurde und somit bislang kein endglltiger Beweis Uber die Wirksamkeit von MSCs bei
Sehnenerkrankungen erbracht werden konnte. Kontrollierte, klinische Studien mussen in der
Zukunft zeigen, ob sich die aktuell verfolgten Theorien und bisherigen Ergebnisse bestatigen.

Ebenso sind die Kenntnisse zu den grundlegenden Eigenschaften equiner MSCs noch unzureichend.
Die vorliegende in-vitro-Studie konnte dazu beitragen, bestehende Kenntnisse zu erweitern und
lieferte Ergebnisse, die einen direkten Vergleich zwischen klinisch relevanten Charakteristika der
derzeit am meisten diskutierten MSC-Quellen erlauben. Somit gibt sie auch fur den Praktiker

Anhaltspunkte fir die Auswahl einer MSC-Quelle fir die therapeutische Anwendung.

Weitere grundlagenorientierte Arbeiten sind jedoch unbedingt erforderlich, um das Verstandnis des
Wirkmechanismus von MSCs zu verbessern, die Sicherheit der Anwendung zu erhéhen und somit
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nicht zuletzt auch die Translation der im Pferdemodell gewonnenen Ergebnisse in

humanmedizinische Anwendungen zu ermdoglichen.

Gerade in den letzten Jahren konnten durch weltweit intensivierte Forschungsaktivitaten bezuglich
equiner MSCs wichtige neue Erkenntnisse gewonnen werden. Neben den in dieser Dissertation in
groRerem Detail beschriebenen Studien sind besonders die Arbeiten hinsichtlich der
Oberflachenmarkerexpression equiner MSCs als richtungsweisend anzusehen (BRAUN et al. 2010;
RADCLIFFE et al. 2010; RANERA et al. 2011; DE SCHAUWER et al. 2012), da diese zu einer

genaueren Definition equiner MSCs fiihren werden.

In jedem Fall ist mit Spannung zu erwarten, welche weiteren Erkenntnisse die ndchsten Jahre in

diesem dynamischen Forschungsgebiet bringen werden.

74



ZUSAMMENFASSUNG

6 ZUSAMMENFASSUNG

Janina Burk

»Klinische Anwendung und vergleichende Charakterisierung equiner mesenchymaler Stromazellen*
Chirurgische Tierklinik der Veterindarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig

Eingereicht im Juni 2012

78 Seiten, 1 Abbildung, 2 Publikationen, 91 Literaturangaben

Schlisselwdrter: Mesenchymale Stromazellen, Pferd, Sehne, Knochenmark, Fettgewebe, Nabelschnur

Mesenchymale Stromazellen (MSCs) werden beim Pferd bereits mit vielversprechenden
Ergebnissen zur Behandlung von muskuloskelettalen Erkrankungen, insbesondere von
Sehnenerkrankungen, eingesetzt. In bisherigen klinischen Studien lag das Hauptaugenmerk auf der
Behandlung von Erkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne bei Rennpferden, die jedoch in
Deutschland nur einen verhaltnismaRig kleinen Anteil des Patientenaufkommens darstellen. Die zu
erwartenden Ergebnisse nach MSC-Behandlung von Fesseltragererkrankungen sind dagegen noch
nicht bekannt. Darlber hinaus sind die grundlegenden Kenntnisse zur Biologie equiner MSCs noch
unzureichend, was Verstdndnis und Optimierung des bestehenden Therapiekonzeptes erschwert.
Haufig wird die Verwendung alternativer Gewebequellen fir MSCs diskutiert, wobei jedoch nur

wenige vergleichende Daten zu den jeweiligen zelluléren Eigenschaften vorliegen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, zum einen mehr Kenntnisse (iber die zu erwartenden klinischen
Ergebnisse nach MSC-Behandlung von Sehnenerkrankungen zu erlangen, einschlieBlich
Erkrankungen des Fesseltragers, zum anderen den Wissensstand hinsichtlich der in-vitro-
Charakterisierung equiner MSCs zu erweitern, wobei ein Vergleich klinisch relevanter

Charakteristika zwischen MSCs aus verschiedenen Gewebequellen angestrebt wurde.

In die klinische Studie wurden 98 Pferde, die aufgrund von Sehnen- und Banderkrankungen mit
MSCs behandelt worden waren, einbezogen. VVon 58 dieser Tiere konnten Langzeitergebnisse nach
einem Beobachtungszeitraum von mindestens einem Jahr erhoben werden. Diese wurden
hinsichtlich des Behandlungserfolges sowie mdglicher Einflussfaktoren ausgewertet, wobei die
Behandlung als erfolgreich bewertet wurde, wenn die Patienten nach dem Beobachtungszeitraum
voll trainiert oder im Sport eingesetzt werden konnten und dabei kein Rezidiv aufgetreten war. Die
Behandlung mit MSCs wurde bei 84,5 % der Pferde als erfolgreich eingestuft, wobei Erkrankungen
der Oberflachlichen Beugesehne mit 84,2 % und Erkrankungen des Fesseltragers mit 83,3 %
gleichermallien gute Ergebnisse zeigten. Tendenziell beeinflussten  Nutzungsdisziplin,
Erkrankungsstadium und Patientenalter das klinische Ergebnis ebenso wie bei konventioneller
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Behandlung. Insgesamt war nach MSC-Behandlung das Auftreten von Rezidiven deutlich seltener
zu beobachten als in der Literatur fur die konventionelle Behandlung beschrieben wird.

Fur die in-vitro-Studie zur vergleichenden Charakterisierung equiner MSCs aus verschiedenen
Quellen wurden Knochenmark, Fett- und Sehnengewebe sowie Nabelschnurblut und -gewebe
gewonnen. Aus diesen Proben wurden jeweils die plastikadh&renten MSCs isoliert und hinsichtlich
Zellausbeute, Proliferations- und Migrationseigenschaften, tripotentem Differenzierungspotential
sowie der Expression der Sehnenmarker Kollagen 1A2 und Skleraxis vergleichend untersucht. Die
Ausbeute an MSCs war bei allen soliden Geweben (Fett-, Sehnen-, und Nabelschnurgewebe)
hochsignifikant héher (p < 0,001). Ebenso proliferierten MSCs aus Fett- und Sehnengewebe signifi-
kant schneller als MSCs aus Knochenmark oder Nabelschnurblut (p < 0,01). Von letzteren wurden
dartiber hinaus etwa drei viertel aller Zellkulturen vor der achten Passage seneszent. Das hdchste
Migrationspotential zeigten wiederum MSCs aus Sehnen- und Fettgewebe, wobei hier MSCs aus
Nabelschnurgewebe das ungiinstigste Ergebnis erzielten (p < 0,01). Die adipogene Differenzierung
gelang bei MSCs aus allen Quellen vergleichbar gut. Bei der osteogenen Differenzierung erreichten
MSCs aus Knochenmark das beste Ergebnis, wahrend MSCs aus Nabelschnurblut und —gewebe nur
schwach osteogen differenzierten (Tag 21: p < 0,01; Tag 35: p < 0,05). Im Gegensatz dazu
erreichten MSCs aus Nabelschnurblut bei der chondrogenen Differenzierung die meisten
Scorepunkte, MSCs aus Knochenmark dagegen die wenigsten (p < 0,05). Kollagen 1A2 wurde von
MSCs aus Fettgewebe am hochsten exprimiert, Skleraxis von MSCs aus Nabelschnurblut. MSCs
aus Sehnengewebe exprimierten beide Sehnenmarker auf fast ebenso hohem Level. MSCs aus

Knochenmark dagegen zeigten hier jeweils die niedrigste Expression (p < 0,05 fur Kollagen 1A2).

Basierend auf den Ergebnissen der klinischen Studie ist die MSC-Therapie nach wie vor als
vielversprechende Behandlungsoption fiir Sehnenerkrankungen anzusehen und ist auch fir die
Behandlung von Fesseltragererkrankungen geeignet. Zukunftige, kontrollierte klinische Studien
miussen jedoch die Wirksamkeit der MSC-Therapie noch weitergehend bestatigen.

Die in-vitro-Studie zeigte signifikante Unterschiede zwischen equinen MSCs aus verschiedenen
Quellen auf, die bei der Auswahl einer Gewebequelle fir die MSC-Isolierung fir klinische
Anwendungen beriicksichtigt werden sollten. MSCs aus Fettgewebe erscheinen aufgrund ihrer sehr
guten Proliferations- und zuverlassigen Differenzierungseigenschaften als eine gute Alternative zu
MSCs aus Knochenmark fur autologe Therapien. MSCs aus Sehnengewebe sind den hier
vorliegenden Ergebnissen zufolge besonders gut fiir die Behandlung von Sehnenerkrankungen
geeignet; vor einer routinemaligen Anwendung dieser MSCs sollten jedoch ihre Eigenschaften

weiterfihrend untersucht werden.
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In horses, mesenchymal stromal cells (MSCs) are used for the treatment of musculoskeletal
diseases, especially tendon injuries, with promising results. Previous clinical studies mainly focused
on the treatment of superficial digital flexor tendon injuries in racehorses, which, however,
represent only a relatively small percentage of the overall equine case load in Germany. Average
outcome to be expected following MSC treatment of suspensory ligament injuries was not yet
determined. Moreover, basic knowledge on equine MSC biology is still deficient, hampering the
understanding and thus the optimisation of the existing treatment regime. The use of alternative
MSC sources is frequently discussed, yet to date, only few data comparing the cellular properties of

equine MSCs from different sources have been published.

The aim of this study was, on the one hand, to gain more knowledge concerning the expected
outcome after MSC treatment of tendon injuries, including injuries to the suspensory ligament. On
the other hand, it was aimed at expanding the knowledge on equine MSC characterisation in vitro,
thereby focusing on the comparison of clinically relevant properties of MSCs derived from different

sources.

In the clinical study, 98 horses were included, all of which had received MSC treatment for tendon
or ligament injuries. In 58 of these horses, long term results after a follow-up period of at least one
year could be collected. These data were analysed with respect to treatment outcome and potential
influencing factors. Treatment was considered successful when horses were back to full training or
competition after the follow-up period, without having suffered a re-injury. The overall success rate
was 84.5 %. Success rates in horses suffering from superficial digital flexor tendon injuries and in
horses suffering from suspensory ligament injuries were comparably good (84.2 % and 83.3 %,
respectively). Similar to conventional therapies, the sports discipline in which the horses performed,
age and disease stage tended to influence the outcome. Overall, re-injury rates after MSC treatment
were considerably lower than those described in the literature following conventional treatment.
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For the comparative characterisation of MSCs from different sources in vitro, samples of bone
marrow, adipose and tendon tissue, as well as umbilical cord blood and —tissue were collected.
Plastic-adherent MSCs were isolated out of these samples and comparatively characterised focusing
on cell yields, proliferation and migration properties, trilineage differentiation potential and the
expression of the tendon markers collagen 1A2 and scleraxis. MSC yields were significantly higher
in all solid tissues (adipose, tendon and umbilical cord tissue) (p < 0.001). Further, MSCs from
adipose and tendon tissue proliferated significantly faster than MSCs from bone marrow or
umbilical cord blood (p < 0.01). Moreover, approximately three quarters of the samples derived
from the latter sources underwent senescence before reaching passage eight. The highest migration
potential was found in MSCs derived from tendon and adipose tissue again, while MSCs from
umbilical cord tissue showed the least (p < 0.01). The adipogenic differentiation potential was
comparably good in MSCs from all different sources. The osteogenic differentiation was most
distinct in MSCs from bone marrow, while MSCs from umbilical cord blood and tissue showed
only weak evidence of differentiation (day 21: p < 0.01; day 35: p < 0.05). In contrast, following
chondrogenic differentiation, MSCs from umbilical cord blood scored highest and MSCs from bone
marrow scored lowest (p < 0.05). Collagen 1A2 was most highly expressed in MSCs from adipose
tissue, highest scleraxis expression levels were found in MSCs from umbilical cord blood. MSCs
from tendon tissue, however, expressed both markers at almost evenly high levels. Contrastingly,
lowest expression levels of both markers were found in MSCs derived from bone marrow (p < 0.05

for collagen 1A2).

Based on the results of the clinical study, MSC therapy can still be considered a very promising
treatment option for tendon diseases and is also a suitable treatment for suspensory ligament
injuries. In the future, controlled clinical studies will have to further confirm the efficacy of this

treatment regime.

The in-vitro-study showed significant differences between equine MSCs derived from different
sources, which should be considered when choosing a MSC source for clinical applications. For
autologous therapies, MSCs derived from adipose tissue appear to be a good alternative to MSCs
derived from bone marrow, due to their remarkable proliferation and reliable differentiation
capacities. Furthermore, according to this study, MSCs derived from tendon tissue are especially
suitable for treating tendon injuries. Prior to routine clinical applicability of these MSCs, however,

their properties should be further investigated.
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