Aus der Klinik fiir Pferde

der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitat Leipzig

Untersuchungen zur Biodistribution multipotenter mesenchymaler Stromazellen
nach intraldsionaler Applikation in induzierte Defekte

equiner Oberfliachlicher Beugesehnen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.)
durch die Veterindrmedizinische Fakultit

der Universitat Leipzig

eingereicht von
Carolin Horstmeier

aus Ibbenbiiren

Leipzig, 2017



Mit Genehmigung der Veterindrmedizinischen Fakultidt der Universitat Leipzig

Dekan: Prof. Dr. Walter Brehm

Betreuer: Prof. Dr. Walter Brehm

Gutachter: Prof. Dr. Walter Brehm
Klinik fir Pferde
Veterinarmedizinische Fakultat

Universitat Leipzig

Prof. Dr. Renate Weller
Clinical Science and Services
Royal Veterinary College

University of London

Tag der Verteidigung: 23.05.2017



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
I 001 =) L1 o 1
2 LiteraturiibersSiCht ... —————————— 3
2.1 Pathologie der Oberflachlichen Beugesehne........ccocuimnnmemssssssssnn. 3
200 0 D 71 023 o) o PSSP 3
2.1.2  Atiologie, Pathogenese, HEIIUNG....creensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 3
2.1.3  PrOZNOSC s s 8
2.2 SehnendefeKtmodelle.......cm s —————————————————— 8
2.3 Diagnostik bei Erkrankungen der Oberflichlichen Beugesehne ..........ccccooucrnsnsessnsessnsesnnas 11
2.3.1  ROULINEUNTEISUCHUNZEN ..cuieurerurrerceseereesseessesssesssessssesse s sssse s sses s sesssssssessssssss s ssssssesssenes 11
2.3.2  MRT-UNEEISUCHUNE c..eeieeieeriererreserees s sesssessssessessssssse s ssss s sesssssssessssssssssssssss s ssssssesssenes 12
2.4  TherapieanSatZe ... ——————— 14
2.4.1 Konservative und chirurgische Therapiemethoden ... 14
2.4.2 Regenerative Therapiemethoden. ... sessenes 14
2.5 Multipotente mesenchymale Stromazellen .......c.ummnn———————— 15
2 T8 B D T3 023 o) o P 15
T € ) U1 1= TSP 17
2.5.3  WirKmeChaniSIMeN . eccerersrereesesseeseessesss s esesss s ssse s s sss s s st sessssssesns 18
2.5.4 Einsatz bei SENNeNIaSIONeN. .. sses st 19
2.5.5  ZEIITACKING couerercerreeseesrersees s s ssessesssess s s s sss s R s RS s s R e aR e e e R e e Rnen 21
3 Zielstellung und HypOtheSen.......ccconmmmmmmsmsmsmsmssmsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 26
4 Tiere, Material und Methoden ... e —————————————- 27
4.1 STUAIENAESIGN i 27
T 372000 8 (0 Y 1 F- 14 e L) ¢ 29
4.3 Probandenmanagement und DiagnostiK.......mmmmmmsssssssssns 29
T30S TR0 S o 1o B0 ) o PP 29
4.3.2 BeWeZUNZSPIOZIAIMII ..cviiiirsrisissssssisissssssssss s sssss s sss s bbb RS R SRS bbb 30
4.3.3  MRT-UNEEISUCRUNE ..ot seesees e s s sesss s st seessssssesssssssssans 30
4.4 Invasive EINGriffe ... 32
4.4.1 TendiopathieINAUKLION ..t sess st sess s sesssessssans 32
N Y ) 0L 0 = 01 LT 33
T G T VF: 10 o) D021t U ) o B0 34
R =] LU= 0 = 41 =TT 35
4.4.5 BiOPSIEENTNANIME ... s R 35



Inhaltsverzeichnis

4.4.6 Euthanasie und Probenentnahme an den Vordergliedmafien .......coenerneeeneerneerneesseesneenn. 37

4.5 Zellisolation, -markierung und —charakterisierung....... . 37
4.5.1 Isolierung, EXpansion, Marki€IUNG ... sesssessessssssssssssssssssssesssesssssssessssssesans 37
4.5.2 Nachweis der ZellcharakteriStiKa. ... seessesssesssesssssans 40
4.5.2.1  PlaStIKAANETENZ ..ttt s bbb 40

4.5.2.2  ODEIflACHENIMATKET ..uceuevureeeeeectseesseet et sssessssesssss bbb s bbb bbb bbb 40

4.5.2.3  Tripotente Differ@NZIEITUNG ... s e 43
/S 700 B O 1y T oY o L] 44

LS T Ve Y 0T o134 5] 45

/S TO T 60 010 s a0 =) o] 46

4.5.3 Nachweis der positiven ZellmarkieTUNg ... seessesssesssesssesans 49
4.5.3.1 Nachweis der superparamagnetischen EiSenoXide ... 49

4.5.3.2  Rhodamin B-NaChWeiS....ciississssssssssssssssssssssssssssssssssss st ssssssssssssssssssssssssssssanes 49

4.6 Zelltracking und AnalytiK.......cmmmmmmmssssssssssssss s 49
4.0. 1 MRT coreeeeeeeerseesseeseeesseessseesseess e sssess e ss s ess £ a8 s R8RSR SRR SRR AR R R R AR R R 49
4.6.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Sehnenbiopsien ........encneneeneeseeneenn. 50
4.6.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der BIUtproben.......nenencnecneenneesnesseesnennns 51
4.6.4 Histologische Untersuchung der GEWebeproben. ... sessessseeans 51
4.6.4.1  PreUfBiSCH BlaU.. e cseceseeeseceseessssssecsssesssssssssssssssssssssssss s s s ssss bbb bbbt b s 52

T ) 2 = PN 52

4.6.5 StatiStiSChe AUSWETITUNG ... sess s s 53

ST 00 o= 1) 1) £ 54
5.1 MSC-Charakterisierung und -MarKkierung ... 54
5.2 Langfristige Zellverfolgung mittels MRT.........ccconmmmmmmmmmnmssssssssssa 56
5.3 Markierte MSC im peripheren BIUt.......commmssssssssssssss 63
5.4 Markierte MSC in den Gewebeproben .......ss————————s 63

LI D ) 1 10 E1 T o L 69
A AL EE: )1 0011 1 R 1 T 79
ES TN 11 1011 T 81
9 LiteraturverzZeiChmis ... s ssasas s 83
1O ANNANG.. iR 92
B D T 3 010 ¥ 101

I1



Abkurzungen

Abkiirzungen

% Prozent

°C Grad Celsius

0 Winkel zum Hauptmagnetfeld

2 grofier-gleich

> grofier

< kleiner

° Grad

Aa. Arteriae

Abb. Abbildung

AK Antikérper

APC Allophycocyanin

Bo Hauptmagnetfeld

BMP knochenmorphogenetisches Protein
bzw. beziehungsweise

CD Cluster of Differentiation

cm Zentimeter

cm?2 Quadratzentimeter

CNR Kontrast-Rausch-Verhaltnis (,contrast-to-noise-ratio”)
CO: Kohlenstoffdioxid

COMP Cartilage Oligomeric Matrix Protein
dest. destilliert

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

et al. und andere

FACS Durchflusszytometrie (,fluorescence-activated cell sorting")
FBS Fetales Bovines Serum

Fe Eisen

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FOV Sichtfeld (,field of view")

FSE Fast Spin Echo

G Gauge (Einheit fiir Kantilendurchmesser)
g Gramm

II1



GAG
GDF
ges.
GFP
gaf.
GRE
HBSS
HE
HGM
Lv.

IC
IFN
Ig
IGF

IL
inj.
IQR
ISCT
U
Kat.
kg
KM
kontralat.
1
L/D
M.
MA
max.
MFI
mg

MHC

ug
ul

pum

Abkurzungen

Glykosaminoglykane

Growth and Differentation Factor
gesamt

Griin Fluoreszierendes Protein
gegebenenfalls

Gradientenecho (,gradient echo®)
Hanks' Balanced Salt Solution
Hamatoxylin-Eosin
Hintergliedmafie

intravenos

[sotypkontrolle

Interferon

Immunglobulin

insulindhnlicher Wachstumsfaktor (,,Insulin-like growth
factor”)

Interleukin

injiziert

Interquartilbereich

International Society for Cellular Therapy
Internationale Einheiten
Kategorie

Kilogramm

Koérpermasse

kontralateral

Liter

Lebend/Tot (,Live/Dead”)
Musculus

Magic Angle

maximal

Mittlere Fluoreszenzintensitat
Milligramm
Haupthistokompatibilitdtskomplex (,Major
Histocompatibility Complex“)
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

IV



Abkurzungen

uM Mikromolar

min Minute

Mio Millionen

ml Milliliter

mm Millimeter

mm? Quadratmillimeter

mM Millimolar

MMP Matrix-Metalloproteinase

mRNA messenger Ribonukleinsdure

MRT Magnetresonanztomographie

ms Millisekunde

MSC multipotente mesenchymale Stromazellen

n Stiickzahl

N Newton

NaCL Natriumchlorid

nm Nanometer

nM Nanomolar

Nr. Nummer

0 Sauerstoff

OBS Oberflachliche Beugesehne

P Passage

p.o. per os

PBS Phosphat-gepufferte Salzl6sung (,phosphate buffered
saline”)

PE Phycoerythrin

Pen/Strep Penicillin/ Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

pg Pikogramm

PGE Prostaglandin E

pos. positive

ROI Bereich von Interesse (,region of interest”)

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

SD Standardabweichung

SI Signalintensitat

SNR Signal-Rausch-Verhaltnis (,,signal-to-noise-ratio“)

SPIO superparamagnetische Eisenoxide

\%



ST
Std.
STIR

T1, T2, T2*
Tab.

TBS

TE

TGF

tgl.
TNF
TR
TVV

u.a.

z.B.

Abkurzungen

Schichtdicke (,,slice thickness®)

Stunde

Fett-Signal-Unterdriickung (,,Short-Tau Inversion
Recovery“)

MRT-Wichtungen

Tabelle

Tiefe Beugesehne

Echozeit (“time to echo”)
transformierender Wachstumsfaktor (,, Transforming
Growth Factor*)

taglich

Tumornekrosefaktor

Repetitionszeit (,time to repeat”)
Tierversuchsvorhaben

unter anderem

Vena

Venae

Vordergliedmafie

gewichtet (,weighted”)

Woche

Multiplikationszeichen, Mal
Zentrifugalbeschleunigung (Vielfaches der
mittleren Erdbeschleunigung)

zum Beispiel

VI






Einleitung

1  Einleitung

Sehnenerkrankungen sind von grofier Relevanz in der Pferdeorthopédie. Sie haben eine hohe
wirtschaftliche und klinische Bedeutung, da sie mit 43-53 % die haufigste Erkrankung des
Bewegungsapparates darstellen (THORPE et al. 2010). Dabei treten sie mit einer 97-99 %igen
Wahrscheinlichkeit an den Vordergliedmafien auf und sind hauptsachlich in der Oberflachlichen
Beugesehne (OBS) lokalisiert (THORPE et al. 2010). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
positive Korrelation zwischen der Entstehung einer Sehnenerkrankung und dem Alter sowie der
Belastungsintensitdt besteht (DOWLING et al. 2000, PATTERSON-KANE et al. 2012).

Sehnenldsionen heilen aufgrund ihres degenerativen Charakters und der geringen regenerativen
Kapazitdt des Sehnengewebes nur unter Narbenbildung und neigen dadurch haufig zu Rezidiven
(PATTERSON-KANE et al. 2012). Betroffene Pferde kénnen oft ihr urspriingliches Leistungsniveau
nicht mehr zuriickerlangen und es kommt zum Ausschluss aus dem Sport (PATTERSON-KANE et al.
2012, SCHRAMME et al. 2010a, SMITH und MCILWRAITH 2012, THORPE et al. 2010).

Eine optimale Therapie wiirde die ausgedehnte Rekonvaleszenzphase verkiirzen, die durch die
langsam fortschreitende Sehnenheilung bedingt ist, und zu einer Regeneration des Sehnengewebes
fiihren. Demgegentiber flihren konventionelle Therapieansitze nicht zu einer deutlichen Verbesserung
der Qualitdt des Sehnengewebes und zeigen nur geringe positive Effekte im Sinne der Regeneration
(CARVALHO etal. 2011, RICHARDSON et al. 2007). Den regenerativen Effekt soll aber die Therapie mit
multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) herbeifiihren. Sie ist in der Veterindrmedizin
bereits etabliert (SMITH et al. 2003) und fithrt zu dufierst vielversprechenden klinischen Ergebnissen
(BURK und BREHM 2011, DOWLING et al. 2000, DYSON 2004, GODWIN et al. 2012, NIXON et al. 2008,
SMITH et al. 2003, SMITH et al. 2013). Der genaue Wirkungsmechanismus dieser Therapieform bleibt
jedoch noch zu erforschen. So fehlen unter anderem fundierte Erkenntnisse iiber den Verbleib der

MSC nach lokaler Applikation in vivo.

Der Verbleib der MSC und ihre Biodistribution kann durch eine Zellmarkierung und -verfolgung
(Tracking) untersucht werden. Mehrere dieser Tracking-Methoden sind bereits in der Literatur
beschrieben (BERNER et al. 2016, CARVALHO et al. 2014, GEBUREK et al. 2016, GUEST et al. 2008,
SOLE et al. 2013, SPRIET et al. 2015). Unter anderem konnen die MSC mit superparamagnetischen
Eisenoxiden (SPIO) gelabelt werden, die sowohl histologisch als auch in der
Magnetresonanztomographie (MRT) detektiert werden kénnen. Die Zuhilfenahme des Magic Angle-
Effektes wihrend MRT-Untersuchungen kann die Abgrenzbarkeit der SPIO-bedingten hypointensen
Artefakte von gesundem Sehnengewebe erhohen (GEBUREK et al. 2016, YANG et al. 2013). Allerdings

wurde diese Methode bisher nicht bei Pferden eingesetzt. Durch die Kombination der SP10-Partikel
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mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B kann durch fluoreszenzbasierte Methoden, wie die
Fluoreszenzmikroskopie und die Durchflusszytometrie, der Verbleib der MSC exakter analysiert

werden.

Ziel des Projektes und der vorliegenden Dissertation ist daher der Erkenntnisgewinn iiber die
Biodistribution der MSC nach lokaler Applikation. Basierend auf diesen Erkenntnissen kénnen
Untersuchungen zum Wirkmechanismus angestrebt und die MSC-basierte Sehnentherapie
weiterentwickelt werden. Weiterhin sollte die Anwendung des Magic Angle-Effektes in der MRT

bezliglich Durchfiihrbarkeit an stehenden Pferden und Effektivitat des Zelltrackings evaluiert werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Pathologie der Oberflichlichen Beugesehne

2.1.1 Definition

Fir die Erkrankungen der OBS als tendindse Struktur werden eine Reihe von Bezeichnungen wie
Tendinitis, Tendinose, Sehnenldsion oder -ruptur und Tendinopathie verwendet.
Sehnenerkrankungen kénnen sowohl akut als auch chronisch auftreten und symptomatisch oder
asymptomatisch verlaufen.

Bei der Tendinose handelt es sich um eine chronische Sehnenerkrankung auf zellularer Ebene, es
fehlen klinische und histologische Entziindungsanzeichen (MAFFULLI et al. 1998, SMITH und
MCILWRAITH 2012). Sie ist durch die Degenerationen der Zellen und der extrazellularen Matrix
gekennzeichnet und verlduft meistens asymptomatisch. Ein hdufiges Resultat sind spontan
auftretende partielle oder vollstindige Sehnenrupturen (HO et al. 2014, MAFFULLI et al. 1998).
Tendinitis beschreibt eine physische Uberbeanspruchung der Sehne, die durch Entziindungszeichen
gekennzeichnet ist. Da hier meistens jedoch keine histopathologische Untersuchung durchgefiihrt
wird, sollte dieser Begriff nicht fiir liberlastungsbedingte Sehnenerkrankungen, die nur durch
klinische Entziindungsanzeichen wie Umfangsvermehrung, Warme und Druckdolenz reprasentiert
sind, verwendet werden (MAFFULLI et al. 1998). Im Allgemeinen hat sich die Bezeichnung
Tendinopathie etabliert, da es sich um einen Uberbegriff handelt, der keinen Riickschluss auf die

Atiologie und die Symptome zulasst (FU et al. 2010, SMITH und MCILWRAITH 2012).

2.1.2 Atiologie, Pathogenese, Heilung

Die Vordergliedmafien tragen etwa 60 % des Koérpergewichtes im Stand und deutlich mehr wahrend
des Galopps, dies fiihrt vor allem bei hohen Geschwindigkeiten und Hindernisspriingen zu einer hohen
Beanspruchung der OBS. Das ist der Grund fiir die hohe Inzidenz der Erkrankungen der OBS in den
Vordergliedmafen, vor allem bei Galoppern und Springpferden (STANEK 2004, THORPE et al. 2010).
Im Gegensatz dazu sind Sehnenerkrankungen der OBS in den Vordergliedmafien selten bei
Westernpferden, die beim Cutting eingesetzt werden (TIPTON et al. 2013). Es besteht keine
geschlechterspezifische Pravalenz (PATTERSON-KANE et al. 1997a). Sehnenerkrankungen der OBS
sind haufig im mittleren Bereich des Metakarpus lokalisiert (PATTERSON-KANE und FIRTH 2009,
PATTERSON-KANE et al. 1997a). Als mogliche Ursachen dafiir werden die geringe Querschnittsflache
der OBS und die geringe Gefdfdversorgung (PATTERSON-KANE und FIRTH 2009) in diesem Bereich

angegeben. Sie treten bei Renn- und Springpferden zumeist in deren Zentrum auf, sie werden daher
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als Kernldsion bezeichnet. Begriindet ist dies in der alters- und bewegungsbedingten Veranderung der
Sehnencharakteristika im Sehnenzentrum. Bei Westernpferden, die in der Disziplin des Cuttings
eingesetzt werden, treten vor allem Lasionen im lateralen Bereich der Sehne auf (TIPTON et al. 2013).
Die klinisch erkennbare Sehnenerkrankung mit partieller oder vollstandiger Ruptur von Sehnenfasern
ist meist kein Resultat einer einzelnen Uberbelastung. Vielmehr gehen ihr degenerative
Verdanderungen voraus, die zu einer Schwachung des Sehnengewebes fiihren (THORPE et al. 2010,
WARDEN 2007). Diese Degenerationen treten auf, sobald die Kapazitit des zellularen
Reparationsmechanismus liberschritten ist, wobei sowohl die Zellen, als auch die extrazelluldre Matrix
Verdnderungen unterworfen sind.

Die Inzidenz der Degenerationen steigt mit zunehmendem Alter (PATTERSON-KANE et al. 2012) und
sie werden durch Belastung forciert (DOWLING et al. 2000, SMITH et al. 1999, WEBBON 1977).
Aufierdem haben auch individuelle Charakteristika wie genetisch festgelegte Eigenschaften einen
Einfluss. Im Allgemeinen betrdgt die maximale Dehnbarkeit bei gesundem Sehnengewebe 12-20 %,
allerdings nimmt sie durch die Degeneration des Sehnengewebes ab und kann dann schlief3lich
wahrend des Galopps (Dehnung 11-16 %) tberschritten werden (DOWLING et al. 2000, SMITH et al.
2002).

Degeneriertes Sehnengewebe ist zunehmend bei Pferden im Alter von =3 Jahren zu finden (DOWLING
et al. 2000) und ist makroskopisch an einer brdunlichen Farbdnderung des Sehnenzentrums zu
erkennen (SMITH et al. 2002, THORPE et al. 2010). Histologisch tritt es unter anderem durch eine
irreguldre Faserausrichtung mit Separation und Mikroldsionen einzelner Sehnenfibrillen und -fasern
in Erscheinung (PATTERSON-KANE et al. 2012). Es findet eine Reduktion der
Sehnenfaserdurchmesser, Metaplasie, Fibroplasie und Neovaskularisierung statt (DOWLING et al.
2000, MAFFULLI et al. 1998). Reduziert sich nun jedoch zentral der Faserdurchmesser durch die
belastungsinduzierte Teilung gréfRerer Fasern (DOWLING et al. 2000), verringert sich ebenfalls die
Beanspruchbarkeit der Sehne (PATTERSON-KANE et al. 1997b).

Durch die heterogene Zellverteilung (RILEY 2008) und die Abnahme der Zellaktivitit kommt es zu
einer Reduktion der Kollagendichte mit anteilméafiig hoherem Kollagen 3-Gehalt (MAFFULLI et al.
1998, PATTERSON-KANE et al. 2012).

Es sind Verdnderung in der wellenférmigen Anordnung der kollagenen Fasern (Crimp) zu erkennen.
Ab einem Alter von 210 Jahren kommt es zur altersbedingten Verringerung des Crimp-Winkels im
Zentrum der Sehne (PATTERSON-KANE et al. 1997a), aufRerdem kommt es belastungsbedingt zu einer
Reduktion des Crimp-Winkels und der Crimp-Lange (PATTERSON-KANE et al. 1998). Weil das Crimp
einen mechanischen Puffer bildet, kommt es wahrend der mechanischen Dehnung zunidchst zum
Verlust der Wellenform, bevor die Sehnenfasern selbst gedehnt werden (PATTERSON-KANE et al.

2012). Eine Veranderung des Crimps im Sehnenzentrum fiihrt somit zu einer verminderten Elastizitat
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und zum vorzeitigen Erreichen der maximalen Dehnbarkeit im Vergleich zur Peripherie (DOWLING et
al. 2000).

Weiterhin kommt es zu einer Verdnderung der nicht-kollagenen extrazellularen Matrix, da der Gehalt
an Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) ebenfalls alters- und belastungsabhangig ist und COMP
der strukturellen Integritit dient. Eine Studie von SMITH et al. (2002) zeigte, dass der Gehalt von
Geburt bis zu einem Alter von etwa 2 Jahren (= Sehnenreifung) ansteigt und dann wieder langsam
abfallt. Wird das Pferd vor der Maturitat nur sehr gering oder exzessiv belastet, kommt es zu einer
Reduktion im Vergleich zu Jungpferden, die auf der Koppel gehalten werden. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass eine addquate Bewegung essentiell fiir die korrekte Sehnenentwicklung ist. Bei
lang einwirkendem Training nach der Sehnenreifung kommt es ebenfalls zu einer Verringerung der
COMP-Konzentration.

Der initiale Stimulus der Degeneration ist nicht hinreichend bekannt. Es werden jedoch zahlreiche
Ursachen wie physikalisch entstandene Mikrolidsionen durch Uberbelastung, Sauerstoffmangel und
Hyperthermie (THORPE et al. 2010) sowie negative Einfliisse endokrin-metabolischer Erkrankungen
(ABATE et al. 2009, FU et al. 2010) diskutiert.

Physikalischer Stress wie vorrangig wiederkehrende Zugbelastungen sind die Hauptursache fiir
Sehnenerkrankungen (PATTERSON-KANE et al. 2012), die zu vereinzelten fibrilliren Mikroldsionen
fiihren. Diese akkumulieren durch die reduzierte regenerative Kapazitit nach Abschluss der
Sehnenreifung (SMITH et al. 1999), durch eine anhaltende starke Zugbelastung oder eine zu kurz
gewahlte Rekonvaleszenzzeit (PATTERSON-KANE et al. 2012). Das Resultat sind degenerative
Veranderungen, die zu einer veranderten Kommunikation zwischen Tendinozyten und Sehnenmatrix
(THORPE et al. 2010) und einer veranderten Zellaktivitat fiihren. Die durch Zellalterung bedingte
geringe physiologische Anpassungsfahigkeit auf einwirkende Krafte (THORPE et al. 2010), die
verminderte Mechanotransduktion und die verminderte Stimulierung durch Wachstumsfaktoren
(SMITH et al. 2002) resultiert in einer fortschreitenden Degeneration. Dies fiihrt zu einer vermehrten
Produktion von Matrix-abbauenden Enzymen, zum Beispiel der erhéhten Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) -1 (THORPE et al. 2010). Auch die Ermiidung der an der mechanischen
Funktion der OBS beteiligten Muskeln, hier des M. flexor digitalis profundus, stellt einen wichtigen
Faktor bei der Entstehung von Mikrolasionen in der OBS dar. Es kommt zu einer Destabilisierung des
Fesselgelenkes und dadurch zu einer héheren Zugbelastung in der OBS (THORPE et al. 2010). Weitere
Ursachen fiir eine Uberbelastung der OBS kénnen mangelnder Trainingszustand, unkoordinierte
Muskelaktivitdt (DOWLING et al. 2000) und ungiinstige Bodenbeschaffenheit sein (ABATE et al. 2009,
SMITH et al. 2014). Sowohl harter Grund bei hohen Geschwindigkeiten als auch tiefer, weicher Boden
koénnen Sehnenschaden hervorrufen (TIPTON et al. 2013).

Wahrend hoher Belastungen kommt es durch die geringe Durchblutung im Sehnengewebe zu einem

langsamen Wairmeabtransport. Langandauernde, hohe Temperaturen in der OBS sind die Folge
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(langere Galoppphasen: bis zu 45 °C) (WILSON und GOODSHIP 1994). Zell-zu-Zell-Kontakte werden
verdndert und daraus resultiert eine verminderte Kollagensynthese. Hohe Temperaturen fiihren
vermutlich auch zu einem vermehrten Zelltod (PATTERSON-KANE et al. 2012, THORPE et al. 2010).
Aufierdem ist die Produktion von proinflammatorischen Mediatoren erh6ht, was die vermehrte
Bildung von Matrix-abbauenden Enzymen férdert (THORPE et al. 2010). Es kommt wahrscheinlich
zugleich durchblutungsbedingt zu einem Sauerstoffmangel, der die Zellaktivitit negativ beeinflusst
(WILSON und GOODSHIP 1994).

Unter den endokrin-metabolischen Erkrankungen, die einen Einfluss auf Bander und Sehnen haben, ist
bei Pferden vor allem das Cushing-Syndrom zu nennen. Neue Untersuchungen von HOFBERGER et al.
(2015) haben gezeigt, dass es bei Hypophysenadenomen zu Degenerationen im Unterstiitzungsband
der Tiefen Beugesehne (TBS) kommt. Es treten unter anderem Verdnderungen in der longitudinalen
Faserausrichtung sowie vermehrte Vaskularisation und Proteoglykanakkumulationen auf. Ahnliche
Ergebnisse wurden bei spontan auftretenden Achillessehnenrupturen beim Menschen festgestellt, die
an einem Cushing-Syndrom erkrankt waren oder einer Langzeittherapie mit Glukokortikoiden

unterzogen wurden (MAFFULLI et al. 2011).

Bei der Degeneration des Sehnengewebes herrscht ein groflerer Grundumsatz, der zu einer
inaddquaten Heilung oder ungiinstigen Antwort auf zelluldrer Ebene fiihrt (THORPE et al. 2010).
Durch fortschreitende Degeneration und einwirkende hohe Belastungen kommt es schliefdlich zur
klinisch diagnostizierbaren Sehnenerkrankung. Sehnenldsionen sind bei Rennpferden (National Hunt)
unter 5 Jahren selten dokumentiert (TIPTON et al. 2013), bei Cutting horses treten sie jedoch vor
allem unter 5 Jahren auf. Begriindet ist dies moglicherweise in der unterschiedlichen Art und

Intensitét der Belastung (TIPTON et al. 2013).

Die Heilung von Sehnenldsionen ist durch unterschiedliche Phasen gekennzeichnet: die akute
Entziindungsphase (<10 Tage), die Proliferationsphase (4-45 Tage) und die Remodellingphase
(>45 Tage) (BOSCH etal. 2011).

Die akute Entziindungsphase ist durch Einblutungen und Einwanderung von Entziindungszellen
charakterisiert. Die Sehnenquerschnittsfliche nimmt zu, ultrasonographisch ist eine 6dematdse
Schwellung feststellbar. Durch endogene Kollagenasen und Proteasen kommt es zu einer
Vergrofierung der initial entstandenen Lasion (PATTERSON-KANE und FIRTH 2009), zerstortes und
nekrotisches Sehnengewebe wird abgebaut (WATTS et al. 2012). VAN SCHIE et al. (2009)
veroOffentlichte, dass eine Vergrofderung iiber 4 Wochen stattfindet und dieser Effekt durch
einwirkende Krafte verstarkt wird.

In der Reparationsphase proliferieren die Fibroblasten und es wird Kollagen synthetisiert, wobei

zundchst vor allem Kollagen Typ 3-Fasern gebildet werden (DOWLING et al. 2000). Diese zeichnen
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sich zwar durch eine hohere Elastizitit aus, besitzen jedoch eine geringe Festigkeit. Es bildet sich ein
fibroproliferatives Granulationsgewebe. Die ersten 6 Monate sind durch lose Typ 1- und Typ 3-
kollagene Fasern gekennzeichnet.

In der Remodelling-Phase kommt es zu einer Reduktion des Typ 3-Fasergehaltes durch den Ersatz mit
Kollagen-Typ 1-Fasern. Die kollagenen Fasern ordnen sich zunehmend in longitudinaler Ausrichtung
an und werden gebilindelt (WATKINS et al. 1985) und die Zelldichte nimmt im Sehnengewebe ab.
Dennoch sind bis zu 14 Monaten nach dem Auftreten der Sehnenerkrankung Typ 3-Kollagen und
schmale Kollagenfasern sowie fehlende Faserbiindelung und lineare Orientierung erkennbar
(DOWLING et al. 2000). Mit fortschreitender Zeit nimmt die Quervernetzung zwischen den kollagenen
Fasern zu und die Dehnungs- und Struktureigenschaften verbessern sich (ABATE et al. 2009). Eine
mogliche Ursache fiir die lang anhaltende erhéhte Sehnenquerschnittsflache ist die Kompensation der
reduzierten Elastizitdt des Narbengewebes (CREVIER-DENOIX et al. 1997).

Dieser Heilungsprozess wird von einigen Faktoren positiv beeinflusst. So unterstiitzen MMP-9 und -13
in den ersten Tagen den Kollagenabbau und MMP-3, -4 und -14 ab dem 28. Tag den Faserumbau
(ABATE et al. 2009). Des Weiteren filhren Wachstumsfaktoren und Mediatoren, zum Beispiel
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren und Stickstoffmonoxid sowie IGF (insulindhnlicher
Wachstumsfaktor) -1 und TGF (transformierender Wachstumsfaktor) -B, unter anderem zur
Neovaskularisierung, Zellmigration, Fibroblastenstimulation und somit zur gesteigerten
Kollagensynthese (ABATE et al. 2009, HO et al. 2014, RICHARDSON et al. 2007).

Fir einen optimalen Heilungsverlauf muss gewdahrleistet werden, dass die Rekonvalenszenzzeit
ausreichend lange eingehalten wird und es darf méglichst zu keiner weiteren Uberbelastung kommen.
Aufierdem muss eine optimale Blut- und Stoffwechselversorgung vorliegen (ABATE et al. 2009). Die
Remodellingphase dauert bei den meisten Sehnenldsionen 8-9 Monate (TIPTON et al. 2013), sie ist
abhangig von der Lage und dem Ausmafd der Sehnenldsion. So zeigen Randldsionen eine bessere
Heilungstendenz und zeichnen sich daher durch eine kiirzere Rekonvaleszenz aus, welche mit etwa
4 Monaten angegeben wird (TIPTON et al. 2013). Dahingehend beginnen die meisten Sportpferde
nicht wieder vor dem 12.-16. Monat mit dem Galopptraining (DYSON 2004).

Selbst bei optimalem Heilungsverlauf wird das Ersatzgewebe jedoch nicht die strukturellen und
mechanischen Eigenschaften eines intakten Sehnengewebes wiedererlangen (HO et al. 2014,
RICHARDSON et al. 2007), da Sehnengewebe eine geringe Regenerationsfahigkeit aufweist. Dieses ist
begriindet durch die geringe Gefafdversorgung in der Sehne, die reduzierte Zellaktivitit und die nur
wenig vorliegenden Progenitorzellen im Sehnengewebe (CARVALHO et al. 2011). Durch die Bildung
von zellreichem, ungeordnetem fibrésem Narbengewebe kommt es zu einer reduzierten Dehnbarkeit
dieses Sehnenabschnitts (RICHARDSON et al. 2007). Aus diesem Grund ist ganz klar das Verhindern
einer Sehnenldsion zu praferieren. Zur Pravention gehoren die Verwendung einwandfreien

genetischen Materials in der Zucht, die frithzeitige und adaquate Belastung der Jungpferde, der Schutz
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vor hohen und repetitiven Belastungen sowie Risikofaktoren und die Reaktivierung von ruhenden

Zellpopulationen zur Reparation der Mikroldsionen (SMITH et al. 2002).

2.1.3 Prognose

Der Heilungsprozess verlduft langsam und aufgrund der geringen Regenerationskapazitit meist
inaddquat, weshalb es haufig zu Rezidiven kommt (PATTERSON-KANE und FIRTH 2009). Das
Sehnennarbengewebe hat verdnderte biochemische und funktionelle Eigenschaften (PATTERSON-
KANE und FIRTH 2009). Die hohe Rezidivrate ist der reduzierten Elastizitit des Narbengewebes
geschuldet, da es im angrenzendem Sehnengewebe zu einer h6heren Krafteinwirkung kommt (SMITH
et al. 2002). Erneute Sehnenldsionen treten meistens in dem unmittelbar angrenzenden Gewebe auf
(CREVIER-DENOIX et al. 1997), wobei die Prognose abhdngig von dem Ausmafd und der Lage der
Sehnenldsion ist. So haben Randlasionen, die bei Westernpferden (Cutting horses) auftreten, eine
bessere Heilungstendenz und somit eine bessere Prognose als die typischen Kernldsionen der Spring-
und Rennpferde. 20-60 % der Spring- und Rennpferde mit einer zentralen Sehnenldsion werden
wieder sportlich genutzt, von diesen erleiden jedoch bis zu 80 % ein Rezidiv (DOWLING et al. 2000,
TIPTON et al. 2013). TIPTON et al. (2013) publizierten Ergebnisse einer Studie, die zeigte, dass 82 %
der Westernpferde wieder sportlich genutzt wurden und nur 18 % von diesen erneut eine

Sehnenlasion zeigten.

2.2 Sehnendefektmodelle

Verschiedene Erkrankungen und der Erfolg méglicher Therapiemethoden miissen in Tierversuchen
untersucht und evaluiert werden. In vitro- oder ex vivo-Studien geben zwar hinreichende
Informationen, allerdings kénnen in vivo-Bedingungen, insbesondere die Zellkommunikation, nicht
vollstandig simuliert werden. In vitro-, ex vivo- und in vivo-Ergebnisse miissen gemeinsam
interpretiert werden, um die vollstdandige Pathophysiologie zu erfassen (DIRKS und WARDEN 2011).
Es ist moglich, invasive Untersuchungen von Geweben, wie zum Beispiel die Analyse biochemischer,
biomechanischer und histologischer Eigenschaften, durchzufiihren, um die Atiologie und Pathogenese
von Erkrankungen besser zu verstehen und geeignete Therapeutika zu ermitteln. Tierversuche stellen
ebenfalls einen wichtigen Bestandteil in der praklinischen Forschung der Humanmedizin dar. Sie sind
essentiell fiir die Translation neuer Therapiemethoden, da die Analyse der Wirksamkeit und
Sicherheit verschiedener Arzneimittel zum Beispiel von dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel, der
Europdischen Arzneimittel-Agentur oder der amerikanischen Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel
gefordert wird.

Die Auswahl der Spezies stellt fiir einen Tierversuch und die Translation der Ergebnisse in die

Humanmedizin einen wichtigen Faktor dar, identische Verhaltnisse konnen allerdings nicht realisiert
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werden (BREHM et al. 2012). Um eine vollstindige Erfassung von klinischen, funktionellen und
histopathologischen Charakteristika zu erlangen, ist es daher gegebenenfalls notwendig verschiedene
Tiermodelle zu kombinieren (LUI et al. 2011).

Die Tendinopathie hat grofde Relevanz in der Pferde- und Humanorthopadie. Die Ergebnisse von in
vivo-Studien stellen somit fiir beide Bereiche einen Wissenszuwachs dar. Die Probenentnahme und -
analyse beim Menschen wird, wenn iiberhaupt, erst in vorgeschrittenem Stadium der Tendinopathie
durchgefiihrt und entsprechende Kontrollen liegen nicht vor, daher miissen Hinweise zur Pathogenese
und Heilung aus Tierversuchen transferiert werden. Die OBS des Pferdes weist hierbei einen guten
Modellcharakter fiir die menschliche Achillessehne auf (PATTERSON-KANE et al. 2012, THORPE et al.
2010). Bei keinem anderen Tier finden sich Sehnenerkrankungen natiirlicher Genese, die mit der
Achillessehnentendinopathie des Menschen vergleichbar sind. Es herrschen dhnliche physiologische,
pathophysiologische und biomechanische Bedingungen, die in keinem anderen Tiermodell erreicht
werden (PATTERSON-KANE et al. 2012). Die Atiologie der Sehnenerkrankungen ist in beiden Spezies
alters- und belastungsbedingt. Die Krafteinwirkung auf die Sehnen belduft sich bei hohen Belastungen
auf mehrere tausend Newton (KADER et al. (2002): in der Achillessehne 3786 N wahrend Springens,
bis 9000 N wahrend des Laufens; DOWLING und DART (2005): in der OBS 6900 N wahrend des
Trabs). Bei anderen Tiermodellen, auch Grofitiermodellen wie zum Beispiel das Schaf, sind die
einwirkenden Kréafte deutlich geringer. Die Manipulation und Untersuchung der Sehne ist bei Pferden
aufgrund ihrer Grofie einfacher durchfiihrbar. Allerdings ist ebenfalls zu beachten, dass aus diesem
Grund die Haltungs- und Versuchskosten hoch sind und das Handling der Tiere schwieriger ist als bei
kleineren Versuchstieren.

Es bestehen bereits etablierte Pferdemodelle fiir die Tendinopathie, die auf einer enzymatischen
und/oder mechanischen Induktion der Sehnenldsion beruhen. Keines davon kann allerdings
umfassend alle Eigenschaften einer Tendinopathie natiirlicher Genese widerspiegeln und die Auswahl
einer Technik stellt vielmehr einen Kompromiss dar.

Die Kollagenase-induzierte Tendinopathie wird kontrovers diskutiert, allerdings werden die
Studienergebnisse fiir viele Erklarungen der Pathologien der OBS herangezogen (PATTERSON-KANE
und FIRTH 2009). Sie soll die belastungsinduzierte Tendinopathie und die damit verbundene
Freisetzung von Matrix-abbauenden Enzymen aus Entziindungszellen vor einer partiellen oder
vollstandigen Ruptur imitieren (SCHRAMME et al. 2010a). Aus diesem Grund gibt dieses Modell die
Situation bei einer natiirlichen Sehnenerkrankung nach Meinung von WATTS et al. (2012) addquater
wieder. Es gibt einige funktionelle, klinische (Hypoechogenitit im Ultraschall, bewegungsbedingter
Schmerz) und histologische (Degeneration, steigende Zellzahl und Vaskularisierung, inadaquate
Heilung) Merkmale, die vergleichbar mit denen nattirlicher Genese sind (CADBY et al. 2013, LUI et al.
2011), allerdings fiihrt die Injektion von Kollagenase zu einer diffusen, starken und unkontrollierten

Entziindungsreaktion (WATTS et al. 2012). Es kommt haufig zu keiner typischen Kernldsion, bei der
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der Defekt noch von intaktem Sehnengewebe umgeben ist und die Ausdehnung reicht zum Teil bis in
das Paratendineum (WATTS et al. 2012). Eine Vergrofierung der Sehnenldsion tliber einen Zeitraum
von 6-8 Wochen wird von einigen Autoren angegeben (NIXON et al. 2008, WATTS et al. 2012). Folglich
wird kritisiert, dass das Ausmaf$ und die Lokalisation nicht standardisierbar sind, wobei die Lasionen
meistens grofd und irreguldr sind. Das Ausmaf} der Sehnenldsion stellt jedoch den wichtigsten Faktor
fir den Therapieerfolg verschiedener Therapeutika dar und ist essentiell fiir die Vergleichbarkeit
innerhalb einer Studie (SCHRAMME et al. 2010a). Aufderdem wird bemangelt, dass ein Therapeutikum
nicht nur in das Zentrum der Sehne und damit der Sehnenlédsion appliziert werden kann (WATTS et al.
2012).

In der Studie von BALESDENT BARREIRA et al. (2008) wurde festgestellt, dass die histologischen
Merkmale einer akuten Entziindung bis zu 48 Tage nach der Induktion vorhanden sind, dagegen sind
sie in Sehnenerkrankungen natiirlicher Genese ausschliefdlich in den ersten zehn Tagen nachweisbar.
Der chronisch-degenerative Charakter der Tendinopathie wird somit nicht hinreichend reproduziert
(DIRKS und WARDEN 2011, WARDEN 2007).

Als Alternative wird in der Literatur das mechanische Verfahren beschrieben (BOSCH et al. 2011,
CADBY et al. 2013, SCHRAMME et al. 2010a, VAN SCHIE et al. 2009). Einerseits kann ein
Sehnensegment inklusive Peritendineum herausgeschnitten werden, wobei der Sehnendefekt nicht
wieder verschlossen wird (VAN SCHIE et al. 2009, WATKINS et al. 1985). Andererseits kdnnen
ausschliefilich zentrale Fasern und Gefafde durch Vorschieben eines Instrumentes in der Sehne ohne
Beteiligung des Paratendineums zerstért werden (ausgenommen vom Eintritt des Instruments)
(SCHRAMME et al. 2010a). Es handelt sich um einen perakuten Prozess, der die degenerative
Pathogenese nicht wiedergeben kann. Es kommt zur Nekrose und Demarkation. Das Ausmafd der
Lasion ist besser kontrollierbar, allerdings kommt es auch hier durch enzymatischen Abbau zu einer
Vergroferung. Laut SCHRAMME et al. (2010a) fithrt dies zu einem Einflussfaktor, der die
Interpretation von therapeutischen Erfolgen erschweren kann. CADBY et al. (2013) schétzen den
Einfluss der Grofdenvarianz nicht stark ein und halten die Induktion fiir standardisierbar.
Studienergebnisse von SCHRAMME et al. (2010a) zeigten, dass nach der mechanischen Induktion von
Sehnenldsionen zu keinem Zeitpunkt histologische Entziindungsanzeichen nachgewiesen werden
konnten. Auch die klinischen Symptome einer Tendinopathie sind dabei nur in geringem Maf3
vorhanden. Die Organisation der Kollagene ist nach der mechanischen Induktion starker verdndert als
bei der Tendinopathie natiirlicher Genese (CADBY et al. 2013). Histologische Charakteristika wie die
Hypervaskularisation, die Hyperzellularitat und der Verlust der Matrixorganisation sowie ein Anstieg
des Glykosaminoglykanen (GAG)- und MMP-Gehaltes sind ebenfalls feststellbar (CADBY et al. 2013).
Im ultrasonographischen Vergleich von Lasionen natlrlicher und enzymatischer Genese sowie
mechanisch-induzierten Lasionen sind Gemeinsamkeiten feststellbar, allerdings gibt es

unterschiedliche Zeitpunkte fiir die Heilungsphasen (SCHRAMME et al. 2010a). Im Vergleich ist die

10



Literaturiibersicht

Sehnenstruktur bei Lasionen natiirlicher Genese fiir 6 Monate, bei Lasionen nach mechanischer
Induktion 5-6 Monate und Lasionen nach enzymatischer Induktion 10-14 Monate verdndert
(SCHRAMME et al. 2010a).

Insgesamt ist festzuhalten, dass sich die mechanisch-induzierten Sehnenldsionen fiir die Erforschung
der Sehnenheilung eignen, allerdings kann der chronisch-degenerative Verlauf der Tendinopathie
nicht imitiert werden und somit ist die Evaluierung der Pathogenese nicht méglich (CADBY et al. 2013,
JAFARI et al. 2015).

Die Kombination von mechanischer und enzymatischer Induktion stellt eine weitere Alternative dar.
Der zundchst mechanisch erzeugte Kanal macht die Applikation von Kollagenase ohne einen grofien
Widerstand moglich. Diese Methode verhindert ein Ausbreiten der Kollagenase in alle Richtungen
(WATTS et al. 2012) und damit eine unkontrollierte Vergréfierung der Lasion mit ausgedehnter
Beteiligung des Peritendineums. Eine geringgradige Vergrofderung iiber 3 Wochen ist mit der einer
natiirlichen Genese vergleichbar (WATTS et al. 2012). Injizierte Therapeutika verbleiben im Zentrum
der Lasion, da diese von intaktem Sehnengewebe und Peritendineum umgeben sind. Ergebnisse aus
Ultrasonographie und MRT sowie histologischer und molekularbiologischer Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Kombination einer mechanischen und enzymatischen Induktion der Situation in

natiirlich entstandenen Sehnenldsionen am nachsten kommt (WATTS et al. 2012).

2.3 Diagnostik bei Erkrankungen der Oberflidchlichen Beugesehne
Die Diagnosestellung und Beurteilung der Sehnenerkrankung kann anhand von Kklinischen

Symptomen, Ultraschall- und MRT-Untersuchungen und histologischen Analysen durchgefiihrt
werden (SMITH und MCILWRAITH 2012).

2.3.1 Routineuntersuchungen

Die klinische Untersuchung kann bereits hinweisend auf eine Sehnenerkrankung sein. Es kommt je
nach Zeitverlauf der Erkrankung zu einer Umfangsvermehrung der Sehne, vermehrter Warme und
Druckdolenz. Auf3erdem fiihrt eine Sehnenldsion zu einer Lahmheit des Pferdes, die allerdings meist
nicht fir lange Zeit feststellbar ist (CADBY et al. 2013). Fiir eine genaue Diagnosestellung und weitere
Informationen wie Lokalisation und Ausmaf? sind jedoch bildgebende Diagnostika erforderlich.

Die Ultraschalluntersuchung stellte lange Zeit den einzigen Goldstandard bei der Untersuchung von
Sehnen und Bandern dar (SCHRAMME et al. 2010a). Sie ist nicht-invasiv, allerdings ist die Qualitdt und
Reproduzierbarkeit von individuellen Einfliissen, wie zum Beispiel der Erfahrung des Untersuchers,
abhangig. Die Ultrasonographie dient der Diagnosestellung und kann bei der Therapieentscheidung
helfen. Sie kann Hinweise fiir die Prognose einer Sehnenerkrankung geben und ermdoglicht die

Verlaufskontrolle wahrend der Heilung (BALESDENT BARREIRA et al. 2008).
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Uber regelmifige ultrasonographische Untersuchungen kann das Bewegungsprogramm individuell
angepasst und eventuell vorhandene Rezidive konnen festgestellt werden. Aufderdem kann die
Effizienz eines Therapeutikums in in vivo-Studien iiberpriift werden. Eine akute Sehnenladsion stellt
sich im Ultraschall aufgrund von Faserverlust, Himorrhagien und Odemen hypoechogen dar und es ist
ein Verlust der linearen Faserausrichtung feststellbar (BOSCH et al. 2011, PATTERSON-KANE et al.
1998). Handelt es sich dagegen um eine chronische Sehnenerkrankung mit Fibrosen, ist sie durch
hyperechogene Bereiche feststellbar, allerdings ist die Unterscheidung zu intaktem Sehnengewebe
schwieriger.

Es konnen verschiedene Parameter zu Hilfe genommen werden: Sehnenquerschnittsfliche, Ausmaf3
(Lasionsquerschnittsflache, -linge und -volumen) und Lokalisation der Lasion, Faserverlauf und -
orientierung, peritendinéses Odem, Kontur der Sehne und Echogenitit (DOWLING et al. 2000).
Aufierdem gibt es verschiedene Scores, die zur Beurteilung herangezogen werden konnen (z.B.
VALLANCE et al. (2012)).

Insbesondere die Zunahme der Sehnenquerschnittsfliche stellt einen wichtigen Parameter bei der
ultrasonographischen Untersuchung dar (DOWLING et al. 2000, TIPTON et al. 2013). Wéahrend die
Messung der Lasionsquerschnittsfliche aufgrund mangelnder Abgrenzbarkeit oft schwierig ist, kann
diese Kenngrofie leicht festgehalten werden und mit der OBS anderer Gliedmafden verglichen werden.
Die Echogenitidt kann lediglich einen Hinweis auf die strukturelle Integritit geben, denn die
Heilungsphasen kénnen anhand dieser Informationen nicht unterschieden werden (BOSCH et al. 2011,
VAN SCHIE et al. 2009). Ein Nachteil der ultrasonographischen Untersuchung ist die Unterschiatzung
der Lasionsquerschnittsfliche um 18 % bei einem Verlauf von >4 Wochen im Vergleich zur MRT-
Untersuchung (KARLIN et al. 2011). Da jedoch insbesondere die Faseranordnung und das Ausmaf$ der
Lasion entscheidend fiir ein positives Resultat sind (DOWLING et al. 2000), ist eine MRT-

Untersuchung als sinnvoll zu erachten.

2.3.2 MRT-Untersuchung

Die Durchfiihrung von MRT-Untersuchungen bei Sehnenerkrankungen ist in der Humanmedizin
bereits als Goldstandard anzusehen (KARLIN et al. 2011, KASASHIMA et al. 2002) und auch in der
Pferdeorthopédie von zunehmender Bedeutung (KASASHIMA et al. 2002, MAIR et al. 2005). Sie wurde
lange aufgrund hoher Kosten, der mangelnden Verfiigbarkeit von Geraten und der Tiergrofie selten
eingesetzt, sie hat jedoch einige Vorteile. Die MRT-Untersuchung ist reproduzierbar und es kommt nur
zu einer geringen Beeinflussung der Bildqualitit durch verschiedene Untersucher. Sie besitzt im
Vergleich zur Ultraschalluntersuchung, vor allem bei einem chronischen Verlauf einer
Sehnenerkrankung, eine hohere Sensitivitit (KARLIN et al. 2011, KASASHIMA et al. 2002). Die

Durchfiihrung bei Folgeuntersuchungen kann Rezidive reduzieren, indem das Bewegungsprogramm
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an den Heilungsverlauf angepasst werden kann, oder gegebenenfalls ein friihzeitiges Erkennen von
Rezidiven moéglich machen (KASASHIMA et al. 2002).

Die Ursache fiir den Kontrast in einer MRT-Aufnahme ist die unterschiedliche Verteilung und Dichte
von Wasserstoffprotonen sowie der Anteil gebundener und frei vorliegender Wassermolekiile (MAIR
et al. 2005). Durch die Anfertigung von Aufnahmen in unterschiedlichen Sequenzen kann die
Sehnenlédsion genauer charakterisiert werden (KARLIN et al. 2011, SMITH und MCILWRAITH 2012).
T1-gewichtete (w) Sequenzen zeigen die hochste Bildauflésung anatomischer Strukturen. T2w
Sequenzen haben aufgrund einer langeren Echozeit (TE) und eines verminderten Signal-Rausch-
Verhiltnisses (SNR) eine geringe Bildauflésung, sie reagieren sensitiver auf Verdnderungen des
Wassergehaltes eines Gewebes und sind deshalb iiberlegen in der Beurteilung von
Gewebecharakteristika und Heilungsprozessen (MAIR et al. 2005). Bei der Short Tau Inversion
Recovery (STIR)-Sequenz handelt es sich um eine fettunterdriickte Technik, die eine prazisere
Erkennung geringer Grauwertunterschiede in anderen Geweben moéglich macht (DELFAUT et al.
1999).

Intaktes Sehnengewebe stellt sich in MRT-Aufnahmen aufgrund des geringen Wassergehaltes und der
hohen Konzentration an eng gepackten kollagenen Fasern hypointens dar (CRASS et al. 1992). Akute
Sehnenlasionen, die durch Himorrhagien, Odeme und Zellinfiltration gekennzeichnet sind, stellen sich
aufgrund des hoheren Wassergehaltes in allen MRT-Sequenzen als gut abgrenzbare hyperintense
Bereiche in der sonst hypointensen OBS dar (FU et al. 2010, SCHRAMME et al. 2010b). Wahrend der
Heilung nimmt insbesondere die Signalintensitit (SI) in T2w- und STIR-Sequenzen ab, da sie
sensitiver auf Verdnderungen der Wasserstoffprotonen-Konzentration und der Zelldichte reagieren
(KARLIN et al. 2011, SCHRAMME et al. 2010b, SMITH und MCILWRAITH 2012). Die Hyperintensitat
der Sehnenldsionen iiber mehrere Monate in der T1w-Sequenz liegt an der Anordnung der Fasern, der
Neovaskularisierung und dem hohen Gehalt an Wassermolekiil-bindenden GAG (KARLIN et al. 2011,
SCHRAMME et al. 2010b). In diesem Fall kann es zur Verwechslung mit geringgradigen
Verdnderungen in dem Sehnengewebe kommen, denn hier ist ebenfalls die SI in der T1w-Sequenz
erhoht und in der T2w-Sequenz nicht oder nur leicht (SMITH und MCILWRAITH 2012). In diesem Fall
ist das Heranziehen von klinischen Symptomen essentiell, um zwischen einer chronischen und einer
akuten Tendinopathie unterscheiden zu koénnen. Insgesamt ist jedoch zu sagen, dass die MRT-
Untersuchung eine Unterscheidung zwischen akuten und chronischen Tendinopathien moéglich macht
(SCHRAMME et al. 2010b) und eine addquate Beurteilung des Heilungsverlaufes gestattet.

Zusatzlich kénnen mit Hilfe von MRT-Untersuchungen Groéfde, Lokalisation und SI der Sehnenldsion
festgehalten werden. Im Vergleich zur ultrasonographischen Untersuchung werden die
Lasionsquerschnittsflache und das Lasionsvolumen in T1w-Sequenzen grofier und in T2w-Sequenzen

kleiner dargestellt (SCHRAMME et al. 2010b).
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Es werden in der Pferdeorthopadie Hochfeld- und Niederfeld-MRT-Systeme eingesetzt. Die Hochfeld-
MRT-Untersuchung einer Pferdegliedmafie liefert eine hohe Bildqualitdt, sie muss allerdings in
Allgemeinandsthesie durchgefiihrt werden. Niederfeld-MRT-Untersuchungen kénnen am stehenden,
sedierten Pferd durchgefiihrt werden. Trotz der geringeren Bildqualitit und der Anfalligkeit fiir
Bewegungsartefakte ist dieses System fiir die Durchfilhrung engmaschiger Untersuchungen zu
bevorzugen, da die Belastung und das Narkoserisiko der Pferde sowie die anfallenden Kosten

reduziert werden konnen.

2.4 Therapieansitze
Ein optimales Therapeutikum wiirde den Heilungsprozess beschleunigen und zur Regeneration des
Sehnengewebes fiihren, welches anschlieflend moglichst die strukturellen und funktionellen

Eigenschaften des Ursprungsgewebes aufweisen sollte.

2.4.1 Konservative und chirurgische Therapiemethoden

Bisher wurden viele verschiedene konservative Therapien eingesetzt. Physikalische (z.B.
Kaltetherapie), medikamentdse (z.B. Entziindungshemmer, intra- und peritendindse Hyaluronsaure-
Injektion) und chirurgische (z.B. Sehnensplitting) Therapien sollen die Entziindungsreaktion
reduzieren und/oder den Heilungsprozess anregen (DOWLING et al. 2000, NIXON et al. 2008). Diese
Therapieansatze konnten jedoch zu keiner signifikanten Verbesserung der Sehnenheilung fiithren. Die
Regeneration von Sehnengewebe kann durch konservative Therapiemethoden nicht erreicht werden,
es kann lediglich die Funktionalitit des fibrosen Narbengewebes geringgradig verbessert werden (HO
et al. 2014). Bisher hat sich nur die Durchfiihrung eines kontrollierten Bewegungsprogrammes
(NIXON et al. 2008, SMITH et al. 2002), um Rezidive durch zu frithe Belastung zu verhindern, bewahrt.
Es sollte durch regelmafdiges Monitoring angepasst werden. Die Bewegung verbessert die Ausrichtung
der heilenden Sehnenfasern in Zugrichtung und verringert den Elastizititsverlust, sie ist somit

essentiell wahrend der Rekonvaleszenzphase (ASPENBERG 2007, DOWLING et al. 2000).

2.4.2 Regenerative Therapiemethoden

Einen aussichtsreichen Therapieansatz stellt die regenerative Medizin dar. Studien haben gezeigt, dass
insbesondere der Einsatz von MSC erfolgsversprechende Ergebnisse liefert (GODWIN et al. 2012,
NIXON et al. 2008, SMITH et al. 2013). Es besteht die Hoffnung, dass hiermit die Geweberegeneration

erreicht wird oder die Reparation des Sehnengewebes entscheidend verbessert wird.
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2.5 Multipotente mesenchymale Stromazellen

2.5.1 Definition

embryonal fetal
Vorlduferzellen epithelial
nicht-embryonal neonatal
neuronal
adult
mesenchymal
hamatopoetisch

Abb. 1 Stamm- bzw. Vorlauferzellen und ihre Herkunft

Vorlduferzellen sind kernhaltige, hypoimmunogene Zellen, aus denen sich die verschiedenen Zelltypen
des Korpers entwickeln kénnen. Sie koénnen autologen oder allogenen Ursprungs sein. Der Vorteil
autologer Vorlauferzellen ist die geringe Immunogenitit (RICHARDSON et al. 2007), allerdings
wurden bisher auch bei allogenem Einsatz keine negativen Ergebnisse festgehalten (GUEST et al
2008). Die Méoglichkeit einer zeitnahen Therapie durch das Anlegen einer Zellbank mit allogenen
Zellen ist aufserdem als positiv zu bewerten (GEBUREK und STADLER 2011), allerdings ist hierbei die
Ubertragung von Krankheiten potentiell méglich (LAW und CHAUDHURI 2013).

Embryonale Stammzellen sind in der frithen Embryogenese (Morula) totipotent und spdter
pluripotent (Blastozyste). Sie konnen sich in Gewebe aller drei Keimblatter entwickeln. Doch aufgrund
dieser Eigenschaft und der damit verbundenen potentiellen Entstehung von Teratomen sowie der
ethischen Diskussion hinsichtlich ihrer Gewinnung beim Menschen werden sie in Deutschland nicht
zur Therapie verwendet. Die Erzeugung von menschlichen Embryonen "zu einem anderen Zweck als
der Herbeifiihrung einer Schwangerschaft" ist laut Embryonenschutzgesetz untersagt (ANON. 2011).
Adulte Vorlauferzellen, zu denen auch MSC gehoren, werden dagegen bereits in der regenerativen
Medizin eingesetzt (HO et al. 2014). Die Bezeichnung ,mesenchymale Stromazellen“ hat sich in der
Forschung im Vergleich zur Bezeichnung ,mesenchymalen Stammzellen” etabliert, da die

plastikadhdrenten Zellen nicht aus einer einheitlichen Stammzellpopulation bestehen, sondern
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vielmehr aus einem heterogenen Zellgemisch (HORWITZ et al. 2005). Mesenchymale Stammzellen
besitzen moglicherweise umfangreichere Eigenschaften, wie zum Beispiel ein langandauerndes
Uberleben mit Zellerneuerung in vivo und die in vivo-Multipotenz mit der Fahigkeit der
Geweberegeneration (GEBUREK und STADLER 2011, HORWITZ et al. 2005, KOCH et al. 2009). Somit
wird der Begriff ,mesenchymale Stromazellen“ verwendet, ohne einen Rickschluss iiber die
Homogenitat der Zellpopulation sowie das biologische und therapeutische Potential zuzulassen. Eine
genauere Bezeichnung der Zellen wird dann haufig durch den Zusatz ,multipotent” erreicht. Die
Abkiirzung MSC wird in der Literatur sowohl fiir mesenchymale Stromazellen als auch fiir
mesenchymale Stammzellen verwendet. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wird diese
Abkiirzung jedoch ausschliefdlich fiir den Begriff ,multipotente mesenchymale Stromazellen“
Verwendung finden.

MSC kénnen sich in Zellen von Geweben des Mesoderms wie Fett-, Sehnen-, Muskel-, Knochen- und
Knorpelgewebe differenzieren. Humane MSC zeichnen sich durch eine Plastikadhdrenz unter
Standardkulturbedingungen, eine tripotente Differenzierbarkeit in vitro und einen definierten
Immunophénotyp aus (DOMINICI et al. 2006). In der Zellkultur werden die Fibroblasten-dhnlich
wachsenden, plastikadhdrenten Zellen isoliert. Die MSC miissen in vitro unter Zusatz von
Differenzierungsmedien ein tripotentes Differenzierungspotential (adipogen, chondrogen, osteogen)
aufweisen. Bei der Immunophénotypisierung im Durchflusszytometer kann die Expression
bestimmter In- (>95 %) und Exklusionsmarker (<2 %), die fiir humane MSC von dem ,Mesenchymal
and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy“ (ISCT) definiert
wurden (DOMINICI et al. 2006), liberpriift werden. Zu den Inklusionsmarkern gehéren CD 105, CD 73,
CD 90 und zu den Exklusionsmarkern werden Antigene wie CD 45 (Leukozytenmarker), CD 34
(Marker fiir hAmatopoetische Progenitorzellen und Epithelzellen), CD 14 oder CD 11b (Monozyten-
und Makrophagenmarker), CD 79a oder CD 19 (B-Lymphozytenmarker) und MHCII (Marker fiir
antigenprasentierende Zellen) gezahlt. Durch das Fehlen von MHC II sind MSC fiir das Immunsystem
hypoimmunogen und kénnen daher auch allogen eingesetzt werden.

Die Plastikadhdrenz und das tripotente Differenzierungspotential sind ebenfalls Eigenschaften von
MSC anderer Spezies (DE SCHAUWER et al. 2011). PAEBST et al. (2014) haben vergleichende
Untersuchungen zur Immunophénotypisierung bei equinen MSC durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass
sowohl Quellen- als auch individuelle Unterschiede in der Markerexpression vorliegen. Keine
Zellquelle konnte die Kriterien der ISCT fiir humane MSC vollstindig erfiillen, aber equine MSC
adipogenen Ursprungs zeigten die meisten Ubereinstimmungen. Fiir die Inklusionsmarker wurden
inhomogene Ergebnisse fiir CD 105 und 90 sowie meist eine fehlende Expression von CD 73 bei
verschiedenen Zellquellen festgehalten. Zum Beispiel wurde CD 90 lediglich von MSC aus Fettgewebe
exprimiert. Die Exklusionsmarker waren bei den MSC fast jeder Herkunft negativ. Es wurde

festgestellt, dass CD 29 und CD 44 bei equinen MSC konstant nachweisbar waren. Da alle
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Inklusionsmarker auch von anderen Zelltypen exprimiert werden, ist es von grofier Bedeutung, die
Expression verschiedener Marker in Kombination zu interpretieren (DOMINICI et al. 2006, PAEBST et
al. 2014). Fur eine Charakterisierung der Zellen als MSC sind somit die drei Kriterien (Plastikadharenz,

tripotentes Differenzierungspotential, Inmunophénotyp) in Verbindung zu setzen.

2.5.2 Quellen

Zahlreiche Gewebe dienen als Quellen fiir die MSC-Gewinnung. Das Knochenmark wurde als erstes
Ursprungsgewebe verwendet. Als Entnahmeort dienen vor allem das Sternum und das Tuber coxae
(STEWART und STEWART 2011). Allerdings handelt es sich zum Beispiel bei der Entnahme aus dem
Brustbein um einen invasiven schmerzhaften Eingriff, der zu Blutungen, Infektionen, Pneumothorax
und -pericard fiihren kann (BREHM et al. 2012, VIDAL et al. 2007). Die Zellausbeute im
Knochenmarkpunktat ist vergleichsweise gering (NIXON et al. 2008), ebenso wie die Proliferationsrate
(STEWART und STEWART 2011). Die Zellalterung beginnt bereits nach 30 Verdopplungen,
wohingegen es bei Zellen aus Nabelschnur- und Fettgewebe 60-80 Verdopplungen sind (VIDAL et al.
2012). Im Vergleich zu MSC anderer Quellen sind die des Knochenmarks durch die héchste osteogene
Differenzierbarkeit charakterisiert (BREHM et al. 2012), allerdings wird die Gefahr einer
Sehnenmineralisierung in der Praxis als gering eingestuft (GEBUREK und STADLER 2011). Gegeniiber
MSC adipogenen Ursprungs ist das chondrogene Differenzierungspotential hoher und gegeniiber MSC
aus Nabelschnurblut niedriger (BREHM et al. 2012).

MSC, die aus Fettgewebe isoliert werden, zeichnen sich durch eine hohe Proliferationsrate und geringe
Zellalterung in vitro aus (BREHM et al. 2012). Die Probengewinnung kann an vielen Stellen erfolgen
(z.B. Glutealregion seitlich des Schweifansatzes, Sternum, intestinal). Die Fettentnahme seitlich des
Schweifansatzes ist am stehenden, sedierten Pferd problemlos moglich und fiihrt nur selten zu
Komplikationen. Im Vergleich zum Knochenmark kénnen aus Fettgewebe viele MSC generiert werden
(Fett: 1-4 % aller kernhaltigen Zellen; Knochenmark: 0,001-0,01 %) (GEBUREK und STADLER 2011,
TAYLOR et al. 2007). Im Vergleich zu anderen Zellquellen weisen diese MSC eine geringere Osteo- und
Chondrogenese auf (STEWART und STEWART 2011). Sie zeichnen sich jedoch durch eine hohere
immunsuppressive Wirkung aus (STEWART und STEWART 2011). BURK et al. (2013b) konnten
nachweisen, dass die Kollagen 1A2-Expression am hochsten und die Expression der Sehnenmarker
Skleraxis und Tenascin-C am zweithdchsten in MSC adipogener Herkunft sind, was einen positiven
Effekt auf die Sehnenheilung haben kénnte.

Ebenfalls ist es moglich MSC aus peripherem Blut zu isolieren. Eine Blutprobenentnahme ist nicht-
invasiv, es konnen allerdings nur wenige Progenitorzellen gewonnen werden (BREHM et al. 2012).
Aufderdem sind die Zellen wahrend der Kultivierung, des Auftauens und des Passagierens sehr fragil
(BREHM etal. 2012).

Nabelschnurblut und -gewebe (perivaskuldres Gewebe: Wharton-Siilze) sowie Fruchtwasser und
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Gewebe der Placenta sind als Quelle fiir die MSC-Isolierung sehr vielversprechend, da sie ein hohes
Differenzierungs- und Proliferationspotential aufweisen (BURK et al. 2013b, CARRADE et al. 2012).
Aus Nabelschnurgewebe koénnen viele MSC gewonnen werden (BURK et al. 2013b). Die osteogene
Differenzierbarkeit bei MSC dieses Ursprungs zeigt eine geringere Mineralisierung (BURK et al.
2013b). Die Probengewinnung ist nicht-invasiv und einfach durchfiihrbar. Es kann eine Zellbank
eingerichtet werden und dadurch ist eine schnelle, terminierte Therapie moglich. Es muss allerdings
beachtet werden, dass diese Gewebe nur unter unsterilen Bedingungen gewonnen werden kénnen
und es dadurch zu bakteriellen Kontaminationen kommen kann (BURK et al. 2013b).

Weitere Quellen wie Sehnen und Béander, Synovia und Muskelgewebe kénnen ebenfalls zur Isolierung
von MSC dienen. Fiir die Anwendung bei Sehnenldsionen werden zur Zeit vor allem MSC aus

Knochenmark und Fettgewebe favorisiert (GEBUREK und STADLER 2011).

2.5.3 Wirkmechanismen

Uber die Wirkmechanismen der MSC ist noch wenig bekannt. Die Therapieoptimierung und
Translation sind somit eingeschrdnkt. Es werden bei der Sehnenheilung derzeit hauptsachlich zwei
Hypothesen zum Wirkmechanismus der MSC diskutiert. Diese sind zum einen die Differenzierung der
MSC in ausgereifte Tendinozyten, welche daraufhin extrazellulire Matrix produzieren und ein
hochwertiges Ersatzgewebe liefern konnten, und zum anderen die indirekte Beeinflussung der
Heilungsprozesse 1iiber Zell-zu-Zellkontakte und Sekretion von 16slichen Faktoren (u.a.
Wachstumsfaktoren, Zytokine) (BREHM et al. 2012, GEBUREK und STADLER 2011, RICHARDSON et al.
2007, SMITH et al. 2003).

Zu den indirekten Effekten gehdéren die Immunmodulation, die Stimulation der Neovaskularisation
und die Anregung der Vorlauferzellen aus dem Para- und Epitendineum zur Synthese extrazellularer
Matrix. MSC wirken antifibrotisch und antiapoptotisch (GEBUREK und STADLER 2011, NIXON et al.
2008, TAYLOR et al. 2007). Bei der Entzlindungsmodulation durch die MSC (STEWART und STEWART
2011) kann die T-Zellproliferation und -aktivierung supprimiert und eine Reifung der dendritischen
Zellen gehemmt werden (CARRADE et al. 2012, KOCH et al. 2009, LAW und CHAUDHURI 2013, YAGI et
al. 2010). Es wird ein immunsuppressives Milieu durch Sekretion verschiedener Faktoren (z.B. PGE-2
und [L-6) erzeugt und es findet eine negative Riickkopplung in Form einer Sekretionshemmung von
TNF-a und IFN-y statt (BREHM et al. 2012, CARRADE et al. 2012, KOCH et al. 2009, LAW und
CHAUDHURI 2013, YAGI et al. 2010). Die Immunreaktion von T-Lymphozyten und die Sekretion von
inflammatorischen Zytokinen wird vermindert und somit werden Entziindungsreaktionen beendet
(CAPLAN 2009, CARRADE et al. 2012, STEWART und STEWART 2011), was sich positiv auf die
Sehnenheilung auswirken koénnte. Allerdings sind auch immunstimulierende Effekte der MSC moglich

(GLENN und WHARTENBY 2014). Es ist aufierdem zu beachten, dass es Unterschiede in der in vitro-
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Immunmodulation und dem in vivo-Verhalten gibt (CARRADE et al. 2012).

In vitro ist die Differenzierung von MSC zu Tendinozyten moglich (BURK et al. 2016b, LOVATI et al.
2012, RAABE et al. 2013, VIOLINI et al. 2009). Die Expression verschiedener Sehnenmarker und
Proteine wie Decorin, Tenomodulin, Tenascin-C, Skleraxis, Smad 8 oder Kollagen 1 steigt zum Beispiel
wahrend der Kokultivierung mit nativem Sehnengewebe, dem Zusatz von Wachstumsfaktor GDF-5
oder BMP-12 oder bei einwirkenden Zugkraften (KUO und TUAN 2008, LOVATI et al. 2012, RAABE et
al. 2013, VIOLINI et al. 2009). Aufderdem ist auch der Phdnotyp der MSC Tendinozyten-dhnlich. Es gibt
allerdings Hinweise darauf, dass das in vitro-Differenzierungspotential nicht dem Verhalten in vivo
entspricht (STEWART und STEWART 2011).

Es existieren in vitro-Untersuchungen sowohl zur tenogenen Differenzierbarkeit (KUO und TUAN
2008, PARK et al. 2010, VIOLINI et al. 2009) als auch zur Immunmodulation (CARRADE et al. 2012),
durch die beide Wirkmechanismen denkbar sind. Allerdings koénnen in vitro die typischen
Gewebedegenerationen in Verbindung mit entziindlichen Prozessen sowie die speziellen
biomechanischen Verhaltnisse in der Sehne nicht vollstandig simuliert werden. Der Wirkmechanismus
intratendinds applizierter MSC wurde in vivo bisher nicht hinreichend untersucht und konnte daher
nicht vollstandig geklart werden. Einige Studien haben jedoch gezeigt, dass nach kurzer Zeit nur noch
wenige Zellen vorhanden sind, die trotzdem einen positiven Effekt auf die Sehnenheilung haben
(GUEST et al. 2008). Diese Beobachtungen deuten auf einen parakrinen Wirkmechanismus der MSC
hin. Ergebnisse von Studien mit humanen und equinen MSC lassen vermuten, dass die indirekte
Beeinflussung der Sehnenheilung potentiell von grofierer Bedeutung ist (GEBUREK und STADLER
2011, NIXON et al. 2008).

Ein fiir das Verstandnis essentieller, aber noch ungeklarter Aspekt ist der Verbleib injizierter MSC in
vivo, weshalb weitere in vivo-Studien zum Wirkmechanismus und zur Biodistribution unerlasslich
sind. Um diese Frage beantworten zu kdnnen, ist es notwendig die applizierten MSC zu markieren und

damit eine Zellverfolgung in vivo méglich zu machen.

2.5.4 Einsatz bei Sehnenldsionen

Der Einsatz von MSC bei der Behandlung von Sehnenerkrankungen ist in der Pferdemedizin etabliert
und wird bereits seit 2003 (SMITH et al. 2003) durchgefiihrt. Verschiedene Studien ergaben
aussichtsreiche Ergebnisse (CARVALHO et al. 2011, CROVACE et al. 2007, FRISBIE und SMITH 2010,
HO et al. 2014, NIXON et al. 2008). Durch den Einsatz der MSC verbessert sich die Struktur der
extrazellularen Matrix und es kommt zu einer héheren Faserdichte mit verbesserter Organisation der
kollagenen Fasern und einer Reduktion der Entziindungszellinfiltration im Vergleich zu
unbehandelten Sehnenldsionen (CROVACE et al. 2010, NIXON et al. 2008). Es wird sowohl eine

erhohte als auch eine verringerte Vaskularisierung der MSC-behandelten Sehnenldsionen von
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verschiedenen Autoren beschrieben (CONZE et al. 2014, NIXON et al. 2008). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass es zu einer Anderung der Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix kommt, wobei
die Expression von Kollagen 1 und COMP erhéht und die von Kollagen 3 verringert wird (CROVACE et
al. 2010). COMP steigert die strukturelle Integritdt, indem es die Kollagenfibrillen bindet und die
Anordnung verbessert (NIXON et al. 2008). Auch ultrasonographisch konnte gezeigt werden, dass die
Ausrichtung der kollagenen Fasern nach der MSC-Applikation verbessert ist, der prozentuale Anteil
rupturierter Sehnenfasern schneller abnimmt und dementsprechend die Echogenitidt im Vergleich
rascher ansteigt (BALESDENT BARREIRA et al. 2008, BREHM et al. 2012).

Diese vielversprechenden Ergebnisse wurden durch klinische Fallkontrollstudien untermauert
(GODWIN et al. 2012, SMITH et al. 2013). Zum Beispiel zeigten BURK und BREHM (2011), dass das
Auftreten rezidivierender Sehnenldsionen bei MSC-behandelten Patienten mit 10-30 % im Vergleich
zu konservativ behandelten Pferden mit bis zu 80 %iger Rezidivrate deutlich geringer war .

Trotz erfolgsversprechender Aussichten gibt es auch beim klinischen Einsatz ungeklarte Aspekte.
Sowohl der Behandlungszeitpunkt als auch die Behandlungsdosis der MSC sind nicht genau definiert.
RICHARDSON et al. (2007) erachten es als essentiell, die Zellsuspension nicht wahrend der initialen
Entziindungsreaktion, jedoch vor dem Einsetzen einer Fibrose zu applizieren. Dies bedeutet in der
Regel, dass die Injektion innerhalb des ersten Monats nach Insult erfolgen sollte. HU et al. (2007)
machten Untersuchungen an Ratten mit induzierten Herzinfarkten, die zeigten, dass eine
Zellapplikation nach einer Woche bessere Ergebnisse erzielte als eine Stunde, zwei Wochen oder einen
Monat nach der Induktion. Unterstiitzt konnte dieses Ergebnis durch Erkenntnisse einer Studie von
SOLE et al. (2013) werden, in der gezeigt wurde, dass MSC nach lokaler Perfusion erst 10 Tage nach
Lasionsinduktion eine vermehrte Akkumulation im Zielgewebe zeigten, nicht aber in 3 Tage alten
Lasionen. GEBUREK und STADLER (2011) veroffentlichten hingegen, dass der Einsatz in der
Proliferationsphase (4.-45. Tag nach Insult) erfolgen sollte. Die Zelldosis, die zu einer Verbesserung
der Sehnenheilung fiihrt, ist nicht bekannt. In einer Veroéffentlichung von FRISBIE und SMITH (2010)
wird angenommen, dass die optimale Zellzahl mehrere Millionen (Mio) betrdagt. Vergleichende
Untersuchungen wurden bisher jedoch nicht durchgefiihrt (DAHLGREN 2009, KOCH et al. 2009).
Lediglich die Orientierung an angegebenen Konzentrationen in der Literatur ist mdoglich
(RICHARDSON et al. 2007).

Die optimale Applikationsform der MSC bei zentralen Sehnenldsionen stellt die direkte, intraldsionale
Injektion dar (TRELA et al. 2014), da durch dieses Verfahren eine hohe Zellkonzentration unmittelbar
im Defekt erzeugt wird (BECERRA et al. 2013, SOLE et al. 2013). Untersuchungen haben gezeigt, dass
die intraldsionale Applikation zu keiner vermehrten Druckdolenz oder ultrasonographischen
Vergrofierung der Sehne oder der Lasion fithrt (CARVALHO et al. 2011).

Eine intravendse Applikation oder regionale Perfusion der MSC ist generell auch mdglich, da den MSC

die Eigenschaft des gezielten Einwanderns in geschadigten Gewebe (Homing) zugeschrieben wird
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(CARVALHO et al. 2014, SOLE et al. 2012, SOLE et al. 2013). Allerdings geschieht dieses inkonsistent
und inaddquat und somit ist ihre Bedeutung bei der Behandlung von Sehnenerkrankungen als gering
einzuschatzen (BECERRA et al. 2013). Die lokale Perfusion stellt lediglich eine Alternative bei einer
umfangreichen Sehnenldsion oder Unzuginglichkeit der Sehne dar. Mit Hilfe szintigraphischer
Untersuchungen konnte aufgrund der geringen Auflésung nicht geklart werden, ob die radioaktiv
markierten MSC nach lokaler Perfusion die Gefafse verlassen (BECERRA et al. 2013). Die Durchfiihrung
einer lokalen intraarteriellen Perfusion ist am stehenden Pferd problematisch, aufRerdem fiihrt sie bei
Verwendung eines Stauschlauches zu Komplikationen in Form von Thromben. Durch die intravendése
Perfusion konnte nicht dieselbe Zellkonzentration wie durch die intraarteriellen Perfusion erreicht
werden. Aufierdem zeigte sich bei der Durchfiihrung der lokalen intravendsen Perfusion am
stehenden, sedierten Pferd eine hohere Varianz und eine geringe initiale Konzentration im
Sehnengewebe sowie eine reduzierte Persistenz und Distribution der markierten Zellen im Vergleich
zu der Durchfiihrung in Allgemeinandsthesie (SOLE et al. 2012, SOLE et al. 2013, SPRIET et al. 2015,
TRELA et al. 2014). Auf3erdem fiihrt die intravendse Injektion zu einer Akkumulation der applizierten
MSC im Lungenfeld und ein Homing konnte in diesem Versuch nicht nachvollzogen werden (BECERRA
et al. 2013). Der klinische Einsatz dieser Applikationsformen ist daher insgesamt als fraglich

einzuordnen.

2.5.5 Zelltracking

Der Begriff ,Zelltracking” beschreibt den Nachweis lebender Zellen tiber Raum und Zeit in einem
Gewebe. Fiir diese Nachverfolgung ist eine Markierung der Zellen notwendig. Der Verbleib der MSC
nach lokaler Applikation ist fiir das Verstandnis des Wirkungsmechanismus von grofder Bedeutung.
Die Lokalisation, die Verteilung mit méglicher Migration und die Viabilitdt der MSC kann beurteilt
werden. Bislang wurden im Hinblick auf die MSC-Behandlung von Sehnenerkrankungen Studien mit

folgenden verschiedenen Markierungsmethoden durchgefiihrt:

Technetium-99

Die Markierung von MSC mit dem Radionukleotid Technetium-99 und der szintigraphischen
Untersuchung fiihrt zur in vivo-Darstellbarkeit der Zellen (BECERRA et al. 2013, SOLE et al. 2012,
SOLE et al. 2013, SPRIET et al. 2015, TRELA et al. 2014). Allerdings ist die Zellverfolgung nur iiber
einen sehr kurzen Zeitraum von 24 Stunden moglich und die geringe Auflésung szintigraphischer
Aufnahmen fiihrt zu einer reduzierten Detektierbarkeit kleiner Zellkonzentrationen und deren

exakten Lokalisation (SOLE et al. 2012).
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Fluoreszierende Proteine

Eine weitere Moglichkeit der Zellverfolgung stellt die Transfektion der MSC mit griinfluoreszierendem
Protein (GFP) dar (GUEST et al. 2008, 2010). Die Markierung mit diesem Signalmolekiil ist stabil und
das Markergen wird auch bei der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Somit kénnen die
Zellen Uber einen langeren Zeitraum dargestellt werden und die Zellexpansion ist detektierbar. Die
MSC-Integration und Viabilitdit kann beurteilt werden. Es ist eine Auswertung von Gewebe- und
Blutprobenproben mittels Fluoreszenz-basierter Verfahren moglich. Allerdings ist eine
kontinuierliche nicht-invasive Zellverfolgung in einem Gewebe eines lebenden Grofitieres nicht

durchfithrbar.

Quantum dots
CARVALHO et al. (2014) haben intraldsional applizierte MSC mit fluoreszierenden Nanokristallen

(Quantum dots) markiert. Diese konnen mittels histologischer Untersuchungen und
fluoreszenzbasierter = Durchflusszytometrie im behandelten Sehnengewebe und mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie im peripheren Blut detektiert werden. Eine nicht-invasive
Detektion der markierten Zellen in vivo ist jedoch wiederum nicht moéglich. Dartiber hinaus ist die
intrazytoplasmatische Markierung mit Quantum dots fiir ein Langzeittracking im Sehnengewebe

ungeeignet.

Superparamagnetisches Eisenoxid

Die Markierung mit SPIO-Partikeln stellt eine weitere Moglichkeit des Zelltrackings dar (ADDICOTT et
al. 2011, BOURZAC et al. 2014). Es handelt sich um einen Dextran-umhiillten Eisenoxidkern, der
mehrere tausend zwei- und dreiwertige Eisenatome enthdlt (GRIMM et al. 2007) (Magnetit:
Fe3+[Fe3+Fe2+*]04). Die Dextran-Hille dient der Stabilisierung und ist aufgrund ihrer biologischen
Abbaubarkeit gut vertrdglich. Sie ermdglicht die Aufnahme der SPIO-Partikel in die MSC tuber
Endozytose, so dass sie in zytoplasmatischen Vesikeln vorliegen.

Sie stellen sich in der MRT, vor allem in T1w- und T2*w-Sequenzen, als hypointense Bereiche dar, da
sie durch eine Magnetfeldstérung zu einem Suszeptibilitatsartefakt fiihren. Die SP10-Partikel wirken
als negatives Kontrastmittel und verkiirzen die T2-Relaxationszeit. Es kommt zu lokalen
Inhomogenitdten des Magnetfeldes und zur Spin-Dephasierung (GRIMM et al. 2007, LIU und FRANK
2009, ROGERS et al. 2006). Dieser Effekt ist allerdings sowohl von der Zellzahl als auch von der
Konzentration der SPIO-Partikel in einer Zelle, und dementsprechend von der Zellproliferation,
abhangig (WANG et al. 2009, YANG et al. 2013).

Dieses Verfahren bietet gegeniiber den oben genannten Methoden grofde Vorteile, da es sich nicht um
einen radioaktiven Stoff handelt und die applizierten Zellen in vivo iiber mehrere Wochen

kontinuierlich und nicht-invasiv detektiert werden kénnen. Aufierdem konnen die umgebenden
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Strukturen mittels MRT dargestellt werden und somit ist in vivo gleichzeitig eine langfristige
Untersuchung der Biodistribution und der Sehnenheilung durch die Auswertung der verschiedenen
MRT-Sequenzen moglich. Erste Studien haben gezeigt, dass Zellmarkierung mit SPIO-Partikeln und der
MRT-Detektion auch im Pferdemodell durchfiihrbar sind (BERNER et al. 2016, GEBUREK et al. 2016).
Die Zellmarkierung mit SPIO-Partikeln hat keinen oder nur geringen Einfluss auf die in vitro-
Eigenschaften der MSC, allenfalls bei der Markierung mit einer hohen Eisenpartikelkonzentration
(ADDICOTT et al. 2011, BOURZAC et al. 2014, CRABBE et al. 2010, JULKE et al. 2015, SCHARF et al.
2015, WANG et al. 2009). In einer Studie von ADDICOTT et al. (2011) wurde festgestellt, dass bei einer
Eisenkonzentration von = 20 ug/ml die Effizienz der Markierung bei = 95 % liegt und die MSC nach
einer Markierung mit 20 ug Molday ION Rhodamin B/ml 15 pg Fe/MSC enthalten. Die Viabiltat der
Zellen wird erst ab einer Konzentration von 30 ug/ml beeinflusst. Bei héheren Konzentrationen
kommt es nur zu einer geringen Erhéhung der Eisenpartikelkonzentration in der Zelle, welche keinen
grofden Einfluss auf den Kontrast in der MRT hat. Ihren Erkenntnissen nach ist 20 ug Fe/ml die
optimale Eisenkonzentration fiir die SPI0-Markierung im Hinblick auf die Uberlebensrate, die Effizienz
der Markierung und die Eisenpartikelaufnahme.

In einem Versuch von WANG et al. (2009) wurde gezeigt, dass die SPIO-Markierung keinen Einfluss auf
die chondrogene Differenzierung der MSC hat, allerdings konnte dies in verschiedenen Versuchen
nicht bestitigt werden (JULKE et al. 2015, SCHARF et al. 2015). Dieses ist jedoch nicht von grofer
Bedeutung fiir die Therapie von Sehnenerkrankungen. In in vivo-Studien konnten bisher ebenfalls
keine negativen Resultate festgestellt werden (BERNER et al. 2016, DELLING et al. 2015a, YANG et al.
2013). In einer in vitro-Studie von JULKE et al. (2015) wurden SPIO-Partikel unterschiedlicher
Anbieter verglichen. Dabei zeichnete sich Molday ION Rhodamine B (BioPAL, Inc.,, Worcester, USA)
durch einen hohen, ausschliefdlich intrazellularen Gehalt von Eisenpartikeln und eine hohe
Markierungseffizienz aus. Es konnte konstant ein hypointenses Signal in der MRT detektiert werden.
In einer Studie von DELLING et al. (2015b) zeigte sich im Schafmodell, dass die intraartikuldre
Applikation von vitalen SPIO-markierten MSC zu langanhaltenden hypointensen Artefakten in der
Synovialmembran fiithrten. Hingegen war nach der Applikation von nicht-vitalen MSC lediglich ein
schwicheres und inkonsistentes hypointenses Signal feststellbar. Die Applikation von freien SPIO-
Partikeln fiihrte nur zu einem hyperintensen Signal in der Synovia, jedoch ausschliefilich direkt nach
der Injektion. Auch WANG et al. (2009) berichteten, dass die in der MRT sichtbaren hypointensen
Artefakte im Wesentlichen durch intrazelluldres Eisenoxid in MSC verursacht werden.

Die Nachweisgrenze der SPIO-markierten MSC hédngt von der Schichtdicke (ST) der MRT-Aufnahmen
ab (LIU und FRANK 2009). Mit zunehmender Schichtdicke nimmt die Bildqualitit ab und
Gewebegrenzflachen sind schlechter abgrenzbar, welches als Partialvolumeneffekt bezeichnet wird.
Dieser tritt vor allem auf, wenn die Schichtdicke die Dimension der abzubildenden Struktur

liberschreitet und es dadurch zu einer Uberlagerung der Signale kommt (NITZ et al. 2007). Ab einer
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Zellkonzentration von 105 sind die SPIO-markierten MSC in vitro zuverlassig als hypointenser Artefakt
in der Niederfeld-MRT darstellbar (BERNER et al. 2016). Dabei ist die Signalveranderung in der MRT
umso starker, desto hoher die Zellanzahl und SP10-Konzentration in einer Zelle sind (ADDICOTT et al.
2011, LIU und FRANK 2009, SCHARF et al. 2015). Es gibt unterschiedliche Angaben zum Verhalten
wdhrend der Zellteilung. Die Hersteller von Molday ION Rhodamin B BioPAL weisen in ihren
Anwendungshinweisen daraufhin, dass die SPIO-Partikel in gleichen Teilen an die Tochterzellen
weitergegeben werden und somit liber 4 Generationen nachweisbar sind (BIOPHYSICS ASSAY
LABORATORY 2016). Hingegen wird von anderen berichtet, dass es nicht zu einer Halbierung der
SPIO-Partikel wiahrend der Zellteilung kommt (BOURZAC et al. 2014). Ubereinstimmung besteht darin,
dass es durch die Zellteilung zu einer Verdiinnung der SPIO-Partikeln in der Zellpopulation kommt,
also die Markierung individueller Zellen abnimmt, und es damit zu einer Reduktion des hypointensen
Artefaktes in der MRT kommt (BOURZAC et al. 2014, JULKE et al. 2015, WANG et al. 2009). Eine
weitere Ursache dafiir kann die Verstoffwechselung in Lysosomen oder die Exozytose der SPIO-
Partikel darstellen (BOURZAC et al. 2014, JULKE et al. 2015). Die applizierte Zellzahl in einer in vivo-
Studie zum Zweck des Zelltrackings sollte hoch gewdahlt werden, da die Detektion von einigen
Faktoren, wie Zellproliferation, -viabilitdt und -migration abhangig ist (BOURZAC et al. 2014).

Eine prazise Abgrenzung der hypointensen SPIO-Artefakte vom umliegenden hypointensen, gesunden
Sehnengewebe ist in Standard-MRT-Sequenzen schwierig (GEBUREK et al. 2016). Durch die parallel
orientierten kollagenen Fasern, den geringen Gehalt an Wassermolekiilen und die verbesserte Dipol-
Dipol-Wechselwirkung weist gesundes Sehnengewebe kein oder nur ein sehr geringes MRT-Signal auf,
da die T2-Relaxationszeit aufgrund der schnellen Dephasierung der Protonen nach der Anregung kurz
ist (BUSONI und SNAPS 2002, HAYES und PARELLADA 1996, WERPY et al. 2010).

Diese Schwierigkeit kann durch die Zuhilfenahme des Magic Angle-Effektes liberwunden werden
(BURK et al. 2013a, YANG et al. 2013). Der Magic Angle tritt bei MRT-Sequenzen mit geringen
Echozeiten wie Protonen-, Tlw-, T2*w- und STIR-Sequenzen auf (WERPY et al. 2010). Das zu
untersuchende Sehnengewebe wird in einem Winkel (8) von 54,75° +/- 10° zum Hauptmagnetfeld
(Bo) orientiert. Die T2-Relaxationszeit-Verldngerung und die daraus resultierende Zunahme der SI des
gesunden Sehnengewebes sind die Folgen einer Minimierung der Dipol-Dipol-Interaktionen
(3cosf -1 = 0) (BUSONI und SNAPS 2002, BYDDER et al. 2007, FULLERTON und RAHAL 2007,
HAYES und PARELLADA 1996). Die Dipol-Interaktionen der Wasserstoffprotonen sind parallel zu den
kollagenen Fasern orientiert und somit werden sie bei einer Winkeldnderung der Sehne zum
Hauptmagnetfeld reduziert (HAYES und PARELLADA 1996). ERICKSON et al. (1991) haben
Untersuchungen zum Einfluss der Sehnenorientierung im Hauptmagnetfeld (Bo) durchgefiihrt. Diese
zeigten, dass die SI des Sehnengewebes deutlich bei Aufnahmen im Magic Angle (*55°) zunimmt. Eine
intermedidre SI war bei einer Sehnenorientierung zum Hauptmagnetfeld von 45° und 65° sowie keine

erhohte SI bei 0° und 90° zu beobachten. Es kommt zu einer Kontrastverstarkung mit hyperintenser

24



Literaturiibersicht

Darstellung des Sehnengewebes und daher ist die Abgrenzung hypointenser SPIO-Artefakte einfacher
moglich. Diese Technik wurde im Zusammenhang mit SPIO-markierten MSC bisher in vivo nur in
einem Kaninchenmodell angewendet (YANG et al. 2013) und ist fiir die equine OBS nicht etabliert.

Eine Quantifizierung der im Gewebe vorhandenen MSC ist mittels MRT nur indirekt méglich (LIU und
FRANK 2009). Eine histologische Untersuchung ist notwendig, um die Zellassoziation der SPIO-
Partikel, die Viabilitdit und die Integration der markierten MSC im Sehnengewebe beurteilen zu
konnen. Die Eisenpartikel lassen sich mittels Preufdisch Blau anfarben. Zudem lasst sich die SPIO-
Markierung mit Fluoreszenzmarkierungen wie GFP oder Rhodamin B kombinieren, welches den

Informationsgehalt durch Kombinierbarkeit von in vivo-, ex vivo- und in vitro-Untersuchungen erhéht.
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3  Zielstellung und Hypothesen

Die bisherigen Studien zur MSC-Behandlung equiner Sehnenerkrankungen werfen die Fragen auf, ob
die MSC langfristig intratendinés vorhanden sind, wie die Biodistribution der Zellen ist und auf welche
Weise sie wahrend dieses Zeitraumes wirken, um die bisher empirisch nachgewiesenen langfristigen
Verbesserungen zu erzielen.

Eine umfassende Untersuchung der lokalen Distribution intraldsional applizierter MSC iiber einen
langen Zeitraum sowie die Untersuchung einer potentiellen systemischen Verteilung und gezielten
Einwanderung der MSC in anderes geschddigtes Gewebe wurde bisher nicht durchgefiihrt und ist

wesentliches Anliegen dieser Dissertation.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Aufschluss iiber die Darstellbarkeit SPIO-markierter MSC als
hypointense Artefakte in MRT-Aufnahmen zu geben, nach Injektion der Zellen in induzierte
Sehnenldsionen im Grofdtiermodell Pferd und tiber einen Beobachtungszeitraum von 24 Wochen.
Weiterhin sollte in diesem Zusammenhang evaluiert werden, ob der Magic Angle-Effekt genutzt
werden kann, um in equinen OBS bei stehenden, sedierten Pferden den Informationsgehalt der MRT
zu erhohen. Schliefdlich sollten die MRT-Ergebnisse hinsichtlich des Zellverbleibes histologisch
Uberpriift und ergdnzende Untersuchungen zur moglichen systemischen Distribution der MSC

durchgefiihrt werden.

Es wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

- Nach intratendindser Injektion SPIO-markierter MSC sind dadurch bedingte hypointense
Artefakte liber mindestens 12 Wochen darstellbar.

- Es kommt zu einer Reduktion der Signalintensitdt und Dimension der hypointensen Artefakte
im Laufe der Beobachtungszeit.

- Die Erzeugung des Magic Angle-Effektes in der OBS stehender, sedierter Pferde ist im
Niederfeld-MRT moglich.

- Durch die Nutzung des Magic Angle-Effektes erhoht sich die Abgrenzbarkeit hypointenser
Artefakte von gesundem, hypointensen Sehnengewebe und steigert somit die Sensitivitat der
Methode.

- Die in der MRT beobachteten hypointensen Artefakte sind SPIO-markierten Zellen zuzuordnen,
was durch histologische Untersuchungen verifiziert werden kann.

- Die MSC zeigen eine lokale Migration am Ort ihrer Injektion, jedoch keine systemische

Biodistribution und keine Einwanderung in anderes geschidigtes Gewebe.
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4 Tiere, Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Die vorliegend beschriebene in vivo-Studie sollte Ergebnisse zur vergleichenden Sehnenheilung und
Biodistribution der markierten MSC, die zur intraldsionalen Zelltherapie eingesetzt wurden, liefern.
Um diese Ziele zu erreichen, wurden mit Genehmigung des Tierversuchsvorhabens durch die lokale
Ethikkommission (Tierversuchsvorhaben TVV 34/13, Landesdirektion Sachsen, Dienststelle Leipzig,
vom 25.11.2013) sechs Pferde als Versuchstiere verwendet. Sehnenldsionen wurden in den OBS aller
vier Gliedmafen mechanisch-enzymatisch induziert. Drei Wochen spater wurden autologe, mit
Eisenpartikeln und Rhodamin B markierte MSC beziehungsweise lediglich Serum als Placebo unter
Ultraschallkontrolle intraldsional appliziert. Die Pferde wurden regelméafiig klinisch untersucht sowie
Ultraschalluntersuchungen durchgefiihrt. Durch die MRT konnten die applizierten Zellen basierend
auf ihrer Eisenmarkierung dargestellt werden. Aufierdem wurden in einem Zeitraum von sieben
Tagen vor und nach der Zellapplikation mehrere vendse Blutproben entnommen um gegebenenfalls
enthaltene Rhodamin B-positive MSC zu detektieren. Drei Wochen nach der Zellapplikation wurden
Biopsien aus den OBS der Hintergliedmaféen entnommen, um in der frithen Phase der Sehnenheilung
Untersuchungen durchzufiihren. 24 Wochen nach Zellapplikation wurden die Tiere euthanasiert und
die vollstindigen OBS der Vordergliedmafien entnommen. Die Gewebeproben wurden histologischen
Untersuchungen, der Durchflusszytometrie und molekularbiologischen Untersuchungen zugefiihrt.
Ziele des Projektes waren die Beurteilung der Sehnenheilung sowie die Verfolgung der SPIO-
markierten MSC. Die Ergebnisse sollten Hinweise zum Wirkmechanismus der applizierten MSC geben,
um die regenerativen Therapiemdoglichkeiten von Sehnenerkrankungen in der Veterindrmedizin zu
verbessern.

Diese Monographie befasst sich mit der Biodistribution der MSC und ihrem Verbleib im Gewebe,
inklusive Zellmarkierung und Tracking der gelabelten Zellen in der Sehne mittels MRT, sowie im

venosen Blut und in Gewebeproben mittels Histologie und Durchflusszytometrie.
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Tab. 1 Ubersicht zum Versuchsablauf (HGM = Hintergliedmafe; VGM = Vordergliedmaf3e;

min = Minuten; Wo. = Wochen)

Invasive Eingriffe Klinische und Bewegungs- Labor
bildgebende programm
Untersuchungen
-4 Wo. Eingangsuntersuchung  Paddock
-3 Wo.  Tendinopathie- Boxenruhe Zellisolation und
induktion und —expansion
Fettentnahme
Tag 0 Zell- bzw. Folgeuntersuchung vor = Boxenruhe Zellmarkierung und
Serumapplikation und nach der -vorbereitung fiir die
Applikation Applikation sowie
Zellcharakterisierung
Tag 0- Blutprobenentnahme Probenanalyse
1 Wo.
1 Wo. Folgeuntersuchung Boxenruhe
2 Wo. Folgeuntersuchung 10 min
Schritt
3 Wo. Sehnen- (HGM) und Folgeuntersuchung 10 min Probenanalyse
Muskelbiopsie- Schritt
entnahmen
4 Wo. Folgeuntersuchung 10 min
Schritt
5 Wo. 15 min
Schritt
6 Wo. Folgeuntersuchung 15 min
Schritt
7 Wo. 20 min
Schritt
8 Wo. Folgeuntersuchung 20 min
Schritt
9 Wo. 25 min
Schritt
11 Wo. 30 min
Schritt
12 Wo. Folgeuntersuchung 30 min
Schritt
13 Wo. 35 min
Schritt
15 Wo. 40 min
Schritt
17 Wo. 40 min
Schritt und 5
min Trab
21 Wo. 35 min
Schritt und
10 min Trab
24 Wo. Euthanasie und Folgeuntersuchung 35 min Probenanalyse
Probenentnahme Schritt und
(VGM) 10 min Trab
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4.2 Probanden

Es wurden in die in-vivo Studie sieben Traber eingeschlossen. Ein Proband diente als Pilotpferd, um
die Abldufe des Versuches zu optimieren und um zu beurteilen, ob der Versuchsaufbau die benétigten
Ergebnisse liefern kann. Bei dreien der Traber handelte es sich um Stuten und bei zweien um Hengste.
Die restlichen zwei Tiere waren Wallache. Es wurden nur Pferde zwischen drei und zehn Jahren fiir
die Studie verwendet, da es durch gegebenenfalls bessere Heilungstendenzen bei jiingeren Tieren und
eine hohere Inzidenz von Vorerkrankungen an dem Bewegungsapparat bei adlteren Pferden zu
Verzerrungen der Ergebnisse kommen konnte. Die Kérpermasse (KM) lag zwischen 400 und 550 kg.
Die Probanden mussten vor Beginn des Versuches sowohl frei von Allgemeinerkrankungen als auch
frei von Lahmheit und Vorerkrankungen der Oberflachlichen Beugesehne sein. Diese Pathologien
wurde im Rahmen einer klinischer Untersuchung, Ultraschall- und MRT-Untersuchung

ausgeschlossen.

4.3 Probandenmanagement und Diagnostik

Die sechs Pferde wurden fiir die Hauptstudie zwei Gruppen a drei Pferden zugeordnet, um das
Projektmanagement bewaltigen zu kénnen.

Sowohl vor als auch nach der Tendinopathieinduktion wurden die Pferde regelmafiig klinisch
untersucht und Ultraschall- und MRT-Untersuchungen der Gliedmafien durchgefiihrt (siehe Tab. 1
Eingangs- und Folgeuntersuchung). Bis zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme an den Hintergliedmaf3en
(drei Wochen nach der Zellapplikation) wurden alle vier Gliedmafien, danach nur noch die

Vordergliedmafien, in die Untersuchungen einbezogen.

4.3.1 Pain Score

Der Allgemeinzustand der Probanden wurde anhand eines Pain Scores an den zehn Tage nach der
Tendinopathieinduktion und nach der Biopsieentnahme kontrolliert. Morgens und abends wurden die
Vitalparameter und das Allgemeinverhalten des Tieres festgehalten. Einmal tdglich wurde die
tierarztliche Beurteilung anhand des Pain Scores dokumentiert (GITTEL et al. 2014). Die Parameter
wurden in Anlehnung an bestehende Pain Scores festgelegt (BUSSIERES et al. 2008, PRITCHETT et al.
2003, RAEKALLIO et al. 1997, VAN LOON et al. 2014). Es wurden das Allgemeinverhalten, die
Vitalparameter, die Maulschleimhdute, die Gliedmafienbelastung (im Stand und im Schritt) mit
Pulsation der Arteriae (Aa.) palmares digitales laterales und mediales und das OP-Gebiet
(Manipulation des Pferdes am Verband und Druckdolenz, gegebenenfalls Schwellung und

Sekretabfluss nach Entfernung des Verbandes) beurteilt. In diesem Scoring wurden fiir die erhobenen
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Befunde Punkte vergeben. Die Gesamtpunktzahl entschied {iber eine zusatzliche
Schmerzmittelmedikation und gab gegebenenfalls Anlass zu weiteren Mafnahmen (z.B.
intensivmedizinische Betreuung, Wundbehandlung und Einsatz von Antibiose). Genauere
Erliuterungen zum Pain Scores und das weitere Vorgehen sind im Anhang (Anlage 1 und Anlage 2)

einsehbar.

4.3.2 Bewegungsprogramm

Alle Probanden wurden ab der dritten Woche nach der Zellapplikation einem kontrollierten
Bewegungsprogramm unterzogen, welches sich an den auf dem Havemeyer Symposium 2007
aufgestellten Richtlinien orientierte (SMITH und MCILWRAITH 2012). Dieses begann mit 10 min
Schritt an der Hand beziehungsweise auf einem Laufband und steigerte sich bis zur 21. Woche auf 35

min Schritt und 10 min Trab an der Longe beziehungsweise auf dem Laufband pro Tag (Tab. 1).

4.3.3 MRT-Untersuchung

a) Technische Daten

Flr die MRT-Untersuchung wurde ein 0,27 Tesla Niederfeld-MRT-System (Standing Equine MRI, EQZ2,
Hallmarq Veterinary Imaging, Guildford, UK) verwendet. Dieses System ist geeignet, um Regionen
distal des Karpus und des Tarsus stehender, sedierter Pferde zu untersuchen. Der hufeisenfé6rmige
Permanentmagnet ist iiber einer flachen Grube installiert und kann dadurch in drei Dimensionen
bewegt werden, die zu untersuchende Region konnte somit optimal im Magnetfeld positioniert
werden.

Die Einstellungen der MRT-Sequenzen sind nachfolgend tabellarisch dargestellt (Tab. 2).

Tab. 2 Einstellung der MRT-Sequenzen (GRE: gradient echo; FSE: fast spin echo; STIR short tau

inversion recovery; TR: time to repeat; TE: time to echo; ST: slice thickness; FOV: field of view)

Sequenz TR (ms) TE (ms) Flip angle ST (mm) Gap (mm) FOV(mm) Matrix

T1w GRE 52 8 50° 5 1 171x171 256x256
T2*w GRE 68 13 25° 5 171x171 256x256
T2w FSE 1544 88 90° 5 1 171x171 256x256
STIR 2336 22 90° 5 1 171x171 256x256

b) Vorbereitung der Probanden
Den Probanden wurde lateral an jeder zu untersuchenden Gliedmafie in definierter Hohe eine

Fischolkapsel mit Hilfe einer Mullbinde angebracht, um in den MRT-Aufnahmen lateral und medial
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unterscheiden zu kénnen und einen Fixpunkt zur Héhe unterschiedlicher anatomischer Strukturen zu
erhalten. Ein Rohrenwatteverband gewahrleistete den optimalen Halt der MRT-Spule.

Den Pferden wurde zundchst ein Venenkatheter in die Vena (V.) jugularis eingelegt und sie erhielten
intravends (i.v.) eine an ihre KM angepasste Sedierung durch Romifidin (0,04 mg/kg KM i.v.) und
Butorphanol (0,02 mg/kg KM iv.). Anschlieffend wurden sie mittels Dauertropfinfusion (20 mg

Detomidin und 10 mg Butorphanol in 500 ml NaCl-Lésung) in einem tiefsedierten Zustand gehalten.

c) Durchfithrung

Die zu untersuchenden Gliedmaf3en der Pferde wurden nacheinander in dem hufeisenférmigen
Permanentmagneten positioniert und die Spule angelegt, gegebenenfalls spiater noch einmal versetzt
und die unterschiedlichen Sequenzen aufgenommen.

Zum einen wurden Standard-Aufnahmen aller vier Gliedmafien erstellt, indem die zu untersuchenden
Gliedmaféen 90° zum horizontalen Hauptmagnetfeld (Bo) orientiert wurden (Abb. 2B). Das Pferd
wurde so positioniert, dass sich die Schenkel des Permanentmagneten lateral und medial der zu
untersuchenden Gliedmafde befunden haben. Folgende Sequenzen wurden in transversaler Ebene von
dem gesamten Lasionsbereich erstellt: T1w GRE-, T2*w GRE-, T2w FSE- und STIR-Sequenzen.

Zum anderen wurden die Metakarpalregionen der Vordergliedmafien in einem anndhernd 55°-Winkel
(Magic Angle) zum horizontal verlaufenden Hauptmagnetfeld orientiert (Abb. 2A). Die Methode
musste an dem Pilotpferd der Studie etabliert werden, da diese Untersuchungstechnik bisher noch an
keinem lebenden Pferd Anwendung gefunden hatte. Die Pferde wurden im MRT-Raum um 90°
gedreht, sodass sich die Schenkel des Permanentmagneten dorsal und palmar der zu untersuchenden
Gliedmafie lokalisiert waren. Zuséatzlich wurde dann das Bein im Bereich des Karpus angewinkelt,
sodass die OBS etwa im 55°-Winkel zum Magnetfeld orientiert war. Wahrend dieser Positionierung

wurden transversale T1w und T2*w GRE-Sequenzen erstellt.
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Abb. 2 Positionierung der Gliedmafien im Permanentmagnetes eines equinen Niederfeld-MRT:

(A) Magic Angle, (B) Standard 90°

4.4 Invasive Eingriffe

4.4.1 Tendiopathieinduktion

Die Tendinopathien wurden an allen vier OBS jedes Pferdes experimentell durch die Injektion des
Enzyms Kollagenase unter Allgemeinandsthesie liber einen mechanisch erzeugten Zugang induziert.
Diese Vorgehensweise basiert auf etablierten Tendinopathiemodellen (SCHRAMME et al. 2010a,
WATTS et al. 2012, WILLIAMS et al. 1984).

Zunachst wurde den Pferden eine Brauniile in die V. jugularis eingelegt. Sie wurden sediert (Romifidin
0,04 mg/kg KM und Butorphanol 0,02 mg/kg KM i.v.) und die Vollnarkose wurde mit Diazepam
(0,08 mg/kg KM iv.) und Ketamin (2,2 mg/kg KM iv.) eingeleitet und per Inhalationsnarkose
(Isofluran) und ,Triple drip“ (Romifidin 30 mg und Ketamin 3 g in 500 ml Myolaxin (Guaifenesin
15 %)) als Dauertropfinfusion je nach Bedarf erhalten. Das Tier wurde in Seitenlage gelagert und an
jeder Gliedmafie mit Hilfe einer Esmarch-Binde eine kiinstliche Blutleere erzeugt, um eine optimale
Sicht wahrend der Operation zu gewahrleisten. Die Metakarpi und -tarsi wurden geschoren und

antiseptisch mittels Jodseife, 70 %igem Ethanol und Jodlésung vorbereitet.
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Es wurde an den Vordergliedmafien mittig auf der Strecke zwischen Os carpi accessorium und Sporn
und an den Hintergliedmafien zwischen oberem und mittlerem Drittel der Strecke zwischen
Griffelbeinkdpfchen und Sporn plantar ein von proximal nach distal verlaufender, etwa 2 cm langer
Hautschnitt mit Hilfe eines 22er Skalpells gesetzt. Das Peritendineum wurde durch eine Stichinzision
mit einem 1ler Skalpell geoffnet. Durch diese Stichinzision = wurde eine
Knochenmarkextraktionskantile (11 G; 3 mm Aufdendurchmesser) in die Oberflachliche Beugesehne
eingefiihrt und unter rotierender Bewegung flach 2 cm nach proximal vorgeschoben. Der Mandrin
wurde aus der Knochenmarkextraktionskantile entfernt und 0,2 ml Kollagenasel6sung (4,8 mg/ml, in
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS)) in die Sehne injiziert. Danach wurde die Punktionskaniile
innerhalb der Sehne 1 cm nach distal zuriickgezogen und dort weitere 0,2 ml Kollagenaselosung
injiziert. Daraufhin wurde die Knochenmarkspunktionskaniile unter Druck mit Gazetupfern entfernt.
Das Peritendineum und die Unterhaut wurden fortlaufend gendht (Faden: MonoPlus 2-0, schneidende
Nadel) und die Haut mit Einzelheften verschlossen (Faden: Dafilon 2-0, schneidende Nadel).

An allen vier Gliedmaféen wurden Druckverbdnde angelegt, diese wurden nach sieben Tagen einmal
gewechselt und nach insgesamt 14 Tagen entfernt. Zu diesem Zeitpunkt wurden ebenfalls die Faden
gezogen.

Die Probanden erhielten perioperativ Medikamente, die in Tab. 3 mit ihren Dosierungen aufgefiihrt

sind.

Tab. 3 Perioperative medikamentdse Versorgung der Versuchspferde (tgl. = taglich; p.o. = per os)

Tage nach Wirkstoff und Dosierung

Tendinopathieinduktion

Tag 0 - 2xtgl. 1,1 mg/kg KM Flunixin-Meglumin i.v.
- praoperativ: 6,6 mg/kg KM Gentamicin und 20.000 IU/kg KM
Benzylpenicillin-Natrium G i.v.
- 10 Std. postoperativ: 20.000 1U/kg KM Benzylpenicillin-

Natrium G i.v.

Tag 1-4 - 2xtgl. 0,55 mg/kg KM Flunixin-Meglumin p.o.
Tag 5-6 - 0,55 mg/kg KM Flunixin-Meglumin 1x tgl. p.o.
Tag 0-10 - nach Bedarf (Pain Score, Abschnitt 3.3.2)
Tag 0-4 - 2,2 mg/kg KM Omeprazol p.o.

4.4.2 Fettentnahme
Wahrend der Operation der Tendinopathieinduktion wurden aufierdem etwa 9 g subkutanes

Fettgewebe eine Hand breit seitlich des Schweifansatzes entnommen. Der Bereich wurde
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ausgeschoren und ebenfalls antiseptisch vorbereitet. Es wurde ein Hautschnitt von 5 cm Linge mit
einem 22er Skalpell gesetzt, das Unterhautfettgewebe mittels gebogener Metzenbaumschere
abprapariert und in ein mit Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) gefiilltes steriles Transportgefaf3
verbracht. Durch Einzelhefte wurde die Unterhaut (Faden: Monoplus 2-0, schneidende Nadel) und die
Haut (Faden: Dafilon 2-0, schneidende Nadel) verschlossen, Jodspray auf den verschlossenen
Wundbereich aufgetragen und eine Wundauflage mit Hilfe eines Klebeflieses befestigt. Die
Wundabdeckung wurde regelméafdig gewechselt und die Faden nach zehn Tagen entfernt.

Aus dem entnommenen Fettgewebe wurden anschlieffend im Zellkulturlabor MSC zur spateren

intraldsionalen Applikation isoliert und expandiert.

4.4.3 Zellapplikation

Drei Wochen nach der Tendinopathieinduktion fand die Zell- bzw. Serumapplikation am stehenden
Pferd statt. Dazu wurden die Probanden mit Detomidin (0,004 mg/kg KM i.v.) und Butorphanol
(0,02 mg/kg KM 1iv.) sediert und Leitungsandsthesien durchgefiihrt. Die Einstichstellen der
Leitungsandsthesien wurden mit Hilfe von 70 %igem Ethanol desinfiziert. An beiden
Vordergliedmafien wurde die Nervi ulnares palmar etwa 10 cm proximal des Os carpi accessoriums
zwischen dem Musculus ulnaris lateralis und dem Musculus flexor carpi ulnaris andsthesiert. Dazu
wurde eine 20 G Kaniile zwischen die Muskelbauche eingefiihrt und 10 ml Lidocainhydrochlorid 2 %
wdhrend des Zuriickziehens der Kaniile injiziert. An beiden Hintergliedmafien wurde eine hohe
Plantarnervenandsthesie durchgefiihrt. Jeweils eine 20 G Kantile wurde medio- bzw. laterodistal des
Tarsometatarsalgelenkes axial zum Griffelbein vorgeschoben, bis die Kantile den Metatarsus beriihrt.
In der Tiefe wurden 5 ml Lidocainhydrochorid 2 % appliziert, wéahrend des Zuriickziehens der Kantile
wurden weitere 5 ml injiziert. Zusatzlich wurde der Injektionsbereich mit 1-2 ml
Lidocainhydrochlorid 2 % infiltriert. Der palmare beziehungsweise plantare Bereich der Rohre wurde
geschoren und antiseptisch vorbereitet. In jeweils eine zufallig gewéahlte Vorder- und Hintergliedmafie
wurden jeweils 10 Mio autologe, SP10-markierte (Molday ION Rhondamine B, BioPAL, Inc., Worcester,
USA) MSC, die in 1 ml autologem Serum suspendiert waren, unter Ultraschallkontrolle mit Hilfe einer
20 G Kantle intraldsional injiziert. In die Sehnen der jeweils kontralateralen Gliedmaféen wurde 1 ml
autologes Serum als Kontrolle injiziert. Anschlief3end wurden Schutzverbande fiir zwei Tage angelegt.
Die Pferde erhielten am Tag der Applikation 1,1 mg/kg KM Flunixin-Meglumin i.v. und am Folgetag
0,55 mg/kg KM Flunixin-Meglumin p.o.. Diese Analgesie wurde allerdings individuell mittels Pain

Score angepasst.
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4.4.4 Blutentnahme

Aufgrund friither Teilergebnisse der ersten drei Versuchspferde wurde eine Anderungsanzeige zum
Tierversuchsvorhaben gestellt. In dieser wurde beantragt, dass vor und nach der Zellapplikation
mehrmals vendses Blut von der zweiten Versuchsgruppe entnommen werden sollte, um eine mogliche
systemische Distribution der gelabelten MSC detektieren zu kénnen.

Es wurden pro Versuchspferd jeweils 30 ml vendses Blut aus den Vv. jugulares an elf Zeitpunkten vor
und nach der Zellapplikation entnommen und in Ethyldiamintetraessigsaure (EDTA)-Blutréhrchen
verbracht. Die Blutproben wurden unmittelbar vor und 1, 4, 8, 12 und 24 Stunden sowie 2, 3, 4, 5 und
6 Tage nach der Zellapplikation gewonnen. Hierfiir wurde ein Venenverweilkatheter genutzt, der
bereits fiir die Operation zur Biopsieentnahme gelegt wurde.

Im Labor wurden mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation die mononukledren peripheren
Blutzellen separiert, Lebend-/Tot-gefarbt und im Durchflusszytometer gegebenenfalls Rhodamin B-

positive Zellen detektiert (Abschnitt 4.6.3).

4.4.5 Biopsieentnahme

Drei Wochen nach der Zellapplikation wurden an den Hintergliedmafien jedes Pferdes etwa
0,2 x 0,3 x 2 cm grofde Biopsien im Bereich der Sehnenldsionen entnommen.

Die Pferde wurden in Allgemeinandsthesie (Abschnitt 4.4.1) in Seitenlage gelagert, die Hinterbeine
wurden mit Esmarch-Binden versehen, geschoren und antiseptisch vorbereitet. Es wurde mit einem
22er Skalpell ein 3 cm langer Hautschnitt gesetzt. Die Hohen der maximalen Lision und der Bereich
der hypointensen Artefakte wurden zuvor anhand der MRT-Untersuchung bestimmt. Mit Hilfe eines
Skalpells wurden die Sehnenproben aus makroskopisch verdndertem Sehnengewebe steril
entnommen. Anschlieffend wurden die Sehne, das Peritendineum und die Unterhaut fortlaufend
genaht (Faden: Monoplus 2-0, schneidende Nadel) sowie die Haut mit Einzelheften verschlossen
(Faden: Dafilon 2-0, schneidende Nadel).

Die Sehnenprobe wurde transversal in zwei Teile geteilt. Ein Teil diente der histologischen
Untersuchung (4 %ige Paraformaldehydfixierung, 7 Tage). Aus dem anderen wurde mit Hilfe einer
enzymatischen Digestion Zellen gewonnen (Transportmedium bis Digestion: HBSS) und enthaltene
markierte MSC anhand des intrazelluliren Rhodamin B im Durchflusszytometer detektiert (Abschnitt
4.6.2).

Auflerdem wurden aufgrund frither Teilergebnisse bei den Pferden der zweiten Versuchsgruppe
jeweils zwei Biopsien von Unterhautfett- und Muskelgewebe aus der Glutealregion entnommen. Eine
der Biopsien wurde im Bereich der Fettentnahme und die andere auf der kontralateralen Seite von
unbeschidigtem subkutanem Fett- und Muskelgewebe entnommen. Eine histologische Untersuchung

(Farbung: DAPI, Preufiisch Blau) sollte kldren, ob die gelabelten MSC in Gewebe, die drei Wochen

35



Tiere, Material und Methoden

zuvor durch chirurgische Manipulation einem lokalen Entziindungsreiz (Region der Fettgewinnung fiir
die Zellisolation) ausgesetzt worden waren, migrieren und somit Hinweise fiir das Homing von MSC
vorliegen.

Schliefllich wurden im Zuge eines anderen genehmigten Tierversuches (TVV 32/15, Institut fiir
Tiererndhrung, Erndhrungsschiden und Didtetik der Universitit Leipzig) bei zwei Pferden
Muskelbiopsien entnommen. Bei diesen Pferden war ebenfalls sechs Wochen zuvor subkutanes
Fettgewebe seitlich des Schweifansatzes entnommen worden, sie hatten jedoch zu keinem Zeitpunkt
markierte MSC erhalten. Diese Proben dienten als Kontrolle und sollten die Spezifitidt der Preufisch

Blau-Farbung liberpriifen und falsch-negative Ergebnisse ausschlief3en.

Bei diesem Eingriff wurden wiederum die Haare geschoren und die Haut antiseptisch vorbereitet. Es
wurde ein 1 cm langer Hautschnitt gesetzt. Die im Durchmesser etwa 0,5 cm grofien Muskelbiopsien
wurden mit Hilfe einer Biopsiestanze, Skalpell und Schere entnommen. Auftretende Blutungen
wurden zunachst mit Mullkompressen tamponiert und die Muskulatur anschlieféend einzeln adaptiert
(Faden: Monoplus 2-0, schneidende Nadel). Die Haut wurde mit Einzelknopfheften (Faden: Dafilon 2-
0, schneidende Nadel) verschlossen.

Die Muskelbiopsien wurden fiir 7 Tage in 4 %igem Paraformaldehyd fixiert.

Die Versuchspferde wurden perioperativ medikamentés versorgt (Tab. 4).

Tab. 4 Perioperative medikamentdse Versorgung der Versuchspferde

Tage nach Wirkstoff und Dosierung
Biopsieentnahme
Tag 0 - 2xtgl. 1,1 mg/kg KM Flunixin-Meglumin i.v.

- praoperativ: 6,6 mg/kg KM Gentamicin und 20.000 IU/kg KM
Benzylpenicillin-Natrium G i.v.

- -10 Std. postoperativ: 20.000 IU/kg KM Benzylpenicillin-Natrium G

iv.
Tag 1 - 2xtgl. 0,55 mg/kg KM Flunixin-Meglumin p.o.
Tag 2-4 - 0,05 mg/kg KM Flunixin-Meglumin 1x tgl. p.o.
Tag 0-10 - nach Bedarf (Pain Score, Abschnitt 3.3.2)
Tag 0-2 - 2,2 mg/kg KM Omeprazol p.o.
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4.4.6 Euthanasie und Probenentnahme an den Vordergliedmafden

24 Wochen nach der Zellapplikation wurden die Probanden schmerzlos euthanasiert. Dazu wurden
die Pferde in Allgemeinanisthesie (Abschnitt 4.4.1) gelegt und anschlieffend durch eine
Bolusinjektion von T61 (6 ml/50 kg KM i.v.) eingeschléfert.

Die vollstandigen OBS der Vordergliedmafien wurden steril entnommen und mit Hilfe der kurz zuvor
erhobenen MRT-Bilder und makroskopischer Befunde in Abschnitte unterteilt (Tab. 5). Anhand dieser

Einteilung wurden die in 1 cm lange Stiicke geteilten Sehnenproben beschriftet.

Tab. 5 Einteilung der Sehnenabschnitte

Gesunder Sehnenbereich / keine hyperintense Signale in der MRT
proximal

Ubergangsregion proximal

Hyperintense Signal / Sehnenlasion sichtbar in der MRT proximal
Maximaler Lasionsbereich

Hyperintense Signal / Sehnenlasion sichtbar in der MRT distal
Ubergangsregion distal

Gesunder Sehnenbereich / keine hyperintense Signale in der MRT distal

Die Proben wurden in der Medianen der Lasion in zwei Teile geteilt, wobei der laterale Teil der
histologischen Untersuchung (4 %ige Paraformaldehydfixierung, 14 Tage) diente und der mediale Teil

fir PCR-Analysen bei -80°C eingefroren wurde.

4.5 Zellisolation, -markierung und -charakterisierung

4.5.1 Isolierung, Expansion, Markierung
Aus dem entnommenen subkutanen Fettgewebe wurde im Zellkulturlabor tiber drei Wochen die MSC

zur spateren autologen Applikation isoliert und expandiert (Abb. 3).

Zellexpansion
Tag 2-3: Woche 1: Woche 2:
: Woche ocne 4: Woche
T;ili% 0: Waschen Passa- 15: Passa- 2,5:
Zelliso- + gieren Medium- gieren Medium-
lierung Medium- Wechsel wechsel
wechsel PO ->P1 Pl->P2

Abb. 3 Ubersicht zum zeitlichen Ablauf der Zellisolierung und -expansion (P = Passage)
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a) Zellisolation (Tag 0)

Unter sterilen Bedingungen wurden zundchst Bindegewebsreste und eventuell anhaftendes
Muskelgewebe von dem Fettgewebe entfernt. Das Fettgewebe wurde gewogen und daraufhin in etwa
1 mm grofde Stiicke zerkleinert. Jeweils 1-1,25 g Fettgewebe inkubierte mit 12,5 ml Kollagenase-
Losung (0,8 mg/ml, in HBSS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 0,1 % Gentamicin) zwei bis vier Stunden bei
37 °C in einem schiittelnden Wasserbad, bis das Gewebe moglichst vollstindig enzymatisch verdaut
war. Anschliefend wurden durch Zentrifugation die Zellpellets gewonnen und in
Standardkulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 20 % Fetales Bovines Serum
(FBS), 1 % Penicillin/Streptomycin, 0,1 % Gentamicin) resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt
und jeweils 2-3 Mio Zellen in zwei T175 Zellkulturflaschen (Flasks) ausgesit. Diese wurden in den

Brutschrank verbracht und dort bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.

b) Zellexpansion

Tag 2-3: Waschen und Mediumwechsel

Zwei bis drei Tage nach der Zellisolierung wurde aus den Zellkulturflaschen das Zellkulturmedium
und darin enthaltene nicht adhdrente Bestandteile wie Erythrozyten und Gewebereste abgesaugt, jede

wurde mit 20 ml PBS gewaschen und anschlieffend 20 ml neues Standardkulturmedium hinzugefiigt.

Woche 1: Passagieren PO > P1

Etwa eine Woche nach Zellisolierung zeigten die adharenten Zellen eine Konfluenz von etwa 80 %. Zu
diesem Zeitpunkt wurden sie von der Passage (P) 0 zur P1 passagiert. Die Ablosung der Zellen wurde
durch eine 5-miniitige Inkubation mit 4 ml einer 0,05 %igen Trypsin-EDTA-L6ésung (dilutiert mit PBS)
erreicht. Die Zellsuspension wurde in Zentrifugenréhrchen tiberfiithrt und mit Hilfe der Zentrifugation
die Zellpellets gewonnen. Diese wurde in Kultivierungsmedium resuspendiert, die Zellzahlen
bestimmt und jeweils 500.000-600.000 Zellen in vier T175 Zellkulturflaschen ausgesit. Die
Zellkulturflaschen wurden in den Brutschrank verbracht und bei Standardkulturbedingungen

inkubiert.

Woche 2: Passagieren P1 > P2
Das Passagieren der P1 zur P2 wurde wie die oben beschriebene Passage von der PO zur P1
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 500.000-600.000 Zellen pro T175 Zellkulturflasche in insgesamt 16

Zellkulturflaschen ausgesat.

Woche 1,5 und 2,5: Mediumwechsel
Das gebrauchte Zellkulturmedium wurde aus den Zellkulturflaschen entfernt und jeweils 20 ml neues

Kulturmedium hinzugegeben.
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16 Flasks

11 Flasks markiert 5 Flask unmarkiert

fiir Analyse der

10 Flasks markiert 1 Flask markiert Oberflichenmarker

fiir osteogene,

20 Mio fiir die chondrogene und
Applikation adipogene
Differenzierungen

100.000 -1 Mio fiir
Markierungsnach-
weis

fiir PCR - Analyse
Sehnenmarker

Abb. 4 Ubersicht Verwendung der expandierten MSC

c) Zellmarkierung und Aufbereitung zur Injektion

Vor der Zellapplikation fand die Markierung der MSC mit SPIO-Partikeln, die zusatzlich mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B gekoppelt sind (Molday ION Rhodamine B, BioPAL, Inc., Worcester,
USA), statt. Dies diente der Nachverfolgbarkeit der MSC als hypointense Artefakte in der MRT, der
Anfarbbarkeit mit Preuflisch Blau in Gewebeschnitten und der Unterscheidung zwischen markierten
und unmarkierten Zellen durch fluoreszenzbasierte Mikroskopie und Durchflusszytometrie.

Die MSC von elf der insgesamt 16 Zellkulturflaschen inkubierten hierzu ab dem Tag vor der
Zellinjektion fiir zwanzig Stunden mit dem Molday ION Rhodamine B-Reagent bei einer
Eisenkonzentration von 25 ug/ml unter Standardkulturbedingungen.

Am Tag der Zell- und Serumapplikation wurde von dem jeweiligen Probanden Serum gewonnen. Die
gelabelten MSC wurden drei Stunden vor geplanter Applikation mit Hilfe von Trypsin-EDTA abgel6st,
dies geschah durch eine 5-miniitige Inkubation im Brutschrank mit jeweils 6 ml Trypsin pro
Zellkulturflasche. Fiir die Zellapplikation wurden pro Pferd 20 Mio der markierten Zellen in 2 ml
autologem Serum resuspendiert und in zwei 1 ml-Spritzen (a 10 Mio MSC) aufgezogen. Aufderdem

wurden zwei 1 ml-Spritzen lediglich mit Serum fiir die Serumapplikation steril vorbereitet.
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Die librigen abgeldsten Zellen der elf markierten Zellkulturflaschen wurden fiir den Nachweis der
Zellmarkierung und des Differenzierungspotentials sowie fiir die Sehnenmarkeranalyse in der PCR-
Untersuchung genutzt. Die unmarkierten MSC aus fiinf Zellkulturflaschen dienten der Analyse der

Oberflachenmarker in der Durchflusszytometrie.

4.5.2 Nachweis der Zellcharakteristika
Gemafs der ISCT sind humane MSC iiber Plastikadhdrenz, spezifische CD-Oberflichenmarker und
tripotente Differenzierung definiert (DOMINICI et al. 2006).

4521 Plastikadhirenz

Infolge der durchgefithrten Waschvorgidnge und Medienwechsel wahrend der Zellisolation und -

expansion wurden ausschliefilich die plastikadhdrenten Zellen selektiert.

4.5.2.2 Oberflichenmarker

Die MSC wurden mittels Antikérper (AK)-gekoppelter  Fluoreszenzmarkierung im
Durchflusszytometer immunophénotypisiert. Dabei handelte sich es um den Nachweis der
Positivmarker CD 29, CD 44, CD 73, CD 90, CD 105 und der Negativmarker CD 14, CD 34, CD 45,
CD 79a, MHC II (DOMINICI et al. 2006, PAEBST et al. 2014), um die MSC zu charakterisieren (Tab. 6).

Diese Analyse wurde von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe durchgefiihrt.

Tab. 6 Antikérper und Verdiinnungen (APC = Allophycocyanin, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, PE =
Phycoerythrin) (PAEBST et al. 2014)

Antikorper Klon Reaktivitit Hersteller Verdiinnung

CD 29-Alexa488 TS2/16 Anti-Human Biolegend, San Diego, Kalifor 1:20
USA

CD 44-APC IM7 Anti-Ratte BD, Franklin Lakes, New 1:100
Jersey, USA

CD 73, 10f1 Anti-Human Abcam, Cambridge, 1:5

unkonjugiert Grofdbritannien

CD 90-APC Thy1-Al Anti-Human R&D, Minneapolis, 1:50
Minnesota, USA

CD 105-PE SN6 Anti-Human Serotec, Kidlington, 1:10
Grof3britannien

CD 14-APC 134620 Anti-Human R&D, Minneapolis, 1:50
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Minnesota, USA

CD 34, 43A1 Anti-Human Santa Cruz, Santa Cruz, 1:100

unkojugiert Kalifornien, USA

CD 45-Alexa488 F10-89-4 Anti-Human Serotec, Kidlington, 1:5
Grof3britannien

CD 79a-PE HM57 Anti-Human Serotec, Kidlington, 1:2,5
Grof3britannien

MHC II, CVS20 Anti-Pferd Serotec, Kidlington, 1:50

unkonjugiert Grof3britannien

Rabbit anti Anti-Maus Serotec, Kidlington, I11:50

mouse, PE Grof3britannien

Goat anti mouse, Anti-Maus Santa Cruz, Santa Cruz, CD 34 1:100

FITC Kalifornien, USA CD 73 1:5

Die unmarkierten MSC aus den fiinf Zellkulturflaschen wurden nach dem Protokoll von PAEBST et al.
(2014) abgelost und gefarbt. Wie dort beschrieben, wurde jeder Zellkulturflasche 6 ml eiskalte 0,05 M
EDTA-Losung hinzugegeben und fiir 10 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellablésung fand
ausschliefflich mit einem Zellscraper statt, um die Oberflichenmolekiile nicht enzymatisch zu
verdandern. Die Zellzahl wurde bestimmt und die MSC anschliefiend gleichmaf3ig auf zehn Wells einer
96er Wellplatte und zwei Eppendorfgefifie aufgeteilt.

Als Kontrollen wurden eine Probe nativ belassen (,unstained“) und eine weitere lediglich Lebend-
/Tot-gefarbt. Es wurden aufderdem fiir jeden Antikérper entsprechende Isotypkontrollen in der
gleichen Verdiinnung angefertigt (Tab. 7). Die Antikdrper fiir CD 73 und CD 79a wurden einzeln
verwendet. CD 105, CD 45 und CD 14, CD90 und 34 sowie CD 44, CD 29 und MHCII wurden
zusammen in jeweils einem Well angefarbt. Die Isotypkontrollen wurden mit dem gleichen
Versuchsaufbau angesetzt. Um tote MSC darstellen und bei der Analyse ausschliefien zu kdnnen,
wurden die Zellen Lebend-/Tot-gefarbt (Farbstoff 1:1000 in PBS verdiinnt). Aufder bei der
antikorpergekoppelten Fluoreszenzfarbung von CD 44 (Serum von Ratten, Verdiinnung 1:500) wurde
zur Vermeidung unspezifischer Bindungen mit Mausserum (Verdiinnung 1:500) geblockt. Zusatzlich

wurde bei CD 34, CD 73 und MHC II Kaninchen- und Ziegen-Serum verwendet.
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Tab. 7 Isotypkontrollen (PAEBST et al. 2014)

Isotypkontrolle/ Antikorper Hersteller

Fluorochrom

IgG1l x / PE CD 79a, CD 105, Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

MHCII

IgG1 k /Alexa488 CD 29 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

IgG1l x /APC CD 14 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

IgG1 x /FITC CD 73 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

IgG2a k /Alexa488 CD 45 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

IgG2a k /APC CD 90 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

[gG2b x /APC CD 44 Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

IgG3 k /FITC CD 34 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA

Die Farbung der direkt auf der Oberfliche lokalisierten Marker erfolgte nach folgendem

Protokoll lichtgeschiitzt in den Wells:

Tab. 8 Farbeprotokoll fiir Oberflichenmarker (PFA = Paraformaldehyd)

Arbeitsschritt Dauer

Zentrifugieren 300 g, 4 °C,
5 min

Pellet mit 50 pl Lebend-/Tot-Farbstoff Gebrauchslésung resuspendieren 4 °C,
20 min

Waschen mit PBS

Pellet in 20 pl des jeweiligen Serums (abhingig vom Ursprung der AK) resuspendieren 4 °C,
15 min

Waschen mit PBS

Inkubation mit 20 pl AK-Lésung 4 °C,
15 min

Waschen mit Farbe-Puffer (PBS, 3 % FBS, 0,1 % Natriumazid)

Waschen mit PBS

Wiederholen der letzten 3 Schritte, bis alle Antigene des Sets gefarbt sind

Inkubation mit 2 %igem PFA zur Fixation 4°C,
15 min

Waschen mit PBS

Aufbewahrung in Farbe-Puffer 4°C
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Die Farbung des intrazelluldren Proteins CD 79« wurde lichtgeschiitzt in Eppendorfgefifien wie folgt

durchgefiihrt:

Tab. 9 Farbeprotokoll fiir intrazellulares Protein CD 79«

Arbeitsschritt Dauer
Zentrifugieren 380 g, 20 °C, 5 min
Pellet mit 50 pl Lebend/Tot-Farbstoff Gebrauchslésung resuspendieren 4 °C, 20 min
Waschen mit PBS

Inkubation mit 100 ul Fix & Perm Reagenz A RT, 15 min
Waschen mit Farbe-Puffer

Inkubation mit 100 pl Fix & Perm Reagenz B RT, 15 min
Waschen mit PBS

Inkubation mit 20 ul AK-Lésung RT, 15 min

Waschen mit Farbe-Puffer

Waschen mit PBS

Inkubation mit 0,1 %igem PFA zur Fixation RT, 15 min
Waschen mit PBS

Aufbewahrung in Farbe-Puffer

Fiir etwa acht Stunden wurden die Proben lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt, bis sie mit dem
Durchflusszytometer FACS Canto II untersucht wurden. Das Durchflusszytometer mit einem blauen
Laser (solid state, 488 nm), einem roten Laser (HeNe, 633 nm) und einem violetten Laser (solid state,
405 nm) arbeitet mit der FACS Diva Software. Es wurde eine Kompensation flr die verschiedenen
Farbstoffe durchgefiihrt und als Kontrollen wurden ungefarbte und Lebend-/Tot-gefdrbte Zellen
derselben Probe eingesetzt. Die weitere Analyse erfolgte mit der Software Flow]o. Bei dieser erfolgte
mittels Gating ein Ausschluss von Dubletten und toten Zellen. Die mittlere Fluoreszenzintensitiat (MFI)
wurde im Vergleich mit der Isotypkontrolle zur Bestimmung der positiven Zellen verwendet und der

Prozentsatz berechnet. Zur Darstellung wurden Histogramme verwendet.

4.5.2.3 Tripotente Differenzierung

Durch die Inkubation mit verschiedenen Differenzierungsmedien wurden die markierten MSC der
adipogenen, chondrogenen und osteogenen Differenzierung zugefiihrt. Anschliefiend wurden die
Zellen und die von ihnen gebildete extrazelluldire Matrix angefarbt. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe
des Kameramikroskopes von Olympus und des Programmes Olympus Cell*A festgehalten und die

Differenzierung beurteilt.
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45.2.3.1 Osteogenese

a) Induktion der osteogenen Differenzierung

Die Zellen wurden als Monolayer mit einer Aussaatdichte von 526 MSC/cm? zunéachst fiir 3-4 Tage mit
Standardkulturmedium unter Standardkulturbedingungen kultiviert.

Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 80 % wurde die osteogene Differenzierung induziert. Dazu
wurden die Zellen insgesamt 21 Tage mit osteogenem Differenzierungsmedium (Tab. 10) bei
Standardkulturbedingungen inkubiert. Mediumwechsel erfolgten 2x wdchentlich. Am Ende der
osteogenen Differenzierung wurde das Medium von allen Zellen abgenommen und einmalig mit PBS
gewaschen, anschlief3end erfolgte eine 10-miniitige Fixierung mit 4 %igem Paraformaldehyd. Die 12er

Wells wurden bei -20 °C aufbewahrt, bis die Von Kossa-Farbung vorgenommen wurde.

Tab. 10 Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums

DMEM Ham'’s F12

10 % FBS

100 puM L-Ascorbat-2-Phosphat
100 nM Dexamethason

10 mM B-Glycerophosphat

0,1 % Gentamicin

b) Von Kossa-Farbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung

Die fixierten Zellen wurden mit Aqua bidest gewaschen. Danach erfolgte die 30-mintitige Inkubation
mit 5 %iger Silbernitrat-Losung bei Raumtemperatur und Tageslicht. Die Farbelésung wurde
abgesaugt und zweimal mit Aqua bidest gewaschen. Anschliefdend erfolgte der zweite Farbeschritt mit
1 %iger Pyrogallol-Losung fiir 3 min bei Raumtemperatur. Es folgte erneut ein zweimaliger
Waschgang mit Aqua bidest. Die Farbung wurde mit Hilfe von 5 %iger Natriumthiosulfat-Losung
fixiert.

Mit der Von Kossa-Farbung werden Calcium-haltige Strukturen schwarz gefarbt. Calcium-Ionen in
Carbonaten und Phosphaten werden gegen Silberionen ausgetauscht und anschlief}end werden die

Silber-lonen unter Lichteinwirkung zu metallischem Silber reduziert (RIEDELSHEIMER 2015).
c) Mikroskopische Auswertung der osteogenen Differenzierung

Die Auswertung der Von Kossa-gefarbten osteogen differenzierten MSC erfolgte qualitativ unter dem

Mikroskop. Das Vorkommen schwarz angefarbter Mineralisierung wurde untersucht. Die
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Differenzierung galt als positiv, sobald schwarze Mineralablagerungen vorhanden waren und als

negativ, wenn keine schwarze Farbung sichtbar war.

4.5.2.3.2 Adipogenese

a) Induktion der adipogenen Differenzierung

Die Zellen wurden als Monolayer mit einer Aussaatdichte von 1579 MSC/cm? zunidchst mit
Standardkulturmedium unter Standardkulturbedingungen kultiviert.

Nach drei Tagen wurde die adipogene Differenzierung induziert, indem adipogenes
Differenzierungsmedium (Tab. 11) aufgebracht und erneute drei Tage unter
Standardkulturbedingungen kultiviert wurde. Am Ende der adipogenen Differenzierung wurde das
Medium von allen Zellen abgenommen und einmalig mit PBS gewaschen, danach erfolgte die Fixierung
fir 20 min mit 50 %igem Ethanol. Die 12er Wells wurden bei -20 °C bis zur Durchfiihrung der Oil Red
O-Farbung aufbewahrt.

Tab. 11 Zusammensetzung des adipogenen Differenzierungsmediums

DMEM Ham'’s F12

15 % Kaninchenserum

1 uM Dexamethason

100 uM Indomethacin

500 pM 3-Isobuthyl-1-Methylxanthin
700 nM Insulin

0,1 % Gentamicin

b) Oil Red O-Farbung zum Nachweis der adipogenen Differenzierung

Die fixierten Zellen wurden zunichst einmalig mit Aqua bidest gewaschen. Anschliefdend erfolgte die
Farbung mit der Oil Red O-Gebrauchslésung (3,5 mg/ml Stocklésung (dilutiert in Isopropanol) als 3:5-
Verdiinnung mit Aqua bidest) fiir 10 min bei Raumtemperatur. Die Farbel6sung wurde abgesaugt und
die Zellen 2x mit 50 %igem Ethanol abgespiilt. Die Gegenfarbung erfolgte mit Himatoxylin nach Mayer
fir 2 min bei Raumtemperatur. Es folgte das Spiilen der Wells unter Leitungswasser und das Trocknen
tiber Nacht.

Mit der Oil Red O-Farbung farben sich intrazelluldre Lipidvakuolen rosarot an. Die Gegenfarbung mit

Hamatoxylin farbt Zellkerne blau.

c) Mikroskopische Auswertung der adipogenen Differenzierung
Die Auswertung der Oil Red O-gefarbten adipogen differenzierten MSC erfolgte qualitativ unter dem

Mikroskop. Das Vorliegen rosarot angefarbter, intrazelluldrer Lipidvakuolen wurde in allen Wells
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beurteilt. Die Differenzierung galt als positiv, wenn rosarot angefarbte Vakuolen vorhanden waren

und als negativ, wenn keine solchen Vakuolen sichtbar waren.

4.5.2.3.3 Chondrogenese
a) Induktion der chondrogenen Differenzierung
Fir jedes Versuchspferd wurden zwei MSC-Pelletkulturen angesetzt. Dazu wurden pro 15 ml Falcon

500.000 Zellen in 3 ml des chondrogenen Differenzierungsmediums (Tab. 12) resuspendiert.

Tab. 12 Zusammensetzung des chondrogenen Differenzierungsmediums

DMEM High Glucose (4,5 g/1)
1% ITS+

100 nM Dexamethason

100 puM L-Ascorbat-2-Phosphat
400 uM Prolin

0,1 % Gentamicin

10 ng/ml TGF- 81

Anschliefend wurde die Zellsuspension bei 280 g fiir 5 min zentrifugiert, sodass sich ein flaches
Zellpellet am Boden absetzte. Der Deckel wurde um eine halbe Umdrehung gelockert, damit ein
Gasaustausch stattfinden konnte, und insgesamt fiir 21 Tage unter Standardkulturbedingungen
kultiviert. Das kugelférmige Zellpellet wurde tdglich vom Boden des Falcons gelést und
Mediumwechsel erfolgte zweimal wochentlich. Am 21.Tag der Differenzierung wurde das

Kulturmedium abgesaugt und das Pellet tiber Nacht mit 4 %igem Paraformaldehyd fixiert.
b) Histologie zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung

Die fixierten Pellets wurden in Leitungswasser gewdssert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entwassert und in Paraffin eingebettet (siehe Tab. 13).
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Tab. 13 Protokoll der Paraffineinbettung im Einbettautomat

Arbeitsschritte Dauer
Entwasserung mit Leitungswasser 1 Std.
Ethanol 30 %ig 1 Std.
Ethanol 50 %ig 5 Std.
Ethanol 70 %ig 1 Std.
Ethanol 80 %ig 2 Std.
Ethanol 96%ig 2 Std.
[sopropanol 2 Std.
Isopropanol 1 Std.
[sopropanol 2 Std.
Essigsdure-N-Buthylester 3 Std.
Essigsdure-N-Buthylester 1 Std.
Paraffin 2 Std.
Paraffin 2 Std.

Von jedem Pellet wurden 6 pm dicke Schnitte angefertigt. Vor Beginn der Farbung wurden die
Paraffinschnitte in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert (Tab.

14).

Tab. 14 Entparaffinierung und Rehydrierung

Arbeitsschritte Dauer
Xylol 10 min
Xylol 10 min
Ethanol 96%ig 5 min
Ethanol 80%ig 1 min
Ethanol 70%ig 1 min
Ethanol 50%ig 1 min

Aqua dest. bis Farbung

Trichrom-Masson-Farbung

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunéchst fiir 60 min bei 60 °C in Bouin'scher
Losung inkubiert. Sie wurden 10 min unter flieffendem Leitungswasser gewaschen und danach fir

10 min in eine Weigert's Eisenhdmatoxylin-Losung (Verhéltnis 1:1 der Losung A und Losung B)
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tberfiihrt. Anschlieffend wurden sie 10 min in Leitungswasser gewaschen und 5x in 1 %iger
Essigsdure getaucht. Die 30-miniitige Farbung mit Ponceau-Fuchsin (0,75 mg/ml Ponceau und
0,25 mg/ml Fuchsin, dilutiert in 1 %iger Essigsdure) wurde durch zweimaliges Eintauchen in 1 %ige
Essigsdure beendet. Es erfolgte eine 2-miniitige Inkubation in Phosphor-Wolframsaure (20 mg/ml in
Aqua dest.), gefolgt von einem Waschgang in 1 %iger Essigsdure. Die Gegenfarbung erfolgte mit Fast
Green-Losung (2 mg/ml, Dilution in 1 %iger Essigsdure) fiir 5 min. Der Farbeschritt wurde durch
erneutes Eintauchen in 1 %ige Essigsdure beendet und die Schnitte der Dehydrierung (2-3 min in
96 %igem Ethanol und 10 min in Xylol) zugefiihrt. Danach wurden sie mit Roti Histokit eingedeckt.

Bei der Trichrom-Masson Farbung werden Kollagene griin-blau, Zellkerne blau-schwarz und

Zytoplasma rot gefarbt.

Safranin O-Farbung

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunéachst fiir 15 min mit Safranin O (0,4 g
Safranin + 200 ml Aqua dest. + 2 ml 100 %ige Essigsaure) gefarbt, gefolgt von dreimaligem Waschen in
Aqua dest.. Der zweite Farbeschritt erfolgte fiir 15 Sekunden in einer Fast Green-Losung (2 mg/ml,
Dilution in 1 %iger Essigsdure), dieser wurde wiederum durch dreimaliges Waschen in Aqua dest.
beendet. Die Schnitte wurden der Dehydrierung zugefiihrt und mit Roti Histokit eingedeckt.

Mit der Safranin O-Farbung werden Kollagene orange und Zellen griin gefarbt.

Alzian Blau-Farbung

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunéchst fiir 3 min in 3 %ige Essigsdure
tiberfiihrt. AnschliefRend erfolgte der erste Farbeschritt mit Alzian Blau (0,01 g/ml dilutiert in 3 %ige
Essigsdure) fiir 1,5 Stunden. Die Schnitte wurden 5x in Leitungswasser eingetaucht und dann dem
zweitem Farbeschritt mit Nuclear Fast Red (10 min) zugefiihrt. Dieser wurde mit dreimaligem
Eintauchen in Aqua dest. beendet. Die Schnitte wurden dehydriert und mit Roti Histokit eingedeckt.

Bei der Alzian Blau-Farbung werden Glykosaminoglykane (saure Mukopolysaccharide) tiirkis-blau

gefarbt. Mit der Gegenfarbung Nuclear Fast Red farben sich die Zellkerne rot.

c) Mikroskopische Auswertung der chondrogenen Differenzierung

Die Auswertung der gefarbten chondrogen differenzierten MSC und der gebildeten extrazelluldren
Matrix erfolgte bei allen drei Fairbungen qualitativ unter dem Mikroskop.

Bei den mit Trichrom Masson gefarbten Schnitten wurde die Prasenz griin angefarbter Kollagene und
Knorpellakunen untersucht. Das Vorliegen von rot gefirbtem Kollagen wurde bei den Safranin O-
gefarbten Schnitten beurteilt. Mit der Alzian Blau-Farbung erfolgte die Untersuchung auf tiirkis

gefarbte saure Mukopolysaccharide.
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4.5.3 Nachweis der positiven Zellmarkierung

4.5.3.1 Nachweis der superparamagnetischen Eisenoxide

Die intrazelluldr gelegenen superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel wurden lichtmikroskopisch
durch die Preufdisch Blau-Farbung nachgewiesen. Dazu wurden die markierten MSC als Monolayer mit
einer Aussaatdichte von 526 MSC/cm? fiir 24 Stunden unter Standardkulturbedingungen kultiviert.
Anschlieféend wurde die Zellen fiir 15 min mit 4 %igem Paraformaldehyd fixiert. Sie wurden fiir
15 min mit dem Preufdisch Blau-Farbekit (BioPAL, MHS16, Worcester, USA) bei Raumtemperatur
gefarbt. Die Farbelosung wurde abgesaugt und einmalig mit PBS gewaschen. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe des Kameramikroskopes von Olympus und des Programmes Olympus Cell*A festgehalten
und beurteilt. Preufdisch Blau farbt die intrazelluldiren Eisenpartikel blau. Der Prozentsatz der

Preufdisch Blau-positiven Zellen wurde bestimmt.

4.5.3.2 Rhodamin B-Nachweis

In der Durchflusszytometrie erfolgte der Rhodamin B-Nachweis frisch markierter MSC. Vom Hersteller
BioPAL wird fiir den Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B ein Emissionsmaximum im Bereich von 579-
581 nm angegeben. Die Zellen wurden Lebend-/Tot-gefirbt, um tote Zellen in der
Durchflusszytometrie detektieren zu koénnen. Gefarbte gelabelte und ungefirbte Kontrollzellen
wurden mit 2 % Paraformaldehyd fixiert. Die Rhodamin B-Fluoreszenz wurde im Durchflusszytometer
FACS Canto II durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe analysiert. Die Datenanalyse wurde mit Hilfe von

Flow]o Software durchgefiihrt.

4.6 Zelltracking und Analytik

4.6.1 MRT

Um den Vergleich der MRT-Bilder der verschiedenen Sequenzen iiber den zeitlichen Verlauf
ermoglichen zu konnen, wurden diese zundchst entsprechend ihrer anatomischen Lokalisation
innerhalb des Rohrbeins zugeordnet und nummeriert. Die Zuordnung der Positionen der T1lw-
Sequenzen der Standard-Aufnahmen (90°) an den verschiedenen Zeitpunkten erfolgte im Konsensus
zweier Untersucher. Die korrespondierenden TZ2*w-Aufnahmen (90°) sowie die Tlw- und T2*w-
Aufnahmen im Magic Angle (54°) wurden danach anhand der bereits zugeordneten Standard-T1-
Sequenzen bestimmt. Die Auswertung der Lokalisation, der SI und der Dimension der hypointensen
Artefakte wurde im Synedra Viewer und Mathematica durchgefiihrt.

Zur ldentifizierung von gelabelten Zellen wurden die sortierten T1w- und T2*w-Sequenzen (90° und

54°) verblindet und randomisiert. Das Vorhandensein von hypointensen Artefakten wurde qualitativ
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durch zwei Untersucher in Ubereinstimmung untersucht. Die MRT-Bilder, die hypointense Artefakte
aufwiesen, wurden unterschiedlichen Kategorien (Kategorie 1 (Kat. 1): héchstwahrscheinlich SPIO-
bedingte hypointense Artefakte oder Kategorie 2 (Kat. 2): unspezifische hypointense Bereiche)
zugeordnet. MRT-Aufnahmen mit solchen Artefakten wurden dann einer quantitativen Untersuchung
zugefithrt. Die SI der hypointensen Artefakte und des umgebenden gesunden Gewebes der OBS
wurden mit Hilfe einer kreisformigen ,Region of Interest” (ROI, 1 mm?2) bestimmt. Die SI der
Sehnenldsion wurde nur in 90°-Aufnahmen bestimmt, da die Abgrenzung zwischen Lasion und
gesundem Sehnengewebe in den Magic Angle-Aufnahmen nicht eindeutig moglich war. Die
Standardabweichung (SD) des Hintergrundes wurde fiir den gesamten Hintergrund in jeder Aufnahme
bestimmt und diente zur Normierung der anderen SI. Es wurde das Signal-Rausch-Verhaltnis
( SNR = SI /SD Hintergrund ) und das Kontrast-Rausch-Verhaltnis
(CNR = (SIOBS - SI Artefakt) / SD Hintergrund) berechnet. Auflerdem wurden die Flachen der
Kat. 1-Artefakte und die zugehorigen SI durch Freihandmessungen ermittelt. Mit Hilfe der
Artefaktflaichen konnte das Volumen der SPIO-gelabelten Zellen in der Oberflachlichen Beugesehne
berechnet werden. Die Flachen wurden hierzu addiert und nadherungsweise mit 6 mm multipliziert
(5 mm Schichtdicke + 1 mm Abstand zwischen zwei Aufnahmen (Gap)). Alle Messungen wurden
dreimal durch einen Untersucher wiederholt und die Mittelwerte wurden fiir weitere Analysen
genutzt.

Nach der Entblindung konnte beurteilt werden, ob die subjektive Bewertung von hypointensen
Artefakten in Bezug auf den Zeitpunkt und die Gliedmafie korrekt war. Aufierdem konnte sowohl die
Detektierbarkeit SPIO-bedingter hypointenser Artefakte iiber den zeitlichen Verlauf und auch eine
mogliche Abnahme der SI und eine Volumenabnahme der SPIO-markierten MSC {iber den
Versuchszeitraum untersucht werden. Dartber hinaus konnten die durchgefiihrten Aufnahme-
Techniken evaluiert und der Nutzen des Magic Angle-Effektes bewertet werden. In den 90°-
Aufnahmen wurde des Weiteren die Lokalisation der hypointensen Artefakte fiir jedes Bild
festgehalten, wodurch die lokale Zellverteilung beurteilt werden konnte. Diese gliederte sich in
folgende Kategorien: ausschliefdlich intratendinds, Uberwiegend intratendinds, in gleichem Maf3
intratendin6s und im umliegenden Gewebe, liberwiegend im umliegenden Gewebe und ausschliefilich

im umliegenden Gewebe.

4.6.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Sehnenbiopsien

Die Aufbereitung der Sehnenbiopsien und ihre durchflusszytometrische Untersuchung erfolgten durch
Mitarbeiter der Arbeitsgruppe. Ein Teil jeder Sehnenbiopsie der Hintergliedmafien wurde
enzymatisch digestiert (5,6 mg/ml Kollagenaselosung, 6 Stunden bei 37 °C) und die gewonnenen

Zellen in 100 pl Farbe-Puffer resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen Untersuchung
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lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert. Mit Hilfe des Zellsortierers BD Aria IIl wurde der Anteil Rhodamin B-
positiver Zellen bestimmt. Anhand von Molday ION Rhodamine B-markierten MSC als Positivkontrolle
und ungefarbten MSC als Negativkontrolle wurden die Daten ausgewertet. Dazu wurde die Flow]o

Software genutzt.

4.6.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der Blutproben

Die entnommenen EDTA-Blutproben (Abschnitt 4.4.4) der zweiten Versuchsgruppe wurden im Labor
weiterverarbeitet. Mononukledre periphere Blutzellen wurden durch eine
Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe eines Leukozytenseparationsmediums aus dem Blut
separiert, Lebend-/Tot-gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht.

Es wurden fiir jeden Blutentnahmezeitpunkt 15 ml Separationsmedium in ein 50 ml Falcon vorgelegt
und mit EDTA-Blut (1:1 verdiinnt mit PBS) vorsichtig liberschichtet. Die Proben wurden 20 min ohne
Bremse bei 327 g zentrifugiert. Bei dieser Dichtegradientenzentrifugation entstehen vier Schichten:
die oberste Schicht wird durch das Plasma gebildet, die zweite Schicht ist der sogenannte Buffy Coat
mit den enthaltenen mononukledren Zellen, die dritte Schicht wird durch das
Leukozytenseparationsmedium gebildet und die unterste Schicht ist durch Erythrozyten,
Granulozyten und tote Zellen charakterisiert.

Mit Hilfe einer Pipette wurde nur der Buffy Coat gewonnen und in ein neues Falcon tiberfiihrt. Das
Reaktionsgefifl wurde mit PBS aufgefiillt, bei 437 g 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde
in 1,5 ml Eppendorf-Gefifle iiberfithrt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Zellpellet anschlieffend mit 100 pl Lebend-/Tot-Farbstoff (Verdiinnung 1:1000 in PBS)
resuspendiert und 20 min bei 4 °C inkubiert. Anschlieffend wurden die gefarbten Zellen mit PBS
gewaschen. Nach einer 15-miniitigen Fixierung der Zellen in 2 %igem Paraformaldehyd wurde erneut
mit PBS gewaschen. Abschliefiend wurde das Zellpellet in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und bis
zur durchflusszytometrischen Untersuchung bei Dunkelheit und 4 °C gelagert. Als Negativkontrollen
dienten die mononukleédren Zellen der Blutprobe vor der intraldsionalen MSC-Injektion.

Die Rhodamin B-Fluoreszenz wurde im Durchflusszytometer FACS Canto II durch Mitarbeiter der

Arbeitsgruppe analysiert. Die Datenanalyse wurde mit Hilfe der Flow]o Software durchgefiihrt.

4.6.4 Histologische Untersuchung der Gewebeproben
Die Sehnen- und Muskelproben wurden histologisch mit Hilfe der Preufisch Blau-Farbung
lichtmikroskopisch untersucht, um SPIO-markierte MSC darstellen zu konnen. Die Kernfarbung mit

DAPI diente der fluoreszenzbasierten Untersuchung Rhodamin B-positiver MSC.
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Die Proben wurden eine Woche (Sehnen- und Muskelbiopsien) beziehungsweise zwei Wochen
(Sehnenproben der Vordergliedmafien) in 4 %igem Paraformaldehyd fixiert. Die fixierten Proben
wurden in Leitungswasser gewdssert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und in Paraffin
eingebettet (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Es wurden 3 pm dicke
Paraffinschnitte als erhaltene Dienstleistung durch das Institut fiir Veterindr-Pathologie der
Universitit Leipzig angefertigt. Diese wurden vor Beginn der unterschiedlichen Farbungen in Xylol

und einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert (Tab. 14).

4.6.4.1 Preuflisch Blau

a) Farbeprotokoll

Zwei nicht aneinandergrenzende Schnitte jeder Biopsie und jedes Sehnenabschnittes wurde mit
Preufdisch Blau und Nuclear Fast Red als Gegenfarbung gefarbt. Die Farbung wurde ebenfalls als
erhaltene Dienstleistung durch das Institut fiir Veterinar-Pathologie der Universitat Leipzig

durchgefiihrt.

b) Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der gefirbten Paraffinschnitte erfolgte verblindet und semiquantitativ nach dem
Digitalisieren der Schnitte durch den Pannoramic Scanner von 3DHISTECH mit Hilfe des Programmes
Pannoramic Viewer.

Alle Zellen mit Fibroblasten-dhnlicher Morphologie und blau gefarbtem intrazelluldren Eisen wurden
durch zwei Untersucher unabhingig voneinander ausgezdhlt. Die Fldchen jedes histologischen
Schnittes wurden mit Hilfe des Programmes Mathematica ermittelt und die Anzahl der blau gefarbten

Zellen pro 10 mm? berechnet.

4.6.4.2 DAPI

a) Farbeprotokoll

Zwei nicht aneinandergrenzende Schnitte jeder Biopsie und jedes Sehnenabschnittes, die jedoch mit
den korrespondierenden Preufdisch Blau-Schnitten aneinandergrenzten, wurden mit DAPI Kern-
gefarbt.

Die entparaffinierten und rehydrierten histologischen Schnitte wurden 2x 5 min in PBS tiberfiihrt und
20 min in einer 0,3 %igen Triton X 100-Losung inkubiert. Triton X erhoht die Permeabilitdt der
Zellmembran, somit konnte der fluoreszierende DNA-Farbstoff in die Zelle eindringen. Die 10-
miniitige Kernfarbung wurde mit einer 0,2 pg/ml konzentrierten DAPI-L6ésung in Dunkelheit

durchgefiihrt. Der Farbeprozess wurde durch dreimaliges Spiilen mit PBS beendet. Die Schnitte
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wurden in 96 %igem Ethanol und Rotihistol rehydriert und anschlieffend mit Hilfe von Kaisers
Glycerin-Gelatine eingedeckelt.

b) Auswertung

Die Auswertung der gefarbten Paraffinschnitte erfolgte qualitativ nach dem Digitalisieren der Schnitte
durch den Pannoramic Scanner mit Hilfe des Programmes Pannoramic Viewer.

Das Vorliegen fluoreszierender Rhodamin B-positiver Zellen wurde bei allen Schnitten untersucht und
im Zusammenhang mit korrespondierenden Preufdisch Blau-gefarbten Schnitten evaluiert. Ein Schnitt
galt als positiv, sobald eine rot-fluoreszierende spindelférmige Zelle mit blau-fluoreszierendem
Zellkern vorhanden war.

Zusatzlich wurden exemplarische Schnitte durch eine dritte Person am inversen konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM, TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) untersucht. Die
Fluoreszenzfarbstoffe DAPI und Rhodamin B wurden bei 375 nm bzw. 561 nm nacheinander angeregt
und in einem Uberlagerungsbild dargestellt. Die Bilder wurden mit der Software Leica Application

Suite Advanced Fluorescence und Adobe Photoshop bearbeitet und analysiert.

4.6.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS. Es wurden die deskriptive
Statistik berechnet und Boxplots erzeugt. Alle Daten wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung untersucht.

Fiir nicht-normal-verteilte Daten wurde der Mann-Whitney-U Test benutzt. Bei Vergleichen von
gepaarten Gruppen wurden der Friedman Test und der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewendet.
Hierbei wurde zur deskriptiven Statistik der Medianwert mit zugehorigem Interquartilsabstand (IQR)
angegeben. Es wurden keine Tests fiir normal-verteilte Daten durchgefiihrt, da es keine
Gruppenaufteilung gab, fiir die durchgangig eine Normalverteilung vorlag.

Dabei wurden Ergebnisse als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,05.
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5 Ergebnisse

5.1 MSC-Charakterisierung und -Markierung

Die durchflusszytometrische Untersuchung der In- und Exklusionsmarker zeigte folgende Ergebnisse:

Tab. 15 Expression der In- und Exklusionsmarker (IQR = Interquartilabstand)

Inklusionsmarker Median (IQR)

CD 29 61,9 % (IQR: 55,4 %)
CD 44 90,6 % (IQR: 14,1 %)
CD 90 6,5 % (IQR: 29,6 %)
CD 105 25,6 % (IQR: 15.3 %)
CD 73 0%
Exklusionsmarker

CDh 14

CD 34

CD 45 0-2%

CD 79a

MHC II

Die Zellmarkierung mit Molday ION Rhodamine B wurde lichtmikroskopisch und
durchflusszytometrisch untersucht, sie zeigte eine hohe Effizienz. Der Medianwert der Preufdisch Blau-
positiven MSC betrug 100 % (IQR: 2,7 %) (Abb. 5). Zusatzlich wurden diese Ergebnisse durch die
durchflusszytometrische Analyse Rhodamin B-positiver MSC (Median: 99,8 %, IQR: 0,4 %) bestatigt.
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Abb. 5 Nachweis der intrazelluliren Eisenoxid-Partikel in undifferenzierten, frisch markierten MSC

mit Hilfe von Preuf3isch Blau. Modifiziert nach BURK et al. (2016a).

Die markierten MSC der verschiedenen Pferde wiesen alle ein tripotentes Differenzierungspotential
auf (Abb. 6). Die Zellen der adipogenen Differenzierung waren durch intrazelluldre Lipidvakuolen
gekennzeichnet. Extrazelluldre mineralisierte Matrix konnte mit Hilfe der Von Kossa-Farbung bei
osteogen differenzierten MSC angefiarbt werden. In der chondrogenen Pelletkultur bildeten die
differenzierten MSC Glykosaminoglykane und Kollagen.

Die Persistenz der SPIO-Partikel in Form von braunlicher Akkumulationen in der Nahe des Zellkernes
war in der chondrogenen Pelletkultur iiber 21 Tage zu beobachten. Im Gegensatz dazu waren nur
einzelne adipogen differenzierte Zellen Preufdisch Blau-positiv nach sieben Tagen. Keine Preufdisch
Blau-positiven Zellen konnten 21 Tage nach Induktion der osteogenen Differenzierung detektiert

werden.
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Abb. 6 Exemplarische Bilder der tripotenten Differenzierung markierter MSC; (A) Oil Red O-Farbung

der Lipidvakuolen nach adipogener Differenzierung; die Vergroflerung zeigt eine adipogen
differenzierte Zelle mit persistierenden Preufdisch Blau-positiven SPI0-Partikeln; (B) Von
Kossa-Farbung der Mineralisationen nach osteogener Differenzierung; (C) Alcian Blau-
Farbung von Glykosaminoglykanen der chondrogenen differenzierten Pelletkultur, braunliche
Akkumulationen in der Ndhe der Zellkerne weisen auf SPIO-Partikel hin. Modifiziert nach

BURK etal. (2016a).

5.2 Langfristige Zellverfolgung mittels MRT

Der Magic Angle-Effekt konnte in allen untersuchten OBS im Niederfeld-MRT-System erzeugt werden,
jedoch war der realisierbare Winkel der OBS zum statischen Magnetfeld eher 6 = 60° statt 54° (Abb.
2). Der Effekt flihrte zu einem hyperintensen Signal der OBS.

Ein signifikanter Anstieg des SNR der OBS konnte in den Magic-Angle-Aufnahmen im Vergleich zu
6 = 90°-Aufnahmen in den T1w- und T2*w-Sequenzen iiber den kompletten Untersuchungszeitraum

festgestellt werden (p < 0,001) (Abb. 7).
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Abb. 7 Die Boxplots veranschaulichen die signifikant hoheren SNR-Werte der OBS in Magic Angle-
Aufnahmen (55°) im Vergleich zu den Standard-Aufnahmen (90°) in T1w- (oben) und T2*w-

(unten) Sequenzen iiber den zeitlichen Verlauf (p < 0,001).

Die Darstellung der markierten MSC in Form von hypointensen Artefakten war nach der Zellinjektion

in den behandelten Beinen aller Pferde tiber 24 Wochen in Tlw- und T2*w MRT-Sequenzen der

Standard- und Magic Angle-Aufnahmen moglich (Abb. 8).
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Abb. 8 Exemplarische Tlw- und T2*w-MRT-Aufnahmen der OBS eines Pferdes von derselben
Lokalisation kurz vor und nach der MSC-Injektion sowie 6, 12 und 24 Wochen nach der
Applikation. Die OBS mit hyperintensen Sehnenldsionen sind zur Verdeutlichung weif3
umrandet. Nach der Injektion der SPIO-markierten MSC sind diese als hypointense Artefakte
(Pfeil) sichtbar. Gesundes Sehnengewebe (Pfeilspitze) stellt sich in Standard-MRT-Aufnahmen
(90°) hypointens dar und ist somit schwer von den SPIO-bedingten Artefakten zu
unterscheiden. Der Anstieg des Grauwertes von gesundem Sehnengewebe in Magic Angle

(MA)-Aufnahmen ermdoglicht eine leichtere Abgrenzung der hypointensen SPI0O-Artefakte.

Bei der verblindeten Beurteilung wurden hypointense Bereiche in Aufnahmen von Gliedmafien, die
keine markierten MSC enthielten (vor der Zellapplikation (n =10 von 140) und am kontralateralen
Bein (n=24 von 140)) samtlich der Kat. 2 (definiert als unspezifische hypointense Bereiche)
zugeordnet. Folglich ist die Identifizierung falsch-positiver Artefakte mdoglich. Zu betonen ist, dass die
hypointensen Bereiche, die der Kat. 2 zugeordnet wurden, vor allem in den T1w-Sequenzen der Magic
Angle-Aufnahmen ein signifikant hoheres SNR aufwiesen im Vergleich zu denen der Kat.1 (p <0,001)
(Abb. 9). Aus diesem Grund war bei der verblindeten Beurteilung eine Kategorisierung maoglich.
Nichtsdestotrotz war die Festlegung eines SNR-Grenzwertes fiir die Bestimmung SPIO-bedingter

Artefakte nicht moglich.

58



Ergebnisse

60
T
- [ unspez. Artefakt

507 - [ sPIO-Artefakt
= ° °
Q 40 ° 8
x ——
z
@ 30
K4
S
£
L2

10 o

(@]
. N
I I
90° Magic angle
_ T
(] unspez. Artefakt

. 507 ¢ [ SPI10-Artefakt
2
i s
[T
N g
L, E e
m ———
x
S
[]
T
<

20

0 T

9(|)° Magic angle

Abb. 9 Die Boxplots zeigen die Unterschiede der SNR-Werte SPIO-bedingter (Kat. 1) und
unspezifischer (Kat. 2) hypointenser Artefakte in T1w 90°- und Magic Angle-Aufnahmen. Die
Grauwerte der unterschiedlichen Zeitpunkte sind fiir diese Darstellung zusammengefasst.
Sowohl die SNR-Werte der Artefakt-ROIs (oben) als auch die der Artefakt-Flachen (unten) der
unspezifischen hypointensen Bereiche (Kat. 2) sind signifikant hoher als die SNR-Werte der
SPIO-bedingten Artefakte (Kat. 1) (p<0,001). Dennoch kann kein SNR-Grenzwert zur

Erkennung falsch-positiver Artefakte definiert werden.

In Standardaufnahmen konnten die SPIO-bedingten hypointensen Artefakte aufderordentlich gut
abgegrenzt werden, wenn diese durch hyperintenses Gewebe der Sehnenldsion umgeben waren. Eine

eindeutige Abgrenzung dieser bei der Lokalisation im gesunden hypointensen Sehnengewebe war
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jedoch nur mit Hilfe des Magic Angle-Effektes méglich. Diese Beobachtungen konnten durch die SNR-

Werte des Artefaktes, der Lasion und der OBS begriindet werden (Abb. 10).
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Abb. 10 Die Diagramme illustrieren die SNR-Werte der Artefakt-ROI, der Artefakt-Flache, der OBS und

der Lasion (nur in 90°-Aufnahmen) in T1w-Sequenzen iiber den zeitlichen Verlauf. Die SNR-
Werte der hypointensen Artefakte und der OBS sind in 90°-Aufnahmen (oben) dhnlich, daher
ist die Unterscheidung der hypointensen Artefakte von gesundem, hypointensem
Sehnengewebe schwierig. Der SNR-Wert der Lasion ist dagegen signifikant hoher gegeniiber
des SNR-Wertes der hypointensen Artefakte (p < 0,001). In den Magic Angle (MA)-Aufnahmen
(unten) ist dagegen der SNR-Wert der OBS signifikant hoher im Vergleich zur Artefakt-SNR
(p < 0,001). Die Abgrenzung der hypointensen Artefakte ist somit besser moglich.

In 90°-Aufnahmen waren die SNR der Lasionen in T1lw- und T2*w-Sequenzen zu allen Zeitpunkten

signifikant hoher als die Artefakt-SNR (p < 0,001). Im Gegensatz dazu waren die SNR der OBS im

60



Ergebnisse

ahnlichen Wertebereich wie die Artefakt-SNR, insbesondere bei Betrachtung der SNR der
vollstandigen Artefakt-Flachen. In den T1w- und T2*w-Sequenzen der Magic Angle-Aufnahmen aller
Untersuchungszeitpunkte zeigten sich signifikant hohere SNR der OBS im Vergleich zu den Artefakt-
SNR (p < 0,001). Dieses Beobachtung wird durch die CNR-Werte der OBS und der Artefakte gestiitzt,
die in den T1lw- und T2*w-Sequenzen mit Magic Angle-Effekt zu jedem Zeitpunkt signifikant héher
waren im Vergleich zu den 90°-Aufnahmen (p < 0,001) (Abb. 11).
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Abb. 11 Die Diagramme stellen die signifikant hoheren CNR-Werte der Magic Angle-Aufnahmen im
Vergleich zu den 90°-Aufnahmen in Tlw (oben)- und T2*w (unten)-Sequenzen iiber den

zeitlichen Verlauf dar (p < 0,001).

Das SNR der Kat. 1-Artefakte verdnderte sich liber die gesamte Untersuchungszeit nicht signifikant

und blieb konstant niedrig (Abb. 10). Sie war in T2*w-Sequenzen stets kleiner als in den T1w
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Sequenzen (p < 0,05 bei 90°). Es konnten bei den 90°-Aufnahmen keine signifikanten Unterschiede der
SI zwischen Vorder- und Hintergliedmafien festgestellt werden. Die CNR-Werte der Standard-T1w-
Sequenzen wurden nicht durch eine Signalabnahme wdhrend der Sehnenheilung beeinflusst. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den T2*w-Sequenzen der 90°- und Magic Angle-Aufnahmen eine
Abnahme der OBS-SNR iiber die Zeit und somit ebenfalls eine Abnahme der CNR (Abb. 7 und Abb.
11). Trotz dieser Reduktion waren die Unterschiede der CNR beider Aufnahmetechniken bis zur
24. Untersuchungswoche signifikant (p < 0,001).

Es zeigte sich allerdings in T1w- und T2*w-Sequenzen beider Aufnahmetechniken eine Reduktion der
Flachen und der Volumina der hypointensen Artefakte (Abb. 12). Sie waren an den Vordergliedmafien
in Woche 12 und 24 signifikant kleiner im Vergleich zu fritheren Untersuchungszeitpunkten (p < 0,05).
Demnach nimmt vermutlich die Anzahl der SPIO-markierten MSC im Laufe der Versuchszeit ab. Trotz
der besseren Abgrenzbarkeit hypointenser Artefakte im Magic Angle konnten bei der Berechnung der

Artefaktvolumina keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Aufnahmetechniken

festgestellt werden.
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Abb. 12 Die Boxplots zeigen die Reduktion des Artefakt-Volumens liber den zeitlichen Verlauf, die in
den T1w- und T2*w-Sequenzen beider Aufnahmetechniken zu erkennen ist. Eine signifikante
Verringerung des Volumens liegt 12 und 24 Wochen nach Zellapplikation im Vergleich zu den
fritheren Untersuchungszeitpunkten vor (p < 0,05). Signifikante Unterschiede des Volumens

zwischen den beiden Aufnahmetechniken konnten nicht festgestellt werden.

Die Lokalisation der Artefakte wurde ausschliefdlich in den T1w-Sequenzen der 90°-Aufnahmen
beurteilt. Die Artefakte waren bei zehn von zwolf behandelten Beinen tUber den gesamten
Untersuchungszeitraum intratendindés und auch im Peritendineum und in der Unterhaut lokalisiert.
Bei dreien von ihnen waren die Zellen spater weiter zentral (also mehr intraldsional) lokalisiert. Bei

einem der zwolf Beine befanden sie sich lediglich in der Unterhaut. Bei einem anderen waren die
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Artefakte zunichst intratendinos lokalisiert und binnen der ersten Woche waren sie nur noch in der

Unterhaut sichtbar.

5.3 Markierte MSC im peripheren Blut

In der durchflusszytometrischen Untersuchung der Blutproben, die in regelmafdigen Abstdnden vor
und nach der Zellinjektion entnommen wurden, konnten wenige Rhodamin B-positive Zellen
detektiert werden. Die Anzahl der fluoreszierenden Zellen variierte stark zwischen den drei
untersuchten Pferden. Die hochsten Zellzahlen im peripheren Blut wurden innerhalb der ersten 24
Stunden nach Zellapplikation detektiert. Die hochsten Konzentrationen von Rhodamin B-positiven
MSC reichten von 9.079/106 Zellen in einer Blutprobe 8 Stunden nach Zellinjektion eines Tieres bis hin
zu 513/106 und 304/10¢ Zellen in den Blutproben 12 Stunden nach Zellinjektion der beiden anderen
Probanden. Die Ergebnisse weisen auf eine systemische Distribution markierter Zellen im

Blutkreislauf hin.

5.4 Markierte MSC in den Gewebeproben

Die Sehnenbiopsien der Hintergliedmafien und die Sehnenproben der Vordergliedmafien wurden
lichtmikroskopisch und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zudem wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen der Sehnenbiopsien durchgefiihrt.

Preuf3isch Blau-positive Strukturen konnten nach der MSC-Injektion in allen Sehnenldsionen nach 3
und 24 Wochen beobachtet werden. Unspezifische Anfarbungen waren nur zu einem geringen Anteil
vorhanden, der Grofdteil Preufdisch Blau-positiver Strukturen war intrazellular in Fibroblast-dhnlichen
Zellen lokalisiert. Die positive Preuflisch Blau-Anfarbbarkeit war nicht nur in dem mit MSC
behandelten Sehnengewebe vorhanden, sondern auch im Sehnengewebe der kontralateralen
Gliedmafie (Abb. 13) sowie im subkutanen Gewebe und in der Muskulatur im Bereich der

Fettentnahmestelle.
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Abb. 13 Exemplarische Preuflisch Blau-gefarbte histologische Schnitte der Sehnenldsion 24 Wochen
nach der MSC-Applikation. Die Pfeilspitzen markieren Ansammlungen von Preufisch Blau-
positive Strukturen, die grofitenteils in Fibroblasten-dhnlichen Zellen enthalten sind. (A)
Sehnenlasion, in die lediglich Serum als Kontrolle injiziert wurde; (B) Sehnenldsion, in die

SPIO-markierte MSC injiziert wurden. Modifiziert nach BURK et al. (2016a).

Vergleichende Untersuchungen des subkutanen Gewebes und der Muskulatur im Bereich der
Fettentnahmestelle von Kontrolltieren zeigten, dass auch bei diesen Proben, allerdings in einem
geringeren Umfang, zellartige Strukturen mit Hilfe der Preufdisch Blau-Farbung dargestellt werden

konnten (Abb. 14).
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Abb. 14 Exemplarische Preuflisch Blau-gefarbte histologische Schnitte von Muskel- und

Unterhautnarbengewebe 6 Wochen nach chirurgischer Manipulation. (A) zeigen histologische
Schnitte des Narbengewebes eines intratendinds mit SPIO-markierten MSC-behandelten Tieres
mit einer hohere Anzahl an Preufiisch Blau-positiven Zellen (Pfeilspitzen) im Vergleich zu (B)
histologischen Schnitten eines unbehandelten Kontrolltieres. (A2) und (B2) zeigen einen

vergrofierten Bildausschnitt von (A1) und (B1) dar. (BURK et al. 2016a)

Im Gegensatz dazu war die Farbung des gesunden angrenzenden Sehnengewebes sowie der Unterhaut
und der Muskulatur der kontralateralen Kruppenregion der Studientiere negativ.

Die Anzahl zellassoziierter Preufdisch Blau-positiver Strukturen war in den Sehnenbiopsien der
Hintergliedmafien (3 Wochen nach Zellapplikation) hoher als in den Sehnenproben der
Vordergliedmafien (24 Wochen nach Zellapplikation). Der Vergleich zwischen den Gliedmafien zeigte,
dass drei Wochen nach Zellapplikation in dem MSC-behandelten Bein und im kontralateralen Bein
kein Unterschied in der Anzahl nachgewiesen werden konnte. 24 Wochen nach Zellinjektion lagen in
dem behandelten Bein die Preufdisch Blau-positiven Zellen im Vergleich zum kontralateralen Bein in

einer hoheren Quantitit vor. Allerdings waren diese Ergebnisse statistisch nicht signifikant (Abb. 15).
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Abb. 15 Die Boxplots veranschaulichen die Anzahl Preufdisch Blau positiver, Fibroblasten-ahnlicher
Zellen in den histologischen Schnitten der maximalen Lasion 3 und 24 Wochen nach
Zellapplikation sowie der Mittelwert von allen Sehnenabschnitten jeder OBS 24 Wochen nach
Zellapplikation. Modifiziert nach BURK et al. (2016a) (max.=maximale; ges.= gesamte;

inj. = injiziert; kontralat. = kontralateral)

Fluoreszenzmikroskopisch konnte ebenfalls die Prdasenz von Rhodamin B-positiven Zellen im MSC-
injizierten und kontralateralen Bein, jedoch in einer geringeren Quantitdt, festgestellt werden. Es
konnten auch einzelne Rhodamin B-positive Strukturen, die vermutlich extrazelluladr lokalisiert waren,

beobachtet werden (Abb. 16).
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Abb. 16 Exemplarische Rhodamin B-Fluoreszenz (rot) der markierten MSC und DAPI-Farbung der

Kerne (blau) histologischer Schnitte der Sehnenldsion 24 Wochen nach der MSC-Applikation.
Die weifden Pfeilspitzen markieren zellassoziierte Rhodamin B-positive Partikel. Die grauen
Pfeilspitzen kennzeichnen vermutlich extrazelluldre, unspezifische rot-fluoreszierende
Partikel. (A) Sehnenldsion, in die lediglich Serum als Kontrolle injiziert wurde; (B)
Sehnenldsion, in die SPIO-markierte MSC injiziert wurden. Modifiziert nach

BURK et al. (2016a).

Es konnte in den Sehnenbiopsien fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch nicht

bestatigt werden, dass die Rhodamin B-positiven Zellen in den MSC-behandelten Beinen in gleicher

vorlagen wie in den kontralateralen Gliedmafien. In der durchflusszytometrischen

Untersuchung der Biopsien betrug der Medianwert an Rhodamin B-positiven Zellen im MSC-

injizierten Bein 2,5 % (IQR: 3,1 %) und im Kontrollbein lediglich nur 0,5 % (IQR: 0,5 %) (Abb. 17).
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Abb. 17 Das charakteristische Histogramm (links) veranschaulicht die Anzahl der Events (Zellen) im

Vergleich zu der Intensitat der Rhodamin B-Fluoreszenz. Hellgrau = ungefarbte Kontrollzellen,
dunkelgrau = Rhodamin B-positive Zellen, die aus der Sehnenbiopsie 3 Wochen nach
intraldsionaler Injektion von markierten MSC gewonnen wurden. Die Boxplots (rechts)
illustrieren den Prozentsatz der Rhodamin B-positiven Zellen an den isolierten Zellen der
Sehnenbiopsien. Dunkelgrau = mit markierten MSC-behandelte Sehnenlésion,
hellgrau = kontralaterale Sehnenldsion, in die lediglich Serum appliziert wurde. Modifiziert

nach BURK et al. (2016a). (pos. = positiver)

Preufdisch Blau- und Rhodamin B-positive Zellen waren vor allem in Gruppen im verbreiterten Endo-

und Peritendineum lokalisiert. Hiufig waren sie mit Blutgefdfien assoziiert oder sie lagen gerichtet

zwischen unreifen Sehnenfasern.
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6 Diskussion

Wesentliches Ziel der durchgefiihrten Studie und dieser Dissertation war die umfassende
Untersuchung der lokalen Distribution intraldsional applizierter MSC iiber einen langen Zeitraum
sowie die Untersuchung einer potentiellen systemischen Verteilung und gezielten Einwanderung der
MSC in anderes geschadigtes Gewebe. Weiterhin sollte geklart werden, ob der Magic Angle-Effekt
genutzt werden kann, um in equinen OBS bei stehenden, sedierten Pferden den Informationsgehalt in
der MRT signifikant zu erh6hen. Viele der in dieser Arbeit formulierten Hypothesen (Abschnitt 3)
konnten bestdtigt werden, wahrend einige sich als ungiiltig herausgestellt haben. Im Folgenden sollen
nun detailliert Studiendesign, Methodik und Ergebnisse des Zelltrackings diskutiert werden.

Die Einschiatzung der Belastung von Tieren wahrend eines Tierversuches ist Voraussetzung fiir die
Genehmigung und Durchfiihrung. Im Tierschutzgesetz ist verankert, dass Versuche an Wirbeltieren
nur durchgefiihrt werden diirfen, wenn die zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder Schaden der
Versuchstiere im Hinblick auf den Versuchszweck ethisch vertretbar sind (ANON. 2016). Die
perioperative Belastung und Analgesie der Versuchspferde wurde mit Hilfe des Pain Scores liberwacht
und falls erforderlich wurden zusatzlich Analgetika gegeben.

In dieser Studie musste keines der Pferde aufgrund schwerwiegender Befunde oder fehlender
Ansprechbarkeit auf mehrmalige Schmerzmittelapplikationen und andere therapeutische Mafnahmen
aus der Studie ausgeschlossen werden. Allerdings kam es bei einzelnen Pferden im Anschluss an die
Untersuchungen eines Tages zu Koliksymptomen, die moglicherweise durch den langen
Untersuchungszeitraum wdahrend desselben Tages in Verbindung mit der langen Sedationsdauer
verursacht wurden. Da an den Pferden in den ersten 6 Wochen des Versuches drei invasive Eingriffe
(Tendinopathieinduktion, Zellinjektion, Biopsieentnahme) durchgefiihrt wurden, kam es zu einer
zusatzlichen Beanspruchung. Insgesamt jedoch ist die Belastung der Versuchspferde wahrend des
gesamten Zeitraumes der Studie von 24 Wochen als akzeptabel anzusehen.

Die Begrenzung des Untersuchungszeitraumes auf 24 Wochen hat sich fiir den Versuch als
zweckdienlich herausgestellt, obwohl der Abschluss der Sehnenheilung mit 12 Monaten und langer
angegeben wird (DOWLING et al. 2000). Nach Meinung von VAN SCHIE et al. (2009) findet jedoch die
Remodellingphase hauptsdchlich vom 45.-120.Tag statt und somit kann der gewdhlte
Versuchszeitraum fiir ausreichend lang erachtet werden. Zu beachten ist allerdings, dass die
experimentellen Sehnenldsionen in dieser in vivo-Studie auch 24 Wochen nach MSC-Applikation
ultrasonographisch, magnetresonanztomographisch und histologisch noch nachgewiesen werden
konnten. Demnach muss davon ausgegangen werden, dass der Heilungsprozess der artifiziellen

Tendinopathien noch nicht vollstdndig abgeschlossen war.
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Die Erzeugung dieser Defekte in den OBS war mit Hilfe einer kombinierten mechanisch-
enzymatischen Vorgehensweise bei allen Versuchspferden moglich. Allerdings ist anzumerken, dass
es, wie auch in der Literatur beschrieben (SCHRAMME et al. 2010a), durch die Kollagenase-Injektion
zu umfangreichen, in ihrer Gréf3e nicht kontrollierbaren Sehnenldsionen mit Ausdehnung bis in das
Peritendineum kam und eine Standardisierung deshalb schwierig war. Somit waren Unterschiede im
Ausmaf? und in der Lokalisation der Lasionen innerhalb eines Versuchspferdes als auch zwischen den
Versuchspferden. Die von WATTS et al. (2012) vorgeschlagene Kombination mit einem mechanischen
Verfahren konnte der unkontrollierbaren Vergrofierung der Sehnenldsionen in dieser Studie
vollstandig nicht entgegenwirken.

Einen weiteren invasiven Eingriff der Studie stellte die Entnahme von Sehnenbiopsien aus den OBS
der Hintergliedmafien drei Wochen nach der Zellapplikation dar. Auch dieser Eingriff konnte an allen
zwolf OBS erfolgreich durchgefiihrt werden. Es stellte allerdings trotz der vorhandenen MRT-
Aufnahmen eine Herausforderung dar, intraoperativ den maximalen Bereich der Sehnenldsion zu
identifizieren. In der Literatur ist diese Probengewinnung in Form einer Feinnadelbiopsie als ein
Verfahren mit keiner oder nur geringer Belastung fiir das Pferd beschrieben (WAGELS 2000). In der
vorliegenden Studie wurden wesentlich groflere Sehnenproben entnommen, allerdings konnte auch
hier keine schwerwiegende Belastung der Versuchstiere beobachtet werden. Ob die
Biopsieentnahmen eine Lahmheit an der entsprechenden Hintergliedmafde induzierte, konnte jedoch
nur schwer beurteilt werden, da an beiden Hintergliedmaf3en gleichzeitig Sehnenproben entnommen
wurden. Festzustellen ist jedoch, dass es bei einem der sechs Pferde zu einer postoperativen
Komplikation in Form einer Nahtdehiszenz im Bereich einer Biopsieentnahmestelle kam.

Flir die Applikation von MSC stellt die direkte intraldsionale Injektion den Goldstandard dar (TRELA et
al. 2014). Sie wurde in der Studie unter Ultraschallkontrolle durchgefiihrt und fiir die Festlegung des
Injektionsortes zundchst der maximale Ldsionsbereich bestimmt. In allen Féllen konnte die
intraldsionale Positionierung der Spitze der Kaniile ultrasonographisch bestitigt und zum Teil auch
eine Fliissigkeitsbewegung innerhalb der Sehnenldsion wahrend der Applikation beobachtet werden.
Die Durchfiihrung dieses Verfahrens ist unverzichtbar, allerdings kann ein Zuriicklaufen der
Zellsuspension in das Peritendineum und die Unterhaut wihrend oder kurz nach der Injektion nicht
detektiert werden.

Zwingend notwendig bei einer derartigen Studie ist die Verwendung einer Kontrolle in der
Sehnenldsion der kontralateralen Gliedmafde, da sowohl ein positiver als auch ein negativer Effekt
durch die Punktion der Sehnenlédsion nicht ausgeschlossen werden kann. Es wird sowohl von einer
Vergrofierung der Lasion durch die Punktion berichtet (WATTS et al. 2012) als auch von einer
Forderung der Kollagenorganisation und der Lasionsreduktion durch die Punktion und es fiihrt durch
das Ablaufen von Hamatomen und Odemen zu einer Verringerung des Druckes (DOWLING et al.

2000). Als Kontrolle wurde autologes Serum fiir die Injektion an der kontralateralen Gliedmafie
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verwendet, da dieses auch zur Suspension der MSC vor Applikation verwendet wurde, jedoch ein
potentieller therapeutischer Effekt nicht ausgeschlossen werden kann (GEBUREK und STADLER
2011). Um den Einfluss des Serums auf die Sehnenheilung ausschlieféen und ausschliefdlich die
Wirksamkeit der MSC untersuchen zu kénnen, wurde diese Vorgehensweise gewahlt.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Studie ist die langfristige Verfolgung der MSC im Koérper. Dabei
weisen einzelne Vorgehensweisen unterschiedliche Limitationen auf und die Wahl einer geeigneten
Methode ist anspruchsvoll. Durch die Kombination verschiedener Ansitze koénnen jedoch diese
Limitierungen teilweise umgangen und der Informationsgehalt einer Studie erh6éht werden. Die
nachfolgende Zusammenfassung der Ergebnisse durchgefiihrter Zelltracking-Studien verschiedener
Arbeitsgruppen zeigt die Heterogenitit der Beobachtungen und ldsst keine einheitliche
Schlussfolgerung beziiglich der Biodistribution der MSC zu.

Die Ergebnisse der MSC-Markierung mit Technetium-99 und der szintigraphischen Detektion von
BECERRA etal. (2013) und SOLE et al. (2013) lassen auf einen nur unvollstindigen Verbleib der Zellen
in der Sehnenldsion schliefien. Lediglich 24 % der applizierten Zellen waren nach 24 Stunden noch
intraldsional vorhanden. Allerdings kann es durch die Abspaltung des Radionuklids zu einer
Unterschatzung der MSC im behandelten Bein kommen (SPRIET et al. 2015).

Weniger als 5 % der anfanglich applizierten GFP-transfizierten MSC konnten bereits zehn Tage nach
der Injektion in der Sehnenldsion identifiziert werden, nach 60-90 Tagen waren es weniger als 1 %
(GUEST et al. 2010). Diese Erkenntnisse weisen auf ein mangelndes Uberleben der MSC hin, da es
keinen Hinweis auf Zellmigration in andere geschadigte Bereiche gab. Der geringe Nachweis kann
allerdings auch durch die geringe Anzahl an injizierten MSC (1 x 106) verursacht sein (BERNER et al.
2016, GEBUREK et al. 2016, SCHARF et al. 2015).

Im Gegensatz dazu konnte in einem Schafmodell die Persistenz der mit einem rotfluoreszierendem
Protein-markierten MSC sechs Wochen nach Applikation festgehalten werden (LACITIGNOLA et al.
2014). In der Studie von GUEST et al. (2008) wurden die injizierten Zellen vor allem intraldsional und
ein geringer Anteil im angrenzenden Sehnengewebe nachgewiesen. Sie zeigten eine Tendinozyten-
dhnliche Morphologie und waren in das gesunde Sehnengewebe integriert. Dieser Eindruck kann
jedoch auch falschlicherweise durch eine Fusion von markierten MSC und Tendinozyten zustande
kommen. Im kontralateralen Sehnengewebe, nicht aber in der Sehnenldsion, konnten nur sehr wenige
Zellen detektiert werden, was als unspezifische Farbung interpretiert wurde.

CARVALHO et al. (2014) markierten die MSC mit Quantum dots. Diese konnten sieben Tage nach der
Injektion im behandelten Bein wund im peripheren Blut mittels fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie und Histologie detektiert werden, allerdings nicht in der kontralateralen,
unbehandelten Sehnenldsion.

Weiterhin wurden bereits in vivo-Studien mit SPIO-markierten MSC durchgefiihrt (GEBUREK et al.
2016, SCHAREF et al. 2015, YANG et al. 2013). In einer in vivo-Studie mit Schafen konnten die SPIO-

71



Diskussion

markierten Zellen iliber sieben Tage intraldsional histologisch eruiert werden, diese Ergebnisse
kongruieren mit den hypointensen Bereichen in der MRT (SCHARF et al. 2015). Es zeigte sich, dass der
Hauptanteil der GFP-transfizierten SPIO-markierten Zellen im Injektionsbereich zu finden war.
Hinweise auf eine Migration der MSC innerhalb der Sehnenldsion waren ebenfalls feststellbar.
Aufierdem wurden Signalausléschungen im Bereich der Sehnenscheide detektiert, aber diese
Beobachtung ist nach Meinung der Autoren auf ein Zurticklaufen der injizierten Zellsuspension aus
dem Stichkanal zuriickzufiihren. Nach 14 Tagen waren weiterhin hypointense Artefakte darstellbar,
allerdings konnten in der histologischen Untersuchung nur noch wenige oder keine SPIO-Partikel
intrazelluldr nachgewiesen werden. Aufserdem waren diese liberwiegend nicht GFP-positiv. Dies lasst
auf einen frithzeitigen Zelluntergang schlieflen, da sowohl die SPIO-Partikel als auch die GFP-
Markierung nach einer erfolgten Zellteilung detektierbar bleibt.

Dementgegen war in einer anderen Studie neun Wochen nach Zellapplikation stets eine hohe Anzahl
an Zellen histologisch nachweisbar (GEBUREK et al. 2016), allerdings zeigte sich auch hier eine
Abnahme der initial verabreichten Zellen tiber den zeitlichen Verlauf.

Ein Grund fiir die differierende Nachweisbarkeit in den verschiedenen Studien kdénnte der Einsatz
unterschiedlicher Zellzahlen sein (siehe oben; 1 x 10¢ vs. 10 x 106). In Kaninchensehnen wurden die
SPIO-markierten MSC tliber drei Wochen mittels MRT- und histologischer Untersuchungen sichtbar
gemacht (YANG et al. 2013). Bei einer Schafstudie von DELLING et al. (2015b) zeigte sich
zwolf Wochen nach intraartikuldarer Applikation SPIO-markierter MSC die anhaltende Viabilitiat der
Zellen. In der Arbeit von BERNER et al. (2016) wurde fiir das MSC-Tracking ein Niederfeld-MRT
genutzt. Die Sehnenldsionen natiirlicher Genese und die injizierten MSC in Form von hypointensen
Artefakten konnten liber den gesamten Studienverlauf von acht Wochen nachverfolgt werden. Da es
sich bei den Probanden um Patientenpferde handelte, konnten allerdings keine histologischen Proben
gewonnen und untersucht werden. Umfangreiche Untersuchungen zur systemischen Biodistribution
SPIO-markierter MSC wurden in bisherigen Studien nicht durchgefiihrt und so wurde beispielsweise
von GEBUREK et al. (2016) die kontralaterale Gliedmaf3e nicht histologisch untersucht.

Wie in den genannten Studien zu erkennen ist, hat sich die MRT als Detektionssystem fiir eine
langfristige Zellverfolgung als geeignet herausgestellt, da es nicht-invasiv ist und regelmafiige
Untersuchungen iiber einen langen Zeitraum erlaubt. AufRerdem ist in verschiedenen MRT-Sequenzen
die Beurteilung der Sehnenheilung aufgrund von Verdnderungen der Signalintensititen zeitgleich
moglich.

So waren in dieser Studie iiber den vollstindigen Untersuchungszeitraum von 24 Wochen die
Sehnenldsionen in den MRT-Aufnahmen stets sichtbar. Die Lokalisation der hypointensen Artefakte
war hilfreich fiir die subjektive Erkennung und so konnten die direkt intraldsional lokalisierten, jedoch
die Signalausléschung nicht zur Demarkation der Sehnenlésion fiihrte, und solche, die in der Subkutis

lokalisiert waren, leicht erkannt werden.
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Ein Nachteil dieses Detektionssystems stellt die zum Teil schwierige Abgrenzung von SP10-bedingten
hypointensen Artefakten und dem hypointensen gesunden Sehnengewebe dar (GEBUREK et al. 2016),
da die Signalintensitdten im gleichen Bereich angesiedelt sind. Eine genaue Ansprechbarkeit der
Artefaktfliche im gesamten Sehnengewebe ist daher nahezu unmoglich. Aufierdem ist die
Identifizierung des SPIO-Artefaktes bei vollstindiger Signaliiberlagerung der hyperintensen
Sehnenldsion in Standard-MRT-Sequenzen schwierig und es kann zu falsch-negativen Ergebnissen
kommen.

Eine prazise Abgrenzung ist aber durch die Zuhilfenahme des Magic Angle-Effektes moglich (BURK et
al. 2013a, YANG et al. 2013), da es zu einer Kontrastverstarkung kommt und dadurch die Sensitivitat
des MRT-Detektionssystems erhéht werden kann. Im Magic Angle kommt es zu einer Zunahme der
Signalintensitat des gesunden Sehnengewebes, weshalb sich folglich lediglich die SPIO-Artefakte
hypointens darstellen. Bisher wurde tiber diesen Effekt in vivo im Zusammenhang mit der SPIO-
Artefakt-Abgrenzung nur bei Kaninchen berichtet (YANG et al. 2013), wobei jedoch kein Vergleich zu
Standard-MRT-Aufnahmen gemacht wurde.

In der vorliegenden in vivo-Studie war die Erzeugung des Magic Angle-Effektes tiber 24 Wochen in
equinen OBS mdglich und konnte erstmals fiir die verbesserte Detektion von SPIO-Artefakten genutzt
werden. Die Anwendung dieser Technik ist im Niederfeld-MRT-System moglich, wobei der erreichbare
Winkel zwischen der OBS und dem Hauptmagnetfeld allerdings durch die Schenkel des
Permanentmagneten und die Tiergrofie eingeschriankt wird und eine Standardisierung daher nur
schwer moglich ist. Weiterhin ist zu beachten, dass diese Aufnahmetechnik ausschlieilich durch
erfahrenes Personal und mit trainierten Versuchspferden durchgefiihrt werden sollte, da sie ein nicht
unerhebliches Risiko in sich birgt.

Die Verwendung des Magic Angle-Effektes ermdglicht beim Zelltracking auch in equinen OBS eine
verbesserte Abgrenzbarkeit SPIO-bedingter hypointenser Artefakte im Sehnengewebe im Vergleich zu
den Standard-Aufnahmen. Es ist jedoch zu sagen, dass keine signifikanten Unterschiede in den
Artefakt-Volumina zwischen den beiden Aufnahmetechniken bestehen. Folglich wurden die Artefakte
in Aufnahmen beider Techniken weitgehend gleich interpretiert. Als mogliche Griinde hierfiir kdnnen
die Erfahrung der ausmessenden Person und Zufalligkeit genannt werden.

Durch die Detektion hypointenser Artefakte konnte im Ablauf der Studie festgestellt werden, dass
trotz Ultraschall-gestiitzter Zellinjektion bei elf von zwolf Beinen MSC direkt nach der Applikation in
der Unterhaut lokalisiert werden konnten. Diese Tatsache spricht allerdings vielmehr fiir ein
Zurticklaufen der Zellsuspension aus dem Stichkanal als fiir eine Zellwanderung. Zudem konnten
dhnliche Beobachtungen auch in anderen Studien gemacht werden (BERNER et al. 2016, GEBUREK et
al. 2016), was eine Evaluierung der Injektionstechnik notwendig erscheinen lasst. Eine weitere
Ursache konnte die Tendinopathieinduktion unter Verwendung von Kollagenase sein. So ist

beschrieben, dass es durch das Enzym zu umfangreichen Entziindungsreaktionen kommt und keine
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Kernladsion erzeugt wird, die von intaktem Sehnengewebe umgeben ist, und es somit zum Ablaufen der
intraldsional applizierten Zellsuspension kommt (WATTS et al. 2012).

Die Spezifitit des MRT-Detektionssystems sollte durch die qualitative Evaluierung und quantitative
Messungen liberpriift werden. Es zeigte sich, dass die subjektive Erfassung hypointenser SPIO-
Artefakte erstaunlich prazise war. Keine hypointensen Artefakte wurden im Kontrollbein oder vor der
Zellapplikation den SPIO-Artefakten (Kat. 1) zugeordnet, sondern wurden als unspezifische Artefakte
(Kat. 2) kategorisiert. Diese Beobachtung verdeutlicht eine korrekte Identifizierung falsch-positiver
Artefakte und bestatigt das gewdahlte Kategorisierungssystem.

Unspezifische hypointense Artefakte konnen an Ubergingen zwischen verschiedenen Geweben
aufgrund einer starken Magnetisierung entstehen. Das subjektiv exakte Ansprechen falsch-positiver
Artefakte liefd sich auch durch quantitative Messungen bestétigen, allerdings konnte kein SNR-
Grenzwert zwischen Artefakten der Kat. 1 und 2 in Magic Angle- und Standard-Aufnahmen festgelegt
werden. Begriindet ist dies durch wenige niedrige Ausreifier der SNR-Werte von falsch-positiven
Artefakten und den Partialvolumeneffekt. Der Partialvolumeneffekt ist von der Schichtdicke der MRT-
Aufnahmen abhéangig. Durch ihn kann es zu Signaliiberlagerungen und somit zum Anstieg der
Signalintensitat insbesondere kleiner Artefakte kommen. Diese Beobachtungen sind nicht in
Ubereinstimmung mit BERNER et al. (2016), die eine Quantifizierung des Signals fiir sicherer ansahen
als die subjektive Evaluierung. Hieran erkennt man die Schwierigkeit der korrekten Identifizierung
der SPIO-Artefakte und die Bedeutung der Kombination quantitativer und qualitativer Analysen.
Zudem stellte sich die Frage nach der Verdnderung der Signalintensitit und der Dimension der SPIO-
bedingten hypointensen Artefakte in der MRT im zeitlichen Verlauf. In der Studie von BERNER et al.
(2016) wurde eine Zunahme der Signalintensitit der SPIO-Artefakte beobachtet. Wahrend der
Zellproliferation kommt es zur Reduktion des SPIO-Gehaltes insgesamt und auch zur Zunahme des
Signals jeder Zelle (LIU und FRANK 2009). Die Signalverdnderung ist nach Meinung von LIU und
FRANK (2009) durch die Konzentration der Nanopartikel und nicht durch die Anzahl der Zellen
beeinflusst.

In dieser in vivo-Studie war dahingegen die Signalintensitit der SPIO-bedingten hypointensen
Artefakte (Kat. 1) tiber den Untersuchungszeitraum konstant niedrig. Sowohl die Anzahl applizierter
markierter MSC als auch die Versuchsdurchfiihrung waren bei beiden Studien identisch, der einzige
Unterschied bestand in der Verwendung von autologen (diese in vivo-Studie) bzw. allogenen (BERNER
et al. (2016) MSC. Ein moéglicher Grund fiir die Zunahme der Signalintensitiat konnte die vermehrte
Phagozytose allogener Zellen sein. Die Reduktion der Artefakt-Flachen und der Artefakt-Volumina in
dieser in vivo-Studie ldsst jedoch die Schlussfolgerung zu, dass es zu einer Abnahme der SPIO-
markierten MSC kommt. Es ist nicht nur die SPI0-Konzentration in einer Zelle von Bedeutung, sondern
ebenfalls die Anordnung der markierten Zellen zueinander. So flihrt zum Beispiel erst eine gewisse

Anzahl injizierter MSC zur Signalausléschung. Wie Agar-Gel-Phantom-Untersuchungen unserer
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Arbeitsgruppe gezeigt haben, entstehen hypointense Artefakte im Niederfeld-MRT-System erst ab
einer Konzentration von 100.000 markierter MSC (Zellmarkierung wie in dieser in vivo-Studie mit 25
ug Fe/ml) (BERNER et al. 2016). Es ist allerdings nicht definiert wie viele Zellen in einem bestimmten
Sehnenvolumen vorhanden sein miissen, um detektiert werden zu kénnen.

Aus diesem Detektionsminimum SPIO-markierter MSC ergibt sich, dass die lokale Migration
geringerer Zellzahlen oder gar einzelner Zellen nicht feststellbar ist. In der vorliegenden Studie war
eine Zellbewegung in vier von zwolf Beinen in der magnetresonanztomographischen Untersuchung
sichtbar. In drei von diesen waren die hypointensen Artefakte weiter zentral lokalisiert, wohingegen
sie in einem Bein eine Woche nach Injektion nur noch in der Unterhaut gefunden werden konnten.
Eine Ausbreitung der Zellen zu weiter entfernteren Bereichen, also die Detektion von hypointensen
Bereichen an anderen Lokalisationen oder gar am kontralateralen Bein konnte nicht beobachtet
werden. Zudem ist es nicht moéglich, eine systemische Verteilung markierter MSC mittels MRT zu
detektieren. Die Griinde dafiir sind zum einen die Gréfse des Versuchstieres, die es notwendig macht
einzelne Korperteile in verschiedenen Untersuchungen zu messen. Zum anderen spielt die oben
beschriebene begrenzte Sensitivitit des Niederfeld-MRT fiir SPIO-markierte Zellen eine Rolle. Im
Gegensatz dazu konnten in Agar-Gel-Phantom-Versuchen von ADDICOTT et al. (2011) und SCHARF et
al. (2015) mit einem Hochfeld-MRT bereits SPI0-markierte Zellen ab einer Konzentration von 1.000
bzw. 10.000 Zellen detektiert werden. Hier muss jedoch betont werden, dass auch mit einem
Hochfeld-MRT keine einzelnen SPIO-markierten Zellen dargestellt werden kénnen und es bei sehr
hohen Zellzahlen zu einem iiberschiefienden Suszeptibilitatsartefakt kommt (unveréffentlichte Daten
unserer Arbeitsgruppe). Nichtsdestotrotz stellen die geringere Bildauflésung und die relativ grofde
Schichtdicke im Niederfeld-MRT-System Limitationen dieser Studie dar.

Die gewdhlte Schichtdicke von 5mm und die Sortierung der MRT-Aufnahmen und die Zuordnung zu
entsprechenden Héhen bei der Auswertung macht eine Detektion geringer raumlicher Veranderungen
hypointenser Artefakte schwierig. So kénnen Aufnahmen einer zugeordneten Position iiber den
zeitlichen Verlauf aufgrund der Schichtdicke von 5 mm und dem Abstand zwischen zwei Aufnahmen
von 1 mm bis zu 6 mm voneinander abweichen. Trotz dieser Limitationen ist dennoch das Niederfeld-
MRT-System fiir eine langfristige Zellverfolgung und Durchfithrung regelmafiiger Untersuchungen zu
praferieren, da Hochfeld-MRT-Untersuchungen in Allgemeinanasthesie durchgefiihrt werden miissen.
Letzteres hat gravierende Nachteile, da beispielsweise eine 1 %ige Mortalitdtsrate aufgrund des
Narkoserisikos besteht (JOHNSTON et al. 2002) oder es wahrend der Aufstehphase zu hohen
Zugbelastungen in der OBS kommen kann, was womaéglich die Sehnenheilung negativ beeinflusst.

Die MRT als einziges Detektionssytem hat jedoch deutliche Limitationen, wenn es darum geht
Aussagen liber die MSC-Assoziation und die MSC-Viabilitidt und ihre Integration in dem Sehnengewebe
zu machen. Um die Sensitivitit der Zelldetektion zu erhéhen und Ergebnisse auf Zellebene zu

erlangen, muss auf andere Untersuchungsmethoden zuriickgegriffen werden.
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Histologische Untersuchungen koénnen Aufschluss iiber die SPIO-Zellassoziation geben. Die
Validierung SPIO-bedingter Artefakte in der MRT ist somit anhand der Analyse histologischer
Gewebeschnitte moglich. Die Viabilitdat und lokale Verteilung der SP10-markierten MSC kann beurteilt
werden und eine Analyse des Sehnengewebes in Bezug auf die Sehnenheilung kann durchgefiihrt
werden. Auch hier kénnen jedoch aufgrund der Grofde des Versuchstieres lediglich einzelne Bereiche
untersucht werden. Obwohl die histologische Untersuchung von Gewebeschnitten eine bewdhrte
Methode zur Validierung von MRT-Ergebnissen ist, eignet sie sich jedoch nicht fiir eine langfristige
kontinuierliche Zellverfolgung in vivo.

Um in der Histologie die SPIO-Partikel sichtbar zu machen, eignet sich das Anfarben mit Preufiisch
Blau. In der lichtmikroskopischen Untersuchung kann dann damit die Lokalisation und Integritat der
positiven Zellen im Sehnengewebe beurteilt werden. Diese Farbemethode wird als Goldstandard fiir
die Identifizierung der SPIO-Partikel in Gewebeproben verwendet (SCHARF et al. 2015, YANG et al.
2013) und dient der Differenzierung von hypointensen Artefakten, die durch SPIO oder Himorrhagien
entstanden sind (SCHARF et al. 2015). Haufig wird in diesem Zusammenhang jedoch nicht beachtet,
dass die Preufdisch Blau-Farbung nicht spezifisch fiir SPIO-Partikel ist, sondern vielmehr Fe3+-lonen
anfarbt und ublicherweise als Nachweismethode fiir Erythrozytenabbauprodukte oder Siderophagen
verwendet wird. Somit kann es zu einer Preufdisch Blau-positive Farbung in hdmorrhagischem
Gewebe kommen, obwohl keine SP10-Partikel vorhanden sind.

Um dieses zu evaluieren wurden Kontrollproben von beschadigtem Gewebe gefarbt. Es zeigte sich
zwar eine geringere Konzentration, es konnten jedoch ebenfalls intrazellulare Strukturen mit
Preuf3isch Blau angefarbt werden. Auferdem konnen SPIO-Partikel durch Zelllyse frei oder nach
Phagozytose in anderen Zellen vorliegen (SCHARF et al. 2015, WANG et al. 2009). Die Zellassoziation
der Preufdisch Blau-positiven Strukturen lasst die Schlussfolgerung zu, dass freie, extrazellulare SPIO-
Partikel auch 24 Wochen nach Zellapplikation keinen Hauptbestandteil ausmachen. Es ist allerdings
moglich, dass die SPIO-Partikel nicht mehr in den initial markierten MSC vorhanden sind, sondern in
Makrophagen durch Phagozytose freier SPI0O-Partikel oder SPIO-markierter MSC lokalisiert sind (LIU
und FRANK 2009, SCHARF et al. 2015, WANG et al. 2009). In einer Studie von PAWELCZYK et al.
(2008) wurde jedoch ein Ubergang von Eisen wihrend der Phagozytose von SPI0-markierten MSC auf
Makrophagen mit <10 % beschrieben. Basierend auf einer immunohistochemischen Farbung von
Makrophagenmarkern in einigen Vorversuchen und der differierenden Morphologien von MSC und
Makrophagen kann eine umfangreiche Beteiligung dieser als eher unwahrscheinlich erachtet werden.
Eine Bestdtigung dieser Hypothese wire zum Beispiel durch eine kombinierte Markierung der MSC
mit SPIO und GFP moglich (SCHARF et al. 2015). Folglich ist die Preufdisch Blau-Farbung aufgrund
ihrer Spezifitdt nicht als alleinige Methode fiir den Nachweis SPIO-markierter MSC geeignet. Die

Kombination mit einer weiteren Technik der Zellmarkierung und -detektion ist notwendig.
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Die Limitation der Abgrenzung SPIO-positiver Zellen von Zellen mit Eisen-haltigen
Blutabbauprodukten konnte durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von Rhodamin B-
positiven Zellen tiberwunden werden. Ein weiteres Indiz dafiir, dass ein Teil der Preufdisch Blau-
positiven Zellen durch Blutabbauprodukte hervorgerufen wird, ist, vor allem in den Sehnenbiopsien,
die geringere Anzahl festgestellter Rhodamin B-positiver Zellen im Sehnengewebe. Diese Ergebnisse
sind Ubereinstimmend mit denen einer Studie von SCHARF et al. (2015), in der die MSC GFP-
transfiziert und SPIO-markiert waren. Zwei Wochen nach Zellapplikation waren weniger GFP-
markierte MSC als Preufdisch Blau gefiarbte Strukturen detektierbar. Die Erkldrung fiir diese
Ergebnisse durch die Autoren war allerdings, dass es sich bei den Preuf3isch Blau-positiven Strukturen
zum Teil um freie SPIO-Partikel gehandelt hat (SCHARF et al. 2015). Dies konnte in unserer Studie
nicht bestatigt werden, da die positive Farbung intrazellular lokalisiert war. Obwohl der Nachweis von
GFP eine hohe Spezifitit fiir das Vorhandensein transfizierter MSC hat, ist dieses Protein nicht an
SPIO-Partikel gebunden. Aus diesem Grund ist es nicht méglich das Schicksal der SPIO-Partikel tiber
die Detektion des GFP zu ermitteln. Es ist also ebenfalls denkbar, dass die Differenz zwischen
Preuf3isch Blau- und GFP-positiven Strukturen durch das Vorkommen von Blutabbauprodukten
zustande kommt.

In der durchgefiihrten Studie wurden SPIO-Partikel eingesetzt, die direkt an Rhodamin B gekoppelt
sind. Der Rhodamin B-Nachweis hat eine hohere Spezifitat als die Anfarbung der SPIO-Partikel mit
Preufisch Blau. Im Hinblick auf die Quantifizierung markierter Zellen kann die
Fluoreszenzmikroskopie deshalb wertvolle Informationen liefern. Die Abgrenzung Rhodamin-
positiver Zellen ist zum Teil jedoch aufgrund von Autofluoreszenz des Sehnengewebes und der
Erythrozyten schwierig. Infolge dessen wurden in dieser Studie die fluoreszenzmikroskopischen
Schnitte des Sehnengewebes lediglich qualitativ ausgewertet, um zu verhindern, dass falsch-positive
Ergebnisse bei einzelnen Zellen zu verfalschten quantitativen Ergebnissen fithren.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Sehnenbiopsien drei Wochen nach Zellapplikation
bestéatigte die deskriptive Evaluierung mit dem Ergebnis, dass in der Probe der MSC-behandelten Seite
mehr Rhodamin B-positive MSC vorhanden waren im Vergleich zur kontralateralen Sehnenbiopsie.
Das Vorkommen einer geringen Anzahl von markierten Zellen in der Sehnenldsion auf der
kontralateralen Seite wird durch die Prasenz von MSC im peripheren Blut in den ersten Stunden nach
Zellapplikation gestiitzt. Diese Beobachtung wurde ebenfalls in der Studie von CARVALHO et al. (2014)
gemacht. Die Ergebnisse beider Studien lassen die Annahme zu, dass die Zellen vor allem zum
Zeitpunkt der Zellapplikation in das Blutsystem tibergehen. Ein Grund dafiir kann die Verletzung von
kleinen Gefiafden mit der Injektionskaniile sein. Es gibt einige Untersuchungen dartiber warum MSC
gezielt in geschddigtes Gewebe einwandern (SOHNI und VERFAILLIE 2013). Sind die Progenitorzellen
in das Blutgefafdsystem iibergetreten, migrieren sie durch Chemokine und Integrine zu geschadigten

Geweben. Der Nachweis markierter Zellen im Kontrollbein nach lokaler MSC-Applikation ist jedoch
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bisher in anderen Studien noch nicht beobachtet worden (CARVALHO et al. 2014, GUEST et al. 2008,
LACITIGNOLA et al. 2014). Zudem ist nach Meinung von GAO et al. (2001) die Effizienz des Homings
mit nur 1-2 % der infundierten MSC als sehr gering einzuschdtzen (Verwendung von MSC aus
Knochenmark). Einen weiteren Hinweis auf die systemische Biodistribution kénnte eine histologische
Untersuchung der regionalen Lymphknoten geben (GEBUREK et al. 2016).

Die klinische Relevanz der Biodistribution der MSC nach lokaler Injektion ist als unbedeutend
einzuschdtzen, da es nur zu einer geringen Reduktion der injizierten Zellkonzentration in der
behandelten Sehnenldsion kommt. Die Ergebnisse sind jedoch elementar fiir die Einschatzung des
Studiendesigns und die Bewertung des Therapieerfolges. Die Nutzung kontralateraler Sehnenldsionen
als Negativkontrolle in einer in vivo-Studie ist generell anerkannt, da man so die Anzahl der
Versuchstiere und individuelle Unterschiede reduzieren kann (CROVACE et al. 2007, SCHRAMME et al.
2010a). Da allerdings bisher nicht bekannt ist, welche Zellkonzentration die Sehnenheilung positiv
beeinflusst (BECERRA et al. 2013), muss auch die Wanderung einzelner Zellen als kritisch betrachtet
werden. Dann ndmlich handelt es sich bei der kontralateralen Sehnenldsion nach einer potentiellen
Migration der MSC um keine Negativkontrolle mehr. Zukiinftig ist es notwendig dosisabhédngige

Studien durchzufithren, um die effektive Zelldosis zu ermitteln.

In dieser in vivo-Studie sollte die langfristige Zellverfolgung Aufschluss iiber die Biodistribution wie
die lokale Persistenz und systemische Verteilung von intraldsional applizierten MSC geben. Eines der
Hauptresultate ist die erfolgreiche Detektion der MSC und deren Verbleiben in der behandelten
Sehnenlasion tber 24 Wochen nach lokaler Zellapplikation. Dies wird durch das konstant niedrige
Signal der Artefakte in der MRT und die Detektion markierter Zellen in entsprechenden histologischen
Proben belegt. Der Magic Angle-Effekt kann in equinen OBS zudem zur verbesserten Detektion SPIO-
bedingter Artefakte in der MRT genutzt werden. Die Zellzahl in der Sehnenlédsion nahm iiber die Zeit
ab, was aufgrund des abnehmenden Volumens der hypointensen Artefakte und histologischer
Ergebnisse geschlussfolgert werden konnte. Nichtsdestotrotz war 24 Wochen ein nicht zu
vernachldssigender Teil der initial injizierten MSC vital und in das Sehnengewebe integriert. Die damit
nachgewiesene Persistenz der MSC {iber einen langen Zeitraum wiirde es ihnen erlauben,
kontinuierlich Einfluss auf lokale regenerative Prozesse zu nehmen. Eine weitere zentrale Erkenntnis
dieser Studie ist die systemische Zirkulation SPIO-markierter MSC und die Distribution in anderes
geschaddigtes Gewebe wie die Sehnenldsion der kontralateralen Gliedmafie. Die Ergebnisse dieser in
vivo-Studie liefern somit einen mafdgeblichen Beitrag zum Kenntnisstand zu Biodistribution und
Persistenz von MSC nach lokaler Applikation. Sie sind damit von grofier Bedeutung fiir das
Verstindnis des Wirkmechanismus der MSC-Therapie von Sehnenerkrankungen und koénnen als

Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienen.
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Untersuchungen zur Biodistribution multipotenter mesenchymaler Stromazellen
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Schliisselworter: Tendinopathie, Oberflachliche Beugesehne, multipotente mesenchymale
Stromazellen, Biodistribution, Tracking, superparamagnetische Eisenoxide,

Magnetresonanztomographie

Einleitung: Die Tendinopathie der Oberflachlichen Beugesehne (OBS) ist eine haufig auftretende
orthopadische Erkrankung beim Pferd, die meist zu einer langfristigen oder sogar endgtltigen
Leistungsdepression fiihrt. Bisher besteht kein therapeutischer Goldstandard, jedoch wird die
Therapie mit multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) als aussichtsreich erachtet. Der
Verbleib und der Wirkmechanismus dieser Zellen nach lokaler Applikation sind nicht hinreichend
bekannt. Eine kombinierte Markierung der MSC mit superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln
(SPIO) und dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B ermdglicht die Analyse der Biodistribution mit Hilfe

von Magnetresonanztomographie (MRT), histologischen und fluoreszenzbasierten Untersuchungen.

Ziele: Wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der lokalen Distribution intraldsional
applizierter MSC sowie die Untersuchung einer potentiellen systemischen Verteilung und gezielten
Einwanderung in anderes geschadigtes Gewebe. Weiterhin sollte die Anwendung des Magic Angle-
Effektes in der MRT beziiglich Durchfiihrbarkeit an stehenden Pferden und Effektivitit des

Zelltrackings evaluiert werden.

Tiere, Material und Methoden: Bei 6 Pferden wurden im mittleren Teil der metakarpalen/-tarsalen
OBS aller 4 Gliedmafien Sehnenldsionen auf mechanisch-enzymatischem Wege induziert. Die fiir die
Applikation aus Fettgewebe der Glutealregion gewonnenen, autologen MSC wurden mit Molday ION
Rhodamine B (BioPAL, Inc., Worcester, USA) markiert. 3 Wochen nach Defektinduktion erfolgte die

intraldsional Applikation der markierten MSC in die OBS einer Vorder- und einer Hintergliedmaf3e und
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Serum in die kontralateralen Kontrolldefekte. Im Zeitraum der Zellapplikation wurden mehrere
vendse Blutproben durchflusszytometrisch auf Rhodamin B-positive Zellen hin untersucht. Insgesamt
erfolgten 10 MRT-Untersuchungen der Vordergliedmafien bis zur 24. Woche nach Zellapplikation in
denen Standard- und Magic Angle-Aufnahmen angefertigt wurden. Bis zur 3. Woche nach
Zellapplikation erfolgten 4 Standard-MRT-Untersuchungen der Hintergliedmafden. T1- und T2*-
gewichtete Sequenzen dienten bei beiden Aufnahmetechniken der Beurteilung SPIO-bedingter
hypointenser Artefakte. 3 Wochen nach der Zellapplikation wurden Biopsien aus den OBS der
Hintergliedmafien entnommen. Zum gleichen Zeitpunkt erfolgte die Entnahme von subkutanem Fett-
und Muskelgewebe aus dem Bereich der Fettentnahmestelle und aus der unbeschadigten
kontralateralen Glutealregion. 24 Wochen nach Zellapplikation wurden die Tiere euthanasiert und die
OBS der Vordergliedmafien entnommen. Alle Gewebeproben wurden histologisch (Preufdisch Blau

Farbung) und fluoreszenzbasiert (Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie) untersucht.

Ergebnisse: SPIO-bedingte hypointense Artefakte waren iiber 24 Wochen in MRT-Aufnahmen der
MSC-behandelten OBS vorhanden. Die Signalintensitdt war konstant niedrig, jedoch verringerte sich
das Volumen der hypointensen Artefakte mit der Zeit. Diese liefd ein Abnehmen der Zahl markierter
MSC vermuten, was in histologischen Analysen bestatigt wurde. Der Magic Angle-Effekt konnte in allen
OBS der Vordergliedmafien und zu allen Zeitpunkten erzeugt werden. Die Abgrenzbarkeit der
hypointensen Artefakte gegeniiber dem in Standard-MRT-Aufnahmen hypointensen gesunden
Sehnengewebe erhohte sich, jedoch gab es keine Unterschiede in der Volumenmessung der SPIO-
bedingten hypointensen Artefakte zwischen Standard- und Magic Angle-Aufnahmen. Histologisch
konnten intrazellulare Preufdisch Blau-positive Zellen in den MSC-behandelten und kontralateralen
Sehnenldsionen sowie in anderem geschddigten Gewebe detektiert werden. Diese Beobachtungen
bestatigten sich durch den Nachweis Rhodamin B-positiver Zellen. Durchflusszytometrische
Untersuchungen von Blutproben zeigten, dass Rhodamin B-positive Zellen vor allem innerhalb der
ersten 12 Stunden nach der Zellapplikation im vendsen Blut vorhanden waren. Die intraldsional
applizierten MSC verblieben hauptsichlich in der behandelten Sehnenldsionen, welches durch das
konstant niedrige Signal der Artefakte in der MRT und durch die Detektion markierter Zellen in

entsprechenden histologischen Proben belegt wurde.

Schlussfolgerung: Eine langfristige Verfolgung SP10-markierter MSC ist in vivo im MRT durch beide
Aufnahmetechniken méglich. Die Abgrenzbarkeit SP1I0-bedingter hypointenser Artefakte kann durch
den Magic Angle-Effekt erhoht werden. Allerdings ist die Sensitivitdt der Zellverfolgung in der MRT
begrenzt und somit kann eine geringe Zellmigration nicht detektiert werden. Trotz der Hinweise auf
eine systemische Verteilung und Migration der markierten Zellen in anderes geschddigtes Gewebe,

verbleibt ein Grofiteil der markierten MSC nach der intraldsionalen Injektion in der behandelten OBS.
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Introduction: Tendinopathy in superficial digital flexor tendon (SDFT) is a frequently occurring
orthopaedic disease in horses, which usually results in long-term or even in a permanent decrease in
the performance. So far there is no therapeutic gold standard. The therapy with multipotent
mesenchymal stromal cells (MSC) has shown promising results. Still, the fate of these cells and their
mechanism of action after local injection are not completely understood. The labelling of MSC with
superparamagnetic iron oxides (SPIO) and Rhodamine B enables the analysis of the biodistribution

using magnetic resonance tomographic, histological and fluorescence based examinations.

Objectives: Main objective of this work was the comprehensive investigation of the local distribution
of intralesional injected MSC. Additionally, a potential circulation in the blood system and a possible
migration into other damaged tissue was analysed. Furthermore, the feasibility of the magic angle
effect in SDFT MRI scans of standing sedated horses and its effectiveness for cell tracking was part of

the study.

Animals, Material and Methods: Tendon lesions were induced by a mechanic-enzymatic procedure
in all mid-metacarpal/-metatarsal SDFT of 6 horses. The autologous MSC, gained from adipose tissue
of the gluteal region, were labelled with Molday ION Rhodamine B (BioPAL, Inc.,, Worcester, USA).
Three weeks after induction of the tendon lesions, labelled MSC were injected into the SDFT of one
fore- and one hind leg and serum in the contralateral control lesions. During the first week following
cell injection, peripheral blood samples were collected and assessed for Rhodamine B-positive cells by
flow cytometry. Overall 10 MRI examinations of the forelegs were performed until week 24 after cell
application, in which standard and magic angle images were taken. Four standard MRI examinations
were performed until week three after injection of the hind legs. T1 and T2* weighted sequences

served for the evaluation of SPIO-induced hypointense artefacts in the case of both recording
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techniques. Three weeks after cell injection, tendon biopsies were taken from both hind legs. At the
same time subcutaneous and muscle tissue was collected from the area where adipose tissue was
previously obtained and from the contralateral gluteal region. Tendon samples of both forelegs were
taken at week 24 after euthanasia. All tissue samples were then assessed by histology (Prussian blue

staining) and fluorescence-based methods (fluorescence microscopy, flow cytometry).

Results: Until week 24, hypointense artefacts induced by SPIO particles were visible in the MSC-
injected limbs. The signal intensity consistently remained low but the artefact volume decreased over
time, which suggested that the number of labelled MSC decreases over time as well. Histology
confirmed the smaller number of MSC. The magic angle effect was feasible in the SDFT of all forelegs
and at all time points. It improves the discrimination of hypointense artefacts because healthy tendon
tissue now presents as hyperintense regions. However, there were no significant differences between
the artefact volumes between standard and magic angle images. Prussian Blue-positive structures
were detected in all MSC-treated tendon lesions and also in other damaged tissue. The presence of
Rhodamine B-positive cells confirmed these findings. Using flow cytometry, Rhodamine B-positive
cells were detected in the peripheral blood, especially in the first 12 hours after MSC injection. The
majority of applied cells remained at the injection site, which is verified by the constantly low signal

intensity of the artefacts and the detection of labelled cells in corresponding histological samples.

Conclusion: Longitudinal tracking of SPIO-labelled MSC in vivo is feasible by both MRI recording
techniques. The delineation of the SPIO-induced hypointense artefacts is higher in magic angle images.
However, the sensitivity of MRI for cell tracking is limited, so that minor cell movements cannot be
detected. Despite the indications for systemic circulation and migration of the labelled cells into other
damaged tissue, the majority of the applied labelled MSC remain at the injection site after intralesional

injection.
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10 Anhang
1. Vitalparameter
a) Herzfrequenz (Schliage/min): 0: <40 1: >40-56 2:>56
b) Atemfrequenz (Atemziige/min): 0: <16 1:>16-36 2:>36
c) innere Kérpertemperatur (in °C): 0: 37,0-38,0
1:38,1-39,5/35,5-36,9
2:>39,5/<35,5
2. Allgemeinverhalten
0: Tier steht und bewegt sich normal in der Box, nimmt an Umgebung teil
1: Tier steht aber bewegt sich wenig in der Box, nimmt an Umgebung teil
2: Tier nimmt wenig an Umgebung teil oder liegt vermehrt (>1/3 des Tages; Brustbauchlage), steht

aber bei Ansprechen auf

4

: Tier apathisch oder liegt vermehrt (>2/3 des Tages in Brustbauchlage oder >1h in

Seitenlage), steht aber bei Ansprechen auf

: Tier liegt, steht bei Ansprechen nicht auf, aber kann aufgetrieben werden

: Tier liegt fest und kann nicht aufgetrieben werden

. Maulschleimhiute

: blassrosa, KFZ <2sec
: ggr.-mgr. gerdtet oder blass, KFZ <2sec
: hgr. gerotet oder blass oder KFZ >2sec

verwaschen oder KFZ >4sec

. Belastung der Gliedmafden

6
8
3
0
1
2
4:
4
0
1
2
4

: normale Bewegung, keine vermehrte Pulsation der Mittelfuf3arterie
: ggr. ungleichméafdige Bewegung/ Wendeschmerz, keine vermehrte Pulsation der Mittelfuf3arterie
: mgr. ungleichméfiige Bewegung/ Wendeschmerz, keine vermehrte Pulsation der Mittelfuf3arterie

: lauft nur sehr unwillig oder lahmt hgr. oder vermehrte Pulsation der Mittelfufarterie
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5. OP-Gebiet

a) Beurteilung von Druckempfindlichkeit unter Verband:
0: nein 1: ggr. 2: mgr. 3: hgr.
b) Manipulation an Verband/ Gliedmafse (scheuern, aufstampfen):

0: nein 1: ggr. 2: mgr. 3: hgr.

Bei hgr. Druckschmerz oder hgr. Manipulation am Verband: Verband entfernen und zusatzlich c)
und d) beurteilen:
c) Schwellung (Erhabenheit in cm): 0:<0,5 1: 0,5-2 2:>2

d) Sekretabfluss: 0: nein 1: seros 2: mukds

Anlage 1 Parameter Pain Score (ggr. = geringgradig, mgr. = mittelgradig, hgr. = hochgradig)

Gesamt-Painscore <8 und Einzel-Scores <4 in allen Punkten (1.-5.):

- keine zusdtzliche Analgesie/ Behandlung/ Diagnostik notwendig

Gesamt-Painscore >8:

- zusatzlich Gabe von 1,1 mg / kg KG Flunixin i.v./p.o.

Bei bestehender Abweichung des Gesamt-Painscores:

- es werden zusatzlich 0,02 mg / kg KG Butorphanol i.v. gegeben

Einzel-Scores 24: Einleitung der jeweilig entsprechenden Mafnahmen

- ad 1.-3.: Intensivmedizinische Betreuung und eingehende Untersuchung,; ggf. Blutuntersuchung,
Behandlung mit Metamizol, Vitamin C, Infusionstherapie und weiteres Monitoring)

- ad 4.: Weitere Diagnostik und Therapie (eingehende Untersuchung, ggf. Rontgen der distalen
Gliedmafie und Einleitung von Hufreheprophylaxe)

- ad 5.: Weitere Diagnostik und Therapie, ggf. Wundbehandlung und Antibiose

Painscore von 16 und fehlender Ansprechbarkeit auf wiederholte
Schmerzmittelapplikation und therapeutische Maf3nahmen:

- spatestens nach 24 h wird das Tier schmerzlos durch eine befugte Person euthanasiert

Anlage 2 Weitere Vorgehensweise gemafi Pain Scoring
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Gerate Bezeichnung Hersteller

Brutschrank BBD 6220 Inkubator Heraeus Holding GmbH,

37°C, 5% CO2,90 % rH Hanau, Deutschland

Durchflusszytometer FACS Canto 11 BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

Einbettautomat Histokinette Apparate Armin Liidi, Bern,
Schweiz

Hamazytometer Neubauer-improved Paul Marienfeld GmbH &

Zahlkammer Co. KG, Lauda-Konigshofen,

Deutschland

Kameramikroskop [X51 Inverses Mikroskop Olympus America Inc.,

Laser-Scanning-Mikroskop
Mikroskop

Pannoramic Scanner

LSM, TCS SP5
Eclipse TE2000-S

Pannoramic Scan II

Center Valley, Pennsylvania
Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland
Nikon GmbH, Diisseldorf,
Deutschland

3DHISTECH Ltd., Budapest,
Ungarn

Photometer Tecan Safire Tecan Group Ltd,,
Mannedorf, Schweiz

Zellsortierer FACS Aria III BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

Software Bezeichnung Hersteller

Adobe Photoshop Adobe Photoshop CS Adobe Systems, Miinchen,
Germany

FACSDiva BD FACSDiva 6.1.3 Software BD Biosciences, San Jose,

Flow]o Software

Leica Application Suite Advanced

Fluorescence
Mathematica

Olympus Cell*A

Pannoramic Viewer
SPSS

Synedra Viewer

Flow]o V10.0.7
Leica Application Suite
Advanced Fluorescence 2.6.0

Mathematica 10.1

Olympus Cell*A

Pannoramic Viewer 1.15.4
SPSS Statistics 22

Synedra ViewPersonal, Version
3.4.0.2

Kalifornien, USA

Tree Star Inc., Ashland,
Oregon, USA

Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland
Wolfram Research, Inc.,
Champaign, IL, USA
Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH,
Leinfelden-Echterdingen,
Deutschland

3DHISTECH Ltd., Budapest,
Ungarn

IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Deutschland
Synedra Information
Technologies GmbH,
Innsbruck, Osterreich

Verbrauchmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

4-er Well Platte
12-er Well Platte

96-er Mikrotiterplatte

6-er Well Platte
12-er Well Platte

96-er Mikrotiterplatte
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BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA
BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA
BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA



FACS-Tubes

Objekttrager, verschiedene Farben

Anhang

Rohre 5 ml, 75 x 12 mm,
Polystyrol
Superfrost, geschliffen

Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturflasche Tissue Culture Flask 12,5 cm?, BD Biosciences, Bedford,
25 cm?, 75 cm?, 175 cm? Massachusetts, USA

Zellkulturplatte Tissue Culture Dish (10 cm) Nalge Nunc International
Corporation, Rochester,
USA

Zellschaber Zellschaber 24 cm TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Chemikalien, Lésungen, Zusitze Bezeichnung Hersteller

3-IBMX

Acid Fuchsin

Alzian-Blau

Ascorbat-2-P

Beads

Bouin’sche Losung

Collagenase (20 mg/ml)
DAPI

Dexamethason

DMEM

DMEM/HAM’s F-12
DMEM High Glucose
EDTA 0,05 M

Eiweif3-Glycerin

Essigsaure

3-Isobutyl-1-methylxanthine
15879

Acid Fuchsin
84600

Alcian Blue 8GX Powder A5268

L-Ascorbic acid 2-phosphate
sesquimagnesium salt hydrate
A8960

BD CompBeads Anti-Mouse Ig,
k/Negative Control
Compensation Particles Set
Bouin’s solution HT101128

Collagenase Typ I Pulver
DAPI

Dexamethason D2915

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium mit 1 g/1 D-Glucose, L-
Glutamin, Pyruvat
DMEM/HAM'’s F-12 with L-
Glutamine

DMEM High Glucose (4,5 g/1)

Ethylendiamin-tetraessigsdure
Dinatriumsalz Dihydrat
Eiweif3-Glycerin

Essigsdure 100%
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Ostereich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Ostereich

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Dr. K. Hollborn & Séhne
GmbH & Co. KG, Leipzig,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland



Ethanol 50%, 70%, 80%, 96%

Farbe-Puffer
- PBS

- 3% FBS

- 0,1 9% Na-Azid

Fast Green

Fc-Block

FBS

Fix & Perm
Genta

-Glycerophosphat

HBSS

Indomethacin

Insulin

Isopropanol
ITS+
Kaisers Glycerin-Gelatine

Kaninchen Serum

Lebend/Tot-Farbstoff
Leukozytenseparationsmedium
Mayer’s Himatoxylin

NaOH 0,1 M

Anhang

Ethanol 99%

Phosphate Buffered Saline ohne
Caund Mg

Fetales Bovines Serum
Lot.Nr. 047K3395

Natriumazid

Fast Green FCF
F7252

Human TruStain FcX (Fc
Receptor Blocking Solution)
Fetales Bovines Serum
Lot.Nr. 047K3395

Fix & Perm Cell Fixation &
Permeabilization Kit
Gentamicin (50 mg/ml)

B-Glycerophosphate disodium
salt hydrate G9891

Hank’s Balanced Salt Solution,
500 ml

Indomethacin 17378
[1-(4-Chlorobenzoyl)-5-
methoxy-2-methyl-3-
indoleacetic acid]

Insuline from Bovine Pancreas
16634

Isopropanol

ITS+ premix

Kaisers Glycerin-Gelatine
phenolfrei

Rabbit Serum R4505

Fixable E-Fluor 780
Ficoll-Paque™ PREMIUM, 1.077

g/ml
Mayer’s Hematoxylin S3309,

Ready-to-use aqueous solution
NaOH 0,1 M
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Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Biolegend, San Diego,
Kalifornien, USA
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

eBioscience, Inc., San Diego,
Kalifornien, USA

GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Schweden
Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland



Natriumthiosulfat

Nuclear Fast Red

Oil Red O Pulver

Paraformaldehyd
PBS
Pen/Strep

Phosphor-Wolframsaure

Ponceau Xylidine

Preuflisch Blau

Prolin

Pyrogallol

Roti Histokit
Rotihistol

Safranin O

Silbernitrat

SPIO

TGF p1
Trypan Blau
Trypsin
VE-Wasser

Weigert’s Eisenhdmatoxylin

Xylol

Anhang

Sodium thiosulfate
pentahydrate

217247

Nuclear Fast Red solution
N3020

Oil Red O Pulver

Paraformaldehyd 4 %
Phosphate Buffered Saline ohne
Caund Mg

Penicillin (10.000 IE/ml)
Streptomycin (10.000 pg/ml)
Phosphotungstic acid hydrate
P4006

Ponceau Xylidine
P2395

Prussian Blue Reagent Pack,
MHS16

L-Proline

Pyrogallol
P0381

Roti Histokit
Rotihistol

Safranin O
84120

Silver nitrate AgNO3
209139

Molday ION Rhodamine B

TGF 1

Trypan Blue Stain (0,4 %)
Trypsin EDTA 0,5 %
VE-Wasser

Weigert’s iron hematoxylin

solution HT1079

Xylol
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich

Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

BioPhysics Assay
Laboratory (BioPAL), Inc,,
Worcester, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

BioPhysics Assay
Laboratory (BioPAL), Inc,,
Worcester, USA

Acris Antibodies GmbH,
Herford, Deutschland
Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Aus der Leitung
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,



Anhang

Karlsruhe, Deutschland

Serum, hitzeinaktiviert Sigma-Aldrich Chemie
- Maus Mouse Serum M5905 GmbH, Steinheim,

- Ratte Rat Serum R9759 Deutschland

- Kaninchen Rabbit Serum R4505

- Ziege Goat Serum G9023

Anlage 3 Verbrauchsmaterialien, Gerate, Software, Chemikalien, Losungen und Zusatze fiir die

Zellkultur und die Probenanalyse
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Anhang

Materialien

Bezeichnung

Hersteller

Benzylpenicillin-Natrium

Biopsiestanze
Braunoderm

Butorphanol

Dafilon 2/0 schneidende Nadel
Dafilon 3/0 schneidende Nadel
Detomidin

Diazepam

Einmalskalpelle 11er, 15er,
22er

Ethanol 70%

Fischolkapseln

Flexiile

Flunixin-Meglumin

Flunixin-Meglumin

Gentamicin

Guaifenesin

Isofluran

Jodseife
Jodspray
Ketamin
Klebeflies

Knochenmarkextraktionskaniile

Penicillin G 10 Mega IE

Biopsy Punch
Braunoderm

Alvegesic (10 mg/ml)

Dafilon 2/0 schneidende Nadel
Dafilon 3/0 schneidende Nadel
Domosedan (10 mg/ml)
Diazepam-Lipuro (5 mg/ml)
Einmalskalpelle 11er, 15er, 22er
Ethanol 70%

Omega-3 Kapslen Plus Vitamin E

Brauniile MT

Flunidol RPS (50 mg/ml)

Flunidol 5 % Applikator

Genta (100 mg/ml)

Myolaxin 15%

Isofluran CP

Degraseptin

VET-SEPT Spray (50 mg/ml)
Ursotamin (100 mg/ml)
Fixomull stretch

Knochenmarkextraktionskaniile
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InfectoPharm Arzneimittel
und Consilium GmbH,
Heppenheim, Deutschland
Kruuse, Langeskov,
Danemark

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Orion Pharma GmbH,
Hamburg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland

PKH GmbH, Halle,
Deutschland

PRO DIMI PHARMA GmbH &
Co. KG, Dortmund,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland
CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland
CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland
Vétoquinol GmbH,
Ravensburg, Deutschland
CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland
Albrecht GmbH, Aulendorf,
Deutschland

Albrecht GmbH, Aulendorf,
Deutschland

Serumwerk Bernburg AG,
Bernburg, Deutschland
BSN medical GmbH,
Hamburg, Deutschland
Walter Veterinar-
Instrumente e.K,,
Baruth/Mark, Deutschland



Laufband
Lidocainhydrochlorid
Melolin

Monoplus 2/0 schneidende
Nadel
Natriumchloridlésung
Niederfeld-MRT
Omeprazol

Ringer

Romifidin

T61

Ultraschallgerat
Venenverweilkatheter

Vicryl Plus 2-0

Anhang

Sascotec Elite-Horsetrainer
Lidocainhydrochlorid 2 %
Melolin 10 x10 cm, 10 x 20 cm
Monoplus 2/0 schneidende Nadel
NaCl 0,9 % Inf.-Lsg.

Standing Equine MRI, EQ2
Gastrogard

Ringer Spiillésung

Sedivet (10 mg/ml)

T61

Ultraschallgerat GE LOGIQ 5 Expert;
10 MHz, Linearschallkopf
Milacath

Vicryl Plus 2-0, flache
Rundkoérpernadel

Sascotec GmbH, Stavern,
Deutschland

Bela-pharm GmbH & Co. KG,
Vechta, Deutschland

Smith and Nephew GmbH,
Hamburg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Hallmarq Veterinary
Imaging, Guildford, UK
Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim
am Rhein, Deutschland
Intervet Deutschland GmbH,
Unterschleifdheim,
Deutschland

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

MILA International, Inc.,
Kentucky, USA

Johnson & Johnson Medical
GmbH, Ethicon Deutschland,
Norderstedt, Deutschland

Anlage 4 Verbrauchsmaterialien, Gerdate und Medikamente fiir den klinischen Teil der Studie
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