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KAPITEL 1

Einleitung

Humanisierte Mausmodelle haben innerhalb der vergangenen Jahrzehnte zu zahlreichen
neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen im humanmedizinischen Bereich beigetragen
und werden nach wie vor vielfiltig eingesetzt. Unter anderem erméglichten sie in der
Vergangenheit neue Erkenntnisse und Analysen zu humanen Stammzellen (MEYERRO-
SE et al. 2003) sowie zur menschlichen Hédmatopoese (SHULTZ et al. 2007). Auch die
Entwicklung spezieller Krankheitsmodelle bedeutender Erkrankungen des Menschen,
wie z.B. HIV, Dengue-Fieber und Ebola-Virus, im Organismus Maus wurden voran-
getrieben und erlaubten vollig neue Einblicke in die genauen Infektionswege sowie die
pathogenetischen Hintergriinde einzelner humaner Krankheitserreger (SHULTZ et al.
2007; WATANABE et al. 2007; BREHM et al. 2010; ITO et al. 2012; SHULTZ et al.
2012; AKKINA 2013; GASKA und PLOSS 2015; LAI und CHEN 2018).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen diese Fortschritte genutzt und mittels Eta-
blierung sogenannter ,bovinisierter Mause* auf eine andere Spezies, das Rind, adap-
tiert werden. Hierfiir werden in der vorliegenden Arbeit, neben der im Fokus stehenden
Transplantation boviner Zellen in den Organismus Maus, zunéchst die notwendigen Vor-
arbeiten durchgefithrt. Aufgrund liickenhafter oder génzlich fehlender Literatur, insbe-
sondere in Bezug auf die Aufarbeitung bestimmter boviner Ursprungsmaterialien (hier:
Nabelschnurblut, NSB) oder hinsichtlich der Isolation boviner hdmatopoetischer Vor-
lauferzellen, orientierten sich zahlreiche Arbeitsschritte eng an den bereits etablierten
Methoden zur Entwicklung humanisierter Méause.

Das Modell der humanisierten Méuse wurde in der Vergangenheit bereits mittels unter-
schiedlicher Methoden auf die Tierarten Hund und Schwein iibertragen (NIEMEYER
et al. 2001; FOOTE et al. 2013; HUANG et al. 2017). Die angestrebte Entwicklung
eines bovinen Mausmodells konnte die Rindermedizin sowie die Forschung im Bereich
ausgewahlter boviner Infektionskrankheiten auf eine vollig neue Art und Weise voran-
treiben. Das Rind bietet als Grofitier vor allem in Bezug auf Haltung, Fiitterung und
Pflege als Versuchstier nur wenig giinstige Voraussetzungen (BOERMANS et al. 1992).



2 1 Einleitung

Bereits die Erfiillung der Basisbedingungen ist aufwendig und kostenintensiv (SMITH
et al. 1999). Zudem weisen Rinder eine vergleichsweise lange Gestationsperiode auf
(SMITH et al. 1999). Stiinde mit den sogenannten ,bovinisierten Mausen® ein verléss-
liches und reproduzierbares Modell des bovinen Immunsystems im Versuchstier Maus
zur Verfiigung, konnte auf die bereits etablierten und optimierten Haltungs- und Um-
gangsbedingungen des vielfiltig eingesetzten Modelltieres Maus zuriickgegriffen werden.
Zudem bestiinde die Moglichkeit, aus bovinem Probenmaterial gleicher Beschaffenheit
genetisch einheitliche Versuchstiere zu entwickeln (BOERMANS et al. 1992; SMITH et
al. 1999). Dies wiirde zu einer Minimierung individueller Eigenschaften und Reaktionen
fithren, mit denen im Grofitiermodell Rind aufgrund fehlender genetischer Homogenitéit
gerechnet werden miisste und die zu einer gewissen Verzerrung von Versuchsergebnis-
sen fithren konnten.

Der Nutzen des bovinen Kleintiermodells der ,bovinisierten Maus* konnte beispiels-
weise in der Entwicklung spezieller boviner Krankheitsmodelle liegen, mit Hilfe derer
pathogenetische Mechanismen und Zusammenhénge besser nachvollzogen werden kénn-
ten und die dariiber hinaus zukiinftig womoglich fiir die Impfstoffentwicklung genutzt
werden konnten. Auch Fortschritte im Bereich neuer diagnostischer und therapeuti-
scher Methoden, in Bezug auf die Forschung zur Ontogenese des bovinen Organismus
sowie im Zusammenhang mit bovinen Vorlduferzellen waren vorstellbar.

Fiir diese potentiellen Einsatzmoglichkeiten soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit
der Grundstein gelegt werden. Hierbei stand zunéchst die Gewinnung boviner mono-
nukledrer Zellen (bMC) sowie die anschlieende Isolation boviner hdmatopoetischer
Vorlauferzellen im Vordergrund. Darauf folgte die Transplantation immundefizienter
Versuchstiere mit dem Ziel, in diesen langfristig und verlasslich das bovine Immunsys-
tem zu generieren. Das dafiir nétige Anwachsen (Engraftment) der bovinen Fremdzellen
im Organismus Maus sollte in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung unterschied-
licher Methoden iiberpriift und quantifiziert werden. Basierend auf dem etablierten
System der humanisierten Mause soll die folgende Arbeit die Grundlage einer innova-
tiven Neuausrichtung von Grofitiermodellen bilden.



KAPITEL 2

Literaturubersicht

2.1 Immunsystem

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit spielen das Immunsystem und insbesondere dessen
zelluldre Komponenten eine zentrale Rolle. Unter anderem soll mittels Transplantation
entsprechender boviner Vorlauferzellen in immundefiziente M&use ein Tiermodell ein-
zelner zelluldrer Bestandteile des bovinen Immunsystems entwickelt werden.

Das Immunsystem ermoglicht es dem Organismus, auf unspezifische und spezifische
Reize in unterschiedlich ausgeprigter Art und Weise zu reagieren und sich somit selbst
zu schiitzen. Hierbei spielen zum einen die angeborene (unspezifische) und zum ande-
ren die erworbene (spezifische) Immunitét eine Rolle, wobei beide Formen eng verzahnt
auftreten und sich gegenseitig beeinflussen (KAUFMANN 2014). Sowohl humorale als
auch zelluldre Bestandteile sind hierfiir von grofler Bedeutung. Angeborene und er-
worbene Immunabwehr sowie humorale und zelluldre Abwehrmechanismen wirken auf
vielfiltige und komplexe Art und Weise zusammen (DAHA 2011; SCHUTT und BRO-
KER 2011; KAUFMANN 2014).

Grofitenteils zellunabhéngige, in Blut und Lymphfliissigkeit zirkulierende Faktoren, bil-
den die Basis der humoralen Immunitat. Im Rahmen der unspezifischen Immunitét
spielen das Komplementsystem und Akute-Phase-Proteine sowie Zytokine, Interferone
und weitere Faktoren eine grofe Rolle (SCHUTT und BROKER 2011; KAUFMANN
2014). Fiir die spezifische Abwehr sind dies die Antikorper (DAHA 2011; SCHUTT
und BROKER 2011; KAUFMANN 2014).

Auf zelluldrer Ebene sind auf Seiten des angeborenen Immunsystems insbesondere poly-
morphkernige Granulozyten, wie neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten,
Monozyten sowie Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen und Natiirliche Killer-
zellen (NK-Zellen) von Bedeutung. Fiir die erworbene Immunitét sind dies T- und B-
Lymphozyten. Diese nehmen aufgrund ihrer Eigenschaft, Antigene spezifisch zu erken-
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nen, eine Vermittlerrolle zwischen zelluldrer und humoraler spezifischer Immunantwort
ein (KAUFMANN 2014). Zunéchst liegen beide in naiver Form vor und differenzieren
sich erst nach Antigenkontakt zu Effektor-T-Zellen und Plasmazellen sowie zu T- und
B-Gedichtniszellen (SCHUTT und BROKER 2011; KAUFMANN 2014). Plasmazellen
sind wiederum in der Lage, spezifische Immunglobuline zu sezernieren (WILKIE 1974).
Je nach Tierart sind verschiedene Organe und Gewebe an der Ausbildung eines funktio-
nierenden Immunsystems beteiligt. In den sogenannten priméren lymphatischen Orga-
nen werden die Zellen des Immunsystems gebildet und erfahren eine gewisse Ausreifung
(SCHUTT und BROKER 2011; MEURER und WOLF 2012). Die Hiamatopoese, die
,Entwicklung der Blutzellen [. . .| aus einer gemeinsamen hdmatopoetischen Stammzelle*
(KAUFMANN 2014), findet hauptséchlich im Knochenmark statt. Die anschlieende
Zellausreifung ereignet sich im Falle der T-Lymphozyten im Thymus und im Falle
der B-Lymphozyten im Knochenmark, sowie tierartspezifisch in weiteren Organen. Fiir
Wiederkauer wird in diesem Zusammenhang beispielsweise die Bedeutung der Peyer-
Plaques im Darm diskutiert (MEURER und WOLF 2012).

Nach Bildung und Ausreifung der einzelnen Zellen des Immunsystems gelangen diese
zur Erfiillung ihrer jeweiligen Funktion zu den sogenannten sekundéren lymphatischen
Organen. Diese sind die {iber den gesamten Korper verteilten Lymphknoten, die Milz
sowie das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) (KAUFMANN 2014; WIL-
KIE 1974). In den sekundéren lymphatischen Organen finden die antigenspezifischen
Reaktionen statt, welche unter anderem eine erregerspezifische Abwehr ermoglichen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kommt den benannten lymphatischen Organen
Knochenmark und Milz eine besondere Bedeutung zu. Mit Hilfe der durchflusszytome-
trischen Analyse dieser Gewebe sowie des peripheren Blutes (pB) der Mause soll das
Engraftment der bovinen Zellen im Organismus Maus quantifiziert werden.

2.2 Besonderheiten des bovinen Immunsystems

Wie Schwein, Huhn, Ratte, Maus und Kaninchen, aber vollig kontrar zu Mensch, Pferd,
Hund und Katze, weisen Rinder ein lymphozytéares Blutbild auf (WILKIE 1974; HAR-
PER et al. 1994; ENGELHARDT und BREVES 2005). Hierbei stellen circa 45-65 %
der Zellen des peripheren Blutes Lymphozyten dar (ENGELHARDT und BREVES
2005). Bei den Granulozyten bilden die segmentkernigen, neutrophilen Granulozyten
mit 20-50 % den Hauptteil (ENGELHARDT und BREVES 2005). Der Anteil an ba-
sophilen (0-2 %) und eosinophilen (2-6 %) Granulozyten ist dagegen sehr gering (EN-
GELHARDT und BREVES 2005). Monozyten treten im bovinen peripheren Blut zu
2-6 % auf (ENGELHARDT und BREVES 2005).

Das lymphozytére Blutbild adulter Rinder entwickelt sich erst kurz nach der Geburt. In
Rinderfeten sowie frischgeborenen Kilbern iibersteigt zundchst der Gehalt an neutro-
philen Granulozyten den der Lymphozyten. Dies kehrt sich kurz nach der Geburt um
(TENNANT et al. 1974; HARPER et al. 1994; BRUN-HANSEN et al. 2006; JONES
und ALLISON 2007; SORDILLO 2016). Auflerdem verringert sich innerhalb der ersten
zwei Lebensjahre von Rindern die Gesamt-Leukozytenzahl im Blut (WITTWER und
BOHMWALD 1974), was hauptséchlich auf die Verringerung zirkulierender Lymphozy-
ten zuriickzufithren ist (PERMAN et al. 1970; HARPER et al. 1994). Kélber weisen im
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Blut zudem signifikant weniger reife B-Lymphozyten auf als adulte Rinder (WYATT
et al. 1994; KAMPEN et al. 2006).

Fiir eine der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Methoden spielen die bovinen
T-Lymphozyten sowie deren Markierung eine grofie Rolle (siehe Kapitel 3.5.2.2). Einer
der bedeutendsten Oberflichenmarker der T-Lymphozyten stellt auch bei Rindern das
CD3-Antigen dar, welches auf allen reifen T-Lymphozyten zu finden ist (DAVIS et al.
1987; DAVIS et al. 1993; KAUFMANN 2014). Anhand weiterer Oberflichenmarker
kénnen weiterhin CD8-positive, zytotoxische, und CD4-positive T-Lymphozyten, die
T-Helfer-Zellen, unterschieden werden (KAUFMANN 2014).

Eine weitere Besonderheit des bovinen Immunsystems stellt die Vielzahl an sogenann-
ten v0 T-Lymphozyten dar. Von den mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) adulter Rinder stellen 8-18 % ~d T-Lymphozyten dar (MACKAY und HEIN
1989). Diese besondere Form der T-Lymphozyten findet man in grofler Zahl im pe-
ripheren Blut sowie in ausgewédhlten Organen von Rindern (MACKAY und HEIN
1989; KIMURA et al. 1999; BALDWIN und TELFER 2015), Schafen (MACKAY 1988;
MACKAY et al. 1989; MCCLURE et al. 1989; WALKER et al. 1994), Schweinen (HIRT
et al. 1990) und Hithnern (SOWDER et al. 1988). Bei Mensch (BUCY et al. 1989) und
Maus (ITOHARA et al. 1989) hingegen kommen diese in geringerer Zahl vor. Bei Kal-
bern und adulten Rindern wurde eine Subpopulationen von ~¢ T-Lymphozyten auch
bereits in der Mukosa des Magen-Darm-Traktes (WYATT et al. 1996) sowie in der
Haut nachgewiesen (HEIN und DUDLER 1997).

Als einer der bedeutendsten Oberflichenmarker fiir v T-Lymphozyten konnte auch
beim Rind das WC1-Molekiil nachgewiesen werden (CLEVERS et al. 1990; MOR-
RISON und DAVIS 1991; WIJNGAARD et al. 1992; DAVIS et al. 1996; ROGERS
et al. 2005), welches insbesondere im peripheren Blut von einem Grofteil der v T-
Lymphozyten exprimiert wird (NAESSENS et al. 1997). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde unter anderem auf diesen Marker boviner T-Lymphozyten sowie einen hierfiir
spezifischen bovinen Antikérper zuriickgegriffen.

Bei bis zu drei Wochen alten Kilbern betrigt der Prozentsatz an WCI1-positiven
(WC1+) T-Lymphozyten 26,5 %, bei adulten Rindern im Schnitt 5 % der PBMC
(CLEVERS et al. 1990; AYOUB und YANG 1996; WILSON et al. 1996). Die Verrin-
gerung der relativen Anzahl von v T-Lymphozyten im Blut mit zunehmendem Alter
ist laut KAMPEN et al. (2006) nicht auf die absolute Verringerung dieser, sondern
auf die Zunahme von CD4-positiven und CD21-positiven Zellen zuriickzufiihren. Mit-
hilfe des Markers WC1 ist es in der Vergangenheit gelungen, zwei Subpopulationen
boviner 7§ T-Lymphozyten zu unterscheiden (WYATT et al. 1994; DAVIS et al. 1996;
MACHUGH et al. 1997). Der grofite Anteil der bovinen vé T-Lymphozyten ist WC1-
negativ (WC1-) und konnte laut Literatur vornehmlich in der roten Pulpa der Milz
und im Magen-Darm-Trakt nachgewiesen werden. Der kleinere Teil ist WC1-positiv
und konnte im Rahmen mehrerer Studien im peripheren Blut, in den Randzonen der
Milz, in der Haut sowie der Lamina propria des Magen-Darm-Traktes nachgewiesen
werden. (WYATT et al. 1994; DAVIS et al. 1996; MACHUGH et al. 1997) Dies sei
nach MACHUGH et al. (1997) mdoglicherweise auf funktionale Unterschiede zuriickzu-
fiithren.

Auch Stress unterschiedlichster Genese konne zu einem Absinken WC1-positiver v T-
Lymphozyten im Blut von Rindern fithren (BALDWIN et al. 2000). Als Funktion bovi-
ner v0 T-Lymphozyten wurde friithzeitig die selektive Auswanderung dieser zu akuten



6 2 Literaturiibersicht

Entziindungsherden festgestellt (HEIN und MACKAY 1991). In diesem Zusammen-
hang wurde bereits mehrfach die Bedeutung von WC1-positiven vé T-Lymphozyten
bei der Bekdmpfung intrazelluldrer Infektionen, wie beispielsweise der von Mycobac-
terium bovis verursachten, hervorgehoben (POLLOCK und WELSH 2002; ROGERS
et al. 2005; MCGILL et al. 2014; TELFER und BALDWIN 2015).

Die in der Humanmedizin bedeutsame CD-Nomenklatur (CD: cluster of differentia-
tion), mit Hilfe derer einzelne Zellpopulationen sowie deren Differenzierungs- und Akti-
vierungszustand anhand ihrer exprimierten Oberflachenmolekiile unterschieden werden
konnen, konnte zum Teil auch auf die Zellen des Immunsystems vom Rind iibertragen
werden (DAVIS et al. 1987; HOWARD et al. 1991; SCHUBERTH et al. 1991; NAES-
SENS et al. 1997). In der folgenden Tabelle sind die fiir die vorliegende Arbeit bedeut-
samen, vorwiegend bovinen CD-Marker aufgefiithrt sowie die Zellpopulation benannt,
auf deren Zelloberfliche diese vorrangig exprimiert werden.
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Tab. 1: Ubersicht iiber die fiir die vorliegende Arbeit bedeutsamen CD-Antigene und ihre je-
weilige Expression

CD-Antigen | Expression Literatur
bo CD3 Zellen der T-Zell-Linie; Marker DAVIS et al. 1987,
boviner T-Lymphozyten
DAVIS et al. 1993
bo CD4 Marker boviner CD4-positiver BALDWIN et al. 1986;
T-Lymphozyten TEALE et al. 1987;
(T-Helfer-Zellen) DAVIS et al. 1987;
HOWARD et al. 1991;
BENSAID und HADAM 1991
bo CD8 Marker boviner CD8-positiver ELLIS et al. 1986;
T-Lymphozyten (zytotoxische TEALE et al. 1987,
T-Lymphozyten) DAVIS et al. 1987;
HOWARD et al. 1991;
MACHUGH und SOPP 1991
bo CD34 Marker primitiver boviner NIKU et al. 2007
hématopoetischer
Vorléduferzellen, Endothelien von
Blutgefafien
bo CD45 Pan-Leukozyten-Marker boviner | HOWARD et al. 1991;
Leukozyten NAESSENS et al. 1997
ms CD45 Pan-Leukozyten-Marker muriner | TROWBRIDGE 1978;
Leukozyten SPRINGER et al. 1978;
BIRKELAND et al. 1988
bo CD117/ Marker boviner KUBOTA et al. 1994;
c-kit héamatopoetischer Vorlauferzellen | HIKONO et al. 1999;
HIKONO et al. 2001a;
HIKONO et al. 2001b
bo CD335 Marker boviner NK-Zellen STORSET et al. 2004;
BOYSEN und STORSET
2009
bo WC1 Marker boviner ~vd CLEVERS et al. 1990;

T-Lymphozyten

MORRISON und DAVIS
1991;

HOWARD et al. 1991;
WIJNGAARD et al. 1992;
MACHUGH et al. 1993;
DAVIS et al. 1996;
MACHUGH et al. 1997;
NAESSENS et al. 1997
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2.3 Humanisierte Mausmodelle

In dieser Arbeit sollen etablierte Methoden zur Humanisierung immundefizienter M&au-
se aufgegriffen und an die Besonderheiten des Grofitieres Rind angepasst werden.
Humanisierte Mausmodelle wurden erstmals in den spéten 1980er Jahren entwickelt
(MOSIER et al. 1988; MCCUNE et al. 1988; NAMIKAWA et al. 1990) und dienen seit-
dem als vielversprechendes Werkzeug fiir die humanmedizinische Grundlagenforschung
sowie in Bezug auf spezielle Krankheiten des Menschen, wie z.B. HIV oder das Dengue-
Fieber. Dariiber hinaus werden humanisierte Mause unter anderem fiir Untersuchungen
zu Autoimmunerkrankungen (SHULTZ et al. 2007; SHULTZ et al. 2012), Krebserkran-
kungen (SHULTZ et al. 2007; BREHM et al. 2010; ITO et al. 2012) sowie allogenen
(KING et al. 2008) und xenogenen (MEYERROSE et al. 2003; KING et al. 2009; ITO
et al. 2012; NORELLI et al. 2016) Abstoungsreaktionen eingesetzt.

Je nach beabsichtigtem Vorhaben und Zweck existieren verschiedene Moglichkeiten der
Erzeugung humanisierter Méuse. Die jeweiligen Modelle lassen sich beispielsweise an-
hand des verwendeten Mausstammes, anhand des Alters der transplantierten Tiere,
anhand Art und Menge der zu transplantierenden Zellen oder Gewebe oder auch an-
hand der Transplantationsmethode unterscheiden (MEYERROSE et al. 2003; SHULTZ
et al. 2007; SHULTZ et al. 2012; AKKINA 2013; LAI und CHEN 2018).

Um AbstoBungsreaktionen im Zusammenhang mit der Ubertragung fremder Zellen in
den Organismus Maus zu minimieren, kommen fiir die Humanisierung insbesondere
immundefiziente Mausstdmme zum Einsatz (MEYERROSE et al. 2003). Als erster im-
mundefizienter Mausstamm entstand die SCID-Maus (SCID: severe combined immuno-
deficiency) (BOSMA et al. 1983; CUSTER et al. 1985), bei der mutationsbedingt die
Bildung einer Proteinkinase verhindert wird (KIRCHGESSNER et al. 1995; MILLER et
al. 1995). Dies fiihrt zu einer ausbleibenden Differenzierung von B- und T-Lymphozyten.
Funktionsfiahige Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) konnten in den M&usen allerdings
trotzdem nachgewiesen werden (SHULTZ et al. 1995; GREINER et al. 1998). Eine
noch ausgepragtere Immundefizienz und somit giinstigere Voraussetzungen fiir die Hu-
manisierung wurden mit der Ziichtung von NOD/SCID-Mé&usen (NOD: non-obese dia-
betic) erreicht. Durch eine angeborene diabetische Stoffwechselstérung ist sowohl das
Komplementsystem als auch die dendritische Zell- und Makrophagenfunktion gestort
(SHULTZ et al. 1995) und es sind nur noch wenige NK-Zellen vorhanden (SHULTZ
et al. 1995). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auf einen Mausstamm zuriick-
gegriffen, der wiederum eine Weiterentwicklung dieses Mausstammes darstellt. Dieser
ist durch eine Mutation des Gens der y-Kette des Interleukin-2-Rezeptors gekennzeich-
net (CAO et al. 1995; DISANTO et al. 1995). Die so entstandene NSG Maus (NSG:
NOD-SCID-Gamma) weist eine gestorte B- und T-Lymphozytenfunktion sowie eine
vollig ausbleibende Zelldifferenzierung der NK-Zellen auf (CAO et al. 1995; OHBO
et al. 1996; SHULTZ et al. 2005) und ist zudem sehr viel langlebiger. Das angebore-
ne Immunsystem ist in NSG Mausen fast vollstiandig funktionsunfihig (SHULTZ et
al. 2005). Das verbesserte Engraftment transplantierter humaner Stammzellen in NSG
Méusen zeichnet sich insbesondere durch eine lange Bestandigkeit (ISHIKAWA et al.
2005; SHULTZ et al. 2005; DRAKE et al. 2011) sowie den Nachweis der fast vollstéandi-
gen Wiederherstellung einzelner zelluldrer und auch humoraler und somit funktionaler
Komponenten des humanen Immunsystems aus (ITO et al. 2002; HIRAMATSU et al.
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2003; ISHIKAWA et al. 2005; SHULTZ et al. 2005; WATANABE et al. 2007). Durch
seine nahezu vollstdndige Immundefizienz konnten mit diesem Mausstamm bisher die
grofiten Erfolge auf dem Gebiet der humanisierten Mausmodelle erzielt werden. Hieran
soll die Etablierung bovinisierter Méuse in der vorliegenden Arbeit ankniipfen.

2.3.1 Humanes Nabelschnurblut

Humanisierte Méause sind beispielsweise mittels Transplantation hdamatopoetischer Vor-
lauferzellen aus humanem Nabelschnurblut zu entwickeln (HIRAMATSU et al. 2003;
MCDERMOTT et al. 2010). Bereits friihzeitig konnte festgestellt werden, dass neben
Knochenmark auch humanes Nabelschnurblut Stammzellen enthilt (NAKAHATA und
OGAWA 1982; LEARY et al. 1984; LEARY und OGAWA 1987; BROXMEYER et al.
1989; ABBOUD et al. 1992; SOUSA et al. 2014). Trotz dhnlicher Stammzellgehalte in
Nabelschnurblut und Knochenmark (BROXMEYER et al. 1989; KINNIBURGH und
RUSSELL 1993) stellte sich ersteres aufgrund des Nachweises einer grofieren Zahl unrei-
fer Vorlauferzellen vielfach als fiir Transplantationen besser geeignet heraus (CARDO-
SO et al. 1993; DE BRUYN et al. 1995; MAYANI und LANSDORP 1998; HOLYOAKE
et al. 1999). Zudem ist die Gewinnung von Nabelschnurblut komplikationsloser und we-
niger invasiv als die Gewinnung von Knochenmark.

Humanes Nabelschnurblut wurde von GLUCKMAN et al. bereits 1989 erstmals erfolg-
reich transplantiert und findet seitdem vielseitigen klinischen Einsatz (COHEN und
NAGLER 2004; ROCHA und GLUCKMAN 2006; BROWN und BOUSSIOTIS 2008;
MUNOZ et al. 2014). Dabei steht insbesondere der therapeutische Nutzen der aus
dem humanen Nabelschnurblut gewonnenen Stammzelllinien im Mittelpunkt (SOUSA
et al. 2014). Die humanen hidmatopoetischen Vorlduferzellen werden unter anderem
bei malignen Erkrankungen hamatopoetischer Gewebe und Zellen, wie z.B. der akuten
Leukémie, erfolgreich eingesetzt (EAPEN et al. 2007; KURTZBERG et al. 2008). Hu-
mane mesenchymale Stammzellen hingegen kommen sowohl in vitro als auch in vivo
in der Zelltherapie zur Anwendung (KIM et al. 2010). Hierfiir macht man sich unter
anderem die immunregulatorischen Eigenschaften und die positiven Auswirkungen auf
das Gewebewachstum zunutze (KIM et al. 2010).

2.3.2 Marker humaner hamatopoetischer Vorlauferzellen

Als bedeutender Marker humaner Vorlauferzellen aus der hdmatopoetischen Entwick-
lungslinie wird unter anderem das Transmembranmolekiil CD34 angesehen, welches
neben Vorlduferzellen auch auf Endothelzellen nachweisbar ist (CIVIN et al. 1984; AN-
DREWS et al. 1986). Dieser Marker kann laut Literatur zunéchst auf nahezu allen
humanen embryonalen und fetalen Stammzellen nachgewiesen werden, bis der Prozent-
satz an CD34-positiven (CD34+) Stammzellen im Laufe der Gestation exponentiell
abnimmt (THILAGANATHAN et al. 1994; ITO et al. 2000; SZILVASSY 2003). In
Méusen exprimieren 20 % der adulten Stammzellen das CD34-Molekiil (ITO et al.
2000). Im Nabelschnurblut des Menschen sind im Durchschnitt 1 % der kernhaltigen
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Zellen CD34-positiv (KINNIBURGH und RUSSELL 1993; REISBACH et al. 1993;
FRITSCH et al. 1994; SUTHERLAND et al. 1994; MAYANI und LANSDORP 1998).
Im Gegensatz dazu enthilt das periphere Blut des Menschen mit 0,03 bis 0,09 % in
etwa zehnmal weniger CD34-positive Zellen (SUTHERLAND et al. 1994).

Ein weiterer bedeutender Marker humaner hamatopoetischer Vorlauferzellen, welcher
bereits bei zahlreichen Spezies nachgewiesen werden konnte, ist der c-kit-Rezeptor,
auch CD117 genannt (YARDEN et al. 1987; OGAWA et al. 1991; ASHMAN 1999).
Ligand fiir diesen Tyrosinkinase-Rezeptor ist der sogenannte Stammzellfaktor (MAR-
TIN et al. 1990; ASHMAN 1999), welcher auch beim Rind nachgewiesen werden konnte
(MERTENS et al. 1997). Trotz der weiten Verbreitung im menschlichen Organismus
(ASHMAN 1999) ist insbesondere das Vorkommen c-kit-positiver (c-kit+) Zellen im
humanen Nabelschnurblut sowie im Knochenmark hervorzuheben. Im Durchschnitt
sind 5 % der mononukleiren Zellen des humanen Nabelschnurblutes c-kit-positiv, im
Knochenmark sind es zwischen 2 und 5 % (BROUDY et al. 1992; REISBACH et al.
1993). In derselben Studie stellte sich heraus, dass circa 60 % der CD34-positiven Zellen
gleichzeitig c-kit-positiv waren (REISBACH et al. 1993). In anderen Untersuchungen
zur Koexpression von CD34 und c-kit ergab sich ein durchschnittlicher Wert von 80,7 %
(D’ARENA et al. 1998). REISBACH et al. (1993) kamen aufgrund ihrer Betrachtun-
gen und des fehlenden Nachweises des c-kit-Molekiils auf Lymphozytenvorlaufern zu
der Schlussfolgerung, dass der c-kit-Rezeptor funktional Erythropoese und Granulopoe-
se beeinflusst.

2.4 Bovine Mausmodelle

2.4.1 Transplantation boviner Leukozyten

Orientierend an ersten gleichartigen und erfolgsversprechenden Versuchen mit humanen
Leukozyten des peripheren Blutes (MOSIER et al. 1988) wurden von STIRTZINGER
et al. (1990) erstmals auch Leukozyten des bovinen peripheren Blutes erfolgreich in
SCID-Méuse transplantiert. GREENWOOD und CROY (1993) griffen diesen Versuchs-
aufbau auf und kombinierten ihn mit dem Vergleich des Engraftment-Erfolges in vor der
Injektion subletal bestrahlten und unbestrahlten Versuchsgruppen. Sie kamen zu dem
Schluss, dass die vorherige subletale Bestrahlung von SCID-Mé&usen mit anschlieBender
intraperitonealer Injektion boviner Leukozyten des peripheren Blutes (PBL: peripheral
blood leukocytes) insbesondere in Milz und Thymus zu einer Verbesserung des Engraft-
ments boviner Zellen fithrten (GREENWOOD und CROY 1993). Allerdings konnten
im peripheren Blut bestrahlter Mause keine sowie im Blut unbestrahlter M&use ledig-
lich vereinzelt bovine Zellen nachgewiesen werden (GREENWOOD und CROY 1993).
Einige Jahre spéter wurde dieses sogenannte ,, PBL-SCID-bo“-Modell (bo: bovin) (GRE-
ENWOOD und CROY 1993; GREENWOOD et al. 1997) erneut aufgegriffen und mit
Untersuchungen zur Funktionalitdt von insbesondere T-Lymphozyten gekoppelt, in-
dem den Versuchstieren bovines Gewebe transplantiert wurde. Je nach Versuchsaufbau
konnten Abwehrreaktionen festgestellt werden, woraus die Funktionalitat von vor allem
bovinen T-Lymphozyten geschlussfolgert wurde (GREENWOOD et al. 1997). Da bei
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wiederholter Transplantation bovinen Gewebes auch eine zweite Abwehrreaktion nach-
gewiesen werden konnte, wurde erstmals ein Langzeit-Engraftment injizierter boviner
PBL in der SCID-Maus angenommen (GREENWOOD et al. 1997). Dennoch wurde
festgestellt, dass die nachgewiesenen Abwehrreaktionen nach wie vor fiir eine unvoll-
standige Funktionalitdt boviner Immunzellen im Organismus Maus sprechen und dass
insbesondere das erfolgreiche und reproduzierbare Engraftment boviner Zellen in der
SCID-Maus Verbesserungspotential besitzt (GREENWOOD et al. 1997).
HOLSCHER et al. stellten 1999 erstmals einen Zusammenhang zwischen der Menge
an transplantierten bovinen Zellen und deren Auswirkungen im Mausmodell her. Ein
erfolgreiches Langzeit-Engraftment samt funktionsfihigem bovinen Immunsystem in
der SCID-Maus (nachgewiesen anhand Antikorper-Produktion) wurde mit der Trans-
plantation von 2 x 107 bovinen Lymphozyten aus dem peripheren Blut erreicht (HOL—
SCHER et al. 1999). Bei Transplantation groflerer Zellzahlen wurden bei den Versuchs-
tieren Zeichen von Abstofungsreaktionen festgestellt (HOLSCHER et al. 1999). Zudem
konnte bestétigt werden, dass in SCID-Mé&usen nach Transplantation boviner Lympho-
zyten hauptséchlich bovine T-Lymphozyten nachweisbar waren und dass sich bovine
B-Lymphozyten in geringerer Zahl entwickelten (HOLSCHER et al. 1999). Fiir die Ein-
ordnung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse waren diese
Feststellungen von grofler Bedeutung.

2.4.2 Transplantation bovinen Gewebes

Auch die ersten Bemiihungen zur Transplantation bovinen Gewebes in immundefizien-
te Méuse stiitzten sich auf die diesbeziiglichen Erfolge fiir humanisierte Mausmodelle
(MCCUNE et al. 1988). Erste Transplantationsversuche bovinen fetalen Gewebes in
SCID-Méusen fiithrten zwar zunéchst zu einem erfolgreichen Engraftment, dies muss-
te aber rasch zuriickgewiesen werden, denn es konnten keine Auswanderung boviner
Leukozyten in die Peripherie sowie Anzeichen fiir eine Funktionalitit der Transplan-
tate festgestellt werden (BOERMANS et al. 1992). Bereits BOERMANS et al. (1992)
wiesen in der Folge darauf hin, dass fiir die Entwicklung eines vollumfénglichen bovi-
nen Mausmodells die zusétzliche oder ausschlielliche Transplantation von Stammzellen
oder stammzellhaltigem Gewebe vonnéten sein konnte. DENNY et al. (1996) kniipften
daran an und zeigten den Einfluss zusétzlich transplantierter fetaler Leber mittels ver-
schiedenster Transplantationswege. Insbesondere die Transplantation an der inneren
Bauchwand von SCID-Mé&usen fiihrte zu einem hohen Engraftment boviner Zellen so-
wie iiber den Nachweis boviner Antikorper zu einem Beleg der Rekonstitution und der
Funktionalitét boviner Zellen (DENNY et al. 1996). Die Transplantation bovinen fe-
talen Gewebes, insbesondere von Leber, Thymus und Lymphknoten, in SCID-Méause
wurde in der Folge mehrfach vorgenommen und fiir diverse in-vivo-Modellversuche mit
bovinen Infektionserregern genutzt (SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001; GATTO
et al. 2006; ALVAREZ et al. 2009).

Dieser Ansatz soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgegriffen werden. Im Ge-
gensatz zur Verwendung boviner fetaler Gewebestrukturen kommen hierbei allerdings
erstmals isolierte sowie angereicherte bovine Vorlauferzellen zum Einsatz.
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2.4.3 Infektionsversuche mit bovinen Infektionserregern

Infektionsversuche mit bovinen Infektionserregern im Modelltier Maus wurden bereits
mehrfach durchgefiihrt (HAAS et al. 1993; SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001; GAT-
TO et al. 2006; ALVAREZ et al. 2009). Dabei standen bisher das bovine Leukosevirus
(HAAS et al. 1993), Mycobacterium bovis als Erreger der Rindertuberkulose (SMITH
et al. 1999; ALVAREZ et al. 2009), Trypanosoma congolense als Ausloser der Nagana-
Krankheit (HAAS et al. 2001) sowie Mannheimia haemolytica als einer der bakteriellen
Erreger der enzootischen Bronchopneumonie (GATTO et al. 2006) im Fokus.

Fiir die in der Vergangenheit durchgefiithrten Untersuchungen konnten zwei grundsétzli-
che Herangehensweisen im Versuchstier Maus unterschieden werden. Zum einen wurden
SCID-Méusen Zellen infizierter Rinder verabreicht (HAAS et al. 1993). Zum anderen
wurde SCID-Mé&usen bovines fetales Gewebe (Leber, Thymus, Lymphknoten) trans-
plantiert, um diesen sogenannten SCID-bo-Mé&usen anschliefend die jeweiligen bovinen
Erreger zu injizieren (SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001; GATTO et al. 2006; AL-
VAREZ et al. 2009).

Insbesondere letzteres Modell erwies sich als sehr gute Grundlage fiir spezifische Unter-
suchungen zu Pathogenese sowie zu zellularen Mechanismen der Immunantworten des
Rindes auf bestimmte bovine Infektionserreger. Lediglich GATTO et al. (2006) kamen
zu dem Schluss, dass sich SCID-bo-Mause fiir Untersuchungen zu durch Mannheimia
haemolytica verursachten bovinen Pneumonien weniger gut eignen.

HAAS et al. fithrten 1993 erste Versuche mit dem bovinen Leukosevirus und einem im-
mundefizienten Mausstamm durch. Hierbei wurden Lymphozyten aus dem peripheren
Blut von mit dem bovinen Leukosevirus infizierten Rindern in SCID-M&use transplan-
tiert. Die Versuchstiere entwickelten sechs Monate nach der Transplantation Lympho-
sarkome, in denen Zellen bovinen Ursprungs nachgewiesen werden konnten (HAAS et
al. 1993).

Die Bedeutung einzelner T-Zell-Populationen, insbesondere der WC1-positiven v T-
Lymphozyten, bei der Immunantwort auf eine Mycobacterium bovis-Infektion konnte
im SCID-bo-Modell durch SMITH et al. (1999) und ALVAREZ et al. (2009) aufgezeigt
werden. Diese Untersuchungen lieferten wertvolle Hinweise fiir das Zusammenspiel zel-
lulérer und humoraler Faktoren in der bovinen Immunabwehr.

HAAS et al. konnten 2001 den positiven Effekt einer anti-CD40-Behandlung in der Im-
munantwort von SCID-bo-Mé&usen auf eine Trypanpsoma congolense-Infektion nachwei-
sen. In der Folge schétzten sie das vorliegende Mausmodell als ein wertvolles Instrument
fiir weiterfithrende Untersuchungen zum Erreger der Nagana-Krankheit in Rindern ein
(HAAS et al. 2001).

Auch die im Rahmen dieser Arbeit zu etablierenden innovativen bovinen Mausmodelle
konnten zukiinftig auf d&hnliche Art und Weise eingesetzt und an die aufgefiithrten bis-
herigen Erfolge spezifischer boviner Krankheitsmodelle ankniipfen.
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2.5 Bovines Nabelschnurblut

Im Gegensatz zu den bestehenden bovinen Mausmodellen soll die Herangehensweise
im Rahmen der vorliegenden Arbeit verindert und an eine der etablierten Methoden
zur Entwicklung humanisierter Mausmodelle angepasst werden. Hierfiir sollen erstmals
hidmatopoetische Vorlduferzellen aus bovinem Nabelschnurblut zum Einsatz kommen.
Die Nabelschnur beim Rind ist mit einer Linge von nur circa einem Viertel der Kor-
perldnge des neugeborenen Kalbes relativ kurz und reifit daher bei der Geburt bereits
intravaginal (SCHNORR und KRESSIN 2006). Es existieren wenige detaillierte Studien
iiber die zelluldre Zusammensetzung bovinen Nabelschnurblutes. Lediglich die mesen-
chymalen Stammzellen und deren Isolation wurde bereits im Detail behandelt (RAOU-
FI et al. 2011; CARDOSO et al. 2012). RODRIGUES et al. (2010) beschéftigten sich
mit der ultrastrukturellen Morphologie der im bovinen Nabelschnurblut enthaltenen
Zellen und stellten fest, dass Vorlauferzellen der am haufigsten vorkommende Zelltyp
im bovinen Nabelschnurblut sind. Hierbei wurden elektronenmikroskopisch insbesonde-
re Vorlauferzellen erythrozytérer, neutrophiler, eosinophiler, basophiler, monozytérer
und lymphatischer Zelllinien nachgewiesen (RODRIGUES et al. 2010). Die zelluldre
Zusammensetzung des bovinen Nabelschnurblutes verdndert sich im Laufe der Gesta-
tion. Im Nabelschnurblut neugeborener Kiélber sind nur noch wenige Vorlauferzellen
nachzuweisen, da diese den ausgereiften Zellstadien wichen (GRANDEL 2005). Die
Anzahl der Leukozyten verdoppelt sich im letzten Drittel der Trichtigkeit (RUSSE
und SINOWATYZ 1998), wobei gleichzeitig die Zahl kernhaltiger Erythrozyten abnimmt
(GRANDEL 2005). Die hohen Leukozytenzahlen im Nabelschnurblut gegen Ende der
Trachtigkeit sind laut GRANDEL (2005) hauptséchlich auf die Zunahme von Lympho-
zyten und Monozyten zuriickzufiihren.

2.6 Marker boviner hamatopoetischer Vorlauferzellen

Zur Selektion und Anreicherung boviner hdmatopoetischer Vorlduferzellen aus dem
bovinen Nabelschnurblut kommen in dieser Arbeit verschiedene Marker zum Einsatz,
welche bereits aus dem humanmedizinischen Bereich bekannt sind (siehe Kapitel 2.3.2).
Auch im bovinen Organismus konnten bereits die fiir humane hdmatopoetische Vorlau-
ferzellen bedeutenden Marker CD34 (ZHOU et al. 2001) und c-kit/-CD117 (KUBOTA
et al. 1994) nachgewiesen werden.

Vergleichbar mit Studien in anderen Spezies, stellte sich auch beim Rind das CD34-
Molekiil als ein Marker fiir primitive himatopoetische Vorlduferzellen sowie fiir Endo-
thelien von Blutgefiafien heraus (NIKU et al. 2007). In fetalen Kélbern konnte die RNA
des bovinen CD34-Molekiils in Gehirn, Milz, Herz und Lunge nachgewiesen werden
(ZHOU et al. 2001). Zudem gilt das bovine Knochenmark als Quelle CD34-positiver
héamatopoetischer Vorlauferzellen. Im Gegensatz zum Knochenmark adulter Rinder,
dessen Zellen im Durchschnitt zu 14 % CD34-positiv sind, exprimieren 38 % der Zellen
des fetalen Knochenmarks das CD34-Molekiil (PESSA-MORIKAWA et al. 2012).
Eine Schwierigkeit in der Entwicklung spezifischer Antikorper gegen das bovine CD34-
Molekiil besteht allerdings in der Heterogenitit der Allele des bovinen CD34-Gens
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sowie in der Tatsache, dass beim Rind mindestens zwei Splice-Varianten existieren
(SAKURALI et al. 2006; NIKU et al. 2007). Somit konnte in der Vergangenheit kein
einheitlicher, fiir alle Varianten an Allelen spezifischer, boviner anti-CD34-Antikorper
zur Verfiigung gestellt werden. Die Homologie zwischen dem humanen und dem bovi-
nen CD34-Molekiil konnte auf 61,1 % beziffert werden (ZHOU et al. 2001), was den
alternativen Einsatz humaner Antikorper fiir die vorliegende Arbeit ausschliefit.

Auch der c-kit-Rezeptor konnte bereits beim Rind nachgewiesen werden (KUBOTA
et al. 1994). Die Aminosiuresequenz des bovinen c-kit-Molekiils zeigte eine 83 %-ige
Homologie zum Maus-Protein sowie eine 90 %-ige Homologie zum menschlichen Ana-
logon (KUBOTA et al. 1994). Mit Hilfe spezifischer Antikorper gegen den bovinen
c-kit-Rezeptor konnte das Vorkommen dieses Markers sowie die Morphologie dieser Zell-
fraktion in bovinem peripherem Blut und auch im Knochenmark von Kélbern bereits
umfinglich untersucht werden (HIKONO et al. 1999; HIKONO et al. 2001b; HIKONO
et al. 2001a). Im Durchschnitt exprimieren in etwa 1,5 % der Zellen des bovinen pe-
ripheren Blutes (HIKONO et al. 2001b) sowie 18,3 % der Zellen des bovinen fetalen
Knochenmarks (HIKONO et al. 2001a) den c-kit-Rezeptor. Dies steht im Gegensatz zu
den Gehalten des menschlichen und des murinen Knochenmarks, bei denen nur circa
2-5 % (BROUDY et al. 1992; REISBACH et al. 1993) beziehungsweise 7,8 % (OGA-
WA et al. 1991) der Zellen c-kit-positiv sind. Die Fraktion der c-kit-positiven Zellen
des bovinen Knochenmarks besteht, dhnlich wie beim Menschen, zum grofien Teil aus
diversen hdmatopoetischen Vorlduferzellen (HIKONO et al. 1999). Dies konnte durch
Untersuchungen bestétigt werden, die zeigten, dass die meisten c-kit-positiven Zellen
des bovinen Knochenmarks keine Marker spezieller Zelllinien koexprimieren (HIKONO
et al. 2001a).

2.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

Wie bereits einleitend dargelegt, soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein innovati-
ves Mausmodell des bovinen Immunsystems generiert werden. Bezug genommen wird
hier zum einen auf in der Vergangenheit bereits durchgefithrte Versuche zu bovinen
Mausmodellen sowie zum anderen auf das etablierte und vielseitig einsetzbare System
humanisierter Mause (siehe Kapitel 2.3).

Sowohl der hier verwendete Mausstamm als auch die Art der transplantierten Zellen
kamen laut Literatur in Bezug auf bovine Mausmodelle bisher noch nicht zum Ein-
satz, was die Neuartigkeit der eigenen Untersuchungen unterstreicht. Die diesbeziiglich
bisher vorgenommenen Untersuchungen wurden entweder mit SCID-Méausen (GREEN-
WOOD und CROY 1993; HAAS et al. 1993; DENNY et al. 1996; GREENWOOD et al.
1997; HOLSCHER et al. 1999) oder mit sogenannten SCID-BC Méusen (BG: beige)
(BOERMANS et al. 1992; SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001; GATTO et al. 2006;
ALVAREZ et al. 2009) durchgefiihrt. Erkenntnisse zu dhnlichen Studien unter Verwen-
dung anderer Mausstdmme liegen fiir bovine Mausmodelle bisher nicht vor. Der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzte NSG-Mausstamm bietet aufgrund seiner
ausgepragten Immundefizienz ideale Voraussetzungen fiir die Transplantation sowie das
Engraftment von Zellen mausfremder Spezies (siehe Kapitel 2.3). Dies konnte fiir die
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Entwicklung humanisierter Mause bereits vielfach bestétigt werden (ITO et al. 2002;
HIRAMATSU et al. 2003; ISHIKAWA et al. 2005; SHULTZ et al. 2005; WATANABE
et al. 2007; MCDERMOTT et al. 2010) und soll im Folgenden erstmals auch auf die
Entwicklung eines bovinen Mausmodells angewendet werden.

Neben der Verwendung dieses vielversprechenden Mausstammes kamen in der vorliegen-
den Arbeit fiir die Transplantation erstmals bovine Vorlduferzellen zum Einsatz. Bis-
her wurden zur Entwicklung boviner Mausmodelle bovine Leukozyten (GREENWOOD
und CROY 1993; GREENWOOD et al. 1997) oder Lymphozyten (HOLSCHER et al.
1999) des peripheren Blutes sowie bovines fetales Gewebe (BOERMANS et al. 1992;
DENNY et al. 1996; SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001; GATTO et al. 2006; ALVA-
REZ et al. 2009) transplantiert. Bereits 1992 stellten BOERMANS et al. fest, dass fiir
ein vollstandigeres Engraftment boviner Zellen im Organismus Maus bovine Stamm-
zellen zum Einsatz kommen sollten (BOERMANS et al. 1992) (siehe Kapitel 2.4.2).
Diesbeziiglich wurde in der Folge zwar bereits auf bovines fetales Gewebe, meist Leber-
gewebe, zuriickgegriffen (DENNY et al. 1996; SMITH et al. 1999; HAAS et al. 2001;
GATTO et al. 2006; ALVAREZ et al. 2009), isolierte bovine Vorlduferzellen kamen
aber nie zum FEinsatz. Indem diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals fiir
die Transplantation immundefizienter M&use verwendet werden, soll die vorhandene
Liicke geschlossen und gleichzeitig die Grundlage fiir ein fortschrittliches Werkzeug in
der Rindermedizin geschaffen werden.



KAPITEL 3

Tiere, Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien

Combitips Plus® (2,5 ml, 5 ml, 10
ml, 25 ml)

Cryorohrchen, 1,2 ml
Pasteur/ Serum Pipette, steril

Pipetten, serologische, steril, 10 ml,
25 ml, 50 ml

Pipettenspitzen, 0,5 — 20 ul,
Filtertips, universal

Pipettenspitzen, 10 — 200 pl,
Filtertips, universal

Pipettenspitzen, 10 ul, 200 pl, Tip
StackPack

Pipettenspitzen, 100 — 1000 ul, Easy

Load

Pipettenspitzen, 100 — 1000 pul,
Filtertips, universal

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

Sarstedt AG & Co.
Kommanditgesellschaft, Niimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

D

Sarstedt AG & Co.
Kommanditgesellschaft, Niimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D
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Reagenzpack Scilvet-ABC
Reagiergefafl, 1,5 ml
Schraubverschluss-Réhrchen, 15 ml
Schraubverschluss-Rohrchen, 50 ml

Spritze Injekt®-F, 1 ml
Spritze, BD Discardit™1II, 5 ml, 10 ml
Spritze, BD Plastipak™, 50 ml

Spritzenvorsatzfilter PES-Membran,
0,22 pm, steril

Zahlkammer Deckglaser, 24 x 24 mm

3.2 Laborgeridte

accu-jet® pro
Applikator fiir
Einmal-Kapillarpipetten
FACSCanto™ 11

Kammer fiir Kohlenstoffdioxid
approx. 15 cm x 15 cm x 30 cm

MACS, MultiStand
MACS, OctoMACS™ Separator
MACS, QuadroMACS™ Separator

Mikroskop, H 600 BS

Mikroskop, Nikon Eclipse TE2000-E

Scil animal care company GmbH,
Viernheim, D

Sarstedt AG & Co.
Kommanditgesellschaft, Niimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

D

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel,
Leipzig, D

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, D

BRAND GMBH + Co. KG, Wertheim,
D

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Eberstadt, D

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

Volker GmbH, Kaltenkirchen, D

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, D

Nikon GmbH, Diisseldorf, D
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MR Hei-Mix L Magnetriihrer

Multipette® plus

Narkosekammer, 200 x 100 x 100 mm

Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter

Pipetten, 0,2-2 ul, 2-10 ul, 10-100 pl,
50-200 41, 200-1000 pl

Praparierbesteck (feine Schere,
Splitterpinzette, anatomische
Pinzette)

Restrainer, ID = 31,75 mm
Rontgengerit SARRP
Sartorius Waage BP 221 S

Scil Vet abc

TSE Vaporizer fiir [soflurannarkose

Vortexer VV3

Wasserbad WB10

Zentrifuge Mikro 200 R
Zentrifuge, Kiihl-, 5415 D

Zentrifuge, Kiihl-, 5804 R

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, D

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf, D

World Precision Instruments Germany
GmbH, Berlin, D

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, D

Gilson International B.V., Limburg-
Offheim, D

Aesculap, Tuttlingen, D

BioMedical Instruments, Zollnitz, D
X-Strahl Ltd., Camberley, UK
Sartorius AG, Gottingen, D

Scil animal care company GmbH,
Viernheim, D

TSE Systems GmbH, Bad Homburg, D

VWR International GmbH, Darmstadt,
D

P-D Management
Industries-Technologies GmbH,
Wilsdruff, D

Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, D

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf, D

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf, D
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3.3 Software

FACSDiva™ Version 6.1.3 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

GraphPad Prism, Version 5 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

3.4 Gewinnung bovinen Materials

Chemikalien

Heparin-Natrium-25.000- Ratiopharm GmbH, Ulm, D
ratiopharm® Injektionslésung, 25.000

LE./ 5 ml

Kodan® Tinktur Forte Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, D

Verbrauchsmaterialien

BD Microlance™ 3 Kaniilen, 18 G Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
(Gauge), 1,20 x 40 mm

BD Microlance™ 3 Kaniilen, 20 G, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
0,9 x 40 mm

S-Monovette Luer, 7,5 ml EDTA Sarstedt AG & Co.

Kommanditgesellschaft, Niimbrecht, D

S-Monovette Luer, 9 ml EDTA Sarstedt AG & Co.
Kommanditgesellschaft, Niimbrecht, D

3.4.1 Gewinnung von Nabelschnurblut

Da die Nabelschnur des Rindes in der Linge nur etwa einem Viertel der Lénge des neu-
geborenen Kalbes entspricht, reifit die Nabelschnur bei einer natiirlichen Geburt sehr
leicht ein (SCHNORR und KRESSIN 2006). Die Entnahme von bovinem Nabelschnur-
blut (NSB) wird dadurch erschwert. Eine Moglichkeit zur Entnahme besteht unmittel-
bar nach einer natiirlichen Geburt. Hierzu wurde die Vene der intravaginal verbleiben-
den abgerissenen Nabelschnur punktiert und das Blut in 7,5- bis 9-ml-EDTA-R6hrchen
aufgefangen. EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure) wurde wahrend der Blutgewinnung
aufgrund der gerinnungshemmenden Eigenschaften eingesetzt.

Eine weitere Entnahmemoglichkeit bietet eine Sectio caesarea. Nach der Er6ffnung des
Uterus wurde die Nabelvene intrauterin punktiert und das zu aspirierende Blut in 7,5-
ml-EDTA-Rohrchen aufgefangen.

Als dritte Variante wurde das Nabelschnurblut ungeborener und frischtoter Feten in
einem Schlachtbetrieb gewonnen. Hierzu wurden mit einer Schere zunéchst der Uterus
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sowie die Fruchthiillen durchtrennt. Nach stumpfer Freipridparation der Nabelgefifie
wurde die Nabelvene sowohl fetusnah als auch fetusfern abgeklemmt. Anschlieffend
wurde das Gefafl zwischen den Klemmen mit einer 20 G-Kaniile punktiert und das
Blut mit 7,5-ml-EDTA-Ro6hrchen aspiriert. Hierbei gestaltete sich die Aspiration un-
terschiedlich schwierig, da die Vene wihrend der Aspiration oftmals kollabierte. Diese
erschwerten Bedingungen hatten Auswirkungen auf die Menge des gewinnbaren Nabel-
schnurblutes (siehe Kapitel 4.1).

3.4.2 Gewinnung von peripherem Blut

Insbesondere im Hinblick auf eine vergleichende Analyse einzelner Parameter wurde
neben dem stammzellreicheren Nabelschnurblut auch peripheres Blut (pB) als Quel-
le boviner Zellen verwendet. Zum einen kam bovines peripheres Blut zur Austestung
einzelner Materialien und Antikorper zur Nutzung. Hierfiir wurde peripheres Blut von
adulten Rindern gewonnen. Zum anderen wurde Kélbern peripheres Blut entnommen.
Dieses wurde anschliefend auf dieselbe Art und Weise aufgearbeitet wie das Nabel-
schnurblut (siche Kapitel 3.5.1), um in der Folge ebenfalls immundefizienten M#usen
transplantiert zu werden.

Peripheres Blut adulter Rinder wurde von Rindern in der Ambulatorischen und Ge-
burtshilflichen Tierklinik der Veterindrmedizinischen Fakultét in Leipzig entnommen.
Hierzu wurde die Schwanzvene von ventral mit einer Kaniile (18 bis 20 G) punktiert
und das Blut in 7,5- oder 9-ml-EDTA-R&hrchen aufgefangen.

Die Gewinnung peripheren Blutes von Kélbern fand wahrend der Schlachtung zum
Zwecke der Lebensmittelgewinnung statt. Die Schlachtungen wurden explizit fiir die
Blutprobengewinnung durchgefiihrt, um moglichst groie Mengen an Blut auffangen zu
konnen. Die Kélber wurden mittels eines Bolzenschussgerétes betdubt und anschlie-
Bend iiber einen prézisen Kehlschnitt und darauffolgendes Entbluten getotet. Wéhrend
des Entblutens wurde der Kopf des Kalbes {iberstreckt, um das Blut moglichst ohne
Verunreinigungen in einem mit Antikoagulans benetzten Geféaflen aufzufangen. Als An-
tikoagulans wurde in diesem Fall Heparin eingesetzt (15.000 I.E. Heparin-Natrium pro
500 ml Blut).

3.5 Aufarbeiten des bovinen Materials

3.5.1 Dichtegradientenzentrifugation

Chemikalien

Acid-Citrate-Dextrose-Losung (ACD) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

Aqua B. Braun B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
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Dextran 40 aus Leuconostoc spp.

Dimethylsufoxid (DMSO)

Dulbecco’s PBS ohne Mg2+ + Ca2+,
steril (1 x)

Dulbecco’s PBS ohne Mg2+ + Ca2+,
steril (10 x)

Ethylendiamintetraessigsdure, >
99 %, p.a., ACS

fetales Kéalberserum, hitzeinaktiviert
Histopaque®-1083, 1,083 g/ml

Natriumchlorid, > 99.5 %, p.a., ACS,
ISO

Pancoll human, 1,077 g/ml
Percoll® PLUS, 11

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin,
mit Phenolrot

Trypanblau 4 g/l in wissriger Losung

Tiirks Losung

Verbrauchsmaterialien

SepMate™-50 Tube

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreireich, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D
GE Healthcare GmbH, Solingen, D
PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

VWR International GmbH, Darmstadt,
D

VWR International GmbH, Darmstadt,
D

Stemcell MTechnologies Germany

GmbH, Koéln, D

Um die Gewinnung boviner himatopoetischer Vorlduferzellen zu ermoglichen, mussten
zunédchst mittels Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) die mononukleéren Zellen des
bovinen peripheren Blutes sowie des bovinen Nabelschnurblutes isoliert werden. Die
hématopoetischen Vorldauferzellen finden sich in der Zellfraktion der Lymphozyten wie-
der, die wiederum tiber die DGZ als Teil der sogenannten bPBMC (bovine peripheral
blood mononuclear cells) sowie im Falle des Nabelschnurblutes als Teil der bCBMC
(bovine cord blood mononuclear cells) gewonnen werden konnten (JAGANNATH et
al. 1987; PERTOFT 2000). Die Fraktion der bPBMC/ bCBMC beinhaltet zum einen
die Lymphozyten sowie zuséatzlich dazu die Monozyten, die Makrophagen und die den-
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dritischen Zellen. Die {ibrigen Zelltypen, vornehmlich Erythrozyten und Granulozyten,
weisen eine hohere Dichte als die bPBMC/ bCBMC auf (PERTOFT 2000). Diese phy-
sikalischen Unterschiede macht man sich bei der DGZ zunutze. Der zusétzliche Einsatz
spezifischer Dichtemedien fiihrt zu einer deutlicheren Trennung der einzelnen Zellfrak-
tionen und ermoglicht somit eine erleichterte Gewinnung dieser.

Folgende allgemeine Vorgehensweise galt im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die
DGZ, variierte aber im Rahmen der notwendigen Etablierungsarbeiten einer geeigneten
Methode fiir das bovine Material beziiglich einzelner Parameter (siche Kapitel 4.1.1).

Das Ausgangsmaterial Blut wurde zunéchst mit einem bestimmten Teil angewarmter
PBS/-EDTA-Losung (PBS: phosphate-buffered saline/ phosphatgepufferte Salzlosung)
verdiinnt. In einem zuvor mit Dichtemedium befiillten Schraubverschluss-Rohrchen
(50 ml) wurde ein Teil dieses verdiinnten Blutes dann vorsichtig iiber das Dichteme-
dium geschichtet. Anschliefend folgte ein 20- bis 30-miniitiger Zentrifugationsschritt
bei 600-800 x g (Zentrifugationsbeschleunigung) und Raumtemperatur (RT). Die sich
im Anschluss deutlich abzeichnende Schicht der bPBMC/ bCBMC wurde mit einer Pas-
teurpipette abgesaugt und mit mindestens derselben Menge PBS/EDTA verdiinnt. Es
folgte eine erneute Zentrifugation fiir 10 Minuten (min) bei 500 x g und bei Raumtem-
peratur. In den sich anschlieenden zwei Waschschritten wurde das Zellpellet jeweils
mit 50 ml PBS/EDTA gelost und bei 300 x g fiir 5 Minuten und bei einer Temperatur
von 4 °C zentrifugiert.

Zu Etablierungszwecken wurde die Methode der Dichtegradientenzentrifugation auch
mit sogenannten SepMate™-Tubes (StemCell™) durchgefiihrt. Diese wurden entspre-
chend der Herstellerangaben eingesetzt. Durch die mittige Offnung in der Kunststoff-
lamelle wurden 15 ml des Dichtemediums vorsichtig und moglichst luftblasenfrei einge-
filllt. Darauf wurden 20 ml des Blut-PBS-Gemisches gegeben. Geméfd Herstellervorga-
ben folgte daraufhin ein vergleichsweise kurzer Zentrifugationsschritt (10 min; bei iiber
24 Stunden alten Proben 20 min) mit hoherer Zentrifugationsgeschwindigkeit (1200 x g),
normaler Bremse und bei Raumtemperatur. Um die optimale Methode fiir das verwen-
dete bovine Material zu finden, wurden auch unter Verwendung der SepMate™-Tubes
mehrere Einzelparameter des Versuchsaufbaus variiert. Zum einen wurden zwei ver-
schiedene Dichtemedien verwendet, Pancoll mit einer Dichte von 1,077 g/ml und ein
selbst hergestelltes Medium mit einer Dichte von 1,083 g/ml (sieche Kapitel 4.1.1). Zum
anderen wurden Probenmaterial und PBS in unterschiedlichen Verdiinnungsverhéltnis-
sen eingesetzt.

Auch unter Verwendung der SepMate™-Tubes wurden nach dem eigentlichen Sepa-
rierschritt und dem AbgieBen der Schicht boviner mononukledrer Zellen ein weiterer
Waschschritt mit einer Zentrifugation bei 500 x g und Raumtemperatur sowie zwei
weitere Waschschritte bei 300 x g und bei einer Temperatur von 4 °C durchgefiihrt.
Verwendet wurde als Waschmedium im Allgemeinen eine Mischung aus PBS und ED-
TA. Hierfiir wurden 500 ml sterile PBS-Losung mit 1,5 ml einer zuvor sterilfiltrierten
100 mM EDTA-Losung versetzt.

Wiéhrend der Etablierung wurde unter anderem ein selbst hergestelltes Dichtemedium
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verwendet. Da sich in der Literatur zur Dichtegradientenzentrifugation bovinen Blu-
tes und in eigenen Untersuchungen die Verwendung eines Dichtemediums mit einer
Dichte von 1,083 g/ml als erfolgreich erwies (URBAN-CHMIEL et al. 2011), wurde
das selbst hergestellte Medium ebenfalls auf diese Dichte eingestellt. Hierzu wurde als
Ausgangslosung Percoll® PLUS verwendet. Dabei handelt es sich um eine kolloidale
Trennlosung aus Kieselsol, welche {iber eine geringe Viskositdt verfiigt und aus diesem
Grund ideal fiir die Erzeugung von Dichtegradienten wéhrend einer Zentrifugation be-
stimmter Zellsuspensionen geeignet ist. Auferdem kann Percoll® PLUS zur Herstellung
einer Arbeitslosung gewiinschter Dichte verwendet werden. Letztere Eigenschaft wurde
im Rahmen dieser Arbeit genutzt. Die Vorgehensweise sowie die zu Grunde liegende
Formel wurden dem Hersteller-Datenblatt entnommen und werden im Folgenden kurz
zusammengefasst.

Zur Herstellung eines Dichtemediums mit einer Dichte von 1,083 g/ml wurde aus Na-
triumchlorid (NaCl) und VE-Wasser (vollentsalztes Wasser) zunéchst eine 1,5 molare
Natriumchlorid-Losung hergestellt und mittels eines Spritzenvorsatzfilters mit einer Po-
rengrofe von 0,22 pm sterilfiltriert. Zur Herstellung des Dichtemediums wurde diese
Losung zu einem Zehntel des benétigten Gesamtvolumens an Dichtemedium vorgelegt.
AnschlieBend wurde das vorher mit folgender Formel berechnete Volumen Percoll®
PLUS zu der NaCl-Losung hinzugegeben.

— v . 193
Vo=V 325

Vo = benétigte Menge an unverdiinntem Percoll® PLUS
V = gewiinschtes Gesamtvolumen des Dichtemediums

Zum Schluss wurde auf das gewiinschte Gesamtvolumen an Dichtemedium (= V) mit
einer sterilen Spiilldsung (Aqua B. Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D)
aufgefiillt. Zur Verifizierung der errechneten Dichte von 1,083 g/ml wurde ein Ardome-
ter eingesetzt.

Nach den der DGZ folgenden Waschschritten wurde die Gesamtzellzahl an gewonne-
nen bPBMC/ bCBMC bestimmt. Hierzu wurde die jeweilige Zellsuspension zu gleichen
Teilen mit Tiirks Losung versetzt und unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer
manuell gezéhlt. Die Tiirks Losung diente der Lyse einzelner noch enthaltener Erythro-
zyten sowie der Anfarbung zu zéhlender Leukozyten.

AnschlieSend wurden die bovinen mononukleéren Zellen zur spiteren Verwendung ein-
gefroren. Das hierfiir verwendete Medium wurde zunéchst aus folgenden Reagenzien
hergestellt: 40 % RPMI 1640 (RPMI: Roswell Park Memorial Institute Medium), 25 %
Dextran-Losung, 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 10 % Fetales Kélberserum (FKS),
und 5 % ACD-Losung (Acid-Citrate-Dextrose). Die Dextranlosung wurde hergestellt
aus 50 g Dextran 40 und 9 g Natriumchlorid, welche in 500 ml destilliertem Wasser
gelost wurden.

Zum Einfrieren wurden je 5 x 107 der mittels DGZ gewonnenen bPBMC/ bCBMC in
einer Losung aus 500 pul RPMI und 10 % FKS resuspendiert und daraufhin in 500 pul
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Einfriermedium aufgenommen. Eingefroren wurden diese Zellsuspensionen in 1,2 ml-
Cryordhrchen bei einer Temperatur von -80 °C.

Wie im Kapitel 4.1.1 ausfiihrlich dargelegt, erwies sich fiir die DGZ die Verwendung
der SepMate™-Tubes gemifl Herstellervorgaben als erfolgreich und wurde deshalb im
Weiteren fiir die Aufarbeitung bovinen Nabelschnurblutes sowie bovinen peripheren
Blutes verwendet. Als Dichtemedium wurde hierbei Pancoll (1,077 g/ml) eingesetzt.

3.5.2 Stammezellisolierung

Chemikalien

autoMACS® Rinsing Solution

Desoxyribonuclease I bovine, > 3.000
units/ mg

Desoxyribonuclease I bovine, > 5.000
units/ mg

Dulbecco’s PBS ohne Mg2+ + Ca2+,
steril (1 x)

Dulbecco’s PBS ohne Mg2+ + Ca2+,
steril (10 x)

fetales Kélberserum, hitzeinaktiviert

Magnesiumchlorid-Losung, 25 mM

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin,
mit Phenolrot

Trypanblau 4 g/l in wissriger Losung

Tiirks Losung

Verbrauchsmaterialien

MACS® -Separation Filter

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreireich, D

Promega GmbH, Mannheim, D

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

VWR International GmbH, Darmstadt,
D

VWR International GmbH, Darmstadt,
D

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D
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MACS® _Separation LS Columns Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

MACS® -Separation MS Columns Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Bevor die mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen bPBMC/ bCBMC einer
der Methoden zur Stammzellisolierung zugefiithrt wurden, mussten diese zunéchst auf-
getaut werden.

Hierfiir wurden die Zellen schonend aber ziigig mittels korperwarmer RPMI-Loésung
sowie DNAse-Puffer (DNAse + Fetales Kélberserum, hitzeinaktiviert, 0,5 % + MgCl,
+ PBS) aufgetaut, einmal gewaschen (300 x g, 8 min, RT) und fiir die anschlieende
Zellzéhlung 20 pl der Suspension in einer Neubauer-Zihlkammer zu gleichen Teilen mit
Tiirks Losung versetzt.

Anschlieflend erfolgte, je nach Zielstellung, entweder eine positive oder eine negative
Selektion boviner hdmatopoetischer Vorlduferzellen.

Zur Positivselektion von Stammzellen sowie zur Anreicherung von Stammzellen mit-
tels T-Zell-Depletion wurde eine magnetische Separationsmethode angewendet. Das
Prinzip beruht auf der Markierung der zu selektierenden Zellen mit magnetischen Be-
ads. Werden diese so markierten Zellen iiber eine ebenfalls magnetische Sdule gegeben,
bleiben die markierten Zellen aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen in der
Saule hdngen und kénnen somit von den unmarkierten Zellen isoliert werden. Letztere
durchlaufen in der Trégerlosung die Séule ohne gebunden zu werden und konnen in
einem Auffanggefafl unterhalb der Saule aufgefangen werden. Die benannten magne-
tischen Séulen werden vom Hersteller in zwei verschiedenen Varianten zur Verfiigung
gestellt, den sogenannten MS- und LS-Saulen. Diese unterscheiden sich anhand Grofie
und Kapazitat. Welche Sdulenvariante zum Einsatz kam, hing von der pro Einzelsdule
zu verwendenden Menge an Zellen ab. Die Tabelle 2 gibt dariiber einen Uberblick und
zeigt gleichzeitig, anhand welcher Kriterien im Rahmen dieser Arbeit die Auswahl der
pro Versuchsvorhaben verwendeten Sdulenvariante vorgenommen wurde.

Tab. 2: Ubersicht der fiir die magnetische Zellseparation pro Siulengréfie maximal zu verwen-
denden Zellzahlen pro Saule

Maximalzahl magnetisch Maximalzahl der insgesamt
markierter Zellen pro Séule eingesetzter
Zellen
MS-Séulen | 1 x 107 2 x 108
LS-Sdulen | 1 x 10% 2 x 10°

Je nachdem, ob die bendtigten oder die unerwiinschten Zellpopulationen markiert wer-
den, kann die beschriebene Separationsmethode zur Erreichung unterschiedlicher Ziele
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genutzt werden.

Eine qualitative Aussage iiber die Zellen wurde unter anderem anhand der Vitalitét
getroffen. Die Vitalitdt der Zellen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt.
Zum einen nach dem Auftauen und somit vor der Separation, um eventuelle nachteilige
Einfliisse durch den Einfrier- und Auftauprozess quantifizieren zu kénnen. Zum ande-
ren nach der Stammezellseparation und somit unmittelbar vor der Transplantation, um
die Qualitdat der zu transplantierenden Zellen einschéitzen zu koénnen.

Zur Bestimmung der Zellvitalitat wurden 10 ul der Zellen zu gleichen Teilen mit Trypan-
blau versetzt und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Trypanblau ist ein
Farbstoff, mit dem man vitale, nicht angefirbte Zellen von toten, angefarbten unter-
scheiden kann. Der saure Farbstoff gelangt nicht durch die Zellmembran vitaler Zel-
len und die Zellen erscheinen im Lichtmikroskop weifl. Tote Zellen werden durch den
Farbstoff dunkelblau angefédrbt und kénnen somit deutlich von den vitalen Zellen un-
terschieden werden.

3.5.2.1 Positive Separation

Zur Etablierung einer geeigneten Vorgehensweise fiir die positive Separation boviner
héamatopoetischer Vorlauferzellen wurde zunéchst auf einen bovinen CD34-Antikorper
zuriickgegriffen, der bereits in Studien der Arbeitsgruppe um Dr. Michiharu Sakurai
(National Institute of Agrobiological Sciences, Tsukuba, Ibaraki, Japan) verwendet wur-
de (SAKURALI et al. 2006; MERKWITZ et al. 2011). Da dieser Antikérper nur in
unkonjugierter Form vorlag, der Isotyp aber bekannt war, wurden fiir die Separation
[gG-MicroBeads verwendet.

Zudem wurde die positive Separation mit einem kommerziell erhéltlichen, anti-bovinen
anti-c-kit-Antikorper durchgefiihrt, der mit dem Fluorochrom PE (Phycoerythrin) ge-
koppelt war. Als magnetische Beads wurden hierfiir Anti-PE-Beads verwendet. Eine
Ubersicht der fiir die positive Separation verwendeten Antikérper sowie der entspre-
chenden Microbeads kann der Tabelle 3 auf Seite 27 entnommen werden.

Bis auf die verwendete Konzentration der verschiedenen Antikorper war die Vorgehens-
weise der positiven Separationen nahezu identisch, wird im Nachfolgenden aber nur fiir
die Separation c-kit-positiver Zellen ausgefiihrt.

Nach dem notwendigen Auftauprozess sowie der anschliefenden Zellzéhlung (siehe Ka-
pitel 3.5.1) wurden die iibrigen Zellen gewaschen (300 x g, 8 min, RT) und das Zellpellet
mit den entsprechenden Mengen an Puffer (MACS® -Puffer = MACS® Rinsing Solu-
tion + 5 % FKS) (100 pl pro 1 x 107 Zellen) und anti-c-kit-Antikérper (5 pl pro 1 x 10°
Zellen) versetzt und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
zweimal gewaschen (300 x g, 8 min, RT), in Puffer gelost (80 ul pro 1 x 107 Zellen),
das Zellpellet mit der entsprechenden Menge Anti-PE-Beads (20 pl pro 1 x 107 Zellen)
versetzt und fiir 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. In einem weiteren Waschschritt
(300 x g, 8 min, RT) wurden die nicht gebundenen Anti-PE-Beads entfernt und das
Zellpellet erneut in Puffer gelost (500 pl pro magnetische Saule).

Im néchsten Schritt erfolgte die magnetische Separation der mit anti-c-kit-PE-Antikor-
pern und anti-PE-Beads markierten Zellen. Verwendet wurden fiir diese Positivselek-
tion MS-Séulen, und zwar eine Séule pro 1 x 10® Zellen (siehe Tabelle 2 auf Seite 25).
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Tab. 3: Zusammenfassung der fiir die positive Separation boviner himatopoetischer Vorlaufer-
zellen verwendeten Antikoérper und MicroBeads

Antigen Klon Isotyp Fluorochrom Konzen- Hersteller
tration
CD34 N21 IgG - 1:50 Dr. M. Sakurai,
National Institute
of Agrobiological

Sciences, Tsukuba,
Ibaraki, Japan

Anti- Miltenyi Biotec

Mouse IgG GmbH, Bergisch

MicroBe- Gladbach, D

ads

CD117/ 104D2 IgGl PE 1:20 Acris Antibodies

c-kit GmbH, Herford, D

Anti-PE- Miltenyi Biotec

Microbeads GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Die im Puffer geldsten Zellen wurden dazu auf eine mit einem Zellsieb bedeckte MS-
Saule gegeben und diese mehrfach mit Puffer gewaschen. Das benutzte Zellsieb diente
dazu, die magnetische Saule nicht durch moglicherweise verklumpte Zellansammlungen
zu verstopfen. Die {iber magnetische Beads markierten c-kit-positiven Zellen blieben
bei diesem Vorgehen in den ebenfalls magnetischen Sdulen héngen. Die unmarkierten
Zellfraktionen hingegen liefen durch die Séule hindurch. Die c-kit-Fraktion wurde mit-
tels Puffer und Stempeln mechanisch aus den Sédulen gespiilt, auf diese Weise von den
Magneten getrennt und anschlieflend in ein neues Schraubverschluss-Réhrchen (15 ml)
iiberfithrt. Um die Reinheit der isolierten Zellen noch weiter zu erhéhen, wurden diese
Schritte mit den c-kit-positiven Zellen unter Verwendung einer neuen Séaule wiederholt.
Aus der Sdule wurde wieder mit Hilfe eines Stempels die nun aufgereinigte c-kit-positive
Zellfraktion vom Magneten gelost und in ein Eppendorf-Gefaf iiberfiithrt. Anschliefend
erfolgte die Zéhlung der auf diese Weise gewonnenen Zellen mit Trypanblau. Anhand
der ermittelten Zahl vitaler Zellen wurde die Anzahl zu transplantierender neugebore-
ner Méuse festgelegt (siehe Kapitel 3.6.4).

3.5.2.2 T-Zell-Depletion

Ergénzend zur positiven Separation wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
T-Zell-Depletion durchgefiihrt. Da die Antikorper gegen bovine Vorlauferzellen nur in
eingeschranktem Mafl zur Verfiigung standen und das Ziel dieser Arbeit (siehe Kapi-
tel 2.7) mittels Anwendung mehrerer Methoden moglichst verlédsslich erreicht werden
sollte, kam diese zusétzlich zum Einsatz.
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Die Depletion beruht auf einem &hnlichen Prinzip wie die unter Kapitel 3.5.2.1 aufge-
fithrte positive Separation, wurde allerdings genau entgegensetzt, als Negativselektion,
durchgefiihrt. Negativ selektiert wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die T-
Lymphozyten. Diese sogenannte T-Zell-Depletion wurde vorgenommen, da die T-Lym-
phozyten bei der Transplantation von Fremdzellen in einen Organismus (hier: Maus)
eine Abstoflungsreaktion verursachen kénnen, die sogenannte GvHD (Graft-versus-Host
Disease) (HOLSCHER et al. 1999; GOKER et al. 2001; SHLOMCHIK 2007; NORELLI
et al. 2016).

Im Falle beider Separationsmethoden wurden die gewiinschten Zellen zunéchst iiber
spezifische Antikérper und anschliefend iiber magnetische Beads markiert, mit Hil-
fe derer die Zellen ebenfalls magnetisch isoliert werden konnten. Im Unterschied zu
einer Positivselektion sollten bei der hier als Negativselektion durchgefiihrten T-Zell-
Depletion die nicht magnetisch markierten Zellen fiir die anschlieBende Transplantation
gewonnen und weiterverwendet werden. Die Methoden unterschieden sich insofern ins-
besondere am FEnde der Aufarbeitung voneinander.

Fiir die beabsichtigte T-Zell-Depletion wurden die Zellen mit drei verschiedenen T-
Zell-Antikorpern markiert, einem anti-WC1-, einem anti-CD4- sowie einem anti-CD8-
Antikorper (siehe Kapitel 2.2 sowie Tabelle 1), die jeweils an das Fluorochrom FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) gekoppelt waren. Eine Zusammenfassung der fiir die T-Zell-
Depletion verwendeten Antikorper sowie der entsprechenden Microbeads ist der folgen-
den Tabelle 4 zu entnehmen.

Tab. 4: Zusammenfassung der fiir die T-Zell-Depletion verwendeten Antikorper und MicroBeads

Antigen Klon Isotyp Fluorochrom Konzen- Hersteller
tration

CDh4 CC8 I[gG2a FITC 1:40 Thermo Fisher
Scientific GmbH,
Dreireich, D

CDS8 38.65  IgG2a FITC 1:40 Thermo Fisher
Scientific GmbH,
Dreireich, D

WC1 CC101 IgG2a FITC 1:20 Bio-Rad
Laboratories
GmbH (ehemals:
AbD Serotec),

Miinchen, D
Anti-FITC Miltenyi Biotec
MicroBe- GmbH, Bergisch
ads Gladbach, D

Das Auftauen sowie die Zahlung der bovinen PBMC/ CBMC wurden zunéchst analog
zu den bereits beschriebenen Verfahren durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.5.1 und Kapi-
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tel 3.5.2). Nach der Z&hlung wurden die Zellen gewaschen (300 x g, 8 min, RT) und
das Zellpellet mit den entsprechenden Mengen an Puffer (MACS® -Puffer = MACS®
Rinsing Solution + 5 % FKS) (100 ul pro 1 x 107 Zellen) und Antikérpern (5 ul WC1,
2,5 ul CD4, 2,5 ul CDS8 pro 1 x 10° Zellen) versetzt und fiir 20 min bei 4 °C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen zweimal gewaschen (300 x g, 8 min, RT), in Puffer
geldst (80 pl pro 1 x 107 Zellen) und das Zellpellet mit der entsprechenden Menge Anti-
FITC-Beads (10 pul pro 1 x 107 Zellen) versetzt. Die Inkubationszeit betrug 15 min bei
4 °C im Dunkeln. Nun wurden in einem weiteren Waschschritt (300 x g, 8 min, RT) die
nicht gebundenen Anti-FITC-Beads entfernt und das Zellpellet erneut in Puffer gelost
(500 ul pro magnetische Séaule). Je nach Hohe der vorliegenden Zellzahl wurden fiir die
Separation entweder MS- oder LS-Sdulen verwendet (siche Tabelle 2 auf Seite 25).
Die Zellsuspensionen wurden daraufthin mit anschliefenden Spiilschritten iiber die je-
weiligen Séulen gegeben. Aus der die Saule direkt durchlaufenden Suspension resultierte
pro Probe die Zellfraktion, welche neben anderen Zelltypen auch bovine Vorlauferzellen
enthielt (im Folgenden SeF: Stammzell-enthaltende Fraktion genannt). In den magne-
tischen Saulen wiederum befanden sich, magnetisch gebunden, die zu selektierenden
T-Lymhozyten.

Wurden iiber die magnetischen Sdulen mehr als 5 ml Zellsuspension gewonnen, wurde
diese anschlieend erneut zentrifugiert (300 x g, 7 min, 4 °C), das Zellpellet in Puffer
gelost und nochmals iiber eine neue Séule gegeben, um die eventuell noch vorhandenen,
mit magnetischen Beads markierten T-Lymphozyten zu selektieren.

Zur Quantifizierung und Qualifizierung der isolierten SeF wurden 10 ul dieser zu glei-
chen Teilen mit Trypanblau versetzt und in einer Neubauer-Z&hlkammer die Gesamt-
zellzahl sowie zeitgleich die Zellvitalitéit bestimmt.

Die Anzahl der zuvor selektierten T-Lymphozyten konnte auf dieser Basis rechnerisch
bestimmt werden. Hierfiir wurde die ermittelte Zellzahl der SeF (im Trypanblau vitale
und tote Zellen) von der Ursprungszellzahl an bPBMC/ bCBMC der jeweils verwende-
ten Probe subtrahiert.

Transplantiert wurden im Falle neugeborener Miuse 2 x 10¢ Zellen, und im Falle adul-
ter Tiere 1 x 107 Zellen. Das hierfiir benstigte Volumen der gewonnenen SeF wurde in
1,5 ml Reaktionsgefafie iiberfithrt und zentrifugiert (300 x g, 7 min, 4 °C). Der Uber-
stand wurde anschlieend vorsichtig entfernt und das Zellpellet in RPMI + 10 % FKS
resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden dann den Mausen transplantiert (Neugebo-
rene intrahepatisch: 50ul pro Tier; Adulte intravends: 100-150 pl pro Tier; siehe auch
Kapitel 3.6.4).

3.6 Tierexperimentelle Methoden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten tierexperimentellen Methoden
setzten nach § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes eine Genehmigung voraus. Die Ge-
nehmigung wurde am 19. Mai 2016 unter der Registriernummer TVV 30/15 von der
Landesdirektion Sachsen (Braustrafie 2, 04107 Leipzig) erteilt.

Alle Arbeiten an den NSG Méusen wurden aufgrund der ausgepriagten Immundefizienz
des Mausstammes ausschliellich unter laufender Laminar Air Flow Werkbank sowie
mit Einmalhandschuhen und entsprechender Hygienebekleidung durchgefiihrt.
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3.6.1 Versuchstiere

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sogenannte NSG Méause (NOD.Cg-Prkdec-
scid]2rgtmIWil) eingesetzt. Diese zeichnen sich durch eine stark ausgepriigte Immunde-
fizienz aus (siche Kapitel 2.3). Die Haltung erfolgte aus diesem Grund in einzeln be-
lifteten Kifigsystemen, sogenannten IVCs (individually ventilated cages), und gemifl
der FELASA Kriterien (FELASA: Federation of European Laboratory Animal Science
Associations). Die Tiere wurden mit autoklaviertem Pelletfutter und Trinkwasser ver-
sorgt. Auch Einstreu und Nistbaumaterial wurden vor der Verwendung autoklaviert.
Die Tiere stammten aus dem ,Jackson Laboratory“ in Bar Harbor, Maine (USA) und
wurden iiber Charles River Laboratories in Sulzfeld, Deutschland bezogen.

3.6.2 Prdkonditionierung durch Bestrahlung

Vor der Transplantation boviner Zellen wurden die neugeborenen und auch die adulten
Méuse einer subletalen Rontgenstrahlung ausgesetzt. Dies wurde mit einem 220 Kilo-
volt Rontgengerdat SARRP der Firma X-Strahl Ltd., Camberley, UK vorgenommen. In
der Literatur konnte mehrfach nachvollzogen werden, dass diese sogenannte Prikondi-
tionierung der Méuse fiir das Anwachsen der transplantierten Fremdzellen von grofler
Bedeutung ist (GREENWOOD und CROY 1993; ROBERT-RICHARD et al. 2006).
Damit sollte sowohl das Knochenmark auf die zu transplantierenden Zellen vorbereitet,
als auch das Anwachsen der bovinen Zellen verbessert werden.

Dazu wurden die neugeborenen Mause 24 bis 48 Stunden nach der Geburt mit einer
subletalen Dosis von 1 Gy bestrahlt. Die adulten Tiere wurden vor der Transplantation
mit einer Dosis von 2 Gy bestrahlt.

3.6.3 Markierung der Tiere

Chemikalien
Téatowierpaste, schwarz, Tube RAIDEX GmbH, Dettingen, D
Verbrauchsmaterialien

Sterican® Einmalkaniilen, 26 G, 0,45 B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D

X 25 mm

Da die einzelnen neugeborenen Méause noch nicht voneinander zu unterscheiden waren,
dies aber aufgrund der notwendigen eindeutigen Zuordnung erforderlich war, wurden
diesen nach einem speziellen System die Flichen der Pfoten tétowiert. Hierzu wurde
die jeweilige Pfoteninnenfliche mit einer Kaniile oberfliachlich angestochen und darauf
anschlieend etwas Téatowierpaste griindlich einmassiert. Das Tétowierschema wird im
Anhang aufgefiihrt (siche Abbildung 26 auf Seite 115).
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3.6.4 Transplantation und Versuchsgruppen

Chemikalien

fetales Kéalberserum, hitzeinaktiviert Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreireich, D

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin, PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

mit Phenolrot
Verbrauchsmaterialien

Spritze Omnican® -F, 0,30 x 12 mm/ B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
G 30, 1 ml

Um die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten unterschiedlichen Aufarbeitungsmetho-
den des bovinen Materials mit den in der Vergangenheit entwickelten bovinen und
humanen Mausmodellen zu verkniipfen, wurden fiir diese Arbeit verschiedene Trans-
plantationswege gew#hlt. Daraus ergaben sich die in der Tabelle 5 aufgefithrten Ver-
suchsgruppen (VG) samt angegebenen Gruppengréfien (n).

Tab. 5: Uberblick iiber die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gebildeten Versuchsgruppen

Beschreibung Gruppengrofle
Versuchsgruppe A - | NSB | Transplantation von n =1 (CD34+);
VG A CD34-positiven oder n = 4 (c-kit+)
c-kit-positiven Zellen
Versuchsgruppe B - Transplantation der von n =19
VG B T-Lymphozyten befreiten

Stammzell-enthaltenden
Zellfraktion (SeF)

Neugeboren | NSB n=10
(neugeb.) | pB n=1717
Adult | NSB n=2

Die iiber positive oder negative Selektion gewonnenen bovinen Zellfraktionen wurden,
je nach selektierter Zellzahl, jeweils mehreren Mausen oder sogar gesamten Wiirfen
transplantiert. Hieraus resultierten die deutlich voneinander differierenden Tierzahlen
der unterschiedlichen Gruppen (siehe Tabelle 5).

Die Transplantation der bovinen Zellen erfolgte drei bis fiinf Stunden nach der erfolg-
ten prakonditionierenden Bestrahlung. Bei den im neugeborenen Alter verwendeten
Méusen wurde die Transplantation ein bis zwei Tage nach der Geburt durchgefiihrt.
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Adulten Méausen wurden die bovinen Zellen im Alter von 10 Wochen injiziert.

Im Falle der hinsichtlich der Stammzellmarker CD34 und c-kit positiv selektierten Zel-
len wurden jedem Tier 2-4 x 10° Zellen injiziert. Von der Zellfraktion, welche nach einer
durchgefiihrten T-Zell-Depletion verblieb (= SeF), wurden adulten M#usen 1 x 107 und
neugeborenen Miusen 2 x 10° Zellen injiziert. Nihere Informationen zur Aufarbeitung
dieser Zellfraktionen finden sich in den Kapiteln 3.5.2.1 und 3.5.2.2.

Den neugeborenen Mausen wurden maximal 50 ul der entsprechenden Zellsuspension
mit dem Triagermedium RPMI/ 10 % FKS pro Tier verabreicht. Hierzu wurde die
mittels positiver Separation oder Depletion gewonnene Zellsuspension zentrifugiert
(300 x g, 7 min, 4 °C) und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Zellpellet wurde
anschliefend in der entsprechenden Menge RPMI/ 10 % FKS resuspendiert. Pro Tier
wurden von dieser Suspension 50 ul in eine Insulinspritze aufgezogen. Zur Injektion
wurden die Tiere zwischen zwei Fingern fixiert. Die Injektion der Zellen erfolgte in die
durch die Haut sehr gut sichtbare Leber.

Adulten Mausen wurden pro Tier maximal 150 ul der Zellsuspension intravends in die
Schwanzvene injiziert.

3.6.5 Scoring

Alle Versuchstiere wurden zur klinischen Beurteilung regelméflig einer Sichtkontrolle
sowie einem intensiven Scoring unterzogen. Die Sichtkontrolle aller Tiere wurde min-
destens einmal am Tag durchgefiithrt. Das Scoring fand je nach Zustand der Tiere
mindestens dreimal wochentlich statt.

Beurteilt wurden die Versuchstiere nach den Kriterien Kérpergewicht, Korperhaltung,
Mobilitat, Haut, Fell, Alopezie und Atmung. Die Bewertung ist in der Tabelle 6 auf
Seite 33 dargestellt. Ein Gesamtscore von 7,5 Punkten pro Maus fiithrte zur Beendigung
des Experimentes und zur schmerzfreien T6tung des jeweiligen Tieres.

Besonderes Augenmerk wurde wihrend des Scorings und zur Beurteilung des Zustandes
der Tiere auf die Gewichtskontrolle gelegt. Wurde bei Einzeltieren innerhalb weniger
Tage ein Verlust des Korpergewichtes von iiber 20 % zum vorher erreichten Maximal-
wert festgestellt, wurden diese umgehend schmerzfrei getotet (siehe Kapitel 3.6.7).
Zudem galten jeweils das Erreichen des hochsten Scores in den Parametern Mobilitét,
Haut und Atmung als Endpunkt und somit als weitere Abbruchkriterien.
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Tab. 6: Zusammenfassung des angewendeten Score-Systems, nach dem die transplantierten
Maéuse mindestens dreimal wochentlich beurteilt wurden

Parameter Score
0 0,5 1 1,5 2
Korperhal- || ohne leichter Buckel keine starker
tung Buckel Buckel, gestreckte | Buckel
gedehnte Laufhal-
Laufhal- tung
tung
Mobilitét mobil und | geringgradig mittelgradig | Bewegung
lebhaft verminder- | verlangsamte | nur nach
te Bewegung Manipula-
Bewegung tion
Haut normal lokale Ex- | Exantheme Erythem
antheme und und
Akanthose erhohte
Schuppung
Fell normal leicht geringfiigig mittelgradig| hochgradig
zerzauster | zerzauster multifokal | multifokal/
Nacken Nacken und zerzaust diffus
Bauch und zerzaust und
verfilzt verfilzt
Alopezie keine Auf- | geringgradig mittelgradig | hochgradig | hochgradig
falligkeiten | (lokal (nur Kopf, (Kopf, generalisiert
begrenzt) | Korper Bauch)
geringgradig)
Atmung normal mittelgradig
verdndert

3.6.6 Blutentnahme

Chemikalien

Heparin-Natrium-25.000-

ratiopharm® Injektionslésung, 25.000

LE./ 5 ml

Isofluran, Forene 250 ml

Ratiopharm GmbH, Ulm, D

AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, D
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Verbrauchsmaterialien

Kapillare, Micro haematocrit tubes, VWR International GmbH, Darmstadt,
Natrium-Heparin D

Um das Anwachsen und die Differenzierung der bovinen Vorlauferzellen in den Méusen
zu analysieren, wurde diesen regelméflig Blut entnommen. Dieses wurde zur durchfluss-
zytometrischen Analyse (Kapitel 3.8.3) sowie zur Erfassung des Blutbildes (Kapitel 3.7)
verwendet. Um die Entwicklung dieser Parameter untersuchen zu kénnen, wurden die
Blutentnahmen ab der achten Lebenswoche in zweiwochigem Abstand durchgefiihrt.
Das Blut wurde aus dem retrobulbéren Venenplexus am narkotisierten Tier entnom-
men. Die Tiere wurden dazu mit einem Gemisch aus Sauerstoff und Isofluran in einer
Narkosekammer betdubt. Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere maximal 3 Volu-
menprozent (Vol.-%), zur -erhaltung 2 Vol.-% Isofluran ausgesetzt. Die Durchflussrate
des Sauerstoffs betrug 400 ml/ min. Um die eigentliche Blutentnahme durchfithren zu
konnen, wurden die Méause bei gut erhaltener Narkose aus der Kammer herausgenom-
men. Um einen Blutstau und somit giinstigere Entnahmebedingungen hervorzurufen,
wurden die Mause fest im Nackenfell fixiert. Eine stumpfe Heparin-Kapillare wurde
dann unter drehenden Bewegungen in Richtung entgegengesetztes Ohr in den media-
len Augenwinkel eingefiihrt. Sobald der retrobulbére Venenplexus erreicht war, wurde
die Drehbewegung gestoppt und der Stau etwas gelost, worauthin sich die Kapillare
mit Blut fiillte. Das Blut wurde anschliefend in ein mit Heparin benetztes 1,5 ml Reak-
tionsgefafl iiberfithrt und dieses gut geschwenkt. Die Méause wurden unmittelbar nach
der Blutentnahme vorsichtig in den Kéfig zuriickgelegt und wéhrend der Aufwachphase
weiterhin iiberwacht.

3.6.7 Finale Praparation

Chemikalien

Dulbecco’s PBS ohne Mg?t + Ca?t, PAA Laboratories GmbH, Célbe, D
steril (1 x)

Dulbecco’s PBS ohne Mgt + Ca?*, PAA Laboratories GmbH, Célbe, D
steril (10 x)

Heparin-Natrium-25.000- Ratiopharm GmbH, Ulm, D
ratiopharm® Injektionslosung, 25.000
LE./ 5ml

Kodan® Tinktur Forte Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, D

Verbrauchsmaterialien
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BD Microlance™ 3 Kaniilen, 25 G, 0,5 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
X 25 mm

Petrischale, 90 x 16 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Spritze Omnican® -F, 0,30 x 12 mm/ B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
G 30, 1 ml

Sterican® Einmalkaniilen, 26 G, 0,45 B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
X 25 mm

Zellsieb, BD Falcon™ cell strainers, 70 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
pm

Im Rahmen der finalen Préiparation wurden die Méuse zunéchst mittels Kohlenstoffdi-
oxid-Begasung betdubt und schmerzfrei getétet. Direkt nach dem Atemstillstand wurde
den Tieren iiber eine Herzpunktion Blut entnommen. Dazu wurde eine mit Heparin be-
netzte 1 ml-Spritze mit 25G-Kaniile verwendet, um eine schnelle Gerinnung des Blutes
zu verhindern. Das gewonnene Herzblut wurde in ein mit Heparin benetztes 1,5 ml
Reaktionsgefaf iiberfiihrt, welches anschliefend griindlich geschwenkt wurde.

Das weitere Vorgehen bestand in einer Praparation des getoteten Tieres mit der Entnah-
me einzelner Organe. Fiir die im Anschluss durchgefiihrten durchflusszytometrischen
Analysen wurden neben dem Herzblut die Milz sowie das Knochenmark der Oberschen-
kel entnommen (siche Kapitel 3.8.3).

Die Herstellung hierfiir notwendiger Einzelzellsuspensionen aus Milz und Knochenmark
wurde wie folgt durchgefiihrt. Die halbe Milz wurde in ein 70 um-Zellsieb gegeben, wel-
ches auf ein Schraubverschluss-Rohrchen (50 ml) gesetzt wurde. Mithilfe des Kolbens
einer 1 ml-Spritze wurde die halbe Milz mechanisch zerkleinert und durch das Zellsieb
gedriickt. Anschliefend wurde mit PBS nachgespiilt, um die restlichen Bestandteile der
Milz aus dem Sieb zu entfernen, und ein Waschschritt durchgefiihrt (300 x g, 7 — 10 min,
4 °C). Der Uberstand wurde abgekippt, das Zellpellet in 5 ml PBS gelost und die Zell-
zahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zur Gewinnung der Zellen des Knochenmarks wurden nach der Organentnahme ein
oder gegebenenfalls zwei Oberschenkel freiprédpariert, die Enden abgesetzt und das
Knochenmark mit Hilfe einer mit PBS befiillten Spritze samt Kaniile aus dem Knochen
gespiilt. Die entstehende Suspension aus Knochenmark und PBS wurde zur Herstellung
einer Einzelzellsuspension erneut in eine Spritze aufgezogen, mit der Offnung auf den
Boden einer Petrischale aufgesetzt und vorsichtig mit geringem Druck aus der Spritze
gedriickt. Dies diente der mechanischen Zerkleinerung und wurde nach Bedarf mehr-
fach wiederholt. Die entstandene Suspension wurde anschliefend in PBS gewaschen
(300 x g, 7 — 10 min, 4 °C) und die Zellzahl bestimmt.
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3.7 Erfassung des Blutbildes

Das Blutbild der Mause wurde an einem scil Vet abc-Analysegeréit der Firma Scil
animal care company GmbH (Viernheim, D) bestimmt. Dies diente hauptséchlich der
erginzenden Uberpriifung des Gesundheitszustandes der Tiere. Im Folgenden aufge-
fithrte Blutparameter wurden mit Hilfe des Gerétes analysiert.

Tab. 7: Uberblick iiber die mittels scil Vet abc bestimmten Blutparameter

Parameter Einheit

WBC Leukozyten 10° /mm?

RBC Erythrozyten 10° /mm?

HGB Héamoglobin g/dl

HCT Hamatokrit %

PLT Thrombozyten 103 /mm?

MCV Mean Corpuscular Volume pm?

MCH Mean Corpuscular Haemoglobin pg

MCHC Mean Corpuscular Haemoglobin g/ dl
Concentration

RDW Red Cell Distribution Width %

MPV Mean Platelet Volume pm?®

Lym Lymphozyten %

Mo Monozyten %

Gra Granulozyten %

Lym absol | Lymphozyten, absolut 103 /mm?

Mo absol | Monozyten, absolut 103 /mm?

Gra absol | Granulozyten, absolut 10? /mm?

3.8 Durchflusszytometrische Analysen

Chemikalien

BD™ CompBead Plus Particles,

Anti-mouse Ig (Immunglobulin)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
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BD™ CompBead Plus Particles, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Anti-rat Ig

BD FACS™ Lysing Solution Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Dulbecco’s PBS ohne Mgt + Ca?*, PAA Laboratories GmbH, Célbe, D
steril (1 x)

LYNX Rapid RPE-Cy7 Antibody Bio-Rad Laboratories GmbH (ehemals:
Conjugation Kit® AbD Serotec), Miinchen, D

Verbrauchsmaterialien

BD Falcon™ Rundboden- Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Polystyrolréhrchen, 5 ml

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur genaueren Bestimmung von Grofie, Mor-
phologie sowie Oberflaichenmarkern von Zellen. Fiir vorliegende Arbeit wurden die
durchflusszytometrischen Messungen an einem FACS-Canto™IT Gerit der Firma Bec-
ton Dickinson GmbH durchgefiihrt.

FACS steht fiir fluorescence activated cell sorting und beschreibt die Methodik der
Durchflusszytometrie. Zellen werden vereinzelt und als solche von speziellen Lasern an-
geregt. Je nach Grofle und Granularitét der Zellen wird der Laserstrahl unterschiedlich
stark abgelenkt und abgeschwicht. Der entsprechende Laserstrahl wird von Detektoren
erfasst und ausgewertet, wodurch je nach gewiinschter Darstellungsweise eine optische
Darstellung der analysierten Zellsuspension erméglicht wird. Die Zellgrofle wird hier-
bei durch das Vorwirtsstreulicht (FSC, Forward Scatter), die Granularitdt durch das
Seitwértsstreulicht (SSC, Sideward Scatter) bestimmt.

Werden, wie in der vorliegenden Arbeit, zur Analyse auch Antikoérper verwendet, mit
denen die Zellsuspensionen vorher inkubiert werden, kann man mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie auch Aussagen iiber die auf der Zelloberfliche vorhandenen Marker treffen
und je nach Marker somit die Zellart ndher definieren. Dies gelingt dadurch, dass die
jeweiligen Antikérper mit bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden. Diese
werden von den unterschiedlichen Lasern des Zytometers je nach Wellenlénge angeregt
und emittieren dadurch wiederum Licht unterschiedlicher Wellenlénge. Dieses wird von
den Detektoren wahrgenommen und bei Auswahl des passenden Kanals ebenfalls op-
tisch dargestellt. Die Stérke des Fluoreszenzsignals, die Fluoreszenzintensitét, ist dabei
direkt proportional zur Anzahl der durch Antikérper markierten Bindungsstellen auf
der Zelloberfldche.

Die Durchflusszytometrie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum einen dafiir
genutzt, den Erfolg der etablierten Methoden, wie der Dichtegradientenzentrifugation,
zu verifizieren. Zum anderen wurden mittels durchflusszytometrischer Messungen die
auf zelluldrer Ebene stattfindenden Verdnderungen im Blut und in den Organen der
Versuchstiere festgestellt und quantifiziert. Fiir beide Einsatzvarianten wurde vorab
die Funktionalitdt der zur Verfiigung stehenden Antikorper ausgetestet sowie deren
optimale Arbeitskonzentration bestimmt (siche Kapitel 3.8.2).
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3.8.1 Erfassung und Auswertung der Daten

Das fiir die vorliegende Arbeit genutzte Gerat BD FACSCanto™IT ist mit drei verschie-
denen Lasern (blau, rot, violett) ausgestattet. Dadurch wird eine zeitgleiche Analyse
von acht Fluoreszenzparametern ermoglicht. Fiir die vorliegende Arbeit wurden haupt-
sichlich die Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), R-
Phycoerythrin (RPE), Alexa Fluor® 647, RPE-Cy7 und Pacific Blue™ in unterschied-
lichen Kombinationen genutzt.

Der relative Anteil der darzustellenden Zellpopulationen wurde mittels den in den Pro-
ben zur Analyse vorliegenden Gesamtzellzahlen bestimmt. Dargestellt wurden im Rah-
men der vorliegenden Arbeit diverse Zellpopulationen aus verschiedenen Medien, wie
dem bovinen peripheren Blut und dem bovinen Nabelschnurblut.

Auswertung mittels BD FACSDiva™-Software

Zur Darstellung und Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen wurde die
Software BD FACSDiva™in der Version 6 verwendet.

Gating-Strategie

Im Vorfeld jeder Datenauswertung wurde zunéchst in der Darstellung des Vorwérts-
streulichts (FSC-A gegen FSC-H) eine sogenannte Dublettendiskriminierung vorgenom-
men. Dies diente dem Zweck, Zelltrimmer oder eventuell filschlicherweise entstandene
Zellverbéande von der weiteren Datenauswertung auszuschlieen. Im Anschluss daran
wurde in einer Darstellung von Vorwiartsstreulicht gegen Seitwértsstreulicht das soge-
nannte , Lifegate” festgelegt. Auch dadurch wurden erneut etwaige Zelltriimmer von der
weiteren Auswertung ausgeschlossen. Nur die im ,,Lifegate” enthaltenen Zellen wurden
anschliefend im Hinblick auf ihre Eigenschaften, insbesondere Grofie und Granularitét,
sowie das Vorhandensein méoglicher Oberflichenantigene weiter analysiert.

3.8.2 Verwendete Antikorper

Die Austestung und somit Validierung von Antikérpern wurde mittels unterschiedli-
cher boviner Medien durchgefiihrt. Peripheres Blut adulter Rinder und Kélber und
auch bovines Nabelschnurblut und bCBMC kamen zum Einsatz. Im Rahmen der Ar-
beit wurden zahlreiche humane, bovine und auch ovine Antikorper getestet.

Die Arbeitsschritte der Probenvorbereitung fiir die Testmessungen glichen der Vor-
gehensweise fiir die durchflusszytometrischen in-vivo-Analysen und werden im Kapi-
tel 3.8.3 ausfiihrlich erldutert. Im Falle von Vollblut wurden fiir die Messungen jeweils
100 pl davon eingesetzt.

Im Anschluss an die Testmessungen wurden die im bovinen Medium validierten Antikor-
per zur Bestimmung der optimalen Arbeitskonzentration mittels Durchflusszytometrie
austitriert. Fiir die Titrationsmessungen wurden ebenfalls bovines peripheres Blut so-
wie bovines Nabelschnurblut verwendet.
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Folgende Tabelle 8 listet die erfolgreich getesteten, im Rahmen der Arbeit weiterver-
wendeten Antikorper samt austitrierter Arbeitskonzentration auf.

Tab. 8: Zusammenfassung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper fiir die durch-
flusszytometrischen Analysen

Antigen Klon Fluorochrom Hersteller Arbeits-
konzentra-
tion

hu cyCD3 CD3-12 Pacific Blue™ Bio-Rad Laboratories 1:10
GmbH (ehemals: AbD
Serotec), Miinchen, D

bo CD4 CC8 Alexa Bio-Rad Laboratories 1:10
Fluor® 647 GmbH
bo CDS8 CC63 RPE Bio-Rad Laboratories 1:10
GmbH
bo CD34, —(Sek.-Ak) Dr. M. Sakurai, National 1:50
N21 Institute of

Agrobiological Sciences,
Tsukuba, Ibaraki, Japan

bo CD45 CC1 FITC Bio-Rad Laboratories 100/15
GmbH bzw. 1:6,6

bo CD45 FITC LifeSpan Biosciences, 1:10
Inc., Seattle, USA

hu, bo 104D2 PE Acris Antibodies GmbH, 1:20

CD117/ c-kit Herford, D

bo CD335 AKS1  —(Labeling Bio-Rad Laboratories 1:20

RPE-CyT7) GmbH

bo WC1 CC101  FITC Bio-Rad Laboratories 1:20

GmbH

Einer der verwendeten Antikorper (boCD335) lag in unkonjugierter Form vor, weshalb
dieser zunéchst mit einem Fluorochrom gefiarbt (gelabelt) werden musste. Dazu wurde
ein Konjugations Kit verwendet, das zusétzlich zum jeweiligen Fluorochrom in lyophili-
sierter Form den sogenannten Modifier und den sogenannten Quencher enthielt (LYNX
Rapid RPE-Cy7 Antibody Conjugation Kit®, Bio-Rad Laboratories GmbH, D). Das
Labeling wurde gemé&fl den Herstellervorgaben durchgefiihrt.

Vor Durchfithrung der durchflusszytometrischen Messungen, bei denen gleichzeitig meh-
rere Antikorper zum Einsatz kamen, erfolgten am Durchflusszytometer Kompensations-
messungen. Damit wurden falsche Darstellungen aufgrund von Uberlappungen der Em-
missionsspektren der einzelnen Fluorochrome rechnerisch korrigiert und somit mog-
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lichst minimiert. Die Messungen wurden mittels Kompensations-Beads (BD™ Comp-
Bead Plus Particles, Becton Dickinson GmbH, D) sowie einer im verwendeten Durch-
flusszytometer (BD FACSCanto™1II) hinterlegten automatisierten Kompensationsme-
thode durchgefiihrt.

3.8.3 In vivo-Analysen

Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit transplantierten M#usen wurde sowohl
im laufenden Versuch als auch am Versuchsende (post mortem) das Engraftment der
bovinen Zellen im murinen Organismus mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierzu
wurde den Méausen wihrend des Versuches Blut entnommen (siche Kapitel 3.6.6) sowie
am Versuchsende nach schmerzfreier Totung Blut, Milzgewebe sowie Knochenmark ge-
wonnen (sieche Kapitel 3.6.7).

Die durchflusszytometrischen Verlaufsanalysen des Blutes wurden ab der 8. Lebenswo-
che in zweiwochigem Abstand durchgefithrt. Es kamen zunédchst nur zwei Antikorper
zum Einsatz, ein boviner und ein muriner (siehe Tabelle 9). Hiermit sollte iiberpriift
werden, ob und in welchem Umfang sich nach der Transplantation boviner Vorldaufer-
zellen im murinen Organismus Zellen entwickelt hatten, die den Leukozyten-Marker
bo CD45 exprimierten.

Tab. 9: Ubersicht der eingesetzten Antikérper fiir die durchflusszytometrische Erstanalyse des
peripheren Blutes der transplantierten Méause

Antigen Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller

bo CD45 CC1 1IgGl  FITC Bio-Rad Laboratories GmbH
(ehemals: AbD Serotec),
Miinchen, D

ms CD45 PerCP Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, D

Bei den im Alter von 10 Wochen adult transplantierten Mausen der Versuchsgruppe B
fand diese Erstanalyse zwei Wochen nach der Transplantation, also in der 12. Lebenswo-
che statt. Die folgenden Verlaufsanalysen wurden ebenfalls in zweiwtchigem Abstand
durchgefiihrt.

Uber die Erstanalysen hinaus sollten mit Hilfe zusitzlicher Antikérper einzelne bovi-
ne Zellpopulationen im Blut der Mause nachgewiesen werden (siehe Tabelle 10 auf
Seite 41). Dies waren T-Lymphozyten (cyCD3+), T-Helfer-Zellen (CD3+CD4+), zyto-
toxische T-Lymphozyten (CD3+CD8+) und Natiirliche Killerzellen (CD335+). Unter
ergdnzender Verwendung einer speziellen Auswertungsmethode konnte auch der Anteil
an B-Lymphozyten bestimmt werden. Ein spezifischer boviner Antikorper fiir die Mar-
kierung von bovinen B-Lymphozyten stand nicht zur Verfiigung.

Fiir die Analyse der B-Lymphozyten wurden zunéchst im sogenannten ,,Lifegate® (sie-
he Kapitel 3.8.1) die einzelnen Leukozytenpopulationen der bovinen CD45-positiven
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Zellen dargestellt (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten). In der Population der
Lymphozyten wurden daraufhin die fiir den bovinen anti-cyCD3-Antikorper (Pacific
Blue™) positiven Zellen den fiir den bovinen anti-CD335-Antikérper (RPE-Cy7) positi-
ven Zellen gegeniibergestellt. Die in dieser Darstellung nicht angefiarbten Zellen, welche
eine dhnliche GroBe und Granularitit aufwiesen wie die T-Lymphozyten (cyCD3+)
wurden der Zellfraktion der B-Lymphozyten zugeordnet.

Tab. 10: Ubersicht der eingesetzten Antikorper fiir die durchflusszytometrische Verlaufsanalyse
des peripheren Blutes der transplantierten Mause

Antigen Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller

bo CD45 CCl1 IgGl  FITC Bio-Rad Laboratories GmbH
(ehemals: AbD Serotec),
Miinchen, D

ms CD45 PerCP Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, D

bo CDS CcCo63 I[gG2a RPE Bio-Rad Laboratories GmbH

bo CD335 AKS1 IgGl  RPE-Cy7 (gelabelt) Bio-Rad Laboratories GmbH
bo CD4 CC8 IgG2a Alexa Fluor® 647  Bio-Rad Laboratories GmbH
cyCD3 CD3-12 IgGl  Pacific Blue™ Bio-Rad Laboratories GmbH

Die aufgefiihrten Antikorper kamen fiir die Folgemessungen zum Einsatz, sobald ein An-
teil boviner CD45-positiver Zellen von 2 % oder mehr festgestellt wurde. Anderenfalls
wurden die Verlaufsanalysen weiterhin mit den beiden anti-CD45-Antikérpern durch-
gefiihrt (siehe Tabelle 9 auf Seite 40).

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen der Mause wurde das jeweilige Probenma-
terial zunéchst in ein Rundboden-R6hrchen iiberfithrt. Im Falle der Verlaufsanalysen
handelte es sich um 80-100 pl des murinen peripheren Blutes, im Falle der finalen
Analysen um 100 pl Herzblut und jeweils um 1 x 10° Zellen der Milz- und der Kno-
chenmarkszellsuspensionen (Gewinnung siehe Kapitel 3.6.7).

Bei jeder Messung wurde auflerdem etwas Material (z.B. circa 20 ul Blut) fiir die soge-
nannte Autofluoreszenzkontrolle verwendet, die der Einschatzung der Autofluoreszenz
der analysierten Zellen diente. Diese Kontrollproben wurden denselben Waschschritten
und auch der Erythrozyten-Lyse (siche unten) unterzogen, im Vorfeld aber nicht mit
Antikorpern versetzt.

Das Probenmaterial wurde zunéchst fiir 30 Minuten bei 4 °C mit den entsprechenden
Antikoérpern inkubiert (siehe Tabellen 9 und 10). Da nur die Leukozyten analysiert
werden sollten, wurden die Proben zur Lyse der Erythrozyten geméfl Herstellervorga-
ben mit einer entsprechenden Losung behandelt (BD FACS™ Lysing Solution, Becton
Dickinson GmbH). Es folgten zwei bis drei Waschschritte bei 300 x g, 5 min und
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die durchflusszytometrischen Messungen am
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FACSCanto™II durchgefiihrt.

Wurde fiir die erweiterten Verlaufsanalysen der benannte anti-CD3-Antikorper (cyCD3-
Pacific Blue™, Bio-Rad Laboratories GmbH, D; siehe Tabelle 10) eingesetzt, unter-
schied sich die Probenvorbereitung von der oben geschilderten. Dies lag daran, dass
dieser Antikoérper einer intrazelluliren Féarbung diente. Hierzu wurde das BD Intra-
Sure™Kit (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D) benutzt, welches laut den vom
Hersteller angegebenen Gebrauchshinweisen angewendet wurde. Die Markierung mit
dem intrazellularen Antikérper musste hierfiir zeitlich nach der Farbung mit den rest-
lichen, extrazelluldren Antikérpern vorgenommen werden.

Die jeweiligen Proben wurden mit der entsprechenden Menge extrazelluldrer Oberflé-
chen-Antikorper versetzt, gut gemischt und bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 15
Minuten inkubiert (sonst 30 Minuten). Anschliefend wurden die Proben mit 100 pl
Reagenz A des IntraSure™ Kit versetzt, vorsichtig gemischt und fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dieser Schritt diente der Fixierung der im
Vorfeld bereits gefirbten Zellen. Zur Elimination der Erythrozyten kam im Anschluss
ebenfalls die Lyselosung (BD FACS™ Lysing Solution) zum Einsatz. Danach wurden
die Proben fiir fiinf Minuten bei 800 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uber-
stand abgenommen und das Zellpellet mit 50 ul Reagenz B des IntraSure™ Kit versetzt.
Hiermit wurden die im Vorfeld fixierten, gefarbten Zellen permeabilisert. Direkt im
Anschluss wurde die jeweilige Menge des intrazelluldren Antikorpers hinzugegeben und
nochmals fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein wei-
terer Waschschritt mit 300 x g fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss
konnten die durchflusszytometrischen Messungen vorgenommen werden.
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Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst Methoden zur Gewinnung bovi-
ner Vorlauferzellen aus unterschiedlichen bovinen Geweben etabliert. Ziel war es, das
Gewebe und die Methode zu identifizieren, mittels welcher die meisten bovinen Vor-
lauferzellen in moglichst reiner Form gewonnen werden konnten. Im Folgenden wurden
diese Zellen immundefizienten Mausen transplantiert und deren Anwachsen und Ent-
wicklung im Organismus Maus mit verschiedenen Methoden im Zeitverlauf analysiert.
Ziele der vorliegenden Arbeit waren somit die Entwicklung optimaler Methoden fiir
die Gewinnung boviner Vorlauferzellen und deren anschliefende Transplantation in im-
mundefiziente Mause mit der Absicht, bovinisierte Méuse zu generieren.

4.1 Gewinnung boviner mononukledrer Zellen

Fiir die Gewinnung boviner mononukleérer Zellen wurde Nabelschnurblut und, zu ei-
nem geringeren Anteil, auch peripheres Blut vom Kalb verwendet. Es wurden nur
Proben verarbeitet, die bestimmte Kriterien erfiillten. Ausschlusskriterien stellten bei-
spielsweise ein geronnener Zustand nach Probeneingang oder ein Alter der Proben von
iiber 48 Stunden dar.

Insgesamt standen 52 Nabelschnurblutproben und 13 Proben peripheren Blutes von
Kalbern zur Verfiigung.

Von den Nabelschnurblutproben wurden 13 entweder bereits bei Probeneingang oder
nach Aufarbeitung verworfen. Aus 39 Proben konnten bCBMC gewonnen werden. Von
diesen wurden 26 Proben nach der Gewinnung der bCBMC weiterverwendet und die
restlichen 13 nach Gewinnung und Lagerung der bCBMC nicht weiter aufgearbeitet.
Aus allen 13 Kélberblutproben konnten bPBMC gewonnen werden.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwischen 5 ml und 385 ml bovines Nabel-
schnurblut sowie zwischen 10 ml und 2000 ml bovines peripheres Blut gewonnen. Die
Probenmengen divergierten somit stark. Im Falle des peripheren Blutes ist diese Tat-
sache hauptséchlich auf die Entnahmetechnik zuriickfithren. Wahrend des Entblutens
konnte bedeutend mehr Blut gewonnen werden als im Rahmen einer herkémmlichen
Blutprobenentnahme am lebenden Tier (siche Kapitel 3.4.2).

Die Nabelschnurblutproben wurden anhand der verschiedenen Gewinnungsarten und
—orte unterschieden: das in der Klinik wihrend einiger Sectiones caesareae, das durch
einen niedergelassenen Tierarzt gewonnene sowie das in einer Schlachtstitte gewonnene
Nabelschnurblut (siehe Kapitel 3.4.1).

Das Probenvolumen der in der Klinik entnommenen Nabelschnurblutproben (n=6) va-
riierte von minimal 6 ml bis maximal 67 ml.

Die Menge des extern durch einen niedergelassenen Tierarzt gewonnenen Nabelschnur-
blutes (n=37) differierte von 10 ml bis auf maximal 385 ml und wies somit eine sehr
grofle Spannbreite auf.

Die Volumina der in einer Schlachtstitte gewonnenen Blutproben (n=7) wichen nicht
derart stark voneinander ab. Die geringste gewonnene Menge betrug hier 5 ml, maxi-
mal wurden 28 ml gewonnen. Wie im Kapitel 3.4.1 beschrieben, kann diese Volumendi-
vergenz auf die erschwerten Entnahmebedingungen sowie das kurz vor der Entnahme
stattfindende Ableben der Tiere zuriickgefithrt werden.

Somit kann hinsichtlich der fiir die vorliegende Arbeit herangezogenen Entnahmearten
bovinen Nabelschnurblutes anhand der erreichten Ergebnisse geschlussfolgert werden,
dass die Gewinnung im Schlachthof mengenméBig weniger Erfolg zeigte als die Gewin-
nung wihrend eines Kaiserschnittes oder kurz nach der Geburt.

4.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Aus den bovinen Nabelschnurblutproben und den peripheren Blutproben der Kélber
sollten im Folgenden mittels Dichtegradientenzentrifugation zunéchst die bovinen mo-
nonukledren Zellen (MC) gewonnen werden. Die Methode der Dichtegradientenzen-
trifugation basiert auf dem Prinzip der unterschiedlichen Dichten der einzelnen Zell-
populationen im Blut. Mittels eines Mediums spezifischer Dichte, welches sich nach
durchgefiihrter Zentrifugation zwischen der Schicht der bovinen MC und den darunter-
liegenden Zellpopulationen befindet, ist erstere leicht zu isolieren. Die grundsétzliche
Vorgehensweise wurde bereits im Kapitel 3.5.1 beschrieben.

Vorerst wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels unterschiedlicher Ansétze
gepriift, welche Art der DGZ die verlésslichste fiir die vorliegenden Proben bovinen Na-
belschnurblutes und peripheren Blutes ist. Hierzu wurden bereits etablierte Protokolle
fir die DGZ boviner Medien (SENOGLES et al. 1979; DAVIS et al. 1987; FRITSCH
et al. 1991; GRANDEL 2005; RAOUFT et al. 2011; HUSSEN 2012) und humanen
Nabelschnurblutes (ALMICI et al. 1995; CAMPOS et al. 1995; CASE et al. 1996) ge-
nutzt und jeweils einzelne Parameter verdndert. Dies waren der Verdiinnungsgrad, die
zu iiberschichtende Menge des verdiinnten Blutes, das Dichtemedium, die Menge des
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Dichtemediums sowie die Anzahl der Umdrehungen wéhrend der Zentrifugation. Der
Einfluss dieser Parameter wurde fiir die vorliegende Arbeit in zahlreichen Kombinatio-
nen und Varianten erprobt.

Sowohl die Verwendung verschiedenster kommerziell erhéltlicher Dichtemedien (Pan-
coll human 1,077 g/ml; Pancoll rat 1,091 g/ml; ein 1:2 Gemisch aus beiden genannten;
Histopaque® 1,083 g/ ml) als auch die Verdnderung der oben genannten Parameter
fithrten fiir bovines Nabelschnurblut zunéchst nicht zu den gewiinschten Ergebnissen.
Die normalerweise deutlich zwischen Erythrozytenpellet und mononukleédren Zellen zu
erkennende Schicht des transparenten Dichtemediums konnte nicht abgegrenzt werden.
In der Fraktion der entnommenen bhCBMC fiihrte dies zu teilweise deutlich sichtbaren
Verunreinigungen mit Erythrozyten. Eine isolierte Entnahme der bCBMC war somit
nicht génzlich moglich.

Fiir bovines peripheres Blut hingegen wurde, insbesondere unter Verwendung des kom-
merziell erhiltlichen Dichtemediums Histopaque mit einer Dichte von 1,083 g/ ml, eine
sehr klare Schichtung der einzelnen Kompartimente erreicht.

Daraufhin wurde fiir die DGZ bovinen Nabelschnurblutes testweise ein selbst hergestell-
tes Dichtemedium verwendet, welches mittels Percoll® PLUS ebenfalls auf die Dichte
1,083 g/ ml eingestellt wurde (zur Herstellung siehe Kapitel 3.5.1). Der Einsatz dieses
Mediums fiihrte zu einer deutlicheren Trennung der einzelnen Schichten (Zentrifugation
bei 800 x g, 30 min, RT). Dennoch waren in der Schicht des Dichtemediums weiter-
hin geringfiigige Mengen von Erythrozyten feststellbar, was anhand der blass-rétlichen
Farbe erkennbar war.

Aus diesem Grund kamen zusitzlich SepMate™-Tubes der Firma StemCell™ zum Ein-
satz, mit denen die Dichtegradientenzentrifugation laut Hersteller komplikationslos und
schnell durchzufiihren sei. Hierbei wurden in Bezug auf die Zentrifugations- und Wasch-
schritte die Herstellervorgaben angewendet (siehe Kapitel 3.5.1). Die SepMate™ -Tubes
wurden mit zwei verschiedenen Dichtemedien getestet, mit Pancoll human mit einer
Dichte von 1,077 g/ml sowie mit aus Percoll® PLUS selbst hergestelltem Dichtemedi-
um mit einer Dichte von circa 1,083 g/ml. AuBerdem wurde der Verdiinnungsgrad des
Nabelschnurblutes veréndert. Hierbei ergab sich, dass eine 1:2 Verdiinnung die besten
Ergebnisse erzielte. Hingegen konnte keinerlei Einfluss der verschiedenen Dichtemedien
festgestellt werden. Zumindest optisch wurden unter Verwendung beider Dichtemedien
dieselben Ergebnisse erzielt. Moglicherweise war dies auf die in den SepMate™ -Tubes
eingesetzte Kunststofflamelle zuriickzufiithren, die zusétzlich zum Dichtemedium eine
mechanische Barriere darstellte.

Angesichts dieser positiven Ergebnisse und vor allem aufgrund der deutlich verein-
fachten Vorgehensweise wurden die bMC im Folgenden unter Verwendung der SepMa-
te™-Tubes gewonnen, wobei das herkémmliche, kommerziell erhiltliche Dichtemedium
Pancoll human mit einer Dichte von 1,077 g/ml eingesetzt wurde.

Aus den bovinen Blutproben wurden sehr unterschiedliche Mengen an bMC gewonnen.
Die Streuung war bei den Nabelschnurblutproben sehr viel grofier als bei den peripheren
Blutproben, was die folgende Abbildung 1 verdeutlicht.
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Abb. 1: Anzahl der aus bovinem Nabelschnurblut und aus bovinem peripherem Blut gewon-
nenen mononuklediren Zellen (bMC). Die Gewinnung der bMC erfolgte mittels Dichtegra-
dientenzentrifugation. Die Anzahl der gewonnenen Zellen wurde manuell mittels Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Die Werte der aus bovinem Nabelschnurblut (bo NSB) gewonnenen
bMC streuten deutlich stérker als die aus bovinem peripheren Blut (bo pB) gewonnenen bMC.
Im Durchschnitt wurden aus dem bo NSB signifikant mehr bMC gewonnen als aus dem bo pB.
Signifikante Unterschiede sind mit einem * dargestellt. Mittelwert &= SD; Auswertung mittels
t-Test fiir unabhéngige Stichproben; * p < 0,05. n = 41 (bo NSB); n = 13 (bo pB).

Im Nabelschnurblut wurden mindestens 1,25 x 10° und maximal 4,86 x 105 bCBMC
pro ml gewonnen. Bei diesen Zahlen handelt es sich um die Menge an bCBMC, die di-
rekt nach durchgefiihrter Dichtegradientenzentrifugation gezéhlt werden konnten. Im
peripheren Blut konnten 3,88 x 10° bis 2,5 x 10° bPBMC pro ml gewonnen werden. Der
Mittelwert der im Nabelschnurblut gewonnen bCBMC betrug 2,15 x 10° pro ml. Der
Mittelwert der bPBMC, die aus dem peripheren Blut isoliert werden konnten, betrug
1,43 x 10° pro ml. Aus den Nabelschnurblutproben konnten insofern im Durchschnitt
signifikant mehr bMC pro ml gewonnen werden als aus dem peripheren Blut.

Auch aus den verschiedenen Gewinnungsmethoden des Nabelschnurblutes resultierten
unterschiedlich groie Mengen an bhCBMC. Fiir die Proben aus dem Schlachthof waren
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dies minimal 1,25 x 10° bis maximal 3,2 x 10% Zellen pro ml, fiir die extern gewonnenen
minimal 8,6 x 10° bis maximal 4,58 x 10° Zellen pro ml sowie fiir die klinisch bereit-
gestellten minimal 1,44 x 10% bis maximal 4,86 x 10° Zellen pro ml. Im Durchschnitt
konnten aus den Proben vom Schlachthof mit 1,54 x 10° Zellen pro ml am wenigsten und
aus den Proben der Klinik mit 2,78 x 10% Zellen pro ml am meisten bCBMC gewonnen
werden. Aus den extern entnommenen Nabelschnurblutproben wurden durchschnittlich
2,17 x 10 bCBMC pro ml isoliert.

Zusammenfassend konnten somit {iber die Entnahme wéhrend eines Kaiserschnittes
("Klinik”) und kurz nach der Geburt (,extern“) im Durchschnitt fast doppelt so viele
(Faktor 1,6) bCBMC gewonnen werden wie iiber die Entnahme in einem Schlachthof.

In Bezug auf die Verwendung der SepMate™ -Tubes konnte hinsichtlich der Zahl gewon-
nenener bMC im Vergleich zum herkommlichen Verfahren kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=0,0509; unverbundener t-Test). Mittels der herkémmlichen Me-
thode wurden bei einer Probenzahl von 27 minimal 1,25 x 10° und maximal 4,86 x 10°
bMC pro ml bovines Nabelschnurblut gewonnen. Bei Verwendung der SepMate™ -Tubes
wurden minimal 3,75 x 10° und maximal 3,2 x 10° bMC pro ml gewonnen (n=14). Im
Durchschnitt wurden auf herkémmliche Art und Weise 2,39 x 10° und mittels SepMa-
te™-Tubes 1,69 x 10° bMC pro ml gewonnen.

Die zusiitzlich eingesetzten SepMate™-Tubes fithrten in Bezug auf die Anzahl der ge-
wonnenen bPBMC/ bCBMC somit zu keiner Verbesserung, kamen aufgrund der er-
leichterten Methodik allerdings fiir die vorliegende Arbeit zum Einsatz (siche Seite 45).

Durchflusszytometrie

Um den Erfolg der Dichtegradientenzentrifugation verifizieren zu konnen, wurde das
Probenmaterial vor und nach der Verarbeitung durchflusszytometrisch analysiert. Auf
diese Weise konnten die Anteile der einzelnen Zellfraktionen dargestellt werden. Somit
konnte nachvollzogen werden, ob das Ziel der DGZ, die mononukledren Zellen zu iso-
lieren, erreicht wurde und ob insbesondere die Fraktion der Granulozyten eliminiert
werden konnte.

Anhand des Vergleiches in Abbildung 2 auf Seite 48 ist erkennbar, dass die Proben
nach durchgefithrter DGZ eine andere zelluldre Zusammensetzung aufwiesen. Mittels
der DGZ wurde insbesondere die Zellfraktion der Granulozyten fast komplett eliminiert.
Der prozentuale Anteil an Lymphozyten und Monozyten erhéhte sich dementsprechend
stark.
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Abb. 2: Exemplarische Darstellung des Effektes der Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) auf
zelluliirer Ebene. x-Achse: Vorwirtsstreulicht (FSC-A), y-Achse: Seitwértsstreulicht (SSC-A).
Dargestellt sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse bovinen Nabelschnurblu-
tes jeweils vor (links im Bild) und nach (rechts im Bild) der DGZ. Die Darstellung ermdoglicht
die Unterscheidung einzelner boviner Zellpopulationen, hier boviner Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten. Die Granulozytenpopulation war nach erfolgter DGZ fast nicht mehr vor-
handen. Die Lymphozyten- und Monozytenpopulationen traten nach erfolgter DGZ deutlicher
hervor. Die Granulozyten wurden mittels DGZ somit fast génzlich eliminiert.

4.2 Stammezellisolierung

Die Stammzellisolierung wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt.
Zum einen wurde eine positive Separation, zum anderen eine negative Separation, eine
sogenannte T-Zell-Depletion, vorgenommen. Ziel der Etablierung einer Isolationsme-
thode fiir bovine hdmatopoetische Vorlauferzellen war die Gewinnung einer moglichst
hohen Zahl dieser mit einer gleichzeitig sehr hohen Reinheit. Der Gehalt anderer Zell-
typen als den hdmatopoetischen Vorlduferzellen (hier: T-Lymphozyten) sollte so gering
wie moglich sein. Insbesondere im Hinblick auf die darauffolgende Transplantation in
immundefiziente Méduse waren beide Punkte von grofler Bedeutung.

Im Folgenden muss beachtet werden, dass auch im Rahmen der durchgefiihrten Etablie-
rungsarbeiten und Testmessungen die Verwendung der mittels DGZ gewonnenen bMC
notwendig war. Es wurden insgesamt 28 Proben weiter aufgearbeitet (NSB: n = 26;
pB, Kalb: n = 2). Jeweils die Hilfte dieser Proben wurde schlielich fiir die Stamm-
zellisolierung und die anschliefflende Transplantation verwendet (siehe Kapitel 3.5.2.1
und 3.5.2.2). Diese geringe Zahl hing sowohl von der Verfiigharkeit der verwendeten
Antikorper als auch von der Zahl neugeborener Mause pro Wurf ab.
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Da die mittels DGZ gewonnenen mononukledren Zellen aus bovinem Nabelschnurblut
und bovinem peripheren Blut unmittelbar nach der Gewinnung eingefroren wurden (sie-
he Kapitel 3.5.1), mussten sie vor der jeweiligen Weiterverwendung zunéchst aufgetaut
werden. Im Mittel waren nach dem Auftauen sowohl in den Nabelschnurblutproben
als auch in den Proben peripheren Blutes noch in etwa die Hélfte der isolierten bMC
nachzuweisen (bo NSB: 54,9 %; n = 26; bo pB: 65,9 %; n = 2).

Eine qualitative Aussage iiber die Zellen nach dem Auftauen wurde anhand ihrer Vi-
talitat getroffen, welche mittels einer Farbung mit Trypanblau bestimmt wurde (siehe
Kapitel 3.5.2).

Die Vitalitét der Nabelschnurblutproben betrug nach dem Auftauen, und somit vor der
Separation, zwischen 66,7 % und 100,0 %, die der Proben peripheren Blutes zwischen
83,5 % und 92,9 %. Im Durchschnitt konnte der iiberwiegende Anteil an bCBMC/
bPBMC nach dem Auftauen als vital bezeichnet werden. Hierbei unterschieden sich
die bMC aus dem Nabelschnurblut (88,5 %; n = 14) und jene aus dem peripheren Blut
(88,2 %; n = 2) nur geringfiigig.

Anschlieflend wurden aus diesen Proben mittels positiver Separation (Kapitel 4.2.1)
die bovinen Vorlduferzellen isoliert oder mittels T-Zell-Depletion (Kapitel 4.2.2) ange-
reichert. Im Anschluss daran wurde unmittelbar vor der Transplantation der Zellen in
immundefiziente NSG Mé&use erneut die Zellvitalitdt bestimmt (siehe Kapitel 4.2.2).

4.2.1 Positive Separation

Eine positive Separation und anschlieende Transplantation wurde mit insgesamt vier
Nabelschnurblutproben durchgefiihrt. Verwendet wurden zwei verschiedene Marker fiir
bovine Vorlauferzellen, das CD34- und das c-kit-Molekiil (siche Kapitel 3.5.2.1).

Aus bovinem peripheren Blut gewonnene Zellen wurden nicht fiir die positive Sepa-
ration, sondern nur fiir die T-Zell-Depletion eingesetzt. Da peripheres Blut weniger
Vorlauferzellen aufweist als Nabelschnurblut (SUTHERLAND et al. 1994; GRANDEL
2005), pro Probe aber dennoch eine fiir die Transplantation ausreichende Menge dieser
hétte isoliert werden miissen (siche Kapitel 3.6.4), wurde dies als unzweckméfig einge-
schétzt.

CD34

Da fiir die vorliegende Arbeit die in der Arbeitsgruppe bewahrten Methoden des Huma-
nisierens von NSG Mausen aufgegriffen wurden, wurde zunéchst eine Isolation CD34-
positiver Zellen durchgefiihrt. Eine Schwierigkeit hierbei bestand in der eingeschrank-
ten Verfiigbarkeit anti-boviner CD34-Antikérper. Kommerziell verfiighare anti-bovine
CD34 Antikorper existierten nicht. Von der in Japan anséssigen Arbeitsgruppe um
Dr. Michiharu Sakurai (National Institute of Agrobiological Sciences, Tsukuba, Ibara-
ki, Japan) war der Bezug einer geringen Menge eines anti-CD34-Antikorpers moglich
(SAKURALI et al. 2006; MERKWITZ et al. 2011).

Mit Hilfe dieses Antikorpers konnte lediglich eine aufbereitete Nabelschnurblutprobe
hinsichtlich der bovinen, CD34-exprimierenden Stammzellpopulation separiert werden.
Hierbei wurden 2 x 10° CD34-positive Zellen gewonnen, was 0,28 % der Gesamtzellzahl
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an zuvor aufgetauten bCBMC entsprach.

c-kit

Zusétzlich zur Separation mittels CD34-Molekiil wurden positive Separationen mit Hil-
fe eines anti-c-kit-Antikorpers durchgefithrt. Aus insgesamt drei Nabelschnurblutpro-
ben wurden im Durchschnitt 2,13 x 10° als vital gezéhlte, c-kit-positive Zellen gewonnen.
Minimal wurden 4 x 10 und maximal 4,8 x 10° c-kit-positive Zellen isoliert (siehe Ta-
belle 11). Durchschnittlich wurden somit 0,63 % der vor der Separation zur Verfiigung
stehenden bCBMC positiv auf den Oberflichenmarker c-kit isoliert (minimal 0,19 %;
maximal 1,14 %).

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der vier fiir die positive Separation verwendeten
Nabelschnurblutproben ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab. 11: Ubersicht der Nabelschnurblutproben, welche einer positiven Separation auf das bovine
CD34- beziehungsweise c-kit-Molekiil unterzogen wurden

Probe Anzahl Anzahl bCBMC Anzahl Anteil CD34- bzw.
bCBMC nach dem vitaler c-kit-positiver
nach DGZ Auftauen (pro ml) | CD34- Zellen an der
(pro ml) bzw. c-kit- | Gesamtzahl

positiver aufgetauter
Zellen bCBMC

1 (CD34) | 4,86 x 10° 5,14 x 108 2,0 x 10° 0,28 %

2 (c-kit) | 2,67 x 106 1,56 x 106 4,8 x 10° 1,14 %

3 (c-kit) | 3,1 x 10° 1,1 x 10° 1,2x 10° 0,55 %

4 (c-kit) | 3,2 x 108 1,05 x 10° 4,0 x 104 0,19 %

Die Ursache der sich widersprechenden Daten hinsichtlich der Probe Nummer 1 (Anzahl
bCBMC nach DGZ < Anzahl bCBMC nach dem Auftauen) konnte in Ungenauigkeiten
der Zellzahlung liegen, da diese manuell durchgefiithrt wurde (siehe Kapitel 3.5.1).

Basierend auf den langjéhrigen Erfahrungen bei der Humanisierung von Mausen, wur-
den jedem Tier 2 - 4 x 10° positiv selektierte Zellen injiziert. Somit wurde die oben
aufgefithrte Probe Nummer 1 fiir die Transplantation einer Maus genutzt. Die Pro-
bennummern 2, 3 und 4 aus Tabelle 11 wurden nach erfolgter Separation insgesamt
vier neugeborenen M&usen transplantiert. Die Probennummern 3 und 4 wurden hier-
bei jeweils einer Maus injiziert, Probe Nummer 2 wurde fiir die Transplantation zweier
Méuse verwendet. Somit konnten insgesamt fiinf M&use mit bovinen Vorlduferzellen,
gewonnen durch positive Separation, transplantiert werden.
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4.2.2 T-Zell-Depletion

Im Gegensatz zur positiven Separation wurde im Rahmen der T-Zell-Depletion nicht die
gewiinschte, sondern, als negative Separation, die stérende Zellpopulation magnetisch
gebunden (siehe Kapitel 3.5.2.2). Dies waren in vorliegendem Fall die T-Lymphozyten.
Fiir die anschliefende Transplantation wurde die nicht magnetisch markierte Zellpo-
pulation benotigt. Diese sollte moglichst keine T-Lymphozyten mehr enthalten und
bestand unter anderem aus bovinen Vorlauferzellen. Da neben den Vorlauferzellen wei-
tere Zellpopulationen nicht selektiert wurden (bovine B-Lymphozyten und Monozyten),
wird diese gewiinschte Zellfraktion im Folgenden als Stammzell-enthaltende Fraktion,
SeF, bezeichnet.

Zur Durchfithrung der T-Zell-Depletion und der anschlieenden Transplantation wur-
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit acht bovine Nabelschnurblutproben und eine
Probe bovines peripheres Blut vom Kalb verwendet.

Die Hohe der Zellzahlen der jeweiligen Zellfraktionen wurde wie folgt bestimmt: Die
Zellen der betreffenden SeF wurden nach Gewinnung manuell ausgezihlt (siehe Kapi-
tel 3.5.1). Die Anzahl an depletierten T-Lymphozyten konnte hingegen nur rechnerisch
bestimmt werden. Hierzu wurde von der Ursprungszellzahl vor der Depletion die aus-
gezihlte Gesamtzellzahl der jeweiligen SeF subtrahiert.

Aus den Nabelschnurblutproben wurde im Durchschnitt eine SeF in Hoéhe von 8,06 x 10°
(minimal 3,74 x 10%; maximal 1,48 x 107), aus der Probe peripheren Blutes von 3,71 x 107
Zellen isoliert. Hieraus resultierte rechnerisch eine T-Zell-Population in Héhe von durch-
schnittlich 1,66 x 107 in den Nabelschnurblutproben (minimal 9,5 x 10%; maximal
3,21 x 107) und von 9,99 x 10" in der Probe peripheren Blutes (siche Anhang: Ta-
belle 12 auf Seite 116).

Prozentual betrug der Anteil der gewiinschten SeF an der Ursprungszellzahl aufgetau-
ter bLCBMC zwischen 15,63 % und 57,33 %. Der prozentuale Anteil der T-Lymphozyten
an der jeweiligen Ursprungszellzahl nach dem Auftauen betrug somit minimal 42,67 %
und maximal 84,37 %. Im Durchschnitt machte die SeF 35,83 % und die T-Zell-Fraktion
64,17 % der aufgetauten bovinen CBMC aus. Fiir die Probe peripheren Blutes betrug
der Anteil der SeF 27,08 % und der Anteil der T-Lymphozyten folglich 72,92 % an
der Gesamtzahl der aufgetauten PBMC. Dies verdeutlicht die Abbildung 3 auf Seite
52 nochmals grafisch fiir alle Einzelproben.

Die Probennummern 1 bis 6 sowie die Probe peripheren Blutes (siche Nummer 9 in
Abbildung 3) wurden im Anschluss an die Depletion insgesamt 17 neugeborenen Méau-
sen transplantiert, die Probennummern 7 und 8 wurden zwei adulten Méausen injiziert.
Den neugeborenen M#usen wurden mit 2 x 10° Zellen jeweils nur ein Fiinftel der Zellen
transplantiert, welche den Adulten injiziert wurden (1 x 107). Zur Berechnung der pro
Tier zu injizierenden Menge wurde ausschliellich die Anzahl der vitalen Zellen der SeF
herangezogen. Die Bestimmung erfolgte mittels Trypanblau (siehe Kapitel 3.5.2).
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Abb. 3: Prozentuale Anteile der Stammzell-enthaltenden Fraktion (SeF) sowie der T-
Lymphozyten nach T-Zell-Depletion boviner mononukleiirer Zellen (bMC). Die bovinen T-
Lymphozyten wurden mittels negativer T-Zell-Depletion aus den bMC selektiert. Die iibrige
Zellfraktion (SeF) wurde fiir die Transplantation in immundefiziente M&use weiterverwendet.
Die Zellzahl in der SeF wurde durch manuelle Zellzédhlung mittels Neubauer-Zéhlkammer be-
stimmt, die der T-Lymphozyten rechnerisch (Ursprungszellzahl vor T-Zell-Depletion minus
Gesamtzellzahl der SeF). Die Zahl der T-Lymphozyten war bei fast allen Stichproben héher als
die der SeF (fiir 8 von 10 Stichproben > 50 %). Der Anteil der SeFs sowie der T-Lymphozyten-
Fraktionen variierte zwischen den Einzelproben deutlich. n = 9; Probennummern 1-8: bo NSB;
Probe Nummer 9: bo pB.

Wie zu Beginn des Kapitels bereits angefiihrt, wurde auch nach den erfolgten Separa-
tionen die Vitalitdt der jeweils gewonnenen Zellfraktionen bestimmt.

Danach, und somit unmittelbar vor der Transplantation, unterschied sich die Zellvi-
talitét zwischen den Proben deutlich. Dies verdeutlicht die Abbildung 4 auf Seite 53.
Die Vitalitat der Zellen nach der T-Zell-Depletion (n = 9) war signifikant hoher als
nach der positiven Separation (n = 3; p = 0,0091; Mann-Whitney Test). Hierbei muss
allerdings der deutliche Unterschied der Stichprobengrofien beriicksichtigt werden.
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Abb. 4: Vergleich der Zellvitalitit unmittelbar nach positiver und nach negativer Zellsepara-
tion. Dargestellt ist die Zellvitalitéit nach erfolgter Separation (positiv und negativ). Die Zell-
zdhlung erfolgte manuell unter Verwendung von Trypanblau. Alle dargestellten Proben wurden
fiir die Transplantation immundefizienter Méause verwendet. Die Zellvitalitdt nach den positi-
ven Zellseparationen ist signifikant geringer als die Zellvitalitéit nach den als T-Zell-Depletionen
durchgefiihrten negativen Zellseparationen. Darstellung als Boxplot mit Median, Minimum und
Maximum. Auswertung mittels Mann-Whitney Test. ** p < 0,01. positive Separation: n = 3
(boNSB); negative Separation: n = 9 (8 x boNSB, 1 x bopB).

4.3 Transplantationsverlauf

Mit Hilfe der Abbildung 5 auf Seite 54 soll die beschriebene Vorgehensweise schematisch
zusammengefasst und verdeutlicht werden. Generell erhielten die Mause der Versuchs-
gruppe A im neugeborenen Alter positiv selektierte Zellen aus bovinem Nabelschnur-
blut (CD34+ und c-kit+). Den M#usen der Versuchsgruppe B wurden hingegen Zel-
len der mittels T-Zell-Depletion durchgefiihrten negativen Separationen transplantiert
(SeF). Diese wiederum stammten urspriinglich sowohl aus bovinem Nabelschnurblut
als auch aus bovinem peripherem Blut von Kélbern und wurden den Mé&usen dariiber
hinaus sowohl im neugeborenen Alter als auch adult injiziert.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Vorgehensweise fiir die vorliegende Arbeit. Aus bovi-
nem Ursprungsmaterial (bovines Nabelschnurblut, bo NSB (hellblau) und bovines peripheres
Blut, bo pB (dunkelblau)) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation die jeweiligen bo-
vinen mononukledren Zellen (bMC) gewonnen (bCBMC aus NSB, bPBMC aus pB). Mittels
positiver Separation wurden aus den Zellen der Nabelschnurblutproben bovine CD34-positive
(CD34+) und bovine c-kit-positive (c-kit+) Zellen isoliert, welche wiederum neugeborenen NSG
Méusen transplantiert wurden (Versuchsgruppe A). Mittels negativer Separation, hier als T-
Zell-Depletion durchgefiihrt, wurden aus beiden Arten boviner mononukleéirer Zellen (hCBMC
und bPBMC) die T-Lymphozyten selektiert und somit die Stammzell-enthaltenden Fraktionen
(SeF) gewonnen. In der Versuchsgruppe B wurden diese Zellen ebenfalls NSG Miusen trans-
plantiert, jedoch, im Unterschied zur Versuchsgruppe A, neugeboren und adult.

Als Parameter zur Beschreibung des Transplantationsverlaufes und —erfolges wurden
das klinische Scoring der Méuse einschlieSlich Gewichtsbestimmung, die Erfassung des
Blutbildes je Blutentnahme pro Tier sowie durchflusszytometrische Analysen des Blu-
tes im laufenden Versuch und Analysen von Blut und ausgewéhlten Organen zum
Zeitpunkt des Versuchsendes (post mortem) herangezogen.

Insbesondere die Gewichtsbestimmung stellte einen sehr guten Parameter zur Abschét-
zung des Gesundheitszustandes der Einzeltiere dar. Aufgrund der engmaschigen Durch-
fithrung des Gesamtscorings (mindestens dreimal pro Woche) konnten Verdnderungen
bereits friithzeitig erkannt und, falls notwendig, ein vorzeitiges Versuchsende eingeleitet
werden.

Auch die systematische Erfassung des Blutbildes, hier insbesondere die Entwicklung
der Gesamtleukozytenzahl, erméglichte eine gute Einschédtzung der Konstitution der
Méuse.

Mittels detaillierter und wiederholter durchflusszytometrischer Messungen der Blut-
proben der Einzeltiere konnte ein genaues Bild des Transplantationsverlaufes jeder ein-
zelnen mit bovinen Zellen transplantierten Maus gezeichnet werden. Zusétzlich dazu
ermoglichten die durchflusszytometrischen Messungen der Einzelproben aus den zum
jeweiligen Versuchsende gewonnenen Proben, hier Blut, Milz und Knochenmark, eine
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genauere Aussage {iber das Anwachsen und die Reifung der bovinen Zellen im Organis-
mus Maus.

4.3.1 Versuchsgruppe A - CD34+/ c-kit+

Die Versuchsgruppe A stellte mit insgesamt fiinf Tieren eine sehr kleine Gruppe dar. Die
geringe Anzahl an transplantierten Mausen war auf die vergleichsweise schwierige Ver-
fiigbarkeit diesbeziiglicher boviner Antikorper und die niedrigen Zellzahlen selektierter
boviner Vorlauferzellen (CD34+ und c-kit+) zuriickzufithren. Da nur sehr wenige bovi-
ne Vorlduferzellen isoliert werden konnten (siehe Tabelle 11 auf Seite 50), lag der Fokus
in der Versuchsgruppe A vor allem auf der Transplantation neugeborener Méuse. Es
wurde keine adulte Maus mit bovinen CD34-positiven beziehungsweise c-kit-positiven
Zellen transplantiert (vgl. Kapitel 4.2.1).

Eine der Méause der Versuchsgruppe A wurde neugeboren mit CD34-positiven Zellen
transplantiert. Vier neugeborenen Mausen wurden c-kit-positive Zellen injiziert.

4.3.1.1 Scoring

Der klinische Score aller Méuse der Versuchsgruppe A wich wéhrend des gesamten
Versuchszeitraumes nicht von dem physiologischen Normalzustand ab. Zudem wurde
im Laufe des Versuches bei allen Méusen eine stetige Gewichtszunahme festgestellt. Es
traten bei allen Tieren vereinzelt Schwankungen des Korpergewichts auf (siehe Abbil-
dung 6 auf Seite 56), diese wichen aber nie zu mehr als 20 % von dem vorher erreichten
Maximalgewicht ab. Das Abbruchkriterium beziiglich des Korpergewichtes wurde so-
mit von keiner Maus zu keinem Zeitpunkt erreicht.

Zusammenfassend musste in der Versuchsgruppe A keine der fiinf Méuse aufgrund
einer Verschlechterung ihres Gesundheitszustandes oder des Erreichens von Abbruch-
kriterien (siehe Kapitel 3.6.5 sowie Tabelle 6 auf Seite 33) getotet werden.
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Abb. 6: Prozentuale Verinderung des Korpergewichts der Miuse der Versuchsgruppe A im
Versuchszeitraum. Dargestellt ist die prozentuale Verdnderung des Korpergewichts der Méuse
wéhrend des Versuchszeitraumes beginnend frithestens ab der fiinften Lebenswoche. Vier M&au-
sen wurden neugeboren bovine c-kit-positive Zellen transplantiert (c-kit+), einer Maus wurden
neugeboren bovine CD34-positive Zellen transplantiert (CD34+). Im Versuchszeitraum nahm
das Korpergewicht der mit bovinen c-kit-positiven Zellen transplantierten Mause stetig zu. Das
Korpergewicht der mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus schwankte von
der 10. bis zur 13. Lebenswoche stark (minimal -11,92 % bis maximal +1,55 % Verdnderung
in Bezug auf das Ursprungsgewicht). Nach der 14. Lebenswoche entwickelte sich das Kérperge-
wicht dieses Tieres nahezu konstant. Transplantation boviner CD34-positiver Vorlduferzellen:
n = 1 (CD34+); Transplantation boviner c-kit-positiver Vorlduferzellen: n = 4 (c-kit+).

4.3.1.2 Blutbild

Die mit Hilfe des verwendeten Analysegerites scil Vet abe (Scil animal care company
GmbH, Viernheim, D) erfassten Parameter im Blut der Mause (siche Tabelle 7 auf
Seite 36) dienten vornehmlich der Uberpriifung des Gesundheitszustandes der Miuse.
Insbesondere ein plotzlicher Anstieg der absoluten Leukozytenzahl hatte sich bei Un-
tersuchungen der Arbeitsgruppe zu humanisierten Mausen als sensibler Indikator fiir
ein sich verschlechterndes Allgemeinbefinden, teilweise auch in Verbindung mit einem
Gewichtsverlust, erwiesen.

Dies konnte fiir die Tiere der Versuchsgruppe A in der vorliegenden Arbeit nicht be-
stétigt werden. Fiir zwei der vier Méause wurde zum Versuchsende zwar eine starke
Zunahme der relativen Gesamtleukozytenzahl festgestellt (sieche Abbildung 7 auf Seite
57). Wie im Vorkapitel ausgefithrt, wurden im Versuchszeitraum allerdings keinerlei
klinische Aufféalligkeiten festgestellt. Auch die Entwicklung des Korpergewichts beider
Tiere war weiterhin zunehmend (siehe Abbildung 6).

Insgesamt entwickelte sich die Gesamtleukozytenzahl im peripheren Blut der M&ause der
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Abb. 7: Entwicklung der Gesamtleukozytenzahl im peripheren Blut der Miuse der Versuchs-
gruppe A wihrend des Versuchszeitraumes. Fine Maus wurde neugeboren mit bovinen CD34-
positiven Zellen transplantiert (CD344). Vier MAusen wurden neugeboren bovine c-kit-positive
Zellen transplantiert (c-kit+). Die Blutentnahme erfolgte in zweiwochigem Abstand. Die Ge-
samtleukozytenzahl wurde mittels Analysegerdt (scil Vet abc) bestimmt. Die Gesamtleuko-
zytenzahl der mit c-kit-positiven Zellen transplantierten Mé&use entwickelte sich vor allem zu
Beginn des Versuches konstant. In Richtung Versuchsende wurde eine starke Zunahme der Wer-
te festgestellt. Bei der mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus stieg die Zahl
der Gesamtleukozyten zu Beginn des Versuches an und nahm am Versuchsende geringfiigig ab.
Mittelwert & SEM. Statistisch nicht auswertbar. n = 1 (CD34+); n = 4 (c-kit+).

Versuchsgruppe A wéhrend des gesamten Versuches relativ konstant. Mit Ausnahme
der Werte zweier Mause zum Versuchsende traten im Versuchszeitraum nur minimale
Schwankungen auf. Hervorzuheben ist die Entwicklung der Gesamtleukozytenzahl fiir
die Maus, der CD34-positive Zellen transplantiert wurden. Fiir diese konnte ein linearer
Anstieg dieses Parameters von der 8. bis zur 12. Lebenswoche auf ein Maximum von 9,2
10%/mm? festgestellt werden. Zum Versuchsende sank dieser Wert wieder ab. Die mit
c-kit-positiven Zellen transplantierten Méause wiesen in der 12. Lebenswoche hingegen
sehr dhnliche Werte der Gesamtleukozytenzahl im Blut auf (minimal 2,2 — maximal
2,6 103/mm3; n=4). Diese Werte waren um das Vierfache geringer als der benannte
Maximalwert der mit CD34-positiven Zellen transplantierten Maus.

Neben der Gesamtleukozytenzahl wurde wihrend des Versuchszeitraumes die Zahl der
Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut der M&use bestimmt.
Die Entwicklung der Lymphozytenzahl verlief anndhernd wie die in Abbildung 7 darge-
stellte Entwicklung der Gesamtleukozytenzahl (siche Anhang: Abbildung 27 auf Seite
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117). Dies war darauf zuriickzufiihren, dass der Anteil der Lymphozyten an der Gesamt-
leukozytenzahl am grofiten war (siehe Abbildung 8). Ein dhnlicher Verlauf wurde fiir
die Gesamtzahl an Monozyten (siehe Anhang: Abbildung 28 auf Seite 118) sowie fiir die
Gesamtzahl an Granulozyten (siehe Anhang: Abbildung 29 auf Seite 119) festgestellt.
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Abb. 8: Entwicklung der prozentualen Anteile an Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
im peripheren Blut der Miuse der Versuchsgruppe A. Eine Maus wurde neugeboren mit bo-
vinen CD34-positiven Zellen transplantiert (CD34+). Vier Mausen wurden neugeboren bovine
c-kit-positive Zellen transplantiert (c-kit+). Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Ab-
stand. Dargestellt sind die Ergebnisse der Messungen in der 8., 10. und 12. Lebenswoche sowie
die Ergebnisse im Rahmen der finalen Praparation. Die prozentualen Anteile von Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten wurden mittels Analysegerit (scil Vet abc) bestimmt. Bei allen
Mausen der Versuchsgruppe A stellten die Lymphozyten die gréfite und die Monozyten die
geringste Fraktion dar. Die Werte schwankten im Laufe des Versuches geringfiigig. Bei der mit
bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus nahm der Anteil an Lymphozyten in der
10. und 12. Lebenswoche deutlich zu. Generell dhnelt die Zusammensetzung des murinen Blutes
der Miuse der Versuchsgruppe A dem lymphozytéren Blutbild von Rindern. n = 1 (CD34+);
n = 4 (c-kit+).
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Die prozentualen Anteile der Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten im Blut der
Versuchstiere schwankten iiber den gesamten Versuchszeitraum unterschiedlich stark.
Der Anteil der Lymphozyten war nahezu wiahrend des gesamten Versuches am hochs-
ten (circa 40 — 70 %). Die nédchst groflere Zellfraktion stellten die Granulozyten dar
(circa 20 — 40 %). Erwartungsgeméf wurden am wenigsten Monozyten nachgewiesen
(circa 6 — 17 %). Diese Verteilung #hnelte stark dem physiologischen, lymphozytéren
Blutbild von Rindern. Die Entwicklung der prozentualen Anteile von Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten im Blut der Mause der Versuchsgruppe A verdeutlicht
die Abbildung 8 auf Seite 58. Insbesondere die M&use, denen c-kit-positive Zellen trans-
plantiert wurden, zeigten beziiglich dieser Werte im gesamten Versuchszeitraum einen
sehr einheitlichen Verlauf. Die Maus, der CD34-positive Zellen transplantiert wurden,
wies dagegen kurzfristig, insbesondere in der 10. und in der 12. Lebenswoche, deutlich
hohere Anteile an Lymphozyten auf (71,8 %; 67,9 %).

Hinsichtlich der erythrozytiren Blutwerte wurden wéhrend des Versuchszeitraumes im
Vergleich der jeweiligen Einzelwerte der Méause der Versuchsgruppe A keine in Zu-
sammenhang stehenden Auffilligkeiten festgestellt (siehe Anhang: Tabelle 13 auf Seite
120).

4.3.1.3 Durchflusszytometrische Analysen

Die ab der achten Lebenswoche im zweiwtchigen Abstand entnommenen Blutproben
wurden iiber die Blutbildanalyse hinaus fiir durchflusszytometrische Analysen genutzt.
Durch die Verwendung spezifischer Antikérper konnten die Zellpopulationen im Blut
der Méause noch genauer bestimmt werden. Insbesondere konnte auf diese Weise ei-
ne Differenzierung von bovinen und murinen Leukozyten vorgenommen werden. Dafiir
wurde das Blut aller Versuchstiere zunéchst mit Hilfe des ,, globalen* CD45-Markers
analysiert (siche Kapitel 3.8.3). Das CD45-Molekiil wird auch bei Rind und Maus auf
der Oberfléche aller Leukozyten exprimiert (HOWARD et al. 1991; NAESSENS et al.
1997; TROWBRIDGE 1978). Mit Hilfe spezifischer boviner und muriner anti-CD45-
Antikorper konnte der Anteil beider Zellpopulationen an der Gesamtleukozytenzahl
durchflusszytometrisch quantifiziert werden. Dies wiederum erlaubte Aussagen iiber
den Grad des Anwachsens der transplantierten bovinen Vorlduferzellen im Blut der
Méuse.

Fiir die Méause der Versuchsgruppe A erwies sich der Anteil boviner CD45-positiver
Leukozyten an der Gesamtleukozytenzahl im peripheren Blut als sehr unterschiedlich.
Bei vier von fiinf Mausen war dieser mit minimal 0,2 % bis maximal 1,6 % eher nied-
rig. Bei einem Tier (c-kit+) aus dieser Versuchsgruppe konnte jedoch fast iiber den
gesamten Versuchszeitraum ein Vielfaches dieser Werte nachgewiesen werden. Die Ab-
bildung 9 auf Seite 60 verdeutlicht die Entwicklung des prozentualen Anteils boviner
CD45-positiver Zellen im peripheren Blut aller Méuse der Versuchsgruppe A wéhrend
des gesamten Versuchszeitraumes.
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Abb. 9: Entwicklung des Prozentsatzes boviner CD45-positiver Zellen im Blut der mit bo-
vinen CD34-positiven oder c-kit-positiven Zellen transplantierten Miuse der Versuchsgrup-
pe A. Durchflusszytometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung eines
anti-bovinen CD45-Antikorpers sowie eines anti-murinen CD45-Antikorpers. Eine Maus wurde
neugeboren mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantiert (CD34+). Vier Miusen wurden
neugeboren bovine c-kit-positive Zellen transplantiert (c-kit+). Die durchflusszytometrischen
Messungen des peripheren Blutes der neugeboren transplantierten Méause erfolgten ab der 8.
Lebenswoche in zweiwtchigem Abstand. Vier der fiinf Méuse wiesen wihrend des gesamten
Versuches zwischen 0,2 % und 1,6 % bovine CD45-positive Zellen (bo CD45+) im peripheren
Blut auf. Die Maximalwerte wurden in der 10. und 12. Lebenswoche erreicht. Bei einer Maus
(c-kit+) wurde vom Versuchsbeginn an ein héherer Anteil boviner CD45-positiver Zellen fest-
gestellt. Dieser stieg bis auf ein Maximum von 58,0 % in der 11. Lebenswoche kontinuierlich an
und entwickelte sich bis zum Versuchsende relativ konstant. n = 1 (CD34+); n = 4 (c-kit+).

Bei allen Mausen der Versuchsgruppe A war der Anteil an bovinen CD45-positiven Zel-
len zum Zeitpunkt der ersten Messung in der 8. Lebenswoche gering (0,4 % bis 2,3 %).
Zur zweiten Messung in der 10. Lebenswoche stieg dieser Anteil dagegen bei fast allen
Mausen mehr oder weniger stark an (0,5 % bis 29,3 %). Der stérkste Anstieg wurde
bis zur 12. Lebenswoche bei einer der Méuse festgestellt, denen c-kit-positive Zellen
transplantiert wurden (von 2,3 % boCD45-positive Zellen in der 8. Lebenswoche auf
58,0 % in der 11. und auf 56,4 % in der 12. Lebenswoche). Die Ergebnisse der durch-
flusszytometrischen Messungen fiir dieses Tier werden in der Abbildung 10 auf Seite 61
zusammenfassend veranschaulicht. Ab der 12. Lebenswoche wurde bei dieser Maus kein
erneuter Anstieg, aber eine gewisse Konstanz des hohen Anteils boviner CD45-positiver
Zellen im peripheren Blut festgestellt (sieche Abbildung 9). Bis zur 18. Lebenswoche be-
trug dieser minimal 41,6 % (18. Lebenswoche) und maximal 58,0 % (11. Lebenswoche).
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Abb. 10: Darstellung der Entwicklung des Prozentsatzes boviner und muriner CD45-positiver
Zellen im Blut einer Maus der Versuchsgruppe A anhand durchflusszytometrischer Messun-
gen. Durchflusszytometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung eines anti-
bovinen CD45-Antikoérpers sowie eines anti-murinen CD45-Antikorpers in der 8., 10. und 12.
Lebenswoche. Dargestellt sind die Daten einer NSG Maus, welcher neugeboren bovine c-kit-
positive Zellen transplantiert wurden. Bovine Zellen (CD45, bovin) in rot dargestellt, murine
Zellen (CD45, murin) in blau. Der Anteil boviner CD45-positiver Zellen stieg im Laufe der
ersten Lebenswochen deutlich an. n = 1 (c-kit+).

Der Prozentsatz boviner CD45-positiver Zellen im Blut dieser Maus stellte ein Vielfa-
ches der Werte der anderen vier Tiere der Versuchsgruppe A dar. Fiir zwei der anderen
Méuse wurden im Gegensatz dazu Maximalwerte boviner CD45-positiver Zellen im pe-
ripheren Blut in Hohe von jeweils lediglich 1,6 % in der 10. und in der 12. Lebenswoche
festgestellt (sieche Abbildung 9 auf Seite 60).

Bei den Méusen, fiir die der Anteil boviner CD45-positiver Zellen im peripheren Blut
iiber 2 % lag, kamen neben den globalen CD45-Markern zusétzliche Antikérper zum
Einsatz. Diese ermoglichten eine differenziertere Analyse einzelner boviner Zellpopula-
tionen (siche Kapitel 3.8.3). Dies galt in der Versuchsgruppe A fiir ein Tier. Es handelte
sich um die Maus, in deren Blut der gréfite Anteil boviner CD45-positiver Zellen nach-
gewiesen wurde (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10).

Der prozentuale Anteil boviner B-Lymphozyten an der Gesamtzahl boCD45-positiver
Leukozyten lag bei dieser Maus fiir die Dauer des gesamten Versuches in einem sehr
niedrigen Bereich (zwischen 0,5 % und 2,2 %). Die Anzahl boviner natiirlicher Killer-
zellen (boCD335+) war mit minimal 0,1 % sowie maximal 1,7 % erwartungsgeméf
niedrig. Bei dem benannten Maximalwert handelte es sich hinsichtlich des Gesamtver-
laufes dieses Parameters um einen Einzelfall (siehe Abbildung 11 auf Seite 62).

Vor allem fiel jedoch die Hohe des Anteils der bovinen T-Lymphozyten wahrend des
gesamten Versuches auf (zwischen 97,0 % und 99,5 %). Trotz der Dominanz der T-
Lymphozyten im murinen peripheren Blut zeigte das betreffende Tier im Laufe des
Versuches klinisch keinerlei Auffalligkeiten.
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Abb. 11: Entwicklung der prozentualen Anteile einzelner boviner Zellpopulationen im Blut
einer mit c-kit-positiven Zellen transplantierten Maus der Versuchsgruppe A. Durchflusszy-
tometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung anti-boviner CD3- und
CD335-Antikorper in zweiwochigem Abstand. Dargestellt werden die Anteile an bovinen T-
Lymphozyten (cyCD3+), B-Lymphozyten (mittels Gatingstrategie, siehe Kapitel 3.8.3) und
Natiirlichen Killerzellen (boCD335+) an der Gesamtzahl der boCD45-positiven Zellen. Der
prozentuale Anteil boviner T-Lymphozyten betrug im Laufe des Versuchszeitraumes zwischen
97,0 % und 99,5 %. Der Anteil von B-Lymphozyten und Natiirlichen Killerzellen war hingegen
sehr niedrig (B-Lymphozyten: 0,5 % bis 2,2 %; NK-Zellen: 0,1 % bis 1,7 %). Die Zahl an B-
Lymphozyten nahm im Laufe des Versuches stetig zu. n = 1 (c-kit+).

Weitere Aussagen zur Zusammensetzung der Population boviner CD3-positiver T-Lym-
phozyten konnten mit Hilfe zusétzlicher differenzierender Antikorper, anti-boCD8 und
anti-boCD4, getroffen werden (siehe Abbildung 12 auf Seite 63).

Die Anteile boviner zytotoxischer T-Zellen (CD3+CD8+-) und boviner T-Helfer-Zellen
(CD3+CD4+) an der Gesamtzahl CD3-positiver boviner Leukozyten waren im Laufe
des gesamten Versuches relativ konstant und dhnlich hoch. Die Zahl boviner T-Helfer-
Zellen lag im Versuchszeitraum zwischen 25,6 % und 31,9 %, die Zahl boviner zytoto-
xischer T-Lymphozyten zwischen 24,7 % und 30,5 %.
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Abb. 12: Differenzierung der Population boviner CD3-positiver T-Lymphozyten im Blut einer
mit c-kit-positiven Zellen transplantierten Maus der Versuchsgruppe A im gesamten Versuchs-
zeitraum. Durchflusszytometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung anti-
boviner CD3-, CD4- und CD8-Antikorper in zweiwdchigem Abstand. Dargestellt werden die
Anteile an bovinen T-Lymphozyten (cyCD3+) gesamt (obere Kurve) sowie an zytotoxischen
T-Lymphozyten (CD3+CD8+) und T-Helfer-Zellen (CD34-CD4+) (untere zwei Kurven) an
der Gesamtzahl der boCD3-positiven Zellen. Der Anteil boviner zytotoxischer T-Lymphozyten
und boviner T-Helfer-Zellen war im gesamten Versuchszeitraum anndhernd gleich. Bis zur 14.
Lebenswoche iiberstieg die Zahl an T-Helfer-Zellen die Zahl zytotoxischer T-Zellen geringfiigig.
Dies kehrte sich im Laufe der 15. Lebenswoche um. n = 1 (c-kit+).

Im Rahmen der finalen Praparation wurden das Blut der Mause sowie die Zellsuspensio-
nen aus Milz und Knochenmark durchflusszytometrisch analysiert (siehe Kapitel 3.6.7
und Kapitel 3.8.3). Dem Milz- und Knochenmarksgewebe kam als lymphatischen Orga-
nen in diesem Zusammenhang besondere Bedeutung zu. Wie im Kapitel 2.1 einfiihrend
erlautert, gehoért das Knochenmark zu den priméren und die Milz zu den sekundéren
lymphatischen Organen. Mit Hilfe der Analyse dieser Gewebe zum jeweiligen Ende des
Versuches sollten noch genauere Aussagen zum Engraftment sowie zur Reifung und
Auswanderung der bovinen Zellen im Organismus Maus erméglicht werden.
Insbesondere in Blut und im Knochenmark wurden bei allen M&usen der Versuchsgrup-
pe A am Versuchsende Anteile boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen, welche den
im Laufe des Versuches erhobenen Daten im peripheren Blut dhnelten. Bei vier von
fiinf M#usen wurden in Blut und Knochenmark weniger als 2 % boCD45-positive Zellen
nachgewiesen (Blut: 0,8 bis 1,6 %; Knochenmark: 0,8 % bis 1,3 %; siehe Abbildung 13
auf Seite 64). Bei einer Maus (c-kit+) wurden im Vergleich dazu sehr viel héhere Werte
festgestellt (Blut: 33,9 %; Knochenmark: 10,2 %).
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Abb. 13: Prozentualer Anteil boviner CD45-positiver Zellen in Blut, Milz und Knochenmark
der Miuse aus der Versuchsgruppe A bei Versuchsende. Durchflusszytometrische Analyse von
murinem kardialen Blut sowie von Zellsuspensionen aus murinem Milz- und Knochenmarksge-
webe (Gewinnung siche Kapitel 3.6.7) von den Méusen der Versuchsgruppe A. Eine Maus wurde
neugeboren mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantiert (CD34+). Vier Mausen wurden
neugeboren bovine c-kit-positive Zellen transplantiert (c-kit+). Zur durchflusszytometrischen
Analyse wurden anti-bovine CD45-Antikoérper sowie anti-murine CD45-Antikoérpers verwendet.
Die Gewinnung der Gewebe erfolgte zum Zeitpunkt des Versuchsendes. In Blut und Milzgewebe
wurden bei der c-kit+-Gruppe bis zu 33,9 % (Blut) und 58,4 % (Milz) boCD45-positive Zellen
festgestellt. Im Knochenmark wurden deutlich weniger boCD45-positive Zellen nachgewiesen.
Darstellung als Streudiagramm mit Mittelwert. n = 1 (CD34+); n = 4 (c-kit+).

Am Versuchsende wurden bei fast allen Mausen im Blut und im Knochenmark &hnli-
che Werte boviner CD45-positiver Zellen gemessen. Im Knochenmark des Tieres mit
dem hochsten Anteil boviner Leukozyten im Blut wurden mit 10,2 % allerdings in etwa
dreimal weniger CD45-positive Zellen nachgewiesen als im Blut (33,9 %). Im Milz-
gewebe wurde bei fast allen M&usen teilweise ein mehr als doppelt so hoher Gehalt
boCD45-positiver Zellen wie im Blut festgestellt (zwischen 1,6 % und 58,4 %). Vergan-
gene Untersuchungen humanisierter Mause zeigten diesbeziiglich sogar einen méglichen
Zusammenhang zwischen dem zunehmenden Gehalt humaner CD45-positiver Zellen in
der Milz sowie auftretenden klinischen Auffilligkeiten (WATANABE et al. 2007). Dies
konnte fiir die Tiere der Versuchsgruppe A nicht bestétigt werden. Keine der Méuse
zeigte im Versuchszeitraum Abweichungen von den physiologischen Normalbefunden.
Allerdings erreichten die Einzelgehalte in den eigenen Untersuchungen mit maximal
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58,4 % in keinem Fall die von WATANABE et al. (2007) geschilderten (80-90 % mono-
nukledrer Zellen der Milz positiv fiir humanes CD45).

4.3.2 Versuchsgruppe B - T-Zell-Depletion

In der Versuchsgruppe B wurden insgesamt neunzehn Méausen die Stammzell-enthal-
tenden Zellfraktionen aus der T-Zell-Depletion transplantiert. Siebzehn Tieren wurde
diese im neugeborenen und zwei Tieren im adulten Alter injiziert. Sieben der siebzehn
Tiere, welche neugeboren transplantiert wurden, erhielten Zellen, welche aus bovinem
peripherem Blut isoliert wurden (neugeb. pB). Den anderen zehn neugeboren behandel-
ten M#usen wurden Zellen aus bovinem Nabelschnurblut transplantiert (neugeb. NSB).
Auch die zwei adult transplantierten Méuse der Versuchsgruppe B erhielten aus bovi-
nem Nabelschnurblut gewonnene Zellfraktionen (adult NSB).

Zwischen den beiden Versuchsgruppen A und B bestand somit ein deutlicher Unter-
schied in Bezug auf die Gruppengrofe (siehe Abbildung 5 auf Seite 54). Dieser beruhte
hauptséchlich auf der erheblich voneinander abweichenden Verfiigharkeit der notwen-
digen Antikorper (siehe Kapitel 4.2.1).

4.3.2.1 Scoring

Das Korpergewicht fast aller Méuse der Versuchsgruppe B nahm im gesamten Ver-
suchszeitraum stetig zu. Dies galt vor allem fiir die neugeboren transplantierten Mause
(neugeb. NSB und neugeb. pB). Bei diesen siebzehn Mausen wurden nur vereinzelte
Schwankungen des Korpergewichts festgestellt (siehe Abbildung 14 auf Seite 66). Das
Abbruchkriterium (20 % Gewichtsverlust zum vorher erreichten Maximalwert) wurde
bei keiner dieser Méuse erreicht.

Im Gegensatz zu den neugeboren transplantierten Mausen zeigte eine Maus aus der
Gruppe der adult transplantierten Tiere (adult NSB) ab der Transplantation boviner
Zellen in der 10. Lebenswoche einen deutlichen Gewichtsverlust. Dies verdeutlicht die
Abbildung 15 auf Seite 66. Bereits etwa eine Woche nach erfolgter Transplantation be-
trug der Gewichtsverlust dieser Maus iiber 20 %, weshalb der Versuch fiir dieses Tier
vorzeitig beendet wurde. Neben dem Gewichtsverlust wurden bei dieser Maus klinisch
weitere Auffilligkeiten festgestellt. Bis auf den Zustand der Haut wichen alle Parameter
des klinischen Scores von den Normalwerten ab. Insbesondere fielen bei dieser Maus ei-
ne stark buckelige Kérperhaltung und eine eingeschrinkte Mobilitdt auf (Gesamt-Score
zum Zeitpunkt des vorzeitigen Versuchsendes: 6,0; vgl. Abbildung 16 auf Seite 67).
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Abb. 14: Prozentuale Verinderung des Koérpergewichts der Méuse der Versuchsgruppe B,
denen neugeboren bovine Zellen transplantiert wurden. Den M&usen wurde neugeboren die
mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten befreite Stammzell-enthaltende Zellfraktion
aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB) oder bovinem peripherem Blut (neugeb. pB)
transplantiert. Dargestellt ist die prozentuale Verdnderung des Korpergewichts wihrend des
Versuchszeitraumes beginnend frithestens ab der vierten Lebenswoche. Zwei der zehn Mé&use
aus der Untergruppe neugeb. NSB mussten aufgrund des Erreichens von Abbruchkriterien
bereits in der vierten Lebenswoche vorzeitig getotet werden (siehe Abbildung 16). Diese Daten
wurden nicht dargestellt. Das Korpergewicht aller dargestellten Mé&use beider Untergruppen
der Versuchsgruppe B schwankte zwischen einzelnen Messungen, nahm im Versuchszeitraum
aber tendenziell stetig zu. Mittelwert + SEM; n = 8 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB).
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Abb. 15: Prozentuale Verinderung des Kérpergewichts der Miuse der Versuchsgruppe B, de-
nen adult Zellen aus bovinem Nabelschnurblut transplantiert wurden. Dargestellt ist die prozen-
tuale Verdnderung des Korpergewichts wihrend des Versuchszeitraumes beginnend frithestens
ab der achten Lebenswoche. Die Transplantation der mittels T-Zell-Depletion aus bovinem Na-
belschnurblut gewonnenen Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen erfolgte in der 10. Lebenswo-
che. Bei einer der Mause wurde etwa eine Woche nach der Transplantation ein Gewichtsverlust
von iiber 20 % festgestellt (---W---). Deshalb wurde diese Maus in der 12. Lebenswoche vorzeitig
getotet. n = 2 (adult NSB).
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Trotz der konstanten Gewichtsentwicklung (siehe Abbildung 14 auf Seite 66) traten
auch bei den Méusen der Untergruppe neugeb. NSB klinische Auffalligkeiten auf. Hier-
bei wurden bei drei M&usen Abbruchkriterien (vgl. Kapitel 3.6.5 und Tabelle 6 auf
Seite 33) erreicht, weshalb der Versuch fiir diese Tiere der Untergruppe der Versuchs-
gruppe B vorzeitig beendet wurde. Die folgende Abbildung 16 zeigt die Entwicklung
des klinischen Scores aller Mause der Versuchsgruppe B.
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Abb. 16: Entwicklung des klinischen Scores der Miuse der Versuchsgruppe B im Versuchs-
zeitraum. Den Méausen wurden neugeboren oder adult die mittels negativer Selektion von T-
Lymphozyten befreiten Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut
(neugeb. NSB; adult NSB) oder bovinem peripherem Blut (neugeb. pB) transplantiert. Es wurde
eine tégliche Sichtkontrolle der Méuse sowie mindestens dreimal wochentlich ein intensives Sco-
ring des klinischen Zustandes durchgefiihrt. Als Abbruchkriterien wurden das Erreichen eines
Gesamtscores von 7,5 oder jeweils das Erreichen des hiochsten Scores (2,0) in den Einzelpara-
metern Mobilitdt, Atmung und Haut festgelegt. Bereits friithzeitig im Versuch (4. Lebenswoche)
wurden bei zwel neugeboren transplantierten Miusen (neugeb. NSB) Abbruchkriterien festge-
stellt. Dies fiihrte zur schmerzfreien T6tung der Tiere (). In der 11. Lebenswoche wurde bei
einer weiteren Maus dieser Untergruppe ein Abbruchkriterium erreicht. Eine adult transplan-
tierte Maus wurde in der 12. Lebenswoche aufgrund eines starken Gewichtsverlustes getotet. Die
Méuse der Untergruppe neugeb. pB wurden iiberwiegend als klinisch unauffillig eingeschétzt.
Median + Minimum,/ Maximum. n = 7-10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult
NSB).

In der Untergruppe neugeb. NSB wurden im Einzelnen folgende Abbruchkriterien er-
reicht: einmal Bestimmung eines Gesamtscorewertes von 7,5 in der 4. Lebenswoche,
einmal Erreichen des Maximalscorewertes 2,0 fiir den Parameter Mobilitédt in der 4.
Lebenswoche (Daten nicht gezeigt) sowie einmal Erreichen des Maximalscorewertes 2,0
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fiir den Parameter Haut in der 11. Lebenswoche (Daten nicht gezeigt).
Bei den Méusen der Untergruppe neugeb. pB wurden wéhrend des gesamten Versuches
keine klinischen Auffilligkeiten festgestellt.

Zusammenfassend musste in der Versuchsgruppe B somit bei vier Mausen ein vorzeiti-
ger Versuchsabbruch vorgenommen werden (einmal adult NSB, dreimal neugeb. NSB).
Im Vergleich dazu war dies bei keiner der Méuse aus der Versuchsgruppe A der Fall,
denen ebenfalls Zellen aus bovinem Nabelschnurblut transplantiert wurden (siche Ka-
pitel 4.3.1.1).

4.3.2.2 Blutbild

Mit Hilfe der maschinell angefertigten Blutbilder (Analysegerét: scil Vet abc) konnten
weitere Aussagen iiber den Gesundheitszustand der Mause getroffen werden. Bedeuten-
de Parameter stellten auch fiir die Versuchsgruppe B vor allem die Gesamtleukozyten-
zahl sowie die Gesamtzahlen und prozentualen Anteile von Lymphozyten, Granulozyten
und Monozyten dar.

Folgende Abbildung 17 zeigt die Entwicklung der Gesamtleukozytenzahl im peripheren
Blut der Mé&use der einzelnen Untergruppen der Versuchsgruppe B.
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Abb. 17: Entwicklung der Gesamtleukozytenzahl im Blut der Miuse der Versuchsgruppe B.
Den M#usen wurden neugeboren oder adult die mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten
befreiten Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB;
adult NSB) oder bovinem peripherem Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme
erfolgte in zweiwtchigem Abstand. Die Gesamtleukozytenzahl wurde mittels Analysegeriit (scil
Vet abc) bestimmt. Mittelwert = SEM; Auswertung mittels Mann-Whitney-Test, * p < 0,05;
neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht statistisch auswertbar. n = 8-10 (neugeb.
NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult NSB).
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Bei allen Méusen der Versuchsgruppe B wurden zu Beginn der Messungen annédhernd
gleiche Gesamtleukozytenwerte festgestellt (siche Abbildung 17 auf Seite 68). Ahnliche
Werte zeigten sich auch fiir die Versuchsgruppe A (siehe Kapitel 4.3.1.2). Im Blut der
neugeboren transplantierten Méuse wurde bis zur 12. Lebenswoche auch weiterhin eine
nahezu gleichlautende Zahl von Gesamtleukozyten nachgewiesen. Erst in der 16. Le-
benswoche wurden im Blut der Mause der Untergruppe neugeb. pB signifikant hchere
Gesamtleukozytenwerte festgestellt als im Blut der Untergruppe neugeb. NSB.

Bei den adult transplantierten Mausen (adult NSB) der Versuchsgruppe B fiel insbe-
sondere die Reduktion der Zahl der Gesamtleukozyten direkt nach der Transplantation
der bovinen Zellen in der 10. Woche auf. Fiir eine der zwei adult transplantierten M&u-
se musste der Versuch aufgrund der zusétzlich aufgetretenen klinischen Auffélligkeiten
zu diesem Zeitpunkt vorzeitig beendet werden (siehe Abbildungen 15 und 16).

Zur genaueren Differenzierung wurden neben der Gesamtleukozytenzahl auch die Ge-
samtwerte an Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut der
Mause bestimmt. Auch diese wurden maschinell analysiert (scil Vet abc).
Gleichlautend zur Versuchsgruppe A, konnte auch fiir die Tiere der Versuchsgruppe B
festgestellt werden, dass vor allem die Entwicklung der Gesamtlymphozytenwerte iiber
den Versuchszeitraum fast ausnahmslos mit dem Verlauf der Gesamtleukozytenwerte
tibereinstimmte (siehe Anhang: Abbildung 30 auf Seite 121). Auch beziiglich der Zahl
der Gesamtlymphozyten wurden die Maximalwerte vornehmlich am Versuchsende er-
reicht. Dies wurde in dhnlicher Ausprigung auch fiir die Entwicklung der Gesamtwerte
an Monozyten (siehe Anhang: Abbildung 31 auf Seite 122) und Granulozyten (siehe
Anhang: Abbildung 32 auf Seite 123) festgestellt.

Prozentual ergaben sich hinsichtlich der Anteile der Zellpopulationen von Lymphozy-
ten, Granulozyten und Monozyten in der Versuchsgruppe B dhnliche Tendenzen (siehe
Abbildung 18 auf Seite 70).

Der prozentuale Anteil der Lymphozyten im peripheren Blut betrug fiir die meisten
Mause der Versuchsgruppe B zwischen 40,0 und 55,0 %. Vor allem fiir die Untergrup-
pe neugeb. NSB wurden im Versuchszeitraum unterschiedlich hohe Schwankungen der
Werte festgestellt. Im Vergleich zur Versuchsgruppe A wurden bei den Tieren der Ver-
suchsgruppe B im peripheren Blut prozentual etwas mehr Granulozyten nachgewiesen.
Der GroBteil der Werte lag im Bereich zwischen 35,0 und 45,0 % (zum Vergleich: cir-
ca 20 — 40 % fiir die Versuchsgruppe A; siche Abbildung 8). Hierbei traten im Ver-
suchszeitraum ebenfalls groie Schwankungen in den fiir die Untergruppe neugeb. NSB
festgestellten Werten auf. Mit einem Anteil von circa 10 — 17 % wurden in der Ver-
suchsgruppe B geringfiigig mehr Monozyten nachgewiesen als in der Versuchsgruppe A
(hier circa 6 — 17 %).

Der fiir die Versuchsgruppe A erkennbare Trend zur Orientierung am lymphozytéren
Blutbild adulter Rinder konnte fiir die Untergruppen der Versuchsgruppe B insofern
nicht bestatigt werden.
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Abb. 18: Entwicklung der prozentualen Anteile an Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten
im peripheren Blut der M&use der Versuchsgruppe B. Den M&ausen wurden neugeboren oder
adult die mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten befreiten Stammzell-enthaltenden
Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) oder bovinem periphe-
rem Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Abstand. Die
prozentualen Anteile an Lymphozyten (oben), Monozyten (Mitte) und Granulozyten (unten)
wurden mittels Analysegerét (scil Vet abc) bestimmt. Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-
pen sind mit ** gekennzeichnet. Mittelwert + SEM; Auswertung mittels t-Test fiir unabhéingige
Stichproben, ** p < 0,01; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht statistisch auswert-
bar. n = 8-10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult NSB).
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Hinsichtlich der erythrozytéren Blutwerte wurden wahrend des Versuchszeitraumes im
Vergleich der jeweiligen Einzelwerte der M&use der Versuchsgruppe B keine in Zu-
sammenhang stehenden Auffélligkeiten festgestellt (siehe Anhang: Tabelle 14 (neu-
geb.NSB), Tabelle 15 (neugeb.pB) und Tabelle 16 (adult NSB)).

4.3.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Mit dem Ziel einer noch differenzierteren Analyse des Engraftments der transplantier-
ten bovinen Zellen (hier der Stammzell-enthaltenden Fraktion aus der T-Zell-Depletion)
wurde das periphere Blut der Mause regelméflig mittels Durchflusszytometrie unter-
sucht. Hierbei kam erneut das Oberflachenmolekiil CD45 als globaler Leukozytenmar-
ker zum Einsatz. Mit Hilfe spezifischer boviner und muriner Antikorper fiir diesen
Marker wurde jeweils der Anteil an Zellen bestimmt, die diesen Marker exprimierten.
Neben dem peripheren Blut wurden auf dieselbe Art und Weise das kardiale Blut, das
Milz- sowie das Knochenmarksgewebe aller Méause post mortem untersucht. Wéahrend
des Versuchszeitraumes wurden fiir die Analysen des murinen peripheren Blutes wei-
tere Antikorper verwendet (siche Tabelle 10 auf Seite 41). Damit konnten auch die
Anteile an bovinen B- und T-Lymphozyten, an bovinen natiirlichen Killerzellen sowie
an zytotoxischen und T-Helfer-Zellen bestimmt werden.

Im Blut beider Gruppen neugeboren transplantierter Mause wurden im Durchschnitt
hohere Werte boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen als im Blut der adult trans-
plantierten Méuse. Dies verdeutlicht die Abbildung 19 auf Seite 72.

Bereits wiahrend der ersten Messungen des Anteils boviner CD45-positiver Zellen an

der Gesamtleukozytenzahl im peripheren Blut der Méuse wurden bei den neugeboren
transplantierten Tieren (neugeb. NSB und neugeb. pB) im Durchschnitt Werte zwi-
schen 10,0 % und 20,0 % festgestellt. Hierbei wurden fiir die Gruppe neugeb. NSB im
Durchschnitt hohere Werte gemessen, die Unterschiede zwischen beiden neugeboren
transplantierten Gruppen waren jedoch nicht signifikant. Im peripheren Blut der adult
transplantierten Méuse wurde durchschnittlich ein geringerer Anteil boviner CD45-
positiver Zellen gemessen (nicht statistisch auswertbar).
Bis zur zwolften Lebenswoche entwickelte sich der Anteil boviner CD45-positiver Zellen
im peripheren Blut aller Méuse der Versuchsgruppe B nahezu gleichlautend. Die Werte
stiegen mit unterschiedlich grofien Schwankungen im Durchschnitt leicht an. Ab der
12. Lebenswoche bis zum Versuchsende wurden insbesondere fiir die Mause der beiden
Untergruppen neugeb. NSB und adult NSB tendenziell sinkende Werte bestimmt. Im
Durchschnitt wurden bei beiden Untergruppen am Versuchsende sogar niedrigere Antei-
le boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen als zum Versuchsbeginn. Bei den Tieren
der Untergruppe neugeb. pB hingegen wurde wéhrend des gesamten Versuchszeitraum-
es eine tendenzielle Zunahme des durchschnittlichen Anteils boviner CD45-positiver
Zellen an der Gesamtleukozytenzahl festgestellt. Durchschnittlich war der Anteil bei
dieser Untergruppe zum Zeitpunkt des Versuchsendes (hier 16. Lebenswoche) dreimal
so hoch wie am Versuchsbeginn (erste Messung in der 8. Lebenswoche).
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Abb. 19: Entwicklung des Prozentsatzes boviner CD45-positiver Zellen im Blut der Miuse der
Versuchsgruppe B. Durchflusszytometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwen-
dung anti-boviner CD45-Antikoérper sowie anti-muriner CD45-Antikérper. Den Mausen wurden
neugeboren oder adult die mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten befreiten Stammzell-
enthaltenden Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) oder bovi-
nem peripherem Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiwochigem
Abstand. Die Werte aller neugeboren transplantierten Méuse (neugeb. NSB und neugeb. pB)
wiesen wahrend des gesamten Versuches keine signifikanten Unterschiede auf. Mittelwert +
SEM; Auswertung mittels Mann-Whitney-Test; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB
nicht statistisch auswertbar. n = 8-10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult

NSB).

Bezogen auf die jeweiligen Einzeltiere der Untergruppen dhnelten sich vor allem die Er-
gebnisse der neugeboren transplantierten M#use (neugeb. NSB und neugeb. pB). Bei
sieben von zehn Mausen der Untergruppe neugeb. NSB konnten 1,3 % bis 9,8 % bovine
CD45-positive Zellen nachgewiesen werden. Bei drei der zehn Mause wurden hingegen
sehr viel hohere Werte gemessen (20,4 %; 25,6 % bis 44,4 %; 40,7 bis 76,3 %; Daten
nicht gezeigt). Bei den Tieren der Untergruppe neugeb. pB konnten bei vier von sieben
Maéusen zwischen 0,2 % und 9,7 % bovine CD45-positive Zellen im peripheren Blut
nachgewiesen werden. Drei Miuse erreichten Maximalwerte von jeweils 51,3 %, 57,9 %
und 63,8 % (Daten nicht gezeigt).

Exemplarisch zeigt die folgende Abbildung 20 die Entwicklung des Prozentsatzes bovi-
ner CD45-positiver Zellen im peripheren Blut einer neugeboren transplantierten Maus
(neugeb. NSB) anhand der durchflusszytometrischen Messungen von der 8. bis zur 12.

Lebenswoche.
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Abb. 20: Darstellung der Entwicklung des Prozentsatzes boviner und muriner CD45-positiver
Zellen im Blut einer Maus der Versuchsgruppe B anhand durchflusszytometrischer Messungen.
Durchflusszytometrische Analyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung anti-boviner
CD45-Antikorper sowie anti-muriner CD45-Antikorper in der 8., 10. und 12. Lebenswoche.
Dargestellte Werte einer NSG Maus, welcher neugeboren eine mittels T-Zell-Depletion gewon-
nene Stammezell-enthaltende Zellfraktion aus bovinem Nabelschnurblut injiziert wurde. Bovine
Zellen (CD45, bovin) in rot dargestellt, murine Zellen (CD45, murin) in blau. Der Anteil bo-
viner CD45-positiver Zellen war bereits wihrend der ersten Messung in der 8. Lebenswoche
sehr hoch (40,7 %) und stieg im Laufe der Folgewochen weiter stark an, auf 69,4 % in der 12.
Lebenswoche. n = 1 (neugeb. NSB).

Die weiterfithrende durchflusszytometrische Analyse ausgewéhlter boviner Zellpopula-
tionen im murinen Blut der dafiir vorgesehenen Méuse der Versuchsgruppe B (> 2 %
bovine CD45-positive Zellen im peripheren Blut) ergab fiir die betreffenden Untergrup-
pen im Durchschnitt sehr dhnliche Ergebnisse. Die differenziertere Analyse wurde fiir
die Gruppen durchgefiihrt, welche neugeboren transplantiert wurden (neugeb. NSB und
neugeb. pB).

Im Blut beider Untergruppen stellten die bovinen T-Lymphozyten mit durchschnitt-
lich 90,0 % bis 97,0 % die grofite Zellpopulation dar (siehe Abbildung 21 auf Seite 74).
Die Unterschiede zwischen den neugeboren transplantierten Tieren (neugeb. NSB und
neugeb. pB) waren nicht signifikant. Auch die Anteile an bovinen B-Lymphozyten und
bovinen Natiirlichen Killerzellen im Blut beider Untergruppen unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. Bei den Méusen der Untergruppe neugeb. NSB wurden durch-
schnittlich 1,35 % (18. LW) bis 11,45 % (14. LW) bovine B-Lymphozyten, bei denen
aus der Gruppe neugeb. pB 1,67 % (12. LW) bis 2,21 % (10. LW) nachgewiesen. Die
durchschnittlichen Anteile boviner natiirlicher Killerzellen lagen deutlich darunter (neu-
geb. NSB: 0,1 % bis 1,63 %; neugeb. pB: 0,29 % bis 0,89 %). Die Hohe der Anteile der
jeweiligen Zellpopulationen schwankte im Versuchszeitraum bei beiden Untergruppen
nur geringfiigig. Lediglich in der 14. Lebenswoche wurde bei einer der Untergruppen
(neugeb. NSB) ein kurzzeitiger Anstieg des Anteils boviner B-Lymphozyten auf 11,45 %
festgestellt.
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Abb. 21: Entwicklung der prozentualen Anteile einzelner boviner Zellpopulationen im Blut
der neugeboren transplantierten Miuse der Versuchsgruppe B. Durchflusszytometrische Ana-
lyse murinen peripheren Blutes unter Verwendung anti-boviner CD3- und CD335-Antikorper.
Den Méusen wurden neugeboren die mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten befrei-
ten Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB) oder
bovinem peripherem Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zwei-
wochigem Abstand. Dargestellt werden die Anteile an bovinen T-Lymphozyten (cyCD3+),
B-Lymphozyten (mittels Gatingstrategie, siehe Kapitel 3.8.1) und Natiirlichen Killerzellen
(boCD335+) an der Gesamtzahl der bovinen CD45-positiven Zellen. Fiir beide Untergrup-
pen wurden im Blut dhnliche Anteile an T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Natiirlichen
Killerzellen nachgewiesen. Der Anteil an T-Lymphozyten lag mit iiber 90,0 % aller bovinen
CD45-positiven Zellen am hochsten. Der Anteil an Natiirlichen Killerzellen lag am niedrigsten.
Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren zu keinem Zeitpunkt signifikant. Mittelwert
+ SEM; Auswertung mittels Mann-Whitney-Test, neugeb. NSB gegen neugeb. pB. n = 2-6
(neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB).
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Im Blut der beiden neugeboren transplantierten Untergruppen der Versuchsgruppe B
wurden auch die Subpopulationen der bovinen CD3-positiven T-Lymphozyten analy-
siert. Dies verdeutlicht die Abbildung 22 auf Seite 76.

Der Anteil an bovinen T-Helfer-Zellen (CD3+4-CD4+) war im Durchschnitt fiir beide
Untergruppen dhnlich hoch und unterschied sich fiir die jeweiligen Messzeitpunkte nicht
signifikant voneinander. Der durchschnittliche Anteil boviner T-Helfer-Zellen schwank-
te bei den Tieren der Untergruppe neugeb. NSB allerdings sehr viel stéarker. Dies war
vor allem durch eine starke Reduktion der prozentualen Anteile der T-Helfer-Zellen in
der 14. und in der 18. Lebenswoche gekennzeichnet.

Der Anteil boviner zytotoxischer T-Zellen (CD3+CD8+) im Blut lag bei den M#usen
der Untergruppe neugeb. NSB im Durchschnitt hoher als bei den Méusen der Unter-
gruppe neugeb. pB. In der 10. Lebenswoche war dieser Unterschied signifikant. Auch
fiir die Werte der zytotoxischen T-Lymphozyten fiel in der Untergruppe neugeb. NSB
die deutliche Reduktion der Werte in der 14. sowie in der 18. Lebenswoche auf.

Im Vergleich dazu wurden fiir die Versuchsgruppe A wéihrend des gesamten Versuchs-
zeitraumes deutlich hohere Anteile zytotoxischer T-Zellen bestimmt (zwischen 24,7 %
und 30,5 %; n = 1; nicht statistisch auswertbar; siehe Abbildung 12 auf Seite 63).
Ahnlich hohe Anteile wurden fiir die Versuchsgruppe B im Durchschnitt nur in der 16.
Lebenswoche der Tiere der Untergruppe neugeb. NSB erreicht (25,3 %).
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Abb. 22: Differenzierung der Population boviner CD3-positiver T-Lymphozyten im Blut der
neugeboren transplantierten Méuse der Versuchsgruppe B. Durchflusszytometrische Analyse
murinen peripheren Blutes unter Verwendung anti-boviner CD3-, CD4- und CD8-Antikorper.
Den Méausen wurden neugeboren die mittels negativer Selektion von T-Lymphozyten befreiten
Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB) oder bovi-
nem peripheren Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiw6chigem
Abstand. Dargestellt werden die Anteile an bovinen T-Lymphozyten (cyCD3+) gesamt (je-
weils obere Kurve) sowie an zytotoxischen T-Lymphozyten (CD3+CD8+) und T-Helfer-Zellen
(CD3+CD4+) (jeweils untere zwei Kurven) an der Gesamtzahl der bovinen CD3-positiven
Zellen. In beiden Untergruppen der Versuchsgruppe B wurden im Blut &hnliche Anteile an T-
Helfer-Zellen und an zytotoxischen T-Lymphozyten nachgewiesen. Erstere Population {iberwog
hierbei deutlich. Im Blut der M#use der Untergruppe neugeb. pB war der Anteil an zytoto-
xischen T-Lymphozyten geringer. In der 10. Lebenswoche war dieser Unterschied signifikant.
Mittelwert £ SEM; Auswertung mittels Mann-Whitney-Test beziehungsweise t-Test fiir unab-
hingige Stichproben, * p < 0,05, neugeb. NSB gegen neugeb. pB. n = 2-6 (neugeb. NSB); n =7
(neugeb. pB).
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Im Rahmen der finalen Priparation wurden das Blut sowie die Zellsuspensionen aus
Milz und Knochenmark durchflusszytometrisch analysiert. Dies ermoglichte weiterfiih-
rende Aussagen iiber Engraftment, Auswanderung und Reifung der bovinen Zellen im
Organismus Maus. Die Ergebnisse der Méuse der unterschiedlichen Untergruppen der
Versuchsgruppe B sind in der folgenden Abbildung 23 dargestellt.
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Abb. 23: Prozentualer Anteil boviner CD45-positiver Zellen in Blut, Milz und Knochenmark
der M&use der Versuchsgruppe B bei Versuchsende. Durchflusszytometrisch analysiert wurden
murines kardiales Blut sowie Zellsuspensionen aus murinem Milz- und Knochenmarksgewe-
be (Gewinnung siehe Kapitel 3.6.7). Den M&usen wurden neugeboren oder adult die mittels
negativer Selektion von T-Lymphozyten befreiten Stammzell-enthaltenden Zellfraktionen aus
bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) oder bovinem peripherem Blut (neugeb.
pB) transplantiert. Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden anti-bovine CD45-Antikoérper
sowie anti-murine CD45-Antikérpers verwendet. Die Gewinnung der Gewebe erfolgte zum Zeit-
punkt des Versuchsendes. Darstellung als Boxplot mit Median, Minimum und Maximum. Aus-
wertung mittels Mann-Whitney-Test; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht statis-
tisch auswertbar. n = 10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 2 (adult NSB).

Die fiir die Versuchsgruppe A festgestellte Tendenz, dass in der Milz vereinzelt doppelt
so viele bovine CD45-positive Zellen auftraten wie im peripheren Blut, konnte auch fiir
die Versuchsgruppe B und hier vornehmlich fiir die neugeboren transplantierten Tiere
bestétigt werden. Bei acht von neunzehn Mé&usen der Versuchsgruppe B wurden in der
Milz mehr als doppelt so viele bovine CD45-positive Zellen nachgewiesen wie im Blut
(davon vier von sieben der Untergruppe neugeb. pB). Im Milzgewebe wurden teilweise
Maximalwerte boviner CD45-positiver Zellen von 88,7 % und 87,0 % gemessen. Die
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hochsten Werte wurden fast ausnahmslos bei den Tieren festgestellt, bei denen im Ver-
suchszeitraum die hochsten Werte boviner CD45-positiver Zellen im peripheren Blut
nachgewiesen werden konnten.

Beziiglich der Analysen des Knochenmarks wurden hingegen bei der Mehrheit der Tiere
grundsétzlich sehr viel geringere Werte boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen als
in Blut und Milzgewebe. Lediglich bei zwei Méausen war dies nicht der Fall. Eine dieser
Ausnahmen gehorte zu den Tieren mit dem hochsten Anteil boviner CD45-positiver
Zellen im Blut und zugleich zur Gruppe derer, denen neugeboren Zellen aus dem bovi-
nen peripheren Blut transplantiert wurden. Zum Versuchsende wurden bei diesem Tier
im Blut 63,8 %, in der Milz 24,7 % und im Knochenmark 74,8 % bovine CD45-positive
Zellen nachgewiesen.

Bei der Mehrzahl der Mause mit hohen Anteilen boviner CD45-positiver Zellen im Blut
standen den ebenfalls hohen Werten in der Milz grundsétzlich vergleichbar niedrige An-
teile boviner CD45-positiver Zellen im Knochenmark entgegen (Daten nicht gezeigt).

4.3.3 Zusammenfassung des Transplantationsverlaufes

Sowohl bei Méusen der Versuchsgruppe A als auch bei Méusen der Versuchsgruppe B
konnten mittels durchflusszytometrischer Messungen im Laufe des Versuches im Blut
bovine CD45-positive Zellen nachgewiesen werden. Das Ziel, immundefiziente M&ause
erfolgreich mit bovinen Vorlauferzellen zu transplantieren und sogenannte ,,bovinisierte
Mé&use“ zu entwickeln, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erreicht.

Die im peripheren Blut der Einzeltiere festgestellten Anteile boviner CD45-positiver
Zellen an der Gesamtleukozytenzahl wichen allerdings teilweise deutlich voneinander
ab (sieche Abbildung 24 auf Seite 79).

In der Versuchsgruppe A wurden bei einer Maus auffallend hohe Werte (maximal
60,5 % boCD45+) erreicht. In der Versuchsgruppe B hoben sich die Werte von fiinf
Méusen deutlich von denen der iibrigen Tiere ab (maximal 76,5 % boCD45+). Hierbei
handelte es sich ausschliellich um M&use, denen im neugeborenen Alter bovine Zellen
transplantiert worden waren. Beziiglich der Hohe der erreichten Mittelwerte boviner
CD4b5-positiver Zellen gab es zwischen den Méusen, die Zellen aus bovinem periphe-
rem Blut erhalten hatten (neugeb. pB) und denen, die neugeboren Zellen aus bovinem
NSB erhalten hatten (neugeb. NSB), keinen signifikanten Unterschied. In diesen bei-
den Untergruppen der Versuchsgruppe B wurden im Mittel hohere Anteile boviner
CD45-positiver Zellen im peripheren Blut nachgewiesen als bei den Mé#usen der Ver-
suchsgruppe A. Im Blut der adult transplantierten Méause der Versuchsgruppe B hinge-
gen wurden nur geringe Mengen boviner CD45-positiver Zellen festgestellt. Allerdings
miissen sowohl bei dieser Untergruppe als auch bei der Versuchsgruppe A die geringen
Gruppengrofien beriicksichtigt werden.
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Abb. 24: Ubersicht der Mittelwerte des prozentualen Anteils boviner CD45-positiver Zellen
(bo CD45+) im Blut der Miuse beider Versuchsgruppen wihrend des Versuchszeitraumes.
In der Versuchsgruppe A (VG A) wurden immundefizienten NSG Méiusen selektierte bovine
CD34-positive (CD34+) oder c-kit-positive (c-kit+) Zellen transplantiert. Den M#usen der Ver-
suchsgruppe B (VG B) wurde eine mittels negativer Separation von T-Lymphozyten befreite
Stammzell-enthaltende Fraktion transplantiert. Dies wurde sowohl mit bovinem Nabelschnur-
blut (NSB) als auch mit bovinem peripherem Blut (pB) durchgefithrt und den NSG Mé&usen
neugeboren (neugeb. NSB und neugeb. pB) und adult (adult NSB) transplantiert. Das in zwei-
wochigem Abstand gewonnene murine periphere Blut wurde unter Verwendung boviner und
muriner anti-CD45-Antikorper durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Mittel-
werte des Prozentsatzes boviner CD45-positiver Zellen aller Einzelmessungen (n = 1 bis 7) der
FEinzeltiere. Zwischen den Untergruppen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
Mittelwert + SEM. Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test, c-kit+ gegen neugeb. NSB und
neugeb. pB. VG A, CD34+: n = 1; VG A, c-kit+: n = 4; VG B, neugeb. NSB: n = 10; neugeb.
pB: n = 7; adult NSB: n = 2.

Trotz der hinsichtlich des Parameters boviner CD45-positiver Zellen auftretenden Ge-
meinsamkeiten zwischen einzelnen Untergruppen der Versuchsgruppen A und B unter-
schied sich die klinische Entwicklung teilweise betréchtlich voneinander. Zusammenfas-
send verdeutlicht dies die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve auf Seite 80.

Lediglich die Méuse der Versuchsgruppe A und die M&use der Untergruppe neugeb. pB
der Versuchsgruppe B zeigten eine Uberlebensrate von 100 %. Aus beiden Untergrup-
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Abb. 25: Kaplan-Meier Uberlebenskurve der Versuchsgruppen. Zusammenfassende Darstel-
lung der Rate an bis zum Versuchsende {iberlebenden Méusen der einzelnen Untergruppen der
Versuche. Mononukleédre Zellen aus bovinem Nabelschnurblut und aus bovinem peripherem
Blut wurden unterschiedlich aufgearbeitet und immundefizienten NSG Méusen transplantiert.
Mittels positiver Separation wurden aus den mononukleiren Zellen der Nabelschnurblutpro-
ben bovine CD34-positive (CD34+) und bovine c-kit-positive (c-kit+) Zellen isoliert, welche
wiederum NSG Miusen transplantiert wurden (Versuchsgruppe A, VG A). Mittels negativer
Separation, hier als T-Zell-Depletion durchgefiihrt, wurden aus beiden Arten boviner mononu-
kledrer Zellen die T-Lymphozyten selektiert und somit die Stammzell-enthaltenden Fraktionen
(SeF) gewonnen. In der Versuchsgruppe B (VG B) wurden diese Zellen ebenfalls NSG Mausen
transplantiert, jedoch, im Unterschied zur Versuchsgruppe A, neugeboren (neugeb. NSB; neu-
geb. pB) und adult (adult NSB). VG A, CD34+: n = 1; VG A, c-kit+: n = 4; VG B, neugeb.
NSB: n = 10; neugeb. pB: n = 7; adult NSB: n = 2.

pen der Versuchsgruppe B, welche Zellen aus bovinem NSB erhielten (neugeb. NSB und
adult NSB), mussten einige Mause vorzeitig aus dem Versuch ausgeschlossen werden
(siche Kapitel 4.3.2.1).

Dennoch konnten im peripheren Blut einzelner Méause aller Versuchsgruppen teilweise
sehr hohe Gehalte boviner CD45-positiver Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg
nachgewiesen werden. Bezugnehmend auf alle analysierten Parameter gelang dies in der
Versuchsgruppe A fiir die Untergruppe der mit c-kit-positiven Zellen transplantierten
Méuse und in der Versuchsgruppe B fiir die Mause der Untergruppe neugeb. pB am
besten.



KAPITEL 5

Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das erfolgreich angewendete Prinzip des
Humanisierens von Méausen fiir die Spezies Rind {ibernommen und somit ein bovines
Mausmodell generiert werden. Damit soll zukiinftig die Entwicklung von Krankheitsmo-
dellen ausgewihlter boviner Infektionserreger und deren Erforschung im Organismus
Maus ermoglicht werden.

Zunichst wurde hierfiir in der vorliegenden Arbeit die Gewinnung boviner Vorldufer-
zellen aus bovinem Nabelschnurblut und aus bovinem peripherem Blut etabliert, wo-
fiir zwei gegensétzliche Methoden angewendet wurden. Zum einen wurde eine positive
Zellseparation mit Hilfe spezifischer boviner Antikérper (anti-boCD34; anti-bo-c-kit)
durchgefiihrt. Hierdurch wurden die Zielzellen, bovine Vorlauferzellen, unmittelbar ge-
wonnen. Zum anderen wurden die nicht gewiinschten Zellpopulationen, hier bovine
T-Lymphozyten, selektiert und somit mittels negativer Zellseparation eine Zellfraktion
isoliert, welche bovine Vorlauferzellen enthielt. Das bovine Nabelschnurblut stellte sich
in den vorliegenden Untersuchungen als das geeignetere Material zur Generierung bo-
viner Vorlduferzellen heraus, da daraus signifikant mehr bovine mononukleéire Zellen
gewonnen werden konnten, aus denen anschlieend die eigentlichen Vorlauferzellen iso-
liert wurden.

Die durch positive und negative Zellseparation gewonnenen Zellfraktionen wurden dar-
aufhin immundefizienten NSG Mausen injiziert. Neugeborene NSG Maéuse erhielten
Zellen beider Separationsmethoden, adulte Méduse wurden nur mit den mittels negati-
ver Zellseparation gewonnenen Vorlduferzellen enthaltenden Zellfraktionen behandelt.
Das Anwachsen der transplantierten bovinen Vorlduferzellen sowie deren Reifung und
Auswanderung im Organismus Maus wurden mit Hilfe verschiedener Methoden, unter
anderem mittels durchflusszytometrischer Analysen, nachvollzogen.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Entwicklung eines bovinen Mausmodells, wur-
de in unterschiedlicher Ausprégung fiir alle Versuchs- und Untergruppen erreicht. Die
hochsten Anteile boviner Leukozyten wurden in den Geweben der Méuse dreier Un-
tergruppen festgestellt (Versuchsgruppe A — c-kit; Versuchsgruppe B — neugeb. NSB;
Versuchsgruppe B — neugeb. pB). Im Gewebe der Mause der anderen beiden Untergrup-
pen (Versuchsgruppe A — CD34+; Versuchsgruppe B — adult NSB) wurden hingegen
nur sehr geringe Mengen boviner Leukozyten nachgewiesen.

Die klinische Entwicklung verlief fiir die M#use der Versuchsgruppe A, der Zellen aus
der positiven Separation injiziert wurden sowie fiir die Méause der Versuchsgruppe B, de-
nen neugeboren Zellen aus bovinem periperem Blut injiziert wurden, am besten. Keines
der Tiere dieser Gruppen musste aufgrund des Erreichens klinischer Abbruchkriterien
vorzeitig getotet werden.

Zusammenfassend wurden bei Betrachtung aller Kriterien fiir die Tiere der zuletzt ge-
nannten Untergruppe der Versuchsgruppe B (neugeb. pB) somit die besten Ergebnisse
erzielt.

5.1 Gewinnung boviner mononukledrer Zellen

Zur Isolierung boviner Vorlauferzellen mussten zunéchst bovine mononukledre Zellen
(MC) gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden diese aus Nabelschnurblut
(bCBMC) und aus peripherem Blut (bPBMC) von Rindern gewonnen. Hierbei stand
deutlich mehr peripheres Blut zur Verfiigung. Dies war mafligeblich auf die schwierigen
Grundvoraussetzungen bei der Gewinnung bovinen Nabelschnurblutes zuriickzufiihren.
Die bovine Nabelschnur ist sehr kurz und reifit daher bei der natiirlichen Geburt sehr
leicht (siehe Kapitel 2.5 und 3.4.1).

Bovines peripheres Blut war dagegen sehr viel besser verfiighar. Jedoch wurde dies zu
jeweils unterschiedlichen Zwecken von adulten Rindern zum einen und von Kélbern
zum anderen gewonnen. Die gewonnenen Volumina waren deshalb vor allem in Abhén-
gigkeit von der jeweiligen Entnahmetechnik zu betrachten. Zudem lag der Fokus bei der
Entnahme peripheren Blutes adulter Rinder nicht auf einer moglichst hohen Ausbeute
an bPBMC, da dieses Material fiir die vorliegende Arbeit iiberwiegend zu Testzwecken
fiir beispielsweise bovine Antikoérper genutzt wurde (siehe Kapitel 3.8.2).

Im Falle des peripheren Blutes von Kélbern war die Zielstellung eine andere. Fiir die

weitere Verwendung und Isolierung von hidmatopoetischen Vorlduferzellen wurde, wie
fiir das bovine Nabelschnurblut, eine hohe Ausbeute an bPBMC/ bCBMC angestrebt.

Die gewonnenen Probenvolumina des Nabelschnurblutes entsprachen denen, welche
in vergleichbaren Untersuchungen erreicht wurden. Bei der Entnahme bovinen feta-
len Nabelschnurblutes in einer Schlachtstitte konnte GRANDEL (2005) Volumina von
2 — 25 ml gewinnen. Die in vorliegender Arbeit methodengleich erreichten Zahlen sind
nahezu deckungsgleich (siehe Kapitel 4.1).

Wihrend eines Kaiserschnittes wurden von RAOUFI et al. (2011) im Durchschnitt
48,5 ml (mininmal 22 ml bis maximal 75 ml) Nabelschnurblut entnommen. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit konnte hingegen pro Probeentnahme nur in etwa halb so
viel Nabelschnurblut gewonnen werden. Dies war allerdings auf die diffizile und schwer
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zu reproduzierende Entnahme wihrend eines Kaiserschnittes zuriickfithren. Insbeson-
dere bei der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt der durchgefiithrten Sectiones
caesareae nicht bei der Gewinnung moglichst grofier Probenvolumina, sondern bei der
Lebenserhaltung des jeweiligen Kalbes. Eine Erhéhung der Stichprobengréfie kénnte
jedoch zu einer Optimierung der Entnahmetechnik und damit zu einer Angleichung an
die von RAOUFT et al. (2011) erreichten Ergebnisse beitragen.

Zur anschlieffenden Isolierung der bovinen PBMC/ CBMC wurden die Proben mittels
Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) aufgearbeitet. Etablierte Protokolle fiir bovine
und humane Medien wurden zu Grunde gelegt, fithrten allerdings unter Verwendung
des vorliegenden bovinen Probenmaterials zu keinem Erfolg. Daraufhin wurden diverse
Veranderungen der Einzelparameter der Methoden vorgenommen. Wie im Kapitel 4.1.1
ausfiihrlich beschrieben, gestaltete sich insbesondere die ungeniigende Trennung der ein-
zelnen Kompartimente als schwierig. Dies sowie eine augenscheinlich starke Verunreini-
gung mit Erythrozyten erschwerte die beabsichtigte separate Gewinnung der bovinen
PBMC/ CBMC. Die hierdurch bedingten Auswirkungen auf diese Zellfraktion sowie
auf die anschlielend zu separierenden hamatopoetischen Vorlduferzellen wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Fiir die Isolation hdmatopoetischer
Vorlauferzellen aus humanem Nabelschnurblut konnten in der Vergangenheit dhnliche
erythrozytéire Verunreinigungen festgestellt und in einen negativen Zusammenhang mit
der Ausbeute an Vorlauferzellen gebracht werden (ALMICI et al. 1995).

Einen grofien Einfluss auf das Gelingen der Dichtegradientenzentrifugation hatte er-
wartungsgeméfl das verwendete Dichtemedium. Im Rahmen der Etablierungsarbeiten
kamen verschiedene Dichtemedien zum Einsatz (siche Kapitel 4.1.1). Die Ergebnisse
gestalteten sich heterogen und lieflen die Schlussfolgerung zu, dass bovines Blut grund-
legend andere Dichteverhéltnisse als z.B. humanes Blut aufweist. Das Dichtemedium,
welches fiir die DGZ humanen peripheren Blutes sowie humanen Nabelschnurblutes
etabliert war, erwies sich bei den verwendeten bovinen Blutproben (Nabelschnurblut
und peripheres Blut) zunéchst als ungeeignet. Dies stand im Widerspruch zu den An-
gaben aus der Literatur. GRANDEL (2005) und RAOUFT et al. (2011) verwendeten
zur DGZ bovinen Nabelschnurblutes ein Medium mit einer Dichte, welche Aufarbei-
tungsprotokollen fiir humanes Material zu entnehmen ist (1,077 g/ml). FRITSCH et
al. (1991) verwendeten ein Medium derselben Dichte fiir die Aufarbeitung bovinen
Knochenmarks. Und auch bei der Gewinnung mononukledrer Zellen aus bovinem pe-
ripherem Blut kamen Medien mit einer Dichte von 1,077 g/ml bereits erfolgreich zum
Einsatz (SENOGLES et al. 1979; DAVIS et al. 1987; HUSSEN 2012). Dies konnte in
den eigenen Untersuchungen nicht reproduziert werden. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde ein selbst hergestelltes Dichtemedium mit einer Dichte von 1,083 g/ml
eingesetzt, da mit diesem zunéchst die besten Ergebnisse erzielt werden konnten. Entge-
gen Angaben aus der Literatur (URBAN-CHMIEL et al. 2011) fiihrte ein kommerziel-
les Dichtemedium derselben Dichte in der vorliegenden Arbeit nicht zum gewiinschten
Erfolg. Erst unter Verwendung von SepMate™-Tubes konnten in den eigenen Unter-
suchungen auch mit einem {iiblichen Dichtemedium mit einer Dichte von 1,077 g/ml
zufriedenstellende Ergebnisse erreicht und bovine mononukleédre Zellen mit minimalen
erythrozytiaren Verunreinigungen gewonnen werden (Kapitel 4.1.1). Die Ursache fiir
dieses widerspriichliche Verhalten blieb unklar. Die unterschiedlichen Reaktionen hu-
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manen und bovinen Nabelschnurblutes sind moglicherweise mit der unterschiedlichen
zelluldren Zusammensetzung des Blutes beider Spezies zu begriinden. Rinder weisen
ein lymphozytéares Blutbild auf, wohingegen im menschlichen Blut die Granulozyten
iiberwiegen und ein sogenanntes granulozytéres Blutbild vorliegt (ENGELHARDT und
BREVES 2005).

Mit dieser Tatsache ist méglicherweise auch zu erkliaren, dass bovines peripheres Blut
in den eigenen Untersuchungen anders reagierte als bovines Nabelschnurblut, obwohl
anfangs dasselbe Dichtemedium eingesetzt wurde. Auf zelluldrer Ebene finden im Lau-
fe der Gestation grofle Verdnderungen statt, wie beispielsweise eine Verdopplung der
Leukozytenzahl im letzten Drittel der Trichtigkeit (RUSSE und SINOWATZ 1998).
Solche Anderungen der zelluliren Zusammensetzung konnten die Dichteverhiltnisse
mafgeblich beeinflussen und zu den widerspriichlichen Ergebnissen bei Verwendung
verschiedener Dichtemedien fiihren. Zusétzlich dazu konnten weitere Unterschiede der
Einzelproben, wie beispielsweise das Alter und die Art und Weise der Gewinnung, eine
Rolle spielen und einen Einfluss auf den Erfolg der DGZ haben (URBAN-CHMIEL
et al. 2011). Hierin kann auch eine weitere Ursache dafiir gesehen werden, dass bovines
Material in den eigenen Untersuchungen mit unterschiedlichen Dichtemedien anders
reagierte als in der Literatur beschrieben.

Die bei zahlreichen Proben auftretende Verunreinigung mit Erythrozyten ist moglich-
erweise durch im Nabelschnurblut teilweise noch vorkommende Retikulozyten zu be-
griinden. Im Gegensatz zu den reifen Erythrozyten weisen diese eine dhnliche Dichte
wie Leukozyten auf (WEISS et al. 1989). Hier wire sogar ein eventueller Bezug zum
Alter der Feten bei Nabelschnurblutentnahme herzustellen. Die Zahl der Retikulozyten
sinke zwar zur Geburt hin drastisch ab, diese konnten aber bis zur ersten Lebenswoche
nachgewiesen werden (TENNANT et al. 1974). Mogliche Zusammenhénge wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Mittels DGZ wurden aus bovinem Nabelschnurblut und bovinem peripherem Blut un-
terschiedlich hohe Zahlen an bovinen CBMC/ PBMC gewonnen. Hierbei war die Streu-
ung der Einzelergebnisse im Falle des Nabelschnurblutes bedeutend grofler als im Falle
des peripheren Blutes (siehe Abbildung 1 auf Seite 46). Zu beriicksichtigen waren diesbe-
ziiglich allerdings die unterschiedlichen Stichprobengréfien, welche zu einer Verzerrung
dieser Einschétzung beitragen kénnten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten
aus den Nabelschnurblutproben signifikant mehr bMC pro ml gewonnen werden als aus
dem peripheren Blut. Dies bestétigten unter anderem die von SUTHERLAND et al.
(1994) und GRANDEL (2005) generierten Ergebnisse, wonach in humanem und bovi-
nem Nabelschnurblut mehr Vorlduferzellen nachzuweisen seien als in peripherem Blut.
Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Leukozytenzahl vor allem im letzten
Graviditéitsdrittel zu Lasten der Zahl kernhaltiger Erythrozyten erhcht (RUSSE und
SINOWATZ 1998; GRANDEL 2005).

Von Interesse waren im Rahmen der durchgefithrten Arbeiten auch die erzielten Er-
gebnisse der unterschiedlichen Gewinnungsmethoden des bovinen Nabelschnurblutes.
Vor allem im Hinblick auf das zum Teil sehr viel hohere Alter der klinisch und extern
gewonnen Proben (bis zu 48 Stunden alt) iiberraschte die Feststellung, dass aus diesen
im Durchschnitt dennoch eine deutlich hohere Anzahl an bovinen CBMC gewonnen
werden konnte als aus den frisch gewonnenen Proben vom Schlachthof. CAMPOS et al.
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(1995) konnten fiir die Aufarbeitung humanen Nabelschnurblutes bereits negative Aus-
wirkungen des Probenalters feststellen und kamen zu dem Schluss, dass von der Proben-
gewinnung bis zur Weiterbearbeitung ein Zeitraum von 24 Stunden nicht iiberschritten
werden sollte. Dies konnte anhand der eigenen Ergebnisse fiir bovines Nabelschnur-
blut nicht bestéitigt werden. Bezugnehmend auf die bereits getétigten Erlauterungen
hinsichtlich zelluldrer Verdnderungen mit zunehmender Néhe zum Geburtszeitpunkt,
erschienen die eigenen Ergebnisse schliissig.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Methode der Dichtegradientenzentrifugation so-
mit erfolgreich fiir das verwendete bovine Material etabliert werden. Sowohl aus bovi-
nem Nabelschnurblut als auch aus bovinem peripherem Blut konnten jeweils die mono-
nukledren Zellen isoliert werden. Das bovine Nabelschnurblut erwies sich in Bezug auf
die Ausbeute als signifikant besser geeignet. Die gewonnenen bovinen mononukledren
Zellen dienten anschlieBend der Isolierung boviner Vorlauferzellen, welche daraufhin
immundefizienten M&ausen injiziert werden sollten.

5.2 Stammezellisolierung

Fiir die Transplantation in den Organismus Maus mussten aus den mittels Dichtegra-
dientenzentrifugation gewonnenen bovinen mononukledren Zellen (bPBMC und bCB-
MC) zunéchst die bovinen hdmatopoetischen Vorlauferzellen isoliert werden. Der Fo-
kus der beiden hierfiir eingesetzten Methoden lag zum einen in einer moglichst hohen
Ausbeute sowie zum anderen in einer moglichst hohen Reinheit der himatopoetischen
Vorlauferzellen. Vor allem fiir die anschlieBende Transplantation spielten diese Fakto-
ren eine groffe Rolle.

Die eigenen Ergebnisse zeigten auf, dass die Stammzellausbeute jedoch mafigeblich
durch teilweise sehr geringe Probenvolumina sowie daraus folgende geringe Mengen iso-
lierter bPBMC/ bCBMC beeinflusst wurde. Aus diesen Zellfraktionen wiederum wur-
den die eigentlichen Zielzellen, die hamatopoetischen Vorlauferzellen, gewonnen. Diese
wurden infolgedessen in noch geringerer Zahl isoliert. Allerdings ist die Menge an Vor-
lauferzellen fiir eine erfolgreiche Transplantation in vivo von groler Bedeutung. KING
et al. (2008) konnten beispielsweise fiir die Injektion humaner PBMC in NSG Méuse
eine mengenméfige Abhéangigkeit fiir den Erfolg des Engraftments feststellen. Aller-
dings galt dies nur bis zu einem gewissen Grad, was HOLSCHER et al. (1999) bereits
fiir die Transplantation boviner Lymphozyten des peripheren Blutes in SCID Mé&usen
zeigen konnten. Eine steigende Zahl transplantierter Zellen fiithrte hier wiederum zu
einer Verschlechterung des Allgemeinbefindens der Versuchstiere (HOLSCHER et al.
1999).

Die aus bovinem Probenmaterial gewonnenen bPBMC/ bCBMC wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit grundsétzlich zunéchst eingefroren und mussten somit vor der
weiteren Verwendung aufgetaut werden. Direkt nach dem Auftauen wurde die Vitalitét
der bPBMC/ bCBMC bestimmt. Hierbei wurde fiir die Zellvitalitat der mononukledren
Zellen aus dem Nabelschnurblut sowie fiir die Zellen aus dem peripheren Blut nur ein
minimaler Unterschied festgestellt (siche Kapitel 4.2).
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Der Anteil aufgetauter Zellen an der Ursprungszellzahl divergierte zwischen den Einzel-
proben sehr stark, es wurde aber {iber alle Proben hinweg eine Reduktion der Zellzahl
nach dem Auftauen festgestellt. Im Durchschnitt standen nach dem Auftauprozess nur
noch etwas mehr als die Hélfte der urspriinglich gewonnenen bMC zur Verfiigung (siehe
Kapitel 4.2). Auffillig war die starke Streuung dieser Werte bezogen auf alle Einzelpro-
ben. Da die vor dem Einfrierprozess durchgefithrten Arbeitsschritte sowie der Einfrier-
prozess selbst stets nach demselben Protokoll durchgefithrt wurden (siehe Kapitel 3.5.1
und 3.5.2), konnte als Grund hierfiir lediglich die Qualitdt und auch das Alter jeder
einzelnen Ursprungsprobe herangezogen werden. Eventuelle Zusammenhénge wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings nicht untersucht.

5.2.1 Positive Separation

Die positive Separation wurde mit Hilfe zweier spezifischer Antikorper durchgefiihrt,
mittels derer aus den zuvor gewonnenen bCBMC die hdmatopoetischen Vorlauferzel-
len isoliert werden sollten. Zum einen wurde ein Antikorper gegen das bovine CD34-
Molekiil angewendet. Dieses wird unter anderem auf der Oberflache primitiver hdma-
topoetischer Vorlauferzellen exprimiert (NIKU et al. 2007). Zum anderen kam ein An-
tikorper gegen das bovine CD117-Molekiil, auch c-kit-Rezeptor genannt, zum Einsatz.
Auch dieser Marker kommt insbesondere auf der Oberfliche hiamatopoetischer Vorlau-
ferzellen vor (KUBOTA et al. 1994).

Der verwendete bovine anti-CD34-Antikorper stammte von der japanischen Arbeits-
gruppe um Dr. Michiharu Sakurai (SAKURALI et al. 2006; MERKWITZ et al. 2011)(vgl.
Tabelle 3 auf Seite 27) und lag nur in geringer Menge vor. Da fiir die durchgefiihrte
magnetische Separationsmethode, abhéngig von der vorliegenden Zahl an bCBMC, ein
bestimmtes Volumen des Antikorpers eingesetzt werden musste (siehe Kapitel 3.5.2.1),
reichte die zur Verfiigung stehende Menge des Antikorpers fiir die Separation aus den
bCBMC lediglich einer Nabelschnurblutprobe (siche Kapitel 4.2.1). Die Aussagekraft
dieses Ergebnisses war somit begrenzt. Der erreichte Prozentsatz an isolierten CD34-
positiven Zellen an der aufgetauten Gesamtzellzahl lag in den eigenen Untersuchungen
bei 0,28 % (siehe Tabelle 11 auf Seite 50). Fiir bovines Nabelschnurblut lagen hierzu
keine vergleichenden Angaben aus der Literatur vor. Fiir humane Proben wurde in der
Vergangenheit jedoch ein Gehalt von circa 1 % CD34-positiver Zellen an der Gesamtheit
der kernhaltigen Zellen bestimmt (KINNIBURGH und RUSSELL 1993; REISBACH et
al. 1993; FRITSCH et al. 1994; SUTHERLAND et al. 1994; MAYANI und LANSDORP
1998). Im Zusammenhang mit den Erkenntnissen aus der zu Grunde liegenden Publi-
kation (SAKURALI et al. 2006), wonach der zur Verfiigung stehende CD34-Antikorper
nur an bestimmte Allele des bovinen CD34-Molekiils spezifisch bindet, erschien das
vorliegende niedrige Ergebnis von 0,28 % somit plausibel. Auf einen weiteren, laut vor-
liegender Literatur umfinglicher bindenden, bovinen CD34-Antikérper (NIKU et al.
2007) konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit leider nicht zuriickgegriffen werden.
Mit einem zukiinftig moglicherweise zur Verfiigung stehenden kommerziellen bovinen
anti-CD34-Antikérper wiren die im Rahmen dieser Arbeit generierten Ergebnisse an-
hand eines ausreichenden Stichprobenumfanges zu {iberpriifen.
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Neben dem bovinen anti-CD34-Antikorper wurde zur positiven Separation auch ein bo-
viner anti-c-kit-Antikorper eingesetzt. Aus den bovinen Nabelschnurblutproben wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit 0,63 % in etwa doppelt so viele c-kit-positive
Zellen gewonnen wie CD34-positive Zellen (siehe Tabelle 11 auf Seite 50). Aufgrund der
sehr niedrigen Stichprobengrofie der durchgefithrten CD34-Separation (n = 1) konnte
hieraus allerdings keine Schlussfolgerung beziiglich des allgemeinen Gehaltes der posi-
tiv fiir den jeweiligen Marker reagierenden Zellen getroffen werden.

Laut Angaben aus der Literatur exprimieren in etwa 1,5 % der Zellen des bovinen
peripheren Blutes den c-kit-Rezeptor (HIKONO et al. 2001b). Diese Gehalte wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch nicht im bovinen Nabelschnurblut erreicht,
obwohl der erwartete Gehalt hier sogar hoher liegen miisste als im peripheren Blut.
Konkrete Untersuchungen zum Gehalt c-kit-positiver Zellen im Nabelschnurblut von
Rindern lagen leider nicht vor, weshalb eine vergleichende Einschétzung der eigenen
Ergebnisse nicht vorgenommen werden konnte.

Das Vorliegen verlésslicher spezifischer Antikorper ist fiir die Isolation hidmatopoe-
tischer Vorlauferzellen von zentraler Bedeutung. Die Ausbeute an bovinen hdmato-
poetischen Vorlduferzellen und somit die fiir eine anschlieende Transplantation zur
Verfiigung stehende Zellzahl kénnte bei Verfiigbarkeit solcher Antikérper bedeutend
verbessert werden.

5.2.2 T-Zell-Depletion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kam neben der positiven Separation auch eine indi-
rekte Methode zur Isolierung boviner Vorlauferzellen zur Anwendung. Hierbei wurden
iiber eine sogenannte negative Separation die bovinen T-Lymphozyten selektiert (T-
Zell-Depletion) und die verbliebene Zellfraktion, die Stammzell-enthaltende Fraktion
SeF, fiir die Transplantation immundefizienter M&ause eingesetzt.

Der Anteil an T-Lymphozyten war in den verwendeten Proben erwartungsgeméf hoch
(siche Abbildung 3 auf Seite 52). Mittels einer Kombination mehrerer Antikorper gegen
Oberflichenmolekiile auf bovinen T-Lymphozyten sollte der iiberwiegende Teil dieser
Zellen selektiert werden (siche Kapitel 3.5.2.2). Das bovine Analogon zum humanen
CD3-Molekiil auf T-Lymphozyten wird bei Rindern von 60 - 80 % der Lymphozyten
des peripheren Blutes exprimiert (DAVIS et al. 1993). Angaben aus der Literatur zufol-
ge weisen allerdings auch Rinder im peripheren Blut zahlreiche Subpopulationen von
T-Lymphozyten auf (AYOUB und YANG 1996; WILSON et al. 1996). Im Zusammen-
hang mit den eigenen Ergebnissen muss jedoch beriicksichtigt werden, dass iiberwiegend
Proben bovinen Nabelschnurblutes verwendet wurden. Wie bereits an anderer Stelle
ausgefiihrt, lagen keine Publikationen vor, welche die zelluldre Zusammensetzung des
bovinen Nabelschnurblutes thematisieren. Vergleiche hierzu konnten somit nicht gezo-
gen werden.

Auftillig waren die grolen Unterschiede der prozentualen Anteile an T-Lymphozyten
zwischen den untersuchten Einzelproben (siehe Abbildung 3 auf Seite 52). Ein mogli-
cher Zusammenhang zum Alter der Proben oder zum jeweiligen Alter der Feten, von
denen die Proben entnommen wurden, konnte anhand der vorliegenden Daten nicht
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hergestellt werden.

Der prozentuale Anteil der Stammzell-enthaltenden Zellfraktion konnte fiir die dem-
entsprechend aufgearbeiteten Einzelproben teilweise als sehr hoch bewertet werden
(15,63 % bis 57,33 %; siehe Abbildung 3 auf Seite 52). Dies war allerdings darauf zu-
riickzufiithren, dass die fiir die anschlieBenden Transplantationen im Fokus stehenden
Vorlauferzellen nur einen kleinen Teil dieser Zellfraktion ausmachten. Den gréfiten An-
teil bildeten weitere Zellpopulationen, die neben den Zielzellen nicht selektiert wurden,
wie unter anderem bovine B-Lymphozyten, Monozyten und nach der DGZ noch vorhan-
dene Rest-Granulozyten. Da der Einfluss der T-Lymphozyten auf fremde Organismen
im Rahmen von Transplantationen allerdings einen wesentlich negativeren Effekt zu ha-
ben scheint als der anderer Zellpopulationen (GOKER et al. 2001; SHLOMCHIK 2007;
HUANG et al. 2018), wurde die verwendete Methode als zweckmifig eingeschétzt. Dar-
iiber hinaus konnten weitere Separationsschritte womoglich zu einer Verschlechterung
des Zustandes der Zellen fiihren.

Direkt nach jeder positiven und negativen Separation wurde die Zellvitalitit der je-
weils isolierten Zellfraktionen bestimmt. Die Vitalitdt der Zellen nach positiver Sepa-
ration war hierbei signifikant geringer als die Vitalitit der Zellen, die einer negativen
Separation zugefithrt wurden (siehe Abbildung 4 auf Seite 53). Ein methodenbeding-
ter Einfluss erscheint hierfiir urséchlich am wahrscheinlichsten. Der augenscheinlichste
Unterschied zwischen den Methoden bestand darin, dass im Rahmen der positiven Se-
paration die ,Zielzellen® magnetisch markiert wurden. Bei der negativen Separation
wurden dagegen die zu separierenden Zellen, hier die T-Lymphozyten, markiert. Die
Zellfraktion, welche die Vorlduferzellen enthielt, blieb unmarkiert. Das deutliche Er-
gebnis in Bezug auf die Zellvitalitdt kann insofern gegebenenfalls auf einen negativen
Einfluss dieser magnetischen Markierung auf die Zellen zuriickgefithrt werden. Dar-
iiber hinaus miissen auch die unterschiedlichen Stichprobengrofien der durchgefiihrten
positiven und negativen Zellseparationen beriicksichtigt werden. Bei einzelnen Proben
konnte nach der Separation sogar eine Zunahme des Prozentsatzes an vitalen Zellen
festgestellt werden. Wie auch im Falle der Auftauraten kann die Ursache hierfiir in
Ungenauigkeiten der Zellzéhlung liegen, da diese manuell durchgefiihrt wurde (siehe
Kapitel 3.5.1). CAMPOS et al. (1995) wiesen fiir die Zellen humanen Nabelschnurblu-
tes unter anderem eine signifikante Abnahme der Zellvitalitdt bei Kiithlung vor dem
Einfrieren nach. Dieser Einfluss konnte fiir die vorliegenden Arbeiten ausgeschlossen
werden, da die bovinen Blutproben bis zur Dichtegradientenzentrifugation bei Raum-
temperatur gelagert wurden.

Aufgrund der guten Verfiigbarkeit der benotigten Antikorper wurden im Rahmen der
durchgefiihrten Arbeiten mehr Einzelproben einer T-Zell-Depletion (n = 9) unterzogen
als einer positiven Separation (n = 4)(siche Kapitel 4.2.2 und 4.2.1). Dies hatte direkte
Auswirkungen auf die Anzahl der im Anschluss an die Separationen transplantierten

NSG Mause.
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5.3 Transplantationsverlauf

5.3.1 Versuchsgruppe A — CD34+/ c-kit+

In der Versuchsgruppe A wurden neugeborenen NSG Mausen die mittels positiver Se-
lektion gewonnenen bovinen Vorlduferzellen transplantiert und der Erfolg der Trans-
plantation im Zeitverlauf anhand verschiedener Parameter beurteilt. Insgesamt stellte
diese Versuchsgruppe mit fiinf Tieren eine sehr kleine Versuchsgruppe dar (siehe Ab-
bildung 5 auf Seite 54). Fiir die Vergleiche der Einzelergebnisse beider Untergruppen
miissen zudem die deutlich voneinander abweichenden Tierzahlen fiir die Transplanta-
tion CD34-positiver (n = 1) und c-kit-positiver Zellen (n = 4) beriicksichtigt werden.
Die Ableitung sicherer Schlussfolgerungen ist aus diesem Grund erschwert bis nicht
moglich.

In der Literatur zu humanisierten Méausen werden maximale Lebensspannen der Tiere
von 59 bis 95 Wochen benannt (SHULTZ et al. 2005). Die Lebensspanne der Ein-
zeltiere aus den eigenen Untersuchungen konnte allerdings versuchsbedingt nicht auf
das Maximum ausgeweitet werden (siche TVV 30/15, genehmigt am 19. Mai 2016).
Trotz optimaler Uberlebensraten der Méuse der Versuchsgruppe A von 100 % (siehe
Kapitel 4.3.1.1 und Abbildung 25 auf Seite 80) kénnen zur maximal méglichen Uber-
lebensspanne der auf diese Weise bovinisierten Méuse somit keine Aussagen getroffen
werden.

Bei einem Grofiteil der Versuchstiere aus der Versuchsgruppe A wurden im peripheren
Blut sehr einheitliche Durchschnittswerte des Prozentsatzes an bovinen CD45-positiven
Zellen festgestellt (siehe Kapitel 4.3.1.3). Mit durchschnittlich unter 1 % lagen diese
allerdings sehr niedrig. Bei einem Tier aus dieser Versuchsgruppe konnte mit durch-
schnittlich 43,8 % bovinen CD45-positiven Zellen im peripheren Blut jedoch ein Viel-
faches dieser Werte nachgewiesen werden. Aufgrund der Konstanz dieser hohen Werte
iiber einen Zeitraum von 18 Wochen wurde insbesondere bei dieser Maus von einem
erfolgreichen Engraftment ausgegangen.

In der Literatur zu humanisierten NSG Méusen existieren verschiedenste Angaben
beziiglich Schwellenwerten des Prozentsatzes an humanen CD45-positiven Zellen im
peripheren Blut, ab welchen die Transplantation als erfolgreich gilt. Angegeben werden
sowohl 5 % (SKIRECKI et al. 2019) als auch 10 % (MISHARIN et al. 2012) oder 20 %
(LEE et al. 2013; RODEWOHL et al. 2017). In der Literatur zu bovinen Mausmodel-
len hingegen, wird mit 2 % von einem sehr viel niedrigeren Schwellenwert ausgegangen
(HAAS et al. 2001). Beriicksichtigt werden muss beziiglich der letztgenannten Veroffent-
lichung allerdings der im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit grundlegend abweichende
Versuchsaufbau. Unabhéngig davon, welcher Schwellenwert herangezogen wird, kann
fir die Versuchsgruppe A somit eine (c-kit+) der fiinf Méuse als sehr gut bovinisiert
angesehen werden.

Zusétzlich zu der Bestimmung der murinen und bovinen Leukozytenzahl dieser Maus
wurden ab der 12. bis zur 18. Lebenswoche alle zwei Wochen durchflusszytometrisch die
Anteile boviner T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Natiirlicher Killerzellen im peri-
pheren Blut quantifiziert. Die Analysen wurden mit Hilfe spezifischer Antikérper durch-
gefiihrt (siehe Tabelle 10 auf Seite 41). Fiir die Bestimmung boviner T-Lymphozyten
kam etwa ein intrazellular bindender anti-CD3-Antikorper zum Einsatz. In den Analy-
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sen fiel vor allem die mengenméfBige Dominanz der T-Lymphozyten auf (siehe Abbil-
dung 11 auf Seite 62). Auch im Blut humanisierter Méuse sind humane T-Lymphozyten
in unterschiedlich hoher Anzahl nachzuweisen (HIRAMATSU et al. 2003; ISHIKAWA
et al. 2005; SHULTZ et al. 2005; SCHOLBACH et al. 2012; RODEWOHL et al. 2017).
Deren Anzahl steigt zwar mit zunehmendem Alter der transplantierten Tiere auf etwa
30 % in der 20. Lebenswoche an (HIRAMATSU et al. 2003), erreicht aber dennoch nicht
die vorliegend nachgewiesenen sehr hohen Gehalte an T-Lymphozyten von 97,0 % bis
99,5 % im peripheren Blut. Lediglich fiir einen génzlich anderen Versuchsaufbau der
Humanisierung, einer Transplantation humaner PBMC, konnten mit iiber 98 % &hn-
lich hohe Werte an T-Lymphozyten im peripheren Blut sowie der Milz humanisierter
Miuse aufgezeigt werden (KING et al. 2008). Auch fiir ein viel verwendetes bovines
Mausmodell, die sogenannte SCID-bo-Maus, die mittels Transplantation bovinen feta-
len Gewebes entwickelt wurde (siehe Kapitel 2.4.2), wurden annidhernd hohe Anteile an
T-Lymphozyten (> 80 %) im peripheren Blut der Versuchstiere nachgewiesen (SMITH
et al. 1999). In den Untersuchungen von KING et al. (2008) zeigten die mittels Injektion
humaner PBMC erfolgreich humanisierten Méuse in den ersten 30 Tagen keine Anzei-
chen einer AbstofSungsreaktion, entwickelten in der Folgezeit aber deutliche Anzeichen
einer solchen Graft-versus-Host Disease. Der Zeitraum von vier bis fiinf Wochen nach
der Injektion der humanen PBMC wurde von den Autoren in der Folge als giinstig
fiir Untersuchungen des humanen Immunsystems in den humanisierten Mausen ange-
sehen (KING et al. 2008). Dieser Zeitraum unterscheidet sich mafigeblich von dem in
den eigenen Untersuchungen festgestellten Uberlebensalter der in der Versuchsgruppe
A erfolgreich transplantierten Maus. Sogar zum Zeitpunkt des Versuchsendes in der 18.
Lebenswoche und somit 18 Wochen nach der Injektion boviner hdmatopoetischer Vor-
lauferzellen, zeigte dieses Tier keinerlei klinische Auffalligkeiten sowie Anzeichen von
Abstofungsreaktionen (siehe Kapitel 4.3.1.1). Berticksichtigt werden muss hierbei aller-
dings der génzlich unterschiedliche Versuchsautbau (Transplantation humaner PBMC).
Die mittels scil Vet abc-Analysegeréit durchgefithrten Messungen von Einzelparametern
des Blutbildes, insbesondere die bovine Leukozytenzahlbestimmung, fithrten innerhalb
der Versuchsgruppe A zu unterschiedlichen Ergebnissen (siche Abbildung 7 auf Seite
57). Hervorzuheben sind hier allerdings die fast ausnahmslos konstanten Einzelwerte
der Maus, welche als erfolgreich transplantiert galt. Bei den vier anderen Versuchstieren
schwankten die gemessenen Einzelwerte sehr stark und konnten aufgrund dessen nur
schwer in einen Zusammenhang gebracht werden. Die Hohe der ebenfalls bestimmten
Anteile von bovinen Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten in der bovinen Leu-
kozytenpopulationen wiederum erschien vergleichsweise einheitlich (sieche Abbildung 8
auf Seite 58) und dhnelte stark der Zusammensetzung bovinen peripheren Blutes. Hier
konnte aufgrund einer durchschnittlichen Menge von iiber 50 % Lymphozyten sogar
von lymphozytédren Blutbildern gesprochen werden, wie sie im Falle adulter Rinder
nachzuweisen sind (siche Kapitel 2.2).

Die nach einer finalen Praparation durchgefiithrten Analysen ergaben fiir das Milzgewe-
be der Méuse in der Regel deutlich hohere Gehalte boviner CD45-positiver Zellen als
fiir das periphere Blut und das Herzblut (sieche Abbildungen 9 und 13 auf den Seiten
60 und 64). Dies konnte auch im Falle humanisierter NSG Méuse nachgewiesen werden
(WATANABE et al. 2007; KING et al. 2008; RODEWOHL et al. 2017). Die damit
moglicherweise in Zusammenhang stehenden klinischen Auffilligkeiten (WATANABE
et al. 2007) erwiesen sich fiir die Méuse der Versuchsgruppe A indes nicht als zutref-
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fend.

Bei der Milz handelt es sich um ein sekundéres lymphatisches Organ, in das die Zellen
des Immunsystems nach ihrer Ausreifung auswandern. Demnach kénnten die festge-
stellten hohen Gehalte boviner CD45-positiver Zellen im Milzgewebe einzelner Mause
der Versuchsgruppe A fiir eine Auswanderung dieser Zellen und somit fiir ein erfolg-
reiches Engraftment der bovinen transplantierten Zellen sprechen. Die im peripheren
Blut nachgewiesenen hohen Gehalte boviner Leukozyten bei einem der Tiere stiitzen
diese Annahme.

5.3.2 Versuchsgruppe B — T-Zell-Depletion

Die mittels negativer Selektion gewonnenen SeF's aus unterschiedlichen bovinen Gewe-
ben wurden in der Versuchsgruppe B neugeborenen und adulten NSG Mé&usen injiziert.
Diese Versuchsgruppe war mit insgesamt 19 Tieren deutlich gréfer als die Versuchs-
gruppe A und in Bezug auf die Untergruppen relativ heterogen zusammengesetzt (sie-
he Abbildung 5 auf Seite 54). Neugeborenen NSG Méausen wurden zum einen mittels
T-Zell-Depletion aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB) sowie aus bovinem pe-
ripherem Blut (neugeb. pB) gewonnene Stammzell-enthaltende Zellfraktionen injiziert.
AuBerdem wurden in der Versuchsgruppe B auch adulten NSG Méusen Vorlauferzellen
aus bovinem Nabelschnurblut transplantiert (adult NSB). Aufgrund der sehr unter-
schiedlichen Tierzahlen dieser einzelnen Untergruppen der Versuchsgruppe B konnten
statistische Vergleiche nur zwischen zwei Untergruppen durchgefiithrt werden (neugeb.
NSB und neugeb. pB).

In Bezug auf Uberlebensrate sowie Score- und Gewichtsentwicklung wurden bei den
Méusen der Untergruppe neugeb. pB die besten Ergebnisse der gesamten Versuchs-
gruppe B erreicht (siehe Kapitel 4.3.2.1). Keine der Méuse dieser Untergruppe musste
aufgrund des Erreichens von Abbruchkriterien frithzeitig getotet werden.

Unter anderem in der Gruppe neugeb. NSB musste der Versuch hingegen fiir mehrere
Méuse vorzeitig beendet werden. Die Grundvoraussetzungen dieser Untergruppe der
Versuchsgruppe B (neugeboren, transplantierte Zellen aus bovinem Nabelschnurblut)
entsprachen denen der Versuchsgruppe A. Die Ergebnisse in Bezug auf die klinische
Entwicklung der Miuse waren allerdings sehr unterschiedlich. Die Uberlebensrate be-
trug fiir die Méuse der Versuchsgruppe A 100 % und fiir die Untergruppe neugeb. NSB
der Versuchsgruppe B 70 % (siehe Abbildung 25 auf Seite 80).

Eine Ursache hierfiir konnten unter anderem die grundlegend unterschiedlichen Isolier-
methoden der bovinen Vorlauferzellen sein. Transplantiert wurden im Fall der Versuchs-
gruppe B sogenannte Stammzell-enthaltende Zellfraktionen, SeF's, denen eine negative
Separation vorausging (siehe Kapitel 3.5.2.2). Hierbei wurden aus den bovinen PBMC
lediglich die bovinen T-Lymphozyten isoliert und die iibrigen Zellfraktionen, zu denen
unter anderem die bovinen Vorlauferzellen gehorten, fiir die Transplantation verwen-
det. Den Méusen der Versuchsgruppe A wurden hingegen mittels positiver Separation
gewonnene, reine bovine Vorlduferzellen transplantiert (siehe Kapitel 3.5.2.1). Somit
bestand der grundlegende Unterschied zwischen den Mé&usen der Versuchsgruppe A
und den entsprechenden Untergruppen der Versuchsgruppe B, neugeb. NSB und adult
NSB, in der zelluliren Zusammensetzung des injizierten Materials. Insbesondere die
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Injektion moglicherweise verbliebener T-Lymphozyten erschien als Ursache fiir die fest-
gestellten klinischen Auffalligkeiten mehrerer Mause als sehr wahrscheinlich. Bei einzel-
nen Méausen konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Anzeichen einer laut Litera-
tur entwickelten Graft-versus-Host Disease, wie gekriimmter Riicken, verschlechtertes
Allgemeinbefinden und Splenomegalie, festgestellt werden (PFLUMIO et al. 1993; HO-
ZUMI et al. 1994; HOLSCHER et al. 1999; HUANG et al. 2018)(siehe Kapitel 4.3.2.1).
Es existieren bereits zahlreiche Modelle der GvVHD in humanisierten Mausen, welche
vornehmlich auf der Injektion humaner Leukozyten oder PBMC basieren (PFLUMIO
et al. 1993; HOZUMI et al. 1994; SHLOMCHIK 2007; KING et al. 2008; KING et al.
2009; ZHANG et al. 2009; NORELLI et al. 2016; HUANG et al. 2018). Da den M&usen
der Versuchsgruppe B in den eigenen Untersuchungen ebenfalls bovine PBMC (hier
ohne bovine T-Lymphozyten) injiziert wurden, kann angenommen werden, dass diese
vermutlich teilweise eine GVHD entwickelten.

Bei den Mausen der Versuchsgruppe B, insbesondere bei den neugeboren transplantier-
ten Tieren, wurden im Blut vereinzelt sehr hohe Werte boviner CD45-positiver Zellen
festgestellt (siehe Kapitel 4.3.2.3). Uber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet la-
gen diese fiir die Méuse der Untergruppe neugeb. pB am hochsten. Die niedrigsten
Werte wiesen die Tiere auf, welche adult Zellen aus Nabelschnurblut erhielten (adult
NSB).

Orientierend an einem der bereits angefiihrten Schwellenwerte CD45-positiver Zellen
fiir humanisierte Mause von 10 % (MISHARIN et al. 2012), wurde dieser Wert bei vier
der zwolf Versuchstiere, welche neugeboren oder adult Zellen aus bovinem Nabelschnur-
blut erhalten hatten, {iberschritten. Fiir die Untergruppe neugeb. pB galt dies sogar
fiir fast die Hélfte der Tiere (drei von sieben). Ausgehend von dem sehr viel niedrigeren
Schwellenwert aus der Literatur zu bovinen Mausmodellen von 2 % (HAAS et al. 2001),
wiirde man ein sehr viel deutlicheres Ergebnis erhalten. Bei zehn von zwolf Tieren der
Untergruppen neugeb. NSB und adult NSB sowie bei allen Tieren (sieben von sieben)
der Gruppe neugeb. pB konnte unter dieser Voraussetzung von einem erfolgreichen En-
graftment ausgegangen werden.

Insofern konnte hinsichtlich der Anzahl boviner CD45-positiver Zellen im peripheren
Blut fiir die gesamte Versuchsgruppe B ein erfolgreicheres Engraftment als fiir die
Versuchsgruppe A angenommen werden. Zu beriicksichtigen sind beziiglich dieser An-
nahme jedoch erneut die stark voneinander abweichenden Gruppengréfien der Versuchs-
sowie der Untergruppen.

Die am Versuchsende durchgefiithrten Analysen ergaben vor allem fiir die M#use der
Untergruppe neugeb. pB im Herzblut nochmals héhere Werte boviner CD45-positiver
Zellen als im Laufe des Versuches im peripheren Blut (siche Abbildung 23 auf Seite 77).
Es handelte sich um die Untergruppe der Versuchsgruppe B, bei der die beste Uber-
lebensrate sowie mit die hochsten Werte boviner CD45-positiver Zellen im peripheren
Blut festgestellt wurden (siche Abbildung 25 auf Seite 80 und Abbildung 19 auf Seite
72).

Sowohl bei den Méusen der Versuchsgruppe A als auch bei den M&usen der anderen
Untergruppen der Versuchsgruppe B (neugeb. NSB und adult NSB) konnte dies nicht
festgestellt werden. Zum Versuchsende konnten bei diesen Tieren im Blut anndhernd
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gleich grofie oder sogar geringere Anteile boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen
werden als im Laufe des Versuches. Der Unterschied zwischen den genannten Versuchs-
gruppen lag in der Herkunft der transplantierten Zellen. Diese stammten zum einen aus
bovinem peripherem Blut (neugeb. pB) und zum anderen aus bovinem Nabelschnur-
blut (VG A; neugeb. NSB; adult NSB). Ein Zusammenhang zu den erhéhten Anteilen
boviner CD45-positiver Zellen der Untergruppe neugeb. pB am Versuchsende kann mit
den vorliegenden Ergebnissen nicht sicher angenommen werden.

Das in der Versuchsgruppe A festgestellte Ergebnis, dass zum Versuchsende in der
Milz teilweise deutlich mehr bovine CD45-positive Zellen nachgewiesen wurden als im
Blut, galt teilweise auch fiir die Versuchsgruppe B. Insbesondere war dies bei den neu-
geboren transplantierten Mausen nachzuweisen (neugeb. NSB und neugeb. pB; siehe
Abbildung 23 auf Seite 77). Ein Zusammenhang zwischen dieser Feststellung sowie dem
notwendigen vorzeitigen Versuchsende einzelner Tiere der Untergruppe neugeb. NSB
konnte nicht hergestellt werden. Dies widersprach allerdings den Ergebnissen von WA-
TANABE et al. (2007), obwohl bei drei Tieren aus der Versuchsgruppe B im Milzgewe-
be vergleichbare hohe Prozentsétze an CD45-positiven Zellen (um die 80 %) gemessen
wurden. Hierbei handelte es sich ausschlieSlich um Tiere, bei denen wahrend des Versu-
ches auch im peripheren Blut hohe Werte boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen
werden konnten. Klinische Auffélligkeiten wurden bei diesen Méausen trotz hoher Leu-
kozytenzahlen nicht festgestellt.

Auch die fiir die Versuchsgruppe B generierten Ergebnisse in Bezug auf den Anteil
boviner CD45-positiver Zellen im Milzgewebe lassen darauf schlieflen, dass von einem
erfolgreichen Engraftment der transplantierten bovinen Zellen sowie von einer Auswan-
derung dieser in die sekundéiren lymphatischen Organe ausgegangen werden kann.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Analyse von Blut und
Milzgewebe wurden im Knochenmarksgewebe am Versuchsende bis auf Ausnahmen
niedrigere Anteile boviner CD45-positiver Zellen nachgewiesen (siehe Abbildung 23 auf
Seite 77). Dies konnte ebenfalls als Indiz fiir ein erfolgreiches Engraftment der trans-
plantierten bovinen Zellen im Organismus Maus angesehen werden. Zellen des bovinen
Immunsystems kénnten im Knochenmark gebildet werden und ausreifen, um dann iiber
das Blut in die Peripherie (hier Milz) auszuwandern. Somit ldgen im Knochenmark ge-
ringere Zahlen boviner CD45-positiver Zellen vor als in den anderen Geweben. Um
dies zu bestétigen, konnten Knochenmarksanalysen kurz nach Transplantation sowie
aus dem laufenden Versuch hilfreich sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kénnen
hierzu keine Aussagen getroffen werden.

Zusammenfassend konnten auch in der Versuchsgruppe B erfolgreich bovine Zellen
in immundefiziente Méuse transplantiert werden. Die Ergebnisse der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefithrten Analysen sprechen sowohl fiir ein erfolgreiches En-
graftment der transplantierten Vorlduferzellen als auch fiir ein Auswandern daraufhin
gebildeter und ausgereifter Zellen des bovinen Immunsystems bei den Méusen aller Un-
tergruppen. Die besten Ergebnisse wurden fiir die neugeboren transplantierten Tiere
erzielt. Diesen wurden aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB) und aus bovi-
nem peripherem Blut (neugeb. pB) gewonnene Zellen injiziert. In der erstgenannten
Gruppe traten im Laufe des Versuches bei Einzeltieren jedoch so ausgeprégte klinische
Abweichungen auf, dass der Versuch fiir diese frithzeitig beendet werden musste. In der
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Untergruppe neugeb. pB musste hingegen fiir keines der Tiere ein vorzeitiges Versuch-
sende eingeleitet werden.

Bei den adult transplantierten Mausen (adult NSB) wurden im Laufe des Versuches
sehr viel niedrigere Anteile boviner CD45-positiver Zellen im Blut nachgewiesen als bei
den Tieren der bereits aufgefithrten Untergruppen der Versuchsgruppe B. Die geringe
Stichprobengrofle dieser Untergruppe (n = 2) liefl aussagekréftige statistische Verglei-
che zu den anderen beiden Untergruppen jedoch nicht zu.

5.4 Bewertung und Ausblick

Bezogen auf die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
kann zuné&chst fiir die Resultate der primér notwendigen Gewinnungs- und Separations-
arbeiten ergebnisorientiert ein positives Fazit gezogen werden. Aus den zur Verfiigung
stehenden Proben bovinen Nabelschnurblutes und bovinen peripheren Blutes konn-
ten mittels Dichtegradientenzentrifugation bovine PBMC gewonnen werden. Hierbei
erwies sich nach umfangreicher Austestung die Verwendung sogenannter SepMate™ -
Tubes zusammen mit einem Dichtemedium mit einer Dichte von 1,077 g/ml fiir die
bovinen Proben als am besten geeignet. Aus den bovinen Nabelschnurblutproben wur-
den in der Folge signifikant mehr PBMC gewonnen als aus dem bovinen peripheren
Blut (Abbildung 1 auf Seite 46).

Anschlieflend konnten aus den gewonnenen bovinen PBMC mittels entweder positiver
oder negativer Zellseparation die bovinen hamatopoetischen Vorlauferzellen isoliert be-
ziehungsweise angereichert werden. Fiir beide Methoden standen bovine Antikorper
zur Verfiigung. Die isolierten Vorldauferzellen wurden immundefizienten NSG Méusen
transplantiert, um in deren Organismus die Entwicklung boviner Immunzellen zu er-
moglichen.

Dies ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelungen. Zellen mit bovinen Oberfléich-
enmarkern konnten iiber einen lingeren Zeitraum hinweg im peripheren Blut der Ver-
suchstiere nachgewiesen werden (siehe Abbildung 9 auf Seite 60 und Abbildung 19 auf
Seite 72).

Bezogen auf die in der Vergangenheit bereits durchgefiihrten Versuche zu bovinen Maus-
modellen (siche Kapitel 2.4) stellten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorge-
nommenen Untersuchungen eine vollig neue Herangehensweise dar. Die Unterschiede
bestanden zum einen in dem hier genutzten, hochgradig immundefizienten NSG Maus-
stamm und zum anderen in dem fiir die Transplantation erstmals verwendeten bovinen
Material, bovinen Vorlauferzellen. Bisher wurden fiir die Entwicklung boviner Maus-
modelle entweder bovine Leukozyten (STIRTZINGER et al. 1990; GREENWOOD und
CROY 1993; GREENWOOD et al. 1997; HOLSCHER et al. 1999) oder bovines fetales
Gewebe eingesetzt (BOERMANS et al. 1992; DENNY et al. 1996; SMITH et al. 1999;
HAAS et al. 2001; GATTO et al. 2006; ALVAREZ et al. 2009).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse in Bezug auf die Entwick-
lung eines bovinen Mausmodells sind vielversprechend, miissen aber im Hinblick auf
die angestrebte weiterfithrende Verwendung der transplantierten Versuchstiere noch
optimiert werden. Inshesondere die Reproduzierbarkeit verldsslicher Ergebnisse sowie
ausstehende Funktionalitatspriifungen im Organismus Maus sollten hierbei im Fokus
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stehen. Einen Beitrag konnten hier neu entwickelte bovine Antikorper zur Isolation bo-
viner Vorlauferzellen sowie grundlegend weiterentwickelte Isolationsmethoden einzelner
boviner Zellpopulationen, z.B. mittels Durchflusszytometrie, leisten. Auch die Verwen-
dung sonstigen bovinen Ursprungsmaterials, wie beispielsweise Vorlduferzellen aus dem
bovinen Knochenmark, kénnte in Frage kommen. Fiir einen aussagekraftigen Vergleich
der hier durchgefiihrten Transplantationswege miisste zudem die Stichprobengréfie in-
nerhalb der einzelnen Versuchs- und Untergruppen erhéht werden. Die Vorgehensweise
sollte generell vereinheitlicht werden.

Inhalt moglicher weiterfiihrender Untersuchungen koénnte unter Verwendung spezifi-
scher boviner Krankheitserreger (z.B. des bovinen Leukosevirus) die Entwicklung spe-
zieller boviner Krankheitsmodelle im Organismus Maus sein.

Wie bereits einleitend angedeutet, kann das vorliegend etablierte bovine Mausmodell
ein wertvolles Werkzeug fiir neue Entwicklungen sowie préklinische und Grundlagenfor-
schung im Bereich der Rindermedizin und spezifischer Infektionskrankheiten der Rinder
darstellen. Dies kann besonders im Hinblick auf die aktuell global stattfindende Veran-
derung der Uberlebens- und Vermehrungsbedingungen einzelner Infektionserreger und
der damit in Zusammenhang stehenden Vektoren von grofler Bedeutung sein.
Angesichts des breiten Einsatzes humanisierter Mausmodelle (AKKINA 2013; BREHM
et al. 2014; GASKA und PLOSS 2015; MARSDEN und ZACK 2015; RODEWOHL et
al. 2017; LAI und CHEN 2018) konnten auch bovine Mausmodelle auf vielfaltige Art
und Weise eingesetzt werden und der Gewinnung zahlreicher neuer Erkenntnisse im
veterindrmedizinischen Bereich dienen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten
hierfiir erste vielversprechende Ergebnisse generiert werden.
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Einleitung: Humanisierte Mausmodelle werden in der humanmedizinischen Forschung
bereits vielseitig eingesetzt und haben zu zahlreichen wissenschaftlichen Erkenntnissen
im Zusammenhang mit zum Beispiel humanen Vorlauferzellen oder in Bezug auf huma-
ne Infektionskrankheiten beigetragen. Orientierung fiir die vorliegende Arbeit bot eine
der zahlreichen Methoden zur Humanisierung von Méausen, bei der immundefizienten
Méusen hiamatopoetische Vorlauferzellen transplantiert werden.

Ziele der Untersuchungen: Das etablierte Modell der humanisierten Maus sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auf die Spezies Rind iibertragen werden, um soge-
nannte bovinisierte M&use zu entwickeln und somit die Grundlage fiir ein vielverspre-
chendes Modell des Immunsystems des Rindes zu schaffen. Es sollten zweckméfige
Transplantationsmethoden etabliert werden, die zu einer nachweisbaren Bovinisierung
immundefizienter Mause fithren.

Tiere, Material und Methoden: Aus bovinem Nabelschnurblut (NSB) und bovinem
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peripheren Blut (pB) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation die jeweiligen mo-
nonukledren Zellen gewonnen (bCBMC (bovine cord blood mononuclear cells) aus
NSB; bPBMC (bovine peripheral blood mononuclear cells) aus pB). Hierfiir wurde
methodisch die Durchfiihrung unter Anwendung eines Mediums mit einer Dichte von
1,077 g/ml etabliert. Zur Isolierung boviner hamatopoetischer Vorlauferzellen aus den
genannten Zellfraktionen kamen verschiedene magnetische Separationsmethoden zum
Einsatz. Mittels positiver Separation wurden aus den bCBMC zum einen CD34-positive
(CD34+) und zum anderen c-kit-positive (c-kit+) Zellen isoliert, welche jeweils neu-
geborenen NSG™ MéAusen (NOD.Cg-Prkdcsl12rg™Wil) transplantiert wurden (Ver-
suchsgruppe A: CD3/+: n = 1 und c-kit+: n = 4). Dariiber hinaus wurden mittels
negativer Separation die T-Lymphozyten aus den bCBMC und bPBMC depletiert um
die Stammzell-enthaltenden Fraktionen (SeF) zu gewinnen. Zur Depletion boviner T-
Lymphozyten kamen zeitgleich drei Antikérper gegen bovine Oberflachenmarker dieses
Zelltyps zum Einsatz: WC1, CD4 und CDS8. Die isolierten SeF wurden in der Ver-
suchsgruppe B ebenfalls NSG™ Miusen transplantiert, jedoch, im Unterschied zur Ver-
suchsgruppe A, neugeboren und auch adult (Versuchsgruppe B: neugeb. NSB: n = 10;
neugeb. pB: n = T; adult NSB: n = 2). Beide Versuchsgruppen bestanden aus mehreren
unterschiedlich groflen Untergruppen, welches auf die Grofle der jeweils selektierten Zell-
populationen zuriickzufiihren war. Transplantationsverlauf und —erfolg innerhalb der
Versuchsgruppen wurden mittels klinischem Scoring und Gewichtsbestimmung, wie-
derholter Blutbildanalyse sowie mittels durchflusszytometrischer Analysen des Blutes
im laufenden Versuch und Analysen von Blut und Organsuspensionen aus Milz und
Knochenmark zum Zeitpunkt des Versuchsendes untersucht. Fiir die durchflusszytome-
trischen Analysen des peripheren Blutes der Mause kamen verschiedene bovine Antikor-
per zum Einsatz, wobei dem Pan-Leukozytenmarker anti-CD45 die grofite Bedeutung
zukam. Durch den Einsatz muriner und boviner anti-CD45-Antikorer gelang die Unter-
scheidung zwischen origindren murinen Leukozyten und den nach der Transplantation
im Organismus der Maus sich etablierten bovinen Leukozyten. Statistische Analysen
zwischen den Untergruppen waren aufgrund der unterschiedlichen Gruppengrofien nur
eingeschriankt moglich. Es wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalvertei-
lung untersucht. Je nach Anzahl der zu vergleichenden Grundgesamtheiten wurden
die Daten anschlieend entweder mittels t-Test fiir unabhéngige Stichproben bezie-
hungsweise mittels Mann-Whitney-U-Test (n = 2) oder mittels nicht parametrischer,
einfaktorieller Varianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test, wenn n > 3) ausgewertet. Das Si-
gnifikanzniveau wurde jeweils auf p = 0,05 festgesetzt.

Ergebnisse: Bei den Tieren der Untergruppe neugeb. pB der Versuchsgruppe B wur-
den nach der Transplantation wihrend des Versuchszeitraumes von 18 Wochen keine
klinischen Auffilligkeiten festgestellt. Das gleiche galt fiir die Tiere beider Untergrup-
pen der Versuchsgruppe A. Aus den anderen beiden Untergruppen der Versuchsgruppe
B, neugeb. NSB und adult NSB, mussten hingegen aufgrund des eingetretenen starken
Gewichtsverlustes und der Verschlechterung des klinischen Zustandes Tiere vorzeitig ge-
totet werden. In der Untergruppe neugeb. NSB der Versuchsgruppe B handelte es sich
um 3 von 10 Tieren (30 %), in der Untergruppe adult NSB um 1 von 2 Tieren (50 %).
In allen Versuchsgruppen konnten im Laufe des Experimentes im peripheren Blut der
Méause durchflusszytometrisch bovine CD45-positive Zellen nachgewiesen werden. Im
Falle der Versuchsgruppe A wurden wiahrend des gesamten Versuches im peripheren
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Blut der Tiere der Untergruppe c-kit+ im Mittel hohere Anteile boviner CD45-positiver
Zellen an der Gesamtleukozytenzahl nachgewiesen als im Blut der Tiere der Unter-
gruppe CD34+ (c-kit+: 11,5 %; CD34+: 0,733 %). Im Vergleich zu den genannten
Ergebnissen der Versuchsgruppe A wurde bei den neugeboren transplantierten Tieren
der Versuchsgruppe B durchschnittlich eine groflere Zahl boviner CD45-positiver Zellen
im peripheren Blut nachgewiesen (neugeb. NSB: 13,5 % und neugeb. pB: 16,0 %). Es
konnte kein signifikanter Unterschied zur Untergruppe c-kit+ der Versuchsgruppe A
festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test). Im peripheren Blut der adult transplantier-
ten Méause der Versuchsgruppe B wurden wihrend des Versuchszeitraumes im Mittel
2,89 % bovine CD45-positive Zellen nachgewiesen.

Schlussfolgerungen: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, ein Modell
bovinisierter Mause zu entwickeln. Unter Beriicksichtigung der klinischen Parameter
erwies sich die Transplantation von T-Zell-depletierten mononukleéren Zellen aus bovi-
nem peripherem Blut in neugeborene NSG™ Miuse als am vielversprechendsten, auch
wenn aufgrund der begrenzten Tierzahlen statistische Analysen nur eingeschriankt aus-
wertbar waren. Daran ankniipfend konnen die dargelegten Untersuchungen fortgesetzt
und bovinisierte Mausmodelle ausgewéhlter Infektionserreger des Rindes etabliert wer-
den. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen bilden
eine Grundlage, um weitere Anwendungen zur Immunologie in der Rindermedizin zu
etablieren.



KAPITEL {

Summary

Anne Kiihlmann
Studys of the establishment of a bovinized NSG™ mice-model

Institute of Virology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig
Submitted in April 2021.

101 pages, 25 figures, 11 tables, 174 references, appendix (including 7 figures, 5 tables)
keywords: bovine, NSG™ CD34+, c-kit+, flow cytometry, boCD45+

Introduction: Humanized mouse models are already well established in human biome-
dical research and have led to various scientific innovations for example in connection
with human progenitor cells or human infectious diseases. The present work is based
on one of the numerous methods for the humanization of mice, particularly the trans-
plantation of hematopoietic progenitor cells into immunodeficient mice.

Objectives: The aim of the present work was to transfer the well established humanized
mice model to the bovine species in order to develop so called bovinized mice and thus
to create groundwork for a promising model of the bovine immune system in general.
Appropriate transplantation methods should be established which lead to a detectable
bovinization of immunodeficient mice.

Animals, material and methods: Bovine mononuclear cells out of bovine cord blood
(CB) and bovine peripheral blood (pB) were obtained by density gradient centrifu-
gation (hbCBMC (bovine cord blood mononuclear cells) from CB; bPBMC (bovine

peripheral blood mononuclear cells) from pB). For this purpose the method using a
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medium with a density of 1,077 g/ml was established. For the isolation of bovine hema-
topoietic progenitor cells from the cell fractions mentioned above, different magnetic
separation methods were used. Using positive separation, CD34-positive (CD34+) and
c-kit-positive (c-kit+) cells were isolated from the bCBMC and each transplanted in-
to newborn NSG™mice (NOD.Cg-Prkdc*I12rg!™Wil; experimental group A: CD34+:
n = 1 and c-kit+: n = 4). In addition, negative separation was used to deplete the
T lymphocytes from the bCBMC and bPBMC to obtain the stem cell-containing frac-
tion (ScF). For the depletion of bovine T lymphocytes three antibodies against bovine
surface markers of this cell type were used simultaneously: WC1, CD4 and CDS. In
experimental group B the isolated ScF were also transplanted into NSG™mice, but,
in contrast to experimental group A, newborn and also adult (experimental group B:
newborn CB: n = 10; newborn pB: n = 7; adult CB: n = 2). Both experimental groups
consisted of several subgroups of different sizes, which was due to the size of the cell
populations selected in each case. Transplantation progression and success within the
experimental groups were assessed by clinical scoring including weight determination,
repeated blood count analysis and flow cytometric analyses of blood during the trial
and analyses of blood and organ suspensions from spleen and bone marrow at the end
of the trial. For the flow cytometric analyses of the peripheral blood of the mice, diffe-
rent bovine antibodies were used, with the pan-leukocyte marker anti-CD45 being the
most significant. By using murine and bovine anti-CD45 antibodies, it was possible to
distinguish between original murine leukocytes and the engrafted bovine leukocytes in
the mouse organism after transplantation. Statistical analyses between subgroups were
limited due to differences in group size. A Kolmogorov-Smirnov-test was carried out
for validation of a normal distribution. Depending on the number of populations to be
compared, the data were then tested either by means of t-test for independent samples
or by Mann-Whitney-U-test (n = 2) or, if n > 3, by non-parametric one-way analysis of
variance (Kruskal-Wallis-test). The significance level was set at p = 0,05 in each case.

Results: No clinical deviations were observed in the animals of the subgroup newborn
pB of experimental group B after transplantation during the experimental period of 18
weeks. The same was true for the animals of both subgroups of experimental group A.
In contrast, animals of the other two subgroups of experimental group B, newborn CB
and adult CB, had to be sacrificed before the intended end of the experiments owing
to severe loss of weight and a decline of the clinical condition (humane endpoints).
In subgroup newborn CB this referred to 3 out of 10 mice (30 %), in subgroup adult
CB to 1 out of 2 mice (50 %). In the peripheral blood of mice from all experimental
groups bovine CD45-positive cells were detected. In the case of experimental group A
throughout the experiment averagely higher proportions of bovine CD45-positive cells
in the total leukocyte count were detected in the peripheral blood of animals of the
c-kit+ subgroup than in the peripheral blood of animals of the CD3/+ subgroup (c-
kit+: 11,5 %; CD34+: 0,733 %). In comparison to the stated results of experimental
group A, a greater average number of bovine CD45-positive cells were detected in the
peripheral blood of the newborn transplanted animals of experimental group B (new-
born CB: 13,5 % und newborn pB: 16,0 %). No significant difference to the results of
subgroup c-kit+ of experimental group A could be determined (Kruskal-Wallis-test).
In the peripheral blood of adult transplanted mice of experimental group B, during
the experimental period an average number of 2,89 % bovine CD45-positive cells was
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detected.

Conclusions: In the present work a model of bovinized mice successfully could be ge-
nerated. Considering the clinical parameters, the transplantation of T cell-depleted
bovine peripheral blood mononuclear cells into newborn NSG™ mice proved to be most
promising, although statistical analyses were restricted due to limited animal numbers.
Following on from this, the studies presented can be continued and bovinized mouse
models of selected infectious agents of cattle can be established. The investigations
carried out within the scope of the present work form a basis for establishing further
applications for immunology in bovine medicine.
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A.0.1 Tatowierschema

Abb. 26: Tdtowierschema der verwendeten Versuchstiere. Um die eindeutige Zuordnung ins-
besonderer neugeborener Mause zu gewihrleisten, wurden diesen geméifl dargestelltem Schema
die Pfoteninnenflichen markiert (siehe Kapitel 3.6.3).
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A.0.2 Mittels T-Zell-Depletion isolierte Zellfraktionen

Tab. 12: Zusammenfassung der Hohe der aus den bovinen Proben mittels T-Zell-Depletion
isolierten Stammzell-enthaltenden Fraktionen (SeFs) sowie der Anzahl der daraus rechnerisch
resultierenden T-Lymphozyten (Probennummern 1 bis 8: bovines Nabelschnurblut; Probe Num-

mer 9: bovines peripheres Blut); siche Kapitel 4.2.2

Probe | Zellzahl der Zellzahl der
isolierten SeF, depletierten
vital T-Lymphozyten,

rechnerisch

1 5,94 x 106 1,38 x 107

2 1,06 x 107 1,06 x 107

3 9,0 x 10° 1,44 x 107

4 1,48 x 107 1,28 x 107

D 9,8 x 10° 2,31 x 107

6 5,6 x 10° 9,50 x 10°

7 3,74 x 10° 1,66 x 107

8 5,0 x 10° 3,21 x 107

9 3,36 x 107 9,99 x 107
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A.0.3 Versuchsgruppe A - Blutbild
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Abb. 27: Entwicklung der Anzahl der Lymphozyten im peripheren Blut der Miuse der Ver-
suchsgruppe A wihrend des Versuchszeitraumes. Eine Maus wurde neugeboren mit bovinen
CD34-positiven Zellen transplantiert (CD344). Vier Mausen wurden neugeboren bovine c-kit-
positive Zellen transplantiert (c-kit+). Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Abstand.
Die Anzahl der Lymphozyten wurde mittels Analysegerit (scil Vet abc) bestimmt. Die Zahl der
Lymphozyten der mit c-kit-positiven Zellen transplantierten Mause entwickelte sich vor allem
zu Beginn des Versuches konstant. In Richtung Versuchsende wurde eine starke Zunahme der
Werte festgestellt. Bei der mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus stieg die
Zahl der Lymphozyten zu Beginn des Versuches an und nahm am Versuchsende geringfiigig ab.
Mittelwert + SEM. Statistisch nicht auswertbar. n = 1 (CD344); n = 4 (c-kit+); vegl. Kapi-
tel 4.3.1.2.
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Abb. 28: Entwicklung der Anzahl der Monozyten im peripheren Blut der M#use der Ver-
suchsgruppe A wihrend des Versuchszeitraumes. Eine Maus wurde neugeboren mit bovinen
CD34-positiven Zellen transplantiert (CD344-). Vier M#ausen wurden neugeboren bovine c-kit-
positive Zellen transplantiert (c-kit+). Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Abstand.
Die Anzahl der Monozyten wurde mittels Analysegerit (scil Vet abc) bestimmt. Die Zahl der
Monozyten der mit c-kit-positiven Zellen transplantierten Mause entwickelte sich vor allem
zu Beginn des Versuches konstant. In Richtung Versuchsende wurde eine starke Zunahme der
Werte festgestellt. Bei der mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus stieg die
Zahl der Monozyten zu Beginn des Versuches an und nahm am Versuchsende geringfiigig ab.
Mittelwert £ SEM. Statistisch nicht auswertbar. n = 1 (CD344); n = 4 (c-kit+); vgl. Kapi-
tel 4.3.1.2.
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Abb. 29: Entwicklung der Anzahl der Granulozyten im peripheren Blut der M#use der Ver-
suchsgruppe A wihrend des Versuchszeitraumes. Eine Maus wurde neugeboren mit bovinen
CD34-positiven Zellen transplantiert (CD344). Vier M#usen wurden neugeboren bovine c-kit-
positive Zellen transplantiert (c-kit+). Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Abstand.
Die Anzahl der Granulozyten wurde mittels Analysegerét (scil Vet abc) bestimmt. Die Zahl der
Granulozyten der mit c-kit-positiven Zellen transplantierten M#use entwickelte sich vor allem
zu Beginn des Versuches konstant. In Richtung Versuchsende wurde eine starke Zunahme der
Werte festgestellt. Bei der mit bovinen CD34-positiven Zellen transplantierten Maus stieg die
Zahl der Granulozyten zu Beginn des Versuches an und nahm am Versuchsende geringfiigig ab.
Mittelwert £ SEM. Statistisch nicht auswertbar. n = 1 (CD344); n = 4 (c-kit+); vgl. Kapi-
tel 4.3.1.2.
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Tab. 13: Ubersicht iiber die Hohe der im Blut der Miuse der Versuchsgruppe A bestimmten
erythrozytiren Werte im Versuchszeitraum; n = 1 (CD34+); n = 4 (c-kit+); Analysegeriit: scil
Vet abc; siehe Kapitel 3.7 und 4.3.1.2

Le- RBC | HGB | HCT | PLT MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV

bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/d] | [%] | [10°/- | [pm?] | [pg] | [g/ dl] | [%] [11m”]
chen] || mm?] mm?®]
1 8 6,85 13,3 | 37,9 | 1290 | 55 19,4 | 35,1 14,2 | 5,5

(CD- | 10 7,49 | 146 | 41,8 | 892 o6 19,5 | 35,0 13,7 | 5,8
34+)

12 7,37 | 13,4 | 40,2 | 591 95 18,1 | 33,2 14,0 | 6,0

17 8,86 | 15,8 | 47,9 | 790 o4 17,9 | 33,0 14,0 |59

2 8 715 | 13,5 | 40,0 | 676 |56 | 189 [338 |135 |55
(c- 10 746 | 14,1 413 [888 |55 180 | 341 | 140 |54
kit+)

12 7,35 | 13,5 | 40,4 | 1025 | 55 18,4 | 33,5 142 |54

14 8,14 | 14,3 | 44,5 | 680 95 17,6 | 32,1 13,7 |58

16 11,73 | 20,7 | 65,9 | 538 o6 17,7 | 31,5 14,3 | 6,6

3 8 7,88 14,5 | 42,9 | 867 54 184 | 33,8 135 | 54
(c- 10 8,25 14,7 | 44,9 | 1120 | 54 17,8 | 32,8 13,9 |53
kit+)

12 6,61 | 12,4 | 351 | 1273 | 33 18,8 | 35,4 14,0 |54

14 7,8 13,5 | 41,6 | 1143 | 53 17,4 | 32,6 14,0 | 5,3

16 11,63 | 20,1 | 64,0 | 371 95 17,3 | 31,5 14,5 | 7,0

4 8 8,02 | 14,4 | 43,5 | 900 54 18,0 | 33,1 13,6 |53
(c- 10 7,35 | 13,9 | 39,8 | 538 54 19,0 | 35,0 13,9 |59
kit+)

12 6,92 | 124 | 37,4 | 765 o4 18,0 | 33,2 14,1 |54

14 7,9 14,5 | 43,0 | 684 %) 18,4 | 33,7 14,5 | 5,3

16 7,33 | 13,5 | 40,0 | 683 95 18,4 | 33,8 14,3 | 5,5

18 7,34 | 13,5 | 40,5 | 663 95 18,4 | 33,4 14,5 | 5,6

5 8 767 | 141 [422 [1059 |55 | 184 |334 | 138 |56
(c- 10 701 | 135 [383 [668 |55 |192 |352 |14,1 |60
kit+)

12 6,71 | 12,4 | 36,0 | 531 o4 18,4 | 34,3 14,1 | 5,7

14 8,34 | 14,8 | 44,5 | 1022 | 53 17,7 | 33,2 136 | 5,2




121

A.0.4
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Abb. 30: Entwicklung der Anzahl der Lymphozyten im peripheren Blut der Miuse der Ver-
suchsgruppe B wihrend des Versuchszeitraumes. Den Mausen wurden neugeboren bzw. adult
die mittels negativer Selektion von der T-Zell-Fraktion befreiten Stammzell-enthaltenden Zell-
fraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) bzw. bovinem peripherem
Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiwtchigem Abstand. Die
Anzahl der Lymphozyten wurde mittels Analysegeriit (scil Vet abc) bestimmt. Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen sind mit ** gekennzeichnet. Mittelwert + SEM; Auswertung
mittels Mann-Whitney-Test, ** p < 0,01; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht
statistisch auswertbar. n = 8-10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult NSB); vgl.

Kapitel 4.3.2.2.



122 A Anhang

- (|

* neugeb. NSB © neugeb. pB  # adult NSE

A4

Anzahl der Monozyten
[1023/mm*3]
=

0.0

8 10 12 14 16 18
Lebensalter [Wochen]

Abb. 31: Entwicklung der Anzahl der Monozyten im peripheren Blut der Miuse der Versuchs-
gruppe B wihrend des Versuchszeitraumes. Den M&usen wurden neugeboren bzw. adult die
mittels negativer Selektion von der T-Zell-Fraktion befreiten Stammzell-enthaltenden Zellfrak-
tionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) bzw. bovinem peripherem Blut
(neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiwdchigem Abstand. Die Anzahl
der Monozyten wurde mittels Analysegerit (scil Vet abc) bestimmt. Die Werte der neugeboren
transplantierten Méuse (neugeb. NSB; neugeb. pB) wiesen wihrend des gesamten Versuches
keine signifikanten Unterschiede auf. Mittelwert £ SEM; Auswertung mittels Mann-Whitney-
Test; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht statistisch auswertbar. n = 8-10 (neugeb.
NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult NSB); vgl. Kapitel 4.3.2.2.
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Abb. 32: Entwicklung der Anzahl der Granulozyten im peripheren Blut der M#use der Ver-
suchsgruppe B wihrend des Versuchszeitraumes. Den Mausen wurden neugeboren bzw. adult
die mittels negativer Selektion von der T-Zell-Fraktion befreiten Stammzell-enthaltenden Zell-
fraktionen aus bovinem Nabelschnurblut (neugeb. NSB; adult NSB) bzw. bovinem peripherem
Blut (neugeb. pB) transplantiert. Die Blutentnahme erfolgte in zweiwtchigem Abstand. Die
Anzahl der Granulozyten wurde mittels Analysegerit (scil Vet abc) bestimmt. Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen sind mit * gekennzeichnet. Mittelwert + SEM; Auswertung
mittels Mann-Whitney-Test, * p < 0,05; neugeb. NSB gegen neugeb. pB; adult NSB nicht sta-
tistisch auswertbar. n = 8-10 (neugeb. NSB); n = 7 (neugeb. pB); n = 1-2 (adult NSB); vgl.
Kapitel 4.3.2.2.
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Tab. 14: Ubersicht iiber die Hohe der im Blut der Miuse der Versuchsgruppe B bestimmten
erythrozytédren Werte im Versuchszeitraum - Untergruppe neugeb.NSB (n = 10); Analysegerét:
scil Vet abc; siehe Kapitel 3.7 und 4.3.2.2

Le- RBC | HGB | HCT | PLT MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV

bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/d] | [%] | [10°/- | [pm?] | [pg] | [g/ dl] | [%] [11m”]
chen] || mm?] mm?®]
1 10 6,85 13,7 | 36,9 | 866 54 20,0 | 37,2 13,3 | 5,5

14 8,79 | 16,1 | 46,8 | 760 93 18,3 | 34,4 134 |53

16 6,61 | 12,5 | 34,5 | 861 92 19,0 | 36,4 13,1 | 5,1

18 8,76 | 14,7 | 46,2 | 734 53 16,7 | 31,8 139 |54

4 4,32 |91 25,0 | 277 58 21,0 | 364 178 |73

10 6,57 128 373 [884 |57 [195 |344 |14,7 |61

4,75 19,0 26,4 | 197 56 18,9 | 33,9 172 | 7,0

OU | = | & | N

8 782 | 150 43,9 [851 |56 192 |341 |143 |56

10 6,95 | 13,3 | 39,0 | 1053 | 56 19,1 | 34,0 14,1 | 5,3

12 7,02 13,6 | 39,6 | 940 o6 19,3 | 34,3 14,0 | 5,2

1/ 718 | 13,7 | 414 | 1151 |58 19,1 [331 |142 |56

6 8 7,96 | 14,8 | 43,9 | 811 95 18,6 | 33,7 139 |54

10 7,7 14,1 | 42,2 | 1039 | 55 18,3 | 33,3 13,9 |53

12 6,56 | 12,4 | 36,1 | 1115 | 55 18,8 | 34,3 136 | 5,2

14 8,01 | 15,3 | 44,0 | 957 95 19,1 | 34,7 13,8 | 5,3

16 7,42 | 13,8 | 41,2 | 972 o6 18,6 | 33,5 13,8 | 5,5

7 8 758 | 14,3 | 427 | 731 |56 | 189 [336 |137 |56

10 7,79 | 14,1 | 43,1 | 1063 | 55 18,0 | 32,6 13,6 | 5,3

12 7,07 13,3 | 38,7 | 955 95 18,8 | 34,4 13,2 |52

14 9,69 |17,5 | 53,3 | 633 95 18,1 | 32,9 13,7 |54

16 7,13 | 13,3 | 39,6 | 1212 | 55 18,6 | 33,6 14,1 | 5,5

8 8 706 | 133 [392 [622 |55 |188 |339 |142 |56

10 7,5 13,9 | 41,6 | 1046 | 56 18,6 | 33,5 14,2 | 5,2

12 6,85 | 12,8 | 37,3 | 971 o4 18,7 | 34,3 13,8 | 5,3

14 7,54 | 14,0 | 40,9 | 1085 | 54 18,5 | 34,1 14,0 | 5,3

16 7,16 | 13,7 | 39,3 | 942 95 19,1 | 34,8 14,1 | 5,5




125

Fortsetzung der Tabelle 14:

Le- RBC | HGB | HCT | PLT | MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV
bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/dl] | [%] | [10°/- | [um’] | [pg] | [g/dl] | [%] [11m]
chen] | mm’) mm’)
9 8 8,09 14,6 | 44,9 | 671 o6 18,0 | 32,5 14,2 | 5,6
10 7,75 14,2 | 425 | 984 95 18,3 | 33,3 13,8 | 5,3
12 7,32 13,1 | 40,2 | 1057 | 55 18,0 | 32,7 13,7 | 5,2
14 6,8 12,6 | 37,3 | 880 95 18,5 | 33,7 14,0 | 5,3
16 6,92 12,6 | 36,2 | 948 52 18,1 | 34,7 139 | 5,3
18 7,53 13,8 | 40,5 | 953 o4 18,3 | 34,0 14,1 | 5,2
10 8 8,92 16,3 | 49,3 | 840 95 18,3 | 33,1 132 |54
10 7,42 13,3 | 40,0 | 1217 | 54 17,9 | 33,3 13,6 | 5,3
12 7,12 13,2 | 38,5 | 1187 | 54 18,5 | 34,3 144 | 5,3
14 8,18 15,0 | 44,6 | 1499 | 54 18,4 | 33,8 148 | 5,3
16 8,94 16,0 | 49,1 | 864 95 17,9 | 32,6 14,6 | 5,7
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Tab. 15: Ubersicht iiber die Hohe der im Blut der Miuse der Versuchsgruppe B bestimmten
erythrozytéiren Werte im Versuchszeitraum - Untergruppe neugeb.pB (n = 7); Analysegerét:
scil Vet abc; siehe Kapitel 3.7 und 4.3.2.2

Le- RBC | HGB | HCT | PLT MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV

bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/dl] | [%] | [10°/- | [um’] | [pg] | [g/dl] | [%] (]
chen/ || mm?] mm?®]
1 8 7,5 14,4 | 43,0 | 1206 | 58 19,3 | 33,6 13,2 |49

10 7,5 14,0 | 43,1 | 1316 | 57 18,6 | 32,4 135 |49

12 7,5 14,4 | 43,0 | 1331 | 57 19,2 | 33,4 14,0 | 4,7

16 7,08 | 14,8 | 43,0 | 669 o7 19,5 | 34,3 13,9 | 5,8

2 8 8,0 14,8 | 45,1 | 827 56 18,5 | 32,8 124 | 5,6

10 7,2 13,4 | 40,4 | 1328 | 56 18,6 | 33,1 13,3 | 4,8

12 79 | 144 | 437 [1244 |56 | 184 |330 | 136 |48

16 8,84 | 15,6 | 49,5 | 58 o6 17,7 | 31,6 13,7 | 7,1

3 8 7,9 14,2 | 444 | 1283 | 56 18,0 | 31,9 12,9 | 5,1

10 7,8 14,0 | 43,9 | 1362 | 56 18,0 | 32,0 13,5 | 5,0

12 8,2 14,7 | 46,0 | 1445 | 56 17,9 | 31,9 13,8 | 4,8

16 8,01 | 13,8 | 44,1 | 109 %) 17,3 | 31,3 150 | 7,2

4 8 7,1 13,4 | 40,1 | 1505 | 56 18,9 | 33,5 13,2 | 5,0

10 7,4 13,4 | 41,5 | 1471 | 56 18,2 | 32,3 14,0 | 5,6

12 7,4 13,6 | 42,3 | 1603 | 57 18,3 | 32,1 14,7 | 5,1

16 792 | 142 | 455 |71 57 1179 31,1 | 145 |66

5 8 7,6 14,4 | 43,1 | 1070 | 57 18,9 | 33,3 135 |49

10 7,3 13,6 | 42,1 | 1111 | 57 18,5 | 32,3 14,1 | 5,0

12 8,0 14,8 | 46,2 | 936 o8 18,5 | 32,1 14,1 | 5,2

16 741 | 138 | 424 | 141 |57 | 186 |326 |145 |6,7

6 8 7,4 13,8 | 42,5 | 994 o8 18,7 | 32,5 13,1 |49

10 8,6 15,3 | 50,4 | 1176 | 59 18,0 | 30,5 14,1 | 5,0

12 8,2 15,3 | 47,8 | 1191 | 58 18,6 | 31,9 13,6 |49

16 791 | 14,2 | 453 | 109 o7 17,9 | 31,3 13,7 | 6,6
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Fortsetzung der Tabelle 15:

Le- RBC | HGB | HCT | PLT MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV

bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/d1] | [%] [10°/- | [pm®] | [pg] g/ dl] | [%] [pm?]
chen/ || mm?] mm?®]
7 8 7,6 144 | 43,6 | 1060 | 57 18,9 33,1 13,6 5,0

10 7,4 13,9 | 43,0 | 1135 | 58 18,7 | 32,4 13,8 |48

12 7,0 13,1 | 40,7 | 1179 | 58 18,7 | 32,1 13,8 |48

16 782 | 14,1 | 448 | 115 |57 | 180 |314 [133 |65

Tab. 16: Ubersicht iiber die Hohe der im Blut der Miuse der Versuchsgruppe B bestimmten
erythrozytéiren Werte im Versuchszeitraum - Untergruppe adult NSB (n = 2); Analysegerét:
scil Vet abc; siehe Kapitel 3.7 und 4.3.2.2

Le- RBC | HGB | HCT | PLT MCV | MCH | MCHC | RDW | MPV

bens-
alter
[Wo- || [10°/- | [g/dl] | [%] | [10°/- | [pm®] | [pg] | [g/d] | [%] [pm?]
chen] || mm?] mm3]
1 8 7,74 | 14,9 | 42,6 | 660 95 19,2 | 35,0 134 | 6,2

12 488 195 |262 |76 54 1195 |364 |142 |74

14 5,09 |10,9 | 31,4 | 171 62 21,5 | 348 172 |78

18 7,3 14,2 | 41,6 | 880 57 19,5 | 34,1 13,9 | 5,7

2 8 7,6 14,9 | 41,8 | 336 95 19,6 | 35,6 136 | 6,6

12 0,89 |29 4.8 35 93 33,0 | 61,8 126 |75




Danksagung

Ich m6chte mich hiermit ganz herzlich bei allen Personen bedanken, die mich auf dem
Weg bis zu der hier vorliegenden Dissertation begleitet und unterstiitzt haben.
Zuallererst bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. Dr. Thomas Vahlenkamp fiir die
Bereitstellung des spannenden und praxisnahen Themas sowie fiir die geduldige Be-
treuung und Begleitung meiner Arbeit.

Mein herzlicher Dank gilt im Weiteren den Mitarbeitern und Mitarbeiterinnen der Ar-
beitsgruppe Entziindungsmodelle und Immundiagnostik des Fraunhofer-Institutes fiir
Zelltherapie und Immunologie IZ1 in Leipzig. Mein besonderer Dank gilt hier Frau Dr.
Franziska Lange fiir die Moglichkeit, die Arbeiten im Fraunhofer-Institut in Leipzig
durchzufithren und fiir die wertvolle fachliche Unterstiitzung bei der Erstellung der Ar-
beit. Ausdriicklich bedanken méchte ich mich auch bei Frau Dr. Anna Leichsenring.
Mit ihrer fachlichen Expertise und ihrer Geduld hat sie mafligeblich zum vorliegenden
Ergebnis beigetragen. Zudem danke ich ganz herzlich Anja Rodewohl, Dr. Margarethe
Koberle, Viktoria Storbeck, Tamara Shahmary, Dr. Ingo Bécker und Eva Kendzia fiir
die lehrreiche Zusammenarbeit und bereitwillige Unterstiitzung. Als ,,FACS-Experten®
danke ich vielmals Manuela Ackermann und Oliver Pelz-Ackermann fiir die unersetzli-
chen Einblicke in das Gebiet der Durchflusszytometrie.

Fiir die Bereitstellung von Probenmaterial méchte ich Herrn Prof. Dr. Markus Freick,
den Mitarbeitern der Ambulatorischen und Geburtshilflichen Tierklinik in Leipzig und
Frau Dr. Jana Piirzel vom Veterindramt im Schlachtbetrieb Siidost Fleisch GmbH in
Altenburg meinen allerherzlichsten Dank aussprechen. Ohne die unmittelbare Unter-
stiitzung und ohne das Ermoglichen der Probeentnahmen wére die vorliegende Arbeit
nicht realisierbar gewesen.

Zudem danke ich Herrn Dr. Michiharu Sakurai vom National Institute of Agrobiolo-
gical Sciences in Japan fiir die duBerst bereitwillige und unkomplizierte Ubersendung
von Antikorperproben.

Danken mochte ich aulerdem ganz herzlich meinen Arbeitskollegen und Kolleginnen
aus dem Veterindramt im Landkreis Harz fiir Thre fortwiahrende Unterstiitzung bei der
Erstellung der vorliegenden Arbeit. Ausdriicklich danken mochte ich an dieser Stelle
Herrn Dr. Rainer Miethig sowie Frau DVM Christine Sapandowski, ohne deren Ver-
stdndnis und Mithilfe die Fertigstellung deutlich mehr Zeit in Anspruch genommen
hétte.



129

Nicht zuletzt gilt mein tiefer Dank meiner Familie, vor allem meinen Eltern und An-
dreas. Meinem Papa danke ich besonders fiir die notwendigen ,,Denkanstofie” und den
damit verbundenen langen Atem. Ein riesiges Dankeschon geht auch an meine Mama,
die mir nicht nur mit Zuversicht und Optimismus sondern auch mit wertvoller Kritik
und ihrer fachlichen Einschétzung beiseite stand. Andreas danke ich vor allem fiir das
Verstiandnis, den unentbehrlichen emotionalen Beistand sowie fiir die unermiidliche Er-
innerung an den Silberstreif am Horizont. Es war eine lange Reise. Ich danke euch von
ganzem Herzen, dass ihr mich dabei unterstiitzt habt.



	Titel
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	2 Literaturübersicht
	2.1 Immunsystem
	2.2 Besonderheiten des bovinen Immunsystems
	2.3 Humanisierte Mausmodelle
	2.3.1 Humanes Nabelschnurblut
	2.3.2 Marker humaner hämatopoetischer Vorläuferzellen

	2.4 Bovine Mausmodelle
	2.4.1 Transplantation boviner Leukozyten
	2.4.2 Transplantation bovinen Gewebes
	2.4.3 Infektionsversuche mit bovinen Infektionserregern

	2.5 Bovines Nabelschnurblut
	2.6 Marker boviner hämatopoetischer Vorläuferzellen
	2.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

	3 Tiere, Material und Methoden
	3.1 Verbrauchsmaterialien
	3.2 Laborgeräte
	3.3 Software
	3.4 Gewinnung bovinen Materials
	3.4.1 Gewinnung von Nabelschnurblut
	3.4.2 Gewinnung von peripherem Blut

	3.5 Aufarbeiten des bovinen Materials
	3.5.1 Dichtegradientenzentrifugation
	3.5.2 Stammzellisolierung
	3.5.2.1 Positive Separation
	3.5.2.2 T-Zell-Depletion


	3.6 Tierexperimentelle Methoden
	3.6.1 Versuchstiere
	3.6.2 Präkonditionierung durch Bestrahlung
	3.6.3 Markierung der Tiere
	3.6.4 Transplantation und Versuchsgruppen
	3.6.5 Scoring
	3.6.6 Blutentnahme
	3.6.7 Finale Präparation

	3.7 Erfassung des Blutbildes
	3.8 Durchflusszytometrische Analysen
	3.8.1 Erfassung und Auswertung der Daten
	3.8.2 Verwendete Antikörper
	3.8.3 In vivo-Analysen


	4 Ergebnisse
	4.1 Gewinnung boviner mononukleärer Zellen
	4.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

	4.2 Stammzellisolierung
	4.2.1 Positive Separation
	4.2.2 T-Zell-Depletion

	4.3 Transplantationsverlauf
	4.3.1 Versuchsgruppe A - CD34+/ c-kit+
	4.3.1.1 Scoring
	4.3.1.2 Blutbild
	4.3.1.3 Durchflusszytometrische Analysen

	4.3.2 Versuchsgruppe B - T-Zell-Depletion
	4.3.2.1 Scoring
	4.3.2.2 Blutbild
	4.3.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

	4.3.3 Zusammenfassung des Transplantationsverlaufes


	5 Diskussion
	5.1 Gewinnung boviner mononukleärer Zellen
	5.2 Stammzellisolierung
	5.2.1 Positive Separation
	5.2.2 T-Zell-Depletion

	5.3 Transplantationsverlauf
	5.3.1 Versuchsgruppe A – CD34+/ c-kit+
	5.3.2 Versuchsgruppe B – T-Zell-Depletion

	5.4 Bewertung und Ausblick

	6 Zusammenfassung
	7 Summary
	8 Literaturverzeichnis
	A Anhang
	A.0.1 Tätowierschema
	A.0.2 Mittels T-Zell-Depletion isolierte Zellfraktionen
	A.0.3 Versuchsgruppe A - Blutbild
	A.0.4 Versuchsgruppe B - Blutbild

	Danksagung

