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1. Einleitung

Multipotente mesenchymale Stammzellen (MSCs) wurden in den letzten Jahren ausfihrlich
untersucht. Neben ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung weisen sie ein regeneratives Potential
auf und kdnnen in verschiedene Zelltypen mesodermalen und ektodermalen Ursprungs
differenzieren. Diese Eigenschaften machen MSCs zu einer vielversprechenden Zellquelle
und begrinden ihren Einsatz in vielen praklinischen und klinischen Studien. Neben der
Fahigkeit zur Geweberegeneration in vivo sind auch ihr Einsatz bei der Entwicklung von
Krankheitsmodellen und der Wirkstofftestung von Medikamenten von Bedeutung. Grundlage
hierfur stellen die Identifizierung geeigneter Zellquellen und die Charakterisierung der Zellen
in vitro dar. Als besonders geeignet hinsichtlich ihrer Gewebeverfugbarkeit und ihres
Proliferations- und Differenzierungspotentials erweisen sich mesenchymale Stammzellen aus

Fettgewebe.

In verschiedenen Studien wurde das Multilinienpotential dieser Zellen untersucht, wobei neben
der adipogenen, chondrogenen und osteogenen Differenzierung unter anderem auch die
Differenzierung in Kardiomyozyten-ahnliche Zellen bei verschiedenen Spezies beschrieben
wurde, nicht jedoch beim Pferd. Beim Pferd wirde die Untersuchung des kardiomyogenen
Differenzierungspotentials eine wichtige Grundlage fir die Etablierung eines
speziesspezifischen in-vitro-Kardiomyozytenmodells darstellen, um damit die kardiale

Elektrophysiologie des Pferdes besser erforschen zu kénnen.
Die vorliegende Arbeit hatte folgende Ziele:

1. Erstes Ziel war die Charakterisierung und der Vergleich equiner MSCs, die mittels zwei
verschiedener Isolationsverfahren aus unterschiedlichen Fettgewebequellen in vitro

isoliert und kultiviert wurden.

2. Zweites Ziel war die Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials
equiner MSCs aus Fettgewebe in vitro, um damit das Grundlagenwissen fir die

Etablierung eines pferdespezifischen in-vitro-Kardiomyozytenmodells zu erweitern.
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Es wurden die folgenden Hypothesen aufgestelit:

Ad Ziel 1:

1.a.

MSCs konnen aus abdominalem, retrobulbarem und subkutanem Fettgewebe mittels

des Explantatverfahrens und nach Kollagenaseverdau beim Pferd gewonnen werden.

1.b. Das bei der Kultivierung der Zellen verwendete Serumsupplement hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit der Zellen in vitro.

1.c. Die gewonnenen Zellen weisen in vitro typische Charakteristika als MSCs auf und
kénnen dadurch eindeutig als solche identifiziert werden.

1.d. Equine MSCs verhalten sich unabhangig des Isolationsverfahrens hinsichtlich ihrer in-
vitro-Charakteristika gleichermalen.

1.e. Demgegeniiber unterscheiden sich equine MSCs in Abhangigkeit von ihrer
Gewebequelle hinsichtlich ihrer in-vitro-Charakteristika.

Ad Ziel 2:

2.a. Equine MSCs konnen mithilfe verschiedener Isolationsprotokolle in vitro in
Kardiomyozyten-ahnliche Zellen differenziert werden.

2.b. Die kardiomyogen induzierten equinen MSCs weisen typische morphologische und

molekularbiologische Charakteristika nativer Kardiomyozyten auf und stellen somit
eine Grundlage fur die Etablierung eines in-vitro-Kardiomyozytenmodells beim Pferd

dar.
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2.1. Multipotente mesenchymale Stammazellen
2.1.1. Definition und Einteilung von Stammzellen

Adulte multipotente mesenchymale Stammzellen, auch als mesenchymale Stromazellen
(engl. mesenchymal stromal/stem cells, MSCs) bezeichnet, residieren als undifferenzierte
Kdrperzellen in Bindegeweben, die eine perivaskuladre Nische aufweisen (Shi und Gronthos
2003; Fuchs et al. 2004; Meirelles et al. 2006), und kdnnen Uber symmetrische Zellteilung
sowohl zu gewebespezifischen Tochterzellen ausdifferenzieren als auch wiederum neue
Stammzellen durch asymmetrische Teilung hervorbringen (Morrison et al. 1997; Baksh et al.
2004; Morrison und Kimble 2006). Urspringlich wurde mit dem Begriff ,undifferenzierte
Stammzelle“ eine Zelle bezeichnet, die neben dem Potential, sich selbst zu erneuern und
verschiedene ausdifferenzierte Korperzellen zu bilden, eine hohe Proliferationsfahigkeit
aufweist (Badura-Lotter 2005). Heute werden Stammzellen allgemein anhand ihrer
Differenzierungskapazitat sowie Herkunft in verschiedene Zelltypen unterteilt, wie in Abb. 1
aufgezeigt ist. Anhand ihres Differenzierungspotentials lassen sich Stammzellen in totipotente,
pluripotente, multipotente und unipotente Zellen einteilen. Nach ihrer Herkunft kénnen
embryonale von somatischen Zellen unterschieden werden. Letztgenannte werden in fetale,
neonatale und adulte Stammzellen untergliedert, zu denen neben hamatopoetischen
Stammzellen (HSCs) auch MSCs gehoéren (Geburek und Stadler 2011; Ntege et al. 2020).

Einteilung von
Stammzellen

Herkunft

embryonale .
somatische
Sta(rgsmé:;len Stammzellen

— pluripotent fetale Stammzellen S?aergrr:]aztgllgn adulte Stammzellen

T .. " mesenchymale
epitheliale neuronale hamatopoetische
Stammzellen Stammzellen Stammzellen Stezll'\nﬂgézl)len

Differenzierungs-
kapazitat

— totipotent

— multipotent

induzierte
pluripotente
Stammzellen
(iPSCs)

— unipotent

Abb. 1: Einteilung von Stammzellen (nach Geburek und Stadler 2011; Ntege et al. 2020).
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Eine totipotente Zelle ist in der Lage einen gesamten Organismus zu entwickeln und kann
sich in embryonale und extraembryonale Zelltypen differenzieren (Rossant 1987; Shen et al.
2021). Zu den totipotenten Zellen zahlen Zygoten und frthe Embryonalzellen bis zum Vier-
Zell-Stadium (Blastomere) (Van De Velde et al. 2008; Mitalipov und Wolf 2009; Maemura et
al. 2021). Pluripotente Zellen kdnnen zwar keinen gesamten Organismus, aber nahezu alle
Zellen der Keimblatter Entoderm, Mesoderm und Ektoderm bilden. Hierzu zahlen embryonale
Stammzellen (engl. embryonic stem cells, ESCs) nach dem Vier-Zell-Stadium, die aus der
inneren Zellmasse von Blastozysten vor der Implantation gewonnen werden (Van De Velde et
al. 2008; Geens et al. 2009), weshalb ihr Einsatz vor allem in der Humanmedizin ethisch
umstritten ist (Robertson 2001; Lo und Parham 2009). Hinzu kommen das hohe tumorigene
und immunogene Potential, das bei allogener Transplantation zu AbstofRungsreaktionen
fuhren kann (Swijnenburg et al. 2008; Tan et al. 2014), und die begrenzte Verfligbarkeit (Engle
und Puppala 2013; Avior et al. 2016). Um diese Limitationen zu umgehen, wurden 2006 durch
die Arbeitsgruppe von Shinya Yamanaka etal. ESC-ahnliche Zellen aus adulten
Mausfibroblasten durch in-vitro-Reprogrammierung entwickelt, die als ,induzierte pluripotente
Stammzellen® (iPSCs) bezeichnet werden (Takahashi und Yamanaka 2006). Inzwischen
kénnen auch MSCs in iPSCs reprogrammiert werden (Lee et al. 2016; Pessba et al. 2019;
Bressan et al. 2020). Wahrend bei Nagern und dem Menschen iPSCs hinsichtlich ihres
Kultivierungsverhaltens und Differenzierungspotentials gut charakterisiert sind, erscheint es
bei Grofdtiermodellen schwieriger, die Pluripotenzbedingungen in vitro aufrecht zu erhalten
(Bressan et al. 2020) bzw. ist aufgrund einer begrenzten Studienlage bei diesen Spezies
weitaus weniger Uber stammzellregulierende Faktoren bekannt (Donadeu 2014; Koh und
Piedrahita 2014; Bressan et al. 2020). Multipotente Zellen kénnen sich in verschiedene
Zelltypen innerhalb eines Keimblattes differenzieren, wobei heutzutage bekannt ist, dass auch
die Differenzierung Uber Keimblatt-Grenzen hinweg maoglich ist (Jiang et al. 2002; Liu et al.
2009; Heo et al. 2013; Soltani et al. 2016). MSCs entstammen dem Mesoderm (Caplan 1991;
Vodyanik et al. 2010) und kénnen aus einer Vielzahl von Geweben gewonnen werden, wobei
Knochenmark die urspringlichste und am besten untersuchte Lokalisation darstellt
(Friedenstein et al. 1968; Friedenstein et al. 1970). Aus Knochenmark gewonnene MSCs
werden als BM-MSCs (engl. bone marrow mesenchymal stem cells, BM-MSCs) bezeichnet
(Klingemann et al. 2008). Weitere Lokalisationen stellen unter anderem das Sehnengewebe
(engl. tendon tissue mesenchymal stem cells, TT-MSCs) (Paebst et al. 2014; Hillmann et al.
2016), das periphere Blut (engl. peripheral blood mesenchymal stem cells, PB-MSCs)
(Koerner et al. 2006; Dhar et al. 2012), die Synovialflissigkeit (engl. synovial-fluid
mesenchymal stem cells, SF-MSCs) (Arévalo-Turrubiarte et al. 2019), Synovialmembran
(engl. synovial membrane-derived mesenchymal stem cells, SM-MSCs) (Lee et al. 2011; Gale
et al. 2019), Zahnpulpa (engl. dental pulp stem cells, DPSCs) (Suchanek et al. 2009) und das
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Fettgewebe dar (engl. adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, ASCs) (Zuk et al.
2002; Si et al. 2019). Neben ihrem Multiliniendifferenzierungspotential (Pittenger et al. 1999)
stellen MSCs aufgrund ihrer parakrinen, immunmodulatorischen und anti-inflammatorischen
Wirkungsweise eine fur die regenerative Medizin vielversprechende Zellquelle dar (Chaudhary
et al. 2018; Afflerbach et al. 2020) (Kap. 2.2.).

2.1.2. Charakterisierung von MSCs

Im Jahr 2006 wurden von der International Society for Cellular Therapy (ISCT) Minimalkriterien
zur Charakterisierung humaner MSCs festgelegt, um die von unterschiedlichen
Forschungsgruppen verschiedenen Isolierungs- und Kultivierungsmethoden und Ansatze zur
Charakterisierung der Zellen zu vereinheitlichen (Dominici et al. 2006). Auf Grundlage dieser
Kriterien weisen MSCs invifro ein definiertes spezifisches Oberflachenmarkerprofil
(Kap. 2.1.2.1), tripotentes Differenzierungspotential (Kap. 2.1.2.2) und eine Fahigkeit zur
Plastikadharenz unter Standardkulturbedingungen (Kap. 2.1.2.3) auf (Pittenger et al. 1999;
Zuk et al. 2002; Dominici et al. 2006; Vidal et al. 2007; Schwarz et al. 2012; Kono et al. 2014).

2.1.2.1. Spezifisches Markerprofil

MSCs exprimieren die Oberflachenmarker (engl. cluster of differentiation, CD) CD105, CD73
und CD90 auf =2 95% der Zellpopulation, wahrend hingegen CD45, CD34, CD14 oder CD11b,
CD79a oder CD19 und HLA-DR (MHC-II) auf < 2% der Zellpopulation vorhanden und damit
Lhicht exprimiert” sind (Dominici et al. 2006). Dies macht deutlich, dass es nicht einen einzigen
MSC-Marker gibt, sondern die Expression eines ganzen Markerpanels tUberprift werden muss,
um MSCs eindeutig identifizieren zu kdnnen (Dominici et al. 2006; Wagner und Ho 2007;
Rojewski et al. 2008; De Schauwer et al. 2011b). Hinzu kommt, dass zwischen verschiedenen
Spezies und bei aus unterschiedlichen Geweben gewonnenen MSCs Unterschiede in der
Expression der Oberflachenmarker bestehen (Ranera et al. 2011; Penny et al. 2012) und eine
individuelle, hohe Variabilitat der CD-Marker zwischen verschiedenen Donortieren
beschrieben wurde (Paebst et al. 2014).

Pferde weisen (verglichen zum Menschen) ein differierendes Antigenprofil auf und erfiillen
nicht alle fir humane MSCs festgelegten Kriterien (Ranera et al. 2011; Burk et al. 2013; De
Schauwer et al. 2014; Paebst et al. 2014). Neben der Expression von CD90 werden beim
Pferd die Oberflachenmarker CD29 und CD44 stabil exprimiert (De Mattos Carvalho et al.
2009; Barberini et al. 2014; Alipour et al. 2015), wahrend die Expression von CD105 in der
Literatur als variabel beschrieben wird (De Schauwer et al. 2011b; Ranera et al. 2011; Spaas
et al. 2013; Barberini et al. 2014; Paebst et al. 2014; Hillmann et al. 2016; Schrock et al. 2017;
Arnhold et al. 2019). CD73 kann zumeist nicht nachgewiesen werden (Paebst et al. 2014,
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Hillmann et al. 2016; Pall et al. 2016; Merlo et al. 2019). Ein Uberblick der oben beschriebenen

CD-Marker mit ihren jeweiligen Funktionen ist Tab. 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Namen und Funktionen der fiir multipotente mesenchymale Stammzellen
spezifischen Oberflachenantigene.

(Goyert et al. 1988; Setoguchi et al. 1989; Lauener et al. 1990; Wright et al. 1990; Ziegler-Heitbrock und
Ulevitch 1993; Scheuermann und Racila 1995; Ditschkowski et al. 1999; Dominici et al. 2006; Depoil et
al. 2008; Penny et al. 2012; Li et al. 2013; Monteiro et al. 2018; Trachsel et al. 2022; GeneCards
Database www.genecards.org)

Zelloberflachen- Alternative Funktion
antigen Bezeichnung
Positivmarker (Expression 2 95%)
CD29 B1-Integrin Exprimiert auf  hamatopoetischen  Zellen;

Zelloberflachenadhasionsmolekil; aus a- und [3-
Untereinheiten bestehend

CD44 Hyaluronat-Rezeptor Aufreguliert auf aktivierten T-und B-Zellen;
Rezeptor flr Hyaluronsaure; Interaktion mit
Liganden wie Osteopontin, Matrix-Metallo-
proteinasen, Fibronektin, Kollagen und Laminin

CD73 Ekto-5"-Nucleotidase Exprimiert von verschiedenen Zellen, darunter
Endothelzellen, B- und T-Zellen; Umwandlung
extrazelluldrer Nukleotide in Nukleoside zur
Erlangung der Membrangangigkeit

CD90 Thy-1 Exprimiert durch periphere T-Zellen; Beteiligung
an Entwicklungsprozessen im Gehirn
(Synaptogenese etc.), Zelladhasion und -migration
CD105 Endoglin Exprimiert auf aktivierten Makrophagen und

Endothelzellen;  wichtigstes im  vaskularen

Endothel vorhandenes Glykoprotein; Beteiligung

an Endothelzell-Bindung an Integrine
Negativmarker (Expression < 2%)

CD11b/ Integrin a-M/Myeloid- Exprimiert auf Granulozyten, Blutmonozyten, B-
CD14 zellspezifisches leucin- Zellen;  Zelladhasionsmolekul/Beteiligung  an
reiches Glykoprotein angeborener Immunantwort (LPS) und

Hochregulierung weiterer Zelloberflichenmolekile

CD34 Hamatopoetisches V.a. auf hamatopoetischen  Stammzellen
Progenitorzellantigen exprimiert; Zelladhdsionsmolekil, vermutlich an

friher Hamatopoese  beteiligt  (unterstitzt
Anheftung an Extrazellularmembran)

CD45 Proteintyrosin-Phospha-  Exprimiert durch alle hdmatopoetischen Zellen;
tase, Rezeptortyp C verschiedene Splice-Varianten; T-Zell-Aktivierung

Uber Antigenrezeptor, Pan-Leukozytenmarker
CD79a/ Iga/B-Lymphozyten- Exprimiert auf B-Lymphozyten; Komponente des
CD19 Antigen B-Zellrezeptor-Komplexes, wichtige Rolle bei B-

Zell-Signalgebung, B-Zell-spezifischer Korezeptor,
essentiell fur B-Zell-Aktivierung

HLA-DR (Humanes MHC-II (Haupthisto- Exprimiert auf verschiedenen Antigen-
Leukozytenantigen, kompatibilitatskomplex)  prasentierenden Zellen, z.B. B-Zellen und
DR Isotyp) Makrophagen; Prasentation von Antigenen

Auch wenn die Untersuchung des Genexpressionsprofils von MSCs keinen Teil der ISCT-
Kriterien darstellt, soll diese nicht unerwahnt bleiben: MSCs exprimieren einige der ESCs-
assoziierten Pluripotenzgene, zu denen neben den drei klassischen ESCs-
Transkriptionsfaktoren OCT4/POUF5, SOX2 und NANOG auch Faktoren wie DNMT3B, MYC
und SSEA-4 gehdren (Riekstina et al. 2009; Pierantozzi et al. 2011; Hackett et al. 2012; Calloni
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et al. 2013; Esteves et al. 2014; Kozlowska et al. 2019). Die Expression dieser Marker kann
zwischen verschiedenen Studien sowie speziesspezifisch variieren (Riekstina et al. 2009;
Pierantozzi et al. 2011; Hackett et al. 2012; Esteves et al. 2014; Kozlowska et al. 2019), wie in
Kap. 5.7. beschrieben ist. Tab. 2 gibt einen Uberblick Uber die Funktionen dieser ESCs-
assoziierten Pluripotenzfaktoren, wobei die genauen Funktionen bis heute nicht vollstandig

verstanden sind (Calloni et al. 2013).

Tab. 2: Namen und Funktionen der von multipotenten mesenchymalen Stammzellen
exprimierten pluripotenzassoziierten embryonalen Stammzelimarker.

(Kamachi et al. 2000; Pan et al. 2002; Watanabe et al. 2002; Huntriss et al. 2004; Hyslop et al. 2005;
Gang et al. 2007; Kopp et al. 2008; Calloni et al. 2013; Kozlowska et al. 2019; GeneCards Database
www.genecards.org); Abkirzung: ESCs, embryonale Stammzellen.

Gen- Genname Funktion
abkiirzung
OCT4/ Oktamer-bindendes Transkriptionsregulator, Kontrolle der Pluripotenz von ESCs
POUF5! Protein 4 sowie der Expression einer Reihe von an der

Embryonalentwicklung beteiligter Gene, Bildung eines
Komplexes mit SOX2

NANOG' Nanog Transkriptionsregulator, Beteiligung an der Proliferation von
ESCs, Kontrolle der Pluripotenz von ESCs, Verhinderung
der Differenzierung von ESCs in extraembryonale Linien,
essentiell bei der in-vitro-Differenzierung und
Selbsterneuerung von MSCs, beginstigt osteogene
gegeniber adipogene Differenzierung

SOX2' SRY-bezogenes HMG- Aufrechterhaltung des ESCs-Status zusammen mit
Box-Gen 2 OCT4/POUF5 und NANOG, jedoch kdnnen Zielgene nicht

alleine aktiviert werden (OCT4/POUF5 notwendig)
DNMT3B DNA (Zytosin-5) Essentiell fir De-Novo-Methylierung und Etablierung von

Methyltransferase 3b DNA-Methylierungsmustern wahrend der Entwicklung, bei
Differenzierung von ESCs Verschiebung von DNMT3B1 in
Richtung DNMT3B3

MYC MYC-Protoonkogen Beteiligt an Vielzahl von Zellfunktionen, Zellprolifera-
(c-MYC) tion, Differenzierung, Metabolismus, Apoptose, reguliert
Adipogenese, wird kontrolliert durch SOX2, Risiko der
Onkogenese
SSEA-4 Stadium-spezifisches-  Nutzlicher Marker fur die Isolierung von MSCs mit
embryonales Differenzierungspotential in Osteoblasten, Chondrozyten,
Antigen-4 Adipozyten, Pankreas- und neuronale Zellen

'Klassische ESC-Marker.

2.1.2.2. Tripotentes Differenzierungspotential

Durch die Untersuchung des tripotenten Differenzierungspotentials wird das
Multiliniendifferenzierungspotential von MSCs exemplarisch an drei Differenzierungswegen in
vitro Uberprift. Die Differenzierung in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten wird durch
verschiedene in den Induktions- und Differenzierungsmedien  enthaltende
Transkriptionsfaktoren und die dadurch aktivierten Signalwege eingeleitet (Pittenger et al.
1999; Zuk et al. 2002; Dominici et al. 2006).
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2.1.2.2.1. Adipogene Differenzierung

Zur Induktion der Adipogenese kommen Faktoren wie 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX),
Dexamethason, Insulin bzw. Insulin-Transferrin-Selenium (ITS), Indomethacin oder alternativ
Rosiglitazon zum Einsatz (Burk et al. 2013; Lange-Consiglio et al. 2013; Alipour et al. 2015;
Hillmann et al. 2016; Sandhu et al. 2017; Arnhold et al. 2019; Jurek et al. 2020). Dazu
existieren in der Literatur verschiedene Protokolle, in denen einerseits der Einsatz eines
einzigen Differenzierungsmediums fur 3 Tage (Burk et al. 2013; Hillmann et al. 2016), 7 Tage
(lacono et al. 2017), 10 Tage (Arnhold et al. 2019) oder 21 Tage (Alipour et al. 2015) und
andererseits der Einsatz sowohl eines Induktionsmediums fur 2 Tage als auch eines
Differenzierungsmediums fir 7 bzw. 14 Tage beschrieben ist (Sandhu et al. 2017; Jurek et al.
2020). Bedeutend fir die Adipogenese ist der Wingless-related integration site (Wnt-)/3-
Catenin-Signalweg, der an der frilhen adipogenen Differenzierung beteiligt ist, wahrend der
Maturation der Adipozyten inaktiviert wird und nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren
beeinflusst (Ross et al. 2000; Bennett et al. 2002; Naji et al. 2019). Eine adipogene
Differenzierung von MSCs ist durch das Auftreten von Lipidvakuolen gekennzeichnet, die
standardmaRig durch eine Oil Red O- oder Nilrot-Farbung nachgewiesen werden (Schwarz et
al. 2012; Lange-Consiglio et al. 2013; Alipour et al. 2015; Hillmann et al. 2016; Arévalo-
Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019; Jurek et al. 2020). Der Anteil der differenzierten
MSCs wird nachfolgend Uber die Messung der Fluoreszenzindizes bestimmt (Sandhu et al.
2017; Jurek et al. 2020). Zudem kdnnen Enzymaktivitaten, insbesondere der Glycerol-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GPDH) (Becker et al. 2021), sowie die Expression spezifischer
Marker molekularbiologisch und immunzytochemisch Uberprift werden. Zu diesen Markern
zahlen Leptin, der Peroxisom Proliferator-aktivierte Rezeptor-y, das Fettsaure-bindende
Protein 4 und der Glukosetransporter Typ 4 (Lange-Consiglio et al. 2013; Arnhold et al. 2019;
Jurek et al. 2020).

2.1.2.2.2. Osteogene Differenzierung

Zur Induktion der Osteogenese von MSCs kommen Differenzierungsmedien mit
Induktionsfaktoren wie B-Glycerophosphat, Dexamethason und Ascorbinsaure bzw.
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat zum Einsatz, wobei die Inkubationsdauer bei verschiedenen
Studien zwischen 7 Tagen (Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019), 14 Tagen
(Mohanty et al. 2016; Arnhold et al. 2019), 21 Tagen (Braun et al. 2010; Schwarz et al. 2012;
Alipour et al. 2015; Hillmann et al. 2016; Mohanty et al. 2016; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019;
Merlo et al. 2019) und 28 Tagen variiert (Mohanty et al. 2016). Auch der Einsatz von
knochenmorphogenetischen Proteinen (engl. bone morphogenetic protein, BMP) wurde
beschrieben (Friedman et al. 2006). Die Regulation der osteogenen Differenzierung erfolgt

Uber verschiedene Signalwege und Transkriptionsfaktoren, insbesondere Uber BMP,
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Hedgehog (HH), dem Wnt-B-Catenin- und Notch-Signalweg (Wang et al. 1988; St-Jacques et
al. 1999; Qiu et al. 2007; Engin et al. 2008). Die Osteogenese wird durch das Vorhandensein
von Kalziumablagerungen bzw. der Zellmorphologie sich differenzierender Osteoblasten
(nodulére Aggregate, polygonale Form) Uber verschiedene Verfahren nachgewiesen. Dazu
zahlen die Alizarinrot- und Von-Kossa-Farbung (Braun et al. 2010; Kisiel et al. 2012) sowie die
quantitative Messung der Mineralisierung der extrazellularen Matrix (EZM) durch Ermittlung
der optischen Dichte (Ostanin et al. 2008). Zusatzlich kénnen Genexpressionsanalysen von
fur Osteoblasten spezifische Transkriptionsfaktoren durchgefihrt werden, wobei neben dem
Runt-bezogenen Transkriptionsfaktor 2 (RUNX-2), einem wichtigen friihen Osteogenese-
Marker, auch Osteocalcin, Osteopontin, Osterix und das Knochen-Sialoprotein zu nennen sind
(Zuk et al. 2002; Kisiel et al. 2012; Bourin et al. 2013; De Bakker et al. 2013).
Aktivitatsmessungen von Enzymen, insbesondere der wahrend der osteogenen
Differenzierung ansteigenden Alkalischen Phosphatase (ALP), konnen ebenfalls durchgefiihrt
werden (Arnhold et al. 2019).

2.1.2.2.3. Chondrogene Differenzierung

Wahrend die adipogene und osteogene Differenzierung von MSCs standardmaRig in 2D-
Monolayer-Kultur durchgeflihrt wird, kann die chondrogene Differenzierung tiber verschiedene
Kulturverfahren erfolgen. Dazu zahlen die in 96-Well-Platten durchgefihrte 2D-Monolayer-
Kultur, die in 15mI-Polypropylenréhrchen durchgeflihrte Standard-3D-Micromass-Pelletkultur
und die in 96-Well-Platten durchgeflihrte 3D-Mikropellet-Kultur (Prosser et al. 2019). Alternativ
kommen Alginat-Hydrogel- und Atellocollagen-Kulturen zum Einsatz, die das chondrogene
Differenzierungspotential von MSCs erhohen (Kolambkar et al. 2007; Kim et al. 2020).
Pelletkultur bedeutet, dass sich spharische Zellaggregate am Boden der Kulturgefalie bilden,
die flir 7 Tage (Zhang et al. 2010), 14 Tage (Zhang et al. 2010; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019;
Prosser et al. 2019), 21 Tage (Giovannini et al. 2008; Zhang et al. 2010; Arnhold et al. 2019;
Prosser et al. 2019) oder 28 Tage (Braun et al. 2010) mit chondrogenem
Differenzierungsmedium induziert werden. Als chondrogene Induktionsfaktoren werden
BMP-2, der transformierende Wachstumsfaktor-R-1 oder -3 (engl. transforming growth factor
beta, TGF-B-1/3), der Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (engl. fibroblast growth factor, FGF-2)
oder der Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor (engl. insulin-like growth factor, IGF) eingesetzt
(Pittenger et al. 1999; Chiou et al. 2006; Longobardi et al. 2006; Mehlhorn et al. 2007). Weitere
die Chondrogenese regulierende Signalwege und Faktoren stellen HHs und der Wnt/l3-
Catenin-Signalweg dar (Leung et al. 2011; Huang et al. 2018; Naji et al. 2019). Der Nachweis
einer chondrogenen Differenzierung, d.h. das Vorhandensein von Glykosaminoglykanen und
Kollagen, kann Uber eine Alcianblau-, Masson’s Trichrom- und Safranin-O-Farbung (Burk et

al. 2013) sowie Uber ein visuelles histologisches von Grogan et al. (2006) entwickeltes
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Bewertungssystem erfolgen (Grogan et al. 2006) (Kap. 3.4.3.2.3.). Zudem kbénnen die
Messungen des Anteils sulfatierter Proteoglykane, zu denen Typ-2a-Kollagen und Aggrecan
gehoren (Pittenger et al. 1999; Burk et al. 2013), bzw. von SOX9 und des Cartilage Oligomeric

Matrix Proteins als weitere Biomarker erfolgen (Bourin et al. 2013; Arnhold et al. 2019).

2.1.2.3. Plastikadhidrenz

Das plastikadharente Wachstum von MSCs unter Standardkulturbedingungen ist ein wichtiges
Selektionsmerkmal fiir die Isolierung von MSCs aus einem heterogenen Zellgemisch. MSCs
kénnen sich an mit Plastik behandelte Oberflachen anheften (adharieren), wahrend nicht-
MSCs nicht-adharierend sind, im Kulturmedium suspendiert bleiben und bei Mediumwechseln

(MW) herausgewaschen werden (Dominici et al. 2006; Choudhery et al. 2022).

2.1.3. Isolierung und Kultivierung von MSCs aus Fettgewebe
2.1.3.1. Fettgewebe

Es lassen sich drei Fettgewebearten unterscheiden, weiltes (engl. white adipose tissue, WAT),
braunes (engl. brown adipose tissue, BAT) und beiges Fettgewebe (engl. brown-like adipose
tissue, BLAT) (Young et al. 1984; Cousin et al. 1992; Zoico et al. 2019). Wahrend WAT eine
hohe endokrine Aktivitat aufweist, als Energiespeicher und mechanischer Schutz dient (Young
1976; Coelho et al. 2013), wird BAT eine im Energiemetabolismus regulatorische Rolle
zugeschrieben und dient der Thermogenese (Smith und Roberts 1964; Van Marken
Lichtenbelt et al. 2009). BLAT scheint sowohl eine Funktion bei der Energiespeicherung als
auch der Thermogenese zu haben (Wu et al. 2013; Zoico et al. 2019). BAT wird nicht nur bei
Neonaten, sondern auch bei Adulten in supraklavikuldren Lokalisationen oder im
Nackenbereich nachgewiesen (Aherne und Hull 1966). WAT tritt in viszeralen und subkutanen
Fettdepots auf (Wronska und Kmiec 2012) und kann sich in BLAT umwandeln (Himms-Hagen
et al. 2000; Wu et al. 2013; Altinova 2022). BLAT liegt sowohl in subkutanen Fettdepots als
auch in den fur BAT-spezifischen Lokalisationen vor (Lidell et al. 2014; Pandzi¢ Jaksi¢ und
Grizelj 2016). Die verschiedenen Fettgewebearten reagieren auf metabolische
Veranderungen Depot-spezifisch. Dies hat Einfluss auf ihre Mikroumgebung und die von ihr
ausgesendeten Signale, wodurch die Zellausbeute, der Phanotyp und die von den ASCs

sezernierten Faktoren beeinflusst werden kénnen (Lee et al. 2014; Camara et al. 2020).

2.1.3.2. Isolierung

ASCs werden standardmaRig aus WAT, darunter aus subkutanem, viszeralem, inguinalem,
retroperitonealem und abdominalem Fettgewebe isoliert (Metcalf et al. 2016; Arnhold et al.
2019), wobei auch Studien existieren, in denen die Gewinnung aus BAT beschrieben ist (Silva

et al. 2014; Jiang et al. 2018). Wahrend die Gewinnung von BM-MSCs mit einigen Limitationen
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verbunden ist (geringe Zellausbeute, niedrige Proliferationsrate und erhéhte Morbiditat an der
Entnahmestelle), sind ASCs aufgrund ihrer leichten Gewebezuganglichkeit und des
Vorliegens in grolen Mengen in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der
Stammzellforschung geriickt (Pittenger et al. 1999; Zuk et al. 2002; Bukowska et al. 2021). Zur
Gewinnung von MSCs existieren verschiedene Protokolle, wobei klassischerweise ein
enzymatischer Verdau mittels Kollagenase (Kollagenase loderll, in 0,075-
0,2% Verdunnung) durchgefiihrt wird, wobei die enthaltenen Gewebezellen freigesetzt werden
(Rodbell 1966; Zuk et al. 2002; Schwarz et al. 2012). Alternativ kommen Digestionsldésungen
wie Trypsin oder Hyaluronidase zum Einsatz (Gittel et al. 2013). Nach dem Kollagenaseverdau
und der Zentrifugation des Fettgewebes werden mature Adipozyten von der im Zellpellet
konzentrierten stromalen Gefalfraktion (engl. stromal vascular fraction, SVF) separiert (Vidal
et al. 2007; Matsumoto et al. 2008; Braun et al. 2010; Shen et al. 2011; Schwarz et al. 2012;
Kono et al. 2014; Alipour et al. 2015; Murata et al. 2016; Arnhold et al. 2019; Merlo et al. 2019).
Die SVF stellt ein heterogenes Zellgemisch dar und beinhaltet neben ASCs und HSCs viele
weitere Zellen, darunter Fibroblasten, Endothelzellen, Perizyten, Makrophagen, Monozyten
und Lymphozyten. Nach Aussden der SVF-Zellen in Plastik-Zellkulturgefalle konnen ASCs
in vitro weiter kultiviert werden, wobei ASCs keine homogene Zellfraktion darstellen, obgleich
sie weitaus homogener als SVF-Zellen sind (Bourin et al. 2013). Beim Pferd stellt der
Kollagenaseverdau (im Folgenden auch als ,SVF“-Verfahren bezeichnet) das am haufigsten
eingesetzte Kulturverfahren dar (Braun et al. 2010; Hillmann et al. 2016; Murata et al. 2016;
Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019; Merlo et al. 2019). Um potentiell negative
Einflisse wie eine unspezifische Wirkung, eine variable Produktzusammensetzung zwischen
verschiedenen Herstellern und Kontaminationen mit Toxinen der beim SVF-Verfahren
eingesetzten Enzyme zu vermeiden, wurde das Explantat-Verfahren entwickelt (Priya et al.
2014). Dieses Verfahren basiert auf der direkten Explantation des Fettgewebes und
Zellmigration der Praadipozyten aus dem Gewebestlick in die Kulturschale. Dazu werden
Fettgewebestiickchen auf den Boden von Plastik-Zellkulturgefallen aufgelegt, aus denen
aufgrund ihres Migrationspotentials Zellen auswandern, die am Boden der Zellkulturgefalle
adharieren (Lee et al. 2011; Salehinejad et al. 2012; Gittel et al. 2013; Priya et al. 2014; Sandhu
et al. 2017). Die isolierten Zellen weisen eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie auf (Merlo et
al. 2019).

2.1.3.3. Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgt standardmafig unter Standardzellkulturbedingungen in
einem Inkubator bei 37°C, gesattigter Wasserdampfatmosphare und zur Aufrechterhaltung
eines physiologischen pH-Wertes bei 5% CO- (Freshney 2010). Das Kulturmedium, das den

Zellen alle essentiellen Nahrstoffe bereitstellt, stellt den bei weitem wichtigsten Faktor bei der
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in-vitro-Kultivierung dar (Levintow und Eagle 1961; Bettger und Mckeehan 1986; Butler und
Jenkins 1989). Als Kulturmedium kommen zumeist Eagle’s-Medien (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM oder a-Eagle’s Minimum Essential Medium, a-MEM) und Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) Medien mit niedrigem oder hohem Glukosegehalt zum Einsatz
(Pal et al. 2009; Fekete et al. 2014; Naji et al. 2019). Die Supplementierung mit Blutserum,
zumeist fetalem Kalberserum (FKS), ist bedeutend, da dieses neben Nahrstoffen viele
essentielle Makromolekile, Wachstumsfaktoren, Hormone und Transportproteine enthalt und
eine wachstumsfordernde, mitogene Wirkung aufweist (Freshney 1994; Lindl und Bauer 2002;
Gstraunthaler 2003). Alternativ. kommen speziesspezifische Seren, Plattchen-Derivate
(autologe Thrombozytenlysate) (Del Bue et al. 2008; Hemeda et al. 2014) oder eine
Kombination verschiedener Seren zum Einsatz (Mareschi et al. 2001). Zur Reduktion von
Kontaminationen mit Bakterien, Hefen und Pilzen werden dem Medium standardmaRig

Antibiotika und Antimykotika zugesetzt (Farzaneh 2021).

2.1.3.4. Heterogenitat der gewonnenen MSCs

Der Einsatz unterschiedlicher Isolierungs- und Kultivierungsverfahren hat erheblichen Einfluss
auf die Zellausbeute, das Proliferations- und Differenzierungspotential und die parakrine
Wirkung der gewonnenen MSCs (Hua et al. 2013; Czapla et al. 2019; Camara et al. 2020)
(Abb. 2.). Bei der Zellisolierung sind insbesondere donorspezifische Faktoren wie das Alter,
Geschlecht, der Body-Mass-Index (BMI) und das Vorliegen von Grunderkrankungen
entscheidend, die in variablen Eigenschaften der MSCs resultieren kénnen (Mojallal et al.
2011; Choudhery et al. 2014; Marycz et al. 2016). Zudem mussen Speziesspezifitaten sowie
die Art und Aufbereitung des entnommenen Gewebes berticksichtigt werden (Gittel et al. 2013;
Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Camara et al. 2020).

Einflussfaktoren
ey =
/- . - Donor in-vitro-Charakteristika von MSCs
[ - Spezies
i - Alter
- Body-Mass-Index
Y
Gewebe - Vorliegen chronischer

L .
- Art des Gewebes Erkrankungen — \ =
p ==
- Lokalisation a;'?’-i"" g, g
- Entnahmemethode - -

Proliferation Difierenzienung

—
- Kulturbedingungen )
- Isolationsmethode sezemlerte’ Faktoren
- Aussaatdichte @0
=) - Zusammensetzung des @ e
; Kulturmediums ® o, b

- Serumqualitat
- Expositionszeit zur Plastik-
Oberflache

-

Abb. 2: Einflussfaktoren bei der Isolierung und Kultivierung auf die Eigenschaften
multipotenter mesenchymaler Stammzellen (modifiziert nach Kocan et al. 2017; Camara
et al. 2020).
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Ad Abb. 2: Eine Vielzahl von Faktoren (die Gewebequelle, donorspezifische Faktoren und das gewahlte
Isolierungs- und Kultivierungsverfahren) beeinflussen die in-vitro-Charakteristika von MSCs, zu denen
das Proliferations- und Differenzierungspotential sowie die parakrine Wirkungsweise gehoren.

2.1.3.5. Proliferationspotential

MSCs (darunter insbesondere ASCs) weisen ein hohes Proliferationspotential in vitro auf
(Alipour et al. 2015; Arnhold et al. 2019). Fir die Untersuchung der Proliferationskapazitat der
kultivierten MSCs existieren verschiedene Verfahren wie die Ermittlung der
Zellwachstumskinetik, der Populationsverdopplungszeit (engl. population doubling time, PDT)
oder der Kolonie-formenden Einheit (engl. colony forming unit, CFU) (Burk et al. 2013; Alipour
et al. 2015). Arnhold et al. (2019) wiesen einen Anstieg des Proliferationspotentials von
Passage (P) 1 bis 10 bei ASCs aus retroperitonealem und subkutanem Fettgewebe nach
(Arnhold et al. 2019). Im weiteren Verlauf wird eine Abnahme der Telomerase-Aktivitat sowie
der Proliferationsfahigkeit mit zunehmender Kultivierungszeit beobachtet. Es kommt zur
zellularen Seneszenz, deren Auftreten je nach Donor- und Gewebeherkunft der MSCs
variieren kann (Bernardo et al. 2007; Bork et al. 2010). Ein direkter Einfluss der
Proliferationskapazitat der Zellen auf die = MSC-Charakteristka und das
Differenzierungspotential wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen (Bonab et al. 2006;
Wagner et al. 2008).

2.2. Einsatz von multipotenten mesenchymalen Stammzellen in der regenerativen

Medizin

Neben dem in Kap. 2.1.2.2. beschriebenen klassischen tripotenten Differenzierungspotential
haben MSCs die Fahigkeit, in weitaus mehr spezialisierte Zelltypen verschiedener Gewebe zu
differenzieren (Abb. 3, Seite 14), darunter in Kardiomyozyten (Rangappa et al. 2003; Yang et
al. 2012; Carvalho et al. 2013), Skelettmuskelzellen (Gang et al. 2004), Hepatozyten (He et al.
1983), Neuronen (Jang et al. 2010), Tenozyten (Kuo und Tuan 2008), Zellen des Epithels
(Paunescu et al. 2007) und der Epidermis (Ma et al. 2009). Es wird davon ausgegangen, dass
ihre Fahigkeit zur Multipotenz allein nicht ihr regeneratives Potential begriindet, sondern
vielmehr eine Folge der Wirkung der von MSCs sezernierten, bioaktiven Faktoren
(insbesondere von Wachstumsfaktoren und Zytokinen) ist (Cequier et al. 2021; Han et al.
2022). Dieser parakrine Wirkungsmechanismus begriindet ihre anti-inflammatorischen, anti-
apoptotischen und anti-fibrotischen Effekte und die Fahigkeit zur Angiogenese (Vizoso et al.
2017; Cequier et al. 2021). Insbesondere ASCs, BM-MSCs und UCB-MSCs werden zur
Therapie verschiedener Erkrankungen eingesetzt, darunter Osteoarthritiden (Jo et al. 2014;
Latief et al. 2016), Sehnen- bzw. Bandverletzungen (Smith et al. 2003; Van Loon et al. 2014),
Verletzungen der Haut (Satoh et al. 2004) oder kardiovaskulare Erkrankungen wie dem akuten

Myokardinfarkt (Miyahara et al. 2006; Léobon et al. 2009) und Kardiomyopathien mit

13



Literatur

Gewebeischamie (Chen et al. 2006). Defektes Herzgewebe besitzt eine sehr geringe
Regenerationsfahigkeit bzw. wurden die Existenz und das Differenzierungspotential kardialer
Progenitorzellen von verschiedenen Forschungsgruppen in Frage gestellt (Neidig et al. 2018;
Chien et al. 2019; Epstein 2019). Nach Transplantation kénnen MSCs zur myokardialen
Regeneration und zur Verbesserung der Herzfunktion beitragen (Assmus et al. 2002; Zhang
et al. 2007; Belién et al. 2022). Die meisten stammzellbasierten, regenerativen Therapien
befinden sich in einer noch experimentellen Phase oder werden im Rahmen klinischer Studien
untersucht. Diese kénnen in der Datenbank ,ClinicalTrials.gov* (U.S. National Library of
Medicine, 2022) eingesehen werden. Eingang in die Praxis haben erst wenige MSC-basierte-
Arzneimittel gefunden (Wright et al. 2021).
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Abb. 3: Multilinien-Differenzierungspotential am Beispiel humaner mesenchymaler
Stammzellen in Bezug auf den Einsatz in der regenerativen Medizin (modifiziert nach
Han et al. 2019).

Neben dem klassischen tripotenten Differenzierungspotential kénnen MSCs in weitaus mehr
spezialisierte Zellen unterschiedlicher Gewebe differenzieren. Dies begriindet ihren Einsatz in der
regenerativen Medizin. Abkiirzung: MSCs: mesenchymale Stammzellen.
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2.2.1. Stammzellbasierte in-vitro-Modelle

In praklinischen Studien werden seit Jahrzehnten stammzellbasierte in-vitro-Modelle genutzt,
zur Uberprifung der Wirksamkeit und Toxizitatsbestimmung von Medikamenten, der
Untersuchung pharmakokinetischer Prozesse und der Untersuchung der Entwicklung von
Krankheitsprozessen (English et al. 2014; Ryu et al. 2019; Sun et al. 2021; Zhou et al. 2021).
MSCs werden beispielsweise als Tumormodelle (Li et al. 2009; Lin et al. 2009) sowie flr die
Organrekonstruktion (,Tissue Engineering®) eingesetzt (Ju et al. 2008; Li et al. 2017). Ein in-
vitro-Modell besteht aus zwei Hauptkomponenten, den verwendeten Zellen und dem
Zellkultursubstrat (Afflerbach et al. 2020). MSCs gelten als eine besonders geeignete
Zellquelle, da sie die Fahigkeit besitzen, donor- und speziesspezifische Merkmale im Modell
widerzuspiegeln (Hillmann et al. 2016), geeignete Wachstumseigenschaften aufweisen (Burk
et al. 2013; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019) und nicht zu den transformierten Zellen gehdren
(English et al. 2014). Ein limitierender Faktor stellt das gegeniber ESCs und iPSCs
eingeschrankte Differenzierungspotential dar (Kap. 2.1.1.). Als zweite Komponente des in-
vitro-Modells hat das Zellkultursubstrat einen wesentlichen Einfluss auf das
Differenzierungsergebnis der Zellen. Neben den klassischen 2D-Zellkulturmodellen
(Monolayer) kommen auch komplexe 3D-Modelle zum Einsatz. Dazu zahlen Spharoid-
Kulturen (Lee et al. 2018; Ryu et al. 2019), Geristsubstanzen wie Hydrogele (Yang et al.
2017), Organoide (Lancaster und Knoblich 2014) und ,Organs-on-a-Chip“-Systeme (Perottoni
et al. 2021), die den Zellen ein Substrat bereitstellen, das die physiologischen in-vivo-
Bedingungen aufgrund ihrer 3D-Struktur und der mehrzelligen Gewebeorganisation (Zell-
Matrix- und Zell-Zell-Interaktion) besser widerspiegelt (Ryu et al. 2019; Afflerbach et al. 2020).

2.3. Kardiomyogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen

Zum besseren Verstandnis der in-vitro-Differenzierung von MSCs in Kardiomyozyten-ahnliche
Zellen (engl. cardiomyocyte-like cells, CLCs) durch den Einsatz verschiedener
Induktionsfaktoren und -medien werden im Folgenden die Kardiomyogenese und innerhalb
dieser wirkende Signaltransduktionswege in vivo erldutert. Dieses Grundlagenwissen stellt
nicht nur die Basis fur eine mogliche Anwendung von MSCs in der regenerativen Medizin,
sondern auch fur die Wirkstoffprifung und Medikamentenentwicklung in der kardiovaskularen
Forschung dar (Soltani und Mahdavi 2022).
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2.3.1. Kardiomyogenese und Signaltransduktionswege in vivo

Das Herz stellt das erste bei der Embryonalentwicklung gebildete funktionelle Organ dar (Ji et
al. 2003). Es ist aus verschiedenen Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen
zusammengesetzt, darunter aus atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten, kardialen
Fibroblasten, Zellen des Erregungsleitungssystems, glatten Muskel- und Endothelzellen
(Hansson et al. 2009; Vincent und Buckingham 2010; Spater et al. 2014; Sahara et al. 2015).
Die sich nach der Gastrulation entwickelnden drei Keimblatter entstammen der inneren
Zellmasse (Morris et al. 2010; Spater et al. 2014). Aus dem Mesoderm entwickeln sich die
meisten Zellen des Myokards (Stalsberg und Dehaan 1969; Tam et al. 1997; Abu-Issa und
Kirby 2007; Xin et al. 2013). Die Mesoderminduktion und Bildung kardialer Progenitorzellen
wird hauptsachlich durch die extrazellularen Signalwege Wnt/B-Catenin, die TGF-[3-
Superfamilie (Wnt3a, BMP-4, Nodal, Activin A) sowie durch FGFs reguliert (Cornell et al. 1995;
Marvin et al. 2001; Noseda et al. 2011). Als Reaktion auf abwechselnd hemmende und
stimulierende Signale dieser und nachgeschalteter Transkriptionsereignisse entwickelt sich
das erste (engl. first heart field, FHF) und zweite (engl. second heart field, SHF) Herzfeld,
woraus letztendlich Uber die Bildung eines Herzschlauches und einer Herzschleife die
kardialen Ventrikel, Vorhofe und Ausflusstrakte entstehen (Evans et al. 2010; Vincent und
Buckingham 2010; Spater et al. 2014). Wahrend das FHF zur Bildung des linken Ventrikels
und beider Atrien beitragt (Buckingham et al. 2005; Spater et al. 2014), ist das SHF fir die
Bildung des rechten Ventrikels sowie ebenso beider Atrien und des Ausflusstraktes
verantwortlich (Zaffran et al. 2004; Buckingham et al. 2005; Galli et al. 2008; Spater et al.
2014). Neben den beiden Herzfeldern sind auch weitere Zellpopulationen an der
Kardiomyogenese beteiligt, wie kardiale Neuralleistenzellen (Gorza et al. 1988; Hildreth et al.
2008) und das sich zum Epikard entwickelnde proepikardiale Organ, dessen Zellen nach einer
epithelial-mesenchymalen Transition als Epikard-abgeleitete Zellen zur Entstehung des
kardialen Ausflusstraktes beitragen kénnen (Katz et al. 2012; Sahara et al. 2015). Die an der
Kardiomyogenese beteiligten Signalwege und Transkriptionsfaktoren sind in Abb. 4 (Seite 17)

schematisch dargestellt.
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Abb. 4: Darstellung der Kardiomyogenese (modifiziert nach Spater et al. 2014; Sahara et al. 2015).

Aufgezeigt ist die Differenzierung pluripotenter Stammzellen, die sich nach der Bildung des Mesoderms und des kardialen Mesoderms Uber das Stadium
der kardialen Progenitorzellen des ersten (FHF) und zweiten (SHF) Herzfeldes zu maturen, spezialisierten Herzzellen entwickeln. Neben den beiden
Herzfeldern entwickelt sich das proepikardiale Organ zum Epikard und kardiale Neuralleistenzellen tragen zur Entstehung des kardialen Ausflusstraktes bei.
An der Kardiomyogenese sind verschiedene Signalwege und molekulare Marker beteiligt. Hierzu zahlen vor allem der BMP-Signalweg, der die
Herzmesodermbildung induziert und zur Bildung des FHF beitragt sowie der Wnt/B-Catenin-Signalweg, der die Entwicklung des SHF reguliert. Zudem stellt
das nach der Gastrulation durch den Wnt-Inhibitor Dickkopf-1 (DKK-1) unterdriickte B-Catenin-Signal einen essentiellen Schritt zur weiteren
Herzspezifikation im Mesoderm dar. Aktivin und Nodal sind insbesondere in der frilhen Phase an der Mesodermbildung beteiligt, ebenso wie der FGF-
Signalweg, der zudem fiir die SHF-Entwicklung von Bedeutung ist. Abkiirzungen: BMP, knochenmorphogenetisches Protein; BRY, Brachyury; DKK-1: Dickkopf-1;
FGF: Fibroblasten-Wachstumsfaktor; FLK: fetale Leberkinase; HCN: Hyperpolarization Activated Cyclic Nucleotide Gated Potassium Channel 1; ISL: Insulin gene enhancer
protein; MESP: Mesoderm posterior Protein; NANOG: NANOG Homeobox; NKX2-5: NK2 Homeobox 5; OCT4: Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor 4; PAX: Paired Box;
PDGFRA: Thrombozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor Alpha; SCX: Scleraxis BHLH Transcription Factor; SEMA3D: Semaphorin 3D; SOX2: SRY-box transcription factor 2;
TBX: T-Box Transkriptionsfaktor; Wnt: Wingless-related integration site; WT1: Wilms-Tumor-Protein.
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Im Folgenden werden die flr die vorliegende Arbeit bedeutenden Signaltransduktionswege
beschrieben (Kap. 2.3.1.1. und 2.3.1.2.).

2.3.1.1. Bedeutung des TGFB-/BMP-Signalweges

Der TGFB-/BMP-Signalweg ist unverzichtbar aufgrund seiner Beteiligung an der Gastrulation
und Mesodermbildung. Zudem ist er an der Bildung des FHF beteiligt und tragt zur Proliferation
der Kardiomyozyten sowie zur Foérderung der Herzspezifikation, Myokarddifferenzierung und
vermutlich auch zur Myokardreifung bei. Hierbei sind insbesondere BMP-2 und BMP-4 beteiligt
(Schultheiss et al. 1997; Shi et al. 2000; Tirosh-Finkel et al. 2006; Klaus et al. 2007). Zur TGF[3-
Superfamilie zéhlen auRerdem Nodal und Activin (Act), die zur Gastrulation, Mesodermbildung
und kardialen Myogenese beitragen (Stern et al. 1995; Ben-Haim et al. 2006; Samuel und
Latinki¢ 2009). Die Aktivierung der TGFB-/BMP-Signalgebung erfolgt nach der in Abb. 5
dargestellten Signalkaskade. Letztendlich kommt es im Nukleus zur Transkription spezifischer
Zielgene, zu denen GATA Binding Protein 4 (GATA4) und NK2 Homeobox 5 (NKX2-5) zéhlen
(Schultheiss et al. 1997; Jamali et al. 2001).

Li TGFB1, TGFB2, TGFB3
iganden Activin-Ba,-Bs,-Bc.-Be

Noda
O BMP2-7, BMP8A, BMP8B, BMP10, BMP15
GDF1-3, GDF5-11, GDF15 Typ-ll-Rezeptoren
AMH (MIS) TGFBRII
Typ-I-Rezeptoren ACTRIl
ALK4 ALKA1 ACTRIIB
ALK5 ALK2 BMPRII

AMHRII

Genregulation Genregulation '

Abb. 5: Schematische Darstellung der TGFB-/BMP-Signalgebung (modifiziert nach
Schmierer und Hill 2007).
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Ad Abb. 5: Die Bindung der Liganden, die sich in SMAD1-, SMAD5-, SMAD8-aktivierende (z.B. BMPs)
sowie SMAD2- und SMAD3-aktivierende Liganden (z.B. Activine) unterteilen lassen, erfolgt an den Typ-
II-Rezeptor, der wiederum die Tyrosin-Kinase-Domane des Typ-I-Rezeptors phosphoryliert und
zugleich aktiviert. Im Einzelnen werden SMAD1, SMADS und SMADS8 durch die Aktivin Rezeptor-
ahnliche Kinase (ALK)1, ALK2, ALK3 und ALK6 sowie SMAD2 und SMAD3 durch ALK4, ALK5 und
ALKY phosphoryliert. Es erfolgt eine Interaktion der phosphorylierten SMAD-Proteine mit SMAD4 und
nach Translokation in den Nukleus und Bindung an die DNA unter Zuhilfenahme von Cofaktoren die
Transkription spezifischer Zielgene. Abkiirzungen: ACTRII: Activin Typ-lI-Rezeptor; ACTRIIB: Activin
Rezeptor Typ 1IB; ALK: anaplastische Lymphomkinase; AMH: Anti-Muller-Hormon; AMHRII: Anti-Muller
Hormon-Rezeptor; BMP: knochenmorphogenetisches Protein; BMPRII: knochenmorphogenetischer
Protein Rezeptor Typ 2; GDF: growth differentiation factor; MIS: Miillerian inhibiting substance; P:
Phosphorylierung; SMAD: suppressor of mothers against decapentaplegic; TGF: transforming growth
factor; TGFBRII: transforming growth factor 3 receptor Il.

2.3.1.2. Bedeutung des Wnt/B-Catenin-Signalweges

Beim Wnt-/B-Catenin-Signalweg kdénnen drei Signalwege unterschieden werden
(Krishnamurthy und Kurzrock 2018; Zhu et al. 2021; Liu et al. 2022), wobei im Folgenden
ausschlie8lich der kanonische (klassische) Wnt-/B-Catenin-Signalweg beschrieben wird.
Dieser Signalweg ist vor der Gastrulation an der Induktion des primitiven Mesoderms beteiligt
(Barrow et al. 2007). Nach der Gastrulation hingegen ist eine Inhibition der Signale zur
weiteren Spezifikation des kardialen Mesoderms noétig, die Uber die Inhibitoren
Dickkopf-1 (DKK-1) oder das secreted Frizzled-related protein erfolgen kann (Kawano und
Kypta 2003; Foley und Mercola 2005). Im SHF wird der kanonische Wnt-/3-Catenin-Signalweg
wiederum aktiviert, wobei er fiur die Proliferation von SHF-Progenitorzellen essentiell ist
(Cohen et al. 2007; Lin et al. 2007). Die Signalkaskade des kanonischen Wnt-/B-Catenin-
Signalweges ist in Abb. 6 nach Inhibition mit DKK-1 sowie bei Anwesenheit der Wnt-Liganden
(z.B. Wnt1, Wnt3a, Wnt8) aufgezeigt. Zu den im Nukleus exprimierten Wnt-spezifischen
Zielgenen gehoren insbesondere die friihkardialen Transkriptionsfaktoren der SHF-
Progenitorzellen, darunter FGF-10 (Cohen et al. 2007), ISL LIM Homeobox 1 (Cohen et al.
2007; Lin et al. 2007), der Gap Junction-Marker Connexin-43 (Ai et al. 2000) und MYC
(Jackson et al. 1990). FGFs tragen innerhalb der Kardiomyogenese gemeinsam mit Wnt-/B-
Catenin, BMP, Act und Nodal zur Mesoderminduktion bei und sind an der Differenzierung und
Spezifizierung von SHF-Progenitorzellen beteiligt (Ben-Haim et al. 2006; Ai et al. 2007; Klaus
et al. 2007; Park et al. 2008).
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Abb. 6: Klassischer, kanonischer Wnt/B-Catenin-Signalweg (modifiziert nach Zhu et al.
2021).

A. Bei Abwesenheit von Wnt-Liganden oder bei Inhibition von LRP5/6, beispielsweise durch
Dickkopf (DKK), wird p-Catenin von dem aus Axin, APC, CK-1 und GSK3B bestehenden
Degradationskomplex rekrutiert. Nach Phosphorylierung durch CK-1 oder GSK3[3 wird es von der E3-
Ubiquitinligase B-TrCP erkannt und schlieRlich abgebaut. Eine Transkription Wnt-spezifischer Zielgene
kann nicht erfolgen. B. Bindet allerdings ein Wnt-Ligand an das komplexierte Frizzled und LRP5/6, wird
der Multiproteinabbaukomplex inaktiviert, indem er zur Plasmamembran transloziert und an Frizzled
bindet. Das nicht-degradierte 3-Catenin kann in den Nucleus translozieren. Nach Komplexbildung mit
LEF und TCF kommt es zur Expression Wnt-spezifischer Zielgene. Abkiirzungen: APC: adenomatous
polyposis coli, CK-1: Casein kinase-1, DKK: Dickkopf, DVL: Dishevelled, GSK3B: Glycogen synthase
kinase 3B, LEF: Lymphoid enhancer-binding factor, LRP: low density lipoprotein receptor-related
proteins 5/6, P: Phosphorylierung, TCF: T-cell factor, WNT: Wingless-related integration site, B-TrCP:
B-transducin repeat-containing protein.

2.3.2. Kardiomyogene Differenzierungsprotokolle in vitro

Die in verschiedenen Studien beschriebenen Induktionsprotokolle machen sich die
Signalwege und Transduktionsfaktoren der Kardiomyogenese zu Nutze, um MSCs, ESCs und
iPSCs invitro in CLCs zu differenzieren (Spater et al. 2014). Eine kardiomyogene
Differenzierung wurde bereits bei verschiedenen Spezies, darunter Menschen (Yang et al.
2012; Hasani et al. 2020), Nagern (Carvalho et al. 2013; Jiang et al. 2018; Ibarra-lbarra et al.
2019) und Kaninchen (Rangappa et al. 2003) nachgewiesen. Es kdénnen verschiedene

Differenzierungsstrategien angewendet werden (Abb. 7.A., Seite 22), darunter der Einsatz
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exogener, pro-kardiogener Induktoren wie der TGF-B-Superfamilie mit und ohne Cofaktoren
(Mohanty et al. 2013; Kakkar et al. 2019; Ramesh et al. 2021). Beispielsweise exprimieren mit
BMP-2 und Salvianolsaure B (72 h Inkubation) behandelte BM-MSCs (Lv et al. 2017) oder mit
BMP-4 und dem Vascular Endothelial Growth Factor VEGF (96 h Inkubation) behandelte
ASCs der Ratte kardiale Marker (Ibarra-lbarra et al. 2019). Weitere Protokolle hierzu werden
in Kap. 5.7.2. beschrieben. Humane pluripotente Stammzellen koénnen mithilfe der
Induktionsfaktoren Act A (24 h Inkubation) und BMP-4 (Inkubation fir 4 Tage) in
kontrahierende Kardiomyozyten differenzieren (Laflamme et al. 2007; Yang et al. 2008; Paige
et al. 2010), wobei die Hinzugabe von DKK-1 eine Optimierung zu diesem Protokoll darstellt
(Yang et al. 2008; Paige et al. 2010). Ebenso kénnen murine MSCs mithilfe des
Transformationsfaktors DKK-1 (Palpant et al. 2007) oder der Kombination von BMP-4 und
5-Azacytidin (5-AZA) (Jiang et al. 2018) in CLCs differenziert werden. Khaleghi et al. (2014)
wiesen nach, dass mit niedrigen BMP-4-Konzentrationen (10 bzw. 20 ng/ml) induzierte MSCs
vermehrt in atriale CLCs differenzieren, wahrend hingegen hdhere BMP-4-Konzentrationen
(50 ng/ml) vermehrt ventrikulare CLCs generieren (Khaleghi et al. 2014). 5-AZA stellt den am
haufigsten eingesetzten kardialen Induktionsfaktor dar (Kakkar et al. 2019) und fungiert als
epigenetischer Modifikator und DNA-Demethylierungsagens. Die DNA-Methylierung spielt
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz und des
Differenzierungsvermogens der Zellen. Das Genom undifferenzierter Zellen ist hochmethyliert,
wahrend hingegen das Genom sich differenzierender Zellen zunehmend demethyliert wird
(Safwani et al. 2012; Gupta et al. 2021). Innerhalb des Wnt/B-Catenin-Signalweges
(Kap. 2.3.1.2.) soll 5-AZA zudem die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3B) unspezifisch
aktivieren. In Folge dessen wird die kardiomyogene Differenzierung zusatzlich geférdert (Cho
et al. 2009). Neben 5-AZA kommen als chemische Induktoren Ascorbinsaure (Takahashi et al.
2003; Ding und Schultz 2004), Dimethylsulfoxid (Jasmin et al. 2010), Trichostatin A (Lim et al.
2013) oder Oxytocin (Hatami et al. 2007) als niedermolekulare Verbindungen (engl. small
molecules) zum Einsatz, ebenso wie MikroRNAs (Chen et al. 2018). Gerilstsubstanzen
kénnen die kardiomyogene Differenzierung zusatzlich férdern (Van Dijk et al. 2008). Uberdies
wurde der Einsatz mechanischer und elektrischer Stimulation beschrieben (Crowder et al.
2013; Cao et al. 2018; He et al. 2019).
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Abb. 7: Differenzierungsstrategien mesenchymaler Stammzellen in Kardiomyozyten-
adhnliche Zellen (modifiziert nach Gupta et al. 2021).

A. Verschiedene Differenzierungsmoglichkeiten, B. zellmorphologische Veranderungen sowie C.
Veranderungen der Markerexpression wahrend der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
in Kardiomyozyten-dhnliche Zellen sind dargestellt. Abkiirzung: RNA: Ribonukleinsaure.

Eine kardiomyogene Differenzierung lasst sich anhand zellmorphologischer Veranderungen in
Richtung eines kardiomyozytdren Phanotyps mikroskopisch nachweisen (Abb. 7.B.), wobei
vergrofRerte Zellen mit stabchenférmiger Morphologie, Zell-Zell-Verbindungen mit
Nachbarzellen, Myotuben-ahnliche Strukturen, Zellen mit einem ball-dhnlichen Aussehen
(Makino et al. 1999; Rangappa et al. 2003; Planat-Benard et al. 2004; Safwani et al. 2012;
Yang et al. 2012) und eine Zwei- oder Mehrkernbildung auf einen kardiomyozytaren Phanotyp
hindeuten (Rangappa et al. 2003; Yang et al. 2012). Bei Herstellung funktioneller CLCs kann
eine spontane Schlagaktivitdt der Zellen beobachtet werden (Rangappa et al. 2003). Ein
molekularbiologischer und  immunhistochemischer = Nachweis kann Uber eine

Expressionsanalyse der kardialen Marker erfolgen (Abb. 7.C.).

2.3.3. Kardiale Markergene und Strukturproteine

An der embryonalen Kardiomyogenese beteiligte molekulare Marker spielen auch bei der
Differenzierung von MSCs in CLCs eine wichtige Rolle. Charakteristisch fiir die friihe Phase
der Differenzierung zu Kardiomyozyten ist die Expression der Transkriptionsfaktoren GATA4,
NKX2-5, des Myocyte Enhancer Factor-2C (MEF-2C) und des T-Box Transkriptionsfaktors
(TBX5) (Mcculley und Black 2012; Khaleghi et al. 2014). Spater werden unter anderem die

den kontraktilen Apparat kennzeichnenden Strukturproteine sarkomerisches Aktin, Myosin
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und kardiales Troponin exprimiert (Potter und Gergely 1974; Jumabay et al. 2010; Paoletti et
al. 2018). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten kardialen Marker und ihre Funktionen

werden im Folgenden beschrieben.

GATA-4 gehort zu den Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren und stellt einen Schlisselfaktor und
Regulator der embryonalen Kardiomyogenese dar (Kelley et al. 1993; Jiang und Evans 1996).
Es wird in kardialen Progenitorzellen exprimiert (Zhao et al. 2008) und I6st gemeinsam mit
Baf60c, TBX5 und NKX2-5 die kardiale Differenzierung nicht-kardialen Mesoderms aus
(Takeuchi und Bruneau 2009). NKX2-5 ist folglich ebenso unverzichtbar fir die kardiale
Differenzierung. Es wird kardial, aber auch extrakardial exprimiert (Kasahara et al. 1998).
Gemeinsam mit GATA4 und weiteren Kofaktoren ist NKX2-5 an der Sarkomerbildung
und -kontraktion beteiligt (Linhares et al. 2004; Arminan et al. 2009). Herzmuskelspezifische
Promotoren werden unter Mitwirkung von Myokardin, BMP-2, BMP-4 und des Serum-
Response-Faktors aktiviert (Ueyama et al. 2003; Callis et al. 2005; Balza und Misra 2006),
woraufhin es zur Expression myokardialer Marker wie a-kardiales Aktin, kardiales Troponin,
Titin und Myosin-Schwerketten (engl. myosin heavy chain, MHC) kommt (Van Der Loop et al.
1992).

Myosin wird sowohl in den friihen Stadien der Kardiomyogenese als auch im adulten Herzen
exprimiert (Lompré et al. 1984; Sheikh et al. 2015) und setzt sich aus zwei Paaren leichter
(engl. myosin light chain, MLC) und einem Paar schwerer Ketten (MHC) zusammen (Warrick
und Spudich 1987). Sarkomere MHC interagieren durch zyklische Wechselwirkungen der
Kopfdomanen mit Aktinflamenten (Gleitfilamenttheorie). Es kommt zu einer
Querbrickenbildung zwischen Aktin und Myosin und die Kontraktion der Myofibrillen wird
ausgeldst (Hanson und Huxley 1953; Huxley 1965). Demgegeniber sind MLC an der
Feinregulation der myokardialen Kontraktion beteiligt (England und Loughna 2013). Sowohl
von MLC als auch MHC lassen sich verschiedene Isoformen unterscheiden (Lowey et al. 1993;
England und Loughna 2013). Das Gen MYH6 (engl. myosin heavy chain 6) kodiert fur a-MHC
und wird auch als atriales MHC bezeichnet. Wahrend es im Verlauf der Kardiomyogenese
neben den Vorhdfen auch in den Ventrikeln exprimiert wird, nimmt diese Expression im adulten
Herzen ab, sodass a-MHC vorwiegend in den Atrien exprimiert wird. Das Gen MYH7 (engl.
myosin heavy chain 7) kodiert fir B-MHC (ventrikulares MHC) und wird vorwiegend in den
Ventrikeln sowohl des fétalen als auch des adulten Herzens exprimiert, aber auch im
Skelettmuskel (Wessels et al. 1991; Reiser et al. 2001; England und Loughna 2013).

Troponin lasst sich in drei Proteinkomponenten unterteilen, die inhibitorische Untereinheit
kardiales Troponin | (engl. cardiac troponin I, cTnl), das Calcium-bindende Troponin (cTnC)

und die an Tropomyosin bindende Untereinheit (cTnT), die zusammen den Troponin-Komplex

23



Literatur

bilden (Sasse et al. 1993). Dieser Komplex ist ebenso an der Aktin-Myosin-Interaktion des
kontraktilen Apparates beteiligt und ermdglicht durch Freilegen der Myosin-Bindungsstellen
eine Bindung des Myosinkdpfchens an Aktin. Bei cTnl lassen sich drei Isoformen
unterscheiden, die entweder in schnellen (Tnlf, engl. fast) oder langsamen
Skelettmuskelfasern (Tnls, engl. slow) oder im Herzmuskel (Tnlc, engl. cardiac) vorliegen
(Syska et al. 1974; Wilkinson und Grand 1978). Das ausschlielich im Herzmuskel exprimierte
Protein Tnlc wird durch das Gen TNNI3 reguliert und gilt als spezifischer kardialer Marker
(Sasse et al. 1993; Bhavsar et al. 1996).

2.4. Die kardiale Elektrophysiologie des Pferdes und Notwendigkeit speziesspezifischer

in-vitro-Modelle

Im Vergleich zu anderen Spezies, inklusive des Menschen, weist das Pferdeherz
(patho-)physiologische Besonderheiten bzw. eine speziesspezifische Elektrophysiologie auf
(Van Der Vekens et al. 2013). Anatomisch gesehen bestehen insofern Unterschiede im
Erregungsleitungssystem, als sich Purkinje-Fasern bei Menschen, Fleischfressern und
Primaten im subendokardialen Myokard befinden (Typ ), wahrend hingegen sich diese bei
Pferden, Schweinen, Wiederkauern und den meisten anderen Tierarten Uber das gesamte
Myokard erstrecken (Typ Il). Dies hat Auswirkungen auf die Ausbreitung und Aktivierung der
elektrischen Aktivitat. Typ Il resultiert in einer effizienteren und relativ kurzen ventrikularen
Erregung gegeniiber Typ | (Oosthoek et al. 1993; Hamlin 2010; Van Der Vekens et al. 2013).
Ein weiterer Unterschied besteht in der Dauer des Aktionspotentials, die beim Pferd deutlich
langer ist (Franz et al. 1988; Pedersen et al. 2015) und insbesondere die Repolarisation betrifft
(Pedersen et al. 2013). Bei Nagern beglnstigt eine Verlangerung des Aktionspotentials die
Entstehung von Extrasystolen (engl. early after depolarisation, EAD). Eine UbermaRig lange
Repolarisationsdauer kann Torsade-de-Pointes-Tachykardien verursachen (Guo et al. 2008).
Es treten jedoch beim Pferd trotz langer QT-Strecke weder vermehrt EAD noch Torsade-de-
Pointes-Tachykardien auf. Zudem weisen Pferde eine ausgepragte Adaption der
Herzfrequenz an die Leistung auf (Courouce et al. 1999), wobei die Dauer der Repolarisation
angepasst wird (Finley et al. 2003). Das Pferd besitzt eine weite Herzfrequenzspanne mit
Ruheherzfrequenzen von 27 bis 44 Schldgen bis zu 240 Schlagen pro Minute (min) unter
maximaler Belastung (Marsland 1968). Interspezies-Unterschiede sind insbesondere bei den
an der ventrikuldren Repolarisation beteiligten Kalium-lonenstromen beschrieben (Varro et al.
1993; Finley et al. 2003; Pedersen et al. 2013). Aufgrund der Besonderheiten der equinen
Elektrophysiologie werden beim Pferd zusatzlich stabilisierende Kaliumkanadle vermutet
(Finley et al. 2003). Dies macht die Entwicklung speziesspezifischer Modelle notwendig
(Kap. 2.2.1.), die auch der Ubertragung neuer Therapieansatze aus der Human- in die

Veterinarmedizin und umgekehrt von Nutzen sein kénnen (Van Der Vekens et al. 2013).
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Verschiedene in-vitro-Modelle stehen fir elektrophysiologische Untersuchungen beim Pferd
zur Verflgung, darunter die Untersuchung heterogen exprimierter, herzspezifischer
lonenkanale in Saugetierzellen (z.B. die CHO-K1-Zelllinie des Hamsterovars) und
Xenopus laevis-Oozyten (Pedersen et al. 2015; Trachsel et al. 2018; Calloe et al. 2019).
Hierbei kommen Patch-Clamp- und Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Techniken zum Einsatz,
wobei die Expression nur eines Kanals untersucht wird. Als weitere Madglichkeit sind
Untersuchungen direkt am Herzmuskelpraparat zu nennen (Pedersen et al. 2015). Diese
Modelle spiegeln die physiologischen Gegebenheiten allerdings nur ungentigend wider bzw.
ist das Ausgangsmaterial oft schwer zu gewinnen. Des Weiteren kénnen messtechnische
Schwierigkeiten auftreten (Fozzard und Beeler Jr 1975; Pedersen et al. 2015; Trachsel et al.
2022).

2.5. Zusammenfassung der Literaturrecherche

Aus der Literaturrecherche wird deutlich, dass multipotente MSCs eine vielversprechende
Zellquelle nicht nur fir die regenerative Medizin, sondern auch flr die Etablierung von
speziesspezifischen in-vitro-Modellen darstellen. ASCs werden i.d.R. aus dem leicht
zuganglichen WAT mittels des Kollagenaseverdaus oder des Explantat-Verfahrens gewonnen
und weisen ein hohes Proliferationspotential auf. Die Zellen kénnen Uber die ISCT-Kriterien
eindeutig als MSCs identifiziert werden, zu denen die Untersuchung des speziesspezifischen
CD-Markerprofils, des tripotenten Differenzierungspotentials und der Fahigkeit der
Plastikadharenz gehéren. In  verschiedenen Studien kommen unterschiedliche
Labormethoden und -protokolle fiir die Isolierung und Kultivierung von MSCs verschiedener
Gewebequellen zum Einsatz, die direkt Auswirkungen auf die Zellausbeute, das Proliferations-
und Differenzierungspotential der Zellen haben. Zudem existieren Interspezies- und
Interdonorvariabilitaten (Heterogenitat der MSCs). Das kardiomyogene
Differenzierungspotential von MSCs wurde flir verschiedene Spezies, nicht jedoch das Pferd,
in vitro nachgewiesen. Hierbei kommen verschiedene Induktionsfaktoren zum Einsatz, die
innerhalb der embryonalen Kardiomyogenese beteiligt sind. Dazu z&hlen insbesondere die am
TGFB-/BMP- und Wnt-/B-Catenin-Signalweg beteiligten Faktoren sowie 5-AZA als der am
haufigsten eingesetzte kardiomyogene Induktor. Eine stattgefundene kardiomyogene
Differenzierung wird Uber zellmorphologische Veranderungen und die Expression
myokardialer Marker nachgewiesen. Da sich die equine kardiale Elektrophysiologie von der
Elektrophysiologie anderer Spezies unterscheidet, ware ein speziesspezifisches in-vitro-
Kardiomyozyten-Modell beim Pferd eine wertvolle Erganzung. Aus der Literaturrecherche geht
hervor, dass ASCs ein vielversprechender Ansatz fir die Etablierung eines solchen in-vitro-

Modells darstellen konnten.
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3. Material und Methoden

Nach der Isolierung und Kultivierung der Praadipozyten folgte eine Analyse des
Isolierungserfolgs, der Proliferationsfahigkeit und des flir die Kultivierung am besten
geeigneten Serumsupplements. Die Zellen wurden hinsichtlich des tripotenten
Differenzierungspotentials und der immunphanotypischen Charakteristika untersucht. Danach
erfolgte in zwei Versuchsteilen die Untersuchung des Differenzierungspotentials in
Kardiomyozyten-ahnliche Zellen (CLCs). Der Effekt verschiedener Induktionsfaktoren auf die
Zellen wurde morphologisch und molekularbiologisch mittels SYBR Green quantitativer
Echtzeit-PCR (RT-gPCR) Uberprift, woflir zuvor eine Etablierung der RT-gPCR erfolgte
(Versuchsablauf siehe Abb. 8). Die eingesetzten Materialien inkl. Herstellerangaben sind im
Anhang in Kap. 9.1. gelistet. Bei den nachfolgend aufgefihrten Konzentrationsangaben der

Chemikalien handelt es sich um Endkonzentrationen.

N isori N ansie N N -
Fettgewebe- || Isolierung+ | Optimierung | Charakteri- |/ Kardiomyogener

) _

Proben- Kultivierung der Kultur- sierung equiner Induktionsversuch | -
entnahme equiner ASCs bedingungen ASCs -5-AZA (ohne [ Charakterisierung
*abdominal enach » Serumversuch *Plastikadharenz Beschichtung) der induzierten
~retrobulbar Kollagenase- “tripotente «Act A/ BMP-4/ DKK-1 Zellen
«subkutan verdau Differenzierung (mit Beschichtung) +morphologisch
"Explantat- *spezifisches -SYBR Green qPCR
S]Zﬁ:a'?:geﬁ?' \\(zuvor Etablierung)
\ \
\. A\ N ZRN AN 4

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.
Nahere Erlauterungen werden im Text gegeben.

27



Material und Methoden

3.1. Pferde und Probenentnahme

Es wurden n = 16 Pferde im Zeitraum von August bis September 2021 nach Euthanasien an
der Klinik fur Pferde der Freien Universitat (FU) Berlin (n=12) oder Schlachtungen in
kommerziellen Schlachthéfen in Deutschland beprobt (n=4) und abdominales (abd),
retrobulbares (rb) und subkutanes (sc) Fettgewebe maximal 8 h post mortem entnommen.
Beim abd-Fettgewebe handelte es sich um subserdses Fett, welches aus der Tela subserosa
des Peritoneums paramedian zur Linea alba nach Inzision der Epidermis, Dermis und Subkutis
mit dazugehdrigem Unterhautfettgewebe und des geraden Bauchmuskels (Musculus (M.)
rectus abdominis) gewonnen wurde (ca. 9 g). In der Augenhoéhle (Orbita) lokalisiertes rb-
Fettgewebe wurde nach transpalpebraler Enukleation des Augapfels (Bulbus oculi)
entnommen (ca. 6 g). Hierzu wurden zwei ellipsoide Inzisionen an Ober- und Unterlid gesetzt,
das mediale Ligamentum palpebrale sowie die laterale palpebrale Raphe durchtrennt. Nach
Transsektion der Unterhaut, der extraokularen Muskulatur, des M. retractor bulbi und des
Nervus opticus (Sehnerv) erfolgte die en-bloc-Entnahme des Bulbus oculi mitsamt der
Nickhaut, Konjunktiva, Augenlider und des rb-Fettkérpers. Sc-Fettgewebe (ca. 9 g) wurde im
Bereich lateral des Schweifansatzes nach Hautinzision oberhalb des M. glutaeus superficialis
entnommen. Alle Proben wurden unter (nahezu) sterilen Bedingungen gewonnen.
Vorausgegangen war ein Vorversuch mit einem Studienkollektiv von n =20 Pferden im
Zeitraum von August 2019 bis Juli 2021 (siehe Anhang, Kap. 9.8.). Es wurden Pferde
verschiedener Rassen, unterschiedlichen Geschlechts (Stute, Wallach, Hengst) und Alters
beprobt (Pferdeliste sieche Anhang, Kap.9.2.). Die Toétung der Tiere stand nicht in
Zusammenhang mit der Studie und die Probenentnahme fand in Ubereinstimmung zum
deutschen Tierschutzgesetz statt (StN 008/20-1V C 10).

3.2. Probenaufbereitung

Nach Entnahme des Fettgewebes wurde dieses einmal in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (engl. Dulbecco’s phosphate-buffered saline, DPBS) mit Kalzium und
Magnesium (DPBS mit Ca?/Mg? Fa. Sigma Aldrich) gewaschen und bis zur
Weiterverarbeitung im Labor des Institutes fur Veterinar-Physiologie der FU Berlin fir 2 bis 8 h
in auf 4°C vorgekuhlte Pufferldosung gelagert. Die Pufferlésung war mit 4% Penicillin-
Streptomycin (400 U/ml und 400 pg/ml, Fa. Sigma Aldrich) sowie mit 2% Amphotericin B
(5 yg/ml, Fa. Biowest) supplementiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt, woraufhin die
Fettgewebeproben von makroskopisch sichtbaren Blutgefaen befreit undinca. 2 x 2 x 2 mm

kleine Fettgewebestiicke geschnitten wurden.
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3.3. Zellkultur — Isolierung und Kultivierung equiner ASCs
3.3.1. Isolierung equiner ASCs

Es folgte die Isolierung equiner ASCs mithilfe zwei verschiedener Isolationsmethoden, dem
Kollagenaseverdau und dem direkten Explantationsverfahren. Fur die erstgenannte Methode
wurde das Fettgewebe fir 1 h bei 37°C mit einer 0,1% Kollagenase Typ 1 Ldsung (1 mg/ml;
Fa. Life Technologies GmbH) unter regelmafligem leichtem Schiitteln verdaut und tber einen
100 um-Zellfiter bei 260xg und Raumtemperatur (RT) fur 5 min zentrifugiert
(Beschleunigung 2, Bremse 0). Die sich nach der Zentrifugation im Zellpellet befindliche
stromale Gefalfraktion (SVF) wurde in Dulbecco's Modifiziertes Eagle’s Medium mit hohem
Glukoseanteil (DMEM, 4500 mg/l Glukosegehalt, Fa. Life Technologies GmbH), erganzt um
20% fetales Kalberserum (FKS; Fa. Sigma Aldrich), 1% Penicillin-Streptomycin
(100 U/ml und 100 pg/ml; Fa. Sigma Aldrich), 1% Amphotericin B (2.5 pug/ml; Fa. Biowest) und
HEPES (15 mM; Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG) aufgenommen (Basalmedium, B-M; siehe
Anhang, Kap.9.3., Tab. 25.) und in 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesat. Die Inkubation
erfolgte  unter Standardkulturbedingungen bei 37°C, 5% CO, und gesattigter
Wasserdampfatmosphare. Demgegeniber wurden beim direkten Explantationsverfahren die
Fettgewebeblocke direkt auf 12-Well-Zellkulturtestplatten (Fa. TPP Techno Plastic Products
AG) aufgelegt. Eine Inkubation erfolgte in 200 pl B-M, sodass sich die Zellen am Boden der
Zellkulturgefalle anheften konnten. Nach dem Auswachsen der ASCs-exp aus den Explantaten
wurden die Fettgewebebldcke entfernt und die Zellen unter Standardkulturbedingungen im
Brutschrank weiter kultiviert. Mediumwechsel (MW) erfolgten bei beiden Verfahren alle zwei

bis drei Tage.

3.3.2. Messung des Isolierungserfolgs

Der Isolierungserfolg der aus den abd-, rb- und sc-Fettgeweben gewonnenen ASCs-exp und
ASCs-syr (n = 16 Tiere) wurde mittels eines bindren Bewertungssystems analysiert. Dazu
wurden Punkte fur jede einzelne Isolierung der Passage (P) 0-Zellen vergeben, 0 Punkte fir
eine nicht-erfolgreiche Isolierung (Nichtanwachsen der Zellen) und 1 Punkt fur eine
erfolgreiche Isolierung (Anwachsen der Zellen). Auftretende Kontaminationen der Zellen mit
Bakterien oder Hefen wurden aus den Versuchen ausgeschlossen. Wahrend die
Punktevergabe bei den isolierten ASCs-syvr  pro Kondition und einzelner
75 cm? Zellkulturflasche erfolgte, wurden bei der Explantat (EXP)-Methode die 12 Wells der

Zellkulturtestplatten pro Kondition in der Bewertung als Gesamt-Score zusammengefasst.
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3.3.3. Passagieren

Die isolierten, plastikadharenten Zellen wurden beim Erreichen von 80-90% Konfluenz
gesplittet. Dazu wurde der Monolayer nach Abpipettieren des Uberstands einmalig mit DPBS
ohne Ca?*/Mg?* (Fa. Sigma Aldrich) gespiilt. Danach wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA
(0.25% Trypsin/0.02% EDTA, Fa. Sigma Aldrich) nach zehnminitiger Inkubation im
Brutschrank unter Standardkulturbedingungen abgel6st, die Zellsuspension in Kulturmedium
aufgenommen (Abstoppen der Trypsinierungsreaktion) und im Verhaltnis 1:3 in neue
75 cm? Zellkulturflaschen Gberfihrt (P1). Ab der P1 wurde ein Kulturmedium analog zum B-M
eingesetzt, wobei der FKS-Gehalt auf 10% FKS reduziert wurde (Expansionsmedium, E-M;
Zusammensetzung siehe Anhang, Kap. 9.3., Tab. 26). Um eine ausreichende Zellzahl fir die
nachfolgenden Versuche zu generieren, wurden ASCs-exr und ASCs-syr weiter bis zur
Passage 2 bzw. 3 expandiert und nach Lebend-Tot-Farbung mit Trypanblau (0,4%) und

Zellzahlung mittels Neubauer Zahlkammer (nach Freshney 2010) kryokonserviert.

3.3.4. Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen aus den Passagen 2 bis 3 gemall Kap. 3.3.3. von
den KulturgefaRen abgeldst und bei 300 x g und RT fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Zellen in Einfriermedium (95% B-M + 5% Dimethylsulfoxid, DMSO, Fa.
Sigma Aldrich) resuspendiert und die Zellkonzentration auf 2 x 10% Zellen/ml eingestellt. Je
1 ml Zellsupension wurde in ein 1,5 ml-Einfrierréhrchen Gberflihrt. In den ersten 24 h wurden
die Kryoréhrchen in einer Einfrierhilfe (Thermo Scientific™ Mr. Frosty™ Gefrierbehalter) bei
—80°C gelagert und anschlielend in flissigem Stickstoff (Gasphase) bei —-170°C

kryokonserviert.

3.3.5. Messung des Proliferationspotentials

Zur Untersuchung des Proliferationspotentials der ASCs-exp und ASCs-svr der verschiedenen
Lokalisationen wurden eine Zellwachstumskurve erstellt und die Populationsverdopplungszeit
(PDT) ermittelt. Es wurden n = 3 Tiere in den Versuch einbezogen und pro Lokalisation und
Isolationsmethode je 30.000 Zellen (P3) pro Well in zwei 12-Well-Zellkulturtestplatten in E-M
ausgesat. Von Tag 1 bis 8 wurden die Zellen taglich nach 24 h Kultivierungszeit aus drei Wells
trypsiniert (Kap. 3.3.3.), am automatisierten Zellzédhler TC20™ nach Herstellerangaben (Fa.
Bio-Rad Laboratories GmbH) in Doppelbestimmung gezahlt (3 Wells x 2 = 6 Zellzahlwerte)
und der Mittelwert errechnet. Die PDT wurde taglich nach der Formel 1 berechnet, wobei TO
den Startzeitpunkt, T den Endzeitpunkt der Kultur, NO die Zellzahl an Tag 0 und Nt die Zellzahl

am jeweiligen Messtag darstellte.

_ (T -T0) g2

PDT = ————
lgNt — IgNO (1)
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3.3.6. Evaluierung geeigneter Serumsupplemente fir die Kultivierung equiner

Praadipozyten (Serumversuch)

Zur Ermittlung des fir die Kultivierung und das Wachstumsvermdgen der Zellen am besten
geeigneten Serumsupplements wurden abd-ASC-svr und abd-ASC-exp der P2 und P3 von
n = 3 Tieren an Tag 0 (Zeitpunkt TO) aufgetaut und Utber drei Wochen (bis zum Zeitpunkt T3)
in DMEM-Medium mit entweder 10% FKS, 20% FKS, 10% Pferdeserum (engl. horse serum,
HS) oder der Kombination aus 10% FKS und 10% HS kultiviert (Mediumzusammensetzungen
siehe Anhang, Kap. 9.3., Tab. 27). Wahrend der dreiwdchigen Kultivierungszeit wurden die
Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-90% i.d.R. zweimal passagiert (Kap. 3.3.3.).
Die Effekte des Serums auf die Morphologie und das Zellwachstum wurden untersucht und
mithilfe eines Punktevergabesystems bewertet. Dazu wurden fir abd-ASC-gxp und
abd-ASC-syr jedes Tieres Punkte zu drei Zeitpunkten (nach dem Auftauen, dem ersten und
zweiten Passagieren der Zellen) in sieben Kategorien vergeben (Tab. 3), zu einer

Gesamtpunktzahl summiert und die verschiedenen Serumzusatze miteinander verglichen.

Tab. 3: Bewertungssystem zur Evaluierung geeigneter Serumzusatze.

Kriterium Beurteilung Punkte
icht 0
Anwachsen der Zellen mC .
1. , maRig 1
nach Auftauen bzw. Passagieren
gut 2
keine 0
2. Vorhandensein von Mitosen wenige 1
viele 2
. . ja 0
3. Vorhandensein atypischer Zellen .

nein 1
hochgradig 0
4. Auftreten von Zellablésung gering- bis mittelgradig 1
keine 2
nein 0

5.  Nachwachsen von Zellen nach Zellablésung ja 0,5
keine Zellabldsung 1
viele 0

6. Auftreten von ,Tirmchen® wenige 0,5
keine 1
) ) wird nicht erreicht 0
7 Dauer bis zum Erreichen > 7 Tage 1

' von 80-90% Konfluenz 9

<7 Tage 2
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3.4. Tripotentes Differenzierungspotential equiner ASCs

Zur Untersuchung des tripotenten Differenzierungspotentials wurden aus abd-Fettgewebe
gewonnene ASCs-exp und ASCs-syr sowie aus rb- und sc-Fettgewebe isolierte ASCs-gxp von
jeweils n=6 Tieren in zwei Versuchsdurchlaufen adipogen, osteogen und chondrogen
induziert. Dazu wurden die kryokonservierten Zellen (Kap. 3.3.4.) aufgetaut, durch
Passagieren bis zum Erreichen einer fir die Versuche ausreichenden Zellzahl vermehrt
(Kap. 3.3.3.) und die Zellen der P5 bis P6 mithilfe der im Anhang in Kap. 9.3. (Tab. 28-31)
aufgefiihrten Induktions- und Differenzierungsmedien induziert. Bei der adipogenen und
osteogenen Differenzierung wurden die Zellkulturgefae mit 2 pg/cm? murinem Laminin (Fa.
Sigma Aldrich) beschichtet, um eine Ablésung der Zellen weitestgehend zu vermeiden
(Hashimoto et al. 2006), die in vorangegangenen Versuchen beobachtet wurde. MW erfolgten

alle zwei bis drei Tage. Es wurden nicht-induzierte Negativkontrollen (NK) mitgefihrt.

3.4.1. Adipogene Differenzierung
3.4.1.1. Studiendesign

Pro Tier und Kondition (abd-ASCs-exp, abd-ASCs-syr, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp) wurden
20.000 Zellen/cm? in vier 25 cm? Zellkulturflaschen (5 x 10° Zellen/25 cm? Kulturflasche) und
zwei 12-Well-Zellkulturtestplatten (38.000 Zellen/Well) ausgesat. Bei einer Konfluenz von 70—
90% wurden die Zellen an Tag 0 mit einem adipogenem Induktionsmedium induziert und an

Tag 3 mit einem adipogenen Differenzierungsmedium bis Tag 7 bzw. 14 differenziert.

3.4.1.2. Messung der Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat

Zur Uberpriifung einer Differenzierung equiner ASCs in mature Adipozyten wurde die Aktivitat
des am Lipidstoffwechsel beteiligten Enzyms Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (GPDH)
gemessen. Dazu wurden die in 25 cm?-Kulturflaschen differenzierten Zellen an Tag 7
gewaschen, trypsiniert und die induzierten Zellen aufgrund der starken Fetttrépfchenbildung
bei 500 x g und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in DPBS ohne Ca?*/Mg?*
aufgenommen. Es folgte eine Lebend-Tot-Farbung mit Trypanblau (0,4%) und Zellzédhlung
mittels des Zellzahlgerates TC20™ (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH) nach
Herstellerangaben. Nach erneuter Zentrifugation (500 x g, 4°C, 5 min) der Zellsuspension, die
1x 108 Zellen enthielt, wurde laut GPDH Assay Kit Protokoll (Glycerol-3-Phosphate
Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit, Fa. Abcam) vorgegangen. Das in der Probe
enthaltende GPDH reagierte mit dem im Reaktionsmix enthaltenden GPDH-Substrat. Es
wurde ein Zwischenprodukt gebildet, das eine GPDH-Sonde (farblos) zu einem farbigen
Produkt reduziert, das bei 450 nm mithilfe eines Multiplattenlesers (Tristar 3, Fa. Berthold

Technologies GmbH & Co. KG) gemessen wurde. Messwerte wurden alle 60s fir 1h
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aufgezeichnet und im Anschluss mithilfe der Software Instrument Control and Evaluation (ICE)
Research (Fa. Berthold Technologies GmbH & Co. KG) ausgewertet.

3.4.1.3. Adipogenese-Score

Die ersten an Tag 5 gebildeten Fetttropfchen wurden mittels eines Bewertungssystems
semiquantifiziert. Pro Tier und Kondition wurden Punkte vergeben (0 Punkte: keine, 1 Punkt:
geringgradige, 2 Punkte: mittelgradige, 3 Punkte: hochgradige Bildung von Lipidtropfchen), die
zu einer Gesamtpunktzahl summiert wurden, sodass die Kondition mit der hochsten

Adipogenese-Aktivitat ermittelt werden konnte.

3.4.1.4. Messung der gebildeten intrazellularen Lipide

Zur Uberprifung des Vorhandenseins intrazellularer Lipide erfolgte an Tag 14 eine Nilrot-
Farbung (Farbeprotokoll siehe Anhang, Kap.9.4., Tab.39) der in 24-Well-Platten
differenzierten Zellen. Zur Kernfarbung wurde DAPI eingesetzt. Die Visualisierung der Farbung
erfolgte am Leica DMI 6000B Epi-Fluoreszenzmikroskop (Fa. Leica Microsystems GmbH) flr
Nilrot bei Anregungs-/Emissionswellenlangen von 480/530 nm (neutrale Lipide) bzw. bei
515/590 nm (Gesamtlipide) und fir DAPI bei 360/470 nm (Kerne).

3.4.1.5. Messung der Lipid-Nuclei-Ratio

Der Fluoreszenz-Index von Nilrot (Lipid-Index) wurde mittels des 2300 EnSpire™
Multiplattenlesers (Fa. Perkin Elmer) bei einer Anregungs- und Emissionswellenlange von
475/570 nm ermittelt, der Fluoreszenz-Index von DAPI (Nuclei-Index) bei 358/461 nm. Durch
Division des Lipid- durch den Nuclei-Index wurde die Lipid-Nuclei-Ratio berechnet. Diese stellt
die um die Zelldichte korrigierte Konzentration nicht-polarer Lipide dar und dient der

Quantifizierung der adipogenen Differenzierung (Becker et al. 2021).

3.4.2. Osteogene Differenzierung
3.4.2.1. Studiendesign

Zur Untersuchung des osteogenen Differenzierungspotentials wurden die Zellen in 25 cm?
Zellkulturflaschen und 24-Well-Zellkulturtestplatten ausgesat (20.000 Zellen/cm?) und bei 70—
90% Konfluenz (TO) mit osteogenem Differenzierungsmedium bis Tag 14 bzw. 21 induziert

und differenziert.

3.4.2.2. Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat

Die osteogene Differenzierung der in 25 cm?-Kulturflaschen induzierten Zellen wurde an
Tag 14 Uber die Messung der Enzymaktivitdt der am Knochenwachstum beteiligten
Alkalischen Phosphatase (ALP) mithilfe eines fluorometrischen Alkaline Phosphatase Assay

Kits (Fa. Abcam) quantitativ ermittelt. 4 x 10 Zellen wurden bei 300 x g und 4°C fiir 5 min
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zentrifugiert, mit DPBS mit Ca2*/Mg?* gewaschen, wiederum zentrifugiert (300 x g, 4°C, 5 min)
und das Zellpellet in 400 pl ALP Assay Puffer gelost. Nach Zentrifugation bei 13.000 x g
und 4°C fur 3 min wurde der Uberstand abgenommen und gemafR ALP-Assay-Kitprotokoll
vorgegangen. Die Messung der Fluoreszenzintensitdten erfolgte am 2300 EnSpire™
Multiplattenleser (Fa. Perkin Elmer) bei einer Anregungs- und Emissionswellenlange von
360 nm bzw. 440 nm. Die Abspaltung der Phosphatgruppe des nicht-fluoreszierenden
4-Methyl-Umbelliferyl-Phosphats (MUP) durch die ALP resultiert dabei in einem intensiven
Fluoreszenzsignal, das proportional zur ALP-Aktivitat ist. Proben mit Messwerten oberhalb des

héchsten Standards wurden wiederholt verdiinnt eingesetzt.

3.4.2.3. Messung des gebildeten Kalziums

An Tag 21 wurden die in je drei Wells einer 24-Well-Platte osteogen differenzierten Zellen nach
Von Kossa angefarbt (Farbeprotokoll siehe Anhang, Kap. 9.4., Tab. 40), um das von den
Osteoblasten gebildete Kalzium in der extrazellularen Matrix nachzuweisen. Die Visualisierung
erfolgte mittels Durchlichtmikroskop (Inverses Mikroskop AE2000, Fa. Motic Deutschland
GmbH).

3.4.2.4. Messung des Index der osteogenen Differenzierung

Es folgte eine photometrische Messung der optischen Dichten (OD) sowohl der induzierten
(ind) als auch nicht-induzierten Zellen (NK) am 2300 EnSpire™ Multiplattenleser (Fa. Perkin
Elmer) bei einer Wellenlange von 492 nm. Der Index der osteogenen Differenzierung (10D)
wurde nach der Formel 2 berechnet, indem der Quotient aus der ODu4g2 nm der ind- und NK-

Zellen gebildet wurde.
_ (2)
0D (492 nm) (ind)

10D =
0D (492 nm) (NK)

3.4.3. Chondrogene Differenzierung
3.4.3.1. Studiendesign

Aufgrund eines erhéhten chondrogenen Differenzierungspotentials von ASCs in 3D-Zellkultur
(Kap. 2.1.2.2.3.) wurden die Zellen in Pelletkultur differenziert. Dazu wurden nach dem
Trypsinieren (Kap. 3.3.3.) 5x 10° Zellen pro Kondition in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und dieses mit 2 ml chondrogenem Differenzierungsmedium besttckt. Nach
Zentrifugation bei 280 x g und 4°C fur 5 min bildeten sich die Zellpellets. Die Inkubation der
Zellen im chondrogenen Differenzierungsmedium erfolgte fur 21 Tage im Brutschrank unter
Standardkulturbedingungen, wobei die Deckel der Zentrifugenréhrchen locker angedreht
waren, um einen Gasaustausch der Zellen zu gewahrleisten. Durch tagliches Vortexen der

Pelletkulturen wurde ein Floaten der Pellets ermdglicht. Da in einem Vortest die Erfahrung
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gemacht wurde, dass Pellets unabhangig von der eingesetzten Zellzahl bei Kultivierung in
herkdmmlichem Kulturmedium bzw. ohne den Einsatz chondrogener Induktionsfaktoren
zerfallen, wurde auf das Mitflihren einer NK in 3D-Pelletkultur verzichtet und nicht-induzierte
Zellen als NK in 24-Well-Platten (Aussaatdichte 20.000 Zellen/cm?) Uber 21 Tage als 2D-Kultur
mitgefihrt. An Tag 21 wurden die Pellets und NK fir die anschlieRende histologische
Untersuchung mit ROTI®Histofix 4% (Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG) Uber Nacht fixiert.

3.4.3.2. Histologische Untersuchung

Die Zellpellets wurden maschinell im Einbettautomat Logos One (Fa. A. Menarini Diagnostics)
gemal Herstellerangaben in Paraffin eingebettet, im Rotationsmikrotom (HM 325, Fa.
Thermofisher Scientific) auf eine Schichtdicke von 0,5 pm geschnitten, in einem Wasserbad
~gestreckt* und auf beschichtete Objekttrager (StarFrost Advanced Adhesive, Fa.
Engelbrecht GmbH) gezogen. Diese Vorarbeiten und die in Kap. 3.4.3.2.1. beschriebene
Hamatoxylin-Eosin-Farbung erfolgten durch das Histologie-Labor des Instituts fur
Tierpathologie der FU Berlin. Die Proben wurden mit Xylol entparaffiniert, Uber eine
absteigende  Alkoholreihe (96%, 80%, 70%, 60% Ethanol) hydriet und mit

Alcianblau-Kernechtrot gefarbt.

3.4.3.2.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die histologischen Schnittpraparate wurden zur Ubersicht mit Hamatoxylin (Fa. Carl Roth
GmbH + Co. KG) und Eosin (Fa. Waldeck GmbH & Co. KG) angefarbt (Farbeprotokoll siehe
Anhang, Kap. 9.4., Tab. 41). Wahrend Hamatoxylin (Hamalaun) Zellkerne im sauren Milieu
blau anfarbt, stellen sich azidophile Strukturen wie das Zytoplasma, Kollagenfasern und die

Zellwand nach Eosin-G-Farbung rot dar.

3.4.3.2.2. Messung der gebildeten sauren Mukopolysaccharide

Die Alcianblau-Farbung diente dem Nachweis der gebildeten sauren Glykosaminoglykane in
der von den Chondroblasten gebildeten extrazellularen Matrix. Als Kerngegenfarbung wurde
Kernechtrot eingesetzt. Die Farbung wurde gemal dem Alcianblau-Kernechtrot-Farbekit fir
saure Mukosubstanzen (Fa. Morphisto GmbH) laut Herstellerangaben durchgefiihrt
(Farbeprotokoll sieche Anhang, Kap. 9.4., Tab. 42.). Die als Monolayer mitgefiihrten NK
wurden auf gleiche Weise angefarbt, wobei die unter Kap. 3.4.3.2 beschriebene histologische

Aufbereitung der Proben entfiel.

3.4.3.2.3. Modifizierter ,,Bern-Score*

Das chondrogene Differenzierungspotential wurde mittels eines Punktevergabesystems
angelehnt an den von Grogan et al. (2006) entwickelten sog. ,Bern-Score® bewertet (Grogan
et al. 2006). Dazu wurde der ,Bern-Score* insofern modifiziert, als dass die Bewertung nicht

nach der Safranin-O/Fast Green-Farbung, sondern nach der Alcianblau-Kernechtrot-Farbung

35



Material und Methoden

erfolgte. Die histologischen Schnittpraparate der Zellpellets wurden durch zwei Beobachter
,verblindet mikroskopiert und anhand von drei Kategorien (Kategorien A, B und C; siehe
Tab. 4) bewertet. Fir jede Kategorie wurden Punkte von null bis drei vergeben und diese
summiert, sodass eine Gesamtpunktzahl von null bis neun Punkten erreicht werden konnte.

Tab. 4: Punktevergabesystem zur Bewertung der chondrogenen Differenzierung
equiner Praadipozyten (modifiziert nach Grogan et al. 2006).

Modifizierter ,,Bern-Score* nach Alcianblau-Kernechtrot-Farbung
Kategorien Punkte
A. Uniformitat und Intensitat der Alcianblau-Kernechtrot-Farbung

o Keine Farbung 0
e Schwache Farbung mit gering ausgebildeter Matrix 1
o Moderate, gleichmafige Farbung 2
e (teils) dunkle Farbung 3
B. Abstand zwischen den Zellen/Menge der akkumulierten Matrix
¢ Hohe Zelldichte ohne Matrix (kein Abstand zwischen den Zellen) 0
¢ Hohe Zelldichte mit wenig Matrix (Zellen < 1 ZellgréRe auseinander) 1
e Moderate Zelldichte mit mittelgradig Matrix (Zellen ca. 1 Zellgréf3e auseinander) 2
e Niedrige Zelldichte mit umfangreicher Matrix (moderater Abstand zwischen den 3
Zellen, > 1 Zellgrolie)
C. Zelimorphologie
¢ Kondensierte/nekrotische/pyknotische Zellkorper 0
e Spindel-/faserféormige Zellmorphologie 1
e Gemisch aus spindel-/faserformiger bzw. rundlicher, chondrogener Morphologie 2
e Hauptsachlich rundliche, chondrogene Morphologie 3

3.5. Immunologische Methoden

Die Reinheit der equinen abd-ASCs-exp- und abd-ASCs-sve-Populationen wurde anhand des
Vorkommens stammzellspezifischer Oberflachenmarker mittels einer
durchflusszytometrischen Analyse bei n = 5 Tieren Uberprift. Auf Grundlage der fir humane
MSCs definierten ISCT-Kriterien (Dominici et al. 2006) und der in der Literatur beschriebenen
Speziesspezifitat des Pferdes (Kap. 2.1.2.1.) wurde die Expression der Positivmarker CD29,
CD44, CD90 und CD105 und der Negativmarker CD34 und CD45 nach dem folgenden

Protokoll untersucht.

3.5.1. Vorbereitung und Fluoreszenzfarbung equiner ASCs

Zellen aus P3und P4 wurden mit Akkutaselésung (Fa. PAN Biotech GmbH) von den
Kulturflaschen abgeldst und das Zellpellet nach Zentrifugation (300 x g, 4°C, 5 min) in FACS-
Puffer (DPBS ohne Ca?*/Mg?* supplementiert mit 0,2% BSL und 2 mM EDTA) resuspendiert,
um die Enzymreaktion der Akkutase abzustoppen. Nach einer Lebend-Tot-Farbung mit
Trypanblau (0,4%) wurden die Zellen in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und

1 x 10% Zellen in jeweils ein Well einer 96-Well-Spitzbodenplatte (Fa. Greiner Bio-One GmbH)
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Uberfuihrt. Die Platte wurde zentrifugiert (400 x g, 8°C, 4 min) und der Uberstand verworfen.
Fir die Fluoreszenzmarkierungen wurden 30 pl eines Mix aus den in Tab. 5 aufgelisteten
Primar-Antikdrpern (AK) in den entsprechenden Verdiinnungen in jedes Well pipettiert und flr
10 min auf Eis inkubiert. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen des Primar-AKs wurden

sog. Isotypkontrollen als NK auf gleicher Weise mitgeflihrt (sieche Anhang, Kap. 9.5., Tab. 43).

Tab. 5: Auflistung der fiir die Inmunphanotypisierung eingesetzten Antikorper.

Antikorper | Klon | Reaktivitat Fluorochrom Verdiinnung Bezugsquelle
TS2/ . Allophycocyanin . .
CD29 16 Anti-Human (APC) 1:30 BioLegend
CD34 581 Anti-Human | Phycoerythrin (PE) 1:20 BioLegend
Anti-Maus/ Peridinin-
CD44 IM7 H Chlorophyll-Protein 1:600 BioLegend
uman
(PerCP)
F10- . - ) Bio-Rad
CD45 89-4 Anti-Human Biotin (B) 1:10 Laboratories GmbH
CD90.1 OX-7 Anti-Ratte Pacific Blue (PB) 1:200 BioLegend
. Phycoerythrin- . ThermoFisher
CD105 SN6 | Anti-Human Cyanine7 (PE-Cy7) 1:20 Scientific Inc.
Sekundar ) Anti-Human/ Alexa Fluor 488 1:200 BioLegend
(Streptavidin) Maus/Ratte (AF 488) ) 9

Der Mix aus Primar-AKs bzw. Isotypkontrollen enthielt zudem einen Viabilitdtsfarbstoff
eFluor780 (1:1000-Verdiinnung; Fa. ThermoFisher Scientific Inc.) zum Ausschluss nicht-
vitaler Zellen (engl. dead cell exclusion, DCE). Aufterdem wurde zur Detektion von
Hintergrundstrahlung bzw. Autofluoreszenz der Zellen eine ungefarbte Kontrolle mitgefihrt,
die ausschliefdlich 30 yl FACS-Puffer enthielt. Nach einem Waschschritt folgte die Inkubation
mit 30 pl des Sekundarkonjugates Streptavidin-Alexa Fluor 488 (Fa. BioLegend) flir 10 min bei
4°C, wonach sich wiederum ein Waschschritt anschloss. Fir die durchflusszytometrische

Messung wurde das Zellpellet in 200 pyl FACS-Puffer aufgenommen.

Als Positivkontrollen wurden mittels bronchoalveoldrer Lavage (BAL) gewonnene
Makrophagen sowie mononukleare Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) mitgeflhrt. Dazu wurden bei im Rahmen des Klinikbetriebes an der
Klinik fir Pferde der FU Berlin durchgefiihrten Lungenuntersuchungen BAL-Proben von
n=2Tieren entnommen. Die Makrophagengewinnung erfolgte durch das Institut flr
Tierpathologie der FU Berlin. Die PBMC-Isolation erfolgte durch eine Blutprobenentnahme aus
der Vena jugularis externa nach Scheren der Haut und antiseptischer chirurgischer
Vorbereitung bei n = 5 Pferden, die an der Klinik flir Pferde der FU Berlin im Rahmen von
Routineuntersuchungen vorstellig wurden. Nach 1:2-Verdinnung des EDTA-Blutes mit
isotonischer Kochsalzlésung (0,9% Natriumchlorid) wurde dieses in ein mit 12,5 ml humanem
Pancoll (Fa. PAN-Biotech GmbH) bestiicktes Zentrifugentube aufgetragen und bei 800 x g und
RT flr 20 min zentrifugiert (Bremse 0, Beschleunigung 0). Die PBMC enthaltende Interphase
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wurde in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, in das 40 ml DPBS ohne Ca?*/Mg?* vorgelegt
wurde, und bei 400 x g und 4°C fur 8 min erneut zentrifugiert. Nach Dekantieren des
Uberstandes wurde das die PBMCs enthaltende Zellpellet in FACS-Puffer resuspendiert.
Sowohl BAL-Makrophagen als auch PBMC wurden in einem CASY® Cell Counter (Fa. Roche-
Innovatis AG) gemal Herstellerangaben gezahlt und Fluoreszenzmarkierungen

angeschlossen (Protokoll s.0.).

3.5.2. Durchflusszytometrische Untersuchung zur Immunphanotypisierung equiner
ASCs

Die Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting, FACS) ermdglicht als
Messverfahren eine zeitgleiche Bestimmung der GroRe, Granularitat und des Phanotyps der
untersuchten Zellen. Grundlage hierfiur stellt eine Zellsuspension dar, in der die Zellen einzeln
an einem Laser vorbeigeleitet werden, der auf die Zelle treffende Lichtstrahl je nach
Zellbeschaffenheit abgelenkt wird und als Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) bzw.
Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) detektiert wird. Der FSC spiegelt die Gréfke und
der SSC die Granularitat der Zellen wider. Die bei der Markierung der Zellen mit Fluorochrom-
markierten AK entstehenden Fluoreszenzsignale werden detektiert und in ein elektrisches
Signal umgewandelt, das elektronisch weiterverarbeitet wird. Die Datenerhebung erfolgte am
BD FACSCanto Il (Fa. BD Biosciences) und die Analyse der Daten erfolgte mittels FlowJo
Software (Version 9.9.6, Fa. Tree Star Inc.). Die Gating-Strategie (engl. gating, Schleusen)
ermoglichte ein gezieltes Auswahlen der zu untersuchenden Zellpopulation, sodass unter
anderem Zelldubletten, Zelldebris und nicht-vitale Zellen aus den Messungen ausgeschlossen
wurden (siehe Anhang, Kap. 9.5., Abb. 37).

3.6. Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner ASCs

Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit wurden die Versuche in zwei Versuchsdurchlaufen
durchgeflhrt.

3.6.1. Induktionsfaktor 5-Azacytidin

Zur Evaluierung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner ASCs wurde
zunachst der Effekt des DNA-Methyltransferase-Inhibitors 5-AZA auf equine Praadipozyten
in vitro untersucht. Dazu wurden abd-ASCs-syvr der P3 und P4 von n = 5 Tieren aufgetaut, in
unbeschichteten 75 cm? Zellkulturflaschen in E-M vermehrt und bei 80—90% Konfluenz an
Tag 0 (Zeitpunkt TO) mit 10 yM 5-AZA (lber 48 h induziert (Zusammensetzung des
Differenzierungsmediums siehe Anhang, Kap.9.3., Tab. 32). Nach Wechsel zum
herkdmmlichen E-M am dritten Tag wurden die Zellen weiter bis Tag 21 (3 Wochen nach
Induktionsstart, Zeitpunkt T3) inkubiert. MW erfolgten alle zwei bis drei Tage (Versuchsdesign
siehe Abb. 9). Nicht-induzierte Zellen wurden als NK mitgefuhrt. Die Zellmorphologie wurde
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wahrend des Induktionszeitraums alle zwei bis drei Tage subjektiv durchlichtmikroskopisch
beurteilt. Zu den Zeitpunkten TO und T3 wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers geerntet
und mittels einer SYBR Green RT-gPCR die Genexpressionen pluripotenzassoziierter Marker,

kardialer Marker und eines Muskelmarkers untersucht (siehe Kap. 3.7.).

Induktionsstart

+ Zellernte Zellernte
Auftauen TO T3
der Zellen MW Passagieren der Zellen ﬂ MW MW MW MW MW MW MW MW ﬂ
5-Azacytidin (10 uM)
DMEM (25 mM Glukose) + 10% FKS + DMEM (25 mM DMEM (25 mM Glukose) + 10% FKS
Glukose) + 10% FKS
ohne Beschichtung
| T T T T
Tag -6 Tag -2 Tag 0 Tag 2 Tag 21

Abb. 9: Versuchsdesign des 5-Azacytidin-Induktionsversuchs.

Equine Praadipozyten wurden nach zeitgleichem Auftauen und Vermehren der Zellen an Tag 0 mit
10 uM 5-Azacytidin Uber 48 Stunden kardiomyogen induziert und ab Tag 3 in herkdmmlichem
Expansionsmedium weiter kultiviert. An Tag 21 wurden die Zellen fir die anschlielende
molekularbiologische Untersuchung geerntet. Abkiirzungen: DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium; FKS, fetales Kalberserum; MW, Mediumwechsel; TO, Zeitpunkt Tag 0; T3, Zeitpunkt 3 Wochen
nach Induktion.

3.6.2. Induktionsfaktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und
Dickkopf-1

Im nachsten Schritt wurde das kardiomyogene Differenzierungspotential equiner ASCs unter
Einsatz weiterer Induktionsfaktoren und unter Zuhilfenahme eines extrazellularen
Matrixproteins untersucht. Dazu wurden abd-ASCs-syr der P3, P4 und P6 mit den an der
embryonalen Kardiomyogenese beteiligten Transduktionsfaktoren Act A, BMP-4 und DKK-1
induziert (siehe Kap. 2.3.1.). Im ersten Teilversuch wurden abd-ASCs-syr von n = 5 Tieren
zeitgleich aufgetaut und in B-M in mit murinem Laminin (Fa. Sigma Aldrich) beschichteten
25 cm? Zellkulturflaschen vermehrt. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90% wurden die

Zellen gemal den Protokollen 1A und 1B in Tab. 6 induziert.

Tab. 6: Protokoll des Induktionsversuchs mit Act A, BMP-4 und DKK-1 (1. Teilversuch).

Faktor | Dauer 1A 1B

Act A 24 h 100 ng/mi 100 ng/ml
BMP-4 96 h 10 ng/ml 20 ng/ml
DKK-1 48 h 100 ng/ml 100 ng/ml

Nach der einwéchigen Induktionszeit erfolgte die weitere Inkubation der Zellen in einem
modifizierten Basalmedium (MB-M, Zusammensetzung siehe Anhang, Kap. 9.3., Tab. 33).

MW erfolgten alle zwei bis drei Tage. Es wurden nicht-induzierte Zellen als NK mitgefihrt.
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Durchlichtmikroskopisch wurden die Zellen hinsichtlich morphologischer Veranderungen
untersucht und zu den Zeitpunkten TO und T3 eine Genexpressionsanalyse mittels SYBR

Green RT-gPCR angeschlossen (Kap. 3.7.).

Der zweite Teilversuch erfolgte gemafly dem Protokoll fiir den ersten Teilversuch mit den in
Tab. 7 aufgeflihrten Variationen (2A, 2B und 2C) der Induktionsfaktoren.

Tab. 7: Protokoll des Induktionsversuchs mit Act A, BMP-4 und DKK-1 (2. Teilversuch).

Faktor | Dauer 2A 2B 2C
Act A 24 h 0 ng/ml 100 ng/mi 100 ng/mi
BMP-4 96 h 50 ng/ml 50 ng/mi 50 ng/ml
DKK-1 48 h 150 ng/ml 150 ng/ml 0 ng/ml

Die Zusammensetzungen der Differenzierungsmedien beider Teilversuche sind im Einzelnen
im Anhang in Kap. 9.3., Tab. 34-38 aufgeflihrt. Das Versuchsdesign istin Abb. 10 dargestellt.

Induktionsstart

+ Zellernte Zellernte
) T0 3
Auftauen Passagieren + Aussaat
der Zellen MW der Zellen ﬂ MW MW MW MW MW MW MW MW MW MW ﬂ

Act A BMP-4 DKK-1

DMEM (25 mM Glukose)
+20% FKS

DMEM (10 mM Glucose) + 20% FKS

| DMEM (10 mM Glucose) + 20% FKS |

ohne Beschichtung | Laminin-Beschichtung |

I T T T T T T
Tag -6 Tag -2 Tag O Tag 1 Tag 5 Tag 7 Tag 21

Abb. 10: Versuchsdesign des kardiomyogenen Differenzierungsversuchs des ersten
und zweiten Teilversuchs unter Einsatz der Induktionsfaktoren Aktivin A (Act A),
knochenmorphogenetisches Protein-4 (BMP-4) und Dickkopf-1 (DKK-1).

Die kardiomyogene Induktion equiner Praadipozyten erfolgte an Tag 0 mit Act A, von Tag 1 bis Tag 5
mit BMP-4 und von Tag 5 bis Tag 7 mit DKK-1 in lamininbeschichteten Kulturgefaflen. In beiden
Teilversuchen wurden verschiedene Faktorkonzentrationen hinsichtlich des kardiomyogenen
Differenzierungspotentials getestet (nicht dargestellt). Die weitere Kultivierung der Zellen ab Tag 7 fand
in einem modifizierten Basalmedium statt und die Zellernte erfolgte an Tag 21. Abkiirzungen: DMEM,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; FKS, fetales Kalberserum; MW, Mediumwechsel; TO, Zeitpunkt
Tag 0; T3, Zeitpunkt 3 Wochen nach Induktion.

3.7. Molekularbiologische Methoden

Zur Uberprifung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner abd-ASCs-svr
wurde die Genexpression verschiedener an der Kardiomyogenese beteiligter Marker
untersucht. Dazu wurden reprasentativ die Expression der friihkardialen Gene NKX2-5 und
GATA4 sowie der herzspezifischen Gene MYH6, MYH7 und TNNI3 mittels SYBR Green RT-
gPCR zu den Zeitpunkten TO und T3 analysiert. Zudem erfolgte eine Charakterisierung der
Zellen hinsichtlich der Expression der pluripotenzassoziierten Marker MYC, OCT4/POUF5
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sowie bei den Act A-, BMP-4- und DKK-1-Induktionsversuchen zusatzlich des Markers
DNMT3B und des Muskelmarkers MYF6 zum Ausschluss einer myogenen Differenzierung.
Als Referenzpopulationen (Positivkontrollen, PK) wurden neben equinen abd-ASCs-syr zum
Zeitpunkt TO atriale und ventrikulare Herzmuskelgewebeproben mitgeflihrt, die am
Department of Veterinary Clinical Sciences, Section of Large Animal Medicine and Surgery
der Universitat Kopenhagen von n = 6 Pferden post mortem entnommen und dem Projekt zur
Verfligung gestellt wurden, sowie an der Klinik fir Pferde der FU Berlin entnommene
Muskelgewebeproben von n = 2 euthanasierten Pferden. Dazu wurde post mortem im Bereich
des Sitzbeinhdckers nach Scheren der Haut, chirurgischer Vorbereitung und Inzision aller
Hautschichten mitsamt des Unterhautfettgewebes ein ca. 2 x 2 x 2 cm grof3es Gewebestlick

des langen Sitzbeinbeinmuskels (M. semimembranosus) entnommen.

3.7.1. RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA der TO- und T3-Zellen erfolgte mithilfe des Extraktionskits
NucleoSpin® RNA (Fa. Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) nach Herstellerangaben. Die
Herzmuskel- und Muskelgewebeproben wurden zunachst in 30 mg (5 mg) grolke
Gewebestlicke geschnitten, in ein mit 700 ul RA1-Lysispuffer und 7 ul B-Mercaptoethanol
bestlicktes Reaktionsgefall Uberfuhrt und in einer Kugelschwingmihle (MM200,
Fa. Retsch GmbH) mit einer Schwingfrequenz von 1200/min fir 120 s homogenisiert. Nach
Zentrifugation (14000 x g, RT, 1 min) wurden 700 pl Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberflhrt, mit 700 uyl Phenol-Chloroform Uberschichtet (Phenol-Chloroform-Extraktion) und
gevortext. Es folgte eine Zentrifugation bei 15000 x g und 4°C fir 10 min. 500 ul der oberen,
die Nukleinsduren enthaltenden Phase wurden abgenommen und in einem neuen
Reaktionsgefa® mit 200yl  einer Loésung aus 198 yl  RA1-Lysispuffer und
2 ul B-Mercaptoethanol vermischt. Nach Uberfihren der Probe auf den rosa
NucleoSpin®-Filter erfolgte die RNA-Extraktion gemal Kitprotokoll. Die RNA-Proben wurden
bei —80°C gelagert.

3.7.2. Messung der RNA-Konzentration

Zur Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA wurde mittels NanoPhotometer®
(Fa. Implen) die Extinktion der Proben bei 260 nm gemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht
dabei 40 pg/ml RNA. Zur Uberprifung der Reinheit der Probe wurde das MaR der
Verunreinigung durch Proteine bei 280 nm und durch Kohlenhydrate bzw. Phenole bei 230 nm
ermittelt, die Ratio A260/A280 (Referenzwert: 1,8-2,0) sowie A260/230 (Referenzwert: > 1,7)

bestimmt und Proben mit Messwerten aulterhalb der Referenzbereiche ausgeschlossen.
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3.7.3. Messung der RNA-Qualitat

Als Maf} der Integritat (Qualitat) wird der RIN-Wert (engl. RNA integrity number) bestimmt, der
sich aus dem Quotienten der ribosomalen RNA-Untereinheiten (r28S/r18S) ergibt. Damit kann
eine Aussage Uber eine potentielle RNA-Degradation durch RNA-abbauende Enzyme
(RNAsen) geliefert werden (Schroeder et al. 2006). Die Qualitat der extrahierten Gesamt-RNA
wurde mikroelektrophoretisch als ,Lab-on-a-chip“-Verfahren mit einem kommerziellen Kit
(Agilent RNA 6000 Nano Kit, Fa. Agilent) nach Herstellerangaben in einem Bioanalyzer 2100
(Fa. Agilent) sowie mittels der Software ,Agilent Expert 2100“ Gberprift. Flir eine hohe RNA-
Integritat sprachen ein RIN-Wert nahe 10 (Soll-Wert: 6—10) sowie ein Elektropherogramm,
welches neben dem Peak fir den Marker zwei ribosomale RNA-Peaks aufwies. Das Verhaltnis

der ribosomalen RNA-Untereinheiten sollte einen Wert von = 2 annehmen.

3.7.4. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Es folgte die reverse Transkription (cDNA-Synthese) intakter RNA-Proben mithilfe des
iScript™ cDNA Synthesis Kit (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH) laut Herstellerangaben. Alle
RNA-Proben eines Versuchsansatzes wurden mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in
einen komplementaren DNA-Strang in einem Ansatz umgeschrieben, um methodische Fehler
zu vermeiden. Es wurden 500 ng/ml RNA-Template pro Reaktionsansatz eingesetzt. Zur
Uberprifung einer Kontamination der Ausgangs-RNA mit genomischer DNA (gDNA) wurde
eine sog. Non-Reverse-Transkriptase-Kontrolle (NRT) mitgeflhrt, indem die Reverse
Transkriptase durch DEPC-H.O ersetzt wurde. Das Temperatur-Zeit-Profil und der
Reaktionsansatz sind dem Kitprotokoll zu entnehmen. Die Inkubation der Proben fand in einem
Thermocycler (Mastercycler® nexus gradient, Fa. Eppendorf) statt. AnschlieRend wurden die
doppelstrangigen cDNA-Proben und NRTs 1:10 verdiinnt (20 ul Probe bzw. NRT und
180 pl DEPC-H20) und bei —20°C gelagert.

3.7.5. Primer (Oligonukleotide)
3.7.5.1. Primerdesign und -herstellung

Es wurden tierartspezifische Primer der jeweiligen Gene erstellt, die komplementar an die zu
amplifizierende cDNA-Sequenz binden, basierend auf der Nukleotid-Datenbank ,NCBI“, dem
multiplen Sequenzalignment (,Clustal Omega“) und der Software ,Primer 3 Plus®.
Sekundarstrukturen (Haarnadeln) wurden mithilfe des ,Mfold Web Server(s)“ softwaregestiitzt
detektiert und vermieden. Die Primer wurden zur Vermeidung der Amplifikation
kontaminierender gDNA ,intronUbergreifend  konzipiert, sollten eine Lange
von 18 bis 22 Nukleotide, eine Schmelztemperatur (engl. melting temperature, Twu)
von 52 bis 61°C und eine (moglichst) gleichmaBiige Nukleotidsequenz aufweisen. Die

Auflistung der Primer ist dem Anhang, Kap. 9.6., Tab. 44 zu entnehmen. Die Herstellung der
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Primer erfolgte Uber die Fa. Eurofins Genomics Germany GmbH. Die gelieferten lyophilisierten
Oligonukleotide wurden auf 100 pmol/ul mit DEPC-H,O verdinnt (Stammldsung). Die

Arbeitslésung enthielt 20 pmol/ul. Die geldsten Primer wurden bei -20°C gelagert.

3.7.5.2. Uberpriifen und Etablieren der Primer

Vor Beginn der RT-gPCR-Experimente wurden alle Primer auf ihre Sensitivitat, Spezifitat,
Effizienz und die optimalen Temperaturen flir die Primeranlagerung (Annealing) Uberprift
(Bustin et al. 2009). Als Template diente eine Poolprobe aus TO0-abd-ASCs-svr,
Kardiomyozyten und Myozyten aus allen hergestellten cDNA-Proben (Kap. 3.7.4.).

3.7.5.2.1. Konventionelle PCR
Die konventionelle PCR (kPCR) diente der Uberpriifung der Amplikongroe der Gene. Die
Primer wurden auf ihre Funktionsfahigkeit und Produktspezifitat Gberprift. Der

Reaktionsansatz ist Tab. 8 zu enthehmen.

Tab. 8: Reaktionsansatz fiir die kPCR.

Reagenz Menge (in pl) Endkonzentration
0,5 Units/Reaktion Qiagen Taq DNA Polymerase
Taq PCR Mastermix’ 10 Puffer mit 1,5 mM MgCl2

40 uM von jedem dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1,5 ul Sense-Primer, 1,5 pmol

Primer 3 1,5 pl Antisense-Primer, 1,5 pmol
cDNA (Template) 7
S 20

Taq PCR Master Mix Kit, Fa. Qiagen.

Zum Ausschluss von Kreuzkontaminationen wurde fur jedes Gen eine Kontrolle ohne
Template (engl. no template control, NTC) mitgefuhrt (siehe Kap. 3.7.6.2.). Die kPCR wurde
nach dem in Tab.9 beschriebenen Temperatur-Zeit-Profii im PCR-Thermocycler
(Mastercycler ® nexus gradient, Fa. Eppendorf) durchgeflihrt. Die doppelstrangige DNA wurde
durch  Hitzedenaturierung in zwei DNA-Einzelstrange gespalten, wonach die
Primerhybridisierung an die komplementaren Sequenzen der DNA-Einzelstrange erfolgte
(Annealing) und mithilfe des hitzestabilen Enzyms Tag-DNA-Polymerase (Fa. Qiagen) ein
komplementarer DNA-Strang synthetisiert wurde (Elongation). Die Menge der synthetisierten
DNA verdoppelte sich pro Zyklus. Die Produkte der kPCR wurden sofort weiterverwendet oder

bei —20°C gelagert.

Tab. 9: Temperatur-Zeit-Profil der kPCR.

é;;fe I:: Temperatur Zeit Phase
1x 94°C 3 min initiale Denaturierung
94°C 30s Denaturierung
35 x 57°C 1 min Annealing :Ir— Amplifikation
72°C 1 min Elongation
1x 72°C 10 min finale Elongation
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3.7.5.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese diente der qualitativen Bewertung der DNA-Amplifikation und
Darstellung der kPCR-Produkte durch Auftrennung der DNA-Fragmente nach Gréfie. Die mit
Ladepuffer (6 x Orange DNA Loading Dye, Fa. ThermoScientific) bestlickten kPCR-Produkte
wurden auf ein 2%-TAE-Agarosegel aufgetragen, dem Midori Green (Fa. Biozym Scientific
GmbH) zugesetzt war. Als Grolienstandard diente ein HyperLadder™ 25-500 bp (Fa. Bioline).
Nach Anlegen einer Spannung mittels des PowerPac Universal Power Supply (Fa. Bio-Rad)
interkalierte das dem Agarosegel zugesetzte Midori Green mit der DNA, sodass unter UV-Licht
(ChemiDoc™ XRS+ System Imaging System, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH) die
fluoreszierenden DNA-Fragmente (Bandenmuster) detektiert werden konnten. Die

Auswertung erfolgte mithilfe der Software Image Lab™ (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH).

3.7.5.2.3. Aufreinigung des PCR-Produktes

Die Isolierung und Aufreinigung der DNA erfolgte mithilfe des ,NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up Kits* (Fa. Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) nach Herstellerangaben. Es folgte eine
Konzentrationsbestimmung mittels NanoPhotometer® (Implen), wobei die

Mindestkonzentration fir die anschlielende Sequenzierung 10 ng/ul DNA betrug.

3.7.5.2.4. DNA-Sequenzierung

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde zusammen mit den Sense- bzw. Antisense-Primern in
ein externes Sequenzierungslabor (Fa. Microsynth Seglab GmbH) geschickt und nach Sanger
sequenziert. Die Sequenzierung diente der Bestimmung der Nukleotidsequenz des PCR-
Produkts und Uberpriifung der Primer zum Ausschluss von Kreuzreaktivititen. Die
Auswertung erfolgte mit dem Sequenzierungsprogramm “SeqTrace®. Die Produkte der
Sequenzierung wurden auf die gesuchte Nukleinsdure-Sequenz sowie die Spezifitdt der
Tierart zum Ausschluss von Homologien gegeniber anderen Spezies untersucht
(NCBI Nucleotide BLAST).

3.7.5.2.5. Verdiinnungsreihen und Effizienzen

Zur Bestimmung der Sensitivitat wurde eine Amplifikation der zu untersuchenden Sense- und
Antisense-Primer mittels achtstufiger logs-Verdunnungsreihe durchgefuhrt, wobei 200 ul des
auf 1 ng/ul verdinnten PCR-Produktes (dsDNA) je Verdunnungsstufe um 1:4 verdinnt
wurden. Sensitivitdt beschreibt die kleinste, noch detektierbare Kopienzahl der mRNA-
Sequenz. Fir die RT-gPCR wurde ein 20 ul-Reaktionsansatz gemaf Tab. 10 vorbereitet. Der
Mastermix (2x IQ™ SYBR® Green Supermix, Fa. Bio-Rad) enthielt die thermostabile 50 U/ml
iTag™ DNA-Polymerase, dNTPs (je 0,4 mM von dATP, dCTP, cGTP, dTTP), 6 mM MgCly,
SYBR Green Farbstoff (20 nM Fluoreszein), Puffersubstanzen (40 mM Tris-HCI, pH 8,4;
100 mM KCI) sowie Stabilisatoren.
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Tab. 10: Reaktionsansatz fiir die RT-qPCR (Verdiinnungsreihe).

Reagenz Menge (in pl)
2 x IQ™SYBR Green Supermix 10
Sense-Primer 0,38 (0,5pM/pl)
Antisense-Primer 0,38 (0,5pM/pl)
Template (cDNA) 5
DEPC-H20 4,24
> 20

Das Temperatur-Zeit-Profil entsprach dem in Kap. 3.7.6., Tab. 12 beschriebenen. Die
héchste, noch amplifizierbare Verdlinnungsstufe stellte die Sensitivitatsgrenze dar. Die
Verdunnungsreihe einer bekannten Template-Konzentration wurde zur Etablierung einer
Standardkurve verwendet, sodass die Effizienz der Reaktion und Startmenge (Kopienzahl) der
eingesetzten Zielgen-Sequenzen in der Probe aus der Steigung des logarithmisch linearen
Bereichs ermittelt werden konnten (Bustin et al. 2009). Der lineare Bereich wurde Uber den

Korrelationskoeffizienten (r) ermittelt und das BestimmtheitsmaR (r?) berechnet (Formel 3).

r? = Bestimmtheitsmaf

o [ Ze-Du-3) |
VI -D?E0 -)?

x = Konzentration (logarithmiert) (3)

y = Ct — Wert (logarithmiert)

xundy = Mittelwerte

Die Effizienz (E) eines RT-gPCR-Assays gibt an, wie oft das Template in jedem Zyklus
amplifiziert wird, und betragt idealerweise 100%. Dies entspricht einer Verdopplung der DNA-
Produktmenge nach jedem Zyklus wahrend der exponentiellen Phase der RT-gPCR (Bustin
et al. 2009). Als Mal} der Effizienz wurde die Steigung (engl. slope, s) der Standardkurve der
verschiedenen Verdinnungsstufen herangezogen, die bei einer Effizienz von 100% -3,32
betragt. Die Effizienz und Steigung wurden nach den folgenden Formeln 4 und 5 berechnet,
wobei eine Effizienz von 90 bis 110% und eine Steigung von -3,58 bis -3,10 angestrebt wurden
(Hatch et al. 2014).

(_1) E = Effizienz
E =10\ s/ -1 (4)

s = Steigung

_ _ x = Konzentration in pg/ul (logarithmiert)
5_2@—@@—w
X(x —%)?

y = Ct — Wert (logarithmiert) (5)

x undy = Mittelwerte
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3.7.5.2.6. Gradientenlauf

Zunachst wurden die optimalen Hybridisierungstemperaturen (engl. optimal annealing
temperature, T, Opt) der Primer mithilfe der Software , Tm Calculator® bzw. Gber die von Rychlik
et al. (1990) aufgestellte Formel berechnet (Rychlik et al. 1990). Diese theoretisch ermittelten
Werte wurden in einem Gradientenlauf fir ausgewahlte Gene (OCT4/POUF5, GATA4, TNNI3,
MYH?) im iCycler iQ™ (Fa. Bio-Rad) nach dem in Tab. 11 beschriebenen Protokoll liberpriift.

Der Reaktionsansatz dafur erfolgte gemaR Tab. 10.

Tab. 11: Temperatur-Zeit-Profil der kPCR (Gradientenlauf).

Anzahl Temperatur Zeit Phase
Zyklen P
1x 94°C 3 min initiale Denaturierung
94°C 30s Denaturierung
40 51°C-58°C 1 min Annealing o
X Gradient (+1°C) Amplifikation
72°C 1 min Elongation
1x 72°C 10 min finale Elongation

Es wurden NTCs mitgefihrt (siehe Kap. 3.7.6.2.). Die Temperaturstufe mit der grofiten
Differenz der Ci-Werte zwischen dem jeweiligen Zielgen und der NTC entsprach der T, Opt.
Zum Ausschluss von Doppel- und Mehrfachbanden wurde eine Agarose-Gelelektrophorese

angeschlossen (Kap. 3.7.5.2.2.).

3.7.5.2.7. Referenzgene

Als interne Kontrollen wurden die Gene Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
B-Actin (ACTB) und 18S ribosomale RNA (RN18S) eingesetzt, die sich in anderen Versuchen
am Institut fir Veterinar-Physiologie der FU Berlin als stabil exprimiert erwiesen hatten. Mithilfe
der Analysesoftware ,geNorm® wurden die Expressionsstabilitaten tiber den M-Wert ermittelt
(nach Hellemans et al. 2007) und das fiir den Assay am besten geeignete Referenzgen

bestimmt.

3.7.6. SYBR Green RT-gPCR

Die RT-qPCR stellt ein direktes Nachweisverfahren dar, bei dem eine Quantifizierung des
PCR-Produkts nach jedem Amplifikationszyklus stattfindet (Holzapfel und Wickert 2007). Die
Detektion erfolgte mithilfe des fluoreszierenden Farbstoffs SYBR Green (IQ™ SYBR® Green
Supermix, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH), der sich in die doppelstrangige DNA einlagerte
(Interkalation), bei entsprechender Bestrahlung durch Lichtemission spezifischer Wellenlange
(A =520 nm). Die Zunahme des Fluoreszenzsignals korrelierte mit zunehmender Zyklenzahl
mit der Menge der Amplifikate-DNA. Die RT-qPCR fand im iCycler iQ™ (Fa. Bio-Rad) nach

dem in Tab. 12 dargestellten Temperatur-Zeit-Profil statt, wobei die Annealing-Temperaturen
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fur jedes spezifische Primerpaar entsprechend angepasst wurden (Kap. 3.7.5.2.6.). Der

Reaktionsansatz ist in Tab. 13 aufgefuhrt.

Tab. 12: Temperatur-Zeit-Profil der SYBR Green RT-qPCR.

Anzahl

Temperatur Zeit Phase
Zyklen
1x 95°C 180 s Polymerase-Aktivierung / DNA-Denaturierung
40x 95°C 10-15s Denaturierung
60°C 30-60 s Annealing / Elongation
1x 72°C 360 s Finale Elongation
1x 55-95°C (0,5°C) 2-5s Schmelzkurve

Tab. 13: Reaktionsansatz fiir die SYBR Green RT-qPCR.

Reagenz Menge (in pl)
IQ™ SYBR® Green Supermix’ 10
Sense-Primer 1,5
Antisense-Primer 1,5
cDNA (Template) 5
ddH20 2
> 20

Zusammensetzung bzw. Konzentrationen siehe im Text unten.

Fir den Reaktionsansatz wurde ein 1x IQ™ SYBR® Green Supermix eingesetzt, der die
thermostabile 25 U/ml iTag™ DNA-Polymerase, dNTPs (je 0,2 mM von dATP, dCTP, cGTP,
dTTP), 3 mM MgClz, SYBR Green Farbstoff (10 nM Fluoreszein), Puffersubstanzen (20 mM
Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI) und Stabilisatoren enthielt. Die Proben wurden als Triplikate in
96-Well-Platten (Fa. BRAND GMBH + CO KG) pipettiert. Zur Sicherstellung der

Reproduzierbarkeit wurden die Versuche einmal wiederholt.

3.7.6.1. Schmelzkurvenanalyse

Zur Uberpriifung der Spezifitat der Amplifikationsprodukte und zum Ausschluss unspezifischer
PCR-Produkte bzw. Nebenprodukte (Primerdimere) erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse.
Dazu wurde die Temperatur auf 55°C heruntergekihlt und schrittweise auf 95°C erhoht
(Tab. 12.). Bei einer fur das Amplifikat spezifischen Schmelztemperatur kommt es zur
Denaturierung der doppelstrangigen DNA und Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR
Green, woraufhin ein Fluoreszenzabfall detektiert wird. Als Schmelzpunkt wurde der Punkt
bezeichnet, bei dem 50% der Amplifikate (dsDNA) als Einzelstrange vorlagen. Die spezifische
Schmelztemperatur wurde aus der negativen ersten Ableitung der Schmelzkurve bzw. des

Fluoreszenzsignals ermittelt und als Schmelzkurven-Peak dargestellt.

3.7.6.2. Platteninterne und platteniibergreifende RT-qPCR-Kontrollen

Als PK dienten cDNA-Poolproben aus abd-ASCs-syr zum Zeitpunkt TO, Herzmuskel- bzw.

Muskelgewebeproben entsprechend des jeweiligen Zielgens (Kap. 3.7.), die insbesondere bei

47



Material und Methoden

negativen Amplifizierungsresultaten als Referenzpopulation geeignet sind. Als NK wurden aus
ddH20 (anstelle des Templates) bestehende NTCs zum Ausschluss einer Kontamination und
von Primerdimeren innerhalb der RT-qPCR-Laufe mitgefiihrt. Die in Kap. 3.7.4.
beschriebenen NRTs wurden fur jeden RT-qPCR-Lauf eines Gens eingesetzt. Zum
Ausschluss technischer Variationen zwischen verschiedenen 96-Well-Platten wurde ein
Inter-Run-Calibrator (IRC, Poolprobe aus allen im Experiment beteiligten DNA-Proben)
mitgeflhrt, der auf jeder Platte mit dem gleichen Referenzgen (GAPDH) angesetzt wurde, und

eine Inter-Run-Kalibrierung durchgeftihrt.

3.7.6.3. Auswertung der RT-qPCR-Daten

Zunachst wurde flur alle Gene der arithmetische Mittelwert der in Tripletts gemessenen
C+Werte berechnet sowie die AC, AAC- und 2724Ct-Werte nach der Methode der relativen
Quantifizierung von Livak und Schmittgen (Livak und Schmittgen 2001; Schmittgen und Livak
2008) ermittelt und die RT-gPCR-Resultate der einzelnen Proben miteinander verglichen. Es
wurde festgestellt, dass die kardialen Marker GATA4, NKX2-5, TNNI3, MYH6 und MYH7 und
der Muskelmarker MYF6 mit hohen Ci-Werten amplifiziert wurden und im negativen Bereich
der Genregulation lagen. Aus diesem Grund wurde sich in der vorliegenden Arbeit daflr
entschieden, die Livak-Methode (relative Quantifizierung) nicht anzuwenden (Trachsel et al.
2022).

3.8. Statistische Analyse

Die Datenanalyse erfolgte mittels kommerzieller statistischer Software (IBM SPSS, Version 27
und Graph Pad Prism, Version 9.1.2. fir Mac, Graph Pad Software). Die Rohdaten wurden
zuvor in Microsoft®Excel fur Mac (Version 16.67, 2022 Microsoft) Ubertragen. Zunachst
erfolgte eine deskriptive Datenanalyse, in dem der Mittelwert bzw. Median, das
95% Konfidenzintervall, die Varianz und Standardabweichung, das Minimum und Maximum,
der Interquartilsbereich (IQR) sowie die Schiefe und Kurtosis der erhobenen Daten berechnet
wurden. Es wurde ein Test auf Normalverteilung angeschlossen (Kolmogorov-Smirnov- bzw.
Shapiro-Wilk-Test). Die dazugehoérigen Histogramme, QQ-Diagramme und Boxplots wurden
visuell bewertet. Bei Annahme einer Normalverteilung wurden parametrische Tests und bei
Nicht-Annahme einer Normalverteilung nicht-parametrische Tests angewendet. Bei allen
statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt (a=0,05). Der
Isolierungserfolg von ASCs wurde mithilfe eines linearen gemischten Modells berechnet.
Dabei stellte die Gesamtpunktzahl das Ziel, das Tier den zufalligen Faktor und die Lokalisation,
Isolationsmethode sowie die Interaktion aus Lokalisation und Isolationsmethode die festen
Effekte dar. Diese genannten Effekte wurden auch in den Folgeversuchen als feste Faktoren

bertcksichtigt. Zur Untersuchung des Zellwachstums und der PDT wurde eine ANOVA mit
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Messwiederholung durchgefiihrt, wobei die Zellzahlen bzw. die PDT der einzelnen Tage die
Messwiederholungen darstellten. Zur Evaluierung des am besten geeigneten
Serumsupplements wurden eine univariate Varianzanalyse und ein Tukey-HSD-Test
(Post-Hoc) fir ASCs-exp und ASCs-syr durchgefiihrt. Im Rahmen der tripotenten
Differenzierungsversuche wurden einerseits abd-ASCs der EXP- und SVF-Methode (zwei
Gruppen) und andererseits ASCs-EXP der abd-, rb- und sc-Lokalisation (drei Gruppen)
miteinander verglichen. Es wurden nicht-parametrische Tests angewendet, ein
Mann-Whitney-U-Test fir den Vergleich der zwei Gruppen (lsolationsmethode) und ein
Kruskal-Wallis-Test fir den Vergleich der drei Gruppen (Lokalisation). Wurden Daten sowohl
fur induzierte Zellen als auch fir NK erhoben, wurde zusatzlich untersucht, ob ein signifikanter
Behandlungseffekt vorlag (Mann-Whitney-U-Test). Bei Mehrfachvergleichen wurden die
Signifikanzwerte mithilfe der Bonferroni-Korrektur angepasst (siehe Bender et al. 2007). In den
Dotplots sind die Mediane der Resultate und die IQR dargestellt. Im Rahmen der
durchflusszytometrischen Untersuchung wurden die Oberflachenmarkerexpressionen der
ASCs-exp und ASCs-svr mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests flr unabhangige Stichproben
miteinander  verglichen (Vergleich zweier Gruppen). Fur die kardiomyogenen
Differenzierungsversuche wurde folgende statistische Regel aufgestellt: Statistische Tests
werden zur Analyse der Resultate der SYBR Green RT-qPCR der jeweiligen Marker nur
durchgefihrt, wenn die Ci-Mittelwerte der verschiedenen Behandlungen mehr als vier Zyklen
von den CwMittelwerten der H20O- und NRT-technischen Kontrollproben entfernt liegen. In
diesen Fallen wurde eine univariate Varianzanalyse durchgeflhrt, wobei beim 5-AZA-
Induktionsversuch ein Tukey-HSD- oder Hochberg-Post-Hoc-Test und bei den ActA-,
BMP-4- und DKK-1-Induktionsversuchen ein Tukey-HSD-Post-Hoc-Test  fir
Mehrfachvergleiche angeschlossen wurde. In den Dotplots sind die Resultate als

Mittelwerte + Standardabweichungen (engl. standard deviation, SD) aufgezeigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Pferde und Probenentnahme

Die beprobten Pferde wiesen ein Durchschnittsalter von 13,5 [18,0] Jahre (Median [IQR]) auf.
Bei 10/16 Tieren (62,5%) handelte es sich um Wallache, bei 4/16 Tieren (25%) um Stuten und
bei 2/16 Tieren (12,5%) um Hengste. Die Wallache wiesen ein Durchschnittsalter von
19,5 [13,3] Jahren, die Stuten von 6,5 [13,8] Jahren und die Hengste von 5,0 [0,0] Jahren auf
(Abb. 11). In die Studie wurden unterschiedliche Rassen einbezogen, insbesondere
Warmbluter (5/16 Tiere = 31,25%) sowie American Quarter Horses (3/16 Tiere = 18,75%),
Shetlandponys (2/16 Tiere = 12,5%), ein Islandpferd, Fjordpferd, Deutsches Reitpony, Araber-
Mix, Pura Raza Espanola und Shire Horse (je 1/16 Tiere = 6,25%). Es wurden neben
hauptsachlich  euthanasierten  (12/16 Tiere = 75%) auch  geschlachtete  Pferde
(4/16 Tiere = 25%) beprobt. Wahrend bei den geschlachteten Pferden keine
Grunderkrankungen bekannt waren, wiesen die euthanasierten Pferde Koliken (5/16 Tiere =
31,25%), orthopadische Erkrankungen (5/16 Tiere = 25%), virale Infektionserkrankungen
(1/16 Tiere = 6,25%) und Tumorerkrankungen (1/16 Tiere = 6,25%) auf.

Altersverteilung Studienkollektiv
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Abb. 11: Altersverteilung des Studienkollektivs.
Es wurden n=16 Tiere in den Versuch einbezogen. Aufgezeigt sind die Mediane mit den
Interquartilsbereichen (Fehlerbalken).
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4.2. Isolierung und Kultivierung equiner ASCs
4.2.1. Isolierung equiner ASCs

Plastikadharente ASCs-syr und ASCs-exp mit einer Fibroblasten-ahnlichen Morphologie und
der Fahigkeit zur Selbsterneuerung konnten nach dem Kollagenaseverdau und mittels des
Explantatverfahrens aus allen drei Fettgewebelokalisationen (abd, rb und sc) gewonnen
werden. Wahrend ASCs-exp innerhalb von einer Woche aus den Explantaten auswuchsen,
hefteten sich ASCs-syr i.d.R. bereits drei bis vier Tage nach Aussaat an den Boden der
Kulturgefalie an (Abb. 12). Mit dem ersten MW wurden nicht-adharente Zellen aus der Kultur

entfernt (Selektion durch Plastikadharenz).

Abb. 12: Durchlichtmikroskopieaufnahmen equiner Praadipozyten nach einwoéchiger
Kultivierungszeit.

A. Die mithilfe des Explantatverfahrens gewonnenen Praadipozyten (ASCs-exp) wachsen aus dem
Fettgewebestlick (Explantat) aus. B. Die nach dem Kollagenaseverdau isolierten ASCs-svr wachsen in
kleinen Inseln. Maf3stabsbalken: 100 um (10x Objektiv).

4.2.2. Messung des Isolierungserfolgs

Mithilfe eines linearen gemischten Modells wurde aufgezeigt, dass die Fettgewebelokalisation
einen signifikanten Effekt auf den lIsolierungserfolg aufwies (p = 0,003), nicht jedoch die
Isolationsmethode (p = 0,12) und auch nicht die Interaktion zwischen der Isolationsmethode
und Lokalisation (p =0,19). Signifikante Unterschiede zwischen ASCs-exr und ASCs-svr
wurden nicht nachgewiesen. Wahrend die Isolierung von ASCs-exp der verschiedenen
Lokalisationen vergleichbar erfolgreich war (p =0,14), wiesen sc-ASCs-syr gegeniber
abd- und rb-ASCs-syr einen signifikant niedrigeren Isolierungserfolg auf (p = 0,028 bzw.

p = 0,021), d.h. weniger sc-ASCs-svr wuchsen am Boden der Zellkulturflaschen an (Abb. 13).
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Abb. 13: Darstellung des lIsolierungserfolgs equiner multipotenter mesenchymaler
Stammzellen aus Fettgewebe.

Der Isolierungserfolg der aus abdominalem (abd), retrobulbdrem (rb) und subkutanem (sc) Fettgewebe
mittels des Explantat-Verfahrens (EXP, rot) und nach Kollagenaseverdau (SVF, schwarz) gewonnenen
Praadipozyten wurde mithilfe eines binaren Bewertungssystems analysiert.

4.2.3. Messung des Proliferationspotentials

ASCs-exp und ASCs-syr der abd-, rb- und sc-Lokalisationen wiesen eine hohe
Proliferationsfahigkeit auf. Die Zellen aus P3 adaptierten sich nach dem Aussaen schnell an
die Kulturbedingungen (i.d.R. zwei Tage). Bis zum flinften bzw. sechsten Tag zeigten die
Zellen ein exponentielles Wachstum, woraufhin das Zellwachstum mit einer verringerten
Proliferationsrate fortgesetzt wurde. Abd-ASCs-exp und sc-ASCs-svr traten bereits zwischen
dem siebten und achten Tag in die Plateauphase ein. Die Zellwachstumskurven sind in
Abb. 14 fir die beiden Isolationsmethoden und die unterschiedlichen Lokalisationen
dargestellt. Im Anhang in Kap. 9.7.1., Tab. 46 sind die Mittelwerte + SD der Zellzahlen
aufgelistet. Mittels einer ANOVA mit Messwiederholung konnten signifikante Unterschiede der
Zellzahlen zwischen den Tagen (p <0,001), nicht aber zwischen den verschiedenen
Lokalisationen (p =0,35) und Isolationsmethoden (p =0,64) beobachtet werden, wobei
subjektiv  durchlichtmikroskopisch betrachtet abd-ASCs-exp ein hoéheres Zellwachstum
aufwiesen. Wahrend die Unterschiede der Zellzahlen zwischen den Tagen global signifikant
waren, konnte mittels des Greenhouse-Geisser-Tests eine formale Signifikanz allein zwischen
den Tagen 4 und 5 (p <0,001), 5 und 6 (p =0,007) sowie 6 und 7 (p = 0,049) festgestellt
werden. Die Interaktionen zwischen den Tagen und der Lokalisation (p = 0,35) bzw. zwischen

den Tagen und der Isolationsmethode (p = 0,64) wiesen keine statistische Signifikanz auf, d.h.
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der Einfluss der Lokalisation und Isolationsmethode war zu den verschiedenen Zeitpunkten
gleich.
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Abb. 14: Darstellung der Zellwachstumskurven von equinen Praadipozyten der
Passage 3.

An den Tagen 3 bis 8 wurde die Proliferationsfahigkeit von ASCs-exp (rot) und ASCs-svr (schwarz), die
aus abdominalem (abd, blau), retrobulbdrem (rb, griin) und subkutanem (sc, dunkelrot) Fettgewebe von
n = 3 Tieren isoliert wurden, ermittelt. Die Zellzahlen sind fiir die beiden Isolationsmethoden (A.) und
die Lokalisationen (B.) dargestellt.
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Die PDT wurde flr ASCs-exp und ASCs-svr aus abd-, rb- und sc-Fettgewebe berechnet
(tabellarische Auflistung aller Mittelwerte + SD siehe Anhang, Kap. 9.7.1., Tab. 47), wobei
eine hohe PDT flr ein langsames Zellwachstum und eine niedrige PDT fur ein schnelles
Zellwachstum sprach. Weder der Isolationsmethodeneffekt (p=0,91) noch der
Lokalisationseffekt (p =0,48) waren signifikant, d.h. die PDT der verschiedenen
Isolationsmethoden und Fettgewebe unterschieden sich nicht signifikant. Mittels des
Greenhouse-Geisser-Tests konnte kein signifikanter Unterschied der PDT zwischen den
Tagen aufgezeigt werden (p = 0,07). Auch die Interaktionen zwischen den Tagen und der
Lokalisation (p = 0,60) bzw. zwischen den Tagen und der Isolationsmethode (p = 0,06) wiesen
keine Signifikanz auf. In Abb. 15 ist die PDT fir die beiden Isolationsmethoden und die drei

Lokalisationen dargestellt.
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Abb. 15: Darstellung der Populationsverdopplungszeiten equiner Praadipozyten der
Passage 3.

An den Tagen 3 bis 8 wurden die PDT von ASCs-exr (rot) und ASCs-sve (schwarz), die aus
abdominalem, retrobulbarem und subkutanem Fettgewebe (abd, rb, sc) gewonnen wurden, ermittelt.
Die PDT (in Stunden) ist fir die beiden Isolationsmethoden (A.) bzw. die Lokalisationen (B.) dargestellit.
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4.2.4. Evaluierung geeigneter Zellkultursupplemente (Serumversuch)

In Abb. 16 ist das fir die jeweilige Serumvariante charakteristische Zellbild dargestellt, das
Uber die dreiwdchige Kultivierungszeit beobachtet werden konnte. Wahrend die in 10% FKS
kultivierten Zellen subjektiv durchlichtmikroskopisch das langsamste Zellwachstum und teils
kleine, hellleuchtende, atypische Zellen als Indikatoren flir Zellabldsung aufwiesen, zeigten die
in 20% FKS sowie der Kombination aus 10% HS und 10% FKS kultivierten Zellen ein deutlich
hoheres Proliferationspotential mit ,Tirmchen“-Bildung auf. Dies spiegelte sich auch in der
Dauer bis zum Erreichen von 80 bis 90% Konfluenz wider (20% FKS bzw. 10% HS und
10% FKS: i.d.R. <7 Tage; 10% FKS nach dem zweiten Passagieren: i.d.R. > 7 Tage). Die in
10% HS kultivierten Praadipozyten proliferierten moderat (Dauer bis zum Erreichen von
80 bis 90% Konfluenz nach dem 2. Passagieren: i.d.R.>7 Tage) und nahmen Uber die
Kultivierungszeit ein zumeist rhombenférmiges Aussehen an, wahrend die anderen Zellen ihre

Fibroblasten-ahnliche Zellmorphologie beibehielten.

TEST 10% FKS 20% FKS 10% HS 10% FKS + 10% HS

abd-ASCs-exp

abd-ASCs-svr

Abb. 16: Darstellung der charakteristischen Zellmorphologie der mit verschiedenen
Serumvarianten kultivierten Praadipozyten.

Wahrend die in 20% FKS sowie in 10% HS und 10% FKS kultivierten Praadipozyten (abd-ASCs-exp
und abd-ASCs-svr) das schnellste Zellwachstum aufwiesen, wiesen die in 10% FKS kultivierten Zellen
ein niedrigeres Proliferationspotential und teils atypische, hellleuchtende Zellen als Indikatoren fir
Zellabldsung auf. Die in 10% HS kultivierten Zellen nahmen i.d.R. eine rhombenférmige Zellmorphologie
an und proliferierten moderat. MaRRstabsbalken: 100 um (10x Objektiv). Abkiirzungen: FKS: fetales
Kalberserum, HS: Pferdeserum.
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Mithilfe einer univariaten Varianzanalyse konnten sowohl fir abd-ASCs-exp als auch
abd-ASCs-svr  signifikante Serumvarianteneffekte festgestellt werden (p =0,011 bzw.
p = 0,007). Bei abd-ASCs-exp wies der Gesamtscore der 10%-FKS-Variante gegenlber den
20%-FKS- (p = 0,014) sowie 10% HS- und 10% FKS-Varianten (p = 0,020) einen signifikanten
Unterschied auf. Bei abd-ASCs-syr konnten signifikante Unterschiede des Gesamtscores
zwischen der 10% FKS-Variante und den 20% FKS- (p = 0,011), 10% HS- (p = 0,032) sowie
10% HS- und 10% FKS-Varianten (p=0,011) festgestellt werden (Abb.17). Die
10% FKS-Variante wies folglich den niedrigsten Gesamtscore und das langsamste
Zellwachstum auf. Zwischen abd-ASCs-exr und abd-ASCs-syr konnten weder signifikante
Isolationsmethodeneffekte (p = 0,61) noch signifikante Interaktionseffekte zwischen der
Serumvariante und der Isolationsmethode (p=0,77) beobachtet werden, d.h. die
Serumeffekte wurden unabhangig von der Isolationsmethode erzielt. Auf Grundlage der
Resultate wurde in den Folgeversuchen flir die Kultivierung der Zellen standardmaRig

20% FKS als Kultursupplement eingesetzt.
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Abb. 17: Beurteilung der fiir die Kultivierung equiner Praadipozyten geeigneten
Serumzusatze auf Grundlage eines Scoring-Systems.

Praadipozyten (abd-ASCs-exr und abd-ASCs-sve) von n=3Tieren wurden 21 Tage in mit
verschiedenen Seren (10% FKS, 20% FKS, 10% HS oder 10% HS und 10% FKS) supplementierten
Kulturmedien kultiviert und die Effekte des Serums auf das Zellwachstum mithilfe eines
Punktevergabesystems bewertet. Dargestellt ist der Gesamtscore fiir abd-ASCs-exr (A.) und
abd-ASCs-svr (B.). Es werden die Mittelwerte und Standardabweichungen als Fehlerbalken angezeigt.
Eine univariate Varianzanalyse wurde durchgefiihrt und eine statistische Signifikanz bei p < 0,05
angenommen.
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4.3. Tripotentes Differenzierungspotential equiner ASCs
4.3.1. Adipogene Differenzierung
4.3.1.1. Zellmorphologie

Durchlichtmikroskopisch konnte flinf Tage nach Induktion die Bildung erster intrazellularer
Lipidtropfchen beobachtet werden. Diese wurde mittels eines Scoring-Systems quantifiziert,
wobei aufgezeigt wurde, dass weder der Isolationsmethodeneffekt (Mann-Whitney-U-Test:
p = 0,49) noch der Lokalisationseffekt (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,11) signifikant waren, d.h.
die Adipogenese-Aktivitat zwischen den Zellen war vergleichbar. 14 Tage nach Induktionsstart
konnten bei allen Proben intrazellulare Lipidtropfchen beobachtet werden (Ausnahme:
rb-ASCs-exp eines Tieres). Die Zellmorphologie veranderte sich von Fibroblasten-ahnlichen zu
grollen rhomben- und ftropfenformigen Zellen, die Lipidtropfchen bildeten. Diese
Lipidtropfchen nahmen mit der Zeit an Grofie zu. Die NK behielten ihre spindelférmige Zellform
bei und bildeten zunehmend , Tirmchen“ (Abb. 18).

Tag 0, vor Induktion 7 Tage nach Induktion 14 Tage nach Induktion

Test

Fibroblasten-dhnliche

abd-ASCs-svp \

adipogen induziert

it 'ﬁ"" )
(X{J,Slacssten-ahnych‘e o ! \ <«— ' Riesentiirmchen
U= / AT ’

urmchen i /
0 Fibroblasten-ahnliche

. VT weiterhin Fibroblasten-
ahnliche Zellen

Negativkontrolle

Abb. 18: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der adipogen induzierten equinen
Praadipozyten eines reprasentativen Tieres.

Dargestellt ist die Zellmorphologie vor (Tag0) und nach Induktion (Tag 7 und 14) sowie der
Negativkontrollen. Wahrend die induzierten Zellen intrazellulare Lipidtrépfchen bildeten, wurden diese
bei den NK nicht nachgewiesen. Hier konnte lediglich ,Turmchen®“-Bildung beobachtet werden.
MafRstabsbalken: 100 um (10x Objektiv).

4.3.1.2. Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat

Bei Vergleich der induzierten ASCs-exp der abd-, rb- und sc-Lokalisation konnte ein
signifikanter Lokalisationseffekt nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test: p < 0,001).

Abd-ASCs-exp wiesen eine signifikant hohere GPDH-Aktivitat gegeniber rb-ASCs-exp
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(p < 0,001) und sc-ASCs-exp (p < 0,001) auf, nicht jedoch rb-ASCs-exp gegentiber sc-ASCs-exp
(p > 0,99). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Isolationsmethoden EXP und
SVF wurde bei induzierten abd-ASCs nicht festgestellt (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,28). Bei
Vergleich der GPDH-AKktivitat der induzierten Zellen und der NK konnte bei abd-ASCs-exp und
abd-ASCs-svr ein signifikanter Behandlungseffekt nachgewiesen werden (Mann-Whitney-U-
Test: je p <0,001). Bei rb- und sc-ASCs-exp konnten keine GPDH-Aktivitaten (Ausnahme:
rb-ASCs-exp eines Tieres) und somit keine signifikanten Behandlungseffekte nachgewiesen
werden  (Mann-Whitney-U-Test:  rb-ASCs-exp: p =0,18, sc-ASCs-exp: p =0,51).
Ausgeschlossen von den Messungen wurden abd-ASCs-exe von zwei Tieren, da die fur die
Untersuchung erforderliche Zielzellzahl (~ 1 x 108 Zellen) aufgrund von Zellablosung
unterschritten wurde. In Abb. 19 sind die GPDH-Aktivitaten fiir die adipogen induzierten Zellen
und NK der verschiedenen Lokalisationen und Isolationsmethoden dargestelit.
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Abb. 19: Messung der Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (GPDH)-Aktivitat.

Die GPDH-Aktivitat (Ordinate) der adipogen induzierten equinen Praadipozyten (ASCs), die aus
abdominalem (abd), retrobulbarem (rb) und subkutanem (sc) Fettgewebe (Abszisse) von n = 6 Tieren
isoliert wurden, wurde 7 Tage nach Induktion (ind) gemessen. Es wurden nicht-induzierte
Negativkontrollen (NK) mitgefuhrt. Aufgezeigt ist der Median mit dem Interquartilsabstand als
Fehlerbalken. Als statistische Tests wurden der Mann-Whitney-U-und Kruskal-Wallis-Test
angewendet, wobei eine statistische Signifikanz bei p < 0,05 angenommen wurde.

4.3.1.3. Messung der gebildeten intrazelluldren Lipide

Nach der Nilrot-Farbung konnte analog zur durchlichtmikroskopischen Beobachtung eine
Lipidbildung in ASCs aller Proben fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden
(Ausnahme: rb-ASCs-exp eines Tieres), wobei nach subjektivem Eindruck abd-ASCs-syr am
meisten Lipidtrépfchen aufwiesen. Wahrend DAPI die Zellkerne blau farbte, nahmen nicht-
polare Lipide eine griine und Gesamtlipide eine rote Farbe an. Die Lipidtropfchenbildung

wurde im rot-grun-Overlay (Merge) dargestellt (Abb. 20).
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Abb. 20: Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen nach Nilrot- und DAPI-Farbung der
adipogen induzierten equinen Praadipozyten eines reprasentativen Tieres.

Die aus abdominalem (abd), retrobulbarem (rb) und subkutanem (sc) Fettgewebe mittels des
Explantationsverfahrens (EXP) bzw. nach Kollagenaseverdau (SVF) gewonnenen Praadipozyten
(ASCs) wurden an Tag 14 fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Es konnten bei allen induzierten
Proben Lipidtropfchen nachgewiesen werden, abgesehen von den nicht-induzierten Negativkontrollen.
Die nicht-polaren Lipide farbten sich griin, die Gesamtlipide rot (Nilrot) und die Zellkerne blau an (DAPI).
MaRstabsbalken: 100 um (20 x Objektiv).

4.3.1.4. Messung der Lipid-Nuclei-Ratio

Nach zweiwdchiger Differenzierungszeit zeigte sich, dass zwischen den induzierten ASCs-exp
der abd-, rb- und sc-Lokalisation in Bezug auf die Lipid-Nuclei-Ratio kein signifikanter
Unterschied vorlag (Kruskal-Wallis-Test: p=0,078). Beim Vergleich der beiden
Isolationsmethoden (abd-ASCs-exr und abd-ASCs-svr) konnte hingegen ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test: p =0,020), d.h. induzierte
abd-ASCs-syr zeigten eine signifikant hohere Lipid-Nuclei-Ratio im Vergleich zu induzierten
abd-ASCs-exp auf (Abb. 21). Die Behandlungseffekte erwiesen sich fir abd-ASCs-exp,
abd-ASCs-svr, -ASCs-exr und sc-ASCs-exp als signifikant (Mann-Whitney-U-Test:
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je p<0,001), d.h. alle induzierten Proben wiesen gegeniber den entsprechenden nicht-

induzierten NK eine signifikant hdhere Lipid-Nuclei-Ratio auf.
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Abb. 21: Lipid-Nuclei-Ratio adipogen induzierter equiner Praadipozyten.

Dargestellt ist die Lipid-Nuclei-Ratio (Ordinate) an Tag 14 fiir abd-ASCs-exp, abd-ASCs-svr, rb-ASCs-
exp und sc-ASCs-exp (Abszisse) nach Induktion (ind) sowie fur die nicht-induzierten Negativkontrollen
(NK). Aufgezeigt ist der Median mit dem Interquartilsabstand (Fehlerbalken) der in den Versuch
einbezogenen n = 6 Pferde. Als statistische Tests wurden der Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-
U-Test durchgefuhrt und eine statistische Signifikanz bei p < 0,05 angenommen.

4.3.2. Osteogene Differenzierung
4.3.2.1. Zellmorphologie

Durchlichtmikroskopisch konnten ab Tag 11 nach Induktion erste punktférmige, hellleuchtende
Ablagerungen in der extrazellularen Matrix (EZM) beobachtet werden, die an Tag 14 bei allen
Proben festgestellt werden konnten, wobei auffiel, dass sich im weiteren Verlauf der Induktion
die hellleuchtenden in schwarzliche, punktférmige Ablagerungen umwandelten. Diese
Kalziumphosphat-Ablagerungen wurden insbesondere in den Randbereichen der
Kulturgefale beobachtet, nahmen bis Tag 21 an Gréle zu und stellten sich als punkt- und
knotchenformige sowie teils flachenhaft schwarzliche EZM-Ablagerungen dar. Abd-ASCs-exp
wiesen subjektiv durchlichtmikroskopisch betrachtet den hdéchsten Anteil dieser und ein Tier
insgesamt den niedrigsten Anteil auf. In den NK wurden keine EZM-Ablagerungen beobachtet
(Abb. 22).
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21 Tage nach Induktion,

7 Tage nach Induktion von Kossa-Farbun

TEST Tag 0, vor Induktion 14 Tage nach Induktion

|

abd-ASCS-Exp

abd-ASCs-svr

osteogen induziert

rb-ASCs-exp

sc-ASCs-gxp

Negativkontrolle
Bsp. sc-ASCs-exp

Abb. 22: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der osteogenen Differenzierung
equiner Praadipozyten eines reprasentativen Tieres.

Dargestellt ist die osteogene Differenzierung equiner Praadipozyten (abd-ASCs-exp, abd-ASCs-svr,
rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp) vor (Tag 0) und nach Induktion (Tag 7, 14 und 21). Induzierte Zellen
wiesen gegenuber nicht-induzierten Negativkontrollen (hier am Bsp. von sc-ASCs-exp dargestellt) zwei
Wochen nach Induktion hellleuchtende, punktférmige, extrazellulare Ablagerungen auf, die sich
zunehmend in schwarzliche Ablagerungen umwandelten. Der Nachweis der
Kalziumphosphatablagerungen an Tag 21 erfolgte mithilfe der Von Kossa-Farbung. Maf3stabsbalken:
100 um (10x Objektiv).

4.3.2.2. Messung der Alkalischen-Phosphatase-Aktivitat

Bei der Bewertung des osteogenen Differenzierungspotentials tber die Bestimmung der ALP-
Aktivitdt konnte bei Vergleich der abd-ASCs-exp, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp bei den
induzierten Zellen kein signifikanter Lokalisationseffekt nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-
Test: p=0,06), d.h. signifikante Unterschiede der ALP-Aktivitat bei den einzelnen
Lokalisationen lagen nicht vor. Es wurde kein signifikanter Isolationsmethodeneffekt bei
Vergleich der abd-ASCs-exp und abd-ASCs-svr festgestellt (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,38),
d.h. abd-ASCs-exp unterschieden sich nicht signifikant von abd-ASCs-svr. In Bezug auf den

Behandlungseffekt erwies sich die Enzymaktivitdt der ALP bei allen induzierten Proben,
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abgesehen von einem Tier, gegenlber den NK als leicht erhéht, wobei eine signifikant erhdhte
ALP-Aktivitat nur bei sc-ASCs-exp ind vs. NK (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,033) festgestellt
werden konnte, nicht aber bei abd-ASCs-exp (p = 0,21), abd-ASCs-svr (p = 0,18) und
rb-ASCs-exp (p = 0,41). In Abb. 23 sind die Enzymaktivitaten der induzierten Zellen und NK

dargestellt.
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Abb. 23: Darstellung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitit der osteogen induzierten
equinen Praadipozyten an Tag 14.

Fir abd-ASCs-exp, abd-ASCs-svr, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp (Abszisse) sind die ALP-Aktivitaten
(Ordinate) von n=6 Donoren nach osteogener Induktion (ind) und fir die nicht-induzierten
Negativkontrollen (NK) aufgezeigt. Dargestellt sind die Mediane mit dem Interquartilsabstand als
Fehlerbalken. Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen.

4.3.2.3. Messung des Index der osteogenen Differenzierung

Zur Semiquantifizierung der Kalziumphosphatablagerungen wurde an Tag 21 nach der Von
Kossa-Farbung und der photometrischen Messung der Extinktionen der Index der osteogenen
Differenzierung (IOD) ermittelt. Die Resultate sind in Abb. 24 dargestellt. Es wurde ein
signifikanter Lokalisationseffekt festgestellt (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,049). Abd-ASCs-exp
wiesen gegenliber rb-ASCs-exp einen signifikant hoheren 10D auf (p = 0,047). Die anderen
Lokalisationen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (rb-ASCs-exp Vvs.
sC-ASCs-exp: > 0,99; abd-ASCs-exp vs. sc-ASCs-exp: p = 0,33). Abd-ASCs der EXP-Methode
wiesen einen signifikant hdheren 10D als abd-ASCs der SVF-Methode auf (Mann-Whitney-U-
Test: p = 0,005).
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Index der osteogenen Differenzierung (I0D)
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Abb. 24: Darstellung der Indizes der osteogenen Differenzierung (IOD) der osteogen
induzierten und nach Von Kossa angefarbten equinen Praadipozyten.

In den Versuch wurden Praadipozyten (abd-ASCs-exp, abd-ASCs-svr, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp)
von n = 6 Tieren einbezogen. Im Dotplot sind die fiir die verschiedenen Zellen (Abszisse) berechneten
IOD-Werte (Ordinate) dargestellt. Aufgezeigt werden der Median und der Interquartilsabstand
(Fehlerbalken). Als statistische Tests wurden der Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt. Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen.

4.3.3. Chondrogene Differenzierung
4.3.3.1. Makroskopische Beurteilung

Die chondrogen induzierten Zellpellets wiesen Uber die dreiwdchige Induktionszeit eine
Strukturveranderung (Scheibenform bis i.d.R. Tag 3, Kugelform ab i.d.R. Tag4) sowie
Zunahme der Dichte, Festigkeit und GroRe auf. Die RadiusgroRRe des Pellets wurde an Tag 21
auf ca. 1 x 1 x 1 mm geschatzt. Die als Monolayer kultivierten nicht-induzierten NK behielten

die charakteristische Fibroblasten-ahnliche Zellmorphologie bei und bildeten , TUrmchen®.

4.3.3.1.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

In allen untersuchten histologischen Schnittpraparaten konnte subjektiv
durchlichtmikroskopisch ein Prozess der Chondrogenese beobachtet werden. Es wurden
neben spindelférmigen Zellen auch Chondroblasten und Chondrozyten mit ihren typischen
Lakunen beobachtet, die von einer interzellularen Matrix (Knorpelgrundsubstanz) umgeben
waren. Diese wurde teilweise von Kollagenfasern durchzogen. Die induzierten Zellpellets
ahnelten streckenweise hyalinem Knorpel. Wahrend sich die Zellkerne blaulich anfarbten,
stellten sich die Kollagenfasern, das Zytoplasma und die Zellwande rétlich dar (Abb. 25).
Pyknotische bzw. nekrotische Zellen wurden nicht beobachtet. Die Zelldichte war moderat bis
hoch.
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4.3.3.1.2. Messung der gebildeten Mukopolysaccharide

Die in der gebildeten Knorpelmatrix von den Chondroblasten produzierten sauren
Mukopolysaccharide farbten sich nach der Alcianblau-Farbung blaulich an und die Zellkerne
nach der Kernechtrot-Farbung rétlich. Es konnten bei allen Proben (abd-ASCs-exp,
abd-ASCs-svr, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-svr) eine Anreicherung saurer Mukopolysaccharide
nachgewiesen werden, wobei keine Kondition subjektiv durchlichtmikroskopisch hinsichtlich
des chondrogenen Differenzierungspotentials (blaue Farbintensitat, Menge der akkumulierten

Matrix und Zellmorphologie) praferiert werden konnte (Abb. 25).
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(10x) (10x) (40x)
o
]
&
O
7]
g
k-]
o
©
T8
2
)
O
7]
=
o
o2
©
o
i
)
O
7]
i
;=
&
B
N
O
7]
<
1)
w

Abb. 25: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der chondrogen induzierten equinen
Praadipozyten eines reprasentativen Tieres.

Dargestellt sind die an Tag 21 mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Alcianblau (AB)-Kernechtrot (KR)
angefarbten chondrogen induzierten equinen Praadipozyten (abd-ASCs-exr, abd-ASCs-svr,
rb-ASCs-exr  und sc-ASCs-sve). Die Mukopolysaccharide wurden mithilfe der AB-Farbung
nachgewiesen. Malstabsbalken (schwarz): 100 um (10x Objektiv), MaRstabsbalken (gelb): 25 pm
(40x Objektiv).
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4.3.3.1.3. Modifizierter ,,Bern-Score*

In Bezug auf die Bewertung der chondrogenen Differenzierung mithilfe des modifizierten
.Bern-Scores“ erwiesen sich bei Vergleich der abd-, rb- und sc-ASCs-exp weder die
Fettgewebelokalisation als signifikant unterschiedlich (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,15) noch bei
Vergleich der abd-ASCs-exp und abd-ASCs-syr die Isolationsmethode (Mann-Whitney-U-Test:
p=0,66). Es konnte in Ubereinstimmung zur subjektiv durchlichtmikroskopischen
Beobachtung keine Isolationsmethode und Lokalisation hinsichtlich des chondrogenen

Differenzierungspotentials praferiert werden (Abb. 26).
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Abb. 26: Bewertung der chondrogenen Differenzierung equiner Praadipozyten mithilfe
des modifizierten ,,Bern-Scores“ (nach Grogan et al. 2006).

Aus ASCs-exr und ASCs-sve der abdominalen (abd), retrobulbaren (rb) und subkutanen (sc)-
Lokalisation wurden Zellpellets hergestellt, diese chondrogen induziert und an Tag 21 die
Chondrogenese uber ein Punktevergabesystem bewertet. In den Versuch wurden n = 6 Donortiere
einbezogen, wobei die Anfertigung histologischer Schnittpraparate aufgrund der kleinen Grofie der
Zellpellets nicht bei allen Proben moglich war. Auf der Ordinate ist die durchschnittliche
Gesamtpunktzahl fir die verschiedenen Praadipozyten auf der Abszisse dargestellt. Zudem werden der
Median und der Interquartilsabstand (Fehlerbalken) aufgezeigt (n = 4 bis 5).
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4.4. Immunologische Methoden zur Inmunphanotypisierung equiner ASCs

Die durchflusszytometrische Untersuchung bestétigte die Anwesenheit der MSC-assoziierten
Oberflachenmarkermolekile CD29  (Mittelwert £ SD, abd-ASCs-exp: 99,7 £ 0,42%;
abd-ASCs-svr: 100 + 0,00%), CD44 (abd-ASCs-exp: 99,9 + 0,26%; abd-ASCs-svr:
99,9 + 0,05%) und CD90 (abd-ASCs-exp: 96,7 + 4,20; abd-ASCs-svr: 96,4 + 3,23%) und das
Fehlen der negativen Marker CD34 (abd-ASCs-gxp: 0,44 +0,46%; abd-ASCs-svr:
0,38 + 0,30%) und CD45 (abd-ASCs-exp: 1,42 + 0,41%; abd-ASCs-svr: 1,40 + 0,64%) auf der
Oberflache der abd-ASCs-exp und abd-ASCs-syr. CD105 wurde in der vorliegenden Studie
nicht exprimiert (abd-ASCs-exp: 1,68 £ 2,01%; abd-ASCs-svr: 1,18 £ 0,77%). Die Zellviabilitat
war vergleichbar zwischen abd-ASCs-exr und abd-ASCs-syr und betrug 70,4 + 10,8%
(abd-ASCs-exp) bzw. 69,3 + 7,75% (abd-ASCs-svr). In Bezug auf die Homogenitat der ASCs-
Population konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen abd-ASCs-exe und
abd-ASCs-svr hinsichtlich der Oberflachenmarkerexpression festgestellt werden (CD29:
p=0,31, CD34: p =0,42; CD44: p = 0,42; CD45: p = 0,10; CD90: p = 0,15; CD105: p > 0,99;
Zellviabilitat: p > 0,99).

Equine PBMC und BAL-Makrophagen (Positivkontrollen) bestéatigten die erwarteten
Bindungsmuster fur CD29 (Mittelwert + SD, PBMC: 36,8 + 16,1%, BAL: 31,9 + 3,5%), CD44
(PBMC: 94,3 £ 7,4%, BAL: 91,6 + 2,4%), CD45 (PBMC: 22,3 + 12,9%, BAL: 18,6 + 3,5%) und
CD90 (PBMC: 29,1 +17,0%, BAL: 17,9+ 12,5%), wahrend hingegen CD34 (PBMC:
0,34 + 0,51%, BAL: 0,0 £ 0,0%) und CD105 (PBMC: 0,20 * 0,45%, BAL: 0,9 £ 0,0%) nicht auf
der Oberflache von PBMC und BAL detektiert werden konnten. Zudem konnten durch die
Verwendung von Isotypkontrollen unspezifische Hintergrundstrahlungen der Primarantikérper

ausgeschlossen werden. Die FACS-Resultate sind in Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27: Charakterisierung equiner Praadipozyten mittels Durchflusszytometrie.

A. Viabilitat der mittels des Kollagenaseverdaus (SVF) und des Explantatverfahrens (EXP) gewonnenen
Praadipozyten aus abdominalem Fettgewebe (abd-ASCs). B. Oberflachenmarkerexpression von
abd-ASCs-exr und abd-ASCs-svr. Es werden reprasentativ ,Overlay-Plots* der vollstandig gefarbten
Zellen (Zielzellpopulation: blaue Punktewolke) sowie der Isotypkontrollen (schwarzes Plot) dargestelit.
Die Prozentzahlen zeigen die Hohe der Expression der Oberflachenmarker. C. CD-Markerexpression
der abd-ASCs-exr und abd-ASCs-svr. Die Daten wurden aus drei (abd-ASCs-exe) und zwei
(abd-ASCs-sve) unabhangigen Versuchen gepoolt, wobei jeweils ein bis drei Donoren untersucht
wurden. D. Als Positivkontrollen wurden zur Untersuchung der Antikérperbindung mononukleare Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) von n =5 Donoren (Graphik oben) sowie mittels bronchoalveolarer
Lavage (BAL) gewonnene Makrophagen von n = 2 Donoren untersucht. Die ,Overlay-Plots” zeigen die
Fluoreszenzsignale auf, die mithilfe von Isotypkontrollen (schwarze Punktewolken) und vollstéandig
gefarbten Zellen (rote Punktewolken) detektiert wurden. E. Die Dotplots stellen die CD-
Markerexpression der PBMC von n = 5 Donoren und der BAL-Makrophagen von n = 2 Donoren dar.
Abkiirzungen: FSC: Vorwartsstreulicht, SSC: Seitwartsstreulicht.
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4.5. Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner ASCs
4.5.1. Zellmorphologische Ergebnisse
4.5.1.1. Induktionsfaktor 5-Azacytidin

Die in 10 yM 5-AZA fiir 48 h inkubierten equinen abd-ASCs-syr wiesen zum Zeitpunkt T3
weder zellmorphologische Veranderungen in Richtung eines kardiomyozytaren Phanotyps
(stab- bzw. kugelférmige Zellmorphologie, myotubenahnliche Strukturen, Zell-Zell-
Verbindungen und Zwei- oder Mehrkernbildung) (Abb. 28) noch spontane Schlagaktivitaten
auf. Abd-ASCs-syr von zwei der finf Donoren behielten unabhangig von der 5-AZA-Exposition
ihre Fibroblasten-ahnliche, spindelférmige Zellmorphologie bei und zeigten eine maRige,
beginnende , Tirmchen“-Bildung aufgrund eines tberkonfluenten Zellwachstums. Bei den drei
Ubrigen der finf Donoren wurden eine teilweise stark ausgepragte , Tirmchen“-Bildung sowie
teils starke Zellablosung und Zelltod der in unbeschichteten Zellkulturflaschen kultivierten
Zellen beobachtet. Als Indikatoren fiir diese Zellablésung wurden durchlichtmikroskopisch
atypische kleine Zellen mit einem hellleuchtenden Kern sowie atypische Mitosen-ahnliche
Zellen festgestellt. Subjektiv betrachtet konnten zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der

Zellmorphologie bei den induzierten und nicht-induzierten abd-ASCs-syr festgestellt werden.
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Pferd 1 Pferd 2
TEST 5-AZA Behandlung Negativkontrolle 5-AZA Behandlung Negativkontrolle

Tag 0, vor Induktion

7 Tage nach Induktion

14 Tage nach Induktion

21 Tage nach Induktion

Abb. 28: Zellmorphologie der mit 5-Azacytidin kardiomyogen induzierten equinen
Praadipozyten.

Equine Praadipozyten (abd-ASCs-svr) von zwei reprasentativen Pferden wurden mit 10 uM 5-Azacytidin
(5-AZA) fur 48 h induziert. Die Zellmorphologie ist zu den Zeitpunkten vor (Tag 0) und 7, 14 und 21
Tage nach Induktion dargestellt. Unterschiede zwischen den induzierten und nicht-induzierten Zellen
waren zu keinem Zeitpunkt ersichtlich. Wahrend Pferd 1 zu jedem Zeitpunkt die charakteristische
Fibroblasten-ahnliche Zellmorphologie sowie eine Woche nach Induktion eine maRige ,Turmchen®-
Bildung aufwies, wurden bei Pferd 2 ab Tag 14 atypische kleine Zellen, die auf eine deutliche
Zellabldsung hindeuten, beobachtet. Mal3stabsbalken: 100 um (10x Objektiv).
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4.5.1.2. Induktionsfaktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und
Dickkopf-1

Nach aufeinanderfolgender Inkubation mit Act A (24 h), BMP-4 (96 h) und DKK-1 (48 h)
konnten weder eine veranderte Zellmorphologie noch eine spontane Schlagaktivitat bei
abd-ASCs-syr beobachtet werden, auch nicht nach Variation der Konzentrationen der
Induktionsfaktoren in den beiden Teilversuchen. Zu keinem Zeitpunkt konnten Unterschiede
zwischen den induzierten und nicht-induzierten Zellen festgestellt werden. Die Fibroblasten-
ahnliche Zellmorphologie veranderte sich nicht und es kam Uber die dreiwdchige Induktionszeit
aufgrund des Uberkonfluenten Wachstums i.d.R. zur ,Tirmchen“-Bildung, die bei den n=5
Donortieren unterschiedlich stark ausgepragt war (1. Teilversuch: geringgradig: n =1,
mittelgradig: n = 3, hochgradig: n = 1; 2. Teilversuch: geringgradig: n = 3, mittelgradig: n = 1,
hochgradig: n = 7). Bei Einsatz von Laminin als Beschichtung konnten, abgesehen von je
einem Tier im ersten und zweiten Teilversuch, keine Zellablosung und darauf hinweisende
atypische kleine Zellen mit einem hellleuchtenden Kern beobachtet werden. Abb. 29 und
Abb. 30 zeigen flir zwei reprasentative Tiere die Zellmorphologie zu den

Zeitpunkten TO und T3 im ersten und zweiten Teilversuch auf.
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TEST

Tag 0,
vor Induktion

7 Tage
nach Induktion

14 Tage
nach Induktion

21 Tage
nach Induktion

10 ng/ml BMP-4/

Behandlung 1A
(100 ng/ml Act A/
100 ng/ml DKK-1)

Pferd 15
Behandlung 1B
(100 ng/ml Act A/
20 ng/ml BMP-4/
100 ng/ml DKK-1)

Negativ-
kontrolle

Behandlung 1A
(100 ng/ml Act A/
10 ng/ml BMP-4/
100 ng/ml DKK-1)

Pferd 16
Behandlung 1B
(100 ng/ml Act A/
20 ng/m| BMP-4/
100 ng/ml DKK-1)

Negativ-
kontrolle

Abb. 29: Zellmorphologie der mithilfe von Activin A, knochenmorphogenetischem
Protein-4 und Dickkopf-1 induzierten equinen Praadipozyten (1. Teilversuch).

Die Zellmorphologie von zwei reprasentativen Pferden ist vor (Tag 0) und 7, 14 und 21 Tage nach der
kardiomyogenen Induktion dargestellt, wobei sich zwischen den verschiedenen Behandlungen
(Protokolle 1A und 1B) und der Negativkontrolle keine relevanten Unterschiede feststellen lief3en. Eine
kardiomyogene Differenzierung wurde nicht erzielt. Die Zellen behielten ihre Fibroblasten-ahnliche
Zellmorphologie und bildeten ,Turmchen®, die bei Tier 16 insbesondere zum Zeitpunkt T3 deutlich
ausgepragter gegenuber Tier 15 waren. MaRstab: 100 ym (10x Objektiv). Abkiirzungen: Act A:
Aktivin A, BMP-4: knochenmorphogenetisches Protein-4, DKK-1: Dickkopf-1.

72



Ergebnisse

TEST

Tag 0,
vor Induktion

7 Tage
nach Induktion

14 Tage

nach Induktion

21 Tage
nach Induktion

Behandlung 2A
(0 ng/ml Act A/
50 ng/m| BMP-4/
150 ng/ml DKK-1)

Behandlung 2B
(100 ng/ml Act A/

50 ng/ml BMP-4/
150 ng/ml DKK-1)

Pferd 15

Behandlung 2C

(100 ng/ml Act A/
50 ng/ml BMP-4/
0 ng/ml DKK-1)

Negativ-
kontrolle

50 ng/ml BMP-4/

Behandlung 2A
(0 ng/ml Act A/
150 ng/ml DKK-1)

Behandlung 2B
(100 ng/ml Act A/
50 ng/ml BMP-4/
150 ng/ml DKK-1)

Pferd 16

(100 ng/ml Act A/
50 ng/ml BMP-4/

Behandlung 2C
0 ng/ml DKK-1

Negativ-
kontrolle

Abb. 30: Zellmorphologie der equinen Praadipozyten vor und nach Induktion mit den
Faktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und Dickkopf-1
(2. Teilversuch).

Durchlichtmikroskopiebilder der kardiomyogen induzierten Praadipozyten sind fir zwei reprasentative
Pferde an den Tagen 0, 7, 14 und 21 dargestellt, wobei ersichtlich wird, dass die Zellen ungeachtet der
Induktion (Protokolle 2A, 2B und 2C) ihre spindelformige Morphologie beibehielten sowie eine
geringgradige (Tier 15) bzw. hochgradige (Tier 16) ,Tirmchen“-Bildung aufwiesen. Mafistab: 100 ym
(10x Objektiv). Abkiirzungen: Act A: Activin A, BMP-4: knochenmorphogenetisches Protein-4, DKK-1:
Dickkopf-1.
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4.5.2. Molekularbiologische Ergebnisse

Bevor die Ergebnisse der SYBR Green RT-qPCR der kardiomyogenen
Differenzierungsversuche im Einzelnen beschrieben werden, folgt anlehnend an Kap.3.7. eine

Darstellung der Resultate der vorab durchgefiihrten molekularbiologischen Untersuchungen.

4.5.2.1. RNA-Isolierung

Bei der spektralphotometrischen Analyse der Gesamt-RNA mittels NanoPhotometer®
(Fa. Implen) wurde bei allen untersuchten Proben eine durchschnittliche RNA-Konzentration
von 101 ng/ul bis 2062 ng/pl (Mittelwert £ SD: 998,1 ng/ul £ 509,1) ermittelt. Die Ratio
A260/280 betrug 2,04 + 0,04 (Referenzbereich: 1,8-2,0) und die Ratio A260/230 2,24 + 0,16
(Referenzbereich: > 1,7). Alle Proben lagen im Referenzbereich, abgesehen von Probe
Nr. 12745 (A260/230-Ratio: 1,7). Es konnten keine bis nur sehr geringe Kontaminationen mit
Proteinen (Extinktionen bei 260/280 nm) sowie Phenolen (Extinktionen bei 260/230 nm)
festgestellt werden. Bei der kapillarelektrophoretischen Untersuchung mittels des Agilent RNA
6000 Nanokits (Fa. Agilent) zeigten alle Proben RIN-Werte nahe 10 auf (Mittelwert £ SD:
9,62 + 0,68; Soll-Wert: 6-10). Pro Probe konnten zwei ribosomale Peaks (18S und 28S) und
eine flache Grundlinie zwischen 29s und dem 18S-Peak im Elektropherogramm
nachgewiesen werden, die einen erfolgreichen Gesamt-RNA-Durchlauf kennzeichneten. Die
RNA-Proben wiesen auf Grundlage der photometrischen und mikroelektrophoretischen
Untersuchungen eine hohe Qualitdt und Integritdt auf und RNA-Degradation konnte

ausgeschlossen werden. Eine reverse Transkription (cDNA-Synthese) wurde angeschlossen.

4.5.2.2. Gelelektrophorese nach kPCR

Mittels KPCR konnte die Funktionsfahigkeit und Produktstabilitat der in der vorliegenden Arbeit
hergestellten Primer nachgewiesen werden. Die erhaltenen Amplifikate wurden
gelelektrophoretisch in Bezug zum GroRenstandard (HyperLadder™) (berprift. Alle
amplifizierten Sequenzen wiesen die zu erwartenden Basenpaar- bzw. Lauflangen auf

(Abb. 31). Unspezifische Nebenprodukte wurden ausgeschlossen.
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Abb. 31: Agarose-Gelelektrophorese nach kPCR.

Es wurde fir drei Referenzgene (ACTB, GAPDH, 18S), drei equine Stammzellgene (DNMT3B, MYC,
OCT4/POUFYb), funf equine kardiale Gene (GATA4, Nkx2.5, TNNI3, MYH6, MYH7) sowie ein equines
Muskelgen (MYF6) nach der kPCR eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die reverse
Transkription fand mit dem iScript™ cDNA Synthesis Kit (Fa. Bio-Rad Laboratories GmH) und die kPCR
mit dem Taq PCR Master Mix Kit (Fa. Qiagen) statt. Es wurde ein HyperLadder™ 25-500 bp
(Fa. Bioline) verwendet.

4.5.2.3. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungsresultate der PCR-Produkte wurden fur Homologievergleiche genutzt. Im
kodierenden Bereich wurden Homologien der Nukleotidprodukte von 100% bei der Spezies
Pferd (Equus caballus) ermittelt. Das Vorhandensein von Kreuzhomologien mit anderen
Equidae-Spezies und dem Menschen wurden Uberprift und Homologien von i.d.R. tUber 88%

nachgewiesen, abgesehen von GATA4 und DNMT3B beim Menschen (0% Homologie).

4.5.2.4. Effizienzanalyse und Gradientenlauf

Im Rahmen der Effizienzanalyse konnten fiir alle untersuchten Gene (ACTB, GAPDH, RN18S,
OCT4/POUF5, MYC, DNMT3B, GATA4, NKX2-5, TNNI3, MYH6, MYH7 und MYF6) PCR-
Effizienzen von 90-110% ermittelt werden (Ausnahme GAPDH: 89%). Die Steigungen lagen
im angestrebten Wertebereich (Werte von -3,122 bis -3,621). Aufgrund der leicht
unterschiedlichen PCR-Effizienzen wurden in der RT-qPCR die Template-Konzentrationen

angepasst. Die Regressionsanalyse wird fur das Zielgen TNNI3 in Abb. 32 aufgezeigt.
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e Standardwerte

TNNI3 Verdunnungsreihe :
------- Regressionsgerade
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Abb. 32: Regressionsanalyse am Beispiel des Zielgens TNNI3.

Auf der Abszisse ist die relative log-Ausgangsmenge der mRNA des Zielgens (in Pikogramm) gegen
den Ci-Wert auf der Ordinate aufgetragen. Die PCR-Effizienz errechnet sich aus der Steigung (slope)
der Regressionsgerade (—3,327) und betragt 100%.

Die PCR-Effizienzdaten, die berechneten T, Opt-Werte und die fir ausgewahlte Zielgene
(OCT4/POUF5, GATA4, TNNI3 und MYH7) im jeweiligen Gradientenlauf ermittelten T, Opt-
Werte sind dem Anhang (Kap. 9.6., Tab. 45) zu entnehmen.

4.5.2.5. Referenzgene

Die Referenzgene ACTB, GAPDH und RN18S erwiesen sich auf Grundlage der Auswertung
mittels geNorm als expressionsstabil. Die M-Werte (Genstabilitatswerte) betrugen
durchschnittlich fir ACTB M = 0,088, fir GAPDH M = 0,068 und fir RN18S M = 0,079. Da
GAPDH den niedrigsten M-Wert, d.h. die héchste Expressionsstabilitat aufwies und der M-
Wert deutlich unterhalb des von geNorm festgelegten Grenzwertes von M = 1,5 lag, wurde
dieses Referenzgen auf jeder RT-qPCR-Platte als ,|IRC-GAPDH* mitgefiihrt.

4.5.2.6. RT-qPCR-Kontrollen

Kontaminationen mit gDNA konnten weder innerhalb der RT-gPCR-Laufe (NTC) noch
innerhalb der RNA-Extraktionen (NRT) nachgewiesen werden. Nicht kontaminierte RNA-
Proben wiesen die gleiche Amplifikationskurve wie NTC- und NRT-Proben auf, da in dieser
Reaktion kein DNA-Template fur eine Amplifikation vorlag. Die auf jeder 96-Well-Platte mit
dem Referenzgen GAPDH mitgefihrte IRC wurde nach jedem Versuchsansatz auf dieses
Referenzgen kalibriert, sodass Plattenunterschiede zwischen den einzelnen RT-qPCR-Laufen

vermieden wurden.
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4.5.2.7. Schmelzkurvenanalyse

Unspezifische PCR-Nebenprodukte mit niedrigeren Schmelzpunkten traten nicht auf und der
ermittelte Schmelzpunkt konnte auf das amplifizierte Produkt zurlickgefihrt werden (siehe
Abb. 33). Die Schmelzkurvenmaxima der RT-qPCR-Laufe entsprachen den zuvor mittels des

»1m Calculator(s) ermittelten Schmelztemperaturen (Tn) (siehe Anhang, Kap. 9.6., Tab. 45).

-d(RFU) / dT

52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 785 80 82 84 86 B85 90 92 94 96
Temperatur (°C)

Abb. 33: Darstellung der Schmelzkurve (Dissoziationskurve) am Beispiel des Zielgens
TNNI3.

Die Temperaturin °C (Abszisse) wurde gegen die relative Fluoreszenzabnahme (Ordinate) aufgetragen.
Die produktspezifische Schmelztemperatur (in °C) wurde im Bereich des Peaks abgelesen und betrug
82,5°C. Die Reaktion war spezifisch, da keine weiteren Peaks vorhanden waren.
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4.5.2.8. SYBR Green RT-qPCR Resultate der kardiomyogenen Differenzierungsversuche

Auf Grundlage der in den Kap. 4.5.2.1.-4.5.2.7. erhobenen Resultate wurde die SYBR Green

RT-gPCR innerhalb der kardiomyogenen Differenzierungsversuche durchgefihrt.

4.5.2.8.1. Induktionsfaktor 5-Azacytidin

Die Induktion mit 5-AZA fihrte bei abd-ASCs-svr unter den gewahlten Versuchsbedingungen
wider Erwarten nicht zu einer Hochregulation der kardialen Marker NKX2-5, GATA4, MYH6,
MYH7 und TNNI3 auf Grundlage des Genexpressionsprofils der PK, d.h. eine kardiomyogene
Induktion wurde nicht erzielt. Auch eine Hochregulierung des Muskelmarkers MYF6 wurde
nicht beobachtet und eine myogene Differenzierung ausgeschlossen. Zum Zeitpunkt TO
konnten die Expressionen der pluripotenzassoziierten Marker MYC und OCT4/POUF5
nachgewiesen werden. Sowohl in den mit 5-AZA-induzierten Zellen (MYC: TO vs. T3-ind:
p <0,001; OCT4/POUSF1: TO vs. T3-ind: p =0,001) als auch nicht-induzierten NK (MYC:
TO vs. T3-NK: p =0,011; OCT4/POUS5F1: TO vs. T3-NK: p < 0,001) konnten zum Zeitpunkt T3
mittels univariater Varianzanalyse eine signifikante Herunterregulierung dieser Marker
beobachtet werden. In Abb. 34 sind die Ci-Mittelwerte + SD der SYBR Green RT-qPCR als
,2Dotplots* dargestellt und im Anhang in Kap. 9.7.2.1., Tab. 48 tabellarisch aufgelistet.
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Abb. 34: Resultate der SYBR Green RT-qPCR der Genexpressionsanalyse equiner
Praadipozyten nach Exposition mit 5-Azacytidin.

Dargestellt ist die Genexpression der pluripotenzassoziierten, kardialen und myogenen Marker der
Praadipozyten (abd-ASCs-svr) vor (TO) und nach Induktion (T3-ind: induziert, T3-NK: Negativkontrolle)
mit 5-Azacytidin sowie der technischen Kontrollen (blaue Punkte: NRT und H20) und Positivkontrollen
(rote Punkte: PK). Die Dots stellen die Ci-Mittelwerte mit Standardabweichung von n = 5 Donoren aus
zwei Versuchsdurchlaufen dar. Fir die statistische Auswertung wurde eine univariate Varianzanalyse
(Post-Hoc-Tests ,Hochberg“ und , Tukey-HSD*) angewendet, wobei eine statistische Signifikanz bei
p < 0,05 angenommen wurde.
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4.5.2.8.2. Induktionsfaktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und
Dickkopf-1

In beiden Teilversuchen konnten unter den gewahlten Versuchsbedingungen zum Zeitpunkt
T3 weder eine Aufregulation der kardialen Marker NKX2-5, GATA4, MYH6, MYH7 und TNNI3
noch des Muskelmarkers MYF6 festgestellt werden. Die pluripotenzassoziierten Marker MYC,
OCT4/POUF5 und DNMT3B wurden zum Zeitpunkt TO exprimiert und zum Zeitpunkt T3
signifikant herunterreguliert. Dies wurde im ersten Teilversuch unabhangig von der BMP-4-
Konzentration mittels univariater Varianzanalyse fir induzierte Zellen (MYC: TO vs. T3-ind-1A:
p <0,001; TO vs. T3-ind-1B: p < 0,001; OCT4/POUFES5: TO vs. T3-ind-1A: p < 0,001; TO vs. T3-
ind-1B: p <0,001; DNMT3B: T0 vs. T3-ind-1A: p <0,001; TO vs. T3-ind-1B: p <0,001) und
nicht-induzierte NK (MYC: TO vs. T3-NK: p < 0,001; OCT4/POUF5: TO vs. T3-NK: p = 0,003;
DNMT3B: TO vs. T3-NK: p < 0,001) nachgewiesen. Zudem konnten bei DNMT3B signifikante
Unterschiede der Genexpression zwischen der T3-NK und den induzierten Zellen festgestellt
werden (DNMT3B: T3-NKvs. T3-ind-1A: p =0,038; T3-NKvs. T3-ind-1B: p = 0,006). Die
Dotplots (Ci-Mittelwerte + SD) fur beide Teilversuche sind in den Abb. 35 und 36 (Seiten 80—
81) dargestellt. Im zweiten Teilversuch wurde eine Herunterregulierung der Marker DNMT3B
und OCT4/POUF5 ausschlieBlich zwischen TO-Zellen und den T3-induzierten Zellen, nicht
aber zwischen TO0- und T3-NK-Zellen beobachtet (DNMT3B: TO vs. T3-ind-2A: p < 0,001;
TO vs. T3-ind-2B: p <0,001; TO vs. T3-ind-2C: p =0,004; OCT4/POUF5: TO vs. T3-ind-2A:
p <0,001; TO vs. T3-ind-2C: p = 0,046). Bei MYC wurde diese Herunterregulierung gegentber
TO-Zellen sowohl bei induzierten (TO vs. T3-ind-2A: p < 0,001; TO vs. T3-ind-2B: p < 0,001;
TO vs. T3-ind-2C: p = 0,005) als auch nicht-induzierten T3-Zellen (TO vs. T3-NK: p < 0,001)
beobachtet. Zudem wurde bei MYC eine signifikante Herunterregulierung der Genexpression
zwischen den Konditionen T3-ind-2A und T3-ind-2C nachgewiesen (p = 0,026). Bei TNNI3
kann in den Dotplots ebenfalls eine signifikante Herunterregulierung zum Zeitpunkt T3
gegeniiber TO beobachtet werden. Da der Marker im negativen Bereich der Genregulation
gegeniber der PK lag, wird auf eine weiterfiihrende Beschreibung der Signifikanzen
verzichtet. Die Ci-Mittelwerte £ SD sind fir beide Teilversuche im Anhang in Kap. 9.7.2.2.
(Tab. 49-50) aufgelistet. Statistische Tests wurden nur durchgefiihrt, wenn die Ci-Mittelwerte
der induzierten Zellen mehr als vier Zyklen von den C:-Mittelwerten der technischen
Kontrollproben (H20 und NRT) entfernt lagen (Kap. 3.8.).
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Abb. 35: Genexpressionsanalyse equiner Praadipozyten nach kardiomyogener
Induktion mit Activin A, knochenmorphogenetischem Protein-4 und Dickkopf-1
(1. Teilversuch).

Aufgezeigt sind die Genexpressionen der pluripotenzassoziierten und kardialen Marker sowie des
Muskelmarkers zu den Zeitpunkten TO (vor Induktion, TO-NK) und T3 (drei Wochen nach Induktion, T3-
ind-1A: induziert mit 100 ng/ml Activin A (Act A), 10 ng/ml knochenmorphogenetischem Protein-4
(BMP-4) und 100 ng/ml Dickkopf-1 (DKK-1); T3-ind-1B: induziert mit 100 ng/ml Act A, 20 ng/ml BMP-4
und 100 ng/ml DKK-1; T3-NK: Negativkontrolle) sowie der technischen Kontrollproben (NRT und H20:
blaue Punkte) und Positivkontrollen (PK: rote Punkte). Die Dotplots stellen die Ci-Mittelwerte mit
Standardabweichungen (Fehlerbalken) dar. Als statistische Tests wurden eine univariate
Varianzanalyse sowie der , Tukey-HSD" Post-Hoc-Test angewendet, wobei eine statistische Signifikanz
bei p < 0,05 angenommen wurde. Abkiirzungen: DNMT3B: DNA Methyltransferase 3 Beta, GATA4:
GATA Binding Protein 4, H20O: Wasser, ind: induziert, MYC: MYC Protoonkogen, MYF6, Myogenic
Factor 6, MYH6/7: Myosin Heavy Chain 6/7, NK: Negativkontrolle, NKX2-5: NK2 Homeobox 5, NRT:
Non-Reverse-Transkriptase Kontrolle, OCT4/POUF5: Octamer-Binding Protein 4/
POU Class 5 Homeobox 1, PK: Positivkontrolle, TNNI3: Troponin 13, Cardiac Type. *Ct-Mittelwert > 40.
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Abb. 36: Genexpressionsanalyse equiner Praadipozyten nach kardiomyogener
Induktion mit Activin A, knochenmorphogenetischem Protein-4 und Dickkopf-1
(2. Teilversuch).

Die Genexpressionen wurden zu den Zeitpunkten TO (Tag O, vor Induktion) und T3 (3 Wochen nach
Induktion, T3-ind-2A: induziert mit 0 ng/ml Activin A (Act A), 50 ng/ml knochenmorphogenetischem
Protein-4 (BMP-4) und 150 ng/ml Dickkopf-1 (DKK-1); T3-ind-2B: induziert mit 100 ng/ml Act A,
50 ng/ml BMP-4 und 150 ng/ml DKK-1; T3-ind-2C: induziert mit 100 ng/ml Act A, 50 ng/ml BMP-4 und
0 ng/ml DKK-1; T3-NK: Negativkontrolle) untersucht. Die Genexpressionen der Positivkontrollen (PK:
rote Punkte) und technischen Kontrollproben (NRT und H20: blaue Punkte) sind aufgezeigt. Die Dots
stellen die C+-Mittelwerte + Standardabweichungen (Fehlerbalken) dar. Als statistischer Test wurde eine
univariate Varianzanalyse (Post-Hoc ,Tukey-HSD*) durchgefiihrt und eine statistische Signifikanz bei
p < 0,05 angenommen. Abkiirzungen: siche Abb. 35. *C+-Mittelwert > 40.
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4.6. Zusammenfassung der Resultate

Studienpopulation: heterogen hinsichtlich Alter, Rasse, Geschlecht, Vorerkrankungen

Isolierung und Kultivierung equiner ASCs:

Isolierung equiner ASCs-exp und ASCs-svr aus abd-, rb- und sc-Fettgewebe mdoglich
Isolierungserfolg: signifikant niedriger bei sc-ASCs-svr gegenlber abd- und rb-ASCs-svr
(p < 0,05); keine signifikanten Unterschiede zwischen EXP- und SVF-ASCs (p = 0,12)
Proliferationspotential: hoch, ohne signifikante Unterschiede zwischen
Isolationsmethoden (p = 0,64) und Lokalisationen (p = 0,35)

Serumversuch: in 10% FKS kultivierte ASCs wiesen signifikant niedrigeres Zellwachstum
gegenuber 10% HS, 20% FKS sowie 10% HS und 10% FKS auf (Serumvarianteneffekt
abd-ASCs-exp: p = 0,011, abd-ASCs-svr: p = 0,007).

Tripotentes Differenzierungspotential equiner ASCs:

Adipogenese: hohes Differenzierungspotential, an Tag7 (GPDH-Assay) bei
abd-ASCs-exp signifikant héher als bei rb- und sc-ASCs-exp (p < 0,001) und an Tag 14
(Lipid-Nuclei-Ratio) signifikant hoher bei abd-ASCs-syr gegenuber abd-ASCs-exp
(p = 0,020)

Osteogenese: hohes Differenzierungspotential, an Tag 14 (ALP-Assay) signifikant héher
bei sc-ASCs-exp ind gegenlber sc-ASCs-exp NK (p = 0,033) und an Tag 21 (IOD) bei
abd-ASCs-exp signifikant héher gegentber abd-ASCs-svr (p = 0,005) und gegenuber
rb-ASCs-exp (p = 0,047)

Chondrogenese: alle Proben chondrogen induzierbar, an Tag 21 (modifizierter ,Bern-
Score®) keine signifikanten Unterschiede zwischen Isolationsmethoden (p = 0,66) und

Lokalisationen (p = 0,15) nachweisbar

Immunphénotypisierung equiner ASCs: Anwesenheit der MSC-assoziierten Marker
CD29+, CD44+, CD90+, kein Nachweis von CD105+, CD34- und CD45-; keine signifikanten
Unterschiede zwischen EXP- und SVF-ASCs (p > 0,05); hohe Zellviabilitat (ca. 70%)

Kardiomyogenes Differenzierungspotential equiner ASCs:

5-AZA sowie Act A, BMP-4 und DKK-1: keine kardiomyogene Differenzierung unter den
gewahlten Versuchsbedingungen, weder zellmorphologische Veranderungen noch

Aufregulierung kardialer Marker und des Muskelmarkers
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5. Diskussion

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung und der Vergleich equiner
Praadipozyten, die mittels zwei verschiedener lIsolationsverfahren aus unterschiedlichen
Fettgewebelokalisationen gewonnen wurden, und die erstmalige Untersuchung des
kardiomyogenen Differenzierungspotentials dieser Zellen in vitro. Die vorliegende Arbeit liefert
einen Beitrag zur Grundlagenforschung und tragt dazu bei, die Erkenntnisse im Bereich der
Stammzellforschung am Groftiermodell zu erweitern. Die Identifizierung geeigneter MSCs
stellt nicht nur fur den Einsatz in der regenerativen Medizin, sondern auch fur die Etablierung
von in-vitro-Modellen eine wichtige Grundlage dar. Im Folgenden werden das Studiendesign,
die Methodik sowie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate diskutiert und
in Bezug zur aktuellen Literatur gesetzt. Zudem werden die in Kap. 1. aufgestellten

Hypothesen Uberpruft.

5.1. Studienkollektiv

Das Studienkollektiv in der vorliegenden Arbeit erscheint sehr heterogen hinsichtlich Rasse,
Alter, Geschlecht und Vorerkrankungen der Tiere, wobei diese Heterogenitat sicherlich
reprasentativ fir die an Pferdekliniken euthanasierte bzw. in Pferdeschlachthdfen
geschlachtete Pferdepopulation ist. Die Pferde wurden weder flr den Tierversuch gezichtet
noch unter standardisierten Haltungsbedingungen gehalten und geflttert, wie es in Studien
bei Labornagern der Fall gewesen ware. Dies begrindet, dass im Rahmen der einzelnen
Versuche nur eine relativ kleine Stichprobe untersucht wurde (Proliferationsassays und
Serumversuche: n=3; Immunphanotypisierung und kardiomyogene Differenzierungs-
versuche: n = 5; tripotente Differenzierungsversuche: n = 6) und stimmt mit anderen Studien
beim Pferd Uberein (Metcalf et al. 2016; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Merlo et al. 2019).
Durch Einbeziehen eines grélieren Stichprobenumfangs (n > 10) hatte die Wahrscheinlichkeit,
dass ein tatsachlicher Effekt ibersehen wird und dass beispielsweise ein Fehler 2. Art auftritt,
reduziert werden kénnen und ein reprasentativerer Rickschluss auf die Grundgesamtheit
ware moglich (Kutschmann et al. 2006). In Folgestudien sollten berdies das Einbeziehen
einer homogeneren Studienpopulation in Betracht gezogen werden, insbesondere das Alter
und die Rasse betreffend. MSCs aus Geweben alterer Donortiere weisen z.B. eine
verminderte Zellausbeute und Proliferationskapazitat auf (Haynesworth 1994; Caplan 2009;
Guercio et al. 2013). Auch der Body Condition Score (Erndhrungszustand und Kérperbau) der
Donortiere und die daraus resultierende Pravalenz fiir bestimmte Erkrankungen sollten
bertcksichtigt werden. Es ist beispielsweise bekannt, dass leichtfuttrige Pferde besonders zu
Insulindysregulation und Adipositas neigen (Lewis et al. 2017; Durham et al. 2019; Carslake

etal. 2021). In der Humanmedizin zeigen MSCs von Patienten, die das metabolische Syndrom
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aufweisen oder an Diabetes erkrankt sind, Anzeichen einer friiheren Seneszenz. Auch das
Differenzierungspotential von MSCs kann durch die genannten Faktoren beeinflusst werden.
Der physiologische Status der Donoren kann ebenfalls direkte Auswirkungen auf die
Charakteristika der MSCs haben (Marycz et al. 2016; Kornicka et al. 2018). Aufgrund der
Heterogenitat des Studienkollektivs (Kap. 2.1.3.4., Abb. 2), die als Limitation betrachtet
werden muss, wurde in der vorliegenden Studie der Fokus nicht auf das Einzeltier selbst,
sondern vielmehr auf den Vergleich der MSCs aus den verschiedenen
Fettgewebelokalisationen und Isolationsmethoden gelegt. Folgestudien mit einer

homogeneren Donor-Zellpopulation sind anzuraten.

Das in die Versuche einbezogene Studienkollektiv war heterogen in Bezug auf das Alter,
die Rasse, den Erndhrungs- und Gesundheitszustand der Tiere. Zudem wurde nur eine
kleine Stichprobengréfe untersucht. Diese Faktoren sollten als Limitation der Arbeit

berlcksichtigt werden.

5.2. Fettgewebe

Die vorliegende Studie ist mit eine der ersten, die equine MSCs aus verschiedenen
Fettgewebelokalisationen vergleicht. Es existieren beim Pferd einzelne Studien, in denen
subkutanes, retroperitoneales, inguinales Fettgewebe, Lipoma-Fett bzw. Fettgewebe des
Mesenteriums des kleinen Colons hinsichtlich des Proliferations- und
Differenzierungspotentials der Zellen verglichen werden (Metcalf et al. 2016; Arévalo-
Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019). In der Humanmedizin liegen ebenfalls Studien
vor, die Lipoma-Fett und sc-Fettgewebe verschiedener Regionen (Stojanovi¢ et al. 2018)
sowie ASCs aus subkutanem, omentalem und intrathorakalem Fettgewebe (Russo et al. 2014)
miteinander vergleichen. Dass Fettgewebe sowohl in vivo als auch in vitro eine strukturelle
und funktionelle Heterogenitat aufweist, wurde bereits in verschiedenen Studien beschrieben
(Ibrahim 2010; Bourin et al. 2013; Russo et al. 2014), ebenso wie in Kap. 2.1.3.4. der

vorliegenden Arbeit.

Fettgewebe liegt in groRen Mengen vor (Yang et al. 2012), sofern die Tiere nicht kachektisch
sind, und ist im Vergleich zur Gewinnung von Knochenmark und Nabelschnurblut leicht
zuganglich und komplikationslos zu entnehmen (Gimble und Guilak 2003). Aufgrund der
hohen Gewebezuganglichkeit weisen ASCs ein grolles Potential fir den Einsatz in in-vitro-
Modellen auf, wobei bei der allogenen in-vivo-Anwendung weitere Kriterien zu erfillen sind,
wie beispielsweise die Immunogenitat der Zellen, um immunologische Abstoliungsreaktionen

zu vermeiden (Tan et al. 2017).
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Die subkutane Fettgewebelokalisation lateral der Schweifriibe stellt die beim Pferd haufigste
Gewebequelle fur die Isolierung von ASCs dar (Ranera et al. 2011; Burk et al. 2013; Barberini
et al. 2014; Hillmann et al. 2016), wahrend die abdominale Lokalisation haufiger bei Menschen
(Wystrychowski et al. 2016), Hunden (Guercio et al. 2013; Bahamondes et al. 2017; Yaneselli
et al. 2018) und Katzen (Kono et al. 2014) verwendet wird. Die Entnahmestellen des
Fettgewebes am euthanasierten Pferd entsprechen denen am sedierten bzw. anasthesierten
Tier (Vidal et al. 2007; Schrock et al. 2017). Eine Entnahme von sc-Fettgewebe wird am
sedierten Pferd aufgrund der Narbenbildung von vielen Patientenbesitzern nicht toleriert
(,kosmetisches Problem*), daher wurde in der vorliegenden Arbeit auf Material euthanasierter
und geschlachteter Tiere zurlickgegriffen. Subkutanes Fettgewebe kann besonders leicht
durch eine halbmondférmige Inzision gewonnen werden, wie bereits beschrieben wurde
(Bravo et al. 2012; Alipour et al. 2015). Auch die Entnahme retrobulbaren Fettgewebes
erscheint, wie in Vorversuchen festgestellt wurde, praktikabler an frisch euthanasierten und
geschlachteten Pferden zu sein, da in diesen Féllen das Fettgewebe aus beiden Augenhdhlen
und nicht wie bei einer Enukleation aus nur einer Orbita entnommen werden kann. Ebenfalls
in Vorversuchen wurde aufgezeigt, dass abd-Fettgewebe im Rahmen von
Abdominalchirurgien als ,,Abfallprodukt® gewonnen werden kann. Hierbei sollte eine Entnahme
moglichst schnell nach Laparotomie erfolgen, um ein Trauma durch eine weitere Exploration
der Bauchhdhle zu vermeiden (Arnhold et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit wurde das
Fettgewebe jedes beprobten Tieres aus allen drei Lokalisationen ausschlieRlich post mortem
entnommen. Die enthommenen 6 g (rb-) bis 9 g (abd- und sc-) Fettgewebe waren flr die
Gewinnung der Praadipozyten ausreichend. Wahrend in der Studie von Alipour et al. (2015)
sogar nur 3 bis 5 g Fettgewebe ausreichten, wurde in anderen Studien 30 bis 50 g enthommen
(Alipour et al. 2015).

Die Probenentnahme erfolgte zumeist direkt im Anschluss an die Schlachtung oder kurz nach
Euthanasie (nach i.d.R. 30 min), teilweise aber auch erst 8 h post mortem. In beiden Fallen
war es moglich, ausreichend viele ASCs zu gewinnen (siehe Vitalitatsbestimmung Kap. 4.4.).
In einer anderen Studie wurde beschrieben, dass BM-MSCs eine gute Lebensfahigkeit und
Zellproliferation aufwiesen, die 30 min nach Euthanasie gewonnen wurden (Schrock et al.
2017). Moglicherweise kdnnten die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit darauf hindeuten,
dass die Gewinnung vitaler MSCs viel langer als erwartet post mortem mdglich ist. Hierzu sind

weitere Studien ndétig, die speziell dieser Fragestellung auf den Grund gehen.

MSCs verschiedener Gewebequellen haben direkt Auswirkungen auf ihre Eigenschaften
in vitro, sei es die Proliferations- oder Differenzierungskapazitat betreffend (Burk et al. 2013;
Arnhold et al. 2019). Auch die Schnitttiefe bei der Gewebeentnahme soll Einfluss auf die

spateren Eigenschaften der Zellen haben (Baglioni et al. 2012; Patrikoski et al. 2019; Ntege et
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al. 2020). ASCs aus sc-Fettgewebe sollen beispielsweise ein hdheres Proliferations- und
Differenzierungspotential verglichen zu ASCs aus dem tiefer gelegenen, viszeralen
Fettgewebe aufweisen (Baglioni et al. 2012). Dies konnte weder in der vorliegenden noch in
anderen Studien nachgewiesen werden, wie in den Kap. 5.5. und 5.6.1. weiter diskutiert wird.
Gegenliber dem metabolisch aktiveren abd-Fettgewebe (Nesto 2005) handelt es sich sowohl
bei sc- als auch rb-Fettgewebe um Baufett. Auf Grundlage der Studie von Baglioni et al. (2012)
wurde vermutet, dass das tief in der Orbita gelegene rb-Fettgewebe ein geringeres
Proliferations- und Differenzierungspotential aufweist (Baglioni et al. 2012) (siehe Kap. 5.5.
und 5.6.1.). Studien, in denen ASCs aus rb-Fettgewebe beim Pferd gewonnen und

charakterisiert werden, existieren bisher nicht.

In den meisten Studien beim Pferd werden Praadipozyten aus sc-Fettgewebe gewonnen.
In der vorliegenden Studie wurden zwei weitere Lokalisationen, abd- und rb-Fettgewebe, in
Bezug auf die Gewinnung der Praadipozyten untersucht. Es konnten hochvitale Zellen bis
8 h post mortem von euthanasierten und geschlachteten Tieren gewonnen werden. Die

Gewebequelle beeinflusst die Charakteristika der Zellen.

5.3. Isolierung und Kultivierung equiner Praadipozyten

Die Isolierung und Kultivierung der Zellen erfolgte gemall den am Institut fur Veterinar-
Physiologie fur bovine ASCs etablierten Protokollen (Sandhu et al. 2017; Jurek et al. 2020;
Becker et al. 2021). In Bezug auf die Isolierungsmethode stellt der Kollagenaseverdau das am
haufigsten eingesetzte Standardverfahren zur Gewinnung der ASCs dar und wird bei
verschiedenen Spezies, darunter dem Pferd, oftmals durchgefiihrt (Vidal et al. 2007; Ranera
et al. 2011; Schwarz et al. 2012; Burk et al. 2013; Hillmann et al. 2016). Es ist allerdings
fraglich, inwieweit die Zellen durch den enzymatischen Verdau geschadigt werden (Igura et al.
2004). Dies konnte von der Expositionszeit, der eingesetzten Kollagenase-Konzentration und
der GroRRe der zu verdauenden Gewebestlckchen abhangen. In einer Studie von Gittel et al.
(2013) wurde hingegen nachgewiesen, dass Kollagenase keine nachteiligen Effekte auf
equine MSCs ausubt (Gittel et al. 2013). Es wurde gemal} anderen Studien (Murata et al. 2016;
Arnhold et al. 2019; Merlo et al. 2019) eine 0,1%-Kollagenase-Lésung (Typ 1) eingesetzt und
die Expositionszeit auf 60 min festgelegt. Demgegenuber gibt es Forschungsgruppen, die
beim Pferd mit 4 h deutlich langere Expositionszeiten wahlen (Burk et al. 2013; Gittel et al.
2013; Hillmann et al. 2016). Die EXP-Methode wurde in den letzten Jahren als ein relativ
einfach durchflhrbares Verfahren entwickelt, mithilfe dessen equine (Gittel et al. 2013), bovine
(Sandhu et al. 2017) und humane MSCs (Lee et al. 2011; Salehinejad et al. 2012; Priya et al.
2014) isoliert werden kénnen. Ob allein die randstandigen Zellen des Fettgewebestlickchens

oder auch zentral gelegene aktiv migrieren kénnen, wodurch die Zellausbeute beeinflusst
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werden kdénnte, ist allerdings fraglich. Wahrend bei den PO-ASCs-exp eine gewisse Selektion
stattfindet, da nur migrierfahige Zellen das Explantat verlassen und in das umgebende
Kulturmedium auswandern, stellen PO0-ASCs-syr eine vergleichsweise inhomogenere
Zellpopulation dar, da eine solche Selektion der Zellen nicht stattfindet (Gittel et al. 2013). Im
Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch eine
homogene Markerexpression sowohl bei ASCs-exp und ASCs-syr der P3 und P4
nachgewiesen werden (Kap. 4.4. und 5.6.2.). In verschiedenen Studien wurde beschrieben,
dass eine hohere Zellzahl mittels des SVF-Verfahrens (gegeniber dem EXP-Verfahren)
gewonnen werden kann (Baptista et al. 2009; Lee et al. 2011; Gittel et al. 2013). Da aber die
ASCs-exp und ASCs-syr der PO durch die Plastikadharenz noch selektiert werden, wurde in
der vorliegenden Arbeit auf eine genaue Bestimmung dieser primaren Zellzahl verzichtet. Es
wurde vielmehr ein binares Punktevergabesystem etabliert, welches den Isolierungserfolg der
ASCs-exp und ASCs-syr der abd-, rb- und sc-Fettgewebelokalisation bewertete (Kap. 3.3.2.
und 4.2.2.). Zudem wurde die Proliferationsfahigkeit der Zellen (P3) in der vorliegenden Arbeit
untersucht (Kap. 3.3.5. und 4.2.3.). Wie erwartet konnten aus allen Fettgewebelokalisationen
Fibroblasten-ahnliche, plastikadhdrente ASCs-exp (Lee et al. 2011; Gittel et al. 2013) und
ASCs-svr (Lee et al. 2011; Burk et al. 2013; Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016; Arnhold et
al. 2019) gewonnen werden, die morphologisch nicht zu unterscheiden waren. Zwischen ASCs
der EXP- und SVF-Methode konnte in Ubereinstimmung mit der Studie von Lee et al. (2011)
kein signifikanter Unterschied im Isolierungserfolg festgestellt werden (Lee et al. 2011). In
einer anderen Studie hingegen wurde ein solcher Unterschied nachgewiesen (Gittel et al.
2013). Des Weiteren wurde aufgezeigt, dass die Herkunft des Fettgewebes den
Isolierungserfolg beeinflusst, wie in Studien bei Menschen (Russo et al. 2014; Wystrychowski
et al. 2016) und Hunden (Bahamondes et al. 2017; Yaneselli et al. 2018) beschrieben wurde.
In der vorliegenden Studie wiesen sc-ASCs-syr gegeniber abd- und rb-ASCs-syr einen
signifikant niedrigeren Isolierungserfolg auf (Kap. 4.2.2.). Dies bestatigte die Resultate anderer
Studien bei caninen (Bahamondes et al. 2017) und humanen ASCs (Russo et al. 2014), in
denen die Zellausbeute von omentalen ASCs gegenliber sc-ASCs signifikant héher war. In
einer anderen Studie wiesen equine ASCs aus dem Mesenterium des kleinen Colons
gegeniiber sc-ASCs eine signifikant hdhere Vitalitat auf (Metcalf et al. 2016). Demgegeniiber
konnten Arnhold et al. (2019) einen signifikanten Unterschied in der Lebensfahigkeit equiner

ASCs aus sc- und retroperitonealem Fettgewebe nicht nachweisen (Arnhold et al. 2019).
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Die Hypothese 1.a. wurde angenommen. Es konnten aus allen Fettgewebelokalisationen
Fibroblasten-ahnliche und plastikadharente ASCs-exr und ASCs-syr isoliert werden. Die
Hypothesen 1.d. und 1.e. konnten in Bezug auf den Isolierungserfolg bestatigt werden. Die
beiden Isolierungsmethoden unterschieden sich nicht signifikant voneinander, wahrend
hingegen die Fettgewebelokalisation einen signifikanten Effekt aufwies. Sc-ASCs-svr

wiesen gegeniber abd- und rb-ASCs-syr einen signifikant niedrigeren Isolierungserfolg auf.

5.4. Einfluss des Kulturmediums

Da die Proliferationskapazitdt der MSCs vom eingesetzten Zellkulturmedium und den
Kulturbedingungen abhangt (Schubert et al. 2018), wurden alle in den Versuch einbezogenen
Zellen in einem Standardzellkulturmedium unter Standardkulturbedingungen Kkultiviert
(Kap. 3.3.1.), sodass eine Reproduzierbarkeit der Versuchsbedingungen weitestgehend
gewahrleistet wurde. Dadurch sollte vermieden werden, dass unterschiedliche Labortechniken
die Charakteristika der Zellen und Versuchsresultate beeinflussten. Die Kultivierung equiner
ASCs fand analog zu anderen Studien als Monolayer-Kultur statt (Burk et al. 2013; Gittel et al.
2013; Hillmann et al. 2016; Merlo et al. 2019). Limitierend in der vorliegenden Studie war, dass
zwischen den verschiedenen Versuchen nicht konsistent Zellen der gleichen Passagezahl
verwendet wurden. Dies hatte laborpraktische Griinde und kénnte in Folgestudien optimiert

werden.

Bei Betrachtung des Kulturmediums wird als limitierender Faktor die uneinheitliche und wenig
definierte Zusammensetzung des eingesetzten Serums diskutiert (Lennon et al. 1996; Naji et
al. 2019). FKS wird, wie auch in der vorliegenden Studie, normalerweise als Goldstandard bei
der Kultivierung equiner ASCs eingesetzt (Hagen et al. 2021; Hagen et al. 2022). In den
meisten Publikationen wird eine Konzentration von 10% FKS eingesetzt (De Mattos Carvalho
et al. 2009; Alipour et al. 2015; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019), in anderen Publikationen wird
diese analog zu der vorliegenden Arbeit auf 20% FKS erhéht (Burk et al. 2013; Barberini et al.
2014; Hillmann et al. 2016; Merlo et al. 2019). Bei der Kultivierung equiner UCB-MSCs wird
ein FKS-Gehalt von 20% FKS standardmaRig empfohlen (Koch et al. 2007; Gittel et al. 2013).
Den FKS-Gehalt gilt es insbesondere bei der Auswertung von Proliferations-Assays zu
berticksichtigen, da FKS eine wachstumsférdernde Wirkung aufweist (Kap. 2.1.3.3. und
Kap. 5.5.). Die vorliegende Studie ist die erste, die den Effekt von 10% FKS, 20% FKS,
10% HS und der Kombination von 10% HS und 10% FKS auf die Kultivierung equiner
abd-ASCs-svr und abd-ASCs-exp mithilfe eines Punktevergabesystems Uberprift hat. Da die
10% FKS-Variante einen signifikant niedrigeren Gesamtscore aufwies und einen Einfluss auf
das Wachstumsverhalten der Zellen zeigte, sollte in zuklnftigen Studien der Einsatz einer

10% FKS-Konzentration berdacht werden, insbesondere auch aufgrund der auftretenden
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Zellablésung, auf die im Folgenden nicht weiter eingegangen wird. Da der Einsatz von hohen
FKS-Konzentrationen allerdings aufgrund ethischer Bedenken hinterfragt werden kann, wird
in aktuellen Studien der Effekt tier- und serumfreier Nahrmedien (Karnieli et al. 2017; Schubert
et al. 2018) auf die Charakteristika equiner MSCs untersucht, z.B. des equinen
Plattchenlysates (ePL). Gegenliber FKS soll ePL einen vergleichbaren Effekt auf die MSC-
Expansion beim Pferd aufweisen (Hagen et al. 2021; Hagen et al. 2022). Weitere Studien
hierzu sind nétig. HS wird i.d.R. nicht bei der Kultivierung equiner MSCs, sondern
insbesondere fir die Isolierung von Monozyten bzw. in Makrophagen-Kulturversuchen als
speziesspezifisches Serum eingesetzt (Cavatorta et al. 2012; Cassano et al. 2018; Naskou et
al. 2018). In der vorliegenden Arbeit erwies sich der alleinige Einsatz des speziesspezifischen
HS als nicht vorteilhaft verglichen zu FKS. Das zellmorphologische Bild bei den in HS
kultivierten Zellen veranderte sich von einer spindelformigen in eine rhomboidere Zellform
(Kap. 4.2.4.). Schubert et al. (2018) beschrieben eine Veranderung der Zellmorphologie bei
equinen ASCs, die in serumfreien Medien kultiviert wurden (Schubert et al. 2018). Ungeachtet
dessen, dass hier ein anderer Effekt auf die Zellmorphologie erzielt wurde (l&angere
Zellauslaufer vs. rhomboide Zellform), bestatigt dies den enormen Einfluss des gewahlten
Serums auf equine ASCs. In einer Studie von Schwarz et al. (2012) konnte beobachtet werden,
dass die in autologem Serum kultivierten equinen ASCs eine verminderte Zellexpansion
aufwiesen (Schwarz et al. 2012). In der vorliegenden Studie proliferierten die in 10% HS
kultivierten Zellen moderat. Die Kombination von 10% FKS und 10% HS wurde in einer
Publikation von Mareschi et al. (2001) fur die Kultivierung humaner BM-MSCs und UCB-MSCs
beschrieben (Mareschi et al. 2001). Studien zu equinen ASCs existieren diesbezlglich nicht.
In der vorliegenden Arbeit konnten sowohl bei der Kombination aus 10% FKS und 10% HS als
auch bei 20% FKS gute Effekte auf das Wachstumsverhalten der Zellen nachgewiesen
werden. Aufgrund eines Uberkonfluenten Wachstums konnte eine ,Tirmchen“Bildung
beobachtet werden. Signifikante Unterschiede zwischen ASCs-syr und ASCs-exp wurden bei
keiner der untersuchten Serumvarianten in Bezug auf das Wachstumsverhalten festgestellt,
wie es in anderen Studien aufgezeigt wurde (Lee et al. 2011; Gittel et al. 2013). Auf Grundlage
der Resultate der Serumversuche wurde in der vorliegenden Arbeit in den weiteren Versuchen
standardmaflig 20% FKS fir die Kultivierung equiner ASCs eingesetzt, abgesehen vom 5-

AZA-Induktionsversuch, der zeitlich vor den Serumversuchen stattfand.

Neben dem gewahlten Serumsupplement sollte bei der Kultivierung equiner ASCs auch der
Glukosegehalt des Kulturmediums Berlicksichtigung finden. Wahrend in verschiedenen
Studien 1 g/l Glukose eingesetzt wurde (Paebst et al. 2014; Hillmann et al. 2016; Merlo et al.
2019), wurde in anderen Studien, ebenso wie in der vorliegenden Arbeit, standardmalig ein

hoher Glukosegehalt von 4,5 g/l verwendet (Alipour et al. 2015; Arévalo-Turrubiarte et al.
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2019). Inwieweit Supplemente wie Antibiotika und Antimykotika Effekte auf das Proliferations-

und Differenzierungspotential aufweisen (Kap. 2.1.3.3.), wurde nicht untersucht.

Die uneinheitlich eingesetzten Kulturmedien und -supplemente kdnnten zumindest anteilig die
teils differierenden Resultate verschiedener Forschungsgruppen hinsichtlich des
Proliferations- und Differenzierungspotentials der Zellen begriinden (Antonitsis et al. 2007;
Safwani et al. 2012; Wystrychowski et al. 2016; Kakkar et al. 2019).

Die Hypothese 1.b. wurde angenommen. Es konnten signifikante Unterschiede der
verschiedenen Serumsupplemente auf das Wachstumsverhalten der Zellen nachgewiesen
werden. Wahrend FKS den Goldstandard bei der Kultivierung equiner Praadipozyten
darstellt, wird das speziesspezifische HS nicht standardmafig eingesetzt. Eine
Konzentration von 10% FKS kann auf Grundlage der Resultate der vorliegenden Studie flr

die Kultivierung equiner Praadipozyten nicht empfohlen werden.

5.5. Proliferationspotential

Nicht nur der Einfluss verschiedener Kulturbedingungen (Schwarz et al. 2012), sondern auch
das Proliferationspotential kann durch eine steigende Passagezahl, tierspezifische Faktoren
wie das Alter und Vorerkrankungen sowie verschiedene Labortechniken beeinflusst werden
(Czapla et al. 2019; Camara et al. 2020; Khazaei et al. 2021). Zudem kann das
Wachstumsverhalten einerseits zwischen verschiedenen Spezies, andererseits auch
innerhalb einer Spezies abhangig vom Ursprungsgewebe der Zellen variieren (Burk et al.
2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals das Proliferationspotential der aus rb-Fettgewebe
gewonnenen equinen ASCs-exp und ASCs-syr untersucht und mit dem Proliferationspotential
der aus abd- und sc-Fettgewebe isolierten Zellen verglichen (Kap. 3.3.5. und 4.2.3.). Das
Wachstumsverhalten hat neben einer hohen Relevanz fliir die Etablierung von in-vitro-
Modellen auch eine klinische Relevanz (Bobis et al. 2006; Burk et al. 2013). Ein signifikanter
Unterschied des Proliferationspotentials zwischen equinen ASCs-exp und ASCs-syvr konnte
gemal einer anderen Studie (Gittel et al. 2013) nicht festgestellt werden (Kap. 5.4.).
Arnhold et al. (2019) wiesen nach, dass equine ASCs-syr aus retroperitonealem Fettgewebe
ein signifikant hoheres Proliferationspotential gegeniber ASCs-syr aus sc- und
Lipoma-Fettgewebe aufwiesen (Arnhold et al. 2019). Auch bei der Maus konnte ein héheres
Proliferationspotential bei viszeralen gegenuber sc-ASCs-svr festgestellt werden (Tang et al.
2017). Entgegen der beiden Studien bestanden in der vorliegenden Studie keine signifikanten
Unterschiede zwischen abd- und sc-ASCs der P3. ASCs aus dem tiefer gelegenen rb-Baufett

wiesen ein vergleichbar hohes Wachstumsvermdgen auf. Dass ASCs gegeniber BM-MSCs
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und UCM-MSCs ein hoheres Proliferationspotential aufweisen, wurde bereits in
verschiedenen Studien fur das Pferd (Colleoni et al. 2009; Burk et al. 2013) und die Ratte
(Peng et al. 2008) beschrieben.

Die Ermittlung der Zellwachstumszahlen und der PDT fir die Zellen der P3 wurde gemaf dem
Protokoll von Alipour et al. (2015) durchgeflihrt (Alipour et al. 2015). Eine andere Moglichkeit,
die PDT zu ermitteln, hatte darin bestanden, Zellen der P1 auszusden und die Zellen bei
jeweils 80% Konfluenz bis zur P7 weiter zu passagieren. Die Ermittlung der Zellzahlen findet
hier passageubergreifend statt (Burk et al. 2013; Hillmann et al. 2016). Die PDT weist zwischen
verschiedenen Studien Schwankungen auf. In der vorliegenden Studie betrug die PDT flr
equine ASCs durchschnittlich ca. 41 bis 58 h, wobei abd-ASCs-gxp die niedrigste PDT
aufwiesen. In anderen Studien wurden beim Pferd PDTs von 40 bis 46 h (Alipour et al. 2015)
bzw. 2,2 Tagen (ca. 53 h) nachgewiesen (Merlo et al. 2019). Schwarz et al. (2012) verglichen
die Auswirkungen des Einsatzes von FKS auf die PDT und stellten fest, dass die PDT beim
Hund und beim Pferd bei in FKS kultivierten ASCs niedriger gegenuber den in serumfreiem
Medium kultivierten ASCs war (Hund: FKS: 48 h, serumfreies Medium: 68 h; Pferd: FKS: 54 h,
serumfreies Medium: 70 h). Demgegentber wiesen ASCs beim Schwein ein gegensatzliches
Verhalten auf (PDT FKS: 65 h, serumfreies Medium: 54 h) (Schwarz et al. 2012). Eine
Untersuchung des Einflusses des gewahlten Kulturserums auf die PDT wurde in der
vorliegenden Studie nicht durchgeflihrt. In Folgestudien ware anzuraten, tierspezifische
Faktoren wie das Donoralter bei der Untersuchung des Proliferationspotentials zu
bertcksichtigen, auch wenn in einer Studie von Burk et al. (2013) als widerlegt gilt, dass die
Generationszeiten, die von der PDT abhangen, und die Zellausbeuten mit dem Donoralter
korrelieren (Burk et al. 2013).

Equine Praadipozyten weisen ein hohes Proliferationspotential auf, wobei in der
vorliegenden Arbeit weder signifikante Unterschiede der Lokalisationen noch der
Isolationsmethoden festgestellt werden konnten. In Bezug auf das Proliferationspotential

wurden die Hypothese 1.d. angenommen und die Hypothese 1.e. abgelehnt.

5.6. Charakterisierung equiner Praadipozyten

Zur Charakterisierung wurden die Zellen auf die ISCT-Kriterien gemaf} der Studie von Dominici
et al. (2006) Uberpruft und konnten eindeutig als MSCs identifiziert werden (Dominici et al.
2006).
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Zellen wurden auf Grundlage der
Fahigkeit zur Plastikadhdrenz, des tripotenten Differenzierungspotentials sowie des
spezifischen Oberflachenmarkerprofils eindeutig als MSCs identifiziert. Die Hypothese 1.c.

konnte angenommen werden.

5.6.1. Tripotente Differenzierungsversuche

Die Untersuchung des tripotenten Differenzierungspotentials diente dem Nachweis der
multipotenten Eigenschaften der Zellen in vitro. Eine multipotente Differenzierung konnte in
abd-ASCs-exp, abd-ASCs-svr, rb-ASCs-exp und sc-ASCs-exp nachgewiesen werden, wobei
Unterschiede im Differenzierungspotential bei den Zellen der verschiedenen
Fettgewebelokalisationen und Isolationsmethoden festgestellt wurden. Dass die
Gewebeherkunft der MSCs dabei eine entscheidende Rolle spielt, wurde bereits in
verschiedenen Studien beim Pferd nachgewiesen (Burk et al. 2013; Hillmann et al. 2016;
Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019). In Bezug auf die Isolationsmethode
konnten in der vorliegenden Studie entgegen Resultaten anderer Studien (Lee et al. 2011;
Gittel et al. 2013) teils signifikante Unterschiede zwischen abd-ASCs-exr und abd-ASCs-svr

nachgewiesen werden.

Die Resultate der osteogenen und chondrogenen Differenzierungsversuche sind von
klinischer Relevanz hinsichtlich der Regeneration von Knorpel- und Knochenlasionen, auch
wenn es schwierig ist, eine exakte klinische Wirkung basierend auf in-vitro-Studien

vorherzusagen (Galipeau et al. 2016). Hier sind weitere Studien nétig.

Gemal anderen Studien, die das tripotente Differenzierungspotential beim Pferd untersuchten
(Burk et al. 2013; Alipour et al. 2015; Hillmann et al. 2016; Schubert et al. 2018), wurde auf
eine Genexpressionsanalyse der chondrogenen, adipogenen und osteogenen Marker mittels
RT-qPCR verzichtet, die in einzelnen Studien durchgefihrt wurde (Rink et al. 2017; Arnhold
et al. 2019). Die gewahlten Assays, (Semi-)Quantifizierungsverfahren und histologischen
Farbungen wurden zum Zwecke der vorliegenden Arbeit fir eine Charakterisierung und

Identifizierung equiner MSCs als ausreichend befunden.

5.6.1.1. Adipogenese

In verschiedenen Studien wird ASCs ein hohes adipogenes Differenzierungspotential
zugeschrieben (Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016; Arnhold et al. 2019), wobei die Hohe
des Differenzierungspotentials zwischen verschiedenen Spezies, Gewebelokalisationen und
Passagezahlen der Zellen variieren kann (Wang et al. 2008; Zhao et al. 2012; Arnhold et al.
2019). Zur Induktion der Adipogenese wurde ein am Institut fiir Veterinar-Physiologie der FU

Berlin bereits etabliertes Protokoll fir bovine ASCs eingesetzt (Sandhu et al. 2017), das sich
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beim Pferd ebenso als effektiv erwies (Kap. 3.4.1.1. und Kap. 4.3.1.). Eine direkte
Vergleichsstudie zwischen bovinen und equinen ASCs ware an dieser Stelle sicherlich
interessant gewesen, gerade da diesbezlglich bisher keine Publikationen existieren.
Vergleichsstudien, die humane und equine (Hillmann et al. 2016) oder humane und porcine
(Noort et al. 2012) MSCs hinsichtlich ihres adipogenen Differenzierungspotentials vergleichen,
existieren bereits. Equine MSCs kénnen insgesamt etwas mehr Fetttropfchen als humane
MSCs akkumulieren (Hillmann et al. 2016) und bei porcinen MSCs findet die Lipidakkumulation

schneller als bei humanen MSCs statt (Noort et al. 2012).

In Kap.2.1.2.21. wurden bereits die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Induktionsfaktoren aufgefuhrt. Insulin und Dexamethason stellen wichtige endokrine
Regulatoren der Adipogenese dar (Ruiz-Ojeda et al. 2016; Bahmad et al. 2020). Rosiglitazon
ist ein Insulinsensitizer (Wilson-Fritch et al. 2003), d.h. die Empfindlichkeit der Zellen fir Insulin
wird erhdht. Biotin (Vitamin B7) wird als Enzym-Kofaktor eingesetzt (Jurek et al. 2020; Becker
et al. 2021). IBMX (Ruiz-Ojeda et al. 2016; Bahmad et al. 2020) und BSL (Sandhu et al. 2017)

stellen weitere Induktoren der Adipogenese dar.

Wahrend andere Studien deutlich kiirzere Induktionszeiten (z.B. drei Tage) wahlten und den
Einsatz von Kaninchenserum fir die adipogene Differenzierung praferierten (Burk et al. 2013;
Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016), konnte in der vorliegenden Studie aufgezeigt werden,
dass auch der Einsatz von 10% FKS zu einer Fetttropfchenbildung fihrte, die allerdings erst
ab dem funften Tag beobachtet und mittels eines Punktevergabesystems semiquantifiziert
wurde, wahrend in anderen Studien bereits am dritten Tag Lipidvakuolen gebildet wurden
(Burk et al. 2013; Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016). Die Lipidvakuolen nahmen an GroRe
zu und es wurde eine Nilrot-Farbung gemaf anderen Studien (Sandhu et al. 2017; Jurek et al.
2020; Becker et al. 2021) durchgefuhrt, die ein etabliertes Nachweisverfahren der
Adipogenese darstellt (Greenspan und Fowler 1985). Durchlichtmikroskopisch konnten bei
allen Proben, abgesehen von rb-ASCs-exp eines Tieres, Lipidtrépfchen nachgewiesen werden
(Kap. 4.3.1.1.). Diese subjektive Beobachtung bestatigte sich auch bei der Bestimmung der
Lipid-Nuclei-Ratio, weshalb die Bestimmung der Fluoreszenz-Indices mittels des
Plattenreaders als ein zuverlassiges Messverfahren angesehen wird. Die Messung der Lipid-
Nuclei-Ratio wurde bereits in einigen Studien als ein etabliertes Verfahren beschrieben (Jurek
et al. 2020; Becker et al. 2021). Entgegen anderer Studien (Lee et al. 2011; Gittel et al. 2013)
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen MSCs der EXP- und SVF-Methode in Bezug auf

das adipogene Differenzierungspotential festgestellt werden (Kap. 4.3.1.4.).

Da die Bewertung der Adipogenese allerdings nicht alleine auf Grundlage der genannten

Verfahren  stattfinden sollte, wurde zur  Quantifizierung  zusatzlich  eine
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Enzymaktivitatsbestimmung (GPDH) gemal} der Studie von Becker et al. (2021) durchgefuhrt.
GPDH katalysiert die Reduktion von Dihydroxyacetonphosphat und NADH, um Glycerin-3-
Phosphat und NAD+ zu bilden, und ist essentiell fir die Triglyceridbiosynthese (Becker et al.
2021). Es konnten signifikante Unterschiede der GPDH-Aktivitat zwischen ASCs der
verschiedenen Lokalisationen nachgewiesen werden (Kap. 4.3.1.2.). Signifikante
Lokalisationseffekte wurden auch in der Studie von Arnhold et al. (2019) beschrieben, in der
nachgewiesen wurde, dass ASCs aus retroperitonealem Fettgewebe ein hdheres adipogenes
Differenzierungspotential als aus sc- oder Lipoma-Fett isolierte ASCs aufwiesen (Arnhold et
al. 2019). In anderen Studien hingegen konnten keine signifikanten Lokalisationseffekte
nachgewiesen werden (De Schauwer et al. 2014; Merlo et al. 2019). Auch wenn bei rb- und
sc-ASCs-exr an Tag 5 wenige Lipidtropfchen beobachtet werden konnten, reichte diese
niedrige Adipogenese-Aktivitat offensichtlich an Tag 7 nicht aus, um einen Effekt auf die
GPDH-AKktivitat auszuliben. Die Sensitivitdt des GPDH-Assays (#ab174095, Fa. Abcam) wird
laut Herstellerangaben mit 1 mU pro Well angegeben. Die GPDH-Aktivitdt der rb- und
sc-ASCs-exp muss unter der Nachweisgrenze des Assays gelegen haben. Auf Grundlage
dieser Resultate ist eine GPDH-Aktivitdtsbestimmung in Folgestudien eher an Tag 14
anzuraten. Die erzielten Resultate waren dann auch besser mit den ebenfalls an Tag 14
ermittelten Resultaten der Lipid-Nuclei-Ratio vergleichbar. Neben der Gewebelokalisation
kann auch das Alter des Donortieres einen Einfluss auf das adipogene
Differenzierungspotential haben. Juvenile humane ASCs weisen ein hoheres
Differenzierungspotential als adulte humane ASCs auf (Shi et al. 2005; Mushahary et al. 2018).
Zudem wurde berichtet, dass MSCs niedriger Passagezahl ein hoéheres Adipogenese-
Potential verglichen mit Zellen héherer Passagezahl aufweisen (Wang et al. 2008; Zhao et al.
2012). In der vorliegenden Studie wurden das Alter und die Passagezahl als Einflussfaktoren

nicht weiter untersucht.

Auch wenn beim Pferd die in-vitro-Adipogenese gegeniber der Osteo- und Chondrogenese
keine klinische Relevanz aufweist, werden in der Humanmedizin Adipogenese-Modelle in
verschiedenen klinischen Bereichen eingesetzt, wie z.B. bei der Erforschung von Diabetes,

kardiovaskularen, psychischen Erkrankungen und Prostatakrebs (Bahmad et al. 2020).

Equine ASCs weisen ein hohes adipogenes Differenzierungspotential auf. Da teils
signifikante Unterschiede zwischen ASCs der EXP- und SVF-Methode nachgewiesen
werden konnten (Lipid-Nuclei-Ratio, Tag 14), wird die Hypothese 1.d. in Bezug auf das
adipogene Differenzierungspotential abgelehnt. Demgegeniber kann die Hypothese 1.e.

angenommen werden, da signifikante Unterschiede der aus den verschiedenen

Lokalisationen gewonnenen ASCs nachgewiesen werden konnten (GPDH-Assay, Tag 7).
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5.6.1.2. Osteogenese

Die Osteogenese erfolgte nach den in der Literatur beschriebenen Standardprotokollen
(Alipour et al. 2015; Arnhold et al. 2019) und wurde an Tag 21 Uber eine Farbung nach Von
Kossa, eine photometrische Messung und die Ermittlung des IOD nachgewiesen (Ostanin et
al. 2008; Burk et al. 2013; Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016; Arnhold et al. 2019).
Zusatzlich wurde ein ALP-Assay an Tag 14 gemal der Studie von Arnhold et al. (2019)
durchgefiihrt (Arnhold et al. 2019) (Kap. 3.4.2.2.). Als primarer Induktionsfaktor wurde
Dexamethason sowie als Kofaktoren [-Glycerophosphat und Ascorbinsdure eingesetzt
(Giovannini et al. 2008; Alipour et al. 2015; Arnhold et al. 2019), die bei der Mineralisierung
der Zellen eine wichtige Rolle spielen. Fir die Bildung mineralisierter Kndtchen stellen
10 nM Dexamethason eine optimale Konzentration dar (Walsh et al. 2001; Langenbach und
Handschel 2013). Dexamethason induziert durch FHL2/B-Catenin-vermittelte Signalkaskaden
die RUNX-2-Expression (Kap. 2.1.2.2.2.), wodurch die Differenzierung von ASCs in
Osteoblasten hauptsachlich reguliert wird (Zheng et al. 2017; Mollentze et al. 2021). Durch
Ascorbinsaure wird vermehrt Kollagen Typ 1 sekretiert (Murad et al. 1981) und das Phosphat
fur die Hydroxylapatit-Mineralisierung wird durch [(-Glycerophosphat bereitgestellt
(Tenenbaum und Heersche 1982). Die Differenzierung von ASCs in Osteoblasten wird
hauptsachlich durch RUNX-2 reguliert. Die gebildeten Osteoblasten produzieren neben ALP
unter anderem auch Kollagen Typ 1 und Proteoglykane (Caetano-Lopes et al. 2007; Mollentze
et al. 2021).

In verschiedenen Studien konnte die osteogene Differenzierung von MSCs unterschiedlicher
Spezies und Gewebequellen nachgewiesen werden (Alipour et al. 2015; Hillmann et al. 2016;
Arévalo-Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019; Merlo et al. 2019), wobei UCB- und UCT-
MSCs gegeniiber ASCs, BM-MSCs und TT-MSCs ein niedrigeres Differenzierungspotential
aufweisen (Burk et al. 2013). Ein besonders hohes osteogenes Potential weisen equine ASCs,
wie in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde, im Vergleich zu caninen und porcinen
(Schwarz et al. 2012) sowie humanen ASCs (Hillmann et al. 2016) auf. Auch die
Gewebeherkunft der Zellen hat einen Einfluss auf das osteogene Differenzierungspotential.
Arnhold et al. (2019) wiesen nach, dass ASCs der sc-Fettgewebelokalisation ein gegentber
retroperitonealem und Lipoma-Fett hoheres osteogenes Differenzierungspotential besitzen
(Arnhold et al. 2019). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Wahrend
bei der Uberpriifung der ALP-Aktivitat an Tag 14 keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Lokalisationen festgestellt werden konnten, wiesen an Tag 21 abd-ASCs-exr gegeniber
abd-ASCs-svr und rb-ASCs-exp €in signifikant hoheres osteogenes Differenzierungspotential
auf (Kap. 4.3.2.2-4.3.2.3.). ALP weist eine Osteoblasten-Aktivitat nach und stellt somit einen

bedeutenden Marker innerhalb der Osteoblasten-Differenzierung dar (Trivedi et al. 2020). In
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der vorliegenden Studie wurde eine ALP-Aktivitdtsbestimmung gemaR anderen Studien
durchgefliihrt (Arnhold et al. 2019; Westhauser et al. 2019; Trivedi et al. 2020), wobei bei allen
Proben eine leicht erhéhte und bei sc-ASCs-exp eine signifikant erhdhte ALP-Aktivitat
nachgewiesen werden konnten, abgesehen von einem Tier (Kap. 4.3.2.2.). Zeitgleich konnte
eine Matrixmineralisierung bei allen Proben durchlichtmikroskopisch beobachtet werden
(Tag 14), wobei die von diesem einen Tier am geringsten ausgepragt war (Kap. 4.3.2.1.). Der
ALP-Assay (Abcam, #ab83371) weist eine Detektions-Sensitivitdt von ~1 yU auf und stellt
damit ein hochsensitives Verfahren dar. Die ALP-Aktivitdt von dem genannten Tier muss
unterhalb der Detektionsgrenze gelegen haben. Arnhold et al. (2019) hingegen beschrieben,
dass eine Matrixmineralisierung allein bei equinen sc-ASCs-svr, nicht aber bei
retroperitonealen und Lipoma-ASCs-svr nachgewiesen wurde und dass beim Hund ebenso
eine hohere Matrixmineralisierung bei sc-ASCs-syr gegeniiber ASCs aus viszeralem Gewebe
festgestellt wurde (Yaneselli et al. 2018; Arnhold et al. 2019). In den zitierten Studien wurden
allerdings ausschlieRlich ASCs-syr und nicht, wie in der vorliegenden Studie, ASCs-exp
unterschiedlicher Gewebelokalisationen miteinander verglichen. Gittel et al. (2013) verglichen
die EXP- mit der SVF-Methode, allerdings nur bei sc-ASCs, und stellten durch die Messung
des 10Ds keinen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Isolierungsverfahren
hinsichtlich des osteogenen Differenzierungspotentials fest (Gittel et al. 2013). Es sollte hierbei
allerdings berticksichtigt werden, dass die Messung des IOD nicht das sensitivste Verfahren
darstellt (Burk et al. 2013). Folgestudien waren sinnvoll, in denen das Differenzierungspotential

von rb- und sc-ASCs der beiden Isolierungsmethoden miteinander verglichen werden.

Inwiefern die Passagezahl das osteogene Differenzierungspotential beeinflusst, wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. In anderen Studien wird beschrieben, dass MSCs
niedriger Passagezahl (P1 bis P2), verglichen mit MSCs hoherer Passagezahl (P4), ein
héheres Potential zur Osteogenese aufweisen (Ostanin et al. 2008; Braun et al. 2010), wobei
Zellen der P9 als resistent beschrieben werden (Ostanin et al. 2008). Andere Studien zeigen
auf, dass MSCs hoherer Passagezahlen im Gegensatz zu Zellen niedriger Passagezahlen
eine hohere ALP-Aktivitat und ein somit erhdhtes osteogenes Potential aufweisen (Wang et
al. 2008; Zhao et al. 2012).

Equine Praadipozyten weisen ein hohes osteogenes Differenzierungspotential auf. Die
Hypothese 1.d. wurde in Bezug auf das osteogene Differenzierungspotential verworfen, da
signifikante Unterschiede zwischen abd-ASCs-exp und abd-ASCs-syr nachgewiesen wurden
(IOD, Tag 21). Die Hypothese 1.e. wurde hingegen angenommen, da signifikante
Unterschiede zwischen Praadipozyten der verschiedenen Lokalisationen bestanden (10D,
Tag 21).
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5.6.1.3. Chondrogenese

Die Untersuchung des chondrogenen Differenzierungspotentials in vitro stellt eine wichtige
Grundlage fir die klinische Anwendung von MSCs in der Pferdeorthopadie dar. 2019 wurde
das erste auf chondrogen vorkonditionierten Stammzellen (PB-MSCs) beruhende Medikament
fur den Markt zugelassen (,Arti-Cell® Forte“, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Deutschland) und findet zur Behandlung von Gelenkserkrankungen beim
Pferd seither Einsatz (Broeckx et al. 2019; Emmerich 2020; Waselau 2021).

Die chondrogene Induktion in vitro erfolgte gemal Protokollen anderer Studien (Burk et al.
2013; Gittel et al. 2013; Hillmann et al. 2016) (Kap. 3.4.3.1.). Auch wenn das 3D-Mikropellet-
Kulturverfahren aufgrund der hohen Sensitivitat verglichen zu den anderen Verfahren laut
Prosser et al. (2019) zu favorisieren ist (Prosser et al. 2019), wurde in der vorliegenden Arbeit
die Standard-3D-Micromass-Pelletkultur in 15 ml-Zentrifugenrohrchen in Ubereinstimmung
mit verschiedenen Studien durchgefuhrt (Giovannini et al. 2008; Burk et al. 2013; Hillmann et
al. 2016; Zahedi et al. 2017). Zur Herstellung des Zellpellets wurden 5 x 10° Zellen geman
anderen Studien gewahlt (Kang et al. 2013; Seo et al. 2013; Zahedi et al. 2017). Die Inkubation
fand in 2 ml chondrogenem Induktionsmedium flir 21 Tage statt, wie in einer Studie von Zahedi
et al. (2017) fir equine BM-MSCs beschrieben wurde (Zahedi et al. 2017). Demgegenlber
setzten andere Forschungsgruppen 1 ml (Kang et al. 2013; Seo et al. 2013) oder nur 0,5 ml
chondrogenes Differenzierungsmedium ein (De Schauwer et al. 2011a; Lee et al. 2011) und
mit 3 x 10° Zellen (Schrock et al. 2017) bzw. 2,5 x 10° Zellen (Zhang et al. 2010; De Schauwer

et al. 2011a) teils auch niedrigere Zellzahlen.

Als chondrogenes Differenzierungsmedium kam ein Medium mit einem hohen Glukosegehalt
zum Einsatz, um die feste Struktur und Kompaktheit der Zellpellets zu férdern (Prosser et al.
2019). Dieses beinhaltete TGFB3, das einen bedeutenden chondrogenen Induktionsfaktor
darstellt. Alternativ hatten TGFB1, TGFB2 und TGFB5 zum Einsatz kommen kénnen, die
allesamt MSCs dazu stimulieren, extrazellulare Matrixmolekile wie Proteoglykan und
Kollagen Typ 2 zu bilden (Chimal-Monroy und De Leon 1997; Worster et al. 2000). Auch
Ascorbinsaure induziert als chondroinduktiver Faktor die Kollagenexpression (Perucca Orfei
et al. 2019) und Prolin stellt eine fir die Bildung von Kollagen (Dickhut et al. 2008) essentielle
Aminosaure dar. Des Weiteren wurden ITS als Serumersatz (Burk et al. 2013; Gittel et al.
2013; Hillmann et al. 2016; BOYUK und Yiglt 2022) und Dexamethason als weiterer
chondroinduktiver Faktor eingesetzt (Berg et al. 2009). NK in Pelletform wurden in der
vorliegenden Studie nicht mitgefiihrt, da eine kompakte Struktur des Zellpellets ohne den
Einsatz chondrogener Induktionsfaktoren nicht erzielt werden kann und es zu Zellverlust bis
zum Zerfallen des Pellets fihren kann (Vidal et al. 2008; Kisiel et al. 2012), wie in

Vorversuchen zu der vorliegenden Arbeit bestatigt wurde (Kap. 3.4.3.1.).
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Der Nachweis der chondrogenen Differenzierung erfolgt standardmaflig Uber eine
histologische Farbung, in der vorliegenden Studie ausschliellich Uber eine Alcianblau-
Farbung. Wahrend in einigen Studien allein die Alcianblau-Farbung zum Einsatz kommt
(Braun et al. 2010; Arnhold et al. 2019), werden in anderen Studien zusatzlich die
Masson’s Trichrom- und Safranin O-Farbung verwendet (Burk et al. 2013; Gittel et al. 2013;
Hillmann et al. 2016). Eine (Semi-)Quantifizierung der Chondrogenese erweist sich gegentber
der adipogenen und osteogenen Differenzierung beim Pferd als schwierig, da es nicht die
Méglichkeit einer Enzymaktivitatsbestimmung gibt und beim Pferd flr immunhistochemische
Untersuchungen und ELISA erst wenige pferdespezifische Antikérper kommerziell erhaltlich
sind. Auch fehlen hierzu weiterfiihrende Studien spezifisch zum Pferd. Die Bewertung der
chondrogenen Differenzierung findet standardmaRig Gber den ,Bern-Score®, den Grogan et al.
(2006) entwickelten, nach der Safranin O/Fast Green-Farbung statt (Grogan et al. 2006).
Dieser Score wird seither standardmaRig eingesetzt (Burk et al. 2013; Gittel et al. 2013;
Hillmann et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit wurde der ,Bern-Score” insofern modifiziert,
als die Bewertung der Chondrogenese direkt im Anschluss an die Alcianblau-Farbung erfolgte,
wahrend die Bewertungskriterien des ,Bern-Score(s)“ die gleichen blieben (Grogan et al.
2006).

Bei allen Proben konnte eine chondrogene Differenzierung nachgewiesen werden, wobei
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Isolationsmethode und, anders als erwartet,
auf die Herkunft der ASCs festgestellt wurden. Es wurde vielmehr vermutet, dass ASCs aus
dem metabolisch aktiven abd-Fettgewebe ein hoheres chondrogenes
Differenzierungspotential aufweisen, wie bereits fir das adipogene und osteogene
Differenzierungspotential im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgezeigt wurde
(Kap. 4.3.1.2. und 4.3.2.3.). Arnhold et al. (2019) wiesen nach, dass equine MSCs aus sc- und
retroperitonealem Fettgewebe ein hoheres chondrogenes Differenzierungspotential
gegenuber ASCs aus Lipoma-Fett besitzen (Arnhold et al. 2019). Bei der Maus hingegen
wurde ein hoheres Potential bei sc-ASCs gegenulber viszeralen ASCs nachgewiesen (Tang et
al. 2017). Gegenuber den beim Pferd erzielten Resultaten stellt sich die chondrogene
Differenzierung caniner MSCs, insbesondere caniner ASCs (Strioga et al. 2012; Teunissen et
al. 2021), herausfordernd dar. In mehreren Studien konnte kein ausreichender Effekt auf die
Chondrogenese erzielt werden (Russell et al. 2016; Endo et al. 2019). Dass MSCs der EXP-
und SVF-Methode ein vergleichbares chondrogenes Differenzierungspotential aufweisen, wie
in der vorliegenden Studie aufgezeigt wurde, konnte bereits in anderen Studien flir equine

(Gittel et al. 2013) und humane MSCs (Lee et al. 2011) nachgewiesen werden.
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Equine Praadipozyten weisen ein chondrogenes Differenzierungspotential auf. Die
Hypothese 1.d. wurde angenommen, da keine signifikanten Unterschiede zwischen EXP-
und SVF-ASCs in Bezug auf das chondrogene Differenzierungspotential nachgewiesen
wurden. Die Hypothese 1.e. wurde hingegen abgelehnt, da keine signifikanten
Unterschiede zwischen ASCs-exp der verschiedenen Fettgewebelokalisationen

nachgewiesen wurden.

5.6.2. Immunphanotypische Untersuchung

Die Untersuchung des Oberflachenmarkerprofils als weiteres ISCT-Kriterium fur MSCs
erfolgte in Anlehnung an die Literatur (Ranera et al. 2011; Paebst et al. 2014) (Kap. 2.1.2.1.).
Das gesamte von der ISCT vorgeschlagene Markerpanel (Dominici et al. 2006), wie es
beispielsweise in einer Studie flr equine ASCs, BM-MSCs, UCB- und UCT-MSCs (Paebst et
al. 2014) oder in einer anderen Studie fur equine und humane ASCs und TT-MSCs (Hillmann
et al. 2016) untersucht wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit Ubereinstimmend mit
verschiedenen anderen Publikationen beim Pferd nicht Uberprift (De Mattos Carvalho et al.
2009; Alipour et al. 2015; Pall et al. 2016; Arnhold et al. 2019). Es wurde die Expression der
fiur das Pferd bedeutenden Inklusionsmarker CD29, CD44, CD90 und CD105 und
Exklusionsmarker CD45 und CD34 (berprift. CD34 soll ausschlief3lich auf kultivierten MSCs
nicht exprimiert werden, wahrend hingegen eine Expression auf nicht-kultivierten Zellen
beschrieben wurde (Kaiser et al. 2007; Lin et al. 2012). Wie in Kap. 2.1.2.1. bereits aufgezeigt
wurde, variiert das Antigenprofil des Pferdes gegeniiber dem von der ISCT fir humane MSCs
beschriebenen. In der Studie von Pabst et al. (2014) wurden beispielsweise einzig die
zusatzlich untersuchten Oberflachenmarker CD29 (ca. 51%) und CD44 (ca. 97%) von equinen
MSCs aus Fettgewebe stabil exprimiert. Des Weiteren wurde CD90 (ca. 24%) nachgewiesen
(Paebst et al. 2014). Dies stimmt mit verschiedenen Studien zu MSCs beim Pferd lberein,
wobei der Anteil der angefarbten Zellen zwischen verschiedenen Studien und in Abhangigkeit
von der Gewebeherkunft der Zellen variierte (De Mattos Carvalho et al. 2009; De Schauwer et
al. 2011b; Barberini et al. 2014; Paebst et al. 2014; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019). Arévalo-
Turrubiarte et al. (2019) wiesen z.B. fir CD90 eine deutlich hdhere CD-Markerexpression fur
sc-Fettgewebe von der Schweifwurzelregion (ca. 97%) und der Nackenregion (ca. 85%)
gegenlber der Studie von Paebst et al. (2014) nach, in der ebenfalls sc-ASCs der
Schweifwurzelregion durchflusszytometrisch untersucht wurden (ca. 24%) (Paebst et al. 2014;
Arévalo-Turrubiarte et al. 2019). De Schauwer et al. (2014) zeigten auf, dass die CD29-
Expression bei UCB- und UCM-MSCs (ca. 100% und 98%) deutlich hdher gegenuber der von
Paebst et al. (2014) fur ASCs ermittelten war (ca. 38% und 51%) (De Schauwer et al. 2014;

Paebst et al. 2014). Dies macht deutlich, dass die MSC-Herkunft einen entscheidenden
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Einfluss auf die Oberflachenmarkerexpression aufweist. In der vorliegenden Studie konnten
insgesamt sehr hohe und homogene CD-Markerexpressionen fur die Inklusionsmarker CD29,
CD44 und CD90 bei abd-ASCs nachgewiesen werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen
abd-ASCs-exp und abd-ASCs-svr konnte nicht nachgewiesen werden, wie bereits eine andere
Studie flir humane synoviale MSCs aufzeigte (Lee et al. 2011). Bei equinen MSCs konnte der
Oberflachenmarker CD105 in einigen Studien zu einem hohen Anteil (78 bis 93%) (Barberini
et al. 2014), in anderen zu einem moderaten Anteil (ca. 30 bis 52%) (Hillmann et al. 2016;
Arnhold et al. 2019) und in wiederum anderen Studien nicht nachgewiesen werden (Ranera et
al. 2011). Die vorliegende Studie bestatigte das Resultat von Ranera et al. (2011) in Bezug
auf die CD105-Expression. In der vorliegenden Studie konnten die Exklusionsmarker CD34
und CD45 in Ubereinstimmung zu verschiedenen Studien bei equinen (De Schauwer et al.
2011b; Ranera et al. 2011; Kang et al. 2013; Paebst et al. 2014; Arnhold et al. 2019), caninen
(Yaneselli et al. 2018) und humanen MSCs (De Ugarte et al. 2003) durchflusszytometrisch
nicht nachgewiesen werden. Insgesamt lasst sich sagen, dass die erzielten Resultate trotz des
Fehlens eines Universalsets von MSC-Markern in guter Ubereinstimmung zur Literatur sind.
Beim Pferd besteht allerdings die Schwierigkeit, dass nur wenige pferdespezifische Antikdrper
kommerziell erhaltlich sind und Antikdrper gegen andere Spezies teilweise nicht
kreuzreagieren (Ibrahim et al. 2007; Ranera et al. 2011; Burk et al. 2013). Daher war eine

Etablierung des Antikdrperpanels als Vorarbeit notwendig (nicht weiter beschrieben).

Beachtet werden sollte bei der Untersuchung der Oberflachenmarker (analog zu den
vorherigen Versuchen), dass auch eine Interspezies- und Interdonorvariabilitdt sowie die
Passagezahl die CD-Markerexpression beeinflussen kann (Kap. 2.1.3.4.). In der vorliegenden
Arbeit wurden ausschlieBlich ASCs der P3 und P4 gemall anderer Studien
durchflusszytometrisch untersucht (De Schauwer et al. 2011b; Ranera et al. 2011; Paebst et
al. 2014). Unterschiede in den eingesetzten Antikérpern (Hersteller, Klon, Verdinnung) sowie
den enzymatischen Methoden, mittels derer die Zellen vor der durchflusszytometrischen
Untersuchung gewonnen werden, kdénnten die CD-Markerexpression beeinflussen und zu
unterschiedlichen Resultaten zwischen verschiedenen Forschungsgruppen flhren. Dies

wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.

Neben Einzel- und Kombinationsfarbungen wurden Isotypkontrollen und ungefarbte Kontrollen
als NK mitgeflhrt. Isotypkontrollen werden zwar bisher nicht in allen Studien eingesetzt, sollten
aber standardmaRig zum Ausschluss unspezifischer Hintergrundstrahlung mitgeflihrt werden
(Kap. 3.5.1.), wie es auch in Studien fir equine MSCs beschrieben wurde (Ranera et al. 2011;
Paebst et al. 2014; Hillmann et al. 2016; Hagen et al. 2021). Neben den Isotypkontrollen
wurden in der vorliegenden Arbeit Positivkontrollen (PBMC und BAL) mitgefiihrt, die nicht

standardmaRig in Studien beim Pferd beschrieben werden. In der vorliegenden Studie wurden
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pro Probe mindestens 10.000 Zellen bis maximal 100.000 Zellen (,events®) als Rohdaten
gemessen, wobei nicht mehr als 20.000 ,events” pro Sekunde erhoben wurden. Dies ist in
guter Ubereinstimmung zu anderen Studien, in denen z.B. 30.000 Zellen pro Probe (Carvalho
et al. 2013) oder 10.000 bis 200.000 Zellen pro Probe (Paebst et al. 2014) erfasst wurden.

Eine molekularbiologische Untersuchung hatte zur Uberpriifung der durchflusszytometrischen
CD-Marker-Analyse sicherlich durchgefiihrt werden kénnen, so wie es in verschiedenen
Studien beschrieben wurde (Ranera et al. 2011; Metcalf et al. 2016; Mohanty et al. 2016;
Zahedi et al. 2017; Merlo et al. 2019). Aufgrund der erzielten Resultate und in
Ubereinstimmung mit anderen Studien beim Pferd (De Schauwer et al. 2011b; Kang et al.
2013; Hillmann et al. 2016; Arévalo-Turrubiarte et al. 2019) wurde eine solche
molekularbiologische  Untersuchung  allerdings  nicht  durchgefihrt und  die
immunphanotypische Analyse als MSC-Nachweis auf Grundlage der ISCT-Kriterien (Dominici
et al. 2006) als ausreichend bewertet (Kap. 2.1.2.).

Die Zellviabilitdt fur ASCs-exr und ASCs-syr war nahezu vergleichbar (ca. 70%). Beide
Verfahren (EXP und SVF) sind folglich beim Pferd zur Isolierung vitaler Zellen gleichermalen
geeignet, wie es bereits in anderen Studien beschrieben wurde (Lee et al. 2011; Gittel et al.
2013; Priya et al. 2014; Sandhu et al. 2017).

Equine abd-ASCs sind positiv fir CD29, CD44, CD90 und negativ fir CD34 und CDA45.
CD105 konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen abd-ASCs-exr und abd-ASCs-svr nachgewiesen
werden, sodass die Hypothese 1.d. hinsichtlich des Oberflachenmarkerprofils

angenommen wurde.

5.7. Kardiomyogene Differenzierungsversuche

Das kardiomyogene Differenzierungspotential wurde ausschlie3lich bei equinen abd-ASCs-svr
Uberprift, da abd-ASCs in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des Isolierungserfolgs, des
Proliferations- und tripotenten Differenzierungspotentials gute Erfolge erzielten (Kap. 4.2.2.—
4.2.3. und Kap. 4.3.) und bei anderen Spezies i.d.R. ASCs-syr flr die kardiomyogene
Differenzierung verwendet wurden (Van Dijk et al. 2008; Choi et al. 2010; Yang et al. 2012;
Ibarra-lbarra et al. 2019).

Der Erfolg der kardiomyogenen Differenzierung hangt sowohl bei MSCs als auch bei ESCs
und iPSCs nicht nur vom gewahlten Induktionsprotokoll, den Differenzierungsmedien,
Inkubationszeiten und eingesetzten Faktorkonzentrationen ab, sondern auch von der
Differenzierungskapazitat der Zellen (multipotent vs. pluripotent, Kap.2.1.1.) und dem
gewahlten 2D- bzw. 3D-Zellkulturmodell (Mummery et al. 2012; Denning et al. 2016). Auch die
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starke Passageabhangigkeit der Zellen auf den Differenzierungserfolg ist wiederum zu
berticksichtigen. Zellen aus P2 bis P6 weisen das grofite Differenzierungspotential auf,
wahrend dieses hingegen in spateren Passagen abnimmt (Xu et al. 2004). In der vorliegenden

Arbeit wurden ausschlieRlich Zellen der P3 bis P6 kardiomyogen induziert.

Im Folgenden wird zunachst die molekularbiologische Untersuchung als integraler Bestandteil
der Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner ASCs diskutiert.
Bevor die Genexpressionsanalyse innerhalb der kardialen Differenzierungsversuche mittels
der SYBR Green RT-gPCR durchgefihrt werden konnte, erfolgte die in Kap. 3.7.5.2.
beschriebene RT-qPCR-Etablierung gemal der guten wissenschaftlichen Praxis auf
Grundlage der ,Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments® (MIQE-Richtlinien), in denen Mindestinformationen zur Bewertung eines RT-
gPCR-Experiments beschrieben sind (Bustin et al. 2009). Von der Probengewinnung Uber die
Probenlagerung und -aufarbeitung bis hin zur Datenanalyse sind einheitliche Richtlinien und
Methoden notwendig. Diese dienen der Standardisierung und Reproduzierbarkeit von RT-
gqPCR-Resultaten sowohl innerhalb eines Experimentes als auch zwischen verschiedenen

Studien und wurden in der vorliegenden Studie berlcksichtigt.

Die RT-gPCR-Etablierung erfolgte auf Grundlage der MiQE-Richtlinien nach Bustin et al.
(2009).

Da die Untersuchung der Expression nur eines Gens als nicht ausreichend erachtet wurde,
wurden reprasentativ mehrere pluripotenzassoziierte (OCT4/POUF5, MYC, DNMT3B) und
kardiale Marker (GATA4, NKX2-5, TNNI3, MYH6, MYH7) getestet. Eine
Genexpressionsanalyse fand neben Tag 0 (TO) ausschliellich zum Zeitpunkt T3 gemalf
anderen Studien (Wystrychowski et al. 2016; Hasani et al. 2020) statt und nicht zusatzlich zu
den Zeitpunkten T1 und T2, wie es von Choi et al. (2010) beschrieben wurde (Choi et al. 2010).
Dies kann damit begrindet werden, dass keine zellmorphologischen Veranderungen in
Richtung eines kardiomyozytaren Phanotyps Uber den gesamten Induktionszeitraum
beobachtet wurden und eine Aufregulierung der Genexpression kardialer Marker als
unwahrscheinlich betrachtet wurde. Weder nach Behandlung mit 5-AZA noch mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Faktoren Act A, BMP-4 und DKK-1 konnte zum
Zeitpunkt T3 eine Aufregulierung der kardialen Marker gegeniiber der NK beobachtet werden,
im Gegensatz zu Studien, die eine solche beschreiben (Yang et al. 2012; Carvalho et al. 2013;
Jiang et al. 2018; Kakkar et al. 2019). Nicht einmal die frihkardialen Marker GATA4 und
NKX2-5 wurden hochreguliert, die als SchlUsselregulatoren innerhalb der embryonalen
Kardiomyogenese essentiell sind (Jamali et al. 2001; Maitra et al. 2009) (Kap. 2.3.1.1.). Dass
die Promoter GATA4 und NKX2-5 nicht auf eine Demethylierung durch 5-AZA reagiert haben,
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halten Choi et al. (2010) fur nicht Gberraschend, da die Promoter dieser Gene nicht direkt auf
eine solche Demethylierung reagieren (Choi et al. 2010). Wystrychowsky et al. (2016) wiesen
eine hohere Expression von GATA4 in epikardialen ASCs nach, die méglicherweise bei diesen
Zellen auf ein  gegenuber perikardialen und omentalen ASCs  hdheres

Differenzierungspotential hindeutet (Wystrychowski et al. 2016).

Des Weiteren wurden die Genexpressionen der Transkriptionsfaktoren OCT4/POUF5, MYC
und DNMT3B zu den Zeitpunkten TO und T3 untersucht. Diese Faktoren sind mit der
Pluripotenz und Fahigkeit zur Selbsterneuerung von ESCs assoziiert (Nichols et al. 1998;
Watanabe et al. 2002; Calloni et al. 2013). Wahrend bei equinen ASCs und BM-MSCs bereits
OCT4/POUF5 und DNMT3B neben SOX2 und NANOG nachgewiesen wurden (Ranera et al.
2012; Esteves et al. 2014), konnte die Genexpression von MYC beim Pferd meines Wissens
in Studien bisher nicht bestatigt werden. Demgegeniber wurde eine Uberraschend hohe
MYC-Expression bei humanen ASCs in einer Studie von Kozlowska et al. (2019)
nachgewiesen, die passageabhangig variierte. Wahrend die MYC-Expression bei
Zellen der P1 hoch war, nahm sie in P5 ab und in P10 wieder zu (Kozlowska et al. 2019). Im
Allgemeinen existieren in der Humanmedizin hinsichtlich der Expression der
pluripotenzassoziierten Marker teils kontroverse Ansichten. Wahrend Kozlowska et al. (2019)
fur ASCs und BM-MSCs die Expression von OCT4/POUF5 und SOX2 in Langzeitkulturen
beschrieben (Kozlowska et al. 2019), wurden in einer Studie von Pierantozzi et al. (2011) allein
NANOG, nicht aber OCT4/POUF5 und SOX2 nachgewiesen (Pierantozzi et al. 2011).
Riekstina et al. (2009) wiesen fir BM-MSCs OCT4/POUF5, NANOG und SSEA-4 nach,
wahrend ASCs zusatzlich SOX2 exprimierten (Riekstina et al. 2009). In der vorliegenden
Studie konnte die Expression der pluripotenzassoziierten Marker OCT4/POUF5, DNMT3B und
MYC zum Zeitpunkt TO bei equinen abd-ASCs-syr bestatigt werden.

Werden MSCs zur Differenzierung in verschiedene Zelllinien induziert, kommt es zu einer
Herunterregulierung der pluripotenzassoziierten ESCs-Marker, wie in Studien bei Nagern und
dem Menschen beschrieben wurde (Safwani et al. 2012; Calloni et al. 2013). Die Effizienz der
kardiomyogenen Differenzierung kann folglich auch Gber diese pluripotenzassoziierten Marker
bestimmt werden. Im Rahmen aller Induktionsversuche konnte eine signifikante
Herunterregulierung der Genexpression nach dreiwdchiger Induktionszeit (zum Zeitpunkt T3)
sowohl bei induzierten als auch i.d.R. bei nicht-induzierten Zellen beobachtet werden
(ausgenommen 2. Teilversuch der Induktion mit Act A, BMP-4 und DKK-1: DNMT3B und
OCT4/POUF5, TO vs. T3-NK). Da von dieser Herunterregulierung i.d.R. nicht nur die
induzierten Zellen betroffen waren, konnte ausgeschlossen werden, dass eine
Differenzierungsaktivitat stattgefunden hat. Vielmehr kénnte diese Herunterregulierung auf

eine verringerte Zellvitalitat und das Auftreten von Seneszenz der Zellen zum Zeitpunkt T3
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hindeuten, obwohl in Studien fir humane ASCs eine gute Lebensfahigkeit bis P7 (Kern et al.
2006) und fur canine ASCs eine solche bis P4 bzw. P10 beschrieben wurde (Guercio et al.
2013; Bahamondes et al. 2017).

Abseits der Untersuchung der kardialen und pluripotenzassoziierten Marker wurde zudem die
Genexpression eines myogenen Markers untersucht, da in einer friiheren Studie beschrieben
wurde, dass 5-AZA eine myogene Differenzierung von MSCs bewirken kann (Wakitani et al.
1995). Neben Myogenin (MYOG), MyoD und MYF5 zahlt auch MYF6 zu den myogenen
Faktoren, die in Zellen nicht-muskuldren Ursprungs Myoblastenmerkmale induzieren kénnen
(Braun et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression des terminalen,
myogenen Differenzierungsmarkers MYF6 zum Ausschluss einer myogenen Differenzierung
untersucht. An dieser Stelle hatte in Erwagung gezogen werden kdnnen, zusatzlich frihere
myogene Differenzierungsmarker, wie MYF5 und MyoD, zu untersuchen (Braun et al. 1989;

Bentzinger et al. 2012).

Fur die kardiomyogenen Differenzierungsversuche wurde auf eine SYBR Green RT-qPCR
zuruckgegriffen, die zwar weniger spezifisch als eine Sonden-(TagMan®)-PCR ist (Ponchel et
al. 2003), aber fur die Zwecke der Studie als ausreichend befunden wurde. Dies konnte damit
begriindet werden, dass in erster Linie aufgezeigt werden sollte, ob eine Aufregulierung
kardialer Marker nach der Induktion zum Zeitpunkt T3 stattfindet oder nicht. Da eine solche
Aufregulierung nicht nachgewiesen werden konnte, wurde der Einsatz eines spezifischeren
Quantifizierungsverfahrens (Sonden-PCR) nicht weiter in Betracht gezogen. Auferdem
konnte eine ausreichende Spezifitdt des RT-gPCR-Assays anhand der im Anschluss an die
SYBR Green RT-gPCR durchgefuhrten Schmelzkurvenanalyse nachgewiesen und so ein
Vorhandensein von beispielsweise Primer-Dimeren, die zu falsch positiven Resultaten fuhren
(Bustin et al. 2009), vermieden werden (Kap. 4.5.2.7.).

Die SYBR Green RT-gPCR-Daten wurden uberprift, indem die Rohdaten analysiert und auf
ihre Qualitat tberprift wurden. Hierbei wurde auf Konzentrationsunterschiede aufgrund von
Pipettierfehlern und (stochastischen) Schwankungen in den Ci-Werten geachtet. Oberhalb des
messbaren Bereichs liegende Ci-Werte (C: > 40, ,out of range®) wurden aus den weiteren
Berechnungen als ,missing values* ausgeschlossen. Die Messungen fanden in Tripletts statt
und die Versuche wurden im Duplikat ausgeflihrt, um eine moglichst groRe Reproduzierbarkeit

und Wiederholbarkeit der Daten gewahrleisten zu kénnen.

Ware in der vorliegenden Arbeit eine relative Quantifizierung nach Livak zum Einsatz
gekommen (Livak und Schmittgen 2001; Schmittgen und Livak 2008) (Kap. 3.7.6.3.), hatte
diese bei Vorliegen ungleicher Effizienzen zu einer ungenauen Berechnung der relativen

Konzentrationen fihren konnen (Bustin et al. 2009). In diesem Fall ware sicherlich das ,qBase-
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Modell“ zum Einsatz gekommen, welches eine Effizienzkorrektur beeinhaltet und, gegeniber
der Methode nach Pfaffl (Pfaffl 2001), den Einsatz mehrerer Referenzgene berlcksichtigen
kann (Hellemans et al. 2007).

Nach der kardiomyogenen Induktion mit 5-AZA sowie Act A, BMP-4 und DKK-1 konnte im
Rahmen der Genexpressionsanalyse weder eine Aufregulierung der kardialen Marker
GATA4, NKX2-5, TNNI3, MYH6, MYH7 noch des Muskelmarkers MYF6 im Vergleich zu

den Positivkontrollen nachgewiesen werden. Die Hypothesen 2.a. und 2.b. lieRen sich

somit flr die gewahlten Versuchsbedingungen nicht bestatigen.

Im Folgenden werden die Effekte der Induktionsfaktoren 5-AZA (Kap. 5.7.1.) sowie Act A,
BMP-4 und DKK-1 (Kap. 5.7.2.) auf das kardiomyogene Differenzierungspotential von MSCs
vertiefend diskutiert.

5.7.1. Induktionsfaktor 5-Azacytidin

Insgesamt liegen widerspruchliche Berichte Uber den Effekt von 5-AZA in Bezug auf das
kardiomyogene Differenzierungspotential von Praadipozyten vor. Wahrend mehrere Studien
eine erfolgreiche Differenzierung von MSCs in CLCs bei Spezies wie Nagern (Makino et al.
1999; Carvalho et al. 2013; Jiang et al. 2018), Kaninchen (Rangappa et al. 2003; Zhang et al.
2007), Schafen (Soltani et al. 2015) und dem Menschen (Antonitsis et al. 2007; Yang et al.
2012; Fathy et al. 2019) beschrieben, berichteten andere Studien analog zur vorliegenden
Studie von einer nicht stattgefundenen kardiomyogenen Differenzierung (Balana et al. 2006;
Lee et al. 2009; Safwani et al. 2012; Wystrychowski et al. 2016). Weder eine Exposition mit
5 bis 10 uM 5-AZA fiir 24 h noch eine wiederholte Exposition konnten eine Hochregulation der
Expression kardialer Marker bewirken (Lee et al. 2009; Safwani et al. 2012; Wystrychowski et
al. 2016).

Ursachlich fur die unterschiedlichen Resultate zwischen verschiedenen Studien kénnte die
unspezifische Wirkung von 5-AZA sein (Balana et al. 2006), die auch zu einer unspezifischen
Aktivierung der Genexpression filhrt. Bei Nagern wurden hinsichtlich der kardiomyogenen
Differenzierung deutlich bessere Resultate erzielt, wie in mehreren Studien mit denselben oder
anderen Induktionsprotokollen nachgewiesen wurde (Rangappa et al. 2003; Jumabay et al.
2010; Carvalho et al. 2013; Jiang et al. 2018).

Der Nachweis einer kardiomyogenen Differenzierung fand, wie bereits in den Kap 2.3.2. und
2.3.3. und in anderen Studien beschrieben wurde, Uber das Auftreten zellmorphologischer
Veranderungen (Rangappa et al. 2003; Yang et al. 2012; Carvalho et al. 2013; Kakkar et al.
2019), die erhdhte Expression myokardialer Markergene (Yang et al. 2012; Kakkar et al. 2019)

sowie ein funktioneller Nachweis Uber eine spontane Schlagaktivitat der Zellen statt
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(Rangappa et al. 2003). Auch das Vorhandensein herzspezifischer lonenkanéle wurde in

einigen Studien nachgewiesen (Yang et al. 2012; Kakkar et al. 2019).

Um zu Uberprifen, inwieweit die beschriebenen Veranderungen auch bei equinen abd-
ASCs-syr auftraten, wurden die Zellen gemaf dem Protokoll von Yang et al. (2012) fir 48 h
10 uM 5-AZA exponiert (Yang et al. 2012). Da in verschiedenen Studien nachgewiesen wurde,
dass 5-AZA eine zytotoxische Wirkung aufweist und bei langerer oder wiederholter Exposition
die Zellproliferation beeintrachtigen und zur Zellablésung sowie zum Zelltod flihren kann
(Taylor et al. 1996; Rangappa et al. 2003; Lee et al. 2009), wurden eine kurze Expositionszeit
gewahlt und auf den Einsatz einer hdheren Faktorkonzentration verzichtet. In anderen Studien
wurde die Expositionszeit sogar auf 24 h verkurzt (Tomita et al. 1999; Antonitsis et al. 2007),
ebenso wie in der Studie von Kakkar et al. (2019), in der eine Exposition mit 6 uM 5-AZA als
ausreichend beschrieben wurde (Kakkar et al. 2019). Da 5-AZA unter den gewahlten
Versuchsbedingungen entgegen anderer Studien (Rangappa et al. 2003; Yang et al. 2012;
Carvalho et al. 2013) keinen Effekt aufwies, wurden weder verschiedene Konzentrationen
noch Expositionszeiten untersucht und auf eine Kombination von 5-AZA mit weiteren
Induktionsfaktoren, wie z.B. BMP-4 (Jiang et al. 2018), verzichtet. Einen limitierenden Faktor
in der vorliegenden Studie stellt sicherlich die Differenzierung der Zellen als Monolayer-Kultur
und das Fehlen einer Beschichtung dar. In der vorliegenden Studie konnte unabhangig von
der 5-AZA-Exposition eine Zellablosung bei drei von flinf Tieren beobachtet werden, die nicht
auf die Zytotoxizitat von 5-AZA, sondern vielmehr auf das Fehlen einer Beschichtung
zurtickgefiihrt werden kann. Demgegeniiber erwies sich in anderen Studien der Einsatz von
unbeschichteten Kulturgefallen bei der kardiomyogenen Induktion muriner (Carvalho et al.
2013) und humaner (Yang et al. 2012) ASCs mit 5-AZA als erfolgreich.

5-AZA stellt den am haufigsten beschriebenen kardiomyogenen Induktionsfaktor dar. Die
Hypothesen 2.a. und 2.b. missen fir die experimentellen Bedingungen der vorliegenden
Arbeit abgelehnt werden, da unter diesen kein Effekt von 5-AZA auf equine abd-ASCs-svr

erzielt werden konnte.

5.7.2. Induktionsfaktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und
Dickkopf-1

In Bezug auf die Faktoren Act A, BMP-4 und DKK-1 existieren vergleichsweise wenige
Publikationen, in denen die kardiomyogene Differenzierung von ASCs untersucht wurde. Das
in der vorliegenden Studie gewahlte Induktionsprotokoll kam bisher bei MSCs in der Literatur
noch nicht zum Einsatz. Es existieren hingegen Studien, in denen BMP-4 alleine (Khaleghi et
al. 2014; Jiang et al. 2018; Hasani et al. 2020) oder in Kombination mit anderen
Induktionsfaktoren, wie 5-AZA (Jiang et al. 2018), bFGF (Hasani et al. 2020) oder VEGF
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(Ibarra-Ibarra et al. 2019), bei Nagern (Jiang et al. 2018; Ibarra-Ibarra et al. 2019) und dem
Menschen (Hasani et al. 2020) eingesetzt wurden. Beispielsweise induzierten Ibarra-lbarra et
al. (2019) murine ASCs mit BMP-4 und VEGF Uber vier Tage und setzten zusatzlich ein
Methylcellulosemedium ein, das mit den Zytokinen IL-3 und IL-6 angereichert war (Ibarra-
Ibarra et al. 2019). Ein solches angereichertes Medium wurde in der vorliegenden Studie nicht
verwendet. Palpant et al. (2007) exponierten murine SVF-Zellen mit DKK-1, woraufhin eine
Erhéhung des Differenzierungspotentials und das Auftreten kontrahierender CLCs beobachtet
wurde (Palpant et al. 2007). Kanonische Wnt-Antagonisten, wie DKK-1 (Kap. 2.3.1.2.), sollen
zu einer friihen kardialen Genexpression von GATA4 und NKX2-5 fliihren (Palpant et al. 2007).

Gegenuber MSCs kommen die Faktoren Act A, BMP-4 und DKK-1 bei der kardiomyogenen
Induktion von pluripotenten ESCs und iPSCs deutlich haufiger zum Einsatz (Laflamme et al.
2007; Paige et al. 2010; Uosaki et al. 2011). Hier wurden oftmals komplexere
Induktionsprotokolle angewendet, in denen die pluripotenten Stammzellen beispielsweise
zunachst in Mouse Embryonic Fibroblast Conditioned Medium (MEF-CM), das mit bFGF
angereichert war, in mit Matrigel beschichteten KulturgefalRen kultiviert wurden, bevor das
MEF-CM durch ein RPMI-B27-Medium ersetzt und die kardiomyogene Induktion
angeschlossen wurde. Hier kamen 10 ng/ml (Laflamme et al. 2007) bzw. sogar 100 ng/ml
Act A (Paige et al. 2010) flr 24 h und 10 ng/ml BMP-4 fiir 4 Tage zum Einsatz. Wahrend
DKK-1 an Tag 2 bis 3 der Induktion die Kardiomyogenese inhibiert (Kattman et al. 2011), wirkt
es spater aktivierend (Kap. 2.3.1.2.) und wird oftmals an Tag 5 bis 11 (Paige et al. 2010) oder,
wie in der vorliegenden Studie, an Tag 5bis7 (Uosaki et al. 2011) eingesetzt. Als
Beschichtung wird insbesondere Matrigel verwendet, das hauptsachlich aus den
EZM-Proteinen Laminin, Enactin und Kollagen |V besteht und verschiedene
Wachstumsfaktoren, wie bFGF, TGF-R und den Platelet-derived growth factor beinhaltet.
Matrigel soll die EZM in Stammzellkulturen nachahmen, die Pluripotenz von Stammzellen
aufrechterhalten (Hughes et al. 2010) und die kardiomyogene Differenzierung férdern (Moon
et al. 2013). Van Dijk et al. (2008) stellten die Hypothese auf, dass auch das Anheften von
ASCs an die EZM-Molekile, die physiologisch im gesunden Herzen vorhanden sind und beim
Myokardinfarkt aufreguliert werden, die Stammzelldifferenzierung erhéhen wirde. Laminin
stellt, als Bestandteil von Matrigel, ein solches EZM-Molekul dar und spielt eine Rolle bei der
Differenzierung von ASCs zu Kardiomyozyten, insbesondere wahrend der spaten
Differenzierung (Van Dijk et al. 2008). Allerdings verhalf der Einsatz von Laminin in der
vorliegenden Studie nicht dazu, eine kardiomyogene Differenzierung zu erreichen. Lediglich
das Auftreten von Zellablésung konnte durch den Einsatz einer Beschichtung (gegeniber dem

5-AZA-Induktionsversuch) groRtenteils eingedammt werden.
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Wahrend in einigen Studien der die Kardiomyogenese-fordernde Effekt von BMPs
beschrieben wurde (Takei et al. 2009; Grajales et al. 2012; Khaleghi et al. 2014), wiesen
andere Forschungsgruppen nach, dass eine transiente Inhibition der BMP-Signalgebung die

kardiomyogene Differenzierung in vitro induziert (Yuasa et al. 2005; Jumabay et al. 2010).

Auch wenn Act A, BMP-4 und DKK-1 innerhalb der embryonalen Kardiomyogenese wichtige
Transduktionsfaktoren darstellen, konnten in der vorliegenden Arbeit keine Effekte auf das
kardiomyogene Differenzierungspotential equiner abd-ASCs-svr erzielt werden, auch nicht

durch den Einsatz eines Laminin-beschichteten Kultursystems. Die Hypothesen 2.a. und

2.b. liel3en sich mit den gewahlten Protokollen somit nicht beweisen.

Trotz der vielfaltigen in der Literatur beschriebenen Differenzierungsprotokolle ist es bisher
nicht gelungen, den fir die in-vitro-Kardiomyogenese optimalen Induktor zu finden (Kakkar et
al. 2019), auch nicht in der vorliegenden Studie beim Pferd. Auch die Frage nach der am
besten geeigneten MSC-Gewebequelle bleibt ungeklart (Kakkar et al. 2019). Soltani et al.
(2022) beschreiben die Notwendigkeit zuklnftiger Forschungsstudien, die das kardiomyogene

Differenzierungspotential von MSCs in vitro weiter untersuchen (Soltani und Mahdavi 2022).

5.8. Schlussfolgerungen und Ausblick

Wie bereits diskutiert wurde, sind MSCs nicht nur flr die Anwendung in der regenerativen
Medizin, sondern insbesondere auch flr die Etablierung von in-vitro-Modellen geeignet. MSCs
aus Fettgewebe sind heutzutage bei verschiedenen Spezies gut erforscht und weisen
aufgrund ihrer Gewebeverfugbarkeit, ihrer guten Proliferations- und
Differenzierungskapazitaten einige Vorteile gegentiber MSCs anderer Gewebequellen auf.
Ungeachtet dessen bleiben bis heute Fragen in Bezug auf ihre Charakteristika,
Wirkmechanismen, Wachstumseigenschaften und insbesondere ihr Differenzierungspotential
in vitro offen. Erschwert wird dies zusatzlich dadurch, dass verschiedene Forschungsgruppen
unterschiedliche Laborprotokolle verwenden, die zu verschiedenen Resultaten fliihren kdnnen.
Hier sollten (soweit mdglich) einheitlichere Standards in Bezug auf die Versuchsbedingungen

und -protokolle auch zwischen verschiedenen Forschungsgruppen festgelegt werden.

Die vorliegende in-vitro-Studie tragt dazu bei, das Grundlagenwissen Uber equine ASCs zu
erweitern, insbesondere hinsichtlich unterschiedlicher Fettgewebelokalisationen und
Isolationsmethoden. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden zwei Themen
schwerpunktmalig untersucht, die Charakterisierung und der Vergleich der Zellen sowie die
Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials. In-vitro-Studien kénnen auch

dazu beitragen, wichtige Erkenntnisse fiir in-vivo-Anwendungen zu liefern. Weitere Studien, in

108



Diskussion

denen insbesondere die (parakrinen) Wirkmechanismen von MSCs am Groftiermodell

untersucht werden, sind nétig.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten hochvitale MSCs aus verschiedenen
Fettgewebelokalisationen isoliert und kultiviert werden, die ein hohes Proliferations- und
tripotentes Differenzierungspotential aufwiesen, wie es auf Grundlage verschiedener Studien
erwartet wurde (Ranera et al. 2011; Burk et al. 2013; Hillmann et al. 2016). Eine wichtige
Grundlage fiir die vorliegende Arbeit stellten die bereits beschriebenen Studien dar, in denen
equine MSCs, die aus verschiedenen Fettgewebelokalisationen (Metcalf et al. 2016; Arévalo-
Turrubiarte et al. 2019; Arnhold et al. 2019) bzw. mittels der beiden Isolierungsverfahren (Lee
et al. 2011; Gittel et al. 2013) gewonnen wurden, hinsichtlich ihrer Charakteristika untersucht
und verglichen wurden. Weitere Studien, die equine ASCs-svr mit ASCs-exp vergleichen,
wirden weitere Erkenntnisse Gber den Einfluss des gewahlten Isolierungsverfahrens auf die
Zellen liefern. Ein solcher Einfluss konnte in der vorliegenden Arbeit in Bezug auf das tripotente

Differenzierungspotential der Zellen nachgewiesen werden (Kap. 4.3.1.4. und Kap. 4.3.2.3.).

In Folgestudien sollten zudem eine homogenere Studienpopulation und insgesamt jliingere
Donortiere  einbezogen werden. Auch eine weitergehende Untersuchung des
Multilinienpotentials equiner ASCs (ber das klassische tripotente Differenzierungspotential

hinaus ware anzuraten, um das Grundlagenwissen Uber equine MSCs zu erweitern.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die isolierten Zellen immunphanotypische und
molekularbiologische Eigenschaften von MSCs auf. Die kardiomyogene Differenzierung
erwies sich allerdings unter Einsatz verschiedener Induktionsprotokolle unter den gewahlten
Versuchsbedingungen als nicht erfolgreich. Weitere Induktionsfaktoren und -medien sowie
Beschichtungsoptionen in Bezug auf das kardiomyogene Differenzierungspotential equiner
ASCs zu untersuchen, ware auf Grundlage der vorliegenden Arbeit allerdings nicht anzuraten.
Vielmehr wird flr Folgestudien empfohlen, pluripotente Stammzellen anstelle von
multipotenten MSCs einzusetzen, die aufgrund ihres Pluripotenz-Verhaltens ein hoéheres
kardiomyogenes Differenzierungspotential aufweisen, auch wenn es schwierig sein kann, die
Pluripotenzbedingungen in vitro aufrecht zu erhalten (Bressan et al. 2020) (Kap. 2.1.1.).
Aufgrund der in Kap. 2.1.1. beschriebenen Nachteile von ESCs ware insbesondere der
Einsatz von iPSCs anzuraten. iPSCs konnen durch Reprogrammierung aus Fibroblasten
(Nagy et al. 2011; Breton et al. 2013), Keratinozyten (Sharma et al. 2014) und ASCs (Lee et
al. 2016) durch beispielsweise den Einsatz viraler Vektoren, die fir OCT4/POUF5, SOX2, Kif4
und MYC kodieren, hergestellt und anschlielend kardiomyogen induziert werden. Fir die

kardiomyogene Differenzierung sollte der Einsatz komplexerer 3D-Zellkulturmodelle (z.B.
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embryonale Kérperchen oder Organoid-Kulturen) in Erwagung gezogen werden, welche die

physiologischen in-vivo-Bedingungen weitestgehend nachahmen kdnnen.

Wenn auf diese Weise ein speziesspezifisches in-vitro-Kardiomyozytenmodell etabliert
werden kénnte, ware es moglich, das Vorhandensein herzspezifischer lonenkanale bzw. die
kardiale Elektrophysiologie des Pferdes besser erforschen zu konnen, da in diesem Modell
gleichzeitig mehrere flir diese Spezies physiologische lonenkanale exprimiert werden. Zudem
kénnten neue in der Humanmedizin eingesetzte Medikamente in vitro vorselektiert werden,
beispielsweise gegen das Vorhoffimmern des Pferdes, bevor es zu in-vivo-Anwendungen

beim erkrankten Pferd kommt.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit liefern einen Erkenntnisgewinn in Bezug auf das
Multilinienpotential equiner MSCs und sollen zuklinftigen Studien, die das kardiomyogene

Differenzierungspotential bei verschiedenen Spezies untersuchen, als Grundlage dienen.

Es ist davon auszugehen, dass in Zukunft weitere bedeutende Erkenntnisse in Bezug auf die
Stammzellforschung zu erwarten sind. MSCs stellen ein weites Forschungsfeld dar und sind
beim Pferd in Bezug auf ihre klinische Anwendbarkeit bei orthopadischen Fragestellungen
aktuell sehr gefragt. Die aus in-vitro-Studien im GrofRtiermodell gewonnenen Erkenntnisse
(Grundlagenforschung) kénnen auch fur Fragestellungen in Bezug auf die Anwendung von

MSCs in der Humanmedizin relevant sein.
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6. Zusammenfassung

Charakterisierung equiner multipotenter mesenchymaler Stammzellen aus Fettgewebe

und Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials

Adulte, multipotente mesenchymale Stammzellen (MSCs) stellen nicht nur fir die regenerative
Medizin, sondern auch fur die Etablierung von in-vitro-Modellen einen wichtigen
Forschungsschwerpunkt dar. MSCs aus Fettgewebe (ASCs) eignen sich hierflir besonders
und haben das Potential, in verschiedene Zelltypen zu differenzieren, darunter in
Kardiomyozyten-ahnliche Zellen (CLCs), wie in Studien bei Menschen, Kaninchen und Nagern

beschrieben wurde.

Ziel der Untersuchungen war es, (1) die mittels zwei Isolierungsverfahren aus
unterschiedlichen Fettgewebelokalisationen gewonnenen MSCs hinsichtlich ihrer in-vitro-
Charakteristika zu vergleichen. Im zweiten Teil der Studie (2) sollte das kardiomyogene
Differenzierungspotential der Zellen erstmals beim Pferd in vitro untersucht werden, um das
Grundlagenwissen in Bezug auf die Etablierung eines pferdespezifischen in-vitro-

Kardiomyozytenmodells zu erweitern.

In die in-vitro-Studie wurden n = 16 Pferde einbezogen, von denen post mortem MSCs aus
abdominalem (abd), retrobulbarem (rb) und subkutanem (sc) Fettgewebe mittels des
Explantat-Verfahrens (ASCs-exp) und nach Kollagenaseverdau (ASCs-svr) gewonnen wurden.
Nach Evaluierung des Isolierungserfolgs (n = 16), des Proliferationspotentials (n = 3) sowie
des flir das Zellwachstum am besten geeigneten Serumsupplements (n = 3) wurden die Zellen
auf ihre Charakteristika als MSCs uberprift, wozu die Fahigkeit zur Plastikadharenz, die
Untersuchung des tripotenten Differenzierungspotentials Uber 7, 14 bzw. 21 Tage (n = 6) und
das spezifische Oberflachenmarkerprofil (n = 5) zahlten. Es folgte die Untersuchung des
kardiomyogenen Differenzierungspotentials von abd-ASCs-svr  (n=5) mithilfe des
Induktionsfaktors  5-Azacytidin  (5-AZA) sowie der Faktoren Activin A (ActA),
knochenmorphogenetisches Protein-4 (BMP-4) und Dickkopf-1 (DKK-1). Eine Untersuchung
zellmorphologischer Veranderungen sowie Analyse der Expression kardialer und
pluripotenzassoziierter Marker sowie eines Muskelmarkers mittels SYBR Green RT-gPCR

wurden an Tag 0 (TO) und 3 Wochen nach Induktion (T3) angeschlossen.

Plastikadharente, Fibroblasten-ahnliche ASCs-gxp und ASCs-syr konnten aus abd-, rb- und
sc-Fettgewebe gewonnen werden. Wahrend sich abd- und rb-ASCs hinsichtlich des
Isolierungserfolgs annahernd gleich verhielten, wiesen sc-ASCs einen signifikant niedrigeren
Isolierungserfolg auf. In Bezug auf die Zellproliferation wurden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Lokalisationen und Isolationsmethoden festgestellt, jedoch ein
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signifikanter Effekt des Serumsupplements. Das héchste adipogene Differenzierungspotential
wiesen abd-ASCs-exp gegeniber rb- und sc-ASCs-exp an Tag 7 und abd-ASCs-syr gegentber
abd-ASCs-exp an Tag 14 auf. Das osteogene Differenzierungspotential erwies sich an Tag 14
zwischen ASCs der verschiedenen Lokalisationen und Isolierungsverfahren annahernd gleich.
An Tag 21 wiesen abd-ASCs-exp gegeniiber abd-ASCs-syr und rb-ASCs-exp ein hdheres
osteogenes Differenzierungspotential auf. Das chondrogene Differenzierungspotential war bei
allen Zellen unabhangig von der Gewebequelle und Isolationsmethode vergleichbar. Die
untersuchten Zellen waren positiv fir CD29, CD44, CD90 sowie negativ fur CD34 und CD45
und exprimierten die pluripotenzassoziierten Marker OCT4/POUF5, MYC und DNMT3B. Eine
kardiomyogene Differenzierung konnte weder mithilfe von 5-AZA noch mithilfe
unterschiedlicher Konzentrationen von Act A, BMP-4 und DKK-1 nachgewiesen werden. Es
wurden weder zellmorphologische Veranderungen, eine spontane Schlagaktivitat noch eine
Aufregulierung der kardialen Marker NKX2-5, GATA4, TNNI3, MYH6, MYH7 sowie des
Muskelmarkers MYF6 zum Zeitpunkt T3 im Vergleich zu den Positivkontrollen mittels
SYBR Green RT-qPCR nachgewiesen.

Die vorliegende Studie vergleicht die mittels der beiden Isolierungsverfahren aus den drei
Fettgewebelokalisationen isolierten equinen MSCs in Bezug auf ihre Charakteristika in vitro,
wobei eine Isolierung equiner rb-ASCs zuvor noch nicht beschrieben wurde. Auch wenn eine
kardiomyogene Differenzierung von MSCs bei verschiedenen Spezies in vitro nachgewiesen
wurde, lagen hierzu bisher keine Studien zum Pferd vor. In der vorliegenden Studie wird
erstmals der Effekt des in der Literatur am haufigsten eingesetzten kardiomyogenen Induktors
5-AZA sowie der an der embryonalen Kardiomyogenese beteiligten Faktoren Act A, BMP-4
und DKK-1 untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass equine ASCs-exr und ASCs-syr aus allen untersuchten
Fettgewebelokalisationen gewonnen und aufgrund ihrer Charakteristika eindeutig als MSCs
identifiziert werden konnten. Die Zellen wiesen ein hohes Proliferations- und tripotentes
Differenzierungspotential auf. Eine kardiomyogene Differenzierung equiner abd-ASCs-svr
konnte allerdings unter Einsatz der gewahlten Induktionsfaktoren und Versuchsbedingungen
nicht erreicht werden. Die vorliegende Studie tragt dazu bei, das Grundlagenwissen Uber die
in-vitro-Charakteristika equiner ASCs zu erweitern. Weitere Vergleichsstudien, in denen der
Einfluss der Isolationsmethode auf equine MSCs verschiedener Herkiinfte tGberprft wird, sind
anzuraten. In Bezug auf die kardiomyogenen Differenzierungsversuche ist der Einsatz
pluripotenter Stammzellen anstelle der multipotenten MSCs in Erwagung zu ziehen, da diese

ein héheres Differenzierungspotential aufweisen.

112



7. Summary

Characterisation of equine multipotent mesenchymal stem cells from adipose tissue

and investigation of cardiomyogenic differentiation potential

Adult multipotent mesenchymal stem cells (MSCs) represent an important research focus not
only for regenerative medicine, but also for the establishment of in vitro models. For this,
especially MSCs from adipose tissue (ASCs) are suitable. ASCs have the potential to
differentiate in vitro into different cell types, including cardiomyocyte-like cells (CLCs), as could

be demonstrated in studies for humans, rabbits and rodents.

The study’s aims were (1) to obtain MSCs from distinct equine adipose tissue localizations
using two isolation procedures and compare their in vitro characteristics. In addition, (2)
cardiomyogenic differentiation potential of the cells should be investigated, in order to expand
the basic knowledge regarding the development of an equine-specific in vitro cardiomyocyte

model.

The in vitro study included n = 16 horses. MSCs from abdominal (abd), retrobulbar (rb) and
subcutaneous (sc) adipose tissue were isolated by explant technique (ASCs-exp) and
collagenase digestion (ASCs-svr). The isolation success (n = 16), proliferation potential (n = 3)
and serum supplement most suited for cell growth (n = 3) were investigated. Furthermore, cells
were examined for MSCs characteristics by investigating the ability to plastic adherence,
trilineage differentiation potential for 7, 14 or 21 days (n = 6) and specific surface marker
profile (n = 5). This was followed by the examination of the cardiomyogenic differentiation
potential of abd-ASCs-svr (n = 5) by means of the induction factor 5-azacytidine (5-AZA) as
well as the factors activin A (Act A), bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) and Dickkopf-1
(DKK-1). Investigation of cell morphologic changes and the expression of cardiac markers,
pluripotency-associated markers and one muscle marker using SYBR Green RT-qPCR was

carried out on day 0 (timepoint TO) and three weeks after induction (T3).

Plastic adherent, fibroblast-like ASCs-exp and ASCs-syvr could be harvested from abd, rb and
sc adipose tissue. The isolation success of abd- and rb-ASCs was nearly comparable, but
significant lower in sc-ASCs. Regarding cell proliferation no significant differences between
localizations and isolation techniques were demonstrated. However, a significant effect of the
serum supplement was shown. Abd-ASCs-exp presented the highest adipogenic differentiation
potential compared with rb- and sc-ASCs-exp on day 7 and abd-ASCs-syr compared with
abd-ASCs-exp on day 14. The osteogenic differentiation potential was nearly comparable on
day 14 regarding ASCs of different localizations and isolation procedures. However, on day 21

abd-ASCs-exp showed a higher osteogenic differentiation potential compared to abd-ASCs-sve
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and rb-ASCs-exp. The chondrogenic differentiation potential was nearly comparable for all
cells, independent of the tissue source and isolation procedure. The examined cells were
positive for CD29, CD44, CD90 and negative for CD34 and CD45 and expressed the
pluripotency associated markers OCT4/POUF5, MYC and DNMT3B. Cardiomyogenic
differentiation could not be proved, neither by using 5-AZA nor different concentrations of
Act A, BMP-4 and DKK-1. There were neither changes of cell morphology nor a spontaneous
beating activity. An upregulation of the cardiac markers NKX2-5, GATA4, TNNI3, MYH6 and
MYH?7 as well as the muscle marker MYF6 on time point T3 compared to positive controls
could not be demonstrated by means of SYBR Green RT-qPCR.

This study compared MSCs, which were harvested by the two isolation procedures from three
adipose tissue localizations, regarding their in vitro characteristics, whereby isolation of equine
rb-ASCs has not been published before. Although cardiomyogenic differentiation of MSCs has
been demonstrated for different mammal species including humans, no studies have been
available for equine MSCs until today. This is the first study that investigated the effect of the
most frequently used cardiomyogenic induction factor 5-AZA as well as the factors Act A,

BMP-4 and DKK-1 participating in embryonic cardiomyogenesis.

It was demonstrated, that equine ASCs-exp and ASCs-syr could be harvested from all
examined adipose tissue sources and could be clearly identified as MSCs. Moreover, the cells
showed a high proliferation and trilineage differentiation potential. However, a cardiomyogenic
differentiation of equine abd-ASCs-svr could not be reached by using the selected induction
factors and experimental conditions. The present study contributes to expand the basic
knowledge of in vitro characteristics of equine ASCs. More comparative studies are needed to
further investigate the influence of the isolation technique of equine MSCs harvested by
different sources. With regard to the cardiomyogenic induction experiments, the use of
pluripotent stem cells instead of multipotent MSCs should be considered, because pluripotent

stem cells have a higher differentiation potential.
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9. Anhang

9.1. Materialien

Tab. 14: Gerate

2300 Enspire™ Multimode Plate Reader

PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA

Air Liquide ARPEGE 140

Flissigstickstoffbehalter mit Rolluntersatz

Air Liquide, Disseldorf, Deutschland

BD FACSCanto™ Il

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Binder CB160 Inkubator mit O2-Regelung

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Bioanalyzer 2100 Instrument

Agilent, Santa Clara, CA, USA

BR-2000 Vortexer, 120 V

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

CASY® Cell Counter, Model TT

Roche-Innovatis AG,

Deutschland

Reutlingen,

Centrifuge 5418 R - Mikrozentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5804R - Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ChemiDoc™ XRS+ System Imaging System

Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

Einbettautomat Logos One

A. Menarini Diagnostics, Berlin, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5810 R

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Eppendorf Research® plus, variable,
Einkanal,
100 - 1000 pl; 10-100 pl; 0,5-10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Grant Instruments™ PMHT
Thermoschuttler fur Mikroréhrchen und
Mikrotiterplatten

(PSC24 24 x 2.0 ml)

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

iCycler iQ™ Multicolor Real-Time PCR

Detection System

Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Inverses Mikroskop mit Phasenkontrast Motic  Deutschland GmbH, Wetzlar,
Motic AE2000 Deutschland
Leica DMI 6000B Epi- Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Mastercycler® nexus gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Mikrobiologische Sicherheitswerkbank,
Klasse Il nach EN 12469: 2000, Class II,
Safety Cabinet, Typ $S2020 1.2

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

NanoPhotometer® P-Class, P 330

Implen, Muanchen, Deutschland

pfm Waterbath 1000

pfm medical ag, Kéin, Deutschland

pipetus® Akku-betriebene Pipettierhilfe alle
Pipetten von 0,1 ml bis 200 ml

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

PowerPac™ Basic Power Supply

(Elektrophorese-Netzgeréat)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

Retsch™ Edelstahl-Mahlkugeln, 5 mm

Durchmesser

Retsch GmbH, Haan, Deutschland

Rotationsmikrotom HM 325

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

Saphir Akku-Schermaschine, 230 V

Heininger AG, Herzogenbuchsee, Schweiz

Sartorius MC-1 Serie Analysenwaage
AC210S, Max 210gr, 0,1mg

Sartorius AG Goéttingen, Deutschland

Schwingmuhle MM200

Retsch, Haan, Deutschland

Sigma 3-30 KS Tischzentrifuge

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode

am Harz, Deutschland

Sub-Cell Model 192 Cell (horizontales
Elektrophorese-System)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

TC20™ Automated Cell Counter

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

Deutschland

Thermo Scientific™ Mr. Frosty™

Gefrierbehalter

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tristar 3 Multimode Reader

Berthold Technologies GmbH & Co. KG,
Bad-Wildbad, Deutschland

UV-Transilluminator UST-20M-8R

Biostep GmbH, Burkhardtsdorf, Deutschland

Wasserbad, Serie VWB2 (VWB2 26)

VWR GmbH,

Deutschland

International Darmstadt,

Welbilt Flockeneisbereiter mit Eisspeicher
Manitowoc Ice UFP-Serie, UFP 0244-AF

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Zahlkammer, nach Neubauer

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda

Konigshofen, Deutschland
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Tab. 15: Verbrauchsmaterialien

10 ml (12 ml) HENKE-JECT® Einmalspritze

Henke Sass Wolf, Tuttlingen, Deutschland

24-Well CytoOne® Platte, TC-behandelt

Starlab GmbH, Hamburg,

Deutschland

International

Cell Counting Slides for TC10™/TC20™

Cell Counter, Dual Chamber

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

Deutschland

Corning™ Falcon™ Zellsiebe, 100 ym

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Deckglaser Starke 1, 18 x 18 mm von

Menzel

Carl Roth Gmbh & Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml; 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

epT.l.P.S.® Standard (Pipettenspitzen)
Eppendorf Quality,
0,1 —10 L, 2 — 200 pL, 50 — 1,000 pL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gewebe-Einbettkassetten, KABE-Labortechnik GmbH, Nimbrecht,
Universal, pastellgriin, mit Deckel Deutschland
Kryoréhrchen max. 1,5 ml TPP Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

LLG-Serologische Pipetten Typ 1,
5ml, 10 ml, 25 ml

Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim,

Deutschland

Microplate, 96 well, PS, V-Bottom, clear

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

NOBATOP® 12, a 200

Vliesstoffkompressen, 10 x 10 cm

Nobamed Paul Danz AG, Wetter,

Deutschland

PCR-Platte 96-well, BIO-CERT® PCR
QUALITY, weil3, ohne Rahmen

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,

Deutschland

Low Binding, graduiert

Roéhre 5 ml, 75*12mm, PS SARSTEDT AG & Co. KG, 51588
Numbrecht, Deutschland
SafeSeal SurPhob Spitzen, Filterspitzen, Biozym  Scientific ~ GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

Skalpell Cutfix® steril, 10 von B. Braun

Carl Roth Gmbh & Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Softasept® N farblos, Flasche, 1.000 ml,
Lésung zur Anwendung auf der Haut,
Ethanol 74,1% und 2-Propanol (Ph. Eur.)
10%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
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StarFrost Advanced Adhesive Engelbrecht GmbH, Ederminde (Besse),

Deutschland

Sterican® Einmal-Injektions-Kantle Gr. 1, G | B.

Braun Melsungen AG, Melsungen,

20x11/2"™/ 2 0,90 x 40 mm BL/LB, gelb Deutschland

Vet-Sept® Lésung 10% Povidon-Jod, Dechra Veterinary Products Deutschland
1000 ml GmbH, Aulendorf, Deutschland

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) mit Filter | TPP  Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Zellkulturplatte schwarz mit klarem Boden, Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt,

strahlensterilisiert, frei von Pyrogenen

steril, 96-Wells, Flachboden, Greiner Bio- Deutschland

One

Zellkulturtestplatten, TPP Techno Plastic Products AG,
6 Kalotten, 12 Kalotten bzw. 24 Kalotten Trasadingen, Schweiz

Zellschaber S (Lange 240 mm), drehbarer TPP Techno Plastic Products AG,
Schaber, Schaberbreite 13 mm, Trasadingen, Schweiz

Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 ml, TPP Techno Plastic Products AG,
konisch Trasadingen, Schweiz

ultraAmp PCR Products, PCR Tubes, Sorenson™ Bio Science Inc., Salt Lake City,
0,2 ml Utah, USA

Tab. 16: Zellkulturmedien und Supplemente

BioWest - Amphotericin B 100X L0009
250 mg/l amphotericin B, 205 mg/l sodium

deoxycholate in water

BioWest, Riverside, CA, USA

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
mit geringer Glukosekonzentration (1000 mg/l
Glukose), L-Glutamin, Phenolrot und

Natriumpyruvat

Life Technologies GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
mit hohem Glukosegehalt (4500 mg/l Glukose),

L-Glutamin, Phenolrot und Natriumpyruvat

Life Technologies GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Fotales Kalberserum, steril-filtriert,

Hamoglobin, < 25 mg/dI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Horse Serum, Donor Herd, Hybrido getestet,

sterilfiltriert

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Penicillin-Streptomycin; 0,1 pm filtriert, mit
10000 U/ml Penicillin und 10000 pg/mli

Streptomycin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Roti-CELL HEPES-L6sung, 1 M, steril

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

VLE-RPMI 1640 (Very Low Endotoxin) Medium
with stable Glutamine (with 2.0 g/l NaHCO3)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Tab. 17: Reagenzien und Losungen

2-Mercaptoethanol, 100 ml, Glas, = 99 %, p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2-Propanol, ROTIPURAN®, = 99,8 %, p.a.,
ACS, IS0, 2,51, UN1219

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), = 99 %
(HPLC), Pulver

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

6x Orange DNA Loading Dye, 1 ml

Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Accutase® solution

PAN Biotech GmbH,

Deutschland

Aidenbach,

Agarose-Standard, 1 kg ROTI®Garose fir die
DNA/RNA-Elektrophorese

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Biotin, Pulver, = 99% (HPLC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

BIS-TRIS, 1 kg, PUFFERAN® 2 99%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Corning™ ITS+ Premix Universal

Kulturerganzung

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Coverquick 2000 QPath Mounting Media

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

D(+)-Glucose, = 99,5%, CELLPURE®,

wasserfrei, 5 kg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

DAPI 4,6-Diamidine-2‘-phenylindole
dihydrochloride, 10 mg

Roche Holding AG, Basel, Schweiz

Dexamethason, =2 97% (HPLC), Pulver

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid, sterilfiltriert, geeignet fur

Hybridom

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Eosin, Konz. wassrig 2%ig Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,
Deutschland

Ethanol vergallt = 99,8 %, Ethanol denatured Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol, ROTIPURAN®, = 99,8 %, p.a., Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Ethanol Deutschland

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Dihydrat, 1kg, =2 99%, USP Deutschland

Ethylendiamin-tetraessigsaure, 2 99%, p.a., Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

ACS

Deutschland

EX-CYTE® Growth Enhancement Media
Supplement, 10 ml

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Formaldehydlésung 4% phosphatgepuffert

Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel,

Deutschland

Gentamycin 50 mg/ml

Bio&Sell GmbH, Feucht, Deutschland

Gibco™ Kollagenase, Typ |, Pulver

Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Hamalaunldsung sauer nach Mayer, 2.5 |,
Kunst., 2,5 1|

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

HyperLadder™ 25bp-500bp

Bioline, Meridian Bioscience, Memphis,
TN, USA

Insulin-Lésung aus Rinder-Pankreas, 10 mg/mi
Insulin in 25 mM HEPES, steriffiltriert, pH 8.2

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

iIQ™SYBR Green Supermix (2x), 500 x 50 pl
rxns, 12.5 ml (10 x 1.25 ml)

Bio-Rad

Feldkirchen, Deutschland

Laboratories GmbH,

Isopropylalkohol-Pharma (EP grade), Sorte
7700EP

Berkel AHK Alkoholhandel GmbH & Co.
KG, Ludwigshafen, Deutschland

Isotonische Natriumchlorid-Lésung 0,9% ad

us. Vet.

B. Braun Vet Care GmbH, Melsungen,

Deutschland

L-Ascorbinsaure, reinst, zur Analyse, = 99.0%
(RT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Laminin, Maus, aufgereinigt, 5 mg (1 mg/ml)

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Midori Green Advance

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland
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Natriumthiosulfat (5%), 250 ml

Morphisto GmbH, Offenbach am Main,

Deutschland

Nilrot, zur Mikroskopie

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Pancoll human, Density: 1.077 g/ml, 500 ml

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Paraffin 54/56°C zu 20kg

Engelbrecht GmbH, Edermiinde (Besse),

Deutschland

Peprotech 5-Azacytidine 50mg

Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Peprotech Human DKK-1

Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Prolin, ReagentPlus®, =2 99% (HPLC), 100 g

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

ProTags® PARAmount (w/o Xylene, Toluol)

quartett GmbH, Berlin, Deutschland

Pyrogallol, wassrig, 1%, 250 ml

Morphisto GmbH, Offenbach am Main,

Deutschland

Recombinant Human/Murine/Rat Activin A
(CHO derived)

PeproTech Germany, Hamburg,

Deutschland

rhBMP-4 bone morphogenetic protein 4
recombinant human (NSO-derived), 10 ug
> 95% purity

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

RNAlater™ Stabilisierungslésung

Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Rosiglitazon, = 98% (HPLC), Pulver

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

ROTI®Histofix 4%, 500 ml, ready-to-use, 4%
Formaldehyd, phosphatgepuffert, pH 7

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Silbernitratlosung, 5%, 250 mi

Morphisto GmbH, Offenbach am Main,

Deutschland

TGF-R3 Recombinant Human Protein, 5 ug

Life Technologies GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Triton™ X-100

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypanblau Lésung, 0.4%, fllssig, sterilfiltriert

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin-EDTA-L6sung, sterilfiltriert
0.25% Trypsin, 0.02% EDTA (w/v) in Hanks’

Balanced Salt Solution (mit Phenolrot)

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Wasser, steril, ready-to-use, Nuklease-frei,
autoklaviert, DEPC-behandeltes Wasser,
1 Liter

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Xylol (Isomere), 11, ROTIPURAN®, = 99 %,
p.a., ACS, ISO, 1I, UN1307

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

B-Glycerin-phosphat Dinatriumsalz
Pentahydrat, = 98.0% (NT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tab. 18: Puffer

CASYTon® (Verdinnungspuffer)

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Niederlassung Berlin, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS): mit Ca?*/Mg?* und ohne Ca?*/Mg?*

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

FACS-Puffer:
DPBS ohne Ca?*/Mg?* supplementiert mit
0,2% BSL und 2 mM EDTA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tab. 19: Kits

Agilent RNA 6000 Nano Kit
# Art.-Nr. 5067-1511

Agilent, Santa Clara, CA, USA

Alkaline Phosphatase Assay Kit (Fluorometric),
# Art.-Nr.: ab83371

Abcam, Cambridge, GroR3britannien

Farbekit: Alcianblau-Kernechtrot fur saure
Mucosubstanzen
# Art.-Nr.: 13416

Morphisto GmbH, Offenbach am Main,

Deutschland

Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase
(G3PDH) Assay Kit (Colorimetric)
# Art.-Nr.: ab174095

Abcam, Cambridge, Grof3britannien

Human Aggrecan ELISA Kit
# Art.-Nr.: ab213754

Abcam, Cambridge, Grof3britannien

iScript™ cDNA Synthesis Kit
# Art.-Nr.: 1708891

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

NucleoSpin® RNA, Mini kit for RNA purification
# Art.-Nr.: 740955.250

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,

Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
# Art.-Nr.: 740609.250

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,

Deutschland
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Taq PCR Master Mix Kit
# Art.-Nr.: 201443

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tab. 20: Antikérper und Isotypkontrollen (Durchflusszytometrie)

Alexa Fluor® 488 Streptavidin
# Art.-Nr.: 405235

BioLegend, San Diego, USA

APC anti-human CD29 Antibody (Clone
TS2/16)
# Art.-Nr.: 303007

BioLegend, San Diego, USA

CD3 Monoclonal Antibody (OKT3), Biotin,
eBioscienceTM
# Art.-Nr.: 13-0037-82

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
USA

CD45 antibody | F10-89-4, Mouse anti Human
CD45
# Art.-Nr.: MCA87

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Feldkirchen, Deutschland

Invitrogen CD105 (Endoglin) Monoclonal
Antibody (SN6), PE-Cyanine?, eBioscience™
# Art.-Nr.: 25-1057-42

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Invitrogen Mouse IgG1 kappa Isotype Control
(P3.6.2.8.1), APC, eBioscience™
# Art.-Nr.: 17-4714-82

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Invitrogen Mouse IgG1 kappa Isotype Control
(P3.6.2.8.1), PE-Cyanine7, eBioscience™
# Art.-Nr.: 25-4714-80

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Invitrogen™ eBioscience™ Fixierbarer
Viabilitatsfarbstoff eFluor™ 780
# Art.-Nr.: 65-0865-14

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Pacific Blue™ anti-rat CD90/mouse CD90.1
(Thy-1.1) Antibody
# Art.-Nr.: 202521

BioLegend, San Diego, USA

PE anti-human CD34 Antibody (Clone 581)
# Art.-Nr.: 343505

BioLegend, San Diego, USA

PE Mouse IgG2a, Kk Isotype Ctrl Antibody
(MOPC-173), # Art.-Nr.: 400211

Bio-Legend, San Diego, USA

PerCP anti-mouse/human CD44 Antibody
# Art.-Nr.: 103035

BioLegend, San Diego, USA
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Tab. 21: PC-Software und Datenbanken

Bioanalyzer Software 2100 Expert fur

Windows

Agilent, Santa Clara, CA, USA

Instrument Control and Evaluation (ICE)

Software

Berthold Technologies GmbH & Co. KG

Microsoft® Word fiir Mac, Version 16.64

Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft® Excel fir Mac, Version 16.65

Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft® PowerPoint flir Mac, Version 16.64

Microsoft, Redmond, WA, USA

IBM SPSS, Version 27

Armonk, NY, USA

Graph Pad Prism, Version 9.1.2 for Mac

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

FlowJo® Software fur Mac, Version 9.9.6

Tree Star Inc., Ashland, OR, USA

Image Lab™ 6.1. Software flir Mac

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

gBase+ Software, Version 3.2. fir Windows

Biogazelle, Gent, Belgien

VICTOR Nivo® Software Version 5.0

PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA

Tab. 22: Verwendete Internetquellen

e ClinicalTrials.gov, U.S. National Library of Medicine (2022)

https://clinicaltrials.gov/ct2/home
letzter Zugriff am 26.11.2022 um 22:06 Uhr

o Clustal Omega, Multiple Sequence Alignment Program, European Bioinformatics
Institute, EMBL-EMI, Hinxton, Cambridgeshire, UK, 2022

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
letzter Zugriff am 22.11.2022 um 11:47 Uhr

e GeneCards®: The Human Gene Database, Weitzmann Institute of Science, 2022

https://www.genecards.org
letzter Zugriff am 10.12.2022 um 21:10 Uhr

o Mfold Web Server, The UNAFold Web Server, Version 3.6 (Zuker 2003)
http://www.unafold.org/mfold/applications/dna-folding-form.php

letzter Zugriff am 22.11.2022 um 12:00 Uhr

e Nukleotid-Datenbank der National Library of Medicine, NCBI National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA, 2022

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
letzter Zugriff am 22.11.2022 um 11:43 Uhr
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Primer3Plus von Andreas Untergasser und Harm Nijveen, 2007 (Untergasser et al.
2007):

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/

letzter Zugriff am 22.11.2022 um 11:52 Uhr

SeqTrace Sequenzierungsprogramm (Stucky 2012), Version 0.9.0 fur Windows
https://bio.tools/seqtrace
letzter Zugriff am 22.11.2022 um 13:29 Uhr

Standard Nucleotide BLAST der National Library of Medicine, NCBI National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA, 2022:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK _LOC=blasthome

letzter Zugriff am 22.11.2022 um 12:02 Uhr

Tm Calculator, Version 1.15.0, New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA, 2022
https://tmcalculator.neb.com/#!/main
letzter Zugriff am 22.11.2022 um 13:26 Uhr

Tab. 23: Externe Labore

Herstellung Oligonukleotide

Eurofins Genomics Germany GmbH, Ebersberg,

Deutschland

Sequenzierung nach Sanger

Microsynth Seqglab GmbH, Géttingen, Deutschland
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9.2. Studienkollektiv (n = 16 Tiere)

Tab. 24: Auflistung der beprobten n = 16 Tiere.
Es wurden pro Tier abdominales, retrobulbares und subkutanes Fettgewebe entnommen und
equine ASCs-exp und ASCs-syr gewonnen.

Tier- Rasse Alter Geschlecht | Art des | Diagnose
nummer Todes (sofern
bekannt)
Pferd 1 Mini- 5 Jahre Wallach Euthanasie Kolik
Shetlandpony
Pferd 2 Pura Raza | 1 Tag Stute Euthanasie neonatale +
Espafiola orthopadische
Erkrankung
Pferd 3 American 5 Jahre Wallach Euthanasie orthopadische +
Quarter Horse neurologische
Erkrankung
Pferd 4 Fjordpferd 25 Jahre | Wallach Schlachtung | -
Pferd 5 Islandpferd 23 Jahre | Wallach Euthanasie Kolik
Pferd 6 Warmblut 5 Jahre Hengst Schlachtung | -
Pferd 7 Deutsches 5 Jahre Hengst Euthanasie orthopadische
Reitpony Erkrankung
Pferd 8 American 26 Jahre | Wallach Schlachtung | -
Quarter Horse
Pferd 9 American 14 Jahre | Stute Schlachtung | -
Quarter Horse
Pferd 10 | Warmblut 3 Monate | Stute Euthanasie orthopadische
Erkrankung
Pferd 11 | Warmblut 23 Jahre | Wallach Euthanasie Tumor-
erkrankung
Pferd 12 | Shire Horse 16 Jahre | Wallach Euthanasie Kolik
Pferd 13 | Warmblut 13 Jahre | Stute Euthanasie Kolik
Pferd 14 | Warmblut 14 Jahre | Wallach Euthanasie virale Infektions-
erkrankung
Pferd 15 | Shetlandpony | 23 Jahre | Wallach Euthanasie Kolik
Pferd 16 | Araber-Mix 12 Jahre | Wallach Euthanasie orthopadische
Erkrankung
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9.3. Zusammensetzung der Medien

Tab. 25: Basalmedium (B-M).

Basalmedium (B-M)
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 20%
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. 100 pg/ml
Amphotericin B 2,5 pg/mi

HEPES 15 mM

Tab. 26: Expansionsmedium (E-M).

Expansionsmedium (E-M)
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 10%
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. 100 pg/ml
Amphotericin B 2,5 pyg/mi

HEPES 15 mM

Tab. 27: Serumversuch - Medienzusammensetzung.

Medien mit verschiedenen Serumzusatzen
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Chemikalien Endkonzentration
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. 100 pg/ml
Amphotericin B 2,5 pg/mi
HEPES 15 mM
+ jeweiliger Serumzusatz:
Fetales Kalberserum oder 10% oder
Fetales Kalberserum oder 20% oder
Pferdeserum oder 10% oder
Fetales Kalberserum + Pferdeserum 10% + 10%

Tab. 28: Zusammensetzung des adipogenen Induktionsmediums (modifiziert nach
Jurek et al. 2020).

adipogenes Induktionsmedium
Grundmedium: DMEM mit 1 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Medium und Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 10 %

Glukose 10 mM
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. pg/mi
Amphotericin B 2,5 pg/mi

HEPES 15 mM

Biotin 10 uM

Insulin 3 ug/ml
Dexamethason 0,3 uM
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 0,1 mM
Rosiglitazon 10 uM
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Tab. 29: Zusammensetzung des adipogenen Differenzierungsmediums (modifiziert
nach Jurek et al. 2020).

adipogenes Differenzierungsmedium
Grundmedium: DMEM mit 1 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Medium und Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 0 %

Glukose 10 mM
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. pg/ml
Amphotericin B 2,5 ug/mi

HEPES 15 mM

Biotin 10 uM

Insulin 3 pg/ml
Ascorbinsaure 227 uM

bovines Serum-Lipid (BSL) 10 pl/ml

Tab. 30: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums (modifiziert
nach Alipour et al. 2015).

osteogenes Differenzierungsmedium
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Medium und Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 10 %
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. pg/ml
Amphotericin B 2,5 pg/mi
Dexamethason 0,1 uM
3-Glycerophosphat 10 mM
Ascorbinsdure 50 uM

Tab. 31: Zusammensetzung des chondrogenen Differenzierungsmediums (modifiziert
nach Burk et al. 2013).

chondrogenes Differenzierungsmedium
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin

Medium und Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum 0%

Glukose 25 mM
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml bzw. yg/ml
Amphotericin B 2,5 ug/mi

TGF R3! 10 ng/ml

ITS + Premix 1%

Dexamethason 100 nM
Ascorbinsaure 100 uM

Prolin 400 yM

'Das zuvor in einer Lésung mit DPBS ohne Ca?*/Mg?* und 0,1% BSL angesetzte TGF-R3 wurde bei
den MW jeweils frisch hinzugegeben.
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Tab. 32: Zusammensetzung des kardiomyogenen Differenzierungsmediums unter
Einsatz des Induktionsfaktors 5-Azacytidin (5-AZA) (modifiziert nach Yang et al. 2012).

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (5-AZA)
Grundmedium: DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin’

Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum (FKS) ' 10 %
Penicillin/Streptomycin’ 100 U/ml bzw. 100 pg/ml
Amphotericin B’ 2,5 ug/ml

HEPES' 15 mM

5-AZA 10 uM

' Expansionsmedium (E-M)

Tab. 33: Zusammensetzung des modifizierten Basalmediums (MB-M).

Modifiziertes Basalmedium (MB-M)
Grundmedium: DMEM mit 1 g/l Glukose und 4 mM stabilem L-Glutamin’

Chemikalien Endkonzentration
Fetales Kalberserum (FKS) ' 20 %

Glukose 10 mM
Penicillin/Streptomycin’ 100 U/ml bzw. 100 pg/ml
Amphotericin B’ 2,5 pg/ml

HEPES' 15 mM

' Basismedium (B-M)

Tab. 34-38: Zusammensetzung des kardiomyogenen Differenzierungsmediums unter
Einsatz der Induktionsfaktoren Activin A (Act A), knochenmorphogenetisches Protein-4
(BMP-4) und Dickkopf-1 (DKK-1) (modifiziert nach Protokollen fiir die Differenzierung
pluripotenter Stammzellen von Laflamme et al. 2007; Uosaki et al. 2011):

Tab. 34: 1. Teilversuch, 1. Induktionsprotokoll (Act A, BMP-4, DKK-1)

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (Act A, BMP-4 und DKK-1)
1. Teilversuch, 1. Induktionsprotokoll
Grundmedium: Modifiziertes Basalmedium (MB-M)

Chemikalien Endkonzentration
Act A 100 ng/ml

BMP-4 10 ng/mi

DKK-1 100 ng/ml

Tab. 35: 1. Teilversuch, 2. Induktionsprotokoll (Act A, BMP-4, DKK-1)

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (Act A, BMP-4 und DKK-1)
1. Teilversuch, 2. Induktionsprotokoll
Grundmedium: Modifiziertes Basalmedium (MB-M)

Chemikalien Endkonzentration
Act A 100 ng/ml

BMP-4 20 ng/mi

DKK-1 100 ng/ml
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Tab. 36: 2. Teilversuch, 1. Induktionsprotokoll (Act A, BMP-4, DKK-1)

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (Act A, BMP-4 und DKK-1)
2. Teilversuch, 1. Induktionsprotokoll

Grundmedium: Modifiziertes Basalmedium (MB-M)

Chemikalien Endkonzentration
Act A 0 ng/ml

BMP-4 50 ng/ml

DKK-1 150 ng/ml

Tab. 37: 2. Teilversuch, 2. Induktionsprotokoll (Act A, BMP-4, DKK-1)

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (Act A, BMP-4 und DKK-1)
2. Teilversuch, 2. Induktionsprotokoll

Grundmedium: Modifiziertes Basalmedium (MB-M)

Chemikalien Chemikalien
Act A 100 ng/ml
BMP-4 50 ng/ml
DKK-1 150 ng/ml

Tab. 38: 2. Teilversuch, 3. Induktionsprotokoll (Act A, BMP-4, DKK-1)

Kardiomyogenes Differenzierungsmedium (Act A, BMP-4 und DKK-1)
2. Teilversuch, 3. Induktionsprotokoll

Grundmedium: Modifiziertes Basalmedium (MB-M)

Chemikalien Chemikalien
Act A 100 ng/ml
BMP-4 50 ng/ml
DKK-1 0 ng/ml
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9.4. Farbeprotokolle

Tab. 39: Farbeablauf Nilrot- und DAPI-Farbung (adipogene Differenzierung).

Zeit bzw. Zyklen Arbeitsschritt Chemikalie

2x Waschen DPBS mit Ca?*/Mg?*

60 min Fixierung Roti-Histofix (4%)

2x Waschen DPBS mit Ca?*/Mg?*

5 min, im Dunkeln Farbung der Lipide Nilrot (1:100 Verdinnung mit DPBS mit Ca?*/Mg?*)
1x Waschen DPBS mit Ca?*/Mg?*

5 min, im Dunkeln Permeabilisierung Triton-X-100 (0,5%)

1x Waschen DPBS mit Ca?*/Mg?*

5 min, im Dunkeln Kernfarbung DAPI (1:5000 Verdiinnung mit DPBS mit Ca?*/Mg?*)
2x Waschen DPBS mit Ca?*/Mg?*

Tab. 40: Farbeablauf Von Kossa-Farbung (osteogene Differenzierung).

Zeit bzw. Zyklen Arbeitsschritt Chemikalie

2x Waschen DPBS ohne Ca?*/Mg?*
30 min Fixierung Roti-Histofix (4%)

2X Waschen VE-H20
3§t(TrI%elichtung Farbung der Kalziumablagerungen Silbernitrat (5%)

3x Waschen VE-H20

3 min Reduktion durch Pyrogallol Pyrogallol (1%)

3x Waschen VE-H20

2 min Fixierung Natriumthiosulfat (5%)
3x Waschen VE-H:0

Tab. 41: Farbeablauf Hamatoxylin-Eosin-Farbung (chondrogene Differenzierung).

Zeit bzw. Zyklen Arbeitsschritt Chemikalie

1x Spilen Aqua dest.

6 min Kernfarbung Hamatoxylin-Lésung

15 min Spulen (Blauen) Flielendes Leitungswasser

2 min Spullen Aqua dest.

3 min Gegenfarbung Eosin-Ldsung

1x Abspllen Leitungswasser

1Xx Entwassern Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100% Ethanol)
1x Entwéassern Xylol

1x Eindecken Coverquick 2000 QPath Mounting Media

Tab. 42: Farbeablauf Alcianblau-Kernechtrot-Farbung gemaR Herstellerangaben der
Fa. Morphisto GmbH (chondrogene Differenzierung).

Zeit bzw. Zyklen Arbeitsschritt Chemikalie

3 min Vorbehandeln Essigsaure (3%)

30 min Farben Alcianblau (1%)

3 min Differenzieren Essigsaure (3%)

10 min Spilen Aqua dest.

5 min Gegenfarbung Kernechtrot (0,1%)

1 min Spilen Aqua dest.

2x 2 min Entwassern 96% Ethanol, vergallt mit 1% Methylethylketon (MEK)
2 min Entwassern Isopropanol (2-Propanol)

2x 5 min Entwéassern Xylol

1Xx Eindecken ProTaqgs® PARAmount (w/o Xylene, Toluol)
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9.5. Durchflusszytometrie (FACS)

Isotypkontrollen:

Tab. 43: Auflistung der fiir die Immunphéanotypisierung eingesetzten Isotypkontrollen.

Isotypkontrolle Klon Fluorochrom Verdiinnung Bezugsquelle
Maus IgG2a,k | OKT3 Biotin (B) 1:50 ThermoFisher
Scientific Inc.
Maus IgG2a, K M?%C' Phycoerythrin (PE) 1:10 Bio-Legend
Phycoerythrin-Cyanine7 ) ThermoFisher
Maus IgG1,k | P3.6.2.8.1 (PE-Cy7) 1:160 Scientific Inc.
. ) ThermoFisher
Maus IgG1,k | P3.6.2.8.1 | Allophycocyanin (APC) 1:50 Scientific Inc.
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Abb. 37: Gating-Strategien zur Charakterisierung equiner multipotenter mesenchymaler
Stammzellen und mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMC) mittels
Durchflusszytometrie.

Die Gating-Strategie ist exemplarisch fir die mittels des Explantat-Verfahrens aus abdominalem
Fettgewebe beim Pferd gewonnenen ASCs.exp (Bild unten) sowie fir PBMC als Positivkontrolle (Bild
oben) im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchung dargestellt. Gating ermdglicht das
gezielte Auswahlen der zu untersuchenden Subpopulation durch das Zeichnen einer Gate-Box (blaues
Gate) im jeweiligen Dotplot und erhoht die Auflésung der erhobenen FACS-Daten. Links: Im FSC-
A/SSC-A-Dotplot wurden zundchst die zu untersuchenden Zellen ausgewahlt, um Zelldebris
auszuschlieRen. Mitte: Es folgten der Totzellausschluss im FSC-A/DCE-Dotplot durch das gezielte
Auswahlen der vitalen Zellen (engl. live cells). Rechts: Letztendlich wurden im FSC-W/FSC-A-Dotplot
Zelldupletten ausgeschlossen durch das ,Gaten® auf einzelne Zellen (engl. single cells). Abkiirzungen:
A: engl. area, Flache, APC: Allophycocyanin, Cy7: Cyanin, DCE: engl. death cell exclusion,
Totzellausschluss, FSC: engl. forward scatter, Vorwartsstreulicht, K: Zahl x 1.000 gerechnet (d.h. 1K =
1000, 10K = 10.000 etc.), PBMC: engl. peripheral blood mononuclear cells, mononukleare Zellen des
peripheren Blutes, SSC: engl. side scatter, Seitwartsstreulicht, W: engl. width, Breite (d.h. die Dauer
eines Signals).
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9.6. Molekularbiologie

Auflistung der Primer

Tab. 44: Auflistung der fiir die SYBR Green RT-qPCR eingesetzten Primer.

. . Exon- |[Intron- [Produkt-

Gen GenBank/RefSeq [Gen ID Primer-Name Sequenz (5'-3") Nr. Linge |Linge
ACTB_Ec_v1_s GCCAACCGCGAGAAGATGAC |2

ACTB NM_001081838.1  [100033878 448 124
ACTB_Ec_v1_as |AGTCCATCACGATGCCAGTG 3
GAPDH_Ec_v1_s |AAGAAGGTGGTGAAGCAGG 9

GAPDH |NM_001163856.1 100033897 86 116
GAPDH_Ec_v1_as gCATCGAAGGTGGAAGAGTGG 10
RN18s_Ec_v1_s ACTCACACGGGAAACCTCAC |1

RN18s  [NW_019643269.1 |100861557 0 122
RN18s_Ec_v1_as |AACCAGACAAATCGCTCCAC |1
OCT4_Ec vi_s AGCAATTTGCCAAGCTCC 2

OCT4/  IXM_001490108 100050785 633  [235

POUSF1 OCT4_Ec vi_as |GTCTCTGCTTTGCATATCTCC (34
GATA4_Ec_v1_s |CAGAAAACGGAAGCCAAAGAACHK

GATA4 [XM_023636259.1 |100065126 2747 (218
GATA4_Ec_v1_as |ACATCGCACTGACCGAGAAC [6
TNNI3_Ec_v1_s TGGATGAGGAGAGATACGATG |6

TNNI3  |[NM_001081904.1 (100034065 547 101
TNNI3_Ec v1_as |CTTAAACTTGCCCCGAAGG 7
MYH6_Ec_v1_s GCGCATCGAGTTCAAGAAG 18

MYH6  [XM_023622391.1 |111767446 1254 |188
MYH6_Ec_v1_as |TGATACGCCCAAACTCCTCC 19
MYH7_Ec_v1_s TGAGAAGGGCAAAGGCAAG 15

MYH7  |[NM_001081758 791234 385 129
MYH7_Ec v1_as |[ATGATGCAACGCACGAAG 16
DNMT3B_Ec_v1_s [ACTTGGTGATTGGTGGAAGC |18

DNMT3B [XM_023626323.1 (100053900 336 221
DNMT3B_Ec_v1_as [ACACTCCAGGAACCGAGAGA |19
MYC_Ec_v1_s CAGCGACTCTGAAGAAGAAC |1

MYC XM_001497991.1 100068097 1069 241
MYC_Ec_v1_as ACTGTCCAACTTAGCCCTC 2
NKX2-5_Ec_v1_s |AAGGACCCTCGAGGCGATAA (1

NKX2-5 [XM_005614765.3 100069632 1508  [247
NKX2-5_Ec_v1_as [ACCAGATCTTGACCTGCGTG |2
MYF6_Ec_v1_s CAGCTACAGACCCAAGCAAGA |1

MYF6 NM_001317257.1  {100050603 539 202
MYF6_Ec_v1_as |[AGGAGAGTTTGCGTTCCTCC |3
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Tab. 45: Darstellung der Resultate der Effizienzanalyse und der optimalen Annealing- und Schmelztemperaturen im
Rahmen der RT-qPCR-Etablierung.
Abkiirzungen: log: Logarithmus, n.d.: nicht durchgefiihrt, pg: Pikogramm, Ta: Annealing-Temperatur, Tm: Schmelztemperatur.

. T
Ta PCR . . Linearer m
Gen Primer-Name Tm T Grad- | Steigung | Effizienz Bestlmmtt;elts- Konzentrations- PCR-
berechnet o maf r L Produkt

Lauf log %o bereich in pg °C
bActin Ec v1 s 62

ACTB bActin Ec v as 60 55 n.d. -3,300 101 0,9978 16 - 0,06 88
GAPDH Ec v1 s 58

GAPDH GAPDH Ec vi as 61 53 n.d. -3,621 89 0,9931 16 — 0,06 89
18s Ec v1 s 60

RN18s 18s Ec v1 as 58 53 n.d. -3,314 100 0,9950 1-0,004 87

ocT4/PourFs | 9CT4 Ec vi s 57 51 52 3,430 96 0,989 1-0,004 88

OCT4 Ec v1 as 56

GATA4 Ec v1 s 57
GATA4 GATA4 Ec v1 as 61 52 53 -3,549 91 0,9992 63 —0,244 89

TNNI3_Ec_vi1_s 56

TNNI3 TN v T 51 51 3,327 100 0,9957 160,06 83
MYH6 Ec v1 s 57

MYH6 ot Fevls | 57 52 nd. -3.410 96 0,9869 16— 0,244 88

MYH7 MYH7_Ec vi_s 59 52 51 3122 109 0,9975 4-0015 87

MYH7_Ec v1_as 57

DNMT3B Ec vi s | 58

DNMT3B Ties Fe vl s | 5 53 nd. 3,444 95 0,9864 4-0015 86
MYC Ec v1 s 56

MYC i fevls > 51 nd. -3.540 92 0,9905 4-0,004 89
NKX2-5 Ec v1 s 61

NKX2-5 N 55 n.d. 3,496 93 0,9894 250 — 0,24 80

MYF6 MYF6 Ec vi_s 60 55 nd. -3.400 97 0,9876 16-0,015 89

MYF6 Ec v1 as 60
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9.7. Resultate

9.7.1. Messung des Proliferationspotentials

Tab. 46: Auflistung der mithilfe des TC20™ Automated Cell Counters gemessenen

Zellzahlen als Mittelwerte £ SD.

Zellzahlen [x 103%; Mittelwert + SD]

abd- abd- rb- rb- sc- sc-

ASCs-exp ASCs-svF ASCs-exp ASCs-svr ASCs-exp ASCs-svF
Tag 0 Aussaat 30/Well
Tag 3 156 + 143 98 + 77 60 + 33 82 + 65 124 + 86 102 + 83
Tag 4 202 + 218 174 + 120 81+20 138 + 84 125 + 68 133 + 121
Tag 5 332 + 199 326 + 109 140 + 31 223 +108 360 + 222 366 + 202
Tag 6 646 + 427 417 £ 59 211+ 94 335 + 227 453 + 369 423 + 330
Tag 7 815 + 609 443 + 124 235+ 177 314 + 188 456 + 372 609 + 460
Tag 8 770 + 359 451 + 165 305+ 163 404 + 197 533 + 350 482 + 156

Tab. 47: Auflistung der berechneten Populationsverdopplungszeiten (PDT) als

Mittelwerte = SD.

Populationsverdopplungszeiten (in h) [Mittelwert * SD]

abd- abd- rb- rb- sc- sc-

ASCs-exp ASCs-svr ASCs-exp ASCs-svr ASCs-exp ASCs-svF
Tag 3 255+55 40,0+176 | 31,7+19,7 | 412+14,0 | 30,9+6,6 65,0 + 33,9
Tag 4 33,5+14,3 |435+13,2 | 71,3+214 | 352 +6,2 37,9+0,6 40,2 + 15,9
Tag 5 414 +20,7 | 35,7+54 53,6 +8,7 46,1+19,0 | 37,3+12,3 | 34,3+6,9
Tag 6 376+16,0 | 39,1+25 539+14,0 [ 529+304 (416+11,8 |41,7+11,5
Tag 7 440+224 | 434 +45 66,4 +231 [ 556+210 [48,2+13,2 |41,9+10,6
Tag 8 425 +6,5 51,2+7,3 61,4+14,3 | 56,2+17,9 | 51,0+12,3 | 50,3 +8,8
Tage 3-8 /33,166 |424+54 |584+133 |523+224 |435+12,0 |462+13.9
gesamt
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9.7.2. Untersuchung des kardiomyogenen Differenzierungspotentials equiner ASCs
9.7.2.1. Induktionsfaktor 5-Azacytidin

Tab. 48: RT-qPCR-Resultate des 5-AZA-Induktionsversuchs.

In den Versuch wurden in zwei unabhangigen Versuchsdurchlaufen n =5 Donorpferde
einbezogen. Dargestellt sind die CiWerte (Messung in Tripletts) als Mittelwerte =
Standardabweichungen. Abkiirzungen: GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, ind: induziert mit 5-Azacytidin, IRC: interne Laufkontrolle, NK:
Negativkontrolle, NRT: Non-Reverse Transkriptase, PK: Positivkontrolle, TO: Tag 0, T3:
Zeitpunkt nach 3 Wochen (Tag 21).

Behandlung ;)OCJ:'; Myc GATA4 NKX2.5 TNNI3 MYH6 MYH7 MYF6

To 28,26 + 21,86 + 32,52 + 37,22 + 30,83 + 36,58 + 34,95 + 33,40 +
0,97 0,35 1,15 0,71 0,80 1,49 1,29 1,57

T3-NK 29,74 22,39 + 34,14 37,01 32,59 + 33,55+ 35,53 + 34,21
0,97 0,62 2,02 0,94 1,23 0,49 1,53 1,60

T3-ind 29,59 22,59 + 33,59 + 36,02 + 32,32 + 35,20 + 34,39 + 33,03 +
2,00 1,07 1,90 1,91 2,05 1,57 1,54 2,31

PK 28,53 + 21,70 = 26,83 + 30,50 + 16,28 18,03 £ 18,65 * 20,85
0,50 0,30 0,27 0,15 0,36 0,20 0,53 0,45

NRT 34,85 + 33,85 36,70 + 35,30 + 32,23 + 35,10 + 34,70 + 38,00 +
2,34 1,71 1,00 0,00 0,59 3,53 0,46 4,11

H,0 33,73 33,77 32,58 37,30 + 34,65 + 37,80 = 35,45 34,55 +
0,90 1,40 2,15 1,27 1,50 1,75 0,83 1,99

IRC- 17,25 17,47 + 17,50 17,42 + 17,43 + 17,32 + 17,48 + 17,25 +
GAPDH 0,16 0,27 0,30 0,47 0,26 0,28 0,17 0,12
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9.7.2.2. Induktionsfaktoren Activin A, knochenmorphogenetisches Protein-4 und
Dickkopf-1

Tab. 49: RT-qPCR-Resultate des kardiomyogenen Induktionsversuchs (1. Teilversuch)
mit Act A, BMP-4 und DKK-1.

Es wurden n =5 Donorpferde in zwei unabhangigen Versuchsdurchlaufen in den Versuch
einbezogen. Die C+-Werte (Messung in Tripletts) werden als
Mittelwerte + Standardabweichungen dargestellt. Abkiirzungen: GAPDH: Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase, ind: induziert mit Activin A, knochenmorphogenetischem Protein-4
und Dickkopf-1, IRC: interne Laufkontrolle, NK: Negativkontrolle, NRT: Non-Reverse
Transkriptase, PK: Positivkontrolle, TO: Tag 0, T3: Zeitpunkt nach 3 Wochen (Tag 21). *Ct
Wert > 40.

B‘:ha"d' ocCT4/ MYC | DNMT3B | GATA4 | NKX2.5 | TNNI3 | MYH6 | MYH7 | MYF6
ung POUF5

o 2877+ | 2085+ | 2965+ | 3405+ | 37,28+ | 31,76+ | 3652+ | 3566 + | 35,66 +
0,53 0,61 0,68 1,29 0,70 0,91 1,31 1,22 1,58

TaNK | 2950+ | 2238+ | 3050+ | 3505+ | 3638+ | 32,74% | 3640+ | 3524+ | 3627+
0,95 1,01 1,05 1,19 1,33 1,20 1,21 1,31 0,97

T3-ind- | 2993+ | 22,49+ | 31,01+ | 3522+ | 3684+ | 3250+ | 36,67+ | 36,01+ | 36,87 +
1A 1,00 0,79 1,10 1,18 0,85 0,84 1,31 1,49 1,15

T3-ind- | 2967+ | 2303+ | 3114+ | 3537+ | 37,85+ | 3249+ | 37,71+ | 3578+ | 36,69 +
1B 0,87 1,07 0,67 1,25 0,64 0,74 0,74 1,02 1,20

PK 2812+ | 2052+ | 2830+ | 2293+ | 27,15+ | 13,73« | 16,38+ | 1510 + | 19,60 +
0,87 0,61 0,37 0,59 0,34 0,27 0,26 0,81 0,13

NRT 31,93 + . 36,20+ | 34,82+ . 34,10 + . 35,45+ | 37,45 +
1,24 0,99 0,91 1,63 1,54 0,92

O 34,68 + . 36,30 + | 35,60 + . . . 36,20 + | 38,20 +
1,10 0,42 1,07 0,00 0,00

IRC- 1763+ | 17,80+ | 17,55+ | 17,63+ | 17,32+ | 1757+ | 17,40+ | 17,48+ | 17,42 +
GAPDH 0,24 0,41 0,25 0,25 0,17 0,34 0,42 0,22 0,19

179



Anhang

Tab. 50: SYBR Green RT-gPCR-Resultate des kardiomyogenen Induktionsversuchs
(2. Teilversuch) mit Act A, BMP-4 und DKK-1.

In zwei unabhangigen Versuchsdurchlaufen wurden n = 5 Donortiere in den Versuch
einbezogen. Die in Tripletts gemessenen CiWerte werden als Mittelwerte =+
Standardabweichungen aufgelistet. Abkilirzungen: GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, ind: induziert mit Activin A, knochenmorphogenetischem Protein-4 und
Dickkopf-1, IRC: interne Laufkontrolle, NK: Negativkontrolle, NRT: Non-Reverse
Transkriptase, PK: Positivkontrolle, TO: Tag 0, T3: Zeitpunkt nach 3 Wochen (Tag 21). *Ct-
Wert > 40.

Behandlung I?Cc):J:é MYC | DNMT3B | GATA4 NKX2.5 TNNI3 MYH6 MYH7 MYF6

To 2941+ | 2216+ | 27,97 % 31,76 = 37,06 = 30,44 = 35,54 = 34,00 = 33,92 +
1,45 0,77 0,44 2,27 1,04 0,70 1,62 1,07 1,36

T3-NK 2990+ | 23,05+ | 2840+ 32,57 37,20 + 32,85+ 36,17 + 34,80 35,30 +
1,16 1,45 1,31 1,23 0,00 1,21 1,09 1,25 1,87

T3-ind-2A 30,71+ | 23,50+ | 28,89+ 34,17 38,05 33,41+ 36,23 = 35,06 + 37,13
1,53 0,76 1,31 1,77 0,49 1,52 1,34 1,45 1,21

T3-ind-2B 29,88+ | 2342+ | 2892+ 34,54 37,60 + 34,26 + * 35,87 35,39
1,13 1,24 0,64 2,13 0,42 1,80 1,50 1,57

T3-ind-2C 30,31+ | 2289+ | 28,79+ 33,34 + 37,50 + 32,55 35,76 + 35,20 + 3532
1,64 0,34 0,90 1,92 1,01 1,97 1,57 1,32 1,70

PK 2948+ | 2247+ | 2863 26,57 30,52 + 15,25 + 17,90 £ 17,82 20,50 *
0,33 0,86 0,44 0,38 0,53 0,33 0,30 0,37 0,29

NRT 3512 N 34,98 + 34,37 N N 38,00 + 36,97 + 36,80 *
1,14 1,50 1,03 0,00 1,93 0,00

H,0 3570+ | 3790+ | 36,90 36,08 + 38,55 . * 36,50 + 37,50 +
1,41 0,00 0,00 1,65 0,07 0,00 0,00

17,40+ | 17,50+ | 17,28 £ 17,68 17,68 £ 17,08 17,33 £ 17,18 = 17,35
IRC-GAPDH 0,28 0,37 0,30 0,12 0,31 0,26 0,21 0,28 0,29
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9.8. Vorversuch
9.8.1. Material und Methoden

Es wurden n = 20 Pferde in den Vorversuch einbezogen (Auflistung der beprobten Tiere,
Kap. 9.8.4., Tab. 51.), die entweder post mortem nach Euthanasien oder intraoperativ im
Rahmen von regular an der Klinik fir Pferde der FU Berlin durchgefihrten Operationen
(Kolikoperationen, Enukleationen des Augapfels und Kastrationen) beprobt wurden.
Abdominales (abd), retrobulbares (rb) und subkutanes (sc) Fettgewebe wurden entnommen
sowie zusatzlich inguinales (ing) Fettgewebe im Rahmen von Kastrationen. Neben dem
Kollagenaseverdau und der direkten Explantation des Fettgewebes (Protokolle zur Isolierung
siehe Kap. 3.3.1.) wurden zwei weitere Isolierungsverfahren untersucht, die sog. Ceiling (C)-
und modifizierte Ceiling (MC)-Kultur, bei denen gegeniliber den erstgenannten Verfahren
dedifferenzierte Fettzellen (engl. dedifferentiated fat cells, DFAT) anstelle von ASCs
gewonnen wurden. Bei der Ceiling-Kultur wurde nach dem Kollagenaseverdau und der
Zentrifugation (260 x g, RT, 5 min, Beschleunigung 2, Bremse 0) der Uberstand in 25 cm?
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Die Zellkulturflaschen wurden maximal mit Basismedium (B-M)
aufgefullt und mit der Wachstumsflache nach oben fur sieben Tage inkubiert, um ein Anheften
und eine Dedifferenzierung der im Uberstand befindlichen maturen Adipozyten zu
ermoglichen. Nach dem ersten Mediumwechsel (MW) an Tag 7 erfolgte die weitere Inkubation
mit der Wachstumsflache nach unten. Bei der Modified Ceiling-Kultur wurden die nach
Kollagenaseverdau und Zentrifugation im 100 ym-Zellfilter befindlichen angedauten
Fettgewebestiicke in 6-Well Zellkulturtestplatten (Fa. TPP Techno Plastic Products AG)
Uberfiihrt und in 5 ml B-M pro Well inkubiert. DFAT-Zellen wuchsen aus und hefteten sichi.d.R.
nach drei bis sieben Tagen am Boden der Zellkulturtestplatten an. Ein erster MW erfolgte
frihestens an Tag 5. Die Zellfilter wurden an Tag 7 entfernt. Die Untersuchung des
Isolierungserfolgs erfolgte gemal dem Protokoll in Kap. 3.3.2. Die weitere Kultivierung der
mittels des Ceiling-Verfahrens gewonnenen DFAT-c und der mittels des Modified Ceiling-
Verfahrens gewonnenen DFAT-yc fand analog zur Kultivierung der ASCs-svr und ASCs-exp
statt (Kap. 3.3.1. und Kap. 3.3.3.).

9.8.2. Ergebnisse

Bei der Untersuchung des Isolierungserfolgs der equinen ASCs-svr, ASCs-exp, DFAT-c und
DFAT-uc-Zellen erwies sich der Isolationsmethodeneffekt als statistisch signifikant (p = 0,004).
Es zeigte sich, dass die Ceiling-Methode gegeniber den anderen Isolationsmethoden einen
signifikant niedrigeren Isolierungserfolg aufwies (ASCs-exp vs. DFAT-c: p < 0,001, ASCs-svr
vs. DFAT-c: p = 0,002, DFAT-mc vs. DFAT-c: p <0,001). Bei 10 von 11 der beprobten Tiere

(90,91%) konnten keine DFAT-c Zellen isoliert werden. Demgegenlber erwies sich der
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Lokalisationseffekt als nicht statistisch signifikant (p = 0,22). Es ist hier allerdings zu
berticksichtigen, dass im Rahmen der Vorversuche jeweils von nur n =1 Tier ing- und sc-

Fettgewebe entnommen wurden. Die Resultate sind in Abb. 38 dargestellt.
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Abb. 38: Isolierungserfolg der mittels verschiedener Isolierungsmethoden von
unterschiedlichen Fettgewebelokalisationen gewonnenen ASCs und DFAT-Zellen.
Abdominales (abd), retrobulbares (rb), subkutanes (sc) und inguinales (ing) Fettgewebe wurde von
n = 20 Tieren entnommen. Nach Kollagenaseverdau (SVF) und mittels des Explantat (EXP)-Verfahrens
wurden ASCs und mittels des Modified Ceiling- (MC) bzw. Ceiling-(C) Verfahrens DFAT-Zellen
gewonnen. Mithilfe eines bindren Punktevergabesystems wurden fir jede Isolierung 0 Punkte fiir nicht
anwachsende Zellen (Isolierung nicht erfolgreich) oder 1 Punkt flr anwachsende Zellen vergeben
(Isolierung erfolgreich). A. Der Isolierungserfolg (Gesamtpunktezahl) ist pro Isolationsmethode
dargestellt. B. Der Isolierungserfolg ist fiir die verschiedenen Fettgewebelokalisationen aufgezeigt.

9.8.3. Schlussfolgerungen

Im Vorversuch zeigte sich, dass die Ceiling-Kultur kein fur die Generierung von equinen
DFAT-c-Zellen geeignetes Verfahren darstellt, weshalb im weiteren Verlauf der Arbeit nicht
weiter auf diese Isolierungsmethode eingegangen wurde. Demgegenlber erwiesen sich die
EXP-, SVF- und MC-Methode als fiir die Isolierung von equinen ASCs-exp, ASCs-svr Sowie
DFAT-uc Zellen gleichermallen geeignet. Um die Versuche einzugrenzen, sollten die
nachfolgenden Experimente ausschlieBlich mit ASCs-gxr und ASCs-svr der abd-, rb- und
sc-Lokalisation durchgeflihrt werden. Dies lag auch in der Annahme begriindet, dass sich
gemall Jumabay und Bostrom (2015) DFAT-Zellen erst nach einem weiteren Schritt in
Praadipozyten umwandeln (Jumabay und Bostrom 2015) und dieser Zwischenschritt
womoglich in einem nachteiligen kardiomyogenen Differenzierungspotential der DFAT-Zellen
gegeniiber ASCs resultieren konnte. Kou et al. (2014) beschrieben, dass DFAT-Zellen ein
niedrigeres osteogenes Differenzierungspotential aufweisen und nicht die Fahigkeit besitzen,
in Endothelzellen zu differenzieren. Sie vermuteten, dass das multipotente

Differenzierungspotential der DFAT-Zellen aufgrund ihrer Gewebespezifitdt begrenzt sein
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kdénnte (Kou et al. 2014). Dass ASCs ein hoheres Differenzierungspotential aufweisen, wurde
jedoch von Watson et al. (2014) widerlegt (Watson et al. 2014). In den meisten Pferdestudien
wurde sc-Fettgewebe als Herkunftsquelle fiir Praadipozyten gewahlt (Kap. 5.2.). Neben
diesem sollte eine hinsichtlich des Differenzierungspotentials weniger gut erforschte
Lokalisation, das equine abd-Fettgewebe (Metcalf et al. 2016; Arnhold et al. 2019), einbezogen
werden sowie eine fur die Isolierung equiner Praadipozyten zuvor noch nicht erforschte
Lokalisation, das rb-Fettgewebe (Trachsel et al. 2022). Da innerhalb der Vorversuche pro Tier
zumeist nur Zellen einer Fettgewebelokalisation entnommen wurden und bei den intraoperativ
beprobten Tieren auch nicht von Seiten der Pferdebesitzer die Méglichkeit bestanden hatte,
Fettgewebe bei einem Pferd aus allen vier Lokalisationen zu entnehmen, sollte im weiteren

Verlauf der Arbeit die Probenentnahme ausschlieRlich post mortem erfolgen.
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9.8.4. Studienkollektiv (n = 20 Tiere)

Tab. 51: Auflistung der im Vorversuch beprobten n = 20 Tiere (1. Teil).

Tier Rasse Alter Ge- Diagnose Fettgewebeentnahme Isolationserfolg
(Jahre / | schlecht | (sofern bekannt) Legende:
Monate + erfolgreich,
/ Tage) - nicht erfolgreich,
o nicht durchgefiihrt.
Zeitpunkt Loka- Cc EXP | MC | SVF
(Art des Todes / | lisation
OP)
Pferd 1 Warmblut 0/4/20 | Hengst Volvolus nodosus post mortem abd o - o o
(Euthanasie)
Pferd 2 Warmblut 15/5/1 | Stute Zaekumobstipation post mortem abd o + o o
(Euthanasie)
Pferd 3 Warmblut 16 / 8 / | Wallach Torsio coli, Obstipatio | intraoperativ abd - + + +
10 Colon ascendens, | (Laparotomie)
Zaekummeteorismus
Pferd 4 Haflinger 24 | 7 || Stute Lipoma-pendulans- intraoperativ abd - + + +
16 Strangulation, Anteflexio | (Laparotomie)
mit Volvolus coli,
Obstipation und
Meteorismus Colon
ascendens
Pferd 5 Warmblut 13 / 4 /| | Wallach chronisch-aktive, erosiv- | post mortem abd - - + -
23 ulzerative Enteritis mit | (Euthanasie)
sekundarer  Peritonitis,
peritoneale Adhasionen
im Abdomen
Pferd 6 American 9/1/3 | Wallach Foramen epiploicum intraoperativ abd - - - -
Quarter (Laparotomie)
Horse
Pferd 7 Appaloosa 12 / 7 / | Wallach - intraoperativ ing - + + +
28 (Kastration)
Pferd 8 Islander- 15/ 6 / | Wallach Meteorismus coli post mortem abd + + + +
Mix 16 (Euthanasie)
Pferd 9 Nieder- 15/ 3 / | Wallach stromale Keratitis OS intraoperativ rb - + + -
landisches 31 (V.a. IMMK, Ablésung der | (Enukleation)
Warmblut Descemetschen
Membran),
Hornhauttriibung
American 17/1/4 | Stute Temporohyoid post mortem rb - + + +
Pferd 10 Quarter Osteoarthropathie  mit | (Euthanasie)
Horse Fraktur des Os temporale
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Tab. 51: Auflistung der im Vorversuch beprobten n = 20 Tiere (2. Teil).

Tier Rasse Alter Ge- Diagnose Fettgewebeentnahme Isolationserfolg
(Jahre / | schlecht | (sofern bekannt) Legende:
Monate + erfolgreich,
/ Tage) - nicht erfolgreich,
o nicht durchgefihrt.
Zeitpunkt Loka- C EXP | MC | SVF
(Art des Todes / OP) | lisation
Pferd 11 Warmblut 18 / 2 / | Wallach Kolik unbekannter | intraoperativ abd - - + -
11 Genese (Laparotomie)
Pferd 12 Deutsches 10 / 2 / | Stute chronische Hufrehe mit | post mortem abd + - - - -
Reitpony 25 Hufbeinsenkung (hgrd.) (Euthanasie) rb - - - -
Pferd 13 Vollblut 17 | 8 / | Stute West-Nil-Virus-Infektion post mortem rb - - - -
19 (Euthanasie)
Pferd 14 Selle 2/3/28 | Hengst Verlagerung des Colon | intraoperativ abd o] - - o]
Frangais ascendens in den Milz- | (Laparotomie)
Nieren-Raum,
Meteorismus  coli et
caeci, Serositis des
Colon ascendens,
Hufbeinfraktur
Pferd 15 Warmblut 8/3/21 | Wallach Rechtsdorsalverlagerung | intraoperativ abd o] - - o]
des Colon ascendens (Laparotomie)
Pferd 16 Warmblut 0/9/12 | Stute TH6-Triimmerfraktur mit | post mortem abd o) - + +
Paraplegie (Euthanasie)
Pferd 17 Rheinisch- 12/7/9 | Stute Rechtsdorsalverlagerung | post mortem abd o] - + +
deutsches des Colon ascendens, | (Euthanasie)
Kaltblut Torsio coli (180°)
Pferd 18 Islander unbe- Wallach V.a. Plattenepithelkar- | post mortem abd o + o -
kannt zinom am Penis, Dysurie | (Euthanasie)
Pferd 19 Warmblut 71/8/23 | Wallach palmare Osteochondrose | post mortem abd o) + o) -
(POD) (Euthanasie)
Pferd 20 Warmblut 0/1/8 | Hengst Septische Arthritis, V.a. | post mortem rb + o) + + -
Septikamie (Euthanasie) sc o + + -
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