Pferdeheilkunde 22 (2006) 3 (Mai/Juni) 259-267

W. Brehm

Stammzellen, Stammzelltherapie — Begriftsklérung,
Zusammenhdange und mogliche klinische Anwendungen

Walter Brehm

Pferdeklinik der Vetsuisse-Fakultat, Universitét Bern

Zusammenfassung

Die Anwendung von Stammzellen in regenerativen und reparativen Therapieformen gewinnt in Chirurgie und Innerer Medizin an Bedeu-
tung und wird daher in der Fachpresse wie in der Laienpresse viel diskutiert. In der Welt der Pferdemedizin, aber nicht nur hier, sind jedoch
haufig Vermengungen grundlegender Begriffe zu beobachten, die zu Missverstandnissen fohren. Dies zumal in Bezug auf die landldufige
Gleichsetzung der in der Pferdepraxis mittlerweile héufig angewandten Ubertragung autologen Knochenmarkes mit einer eigentlichen
Stammzelltherapie. Fir den Tierarzt gilt es daher heute, ein Grundversténdnis der Biologie der Stammzellen zu erwerben. So sollen in die-
sem Beitrag Definitionen fir embryonale und adulte Stammzellen, sowie mesenchymale und hématopoetische Stammzellen gegeben wer-
den. Dariber hinaus wird eine Ubersicht tiber die derzeit in Forschung und Klinik untersuchten bzw. angewandten Stammzelltherapien

gegeben.
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Stem cells, stem cell therapy — Terminology, context and potential clinical applications

The use of stem cells in regenerative and reparative therapeutical strategies is gaining more and more attention both in research and cli-
nical application. It is therefore, frequently discussed in lay publications as well as in scientific journals. However, in the field of equine
medicine, the term stem cell therapy has often been used in an inappropriate manner, especially when it is used for the transplantation of
autologous bone marrow. Thus, equine veterinarians need to have a basic understanding of stem cell biology. This article is intended to
give definitions for embryonic and adult stem cells, mesenchymal and haematopoietic stem cells. Furthermore, an overview of the current

stem cell therapies both in research and clinical pratice is provided.
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Einleitung

Die Anwendung von Stammzellen in regenerativen Therapie-
formen gewinnt in Chirurgie und Innerer Medizin an Bedeu-
tung und wird daher in der Fachpresse wie in der Laienpres-
se viel diskutiert. So ergibt eine Online-Recherche in PubMed
mehr als 33 000 Versdffentlichungen zum Thema Stammzell-
therapie. Allein im Jahr 2005 werden mehr als 3000 Fach-
verdffentlichungen hierzu gezéhlt, und im Januar 2006 sind
bereits Gber 200 weitere dazugekommen. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass die Stammzelltherapie auch in der Vete-
rindrmedizin Einzug hélt. Das Thema ist jedoch komplex, wes-
halb verschiedene Formen der Zelltherapie miteinander ver-
mengt und verwechselt werden, was schlieBlich zu Missver-
stéindnissen fohren kann. Im Bereich der Pferdemedizin seien
hier nur die Stichworte Acell™, VetCell™, VetStem™, Kno-
chenmarkibertragung und Orthokin®-Therapie genannt. In
diesem Beitrag sollen daher die wichtigsten Begriffe rund um
die Stammzelltherapie erléutert werden.

Stammzellen

Stammzellen sind per Definition undifferenzierte Zellen, die
sowohl zur Selbsterneuerung durch Replikation als auch zur

Differenzierung in verschiedene Gewebetypen in der Lage
sind (Abb.1). Die Fé&higkeit zur Differenzierung ist jedoch
unterschiedlich ausgeprégt, und so werden totipotente
Stammzellen von pluripotenten und multipotenten Stammzel-
len unterschieden.

Aus totipotenten Stammzellen kann ein kompletter Orga-
nismus entstehen. Diese Eigenschaft wird embryonalen Zellen
bis zum 8-Zell-Stadium der Morula zugesprochen (Wobus
und Boheler 2005). Pluripotente Stammzellen sind immer
noch in der Lage, sich in alle drei embryonalen Keimblétter
Endoderm, Mesoderm und Ektoderm zu differenzieren. Multi-
potente Stammzellen dagegen sind in ihren Differenzierungs-
moglichkeiten stérker eingeschrénkt, wie dies weiter unten am
Beispiel der mesenchymalen Stammzellen noch erléutert wer-
den wird.

Stammzellen kénnen von Embryonen stammen und werden
dann auch als embryonale Stammzellen bezeichnet. Stam-
men die Zellen jedoch von Organismen, die das Embryonal-
stadium hinter sich gelassen haben, so bezeichnet man sie als
adulte Stammzellen, selbst wenn sie prénatalen Organismen
zugehéren.
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Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen stammen von der Blastozyste, die
wiederum aus einer dGufleren Zellschicht, dem Trophektoderm,
einer flussigkeitsgefillten Hohle, der Blastocoele, und einem
Zellhaufen im Inneren (,inner cell mass”, ICM) besteht. Die
Blastozysten selbst sind Embryonen vor der Implantation, d.h.
etwa 1 Woche alt, je nach Spezies (Talbot et al. 1995, Odori-
co et al. 2001, Cowan et al. 2004, Sjogren et al. 2004). Die
ICM enthélt die pluripotenten Embryonalen Stammzellen, die
sich zum jeweiligen Organismus entwickeln, wéhrend die
umgebenden Trophoblasten-Zellen zum Chorion der Plazenta
beitragen. Nach ihrer Definition als Stammzellen haben
embryonale Stammzellen die Féhigkeit, sich selbst zu erneuern,
und sich in alle Zelllinien zu differenzieren, was sich auch dar-
in éuBBert, dass sie bis zu 2 Jahre lang in Kultur gehalten wer-
de kénnen und sich dabei alle 24-36 Stunden teilen (Thomson
et al. 1998, Odorico et al. 2001, Rosler et al. 2004). Diese
besondere Fahigkeit der embryonalen Stammzellen wiirde die
Existenz grofier Pools undifferenzierter Zellen fur therapeutische
Anwendungen und zu Forschungszwecken unterstitzen.

Stammaeelle

el
| ! !

Gewebe Respirationstraki Muskel
Haut Verdavungstraki Knochen
Fetigewebe
Knorpel
Blutzellen

Replikation

Keimblatt-dilferenzierung

Abb 1 Stammzellen sind definiert durch ihre Replikationsféhig-
keit und die Differenzierung in gewebespezifische Zelllinien (nach
Fortier 2005).

Stem cells are defined by their capacity for self-renewal through
replication and through their ability to differentiate into tissue-spe-
cific cell lineages (adopted from Fortier 2005).

Im Gegensatz dazu haben somatische Zellen oder auch
mesenchymale Stammzellen in vitro endliche replikative
Lebensspannen, nach denen sie nicht ldnger in der Lage sind,
sich zu teilen, was als replikative Seneszenz bezeichnet wird
(Pittenger et al. 1999). Die genaue proliferative Lebensspan-
ne der Zellen ist abhéngig vom Zelltyp, der Spezies und dem
Alter des Spenderorganismus, wobei die Grenzen bei etwa
10 bis 50 Zellteilungen liegen (Bruder et al. 1997, D’lppolito
et al. 1999, Campisi 2001, Rubin 2002, Wright und Shay
2002). Es wird angenommen, dass die genaue proliferative
Lebensspanne direkt von der Telomeraseakfivitét abhdngt
(Brook und Gardner 1997, Thomson et al. 1998, Rosler et al.
2004). Die Telomerase fugt telomere Wiederholungen an die
Chromosomenenden an, wodurch die Lénge der Chromoso-
men erhalten wird, was wiederum die Zellteilung unterstitzt
(Wright und Shay 2002). Die Telomeraseaktivitét ist typischer-
weise hoch in embryonalen Stammzellen, maBig hoch in
hdmatopoetischen Stammzellen, und schwach oder gar nicht
vorhanden in somatischen Zellen.

Embryonale Stammzellen sind schwierig zu gewinnen und in
Kultur zu halten. Die ICM, welche die embryonalen Stamm-
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zellen enthdlt, muss zundchst vom umgebenden Trophobla-
sten isoliert werden. Die Praparation kann einerseits physika-
lisch, also mikrochirurgisch, erfolgen, oder auch mittels kom-
plement-vermittelter Immunodissektion, bei der die aufien lie-
genden Trophoblastenzellen lysiert werden, wéhrend die ICM
erhalten bleibt. Aus einer Untergruppe der ICM-Zellen wer-
den dann in Zellkultur die embryonalen Stammzellen isoliert,
wobei sie auf einer Ammenzellschicht aus priméren Fibrobla-
sten gehalten werden. Die Ammenzellen werden meist aus
Méuseembryonen gewonnen und vor Gebrauch bestrahlt
oder chemisch behandelt, so dass sie selbst keine Zellteilung
durchfihren kénnen, jedoch in der Lage sind, Proteine und
andere, unbekannte Faktoren zu produzieren, die das Uber-
leben der embryonalen Stammzellen unterstitzen und sie in
pluripotentem Zustand erhalten (Thomson et al. 1998, Lim
und Bodnar 2002, Sjogren et al. 2004). Diese Methode der
Kultur embryonaler Stammzellen bedingt einen konfinuier-
lichen Nachschub an Ammenzellen.

Trotz intensiver Bemihungen verschiedener Forschungsgrup-
pen gelang die Gewinnung und Kultur embryonaler Stamm-
zellen nicht bei allen Spezies. So konnten embryonale Stamm-
zellen aus Blastozysten des Menschen, anderer Primaten und
von Méusen gewonnen werden (Thomson et al. 1995, Brook
und Gardner 1997, Thomson et al. 1998, Amit et al. 2000).
Embryonale Stammzellen vom Rind konnten in Primarkultur
gezichtet werden (Talbot et al. 1995), und es gibt Berichte
Uber dhnliche Zelltypen von Nerz (Sukoyan et al. 1993), Rat-
te (Vassilieva et al. 2000), Kaninchen (Graves und Moreadith
1993), Huhn (Park und Han 2000), Schwein (Li et al. 2004)
und Pferd (Saito et al. 2002).

Adulte Stammzellen

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen werden adulte
Stammzellen aus Geweben endodermalen, mesodermalen
oder ektodermalen Ursprunges gewonnen.

Hamatopoetische Stammzellen sind gut charakterisierte Zel-
len mesodermalen Ursprunges, die die Grundlage fir Kno-
chenmarktransplantationen darstellen (Huss 2000, Bellantuo-
no 2004). Sie sind hauptséchlich im Knochenmark zu finden
und haben nach traditioneller Auffassung die Funktion, alle
blutbildenden Zelltypen generieren zu kénnen (neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Basophile, Eosino-
phile, Erythrozyten, Thrombozyten, Mastzellen, dendritische
Zellen, B- und T-Lymphozyten). Neuere Studien haben jedoch
gezeigt, dass hématopoetische Stammzellen Gber bemerkens-
werte Plastizitét verfugen und scheinbar in der Lage sind,
auch nicht hédmolymphatische Gewebearten hervorzubrin-
gen.

Stromazellen aus verschiedenen mesodermalen Geweben
wie Knochenmark (Fortier et al. 1998, Pittenger et al. 1999),
Muskulatur (Deasy et al. 2004), Fettgewebe (Zuk et al.
2001), Synovialgewebe (De Bari et al. 2001) und Periost
(Zarnett und Salter 1989) verhalten sich wie Stammzellen.
Aber auch aus endodermalen Geweben wie dem Intestinum,
und aus ektodermalen Geweben wie Oberhaut (Blanpain et
al. 2004) und Nervengewebe (Baksh et al. 2004) konnten
Stammzellen isoliert werden. SchlieBlich kénnen derartige
Zellen zirkulieren und daher auch im peripheren Blut nach-
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gewiesen werden (Zvaifler et al. 2000, Kérner et al. 2005)
(Abb. 2).

Mesenchymale Stammzellen (MSC) aus dem Knochenmark
(Fortier et al. 1998; Pittenger et al. 1999) kénnen sich in
verschiedene Zelltypen differenzieren. Unter diesen befin-
den sich Muskel (Wakitani et al. 1995), Fett (Pittenger et al.
1999), Knochen (Rickard et al. 1996; Bruder et al. 1997),
Knorpel (Fortier et al. 1998), Leber (Alison et al. 2000),
Lunge (Ortiz et al. 2003) und Nerven (Pittenger et al. 1999;
Brazelton et al. 2000; Baksh et al. 2004) (Abb. 3). Mehre-
re dieser Studien zeigen die Differenzierung der MSC in ver-
schiedene Gewebetypen in vitro und die Ansiedelung dieser
Zellen in geschadigten Organen in vivo. Es gibt dariber
hinaus Studien, die die Transdifferenzierung beschreiben,
d.h. die Fahigkeit aus einer bestimmten Gewebeart stam-
menden adulten Stammzellen, spezialisierte Zelltypen einer
anderen Gewebeart zu bilden. Allerdings sollten diese
Berichte mit Vorsicht genossen werden, zeigen doch sehr
wenige dieser Studien die Funktfionalitét der ausdifferenzier-
ten Zellen.
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tion bedeutet hier, dass als ausdifferenzierte hdmatopoetische
Zellen erkannte Exemplare aussortiert werden (Rickard et al.
1996, Huss 2000). Positive Selektion, dass die Stammzellen
markiert und aus der Gesamtpopulation der Zellen isoliert
werden (Bruder et al. 1997, Pittenger et al. 1999). Zur
Anwendung kommen meist FACS (fluorescence activated cell
sorting) oder MACS (magnetic activated cell sorting). Jede
dieser Technologien setzt jedoch die Kenntnis der entspre-
chenden Oberfléchenmarker voraus. Bei der lIsolierung
mesenchymaler Stammzellen aus Geweben kann genauso
vorgegangen werden. Allerdings macht man sich bisher bei
der Isolierung mesenchymaler Stammzellen eher die Eigen-
schaft dieser Zellen zu nutze, sich an Plastikoberfléchen anzu-
heften (Plastikadhérenz), nachdem nicht eindeutig bestimmt
ist, welche Oberflachenmarker eine derartige Stammzelle
definieren. Aus Geweben werden die Zellen also zunéchst
herausgeldst, indem mittels Proteasen die umgebende Gewe-
bematrix aufgeldst wird. AnschlieBend werden die hierdurch
gewonnenen Zellen in Kultur genommen, wobei schlief3lich
diejenigen Ubrigbleiben, die sich an den Boden der Kulturfla-
sche anheften.

Abb 2 Struktur equiner Stammzellen in vitro. Die Stammzellen wurden aus verschiedenen Geweben isoliert: Knochenmark (links), Peri-
pheres Blut (Mitte), Fettgewebe (rechts). Charakteristisch ist die langgezogene, fibroblastenéhnliche Gestalt der Zellen. Die hier abgebilde-
ten Zellen stammen aus der ersten Passage (p1). Sie wurden in der Kulturfalsche fotografiert (Vergréfierung x20).

Structure of equine stem cells in vitro. Stem cells were isolated form different tissues: bone marrow (left), peripheral blood (middle), adipo-
se tissue (right). The lengthy, fibroblast like appearance is characteristic for this cell type. The cells depicted in this figure are passage 1 (p1),
photographed in the culture flask (magnification x20).
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Die Isolierung der adulten Stammzellen kann prinzipiell auf
zwei Wegen erfolgen. Einerseits kénnen die infrage kommen-
den Zellen mittels typischer Oberfléchenmarker identifiziert
und anschliessend durch positive Selektion oder negative
Selektion isoliert werden. Dieses Verfahren wird gerade bei
hédmatopoetischen Stammzellen angewandt. Negative Selek-
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Die Ausbeute an Stammzellen ist allerdings gering, und zwar
sowohl bei der Isolation aus der mononukledren Zellpopula-
tion des Knochenmarkes (Pittenger et al. 1999) als auch bei
der Isolation aus Stromazellen verschiedener Gewebe. So
wird ihr Anteil an den mononukledren Zellen des Knochen-
markes, gewonnen durch Ficoll-Gradientenzentrifugation,
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auf etwa 0.001-0.01 % geschétzt (Pittenger et al. 1999,
Martin et al. 2002). Fir das Knochenmark des Pferdes exi-
stieren keine genauen Schétzungen, doch berichtet Fortier
(2005), dass nach unpublizierten Labordaten etwa 1-2 x 10°
plastikadhdrente Zellen aus einem Ausgangsvolumen von
10 ml Knochenmark gewonnen werden. Diese geringen
Zahlen an Ausgangsmaterial missen beriicksichtigt werden,
wenn biologisches Material fir eine als ,Stammzelltherapie”
angepriesene Therapieform zur klinischen Anwendung kom-
men soll.

Bleibt zu erkldren, wie Uberprift werden kann, ob eine auf die
eine oder andere Art und Weise isolierte Zelle tatséchlich
Stammzellcharakter hat. Ein Goldstandard hierfir existiert
derzeit nicht (Blau et al. 2001, Mayhall et al. 2004). Sowohl
for embryonale als auch fir adulte Stammzellen wurden ver-
schiedene Zellmarker beschrieben, die teils jedoch, wie etwa
die Alkalische Phosphatase, sehr unspezifisch sind (Thomson
et al. 1998, Pittenger et al. 1999, Baharvand et al. 2004,
Baksh et al. 2004, Barry und Murphy 2004). Weiterhin beste-
hen klare Unterschiede zwischen Stammzellen verschiedener
Spezies in Bezug auf die Expression dieser Marker. Und
schlieBlich fehlen bisher Marker, die Zellen als véllig undiffe-
renzierte Stammzellen oder als Vorlauferzellen bestimmter
Zelllinien kennzeichnen wirden (zur Nieden et al. 2001,
Ginis et al. 2004). Daher bleibt bisher nur der Weg Gber die
funktionelle Charakterisierung der Zellen.

Im Falle der hdmatopoetischen Stammzellen besteht der defi-
nierende Test darin, dass die Féhigkeit der Zellen, sémtliche
lymphoiden und myeloerythroiden Zelllinien zu erzeugen in
einem, mit letaler Dosis bestrahlten, Wirtsorganismus Gber-
prift wird (Bellantuono 2004).

.. iy &
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2004). Aber auch die Féhigkeit der embryonalen Stammzel-
len, eine Keimlinie des Empféngers zu besiedeln, wird zur
Bestdtigung der Eigenschaften derartiger Zellen benutzt
(Brook und Gardner 1997). Hierbei werden die fraglichen
Zellen in Empfénger-Blastozysten Ubertragen. Entstehende
Chiméren werden mit einem Tier derselben Spezies gepaart,
das einen Genotyp aufweist, der z.B. vermittels der Fellfarbe
eine Unferscheidung zwischen Spender und Empfénger
zuldsst (Brook und Gardner 1997).

Die Multipotenz mesenchymaler Stammzellen wird ebenfalls
meist funktionell durch ihre Féhigkeit, sich in verschiedene
Gewebe zu differenzieren, Uberprift. Ein Standard for Stitz-
gewebe ist z.B. die adipogene, osteogene und chondrogene
Differenzierung in vitro, also die Entstehung von Fettgewebe,
Knochen und Knorpel (Kérner et al. 2005) (Abb. 4).

Unabhdngig von den derzeit angewandten Tests besteht aber
Unsicherheit beziglich der Frage, ob nicht auch eine hetero-
gene Mischung aus véllig unbestimmten Zellen, Vorlduferzel-
len bestimmter Zelllinien und ausdifferenzierten Zellen in der-
selben Kolonie von Stammzellen vorliegen kénnte, wobei bei
entsprechendem Stimulus jeweils eine entsprechende Subpo-
pulation aktiviert wirde (Pittenger et al. 1999, Barry und Mur-
phy 2004). Die Pluripotenz oder Multipotenz wére in diesem
Szenario nur scheinbar vorhanden.

Weiterhin besteht Unsicherheit beziglich der Frage, ob die
Orientierung der Stammzellen in Richtung einer bestimmten
Zelllinie und ihre Differenzierung bis hin zum Gewebe unidi-
rektional und irreversibel ist, wie friher angenommen. Die
Beobachtung von Plastizitét, oder Zelllinienkonversion, bei
adulten Stammzellen gibt hierzu Anlass (Blau et al. 2001,

Abb 4 Funktionale Charakterisierung equiner mesenchymaler Stammzellen. Aus dem Knochenmark isolierte Stammzellen wurden unter
Einfluss spezifischer Differenzierungsmedien dazu gebracht, charakteristische Eigenschaften verschiedender Gewebe zu entwickeln. Links:
Adipogene Differenzierung: Die Differenzierung in Richtung Fettgewebe ist charakterisiert durch die rot dargestellten intrazelluléren Lipid-
trépfchen (Farbung Qil-Red-O, Fixierung auf Zellkulturplatte, VergréBerung x40). Mitte: Osteogene Differenzierung: Die Entwicklung in
Richtung Knochengewebe wird durch die Produktion von Alkalischer Phosphatase angezeigt (Férbung AP Fixierung auf Zellkulturplatte, Ver-
gréferung x10). Rechts: Chondrogene Differenzierung: Die Produktion der polysulfatierten Glykosaminoglykane, die fir die Knorpelma-
trix charakteristisch sind, wird durch die Braunférbung deutlich (Férbung Safranin-O/Fast Green, Paraffinschnitt eines in 3-dimensionaler
Kultur gebildeten Knorpelpellets, VergréBerung x10).

Fuctional characterisation of equine mesenchymal stem cells. Bone marrow derived stem cells were directed towards different tissue linea-
ges under the influence of specific differentiation media. Left: Adipogenic differentiation: the development of adipose tissue is characteri-
sed by the development of lipid droplets (stain oil-red-O, fixation on culture plate, magnification x40). Middle: Osteogenic differentiation:
the osteoblast character is shown by the production of alkaline phosphatase (stain AR fixation on culture plate, magnification x10). Right:
Chondrogenic differentiation: polysulfated glycosaminoglycanes are characteristic for cartilage matrix. In this section, these molecules are
visualised through the brown stain (stain safranin-O/fast green, paraffin section of a pellet culture, magnification x10).

Embryonale Stammzellen werden durch die subkutane Injek-
tion der fraglichen Zellen in eine SCID (severe combined
immunodeficient) Maus getestet. Hier sollte sich ein Teratom
entwickeln, welches Gewebe aller drei Keimblétter beinhaltet
(Thomson et al. 1998, Odorico et al. 2001, Baharvand et al.
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Baksh et al. 2004, Wagers und Weissman 2004). Mégliche
Mechanismen, die Plastizitét erlaubten, sind z.B. die Transdif-
ferenzierung, die Zellfusion, die Existenz einer Vielzahl von
Stammzellpopulationen innerhalb eines gemeinsamen
Stammzell-Pools und die De-Differenzierung in eine primitive-
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re, weniger spezialisierte Zelllinie, die anschlieBend in eine
andere Zelllinnie re-differenziert (Wagers und Weissman
2004). Doch obwohl die Aussicht auf ,formbare” Stammzel-
len erhebliche Phantasie fir ihren klinischen Einsatz freisetzt
bedarf es noch erheblicher wissenschaftlicher Anstrengungen,
um die postulierte Plastizitéit zu beweisen und anschlieend
gezielt nutzbar zu machen.

Stammzelltherapie

Gerade aufgrund der Berichte Uber die Transdifferenzierung
hématopoetischer Stammzellen in neuronale Zellen (Brazel-
ton et al. 2000), neuronaler Zellen in hédmatopoetische Zel-
len (Bjornson et al. 1999) und embryonaler Stammzellen in
lymphohé&matopoetische Zellen (Vodyanik et al. 2005)
erscheint der klinische Einsatz hédmatopoetischer Stammzel-
len, mesenchymaler Stammzellen und embryonaler Stamm-
zellen geradezu grenzenlos.

Von der Regeneration von Haarfollikeln Uber die Wiederher-
stellung sémilicher inneren Organe bis hin zur Erneuerung
der Funkfion des Nervensystems erscheint nichts mehr
unméglich, und so kénnen hier nicht annéhernd alle poten-
tiellen Einsatzgebiete beschrieben werden.

Tatsdchlich umsetzbare Therapieformen sind im Gegensatz
hierzu bisher noch selten. Der Einsatz hdmatopoetischer
Stammzellen zur Behandlung der blutbildenden Organe ist
derzeit die am weitesten verbreitete Stammzelltherapie (Tyn-
dall und Daikeler 2005, Woodard et al. 2005, Yang et al.
2005, Tsuji et al. 2006). Der Einsatz embryonaler Stamm-
zellen in utero zur Behebung eines letalen fetalen Herzfeh-
lers erdffnet das weite Gebiet der prénatalen Therapie (Frai-
denraich et al. 2004), und auch die Funktion von Nerven
konnte mit Hilfe embryonaler Stammzellen wiederherge-
stellt werden (Chiba et al. 2004, McKay 2004). Bereits wur-
de auch Gber die Wiederherstellung der Funktion von Ner-
ven (Cuevas et al. 2002) und Hepatozyten (Lagasse et al.
2000, Zhao et al. 2005, Quintana-Bustamante et al. 2006)
nach der Transplantation mesenchymaler Stammzellen
berichtet.

Muskuloskeletale Gewebe wie Knochen, Knorpel, Bénder und
Sehnen und Muskulatur liegen eher im Interessenbereich des
Pferdetierarztes, und glicklicherweise auch im Fokus der
Stammzellforschung (Caplan 2005). Einige Tenozyten-Zellli-
nien besitzen Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen. Dies
unterstitzt die Annahme, dass im Sehnengewebe selbst mesen-
chymale Stammzellen vorliegen (Salingcarnboriboon et al.
2003). Daneben wird der Einsatz pluripotenter Zellen in einer
Kollagenmatrix zur Verbesserung der Sehnenreparatur als viel-
versprechender Ansatz angesehen (Butler und Awad 1999).
Weiterhin kénnen mesenchymale Stammzellen in transfektierter
Form zur Produktion von Wachstumsfaktoren angeregt und zur
Verbesserung des Heilungsprozesses bei Band- und Sehnen-
schaéden eingesetzt werden (Woo et al. 1999). Andere Autoren
berichten, dass Sehnengewebe, welches unter Zuhilfenahme
mesenchymaler Stammzellen entstand, signifikant verbesserte
mechanische Eigenschaften aufwies. Aber auch histologische
Parameter zeigten Verbesserungen, wie eine erhdhte Anzahl an
Tenozyten und Kollagenfaserbindel, die sowohl gréfier waren
als auch einen reiferen Eindruck machten. Die Anwesenheit
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einer groflien Zahl mesenchymaler Stammzellen in einem
Wundgebiet kann also bereits nach 4 Wochen zu einer signifi-
katen Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften der
Sehnenheilung fihren (Awad et al. 1999). Einer weiteren Stu-
die dieser Autoren zufolge waren die jeweiligen Parameter im
stammzell-behandelten Gewebe meist doppelt so grofy wie im
Kontrollgewebe. Belastungsassoziierte Parameter des behan-
delten Gewebes stiegen ebenfalls signifikant an. Die behan-
delten Gewebe besafien einen signifikant gréfieren Quer-
schnitt, und ihre Kollagenfasern schienen besser ausgerichtet
zu sein als die der Kontrollen. Somit konnten in diesem Fall mit
mesenchymalen Stammzellen besiedelte, organisierte Kollage-
nimplantate die Heilung grofier Sehnendefekte signifikant ver-
bessern, und zwar sowohl die Biomechanik, als auch die Struk-
tur und méglicherweise die Funktion der Sehne nach Verlet-
zung (Young et al. 1998). Beim Pferd wurde der therapeutische
Einsatz mesenchymaler Stammzellen zuerst fir die Behandlung
von Lésionen der oberfléchlichen Beugesehne erwogen (Smith
et al. 2003). Mittlerweile konnten an einer gréBeren Anzahl
behandelter Félle beeindruckende Ergebnisse beobachtet wer-
den (Smith 2004), die der Autor aufgrund eigener Erfahrungen
mit bis dato 80 behandelten Pferden bestétigt (Brehm 2005,
unpublizierte Daten).

Die Regeneration beschédigter Knorpeloberfléchen in Gelen-
ken wird ebenfalls intensiv beforscht (Caplan 2005, Magne et
al. 2005). Bei degenerativen Gelenkerkrankungen, wie der
Osteoarthritis, sind Stammzellen im Mangel und haben
auBerdem eine reduzierte proliferative Kapazitat und vermin-
derte Differenzierungsfahigkeit. So konnte gezeigt werden,
dass die Bereitstellung mesenchymaler Stammzellen aus dem
Knochenmark fir die Behandlung erkrankter Kniegelenke das
Potential hat, die Knorpelregeneration zu stimulieren und die
fortschreitende Zerstérung des Gelenkes zu bremsen (Barry
2003). Das therapeutische Prinzip der Bereitstellung von
mesenchymalen Stammzellen und Wachstumsfaktoren aus
dem Knochenmark wird bei der Therapie von Knorpeldefek-
ten derzeit dadurch nutzbar gemacht, dass sie nach dem
Anbohren des subchondralen Knochens (Micro-Picking,
Micro-Facturing) aus dem Knochenmark bereitgestellt werden
(Nixon und Fortier 2001, Fortier 2002). Im tierexperimentel-
lem Ansatz am Pferdemodell konnte nachgewiesen werden,
dass der Einsatz mesenchymaler Stammzellen die Knorpelhei-
lung verbessert (Nixon et al. 2000).

Ungeldste Fragen im Zusammenhang mit dem therapeuti-
schen Einsatz von Stammzellen dirfen jedoch nicht aufer
Acht gelassen werden. Immunologische Interaktionen zwi-
schen Ubertragenen Stammzellen und Empféngerorga-
nismus etwa werden vermieden, wenn Spender und Emp-
fanger identisch sind, was z.B. beim Einsatz aus dem Kno-
chenmark des Patienten gewonnener, autologer mesenchy-
maler Stammzellen der Fall ist. Nun wére es an sich win-
schenswert, auf heterologes Material zugreifen zu kénnen.
Einerseits kénnte unverziglich therapiert werden, und ande-
rerseits kénnten sehr hohe Anzahlen an Zellen eingesetzt
werden, jedoch mit dem Risiko der AbstoBung (abgesehen
vom Risiko der Ubertragung bakterieller oder viraler Krank-
heiten). Mesenchymale Stammzellen scheinen jedoch die
Proliferation und Maturation von T-Zellen zu unterdriicken,
sei es durch direkte Zell-zu-Zell-Effekte oder durch die
Sekretion bisher unbekannter &slicher Faktoren (Di Nicola
et al. 2002, Barry und Murphy 2004, Pittenger und Martin
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2004), und so ist es nicht unméglich, dass dereinst vorge-
fertigte Therapeutika auf der Basis mesenchymaler Stamm-
zellen zur Verfigung stehen werden. Sind nun die Stamm-
zellen appliziert, so ist die Frage, wie sie sich im Wirtsorga-
nismus verhalten. Tatséchlich scheinen sich intravends
applizierte Stammzellen bevorzugt in beschédigten Gewe-
ben anzusiedeln, die dadurch funktionelle Besserung erfah-
ren (Lagasse et al. 2000, Cuevas et al. 2002, Chiba et al.
2004, Fraidenraich et al. 2004). Unklar ist jedoch, ob die-
ser Effekt durch die mechanische Funktion der eingewan-
derten Stammzellen oder durch von diesen Zellen syntheti-
sierfe und sezernierte Wachstumsfaktoren hervorgerufen
wird.

Stammzelltherapie und Knochenmarkibertragung

Die Knochenmarkibertragung wird in der Pferdeorthopddie
mittlerweile héufig eingesetzt, speziell zur Behandlung von
Erkrankungen des Fesseltrégerursprunges, aber auch bei
Sehnenverletzungen. Das Konzept geht auf Herthel zurick
(Herthel 2001, 2003), der Gber gute klinische Ergebnisse
berichtet, die in einer neueren klinischen Studie bestétigt wur-
den (Rosenbrock et al 2004). Herthel spekuliert bei der
Diskussion seiner Befunde Uber den méglichen Effekt der im
Knochenmark vorhandenen Stammzellen.

Méglicherweise hierdurch ausgelést, féllt im Zusammenhang
mit dieser Therapieform oft der Begriff der Stammzelltherapie,
héufig werden Stammzelltherapie und Knochenmarkibertra-
gung sogar synonym gebraucht. Wéhrend jedoch fur die
Stammzelltherapie embryonale oder adulte Stammzellen ein-
gesetzt werden, die im Labor isoliert und vermehrt wurden
(sieche oben), wird bei der Ubertragung von Knochenmark
eine Vielzahl verschiedener Zelltypen und l&slicher Molekile
intral@sional appliziert. Dazu gehéren neben sehr wenigen
mesenchymalen Stammzellen sémiliche Blutzelltypen, dane-
ben aber auch Wachstumsfaktoren.

Knochenmark ist also eine Quelle unter mehreren fir mesen-
chymale Stammzellen (siehe oben), nicht jedoch das Materi-
al for eine Stammzelltherapie. Selbst wenn die Behandlung
mittels Knochenmarkibertragung von Erfolg gekrént ist heif3t
das nicht, dass es sich um eine Stammzelltherapie handelt.

Diese beiden Begriffe missen sauber voneinander getrennt
werden.

Fazit

Der therapeutische Einsatz von Stammzellen in der regenera-
tiven Medizin ist Gegenstand der aktuellen Diskussion. Tier-
grzte sollten daher ein Grundversténdnis der Biologie der
Stammzellen erwerben. Therapieformen, bei denen Stamm-
zellen nicht die Hauptrolle spielen, dirfen nicht als Stamm-
zelltherapie bezeichnet werden und sollten vor Anwendung
sorgfdltig evaluiert werden. Wenigen gesicherten Erkenntnis-
sen zur Stammzelltherapie steht das schier unerschépfliche
Potential an méglichen neuen Therapien gegentber. Der Ein-
satz mesenchymaler Stammzellen zur Therapie von Sehnen-
schéden beim Pferd zeitigt ermutigende Ergebnisse, die hof-
fen lassen, dass das Prinzip der regenerativen Medizin auch
bei weiteren Indikationen alte therapeutische Hindernisse
Uberwinden helfen wird.
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